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1. Einleitung

Die Pédiatrische Hamatologie und Onkologie befasst sich im Schwerpunkt mit der Diagnostik
und Therapie bosartiger Erkrankungen bei Kindern und Jugendlichen. Diese klinische Arbeit
wird von einer vielféaltigen klinischen Forschung begleitet, die durch die diagnosespezifischen
multizentrischen Behandlungsprotokolle wesentlich gepragt wird. Mit der kontinuierlichen
Fortentwicklung der Therapieoptimierungsprotokolle sind entscheidende Erfolge erzielt
worden, so dass nun die meisten bosartigen Erkrankungen im Kindesalter as prognostisch
gunstig einzustufen sind. Die begleitende molekularbiologische Forschung hat nicht nur das
Wissen um die Tumorbiologie wesentlich vertieft sondern auf3erdem eine verbesserte
Diagnostik und verfeinerte Klassifikation der Tumoren ermdglicht sowie zur Entdeckung
prognostisch relevanter genetischer Veranderungen gefiihrt. Diese Erkenntnisse haben zum
Teil bereits Eingang in aktuelle Behandlungsstrategien sowohl im Sinne der

Therapieintensivierung als auch der Therapiereduktion gefunden.

Viele der im Kindesalter auftretenden Tumoren imitieren unreife histologische Strukturen,
wie sie wahrend der Organogenese ausgebildet werden. Daher werden diese Tumoren haufig
als Blastome (z.B. Neuroblastom, Nephroblastom) bezeichnet und as embryonale Tumoren
zusammengefasst. Molekularbiologisch finden sich be diesen Tumoren Genexpressions-
muster, die ebenfalls der Embryonalentwicklung dhneln®. Diese Untersuchungen legen den
Schluss nahe, dass die Entstehung der embryonalen Tumoren in der Zeit der
Organentwicklung wahrend der frihen Schwangerschaft initiiert wird. Dieser Hypothese wird
durch den Begriff der ,, dysontogenetischen Tumoren Rechnung getragen. Offensichtlich sind
embryonale Tumoren Ausdruck einer tiefgreifenden Stérung in der Organanlage und —
differenzierung. Diese Annahme wird unterstitzt durch die klinische Beobachtung einer
Assoziation von  embryonaen  Tumoren mit  Entwicklungsanomalien  bzw.
Fehlbildungssyndromen®">%. Beispielhaft ist die Assoziation von Denys-Drash Syndrom

oder WAGR-Syndrom mit Nephroblastomen zu nennen'®®.

Die Analyse solcher
Assoziationen hat bei einigen Tumoren zur Entdeckung von Tumorsupressorgenen bzw.

Onkogenen gefiihrt, die auch auRerhalb des Syndromkomplexes relevant sind™®.

Die verschiedenen embryonaen Tumoren tragen einerseits charakteristische und diagnostisch
differenzierende genetische Veranderungen, andererseits sind aber zusétzliche Veranderungen
wie z.B. Deletionen am kurzen Arm des Chromosom 1 (1p36) bei verschiedenen

Tumorentitéten anzutreffen und entsprechen somit gemeinsamen Evol utionsschritten wahrend
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der Tumorprogression™. Die Tumorzellen tragen in der Regel biologische Eigenschaften einer
pluripotenten Organ-Stammzelle und konnen daher zum Teil in einem Tumor unter-

schiedliche histologische Differenzierungsmuster ausbilden.

Im Vergleich zu anderen embryonalen Tumoren ist die Situation bel Keimzelltumoren
besonders komplex, da sie nicht nur histologisch auf3erordentlich heterogen sind; sondern sich
auRerdem an vielen verschiedenen Stellen im Organismus entwickeln kénnen™. Aufgrund der
Besonderheiten der Keimzellentwicklung wird bei Keimzelltumoren ebenfalls postuliert, dass
die Tumorentstehung wahrend der Embryonal zeit initiiert wird. Darlber hinaus ist auch bei
Keimzelltumoren eine Assoziation mit definierten angeborenen Syndromen bekannt, die zum
Grof¥eil mit Stérungen der Geschlechtsentwicklung verbunden sind (testikulare
Feminisierung, Turner Syndrom, Klinefelter Syndrom) '2%2#% o dass auch in diesem Punkt
Ahnlichkeiten zu anderen embryonalen Tumoren aus dem Fachbereich der Padiatrischen
Onkologie bestehen.

Nach einer Einfuhrung in die Thematik der Biologie und Klinik der Keimzelltumoren werden
in dieser Arbeit spezifische genetische und klinische Aspekten von Keimzelltumoren bei
Kindern und Jugendlichen erortert. Auf der Grundlage einer epidemiologischen Analyse
werden Untersuchungen zur Histogenese der extragonadalen Keimzelltumoren vorgestellt.
Am Beispiel der mediastinalen Keimzelltumoren werden Unterschiede in Klinik, Histologie
und Genetik der Keimzelltumoren zwischen Kindern und Jugendlichen veranschaulicht.
Weiterhin wird anhand einer Zusammenfassung der genetischen Profile von Keimzelltumoren
mit unterschiedlichen Tumorlokalisationen und Manifestationsalter eine Klassifikation der
Keimzelltumoren im Kindes- und Jugendalter entworfen. Als Grundlage fur eine rationale
und rationelle klinische Diagnostik der extragonadalen Keimzelltumoren wird anschlief3end
die diagnostische Wertigkeit der Tumormarker Alpha; Fetoprotein (AFP) und humanes
Choriongonadotropin diskutiert. Schliefflich werden Ansédtze fur eine Optimierung der
Primér- und Rezidivtherapie der bei Kleinkindern grofiten Gruppe der malignen
Keimzelltumoren der Steiffbeinregion evaluiert sowie die biologische und klinische

Bedeutung von Zweittumoren nach Keimzelltumoren erértert.

Ziel dieser Arbeit ist es, gemeinsame Muster innerhalb der heterogenen Gruppe der
Keimzelltumoren im Kindesalter erkennbar werden zu lassen, die als Grundlage fir
weiterfihrende tumorbiologische Studien sowie as Orientierung flr eine optimierte
Behandlung dienen.



1.1. Histologie der Keimzelltumoren

Entsprechend dem holistischen Konzept der Histogenese nach Teilum stammen
Keimzelltumoren von totipotenten primordiden Keimzellen ab'®. Sie koénnen die
Morphologie des Keimepithels aufweisen und werden dann als Germinom (Synonym:

Seminom, Dysgerminom) bezeichnet.

Andererseits entsprechen embryonale Karzinome Tumoren noch nicht determinierter,
totipotenter Zellen. Aufgrund der verfeinerten histologischen und immunhistochemischen
Diagnostik werden reine embryonale Karzinome bei Kleinkindern selten diagnostiziert und

zumeist al's Komponenten gemischter Keimzelltumoren beschrieben.

Bel extraembryonaler Differenzierung entwickeln sich Dottersacktumoren (Synonym
Endodermal sinustumoren) bzw. Choriokarzinome. Diese Tumorentitéten werden aufgrund
ihrer Tumormarkerproduktion auch als sezernierende Keimzelltumoren zusammengefasst
(Tabelle 1). Dottersacktumoren produzieren Alpha, — Fetoprotein (AFP). Choriokarzinome
als maligne Korrelate des Syncytiotrophoblasten der Plazenta sezernieren R-HCG. Deutliche
HCG und AFP-Erhthungen werden abgesehen von wenigen Ausnahmen (z.B.
Hepatoblastom) nur bei Tumoren beobachtet, die einen signifikanten Anteil dieser

Histologien aufweisen®"*,

Entsprechend diesem Konzept kénnen sich schlieffdlich bei somatischer Differenzierung
Teratome unterschiedlichen Reifegrades entwickeln. Der histologische Reifegrad der
Teratome bestimmt sich nach dem Anteil immaturer, meist neuroepithelialer Strukturen™. In
einzelnen Féallen werden kleine Herde von Dottersacktumorgewebe meist in Nachbarschaft
neuroepithelialer oder hepatoider Strukturen gefunden, die in Rezidivsituationen dann als
Dottersacktumor manifest werden kénnen®. Bei Erwachsenen kénnen auch kleine Herde mit
sarkomatdser Transformation bzw. PNET Histologie nachgewiesen werden®. Eine besondere
Situation stellt sich bei mediastinalen Keimzelltumoren dar, bei denen sich — ausgehend von
mikroskopisch nachweisbaren Blutbildungsherden innerhalb eines Dottersacktumors — eine

myeloische L euk&mie entwickeln kann®®’.

1.2. Biologie der Keimzelltumoren — aktueller Stand

Die malignen testikularen Keimzelltumoren bei jungen Erwachsenen stellen die bislang

am besten zytogenetisch charakterisierte Untergruppe der Keimzelltumoren dar. Sie sind in
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der Regel polyploid (Seminome) oder aneuploid (Nicht-Seminome), und Uber 80% der
malignen Tumoren weisen as charakteristische Verénderung ein Isochromosom 12p
auf'?™1%12 " Dieses besteht aus zwei im Zentromer fusionierten kurzen Armen des
Chromosom 12. In den sogenannten Isochromosom 12p - negativen Tumoren, findet sich
regelmaldig eine Amplifikation von chromosomalem Material von 12p, entweder in Form von
homogeneously staining regions, double minutes oder inkorporiert in Markerchromosomen'®.
Somit findet sich in fast allen malignen Keimzelltumoren eine Amplifikation von Material
von 12p. Diese Befunde sind mittels comparativer genomischer Hybridiserung (CGH)
bestétigt worden® 1%, Die CGH-Analysen haben auRerdem weitergeholfen, den regelmaRig
amplifizierten Bereich auf 12p11.1-12.1 einzugrenzen® 1931 piese Untersuchungen
sind durch positionelle Fluoreszenz in-situ Hybridisierungen (FISH) und nachfolgende semi-
guantitative Genexpressionsanalysen fortgeflihrt worden, so dass jetzt der regelméidig

amplifizierte Bereich von 12p weiter eingeengt ist und Kandidatengene identifiziert sind™®.

Im Vergleich zu den testikuldren Keimzelltumoren sind Keimzelltumoren des Ovar nur im
Rahmen kleinerer Studien zytogenetisch analysiert worden. Dabei nehmen die maturen
zystischen Teratome insofern eine Sonderstellung ein, als sie oft einen iso-disomen Karyotyp
[(23,X)x2] aufweisen konnen, sich aso von Keimzellen nach Meiose | ableiten'®
Untersuchungen mit Mikrosatellitenmarkern haben bestétigt, dass ca zwe Drittel der
Ovarialteratome bereits in die Meiose eingetreten sind”. Diese Tumoren weisen bereits ein
Imprinting auf, und es ist zu diskutieren, auf welche Weise das spezifische maternae
Imprintingmuster  von  Wachstumsfaktoren wie IGF-2  Differenzierung  und
Proliferationspotential dieser Tumoren beeinflusst*.

