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Abstract

Cancer can develop spontaneously, but also by genetic predisposition, life style and environmental fac-
tors. For many tumor types environmental risk factors are well known. However, the knowledge of risk
factors for childhood leukemia is unsatisfactory and without much progress. Leukemia is the most com-
mon cancer among children and youth under age 18 (approximately 31 %). Over the past years, the Fe-
deral Office for Radiation Protection (BfS) supported the research for causes of childhood leukemia. The
aim is to get a better understanding on the complex and various causes of childhood leukemia with the
final goal of clarifying if the consistently observed relation of low dose ionizing or non-ionizing radiation
and childhood leukemia is causal or not. Therefore, the BfS has organized workshops with international
experts to develop an interdisciplinary research agenda on this topic. Based on this agenda, five pilot
projects were conducted.

Zusammenfassung

Krebs kann spontan entstehen, kann aber auch durch genetische Pradisposition, Lebensstil und um-
weltbedingte Einflisse ausgelost werden. Fir viele Tumorarten sind umweltbedingte Risikofaktoren seit
langem bekannt. Demgegeniber ist der Kenntnisstand zu den umweltbedingten Risikofaktoren fir Leu-
kamien im Kindesalter unbefriedigend und durch geringe Fortschritte gekennzeichnet. Leukamie ist die
haufigste Krebsart bei Kindern und Jugendlichen unter 18 Jahren (ca. 31 %). Vor diesem Hintergrund hat
das Bundesamt fir Strahlenschutz (BfS) vor einigen Jahren begonnen, sich fur die Intensivierung der
Ursachenforschung von Leuka&mien im Kindesalter einzusetzen. Letztendlich ist das Ziel zu klaren, ob die
in epidemiologischen Studien beobachteten statistischen Zusammenhange von Leukdmien im Kindesal-
ter sowohl mit schwacher ionisierender als auch mit schwacher nichtionisierender Strahlung ursachlicher
Natur sind oder nicht. Dazu hat das BfS mehrere Workshops mit internationalen Experten organisiert, um
ein geeignetes Forschungsprogramm zu erstellen. Basierend auf den Ergebnissen der Fachgesprache
wurden finf Pilotprojekte durchgefihrt.

Leukamierisiko im Kindesalter —
Ergebnisse zur ionisierenden
Strahlung

Ionisierende Strahlung gilt seit langem als der ein-
zige bestétigte Risikofaktor fiir Leukdmie bei Er-
wachsenen wie auch bei Kindern. Ob auch relativ
schwache ionisierende Strahlung, wie zum Bei-
spiel das Edelgas Radon oder die natiirliche Hin-
tergrundstrahlung zu einem erhdhten Risiko fiir
Leukémie bei Kindern fiihren kann, ist Gegenstand
zahlreicher Forschungsaktivitidten. Ebenso stellt
sich die Frage, ob sich das Risiko fiir Leukdmie bei
Kindern auch aufgrund von medizinischen Bildge-
bungsverfahren wie Computertomographie(CT)-
Untersuchungen erhoht.

Ergebnisse aus epidemiologischen Studien zur
Leukémie bei Kindern rund um Kernkraftwerke
sind nach dem heutigen Kenntnisstand nicht erklér-
bar. In der deutschen sogenannten KiKK-Studie
(KiKK: ,,Kinderkrebs in der Umgebung von Kern-
kraftwerken®) zeigte sich, dass fiir 0- bis 4-jéhrige
Kinder innerhalb eines 5-km-Radius um die Kern-
kraftwerke ein etwa um den Faktor 2 erhohtes Risi-
ko besteht, an Leukdmie zu erkranken (Kaatsch et
al. 2008). Eine vergleichbare Studie in Frankreich
(Sermage-Faure et al. 2012) brachte dhnliche Er-
gebnisse, wihrend eine Schweizer Studie (Spycher
et al. 2011) keine statistisch belastbaren Ergebnisse
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zeigte. In der Umgebung von Kernkraftwerken ist
die Strahlenexposition nur geringfiigig erhdht und
um mehrere GroBenordnungen (mindestens Faktor
1000) zu niedrig, um die beobachtete Zunahme der
Erkrankungsrate erkldren zu konnen (SSK 2008).

