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Abkürzungsverzeichnis 

ADAMTS3  ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 
 motif, 3 
ANKRD17 Ankyrin repeat domain 17 
AFM  Afamin alpha-albumin 
AFP Alpha-1-fetoprotein 
ALB Albumin 
Anti-DIG-AK Anti Digoxigenin-Antikörper 
AREG Amphiregulin 
(p)BAC (plasmid) Bacterial artificial chromosome 
bp Base pairs (Basenpaare) 
BTC Betacellulin 
bzw. beziehungsweise 
ca. circa 
CEP Centromeric probe 
(c/a)CGH (Klassische-/Array-) komperative genomische 
 Hybridisierung (comparative genomic hybridization) 
C-MYC (v-MYC) myelocytomatosis viral oncogene homolog 
CNV Copy number variation 
cDNA Komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
COT-DNA Competitor DNA 
COX2 Cyclooxygenase 2 
COX18 Cytochrome c oxidase assembly protein 18 
CXCL Chemokine (C-X-C motif) ligand 
DAPI 4’,6-Diamino-2-phenylindol (Fluoreszenzfarbstoff) 
DCK Deoxycytidine kinase 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dH2O Destilliertes Wasser 
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat 
E. coli Escherichia coli 
EGFR/HER1(ErbB1) Epidermal growth factor receptor 
EPGN Epigen 
EREG  Epiregulin 
EPHA5  EPH receptor A5 
FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung 
GNAS Guanine nucleotide binding protein 
HCC Hepatozelluläres Karzinom 
HCl Chlorwasserstoff (Salzsäure)  
HER2 (ErbB2)  Human epidermal growth factor receptor 2 
HER3 (ErbB3)  Human epidermal growth factor receptor 3 
HER4 (ErbB4) Human epidermal growth factor receptor 4 
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HP-Virus Humanes Papillomavirus 
HSR Homogenous staining region 
Kb Kilobasen 
Ig Immunglobulin 
kDa Kilo Dalton 
LOH Loss of heterozygosity 
Mb Megabasen 
MGUS Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz 
MUC7 Mucin 7, secreted 
MTHFD2L NADP-dependent methylenetetrahydrofolate 
 dehydrogenase 2-like protein 
mTOR Mammalian Target of Rapamycin 
NaOH Natriumhydroxid 
NP40 Octylphenoloxypolyethoxyethanol 
OPN+ Osteopontin-positiv 
OPN- Osteopontin-negativ 
PARM1 Prostate androgen-regulated mucin-like protein 1 
PBS Phophate buffered saline 
PF4 Patelet factor 4 
RASSF6 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 6 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)  
RZPD Ressourcenzentrum Primärdatenbank 
SDGF  Schwannoma-derived growth factor 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SMR3B  Submaxillary gland androgen regulated protein 3 
 homologB 
SNP Single Nucleotid Polymorphism (gesprochen „Snip“) 
TGF-α Transforming growth factor alpha 
TMA Tissue Microarray 
TP53  Tumor(suppressor Protein) 53 
TWEEN Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat 
UBE1L2  Ubiquitin-activating enzyme E1-like 2 
UGT2B28  UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B17 
UKE Universitätsklinikum Eppendorf 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
z.B. zum Beispiel 



Tumorgenetik 

7 

1 Einleitung 

Krebs-, bzw. Tumorerkrankungen gehören zu den häufigsten Todesursachen weltweit. 

Nach Erkrankungen des Herzkreislaufsystems stehen Tumorerkrankungen 2007 mit 

26,27% der jährlichen Todesfälle in Deutschland an zweiter Stelle (Statistisches 

Bundesamt 2009). 

Tumorerkrankungen werden je nach Ursprungszellart in verschiedene Unterklassen 

eingeteilt. Grob unterscheidet man Tumore epithelialen Ursprungs und Tumore nicht-

epithelialen Ursprungs. In die Gruppe der nicht-epithelialen malignen Krebsarten fallen 

beispielsweise die Sarkome. Tumore epithelialen Ursprungs gliedern sich in Karzinome 

und Carzinoidtumore. Karzinome stellen die größte Untergruppe aller maligner Tumore 

dar. Die Hauptgruppen der Karzinome stellen das Adenokarzinom und das 

Plattenepithelkarzinom dar. 

