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Abkiirzungen
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1 Einleitung

1.1  Histologische Klassifikation von Keimzelltumoren

Die Mehrzahl der soliden Tumoren im Kindesalter gehoren der Gruppe der embryonalen
Tumoren an. Dieser Begriff spiegelt das Phdnomen wieder, dass diese Tumoren unreife
histologische Strukturen zeigen, wie sie wiahrend der Organogenese zu beobachten sind.
Embryonale Tumoren sind somit Ausdruck einer tiefgreifenden Stérung der Organanlage und
Differenzierung (dysontogenetischer Tumor). Fiir diese These spricht, dass embryonale
Tumoren gehéduft in Assoziation mit Entwicklungsanomalien und Fehlbildungssyndromen
auftreten.” > "+ ¥

Keimzelltumoren werden ebenfalls zu den embryonalen Tumoren gezéhlt. Besonders die
ovarialen und mediastinalen = Keimzelltumoren  kdnnen mit  Stérungen  der
Geschlechtsentwicklung, beziehungsweise mit strukturellen und numerischen Verédnderungen
der Geschlechtschromosomen, assoziiert sein (testikuldre Feminisierung, Turner Syndrom,
Klinefelter Syndrom).” 2% 7%-%!

Die Histologie der Keimzelltumoren ist duflerst heterogen. Die histologische Klassifikation
erfolgt organbezogen entsprechend der WHO-Klassifikation fiir testikuldre, ovariale und
zentralnervose Tumoren. Dabei werden im Wesentlichen sechs verschiedene histologische
Subentititen unterschieden. Im Kindesalter enthalten fast die Hélfte aller Keimzelltumoren
mehr als eine histologische Komponente. Weisen die Tumoren die Morphologie des
Keimepithels auf, werden sie als Germinom (ZNS), beziehungsweise als Seminom (Hoden)
oder Dysgerminom (Ovar) bezeichnet. Diese Tumoren zeichnen sich immunhistochemisch
unter anderem durch die Expression von c-kit, dem Rezeptor des Stammzellfaktors, und des
Stammzellmarkers OCT3/4 aus.

Die embryonalen Karzinome entsprechen Tumoren mit einer undifferenzierten

Stammzellmorphologie. Sie exprimieren ebenfalls den Stammzellmarker OCT3/4.



Bei extraembryonaler Differenzierung entwickeln sich Dottersacktumoren (Synonym:
Endodermalsinustumoren) oder Choriokarzinome. Beide zihlen zu den sezernierenden
Keimzelltumoren. Dottersacktumoren produzieren AFP, Choriokarzinome B-HCG.
Choriokarzinome gelten als die malignen Korrelate des Syncytiotrophoblasten der Plazenta.

Bei einer somatischen Differenzierung des Tumors konnen sich Teratome unterschiedlichen
Reifegrades entwickeln. Dabei weisen die maturen Teratome komplett ausgereifte organoide
Gewebestrukturen in irreguldrer Anordnung auf (,histologischer Potpourri®), wéhrend sich

die immaturen Teratome durch unterschiedliche Anteile von histologisch unreifem Gewebe,

meist in Form von Neurotubuli, auszeichnen.

Abbildung 1: Histologische Heterogenitit der Keimzelltumoren: Die linke Spalte zeigt ein reifes Teratom
(oben), ein unreifes Teratom mit Dottersackmikrofoci (immunhistochemische Féarbung fiir AFP, Mitte) und
einen Dottersacktumor (unten). In der rechten Spalte sind ein Germinom (oben), ein embryonales Karzinom
(Mitte) und ein Choriokarzinom (unten) dargestellt (Hématoxillin-Eosin, Orig. Vergréferung ca 200 x).
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1.2 Biologie und Histogenese der Keimzelltumoren

Entsprechend dem holistischen Konzept der Histogenese der Keimzelltumoren nach Teilum
leiten sich alle Keimzelltumoren von totipotenten primordialen Keimzellen ab (Abbildung
2)."'% Die primordialen Keimzellen konnen, abhingig vom jeweiligen Reifegrad und dem
genomischen Imprinting, in histologisch unterschiedliche Keimzelltumorentititen

. . 123
differenzieren.

Primordiale Keimzelle
/ (totipotent) \

Primitive Keimzelle undifferenzierte Keimzelle
(unipotent) / (pluripotent)
Seminom Germinom embryonales Karzinom / Dottersacktumor
(Hoden) (ZNS) (Embryo) (Dottersack)
Dysgerminom Teratom Choriokarzinom
(Ovar) (Embryo) (Plazenta)

Abbildung 2: Schematische Darstellung wichtiger Differenzierungsrichtungen der primordialen Keimzelle und
neoplastischer Transformationen in Anlehnung an TEILUM.''6

In der friihen Embryonalentwicklung wandern die primordialen Stammzellen von der Basis
der Allantois, beziehungsweise des Dottersacks, entlang der Mittellinie des Korpers zu den
Gonadenanlagen”, welche sich zu dieser Zeit noch weit nach kranial erstrecken.” '*!
Gesteuert wird die Migration durch Wachstumsfaktoren wie den Stammzellfaktor mit seinem
Rezeptor c-kit sowie durch das Chemokin SDF-1 mit seinem Rezeptor CXCR-4.

Primordiale Keimzellen konnen in der Maus am 6. bis 7. Tag der Embryoentwicklung zum
ersten Mal nachgewiesen werden, beim Menschen erst in der 5. bis 6. Entwicklungswoche.'"

Extragonadal verbliebene Keimzellen sterben durch BAX-abhingige Apoptose, da ihnen die

notwendigen Wachstumsfaktoren zum Uberleben fehlen.

_8-




Nach Besiedelung der Gonaden werden die Keimzellen als Gonozyten bezeichnet. Sie
differenzieren sich weiter zu Oozyten und Pra-Spermatozyten.

Wie in embryonalen Stammzellen, die aus der inneren Zellmasse der Blastozysten gewonnen
werden kdnnen, so ist auch in primordialen Keimzellen und in bestimmten Keimzelltumoren
eine OCT3/4 Expression nachweisbar.*

Die Entwicklung extragonadaler Keimzelltumoren lésst sich als Stérung der
Keimzellmigration erkldren, bei der primordiale Keimzellen die Gonadenanlage nicht
bevolkern und extraembryonal persistieren.?* Diese Hypothese wird unterstiitzt durch aktuelle
Untersuchungen des genomischen Imprinting von extragonadalen Keimzelltumoren. Sie
zeigen einen Imprinting-Status, welcher unreifen primordialen Keimzellen wéhrend der

Migration entspricht. 123

1.3 Epidemiologie und Klinik der Keimzelltumoren im Kindes- und Jugendalter
Keimzelltumoren kénnen sich in allen Altersgruppen entwickeln.® Im deutschen
Kinderkrebsregister der Gesellschaft fiir Pddiatrische Onkologie und Hamatologie (GPOH)
wird der Anteil von malignen Keimzelltumoren an allen malignen Tumoren bei Kindern und
Jugendlichen unter 15 Jahren mit 3-4% angegeben, es wird eine Inzidenz von 0,5
Neuerkrankungen auf 100.000 Kinder pro Jahr angenommen.’ 2

Die detaillierte Auswertung der im Rahmen der Therapieoptimierungsstudien fiir
Keimzelltumoren im Kindes- und Jugendalter (MAKEI und MAHO der Deutschen
Gesellschaft fiir Padiatrische Onkologie und Himatologie GPOH) erfassten Patienten zeigt
ein zweigipfeliges Verteilungsmuster hinsichtlich der Altersverteilung. Der erste
Haufigkeitsgipfel wird bei Neugeborenen und Kleinkindern beobachtet, wobei es sich oft um
extragonadale Tumoren handelt. Neugeborene erkranken gehduft an Teratomen
unterschiedlichen Reifegrads.36 Maligne Dottersacktumoren, meist der Steillbeinregion,

iiberwiegen im Séduglings- und Kleinkindalter.**



Wiéhrend der Pubertét findet sich ein zweiter Haufigkeitsgipfel. In dieser Altersgruppe
iberwiegen die gonadalen Tumoren, welche histologisch als Seminome und nicht-
seminomatdse Tumoren imponieren (Dottersacktumoren, Choriokarzinome und embryonale
Karzinome, zum Teil mit zusitzlicher Teratomkomponente).

Schwangerschafts-assoziierte trophoblastire Tumoren, zystische Ovarialteratome und
spermatozytische Seminome sind Keimzelltumorerkrankungen iiberwiegend des erwachsenen
Menschen.

Ebenso findet sich in Abhéngigkeit vom Alter eine unterschiedliche Geschlechtsverteilung.
Bei Sauglingen mit Keimzelltumoren ist die Geschlechtsverteilung relativ ausgewogen
(ménnlich 0,63: weiblich 1). Im Kleinkindalter bis zum Eintritt der Pubertét ldsst sich eine
deutliche Madchenwendigkeit feststellen (Verhiltnis 2,5:1). Nach der Pubertit verschiebt sich
das Verhiltnis hin zum ménnlichen Geschlecht.'"!

Keimzelltumoren kdnnen sich an verschiedenen Lokalisationen manifestieren. Die haufigsten

Lokalisationen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die iiberwiegende Mehrzahl tritt in den Gonaden

oder entlang der Mittellinie des Korpers auf.

Lokalisation Hiufigkeit (%)
Hoden 17
Ovar 29
ZNS 21
Mediastinum 4
Steillbein 19
Andere 10

Tabelle 1: Verteilung der Lokalisationen von Keimzelltumoren bei Kindern bis 15 Jahre im MAHO und MAKEI
Register.'”

1.4  Bedeutung eines Allelverlustes fiir Tumorentstehung und Prognose
Die Entstehung von Tumoren ist nach unserem heutigen Wissen durch Verdnderung im
Genom der Tumorzellen bedingt. Wéhrend der Tumorprogression kommt es zu einer

Akkumulation zahlreicher genetischer Veranderungen. Dieser liegt ein Ungleichgewicht von
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schiadigenden Faktoren (zum Beispiel Strahlung, alkylierenden Substanzen) und protektiven
Faktoren (Tumorsuppressorgenen) zu Grunde.

Die Bedeutung der Tumorsuppressorgene liegt unter anderem in der Erhaltung der
genomischen Integritdt. Bei einer zelluldiren Schidigung, die zu einer dauerhaften Schadigung
des Genoms fiihrt, konnen Tumorsuppressorgene beispielsweise eine Apoptose induzieren
oder einen Zellzyklusarrest bewirken, der die Mdglichkeit zur Reparatur des Schadens
er6ffnen und die Weitergabe von Mutationen an Tochterzellen verhindern kann.

Fiir den vollstindigen Verlust der Funktion eines Tumorsuppressorgens ist entsprechend der
,two-hit’ Hypothese des Kinderarztes Knudson in der Regel die Inaktivierung beider Allele
erforderlich. Diese kann eintreten, wenn beide Allele mutiert sind. Alternativ kann ein Allel in
mutierter Form vorliegen, wihrend das andere Allel deletiert ist, oder es kdnnen beide Allele
deletiert sein. Eine dritte Form der Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens kann in Form
einer epigenetischen Inaktivierung vorliegen. Dabei kommt es durch eine Hypermethylierung
der Promoter-DNA eines Tumorsuppressorgens zu einer Inaktivierung, ohne dass
Sequenzédnderungen oder Deletionen vorliegen.