Leukamierisiko im Kindesalter —
Ergebnisse zu nichtionisierender
Strahlung

Kinder, die mit niederfrequenten Magnetfeldern
oberhalb von etwa 0,3 bis 0,4 Mikrotesla (uT),
wie sie etwa in der Néhe von Hochspannungs-
leitungen vorkommen, exponiert waren, zeigen
in epidemiologischen Studien ein etwa zweifach
erhohtes Risiko, an Leukdmie zu erkranken im
Vergleich zu Kindern, die unter 0,1 pT exponiert
waren (Ahlbom et al. 2000; Greenland et al. 2000).
Diese Exposition liegt deutlich unterhalb des der-
zeit giiltigen Grenzwerts von 100 pT. Aufgrund der
Konsistenz der Ergebnisse der epidemiologischen
Studien wurden niederfrequente Magnetfelder von
der International Agency for Research on Cancer
(IARC) bereits im Jahr 2002 als ,,mdglicherweise
karzinogen (Gruppe 2B)* eingestuft. Die darauthin
intensivierte Forschung lieferte bis dato keine Hin-
weise zu moglichen Wirkmechanismen, allerdings
konnten die neueren epidemiologischen Studien die
gepoolten Analysen aus dem Jahr 2000 tendenziell
bestitigen (Kheifets et al. 2010).

Der Nachweis, ob es sich bei dem statistischen
Zusammenhang auch um einen kausalen (urséch-
lichen) Zusammenhang handelt, gestaltet sich un-

ter anderem deshalb so schwierig, weil die Zahl
der iiber 0,3 pT-exponierten Kinder insgesamt sehr
klein ist und damit die Aussagekraft von epidemio-
logischen Studiendesigns an ihre Grenzen stoft.
Auf Basis der Expositionsverteilung in der Bevol-
kerung und der Annahme, dass das in epidemiolo-
gischen Studien abgeschitzte Risiko kausal wire,
wird geschitzt, dass in 27 EU-Léndern zusammen
circa 1,5 bis 2 Prozent aller Leuké@miefille pro Jahr
moglicherweise auf niederfrequente Feldexposition
zurlickzufiihren sind (Grellier et al. 2014).

Aktivitaten des BfS

Die wissenschaftlichen Ergebnisse zu schwacher
ionisierender wie nichtionisierender Strahlung
nahm das BfS zum Anlass, sich intensiv um die
Erforschung der Ursachen fiir Leuk&mien im Kin-
desalter zu bemiithen. Um neue Wege zur Klérung
der komplexen Ursachen zu finden, wurde seit 2008
eine Reihe von internationalen Workshops durch-
gefiihrt, bei denen unter anderem eine interdiszip-
lindre Forschungsagenda (Ziegelberger et al. 2011)
erarbeitet und fortgeschrieben wurde (Laurier et al.
2014). In den Expertengespriachen zeigte sich, dass
zum Verstidndnis der Krankheitsentwicklung der
Forschungsschwerpunkt nicht allein auf die Strah-
lung gelegt werden kann, sondern ein multidiszip-
lindrer Ansatz und die Beriicksichtigung weiterer
Faktoren (u.a. Umwelt, genetische Priadisposition)
notwendig sind. Ende 2016 wird ein weiterer inter-
nationaler Workshop stattfinden (www.leukemia-
workshop.de).

Normales Knochenmark

Abbildung 1: Leuk@miezellen im Vergleich zu normalem Knochenmark. Quelle: BfS.

Akute lymphoblastische Leukamie
L1-Morphologie
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Krankheitsentwicklung und
Mechanismen — eine
Bestandsaufnahme

Leukdmie bei Kindern tritt in verschiedenen For-
men/Subtypen auf. Die hdufigste Leukdmieform
ist die akute lymphatische (oder lymphoblastische)
Leukémie (ALL) mit circa 80 Prozent und der groB3-
ten Haufigkeit im Alter von zwei bis flinf Jahren
(Abbildung 1).