Für die Therapie der Tumorerkrankungen stehen verschiedene Möglichkeiten zur 

Verfügung. Beispiele hierfür sind die Chemotherapie oder die Bestrahlung. Ein Fokus der 

Forschung der letzten Jahrzehnte liegt auf dem Bereich der Biologika. Hierbei handelt es 

sich um Stoffe, welche gezielt in Vorgänge des Körpers eingreifen. Teilweise wird mit 

ihnen ein tumorspezifische Vorgehen ermöglicht. Durch intensives Forschen werden 

potentiell relevante Ziele entdeckt, neue Antikörper auf den Markt gebracht, oder bereits 

bekannte Biologika für einen anderen Tumor zugelassen. Tatsache ist jedoch, dass 

bislang nicht für jeden Tumor diese therapeutische Möglichkeit besteht (Rocha-Lima et al. 

2007). 

So auch im Ösophaguskarzinom, einem Tumor, welcher meist erst in einem spätem 

Stadium entdeckt wird und mit einer schlechten 5-Jahresüberlebensrate (ca. 5-10%) 

assoziert ist (Ruf 2001). Klinische Studien zum Nutzen von Antikörpern gegen Ziele wie 

EGFR, VEGF, COX2 und mTOR werden bereits durchgeführt. Eine Phase III-Studie zeigt 

bereits einen Überlebensvorteil für eine Kombination aus Chemotherapie und 

Trastuzumab (HER2-Antikörper). Trotzdem fehlen für die Therapie des 

Ösophaguskarzinoms bislang Möglichkeiten auf diesem Gebiet und lassen hoffen, dass 

sich mit der Forschung neue Chancen auftun (Ku and Ilson 2010). 
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1.1 Tumorgenetik 

Die meisten Tumoren entstehen sporadisch durch Akkumulation verschiedener 

genetischer Veränderungen. In einem gesunden Zellverband herrscht in der Regel eine 

fein abgestimmte Balance zwischen Zellteilung, Zellwachstum, Ruhezustand und 

Zelluntergang/Apoptose. Gerät dieses streng kontrollierte System außer Kontrolle, kann 

ein Tumor entstehen.  

Zu den möglichen Ursachen zählen ein inadäquates Ansprechen auf Wachstumssignale, 

ein Nicht-Ansprechen auf Anti-Wachstumssignale, ein nicht funktionierender Selbstschutz 

(z.B. der programmierte Zelltod, die Apoptose) oder aber ein Umgehen der endlichen 

Zellteilung (bestimmt durch die Telomere, die Chromosomenendstücke). Weiterhin 

besitzen Tumoren Eigenschaften wie das Vermögen zum invasiven Wachstum, der 

Metastasenbildung und der Angiogenese (Gefäßneubildung) (Hanahan and Weinberg 

2000).  

Eine Tumorzelle verschafft sich durch einen oder mehrere dieser Mechanismen einen 

Wachstumsvorteil. Die erworbenen genetischen Eigenschaften werden auf die 

Tochterzelle weitergegeben und nehmen im Laufe der Zellgenerationen in ihrer Anzahl 

zu. Im Regelfall kann es erst bei Überschreitung einer kritischen Anzahl von 

tumorrelevanten Mutationen zur Ausbildung von Malignität kommen. Diese Vorstellung 

der Tumorentstehung wird in der anerkannten „Mehrschnitt-Karzinogenese“-Theorie 

vertreten. Man geht davon aus, dass mindestens 5-10 genetische Veränderungen 

stattfinden müssen, bis es in einer Zelle zu einer malignen Entartung kommen kann. Dies 

erklärt auch die hohen Inzidenzraten von Malignomen im fortgeschrittenen Alter. 

Zusätzlich weisen Tumorzellen oft eine genetische Instabilität auf, welche die 

Ansammlung von Mutationen begünstigt (Renan 1993).  

Man geht davon aus, dass das menschliche Genom in etwa 3000-5000 proteinkodierende 

Gene besitzt, welche in Tumorzellen fehlreguliert sein können. Eine Vielzahl hiervon 

wurde bis dato erforscht. Alteriete Gene können entweder zur Produktion eines 

veränderten Proteins, mit oder ohne Funktion, oder zur vermehrten, bzw. verminderten 

Produktion eines unveränderten Proteins führen (Boyle 2008).  

