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Referat: 

Die Abschätzung der Prognose für Patienten, insbesondere Kinder mit onkologischen 

Erkrankungen stellt eine große Herausforderung an die behandelnden Ärzte dar. Vor Beginn 

einer Therapie werden daher viele Informationen gesammelt, um einen Patienten möglichst 

gut in eine vordefinierte Risikogruppe stratifizieren und dementsprechend eine mehr oder 

weniger intensive Therapie anbieten zu können. Diese Einteilungen sind allerdings für keinen 

Malignomtyp mit 100%-iger Sicherheit möglich. Das ist die Ursache dafür, dass auch in 

niedrige Risikogruppen eingeteilte Patienten nicht auf die Therapie ansprechen und einen 

unvorhergesehen schlechten Verlauf zeigen können. Auf der anderen Seite scheint es 

Patienten zu geben, die trotz initial schlecht eingeschätzter Prognose einen überaschend 

guten Verlauf nehmen, auf die Therapie gut ansprechen und letztlich geheilt werden können.  

Einen Beitrag zu leisten, um die Stratifizierung für Kinder, die an einem Neuroblastom 

erkrankt sind, zu verbessern und damit zu vermeiden, dass einige Patienten unter- oder 

andere Patienten übertherapiert werden müssen, ist das Ziel dieser Habilitationsarbeit. 

Zu diesem Zweck wurden differentielle, molekulare Marker in primären humanen 

Neuroblastomen identifiziert und deren prognostische Bedeutung dargestellt. Einzelne dieser 

Marker (differentiell expremierte mRNAs) wurden in Zellkultursystemen funktionell 

untersucht, um deren zellbiologische Funktion, die der jeweiligen prognostischen Bedeutung 

zugrunde liegen kann zu erklären. Desweiteren konnten genomische Merkmale des 

amplifizierten genomischen Abschnittes auf Chromosom 2p25 um MYCN beschrieben 

werden. Darauf basierend konnte eine patientenindividuelle und tumorzellspezifische PCR 

entwickelt werden (AFS-PCR), die sich als Marker für den Nachweis einer minimalen 

Resterkrankung eignet.  
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1. Einleitung 

 

Die Abschätzung der Prognose für Patienten mit onkologischen Erkrankungen stellt eine 

große Herausforderung an die behandelnden Ärzte dar. Derzeit gibt es keine Parameter, die 

eine sichere Vorhersage auf das Ansprechverhalten einer diagnostizierten Tumorerkrankung 

geben können. Vor Beginn einer Therapie werden daher viele Informationen gesammelt, um 

einen Patienten möglichst gut in eine vordefinierte Risikogruppe stratifizieren und 

dementsprechend eine mehr oder weniger intensive Therapie anbieten zu können. Diese 

Einteilungen sind allerdings für keinen Malignomtyp mit 100%-iger Sicherheit möglich. Das 

ist die Ursache dafür, dass auch in niedrige Risikogruppen eingeteilte Patienten nicht auf die 

Therapie ansprechen und einen unvorhergesehen schlechten Verlauf zeigen können. Auf 

der anderen Seite scheint es Patienten zu geben, die trotz initial schlecht eingeschätzter 

Prognose einen überraschend guten Verlauf nehmen, auf die Therapie gut ansprechen und 

letztlich geheilt werden können.  

Einen Beitrag zu leisten, um diese Stratifizierung für Kinder, die an einem Neuroblastom 

erkrankt sind, zu verbessern und damit zu vermeiden, dass einige Patienten unter- und 

andere Patienten übertherapiert werden müssen, ist das Ziel dieser Habilitationsarbeit.   

 

Die Risikoeinteilung von Kindern mit Neuroblastom erfolgte lange Zeit hauptsächlich anhand 

klinischer, laborchemischer und histopathologischer Kriterien. Bekannte klinische Kriterien 

sind dabei das Alter bei Diagnosestellung und das Tumorstadium. Säuglinge und 

Kleinkinder, die jünger als 18 Monate bei Diagnosestellung sind haben dabei eine signifikant 

bessere Prognose als ältere Kinder (Cohn et al 2009.). Die Einteilung der Tumorstadien wird 

nach der Internationale Stadieneinteilung für Neuroblastome (INSS) vorgenommen (Evans et 

al.,1971; Monclair 2009) (siehe Tab. 1.1). Die Prognose nimmt dabei mit zunehmendem 

Tumorstadium ab. Eine Besonderheit bei den Neuroblastomen bietet das so genannte 

Stadium 4s. Dieses Stadium beschreibt Säuglinge mit primär multilokulär manifestierten bzw. 

metastasierten Tumoren, die ein streng vordefiniertes Metastasierungsmuster aufweisen und 

trotzdem eine Tendenz zur spontanen Regression zeigen. Zwingt die Tumorlast bei diesen 

Patienten nicht zur Therapie, kann trotz der teilweise beeindruckenden Klinik auf eine 

spontane Remission gewartet werden. 

 

 

 

 

 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 2 - 

Tab 1.1: 

Internationale Stadieneinteilung des Neuroblastoms nach INSS 

(übernommen aus der NB-97 Studie) 

Stadium 1 Lokalisierter Tumor mit makroskopisch kompletter Entfernung (mit oder 

ohne mikroskopischem Resttumor); repräsentative ipsi- und kontralaterale 

Lymphknoten sind histologisch ohne Tumorbefall. Lediglich unmittelbar 

am Tumor adhärente, chirurgisch entfernte LK dürfen positiv sein. 

Außerdem bilaterale Tumore, die makroskopisch komplett reseziert 

werden können ohne regionalen Lymphknotenbefall. 

Stadium 2 Unilateraler Tumor mit makroskopisch inkompletter Entfernung; 

repräsentative ipsi- und kontralaterale Lymphknoten sind histologisch 

ohne Tumorbefall. 

Unilateraler Tumor; regionale, nicht adhärente LK zeigen Tumorbefall; 

kontralaterale LK sind histologisch negativ. 

Stadium 3 Nicht respektabler, unilateraler Tumor mit Überschreiten der Mittellinie mit 

oder ohne Lymphknotenbefall  

oder unilateraler Tumor mit kontralateralem Lymphknotenbefall 

oder nicht resektabler Mittellinientumor mit bilateraler Ausdehnung durch 

Infiltration oder durch Lymphknotenbefall (bis zur oder über die jeweilige 

Wirbelkante hinaus) 

Stadium 4 

 

Disseminierung des Tumors zu Knochenmark, Knochen, entfernten LK, 

Leber, und/oder anderen Organen. 

Stadium 

4s 

Lokalisierter Primärtumor wie beim Stadium 1,2a oder 2b und 

Disseminierung nur in Leber, Haut und/oder Knochenmark. 

Nur Säuglinge im 1. Lebensjahr. 

Die Knochenmarksinfiltration ist gering (<10% Tumorzellen im Ausstrich) 

und mIBG negativ. 

 

 

Histopathologisch unterscheidet man je nach Differenzierungsgrad zwischen dem 

Ganglioneurom mit ausdifferenzierten Ganglienzellen und dichtem Schwann-Zell Stroma, 

dem  Ganglioneuroblastom mit Nestern von unreifen Neuroblasten neben ausdifferenzierten 

Ganglienzellen und Schwann-Zellen und das eigentliche Neuroblastom mit einem 

einförmigen Zellbild, das von kleinen, runden, Zytoplasma-armen und hyperchromaffinen 

Zellen geprägt ist, neben denen nur noch wenig oder gar kein Schwann-Zell Stroma zu 

finden ist. Diese Zellen entsprechen den unreifen Neuroblasten und sind häufig in für das 

Neuroblastom typischen, so genannten „Homer-Wright-Rosetten“ angeordnet. Die 
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Differenzierung gegenüber den anderen Tumoren mit ähnlichem Zellbild erfolgt 

immunhistochemisch über den Nachweis von Neurofilamenten, Synaptophysin und der 

Neuron-Spezifischen-Enolase. Die bekanntesten Einteilungen in prognostisch 

unterschiedliche Tumorgruppen nach histopathologischen Kriterien stammen von Hughes 

und Shimada (Hughes et al., 1974; Shimada et al., 1984). Ein internationaler Konsens ist in 

der Veröffentlichung des International Neuroblastoma Pathology Committee (INPC) 

festgehalten (Shimada et al., 1999) und wird derzeit in den aktuellen 

Therapieoptimierungsstudien eingesetzt (in Deutschland: NB-2004 Studie). 

Neben diesen Parametern kann der DNA Gehalt der Tumorzellen prognostische Hinweise 

geben. Flow-Zytometrische Messungen lassen zwei Gruppen von Tumoren unterscheiden, 

Tumore mit einem diploiden DNA-Gehalt (sog.DNA-Index (DI)=1) und Tumore mit einem 

hyperploidem DNA-Gehalt (DI>1).  Tumore mit einem DI=1 korrelieren mit fortgeschrittenen 

Stadien (v.a. Stadium 4), ungünstiger Prognose und einem schlechten Ansprechen auf eine 

zytostatische Therapie. Bei älteren Kindern (ab dem 18. Lebensmonat) können diese 

Zusammenhänge jedoch nicht mehr eindeutig beobachtet werden, so dass der Einsatz des 

DI als prognostischer Faktor nur bis zum 2. Lebensjahr sinnvoll erscheint (Look et al.,1984; 

Look et al.,1991). Die Karyotypisierung der Tumorzellen liefert neben der Aussage über die 

Ploidie auch zusätzlich Informationen über einzelne, chromosomale Veränderungen wie 

Deletionen oder Zugewinne von genetischem Material an bestimmten 

Chromosomenabschnitten. 

Die Deletion des kurzen Armes eines Chromosomes 1 (LOH (loss of heterozygosity) für 

Chromosom 1p) ist eine charakteristische Veränderung in Tumoren mit einem diploiden 

Chromosomensatz und insgesamt schlechterer Prognose. Diese Eigenschaft wird auf die 

resultierende partielle Monosomie für die entsprechende Region zurückgeführt, in der ein 

oder mehrere Tumorsuppressorgene vermutet werden (Brodeur et al., 1977; Franke et al., 

1986; Christiansen et al., 1988; Fong et al., 1989). LOHs wurden außerdem für die 

Chromosomenregionen 3p, 4p, 9p und 9q, 11q  und 14q beschrieben und zum Teil mit 

Tumorentstehung und -progression in Verbindung gebracht (Hallstensson et al., 1997; Caron 

et al., 1996; Takita et al., 1997; Srivatsan et al., 1991; Suzuki et al., 1989).  Als weitere 

zytogenetische Auffälligkeiten weisen vor allem Tumore höherer Stadien so genannte 

„double-minute-chromosome-bodies“ (dmins), die extrachromosomalen DNA-Abschnitten 

entsprechen, oder lange, homogen anfärbbare Regionen (HSR (homogeneously staining 

regions)) innerhalb einzelner Chromosomen auf. Beide Veränderungen sind Korrelate 

amplifizierter Chromosomenabschnitte, die im Falle des Neuroblastoms distalen Regionen 

des kurzen Armes des Chromosomes 2 entprechen und unter anderem das MYCN-Gen 

enthalten. Die HSR wurden auf 18 von den 24 verschiedenen menschlichen Chromosomen 

beobachtet und als MYCN enthaltende Regionen identifiziert (Brodeur et al., 1990). 
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Zusätzliche Zugewinne genetischen Materials wurden auf dem langen Arm des 

Chromosomes 17 (17q21) gefunden und mit einer schlechteren Langzeitprognose assoziiert 

(Bown et al., 1999). 

Die Diagnostik für Kinder mit Neuroblastomen hat sich seit der Entdeckung der MYCN-

Amplifikation im Jahr 1983 grundlegend geändert (Schwab et al, 1983). Mit dem Nachweis 

der Amplifikation dieses Onkogenes in ca. 25% aller Neuroblastompatienten konnte zum 

ersten mal mittels eines spezifischen, molekularen genomischen Markers eine Subgruppe 

von Patienten identifiziert werden, die eine deutlich schlechtere 

Überlebenswahrscheinlichkeit aufwiesen, als Patienten ohne MYCN-Amplifikation. Dabei ist 

die prognostische Aussage statistisch gesehen unabhängig von den klinischen und 

histopathologischen Parametern. 

Ein umfassender Überblick über die international konsensuellen Möglichkeiten der 

Risikoeinteilung mittels der vorgestellten klinischen, histopathologischen und 

molekolargenetischen Faktoren ist 2009 veröffentlicht worden (Cohn et al., JCO 2009). 

Durch stratifizierungsabhängige Therapieschemata konnte in den letzten 30-40 Jahren 

zumindest für einen Teil der Neuroblastom-Patienten die Überlebenschancen deutlich 

verbessert werden (Moroz et al., Eur J Cancer 2010).  
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2. Publikationen 

2.1 Genexpressionsmarker in humanen Neuroblastomen 

 

Hintergrund: 

Neben den Veränderungen, die das Genom der Neuroblastomzellen spezifisch von dem der 

übrigen, nicht transformierten Körperzellen unterscheiden können in der Regel auch große 

Unterschiede im mRNA Expressionsmuster beobachtet werden. Diese können häufig direkt 

oder indirekt durch genomische Veränderungen erklärt werden.  