Maligne ovariale Keimzelltumoren zeigen ein zytogenetisches Muster, das dem der
testikuléaren Keimzelltumoren im wesentlichen entspricht. Am haufigsten lasst sich ein
Isochromosom 12p bzw. eine Amplifikation an 12p nachweisen, die weiteren Aberrationen

entsprechen in ihrer Haufigkeit ebenfalls den testikul &ren Tumoren™ %192,

Schliefdich ist die Assoziation von einer Gonadendysgenesie bei mannlichem Karyotyp mit
Gonadoblastomen und malignen Keimzelltumoren bemerkenswert'®!. Dabei ist bislang nicht
geklart, ob Gonadoblastome echte Vorlauferlasionen der malignen Keimzelltumoren oder

eher eineim eigentlichen Sinne nicht neoplastische Veranderung darstellen®”.

In extragonadalen Keimzelltumoren Erwachsener lassen sich im Grundsatz dhnliche
zytogenetische Verédnderungen nachweisen wie in testikularen Tumoren. Die einzige

publizierte Serie zu mediastinalen Keimzelltumoren bei Erwachsenen umfasst 25 Patienten®.
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AulRerdem ist auf mehrere charakteristische Befunde bei mediastinalen Keimzelltumoren
hinzuweisen. Die Assoziation mit einem Klinefelter Syndrom (konstitutioneller 47,XXY

Karyotyp) ist bislang nur bei mediastinalen K eimzelltumoren bekannt**.

Genetische Befunde bei intrakranialen Keimzelltumoren sind bisang nur in
Einzelfallberichten, im Rahmen einer zytogenetischen Studie (n=3) sowie einer CGH Analyse
(n=15) beschrieben'®?®% Dabei zeigen sich chromosomale Verdnderungen, die ebenfalls
denen von testikuldren Keimzelltumoren bei Erwachsenen gleichen®™. Untersuchungen mit
Hilfe der Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) haben darliber hinaus gezeigt, dass
intrakraniale Keimzelltumoren, einschliefdich der Teratome, gehduft Aberrationen der
Geschlechtschromosomen aufweisen®. Es sind auRerdem einzelne Patienten mit Klinefelter

Syndrom und intrakranialem Keimzelltumor beschrieben®.

Keimzelltumoren bei Sduglingen und Kleinkindern zeigen heterogene zytogenetische
Befunde, zumal bei ihnen im Gegensatz zu den adulten Keimzelltumoren keine in nahezu
100% der Félle auftretende Aberration bekannt ist. Bel ihnen besteht nur in Einzelféllen ein
Isochromosom 12p oder ein Zugewinn an 12p%. Mehrere Untersuchungen mittels FISH
Technik weisen auf eine hohe Frequenz (bis >80%) von Deletionen an 1p36 hin®>%?°, Diese
Studien deuten an, dass Deletionen an 1p36 im Vergleich wesentlich haufiger sind als in
Neuroblastomen, bei denen diese auf einen ungiinstigen Krankheitsverlauf hinweisen.
Allerdings ist kritisch anzumerken, dass bei diesen Untersuchungen zumeist die Zahl der
Signale an 1p36 mit den Zentromersignalen des Chromosom 1 verglichen worden sind. Eine
geringere Zahl der 1p36 Signale ist daher entweder durch eine Deletion 1p36 oder durch
einen Zugewinn von 1q zu erkl&ren. Somit handelt es sich um Imbalanzen des Chromosom 1,
und die Frage, ob es sich um einen Allelverlust handelt, wird in einer der vorgelegten
Arbeiten behandelt.

1.3. Diagnostik und Therapie — aktueller Stand

Die Therapiestrategie bei Kindern und Jugendlichen mit Keimzelltumoren richtet sich
wesentlich nach den Parametern Histologie, Tumorlokalisation, Tumorstadium und Alter.
Dabel ist zu beachten, dass einige Grundprinzipien fir Kemzelltumoren jeglicher
Lokalisation allgemein guiltig sind. Jedoch sind vor allem die Strategien bezliglich der lokalen
Tumorkontrolle in besonderem Mal3e von der Lokalisation abhangig. Wie in Tabelle 1
dargestellt, korreliert das Ansprechen auf eine zytostatische Therapie oder eine
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Strahlentherapie wesentlich mit der Histologie. Bel reifen oder unreifen Teratomen ist die
radikale chirurgische Tumorentfernung ausschlaggebend®®**"2. Auch wenn das Rezidivrisiko
nach mikroskopisch inkompletter Resektion von Teratomen bei einzelnen Lokalisationen wie
z.B. der Kopf- und Halsregion geringer ist as beispielsweise in der Steilfbeinregion, so ist
dennoch immer eine radikale Resektion anzustreben. Der Stellenwert der adjuvanten Chemo-
oder Strahlentherapie ist bei Teratomen riickblickend unterschiedlich bewertet worden. Die
Erfahrungen der letzten Jahre sprechen dafUr, dass diese in der Regel schlecht auf eine solche
Therapie ansprechen und deshalb mit hoheren Strahlendosen zu behandeln sind. Hierbei sind
das Alter und die Lokalisation zu berticksichtigen, so dass vor allem bei Sauglingen und
Kleinkindern individuelle Entscheidungen auf der Grundlage des klinischen

Keimzelltumorregisters zu treffen sind.

Tabelle 1. Produktion von Tumormarkern und Therapieansprechen in Abhangigkeit von der
Histologie (nach Gobel, Schneider et al. 2000**).

Histologisches Tumor mar ker Sensitivitat gegeniiber
Grading AFP  R-HCG t%';re';‘p?e thg;z?ée(”éy)
Seminom, Germinom  Maligne - (+) +++ o (24)
Embryonales Karzinom Maligne - - +++ + (45)
Dottersacktumor Maligne +++ - +++ + (45)
Choriokarzinom Maligne - +++ +++ + (45)
Teratom: reif Benigne -/ - - ? (7))
unreif Potentiell (+) - ? ? (54
maligne

Hingegen sind Germinome auf3erordentlich sensibel gegentiber einer Bestrahlung und zeigen
gleichfalls ein gutes Ansprechen auf eine zytostatischen Therapie’. Bei Kindern wird fiir die
Behandlung zunehmend der Chemotherapie der VVorzug gegeben, um das Wachstum bzw. die

21423427071 Gegebenenfalls wird eine systemische

Fertilitdt nicht zu beeintrachtigen
Chemotherapie mit einer lokoregionalen Bestrahlung (z.B. intrakranielle Germinome und
maligne Non-Germinome) erganzt und auf die friher bevorzugte kraniospinale Bestrahlung
verzichtet'. Maligne nichtseminomatdse Keimzelltumoren sprechen generell giinstiger auf
eine zytostatische Therapie als auf eine Bestrahlung an; bel Durchfihrung einer

Strahlentherapie sind deshalb deutlich héhere Dosen zu verabreichen als bei Germinomen®®.
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Die Chemotherapie wird as Kombinationstherapie aus zwei bzw. drei Medikamenten
verabreicht. Der Goldstandard ist eine Chemotherapie mit mittelhoch dosiertem Cisplatin
(100 mg/m? pro Zyklus), das zur besseren Vertraglichkeit auf Einzeldosen von 20 mg/m? an
funf aufeinanderfolgenden Tagen verteilt werden kann®. Hohere Cisplatindosen von
beispielsweise 200 mg/m? pro Zyklus zeigen einen nur begrenzten therapeutischen Nutzen,
bergen aber das Risiko einer ausgeprégten Schwerhorigkeit bel der Mehrzahl der behandelten
Kinder®. Alternativ wird auch Carboplatin in einer Dosierung von 600 mg/m? al's Einzeldosis
erfolgreich eingesetzt’. Der geringeren Oto- und Nephrotoxizitdt von Carboplatin steht
jedoch eine vergleichsweise hohere Myelotoxizitét (insbesondere lang anhatende
Thrombozytopenie) entgegen, die das Risiko verlangerter Therapieintervalle beinhaltet™".

K ombinationen ohne Platinverbindungen gelten heute fir die Priméartherapie als obsolet.

In modernen Chemotherapieregimen wird das Platinderivat mit Etoposid kombiniert und in
Abhangigkeit vom Rezidivrisiko zusétzlich mit Bleomycin oder Vinblastin bzw. Ifosfamid a's
Dreierkombination verabreicht. Besonders bei Sauglingen und Kleinkindern werden jedoch
Bleomycin und Vinblastin wegen der bekannten Pulmo- bzw. Neurotoxizitédt nicht oder nur in
reduzierter Dosierung eingesetzt. Ifosfamid ist hingegen mit einer héheren Myelo- und akuten
Nephrotoxizitdt belastet und beinhaltet das Risiko eines Fanconi-Syndroms. Da die akuten
Nebenwirkungen und chronischen Spétfolgen wesentlich von den kumulativen
Zytostatikadosen abhangen, wird bel Kindern zunehmend eine kurze intensive Therapie den
langer dauernden, aber weniger effizienten Chemotherapieregimen vorgezogen™. In
Abhangigkeit von Tumorstadium und Resektionsstatus werden zwei his vier
Chemotherapiezyklen verabreicht, die risikoadaptiert zwei oder drel Zytostatika zeitgleich
enthalten. Wesentlich fir den Therapieerfolg dieser kurzen Gesamttherapie ist die Einhaltung
der vorgegebenen Therapieintervalle.



2. Vorstellung der eigenen Arbeiten

2.1. Epidemiologie der Keimzelltumoren bel Kindern und Jugendlichen

Keimzelltumoren kdnnen in allen Altersgruppen, von der Fetalperiode bis in das hohe Alter,
auftreten®. Bei Kindern bis zum Alter von 15 Jahren sind Keimzelltumoren vergleichsweise
selten und machen im epidemiologisch ausgerichteten Kinderkrebsregister etwa 3-4% aler
Diagnosen aus™. Bei einer Wohnbevélkerung von ungefahr 13 Millionen Kindern unter 15
Jahren in der Bundesrepublik Deutschland (nach 1990 bzw. ca. 10 Millionen vor 1990) und
1157 zwischen 1982 und 2000 erfassten Patienten dieser Altersgruppe kann die jahrliche
Inzidenz auf 0,5 Neuerkrankungen auf 100.000 Kinder bis 15 Jahre geschéatzt werden. Es ist
alerdings zu beachten, dass die Erfassung von Teratomen in den Studienregistern mit
Sicherheit lickenhaft ist, so dass insgesamt eine hohere Inzidenz angenommen werden kann.
Dafur spricht auch die weiterhin ansteigende Zahl der in das Register gemeldeten Patienten.
Aulderdem ist davon auszugehen, dass ein signifikanter Anteil jugendlicher Patienten mit
Hodentumoren entsprechend Therapieprotokollen der urologischen bzw. internistisch-

onkol ogischen Disziplinen behandelt werden.