Nicht jede genetische Veränderung wirkt sich phänotypisch aus, noch ist jede 

Veränderung für die Tumorentstehung relevant. Jeder Tumor hat ein individuelles Muster 

an mutierten Genen. Nie sind alle malignitätsrelevanten Gene in einem singulären Tumor 

verändert. Dieses individuelle Potpourri an Genen eines jeden Tumors kann diagnostisch 

und therapeutisch genutzt werden.  
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Gene, welche im Rahmen der Tumorgenese eine Rolle spielen, können in vier wichtige 

Gruppen eingeteilt werden: Onkogene, Tumorsuppressorgene, mismatch repair Gene 

und mitose checkpoint Gene. 

Onkogene spielen eine wichtige Rolle in der Tumorentstehung. Ihre Genprodukte 

stimulieren das Zellwachstum und ihre Translation wird in einer normalen Zelle streng 

kontrolliert. Drei wichtige molekulare Mechanismen können zu einer Onkogenaktivierung 

führen: Die Punktmutation, die Genamplifikation und die Chromosomentranslokation/-

insertion (Hesketh 1997). Dies führt zu einer übermässigen Produktion eines Proteins 

oder zu einer Produktion eines abnormen, überaktiven Proteins. Durch das vermehrt 

vorhandene Protein besteht über verschiedene Mechanismen die Tendenz zu einem  

unkontrollierbaren Zellwachstum, oder aber zur Unterbindung der Apoptose (Hesketh 

1997). Ein bekanntes Onkogen ist das amplifizierte ErbB2-Gen (HER2), welches einen 

Wachstumsrezeptor codiert (Reichelt et al. 2007). 

Tumorsuppressorgene unterdrücken an verschiedenen Stellen den Zellzyklus und 

verhindern ein übermässiges Zellwachstum. Im Gegensatz zu den Onkogenen handelt es 

sich bei den Tumorsuppressorgenen um rezessive Gene (siehe Abbildung 1). Um die 

Genexpresssion dieser rezessiven Gene zu hemmen (McIntyre et al. 2010), müssen nach 

der Knudson`schen Two Hit-Hypothese beide Allele durch einen zweistufigen Prozess 

inaktiviert werden (Knudson 2000). Der Verlust des ersten Allels führt zu einem 

unbemerkten Verlust der Heterozygotität (LOH = loss of heterozygosity). Durch ein 

weiteres genetisches oder epigenetisches Ereignis wird auch das zweite Allel 

ausgeschaltet. Erst dann ist das Gen inaktiviert (Hesketh 1997). Ein bekanntes, in vielen 

Tumoren inaktiviertes Tumorsuppressorgen ist das TP53/p53-Gen (Petitjean et al. 2007). 

 

Abbildung 1: Mechanismen zur Entstehung von entarteten Zellen, modifiziert nach Hesketh, 1997 

Mismatch repair Gene beheben Fehler, welche während der DNA-Replikation 

stattgefunden haben. Die Inaktivierung beider Kopien dieser rezessiven Gene führt zu 

einem defekten DNA-Reparaturmechanismus (Hesketh 1997). Durch mangelhafte 
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Reparaturkapazität wird die Akkumulation weiterer Mutationen begünstigt (Hsieh and 

Yamane 2008; Jascur and Boland 2006). 

Mitose checkpoint Gene kontrollieren bei der Zellteilung die korrekte Aufteilung der 

Chromosomen auf die Tochterzellen (Tao 2005). Besteht ein Defekt in diesem System, 

kommt es zu chromosomalen Instabilitäten und einer abnormen Chromosomenanzahl in 

den Zellen (Aneuploidy) (Cahill et al. 1998). Dies ist ein häufiges Phänomen in 

Malignomen (Koppert et al. 2005).  

1.2 Varianten genetischer und epigenetischer Veränderungen in Tumoren 

Bei Mechanismen, welche zu Funktionsstörungen eines Gens führen, können zwei 

Ebenen unterschieden werden. Die erste Ebene betrifft die DNA-Sequenz selbst 

(genetisch), die zweite Ebene betrifft den Aktivitätszustand des Gens ohne eine 

Veränderung der DNA-Sequenz (epigenetisch). Durch epigenetische Mechanismen kann 

ein Gen „ein- und ausgeschaltet“ werden, und somit die Expression des Genproduktes 

beeinflusst werden (Boyle 2008).  