In MYCN amplifizierten Neuroblastomen findet sich daher häufig eine deutlich erhöhte 

MYCN mRNA Expression im Vergleich zu nicht-MYCN amplifizierten Tumoren (Seeger et al., 

1988). Diese basiert offensichtlich auf die höhere Anzahl genomischer Kopien von MYCN, 

von denen letztlich auch mehr mRNA transkribiert werden kann. Interessanterweise findet 

sich jedoch auch in einigen nicht-MYCN amplifizierten Neuroblastomen eine sehr hohe 

MYCN Expression, während es einige, wenige MYCN amplifizierte Tumore gibt, die MYCN 

auf einem niedrigen Level expremieren. Dies führt dazu, dass im Gegensatz zur MYCN 

Amplifikation die MYCN mRNA Expression (hohe MYCN Expression vs. niedrige MYCN 

Expression) keine prognostische Aussagekraft bei Patienten mit Neuroblastom besitzt (Cohn 

et al., 2000; Weber at al 2003). Dies verdeutlicht, dass die Interpretation von 

Genexpressionsmarkern eigentlich immer nur in einem Gesamtkontext gewertet werden 

kann. Dabei ist die Einbeziehung von Faktoren wie Alter des Patienten, Geschlecht, 

Tumorhistologie, Tumorzellgehalt des untersuchten Gewebes, genomische Veränderungen 

und Materialentnahmezeitpunkt (vor, während, nach Therapie) notwendig, um zu einer 

sinnvollen Interpretation zu gelangen. Außerdem ist es wichtig die individuelle RNA Qualität 

zu beurteilen, da RNA rasch degradieren kann. Hier spielen Faktoren wie 

Materialentnahmezeitpunkt, Zeit zwischen Entnahme und Fixierung des Gewebes, 

Isolationsmethoden etc. eine nicht unerhebliche Rolle. 

Neben der MYCN-Expression ist die Expression weiterer mRNAs und Proteine für das 

Neuroblastom beschrieben und Ihre prognostische Eigenschaft auf den Krankheitsverlauf 

diskutiert worden. Beispiele für prognostisch günstige Expressionsmarker sind das h-Ras-

Onkogen und das CD44-Oberflächenprotein (Tanaka et al., 1988; Gross et al., 1995; 

Combaret et al., 1996). Als prognostisch ungünstig wird die Expression des Bcl2-

ProtoOnkogenes, des MDR1-P-Glykoproteines, des src-Protoonkogenes, des Anti-

Apoptose-Genes Survivin und des Proliferationsmarkers PCNA beurteilt (Castle et al., 1993; 

Dole et al., 1994; Nakagawara et al., 1990; Dhooge et al., 1997; Matsunaga et al., 1991; 

Adida et al., 1998; Keim et al., 1993).  
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Eigene Publikationen: 

 

Bergmann E, Wanzel M, Weber A, Shin I, Christiansen H, Eilers M. Expression of P27(KIP1) 

is prognostic and independent of MYCN amplification in human neuroblastoma. Int J Cancer. 

2001 May 20;95(3):176-83. 

IF (Stand 2010): 4,772 

 

In dieser Arbeit wurde die Expression von Genen, die eine Rolle in der Regulation des 

Zellzyklus spielen mit dem Progressionsverhalten und damit der Prognose humaner 

Neuroblastome korreliert. Dabei konnte die prognostische Relevanz der p27kip Expression in 

humanen Neuroblastomen beschrieben werden. Eine hohe Expression von p27kip war 

sowohl für Patienten mit als auch ohne MYCN Amplifikation ein gut prognostischer Marker 

und somit unabhängig von der MYCN Amplifikation. Allerdings war die p27kip Expression 

aufgrund einer deutlichen Korrelation nicht prognostisch unabhängig vom Alter der Patienten 

und deren Tumorstadien. 

Funktionell konnte gezeigt werden, dass die Expression von p27kip in primären 

Neuroblastomen nicht wie in Zellkulturversuchen invers mit Proliferationsmarkern wie Cyclin-

A oder PCNA korreliert. Dies konnte teilweise durch den Umstand erklärt werden, dass 

p27kip in einigen hoch expremierenden Tumoren über eine Bindung an D-Typ Cyclinen 

funktionell inaktiviert werden kann. Passend zu diesem Umstand konnte keine prognostische 

Relevanz für die beiden untersuchten Proliferationsmarker gefunden werden. Damit konnte 

alleine durch die bekannte Funktion von p27kip als Zellzyklusinhibitor die prognostische 

Relevanz der p27kip Expression nicht ausreichend erklärt werden.      

Diese Arbeit zeigt, dass Untersuchungen in Zellkultursystemen, die Zusammenhänge 

zwischen Wachstumsverhalten (z.B. Proliferation, Differenzierung, Apoptose) und der 

differentiellen Expression bestimmter Gene darlegen, keinen direkten Rückschluss auf das 

Wachstumsverhalten primärer Tumore und damit die Prognose der Patienten erlauben. 

 

Weber A, Huesken C, Bergmann E, Kiess W, Christiansen NM, Christiansen H. 

Coexpression of insulin receptor-related receptor and insulin-like growth factor 1 receptor 

correlates with enhanced apoptosis and dedifferentiation in human neuroblastomas. Clin 

Cancer Res. 2003 Nov 15;9(15):5683-92. PMID: 14654552  

IF (Stand 2010): 6,747 

 

Zelluläre Proliferation wird maßgeblich durch Wachstumsfaktoren vermittelt. Viele bekannte 

Wachstumsfaktoren binden extrazellulär an Rezeptoren vom Rezeptor-Tyrosinkinasetyp 

(RTK) und vermitteln damit ihr proliferationsförderndes Signal nach intrazellulär. Die 
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Proliferation wird durch Aktivierung des pi3-Kinase- und des MAP-kinase-Signalweges 

vermittelt. Die Relevanz entsprechender Wachstumsfaktoren und deren RTKs konnte in 

Neuroblastomen bereits mehrfach gezeigt werden (Christiansen et al., 1990; Christiansen et 

al., 1993; Nakagawarat et al., 1993; Kogner et al., 1993; Eggert et al., 2000). RTK-Proteine 

bilden in der Zellmembran Dimere, die die eigentliche aktive Form der RTKs darstellen.  

Der Insulin-Rezeptor-related-Rezeptor (IRR) ist eine v.a. in ihrem extrazellulären Anteil  

rudimentäre RTK, für die bisher kein aktivierender oder inhibierender Ligand gefunden 

werden konnte. Bekannt ist, dass der IRR mit RTKs der gleichen RTK-Familie (Insulin-

Rezeptor (IR), Insulin-like-growth-faktor-1-Rezeptor (IGF1-R)) in der Zellmembran 

Heterodimere bilden kann. Hierdurch kann eine Modulation bei der Ligandbindung an die 

anderen RTKs und damit der Signalwirkung der Wachstumsfaktoren (Insulin, IGF) erreicht 

werden. 

In der o.g. Arbeit wurde die Expression des IRR in primären humanen Neuroblastomen 

untersucht. Die IRR Expression korrelierte dabei mit lokalisierten Tumoren (Stadium 1) und 

dem sehr gut prognostischen Säuglingsstadium (Stadium 4s) sowie mit einem niedrigen Alter 

(<12 Monate bei Diagnose). Des Weiteren zeigte sich eine positive Korrelation mit einer 

undifferenzierten Histologie. Durch die Bestimmung der Koexpressionsmuster mit dem IGF1-

R, Trk-A und dem NGF-R, erhielten wir einen Hinweis auf eine mögliche Relevanz des IRR 

für IGF1-R vermittelte Signalwege. Über den IGF1-R wird Proliferation vermittelt und 

Apoptose inhibiert. Interessanterweise zeigten sich in den IGF1-R / IRR koexpremierenden 

Tumoren ein signifikant verminderter Apoptotic-Index (AI) und häufiger eine undifferenzierte 

Histologie (indirekter Hinweis auf vermehrte Proliferation). Da in der untersuchten Kohorte 

die IGF1-R Expression alleine keinerlei Korrelation zu Apoptose oder Histologie zeigte, kann 

dies ein Hinweis auf eine relevante Beeinflussung der IGF-1 vermittelten Signaltransduktion 

durch die  Koexpression von IRR mit dem IGF1-R sein.  

Klinisch zeigte sich die IRR Expression als prognostisch günstig, unabhängig von der MYCN 

Amplifikation, sowohl in der Gesamtgruppe, als auch in der Untergruppe der IGF1-R 

expremierenden Tumore. 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 8 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 9 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 10 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 11 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 12 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 13 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 14 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 15 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 16 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 17 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 18 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 19 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 20 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 21 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 22 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 23 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 24 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 25 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 26 - 

2.2 Funktionelle Untersuchung von differentiell expremierten Genen 

 

Hintergrund: 

Die Korrelation von Genexpressionsdaten mit klinischen Parametern lässt eine 

Hypothesenbildung über funktionelle Zusammenhänge zu, die sich jedoch nicht immer 

experimentell bestätigen lassen. Ob zum Beispiel die Korrelation eines oder mehrerer Gene 

aus einem Signalweg mit einer schlechten Prognose dadurch zustande kommt, dass durch 

diesen Signalweg direkt das Zellwachstum einer onkologischen Erkrankung beeinflusst wird,  

oder lediglich ein statistischer Zusammenhang besteht, ist ohne funktionelle Untersuchungen 

in Zellkultur (z.B. an Tumorzelllinien) oder in Tiermodellen (z.B. Maus Tumor-Xenograft 

Modell) nicht möglich.  

In einer Genexpressionsuntersuchung primärer Neuroblastome konnte neben vielen anderen 

differentiell expremierten Genen auch ein bis dahin noch nicht funktionell beschriebenes 

Gen, KIAA1538 als in gut prognostischen Neuroblastomen hoch expremiert beschrieben 

werden (Berwanger et al., 2002). In Datenbankrecherchen, basierend auf der 

Nukleotidsequenz des KIAA1538 Genes, stellte sich heraus, dass es sich bei dem 

Genprodukt um einen Transkriptionsfaktor der BTB-POZ Familie handelte. Wir konnten das 

Gen anschließend erfolgreich aus einer Fetal-Brain-mRNA Library klonieren und 

sequenzieren. (Die Sequenz ist unter der Accession Nummer: AY302699 in der NCBI 

Datenbank veröffentlicht.) Aufgrund der Sequenz-Homologie zu dem Transkriptionsfaktor 

Kaiso nannten wir das Gen Kaiso-like-1 (KL1). In der offiziellen Nomenklatur ist das Gen 

unter der Bezeichnung Zbtb4 (Zinc-Finger and BTB-Poz Domain containing Protein 4) 

geführt. Nach der Klonierung von Zbtb4 erfolgte die funktionelle Untersuchung in 

verschiedenen Zellkulturexperimenten.   
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Eigene Publikationen: 

 

Weber A, Marquardt J, Elzi D, Forster N, Starke S, Glaum A, Yamada D, Defossez PA, 

Delrow J, Eisenman RN, Christiansen H, Eilers M.  Zbtb4 represses transcription of P21CIP1 

and controls the cellular response to p53 activation. EMBO J. 2008 Jun 4;27(11):1563-74. 

Epub 2008 May 1. 

IF (Stand 2010): 8,99 

 

In der zitierten Genexpressionsanalyse, basierend auf einer Microarrayuntersuchung, konnte 

eine hohe Zbtb4 Expression vor allem in Neuroblastomen des Stadium 1 und in 

Neuroblastomen ohne Amplifikation von MYCN gefunden werden (Berwanger et al., 2002). 

In einer unabhängigen Gruppe primärer Neuroblastome konnten wir mittels RT-PCR- 

Untersuchung diese Korrelation bestätigen. Mit dieser Korrelation erklärt sich auch die 

prognostische Aussagekraft der Zbtb4 Expression in einer Kaplan-Meier Überlebensanalyse, 

die zwar ein statistisch signifikant besseres Überleben für Patienten zeigt, in deren 

Neuroblastomen Zbtb4 hoch expremiert wir. Dies ist jedoch nicht unabhängig von den 

anderen prognostischen Faktoren zu werten. Interessanter Weise ist eine hohe Zbtb4 

Expression auch in niedrigen Stadien anderer Malignome zu finden, während in hohen 

Stadien die Zbtb4 Expression herunter reguliert zu sein scheint.  

Fortgeschrittene Tumorstadien gehen häufig mit einer relativ erhöhten Resistenz gegenüber 

Chemotherapeutika einher. In Zellkulturversuchen konnten wir zeigen, dass 

Neuroblastomzellen, in denen mittels sh-RNA Zbtb4 herunter reguliert wurde eine selektiv 

erhöhte Resistenz gegenüber Vincristin aufweisen. In den untersuchten Konzentrationen 

wirkt Vincristin allerdings noch nicht über eine Hemmung der Mikrotubuliarchitektur der 

Zellen, sondern über eine Aktivierung von p53, das zum Teil an Zytoskelettstrukturen 

gebunden und damit inaktiv vorliegt. Aus dieser Bindung wird p53 durch niedrig dosiertes 

Vincristin gelöst und dadurch aktiviert (Giannakakou et al., 2008). Durch die Aktivierung von 

p53 werden zwei hauptsächliche Signalwege vermittelt. Über p21 erhalten die Zellen ein 

antiproliferatives Signal und können in einen G1-Arrest gehen. Des Weiteren kann über 

proapoptotische p53-Target Gene (z.B. Puma und Noxa) Apoptose induziert werden. Dabei 

hängt die Effektivität des Apoptosesignales maßgeblich von der p21 Expression und dem 

dadurch vermittelten Zellzklusarrest ab. Höhere p21 Level wirken dabei protektiv gegenüber 

den proapoptotischen Signalen (Seoane et al., 2002). In weiteren Versuchen konnten wir 

zeigen, dass die Expression von p21 direkt von Zbtb4 transkriptionell gehemmt wird. Eine 

Aktivierung von p53 kann so zu einer vermehrten Apoptose führen.  