Die Daten des klinischen Registers der Therapieoptimierungsstudien MAKEI und MAHO fur
Keimzelltumoren im Kindes- und Jugendalter der Gesellschaft fir Padiatrische Onkologie
und Hamatologie (GPOH) zeigen hinsichtlich Lokalisation und Histologie in Abhangigkeit
vom Alter bei Diagnose ein charakteristisches Verteilungsmuster (Abbildung 1, 2)'®. Bei
Kleinkindern findet sich ein ausgewogenes Geschlechtsverhdtnis und bel Jugendlichen eine
geringe Madchenwendigkeit (m:w = 0.63:1), die womdglich durch ene relative

Unterreprasentation der Hodentumoren in dem Register zu erkléren ist.

Allerdings finden sich bei den extragonadalen Keimzelltumoren ausgepréagte altersabhéngige
Geschlechtsunterschiede bei Vergleich der verschiedenen Lokalisationen und der
histologischen Subentitéten (s.u.), was auf allgemeine Einflisse bel der individuellen

Entwicklung der Tumoren hinweist.

Die Gesamtgruppe der Keimzelltumoren zeigt eine zweigipfelige Alterverteilung. Der erste
Haufigkeitsgipfel wird bei Neugeborenen und Kleinkindern beobachtet. Bei Neugeborenen
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handelt es sich histologisch in der Regel um reife oder unreife Teratome (Abbildung 1).
Gegen Ende des ersten Lebengahres und im Kleinkindalter Uberwiegen hingegen maligne
Tumoren, in der Regel Dottersacktumoren. Erst spéter werden auch Seminome des Hodens,
bzw. Dysgerminome des Ovars oder Germinome des ZNS diagnostiziert. Zeitgleich finden
sich auch haufiger nichtseminomatdse Tumoren, die sich als Choriokarzinom oder

embryonales Karzinom manifestieren.

Insgesamt Uberwiegen bel Kindern extragonadale Keimzelltumoren (Tabelle 2), die
mittelliniennah, z.B. in der Steilfbeinregion, mediastinal oder im Bereich der Pinealis oder
Hypophyse auftreten konnen. Hodentumoren und mediastinale Tumoren haben eine
zweigipfelige Haufigkeitsvertellung, wadhrend die Tumoren der Ovare und des Gehirns
bevorzugt erst mit der Pubertét auftreten und andererseits Steif3beintumoren nahezu
ausschliefdlich bei Sauglingen und Kleinkindern beobachtet werden (Abbildung 2).

Tabelle 2: Verteilung der Lokalisationen von Keimzelltumoren bei Kindern bis 15 Jahren
im MAHO und MAKEI Register

L okalisation Haufigkeit (%)
Hoden 17
Ovar 29
ZNS 21
M ediastinum 4
Steiftbein 19
Andere 10

Die extragonadalen Keimzelltumoren zeigen in Abhangigkeit vom Erkrankungsalter einen
ausgepragten Wechsel der Geschlechtspradilektion. So treten Keimzelltumoren bel
Sauglingen und Kleinkindern haufiger bei Madchen auf (2:1), wéhrend bei Jugendlichen die

Jungen mit 2,6 zu 1 Gberwiegen.

Schliefdlich ist auf die charakteristische Vertellung der histologischen Subentitdten in
Abhangigkeit von Lokalisation und Alter hinzuweisen. Bei Kleinkindern bis zum Alter von
funf Jahren machen Dottersacktumoren 89% aller malignen Keimzelltumoren aus™.
Zusétzlich zeigen in dieser Altersgruppe 7% der malignen gemischten Keimzelltumoren eine
Dottersacktumorkomponente. Dagegen treten Choriokarzinome und embryonale Keimzell-
tumoren nur in seltenen Falen im Kleinkindalter auf; bisher ist mit einer Ausnahme kein
reines Germinom/Seminom bei einem Kleinkind diagnostiziert worden. Entsprechend finden
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sich keine Germinome oder Choriokarzinome in der Steifl3beinregion, wahrend Germinome

den haufigsten Keimzelltumor im zentralen Nervensystem darstellen.

Abbildung 1: Zahl der erfassten Patienten im Alter bis 15 Jahre in Abhangigkeit von der

Tumorlokalisation (n=1157)
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Abbildung 2: Zahl der erfassten Patienten im Alter bis 15 Jahre in Abhangigkeit von der

Histologie (n=1157)
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Werden zusammenfassend die epidemiologischen Eckdaten Alter, Geschlecht, Lokalisation
und Histologie beurteilt, so zeigen sich also charakteristische Verteilungsmuster. Aus den
dargestellten epidemiologischen Daten und mit Blick auf den aktuellen Kenntnisstand bei
testikuléren und extragonadalen Keimzelltumoren Erwachsener lassen sich daher folgende

Fragen an die molekularbiologische und klinische Forschung abl eiten:

Teilen gonadale und extragonadale Keimzelltumoren verschiedenen Alters, Lokalisation
und Histologie — wie lange postuliert — einen gemeinsamen zellulé&ren Ursprung aus der
primordialen Keimzelle, und von welchen Entwicklungsstufen der primordiaen

Keimzelle leiten sich die verschiedenen klinischen Gruppen ab?

Besteht eine Korrelation zwischen den genetischen Profilen von extragonadaen
Keimzelltumoren und den klinischen Parametern Alter, Geschlecht, Lokalisation und

Histologie?

Bestehen hinsichtlich der Genetik Unterschiede zwischen gonadalen und extragonadalen

Kemzelltumoren im Kindesalter?

Ist bei extragonadalen Keimzelltumoren im Kindesalter eine Assoziation mit angeborenen

Stérungen der Geschlechtschromosomen (z.B. Klinefelter Syndrom) nachweisbar?

Sind die Tumormarker AFP und R-HCG be extragonadalen Keimzelltumoren
diagnostisch aussagekréftig, und erlauben sie eine zweifelsfreie klinische Diagnose as
Grundlage einer préoperativen Chemotherapie?

Welche Parameter der lokalen und systemischen Therapie sind fur eine erfolgreiche

Behandlung von extragonadalen Keimzelltumoren bei Kindern ausschlaggebend?

Bestehen Unterschiede hinsichtlich der Prognose zwischen extragonadalen

Keimzelltumoren bei Kindern, Jugendlichen und Erwachsenen?

Ist die bel Erwachsenen zu beobachtende Assoziation zwischen extragonadalen

Dottersacktumoren und sekundéren Leukamien auch bei Kindern relevant?

In den folgenden Abschnitten werden diese Fragen anhand eigener Verdffentlichungen und

mit Blick auf aktuelle weiterfihrende Untersuchungen erortert.
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2.2. Imprinting-Analyse — Untersuchungen zum zellularen Ursprung der

Keimzelltumoren

Die primordialen Keimzellen sind in der frihen Embryonalentwicklung erstmals an der Basis
der Allantois bzw. des Dottersacks als eigene Zellpopulation darstellbar und wandern
anschlief3end entlang des dorsalen Mesenteriums des Hinterdarms zu den Gonadenanlagen,
die sich zu diesem Zeitpunkt noch weit nach krania erstrecken®®. Angesichts dieser
Beobachtung ist postuliert worden, dass sich extragonadale Keimzelltumoren von Keimzellen
ableiten, die wahrend der Migration falsch lokalisiert sind, die Gonadenanlagen nicht erreicht
und extragonadal Uberdauert haben®. Dieser Hypothese stehen jedoch experimentelle Daten
entgegen, dass primordiale Keimzellen bei Nicht-Erreichen der Gonaden und dem damit
einhergehenden Wachstumsfaktormangel (u.a. stem cell factor, leukemia inhibitory factor)

apoptotisch zugrunde gehen®***

. Daher sind aternative Thesen zur Histogenese der
extragonadalen Keimzelltumoren entwickelt worden, die besagen, dass sich diese Tumoren
entweder von somatischen Stammzellen oder aus den Hoden ,revers migrierten”

transformierten testikul aren Keimzellen ableiten®t%,

Um die Frage nach dem zellul&ren Ursprung der Keimzelltumoren zu beleuchten, ist das
Imprinting in gonadalen und extragonadalen Keimzelltumoren untersucht worden (siehe
beigefiigter Sonderdruck™™). Der Terminus Imprinting bezeichnet das Phanomen, dass einige
hundert Gene des menschlichen Genoms regelhaft nur monoallelisch exprimiert werden, und
zwar in Abhangigkeit davon, ob das Allel von der Mutter oder dem Vater stammt™®. Die
allel-spezifische Expression wird wesentlich durch eine differenzielle DNA Methylierung
reguliert®#"*% Wahrend der Keimzellentwicklung wird das Imprintingmuster in definierter
Reihenfolge zunachst geléscht und wéhrend der Reifung geschlechtsspezifisch neu
etabliert®®'%,

1993 ist der Zusammenhang zwischen Verlust des Imprinting des IGF2 Gens im Sinne einer
biallelischen Expression und Nephroblastomen entdeckt worden™. Bereits 1994 haben von
van Gurp et al. gezeigt, dass die Uberwiegende Mehrzahl der testikuldren Keimzelltumoren
bei jungen Mannern einen Verlust des Imprinting fir die Gene IGF-2 und H19 aufweist™®.
Die Daten sind dahingehend interpretiert worden, dass der Verlust des Imprinting in

testikuléren Keimzelltumoren Ausdruck ihrer Abstammung von der primordialen Keimzelle
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sei. Allerdings ist in der Folgezeit bel einer Vielzahl von embryonalen Tumoren und
Karzinomen eine biallelische IGF-2 Expression beschrieben worden>*"**%, Somit muss die
oben erdrterte Schlussfolgerung retrospektiv relativiert werden; offensichtlich scheint in
Tumoren ein Selektionsdruck in Richtung einer bialelischen Expression des potenten
Wachstumsfaktors IGF-2 zu bestehen, und eine bialelische IGF-2 Expression ist nicht als
Keimzell-spezifisch anzusehen.

Entsprechende Analysen an padiatrischen Keimzelltumoren — besonders bei extragonadalen

Tumoren — haben kein konsistentes Muster erbracht'®.

