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ZUSAMMENFASSUNG
Genomische Amplifikationen und Koamplifikationen in ZNS-Tumoren

von Rika Wobser

Die molekulare Grundlage der Entstehung solider AM&oren ist noch nicht vollkommen
geklart. Eine genomische Veranderung im RahmerTdarorigenese liegt in der Vervielfachung
bestimmter DNA-Abschnitte, der sogenannten Amgdifikn. Fir manche Tumoren stellt der
Amplifikationsstatus spezifischer Gene einen wighti pradiktiven Faktor in bezug auf
Tumorprogression und Therapieansprechen dar. Sbdeir Amplifikationsstatus des Gel/CN

auf Chromosom 2p24 in Neuroblastomen als prograbstisMarker genutzt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Haufigkein genomischen Ko-/Amplifikationen auf
2p24 MYCN, koamplifizierte Gen®&AG undDDX1) und 5p15KTERT, irx1) in Tumorgewebe und
—zelllinien solider Hirntumoren zu untersuchen. §eigGenregionen beeinflussen die Proliferation
und Alterungsprozesse sowie die neuronale Entwigklu

Voruntersuchungen mittels RLGS und CGH zeigten &liffkeiten dieser Genregionen, welche
sodann mittels realtime-PCR mit SYBR Green bedtatipd quantifiziert wurden. Im
Untersuchungskollektiv konnten fur die Neuroblasteitinien IMR-32 und KCN die in der
Literatur vorbeschriebenen Amplifikationen auf 2pBbéstatigt werden. In 1/7 embryonalen
Tumoren konnte ebenfalls eine signifikante Ampéfikn vonMYCN sowie Koamplifikation der
benachbarten Ger@DX1 undNAG nachgewiesen und quantifiziert werden. In 13 deensuchten
37 soliden Hirntumoren konnten Amplifikationen &g15.33 gezeigt werden. Erstmals wurden
nicht nur signifikante hTERT- sonder auchlrxl-Amplifikationen in Tumoren des ZNS
nachgewiesen.

Weiterfilhrende Untersuchungen miissen zeigen, abebienfalls Koamplifikationen bedeutsam
sind. Die pathogenetische Relevanz und die progub&t Bedeutung dieser Genveranderungen
bleiben Untersuchungen an einem gréReren Kollektwie zusétzlich auf Expressionsebene

vorbehalten.
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1. Einleitung

1.1 Amplifikation

Kennzeichnend fir die Entstehung von Hirntumoreh eme Akkumulation von
Veranderungen in Genen, welche den Prozess derdékration, der -differenzierung
und des -todes regulieren.

Wie bei anderen Tumoren spielen sowohl (Proto-)@eke als auch
Tumorsuppressorgene eine entscheidende Rolle. Bummressorgene kodieren
Proteine, die das Zellwachstum hemmen und sindumadren typischerweise durch
inaktivierende Mutation oder Deletion verandert. kG@gene kodieren zumeist flr
Proteinprodukte, die Zellwachstum, Proliferatiomydsion und Metastasierung fordern.
Diese Gene werden typischerweise durch aktivierenbutationen oder
Amplifikationen fur den Entstehungsprozess von Trenaelevant.

Der Begriff DNA-Amplifikation bedeutet eine Verviachung bestimmter Genbereiche.
Werden transkribierbare Templates amplifiziert, rkasomit die Expression des
betroffenen Gens gesteigert sein.

Genomische Amplifikationen wurden erstmals als pgéimetisch relevant identifiziert
in Bezug auf zellulare Resistenzentwicklung gegetatvolische Inhibitoren. So kann
dieser Mechanismus der genomischen Amplifikationhagét in Tumorzellen
nachgewiesen werden, die gegen ein Chemotherapgutrkesistent geworden sind.
Studien an derartig veranderten Zellen haben zamsjiokypische, zytologisch sichtbare
Veranderungen gezeigt, die mit dem Prozess der ifikgtion der DNA assoziiert
sind:

Die Kopien der amplifizierten DNA kdnnen zum einextrachromosomal aldouble
minutes vorliegen. Hierbei handelt es sich um kleine Chrsamen-ahnliche
Strukturen, die meist kein Zentromer besitzen.

Amplifizierte DNA-Sequenzen konnen jedoch auch iormmale zentromerische
Chromosomen integriert sein und als abnorme Regiomeerhalb des Chromosoms
zytologisch auffallen. Sie bildehomogeneously staining regions, gleichartig gefarbte
Regionen des Chromosoms. Das charakteristische 3&ksgiel zwischen hellen und
dunklen Banden wird in betroffenen Chromosomen ldwie durchbrochen, so dass



solche Chromosomen zumeist schon anhand der veténd®lusterung erkennbar
werden.

Diese chromosomale Integration ist reversibel, sassddouble minutes und
homogeneously staining regions als untereinander austauschbare Formen ampligziert
DNA angesehen werden. @Buble minutes zumeist kein Zentromer besitzen, ist ihre
Vererbung bei der Zellteilung nicht regelmafig. 8obedeutet die Integration der
amplifizierten Loci in ein Chromosom, das heil3t diesbildung vonhomogeneously
staining regions, einen Ubergang in eine stabil aufrechterhalter@mF von
amplifizierter DNA.

HSR

Abbildung 1: Prozess der GenamplifikatioRine groRe DNA-Region (schraffiert), die das Zéglgenthalt, wird

dupliziert und bildet ein, vermutlich zirkularessteechromosomales Element oder Episom. Dieseszbésin Zentromer, sodass
keine regelmaRige Verteilung wéahrend eines mitbdacZyklus zwischen den Tochterzellen erfolgt. Bieilsweise aufgrund von
Wachstumsvorteilen akkumulieren die Episome inreiffieil der Zellen. Im Lichtmikroskop darstellbarpifome werden ,double
minutes” (dmins) genannt. Werden diese dmins lineaein beliebiges Chromosom integriert, werden Aie sogenannten
»,homogeneous staining regions* (HSR) und sind dataibil und regelmafig vererbbar. (11)

In zytologischen Untersuchungen normaler Saugetierz findet man auf3erst selten
double minutes und homogeneously staining regions. Der Vorgang der DNA-
Amplifikation scheint darum kein gewdhnlicher Pregen der Entwicklung der Séuger
zu sein. Demgegenuber sind in Tumorzellen DNA-Afikgtionen bis zu 1000x

haufiger als in normalen Zellen zu finden. Diesegjische Instabilitat spielt eine



besondere Rolle in der Entstehung von Tumoren. kg8 dann, wenn die
amplifizierte Region einen Selektionsvorteil verspt, expandieren Zellpopulationen,
die diese DNA-Amplifikation in sich tragen. Die ¢eigerte Expression amplifizierter
Gene kann fur die Tumorzellen zu einem selektiveach8tumsvorteil fuhren,
insbesondere, wenn es sich bei dem amplifiziertecuk um ein zellulares Onkogen
handelt. Dementsprechend kann das Aufspiren spdsdi Genamplifikationen in
Tumorzellen einen entscheidenden Hinweis auf zZe#ulGene geben, die an der
Kontrolle des Wachstumszyklus und somit auch dendnigenese beteiligt sind.
Demgegenuber werden auch sporadische Amplifikatioime Tumoren gesehen, die
moglicherweise einen Sekundareffekt darstellen, dier Expression von Onkogenen
steigern kann, die durch andere Mechanismen aktiwigrden.

Als Beispiel fur die klinische Relevanz solcher gemscher Amplifikationen kann das
Neuroblastom herangezogen werden. Hier ist ein efarg auf Amplifikation des
OnkogenedMYCN etabliert. Es besteht eine Korrelation zwischenphimkation von
MYCN und fortgeschrittenem Stadium der Erkrankung @@yie Tumorprogression
(78). Anhand desMYCN-Status erfolgt u.a. die Einteilung in verschiedene
Risikokategorien mit unterschiedlicher Prognose Tindrapieansprechen.

Auch in Mammakarzinomen stellt eine genomische Alfikgtion, in diesem Fall des
OnkogenedHER2, einen wichtigen pradiktiven Faktor fir das Thésapsprechen und

damit einen prognostischen Indikator dar.

1.2. Tumoren neuroektodermalen Ursprungs

Zu den primaren Tumoren des zentralen Nervensystamgen eine grol3e Vielfalt von
Tumorarten, die ihren Ursprung in den verschiededsdlen des Nervensystems haben.
Sie unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihhestologischen Ursprungs, sondern
auch in Hinblick auf Lokalisation, Wachstumsverbhalt Aggressivitat, Ansprechen auf
verschiedene therapeutische Ansétze und Prognose.

Primare ZNS-Tumoren werden nach der WHO-Klassifkateingeteilt anhand ihres
histologischen Bildes sowie entsprechend ihrer dgisthen Wertigkeit und ihres

Wachstumsverhaltens (Graduierung).



Die Einteilung der Tumoren des ZNS erfolgt in 4 @&xaach WHO, anhand derer nicht
nur die individuelle Prognose, sondern auch digaiheutischen Optionen beurteilt

werden.

WHO Grad | | Histologisch gutartige Tumoren, konnenB.z durch operativ

D

Entfernung geheilt werden

WHO Grad Il | Histologisch gutartig, aber haufig Itrtiv wachsend und erhéhte
Neigung zur Rezidivbildung

WHO Grad Il | Histologisch bésartig, nach der Opiematsind Strahlen- und/odger

Chemotherapie notwendig

WHO Grad IV | hochmaligne, rasches Tumorwachstum ymabgression, nach der

Operation sind Strahlen- und/oder Chemotherapieeradig

Tabelle 1: WHO-Gradierung von Tumoren des Nervensystems

Im Folgenden werden exemplarisch ZNS-Tumoren ndéschrieben, deren

genetisches Material Gegenstand der vorliegendbgitAst.

1.2.1. Embryonale Tumoren (WHO 1V)

a. CPNET (ZNS primitiver neuroektodermaler Tumor)

Unter diesem Begriff wird eine heterogene Gruppe Vomoren zusammengefasst, die
v.a. bei Kindern und Jugendlichen auftreten undesgijves Wachstumsverhalten
aufweisen. Primitive neuroektodermale Tumoren siochmaligne Tumoren, die aus
kleinen, blaugefarbten, undifferenzierten rundetedebestehen und neuronale, gliale
oder mesenchymale Elemente enthalten. Tumorenuniteuronaler Differenzierung
werden ZNS Neuroblastome, Tumoren, die zusatzkedplastische Ganglionzellen
enthalten, werden ZNS Ganglioneuroblastome genBrastweiteren zahlen zu den
cPNET die Medulloepitheliome sowie die Ependymadtioliaee (57).

cPNET treten gewdhnlich vor dem 10. Lebensjahr &iifinen sich jedoch auch zu
jedem Zeitpunkt der Kindheit manifestieren. BeidesGhlechter sind gleich haufig

betroffen.



Diese Tumoren kdnnen spontan (85) tUber den Liquesteeuen. Darum wird sowohl
eine radiologische Bildgebung als auch eine Ligotetsuchung bei jedem cPNET-
Patienten bendtigt. Im CT stellen sich cPNET alsidden von hoher Dichte mit
Kontrastmittelanreicherung dar. Das Tumorgewebevist einem perifokalen Odem
umgeben. Gewdhnlich kommt es zur Mittellinienvegiagng unter der Falx. Das MRT
zeigt homogene bis gemischte Signalintensitatenfumor. Im T2-gewichteten Bild
stellt sich das Tumorgewebe nahezu isointens zonaem Hirngewebe dar, zeigt nach
Kontrastmittelgabe aber eine deutliche Anreicherung

Eine komplette Tumorresektion wird angestrebtjrisien meisten Fallen jedoch nicht
moglich. Dexamethason lindert das zerebrale OdéNET sind radiosensibel und
konnen auf Chemotherapie ansprechen. Die Bestrglden gesamten kraniospinalen
Achse ist aus o.g. Grunden notwendig, wird jedocltigrand der konsekutiven
Wachstumsretardierung sowie mentalen Einschrankwagn mdoglich vor dem 3.
Lebensjahr vermieden. Das durchschnittliche 3-bswlahres-Uberleben betragt ca
54,4% bzw 48,3%. (84, 27).

b. Das Medulloblastom

Das Medulloblastom ist ein primitiver neuroektodaten Tumor der hinteren
Schadelgrube. Es entsteht typischerweise histabgas klein-, blau-, rundzelliger
Tumor im Bereich des Kleinhirnwurms (75%) oder irar&ch des vierten Ventrikels,
mit oder ohne Ausbreitung in die Kleinhirnhemismrir Histologisch werden vom
klassischen Medulloblastom entsprechend der akiudVHO-Klassifikation 2007 vier
verschiedene Typen als eigene Entitaten untersehiedbs desmoplastische/nodulare
Medulloblastom, das Medulloblastom mit extensivedNlaritat, das anaplastische und
das grof3zellige Medulloblastom (57, 27).