Letztlich müssen jedoch noch weitere Faktoren eine Rolle bei der p53 Antwort der 

Neuroblastomzellen eine Rolle spielen, da ja p53 auch von anderen Zytostatika aktiviert wird 
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(z.B. nach Induktion von DNA Doppelstrangbrüchen), die p21 Regulation durch Zbtb4 hier 

jedoch eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint.  

Die transkriptionelle Repression des p21 Promotors konnten wir mittels 

Chromatinimmunoprezipitations-Experimente (ChIP) nachweisen. Dabei ist Zbt4 Teil eines 

transkriptionellen Repressorkomplexes und bindet unter anderem Miz1 und Sin3a. Dieser 

Komplex wiederum kann Histondeacetylasen (HDAC) binden und dadurch Promotoren 

transkriptionell inhibieren.  

In dieser Arbeit konnten wir zum ersten Mal einen funktionellen Nachweis erbringen, der die 

prognostische Bedeutung der Expression von Zbtb4 in humanen Neuroblastomen zumindest 

teilweise erklären kann. 

_________________________________________________________________________ 

 

Ferrandiz N, Martin-Perez J, Blanco R, Donertas D, Weber A, Eilers M, Dotto P,Delgado 

MD, Leon J. HCT116 cells deficient in p21(Waf1) are hypersensitive to tyrosine kinase 

inhibitors and adriamycin through a mechanism unrelated to p21 and dependent on p53. 

DNA Repair (Amst). 2009 Mar 1;8(3):390-9. 

IF (Stand 2010): 4,199 

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der CDK Inhibitor p21 in Kolon-Karzinom Zellen 

keinen direkten Einfluss auf die Sensitivität der untersuchten Zelllinie gegenüber den 

eingesetzten Kinaseinhibitoren hat. Obwohl eine p21 defiziente Zelllinie (HCT116-p21-/-) 

gegenüber den wildtyp-Zellen eine höhere Sensitivität gegenüber den Kinase Inibitoren 

aufweist, kann eine Rekonstitution der p21 Expression diese nicht rückgängig machen. 

Gegenüber dem totalen Knockout von p21 (p21-/-) führt ein vorübergehender Knockdown 

von p21 durch sh-RNA in wildtyp-HCT116 Zellen nicht zu einem vergleichbaren Phänotyp. 

Aus diesen Daten folgert, dass neben dem völligen Fehlen von p21 in diesen Zellen weitere 

Faktoren, zum Beispiel eine erhöhte Stabilisierung von p53 über Abl-Kinasen, für die 

Medikamentensensitivität eine übergeordnetere Rolle spielen müssen. Dies zeigt sich in der 

Tatsache, dass im Gegensatz zu einer p21 Überexpression in den p21-/- Zellen eine p53 

Herabregulation die Hypersensitivität gegenüber den Kinaseinhibitoren deutlich reduzieren 

kann. 
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2.3 Genexpressionsmuster 

 

Hintergrund: 

Neben der Identifizierung einzelner Gene, die in der Genese eines bestimmten Malignomes 

(z.B. Neuroblastom) auch potentiell eine funktionelle Bedeutung haben können (Berwanger 

et al., 2002, Weber et al., 2008), können über Microarrayuntersuchungen auch ganze 

Genexpressionsmuster dargestellt werden, die eine Prognose-relevante Zuordnung von 

Patienten in verschiedene Subgruppen zulassen. Dabei ist die funktionelle Bedeutung der 

einzelnen Gene nebensächlich.  

In einer vorangegangenen Studie konnten Oberthuer und Kollegen ein 

Genexpressionsmuster von 144 Genen identifizieren, mit dem unabhängig von anderen 

klinischen Parametern eine prognostische Einteilung der n=77 untersuchten Neuroblastomen 

möglich war (Oberthuer et al., 2006).  

In einer weiteren Studie wurde dieses Genexpressionsmuster nun an einer weiteren, 

unabhängigen Patientenkohorte auf seine Eignung als prognostischer Marker hin untersucht. 

 

Eigene Publikation: 

 

Oberthuer A, Hero B, Berthold F, Juraeva D, Faldum A, Kahlert Y, Asgharzadeh S, Seeger 

R, Scaruffi P, Tonini GP, Janoueix-Lerosey I, Delattre O, Schleiermacher G, Vandesompele 

J, Vermeulen J, Speleman F, Noguera R, Piqueras M, Bénard J, Valent A, Avigad S, Yaniv I, 

Weber A, Christiansen H, Grundy RG, Schardt K, Schwab M, Eils R, Warnat P, Kaderali L, 

Simon T, Decarolis B, Theissen J, Westermann F, Brors B, Fischer M. Prognostic impact of 

gene expression-based classification for neuroblastoma. J Clin Oncol. 2010 Jul 

20;28(21):3506-15.  

IF (Stand 2010): 17,793 

 

In dieser Studie konnte der aus dem Genexpressionsprofil der zuvor 144 identifizierten Gene 

entwickelte Zuordnungsalgorithmus (Prediction analysis for microarrays (PAM)-Classifier) an 

insgesamt n=440 weiteren, international rekrutierten Neuroblastompatienten validiert werden. 

125 Patienten wurden dabei prospektiv untersucht. Der PAM-Classifier zeigte sich sowohl in 

den retrospektiv, als auch in den prospektiv untersuchten Patienten als zuverlässiger und 

hoch signifikanter Prädiktor sowohl für das Ereignis-freie-Überleben (event free survival 

(EFS)) als auch das Gesamt-Überleben (overall survival (OS)). Mittels des PAM-Classifiers 

konnte auch in aufgrund klinischer Eigenschaften gebildeter Untergruppen (z.B. Stadien, 

Alter)  zwischen gut und schlecht prognostischen Neuroblastomen unterschieden werden. 

Die größte Signifikanz erreichte der PAM-Classifier in der Untergruppe der Patienten mit 
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einem niedrigen Risiko (niedriges Tumorstadium (1, 2 oder 3), Alter <18 Monate bei 

Diagnosestellung, keine MYCN Amplifikation). In der Untergruppe der Hoch-Risiko 

Patienten, die bei Diagnosestellung ein Stadium 4 aufwiesen aber keine MYCN Amplifikation 

nachgewiesen hatten (n=66), konnte mit dem PAM-Classifier keine prognostisch relevante 

Aussage getroffen werden. Des Weiteren konnte der PAM-Classifier auch in der 

Untergruppe der MYCN amplifizierten Patienten (Stadium unabhängig) (n=64)  nicht 

zwischen guter und schlechter Prognose unterscheiden. Die Relevanz der Betrachtung 

dieser Subgruppen ist jedoch fraglich, da die Anzahl der beobachteten Patienten in solchen 

Untergruppen, bezogen auf die ohnehin sehr schlechte Prognose, relativ klein ist.   
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2.4 Amplifikation des genomischen Bereiches Chr2p24-25 

 

Hintergrund: 

 

Die amplifizierten, distalen Abschnitte des kurzen Armes des Chromosomes 2 enthalten das 

MYCN-Protoonkogen, welches dadurch in >4 bis hin zu 300-facher Kopieenzahl pro Zellkern 

vorliegen kann. Das ist in 20-25% der Tumore bei Erstdiagnose der Fall und geht mit einer 

schlechten Prognose, unabhängig von Tumorstadium und Alter bei Diagnosestellung einher 

(Brodeur et al., 1995). Patienten, in deren Tumoren eine MYCN Amplifikation nachgewiesen 

wurde werden als Hochrisiko-Patienten gewertet. Dementsprechend intensiv sind die 

Therapieregime bei diesen Kindern aufgebaut (Operation(-en), Polychemotherapie bis hin zu 

ablativer Chemotherapie mit autologer Stammzellretransfusion und Konsolidierungstherapie 

mit Retinolsäure). Dies geht einher mit teilweise schweren Nebenwirkungen und 

therapiebedingten Todesfällen. Interessanterweise zeigt sich mit zunehmender 

Nachbeobachtungsdauer, dass eine recht konstante Zahl von Patienten (25-30%) mit MYCN 

amplifiziertem Neuroblastom auf die intensive Therapie ansprechen und als 

Langzeitüberlebende (LZÜ) definiert werden können (LZÜ=Überleben >6 Jahre nach 

Diagnosestellung; danach ist in allen Untergruppen die Wahrscheinlichkeit im weiteren 

Verlauf an der Erkrankung zu versterben <1% (eigene Daten)). 

 

Der genomische Status von MYCN ist heute einer der wichtigsten Stratifizierungsparameter 

bei Diagnose eines Neuroblastomes geworden. Die Mechanismen, die zu einer Amplifikation 

des genomischen Bereiches um MYCN herum führen sind dagegen weitgehend unbekannt. 
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Eigene Publikationen: 

 

Weber A, Imisch P, Bergmann E, Christiansen H.  Coamplification of DDX1 correlates with 

an improved survival probability in children with MYCN-amplified human neuroblastoma. J 

Clin Oncol. 2004 Jul 1;22(13):2681-90. 

IF (Stand 2010): 17,793 

 

Neben der Amplifikationshöhe (=Kopieenzahl) der amplifizierten genomischen Abschnitte 

(ampGA) ist deren Ausdehnung um MYCN nach temoler- und centromerwärts eine 

interessante Eigenschaft der jeweiligen Neuroblastome. Die Ausdehnung der ampGA 

bestimmt dabei, welche Gene neben MYCN ebenfalls amplifiziert in den Zellen vorliegen. Da 

die ampGA sich über mehrere Megabasen in beide Richtungen hin erstrecken können und 

die mit MYCN koamplifizierten Gene wie MYCN selbst in der Regel auch in den Zellen 

überexpremiert werden ist eine Beeinflussung des Tumorwachtumsverhaltens und damit 

auch der Prognose durch diese Eigenschaft denkbar. Diese Hypothese haben wir an einer 

Kohorte von n=98 primären Neuroblastomen untersucht, indem wir das Vorhandensein einer 

Coamplifikation von 7 Genen um MYCN herum mittels Multiplex-PCR analysiert haben. Für 

die Untersuchung wurde nur Patienten ausgewählt, die entweder bereits an ihrer Erkrankung 

verstorben waren oder als Langzeitüberlebende (Überlebenszeit > 72 Monate) definiert 

waren. 

Unsere Ergebnisse zeigten, dass Patienten, deren Tumore eine Koamplifikation der Genes 

DDX1 aufweisen, eine höhere Wahrscheinlichkeit zum Langzeitüberleben und damit eine 

bessere Gesamtprognose haben, als Patienten ohne diese Koamplifikation (Weber et al., 

2004). Das für DDX1 kodierende Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 2 in direkter 

Nachbarschaft zu MYCN. Diese physikalische Nähe führt in ca. 60-70% der Fälle in MYCN 

amplifizierten Neuroblastomen zu einer Koamplifikation von DDX1. Die Koamplifikation von 

DDX1 wurde erstmals von R. Godbout und Mitarbeitern beschrieben (Godbout et al., 1993). 

Auch für weitere, telomerseits von MYCN gelegene Gene ist ein Trend hin zu einem 

Überlebensvorteil erkennbar (NAG, NSE1) (eigene Daten). In der gleichen Arbeit konnten wir 

eine direkte Korrelation der Koamplifikationshäufigkeit der untersuchten Gene mit deren 

physikalischer Nähe (Entfernung in Basen) telomerwärts und centromerwärts zu MYCN 

zeigen (Figur 1 ; Weber et al., 2004). 

Die prognostische Bedeutung der Koamplifikation von DDX1 wird in der aktuellen Literatur 

kontrovers diskutiert, jedoch konnten in verschiedenen Kollektiven statistische Trends, die 

einen Überlebensvorteil für Patienten mit DDX1 koamplifizierten bzw. überexpremierenden  

Neuroblastomen zeigen, beobachtet werden. (Kaneko et al. 2007, Deferrari et al. 2007) 
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Weber A, Starke S, Bergmann E, Christiansen H. The coamplification pattern of the MYCN 

amplicon is an invariable attribute of most MYCN-amplified human neuroblastomas. Clin 

Cancer Res. 2006 Dec 15;12(24):7316-21. 

IF (Stand 2010): 6,747 

 

Sowohl die Amplifikationshäufigkeit (Kopieenzahl pro haploidem Genom) als auch die 

Amplikonstruktur eines amplifizierten Chromosomenabschnittes können sich im zeitlichen 

Verlauf und unter Selektionsdruck in etablierten Zellkulturmodellen verändern (Hahn et al., 

1992).  

Wir untersuchten eine Kohorte von n=33 MYCN amplifizierten Neuroblastomen auf die 

Konsitienz der Kopieenzahl der ampGA und deren Ausdehnung nach Beginn der 

Chemotherapie und bei Auftreten eines Rezidives. Dabei konnten wir zeigen, dass die 

Amplifikationshöhe nach Beginn der Chemotherapie abnehmen kann, während die 

Ausdehnung der ampGA, ausgedrückt durch das untersuchte Koamplifikationsmuster, immer 

konstant bleibt. Im Falle der untersuchten Rezidive zeigte sich eine durchschnittlich höhere 

Kopieenzahl der ampGA im Vergleich zu Tumorgewebe bei Diagnosestellung, die 

Ausdehnung der ampGA war hier jedoch bis auf eine Ausnahme ebenfalls konstant. 