Insgesamt nimmt dieser Leukédmietyp bei Kindern
in den industrialisierten Ladndern geringfiigig, aber
stetig zu, was auf einen Einfluss des Lebensstils auf
die Krankheitsentwicklung hindeutet.

Bei Kindern kann davon ausgegangen werden, dass
nur wenige Ereignisse zur Krankheitsentwicklung
ausreichen. Einige Verdnderungen, wie Transloka-
tionen, spezifische Mutationen und Genvarianten,

wurden bereits identifiziert. Alle bisherigen Daten
weisen darauf hin, dass die Entwicklung der Leuka-
miezellen bei Kindern in mindestens zwei Schritten
verlauft: Ein initialer Vorgang wie eine Mutation
oder spezifische Translokation, der bereits im Mut-
terleib erfolgen kann, und der eine normale Vorldu-
fer- oder Stammzelle des blutbildenden Systems zu
einem ,,pra-leukédmischen Klon* veridndert. Weite-
re Ereignisse, die zur Krankheitsentwicklung fiih-
ren, kommen in den Jahren nach der Geburt hinzu.
Moglicherweise reicht nur ein weiteres Ereignis
aus, um die Leukdmie auszuldsen. Diese sekun-
déren Mutationen konnen spontan entstehen oder
durch Umwelteinfliisse hervorgerufen werden (Ab-
bildung 2). Deshalb kann das Alter bei Ausbruch
einer Leukémie erheblich variieren.

Bereits seit vielen Jahren wird vermutet, dass das
Immunsystem bei der Leukdmieentwicklung eine
Rolle spielt. Bis jetzt ist aber nicht klar, ob Infek-

Abbildung 2: Das Kind in seiner Umwelt. Quelle: BfS.
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tionen einen Schutz liefern, indem das Immunsys-
tem ,.trainiert™ wird (Greaves 1988) oder ob haufige
Infektionen bereits auf ein geschwéchtes Immun-
system hinweisen, das den pra-leukédmischen Klon
nicht eliminieren oder unter Kontrolle halten kann
(Roman et al. 2007).

Die BfS-Pilotprojekte

Auf Basis der oben genannten Forschungsagenda
hat das BfS einige Themenschwerpunkte aufgegrif-
fen und im Rahmen des Umweltforschungsplans
des Umweltministeriums (UFOPLAN) entspre-
chende Pilotprojekte initiiert.

Eine wesentliche Frage zum Verstdndnis der Leu-
kémieentstehung ist, wie hdufig der pra-leukémische
Klon, der anscheinend schon im Mutterleib entsteht,
bei Neugeborenen vorkommt. Aus bevolkerungsba-
sierten Studien wurden zwei Hypothesen zur Héu-
figkeit des pri-leukdmischen Klons abgeleitet: In
einer wegweisenden Studie von Mori et al. wurde
gezeigt, dass pra-leukédmische Klone in neonatalen
Blutproben von Kindern relativ héufig vorhanden
waren, aber etwa 99 Prozent dieser Kinder nie an ei-
ner ALL erkrankten (Mori et al. 2002). Dies wiirde
bedeuten, dass Translokationen tragende Klone na-
tirlicherweise ausgeloscht werden, beziehungswei-
se erst durch weitere Faktoren zur Entwicklung von
Leukédmie fithren oder eben unauffallig bleiben.

Eine andere Arbeitsgruppe (Lausten-Thomsen et al.
2011) konnte die Daten von Mori et al. nicht besta-
tigen. Die Daten zeigen eine circa um Faktor 100
geringere Haufigkeit des pra-leukdmischen Klons.
Die Autoren kommen, anders als Mori et al., zu
dem Schluss, dass sich aus jedem pré-leukdmischen
Klon eine Leukémie entwickelt. Damit wiirde sich
die Haufigkeit des pri-leukdmischen Klons mit der
Erkrankungsrate decken.