1.2.1 Epigenetische Veränderungen 

Zu den epigenetische Veränderungen gehören die DNA-Methylierung, die Alkylierung von 

Histonen und die Inhibierung der Expression durch mikro-RNA (Boyle 2008; Taby and 

Issa 2010). Die häufigste epigenetische Veränderung ist die Methylierung. Die DNA-

Methylierung kann vermindert (Hypomethylierung) oder erhöht (Hypermethylierung) sein 

(Toyota and Suzuki 2010). Sie spielt auch in der ursprünglichen, nicht veränderten Zelle 

eine wichtige Rolle zur Regulierung der Genexpression. Ein bekanntes Beispiel hierfür ist 

die Inaktivierung eines X-Chromosoms im weiblichen Geschlecht (Taby and Issa 2010). 

Betrachtet man einen Tumor, übersteigt die Anzahl der epigenetisch veränderten Gene 

deutlich die der mutierten. Im humanen Genom wird eine bestimmte Sequenz, die 

sogenannten CpG-Inseln, bevorzugt methyliert (Boyle 2008). Solche Bereiche befinden 

sich besonders häufig in Promoterregionen. Hypermethylierung eines Promoters führt in 

der Regel zu einer Inaktivierung des Gens. Ein bekanntes Beispiel ist die 

Hypermethylierung des p16-Promoters (Boyle 2008). 

1.2.2 Genetische Veränderungen 

Genetische Veränderungen finden auf DNA-Ebene innerhalb der Sequenz statt. Spontane 

oder induzierte Änderungen des Erbgutes können mehrere Gene (chromosomale 

Aberrationen) oder einzelne Gene (Genmutationen) betreffen. Es existieren 
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verschiedenen Ursachen für spontane genomische Veränderungen, wie beispielsweise 

Strahlung, chemische Substanzen oder Viren. Teilweise können diese Veränderungen 

von DNA-Reparaturmechanismen korrigiert werden (Buselmaier 2007). Sind diese jedoch 

gestört, kommt es wiederum vermehrt zu Mutationen (Jascur and Boland 2006). 

1.3 Amplifikationen 

Im Rahmen dieser Arbeit interessiert besonders der Mechanismus der Genamplifikation 

für die Entstehung und Progression von Tumoren. Amplifikationen finden sich häufiger in 

soliden Tumoren, Translokationen hingegen häufen sich in hämatologischen 

Erkrankungen (Myllykangas and Knuutila 2006). Bei Amplifikationen handelt es sich um 

chromosomale, abnormale Strukturen, in denen eine erhöhte Kopienzahl eines 

chromosomalen Bereiches vorliegt. In der Regel haben diese Abschnitte eine Länge von 

etwa 0,5-10Mb (Lengauer et al. 1998) und können ein solitäres Gen, sowie ganze 

genomische Bereiche umfassen. Durch das zusätzlich vorhandene Genmaterial kommt es 

in der Regel auch zur vermehrten Expression des Proteins. Jedoch besteht nicht immer 

eine direkte Proportionalität der DNA-Kopienzahl zur produzierten Proteinmenge (Shimizu 

2009).  

Amplifikation ist einer der wichtigsten Mechanismen zur Aktivierung von Onkogenen und 

dem Erwerb einer Medikamentenresistenz in Tumorzellen. Das Vorhandensein von 

Amplifikationen in Tumoren kann einen prognostischen, diagnostischen und 

therapeutischen Wert haben (Mondello et al. 2010).  

Manche Tumorzellen weisen einen Wachstumsvorteil durch eine erhöhte Aktivität der 

Telomerase auf. Es konnte gezeigt werden, dass Amplifikationen des Telomerase-Gens 

Ursache hierfür sein können (Mondello et al. 2010).  

Bei Säugetieren werden keine Amplifikationen in gesunden, normalen Zellen beobachtet 

und gelten daher als Ausdruck von Störungen der genetischen Integrität (Albertson 2006). 

Neben Tumorzellen gibt es Hinweise, dass Amplifikationen auch in Keimzellen auftreten 

können (Mondello et al. 2010). Es wird davon ausgegangen, dass in der gesunden Zelle 

Mechanismen zur Verhinderung von Amplifikationen bestehen. Diese sind in Tumorzellen 

ausgeschaltet oder verloren gegangen (Mondello et al. 2010). Weiterhin treten 

Amplifikationen tendenziell eher im Spätstadium der Tumorentstehung auf (Myllykangas 

and Knuutila 2006).  