Der Verlust eines Allels kann durch die Untersuchung von polymorphen
Mikrosatellitenmarkern dargestellt werden. Dabei sind im normalen Vergleichsgewebe fiir
diesen polymorphen Marker zwei Allele zu unterscheiden, wihrend im korrespondierenden
Tumorgewebe nur noch ein Allel nachweisbar ist. Dieser Befund wird als Verlust der
Heterozygotie (loss of heterocygosity, LOH) bezeichnet und kann gemeinsam mit einer
Mutation oder Promotermethylierung des anderen Allels zu einem vollstindigen

Funktionsverlust eines Tumorsuppressorgens fithren.
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15 Therapeutische Ansiitze bei der Behandlung von Keimzelltumoren

Die Behandlung von Keimzelltumoren ist abhéingig von der Tumorlokalisation, der
Histologie, dem Tumorstadium und dem Alter des Patienten. Bei malignen Keimzelltumoren
wird die chirurgische Tumorresektion risikostratifiziert mit einer Chemo- und gegebenenfalls
einer Strahlentherapie kombiniert. Reine Teratome werden ausschlieBlich operativ behandelt,
da sie kein metastatisches Wachstum zeigen und schlecht auf eine Radio- oder Chemotherapie
ansprechen. Germinome und maligne nicht-seminomatose Keimzelltumoren sprechen im
Allgemeinen gut auf eine Chemotherapie an.

Die gebrduchlichen Chemotherapieprotokolle enthalten Carboplatin oder Cisplatin und
Etoposid, die mit [fosfamid oder Bleomycin kombiniert werden. Durch die Intensivierung der
Chemotherapie ist eine Verkiirzung der Chemotherapiezeit unter Beibehaltung der hohen
Heilungsraten moglich geworden. Es wird angenommen, dass so die Nebenwirkungsrate und
die Spitfolgen reduziert werden konnen.*®

Aufgrund der effektiven Chemotherapie haben prognostische Faktoren wie Histologie,
Tumorstadium und Lokalisation fiir die malignen Keimzelltumoren des Kindesalters an
Bedeutung verloren. Insbesondere bei den extragonadalen Tumoren wird derzeit die
komplette Resektion des Tumors als wichtigster prognostischer Parameter angeschen.

Der Erfolg einer Strahlentherapie ist abhingig von der histologischen Differenzierung.
Germinome gelten als besonders radiosensitiv.'® ** Embryonale Karzinome, Choriokarzinome
und Dottersacktumoren sind weniger strahlenempfindlich als Germinome und erfordern bei

entsprechender Indikation (zum Beispiel ZNS-Tumor) eine hohere Strahlendosis."
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Histologisches | Tumormarker Sensitivitdt gegentiiber:

Grading AFP 3-HCG | Chemo- Strahlentherapie (Gy)
Seminom, Maligne - +) +++ +++ (24)
Germinom
Embryonales Maligne - - +t+ + (45)
Karzinom
Dottersacktumor | Maligne +++ - +++ + 45)
Choriokarzinom | Maligne - +++ +++ + 45
Teratom: reif Benigne - - - (68 (54)

unreif | Potentiell ) - ? (+) (54)
maligne

Tabelle 2: Produktion von Tumormarkern und Ansprechen auf die jeweilige Therapie in Abhingigkeit von der
Histologie (nach Gobel et. al.)*®

Die Heilungsrate von malignen Keimzelltumoren liegt bei Kindern iiber 80%.% 7 %% Beim
Vergleich der Lokalisationen haben die malignen gonadalen Tumoren mit einem
ereignisfreien Uberleben von iiber 90% die beste Prognose. Zu beachten ist aber, dass mehr
als die Halfte der Tumoren an extragonadalen Lokalisationen wie der Steilbeinregion oder
dem Mediastinum auftreten. Hier kdnnen auch Heilungsraten von iiber 80% erzielt werden.
Eine vergleichbar gute Prognose haben Erwachsene mit gonadalen Keimzelltumoren. Bei
Erwachsenen ist jedoch die Prognose der extragonadalen malignen nicht-seminomatdsen
Keimzelltumoren als eingeschriankt zu betrachten, die Heilungsrate liegt bei konventioneller
Chemotherapie unter 50%."% ** In 25% der Keimzelltumoren des Erwachsenenalters und in
circa 50% der Tumoren des Kindersalters lassen sich verschiedene histologische
Komponenten in den Tumoren nachweisen. Die Prognose gemischtzelliger Keimzelltumoren

hingt von dem Anteil des Tumors mit dem héchsten Malignititsgrad ab.*

1.6  Fragestellung und Ziel der Arbeit

Keimzelltumoren zeigen unterschiedliche epidemiologische, klinische und pathologische
Merkmale, welche mit unterschiedlichen chromosomalen Aberrationen korrelieren.
Postpubertdre maligne Keimzelltumoren weisen am hdufigsten ein Isochromosom 12p oder
eine chromosomale Amplifikation an 12p auf. Diese Verdnderungen werden als

pathognomonischer genetischer Marker dieser Tumoren angesehen. Seltener finden sich
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Zugewinne an Chromosom 7, 8 und 21q, Verluste an Chromosom 11, 13 und 18 und einige
andere weniger hdufige Imbalancen. Maligne Keimzelltumoren im Kindes- und Jugendalter
zeigen Imbalancen an Chromosom 1 (chromosomale Verluste an 1p und Zugewinne an 1q),
Verluste an 6q und Zugewinne an 20q, wéhrend die typischen genetischen Verdnderungen der
postpubertiren Tumoren (Isochromosom 12p oder Amplifikationen an 12p) fehlen.'*
Bemerkenswerterweise hat keine andere chromosomale Aberration als der Verlust an 1p bei
Keimzelltumoren im Kindes- und Jugendalter in unterschiedlichen Studien eine solch hohe
Variationsbreite hinsichtlich der Héaufigkeit ihres Auftretens gezeigt. So wurden Deletionen
an 1p in einer Haufigkeit von 10% bis zu 80% berichtet,'"> !> ! 76 85 86.87.99. 102, 111
Beispielsweise weisen Untersuchungen mittels FISH (Fluoreszenz in-situ Hybridisierung) auf
eine Frequenz von mehr als 80% an chromosomalen Deletionen an 1p36 bei
Dottersacktumoren hin.*"*¢- 110

Zytogenetische Studien und molekulargenetische Analysen mittels komparativer genomischer
Hybridisierung (CGH) zeigen hingegen eine deutlich geringere Haufigkeit von
chromosomalen Verlusten an 1p, die zum Teil nur bei 45% lag. Haufiger finden sich jedoch
Zugewinne am langen Arm von Chromosom 1q, so dass diskutiert wird, ob die FISH-Befunde
als Fehlinterpretationen aufzufassen sind.*"*’

Daher ist zu diskutieren, inwieweit die unterschiedlichen Befunde auf die verschiedenen
Untersuchungsmethoden wie Mikrosatellitenanalyse, FISH, CGH oder zytogenetische
Analysen zuriickzufiihren sind. So ist zum Beispiel der distale Bereich von 1p aus technischen
Griinden mittels CGH schwierig zu evaluieren.”® AuBerdem ist zu beachten, dass mit einigen
Methoden nur eine chromosomale Imbalance, nicht aber der Verlust eines Allels (LOH)
nachgewiesen werden kann, der fiir die Pathophysiologie als entscheidend anzusehen ist.
Diese Unterscheidung ist insbesondere relevant, da LOH an 1p bei anderen embryonalen

Tumoren wie zum Beispiel Neuroblastomen oder Nephroblastomen einen wichtigen

prognostischen Parameter darstellt.”
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Angesichts dieser teilweise widerspriichlichen Daten, sowie der mdglichen prognostischen
Relevanz einer LOH an 1p36, stellt sich die Frage, wie héufig es sich bei den Imbalancen an
1p tatsdchlich um eine echte LOH handelt. AuBerdem ist es von Interesse, den regelhaft
deletierten Bereich einzugrenzen, um auf diese Weise moglicherweise relevante
Tumorsuppressorgene identifizieren zu konnen. SchlieBlich ist eine Korrelation zwischen
LOH an 1p und dem klinischen Verlauf zu evaluieren, um eine mogliche prognostische
Relevanz der LOH an 1p herausfinden zu kdnnen.

Fiir diese Untersuchung ist die biologische und klinische Heterogenitit von Keimzelltumoren
in Abhingigkeit vom Alter zu beriicksichtigen, um eine Korrelation zwischen Histologie und
LOH Befund priifen zu kénnen.*® Aus diesem Grund, und um der biologischen Heterogenitit
der Keimzelltumoren gerecht zu werden, sind Keimzelltumorarten der verschiedenen

klinischen und biologischen Gruppen in diese Studie eingeschlossen worden.

2 Material und Methoden

2.1  Patienten

Korrespondierende Gewebeproben aus Keimzelltumoren und Normalgewebe (Nebenhoden:
in Paraffin eingebettete Proben, Blut-Leukozyten) wurden auf das Vorliegen -eines
Heterozygotieverlustes am Chromosom 1 untersucht. Insgesamt wurden 22 Patienten in die
Studie eingeschlossen (12 méannliche, 10 weibliche). Die Altersspanne reichte von 0 bis 197
Monate (Median: 68 Monate). Die Keimzelltumoren waren sowohl gonadal in Hoden
(n=sechs) und Ovar (n=fiinf, dabei ein Rezidiv), als auch extragonadal im Mediastinum
(n=eins) und am Steibein (n=acht) lokalisiert. Bei einem weiteren Tumor handelte es sich
um ein Rezidiv eines Ovarialtumors mit Lokalisation im Perikard, bei einem weiteren Tumor
um eine Lungenmetastase eines Hodentumors.

Bei 16 der 22 Tumorproben handelte es sich um nativ asserviertes und schockgefrorenes

Gewebe, welches mit Unterstiitzung des BioCase Projektes des Kompetenznetzwerks
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Pédiatrische Onkologie asserviert worden war. Die Patienten wurden entsprechend der
MAHO 98, bezichungsweise der MAKEI 96 Therapieoptimierungsstudien fiir
Keimzelltumoren im Kindes- und Jugendalter behandelt. Vom Kindertumorregister in Kiel
wurden 6 formalinfixierte und in Paraffin eingebettete Gewebeproben mit
korrespondierendem Normalgewebe zur Verfiigung gestellt. Alle Tumorproben wurden nach
der WHO Klassifikation fiir Keimzelltumoren klassifiziert.”” Der Reifegrad von immaturen
Teratomen wurde entsprechend der Klassifikation von Gonzalez-Crussi et al. bestimmt.”” Die
klinischen und pathologischen Daten der Patienten sind in Tabelle 3 zusammengestellt.
Wihrend der Untersuchung der Patientenproben waren keine Informationen beziiglich der
Tumorart, des Alters bei Erkrankung und des Krankheitsverlaufes der jeweiligen Patienten
bekannt.

Fir die statistische Analyse und Pridsentation wurden die Tumoren entsprechend ihrer
Histologie eingeteilt in Teratome und maligne Keimzelltumoren sowie entsprechend des
Alters in Tumoren des Kindesalters und des Erwachsenenalters.