Welche Hypothese trifft nun zu? Gibt es weltweit
Unterschiede? Welche Rolle spielt dabei das Im-
munsystem, und kann man krankheitsauslosende
Faktoren erkennen? Diese Fragen sind zundchst zu
kldren, um die Krankheitsentwicklung besser zu
verstehen. Anschlieend konnten Ansatzpunkte fiir
mogliche Screening- und Préventionsmafinahmen
(zum Beispiel Stirkung des Immunsystems zur
Eliminierung/Ruhigstellung von préleukédmischen
Klonen, Umwelteinfliisse) abgeleitet werden. Im

Folgenden wird auf einige der durchgefiihrten Pi-
lotstudien néher eingegangen:

Machbarkeitsstudie zum Aufbau einer
nationalen Geburtskohorte

(Ernst et al. 2015)

Hier sollte geklart werden, ob es moglich ist, eine
nationale Geburtskohorte aufzustellen. Wenn das
der Fall ist, konnte die Geburtskohorte dazu dienen,
moglichst viele Daten und Bioproben (beispiels-
weise Blut) unter standardisierten Bedingungen zu
sammeln. Diese Proben stehen dann fiir weitere Un-
tersuchungen zur Verfiigung

Ergebnis: Die grundsétzliche Machbarkeit des Auf-
baus einer nationalen Geburtskohorte (beispielswei-
se als Ergidnzung zur geplanten nationalen Kohorte)
konnte gezeigt werden, bezogen auf Datenschutz,
positives Votum der Ethikkommission sowie Teil-
nahmebereitschaft der Eltern. Vergleichbarkeit und
Kooperationsmdglichkeiten zu anderen, bereits
existierenden Geburtskohorten (sieche Internatio-
nal Childhood Cancer Cohort Consortium - 14C;
https://communities.nci.nih.gov/i4c/default.aspx)
sind dabei zu gewihrleisten. Der hohe finanzielle
und zeitliche Aufwand ist gerechtfertigt, wenn mit
einer derartigen prospektiven Kohorte eine Vielzahl
von Krankheiten und moglichen Wirkungen von
sich stets verdndernden Lebensstilfaktoren unter-
sucht wird.

Entwicklung einer DNA-basierten
Methode zum Nachweis von Translo-
kationen (Borkhardt et al. 2016)

Fiir eine bevolkerungsbasierte Studie mit einer
hohen Probenzahl wird ein nicht zu aufwendiger,
standardisierter Test zur Bestimmung der Trans-
lokationen in Blutproben benétigt. Bisher wurden
derartige Untersuchungen meist an aus Blutproben
isolierter RNA durchgefiihrt. Untersuchungen an
RNA sind jedoch problematisch, weil die Molekiile
zum Beispiel bei Transport und Lagerung weniger
stabil als DNA sind. Hier sollte ein Verfahren an iso-
lierter DNA aus Blut entwickelt werden, um zuver-
lassigere Ergebnisse zu erhalten.

Ergebnis: Es wurde eine neue Methode (,,GIPFEL*
- Genomic Inverse PCR for Exploration of Ligated
Breakpoints; Fueller et al. 2014) entwickelt, bei der
die héufigsten leukédmie-spezifischen Translokatio-
nen gefunden werden, ohne dass es notig ist, die
genaue Bruchstelle im Chromosom zu kennen. Die
ersten Ergebnisse zeigen eine Schwankungsbreite
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beziiglich der Empfindlichkeit des Tests (je nach
Translokationstyp und Komplexitit der Bruchstellen
wurden zwischen 24 und 83 % der prileukdmischen
Zellen erkannt), aber keine falsch positiven Ergeb-
nisse. Dadurch wird zumindest eine Uberschitzung
der Zellen mit spezifischer Translokation verhindert
(Kusk et al. 2014). Die Sensitivitit und damit die
,Brauchbarkeit des Tests fiir ein Screening wird
derzeit in einem vom BfS mitfinanzierten Projekt an
einer Kohorte mit Nabelschnurblutproben getestet.