Mit einem Anteil von ca 20% aller primaren ZNS-Tumo bei Kindern unter 19 Jahren
ist das Medulloblastom der haufigste maligne Hinmbu im Kindesalter (1). Die
hochste Inzidenz (ca 90%) liegt bei Kindern in desten Lebensdekade, bei einem
Rezidiv dann zumeist in der zweiten Dekade. Etw& d&r Medulloblastome werden
vor dem 20. Lebensjahr diagnostiziert. In den reeiStudien zeigt sich eine mannlich-
weibliche Geschlechtsverteilung von 3:2 (8, 73).r Dmamor weist ein schnelles

Wachstum auf. Als Initialsymptom treten haufig Hirackzeichen und klinische



Zeichen der tumorbedingten Irritation des vierteenwikels auf (Erbrechen 58%,

Kopfschmerzen 40%, Gangunsicherheit 20%, TortedlD%, Nystagmus und Ataxie).
Der Tumor lasst sich mittels CT oder MRT gut ddlste ist vaskularisiert und zeigt

nach Kontrastmittelgabe eine deutliche Anreicherung

Die Kombination aus chirurgischer Exstirpation, R#terapie und Chemotherapie
verbessert die Prognose der Kinder mit MedulloblastDie Operation ermoglicht eine
histologische Aufarbeitung, verringert das Tumowwoén und entlastet einen
Hydrocephalus bei tumorbedingter Obstruktion desten Ventrikels. Der chirurgische
Eingriff sollte soviel Tumormasse wie moglich entfen und zugleich so wenig

neurologische Folgeschaden wie moglich hervorrufemeist ist hierbei die Nahe zum
Hirnstamm der limitierende Faktor. Der operativeehBndlung folgt gewohnlich eine
externe Radiotherapie der kraniospinalen Achseemigm zuséatzlichen Boost auf das
ursprungliche Tumorbett, da unbehandelt ca 50-708kalcezidive in der hinteren

Schadelgrube auftreten. Zwar verbessert eine hdteablendosis die Tumorkontrolle,
jedoch ist die Radiatio der kraniospinalen Achsé meiurologischen Komplikationen

und v.a. kognitiven Einschrankungen der Patienterbunden (86). Neuroendokrine
Stérungen, wie z.B. Wachstumsretardierung bei Waamnshormonmangel oder auch
andere Funktionsstorungen, wie z.B. Horverlustd siach der Therapie haufig. Darum
wird bei Kindern unter 3 Jahren nach Mdglichkeit aine Strahlentherapie verzichtet
und bei &lteren Patienten die Strahlendosis mimimi@ufgrund des Risikos der

Strahlentherapie fir ernsthafte Komplikationen I¢pidie Chemotherapie eine
erganzende Rolle im multimodalen Therapiekonzept. (3

Medulloblastome entstehen Utberwiegend (>90%) sjmwiadohne Hinweis auf eine
genetische Pradisposition. Die haufigste zytogeoded# Veranderung in bezug auf
sporadische Tumoren betrifft das Chromosom 17. téget0-60% der sporadischen
Medulloblastome weisen einen Verlust grof3er Teiles dkurzen Arms p von

Chromosom 17 (Loss of Heterozygosity LOH) auf (2Mlach einer zusatzlichen

Duplikation des langen Arms q liegt Chromosom 17toggnetisch als sog.

Isochromosom 17q vor. Diese Duplikation fihrt molgérweise zu einem

Wachstumsvorteil fir die Tumorzelle (5).

Andere chromosomale Auffalligkeiten sind wenigeuofigi In einigen seltenen Fallen

wurden Mutationen im p53 Tumorsuppressorgen gezeigps Chromosom 1



betreffende Deletionen und Translokationen konrgefunden werden, jedoch ohne
Identifikation einer konsistenten Zielregion. Kookt al zeigten, dass das
Medulloblastom eine heterogene Erkrankung istf&een mindestens 5 Subtypen, die
sich molekularbiologisch anhand ihrer unterschad@in Genaberrationen und
Mutationen unterscheiden. Aufgrund dieser spetiac Gensignatur koénnen
sogenannte Cluster gebildet werden, anhand derex Assoziation zu Kklinisch-

pathologischen Parametern, wie z.B. Metastasierdaegimoplastische Histologie oder
haufigstes Erkrankungsalter moglich ist (50).

c. Hereditare Syndrome

Die Identifizierung spezifischer Mutationen, die lzereditaren Syndromen mit erhohter
Inzidenz an primaren Hirntumoren fuhren, haben tgeh Einblicke in die
Tumorentstehung gegeben. Bei ca 5 % der erkrankiewler ist eine vererbte
Keimbahnmutation bekannt, die u.a. die Entwicklwog Medulloblastomen mit sich
bringt. Zu nennen sind hier u.a. das Li-FraumemeBym, hervorgerufen durch
Inaktivierung desp53-Tumorsuppressorgens, und das Gorlin-Syndrom, asgomit
Mutationen imPTCH1-Gen (70).

Das LI-FRAUMENI-SYNDROM wird autosomal dominant eebt und ist vor allem
durch das Auftreten von Weichteil- und Knochensar&n sowie Brusttumoren
gekennzeichnet. Zudem treten gehauft Hirntumoresykimien und adrenokortikale
Tumoren vor dem 45. Lebensjahr auf. In den meiBtdlen liegt diesem Syndrom eine
Keimzellmutation, die das Tumorsuppressorg&d betrifft, zugrunde. Eine zweite
heterozygote Keimzellmutation, welche ein Gen magulatorischer Funktion im
Mitosezyklus tangiert, pradisponiert mdglicherweibei den Betroffenen fir die
Tumorformation.

Vom GORLINSYNDROM betroffene Kinder weisen einen Hochwuchs,
Makrozephalie, multiple skelettale Anomalien unddi®aypersensitivitat auf. Hinzu
kommt mit fortschreitendem Lebensalter das Auftreterschiedener Malignome wie
multiple und frihe Basalzellkarzinome, Medullobtase (Inzidenz 3-5%,
typischerweise desmoplastische Medulloblastome)niMgome, ovarielle Sarkome
sowie Fibrome. Das Gorlin-Syndrom geht einher nmeeHeterozygotie inpatched-1
(PTCH-1)-Lokus auf Chromosom 9. Das patched-1-Protein ngarterahnlich



aufgebaut mit 12-transmembran-Domanen) ist der tiexgptor fir das hedgehog
Protein (HH) und spielt im ,sonic hedgehog“ Signe@w(SHH), der die embryonale
Entwicklung verschiedener Organe beeinflusst, beteutende Rolle.

Bei dem autosomal-dominant vererbten TURCOT-Syndremd Formen der

adenomattsen Polyposis coli mit dem Auftreten vomgren Hirntumoren assoziiert.
Beim Turcot-Syndrom Typ 1 tragen die Patienten Keihmmutationen in DNA-

Mismatch-Reparaturgenen wi?MiLH1 oder hPMX2 und bilden gehauft Glioblastome
sowie hereditare nichtpolyptse kolorektale Karzieoaus. Dem Turcot-Syndrom Typ
2 liegt eine Keimbahnmutation des APC-Gens auf @lospm 5 zugrunde. Betroffene
Patienten leiden unter der familiaren adenomat@elyposis sowie unter primaren

Hirntumoren, mehrheitlich Medulloblastomen (6).

1.2.2. Choroid-Plexus-Tumoren

0,4-1% aller intrakraniellen Tumoren sind Tumores ®lexus choroideus. Sie kdnnen
in jedem Lebensalter auftreten, 70% der Patientehjedoch jlinger als 2 Jahre (9). Bei
Kindern sind diese Tumoren zumeist im Seitenveelrlkkalisiert, bei Erwachsenen

findet man sie v.a. infratentoriell (insbesondeme Bereich des posterioren Velum
medullare) (23).

a. Plexuspapillom (Choroid plexus papilloma, CPP, WO I)
CPP werden nach der World Health Organization WH® @rad | Neoplasien

eingestuft.

Es handelt sich hierbei um intraventrikulare Tumoredie langsam wachsen.

Histologisch ahnelt ihr Gewebe normalem Plexus-Gideus-Gewebe. Es besteht aus
gleichformigen Zellen ohne signifikante zytologisctAtypien. CPP zeigen keine

deutlich erhdhte Wachstumsfraktion (<2%). Compotedgraphisch zeigen CPP
oftmals Verkalkungen sowie ein kraftiges Enhancegmeach Kontrastmittelgabe.

Gelegentlich sind sie schwer von Ependymomen zersicheiden.



Die Therapie besteht in der Resektion, bei komgmieResektion ist eine Rekurrenz
selten. Eine adjuvante Radiotherapie ist nicht gdhendiziert, kann jedoch bei

rekurrierenden inoperablen Tumoren angewandt werden

b. Plexuskarzinom (Choroid plexus carcinoma, CPC, MO III)

CPC sind nach der WHO-Einteilung Grad Il NeoplasiBiese aggressiven Tumoren
zeichnen sich durch eine hohe Zellularitat, nulde@leomorphismen, Mitosen, fokale
Nekrosen, Verlust der papillaren Architektur undinade Invasion aus. Im Gegensatz
zum CPP kann bei einem CPC ein extraventrikulambrich in das Hirnparenchym
vorliegen.

Aufgrund dieser Nekrosen und parenchymalen Invigivistellen sich CPC
bildmorphologisch inhomogener als CPP dar.

Differentialdiagnostisch sollte besonders bei Etganen ein metastasiertes
Adenokarzinom, bei jungen mannlichen PatientenTaratom sowie bei Kindern ein
Medulloepitheliom in Erwagung gezogen werden.

Aufgrund des aggressiven und invasiven Wachstumstebe die Therapie
typischerweise in einer kompletten Resektion. DiegRose ist schlecht, das Ausmal}
der Resektion ist entscheidend. Das 10-Jahres-&h®rlvon Patienten mit komplett

resezierten Plexuskarzinomen liegt ungefahr bei 3057).

c. atypisches Plexuspapillom (atypical choroid plaxs papilloma, APP,

WHO II)

Das APP steht in seiner Dignitat zwischen dem CR& @PC. Es unterscheidet sich
vom CPP durch eine erhdhte mitotische AktivitaheEkurative Resektion ist moglich,
jedoch ist die Wahrscheinlichkeit der Rekurrenniigant erhoht.



1.2.3. Maligne Astrozytome (WHO I11/1V)

Astrozytome sind primare Hirntumoren, die vom Sgétzebe des Gehirns ausgehen.
Sie werden nach ihrem Stadium der Differenzierutasdifiziert und nach ihrem
histologischen Grad der Malignitat eingeteilt.

Astrozytome weisen in der Haufigkeit ihres Vorkomnmaesin Verhéltnis von 5:3:2 auf
(Glioblastom: anaplastisches Astrozytom: low-grédddrozytom). Die altersabhangige
Inzidenz verhéalt sich proportional zu der Gradumgruca 34 Jahre fur low-grade
Astrozytome, 41 Jahre fur anaplastische Astrozytome 53 Jahre fur Glioblastome
(79). Low-grade Astrozytome koénnen durch malignenbBformation zu malignen

Astrozytomen dedifferenzieren, diese kdnnen jeddadnfallsde-novo entstehen.

a. Anaplastisches Astrozytom

Anaplastische Astrozytome sind maligne Tumoren mdiner deutlichen
Proliferationstendenz. Sie werden gemald der WHQdffikation als WHO-Grad llI-
Tumoren eingeteilt. Histopathologisch und MR-Tonagrisch liegen sie zwischen
dem niedriggradigen Gliom und dem Glioblastoma ifauthe. Sie zeigen vermehrte

mitotische Aktivitat, aber keine endotheliale Pieiation oder Nekrosen.

b. Glioblastoma multiforme

Das Gioblastoma multiforme ist das Astrozytom neit Hochsten Malignitat (WHO V)
und gleichzeitig der haufigste intrakranielle Humor. Histologisch zeigen
Glioblastome wie anaplastische Astrozytome Hypéurlggitdt und ein pleomorphes
Zellbild, zusatzlich jedoch Nekroseareale z.T. niseudopalisadenbildung und
Neovaskularisation mit endothelialer Proliferat{@3).

Die Prognose ist schlecht. Ein junges Alter, eihdrakarnofsky-Index, eine Operation
mit grofRzugiger Zytoreduktion sind u.a. Pradiktoféneine bessere Prognose. Ziel der
Therapie liegt in Verbesserung und Erhaltung ddrebsqualitat. Die Standardtherapie
besteht in operativer Tumorverkleinerung in Komkboa mit Radiatio. Die
Chemotherapie hat nur einen geringen Effekt aufUberlebensrate; wohingegen die
Menge an entferntem Tumorgewebe signifikant kogrelimit der Zeit bis zur

Tumorprogression bzw. dem medianen Uberleben (47).
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1.2.4. Prolaktinom (WHO 1)

Das Prolaktinom ist das haufigste Adenom der Hygsph welches das Hormon
Prolaktin produziert und sezerniert. Nach der Grt#de man ein in Mikro- (& < 10
mm) und Makroadenome (@ > 10 mm). Mikroprolaktinomeumeist bei Frauen- sind
immer, Makroadenome sind meistens gutartig. Dassklhe Bild ist gepréagt durch die
Hyperprolaktindmie, welche zu sexuellen Funktiotigstigen fuhrt. Bei der Frau fuhrt
der hormonelle Uberschuss zu einer Amenorrhoe wddk®rrhoe, beim Mann kommt
es zu Libidoverlust und sexueller Impotenz. Dessveirt kann es zu Sehstérungen mit
Gesichtsfeldausféllen, Kopfschmerzen bis zur kottgrle Hypophyseninsuffizienz
kommen. Therapiert wird hauptsachlich mit Dopamarasten, welche eine Reduktion
z.T. bis zum Verschwinden des Tumors bewirken kiinbée chirurgische Intervention
ist nur im Ausnahmefall notwendig, z.B. bei fehlend Ansprechen auf die

medikamentdse Therapie oder bei Hirndruckzeicheh eamer Tumoreinblutung.