Bei den 13 untersuchten Tumoren des Kindesalters handelte es sich um ein unreifes und drei
reife Teratome (lokalisiert an Testis:1, Ovar:1, Steilbein:2), neun Dottersacktumoren
(Lokalisation Testis:3, Steibein:6) und zwei Mischtumoren mit Teratom- und
Dottersackanteil. Die Gruppe der erwachsenen Patienten umfasste neun maligne
Keimzelltumoren mit unterschiedlicher Histologie, darunter ein Choriokarzinom, ein Rezidiv
eines Mischtumors aus Teratom- und Dottersackanteilen, zwei embryonale Karzinome (wobei
es sich in einem Fall um eine Metastase handelte), ein reines Dysgerminom und vier
gemischte maligne Keimzelltumoren (Lokalisation Ovar:4, Testis:2, Mediastinum:1, Rezidiv
Perikard: 1, Lungenmetastase:1).

In zwei Fillen wurden Metastasen von gonadalen Tumoren analysiert, ein ovarialer und ein
testikuldrer Tumor. Beide Tumoren wurden nach einer préoperativen Chemotherapie entfernt

und analysiert.
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Die Studie wurde im Rahmen eines von der Ethikkommission der Heinrich-Heine Universitéit

Diisseldorf begutachteten und genehmigten Forschungsprojektes durchgefiihrt.

Patient | Gewebe | Alter Geschlecht | Lokalisation Histologie Status
(Monate)
1 FFT 0 M Steilbein TER,YST NED
2 FFT 0 M SteiBbein TER NED
3 FFPET |1 M Testis TER NED
4 FFT 6 M Testis YST NED
5 FFPET |9 M Testis YST NED
6 FFT 14 W Ovar IT NED
7 FFT 14 W Steilbein TER n.d.
8 FFT 18 W Steilbein YST NED
9 FFPET |20 M Testis YST NED
10 FFPET |22 W SteiBbein YST,TER NED-2
11 FFPET |22 M SteiBbein YST NED
12 FFT 24 M SteiBbein YST NED
13 FFT 37 W SteiBbein YST NED
14 FFPET | 94 M Mediastinum CHC NED
15 FFT 114 w Rezidiv Perikard | Primértumor | AWD
Primér Ovar YST/ TER
16 FFT 119 W Ovar YST,DYS,IT | NED
17 FFT 121 W Ovar DYS,CHC NED
18 FFT 143 W Ovar IT,YST NED
19 FFT 153 W Ovar Rezidiv DYS NED-2
20 FFT 184 M Testis EC, CHC NED
21 FFT 184 M Lungenmetastase | EC NED
Primér Testis
22 FFT 197 M Testis EC NED

Tabelle 3: Patientenkollektiv mit Angabe von Alter, Geschlecht, Lokalisation und Histologie des
Keimzelltumors. TER, Teratom; YST, Dottersacktumor; EC, embryonales Karzinom; IT, unreifes Teratom;
CHC, Choriocarzinom; DYS, Dysgerminom; FFT, nativ gefrorenes Gewebe; FFPET, Formalin fixiert; NED, no
evidence of disease, kein Nachweis eines Rezidivs; n.d., no data, keine Daten; NED-2, nach Heilung eines
Rezidivs kein erneutes Rezidiv; AWD, alive with disease, Patient lebt mit Erkrankung.

2.2 Methoden

2.2.1 LOH und Mikrosatellitenanalyse

LOH (Verlust der Heterozygotie) basiert auf der Untersuchung von polymorphen Markern
des menschlichen Genoms, bei denen sich die Allele durch eine unterschiedlich lange Anzahl
an kurzen repetitiven Sequenzen (short tandem repeats) unterscheiden. Hat ein Patient

verschiedene Allele geerbt und ist somit fiir diesen Marker heterozygot, kann durch die
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vergleichende Analyse des maternalen und paternalen Allels in Tumor- und Normal- DNA
ein LOH fiir diesen Marker festgestellt oder ausgeschlossen werden.

Die LOH-Screening Methode hat sich in der Diagnostik vieler Tumoren als zuverldssig
erwiesen. Sie stellt zudem bei einigen Tumoren einen wichtigen prognostischen Parameter
dar. Als Beispiele sind die nicht-polyposen Kolonkarzinome sowie die Neuro- und

17,20
Nephroblastome zu nennen."

2.2.2 Gerite

DNA Quantifizierung: Eppendorf Bio Photometer (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge: Biofuge fresco Heraeus (Hanau, Deutschland)

PCR Gerit: Eppendorf Mastercycler gradient

Gelelektrophorese: Biorad wide mini sub cell GT (Hercules, California, USA)

Bio Rad Fluor-S Multimanager, Multi Analyst Version 1.1, Biorad

Biometra Trio heated lid/Trio Thermoblock (Géttingen, Deutschland)

Sequenzer: ABI Prism 310 Genetic Analyzer Applied Biosystem (Foster City, CA, USA)

GeneMapper 3.7 Software Applied Biosystems

2.2.3 Reagenzien/Pufferlosungen
DNA Extraktion Frischgewebe: DNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
DNA Extraktion Blut: QIAamp Blood Kit (Qiagen)
DNA Extraktion Paraffingewebe: DNeasy Kit (Qiagen)
PCR: Primer: MWG Biotech (London, UK)
Mastermix: MgCl,, dNTP, Taq Polymerase (Qiagen)
Hot star Taq Polymerase (Qiagen)
Agarosegel: Léngenstandard (1kb Plus, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
Biozym LE Agarose (Hess, Oldendorf, Deutschland) in TAE Puffer

(einfach) mit Ethidiumbromid (Sigma, Steinheim, Deutschland)
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10 x Loading buffer (Sigma Aldrich, Miinchen)

50 fach TAE  Puffer (1000 ml) enthdlt 242 g

Trishydroxymethylaminomethane, 57,1 ml 96% Essigséure, 100 ml 0,5

EDTA ph 8, ad 1000 ml Aqua dest. (Carl Roth GmbH + Co, Karlruhe)
DOP PCR: Taq Polymerase (Roche, Mannheim)

1kb Plus-Standard (Invitrogen, Karlruhe, Deutschland)
Sequenzeranalyse:  HiDi-Formamid (Applied Biosystems, Foster City, CA)

GeneScan 400HD ROX Dye Standard (Applied Biosystems)
Die statistische Analyse erfolgte anhand des SPSS Software Pakets (Version 9, SPSS Inc.

Chicago, IL, USA). Der Vergleich kategorischer Daten erfolgte mittels Chi-Quadrat Test.

2.2.4 Gewebegewinnung

Operativ gewonnenes Frischgewebe wurde in den jeweiligen Kliniken unmittelbar nach
Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C asserviert. Die zentrale
Archivierung erfolgte in Kooperation mit dem BioCase Projekt der Deutschen Gesellschaft
fiir padiatrische Onkologie und Héimatologie29 in der Tumorgewebebank der Kinderklinik in
Diisseldorf. Parallel dazu oder zeitlich versetzt wurde von den Patienten EDTA
antikoaguliertes Blut gewonnen. Weitere formalinfixierte und in Paraffin eingebettete
Tumorproben wurden vom Kieler Kindertumorregister zur Verfligung gestellt. Dabei wurden
Proben ausgewihlt, bei denen sowohl Tumorgewebe als auch gesundes Normalgewebe (z.B.
Nebenhoden) fiir die Untersuchung vorhanden war.

Zur Bestimmung des Anteils an Tumorgewebe in den nativ gefrorenen beziehungsweise den
formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebeblocken wurden von allen Tumorproben
Hiamatoxilin-Eosin gefirbte Schnitte angefertigt. Bei einem Tumorzellgehalt von >80%
wurde ein komplettes Gewebestiick flir die DNA Extraktion verwendet. Anderenfalls wurden

tumordse und nicht-tumordse Gewebsanteile manuell voneinander disseziiert.
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2.2.5 DNA Extraktion aus Vollblut

Die DNA Extraktion aus dem mit EDTA antikoagulierten Vollblut erfolgte gemidl den
Herstellerangaben (QIAamp Blood Kit, Qiagen). 200ul Vollblut wurden mit 20 pl Protease
und 200 pl Puffer AL versetzt, kurz gemischt und fiir 10 Minuten bei 56°C inkubiert. Nach
Zugabe von 200 pl EtOH (100%) wurde das Gemisch auf Sdulen gegeben und zentrifugiert.
Die an die Sdulenmembran gebundene DNA wurde zweimal mit 500 ul Puffer AWI,
beziehungsweise 500ul Puffer AW2, gewaschen und danach mit 200 pl Aqua dest. eluiert.
Die Proben wurden mittels UV-Spektroskopie quantifiziert und die Anwesenheit von
hochmolekularer DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese auf die gewiinschte DNA Lénge

tiberpriift.

2.2.6 Manuelle Dissektion und DNA Extraktion aus Paraffinschnitten auf Objekttrigern
Zur Entparaffinisierung wurden die Gewebeschnitte auf Objekttrigern zweimal in 50 ml
Xylol entparaffinisiert und dann in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 70%, Aqua dest.)
rehydriert. Unter Verwendung eines parallelen Himatoxillin-Eosin gefarbten Paraffinschnittes
als Vorlage wurden in dem Gewebeschnitt Areale mit Tumor- und Normalgewebe
identifiziert, mit einer Rasierklinge vom Objekttriger gelost und in separate
Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abpipettiert und das
Gewebepellet getrocknet. Nach Trocknen des Gewebepellets wurden 180 ul Puffer ATL und
Proteinase K (1,5 mg/ml) hinzugefiigt, kurz gemischt und bis zur kompletten Lyse (circa 72
Stunden) bei 55 °C inkubiert, wobei nach 24 und 48 Stunden jeweils erneut Proteinase K
hinzugegeben wurde (Proteinase K und Puffer ATL aus dem DNA Tissue kit, Quiagen).”

Es folgte die DNA Extraktion nach dem DNeasy TissueKit (Qiagen).
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2.2.7 DNA Extraktion aus Frischgewebe

Bei Frischgewebe wurden circa 25 mg Gewebe zerkleinert und wie in 2.2.6 beschrieben mit
Puffer ATL und Proteinase K fiir 2 Tage bei 56°C inkubiert. AnschlieBend wurden 200 pl
Puffer AL zugefiigt und dann das Gemisch fiir 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Nach Zugabe
von 200 pl EtOH (100%) wurde die Mischung auf Sdulen gegeben und zentrifugiert. Die

Waschschritte und die DNA-Elution erfolgten wie in 2.2.5 beschrieben.

2.2.8 PCR mit degenerierten Oligonukleotid-Primern (DOP-PCR)

Bei kleinen Gewebeproben wurde die nach Dissektion von Paraffinschnitten gewonnene
genomische DNA mittels DOP-PCR gleichmédfig amplifiziert, um eine ausreichende Menge
Ausgangsmaterial zu erhalten. Zu einem PCR-Reaktionsansatz aus 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTP, 0,5 uM Primer (5°CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G-3', MWG) und 0,5 U
Taq Polymerase wurden 10 ng Template-DNA zugefiigt. Die PCR-Reaktion erfolgte iiber 5
min bei 95°C, gefolgt von 5 Zyklen aus 30 sec bei 94°C, 30 sec bei 30°C und 1,5 min bei
72°C. AnschlieBend folgten 35 Zyklen aus 30 sec bei 94°C, 30 sec bei 43°C, 1,5 min bei 72°C
und eine finale Extension von 7 min bei 72°C.