Diese Ergebnisse haben eine große Relevanz, da die MYCN Amplifikation in Ihrer 

Architektur (Ausdehnung der individuellen ampGA) eine feststehende Eigenschaft der 

einzelnen Neuroblastome zu sein scheint. Die Kopienzahl der ampGA unterliegt einer 

gewissen Schwankung, jedoch konnten wir in keinem der untersuchten Patienten einen 

Verlust oder eine vollständige Veränderung der MYCN-Amplikons nachweisen. 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 66 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 67 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 68 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 69 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 70 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 71 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 72 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 73 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 74 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 75 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 76 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 77 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 78 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 79 - 
 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 80 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 81 - 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 82 - 

2.5 Strukturelle Untersuchung des MYCN Amplikons und Entwicklung 

eines MRD Markers 

 

Hintergrund:  

 

Die Ergebnisse der Multiplex-PCR Untersuchungen MYCN amplifizierter Neuroblastome 

(Abschnitt 2.4) zeigten eine deutliche Variabilität in der Ausdehnung der amplifizierten 

Genomabschnitte (ampGA) sowohl telomer- als auch centromerwärts zu MYCN.   

Um die Grenzen der ampGA genau identifizieren zu können wurde genomische DNA von 

n=40 primären Neuroblastomen und 3 Zelllinien mit bekannter MYCN Amplifikation mittels 

eines hochauflösenden Tiling-Arrays (HR-TA) untersucht. Aufgrund der Fokussierung der 

Untersuchung auf einen Bereich um MYCN von insgesamt 20 Megabasen konnten die auf 

den Array hybridisierten DNA Oligos in einem durchschnittlichen Abstand von 50 (+/- 8bp) 

Basen designt werden (Bereiche mit hoher Repeatdichte ausgenommen). Diese hohe 

Auflösung ermöglichte es uns erstmals die Grenzbereiche der einzelnen amplifizierten 

Chromosomenabschnitte genau miteinander zu vergleichen und Gemeinsamkeiten in den 

Sequenzen und/oder spezifischer Motive auszuarbeiten. Diese Untersuchung lieferte 

folgende Ergebnisse:  

1) Die Ausdehnung der ampGA und damit deren telomer- und centromerseitigen Grenzen 

sind eine individuelle Eigenschaft jedes einzelnen untersuchten Neuroblastom Genoms. 

2) Die Wahrscheinlichkeit der telomer- und centromerseitigen ampGA-Grenzen nimmt mit 

zunehmenden Entfernungen zu MYCN ab (kleinere ampGA sind häufiger, als ausgedehnte 

ampGA). 

3) Es gibt MYCN Amplikons, die aus nur einem ampGA bestehen (Typ-1) und solche, die 

aus mehreren ampGA aufgebaut sind (Typ-2) 

4) die Grenzen der ampGA (Amplikon-Fusions-Stellen (AFS)) lassen sich mittels PCR 

validieren (AFS-PCR). 

5) Durch Untersuchung von genomischer DNA aus zugehörigen residualen Tumoren nach 

Therapiebeginn bzw. Rezidiven (n=3) konnten wir die Konstanz der ampGA in diesen Fällen 

nachweisen. 

Durch Sequenzierung der PCR Fragmente, die die AFS beinhalten konnten die Grenzen der 

ampGA letztlich basengenau beschrieben werden. Eine bioinformatische Auswertung dieser 

Sequenz-Daten wird zur Zeit durchgeführt. Wir erhoffen uns dadurch eventuell vorhandene 

Konsensussequenzen, die Start- und Endpunkte genomischer Amplifikationsprozesse 

definieren könnten, beschreiben zu können.  
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Die Individualität der Grenzbereiche der ampGA, die einfache Etablierung einer spezifischen 

PCR über einen AFS Bereich und die Konstanz der ampGA im Verlauf der Erkrankung 

prädestinieren für den Einsatz in der klinischen Diagnostik, insbesondere für den 

hochsensitiven Nachweis von Tumorzellen bzw. Tumorzell-DNA im Sinne einer minimalen 

Resterkrankung (minimal residual disease (MRD)).  

In der Pädiatrie liegen für die praktischen Anwendung hochsensitiver Tumorzell-

Nachweisverfahren die meisten Daten für Kinder mit akuten Leukämieen (vor allem akuten 

lymphatischen Leukämien (ALL)) vor. Der Nachweis von residualen, leukämischen Blasten 

(MRD) zu definierten Zeitpunkten der Therapieprotokolle gibt eine direkte Information über 

das Ansprechen auf die durchgeführte Therapie und hat eine hohe prognostische Relevanz. 

Damit ist eine Stratifizierung der im weiteren Verlauf durchzuführenden Therapie unabhängig 

von weiteren Parametern (Alter, genomischen Aberrationen, etc.) möglich. In zunehmendem 

Maße findet die MRD Diagnostik auch Einsatz zur Beurteilung des Remissionsstatus 

verschiedener solider Tumore. 

Weitere, potentielle Anwendungsmöglichkeiten hochsensitiver Nachweisverfahren neben der 

MRD Diagnostik in Blut und KM sind der Nachweis von Tumorzellen bzw. Tumorzell-DNA in 

Aszites und Pleurapunktat, wie es z.B. auf mikroskopischer Ebene für die Stadieneinteilung 

der Lymphome relevant ist, der Nachweis von Tumorzellen in Liquor (Leukämieen), Urin 

(Blasen-, Nierenkarzinom, Nephroblastom) sowie im Stuhl (Kolonkarzinom).  

Genexpressionsprofile, die im KM und PB von Patienten mit humanen Neuroblastomen 

aktuell in einer prospektiven Studie als potentielle MRD Marker untersucht werde beinhalten 

die mRNA Expression von PHOX2B, TH, DDC, CHRNA3, GAP43 und DBH (Stutterheim et 

al. 2008 und 2009). In einer retrospektiven Untersuchung konnte eine hohe 

Tumorzellspezifität vor allem für PHOX2B gezeigt werden. Der Nachteil bei dieser Form der 

MRD Diagnostik besteht in der nicht genau zu kalkulierenden Tumorzellspezifität der 

Expression vieler Gene im Vergleich zu den gesunden, umliegenden Geweben und einem 

dadurch bedingten erheblichen Unsicherheitsfaktor, vor allem bei niedriger Tumorzellzahl. 

Ein weiterer Unsicherheitsfaktor ist das nicht zu Kalkulierende Genexpressionsverhalten 

unter und nach stattgehabter Chemotherapie. Die Untersuchung gleich mehrerer mRNAs 

vermindert das Risiko falsch negativer und falsch positiver Befunde, kann diese jedoch nicht 

vollständig ausschließen. Die Sensitivität des Verfahrens wurde in den durchgeführten 

Zellkulturexperimenten mit 1/106 – 1/107 Zellen angegeben. 

Die Nutzung genomischer Marker (z.B. AFS-PCR) bietet eine Möglichkeit bei ebenfalls sehr 

hoher Sensitivität auch eine absolute Tumorzell-Spezifität zu garantieren. 
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Eigene Publikationen: 

 

Weber A, Taube S, Starke S, Bergmann E, Christiansen NM, Christiansen H. Detection of 

tumor cells by amplicon-fusion-site polymerase-chain-reaction (AFS-PCR).  

J Clin Invest., 2010 accepted for publication 2010 

IF (Stand 2010): 15,387 

 
Diese Arbeit stellt die Erstbeschreibung der Etablierung einer AFS-PCR dar. Die 

Vorgehensweise umfasste:  

1) Die amplifizierten genomischen Abschnitte (ampGA) um MYCN (Chr.2p24-25) von n=40 

primären Neuroblastomen und 3 Neuroblastomzelllinien wurden mittels Tiling-Array 

hochauflösend dargestellt.  

2) Die telomer- und centromerseitigen Grenzen der ampGA wurden virtuell fusioniert. Diese 

virtuellen AFS dienten als Sequenzvorlage zur  Etablierung von Primerpaaren für eine AFS 

überbrückende PCR.  

3) Die resultierenden PCR Produkte wurden sequenziert, um die basengenauen 

Fusionsstellen beschreiben zu können.  

4) Basierend auf der genauen Beschreibung der AFS konnten hoch sensitive, quantitative 

Realtime-PCR Assays für die entsprechenden individuellen Tumore entwickelt werden. 

 

Alle ampGA und damit alle AFS waren absolut tumorzell-spezifisch und individuell für jeden 

untersuchten Patienten. In Zellverdünnungsexperimenten konnte mittels AFS-PCR eine 

Tumorzelle in einem Hintergrund von 106-107 Kontrollzellen identifiziert werden. Des 

Weiteren konnten wir erfolgreich AFS-DNA in Knochenmark und peripherem Blut 

verschiedener Patienten mit MYCN amplifizierten Neuroblastomen nachweisen und damit 

die Möglichkeit einer praktischen Anwendbarkeit beweisen. 

Der Einsatz der AFS-PCR kann einen wichtigen Beitrag zur exakten Beschreibung des 

initialen Tumorstadiums, zur Verlaufsbeurteilung des Therapieanspreches sowie zur 

möglichst frühen Identifizierung residueller oder rezidivierender Erkrankungsverläufe 

(minimal residual disease (MRD)) leisten. Mittels AFS-PCR ist der Nachweis von 

Tumorzellgenom in diversen Gewebeproben (Primärtumor, Metastasen, Lymphknoten, 

Knochenmark) oder Köperflüssigkeiten (Blut, Liquor, Urin) möglich. 

Das Verfahren wurde beispielhaft an MYCN amplifizierten Neuroblastomen entwickelt. Die 

mögliche Übertragbarkeit auf andere amplifizierte Genomabschnitte eröffnet die Möglichkeit 

diese Methode auch für viele andere Tumorentitäten als Diagnostikum einzusetzen. Die 

Wertigkeit eines Nachweises geringster Mengen von Tumorzellen bzw. Tumorzellgenom 

sollte für jede Malignomentität studienbegleitend überprüft werden. 
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Weber A, Christiansen H. Verfahren und Mittel zum patienten- und tumorspezifischen 

Nachweis von Malignomzellen.Deutsche Patentanmeldung Nr. 10 2009 047 549.4-41 

 

Der Untersuchungsalgorithmus, der zur Etablierung einer patientenindividuellen AFS-PCR 

führen kann wurde im Dezember 2009 beim Deutschen Patent- und Markenamt (DPMA) als 

Patent angemeldet. 
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Verfahren und Mittel zum patienten- und malignomspezifischen Nachweis 

von Malignomzellen 

Deutsche Patentanmeldung Nr. 10 2009 047 549.4-41 

 

Die Erfindung betrifft die Malignomdiagnostik, insbesondere die Diagnostik von Malignomen mit amplifizierten 

(in mehreren Kopien vorliegenden) Genomabschnitten, welche Onkogene enthalten können, wie z.B. MYCN 

(Chromosom 2p24-25) in humanen Neuroblastomen. 

 

Der Nachweis minimaler Mengen an Malignomzellen innerhalb gesunden Gewebes (z.B. innerhalb des 

Knochenmarkes) ist ein wichtiger diagnostischer Baustein unter Anderem im Rahmen der Untersuchung auf das 

Vorliegen einer minimalen Resterkrankung (Minimal residual disease = MRD) vornehmlich hämatologischer 

Malignome aber auch solider, bösartiger Tumore geworden. Der möglichst sensitive und spezifische, 

quantitative Nachweis einer minimalen Resterkrankung gibt einen Hinweis auf das Ansprechverhalten der 

malignen Zellen auf die bis zu diesem Zeitpunkt durchgeführte Therapie. 

Die PCR stellt eine der grundlegenden Methoden im Rahmen dieser Diagnostik dar. Bezogen auf eine generell 

zu erwartende Tumorspezifität kann man 2 verschiedene Formen der genomischen MRD-PCR Methoden 

unterscheiden. 1.) Die klonspezifische PCR in Rearrangementbereichen von Genen, die für 

Immunglobulinketten kodieren und 2.) PCRs, die über einen Translokationsbereich (z.B. BCR/ABL) gelegt 

werden und somit ebenfalls klonspezifisch sind, falls es sich nicht um eine Keimbahnmutation handelt. 

Während die erste Methode ausschließlich für hämatologische Malignome einzusetzen ist, da nur in diesen 

Zellen die klonspezifischen Rearrangements in den Immunglobulinkettengenen stattfinden, ist die zweite 

Methode grundsätzlich auch für jedes andere Malignom denkbar, wenn entsprechende Translokationen 

vorliegen. Sind die entsprechenden Translokationspunkte genau definiert, wie bei den exakten Translokationen, 

die notwendig sind, um sinnvolle Fusionsproteine zu generieren, können spezifische PCRs gut etabliert werden. 

Ein Nachteil dieser Methode liegt in der schlechten Abgrenzbarkeit der Translokationspunkte, wenn diese 

Translokationspunkte nicht genau definiert sind. Aufgrund der limitierten Reaktionsweite der PCR Reaktion ist 

es dann schwer eine funktionierende PCR zu etablieren, da es keine Methode gibt, die genau genug ist die 

Translokationsfusionsbereiche zuvor mittels Screening einzugrenzen. Die Erarbeitung entsprechender, 

individueller PCRs ist daher zeitaufwendig und kostspielig, da viele Primer nötig sind, um sich an den exakten 

Translokationspunkt heranzutasten. 