1.2.5. Atypischer teratoider/rhabdoider Tumor AT/RT (WHO
V)

Der atypische teratoide rhabdoide Tumor ist eirr sstiener, jedoch hoch maligner
Tumor des zentralen Nervensystems, der vor allenden frihen Kindheit auftritt.
Aufgrund der Seltenheit und Ahnlichkeit zu andef@moren wird dieser Tumor erst
seit den Jahren nach 1980 als eigenstandige Erdmgesehen (54, 72). Die
Differentialdiagnose  beinhaltet Medulloblastom, &I Ependymom und
Plexuskarzinom. AT/RT ist der erste padiatrischerntdmor, fur den ein
Tumorsuppressorgen identifiziert wurde: In der Melt der AT/RT liegt eine
Mutation oder Deletion deldNI/hSNF5-Gens vor. Die meisten Patienten erhalten eine
multimodale Therapie. Grof3tmogliche Tumorresektish wichtig, der AT/RT ist

chemotherapiesensibel. Das mediane Uberleberbégta. 50 Monaten (52, 67).
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1.3.MYCN und ko-amplifizierte Gene

Zcale 1 Wi i
chre: | 15506a8a| 1eapagas| 16560688 17omagas|

2pa4. 2

LZEC Geng BasedN\on Refied, UhiPFrot, GenBank, CCOS and Comparative Genomics
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Abbildung 2: Genlokus 2p24.3nach UCSC genome browser

Erstmals isolierten Kohl et al. 1983 ein genomiscB®A-Segment, welches homolog
zum MYC-Onkogen ist und in Neuroblastomzelllinien als afigiért gefunden wurde
(49). Es ist auf dem distalen kurzen Arm von Chream 2 (2p23-24) lokalisiert (75).
Das MYCN-Gen kodiert ein nukleares Protein, welches dien3kaption von Genen
steuert, die wiederum die Zellproliferation beaisien (z.B. Inhibition
wachstumshemmender Gene).

MYCN (2p24) gehort zusammen nMEYC ( 8g24-ter) undYCL (1p32) zur Familie der
MYC-box-Gene, deren gemeinsames Merkmal in zwei hoddwierten DNA-
Domaénen liegt. Es war das erste amplifizierte Oekoqit klinischer Relevanz.

Der Amplifikationsstatus desMYCN Onkogens stellt derzeit den am besten
untersuchten molekularbiologischen Marker in Beauf) Prognose und Outcome von
Neuroblastompatienten dar und hilft in der Einteguwon Behandlungsgruppen. Das
erwartete Uberleben von Patienten MYCN-Amplifikation liegt bei weniger als 30%
in den ersten 6 Jahren nach Diagnosestellung (27).

Untersuchungen ergaben, dass die Anzahl der KopsenMYCN in verschiedenen
Tumorproben eines Patienten immer gleich ist, sévaeh Proben von verschiedenen
Tumorlokalisationen als auch zu unterschiedlicherpinktenin vivo. Dieses Ergebnis
lasst darauf schlieBen, dass die Amplifikation d@skogens eine intrinsische
biologische Eigenschaft eines Neuroblastoms dérsteld dass, fallfMYCN in einem
Tumor amplifiziert wird, dies schon zum Zeitpunldrdiagnose vorliegt (10).

MYCN ist initial in Expressionsanalysen von Onkogenem dumanen
Neuroblastomzellen, didouble minutes oderhomogeneous staining regions vorwiesen,
identifiziert worden. Nahere Analysen zeigten hmcht nur gesteigerte Expression
sondern ebenfalls deutliche genomische Amplifikatieon MYCN sowohl in

Neuroblastomzelllinien als auch in TumorgewelddYCN-Amplifikation ist nicht
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spezifisch fur das Neuroblastom, sondern auch dem@m neuralen Tumoren zu finden
wie dem kleinzelligen Bronchialkarzinom, Retinoliamen, malignen Gliomen sowie

primitiven neuroektodermalen Tumoren PNET.

Stadium bei MYCN 3J-Uberlebensrate
Diagnosestellung Amplifikation (%)

benianes 0/64 (0% 10C

low stages (1. 31/772 (4% 9C

Stage 4 15/190 8% 8C

advanced stages (3 | 612/1974 (31% 3C

Total 658/3000 (22% 5C

Tabelle 2: Korrelation von MYCN-Kopienzahl mit Stadium und Uberleben anhand von 3000

Neuroblastompatienten. (12)

Bei Tumoren mit Amplifikation voMYCN besteht ebenfalls eine starke Expression des
Onkogens (69, 65). Allerdings haben auch einige dnem ohne Amplifikation eine
erhdhte Expression, was in diesen Féllen jedocht miit einer schlechteren Prognose
vergesellschaftet ist (16, 65, 80). Zusammenfasseheén die Uberwiegenden Studien
einen Zusammenhang zwischen erhohter Expression M¥CN und schlechter
Prognose. (38, 42).

Der amplifizierte DNA-Bereich ist zumeist weserttlicgro3er als der alleinige
Transkriptionsbereich des einzelnen Onkogens. B8 amplifizierte DNA-Bereiche
von einer GrofRe um 300kb bis >1Mb bekannt. Konsisiend hierbei 100-200kb groRRe
Kerndomanen, die den Genbereich WbviCN enthalten.

Die Grol3e der ebenfalls amplifiziertéfiYCN-umgebenden Bereiche auf Chromosom 2
warf die Frage nach zusatzlichen koamplifizierteanén auf.

Gehauft wurde eine Koamplifikation zweier Gene, dig Chromosom 2p23-25 in
enger Nachbarschaft zuUMYCN liegen (s. Abbildung 2), in verschiedenen
Tumorgeweben beobacht&®PDX1 (DEAD-Box-Homeoprotein-1; Genlocus 2p24) und
NAG (Neuroblastoma-amplified-gene, Genlocus 2p23-24)icke im folgenden kurz
vorgestellt werden.

Da sowohIDDX1 als auchNAG nur in solchen Zellen amplifiziert sind, die ausihe
MYCN Amplifikation aufweisen, scheinMYCN verantwortlich zu sein fir diese

genomische Amplifikation auf 2p24. Tiefergehende akkeen zeigten Kkeinen
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zusatzlichen prognostischen Effekt durch das Vatbasein weiterer koamplifizierter
Gene DDX1 undNAG).

1.3.1.DDX1

DDX1 liegt auf Chromosom 2p24, 340kb telomerischMYCN und kodiert ein 2,7kb-
Transkript fur ein Proteinprodukt aus 740 Aminosdur (82,4 kDa). Die
Proteinprodukte deDDX1-Genfamilie sind ATP-abhangige RNA-Helicasen, die e
charakteristisches hochkonserviertes Sequenzmd@iAsp)-E(Glu)-A(Ala)-D(Asp)-
box) beinhalten. Proteine dieser Familie sind anAlesbildung der Sekundarstruktur
(Processing) der RNA Dbeteiligt. Sie koénnen so Taim, Splicing und
Zusammensetzung von Ribosom und Splicesom beesefiuBDX1-Genen wird eine
Rolle in der zellularen Proliferation und Tumorigee wie auch in antiproliferativen
Prozessen zugeordnet (16).

DDX1 hat in Zellen neuroektodermalen Ursprungs einalaggrische Funktion und
wird besonders in Retina, Hirn und Ruckenmark ewjit. Normalerweise ist das
DDX1-Protein im Nucleus lokalisiert. In amplifizien Zellen konnte es jedoch sowohl
in Nucleus als auch im Zytoplasma nachgewiesen everdh vitro zeigenDDX1-

transfizierte Zellen gesteigerte Wachstumsratenwemniger Kontaktinhibition.

1.3.2NAG

Ein weiteres koamplifiziertes GeNAG, liegt auf Chromosom 2p24-p23, distal von
MYCN, enthalt 52 Exons und ist 420 kb grof3. In 1 vofiB%) MYCN-amplifizierten
Zelllinien und 10 von 50 (20%Y1'YCN-amplifizierten Tumoren konnte eine begleitende
Amplifikation von NAG nachgewiesen werden (76, 77). Tumoren ohMéCN-
Amplifikation zeigen keindAG-Amplifikation.

Das NAG-Protein ist 155,9 kDa grol3. Es kann kebekannten Genfamilie zugeordnet
werden, weder das Nukleotid noch die Proteinsequegt eine Homologie zu bereits
bekannten menschlichen Sequenzen auf. Auch dieugefRanktion des Genproduktes

ist bislang noch unbekannt.
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1.4.1roquois Gene

Die Gruppe deidroquois Gene gehort zur Familie der TALE (three amino doiop
extension) Homeobox Gene, denen eine hochkonseryitsmeodomane gemeinsam
ist (hohe evolutive Konservierung mit einer Aminesghidentitdt von 90 - 100%).
Homeoboxproteine sind von Nematoden bis zum Memsebdinden.

Die Iroquois Proteine besitzen als wesentlichak®r diese Homeodoméne mit Helix-
Schleife-Helix-Motiv und eine weitere gemeinsameniane, die aus 13 Aminosauren
besteht, die sogenannte irobox oder Iro-Doméne. (89 ist spezifisch fur alle
Iroquois-Proteine und zeichnet sich ebenfalls dwicke hohe evolutive Konservierung
innerhalb der Genfamilie aus. Die Iro-Doméne dtart Protein-Protein-Interaktion.

Als dritte interessante Region weist das Irx1-Rmo&ne MAP-Kinase-Erkennungstelle
auf. Uber sie kann die Aktivitat des Irx1-Transkiopsfaktors reguliert werden (34).
Die Aktivitat als Transkriptionsfaktor wird durchagre Regionen, die sich auf der
carboxyterminalen Seite des Proteins befinden, ictigiweise untersttzt.

In Mausen und Menschen sind sethmjuois Gene bekannt, die in zwei Genclustern
aus je drelroquoisgenen (2,2 Mb und 111 Mb) angeordnet sind.

Cluster Irx A wird vonlrxl, Irx2 und Irx4 in der menschlichen Genregion 5p15.3
gebildet. Cluster Irx B besteht aus3, Irx5 undlrx6 und liegt auf Chromosom 16qg12.
Daten lassen vermuten, dass die beiden Irx-Cluster Vertrebraten durch
chromosomale Duplikation aus einem Vorganger-Ciustestanden sind. So siikl
und Irx3, Irx 2/5 und Irx 4/6 Paare von Paralogen, welche in derselben Lesenght
transkribiert werden. Zudem werden die Paralogeeimgen Geweben identisch
exprimiert, was eine zusatzliche Duplikation spezlier regulatorischer Elemente
vermuten lassen kann.

Die Iroquois Gene spielen in vielen Entwicklungsprozessen &wo#e und werden
durch Molekile des Hedgehog- und T@GF- Signalweges reguliert. lhr
Expressionsmuster weist auf eine Rolle in der nelem Entwicklung hin. Sie
beeinflussen die Spezifizierung des Neuroektodersos,z.B. die Unterteilung in
anterior-posteriore und dorso-ventrale Achse dagdéktoderms (35).

In Bezug auf die humandnoquois Gene gibt es bislang jedoch noch keine suffiziente

funktionelle Beschreibung. Fur dadgRX2 liegen erste funktionelle Hinweise aus
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Untersuchungen an menschlichen Brustkrebszeller) (6. Im Xenopus laevis
(Krallenfrosch) konnte delroquois-GenenXirol, Xiro2 und Xiro3 eine Rolle wahrend
der Neurogenese zugeschrieben werden (3, 34). Ihm kurden bisheclrx2, clrx3
(37), clrx4 (2) identifiziert. Dabei zeigen erste Hinweise, dafk4 eine wichtige Rolle
wahrend der Herzentwicklung spielt uralrx3 wahrend der Coelombildung von
Bedeutung ist (2; 37).

1.5.HTERT (Telomerase reverse Transkriptase)

HTERT ist auf Genlokus 5p15.33 lokalisiert und bestalg 46 Exons und 15 Introns,
die ca 35 kb umfassen. Das Gen kodiert fur die I\édahe Untereinheit der
Telomerase. Die Telomerase ist ein reverse-trgmsise-Enzym, das die bei jeder
Zellteilung stattfindende Verkirzung der Chromosoneralen (Telomere) verhindert.
Sie besitzt neben der Proteineinheit ,Telomerasee®e Transkriptase® hTERT eine
essentielle Telomerase-RNA-Komponente hTR, welcHs @emplate fir die
Basenaddition an den Telomeren durch hTERT dierg. T2lomere, die Endstruktur
eukaryotischer Chromosomen, bestehen aus speaitdisi Nukleoproteinkomplexen
(7). Die DNA der Telomere setzt sich aus repetitiégreichen Sequenzen zusammen,
die innerhalb der eukaryotischen Spezies grof3e Hugiem aufweist (61). Menschliche
Telomere bestehen aus vielen Kilobasen-langen RAGG-3'-
Wiederholungseinheiten (sogenannte tandem-repeatsammen mit verschiedenen
assoziierten Proteinen. In humanen ChromosomemhagieeTelomere eine Lange von
5-15 kbp (62).

Die Aufgabe der Telomere besteht darin, die Chramen zu stabilisieren, sie vor
Degradation und Rekombination zu bewahren sowie &wmplette Replikation bei
jeder Zellteilung zu gewéhren. Sie spielen eine l&Rah der Steuerung der
Genexpression und beeinflussen Zellalterung und ofentstehung. Die Telomerase
katalysiert diede-novo-Synthese telomerer DNA-Sequenzen. hTERT ist hiedee
limitierende Faktor fir die Enzymaktivitat (62). iBe Menschen ist die

Telomeraseaktivitat lediglich in Keimzellen, adult&tammzellen sowie aktivierten
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Immmunzellen ausgepragt. In Abwesenheit der Telaseerbzw. bei schwacher
Aktivitat im Verhaltnis zum replikativen Verlustitd die Apoptose getriggert. Diese
Zellen besitzen also nur eine begrenzte Teilunggalt. Die Aktivitat der Telomerase
kann auf verschiedenen Ebenen reguliert werdenyiggend transkriptionell. Hier
kommt es durch Transkriptionsfaktoren wie c-Myc ro8p1l (56) zu einer Aktivierung
des Promotors. Hingegen kann unter Einfluss andefeaktoren (z.B.
Tumorsuppressorgepb3) bzw. durch Methylierung der GC-reichen Promotqusnz
oder Histondeazetylierung eine Repression induziedrden (51). Auch eine
posttranslationale Modifikation wie Phosphoryliegunnd alternatives Splicing (87)
moduliert die Enzymaktivitat. In einigen Arbeiterorinte gezeigt werden, dass in
verschiedenen Tumorentitaten neben diesen Aktinggebenen auch die genomische
Amplifikation deshTERT-Gens zu einer erhohten Telomeraseaktivitat fiksm (25,
91).