Zur Uberpriifung der PCR-Effizienz wurden 5 pl PCR-Produkt mit 2 pl zweifachem
Ladepufter gemischt und in einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Als Vergleichsstandard wurde
der 1kb Plus-Standard (Invitrogen) verwendet.

Nach photometrischen Konzentrationsbestimmungen konnten die Proben in der LOH-PCR

eingesetzt werden.

2.2.9 Mikrosatellitenanalyse
Zur Bestimmung eines Heterozygotieverlustes am kurzen Arm von Chromosom 1 wurden
vierzehn locusspezifische, (CA), repetitive Mikrosatelliten-Marker mittels PCR-

Amplifikation und anschlieBender fluoreszenzbasierter Fragmentanalyse untersucht.
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11 Marker kartierten die Region von 1p36.1-1p36.3 und 3 Marker die Region von 1p32.3-
1p35.2. Die Primer-Sequenzen und Marker-Lokalisationen wurden den Internet-Seiten des
Human Working Drafts (http:/www. genome.ucsc.edu, freeze Mai 2004) entnommen und
sind in Tabelle 4 zusammengestellt. Die Marker wiesen eine durchschnittliche Distanz von
1.9 Mb distal und 10.5 Mb proximal auf. Alle forward Primer waren markiert mit einem

Fluoreszenzfarbstoff (6-FAM).

Lokalisation Primer forward/ Grofe (bp)

rewind

D1S243 1p36.33 CACACAGGCTCACATGCC 142-170

— GCTCCAGCGTCATGGACT

D1S468 1p36.32 AATTAACCGTTTTGGTCCT 173-191
GCGACACACACTTCCC

D1S2660 1p36.32 CACACATGCACATGCAC 221-261
AGTGACACCAGCAGGG

D1S2795 1p36.31 TAGTTGGATTAGACACGGC 190-224
GAGACCCTGATGACTGTGG

- D1S2870 1p36.31 GATCATGCCAATGCACTAT 190-212

CCAGGGTGACACAGCA

D1S450 1p36.22 GCTCCAATGTCCAAGGG 243-267
GGGTACTCAGATGGCTGGT

D1S244 1p36.22 GAGCAGCACCGTACAAAT 285-296
AGCTCCGCTCCCTGTAAT

D1S2667 1p36.22 AGCTTCAGGTCTGGGGGACA 224-272
CTGGGTTTACCCTCCAGCGA

D1S507 1p36.21 AGGGGATCTTGGCACTTGG 183-203
CTCTAGGGTTTCTGGAAAATGCTG

D1S2644 1p36.21 TGCAACCCACCTGAATGA 215-231
TACGTGAAGTGCCAGCACA

D1S2843 1p36.12 GGGCTGGGCATTACACAAC 178-187
ATCAAATTGGCTTCTCACCG

D1S247 1p35.2 CAGATGGCCCCACCTC 243-263
AAGCAAAAACATTCTAGGGGTG

D1S2892 1p34.3 CCTGGGCAACATGGCAAG 93-129

— TGGGACCACAGAGCCACC

D1S427 1p32.3 CAGCCTGGGCCGCTTA 275-297

CCTACTTTATGTCTTTTGGTTGGGA

Tabelle 4: Verwendete Mikrosatelliten-Marker mit Angabe der zytogenetischen Lokalisation auf Chromosom 1,
Primersequenzen und mdglichen Fragmentldngen der PCR-Produkte.
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2.2.10 PCR- Amplifikation der polymorphen Marker auf Chromosom 1p

Zu einem PCR-Reaktionsansatz aus 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,5 uM forward Primer
(6"-FAM markiert, MWG), 0,5 uM reverse Primer (MWG) und 0,5 U Taq Polymerase
wurden 10 ng Template-DNA hinzugefiigt. Mit Aqua dest. wurde das Gemisch bis zu einem
Gesamtvolumen von 20 pl aufgefillt. Fiir alle Primer wurden "Touch-down"-PCR-
Bedingungen gewihlt, wobei die Annealing-Temperatur mit jedem Zykus um 1°C von 63°C
auf 54°C reduziert wurde. Die PCR-Reaktion umfasste 5 min bei 95°C, gefolgt von 10 Zyklen
aus 30 sec bei 94°C, 30 sec bei der entsprechenden Annealingtemperatur (63°C-54°C) und 30
sec bei 72°C. Anschliefend folgten 26 Zyklen aus 30 sec bei 94°C, 30 sec bei 54°C, 30 sec
bei 72°C und eine finale Extension von 2 min bei 72°C.

Zur Uberpriifung der Fragmentlingen und der Effizienz der PCR-Amplifikation wurden 5 pl
PCR-Produkt mit 2 pl zweifachem Ladepuffer versetzt und im Vergleich zu einem
Langenstandard (1kb Plus, Invitrogen) im 1% Agarosegel (30 min bei 90 Volt) aufgetrennt.
Fiir das Agarosegel wurden 2 pl Ethidiumbromid, 100 ml einfacher TAE Puffer und 1%
Agarose verwendet. Die DNA wurde durch das im Gel enthaltene Ethidiumbromid sichtbar
gemacht und unter UV-Licht fotografiert. Fiir die nachfolgende Fragmentanalyse wurde die
Intensitdt der Banden der PCR-Produkte im Agarosegel als MaBstab der Verdiinnung mit H,O
fiir die Kapillarelektrophorese herangezogen. So wurden PCR Produkte mit starken Banden
im Verhéltnis 1:10 verdiinnt, mit schwachen Banden hingegen unverdiinnt verwendet. Ein

Beispiel fiir den jeweils gewihlten Verdiinnungsfaktor ist in Abbildung 3 dargestellt.

e

T 1:2 | T 1:10 1:5 T 1:1

Abbildung 3: Beispiele fiir den Verdiinnungsfaktor, abhéngig von der Intensitdt der Banden im Agarosegel, je
ausgeprégter die Bande im Gel, desto hoher der Verdiinnungfaktor fiir die Sequenzeranalyse.

Beispiele:
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2.2.11 Automatisierte Fragmentanalyse

Fiir die Fragmentanalyse wurden zu 12 pl HiDi-Formamid 1 pl (verdiinntes) PCR-Produkt
und 0,5 pl Langenstandard zugefiigt. Das Gemisch wurde fiir 5 min bei 95°C denaturiert, auf
Eis abgekiihlt und mittels Kapillar-Gelelektrophorese in einem ABI 310 Sequenzierer
aufgetrennt. Die Zusammenstellung und Auswertung der Daten erfolgte mit der GeneMapper
3.7 Software. Diese generiert Informationen iiber die Linge und die Peakhdhe der
aufgetrennten Fragmente und ermdglicht damit einen quantitativen Vergleich verschiedener
Reaktionsprodukte. Der Vorteil der Kapillargelelektrophorese liegt in ihrer sehr hohen
Auflosung, die Unterschiede von einem Basenpaar erkennbar werden ldsst. Dariiber hinaus
erlaubt die entsprechende Software eine exakte Ubertragung der Signalintensititen in

Zahlenwerte fiir die Berechnung des LOH-Index.

2.2.12 Quantifizierung und verwendete Schwellenwerte

Fiir die Quantifizierung der Signalintensititen kann grundsitzlich entweder die Hohe eines
Kurvenausschlages (Peak) oder die Flidche unter der Kurve beurteilt werden. Dabei haben
unsere Auswertungen gezeigt, dass sich zwischen beiden Berechnungsarten kein signifikanter
Unterschied ergibt. Daher wurden die Analysen auf der Grundlage der jeweiligen Peak-Hohe
durchgefiihrt. Die Daten wurden in Exeltabellen (Microsoft) zusammengetragen und der

LOH-Index anhand der folgenden Formel berechnet:
LOH index— Tl/T2 /Nl/NZ

Dabei entsprechen die einzelnen Parameter den jeweiligen Peak-Hohen fiir das kurze und
lange Allel im Tumorgewebe (T1 und T2) beziehungsweise im Normalgewebe (N1 und N2).
Als Grenzwerte fiir das Vorliegen einer LOH im Tumorgenom wurden LOH-Indices von >1,5
bzw. <0,5 (abhiingig vom Verlust des ldngeren oder kiirzeren Allels) verwendet. Zeigte nur
ein einzelner Marker einen Allelverlust, wihrend benachbarte Marker retiniert waren, wurde

die Analyse fiir die betreffenden Marker wiederholt. Zur Bestimmung der gesamten
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Ausdehnung einer deletierten Chromosomenregion wurden sowohl die sicher deletierten
Marker als auch die interstitiell gelegenen, nicht-informativen Marker innerhalb der
aberranten Region beriicksichtigt. Eine gepaarte Normalgewebe- und Tumorprobe wurde als
aussagekriftig und analysierbar gewertet, wenn mindestens fiinf Marker in der Normal-DNA
Heterozygotie aufwiesen. Aufgrund mangelhafter DNA-Qualitdt, beziehungsweise einer nicht
ausreichenden Anzahl heterozygoter Marker, mussten vier Tumoren von der Analyse

ausgeschlossen werden. Diese sind entsprechend in Tabelle 3 nicht beriicksichtigt.

3 Ergebnisse

3.1  Methodenetablierung

Die extrahierten DNA Produkte aus Normal- und Paraffingewebe wurden zunéchst auf ihren
DNA Gehalt gepriift, dann mit einem Testprimer mit Hilfe einer PCR amplifiziert und auf ein
Agarosegel aufgetragen, um so die optimale DNA Menge fiir die nachfolgenden Analysen zu
bestimmen. Abbildung 4 (linke Seite) zeigt exemplarisch das Ergebnis einer PCR bei Einsatz
zu hoher DNA Mengen (zwischen 20-60 ng). Es zeigt sich — offensichtlich durch
unspezifische Primerbindung und Amplifikation — ein DNA-Smear bis hin zu
hochmolekularer DNA, der die spezifische Bande nicht erkennbar werden ldsst. Die optimale

DNA Menge fiir die PCR lag bei 10 ng (rechte Seite der Abbildung).

Abbildung 4: Links eine PCR mit DNA Mengen iiber 20ng, rechts eine PCR mit 10 ng DNA Menge.
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Zur Optimierung der PCR verwendeten wir unterschiedliche Polymerasen und PCR Ansitze.
Zunidchst amplifizierten wir die Blut-DNA der Patienten mit dem Enzym Taq Polymerase
(Mastermix, Qiagen). Fiir einen PCR Ansatz verwendeten wir 10 ng DNA Produkt, 10 pl
Mastermix, 0,5 uM forward Primer (6'-FAM markiert, MWG) und 0,5 uM reverse Primer
(MWG). Der PCR Reaktionsansatz wurde bis auf 20 pl mit Aqua dest. aufgefiillt. Wir testeten
unterschiedliche Annealingtemperaturen zur Amplifikation der PCR Ansitze. Als Richtwert
wurde dabei eine Annealingtemperatur gewéhlt, die 5 Grad unter der Schmelztemperatur der
verwendeten Primer lag. Ausgehend von dieser Temperatur wurde die optimale

Annealingtemperatur ausgetestet, jeweils mit einem PCR Ansatz +/-2 °C der ermittelten

Temperatur.