Im Gegensatz dazu sind Amplifikationen bei niedrigeren Lebewesen auch in gesunden 

Zellen bekannt. Dies lässt schliessen, dass die Amplifikation nicht zwingend ein 
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pathologischer, deregulierter Prozess ist, sondern vielmehr einen gezielten Mechanismus 

zur Steigerung der Expressionsrate darstellt, welcher physiologisch auftritt und zu einem 

koordinierten Entwicklungsprogramm beiträgt (Stark et al. 1989). 

Eine Amplifikation kann sich in drei verschiedenen Lokalisations-Typen manifestieren:  

intrachromosomal hintereinandergeschaltet (sogenannte HSRs: homogenous staining 

regions, sich homogen anfärbende chromosomale Regionen), intrachromosomal diffus 

verteilt oder aber auch extrachromosomal (sogenannte „double minutes“) (Albertson 

2006) (siehe Abbildung 2).  

Double minutes besitzen einen eigenen Replikationsursprung und können sich 

eigenständig replizieren. Sie besitzen in der Regel kein Zentromer und werden somit bei 

der Zellteilung nicht gleichmässig, sondern zufällig auf die Tochterzellen verteilt. Dadurch 

können sie bei der Zellteilung „verloren“ gehen. Tragen sie jedoch Gene in sich, welche 

der Zelle einen Wachstumsvorteil verschaffen, kommt es zur Selektion und ein klonales 

Wachstum kann provoziert werden (Mondello et al. 2010). Als sogenanntes „Episom“ 

können sich die extrachromosomalen Abschnitte in das Ursprungschromosom 

reintegrieren (intrachromosomal) (Albertson 2006).  

Double minutes und homogenous staining regions liegen in der Regel nicht simultan in 

einer Zelle vor (Stark and Wahl 1984). Double minutes treten in primären Tumoren 

häufiger auf als homogenous staining regions (Stark et al. 1989; Tanaka and Yao 2009; 

Wahl 1989). Intrachromosomale Amplifikationen können, müssen aber nicht an ihrem 

Ursprungsort/-chromosom vorliegen. 

 

Abbildung 2: Die drei Amplifikationstypen, modifiziert nach: (Albertson 2006). 
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Die genauen Mechanismen zur Entstehung von Amplifikationen in Tumorzellen sind noch 

nicht bekannt. Eine hohe Diversität und Komplexität in Struktur, Lage und Aufbau der 

Amplikone lässt mehrere unabhängige, oder kombinierte Mechanismen vermuten. 

Amplifizierte DNA-Abschnitte zeigen abnorme Strukturen, wie beispielsweise neue 

Verknüpfungen oder invertierte Genabschnitte. Amplifikationen sind oft mit anderen 

chromosomalen Aberrationen vergesellschaftet. Sie können auch sekundär, nach 

Entstehung der Amplifikation, auftreten, was eine Erforschung des 

Ursprungsmechanismus stark erschwert und seit Jahrzehnten die Wissenschaft 

beschäftigt (Haber and Debatisse 2006).  

Ein möglicher Ausgangspunkt für die Entstehung einer Amplifikation ist das kritische 

Ereignis eines Doppelstrangbruchs. Dies ist ein bekanntes Phänomen in sich häufig 

teilenden Tumorzellen. Doppelstrangbrüche wiederum können durch ionisierende 

Strahlung oder andere physikalische/chemische Noxen induziert werden (Mondello et al. 

2010; Myllykangas and Knuutila 2006). Weiterhin wird vermutet, dass innerhalb des 

Genoms Sequenzen existieren, welche das Auftreten von Doppelstrangbrüchen 

begünstigen (Myllykangas and Knuutila 2006). Sie bestehen oft aus einer AT (Adenin und 

Tymin)-reichen Sequenz und finden sich angrenzend an amplifizierte Bereiche (Haber 

and Debatisse 2006). Spezifische Gene, welche zu dieser genetischen Instabilität führen, 

konnten bislang nicht identifiziert werden (Albertson 2006; Mondello et al. 2010). In vielen 

Tumorzellen herrscht ein gestörter Reparaturmechanismus. Bei dem Verlust des p53-

Gens besteht eine vermehrte Neigung zur Bildung von Amplifikationen (Livingstone et al. 

1992; Mondello et al. 2010; Yin et al. 1992). 