Daher sind die eigenen
Untersuchungen an  extragonadalen  Keimzelltumoren um die Anayse der
Promotermethylierung des Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide N (SNRPN) Gens
erweitert worden. Bisdang sind keine veranderten SNRPN Methylierungsmuster bel
somatischen Tumoren nachgewiesen worden. Ebenso haben wir in der Analyse der SNRPN
Methylierung bei Klarzellensarkomen der Niere konstant eine monoallelische Methylierung

gefunden™®.

Diese Studie an gonadalen und extragonadalen Keimzelltumoren hat entsprechend der Arbeit
von Ross et a.’® kein konsistentes Muster der IGF-2 und H19 Expression ergeben. In der
Analyse des SNRPN Methylierung zeigt sich jedoch in der Uberwiegenden Zahl der Félle ein
Verlust der DNA Methylierung. Dieser Befund entspricht entweder einem geldschten
Imprinting oder einem mannlich-gametischen Muster. Diese Ergebnisse sind inzwischen von
einer  anderen  Arbeitsgruppe = mit  komplementéaren = Untersuchungsmethoden
(methylierungsabhangiger Restriktionsverdau und Southern-Blot Hybdridisierung) bestétigt
worden'. In einzelnen Teratomen des Ovars hat eine Hypermethylierung (biallelische
Methylierung) des SNRPN Promotors bestanden, vereinbar mit einem weiblichen
gametenspezifischen Methylierungsmuster”. Ein einziges mediastinales Teratom bei einem
Jungen zeigt ebenfalls eine Hypermethylierung; dieser Befund ist as aberrantes
Methylierungsmuster zu interpretieren.

Da SNRPN nicht in Prozesse der Tumorinitiation und —progression eingreift und bislang bel
somatischen Tumoren keine Verénderungen des SNRPN-Imprinting gefunden worden sind,
belegen diese Daten erstmalig, dass sich die extragonadalen Keimzelltumoren von
primordialen Keimzellen ableiten. Angesichts der Heterogenitdt der IGF-2 und H19
Expresson kann aul3erdem postuliert werden, dass gonadale und nongonadale
Keimzelltumoren verschiedener Lokalisationen von Keimzellen abstammen, die sich in

verschiedenen Entwicklungsstadien befunden haben.
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Weiterfiihrende Untersuchungen

Um diese Hypothese weiter zu beleuchten, wird zur Zeit die DNA-Methylierung im Bereich
der H19 Imprinting Kontroll-Domane (H19 ICR) auf 11p15 untersucht. Wie in Abbildung 3
dargestellt, wird die Expression von |GF-2 durch die Aktivierung des Promoters durch den 3
gelegenen Enhancer und die methylierungsabhangige Interaktion der H19 ICR mit dem
vertebrate enhancer blocking protein CTCF reguliert.

Abbildung 3: Regulation der allel-spezifischen IGF-2 Expression

M Utterliches Allel @
.=, W

Vaterliches Allel @
CH3CH,CH,CH,
-/ ICR

ICR

Die Methylierung der CTCF Bindungsdoméne in der H19 ICR wird wesentlich durch die
Expression von BORIS (Brother of Regulators of Imprinted Sites) und CTCF reguliert®®°,
Dabel korreliert die Expression von BORIS mit einer Phase wéahrend der Spermatogenese,
wéhrend der die CTCF Bindungsdomane in der H19 ICR biallelisch unmethyliert ist und
CTCF nicht exprimiert wird. Ziel der aktuell durchgefuhrten Untersuchung ist der Vergleich
der H19 ICR Methylierung mit Tumorlokalisation, Geschlecht und histologischer

Differenzierung.

Die Analyse wird mittels Bisulfit-Sequenzierung durchgefiihrt™®. Durch Bisulfit werden
unmethylierte Cytosin-Nukleotide der genomischen DNA in Uracil (entsprechend Thymidin)

Uberfuhrt, wahrend methylierte Cytosin-Nukleotide erhalten bleiben. In der nachfolgenden
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Sequenzierung konnen somit methylierte von unmethylierten Cytosin-Nukleotiden
unterschieden werden.

In den Untersuchungen zeigen spermatozytische Seminome (die in der Regel bei dteren
Mannern auftreten und sich aus meiotischen Spermatogonien, bzw. —zyten ableiten'??) das
erwartete hypermethylierte, d.h. spermatozytenspezifische Muster (Abbildung 4). In der in
dem kooperierenden Labor fur Experimentelle Pathologie der Erasmus Universitat Rotterdam
(Arbeitsgruppe L. Looijenga, W. Oosterhuis) durchgefihrten immunhistochemischen Analyse
zeigen diese keine BORIS Expression. Hingegen zeigen Seminome eine aberrante
Koexpression von BORIS und CTCF. Unsere Beobachtung, dass die Mehrzahl der
testikuléren Seminome eine Hypermethylierung der CTCF Bindungsdomane zeigen, spricht
dafur, dass Seminome offensichtlich bereits ein gametenspezifisches Muster etabliert haben
koénnen. Dieser Befund passt zu friheren Beobachtungen, dass Seminome IGF-2 bialelisch
exprimieren'*®. Davon grenzen sich die testikul&ren malignen Nichtseminome ab, die BORIS
nicht exprimieren und Uberwiegend ein somatisches monoallelisches Methylierungsmuster
zeigen. Lediglich in zwe Dottersacktumoren bel Kleinkindern scheint eine
Hypomethylierung der H19 ICR zu bestehen. Dieses Muster ist hingegen charakteristisch fur
die Kemzelltumoren des Ovars. Somit zeigt sich hier ein — wahrscheinlich
geschlechtsbedingter — Aspekt der unterschiedlichen Biologie von testikuléren und ovarialen

Keimzelltumoren.

In unserer Analyse der extragonadalen Keimzelltumoren zeigen diese ein uneinheitliches
Methylierungsmuster der H19 ICR, passend zu den heterogenen Daten der allel-spezifischen
Expression von IGF-2 und H19'®"", Die Mehrzahl der Tumoren zeigt eine monoallelische
Methylierung, entsprechend einem somatischen Muster. Allerdings finden sich Tumoren im
Bereich des ZNS und des Steiffbeins, die anlich den testikuldren Seminomen biallelisch
methyliert sind. Erstaunlicher Weise kann dieses Muster zum Teil auch bei weiblichen
Patienten nachgewiesen werden, so dass die biallelische Methylierung in diesen Félen als
aberrant (da dem Geschlecht nicht entsprechend) beurteilt werden muss. Diese aberranten
Muster finden sich vor alem bel extragonadalen Keimzelltumoren und zumeist bei
Kleinkindern. In diesem Zusammenhang stellt sich erneut die oben erérterte Frage, inwieweit
das Expressonsmuster von IGF-2 dhnlich wie in anderen embryonalen Tumoren durch

Sel ektionsprozesse wahrend der Tumorentwicklung moduliert wird>?" %94,
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Abbildung 4: Methylierungsanalyse der CTCF Bindungsdomaéne in der H19 ICR mittels
Bisulfit- Sequenzierung.
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Zusammenfassend zeigt sich also bel gonadalen, besonders aber bei extragonadalen
Keimzelltumoren ein aberrantes Imprinting, das in einigen Fallen der physiologischen
geschlechtsdeterminierten Keimzellreifung widerspricht. Dartber hinaus lassen sich in
testikuléren Keimzelltumoren aberrante Expressionsmuster der Imprinting regulierenden
Gene BORIS und CTCF nachweisen. In Anbetracht der grundlegenden Bedeutung der
Regulation des Imprinting fur die sexuelle Fortpflanzung bei Sdugetieren, ist zu vermuten,
dass Storungen des Imprinting einen wesentlichen frihen Schritt in der Entstehung der
gonadalen und extragonadalen Keimzelltumoren darstellen. Die aus einer biallelischen
Methylierung des H19 ICR resultierende biallelische IGF-2 Expression kann als ein
Selektionsvorteil der Tumorzelle aufgefasst werden, und konnte somit den Faktor darstellen,
der einer extragonadal verbliebenen Keimzelle das Uberleben auRerhalb der Gonadenanlage

Uberhaupt erst ermdglicht.
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2.3. Genetische Analyse mittels Comparativer Genomischer Hybridisierung
(CGH) und Loss of Heterocygosity (LOH) Analyse

2.3.1. CGH Analyse gonadaler und extragonadaler Keimzelltumoren bei Kleinkindern

In dieser Arbeit werden die Daten der CGH-Analyse von 51 Sauglingen und Kleinkindern mit
Teratomen und malignen Keimzelltumoren verschiedener Lokalisationen vorgestellt**. Dabei
bestétigt sich die Beobachtung, dass die maturen und immaturen Teratome keine in der CGH
erkennbaren chromosomalen Imbalanzen aufweisen. Dariber hinaus findet sich nur in einem
testikularen und zwel ovarialen malignen Keimzelltumoren ein Zugewinn des Chromosoms
12p, der vereinbar mit einem Isochromosom 12p ist. Der Patient mit dem testikuldren
Dottersacktumor und Zugewinn 12p ist bei Diagnose zwei Jahre alt gewesen, wahrend die
beiden Madchen mit ovarialem gemischten malignen Keimzelltumor und Zugewinn 12p vier
und acht Jahre alt gewesen sind. Bei extragonadalen Keimzelltumoren von Kindern unter 10
Jahren ist kein Zugewinn an 12p gefunden worden.

Abgesehen von diesen drei Ausnahmen sind die CGH-Profile gonadaler und extragonadal er
Keimzelltumoren verschiedener Lokalisationen vergleichbar gewesen. Be  allen
Lokalisationen ist ein Zugewinn von 20q am haufigsten, gefolgt von Deletionen am langen
Arm von Chromosom 6, Imbalanzen von Chromosom 1, Zugewinn an 3 und Verlust von 4.
Die Daten entsprechen somit im wesentlichen den Ergebnissen der CGH-Analyse von funf
Dottersacktumoren bei Kleinkindern von Mostert et al.”. Sie sind auferdem im Einklang mit
konventionellen zytogenetischen Analysen mittels Karyotypisierung nach Kurzzeitkultur'®®,
bestitigen und ergénzen vorangegangene Studien mit FISH?*%3%120121 - Ajjerdings ist im
Vergleich zu konventionellen zytogenetischen Analysen darauf hinzuweisen, dass nach
Kurzzeitkultur offensichtlich in einem hoheren Prozentsatz der Dottersacktumoren normale
K aryotypen gefunden werden'®. Angesichts der Schwierigkeit, Dottersacktumoren erfolgreich
in Kultur zu nehmen und zu halten, ist diese Befunddiskordanz wahrscheinlich durch eine

Kontamination der Kurzzeitkultur mit Fibroblasten des Tumorstromas zu erklaren.