Abbildung 5: Beispiele fiir PCR Ergebnisse bei unterschiedlichen Annealingtemperaturen.

Unter diesen PCR Bedingungen liessen sich zunichst nicht alle DNA Produkte erfolgreich
amplifizieren. Das PCR Produkt wurde mit Hilfe eines Agarosegels und die gewiinschte DNA
Linge mit Hilfe eines Langenstandards (1kb Plus, Invitrogen) tiberpriift.

Zeigte sich keine Bande im Agarosegel oder aber eine Bande der falschen DNA Léange, wurde
die PCR mit der Taq Polymerase der Firma Qiagen wiederholt (Beispiel siche Abbildung 6
und 7). Hier enthielt ein PCR Reaktionsansatz 0,1 pl Polymerase, 2 ul Puffer, jeweils 1,6 pl
Primer, 0,4 ul DNTP und 10 ng DNA Template. Alternativ wurde einem Reaktionsansatz die
so genannte Q Solution (Quiagen, 10% des PCR Ansatzes) beigefiigt und mit einem
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Reaktionsansatz ohne Q Solution verglichen. Beide Reaktionsanséitze wurden mit Aqua dest.

auf 20 pl aufgefiillt. Weiterhin wurden verschiedene Magnesium-Konzentrationen im

Reaktionsansatz verglichen.

Abbildung 6: Primer D1S243 mit Mastermix, Quiagen, Annealingtemperatur 56 °C mit verschiedenen Blut-
DNA-Proben von Patienten.

Abbildung 7: Primer D1S243 mit Hot Star Taq, Qiagen, Annealingtemperaturen 56, 58, 60 °C jeweils mit einer
Blut-DNA-Probe von einem Patienten, links ohne Zusatz von Q Solution, rechts mit Zusatz von Q Solution.

Mit manchen Primern liess sich die gewiinschte DNA jedoch trotz gednderter PCR-
Bedingungen nicht amplifizieren. Wenn dieses bei einem Tumor fiir verschiedene
Primerpaare zu beobachten war, so wurde eine mangelhafte DNA-Qualitit angenommen und
eine erneute DNA-Extraktion vorgenommen. Bei konstant ungiinstigem Ergebnis wurde
dieser Tumor von der Analyse ausgeschlossen.

Im Vergleich der verschiedenen PCR Bedingungen haben sich die konstantesten Ergebnisse

mit der so genannten Touch-down PCR erzielen lassen. Diese Methode ermdglichte es, fiir
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alle Primer einen einheitlichen PCR-Reaktionsansatz zu verwenden. Zu einem PCR-
Reaktionsansatz fiigten wir nun 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,5 uM forward Primer

(6’-FAM markiert, MWG), 0,5 uM reverse Primer (MWG), 0,5 U Taq Polymerase (Qiagen)
und 10 ng Template-DNA hinzu. Der GroBteil der hier vorgestellten Ergebnisse ist mit dieser

Methode erzielt worden.

3.2.  Teratome im Vergleich zu Keimzelltumoren bei Kindern und Jugendlichen
Von den vier untersuchten Kindern mit Teratomen im Alter von 0, 1, 14 und 14 Monaten wies
kein Tumor mit der hier vorgestellten Methodik einen Verlust am kurzen Arm des

Chromosoms 1 auf.

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 l240
5400 \ ‘(///’
2700 : é
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) ’ () [m]
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EI[E Primer DIS507, Tumor DNA Probe @@
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Abbildung 8: Patient mit Teratom, kein LOH. Fiir die quantitative Analyse wurde immer das ldngste PCR
Produkt (in der Auftrennung am weitesten rechts) analysiert, da die kiirzeren Banden aufgrund der short tandem
repeats und die dadurch bedingten Lesefehler der Taq Polymerase generiert werden.

Von den malignen Keimzelltumoren bei Kindern im Alter zwischen 0 und 37 Monaten fand
sich in 8 von 9 Fillen ein LOH an Chromosom 1p36 (89 %). In dem einen Fall, in dem sich
keine Deletion an Chromosom 1p nachweisen lie, handelte es sich um einen Tumor mit
gemischter Histologie, bestehend aus Dottersack- und Teratomanteilen. Daher ist zu
vermuten, dass selbst bei Vorliegen einer LOH im Dottersackanteil diese aufgrund der
Verdiinnung der DNA und dem iiberwiegenden Teratomanteil des Tumors nicht detektierbar

war.
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In der Mehrzahl der Félle ist ein umfangreicher Teil von 1p deletiert, der mehrere subtelomere
Banden, oft den gesamten kurzen Arm des Chromosoms 1, umfasst. Der gemeinsam deletierte
Bereich auf Chromosom 1p aller untersuchten Patienten mit malignen Keimzelltumoren wird
durch Patient Nummer 10 eingegrenzt. Somit ldsst sich der Bereich auf die 1p36.1 Region bis
zum terminalen Ende des Chromosoms 1p beschrinken, mit einem proximalen Ende in

Nachbarschaft der Marker D1S450 und D1S2870.
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Abbildung 9: Beispiel fiir einen Dottersacktumor mit signifikantem LOH-Index.

3.3  Maligne Keimzelltumoren bei Jugendlichen und Erwachsenen im Vergleich zu
malignen Keimzelltumoren bei Kindern

Im Gegensatz zu einer LOH Rate von 89% an Chromosom 1p36 bei malignen
Keimzelltumoren bei Kindern wiesen nur zwei von neun malignen Keimzelltumoren bei
Jugendlichen und Erwachsenen im Alter von 94 bis 197 Monaten ein LOH auf, was einer
Rate von 22% entspricht. In der Abbildung 10 sind alle Untersuchungsergebnisse in einer
tabellarischen Form dargestellt.

Beide Tumoren wiesen einen ungiinstigen Krankheitsverlauf auf. Die Patientin Nummer 15
litt an einem ovarialen Keimzelltumor mit Teratom- und Dottersackanteil und entwickelte ein
thorakales Rezidiv kurz nach Beendigung der Chemotherapie. Die Patientin Nummer 19 war
an einem ovarialen Dysgerminom erkrankt und entwickelte nach der Tumorresektion ein

peritoneales Rezidiv.
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Maligne Maligne

Teratome Keimzelltumoren  Keimzelltumoren bei
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der Untersuchungsergebnisse.

In der linken Spalte sind die untersuchten Mikrosatelliten entsprechend ihrer Lokalisation auf dem kurzen Arm
von Chromosom 1 aufgelistet. Die telomernahen Marker sind oben und die zentromernahen Marker unten
aufgefiihrt. Jede Spalte entspricht einem Patienten, sortiert nach Histologie und Alter. Die Nummerierung der
Patienten entspricht der Nummerierung in Tabelle 3. Ein LOH wird als rot ausgefiilltes Késtchen dargestellt.
Mikrosatelliten ohne Allelverlust werden durch ein weiles Késtchen symbolisiert. Nicht informative Marker in
Nachbarschaft oder zwischen zwei Markern mit LOH werden als gelbe Késtchen dargestellt und als nicht
informativ (n.i.) bezeichnet.

3.4  Korrelation mit klinischen Verlaufsdaten

Von den 22 untersuchten Patienten sind 18 nach Ersterkrankung und Heilung des
Keimzelltumors bis heute rezidivfrei. Zwei Patienten erlitten ein Rezidiv nach Behandlung

der Ersterkrankung, beide sind derzeit nach erneuter Therapie in anhaltender Zweitremission.
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Ein Patient lebt aktuell unter Therapie mit einem unreifen Teratom. Von einem weiteren

Patienten mit einem Teratom gibt es leider keine aktuellen Daten.

Patient | Alter Geschlecht | Lokalisation Histologie LOH 1p | Status
(Monate)

1 0 M Steiflbein TER,YST Nein NED

2 0 M Stei3bein TER Nein NED

3 1 M Testis TER Nein NED

4 6 M Testis YST Ja NED

5 9 M Testis YST Ja NED

6 14 \\ Ovar IT Nein NED

7 14 \\ Steillbein TER Nein n.d.

8 18 \\ Steillbein YST Ja NED

9 20 M Testis YST Ja NED

10 22 \\% Stei3bein YST, TER Ja NED-2

11 22 M Steillbein YST Ja NED

12 24 M Steillbein YST Ja NED

13 37 \\ Steillbein YST Ja NED

14 94 M Mediastinum CHC Nein NED

15 114 \\% Rezidiv Perikard | Primédrtumor | Ja AWD
Primér Ovar YST/ TER

16 119 \\ Ovar YST,DYS,IT | Nein NED

17 121 \\ Ovar DYS,CHC Nein NED

18 143 \\ Ovar IT,YST Nein NED

19 153 \\ Ovar Rezidiv DYS Ja NED-2

20 184 M Testis EC, CHC Nein NED

21 184 M Lungenmetastase | EC Nein NED
Primér Testis

22 197 M Testis EC Nein NED

Tabelle 4: Zusammenfassung der klinischen Daten und der Ergebnisse der LOH Analyse.

Von den achtzehn untersuchten Patienten mit Keimzelltumoren, welche bis heute rezidivfrei

sind, weisen sieben (39%) ein LOH an 1p36 auf. Bei den 11 Patienten ohne LOH handelte es

sich in drei Fillen um ein Teratom, in zwei Fillen um ein Teratom mit Dottersackanteil, in

zwei Fiéllen um ein embryonales Karzinom, ein Choriokarzinom und drei gemischte

Tumoren.

Von den Patienten mit Dottersacktumor und LOH an 1p36 hat nur ein Patient ein Rezidiv

erlitten, alle Patienten mit Dottersacktumor leben und sind aktuell tumorfrei.
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4. Diskussion

4.1  Biologische Heterogenitit von Keimzelltumoren

Keimzelltumoren sind hinsichtlich ihrer klinischen, pathologischen und genetischen
Eigenschaften eine duBerst heterogene Gruppe von Tumoren.

Um dieser Heterogenitit gerecht zu werden, hat die WHO 2004 eine Klassifikation der
testikuldren Keimzelltumoren publiziert, in der aktuelle histologische, immunhistochemische
und genetische Untersuchungen beriicksichtigt werden.'?* Diese Klassifikation beriicksichtigt
aulerdem die zystischen Ovarialteratome (sogenannten Dermoidzysten), die testikuldren
spermatozytischen Seminome sowie die schwangerschaftsassoziierten trophoblastiren
64, 82

Tumoren (Blasenmole, Choriocarcinoma in graviditate) als eigene Krankheitsentitéiten.