1.6. Referenzgen8CMA und SDC4

Das GenBCMA (B-Cell Maturation Factor) ist lokalisiert auf @mosom 16p13.1,
besteht aus 3 Exons und kodiert fur ein 184-Aminces@Protein mit einer einzigen
Transmembrandomane.

Das Gen SDC4 (Syndecan 4) auf 20ql12-13 kodiert ein transmenises
Heparansulfatproteoglykan, welches eine Rolle adgelRtor oder Ko-Rezeptor in der
intrazellularen Kommunikation zu spielen scheint.

Es wurde gezeigt, dass diese beiden Genregionbleunoblastomen kaum genetische
Veranderungen aufweisen. De Preter et al. 2002 tbemu diese Gene bereits als
Referenzgene, um Amplifikationen der GendYCN, DDX1 und NAG in

Neuroblastomen zu identifizieren (21).
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Gegenstand der Untersuchung auf Amplifikation vagmezdfischen Genen sind
verschiedene Tumorzellinien sowie u.a. die in derudtersuchungen ausgewahlten
soliden zerebralen Tumoren.

Untersucht wurden insgesamt 40 Proben auf Amptibkeen: sieben Tumorzelllinien,
davon zwei Neuroblastom-, drei Medulloblastom-, eeigpinale PNET- und eine
supratentorielle PNET-Zelllinie. Das Ubrige gendgies Material entstammt folgenden
Tumoren: sieben primitive neuroektodermale Tumodavon finf Medulloblastome,
ein atypischer teratoider rhabdoider Tumor AT/RT,Qhoroidplexuspapillome CPP,
ein Choroidplexuskarzinom CPC, ein anaplastischegoaytom, ein Glioblastoma
multiforme, drei Hypophysen-Karzinome, ein Ependymaowie ein Prolaktinom.
Samtliche Tumorproben wurden freundlicherweise v@hildren’s Hospital in
Columbus Ohio (USA) und aus der Neuropathologie Wewersitatsklinik Minster
(Deutschland) zur Verfigung gestellt. Unmittelbacim der chirurgischen Resektion
der Tumoren wurde das Tumorgewebe in Flussigsbtfksingefroren.

Nachfolgend die tabellarische Ubersicht der eireel@elllinien und Primartumoren,
mit denen gearbeitet wurde.

2.1.1. Zelllinien:

Probe Tumortyp Herkunft

SMS-KCN Neuroblastom R. Ross, Fordham University, NSA
IMR-32 Neuroblastom ICLC, Genova, Italy

uw-228 Medulloblastom J.Silver, Washington Statevidrsity, USA
PFSK StPNET ATCC, Rockville, USA

D425 Med Medulloblastom D.Bigner, Duke UniversitiSA
MHH-PNET5 spinaler PNET T.Pietsch, Universitat Bo@ermany
D341 Med Medulloblastom ATCC, Rockville, USA

Tabelle 3: Tumorzelllinien, n=7
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2.1.2. Tumorproben:

Probe Alter Geschlecht Entitat

P67 6 f Anaplastisches Astrozytom
P141 16 m Glioblastoma multiforme
P178 51 f Prolaktinom

P180 34 m Hypophysen-Ca
P181 44 f Hypophysen-Ca
P183 35 f Hypophysen-Ca
P194 12 f Plexuspapillom |
P204 26 m Plexuspapillom |
P215 39 m Plexuspapillom |
P216 46 f Plexuspapillom |
P218 37 m Plexuspapillom |
P221 34 f Plexuspapillom |
P224 38 m Plexuspapillom |
P228 11 m Plexuspapillom |
P229 73 f Plexuspapillom |
P238 12 m Plexuspapillom |
P240 11 m Plexuspapillom |
P241 31 m Plexuspapillom |
P242 71 f Plexuspapillom |
P244 36 m Plexuspapillom |
P247 29 m Plexuspapillom |
P248 62 m Plexuspapillom |
P249 44 m Plexuspapillom |
P252 5 mon m Plexuskarzinom IlI
P429 21 m klarzell. Ependymom I
9609P256 6 m Medulloblastom
9503P010 9 m Medulloblastom
9501P003 3 m cPNET
9805P620 7 f cPNET

PNO1 8 m Medulloblastom
9712P611 12 f Medulloblastom
Para 23 4 m Medulloblastom
PNO 194 5 f AT/RT

Tabelle 4: Primartumoren, n= 33

2.2. DNA Isolierung aus Zelllinien und Tumoren

Mittels des Protokolls Genomic Tip Cell DNA (Blodd Cell Culture DNA Mini Kit,
Qiagen GmbH, Hilden, Germany) erfolgt die DNA-Igoling. Hierfir wird ein
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Zellpellet mit je 2ml C1-Puffer sowie 6ml kaltem®l gemischt und ca 10 min auf Eis
gekihlt. Im Anschluss erfolgt eine Zentrifugatioei b4°C lGber 15 Minuten mit
5100rpm. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet verneut mit 1ml C1-Puffer
sowie 3ml kaltem kD versetzt und vermischt im Vortexer. Erneute d&rgation wie
oben beschrieben. Nachdem der Uberstand erneubsferwwurde, wird das Zellpellet
mit 5ml G2-Puffer resuspendiert und 10-30 Sekurgimischt im Vortexer. Nun gibt
man 200ul Proteinase K hinzu und inkubiert bei 506€ 30-60 Minuten, bis die
Losung klar ist. Anschlie3end wird die im Kit mitigderte Saule mit 4ml QBT-Puffer
genasst. Aus dem Ansatz wird ein erstes Aliquot 866ul entnommen. Die Probe
erneut im Vortexer gut mischen, in die Saule gab®hvollstandig durch den Filter der
Saule laufen lassen. Hierbei bindet die DNA an 8&ule, wohingegen andere
Zellbestandteile hindurchlaufen. Zweites Aliquotnverneut 300ul abnehmen. Die
Saule zweimal mit 7,5 ml QC-Puffer waschen und tebit Aliguot von 600ul
entnehmen. Die Saule nun Uber ein sauberes Tubenséilit 5ml 50°C warmen QF-
Puffer die gebundene DNA eluieren, aus dem Duréhdaneut ein Aliquot von 300ul
entnehmen. Nun zu dem Durchflu3 3,5ml Isopropaebkg, schwenken und ,fischen®
der ausgefallten DNA Gelingt dies noch nicht wiid Hosung erneut Uber 15Minuten
bei 4°C mit ca 20000rpm zentrifugiert. Die Pelletsrden dann mit 70% Ethanol
gewaschen und wie zuvor 15 Minuten zentrifugiemséhlieRend wird das Pellet an
der Luft Uber 5-10 Minuten getrocknet, und abs@drd mit 20 pul TE-Puffer
resuspendiert.

Zur Kontrolle erfolgt eine Elektrophorese auf ein@@% Agarose-Gel von Proben

sowohl aus den Aliquots als auch der ,gefischteNAD

2.3. Restriction Landmark Genomic Scanning (RLGS)

Die RLGS-Analysen wurden nach dem Protokoll von r&giia et al. (18)

durchgefihrt.

Notwendig ist hochqualitative, hochmolekulare DN wnspezifische radioaktive
Markierung zufélliger Bruchstellen zu vermeiden. Bsurden insgesamt 3

Restriktionsenzyme benutzt, die die sogenanntemdiraarks” erstellen. Der erste
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Enzymverdau erfolgte mit Notl, einem methylierurgsstiven Enzym, welches seine
Schnittstelle in CG-reichen Sequenzen findet (GGCCGC). Durch Hinzugabe von
radioaktiv-markierten  Nukleotiden 32P-cCTP und 32P-cGTP) erhielt man
radiomarkierte unmethylierte Schnittstellen. Dereitv Enzymverdau erfolgte mit
EcoRV, welches haufiger schneidet und damit kil@ri2@NA-Fragmente produziert und
somit in der ersten Elektrophorese eine adaquatpar&@on erlaubt. Diese
Elektrophorese wurde dber Nacht in einem 60cm 0,8%arose-Rohrengel
durchgefihrt. AnschlieBend erfolgte der dritte Enzgrdau mit Hinfl innerhalb des
Gels, umin situ kleinere DNA-Fragmente zu erhalten, welches in desiten
Dimension eine adéquate Separation der Fragmemaelber Nach diesem dritten
Verdau wurde das Rohrengel in Puffer auf ein 5%ylaeonidgel gelegt und tber Nacht
elektrophorisiert. AnschlieRend wurde durch dasog&hete Gel ein Autoradiograph
belichtet, sodass man ein RLGS-Profil erhielt, Wwek tiber 2000 radiomarkierte Not1-
Schnittstellen darstellte.

Alle Tumor-RLGS-Profile wurden mit den Kontroll-Rilen von drei normalen
Kleinhirnen-, einem adulten GroR3hirn- und vier pagren Blutlymphozyten-Profilen
verglichen. Die RLGS-Profile wurden dabei durctellies Aufeinanderlegen der
Tumor-Profile mit den normalen Profilen analysi@rgbei Unterschiede der
Fragmentintensitat markiert wurden. Die Fragmergbenng erfolgte dabei in
Ubereinstimmung mit dem Masterprofil (PBL-DNA). Ditntensitat der DNA-

Fragmente auf dem Autoradiographen korreliert dineik der DNA-Kopienzahl.

2.4. PCR Bedingungen

Alle Primer wurden mit Hilfe der Software Primer ifgss 1.0 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) designed und bei Invitrogene (Karhe, Deutschland) bestellt. Die
Spezifitat  wurde mit  den aktuellen BLAST Daten kofltert
(http://'www.ncbi.nlm.nih.gov./blast/blast.cgi). Ummaximale Effektivitdt und
Sensitivitat zu erhalten, wird besonderes Augenngerichtet auf das Vermeiden von
Selbst- und Hetero-Dimeren, der Selbstkomplemeétarauf Primerlange und —

schmelztemperatur. Es wird eine Ampliconléange vB+180 Basenpaaren und ein GC-
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Gehalt der funf letzten 3'End-Nukleotiden von maaximt0% eingehalten. Der
Schmelzpunkt der Primer liegt jeweils bei ca. 60Biese Primer kbnnen sowohl flr
RT-PCR als auch real-time qPCR genutzt werden.

Schmelzkurvenanalysen werden am Ende jedes gPC&Asturchgefihrt, um die
Spezifitat zu kontrollieren. Spezifische Reaktionsnllten zu einem einzelnen
Schmelzpunktmaximum korrespondierend zum amplifigre Produkt fihren.

Hingegen zeigen verschiedene Schmelzpunkt-Peags,dia Reaktion unspezifisch ist
und entweder auf mehr als ein Amplicon zurickgeteroaber dass Primer-Dimere
gebildet werden. Jedes Primerpaar, dass mehrrafSchimelzpunktmaximum aufweist,

wird verworfen. Jedes PCR-Produkt zeigt eine sigetrié Bande der erwarteten GroR3e.

a. Primer Referenzgene

Gen F Primer R Primer Produkt
BCMA CGACTCTGACCATTGCTT TCC AAG CAGCTGGCAGGCTCTT 101 bp
SDC4 CAG GGTCTG GGAGCCAAGT GCACAG TGC TGG ACATTG ACA |129 bp

b. Primer Zielgene

Gen F Primer R Primer Produkt

MYCN | CGC AAAAGC CACCTCTCATTA TCC AGC AGA TGC CAC ATAAGG| 118 bp

DDX1 |CCCAACTGATATCCAGGCTGAA TCC AGC AGA TGC CAC ATA AGG 105 bp

NAG AAC ATG GAC TCG AGAAAC CAATTT | TTACTC ACT TCC GGC CAG TGT | 111 bp

IRX CAACTACAGCGCCTTCCTG CCAGGG TTGTCCTTCAGTTC |108 bp
hTERT |CGT GGT TTC TGT GTG GTG TC CCT TGT CGC CTG AGG AGT AG| 114 bp

PCR-Master-Mix:
- dNTP (10mM: je 0,2mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP,
Q-Biogene, Heidelberg, Deutschland)
- DMSO(100%, Serva, Heidelberg, Deutschland)
- MgCl2 (50 mM, Q-Biogene, Heidelberg, Deutschland)
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- 10xPuffer (Q-Biogene, Heidelberg, Deutschland)
- Tag-Polymerase (5ul, Q-Biogene, Heidelberg, Deutschland)
- ddHO (Invitrogene, Karlsruhe, Deutschland)
F- und R-Primer (20uM, Invitrogene, Karlsruhe, Betand)
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, F&tgr CA)
Agarose fur 1,8%iges Agarose-Gel (Serva, Heideld@egitschland)

Das Volumen der PCR-Reaktion betraghl25

Pro Reaktion wird zu 1pl cDNA (bzw. bei der Neghktimtrolle zum ddkHO) der PCR-
Master-Mix, bestehend ausgulForward Primer(2QuM), 1ul Reverse Primer (20M),
1yl ANTP (10mM, zusammengesetzt aus je 0,2mM dATPLRJTACTP und dGTP),
1yl DMSO (100%), ul MgCl2 (50 mM), 2,5 10xPuffer sowie 0,29 Tag-
Polymerase (5Wd) und den restlichen 16,5ul dd® zu einem Gesamtvolumen von
25ul gegeben.

Die PCR-Reaktion wird durchgefiihrt in dem GeneAn@pRPSystem 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

Im Rahmen der PCR werden die Proben zunachst flWlidGten bei 95°C denaturiert.
Die folgenden 35 Zyklen bestehen jeweils aus dresen. Die erste Phase von 30
Sekunden dient bei einer Temperatur von 96°C dernafdeierung (der
neusynthetisierten) DNA. In der zweiten Phase (8@sYen die Primer bei 60°C an die
DNA gebunden. Die Primer sind so designed, dasgwieils bei gleicher Temperatur
(60°C) optimal an die DNA binden. Dieser PhaseisBhlsich die Elongationsphase
(Wachstum neusynthetisierter DNA) bei 72°C fir InMe an. Nach Durchlaufen der
35 Zyklen beginnt die finale Elongation bei 72°€ $iMinuten.