Diese Anayse veranschaulicht, dass die malignen Keimzelltumoren bei Sauglingen und
Kleinkindern ungeachtet verschiedener Lokalisation vergleichbare zytogenetische
Veranderungen aufweisen. Darliber hinaus zeigen sich in der CGH-Analyse, die ene

genomweite zytogenetische Screeningmethode darstellt, charakteristische Muster. Esist daher
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anzunehmen, dass sich Daten aus molekularbiologischen Studien an Dottersacktumoren im
Kleinkindalter auf Tumoren verschiedener Lokalisationen Ubertragen lassen. Diese
Beobachtungen sind somit grundlegend fur weiterfihrende Untersuchungen, wie sie in der

folgenden Arbeit dargestellt werden.

2.3.2. LOH Analysevon 6qg und 1p36 bei Dotter sacktumor en von Kleinkindern

Wie in den beiden vorangegangenen Arbeiten dargelegt, stellt ein Verlust von
chromosomalem Material des langen Arms von Chromosom 6 einen haufigen Befund bei
Dottersacktumoren bei Kleinkindern dar. In der CGH-Analyse ist vor alem der telomernahe
Abschnitt von 6q betroffen. Deletionen an Chromosom 6 q werden bei einer Vielzahl von
Tumoren beobachtet; allerdings ist bislang kein Tumorsuppressorgen in diesem Bereich
gefunden worden. Zwischen verschiedenen Tumoren besteht keine eindeutige
Uberschneidung der deletierten Chromosomenabschnitte (Abbildung 7). Dartiber hinaus sind
in FISH-Analysen haufig (in bis zu 80% der Fale) Verluste von 1p36 beschrieben worden. In
der CGH-Analyse ist die Haufigkeit von Chromosomenverlusten an 1p36 geringer und von
Zugewinnen an 1q grof%er, so dass in einem Teil der Félle eher von einer Imbalanz des
Chromosoms 1 zu sprechen ist. Mit Blick auf DNA-Ploidie und konventionelle
zytogenetische Analysen, bei denen eine Aneuploidie (oft im hypotetraploiden Bereich)
beschrieben worden ist, stellt sich also die Frage, ob bel diesen Tumoren ein echter Verlust
der Heterozygotie (loss of heterocygosity, LOH) besteht'®581°,

Es sind 18 Kleinkinder mit Dottersacktumoren (12 testikulére und 6 extragonadale Tumoren)
durch Mikrosatellitenanalyse untersucht worden™. In 13 von 18 untersuchten Tumoren,
darunter allen extragonadalen Tumoren, hat sich ein LOH von zumindest einem Marker
gefunden. Der in allen Tumoren deletierte Bereich liegt an 6022 bis 6925, d.h. in einem
Chromosomenabschnitt, in dem auch das Gen fir den IGF-2 Rezeptor liegt. Der 1GF-2
Rezeptor (IGF-2R) vermittelt den Abbau von IGF-2 und nimmt somit die Funktion eines
Tumorsuppressors wahr. Entsprechend finden sich Deletionen des IGF-2R in verschiedenen

%04  Eine verminderte

Tumoren wie z.B. Mamma- oder hepatozellularen Karzinomen
Expression von IGF-2R kann besonders in Zusammenhang mit einer gesteigerten
biallelischen Expression von IGF-2 (siehe Kapitel 2.2.) von erheblicher pathophysiol ogischer

Relevanz sain.
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Abbildung 5: Ergebnisse von Loss of Heterocygosity-Analysen bei verschiedenen somatischen
Tumoren und Dottersacktumoren (YST) von Kleinkindern
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In der orientierenden Analyse zweier Mikrosatelittenmarker an 1p36 zeigt sich in funf von elf
informativen Félen ein LOH von 1p36. Somit werden die Befunde der FISH-Analysen
zumindest in einem Teil der Fale bestétigt. Die Haufigkeit von Deletionen an 1p36 scheint
vergleichbar der bei Neuroblastomen zu sein, bei denen sie mit 30 bis 35 % angegeben wird™.
Derzeit werden in Dusseldorf weiterfihrende Untersuchungen durchgefiihrt, die zum Ziel
haben, mit einer groferen Zahl von Mikrosatelittenmarkern den gemeinsam deletierten

Bereich einzuengen.

2.3.3. Mediastinale Keimzelltumoren bel Kindern und Jugendlichen —
Char akterisierung genetisch unter schiedlicher Untergruppen

Mediastinale Keimzelltumoren zeigen zwei Haufigkeitsgipfel mit jeweils charakteristischen
Mustern (siehe Kapitel 2.1.). Dabei findet sich in Abhéngigkeit vom Alter ein datistisch
signifikanter Wechsel der Geschlechtsverteilung bei mediastinalen Keimzelltumoren
(p<0,01). Dieser Wechsel wird besonders deutlich bei den mediastinalen malignen nicht-
seminomatdsen Keimzelltumoren. Wéahrend bel Kindern unter 10 Jahren Mé&dchen mit 2,5:1

Uberwiegen, werden Keimzelltumoren nach Beginn der Puberté nahezu ausschliefdlich bel
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mannlichen Patienten beobachtet (Abbildung 6)'*?. Dies gilt in besonderem Male fiir die
malignen Keimzelltumoren, da Teratome in dieser Altersgruppe nur noch vereinzelt
beobachtet werden.

Abbildung 6: Geschlechtsverteilung bei mediastinalen Keimzelltumoren in Abh&ngigkeit von
Alter und Histologie (68 Patienten des MAKEI Registers).”’
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Angesichts der unterschiedlichen Muster in Abhéngigkeit vom Alter stellt sich die Frage, ob
die mediastinden Keimzelltumoren bei Kleinkindern und bei Jugendlichen genetisch
unterschiedlich sind. Diese Frage ist besonders interessant mit Blick auf die bekannte
Assoziation von mediastinalen Keimzelltumoren bei Erwachsenen und dem Klinefelter
Syndrom, zumal sich mediastinale Keimzelltumoren bel Patienten mit Klinefelter Syndrom

im Durchschnitt in einem jiingeren Alter manifestieren®®®,

Da keine mediastinalen Keimzelltumoren fir eine konventionelle zytogenetische Analyse zu
Verfligung gestanden haben, sind mittels der Technik der comparativen genomischen
Hybridiserung (CGH) 35 archivierte, in Paraffin eingebettete Gewebeproben hinsichtlich
chromosomaler Zugewinne und Verluste analysiert worden (siehe Anlage™®). Bei der CGH
wird DNA aus der Gewebeprobe extrahiert und mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert.
Nach einer Ko-Hybridisierung mit differentiell markierter Kontroll-DNA gegen méannliche
Metaphasenchromosomen erfolgt eine computergestitzte Anayse der Fluoreszenzmuster.
Somit wird das gesamte Genom gleichzeitig Uberblickt, so dass ein Zugewinn an genetischem
Material (z.B. Trisomie, Duplikation, Amplifikation) bzw. ein Verlust (z.B. Monosomie,
Deletion) detektiert werden kann®***°, Fir die Aussagekraft der Untersuchung ist die
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vorhergehende histologische Begutachtung der Tumorprobe wesentlich, da bei einem
Tumorzellgehalt unter 75% mit falsch negativen Resultaten zu rechnenist.

Alle 15 untersuchten Teratomen zeigen balanzierte CGH-Profile. Hingegen finden sich in den
malignen nicht-seminomatdsen Tumoren charakteristische CGH Profile. Bei Jugendlichen
Uber 10 Jahren ist in den meisten Féllen ein Zugewinn am Chromosom 12p nachweisbar, der
z.B. einem Isochromosom 12p entspricht, welches fir testikulare Keimzelltumoren bel
Erwachsenen pathognomonisch ist?**#'%. Dariiber hinaus zeigt die Halfte der mannlichen
Jugendlichen einen Zugewinn des gesamten X Chromosoms, vereinbar mit einem Klinefelter

Syndrom, was auch bei zwei Patienten mittels FISH nachgewiesen worden ist.

Bel malignen Tumoren von Kleinkindern finden sich andere chromosomale V erénderungen.
In dieser Altersgruppe Uberwiegen Imbalanzen am Chromosom 1 (Deletion 1p, Zugewinn
1g), DNA-Verluste an 6qg (bevorzugt telomernah) sowie Zugewinne an 20g. Diese
Verénderungen entsprechen CGH-Mustern, wie sie auch bel testikuléren und extragonadalen
Keimzelltumoren von Kleinkindern zu finden und in konventionellen zytogenetischen Studien
beschrieben worden sind (vergleiche Kapitel 2.3.1)'%78%%° Bej einem jugendlichen Patienten
zeigt sich in der FISH eine Amplifikation der Onkogene MYCN und MYCC.

Zusammenfassend lassen sich in der CGH-Anayse Teratome mit balanziertem Genotyp von
malignen Keimzelltumoren unterscheiden, die in Abhangigkeit vom Erkrankungsalter
charakteristische CGH-Profile zeigen. Die Assoziation mit dem Klinefelter-Syndrom ist bei
mediastinalen Keimzelltumoren bel Kleinkindern nicht zu beobachten. Somit korrelieren die
epidemiologischen Vertellungsmuster bei mediastinalen Keimzelltumoren mit grundlegend
unterschiedlichen genetischen Mustern und somit einer unterschiedlichen Tumorbiologie.

24. Mediastinale Keimzelltumoren bel Kindern und Jugendlichen -

Charakterisierung klinisch unterschiedlicher Untergruppen

Wie im vorangegangenen Kapitel dargestellt, sind bei Kindern und Jugendlichen zwel
genetisch verschiedene Gruppen von malignen Keimzelltumoren zu unterscheiden. Diese
Arbeit beschéftigt sich mit der Diagnostik und der Behandlung von Keimzelltumoren des
Mediastinum bei Kindern und Jugendlichen. Bei Erwachsenen stellt das vordere Mediastinum
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gemeinsam mit dem zentralen Nervensystem die haufigste Lokalisation extragonadaler
Keimzelltumoren dar. Mediastinale Keimzelltumoren treten bel Erwachsenen nahezu
ausschliefdlich bei Mannern auf”” und sind bei maligner nicht-seminomatoser Histologie as
prognostisch ungiinstig zu bewerten®. Dartiber hinaus werden bei Erwachsenen erhéhte AFP-
Werte tiber 1000 pg/l allgemein als zusétzlicher ungiinstiger Prognoseparameter angesehen'.
Die Prognose der mediastinalen malignen Nicht-Seminome liegt auch mit modernen
Therapieprotokollen bei einem ereignisfreien Uberleben von knapp 50% und damit etwa 30%

unter dem Niveau von testikul aren K eimzelltumoren®.*®

Da bei Kleinkindern die bosartigen Keimzelltumoren histologisch nahezu ausschliefdlich
Dottersacktumoren entsprechen (siehe Kapitel 2.1. zur Epidemiologie), wére in Analogie zu
den Erwachsenen die Prognose von Kindern mit malignen Keimzelltumoren des
Mediastinums unglnstig einzustufen. In der Tat gibt esin der Literatur mehrere Berichte, die
auch bel Kindern die mediastinale Tumorlokalisation als ungunstigen Prognosefaktor
ausweisen’®. In der Arbeit von Ablin et a. wird dieser Umstand der hoheren Rate der

inkompletten Resektionen zugeschrieben?.