Im Laufe der Zeit wurden mehrere Theorien zum Entstehungsmechanismus von 

Amplifikationen aufgestellt. Der double rolling circle, bekannt aus der Replikation von 

Plasmid-DNA, konnte noch nicht in humanen Tumorzellen (Kuwahara et al. 2004), jedoch 

in Hefezellen nachgewiesen werden (Watanabe and Horiuchi 2005). Gehalten hat sich die 

Theorie der homologen Rekombination, bei der es zu einer unbalancierten Rekombination 

der Schwesterchromatiden kommt (Stark and Wahl 1984). Hierbei entsteht ein 

amplifizierter Bereich, in welchem die DNA-Abschnitte in der gleichen Richtung („head-to-

head“) arrangiert sind (Mondello et al. 2010).  

Vier der wichtigsten Modelle zur Entstehung von Amplifikationen sollen nachstehend 

beschrieben werden: das Breakage-Fusion-Bridge-Modell, das Episom-Modell, das 

Onion-Skin-Modell und das Haarnadel/inverted repeat-Modell.  
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1.3.1 Modelle zur Entstehung von Amplifikationen 

1.3.1.1 Breakage-Fusion-Bridge Modell 

Das Breakage-Fusion-Bridge-Modell wurde in Ansätzen bereits 1941 von McClintock 

beschrieben (McClintock 1941). Unter den genannten Mechanismen, die zu einer 

intrachromosomalen Amplifikation führen, ist das Breakage-Fusion-Bridge-Modell das 

anerkannteste (siehe Abbildung 3). Ausgangspunkt für eine Amplifikation ist in der Regel 

ein Doppelstrangbruch. Den vier DNA-Bruchstellen fehlen Telomere, welche die Tendenz 

haben, sich einen Fusionspartner zu suchen. Lo et al. konnten an humanen 

Karzinomzellen zeigen, dass auch ein primärer Telomerverlust Ausgangspunkt für das 

Breakage-Fusion-Bridge-Modell sein kann (Lo et al. 2002). Durch die instabilen 

Doppelstränge kommt es entweder zur Reparatur und korrekten Wiederherstellung der 

Chromosomen, oder aber zur Fusion der Schwesterchromatiden. Es wird davon 

ausgegangen, dass durch die Fusion der Schwesterchromatiden ein instabiles, 

dizentrisches Singlechromosom (ein Chromosom mit zwei Zentromeren) entsteht, 

welches durch intrachromosomale mechanische Spannungen erneut, nahe der alten 

Bruchstelle, zerbricht. Dadurch kommt es zu einer ungleichmässigen Verteilung der DNA 

auf die jeweiligen Schwesterchromatiden.  

Abbildung 3: Breakage-Fusion-Bridge-Modell Gelb/orange: Genbereich, grün: Zentromer, blau: 

Spindelapparat, Stern: Brückenbildung zwischen Schwesterchromatiden a: 1 diploides Chromosomenpaar, 

rechts vom Vater, links von der Mutter, b: Replikation, Brückenbildung zwischen zwei Schwesterchromatiden, 

ausgelöst durch z.B. einen Doppelstrangbruch, c: beginnende Separation der Schwesterchromatiden durch 

den Spindelapparat in der Mitose, d: mechanische Kräfte wirken auf die Brücke zwischen den beiden 

Schwesterchromatiden, e/f: Entstehung zwei neuer Tochterzellen mit doppeltem Genmaterial (orange) (e) und 

verlorenem Genmaterial (f). Modifiziert nach (Coudert 2007) 

Durch Wiederholung in mehreren Zellzyklen sammelt sich eine Vielzahl von Kopien eines 

DNA-Abschnittes in einem Bereich des Chromosoms an und bilden eine Amplifikation. 

Beherbergt dieses Onkogene, besitzt die Zelle einen Wachstumsvorteil gegenüber den 
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Zellen ohne Amplifikation. Im weitern Verlauf kommt es zur positiven Selektion (Mondello 

et al. 2010). 

Durch das Breakage-Fusion-Bridge-Modell entstandene Amplifikationen stellen sich 

typischerweise als intrachromosomale, clusterartige und relativ schmale Amplikone dar 

(homogeneously staining regions) (Shimizu 2009; Tanaka and Yao 2009). Das genetische 

Material distal der Amplifikation ist durch den Durchlauf der Zyklen verloren gegangen. In 

der Struktur der Amplifikationen zeigen sich umgekehrte, aneinandergereihte und sich 

wiederholende DNA-Sequenzen (Mondello et al. 2010). In klassischen zytogenetischen 

Metaphasechromosomendarstellung erscheint der amplifizierte Bereich als eine 

vergrösserte, gleichmässig angefärbte Chromosomenbande.  
 