Die  Probenauftrennung erfolgt nach abgeschlossenef-PCR  mittels

Gelelektrophorese auf einem 1,8%igen Agarosegel @V fur ca. 45 Minuten.

2.6. Real-Time PCR mit SYBR GREEN

Die Real-time-PCR ist eine Methode, mit deren Hiffen PCR-Produkte wé&hrend
ihrer Bildung quantitativ erfasst. Aus dem exporedl@n Wachstum der Menge an
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amplifiziertem PCR-Produkt laRt sich die Menge esgjzter Template-DNA

bestimmen. Damit kann sodann bei Einsatz genomigaNé als Template die Anzahl

von Kopienbestimmter Gene ermittelt werden. und die Sperifies Assays verifiziert

werden. Spezifische PCR-Produkte lassen sich antlesgeweiligen Schmelzpunktes
von nicht spezifischen bzw. gebildeten Primer-Diememit differenten Schmelzkurven
unterscheiden. Um ungenaue Quantifizierung zu vieleneund die Spezifitdt zu

erhdhen, werden zusatzlich optimierte Losungenutze(74).

Man verwendet entweder sequenzspezifische Sondehiiteloder aber wie in diesem
Fall DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe wie SYBR EHN. Solche Farbstoffe

lagern sich mit hoher Spezifitat in doppelstrand@)eA. Vorteilhaft ist hierbei, dass

die kostenintensive Synthese und Markierung denesezgpezifischen Sonden entfallt.
Jedoch ist die geringere Spezifitat dieser Methede kritisch zu betrachtendes
Problem, was die Analyse produktspezifischer Schkueven im Anschluss an die
Reaktion notwendig macht. SYBR Green markiert nichir die entstehenden
spezifischen PCR-Produkte, sondern bindet an ajpelstrangigen DNA-Molekiile,

also auch an nicht-spezifische PCR-Produkte undnd?¥rDimere, die dann zum
Fluoreszenzsignal beitragen. Mittels einer Schmeilananalyse, die in der Software

der Real-Time-Cycler integriert ist, kann eine kelénterferenz aufgedeckt werden

QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Bebtand):
- 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix:
- HotStar Tag DNA Polymerase
- QuantiTect SYBR Green PCR Puffer (Tris-Cl, KCNH4)2SOs, 5 mM
MgCl2 pH 8,7 (20°C))
- Fluoreszenz-Farbstoffe SYBR Green | und ROX
- dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP und dTTP/dUTP)
- ddHO (Invitrogene, Karlsruhe, Deutschland)
F- und R-Prime(Invitrogene Karlsruhe, Deutschland)
384-Well-Platte (ABI Prism Optical 384-Well Reactid’late, No Barcode, Applied
Biosystems, Foster City, CA)
ABI Prism Optical Adhesive Covers (Applied Biosyste Foster City, CA)
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ABI Prism 7900HT Sequence Detection System mi®&$ Enterprise Database 2.2.2.
(Applied Biosystems, Foster City, CA)

Das Volumen der g-PCR betragt jeweilgill5

Der 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix entliile spezielle HotStar Taq
DNA Polymerase, die erst durch einen 15-minttigekubationsschritt bei 95°C
aktiviert wird und so die Bildung unspezifischer ofukte und Primer-Dimer
verhindert, was zu hoher PCR Spezifitat und aklkeur&uantifikation fuhrt. Der
enthaltene Puffer besitzt einen pH von 8,7 (20A13.fluoreszierender Farbstoff dient
SYBR Green |, der bei Bindung doppelstrangiger D&IA Fluoreszenzsignal emittiert.
Als interne Referenz zur Normalisierung des SYBFRdar| Signals ist der ebenfalls
fluoreszierende Farbstoff ROX im Mix vorhanden. Dresiteren enth&lt der Master
Mix einen dNTP Mix. Zu 7,5ul dieses Master Mix werden 6,38 ddH20, jeweils
0,075ul Forward und Reverse Primer sowie jeweild §DNA zugegeben.

Die realtime-PCR-Reaktion erfolgt auf einer foliensiegelten 384-Well-Platte im ABI
Prism 7900HT Sequence Detection System mittels Bit8rprise Database analog des
ABI Systems Standardprotokoll mit je 40 PCR-Zykl&ne Auswertung erfolgt m.H.
der ABI Prism 7000 SDS Software sowie SDS 2.2.2ABi Prism. Es werden bei
jedem Assay sowohl fur zwei Referenzgene (BCMA (BIIC4), sowie fur die
jeweiligen zu testenden Gene Verdunnungsreihemg@@u, 1ng/pl, 10ng/ul, 50ng/ul,
100ng/ul, 200ng/ul und 500ng/ul) mit NormalgeweldNQ 225 = normales
Cerebellum) erstellt. Die Probe-DNA wird in eineorgentration von je 10ng/ul
getestet.

Jeder Lauf enthalt Negativkontrollen, jede Proberdwviermal analysiert, die
Normalisierung der Proben erfolgt m. H. einer Refieprobe von normalem Kleinhirn
(PNO 226).

2.6.1. Auswertung qPCR:

Es besteht eine lineare, umgekehrt proportionaleeBeng zwischen dem Logarithmus
der eingesetzten DNA -Menge und dem Ct-Wert (Cyialeshold = Schwellenwert-

Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmals signifikiimér die Hintergrundfluoreszenz
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anstiegt). Eine Standardkurve kann durch Auftragdaes Logarithmus der

Ausgangsmenge gegen den Ct konstruiert werden, deEnusgangsmenge bekannt
ist. Durch die Geradengleichung der Standardkuxe€(t-value - b)/m) kann dann ftr

jede unbekannte Probe der Logarithmus der Kopidrzgtimmt werden. Alle Proben

werden mittels einer internen Referenz (normalesndgéiwebe) normiert. Der

Amplifikationsstatus einer Proben lasst sich alsofigmt (Kopienzahl Testgen

(normalisiert)/ Kopienzahl Referenzgene (normalt¥iedarstellen und beschreibt eine
n-fache Amplifikaton.

Fir jeden PCR-Lauf wird die Effizienz E aus deri@tag der Standardkurve (,slope*)

071/ s Eine

der Verdiinnungsreihe berechnet nach der Formeti&fiz E= 1
optimale Effizienz ergibt sich, wenn die Anzahl d®CR-Produkte in jedem Zyklus

verdoppelt wird. Fur valide Ergebnis muss E nalma @ptimalwert sein (E > 1,8).

3. Ergebnisse

3.1. Voruntersuchungen:

Aufgrund der Seltenheit von genomischen Amplifigagn in Hirntumoren und der
begrenzten Menge an Probenmaterial bei zum Teil venhaltnismalig kleinen
Tumoren wurden im Vorfeld dieser Arbeit einige Ustechungen durchgefuhrt, welche
das initiale Probenmaterial bereits selektioniert®ie ermittelten Daten der u.g.

Untersuchungen bilden die Grundlage fur die vodiete Arbeit.

3.1.1. Detektion von Amplifikationen mittels RLGS n PNET/
MB

Mittels RLGS (restriction landmark genomic scanfjnginer Methode, die auch
Amplifikationen mit geringerer Kopienzahl detekaar kann, wurden im Vorfeld
PNET/ Medulloblastome untersucht (29).
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In 5 von 25 untersuchten Tumoren (20%) konnte se gienomische Amplifikation
detektiert werden. In 3 der 25 Tumoren (12%) bediabe Amplifikation eine Region
auf Chromosom 2p24, in welch®YCN und dieMYCN-koamplifizierten GenédNAG
und DDX1 lokalisiert sind. Ein Tumor zeigte eine moglichen@lifikation auf 5p15.
Diese Amplifikationen wurden jeweils mit zwei velngedenen Methoden (CGH +
RLGS bzw. RLGS + Southern Blot) bestéatigt (29).

3.1.2.Detektion von Amplifikationen in Hirntumoren mittel s
CGH

Die komparative genomische Hybridisierung (compagatgenomic hybridization
CGH) ist eine molekular-zytogenetische Methode, ehmomosomale Veranderungen
darzustellen. Die Methode basiert auf der Hybratisng von fluoreszenz-gelabelter
Test-DNA sowie Kontroll-DNA mit normalen MetaphaS&romosomen. Anhand des
unterschiedlichen Fluoreszenzmusters koénnen mittglsantitativer Bildanalyse
unbalanzierte Veranderungen chromosomaler Regiddagewinne sowie Verluste)
detektiert werden. Die CGH kann Amplicons ab ef@disse von ca 1 Mb darstellen.
Anhand dieser Methode konnten 24 cerebrale Tumerenrittelt werden, welche einen
Materialzugewinn im Bereich des kurzen Armes vorro@fosom 5 aufweisen und
welche Gegenstand der folgenden Untersuchungenewyieerzlichen Dank an PD Dr.

Ch. Rickert, Neuropathologie und Paidopathlogieavites Klinikum Berlin).

3.2. Detektion von Amplifikationen mittels gPCR

3.2.1. Referenzgene:

Die ausgewahlten Referenzgene liegen in Genregjoden in Hirntumoren wenig

genetische Abnormitaten aufzuweisen scheinen (22).
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In Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, das$eéneBCMA und SDC4 auch in
den Tumoren, die im Rahmen dieser Dissertation tgad der Untersuchung sind,
valide disome Referenzgene darstellen:

In insgesamt 36 Proben (16 CPP, 1 CPC, 1 anaplastisAstrozytom, 1 GBM, 3
Hypophysen-Ca, 1 Ependymom, 3 Medulloblastome, NER 1 AT/RT, 6
Tumorzelllinien und zwei normale Cerebelli) wurdesdverhaltnis der Genkopien von
BCMA/SDC4 bestimmt. Das ermittelte Verhaltnis ergab 0,9940+04 SD, damit nicht
signifikant unterschiedlich zu 1 (p<0,05).

Es erfolgt die Etablierung eines gPCR-ProtokollsmziNachweis genomischer

Amplifikationen (s. Methodenteil).

3.2.2. Genlocus 2p24MYCN, DDX1, NAG)

Zcale 1 M} |

chre: | 15506a8a| 1eapagas| 16560608 17omagas|
Chi-omosome Bands Loca11zed by FISH Mapping Clohes

2pa4.2
UCSC GEH Base iy REFSEG [iFrot, GenBank, CCOS and Comparative Genomics
FAR49R
FAM40A Jetea
HEAS HE-H-HHHHHHE -IH+H H

Abbildung 2: Genlokus 2p24.3nach UCSC genome browser

Im Genbereich 2p24 liegt der GenlodU¥CN, benachbart zMYCN stromaufwarts ist
das GerDDX 1 lokalisiert sowie etwas weiter stromaufwarts das SAG.

Zunachst wurden die in der RLGS detektierten Ankatfonen im Genbereich 2p24
(Genlocus MYCN) mittels der komplementaren Methode der qPCR bgstéand
guantifiziert. Besonderes Augenmerk wurde auf die MYCN koamplifizierten Gene
DDX1 undNAG gelegt.

Untersuchungsgegenstand waren finf Tumorzelliniérei (Medulloblastom-, zwei
Neuroblastomzelllinien) sowie sieben embryonalentdimoren (finf Medulloblastome,
zwei cPNET).
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Als interne Positivkontrolle dienten die beiden Kdaastomzelllinien, fir die in der

Literatur bereits einMYCN-Amplifikation vorbeschrieben ist.

Anhand unseres Protokolls zeigte sich fur die entgin Neuroblastom-Zelllinien IMR
und KCN eine circa 20fach erhéhte Kopienzahl BNB&CN-Gens. Zudem zeigte sich
eine Koamplifikation von benachbart liegenden Genen

In der Zelllinie IMR stellte sich der komplette Gxameich 2p24 signifikant amplifiziert
dar, sowohIDDX1 als auchNAG lagen in deutlich erhéhter Kopienzahl vor, wobie d
Anzahl der Kopien der einzelnen Gene nicht sigaritkvoneinander abwich.

In der Zellinie KCN waiMYCN ebenfalls deutlich amplifiziert (s.Abb.5). Es Zeigich
eine numerisch &quivalente Koamplifikation v@DX1. NAG, das etwas weiter
telomerisch auf Chromosom 2p lokalisiert ist (s.Ahb lag nicht mehr auf dem

Amplikon, d.h. lag nicht in erhéhter Kopienzahl vor

Genlocus 2p24
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Zelllinien und Primartumore

Abbildung 3: Amplifikationsstatus vonMYCN, DDX1 und NAG auf 2p24 in Zelllinien und
Primartumoren, n= 12
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Abbildungen 4-9: Quantitative SYBR-Green-Realtime-PCR-Analyse.

DNA von Tumor-, Zelllinien- und normalen Kleinhirmgben wurde in realtime-PCR-Reaktionen

analysiert. Die Zyklusnummer, bei der die Fluoregzz€dRn) den Detektionsschwellenwert treshold
erreicht, wird bestimmt (Ct-Wert). Je friiher dieSshwellenwert erreicht wird, desto hdéher ist die
Kopienzahl des untersuchten Genes. Fir jedes Géuigter pro realtime-PCR-Analyse eine
Verdinnungsreihe zur Erstellung einer Standardkumvéd. derer die Kopienzahl einer unbekannten
Probe errechnet werden kann. Jede Analyse erfolgtéach, jeder Lauf enthielt Negativkontrollen, es

erfolgte eine Normalisierung der Proben gegen ntasnidleinhirngewebe, Daten hier nicht gezeigt.
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Abbildung 4: quantitative realtime-PCR-Analyse fir d&en MYCN in verschiedenen Proben.