Weitere Methoden zur MRD-Diagnostik umfassen die quantitative Bestimmung möglichst malignomspezifischer 

Genexpressionsmuster. Der Nachteil besteht in der nicht genau zu kalkulierenden Malignomzellspezifität der 

Expression vieler Gene im Vergleich zu den gesunden, umliegenden Geweben und einem dadurch bedingten 

erheblichen Unsicherheitsfaktor, vor allem bei niedriger Malignomzellzahl. 

Der Nachweis minimaler Mengen von Malignomzellen ist außerdem von großem Interesse bei der Erstdiagnose 

bösartiger Erkrankungen, um eine initiale, minimale Infiltration anderer Gewebe (z.B. Knochenmark oder 

Lymphknoten) bzw. minimale Mengen von in peripherem Blut zirkulierenden Malignomzellen zu detektieren. 

Dieser Nachweis kann einen direkten Einfluss auf die notwendige, zu planende Therapie und damit die 

Heilungschancen des individuellen Patienten haben. Ebenso ist es von Interesse, ob in Stammzell- bzw. 
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Knochenmarkpräparaten, die für eine eventuelle autologe Transplantation/Retransfusion des erkrankten 

Indivuduums benutzt werden können, minimale Mengen von Malignomzellen enthalten sind.     

 

Aufgabe der Erfindung ist ein Verfahren anzugeben, welches eine malignomzellspezifische und 

patientenindividuelle Erkennung von Tumorzellen erlaubt.  

 

Erfindungsgemäß wird die Aufgabe gelöst durch ein Verfahren welches es ermöglicht  malignomzellspezifische 

und patientenindividuelle Diagnostika (Proben oder Sonden) für Malignomzellen bereitzustellen. Das 

erfindungsgemäße Verfahren ermöglicht es vorteilhaft absolut malignomzellspezifische und patientenidividuelle 

DNA Sequenzen basengenau zu detektieren und diese für diagnostische Anwendungen, z. B. in einem hoch 

sensitiven PCR Assay (AFS-PCR) zu verwenden.  

 

Die Erfindung baut dabei auf der Erkenntnis auf, dass viele Malignome amplifizierte Genomabschnitte (ampGA) 

enthalten. Unter ampGA werden Bereiche des Genoms (eine bestimmte DNA-Sequenz) verstanden, welche in 

mehr als zwei Kopien pro haploidem Genom (häufig 4 bis über 120) in einer Zelle vorliegen. Diese ampGA 

liegen in so genannten „Amplikons“ meist in streng hintereinander aufgereihter Form (repetitiv) vor.  

Ein Amplikon ist somit das Gesamtgebilde, das aus den vielen Kopien eines (oder mehrerer unterschiedlicher) 

Genomabschnittes aufgebaut ist. Falls mehrere genomische Abschnitte amplifiziert sind können diese in 

unterschiedlichen Formen aneinander fusioniert sein, so dass z. T. sehr komplexe Amplikons entstehen.  

Die Amplikons können in separaten, kleinen, zirkulären DNA Strukturen, den so genannten „Double-minute 

Chromosomen (dMin)“ vorliegen, oder an unterschiedlicher Stelle wieder als so genannte „Homogenously 

staining regions (HSRs)“ in das Genom reintegriert sein.  

In Malignomen sind häufig Genomabschnitte amplifiziert, die Onkogene enthalten (z.B. MYCN in humanen 

Neuroblastomen, c-myc in Brustkrebs, AURKA in Blasenkarzinomen, etc.). Der genetische Inhalt der 

amplifizierten Bereiche spielt für die vorliegende Erfindung und die Etablierung einer AFS-PCR allerdings keine 

Rolle. 

 

Der oder die ampGA sind bei jedem Malignom und damit auch bei jedem Patienten unterschiedlich groß und 

haben dementsprechend unterschiedliche telomerseitige und centromerseitige Grenzen. Ein Amplikon enthält 

zwischen 4 bis zu >120 Kopien der ampGA. Die Amplikon-Fusionsstellen (AFS) sind die Sequenzabschnitte 

innerhalb eines Amplikons, an denen die Kopien der ampGA aufeinander folgen. D.h. die Amplikon-

Fusionsstelle (AFS) ist die Stelle in der Sequenz eines Amplikons, an der auf das letzte Nukleotid eines ampGA 

wieder das erste Nukleotid des nächsten ampGA folgt. Dadurch entsteht über diese AFS eine DNA Sequenzfolge 

(Fusionsbereich), die in keiner Zelle zu finden ist, die diese ampGA nicht enthält. Der Fusionsbereich ist der 

Sequenzbereich (bevorzugt mit einer Länge von 30 bis 300 Nukleotiden), welcher die AFS umgibt und diese 

beinhaltet. Da es sich bei Tumorerkrankungen vornehmlich um klonale Erkrankungen handelt, sind die AFS und 

damit die Fusionsbereiche  in jeder Malignomzelle aber nicht in gesunden Zellen zu finden. Die AFS und damit 

die Fusionsbereiche sind in jedem Malignom unterschiedlich und damit absolut malignomspezifisch und 

patientenindividuell.  

 

Die Insertionsstellen an denen ein Amplikon potentiell wieder in das Genom reintegriert ist, sind zwar genauso 

spezifisch und patientenindividuell, wie die AFS der hintereinander geschalteten DNA Abschnitte, jedoch lassen 
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diese sich nur schwer identifizieren, da diese nur einmal in der Zelle vorliegen. Die AFS liegen jedoch in 

mehreren Kopien vor, so dass durch Bestimmung der telomer- und centromerseitigen Grenzen der ampGA 

mittels  CGH und Tiling-Array auf die AFS gescreent werden kann. 

Das erfindungsgemäße Verfahren ermöglicht einerseits die Herstellung eines Diagnostikums zur spezifischen 

Detektion von Malignomzellen eines Individuums und anderseits die darauf aufbauende Bereitstellung eines 

malignomzellspezifischen und patientenindividuellen Nachweisverfahrens. 

 

Das erfindungsgemäße Verfahren zeichnet sich durch folgende Schritte aus: 

a.)  Hochauflösende Darstellung amplifizierter Genomabschnitte (ampGA) in einer isolierten Tumorprobe 

mittels Fine-Tiling Array,  

bevorzugt nach Detektion  des/der ampGA durch Gesamtgenomanalyse, bevorzugt durch CGH 

(Comparative Genomic Hybridization), falls diese nicht schon zuvor bekannt sind,  

b.)  Vervielfältigung, bevorzugt per PCR und anschließende Sequenzierung der Fusionsbereiche,  

c.)  Bereitstellen einer Probe (eine Sonde oder ein Primerpaar) welche es erlaubt, spezifisch den 

Fusionsbereich zu detektieren oder zu amplifizieren,  

d.)  bevorzugt Anwendung des Primerpaars in einer PCR (nachfolgend AFS-PCR), bevorzugt einer 

Realtime PCR, welche den Fusionsbereich bevorzugt überlappt und vorteilhaft die Möglichkeit der 

anschließenden relativen Quantifizierung der Zellen mit entsprechenden Amplikons bietet.  

Die Probe ist entweder eine Nukleinsäuresonde, welche spezifisch mit dem Fusionsbereich durch 

komplementäre Basenpaarung hybridisiert. Eine solche Sonde hat bevorzugt eine Länge von 15 bis 35 

Nukleotiden, bevorzugt 20 bis 30 Nukleotiden. Eine solche Sonde kann beispielsweise nach einer geeigneten 

Markierung in einem Southern- oder Northernblot oder in einer Realtime-PCR oder auch auf einem DNA-Array 

oder in Zellkulturexperimenten eingesetzt werden. Die Sonde kann nur dann an die DNA binden, wenn diese den 

malignomspezifischen Fusionsbereich (AFS) enthält.  

Alternativ ist die Probe ein Primerpaar, welches in einer PCR (Polymerasekettenreaktion) spezifisch den 

Fusionsbereich vervielfältigt. Dazu bindet bevorzugt der eine Primer jeweils spezifisch den Genomabschnitte 

links und der andere rechts des Fusionsbereichs. D. h. die Primer werden bevorzugt so designt, dass jeweils ein 

Primer im telomerseitigen und ein Primer im centromerseitigen Sequenzbereich des ampGA liegt. Eine PCR 

kann also nur zu einem Produkt führen, wenn diese Bereiche aneinander fusioniert sind. Bevorzugt überbrückt 

die PCR den Fusionsbereich, wobei ein Primer vollständig auf der einen Seite und der zweite Primer auf der 

anderen Seite des Fusionsbereichs bindet (Figur 3). Alternativ kann ein Primer exakt auf die Fusionsstelle gelegt 

werden. Dies ist aus Primerdesigngründen jedoch nicht immer möglich, da bestimmte Bedingungen (wie z. B. 

G/C-Gehalt) eingehalten werden müssen, damit die PCR optimal funktioniert.  

 

Eine weitere Möglichkeit zum Design einer malignomzellspezifischen AFS-PCR besteht in der Überbrückung 

von nicht amplifizierten Bereichen, die auf der Arraydarstellung wie Lücken innerhalb eines ampGA wirken. 

Hierbei handelt es sich nicht um wirkliche „Lücken“, sondern um nicht-amplifizierte Genomabschnitte, die 

zwischen zwei ampGA liegen. Es gibt sehr komplex aufgebaute Amplikons, in denen mehrere, verschiedene 

ampGA fusioniert sind, die damit eine übergeordnete Einheit darstellen, die dann wiederum repetitiv 

hintereinander fusioniert ist, um das Amplikon zu bilden. Hier besteht die Möglichkeit, dass die einzelnen 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 98 - 

ampGA in gleicher, oder in inverser Richtung miteinander fusioniert sind, d. h., dass zwei aufeinander folgende 

ampGA so angeordnet sind, dass an ampGA 1 in „Telomer  Centromer“ Ausrichtung ampGA 2 in „Centromer 

 Telomer“ Ausrichtung fusioniert ist. Dies kommt dadurch zustande, dass es sich bei genomischer DNA um 

einen Doppelstrang handelt, der sowohl in gleicher, als auch in inverser Richtung (dann allerdings  mit 

vertauschten Strängen) aneinander fusioniert werden kann (vergleiche hierzu Figur 4). 

In der PCR kann alternativ zu den spezifischen Primern oder zusätzlich eine Sonde eingesetzt werden, die 

spezifisch den Fusionsbereich bindet (z. B. für eine entsprechende Realtime-PCR). Alternativ kann einer der 

beiden Primer so gestaltet werden, dass er spezifisch den Fusionsbereich bindet. Die Bindung der Probe (Sonde 

und/oder Primer) erfolgt jeweils durch komplementäre Basenpaarung. Die Primer haben bevorzugt jeweils eine 

Länge von 15 bis 35 Nukleotiden, bevorzugt 18 bis 24 Nukleotiden. 

 

Das erfindungsgemäße Verfahren ermöglicht vorteilhaft in kurzer Zeit, einen absolut malignomzellspezifischen 

und patientenindividuellen Genombereich (den Fusionsbereich mit der AFS) basengenau zu identifizieren und 

diesen mittels hochsensitiver PCR Verfahren, bzw. Verfahren, die eine Probe auf genau diesen Bereich legen, für 

die Verlaufsbeurteilung verschiedenster Malignome einzusetzen. 

 

Voraussetzung für das erfindungsgemäße Verfahren ist das Vorhandensein von amplifizierten 

Genomabschnitten. Diese können in einem vorbekannten, definierten Bereich liegen. Wenn über die mögliche 

Amplifikation noch nichts bekannt ist, erfolgt in Schritt a.) zunächst eine Gesamtgenomanalyse, bevorzugt durch 

Gesamtgenom-CGH (Comparative Genomic Hybridization)-Array, d. h. einem DNA-Chip der Proben für das 

gesamte Genom enthält.  

Ist der Genomabschnitt, in dem die Amplifikation vorkommt, bekannt oder durch die zuvor beschriebene 

Gesamtgenomanalyse ermittelt, wird der entsprechende Genomabschnitt bevorzugt in einer Fine-Tiling-CGH-

Arrayuntersuchung hochauflösend abgegrenzt. Dazu erfolgt in Schritt b.) bevorzugt eine Hybridisierung mit 

einem so genannten Tiling Array, d. h. einem DNA-Chip der Proben für einzelne Chromosomen oder 

Chromosomabschnitte enthält. 

Durch die höhere Auflösung der Tiling-Array Untersuchung werden durch die genaue Beschreibung der telomer- 

und centromerseitigen Grenzen der ampGA auch die potentiellen AFS innerhalb des Amplikon ermittelt.  

In Schritt b.) wird der in Schritt a.) ermittelte Fusionsbereich sequenziert. Dazu erfolgt bevorzugt zunächst eine 

Vervielfältigung des Fusionsbereichs. Bevorzugt wird dazu eine konventionelle PCR über den in Schritt a.) 

ermittelten Fusionsbereich gelegt. Bevorzugt nach Erhalt eines spezifischen PCR-Fragmentes wird der 

Fusionsbereich durch Sequenzierung basengenau beschrieben. Nach ggf. notwendiger Optimierung der den 

Fusionsbereich übergreifenden PCR bzgl. Sensitivität und Anwendbarkeit für semiquantitative Verfahren (z. B. 