1.3.1.2 Onion-Skin-Modell 

Das Onion-Skin-Modell (engl. Zwiebelhaut) erklärt die Entstehung sowohl von intra- als 

auch von extrachromosomalen Amplifikationen. Ursprünglich wurde dieses Modell 1985 

bei Drosophila follicular nachgewiesen. Beginnend mit einer fehlerhaften 

Replikationsgabel wird innerhalb eines Zellzyklusses an mehreren Orten überschiessend 

DNA repliziert (Carroll et al. 1988; Stark and Wahl 1984) (siehe Abbildung 4). 

 

Abbildung 4: Onion-Skin-Modell: Fehlerhafte Replikationsgabel, Ausbildung von intra- (HSRs) und 

extrachromosomalen (Episomen) Amplifikationen. Quelle: (Stark and Wahl 1984). 

1.3.1.3 Episom-Modell 

Das Episom-Modell wurde in den 80er-Jahren aufgestellt. Durch Strangbrüche kommt es 

zur Deletion des betroffenen Genomausschnittes. Dieser schliesst sich als Kreis 
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zusammen und liegt als double minute oder auch Episom extrachromosomal vor. Double 

minutes sind im Gegensatz zu den kleineren Vorgängern, den Episomen (ca. 250bp), in 

der konventionellen Zytogenetik sichtbar (Reddy 2007; Wahl 1989). Wahl et al. gehen 

davon aus, dass es sich bei der Formation von Episomen, bzw. double minutes, um frühe 

Ereignisse in der Entstehung von Amplifikationen handelt. Double minutes können auch in 

das Genom reintegriert werden und somit zur Ausbildung einer homogeneously staining 

region führen. Umgekehrtes wurde bisher noch nicht beobachtet. Das bedeutet, dass aus 

homogeneously staining regions keine extrachromosomale Amplifikationen (Episomen) 

entstehen können.  

 

Abbildung 5: Episom-Modell. Es kommt zum Strangbruch, zur Deletion des Abschnittes, Zirkularisation und 

Amplifikation. Darstellung der zwei Typen der Episomen. Modifiziert nach: (Wahl 1989). 

1.3.1.4 Hairpin/inverted repeat-Modell 

Innerhalb des Genoms von Tumoren existieren verschieden lange palindromartige 

Sequenzen (DNA-Abschnitte, die in beide Richtungen gelesen die gleiche Basensequenz 

vorweisen). Diese können Ausgangspunkt für Amplifikationen sein (Tanaka et al. 2005). 

Auch kürzere, palindromartige DNA-Abschnitte (4-13bp) (sogenannte inverted repeats) 

können zur Ausbildung von Amplifikationen führen. Kommt es in der Nähe zum 

Doppelstrangbruch, klappt der Einzelstrang um, legt sich an den Schwesterstrang und 

bildet so einen hairpin (Haarnadel) (Okuno et al. 2004). Eine zweite Möglichkeit wäre die 

Bildung einer intrachromosomalen Kreuzformation (sogenannte holliday junction, nach 

dem Erstbeschreiber benannt) mit darauffolgender Ausbildung eines hairpins (siehe 

Abbildung 6). Die folgende DNA-Replikation führt zur Ausbildung eines Palindroms 

(grössere Form des inverted repeats) (Haber and Debatisse 2006; Reddy 2007; Tanaka 

and Yao 2009). Zur genauen Bedeutung in der Tumorgenese bedarf es jedoch noch 

weiterer Studien (Mondello et al. 2010). 
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Abbildung 6: Hairpin/Inverted repeat-Modell. DSB: Doppelstrangbruch, IR: inverted repeat. Links: Ein 

Doppelstrangbruch führt zur Deletion eines Allels und Bildung eines hairpins der beiden 

Schwesterchromatiden. Rechts: Bildung eines hairpins innerhalb eines Chromatids durch Aneinanderlagerung 

der inverted repeats. Doppelstrangbruch. Gemeinsame Endstrecke (unten): Hairpin, folgende Replikation mit 

Ausbildung eines dizentrischen, palindromischen Chromosoms. Quelle: modifiziert nach: (Tanaka and Yao 

2009). 