Signifikante MYCN-Amplifikationen zeigen sich in der TumorzellliniMR sowie der Tumorprobe

9609P256. (Proben: PNET 5: rot, UW228: lila, 980B®PHink, IMR: griin, 9609P256: blju
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Abbildung 5: quantitative realtime-PCR-Analyse miTumorzelllinie KCN. Es zeigen sich
Amplifikationen vonMYCN und DDX1, NAG ist nicht koamplifiziert (untersuchte Gend:YCN: rot,
DDX1: griin,NAG: blau)
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Abbildung 6: quantitative realtime-PCR-Analyse miTumorzelllinie PFSK, es sind keine
Amplifikationen nachweisbar (untersuchte Gel&'CN: rot, DDX1: griin,NAG: blau)
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Abbildung 7: quantitative realtime-PCR-Analyse mitumorzelllinie UW228, es sind keine
Amplifikationen nachweisbar (untersuchte GEM&CN: rot, DDX1: griin,NAG: blau)
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Abbildung 8: quantitative realtime-PCR-Analyse mitumorgewebe 9805P620.Es sind keine
signifikanten Veranderungen der Kopienzahlen deensachten Gene darstellbar. (Referenzdg@&A
(rot) undSDC4 (griin); MYCN (lila), DDX1 (blau) undNAG(pink))
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Abbildung 9: quantitative realtime-PCR-Analyse mitumorgewebe 9609P256.Es zeigen sich
Amplifikationen vonMYCN (lila), DDX1 (blau) undNAG(pink), im Vergleich die beiden Referenzgene
BCMA (rot) undSDCA4 (griin).

Bereits in den Voruntersuchungen mittels RLGS kenn8 Tumoren identifiziert
werden mit Zugewinn auf Chromosom 2p24. Nun wurden auch diese mittels gPCR
weitergehend untersucht. Allerdings konnte lediglim einem Medulloblastom
(9609P256) eine signifikantdYCN-Amplifikation bestétigt werden (s. Abb.9). In den
Ubrigen Tumoren sind moglicherweise eng benachliRetgonen, die jedoch nicht die
drei untersuchten Gene betreffen, verandert (s@#blProbe 9609P256 zeigte sowohl
eine signifikante Amplifikation vorMYCN als auch eine Koamplifikation der beiden
benachbarten GeneDX1 und NAG. Es handelt sich hier also erneut um ein relativ

grofRes Amplikon.

3.2.3. Genlocus 5p15.331x1 und hTERT)
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Abbildung 10: Genlokus 5p15.33nach UCSC genome browser

32



Im Bereich 5p15.33 liegen zwei Gene von Interezse einerhTERT, welches fur die
katalytische Untereinheit der Telomerase kodievrisoweiter stromabwarttRX1 aus
der Genfamilie deiroquois Gene. Es wurde mittels qPCR analysiert, ob deden
CGH gezeigte Zugewinn chromosomalen Materials aafn dkurzen Arm von
Chromosom 5 einer selektiven Amplifikation im Befei5pl15.33 entspricht, indem
reprasentativ der Amplifikationsstatus der in dieGenregion lokalisierten Geriexl
und hTERT ermittelt wurde. Desweiteren wurde beleuchtet,iénveit Begleiteffekte
wie Koamplifikation aufgrund benachbarter geographer Lage vorliegen.

Aufgrund der Seltenheit genomischer Amplifikationemd der verhaltnismalig kleinen
Untersuchungszahlen, wurden wie o0.g. die verwendeteimorproben anhand
Voruntersuchungen gescreent. Weitergehend untdrsuehirde u.a. solches
Tumormaterial, welches in Voruntersuchungen mitt€l&H einen Zugewinn an

genetischen Material auf dem kurzen Arm von Chramo$§ aufwies.

a. Amplifikationen in Tumorzelllinien

Im Folgenden wurden 6 Tumorzelllinien auf Amplifiamen im Bereich des
Chromosoms 5p15.33, speziell der Ganx@ undhTERT untersucht.

Es fanden sich in den untersuchten 6 Tumorzellikeine signifikante Amplifikation
der Gendrx1 undhTERT auf Chromosom 5p15.33.

Genlocus 5p15.33
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Abbildung 11: Amplifikationsstatus voiirxl undhTERT auf 5p15.33 in Tumorzelllinien, n=6
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Es zeigte sich rein nominell eine Verdoppelung KHepienzahl vonhTERT in der
Neuroblastomzelllinie KCN sowie in der Medulloblasizelllinie UW228.

Das Signifikanzniveau war in beiden Fallen jedoathnerreicht. Auch scheint diese
Veranderung nicht die einzelne Gene, sondern diarge Genregion zu betreffen. Eine

signifikante Differenz zwischen den Kopienzahl voxi undhTERT lag nicht vor.

b. Amplifikationen in primitiven neuroektodermalen Tumoren:

Die untersuchten cPNET-Proben zeigten in 33% (zwam sechs Fallen) einen
signifikanten Zugewinn der Kopienzahl im Bereichl583.

Die Untersuchung der Tumor-DNA sowohl von para B3aaich PNO 9503P010 ergab
eine signifikante Amplifikation im entsprechendeartBereich.

Mittels qPCR zeigte sich eine Vervierfachung derliggenden haploiden Kopienzahl
des Genefrxl (p<0,05) sowie eine ca. zwolIf bzw. knapp zwanzigfarhéhte haploide

Kopienzahl vorhTERT (p<0,05).
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Abbildung 12: quantitative realtime-PCR-Analys&robe: 9503P010 Es zeigt sich ein deutlich
erniedrigter CT-Wert, entsprechend einer signiftkarhohten Kopienzahl der Geh@ERT (blau) und
Irx1 (lila); ReferenzgeBCMA rot, MYCN griin dargestellt, beide in dieser Tumorprobe réchplifiziert.
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Abbildung 13: Amplifikationsstatus vorirxl undhTERT auf 5p15.33 in Primartumoren, n=6 (4 MB, 1
AT/RT, 1 cPNET)

In diesen beiden Tumoren (para 23 und 9503P01@ndie Kopienzahlen der beiden
benachbarten Gerexl und hTERT auf 5p15.33 signifikant erhéht im Vergleich zur
Kontrolle, jedoch auch im Ausmafd der Amplifikatisignifikant unterschiedlich. In
beiden Fallen lag eine signifikant hohere Kopiehzam hTERT im Vergleich zulrxl

Vor.

c. Amplifikationen in weiteren Hirntumoren:

In der Analyse der 25 weiteren Hirntumoren zeigé25 Proben (28%) einen
signifikanten Zugewinn der Anzahl der Genkopien Voxl. Es handelte sich hierbei
um 5 Plexuspapillome, ein Plexus-Carcinom und sipdghysen-Carcinom.

6/7 Patienten waren méannlichen Geschlechts, dergdlurchschnitt lag bei 25,6 Jahren,
wobei der jungste Patient erst 5 Monate alt war.

Die HOhe der Amplifikation variierte hierbei von s hin zur 20-fach erhohter
Genkopienzahl.

Die Analyse dieser 25 Hirntumoren auf AmplifikatidashTERT-Gens ergab in 5/25
Proben (20%) eine signifikante Erhohung der KopadahzEs handelte sich in allen 5
Fallen um Proben von Plexuspapillomen, (4/5 méhelatienten, Durchschnittsalter
45,8 Jahre).
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In insgesamt 11/25 der untersuchten Hirntumoren%/{44onnten genomische
Amplifikationen im Bereich des kurzen Armes von @hosom 5, auf 5p15.33,
gefunden werden. Betroffen waren sowohl das GERT als auch das Gdnx1 (in 7
respektive 5 Tumoren). Es fand sich jedoch ledigliein Tumor (P241), ein
Plexuspapillom I° eines 31-jahrigen Mannes, in déeide Gene auf 5p15.33
amplifiziert waren. Hier zeigte sich eine Verdretiang der haploiden Kopienzahl von
hTERT und eine 21fach erhohte Kopienzahl des Gexis

Genlocus 5p15.3.
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Abbildung 14: Amplifikationen vonhTERT undIrx1 auf 5p15.33 in soliden cerebralen Tumoren, n=25
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4. Diskussion

Die Diskussion der vorliegenden Arbeit soll sichwerpunktmaflig mit folgenden
Themen befassen:

1) Genetische und epigenetische Veranderungenrofian und deren
pathogenetische Relevanz

2) Evaluation und Diskussion des methodischen Aesatur Detektion
genomischer Amplifikationen

3) Diskussion der dargestellten Ergebnisse zu gesobven Amplifikationen

und Koamplifikationen auf Chromosom 2 und 5

Ad 1)

Genetische und epigenetische Veranderungen in Tumemn und deren
pathogenetische Relevanz

Primare Hirntumoren kommen in der Gesamtbevdlkenmmitgca 2% deutlich seltener
vor als z.B. Lungen-, Darm-, Brust- oder Prostatakame. Im Kindesalter jedoch sind
Tumoren des zentralen Nervensystems die haufiggibden Tumoren und nach den
Leukamien die zweithaufigsten Tumoren insgesame Drsache daflr ist bislang
ungeklart. Ebenso sind die molekulargenetischenhisi@smen, die fir die Entstehung
primarer Hirntumoren ursachlich sind, noch weitektgnd unbekannt.

In Tumoren werden zahlreiche genetische Veranderufgie z.B. Mutation, Deletion,
Amplifikation), aber auch epigenetische Phanomevetlylierung, Demethylierung
usw.) beobachtet, die zu einem gestorten Gleiclgfgwizwischen Genen mit
wachstumsfordernder und —hemmender Wirkung fihrénné&n. Das Wissen Uber
solche Veranderungen ermdoglicht eine gezielte Supobheh Angriffsstellen im
Entstehungsprozess von Tumoren bzw. nach weiterlegrapiemoglichkeiten. Im
folgenden werden einige dieser Veranderungen keszhrieben.

Die Methylierung der Cytidin-Basen der DNA ist dieichtigste epigenetische
Verdnderung. Dabei werden durch die DNA-Methyltfarssen DNMT
postranskriptionell solche Cytidine methyliert, diemerhalb von Cytosin-Guanosin-

Dinukleotiden liegen. Diese GC-reichen chromosomdegionen, auch CpG-islands
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genannt, liegen oft in Genpromotorbereichen. Die AENethylierung in einer

Promotorregion ist mit der Transkriptionsinhibitjahh. Inaktivierung, der assoziierten
Gene vergesellschaftet (26, 43). Beispielsweisel wirca 80% der Medulloblastome
eine Hypermethylierung des Tumorsuppressorg&#&s-1A auf Chromosom 3p21.3
beobachtet, welches eine pathogenetische Rolle d@i Tumorigenese des

Medulloblastoms einnehmen soll (58).

Die am langsten bekannten genetischen Veranderumeggeaffen die Basensequenzen
in Form von Mutationen. Bei Medulloblastomen isispéelsweise ein Isochromosom
17 (Loss of Heterozygosity LOH) als haufigste gexobie Verdnderung in 30-50%
nachweisbar (53), welches mdoglicherweise zu einerachAtumsvorteil fur die
Tumorzelle fuhrt (5). An der Bruchstelle fur die HQlokalisiert auf 17p11.2, ist eine
epigenetische Veranderung zu beobachten: die Cp@8rnveisen an diesem Genort
eine Hypermethylierung auf. Ein durch diese Hypéhyleerung inaktiviertes
Suppressorgen konnte jedoch bislang nicht idergitizverden. Das Tumorsuppressor-
GenP53, das distal von 17p13.1- p12 lokalisiert ist,nath heutigem Wissensstand fir
die Medulloblastomentstehung nicht bzw. nur in safitenen Féllen relevant (6).

Die Identifizierung spezifischer Mutationen, die lzereditaren Syndromen mit erhéhter
Inzidenz an zerebralen Tumoren fihren, wie u.alLd&aumeni-, das Gorlin- oder das
Turcot-Syndrom, haben wichtige Einblicke in die Tarentstehung und Erforschung
moglicher Therapieoptionen gegeben. Beispielsweise in ca 5 % der an
Medulloblastomen erkrankten Kinder eine vererbterfbahnmutation bekannt.

Das Gorlin-Syndrom geht einher mit einer Heterotiggam patched-1 (PTCH-1)-
Lokus auf Chromosom 9. Das patched-1-Protein (p@msrahnlich aufgebaut mit 12-
Transmembran-Doméanen) spielt im Sonic HedgehogaBigg (SHH) eine bedeutende
Rolle (83). Dieser ist eine essentielle embryor&itmalkaskade, die in verschiedenen
Entwicklungsprozessen die Differenzierung von Staedtean und Vorlauferzellen
reguliert. Das Transmembranprotein ,Smoothened hogoe“ (SMO) aktiviert den
Hedgehog-Signalweg, wohingegen PTCH-1 als inhibiee Zelloberflachenrezeptor
die Aktivierung des Signalweges unterdriickt durdheelnhibierung von SMO.
Hedgehog-Liganden heben durch eine Bindung an PTGk inhibierende Wirkung

auf SMO auf und fihren so zu einer Aktivierung 8egnalkaskade.
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Mutationen im Hedgehog-Signalweg fuhren zu Storange dem kritischen
Entwicklungsprozess der Kleinhirnreifung und uni@zen die Entstehung von
Medulloblastomen. Im Mausmodell resultiert beispiadise die heterozygote Deletion
des murinenPTCH-1-Homologs ptcl in der Entwicklung von Medulloblastn in
etwa 1/3 der Mause bis zu ihrem 25. Lebensmonaj. (B@hingegen fuhrt die
Hemmung der Hedgehog-Signalkaskade durch SMO-liahnén (z.B. Cyclopamin) und
durch Hedgehog-Antagonisten zu einer RegressiorMexdtulloblastomen in ptc 1 +/- -
Mausen (4, 71). In humanen Medulloblastomen kondtamsen et al. (53) in ca 30%
eine Aktivierung des HH-Signalweges nachweisen.ugktbefindet sich der selektive
SMO-Inhibitor GDC-0449 mit oraler Bioverfligbarkeim einer Phase-I- klinischen
Studie.