Veranlasst durch diese Uberlegungen wurde eine Analyse von 47 Patienten der MAKEI
Studien mit mediastinalen Keimzelltumoren durchgefiihrt (siehe Anlage™®). Beriicksichtigt
wurden Patienten bis zu einem Alter von 17 Jahren. Von 21 Patienten mit Teratomen
unterschiedlicher Immaturitét sind alle nach Tumorresektion in Remission geblieben, auch
wenn die Resektion bel vier Patienten nach onkologischen Kriterien mikroskopisch

inkompl ett einzustufen ist.

Bel den 26 Patienten mit malignen nicht-seminomattsen Tumoren ist die Prognose insgesamt
ginstig (ereignisfreies Uberleben nach funf Jahren: 0,87+0,05). In der Folgezeit sind
vergleichbare Ergebnisse auch von der U.S.-amerikanischen Arbeitsgruppe berichtet worden,
die alerdings in dem Therapieprotokoll zum Teil deutlich héhere Cisplatin-Dosen (200
mg/m?Zyklus) eingesetzt hat™.

Auch wenn die Uberlebensraten augenscheinlich deutlich (lber denen bei erwachsenen
Patienten liegen, findet sich in der untersuchten Kohorte der MAKEI Studien kein statistisch
fassbarer Unterschied zwischen Kleinkindern und jugendlichen Patienten'®. Erst nach
langerer Beobachtungszeit und Einbeziehung der erwachsenen Patienten der MAKEI Studie
wird erkennbar, dass die Prognose von Kleinkindern mit malignen Keimzelltumoren in der
Tat statistisch signifikant besser ist as bei &teren Patienten'™®'®, Die Hohe des

Tumormarkers AFP ist nicht prognostisch relevant. Somit korrelieren die oben beschriebenen
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Unterschiede in der Genetik der mediastinalen Keimzelltumoren verschiedener Altersgruppen
auch mit dem klinischen Verlauf der Patienten. Dieses scheint sich ebenfalls in der Analyse
der U.S.-amerikanischen Studien zu bestdtigen. Marina et a. haben in einem Tagungsbeitrag
zu jugendlichen Patienten Uber 15 Jahren mit extragonadalen Keimzelltumoren Uber eine

unglinstigere Prognose berichtet”.

Dartber hinaus wird in der Auswertung der MAKEI Patienten mit malignen
Mediastinaltumoren erstmalig explizit auf den zentrden Stellenwert der lokaen
Tumorkontrolle durch eine mikroskopisch komplette Resektion hingewiesen. Der komplette
Resektionstatus nach primérer, verzogerter oder second look Operation stellt bei gleicher
kumulativer Chemotherapie den wichtigsten prognostischen Parameter dar (ereignisfreies
Uberleben nach letztendlich kompletter Resektion 0,94+0,06 im Vergleich zu 0,42+0,33 nach
inkompletter Resektion, p<0,002). Daraus konnen zwei Schlussfolgerungen fir die
Behandlungsstrategie gezogen werden: Erstens ist eine second-look Resektion durchzufihren,
wenn die primare Resektion bei Diagnose nicht komplett war. Zweitens ist von der
Maoglichkeit einer préoperativen Chemotherapie und verzogerten Resektion Gebrauch zu
machen, wenn die initiale bildgebende Diagnostik nur eine geringe Aussicht auf eine
komplette Priméroperation einrdumt. Bei verzogerter Tumorresektion nach praoperativer
Chemotherapie ergibt sich eine signifikant hohere Rate an kompletten Resektionen als bei
primérer Operation. Auf diese Weise kann mit einer entsprechenden Therapiestrategie eine
erneute Thorakotomie als zweiter operativer Eingriff vermieden werden.

2.5. Diagnostische und therapeutische Ansétze bei extragonadalen
Keimzelltumoren im Kindesalter

2.5.1. Differenzialdiagnostische Bedeutung von AFP und 3-HCG

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, aufgrund welcher diagnostischer Mal3nahmen
zweifelsfrel eine klinische Diagnose gestellt werden kann, die ohne histol ogische Bestétigung
den unmittelbaren Einsatz einer préoperativen Chemotherapie gerechtfertigt. Wie im Kapitel
zur Histologie ausgefihrt und in Tabelle 1 zusammengefasst, zeichnen sich Dottersack-
tumoren und Choriokarzinome durch die Produktion der Tumormarker AFP und HCG aus
und werden daher auch als sezernierende Keimzelltumoren bezeichnet. Da Keimzelltumoren
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an ganz verschiedenen Lokalisationen auftreten und diese Tumormarker auch in anderen
klinischen Situationen erhoht sein konnen, ist eine sorgféltige Differenziadiagnostik
erforderlich (siehe Anlage'®). Von grundsitzlicher Bedeutung ist dabei die Kenntnis der
altersbezogenen Normalwerte fir AFP bei Neugeborenen und Szuglingen™. Hier ist zu
erwarten, dass aktuelle Studien zur Differenzierung verschiedener AFP-Fraktionen bei
Patienten mit Keimzelltumoren (geplant im Rahmen der anstehenden U.S. Children’'s
Oncology Group Protokolle) die diagnostische Aussagekraft der AFP Bestimmung in dieser
Altersgruppe erhdhen werden. Bei jugendlichen Patienten ist hingegen immer eine
Schwangerschaft auszuschlief3en. Ansonsten sind — wie aus der Arbeit ersichtlich — die
meisten in Frage kommenden Differenziadiagnosen aufgrund der Anamnese und der

klinischen und bildgebenden Untersuchungen mit grof3er Sicherheit auszuschlief3en.

Problematisch kann alerdings die Beurteilung von AFP produzierenden Tumoren im Bereich
der Leber und des oberen Retroperitonealraumes sein. Dort sind neben Keimzelltumoren auch
primére Lebertumoren sowie das Pankreatikoblastom der Bauchspeicheldriise in Betracht zu
ziehen. Somit ist bei dieser Tumorlokalisation eine Biopsie zur Diagnosesicherung

unverzichtbar.

Neben der Abgrenzung von Tumoren anderer Histogenese ist die Bestimmung der
Tumormarker aulRerdem fir die Abgrenzung verschiedener histologischer Anteile in
Keimzelltumoren unverzichtbar. Besonders bei grof3en Tumoren ist eine Biopsie nicht immer
représentativ, da in einem Teratom beispielsweise Herde eines Dottersacktumors der
histologischen Diagnose entgehen kénnen. Ebenso weist die Erhohung des HCG uber 50
U/l bel einem Germinom auf einen klinisch relevanten Antell eines Choriokarzinoms hin. In
entsprechenden Fallen rechtfertigt ein eindeutig erhdhter Tumormarker daher auch bei anders
lautendem histologischen Befund die Therapie entsprechend der maligneren

Tumorkomponente des sezernierenden Keimzelltumors.

Schliefdlich ist darauf hinzuweisen, dass die engmaschige Verlaufskontrolle der Tumormarker
nach einer Tumorresektion frihzeitig auf ein eventuelles Rezidiv hinweisen kann. Dieses ist
besonderes bel Patienten, die entsprechend einer watch-and-wait Strategie nachbeobachtet
werden, von grof3er Wichtigkeit. Die serielle Messung wéhrend einer prdoperativen
Chemotherapie dient ferner in Zusammenschau mit der bildgebenden Diagnostik der
Beurteilung des Ansprechens auf die zytostatische Therapie. Bei malignen Tumoren mit
Teratomanteilen kann gelegentlich eine GrofRenzunahme des Tumors bei Normalisierung der
Tumormarker beobachtet werden. Diese Situation wird als ,growing teratoma syndrome*

bezeichnet, und beschreibt den Umstand, dass die maligne Tumorkomponente wunschgemal3
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auf die zytostatische Behandlung anspricht, wahrend die therapierefraktare
Teratomkomponente proliferiert®.

2.5.2. Multimodale Behandlung der malignen Steil3beintumoren

Die folgenden beiden Arbeiten befassen sich mit der Behandlung von malignen
Keimzelltumoren der Steiffbeinregion. Wie in Kapitel 2.1. erlautert, ist die Steif3beinregion
der haufigste Manifestationsort von Keimzelltumoren im Sauglings- und Kleinkindalter. Da
Keimzelltumoren in dieser Region nach dem fiinften Lebensjahr nur noch selten vorkommen,
handelt es sich um eine fur das Kleinkindalter charakteristische Erkrankung. Histologisch
handelt es sich zumeist um Dottersacktumoren, zum Teil in Kombination mit Anteilen eines

reifen oder unreifen Teratoms.

In der Literatur wird die Prognose der malignen Keimzelltumoren der Steif3beinregion von
einigen Arbeitsgruppen als im Vergleich zu anderen Lokalisationen ungiinstiger angegeben.
So stellt sich in der Analyse der franzdsischen Arbeitsgruppe die Lokalisation am Steif3bein
als ein ungiinstiger prognostischer Faktor dar®. Auch in der frihen U.S. amerikanischen
Studie haben die extragonadalen Tumoren, zumeist Tumoren der Steif3beinregion, unginstiger
abgeschnitten®. Allerdings scheint dieser Unterschied in der letzten Studie nicht mehr zu
bestehen®. Ebenso wird in der aktuellen britischen Studie die Prognose der SteiRbeintumoren
als glinstig eingestuft .

