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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. 
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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 ĂHomer-Wright-Rosettenñ 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 

Ădouble-minute-chromosome-bodiesñ (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. 
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