Real-Time PCR) erhält man eine patientenindividuelle und 100% malignomzellspezifische PCR. Je nach Aufbau 

des Amplikons kann die PCR dabei auch mehrere (z.B. sehr kurze) ampGA und damit ggf. mehrere 

Fusionsbereiche überbrücken, zwischen denen auch nicht amplifizierte Bereiche liegen können.  

Das Bereitstellen der Probe in Schritt c.) erfolgt basierend auf der in Schritt b.) erhaltenen Sequenz des 

Fusionsbereichs. Dies kann durch manuelles Primer bzw. Sondendesign oder auch computergestützt mit 

Programmen erfolgen (wie z. B. Beacon Designer™, Premier Biosoft, Palo Alto CA, USA oder PrimerQuest, 

Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, IA, USA).  
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Der Begriff Nukleinsäuren im Sinne der Erfindung umfasst neben Desoxyribonukleinsäuren (DNA) und 

Ribonukleinsäuren (RNA) auch alle anderen linearen Polymeren in denen die Basen Adenin (A), Cytosin (C), 

Guanin (G) und Thymin (T) oder Uracil (U) (oder andere komplementär zu verwendenden, modifizierten Basen) 

in entsprechender Abfolge angeordnet sind, insbesondere Nukleinsäuren mit verändertem Rückgrat oder 3’ oder 

5’-Terminus, wie z. B. einem Phosphothioat-, Phosphoramidat- oder O-Methyl-derivatisierten Rückgrat, Peptid-

Nukleinsäuren (PNA), und locked nucleic acids (LNA) oder gemischtem Rückgrat. Der Begriff „modifizierter 3’ 

oder 5’ Terminus“ umfasst dabei sowohl Modifikationen, die der Stabilisierung dienen als auch das Anbinden 

von Markern. Beispiele für Marker sind Enzyme, Farbstoff- oder Fluoreszenzfarbstoffe, Radionukleotide, sowie 

Haptene, wie z. B. Digoxigenin oder Biotin. Bei den Enzymen wird der Nachweis meist über eine von dem 

Enzym katalysierte Farbbildungsreaktion geführt. Farbige oder fluoreszierende Moleküle können direkt 

photometrisch oder fluorometrisch nachgewiesen werden. Hapten-Liganden werden meist mit einem 

entsprechenden enzym- oder farbstoffmarkierten Rezeptor, der eine Affinität für den Liganden hat, in Kontakt 

gebracht und darüber nachgewiesen.  

 

Die mit dem erfindungsgemäße Verfahren erhaltene Probe kann vorteilhaft (beispielsweise in einer 

semiquantitaiven PCR) zur Detektion von Malignomzellen in unterschiedlichen Gewebe, wie z. B. dem  Tumor 

selbst (TU), potentiellen Metastasen (M), Knochenmark (KM) und peripherem Blut (pB), aber auch in 

Körperflüssigkeiten wie Aszites, Pleuraerguss, Liquor, Urin (interessant z.B. bei Blasenkarzinom) oder auch 

Stuhl eingesetzt werden. 

 

Das erfindungsgemäße Verfahren bzw. die damit erhaltenen Proben ermöglichen vorteilhaft, die hochspezifische 

Detektion von Malignomzell-DNA und damit Malignomzellen. Das Verfahren ist absolut malignomzell- und 

patientenspezifisch und hochsensitiv. Es ermöglicht die qualitative Detektierung und Quantifizierung von 

Malignomzell-DNA und Malignomzellen. Damit kann z. B. nach einer Malignombehandlung (z. B. durch 

Resektion, Chemotherapie und/oder Strahlentherapie) überprüft werden, ob tatsächlich alle Malignomzellen 

entfernt wurden. Die Erfindung liefert daher einen wichtigen Beitrag für die Initial- und Verlaufsdiagnostik im 

Rahmen diverser Malignomerkrankungen, bei denen Amplifikationen von Genomabschnitten vorliegen. 

Die erfindungsgemäße hochspezifische Detektion von Malignomzellen ermöglicht auch den Nachweis oder 

Ausschluss von Metastasen oder einer Minimal Residue Disease (MRD). Eine andere wichtige Anwendung ist 

die Knochenmarkstransplantation, insbesondere die autologe Knochenmarkstransplantation. Das 

erfindungsgemäße Verfahren bzw. die damit erhaltenen Proben ermöglichen vorteilhaft, zu überprüfen, ob die 

dem Patienten entnommen Knochenmark- / Stammzellpräparate Malignomzellen enthalten, bevor sie nach der 

Malignombehandlung (Hochdosischemotherapie mit/ohne Ganzkörperbestrahlung) dem Patienten 

zurückgegeben werden.  

 

Die einzelnen bevorzugten Schritte des erfindungsgemäßen Verfahrens werden näher durch das Schema in Figur 

1 erläutert. 

 

Ein Malignom ist eine Erkrankung, bei der Zellen des Körpers autonom und grenzüberschreitend, teilweise 

destruierend wachsen und ohne Behandlung zum Tod des Organismus führen können. Diese beinhalten 

http://de.wikipedia.org/wiki/Adenin
http://de.wikipedia.org/wiki/Cytosin
http://de.wikipedia.org/wiki/Guanin
http://de.wikipedia.org/wiki/Thymin
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Erkrankungen des blutbildenden Systemes (Leukämien und Lymphome) sowie Erkrankungen, die aus Zellen 

aller anderen Organen hervorgehen können (solide, bösartige Tumore). 

Der Begriff Malignom umfasst alle bösartigen Neoplasien, insbesondere Leukämien, Lymphome und solide 

maligne Tumore. Im Folgenden wird die die Erfindung am Beispiel der in humanen Neuroblastomen 

amplifizierten Region des Chromosomes 2 (Chr. 2p24-25) näher erläutert. Die Erfindung ist jedoch auf alle 

Formen maligner Erkrankungen, die ampGA aufweisen, anwendbar, unabhängig von der Sequenz und der 

Lokalisation der ampGA innerhalb des Gesamtgenomes. Für viele Malignome sind ampGA bekannt (z.B. MYCN 

in Neuroblastomen, c-myc, HER-2 und ERBB2 in Brustkarzinomen; c-myc und MYCN in Medulloblastomen; c-

myc, AR (Androgen Rezeptor) und PIK3CA, in Prostatakarzinomen etc.). In transformierten Zellen finden sich 

zudem häufig ampGA, die nicht regelmäßig bei diesen Erkrankungen vorkommen und, anders als z.B. beim 

Neuroblastom, somit keine Aussage über eine prognostische Bedeutung per se zulassen (z.B. Magenkarzinom). 

Alle diese ampGA können mit dem erfindungsgemäßen Verfahren als diagnostisches Werkzeug benutzt werden, 

um hochselektiv Malignomzellen identifizieren zu können. Die Erfindung ist grundsätzlich auf alle Malignome 

anwendbar, welche amplifizierte Genomabschnitte enthalten. Diese können, müssen aber kein spezifisches Gen 

(wie MYCN, AURKA oder andere) enthalten. Der genetische Inhalt des ampGA und die Frage, ob die 

Amplifikation dieses Bereiches eine prognostische Relevanz für das entsprechende Malignom besitzt oder nicht, 

spielen in der Erfindung keine Rolle. Auch die die Ausdehnung und Struktur des ampGA sind von geringer 

Relevanz. Weitere Beispiele für Malignome die häufig amplifizierte Genomabschnitte enthalten sind Leukämien, 

Lungen- und Magenkarzinome. 

 

Mit Hilfe der Erfindung  kann z.B. ein initialer Knochenmarkbefall eines Malignomes bzw. in peripherem Blut 

zirkulierende Malignomzellen äußerst sensitiv diagnostiziert werden. Malignomzellen können in 

Körperflüssigkeiten wie Liquor, Urin, Aszites, Pleuraflüssigkeit, Gelenkergüssen oder Stuhl nachgewiesen 

werden. Des weiteren kann in definierten Verlaufskontrollen eine Aussage über ein quantitatives Ansprechen der 

Erkrankung auf die Therapie gemacht werden (Tumorzellnachweis in Knochenmark oder Tumorrestgewebe, 

Lokalrezidivdiagnostik (Primärtumorlokalisation, Metastasen, Lymphknoten)). Eine weitere 

Anwendungsmöglichkeit besteht in dem äußerst sensitiven Nachweis von Tumorzellen in patienteneigenen 

Stammzell-/Knochenmarkpräparaten vor einer eventuell notwendigen autologen Stammzell-

/Knochenmarktransplantation z. B. im Rahmen einer Hochdosis-Chemotherapie. 
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Die Erfindung wir nachfolgend anhand von Figuren und Ausführungsbeispielen näher erläutert, ohne auf diese 

beschränkt zu sein. 

 

Die prinzipielle Vorgehensweise des erfindungsgemäßen Verfahrens zur Etablierung einer Amplikon-

Fusionsstellen-PCR wird anhand zweier primärer, humaner Neuroblastomzellinien beschrieben, die eine 

Amplifikation des genomischen Bereiches um MYCN aufweisen.  

Da das Vorhandensein der Amplifikation des genomischen Berreiches um MYCN in beiden Zellinien bekannt ist 

konnte die DNA gleich auf einem Tiling-Array hybridisiert werden, der den genomischen Bereich um das 

MYCN-Gen entsprechend hoch auflöst.  

 

Figur 1: Dargestellt ist der mögliche Untersuchungsablauf im Falle einer neu diagnostizierten 

Malignomerkrankung. Sind für die entsprechende Erkrankung bereits ampGA vorbeschrieben, kann direkt mit 

einer Fine-Tiling Array Untersuchung begonnen werden. Sind keine Gen-Amplifikationen bekannt, kann zuvor 

im Gesamtgenom mittels CGH Untersuchung gescreent werden. Folgend sind die weiteren Schritte zur 

Etablierung einer AFS-PCR beschrieben. 

 

Figur 2: Dargestellt sind die Ergebnisse der Fine-Tiling Array Untersuchung von genomischer DNA aus den 

Neuroblastomzellinien KELLY und IMR32. In beiden Fällen ist die Amplifikation des Bereiches um MYCN 

(genomische Lokalisation um 16Mb) darstellbar und gut nach telomer- und centromerwärts abgrenzbar. Die 

Amplifikationshöhe ist als Log2-Ratio bezogen auf die Basallinie dargestellt. 

 

Figur 3: A) Tiling-Array Darstellung des ampGA der KELLY Zellinie und dessen virtuellen telomerseitigen 

und centromerseitigen Grenzen. B) Virtuelle Fusionierung der ampGA-Grenzen. Damit wird die 

Aneinanderreihung „simuliert“, ohne die basengenaue Grenze zu kennen. C) Mit Abstand zu der virtuellen 

Fusionsstelle werden die Primer für die nachfolgende PCR designt. In Einzelfällen kann es notwendig sein 

mehrere Primerpaare zu designen, abhängig von der Qualität der Arrayuntersuchung und der Arrayauflösung an 

den Grenzbereichen (s. Haupttext). Nach erfolgreichem Primerdesign erhält man eine spezifische PCR Bande. 

D) Nach Sequenzierung des PCR Produktes erhält man die basengenaue Amplikonfusionstelle (AFS) und den 

Fusionsbereich, anhand derer eine hochsensitive Realtime PCR mit geringerem Abstand zur AFS designt werden 

kann.  

 

Figur 4: A) Tiling-Array Darstellung der ampGA der IMR-32 Zellinie und deren virtuellen telomerseitigen und 

centromerseitigen Grenzen. B) Darstellung der durch PCR validierten AFS. Für drei der vier im Array 

dargestellten ampGA konnte eine direkte Fusion gezeigt werden. Dabei ist interessant, dass in diesem Fall die 

ampGA auch in inverser Richtung fusioniert sein können. Für ein ampGA konnte keine direkte Fusion mit den 

übrigen, auf dem Array dargestellten ampGA gezeigt werden. Mögliche Ursache ist das Vorhandensein weiterer 

ampGA in Bereichen des Genomes, die von der Tiling-Array Untersuchung nicht erfasst wurden und noch 

zwischen diese ampGA fusioniert sind. Für die Etablierung einer tumorspezifischen AFS-PCR reicht jedoch der 

Nachweis einer einzelnen AFS aus. C) Nach Sequenzierung des PCR Produktes erhält man die basengenaue 

Amplikonfusionstelle (AFS), anhand derer eine hochsensitive Realtime PCR mit geringerem Abstand zur AFS 

designt werden kann. 

 



Habilitationsschrift Dr. med. Axel Weber 

- 102 - 

Figur 5: A) Darstellung der Realtime PCR Daten der spezifischen Real time-AFS PCRs für die beiden 

Neuroblastomzellinien KELLY und IMR-32. Auf die X-Achse sind die zunehmenden Verdünnungsschritte der 

Zellverdünnungsreihe aufgetragen. Die Y-Achse zeigt die relative Kopienzahl der Amplikons der 

Verdünnungsschritte, die mittels Realtime PCR nachgewiesen werden konnten bezogen auf die Kopienzahl der 

Amplikons in DNA aus den jeweils unverdünnten, MYCN amplifizierten Zellinien, die entsprechend  =1 gesetzt 

wurden. B) Auftrag der AFS-PCR Fragmente in ein 3% Agarosegel und Färbung mit Ethidiumbromid. C) 

Weitere Verdünnung der isolierten DNA aus dem Zellverdünnungsschritt 1:10
6
 mit DNA aus SH-EP Zellen in 

log2 -Schritten. Der Nachweis von AFS ist bis zu einer DNA Verdünnung von 1:80
6
 deutlich möglich. Inhibin-

Beta-B (IBB, ein Gen auf dem langen Arm von Chromosom2) wurde als Kontrollgen vervielfältigt. Für dieses 

Gen ist keine genomische Amplifikation bekannt. 