Es werden fiinf klinische und biologische Gruppen von Keimzelltumoren unterschieden:

Typ I: Teratome und Dottersacktumoren des Siuglings- und Kindesalters:
Diese treten meist an extragonadalen Lokalisationen nahe der Mittellinie auf, wie zum
Beispiel Steilbein, Retroperitoneum, Nacken, Hypophyse-Hypothalamus-Region oder
Pinealis, seltener in den Gonaden (Testis oder Ovar). Die Tumoren zeigen einen (zumindest
partiellen) Verlust des genomischen Imprinting. Teratome sind diploid und zeigen keine
chromosomalen Aberrationen. Dottersacktumoren sind in der Regel aneuploid und zeigen als
typische chromosomale Verdnderungen Zugewinne an 1q und 20q, sowie Verluste an 1p, 4

und 6q. Diese Verénderungen sind unabhéngig von der Tumorlokalisation,”® *>- 7 %8

Typ 2: Seminomatdse und nicht-seminomatise Keimzelltumoren des Jugendlichen und
Erwachsenenalters: Diese Tumoren sind meist in den Gonaden (Hoden beziehungsweise
Eierstocke) lokalisiert und machen bei Miannern zwischen 20 und 40 Jahren 60% aller
malignen, nicht hdmatopoetischen Erkrankungen aus, in >10% der Félle entwickeln sie sich
an extragonadalen Stellen. Keimzelltumoren des Hodens werden von einigen Arbeitsgruppen

zum testikuldren Dysgenesiesyndrom gerechnet, welches zudem durch Kryptorchismus und
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testikuldre Atrophie gekennzeichnet ist.'”* ' Histologisch handelt es sich in etwa der Hilfte
der Félle um reine Seminome (medianes Alter 35 Jahre bei Diagnosestellung), seltener um
maligne Nicht-Seminome (medianes Alter 25 Jahre) und reine Teratome. Maligne Nicht-
Seminome sind im klinischen Verlauf meist aggressiver als Seminome, sie zeichnen sich
durch eine besondere Sensitivitit gegeniiber Chemo- und Radiotherapie aus. In 20% der Fille
handelt es sich um Mischtumoren (zum Beispiel mit embryonalen Karzinomanteilen,
Teratom-, Dottersacktumor- oder Choriokarzinomanteilen). Das genomische Imprinting ist
(zumindest partiell) verloren gegangen. Besonders fiir die Nicht-Seminome ist ein
aneuploider, di-, tri- oder tetraploider Chromosomensatz charakteristisch.”® *!-** Die typischen
chromosomalen Verdnderungen der Seminome und Nicht-Seminome sind Verluste an
Chromosom 4, 5, 11, 13, 18 und Y und Gewinne an 7, 8, und X. Der fiur diese
Krankheitsentitit charakteristische und pathognomonische genetische Marker ist ein
Zugewinn von chromosomalem Material an 12p11-12, welcher in 80% der Fille einem
Isochromosom 12p entspricht.” ® In den verbleibenden 20% der Tumoren ohne
Isochromosom 12p zeigen die meisten eine hochgradige Amplifikationen von 12p Sequenzen,
die  zytogenetisch homogen angefarbten = Chromosomenabschnitten (sogenannte
homogeneously staining regions), zum Beispiel auf Markerchromosomen, oder double

. 94,112
minutes entsprechen. ™

Typ 3: Spermatozytische Seminome: Diese seltenen Tumoren werden ausschlieBlich im
Hoden diagnostiziert, meist bei ilteren Mannern.”> ** *® Am haufigsten findet sich ein
Zugewinn von chromosomalem Material an Chromosom 9. Sie sind aneuploid. Als
Ursprungszelle werden Spermatogonien oder Spermatozyten diskutiert, deren genomisches

Imprinting bereits ein paternales Muster aufweist.
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Typ 4: Dermoidzyste: Diese Tumorart kommt ausschlieBlich im Ovar vor, wird bei Kindern
und Erwachsenen diagnostiziert und entspricht histologisch reifen zystischen Teratomen.
Ursprungszellen sind Oogonien oder Oozyten mit maternalem Imprinting-Muster. Sie weisen
einen iso-disomeren Chromosomensatz [(23X)x2] auf. Diese Tumoren kdnnen zwar eine
erhebliche GroBe erreichen, zeigen aber nahezu ausnahmslos einen benignen klinischen

Verlauf und rezidivieren nur in seltenen Ausnahmefallen.

Typ 5: Schwangerschafts-assoziierte trophoblastire Tumoren: Zu diesen werden die
Blasenmole sowie das Choriocarcinoma in graviditate gerechnet. Sie treten ausschlielich in
der Plazenta, beziehungsweise im Uterus, auf. Eine Blasenmole entwickelt sich aus einem
unbefruchteten Ovum oder einem Spermatozoon, ist komplett paternalen Ursprungs und zeigt
einen diploiden Chromosomensatz (46, XY bzw 46, XX). Das Choriocarcinoma in graviditate
zeigt nicht selten einen foudroyanten und durch eine disseminiert metastatische Erkrankung

charakterisierten Verlauf.

4.2  Chromosomale Veriinderungen an 1p bei unterschiedlichen Tumoren

Deletionen an 1p werden fiir die Pathogenese vieler menschlicher Tumoren verantwortlich
gemacht. In einer Studie mit 683 unterschiedlich soliden Tumoren lie3 sich, abhdngig von der
Tumorart, ein chromosomaler Verlust am Chromosom 1p in 30-64% der Félle nachweisen.
Unter anderem wurden Mammakarzinome, Lungentumoren, endometriale und ovariale
Tumoren, sowie Colonkarzinome untersucht. Verluste fanden sich hier vor allem an 1p36.3,
1p36.1, 1p35-34.3, 1p32 und 1p31.%® Auch bei Hirntumoren wie Oligodendrogliomen und
Astrozytomen lassen sich chromosomale Verluste an 1p nachweisen.” '*33-1%

In der Gruppe der embryonalen Tumoren, zu denen unter anderem die Neuroblastome,
Nephroblastome, Hepatoblastome, Medulloblastome aber auch die Dottersacktumoren

gehoren, werden ebenfalls gehduft Deletion an 1p gefunden. In dieser Gruppe von Tumoren

ist das Neuroblastom am eingehendsten untersucht worden. Bei ihm ist eine Deletion an 1p36
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mit einer Amplifikation des MYCN-Onkogens assoziiert, kann aber auch isoliert auftreten,
und korreliert mit einem ungiinstigen Krankheitsverlauf. Ebenso ist bei Nephroblastomen das
Auftreten einer LOH 1p36 mit einem ungiinstigen Krankheitsverlauf assoziiert.”” Dieses gilt
auch fiir solche Nephroblastome, die ansonsten der giinstigeren Prognosegruppe zugerechnet
werden wiirden.** In Hepatoblastomen ist ein LOH lp mit dem embryonalen Subtyp
korreliert, scheint aber — bei einer, im Vergleich zu anderen Studien, kleinen Fallzahl — nicht
prognostisch relevant zu sein.'” Ein LOH 1p scheint bei Medulloblastomen nur in seltenen
Fillen vorzuliegen und ist nicht mit einer ungiinstigen Prognose korreliert.'>*

Zusammenfassend finden sich somit Verdnderungen am kurzen Arm des Chromosoms 1 in
den verschiedenen embyronalen Tumoren in unterschiedlicher Haufigkeit, bei Neuro- und
Nephroblastomen differenziert ein LOH an 1p die Tumoren in biologisch und prognostisch
distinkte Untergruppen. Es ist zu vermuten, dass sich in dem deletierten
Chromosomenabschnitt ein oder mehrere Tumorsuppressorgene befinden, die fiir
progressionsassoziierte Verdnderungen verantwortlich sind und zudem das Ansprechen der

Tumoren auf die Therapie modulieren.’® '* 3

Untersuchungen der chromosomalen Verlustrate an 1p bei Keimzelltumoren mit Hilfe
unterschiedlicher Untersuchungsmethoden

Chromosomale Verluste an 1p werden sowohl bei adoleszenten testikuldren und ovarialen, als

11, 12, 76, 85, 87, 99, 102, 118 Die Frequenz

auch bei priapubertiren Keimzelltumoren nachgewiesen.
von chromosomalen Verlusten an 1p bei Keimzelltumoren variiert in den einzelnen Studien
betrdchtlich. In der bisher grofiten zytogenetischen Studie mit 81 Keimzelltumoren des
Kindes- und Jugendalters wird eine Deletion an Ip nur in einem von zwanzig
Dottersacktumoren beschrieben, was einer Deletionsrate von 5% entspricht.'' In einer anderen
zytogenetischen Studie findet sich ein chromosomaler Verlust an 1p in fiinf von sieben

Dottersacktumoren, entsprechend einer Verlustrate von 71%.%° Studien mit Fluoreszenz in

situ Hybridisierung (FISH), bei der zwei mit Hilfe verschiedener fluoreszierender Farbstoffe
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markierte Sonden fiir Sequenzen in dem Bereich 1p36 und am Zentromer, beziehungsweise
an lq, eingesetzt werden, bestitigen die zytogenetischen Studien. Es wird eine relative
Reduktion der 1p36 Signale im Vergleich zu den Signalen der Zentromer-Sonden oder 1q-
Signale bei bis zu 80% der kindlichen Dottersacktumoren beschrieben.'?>! - 110

Bei Analysen mit chromosomaler CGH konnten chromosomale Verluste an 1p deutlich
seltener nachgewiesen werden. In einer Studie liegt die Deletionsrate um 45%, bei einer
anderen Studie mit mediastinalen malignen Keimzelltumoren des Kindesalters bei 50%."" *°
In diesen CGH Studien finden sich neben Verlusten an 1p haufig Zugewinne an 1q, die zum
Teil das Zentromer umfassen.”

Daher ist zu diskutieren, ob die Ergebnisse der vorangegangen FISH-Studien aufgrund der
Ergebnisse der CGH-Studien in Frage zu stellen sind, da moglicherweise eine Imbalance an
Chromosom 1p félschlicherweise im Sinne einer Deletion interpretiert werden, biologisch
aber einem Zugewinn von chromosomalem Material am Zentromer und an 1q entsprechen
konnte.® 2 Zu beachten ist jedoch, dass die terminale Region von 1p mittels CGH aufgrund
technischer Probleme nur sehr schwierig zu untersuchen ist.”® Daher konnen Deletionen unter
einer bestimmten GroBe einer Detektion mit dieser Methode entgehen.'*

Eine Moglichkeit, diese technischen Schwierigkeiten zu 16sen, ist der Einsatz komplementarer
Techniken, wie die zuletzt entwickelte ,array CGH’.!* Bei einer Studie mit der zuletzt
genannten Technik finden sich chromosomale Imbanzen an 1p bei kindlichen
Dottersacktumoren in 50% der Fille (4/8) mit einer minimal deletieren Region in dem
Bereich zwischen 1p35 und dem Telomer.'"® Eine erginzend zu der hier vorgestellen
Mikrosatellitenanalyse durchgefiihrte Analyse der gleichen Tumoren mit der verbesserten
chromosomalen ,high resolution CGH beschreibt in vier von fiinf analysierten
Dottersacktumoren einen chromosomalen Verlust an 1p mit einer gemeinsam deletierten

Region im Bereich distal von 1p35. Dieser Bereich ist deckungsgleich mit den Ergebnissen
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der ,genome-wide array CGH’ Studie und entspricht den in der hier vorgelegten Arbeit
erzielten Ergebnissen.''™ '»

Es ist zu beachten, dass die bisher dargestellten zyto- und molekulargenetischen Techniken
ausschlieBlich chromosomale Imbalancen und Verluste darstellen konnen, nicht jedoch
tatsdchliche Allelverluste, die fiir den Funktionsausfall potentieller Tumorsuppressorgene
entscheidend sind. Die Darstellung von tatsdchlichen Allelverlusten gelingt mit der hier
angewandten Mikrosatellitenanalyse.