Auch das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Geh der Iroquois-Familie wird

durch den o.g. Hedgehog-Signalweg reguliert undrkdiert (15).

Neben Punktmutationen und Deletionen bilden die HWfikationen eine weitere
wichtige genetische Veranderung in dem Prozel3 derofentstehung. Amplifikationen
werden insgesamt weitaus weniger haufig als diggébrMutationen beobachtet. Der
molekulargenetische Ablauf dieser Vervielfachungh v@enbereichen wurde bereits
einleitend erlautert. Beispielhaft flur die Bedegwon Amplifikationen spezifischer
Gene kann das GembB2 (HER2/neu) beim Mammakarzinom genannt werden, dessen
Proteinprodukt als membranstandiger Oberflacheptezeur Familie der epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptoren gehort (44). Es hemmtAgietose, den programmierten
Zelltod, Gber den mTor-Signalweg. Uber den RAS-MAiRase-Signalweg kann es die
Zellproliferation stimulieren. In etwa 20-25% allervasiven Mammakarzinome ist
dieser Rezeptor Uberexprimiert und kann ebenfals genomisch amplifiziert
nachgewiesen werden. Diese Onkogen-Amplifikatiorrek@rt mit der Malignitat des
Brusttumors (19). Der humanisierte monoklonale Kirpper Trastuzumab bildet eine
hieraus resultierende spezifische Therapiemoglithlkei sogenannten ,HER2/neu-
positiven Tumoren®. Trastuzumab (Herceptjnist gegen den extrazellularen Teil des
ErbB2-Rezeptors gerichtet, blockiert diesen unditlagine intrazellulare Wirkung und

seinen Einflul auf die Tumorprogression.
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In  Neuroblastomen wird das GemMYCN als Tumormarker genutzt. Sein
Amplifikationsstatus in den einzelnen Tumoren gibdinweise auf den
Krankheitsverlauf, = Therapieansprechen  bei  DiagrieBesg sowie die
Rezidivwahrscheinlichkeit.

Demgegenuber werden jedoch auch sporadische Akgtidnen in Tumoren gesehen,
die mdglicherweise einen Sekundareffekt darstetlendie Expression von Onkogenen

steigert, die durch andere Mechanismen aktivierten.

Das Ziel der Untersuchungen auf tumorspezifischaetigche oder epigenetische
Veranderungen und damit auch das Ziel der vorlidgerArbeit liegt im Auffinden von

molekularen Markern, welche die Diagnose, Prognos®l Therapie einzelner
Tumorentitdten  beeinflussen und  moglicherweise ifipelze  molekulare

Therapieansatze darstellen (als Beispiele wurden GDC-0449 und Herceptin
genannt). Zudem konnte in ihnen eine Mdglichkegdin, Patienten in Risikogruppen
einzuteilen, wie es bereits anhand 88CN-Amplifikationsstatus in Neuroblastomen
erfolgt. Wurden Patienten mit einer schlechterengRose zuverlassig identifiziert
werden, konnten sie schon initial intensiver bele#indierden. Dagegen kodnnte bei
Patienten mit voraussichtlich besonders gutem  Themasprechen die
Therapieintensitat verringert werden, um theragieaigerte Spatfolgen, wie z.B. eine
Retardierung nach Radiatio der kraniospinalen Adleseindern, sowie das Risiko fur

Zweittumoren zu reduzieren.

Ad 2)

Evaluation und Diskussion des methodischen Ansatzesr Detektion
genomischer Amplifikationen

Es bestehen verschiedene methodische Ansatze, netisghe Veranderungen, speziell
Amplifikationen, nachzuweisen.

Die Comparative Genomic Hybridization (CGH) ist einMethode zur
molekulargenetischen  Analyse von  Tumoren. Mittelsine® einzelnen
Hybridisierungsvorganges ist es mdglich, einen bhek tiber Veranderungen der

DNA-Kopienzahl  (Verluste, Deletionen und ZugewinneAmplifikationen)
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nachzuweisen und anhand normaler Referenz-Chronessesrgleichend darzustellen,
ohne dass die veranderten Regionen vorweg lokaligaen (45).

Eine weitere Methode ist die Fluoreszenz-in-sit#tyisierung (FISH), welche
genutzt wird, um definierte Nukleinsduresequenzenellularen Praparaten durch die
Hybridisierung mit komplementéren Probesequenzend&n) zu visualisieren. Bei der
FISH sind diese Sonden mit speziellem Fluoreszeztiaff markiert. Der Einsatz
mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe erméglicht den gietigen Nachweis verschiedener
Strukturen.

Die RLGS (restriktion landmark genomic scanning) tzhu (zumeist
methylierungsspezifische) Restriktionsenzyme, une dNA zu verdauen und
anschlieBend die radio-gelabelten  Fragmente  mittelsveidimensionaler
Gelelektrophorese aufzutrennen und Genalteratidaezrustellen. Durch den Vergleich
mit Kontroll-DNA kdnnen sowohl genetische als awghigenetische Veranderungen
gefunden werden, welche mit Hilfe einer spezifisthg&chnittstellen-Bibliothek*
Genklonen zugeordnet werden konnen (18). Zumegsttadlie RLGS der Detektion von
DNA-Methylierung und —Demethylierung, kann jedochucla Amplifikationen
darstellen. Die Intensitat der Fragmente auf derdidgraphen korreliert dabei direkt
mit der DNA-Kopienzabhl.

Desweiteren kann die Polymerasekettenreaktion PGR HWachweis genomischer
Amplifikationen genutzt werden, welcher sowohl sguaintitativ als auch quantitativ
erfolgen kann. Der quantitive Nachweis ist mittellsr realtime-PCR mdglich. Bei
dieser Methode wird jeweils eine Region von Intseedzw. ein bestimmtes Gen
vorweg festgelegt, um auf Amplifikationen untersuctn werden. Es ist eine sehr
spezifische Methode, die jedoch den Vorteil deoalisn Quantifikation im Gegensatz
zu den vergleichenden Verfahren hat. Nachteileréaitime-PCR liegen zum einen in
den recht hohen Kosten. Werden Tagman-Sonden lenstzfir jedes Gen von
Interesse die Herstellung einer eigenen Sonde maligyeDie kostengiinstigere Variante
liegt in der Benutzung des Fluoreszenzfarbstoffe&BRS Green, mit dem ohne
targetspezifisch-gelabelte Proben viele verschiedehelgene analysiert werden
konnen. SYBR Green bindet jede doppelstrdngige DiNRer Ausstrahlung eines
Fluoreszenzsignals. Ein zweiter Fluoreszenzfarb®@X dient als interne Referenz

zur Normalisierung des SYBR Green Fluoreszenzssgnad als Korrekturfaktor um
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Pipettierungenauigkeit und Fluoreszenzfluktuatiomerden einzelnen Probelésungen
auszugleichen. Um Primerdimere und ,Mispriming“ figlgst zu minimieren wird eine
spezielle Pufferlésung sowie eine HotStarTag-DNAyPerase verwendet, die
wéahrend eines 15-mindtigen InkubationsschrittesI8C erst aktiviert wird. Um die
Spezifitat des Amplifikationsproduktes darzustelleverden Schmelzkurvenanalysen
durchgefihrt. Im optimalen Falle sollte lediglicin eMaximum (Wendepunkt der
Kurve) in Hohe des spezifischen Schmelzpunktes dewlifizierten Produktes
entstehen. Sind mehrere Wendepunkte bei niedrigezeperaturen dargestellt, besteht
hierbei eine Amplifikation von Primerdimeren und d?robe muss verworfen werden.
(65) Fur jeden PCR-Durchlauf wird die spezifisch€RPEffizienz mit Hilfe der
Steigung m einer Standardkurve berechnet (E ='16). Nur bei einer Effizienz E von
> 1.8 handelt es sich um zuverlassige Ergebnigé{h

Um neben der Effizienz der PCR-Reaktion den DNA-#&eker Probe absolut zu
quantifizieren, werden in jedem PCR-Durchlauf gea#jsche Standardkurven
produziert. Hierbei handelt es sich um Verdinnugigen normaler DNA mit einem
DNA-Gehalt von 0,1 bis 500 ng/ul. Die Proben seilkstden standardisiert mit einem
DNA-Gehalt von 10 ng/ul aufgetragen. Jedoch aueh $ind Pipettierungenauigkeiten
nicht sicher auszuschlieRen. Um zuverlassigere baigee zu erhalten, werden die
Verdunnungsreihen je zweifach, die Proben mindssteeifach untersucht. Um eine
Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen PCR-Durdield herzustellen, werden
samtliche Proben zusatzlich gegen Normalgewebe almiert. Pipettierungenauigkeit
stellt also eine wichtige Fehlerquelle dar. Benutetden 384-well-Platten, wobei beim
Pipettiervorgang eine hohe Konzentration zwingeotivandig ist. Wie o0.g. wird jedes
Gen mindestens dreifach untersucht, um ,Probenfefriéglichst auszuschliel3en.

Ein systematisches Problem liegt in der Tatsacless dediglich einzelne Gene
betrachtet und untersucht werden. Mdglicherweisgt lIdas eigentliche Zentrum der
genetischen Amplifikation auf einem benachbartdietpn Gen und es werden nur
Koamplifikationseffekte dargestellt.

Aufgrund des Wissens Uber solche Koamplifikationeie, anhand des GemdYCN mit
NAG und DDX1 als koamplifizierte Gene dargestellt, liegt deki#® der weiteren
Untersuchungen dieser Arbeit speziell auf zwei bkebart liegenden Genen in einem

Genbereich mit gehauft auftretenden Amplifikationédhromosom 5p15.33). Der
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Vergleich und die Korrelation von Amplifikationsnas und —haufigkeit der beiden
Gene erhalt somit eine spezielle Bedeutung.

Es muss jedoch betont werden, dass es sich begetemnten Beobachtungen lediglich
um genetische Amplifikationen handelt. Inwieweitesk die Expression des
untersuchten Genes beeinflusst und verandert,instveiterfiihrender Gesichtspunkt,
der in Folgeuntersuchungen beleuchtet werden sdiliee Aussage Uber klinische
Konsequenzen féllt in Zusammenschau der Ergebn@mse genomischer sowie
Expressionsebene deutlich leichter und ist wesdndussagekraftiger.

In der vorliegenden Arbeit wurden die verschiedenderfahren zur Detektion
genomischer Amplifikation kombiniert. Aufgrund dé&eltenheit von genomischen
Amplifikatioen in Tumoren wurde in den Voruntersuogen anhand weniger
spezifischer Verfahren (wie CGH und RLGS) auf Geeiohe mit Amplifikationen
gescreent. Regionen von Interesse und mdoglichegefiel wurden ermittelt, welche
sodann durch gPCR geprift und im Falle von Ampmiiiknen absolut quantifiziert
wurden. Durch diese Selektion in den Voruntersugkuon erhalt man jedoch
letztendlich eine Uberreprasentativ hohe Zahl arplikationen, da lediglich solche
Tumoren weitergehend untersucht wurden, die impeathienden Genbereich bereits
Veranderungen vermuten liel3en. Dieser ausgeprédgke idurde jedoch u.a. aufgrund

des sparlichen Tumormaterials wissentlich in Karignmen.

Ad 3)

Genomische Amplifikationen und Koamplifikationen de Genregion

2p24

In Neuroblastomen tritt eine Amplifikation vaiYCN auf Chromosom 2p24 in ca 25%
der Falle auf und ist mit einer schlechten Progncsschem Tumorprogress und einem
fortgeschrittenen Krankheitsstadium assoziiert.

Es konnte gezeigt werden, dass das Amplicon 2p24deien Fallen nicht nuMYCN
sondern auch koamplifizierte Gene enthalt, wie DBX1 und NAG, die im gleichen
Genlocus weiter stromaufwarts auf Chromosom 2pehiedeine Koamplifikation von
DDX1 im Rahmen eineMYCN-Amplifikation liegt in der Literatur in 40-70% vpr

wobei deren prognostische Bedeutung bislang noaftrdegers diskutiert wird. In
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einigen Studien zeigt sich ein Trend zur schle@mtddinischen Prognose bei Patienten
mit MYCN- und DDX1-Amplifikation (31, 81), wohingegen andere Autorkeinen
Zusammenhang zwischen Outcome, Uberleben und Kdfdmpbn von DDX1 fanden
(20, 21, 59). Weber et al. konnten an ihrem Patdaillektiv eine signifikante
Korrelation vonDDX1-Koamplifikation und besserer Prognose und Patrgrderleben
zeigen (88). Kaneko et al. (46) fanden keine sikgiften Unterschiede in der
Uberlebensstatistik der Patienten mit unterschébdlin Amplifikationsstatus der drei
Gene auf 2p24MYCN, DDX1, NAG). Auch konnten sie keine signifikante Verbindung
zwischen  Koamplifikationsstatus und  Krankheitssiadi oder Alter bei
Diagnosestellung ausmachen.

Amler und Schwab diskutierten schon 1989, dass eiedrigere Kopienzahl bei
MYCN-amplifizierten Tumoren in Verbindung steht mit eim gro3en Amplikon und
einem geringerem Grad der Rekombination (89). Kanek al. zeigten an ihrem
Kollektiv (113 untersuchte Tumore, MYCN-Amplifikationen), dass Tumoren mit
niedrigerem MYCN-Amplifikationslevel haufiger Koamplifikationen vodDX1 und
NAG aufweisen als solche mit high-level-Amplifikationeon MYCN. Sie zogen einen
cut-off bei Kopienzahlen> 40 MYCN-Kopien. Allerdings fanden sich in beiden
Gruppen keine signifikanten Unterschiede in der d¢ibenswahrscheinlichkeit (46).
Auch zeigten die Untersuchungen auf Expressionsebemeder fir den
Expressionsstatus voBDDX1 noch den vonNAG eine signifikante Korrelation zu
Uberlebenswahrscheinlichkeit oder Krankheitsstadiumei MYCN-amplifizierten

Tumoren.