  

Figur 6: Darstellung der Spezifität der AFS-PCRs für die Neuroblastomzellinien KELLY und IMR-32. 

Durchgeführte PCRs mit den jeweiligen Primern führen nur mit den DNAs der jeweiligen Zellinien zu 

spezifischen PCR Fragmenten. Die Zelllinien SH-EP, SY5Y, SK-N-BE(2) und CHP126 sowie natives gesundes 

Plazentagewebe sind Vergleichsproben. 

 

Figur 7a/7b: Dargestellt sind die Ergebnisse der Fine-Tiling Array Untersuchung von genomischer DNA aus 40 

unterschiedlichen, primären, MYCN amplifizierten Neuroblastomen. In allen Fällen ist die Amplifikation des/der 

ampGA um MYCN (genomische Lokalisation um 16Mb) darstellbar und gut nach temomer- und centromerwärts 

abgrenzbar. Die Amplifikationshöhe ist als Log2-Ratio bezogen auf die Basallinie dargestellt. 

 

Figur 8: Dargestellt sind die Ergebnisse der Fine-Tiling Array Untersuchung von genomischer DNA aus 4 

primären, MYCN amplifizierten Tumoren und deren zugehörigen Rezidiven. In allen Fällen ist die Amplifikation 

des Bereiches um MYCN (genomische Lokalisation um 16Mb) darstellbar und gut nach temomer- und 

centromerwärts abgrenzbar. Die Amplifikationshöhe ist als Log2-Ratio bezogen auf die Basallinie dargestellt. 

Die Untersuchung zeigt deutlich, daß die Amplikonstruktur in den Primärtumorzellen und den jeweiligen Zellen 

der Rezidivtumore exakt übereinstimmt. 

 

Figur 9: A) Quantitative Realtime AFS-PCR am Beispiel zweier Primärtumoren (TU20 und TU21) und der 

dazugehörigen DNA aus primärem Tumor (TU), Knochenmark (KM) zum Zeitpunkt der Initialdiagnose, 

peripherem Blut (pB) und Rezidivtumorgewebe (Rez.). Als Negativkontrolle wurde DNA aus humanem 

Plazentagewebe eingesetzt (Kontr.). B) Nachweis der spezifischen AFS-PCR Fragmente in 3% Argarosegelen.  

 

 

Zellen und Zellkultur 

Für die Untersuchung wurden die humanen Neuroblastomzelllinien „IMR32“ (DSMZ No. ACC 165) und 

„KELLY“ (DSMZ No. ACC 355) mit vorbekannter MYCN Amplifikation, sowie die humane 

Neuroblastomzellinie SH-EP (keine DSMZ No. vorhanden) ohne MYCN Amplifikation in Kultur genommen. 

Die Zellen wurden unter Standardzellkulturbedingungen kultiviert (5% CO2, 37°C, RPMI-Medium mit 10% 

fötalem Kälberserum, Penicillin [100U/ml], Streptomycin [100µg/ml] und Glutamin [2mmol/L]). Vitale, in 
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Teilung befindliche Zellen wurden bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 80% trypsinisiert, geerntet und 

abzentrifugiert und bis zur DNA Isolation bei -20°C gelagert. 

 

DNA Isolation 

Dazu wurde mittels eines Säulenaufreinigungsverfahrens die genomische DNA aus jeweils 5 x 10
6
 Zellen isoliert 

(QIAGEN DNA-Blood an Tissue Kit; nach Anleitung des Herstellers). Die DNA-Konzentration und -Qualität 

wurden photospektrometrisch gemessen (Nanodrop, Fa. Amersham). Ausgangsbedingung für eine 

Arrayhybridisierung war eine DNA - Konzentration von 250ng/µl, eine DNA Gesamtmenge von 5µg DNA und 

eine 280/260nm Ratio von 1,85 – 1,95 (Angaben der Firma ImaGenes, Berlin).  

 

Array 

Die DNA wurde zusammen mit einer Kontroll-DNA (DNA eines gesunden, humanen, gleichgeschlechtlichen 

Individuums) auf den entsprechenden Arrayslide hybridisiert. Die Färbung der Proben DNA erfolgte mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Cy5, die Färbung der Kontroll DNA erfolgte mit Cy3. Das Arraydesign und die 

Arrayhybridisierung erfolgte als Auftragsleistung bei der Firma ImaGenes (Berlin, Deutschland).  

Auf dem Arrayslide wurden DNA-Oligonukleotide (16-20 Basen Länge) des zu untersuchenden Bereiches 

geprintet. Die Auflösung errechnet sich dabei aus der möglichen Anzahl der zu hybridisierenden 

Oligonukleotide und der gewünschten Ausdehnung des zu untersuchenden Bereiches. In unserem Fall wurde ein 

Arrayslide mit 384.599 DNA-Oligonukleotide bestückt. Die Ausdehnung des zu untersuchenden Bereiches auf 

Chromosom 2p (inclusive der Kontrollbereiche) umfasste 24.913.401 Basen. Daraus ergibt sich eine Auflösung 

unseres Array von durchschnittlich 65 Basen Abstand zwischen 2 aufeinander folgenden DNA-Oligonukleotide. 

Zu Beachten ist dabei, dass in Bereichen des Genomes mit hochspezifischen Sequenzfolgen (z.B. für Gene 

kodierendes Euchromatin) die spezifischen DNA-Oligonukleotide in einer höheren Auflösung (kleinerer 

Abstand zueinander) designt werden können. In Bereichen des Genomes, in denen z.B. längere Repeatfolgen 

vorkommen ist die Auflösung entsprechend niedriger. Die Ergebnisse der Arrayhybridisierung der beiden 

Zelllinien-DNAs sind in Figur 2 dargestellt. 

 

Primerdesign 

Die Angabe der exakten Position der auf den Array geprinteten Oligonukleotide ermöglicht es per 

Datenbanksuche (z.B. BLAT - The BLAST-Like Alignment Tool, Genome Res 12:4 656-664. 

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start) die Sequenzen der telomerseitigen und 

zentromerseitigen Grenzen des  ampGA zu erhalten. 

Die jeweils ersten und letzten 1000 Basen des auf dem Array als  ampGA dargestellten Bereiches wurden in eine 

Textdatei kopiert und so aneinandergereiht, dass jeweils an das Ende eines ampGA ein neuer Anfang des 

nächsten ampGA folgt. Damit wird virtuell der Fusionsbereich simuliert, in dem, in gleichgerichteter 

Orientierung, die amplifizierte Sequenz wieder aufeinander folgt. Diese Amplikonfusionsstelle (AFS) und damit 

der Fusionsbereich sind absolut spezifisch für das Tumorzellgenom und in keiner anderen Zelle zu finden, da 

ausschließlich die Tumorzellen die Amplifikation des exakt gleichen Bereiches aufweisen. Der so ermittelte 

Fusionsbereich dient nun zum Primerdesign für die nachfolgenden AFS-PCR Reaktionen. Die Primer werden so 

designt, dass jeweils ein Primer im telomerseitigen und ein Primer im centromerseitigen Sequenzbereich des  

http://www.genome.org/cgi/content/abstract/12/4/656
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ampGA liegt. Eine PCR kann also nur zu einem Produkt führen, wenn diese Bereiche aneinander fusioniert sind. 

Ein Beispiel bietet das MYCN-Amplikon der KELLY Zellinie (Figur 3). 

Eine weitere Möglichkeit zum Design einer malignomzellspezifischen AFS-PCR besteht in der Überbrückung 

von nicht amplifizierten Bereichen, die auf der Arraydarstellung wie Lücken innerhalb eines amplifizierten 

Genomabschnittes wirken. Hier besteht die Möglichkeit, dass die einzelnen ampGA in gleicher, oder in inverser 

Richtung miteinander fusioniert sind. (D.h., dass zwei aufeinander folgende,  ampGA so angeordnet sein 

können, dass an ampGA-1 in „Telomer  Centromer“ Ausrichtung der nächste ampGA-2 in „Centromer 

Telomer“ Ausrichtung fusioniert ist. Dies kommt dadurch zustande, dass es sich bei genomischer DNA um 

einen Doppelstrang handelt, der sowohl in gleicher, als auch in inverser Richtung (dann allerdings  mit 

vertauschten Strängen) aneinander fusioniert werden kann.) Ein Beispiel bietet das MYCN-Amplikon der IMR32 

Zellinie. Dieses Amplikon zeigt einen sehr komplexen Aufbau, da noch weitere amplifizierte Genomabschnitte 

aus einer Entfernung von 50 Megabasen (um das MEIS1-Gen) in die Amplikonstruktur integriert sind. (Figur 4) 

Am Beispiel des IMR32 Amplikons wird deutlich, dass die Lokalisation, die Ausdehnung und der genomische 

„Inhalt“ des amplifizierten Bereiches zur Etablierung einer AFS-PCR unerheblich sind. 

 

  Primer für die Zellinien PCRs 

 

SEQ ID 

No. 

Zellinie  Sequenz (5´3´)  

  Zellinien AFS-PCR (vor Sequenzierung): 

 

 

IMR32 F GGTTGTTGAGAGGATAATGGA 1  

 R TAGGAAAGGCTTTGGGTTAT 2  

Kelly F TCTACCCAAGACACATGCTAA 3  

 R GCTGTCTGGTGCTACTCAA 4  

    

  Zellinien quantitative Realtime-AFS-PCR (nach Sequenzierung): 

 

 

IMR32 F CCCAGGATTAGACGGAAAAT 5  

 R CTACTGGTGATGCTTGACTC 6  

Kelly F TCTGCCAAGCTGGGGTAAG 7  

 R TGTAAGTGGGCAGCGTGAC 8  

 

PCR 

Die PCR zur Validierung der virtuellen Fusionsbereiche erfolgte unter folgenden Bedingungen: QIAGEN-

HotStarTaq Plus PCR Mastermix 12,5µl, DNA der entsprechenden Zellinie/Tumor 200ng, je 2 

amplikonspezifische Primer oder 2 Kontrollprimer (je [25pMol]), DMSO 1,5µl, Aqua-dest. ad 25µl. 

Cyclerbedingungen: 5 Minuten initiale Denaturierung bei 95°C, anschließend 38 Zyklen mit 20 Sekunden 

Denaturierung bei 95°C, 20 Sekunden Annealing bei 57°C, 60 Sekunden Elongation bei 72°C, danach Abkühlen 

auf 4°C bis zum Auftragen auf des Agarosegel. 
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Agarosegelelektrophorese in 1% – 3% Agarosegel (je nach Produktlänge). Anschließend Färbung der Gele mit 

Ethidiumbromid. Die Banden wurden unter UV Durchleuchtung sichtbar gemacht und dokumentiert (Figur 3c). 

 

Isolation der DNA der PCR Banden 

Im Anschluß wurden die PCR-Fragmente unter UV-Durchleuchtung aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit 

dem QIAGEN DNA Gel Extraktion Kit nach Herstellerangaben isoliert. 

 

Sequenzierung 

Die Sequenzierung der PCR-Fragmente erfolgte von beiden Seiten mit den entsprechenden, zuvor in der PCR 

eingesetzten Primern. (Einsatz in die Reaktion: 20ng/100bp DNA-Fragment, je 10pmol Primer). Ansatz der 

Sequenzierreaktion mit dem „ABI Prism BigDye Terminator 3.1 Ready Reaction Cycle Seq. Kit“ von Applied 

Biosystems. Reaktionsablauf unter Bedingungen nach Angaben des Herstellers. Als Sequenzer wurde ein „16 

Capillary Sequenzer Genetic Analyzer 3100“ von Applied Biosystems benutzt. 

 

Design von Primern für eine Realtime PCR 

Nach Sequenzierung der PCR Fragmente ist die basengenaue Fusionsstelle (AFS) des entsprechenden 

Amplikons identifiziert. Es können nun Primer designt werden, die zu einem PCR-Produkt führen, das die 

exakte AFS überbrückt. (Entsprechend der Kriterien für eine Realtime PCR sollte das Produkt 100-200bp Länge 

nicht überschreiten. Daher ist die Sequenzierung des Fusionsbereichs mit der genauen Fusionsstelle (AFS) für 

das RT-Primer Design obligat.) 

 

Durchführung der Realtime PCR 

Die PCR zur Validierung der virtuellen Fusionsbereiche erfolgte unter folgenden Bedingungen: QIAGEN-

HotStarTaq Plus PCR Mastermix 12,5µl, SYBR-Green-I [0,5x] (Molecular Probes), DNA der entsprechenden 

Zellinie/Tumor 200ng, je 2 amplikonspezifische Primer oder 2 Kontrollprimer (Inhibin-beta-B) (je 25pmol), 

Formamid 0,3µl, DMSO 1,5µl, Aqua-dest. ad 25µl. 

Cyclerbedingungen: 5 Minuten initiale Denaturierung bei 95°C, anschließend 38 Zyklen mit 20 Sekunden 

Denaturierung bei 95°C, 20 Sekunden Annealing bei 57°C, 30 Sekunden Elongation bei 72°C, danach Abkühlen 

auf 4°C. 