Fir die klinische Praxis sind folgende Ergebnisse der vorgelegten Untersuchung® von
besonderer Bedeutung. Zum einen zeigt sich die hohe Effizienz der cisplatinhaltigen
Chemotherapie, da ein hoher Prozentsatz der Patienten mit metastatischer Erkrankung ohne
Metastasenchirurgie geheilt worden ist. Zum anderen stellt sich in der Analyse wie bei den
Mediastinaltumoren der hohe therapeutische Stellenwert der operativen Therapie des
Primartumors dar. Patienten mit makroskopisch unvollstandiger Tumorresektion haben ohne
eine second-look Operation ein sehr hohes Rezidivrisiko (finf von acht Patienten). Hingegen
ist die Prognose gunstiger, wenn der Tumor komplett (22 von 24 Patienten in anhaltender
Erstremission) oder nur mikroskopisch unvollstandig (neun von 13 Patienten in
Erstremission) entfernt worden ist, oder wenn die Patienten eine second-look Operation
erhalten haben (15 von 19 Patienten in Erstremission).
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Das Problem der unvollstandigen Tumorresektion ist bereits bei der Konzeption der MAKEI
Studien bedacht und daher von Anfang an als Alternative zur primédren Operation eine
préoperative Chemotherapie gefolgt von einer verzogerten Resektion empfohlen worden. Von
dieser Moglichkeit ist vor allem bei Patienten mit grofen Tumoren (> 5cm) Gebrauch
gemacht worden. Die Auswertung zeigt, dass die praoperative Chemotherapie besonders bel
Tumoren im Stadium T2b (infiltrierend wachsend und grofler als 5 cm im Durchmesser)
vorteilhaft ist, da bel einer verzbgerten Resektion signifikant haufiger eine komplette
Tumorentfernung erzielt werden kann. Dieser Vortell setzt sich auch in verbesserte
Uberlebensraten bei Patienten mit lokal fortgeschrittenen und metastasierenden Tumoren
(Stadium T2b M 1) um, die nach dieser Strategie behandelt werden.

In der aktuellen Auswertung der letzten U.S. amerikanischen Studie ist ebenfalls die
Auswirkung des Zeitpunktes der Tumorresektion untersucht worden®®, ohne dass in der
Gesamtgruppe ein signifikanten Unterschied zwischen primérer und verzogerter Resektion
erkennbar wird. Dies hat zu der Schluf3folgerung veranlasst, dass eine verzogerte Resektion
nicht nachtellig sei. Eine gesonderte Analyse der Patienten mit fortgeschrittenen
Tumorstadien hat allerdings nicht stattgefunden. Dagegen ist ein besonderer Schwerpunkt auf
die Untersuchung der Effizienz einer gesteigerten Cisplatindosis (200 gegeniiber 100 mg/m?
und Zylus) gelegt worden. Es zeigt sich ein verbessertes ereignisfreies Uberleben der
Patientengruppe, die die hohe Cisplatindosis erhalten hat, allerdings bei einer sehr hohen Rate
von schwerer Oto- und Nephrotoxizitat ™.

2.5.3. Rezidivbehandlung der malignen Steil3beintumoren

Die besondere klinische Relevanz der kompletten operativen Tumorentfernung spiegelt sich
auch in der Beobachtung wider, dass die Uberwiegende Mehrzahl der Rezidive bel malignen
Keimzelltumoren der Steiffbeinregion lokoregional auftritt. Von 22 ausgewerteten
Rezidivpatienten haben 17 ein isoliertes lokoregionales Rezidiv, drei ein kombiniertes und
nur zwei ein ausschlieRliches Fernrezidiv erlitten''’. Das Rezidivmuster bei malignen
Steif3beintumoren unterscheidet sich somit grundsétzlich von testikuléren Keimzelltumoren
bei Erwachsenen. Bei letzteren ist die Lokaltherapie in der Regel unproblematisch und mittels
einer Orchidekotmie Uber einen hohen inguinalen Zugang as onkologisch komplette

Resektion des Primértumors zu erreichen. Rezidive manifestieren sich daher zumeist in Form
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von Metastasen im Bereich der retroperitonealen Lymphknoten oder an entfernten Orten
durch hamatogene Ausbreitung. Daher ist bei Manifestation im Sinne einer systemischen
Erkrankung vor allem eine Intensivierung der systemischen Behandlung sinnvoll, wie es der
Einsatz der hochdosierten Chemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation
darstel 155497,

Bei Kindern mit Rezidiven eines malignen Keimzelltumors der Steif3beinregion ist jedoch in
der Rezidivbehandlung @hnlich wie auch bel der Primértherapie die lokae Tumorkontrolle fur
den Behandlungserfolg ausschlaggebend. Giinstig ist die Prognose vor allem dann, wenn der
Tumor mikroskopisch komplett entfernt werden kann. So ist eine Patientin nach kompl etter
Resektion eines umschriebenen Lokalrezidives eines Dottersacktumors sogar ohne adjuvante

Chemotherapie in anhaltender Remission geblieben (zur Zeit 45 Monate).

Auch in der Rezidivsituation hat sich eine praoperative Chemotherapie als glinstig erwiesen.
Als unterstiitzende Therapiemodalitét kann die regionae Tiefenhyperthermie im Sinne einer
Thermochemotherapie wesentlich zum Behandlungserfolg beitragen. Wie bereits von
Wessalowski et al. dargelegt, kann die Tiefenhyperthermie die lokale Tumorkontrolle

wesentlich intensivieren®®>*

und damit die Chancen einer kompletten Tumorresektion
erhdhen. Als weitere Therapiemodalitdt kann auf3erdem eine ausreichend hoch dosierte (>45
Gy) und grofl3volumige Bestrahlung z.B. nach mikroskpisch unvollstandiger Tumorentfernung
erfolgreich eingesetzt werden. Hierbei sind wegen der Lokalisation und des meist jungen
Alters der Kinder die Spéatfolgen hinsichtlich Wachstum, Darmschaden und Fertilitét zu
berlicksichtigen. Hingegen haben sich Therapiekonzepte z.B. mit einer Hochdosis-
Chemotherapie, wie sie bel erwachsenen Patienten mit rezidivierenden Keimzelltumoren

83,97

erfolgreich eingesetzt werden™~", nicht as ginstig erwiesen, die lokale Tumorkontrolle zu

erleichtern.

Insgesamt ist die Prognose dennoch eingeschrankt. Nur bei 12 der 22 Patienten ist eine
komplette Zweitremission erreicht worden, die sich bei sieben als dauerhaft erwiesen hat. Bei
zehn Patienten hat die Rezidivbehandlung keinen Effekt gehabt bzw. nur eine partielle
Remission bewirkt; von dieser Patientengruppe haben nur drei Patienten eine anhaltende
Remission erreicht.

Aus diesem Uberblick ergibt sich, dass e€in frihzeitiger Einsatz effektiver

Behandlungsmodalitéten entscheidend fur den Therapieerfolg ist. Daher sind die Ergebnisse

dieser ersten systematischen Untersuchung bel Rezidiven von malignen Keimzelltumoren der

Steildbeinregion in einen therapeutischen Algorithmus umgesetzt worden. Demnach wird bei

einem lokoregionalem Rezidiv eine primdre Chemotherapie empfohlen. Bel gutem
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Ansprechen schliefét sich eine verzdgerte Tumorresektion an; bel einem sehr friihen Rezidiv
bzw. unzureichendem Ansprechen auf die Rezidivbehandlung ist vor einer Resektion die
Lokaltherapie durch eine lokoregionale Tiefenhyperthermie zu intensivieren. In Féllen, bei
denen der Tumor mikroskopisch nicht komplett entfernt worden ist, wird eine postoperative
Bestrahlung mit mindestens 45 Gy empfohlen. Es ist zu erwarten, dass Patienten mit
rezidivierenden extragonadalen Keimzelltumoren zukinftig von einer standardisierten und

risikoadaptierten Rezidivtherapie profitieren werden.

2.6. Zweittumoren — Gemeinsamer klonaler Ursprung oder therapiebedingt ?

Die Entwicklung von Zweittumoren stellt ein wesentliches Problem der zytostatischen
Behandlung von malignen Tumoren dar. Dabei kdnnen sich Zweittumoren nach erfolgreicher
Behandlung eines Tumors aufgrund verschiedener Ursachen entwickeln. Einerseits kénnen
der Primér- und der Sekundartumor auf einem gemeinsamen, ererbten genetischen Defekt
beruhen. Als Beispiele sind hier die konstitutionellen Mutationen des Retinoblastom- und des
p53-Gens zu nennen, bei denen ein Patient in einem syndromatischen Zusammenhang
synchron oder metachron verschiedene Tumoren entwickeln kann®°-"%  Andererseits kann
der Zweittumor durch die DNA-schadigende Wirkung der zytostatischen Medikamente
und/oder der radioaktiven Bestrahlung verursacht sein. Klassische Beispiele sind hier die
akute myeloische Leukamie nach Etoposid-Behandlung mit Nachweis einer Aberration am

66,125 10,124
3 :

mll Gen auf 1192 oder das Osteosarkom nach Bestrahlung

Bei Keimzelltumoren ist schliefdlich eine weitere mdgliche Assoziation zwischen Primér- und
Sekundéartumor denkbar. Wie oben dargestellt, leiten sich Keimzelltumoren von totipotenten
primordialen Keimzellen ab*>*?”. Dementsprechend ist es méglich, dass sich verschiedene
maligne Tumorformen in einem Keimzelltumor entwickeln konnen. In der Tat werden
wiederholt Tumoren gefunden, bel denen es zu einer malignen , Transformation“ einer
Tumorkomponente gekommen ist. So finden sich beispielsweise Sarkome in malignen
Keimzelltumoren, bzw. in Teratomen konnen sich karzinomattse Veranderungen oder
primitive neuroektodermale Tumoren finden®.

Besondere Beachtung haben Félle gefunden, bei denen gleichzeitig eine akute myeloische
Leukdmie und en extragonadaer Keimzeltumor — zumeist en mediastinaler

Dottersacktumor — diagnostiziert worden ist?>®*®. Da in den leukamischen Blasten das fir
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Keimzelltumoren des Erwachsenen pathognomonische Isochromosom 12p nachgewiesen
worden ist, steht unzweifelhaft fest, dass sich die Leukémie aus dem Keimzelltumor heraus
entwickelt hat®®. Als Ursprungsort werden Hamatopoiese-Inseln im Dottersacktumor
angesehen®’. Da bei Kleinkindern Dottersacktumoren den haufigsten malignen Tumor
darstellen, der zudem in der Mehrzahl der Félle extragonadal auftritt, wére somit mit einer

Haufung einer Assoziation von Leukamie und Keimzelltumor zu rechnen.