In den hier untersuchten Proben fanden sich keWéCN-Amplifikation mit
Kopienzahlen > 40 Kopien. Alle MYCN-Amplifikationen sind begleitet von
Koamplifikation vonDDX1 bzw. DDX1 und NAG, entsprechend der Beobachtungen
von Kaneko et al (46).

Die untersuchten Neuroblastomzelllinien mit Ampdgfion des Genlokus 2p24, IMR-
32 und KCN, zeigen in der Hohe der Amplifikatiorr @nzelnen Gene des Amplikons,
d.h. MYCN, NAG und DDX1, keinen signifikanten Unterschied. Die Hohe der

Kopienzahl liegt zwischen 20-30 Kopien.
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In den Voruntersuchungen mittels RLGS zeigten ditgnoren einen Zugewinn in der
Genregion 2p24. In der Untersuchung der drei gaedélene dieses Genlokus mittels
gPCR zeigte sich jedoch lediglich in der Tumorprd@09P256 eine signifikante
Veradnderung der Kopienzahlen der entsprechendere.Glen den anderen beiden
Tumorproben konnte mittels gPCR keine Amplifikagonbeziiglich dieser drei Gene
nachgewiesen werden. Mdoglicherweise sind eng béaaih Gene amplifiziert bzw.
benachbarte Genregionen verandert, die jedoch diehintersuchten Gene betreffen.
In einem Medulloblastom eines 6-jahrigen Jungensh@ 9609P256) zeigten sich in
der gPCR alle drei GendYCN, DDX1 und NAG amplifiziert. Es handelt sich hierbei
also um ein relativ groRes Amplicon. Die Kopienzath MYCN liegt jedoch auch hier
< 40 Kopien. SowohDDX 1 als auchNAG sind in diesem Tumor koamplifiziert. Das
koamplifizierte GerNAG liegt in signifikant hoherer Kopienzahl vor &ls/CN.

In den vorliegenden Studien zu Veranderungen aubi@bsom 2p24 ergab sich bislang
noch nicht der Hinweis, dass ein relevanter Zusammaweg zwischen Level der
Koamplifikation, d.h. Hohe der Kopienzahl, und Hiiss auf das klinische Outcome
bestehe. Auch ergaben Untersuchungen des durchgehiemische Amplifikation
veranderten Expressionsstatus keinen ZusammenhangKrankheitsverlauf und

Prognose.

Genomische Amplifikationen und Koamplifikationen de Genregion
5p15.33

In den untersuchten Tumoren zeigt die chromosorRa&lgion 5p15.33 ein gehauftes
Auftreten genomischer Amplifikationen. In diesemr@&eh liegen zwei Gene von
InteressehTERT, das fur die katalytische Untereinheit der Telaaserkodiert, sowie
Irx1, die Matrize flr ein Protein der Neurogenese.

Flr ersteres konnte bereits in verschiedenen Gewdieespezifische Bedeutung in der
Tumorigenese dargestellt werden. In Tumorentititee u.a. Bronchial-, Zervix-,
Mammakarzinomen und Neuroblastomen, konnte einergemche Amplifikation von
hTERT nachgewiesen werden (51), die zugleich assozient mit einer erhtdhten
mRNA-/Proteinexpression und einer gesteigerten mMetaseaktivitat (12,13). Uber

eine hTERT- Amplifikation in soliden Tumoren des ZNS liegemdiegen nur wenige
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Informationen vor. Fan et al konnten 2003 in eiSerie von 36 embryonalen soliden
ZNS-Tumoren in 42% der Falle mittels komparativeERP eine relative hTERT-
Amplifikation nachweisen (25). Desweiteren konnténee signifikant positive
Korrelation zwischen erhéhtem Gengehalt und hTERRNA-Level gezeigt werden.
In Hinblick auf die Prognose ergab sich eine Asstoan zwischen hoher hTERT-
Expression und schlechtem klinischen Outcome, didegen erreichten jedoch nicht das
Signifikanzniveau (25). Myung et al. stellten 208len Zusammenhang zwischen
hTERT mRNA-Expression bzw. Telomeraseaktivitat itachweis von kolorektalen
Karzinomen bei Patienten mit florider Colitis-ulosa dar (64).

Die Funktion und pathogenetische Bedeutung des Ge&mhdst beim Menschen noch
weitgehend unerforscht. Bislang liegen auch nochnekeBeschreibungen (ber
genomische Amplifikationen vor. Bekannt ist zwamseBedeutung in der Formation
der einzelnen Hirnbereiche, eine mdogliche Beteilgguin der Entstehung von
Hirntumoren ist jedoch (noch) nicht bekannt. Kiotalibeschrieben Czystowska et al.
fur Irx2, ein Gen der Iroquois-Familie, eine schitzendekMvig vor Tumor-induzierter
Apoptose bei CD8+-T-Zellen (17). Funktionsbeschwaden beim Menschen liegen fur

das Protein Irx1 jedoch noch nicht vor.

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 37 Bnofdavon 6 Tumorzelllinien und
31 ZNS -Tumoren) auf Amplifikationen im Bereich 5p33 untersucht. Insgesamt
konnten in 13/37 Tumoren erhohte Genkopien WIERT und/oderirxl gefunden
werden. Dies entspricht einer Haufung von ca 35,14%

Es wurden in 9/37 Proben (24,32%) Amplifikationesnvrxl gefunden, 7/37 Proben
(19%) zeigten einen Zugewinn von Genkopien YW3ERT. In 3 der untersuchten 37
Proben zeigten sich Amplifikationen die beide Gk&nkugleich betreffen.

In den untersuchten Medulloblastomen/PNET konnte®/6é Tumoren Amplifikationen
auf 5p15.33 nachgewiesen werden. Einer der beidemofen war bereits in den
Voruntersuchungen mittles RLGS untersucht worded maigte bereits hier einen
Zugewinn in diesem Genbereich. Mittels der spezisen Methode der realtime-PCR
konnte dieser genetische Zugewinn in Form von SBlgmiten Amplifikationen der
beiden Gendrxl und hTERT bestatigt werden. Interessanterweise waren inebeid

Tumoren sowohl das Genrxl als auch hTERT betroffen, wie anhand der
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Amplifikationsuntersuchungen mittels gPCR gezelje Hohe der Amplifikation der
beiden Gene zeigte einen signifikanten Unterschiedbeiden Tumoren konnte eine
signifikant hohere Kopienzahl vthiTERT als vonirxl nachgewiesen werden.

In den Ubrigen untersuchten cerebralen Tumorerefingich in 5/25 bzw. 7/25 Fallen
signifikante Amplifikationen vorhTERT bzw. Irx1, jedoch nur in einem Tumor einen
Zugewinn genetischen Materials, welcher beide (heniefft.

Bei allen finf Tumoren, die Amplifikationen im Beéch hTERT zeigten, handelte es
sich um Plexuspapillome (WHO 1), mehrheitlich wardie Patienten ménnlich (4/5
Patienten). Sechs der sieben Patienten, deren Bandanplifikationen im Bereich von
Irx 1 zeigten, waren ebenfalls méannlich. Es handelte lsierbei um 5 Plexuspapillome,
ein Plexus-Carcinom sowie ein Hypophysen-Carcincdhaffallig ist hierbei die
Haufung des mannlichen Geschlechtes, wobei zu bsadst, dass es sich um ein sehr
kleines Kollektiv handelt und die Geschlechtsvéuteg im Kollektiv nicht
ausgeglichen ist, lediglich 12/33 Tumorproben vaiblichen Patienten (36%).
Quantitativ betrachtet liegt in dem untersuchtenlldidiv die Kopienzahl bei
Amplifikationen vonlIrx1l deutlich hoéher als bei solchen v&AERT. Es fand sich
tendentiell eine héhere Anzahl virx1-Amplifikationen.

Betrachtet man den Tumor (P241, ein Plexuspapidosten Grades, WHO |, eines 31-
jahrigen Mannes), der fir beide Gene signifikantephfikationen zeigt, so finden sich
hier eine deutlich héhere Zahl von Genkopien Yod als vonhTERT. HTERT zeigt
eine dreifache Amplifikation wohingegdnxl 21-fach amplifiziert ist. Kann man aus
dieser Tatsache schlie3en, dass das I@dnden eigentlichen Kern der Amplifikation
darstellt, die erhéhten Genkopien VORERT lediglich einen Begleiteffekt im Rahmen
einer Koamplifikation widerspiegeln?

Diesem scheint die Beobachtung an den untersudkitedulloblastomen/PNET zu
widersprechen. Die gefundenen Amplifikationen imrddeh 5p15.33 betreffen hier
sowohl hTERT als auchlirxl. In allen Féllen zeigt sich in dieser Tumorentjgdoch
eine signifikant héhere Anzahl von Kopien des GeRSRT. Allerdings handelt es sich
hier auch um WHO-Grad-IV-Tumore, wohingegen dasxipapillom (WHO I) ein
langsam wachsender Tumor ohne deutlich erhdhte Statisfraktion ist.

Insgesamt stellt sich aus diesen Beobachtungengeleetischen Veranderungen im

Genlokus 5p15.33 die Frage, ob es sich um Amptibk&n mit pathogenetischer
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Relevanz handelt. Ist lediglich eines der beideneéGen untersuchten Genbereich der
Hauptfokus der Amplifikation und liegt das andereur n aufgrund von
Koamplifikationseffekten ebenfalls in erhdhter Kepzahl vor? Oder hat die erhohte
Kopienzahl beider Gene fir sich und/oder in Kombama eine pathogenetische
Relevanz in der Tumorentstehung? Spielt die HoheAaeaplifikation (low-level- vs.
high-level-Amplifikation) eine entscheidende Rallder ist lediglich die Tatsache, dass
eine Amplifikation vorliegt ausschlaggebend? Wiehsies auf der Expressionsebene/
Proteinebene aus: liegt ein erh6hter mRNA-Gehaltnehrtes Genprodukt vor, welche
Auswirkung hat dieses?

FlUr genomische Veranderungen, die Chromosom 5pXe88ffen ATERT und Irx1),
liegen Daten zu o.g. Fragen und, ob ein Zusammenhaischen Hohe der Kopienzahl
einer Amplifikation oder Level der Koamplifikationeund dem klinischen Outcome
besteht, fir die untersuchten soliden zerebralendFen noch nicht vor

Da die Frage nach der pathogenetischen Relevargesasit nicht allein durch
Untersuchungen auf genomischer Ebene zu beantwdstersollten sich auch hier
Untersuchungen auf Expressions- sowie Proteinebasehlie3en. Die Erorterung der
Fragen, ob ein erhthter mRNA-Gehalt und vermeh@esprodukt vorliegt, fuhrt
moglicherweise auch zur Antwort, welches GRRERT oderIrxl, eigentlicher Ziel-
/Angriffspunkt der Amplifikation ist und welche Awsrkung diese Veranderungen auf
die Tumorenstehung haben konnte.

Die Bedeutung der Telomerase im Prozel3 der Tunsisdning ist mittlerweile
unumstritten. In Neuroblastomen beispielsweisalistgenomische Amplifikation des
GenshTERT bereits vielfach beschrieben und gut erforschgofern liegt die Frage
nach einer genomischen Amplifikation des GBRERT in weiteren soliden zerebralen
Tumoren nahe und konnte in der vorliegenden Arbestatigt werden. In der Literatur
ist bislang noch keine genauere Untersuchung depliéons 5p15.33 und das
Zusammenspiel der Gene, die auf dem Chromosom mitigtbarer Nachbarschaft
liegen, beschrieben.

Die vorliegende Arbeit konnte erstmals eine Ampéfion des Genslrxl auf
Chromosom 5p15.33, geographisch benachbatTHRT, in soliden Hirntumoren in

relevanter Zahl nachweisen.

48



Zwar sind die Untersuchungen in dieser Arbeit lechgauf die genomische Ebene
beschréankt und kénnen somit viele der o0.g. Fragem beantworten; dennoch lasst die
relativ hohe Zahl der Amplifikationen vdnx1 in den untersuchten zerebralen Tumoren
eine pathogenetische Relevanz im Prozess der Tatstgbung mutmalien.
Weiterfuhrende Untersuchungen sind daher notwendhg,die pathogenetische und

ggof. auch klinische Relevanz der Ergebnisse tiefezgd zu erértern.
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6. Abklrzungen

APC
APP
AT/RT
CGH
CPC
CPP
CT

Ct
DNA
DDX1
Dmin
H.O
HSR
hTERT
IRX1
LOH
MB
MRT
NAG
PBL
PCR
PNET
gPCR
RLGS
RT-PCR
SHH
WHO
ZNS

adenomatotse Polyposis Coli
atypisches Plexuspapillom

atypischer teratoider/rhabdoider Tumor
comparative genomic hybridization
Choroidplexuskarzinom
Choroidplexuspapillom
Computertomographie

Cycle treshold
Desoxyribonukleinsaure

Dead Box Homeoprotein 1

double minutes

Wasser

homogeneously staining regions
humane telomerase reverse transkriptase
Iroquois Gen 1

loss of heterozygocity

Medulloblastom
Magnetresonanztomographie
Neuroblastoma-amplified Gene
periphere Blutlymphocyten
Polymerasekettenreaktion

primitiver neuroektodermaler Tumor
guantitative Polymerasekettenreaktion
restriction landmark genomic scanning
reverse-Transkriptase-PCR

sonic hedgehog

world health organisation

zentrales Nervensystem
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