Der SYBR-Green Ansatz für die Realtime AFS-PCR wurde gewählt, da mit Hilfe einer anschließenden 

Schmelzkurvenanalyse eine qualitative Aussage über die Spezifität des PCR Produktes gemacht werden kann.  

 

Testung der Sensitivität des Verfahrens (Zell-Verdünnungsreihe) 

Mittels der etablierten Realtime PCR wurde anhand einer Verdünnungsreihe von Tumorzellen die Sensitivität 

des Verfahrens ermittelt. Tumorzellen der entsprechenden Neuroblastomzellinien mit MYCN Amplifikation 

(KELLY und IMR-32) wurden in Zellen einer Neuroblastomzellinie ohne MYCN Amplifikation (SH-EP) mit 

annähernd identischem DNA Gehalt/Zelle verdünnt. Dabei wurden folgende Verdünnungsstufen hergestellt: 

Eine Tumorzelle auf 10 Kontrollzellen (1/10), Eine Tumorzelle auf 100 Kontrollzellen (1/10
2
) und im Weiteren 

(1/10
3
), (1/10

4
), (1/10

5
), (1/10

6
). Von jeder MYCN amplifizierten Tumorzellinie wurden drei unabhängige 

Verdünnungsreihen angelegt. Aus diesen Zellverdünnungsschritten wurde von jeweils 2 x 10
6
 Zellen 

genomische DNA isoliert. Von der isolierten DNA wurden 200ng in eine Realtime AFS-PCR eingesetzt. Als 
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Positivkontrolle diente DNA der spezifischen, MYCN amplifizierten Zelllinie (IMR32, KELLY). Als 

Negativkontrolle diente DNA der nicht MYCN amplifizierten Kontrollzelllinie (SH-EP). Jede Verdünnungsreihe 

wurde im Triplikat untersucht. Die Ergebnisse sind in relative AFS-Kopienzahl in Bezug auf die Positivkontrolle 

dargestellt (Figur 5). Mittels Realtime PCR konnten so tumorspezifische AFS-PCR Produkte aus einer 

Zellverdünnung von 1/10
6 

 sicher dargestellt werden. Dieser Wert entspricht der ermittelten Sensitivität des 

Verfahrens. Die experimentell nachgewiesenen, relativen Kopienzahlen entsprechen dabei fast exakt den 

angesetzten Verdünnungsschritten (bei KELLY exakter als bei IMR-32). Dieses Ergebnis unterstreicht die 

Anwendbarkeit und Interpretationsfähigkeit des Verfahrens.  

Qualitativ wurden spezifische AFS-PCR Fragmente aus einer weiteren DNA Verdünnung, ausgehend von der 

DNA aus dem Zellverdünnungsschritt 1:10
6
, in Bereichen von 1/10

6
 - 1/10

7
 detektiert. Dazu wurde die DNA aus 

dem Zellverdünnungsschritt 1:10
6
 mit SH-EP DNA schrittweise 1:1 weiter verdünnt und anschließend in die 

AFS-PCR eingesetzt. Dabei ist der letzte Verdünnungsschritt (1/10
7
)

  
teilweise nur noch sehr schwach 

nachweisbar. Eine Quantifizierung mittels Realtime PCR ist aufgrund der großen Standardabweichungen in 

diesem Bereich nur noch ungenau möglich. Aufgrund der 100%igen Spezifität der AFS-Fragmente ist dieser 

qualitative Nachweis jedoch immer als positiver Befund zu werten (Figur 5 C).  

 

Testung der Spezifität des Verfahrens 1 (Spezifität der AFS-PCR Primer) 

Die Spezifität der AFS-PCR wurde überprüft, indem die AFS spezifischen Primer mit DNA der jeweiligen 

amplifizierten Zellinien und weiteren Kontrollzellinien/Geweben eingesetzt wurden. Dabei können AFS 

spezifische PCR-Fragmente nur aus DNA der entsprechenden Zellinien generiert werden (Figur 6). 

 

Testung der Spezifität des Verfahrens 2 (Hybridisierung von DNA aus 40 primären MYCN amplifizierten 

Neuroblastomen) 

Die Spezifität der AFS wird anhand einer Untersuchung von DNA aus 40 primären, MYCN amplifizierten 

Neuroblastomen dargestellt (Figur 7a, 7b). Für jedes Amplikon finden sich  individuelle telomer- und 

centromerseitige Grenzen der ampGA. Damit sind die Fusionsbereiche nicht nur innerhalb eines Individuums 

malignomzellspezifisch, sondern auch interindividuell einzigartig. Die etablierten AFS-PCRs sind somit sowohl 

malignomzellspezifisch als auch patientenindividuell.  

 

Testung der Spezifität des Verfahrens für die Verlaufskontrolle 

Von 4 Tumoren lag ausreichend Material von Tumorgewebe aus einem zugehörigen Rezidiv vor. Aus diesem 

Material wurde wie zuvor beschrieben DNA isoliert und auf einen gleich designten Array hybridisiert. Die 

Grenzen der ampGA entsprechen exakt denen der entsprechenden Primärtumoren (Figur 8). 

Von einigen Tumoren wurde DNA aus zugehörigen Blut- und Knochenmarkproben sowie aus Tumormaterial 

von Rezidivtumoren isoliert. Die individuellen AFS-PCRs wurden mit diesen DNAs durchgeführt. In einigen 

Fällen konnte damit das Vorhandensein von Tumorgenom in diesen Proben und damit der Beweis der 

Praktikabilität der Methode für die Verlaufskontrollen in der klinischen Praxis dargestellt werden (Figur 9). 
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2.6 Diskussion und Ausblick 

 

Molekulare Marker nehmen in der onkologische Diagnostik einen immer größeren 

Stellenwert ein. Neben den Leukämieen können in fast allen Formen solider Tumoren 

genomische Veränderungen beschrieben werden, die zur Diagnostik, Stratifizierung und 

Etablierung von MRD Markern genutzt werden können (siehe hierzu: Atlas of Genetics and 

Cytogenetics in Oncology and Haematology. URL http://AtlasGeneticsOncology.org). 

Im Falle des Neuroblastomes hat die Entdeckung der MYCN Amplifikation und deren 

prognostische Bedeutung die risikoadaptierte Therapiestratifizierung revolutioniert (Schwab 

et al., 1983). Im weiteren Verlauf konnte auch für weitere genomische Veränderungen eine 

Korrelation zu einem schlechteren Therapieansprechen und damit verbunden, zu einer 

schlechteren Prognose beschrieben werden (Maris et al 1999; Fischer et al 2008). Für die 

Risikostratifizierung werden zusätzlich zur MYCN Amplifikation noch Deletionen auf 

Chromosom 1p und 11q herangezogen.  

Neben genomischen Veränderungen unterscheiden sich Neuroblastome verschiedener 

Risikogruppen auch in Ihren Genexpressionsmustern. Durch vergleichende Untersuchung 

solcher Genexpressionsprofile können teilweise Rückschlüsse auf das biologische Verhalten 

von Tumorzellen wie Proliferationskompetenz oder ein potentielles Ansprechen auf 

bestimmte Zytostatika gezogen werden. Exemplarisch wurden im Rahmen dieser Arbeit die 

Expression von dem CDK Inhibitor p27kip, der Rezeptor-Tyrosinkinase IRR und des 

Transkriptionsfaktors Zbtb4 (KL1) untersucht. Die Arbeiten ließen Rückschlüsse auf die 

funktionelle Bedeutung dieser Proteine in der Genese des humanen Neuroblastomes zu. Für 

das in unserer Arbeitsgruppe zuvor erstmals klonierte Zinc-Finger Protein Zbtb4 konnten 

Protein-Interaktionspartner identifiziert und die Auswirkung auf die Bindung dieses 

Proteinkomplexes an dem Promotor des Zellzyklusinhibitors p21cip analysiert werden. Durch 

Aufklärung dieser Mechanismen konnte nicht nur die prognostische Bedeutung der Zbtb4 

Expression in humanen Neuroblastomen erklärt werden. Die Identifizierung des 

Zusammenspieles des Transkriptionsfaktor-Komplexes um Zbtb4 mit Histonacetylasen 

(HDAC) lässt auch eine potentielle therapeutische Beeinflussung denkbar erscheinen.     

Neben der Identifizierung einzelner, für die Genese des Neuroblastomes wichtiger Gene aus 

einer Screeninguntersuchung (z.B. Microarray basiert) kann die Betrachtung der gesamten 

Genexpressionsprofile auch benutzt werden, um Risikogruppen zu stratifizieren. Dies ist 

durch die Etablierung des PAM Classifiers zumindest für einen Großteil der 

Neuroblastompatienten möglich. Gerade die Hochrisiko-Patienten, für die weitere 

Stratifizierungswerkzeuge dringend notwendig wären, scheinen jedoch am wenigsten von 

der Einteilung über den PAM Classifier zu profitieren. 

http://atlasgeneticsoncology.org/
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Es bleibt abzuwarten, inwieweit Genexpressionsmarker oder ganze Genexpressionsprofile 

wirklich Anwendung in der klinischen Routine finden werden. RNA ist wesentlich instabiler 

als genomische DNA und der hohe logistische Aufwand bei der Materialgewinnung, -

aufbereitung, dem -transport und letztlich der RNA Isolation spricht derzeit noch gegen einen 

routinemäßigen Einsatz.  

Für die Hochrisiko-Patienten mit Amplifikation des MYCN Genes konnte gezeigt werden, 

dass die ampGA in Ihrer Ausdehnung her von Patient zu Patient sehr unterschiedlich sind. 

Dies wurde zuerst mittels Multiplex-PCR durch Nachweis von Koamplifikationsmustern 

gezeigt. In dem untersuchten Patientenkollektiv zeigte sich ein Überlebensvorteil für 

Patienten, deren ampGA telomerwärts von MYCN auch das DDX1 Gen mit einschließt. Mit 

den etablierten Multiplex-PCR Ansätzen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sich die 

Ausdehnung der ampGA im Verlauf der Erkrankung (nach Chemotherapie bzw. im Falle 

eines Rezidives) nicht ändert. Lediglich die Kopieenzahl zeigte eine begrenzte Variabilität. In 

einer Folgeuntersuchung konnten wir mittels HR-TA die ampGA hochauflösend darstellen 

und die absolute Individualität deren Ausdehnung beschreiben. Die Grenzbereiche der 

ampGA konnten mittels PCR validiert werden. Die dafür entwickelten PCRs wurden über 

Fusionsbereiche der ampGA gelegt und waren damit absolut Tumorzell-spezifisch und 

Patienten-individuell (AFS-PCR). Dieses Verfahren wurde eingehend auf seine Spezifität und 

Sensitivität hin untersucht und scheint sich nach unseren Daten ideal als Diagnostikum zum 

Nachweis minimaler Tumorzellmengen zu eignen. Dies ist zum Beispiel für einen Einsatz in 

der MRD-Diagnostik denkbar, die aktuell einen immer größer werdenden, 

therapiebegleitenden Stellenwert für Patienten mit soliden Tumoren einnimmt.  

 

Die Weiterentwicklung geeigneter, molekularer Marker, die für die routinemäßige 

Anwendung bei Neuroblastompatienten geeignet sind, ist das vorrangige Ziel weiterer 

Forschungsprojekte, die auf den Arbeiten, die die Grundlage dieser Habilitationsschrift 

bilden, aufbauen. Dabei spielt die Praktikabilität eine große Rolle. Der Einsatz der AFS-PCR 

ist sehr viel versprechend und soll in prospektiven Untersuchungen auf seine Anwendbarkeit 

hin untersucht werden. Das Verfahren wurde beispielhaft an MYCN amplifizierten 

Neuroblastomen entwickelt. Die mögliche Übertragbarkeit auf andere amplifizierte 

Genomabschnitte eröffnet die Möglichkeit diese Methode auch für viele andere 

Tumorentitäten als Diagnostikum zu etablieren. Die Wertigkeit eines Nachweises geringster 

Mengen von Tumorzellen bzw. Tumorzellgenom muss allerdings für jede Malignomentität 

studienbegleitend überprüft werden. 
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2.7 Abkürzungen 
 
AFS (Amplikon-Fusions-Stelle); AI (Apoptotic-Index); ALL (akute lymphatische Leukämie); 

ampGA (amplifizierten Genomabschnitte); ChIP (Chromatin-Immunoprezipitation); DI (DNA-

Index); dMin (double-minute-chromosome-bodies); DPMA (Deutschen Patent- und 

Markenamt); EFS (event free survival); HDAC (Histondeacetylasen); HR-TA 

(hochauflösenden Tiling-Arrays); HSR (homogeneously staining regions); INPC (International 

Neuroblastoma Pathology Committee); INSS (Internationale Stadieneinteilung für 

Neuroblastome); IRR (Insulin-Rezeptor-related-Rezeptor); LOH (loss of heterozygosity); LZÜ 

(Langzeitüberleben); MRD (minimal residual disease); MYCN (Avian Myelozytomatosis viral-

related oncogene, Neuroblastoma-derived); NB (Neuroblastom); OS (overall survival); PAM 

(Prediction analysis for microarrays); PCR (Polymerase Chain Reaction); RTK (Rezeptor-

Tyrosinkinase); Zbtb4 (Zinc-Finger and BTB-Poz Domain containing Protein 4) 
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