Diese Vermutung wird jedoch durch die vorgestellte Arbeit widerlegt. Unter 1132 erfassten
Patienten, darunter 442 chemotherapeutisch und 174 kombiniert chemo- und
radiotherapeuisch  behandelten  Patienten haben sich  nach ener medianen
Nachbeobachtungszeit von 38 Monaten sechs Patienten mit einer sekunddren Leukamie
befunden. Das Risiko ist somit vergleichbar dem nach zytostatischer Behandlung von

malignen K eimzelltumoren bei Erwachsenen ohne mediastinale L okalisation®?.

Gegen die Hypothese eines gemeinsamen klonalen Ursprungs von Leukdmie und

Keimzelltumor sprechen folgende Argumente:

Bei keinem der Patienten sind die Leukdmie und der Keimzelltumor gleichzeitig
diagnostiziert worden; die kiirzeste Latenzzeit hat 13 Monate betragen. In der zytogenetischen
Untersuchung der leukdmischen Blasten haben sich keine fur einen Keimzelltumor
charakteristischen Befunde (vergleiche Kapitel 1.2., 2.3.) gezeigt.

Alle Patienten mit sekunddren Leukamien sind wegen ihres Keimzelltumors zytostatisch
behandelt und drei zusétzlich bestrahlt worden, wahrend sich keine Leukamie bei den 392
Patienten fand, die ausschlief3lich operativ behandelt worden sind. Im Gegensatz hat sich eine
Korrelation des Leukamierisikos mit den kumulativen Dosen von Ifosfamid und Etoposid
gezeigt, und bei funf Patienten sind in den leukémischen Blasten zytogenetische
Veranderungen nachweisbar gewesen, die in vier Fallen charakteristisch fir Veranderungen

nach zytostatischer Therapie sind.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass im Gegensatz zu extragonadalen Dottersacktumoren
bei Erwachsenen bei Kleinkindern keine klonale Assoziation zwischen Keimzelltumor und
Leukdmie nachweisbar gewesen ist. Somit stellt die zytostatische und radiotherapeutische
Behandlung den wesentlichen Risikofaktor fur die Entwicklung einer Zweitleukémie dar.
Jedoch Uberwiegt weiterhin das Rezidivrisko bei weitem das Risko, an einer
therapiebedingten Leukdmie zu erkranken, so dass eine generelle Therapiereduktion nicht
gerechtfertigt ist. Jedoch erscheinen intensive aber kurze Chemotherapieprotokolle mit

vergleichsweise geringeren kumulativen Dosen auch mit Blick auf das Leukamierisiko
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vorteilhaft. Schlieffdlich ist der kombinierte Einsatz von Chemo- und Strahlentherapie
(entsprechend unserer Erfahrung in Dosen Uber 40 Gy) ebenfalls mit einem mehr als additiv
erhdhten Risiko verbunden. Daher ist der Einsatz der Bestrahlung — soweit es die klinische
Situation erlaubt — auf die Rezidivbehandlung zu beschrénken; lediglich bei Keimzelltumoren
des zentralen Nervensystems gelten aus anderen Uberlegungen, die hier nicht Gegenstand der

Erorterung sind, andere Entscheidungsgrundlagen®?*#.

3. Zusammenfassung und Ausblick

Keimzelltumoren bel Kindern und Jugendlichen —ein Thema mit vielen Variationen

Ziel dieser Arbeit ist es, innerhalb der heterogenen Gruppe der Keimzelltumoren im
Kindesalter gemeinsame Muster erkennbar werden zu lassen. Gleichzeitig sollen spezifische
Aspekte der Keimzelltumoren bei Kleinkindern von Tumoren bei Jugendlichen und
Erwachsenen herausgestellt werden, so dass eine biologisch begrindete und klinisch relevante

Abgrenzung unterschiedlicher Erkrankungsgruppen moglich wird.

In den vorgestellten Arbeiten wird dargelegt, dass die Keimzelltumoren unabhangig von ihrer
Lokalisation und histologischen Differenzierung einen gemeinsamen zelluléaren Ursprung von
der totipotenten primordialen Keimzelle teilen. Gleichzeitig zeigt sich aber in den Imprinting-
Untersuchungen, dass sich Keimzelltumoren gonadaler und extragonadaler Lokalisation und
verschiedener histologischer Subtypen offensichtlich von Keimzellen wahrend verschiedenen
Reifungsstufen ihrer Entwicklung ableiten. Schliefdlich werden zum Teil auch aberrante, d.h.
dem chromosomalen Geschlecht des Patienten entgegen laufende, Imprintingmuster
gefunden. Diese aberranten Imprintingmuster bestehen vor allem bel  extragonadalen

Keimze ltumoren und zumeist bei Kleinkindern.

In diesem Zusammenhang gewinnen die zytogenetischen Untersuchungen besondere
Bedeutung. In der konventionellen Zytogenetik und der comparativen genomischen
Hybridisierung lassen sich verschiedene Untergruppen von Keimzelltumoren mit jewells
charakteristischen chromosomalen Verdnderungen abgrenzen (zusammengefasst in Tabelle
3). In malignen Keimzelltumoren bei Kleinkindern finden sich besonders haufig Deletionen
am langen Arm des Chromosom 6, die in der LOH Analyse regelmaliig den Bereich des I GF-
2 Rezeptor einschliefen. Es ist daher denkbar, dass bei malignen Keimzelltumoren von
Kleinkindern eine aberrante biallelische Expression von IGF-2 (bel biallelischer Methylierung
der CTCF Bindungsdomaéne in der H19 ICR) und eine verminderte | G2 Inaktivierung durch
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den deletierten IGF-2 Rezeptor zusammenwirken. Das Ergebnis wére eine autokrine
Stimulation der Tumorzellen durch IGF-2.

Tabelle 3: Einteilung der Keimzelltumoren nach Alter, Tumorlokalisation und Zytogenetik

Alter L okalisation Histologie Genetik

Saugling Hoden, Ovar TER, YST TER: normal, diploid

Kleinkind Extragonadal YST: -1p, +1q, -6q, +20, diploid,
tetraploid

Jugendlicher Hoden TER, G, EC, YST, CHC TER: sdlteni(12p), diploid

Andere: i1(12p) bzw. 12p Ampli-
fikation in >90%, aneuploid

Jugendliche Ovar TER, G, EC, YST, CHC TER: (23,X)x2

Andere: i1(12p) bzw. 12p Ampli-
fikation in >80%, aneuploid

Jugendliche  Extragonadal TER, G, EC, YST, CHC TER: +X, -Y

Andere: i(12p) bzw. 12p Ampli-
fikation, +X, -Y, aneuploid

TER: Teratom (matur oder immatur), YST: Dottersacktumor, G: Germinom, Seminom, Dysgerminom, EC:
embryonales Karzinom, CHC: Choriokarzinom

Die unterschiedlichen genetischen Veranderungen der Keimzelltumoren bei Kleinkindern,
Jugendlichen und Erwachsenen bilden die biologische Grundlage fur die klinisch zu
beobachtenden  Unterschiede zwischen malignen Keimzelltumoren verschiedener
Altersgruppen. Bel Kleinkindern besteht keine primére Assoziation zwischen extragonadalen
Keimzelltumoren und myeloischen Leukamien. Das Ansprechen auf eine zytostatische
Therapie ist bei extragonadalen Keimzelltumoren im Kleinkindalter generell glinstiger als bei
entsprechenden Tumoren bel Erwachsenen. Darlber hinaus stellt sich bel Keimzelltumoren
im Kindesalter die wesentliche Bedeutung der adédquaten Lokaltherapie fur die Primér und
Rezidivbehandlung dar.

Aufgrund der biologischen und klinischen Besonderheiten ist es geboten, spezifische
Behandlungsstrategien fur Keimzelltumoren bel Kindern weiter zu entwickeln und zu
erforschen. Ein wesentlicher Erfolg ist bereits durch die Einfihrung neoadjuvanter
Therapiekonzepte auf der Basis ener reflektierten Tumormarker- und modernen
Schnittbilddiagnostik erzielt worden. Somit wird durch die Optimierung der Therapiestrategie
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eine Reduktion der kumulativen Therapie bel gleichzeitiger Verdichtung und Intensivierung
der Chemotherapie ermdglicht. Dieser Umstand ist auch mit Blick auf mogliche
Sekundéarfolgen wie Zweittumoren sowie die Oto- und Nephrotoxizitét der Chemotherapie
vorteilhaft und trégt somit wesentlich zu der Heilung und Gesundung der Patienten dar.
Aul3erdem stehen mit der lokoregionalen Tiefenhyperthermie und der Bestrahlung effektive
Therapiemodalitdten fir eine eventuelle Rezidivbehandlung zur Verfligung.

Ein zukinftiges Ziel wird es sein, zytogenetische Parameter wie z.B. Deletionen an 1p36 auf
ihre prognostische Relevanz bei Keimzelltumoren zu Uberprifen, um so eine klinische
Risikostratifizierung auf der Grundlage der Tumorbiologie zu erméglichen. Diese Analysen
werden in enger Korrelation mit diagnostischen und therapeutischen Daten aus den
Therapieoptimierungsstudien erfolgen. Weiterfihrende Untersuchungen zur Tumorgenetik
und —epigenetik und ihrer Verflechtung mit der normalen und gestérten Entwicklung von
Keimzellen werden dartber hinaus grundlegende Schritte der Tumorinitiierung und —
progression offenbaren.
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5.  Abkurzungen:

AFP Alpha, Fetoprotein

BORIS Brother of the Regulator of Imprinting Sites

CEST Childhood Endodermal Sinus Tumor (syn. Dottersacktumor)
CGH Comparative Genomische Hybridisierung

CHC Choriokarzinom

CTCF Vertebrate Enhancer Blocking Protein CTCF

EC Embryonales Karzinom

FISH Fluoreszenz in-situ Hybridisierung

G Germinom, synonym Seminom, Dysgerminom

H19 Synonym: Adult Sceletal Muscle Gene

H19ICR H19 Imprinting Control Domain

HCG Humanes Choriongonadotropin

-HCG Humanes Choriongonadotropin, Beta Kette

i(12p) I sochromosom 12p

IGF-2 Insulin like Growth Factor, 2

IGF-2R |GF-2 Rezeptor

LOH L oss of Heterocygosity

MYCC Zelluldre Variante des viralen Onkogens des Avian Myelocytomatosis Retrovirus
MY CN Neuroblastom-abgel eitete Variante des viralen Onkogens des Avian Myelocytomatosis Virus
PNET Primitiver neuroektodermaler Tumor

SNRPN Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide N

TER Teratom (matur oder immatur)

WAGR Wilms Tumor, Aniridie, urogenitale Misshildungen, mentale Retardierung

YST Yolk Sac Tumor (syn. Dottersacktumor)
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