Zwei zuletzt durchgefiihrte Mikrosatellitenanalysen zeigen ein LOH an 1p in fiinf von elf und
in sechs von acht untersuchten Keimzelltumoren. Bei beiden Studien sind jeweils nur zwei
Mikrosatellitenmarker eingesetzt worden, so dass der deletierte Bereich auf dem Chromosom
1p nicht weiter eingegrenzt werden kann.** >

Insgesamt  findet sich somit in Keimzelltumoren bei FEinsatz verschiedener

Untersuchungsmethoden eine Deletionsrate an 1p zwischen 5% und 80%, wobei diese zum

Teil mit Zugewinnen an 1q korrelieren.

Vor- und Nachteile der Mikrosatellitenanalyse als Untersuchungsmethode

Angesichts dieser diskrepanten Daten stellt sich nun die Frage nach der tatsichlichen
Haufigkeit eines Allelverlustes an 1p bei Keimzelltumoren des Kindesalters. Diese Frage ist
biologisch relevant, da Keimzelltumoren hiufig poly- oder aneuploid sind, so dass eine
chromosomale Imbalance nicht zwangsldufig mit einem Allelverlust verbunden sein muss.
Dieser ist jedoch im Sinne der ,two-hit’ Hypothese fiir die Identifikation von potentiellen
Tumorsuppressorgenen zu fordern.

Fiir die Untersuchungen von Allelverlusten an 1p wird in der hier vorgelegten Studie die
Analyse von polymorphen Mikrosatellitenmarkern eingesetzt. Diese Methode hat sich in der

. . . oo . 17,20
molekularen Diagnostik von vielen Tumoren als zuverlassig erwiesen.
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Mikrosatelliten entsprechen kurzen repetitiven Sequenzen, die sich {iber das gesamte Genom
verteilt finden. Es wird angenommen, dass sich Mikrosatelliten von phylogenetisch sehr frith
aquirierten, primitiven viralen Sequenzen ableiten. Da sie nicht-kodierenden Bereichen der
DNA entsprechen, konnen eventuell auftretende Mutationen weitervererbt werden, ohne die
Uberlebensfihigkeit eines Organismus zu verindern. Auf diese Weise entsteht eine groBe
Heterogenitit. Diese nicht-kodierenden Bereiche liegen zwischen den Genen, aber auch
innerhalb der Gene im Bereich der so genannten Introns, deren Informationen nicht in eine
messenger-RNA (Boten-RNA) transkribiert und ein Protein translatiert wird.

Da Mikrosatelliten iiber das gesamte Genom verteilt sind, finden sie sich auch in rdumlicher
Nihe zu Onkogenen und/oder Tumorsuppressorgenen. Je enger die rdumliche Néhe ist, desto
hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass der nachweisbare Verlust der Heterozygotie eines
Mikrosatellitenmarkers mit einem Verlust des benachbarten Gens korreliert, insbesondere
wenn die auf beiden Seiten des Gens lokalisierten Marker deletiert sind. Dann kann der
Verlust der kartierten Mikrosatelliten und somit der Verlust zum Beispiel eines relevanten
Tumorsuppressorgens mit dem gehduften Auftreten von verschiedenen Tumorarten
korrelieren.

Ein LOH eines spezifischen Markers 1ésst sich nur beurteilen, wenn der spezifische Marker in
einem heterozygoten Zustand vorliegt (also ein Patient zwei unterschiedliche Allele geerbt
hat), welcher durch Fragmente unterschiedlicher Grof3e darstellbar ist.

Im Vergleich zu anderen Untersuchungsmethoden, wie zum Beispiel der CGH, ist als Vorteil
zu nennen, dass die Mikosatellitenanalyse nicht durch Hybridisierungsartefakte in
subtelomeren Chromosomenabschnitten beeinflusst wird und man zudem einen echten
Allelverlust erkennen kann. Als Nachteil ist zu erwdhnen, dass sie nur in geringem Umfang
dazu geeignet ist, andere chromosomale Verdnderungen, wie zum Beispiel einen

chromosomalen Zugewinn, zu erkennen. Somit ist die Erginzung der LOH Analyse durch
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komplementire Untersuchungsmethoden wie die CGH sinnvoll, wie es in der Fortfithrung der
hier vorgestellten Arbeit erfolgt ist.'>

Im Gegensatz zur FISH-Technik erlaubt die Mikrosatellitenanalyse in der Regel nicht die
Untersuchung auf FEinzelzell-Ebene, es sei denn nach Mikrodissektion und DNA-
Amplifikation. Daher kann in Tumoren mit inhomogenen Zellpopulationen ein LOH in einer
Subpopulation der Tumorzellen durch Verdiinnungseffekte unentdeckt bleiben. Aus diesem
Grund sind bei der Auswahl der in dieser Studie untersuchten Tumoren nur Gewebeproben
mit einem hohen Tumorzellanteil (>75%) beriicksichtigt worden.

Die Mehrzahl der Keimzelltumoren sind poly- oder aneuploide Tumoren. Bei ihnen kénnen
chromosomale Gewinne einer Region einen Verlust der dazugehorigen homologen
chromosomalen Region vortduschen, da es im Vergleich von Normal- und Tumorgewebe zu
einer Verschiebung der berechneten Ratio zwischen den beiden Allelen kommen kann. Dieses
Problem kann unter anderem zum Teil dadurch minimiert werden, dass man bei
Mikrosatellitenanalysen mit einem stringenten Grenzwert fiir das Vorliegen einer LOH

123

arbeitet. = Daher wurden in dieser Studie stringente LOH-Indices von >1,5 beziehungsweise

<0,5 (abhingig vom Verlust des ldngeren oder kiirzeren Allels) verwendet.

Es wurden vierzehn polymorphe Mikrosatellitenmarker verwendet, um die deletierte Region
auf Chromosom 1p genauer eingrenzen zu kdnnen. Durch die hohe Anzahl an Markern wurde
der Bereich 1p36.1-36.3 mit einem durchschnittlichen Intervall von 1,9 Mb abgedeckt und die

proximalere Region 1p13.2-35.2 mit einem Intervall von 6,9 Mb.

Diskussion der Untersuchungsergebnisse

In dieser Studie haben wir einen Allelverlust an 1p in acht von neun untersuchten malignen
Dottersacktumoren des Kindesalters gefunden, entsprechend einer Verlustrate von 89%. Bei
dem einzigen Dottersacktumor des Kindesalters ohne nachweisbaren LOH handelt es sich um

einen Mischtumor mit einem histologisch iiberwiegenden Teratomanteil und nur wenigen
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Anteilen an Dottersacktumor. Da Teratome fast ausschlieflich einen normalen
Chromosomensatz aufweisen, ist mdglicherweise der Dottersacktumoranteil in der
untersuchten Probe zu gering gewesen, so dass ein eventuell vorliegender LOH durch
Verdiinnung der Detektion entging.

Aufgrund der gewihlten Untersuchungsmethode kann man bei den gefundenen Deletionen
von einem wahren Allelverlust an Chromosom 1 ausgehen. Damit sind die entsprechend der
,two-hit Hypothese’ fiir die Identifikation von potentiellen Tumorsuppressorgenen
geforderten Kriterien erfiillt.

Die hohe Haufigkeit der LOH an 1p lasst die besondere biologische Rolle eines Allelverlustes
an 1p36 in der Pathogenese der malignen Keimzelltumoren bei Kindern erkennen und ist ein
pragnanter Hinweis auf ein oder mehrere Tumorsuppressorgene in dieser Region.

Der gemeinsam deletierte Bereich erstreckt sich von 1p36.1 mit dem proximalen Ende in der

Nachbarschaft der Marker D1S450 und D1S2870 bis zum terminalen Ende des Chromosoms

lp.123

Die bei Neuroblastomen regelhaft deletierte Region, welche mittlerweile auf einen Bereich
kleiner als eine Megabase eingegrenzt werden konnte und mit einem prognostisch
ungiinstigeren klinischen Verlauf assoziiert ist, ist in der in dieser Studie bei malignen
Keimzelltumoren gefundenen Region mit eingeschlossen. In dem bei Neuroblastomen
deletierten Bereich wurden bisher zwei moglicherweise relevante Tumorsuppressorgene
identifiziert, ein Calmodulin-bindender Transkriptionsfaktor, CAMTAI, in der Region
1p36.31-26.23, dem zur Zeit noch keine Relevanz bei der Tumorprogression zugeschrieben
werden konnte’ und das FLJ10737 Gen.*® Eine verminderte CAMTAI Expression korreliert in
Neuroblastomen, auch unabhingig vom LOH 1p36 Status, mit einem ungiinstigen
Krankheitsverlauf.*’” Aufgrund dieser Untersuchungsergebnisse wird ersichtlich, dass auch
andere Mechanismen, wie gednderte Genexpressionsmuster, eine mogliche Relevanz fiir die

Prognose eines Tumors haben konnen. Aktuelle Untersuchungen fokussieren auf einer
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relevanten Koinzidenz von genetischen und epigenetischen Verdnderungen am Chromosom
lp. Bis heute sind jedoch keine Mutationen gefunden worden."® In keiner bisher
durchgefiihrten Studie lieB sich nachweisen, dass es sich bei der Entwicklung von
Neuroblastomen um ein Zusammenwirken von Allelverlusten und epigenetischer
Inaktivierung von Genen am Chromosom 1p handelt, so dass ein genomisches Imprinting
eines Tumorsuppressors unwahrscheinlich ist. ' ® In anderen Tumorentititen, wie dem
Plattenepithelkarzinom und dem Meningeom, ist hingegen eine epigenetische Inaktivierung
von Genen am distalen Ende von Chromosom 1p nachgewiesen worden, so dass dieser
Mechanismus auch in Keimzelltumoren zu iiberpriifen ist.”

Ein weiterer potentieller Tumorsuppressorgen-Kandidat fiir Keimzelltumoren, das Gen fiir
den Transkriptionsfaktor RUNX3, ist auf Chromosom 1p36.1 lokalisiert. RUNX3 hat eine
wachstumsregulierende und Apoptose induzierende Funktion, so dass ein Verlust dieser
Genfunktionen fiir die Tumorzellen einen Wachstums- und Uberlebensvorteil darstellen kann.
In einer Studie findet sich bei acht von zehn testikuldren Dottersacktumoren eine
Hypermethylierung von RUNX3, ein LOH an 1p36.1 wird in sechs von acht informativen
Tumoren nachgewiesen. Bei keinem der zwolf untersuchten malignen Keimzelltumoren von
erwachsenen Patienten ist eine Methylierung von RUNX3 zu beobachten, ein LOH an 1p36.1
liegt nur in einem von sechs Tumoren vor. Eine Methylierung von RUNX3 im Hodengewebe
von gesunden Kindern ist nicht nachweisbar.” Einschrinkend ist anzumerken, dass die
beiden in der Studie von Kato et al.”® eingesetzten Mikrosatellitenmarker den Lokus des
RUNX3 Gens nicht ausreichend gut erfassen.