Aufbau eines globalen péadiatrisch-
onkologischen Netzwerkes mit Schwer-
punkt ,,Akute Leukdmien“ (IARC 2016)
Wihrend in entwickelten Léndern die Héufigkeit
von Leukdmie bei Kindern gut beschrieben ist, ist
fiir weniger entwickelte Lander unklar, auf wel-
chen Grundlagen die beobachtete niedrigere Er-
krankungsrate beruht. Wenn die Inzidenzraten in
Entwicklungslidndern tatséchlich generell niedriger
sind, wiirde dies fiir einen Einfluss von westlichen
Lebensstilfaktoren auf das Erkrankungsrisiko spre-
chen. Wenn die Inzidenzraten sich jedoch als dhn-
lich erweisen, wiirde dies eher dafiir sprechen, dass
die Hdmatopoiese (die Blutbildung) ein sehr stabi-
ler, vom Immunsystem gut iiberwachter Prozess ist,
der von Umwelteinfliissen (inklusive ionisierender
und nichtionisierender Strahlung) wenig beeinflusst
wird. Ziel der Studie war der Aufbau eines weltwei-
ten Netzwerkes und der Versuch, Informationen zur
Inzidenz und zur Altersverteilung der Neuerkran-
kungen in verschiedenen Léndern aus unterschiedli-
chen Kulturkreisen zu erhalten.

Ergebnis: Das neu aufgebaute internationale Netz-
werk GALnet: The Global Acute Leukaemia net-
work besteht aus Teilnehmern aus 18 Léndern,
davon etwa zwei Drittel aus sogenannten Entwick-
lungsléndern, die das Netzwerk als grole Chance
beziiglich verbesserter Therapiemdglichkeiten, neu-
er Kooperationen und neuer Wege zur Klédrung von
vermuteten Risikofaktoren sehen. Es wurde Kklar,
dass es in einigen Léndern zum Teil zu erheblichen
Unterdiagnosen und Untererfassung von Leuki-
mien im Kindesalter kommt und das Ausmaf3 der
Unterschitzung schwer abzuschétzen ist.

Pilotstudie: ,,Deep Sequencing“ von

10 ALL-Féllen (Stanulla et al. 2015)

Eine Empfehlung auf den Experten-Workshops war,
ein Pilotprojekt zum ,,deep sequencing™ von Leu-
kémiefdllen zu starten. Diese Technologie umfasst
einen ,.tiefen* Einblick in verschiedene Ebenen des

Erbguts (Genom, Exom, Transcriptom und Epige-
nom) und kann neue Erkenntnisse zum molekular-
genetischen Hintergrund der Leukémie bei Kindern
liefern.

Ergebnis: In der Pilotstudie wurden Blutproben von
fiinf ALL-Patienten mit der seltenen Translokation
t(17;19) und schlechter Prognose umfassend se-
quenziert. Zum Vergleich dazu wurden Blutproben
von flinf ALL-Patienten mit der héufigeren Trans-
lokation t(1;19), aber deutlich besserer Prognose
analysiert. Trotz des unterschiedlichen Krankheits-
verlaufs ist bei beiden Leukdmietypen dasselbe
Gen auf Chromosom 19 betroffen. Es zeigten sich
auf mehreren Ebenen der Sequenzierung deutliche
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen, bezie-
hungsweise Ahnlichkeiten innerhalb einer Gruppe.
Bei der t(17;19) ALL-Form waren zusétzlich zu den
zwei fehlerhaft zusammengelagerten Genen noch
andere DNA-Bereiche regelméfig verdndert, die
die Entwicklung ganz bestimmter Abwehrzellen
des Blutes, sogenannter B-Lymphozyten, steuern
und so zusammenwirken, dass sie vorteilhaft fiir die
Krebszelle sind. Daten aus dieser Pilotstudie flossen
in eine grofere Publikation mit weiteren klinischen
Ergebnissen ein (Fischer et al. 2015). Insgesamt las-
sen diese Ergebnisse erkennen, dass neue Techno-
logien detaillierte Einblicke in das Zusammenspiel
molekularer Verdnderungen bei der ALL im Kin-
desalter erlauben und damit eine Grundlage fiir die
Entwicklung neuer, stirker individuell ausgerichte-
ter Therapieansétze schaffen. Dies ist vor allem fiir
Subtypen mit bisher schlechter Prognose ein anzu-
strebender Weg. Die Tatsache, dass sich die beiden
Leukdmieformen molekulargenetisch so deutlich
unterscheiden, ldsst es sinnvoll erscheinen, auch
Subgruppen beziiglich umweltbedingter Risikofak-
toren zu vergleichen. Der finanzielle und zeitliche
Aufwand des ,next-generation-sequencing wird
aufgrund fortschreitender technischer Entwicklung
immer iiberschaubarer und so zu einem nicht nur er-
folgversprechenden, sondern auch gangbaren Weg.