Der kleinste deletierte Bereich auf Chromosom 1p lésst sich durch die hier vorgestellte LOH
Studie eingrenzen auf den Bereich 1p36.1 bis zum Telomer des kurzen Arms von Chromosom
1 und wird eingegrenzt durch die Marker D1S450 und D1S2870. RUNX3 liegt auf 1p36.1 und
somit am Rande der von uns als kleinster deletierter Bereich bei allen untersuchten malignen

Keimzelltumoren. Dabei ist zu beachten, dass der gemeinsam deletierte Bereich im
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wesentlichen durch einen einzigen Tumor (Nr. 10) eingegrenzt wird, wihrend bei allen
anderen LOH positiven Dottersacktumoren des Kindesalters das RUNX3 Gen im deletierten
Bereich liegt. Daher ist anzunehmen, dass RUNX3 im Regelfall innerhalb des gemeinsam
deletierten Bereichs lokalisiert ist. Weiterfithrende Analysen der Arbeitsgruppe haben
bestdtigt, dass in Dottersacktumoren ein Zusammentreffen von LOH und RUNX3
Promotermethylierung zu beobachten ist (Publikation in Vorbereitung). Allerdings zeigt sich
eine nur unvollstindige Methylierung mit Nachweis von methylierten und unmethylierten
Promotersequenzen, so dass weiterfithrende Genexpressionanalysen erforderlich sind, um die
biologische Relevanz der RUNX3 Methylierung in Keimzelltumoren abschlieBend evaluieren
zu konnen. Zu beachten ist ferner, dass sich der RUNX3 Genlokus auferhalb des Genlokus
befindet, welcher bei Neuroblastomen als kleinste gemeinsam deletierte Region identifiziert
worden ist.

Es zeigt sich hier eine Korrelation von genetischen (LOH) und epigenetischen
(Hypermethylierung) Verdnderungen am RUNX3 Gen, so dass dieses als potentieller
Kandidat fiir ein Tumorsuppressorgen bei malignen Keimzelltumoren anzusehen ist.

Bei Méusen ist eine Expression von RUNX3 im Gastrointestinaltrakt, in neuronalen Ganglien
und im Knorpel nachgewiesen worden. Beim Menschen hat man eine RUNX3 Expression
bisher in hdmatopoetischen Zellen und in den Testes nachweisen konnen. Hier wird ebenfalls
eine wachstumsregulierende und Apoptose induzierende Funktion angenommen.> 7

Bei Adenokarzinomen des Magens ist RUNX3 als ein relevantes Tumorsuppressorgen
identifiziert worden.®” ' Bei fehlender Expression von RUNX3 aufgrund einer
Hypermethylierung kommt es zur Hyperplasie der gastroepithelialen Zellen, diese Zellen
zeigen sich vermehrt resistent gegeniiber Wachstumsinhibition und Apoptose durch TGF-
beta.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass sich in dem in dieser Studie identifizierten

gemeinsam deletierten Areal mehrere potentielle Tumorsuppressorgen-Kandidaten
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identifizieren lassen, welche sich in der Pathogenese anderer Tumoren als relevant
herausgestellt haben. Zudem 148t sich ein Zusammenwirken von epigenetischen und
genetischen Verdnderungen in der Pathogenese der malignen Keimzelltumoren annehmen.
Dieses Phianomen kdnnte somit die malignen Keimzelltumoren von Neuroblastomen und
anderen embryonalen Tumoren unterscheiden, fiir die sich ein solcher Pathomechanismus an

Chromosom 1p36 bislang nicht nachweisen lieB3.

Prognostische Relevanz der Ergebnisse
Der Verlust chromosomaler Sequenzen an 1p36 ist bei Neuro- und Nephroblastomen mit
einem aggressiven Krankheitsverlauf assoziiert. Insofern ist zu priifen, inwieweit
Verianderungen an 1p36 auch bei Keimzelltumoren mit einem aggressiven Krankheitsverlauf
und einer ungiinstigen Prognose korrelieren.
Der Nachweis einer LOH an 1p36 ist bei den Keimzelltumoren des Kindesalters als Indiz fiir
die maligne Biologie zu werten, da die reinen Teratome keine und die Dottersacktumoren
hingegen nahezu regelhaft ein LOH aufweisen. Diese beiden Diagnosen sind jedoch im
Allgemeinen bereits lichtmikroskopisch zu unterscheiden, problematisch bleibt lediglich die
Detektion von sogenannten malignen Mikrofoci innerhalb von Teratomen, die
immunhistochemisch gelingt. Insofern bietet die LOH Analyse keinen dariiber hinaus
gehenden Informationsgewinn.
Es ist daher zu evaluieren, ob eine LOH Analyse von malignen Dottersacktumoren des
Kindesalters eine weiterfiihrende Beurteilung der Prognose erlaubt. Diese Frage lésst sich
bereits unabhingig von der Identifikation eines Tumorsuppressorgens mit Blick auf die
insgesamt sehr giinstige Prognose von malignen Dottersacktumoren des Kindesalters
beantworten. Bei einem ereignisfreien Uberleben von iiber 80% mit der Diagnose eines
malignen Dottersacktumors und der Haufigkeit einer LOH an 1p36 von mehr als 80% ist ein

prognostisch ungiinstiger Einflul einer LOH an Chromosom 1p36 auszuschlieBen. Die hohe

_43 -



Frequenz von 1p36 Aberrationen stellt zudem einen deutlichen Unterschied im Vergleich der
Dottersacktumoren zu anderen embryonalen Tumoren wie den Neuroblastomen mit
Frequenzen von 25-35% dar.

Im Gegensatz zu den Tumoren des Kindesalters ist eine prognostische Relevanz einer
Deletion am Chromosom 1p36 bei den malignen Keimzelltumoren des Jugend- und
Erwachsenenalters nicht auszuschlieSen. Bei dieser Patientengruppe fand sich nur in zwei von
neun Tumoren ein LOH. Zu beachten ist dabei, dal} beide Patientinnen mit einer LOH an
1p36 einen ungiinstigen Krankheitsverlauf mit einem Tumorrezidiv entwickelten. Insofern
konnten diese Kasuistiken auf eine mogliche Korrelation mit einer ungiistigen Biologie
hinweisen. Diese Beobachtung illustriert zudem erneut die grundlegenden Unterschiede in der
Klinik und Biologie von Keimzelltumoren des Kindesalters im Vergleich zu denen des

Erwachsenenalters.

Ausblick

Da in unserer Studie die beiden malignen Keimzelltumoren der Gruppe der Jugendlichen und
Erwachsenen mit einer LOH an Chromosom 1p36 ein Tumorrezidiv mit einem ungiinstigen
klinischen Verlauf entwickelt haben, stellt sich die Frage nach einer mdglichen
prognostischen Relevanz einer LOH an 1p36 in dieser Altersgruppe. Eine prospektive
Evaluation von LOH 1p36 als prognostischer Marker bei Keimzelltumoren des Jugend- und
Erwachsenenalters erscheint somit gerechtfertigt.

Eine Studie mit einer groBeren Patientengruppe ist erforderlich, zudem miifite ein Vergleich
der Therapieeffektivitdt und dem klinischen Verlauf zu den chromosomalen Veréinderungen
hergestellt werden, um eine mdgliche prognostische Relevanz evaluieren zu kdnnen.

Eine Kombination aus verschiedenen Untersuchungsmethoden wie der Mikrosatellitenanalyse
mit der CGH ist sinnvoll, um tatséchliche Allelverluste von chromosomalen Zugewinnen

unterscheiden zu konnen.'”® Mit einer gréBeren Zahl an untersuchten Mikrosatellitenmarkern
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und einer grofleren Patientenkohorte kann die deletierte Region besser eingegrenzt und
potentielle Tumorsuppressorgene identifiziert werden. Gezielte Analysen dieser Gene auch
auf Expressionsniveau wiirden bessere Aussagen beziiglich einer moglichen prognostischen

Relevanz erlauben.

5 Zusammenfassung

Vorangegangene Studien haben extrem diskrepante Untersuchungsergebnisse beziiglich der
Deletion an Chromosom 1p bei Keimzelltumoren des Kindes- und Jugendalters ergeben.
Aufgrund der Beobachtung, dass Deletionen an 1p bei anderen embryonalen Tumoren mit
einer schlechteren Prognose assoziiert sind, ist das Ziel der hier vorgelegten Studie, die
Frequenz der Deletionen an Chromosom 1p bei Keimzelltumoren zu bestimmen und dariiber
hinaus zu untersuchen, inwieweit eine Deletion mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist.
Fiir diesen Zweck wurden vier Teratome, neun maligne Dottersacktumoren bei Kindern und
neun maligne Keimzelltumoren bei Jugendlichen und Erwachsenen mit 14 Mikrosatelliten am
kurzen Arm des Chromosom 1 analysiert. Mit Hilfe der Touchdown PCR fanden wir im
Vergleich von Normal- und Tumorgewebe in acht von neun malignen Dottersacktumoren des
Kindesalters eine Deletion an Chromosom 1p. Wie erwartet fand sich in keinem der vier
Teratome eine Deletion. In zwei von neun malignen Keimzelltumoren des Jugendlichen- und
Erwachsenenalters fand sich ebenfalls eine Deletion an Chromosom 1p. Die bei allen positiv
auf LOH 1p getesteten Keimzelltumoren gemeinsam deletierte Region ldsst sich auf den
Bereich von 1p36.1 bis zum terminalen Ende des Chromosoms 1p eingrenzen, mit einem
proximalen Ende in Nachbarschaft der Marker D1S450 und D1S2870.

Die Deletion an Chromosom 1p ist mit einer Rate von iiber 80 % somit eine sehr hiufig
vorkommende Deletion in malignen Dottersacktumoren des Kindersalters. Diese
Beobachtung spricht fiir das Vorhandensein eines Tumorsuppressorgens in diesem Bereich.

Eine Deletion in dieser Region hat in Dottersacktumoren des Kindesalters im Gegensatz zu
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anderen embryonalen Tumoren keine prognostische Relevanz, da sie nahezu regelhaft zu
finden, die Prognose dieser Tumoren jedoch mit einem ereignisfreien Uberleben von iiber
80% glinstig ist.

Ob sich eine mogliche prognostische Relevanz einer LOH an 1p bei Jugendlichen oder
Erwachsenen mit malignen Keimzelltumoren ergibt, ist prospektiv im Rahmen einer
Therapieoptimierungsstudie zu priifen. In zwei von neun untersuchten malignen
Keimzelltumoren dieser Altersgruppe lag ein LOH an Chromosom 1p vor, in beiden Fillen
kam es zu einem Rezidiv des Primdrtumors und zu einem klinisch ungiinstigen Verlauf.
Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass in den verschiedenen klinischen und
histologischen Entitéiten der Keimzelltumoren des Kindes- und Jugendalters ein LOH an 1p
mit unterschiedlicher Haufigkeit nachweisbar ist. Bei Dottersacktumoren des Kindesalters
sind weiterfilhrende  molekulargenetische  Studien  gerechtfertigt, um  mdgliche
Tumorsuppressorgene zu identifizieren und die biologische Relevanz von 1p Aberrationen zu
charakterisieren. Dariiber hinaus sind in hier definierten Patientengruppen translationale
Studien zur Evaluation der prognostischen Relevanz von 1p Aberrationen indiziert. Somit
erdffnet die vorgelegte Studie Perspektiven fiir weiterfiihrende biologische und prognostische

Studien.
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