Ubersicht iiber vorhandene Tier-
modelle, die fiir die Leukdmiefor-
schung angewandt werden kénnten
(Borkhardt et al. 2015)

Zum Verstédndnis der Leukdmieentwicklung spie-
len die genetischen Voraussetzungen (Prédisposi-
tion, genetische Verdnderungen), die Bildung der
Blutzellen und weitere Faktoren wie die Umwelt
eine wesentliche Rolle. Um diese Zusammenhénge
und Mechanismen untersuchen zu kdnnen, eignet
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sich zunidchst ein Tiermodell. In einem geeigne-
ten Modell konnten dann die Auswirkungen einer
Exposition und im Idealfall das Zusammenwirken
von verschiedenen Faktoren und Genen/Genver-
anderungen untersucht werden. Ziel war es, eine
Ubersicht iiber vorhandene Tiermodelle fiir die Leu-
kémieforschung zu erhalten beziehungsweise auch
darzustellen, welche Randbedingungen ein geeigne-
tes Modell erfiillen muss (Hauer et al. 2014). Damit
sich ein Modell in mehreren Laboren durchsetzen
kann, muss es relativ stabil sein und, wenn mog-
lich, den ganzen Krankheitsverlauf (Initialschaden,
Progression, Therapie, Rezidiv) nachbilden kdnnen.
Aus der Ubersicht ergibt sich das Ergebnis, dass
letztendlich nur genetisch verdnderte Méuse ,,Ge-
netically engineered mouse models (GEMMs)*“ fiir
Studien in Betracht kommen, wobei alle bis zum
Abschluss der Studie bekannten ALL-GEMMs nur
sehr eingeschréinkt brauchbar sind.

Inzwischen wurde als Konsequenz aus der Pilotstu-
die im Rahmen des EU-FP7-Projekts ,,Arimmora“
(Advanced Research on Interaction Mechanisms of
electroMagnetic exposures with Organisms for Risk
Assessment; arimmora-fp7.eu) ein Mausmodell
generiert (Scal-TEL-AMLI1), das der Humanpa-
thologie beziiglich prileukdmischer Phase, Latenz
und Phénotyp sehr nahe kommt. Im Rahmen des
»Arimmora“-Projekts wurde dieses Mausmodell
mit niederfrequenten Magnetfeldern (bei 100 uT)
exponiert. Tatsdchlich entwickelte eine von 32 ex-
ponierten Méusen Leukémie, wihrend bei etwa 80
Kontrollméusen unter gleichen Bedingungen ohne
Exposition kein Leukdmiefall auftrat (Schiiz et al.
2016). Zunéchst miissen die vorliegenden Ergebnis-
se in einer Studie mit hoherer Tierzahl wiederholt
werden, um die Ergebnisse besser statistisch abzusi-
chern. Hinweise auf einen moglichen Effekt nieder-
frequenter Magnetfelder auf Immunzellen wurden
bereits mit einem klassischen Mausmodell gefun-
den (Lewin et al. 2013).

Das neu generierte Mausmodell (Scal-TEL-
AML1) kann ab sofort eingesetzt werden, um sys-
tematisch zu tberpriifen, durch welche weiteren
Einflussfaktoren eine préleukémische Maus letzt-
endlich Leukdmie entwickelt. Die Entwicklung
weiterer geeigneter Mausmodelle auch fiir andere
genetische Préadispositionen, das heiflt mit anderen
leukémiespezifischen Translokationen, ist wiin-
schenswert.

Ausblick

Das BfS wird den Stand der Forschung weiterhin
verfolgen und dazu im November 2016 einen wei-
teren Workshop (www.leukemia-workshop.de) or-
ganisieren. Es gibt zudem Bestrebungen, weitere
Forschungsprojekte zu initiieren.
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