1.3.2 Methoden zur Identifizierung von Amplifikationen 

 
Die Zytogenetik ist ein Teilgebiet der Genetik und beschäftigt sich mit der 

lichtmikroskopischen Beurteilung von Chromosomen. Grundlage hierfür war die 

Entwicklung einer Färbemethode mit Giemsa zur Darstellung der 

Metaphasechromosomen und die Entdeckung ihres spezifischen Bandenmusters in den 

50er-Jahren. Dadurch konnte jedes Chromosom charakterisiert und jede Bande benannt 

werden. Die Auflösung bandenspezifischer Veränderungen, wie unter anderem 

Amplifikationen, liegt in etwa bei 20Mb (Myllykangas and Knuutila 2006).  

Die komperative genomische Hybridisierung (comparative genomic hybridization: 

CGH) dient, wie die klassische Zytogenetik, der Darstellung von Zugewinnen oder 

Verlusten von chromosomalem Material. Im Gegensatz zur Zytogenetik arbeitet sie mit 
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isolierter DNA. Die zu testende DNA kann aus frischen oder konservierten Gewebeproben 

extrahiert werdene Es bedarf keiner aufwendigen Zellkultivierung . Alle Chromosomen 

können in einem einzelnen Experiment analysiert werden, so dass sich die CGH als 

Technik zum schnellen Durchsuchen des Genoms verbreitet hat (Michels et al. 2007). 

Anfang der 90er-Jahre wurde die klassische Chromosomen-CGH (cCGH) als neue 

molekular-zytogenetische Methode vorgestellt (Kallioniemi et al. 1992). Hierbei wird 

unterschiedlich fluoreszierende Test- (Tumor-) DNA und Referenz-DNA (normale DNA) 

auf Metaphasechromosomen kohybridisiert. Die danach automatisch gemessene 

Intensität der Fluoreszenz ist proportional zur Menge der gebundenen DNA und gibt somit 

Aufschluss über das Vorliegen von chromosomalen Imbalanzen. Amplifikationen, 

Deletionen, Duplikationen und unbalancierte Translokationen können so detektiert und 

ihrem chromosomalen Ort zugewiesen werden (Kallioniemi et al. 1992). Limitierend ist die 

Größe der Deletion oder Amplifikation. Die Region darf nicht kleiner als 5-10 Mb sein 

(Kallioniemi et al. 1992).  

Als Weiterentwicklung wurde 1997/98 die Microarray-basierte CGH (Array- oder Matrix-

CGH, aCGH) eingeführt (Pinkel et al. 1998; Solinas-Toldo et al. 1997).  

Mikroarrays werden in der Regel von Robotern hergestellt, welche kleine Mengen an DNA 

in sogenannten Spots (Punkt-Form) nebeneinander auf eine Matrix aufbringen und 

fixieren. Diese Spots werden dann mit der Test-/Referenz-DNA hybridisiert. Hierfür 

werden in der Regel Sequenzen aus bakteriellen, künstlichen Chromosomen (BAC) (Cai 

et al. 2002), cDNA-Klone (Pollack et al. 1999) oder Oligonukleotiden (Carvalho et al. 

2004) verwendet. Die höchste Auflösung (ca. 35kB) wurde mit der Verwendung von 

Oligonukleotiden erreicht (Myllykangas and Knuutila 2006).  

Da die CGH auf einen Vergleich von Tumor-DNA und Referenz-DNA basiert, können nur 

qualitative und keine quantitativen Veränderungen erkannt werden. Balancierte 

Translokationen, Polyploidien, Mosaike und die genaue Verteilung der beiden Allele 

werden nicht erkannt (Ratio der Intensitäten: 1,0) (Speicher and Carter 2005). 

Eine spezielle Mikroarray-Art, welche auch mit Oligonukleotiden arbeiteen, stellen die 

SNP-Arrays (Single Nucleotid Polymorphism, Einzelnukleotid-Polymorphismen, 

gesprochen: Snip) dar. Ursprünglich wurden SNP-Arrays zur Genotypisierung in der 

Humangenetik verwendet (Speicher and Carter 2005). Einzelnukleotid-Polymorphismen 

stellen die, bei weitem häufigste Form einer genetischer Variation beim Menschen dar. 

Eine SNP liegt dann vor, wenn an einer genomischen Stelle eine Base verändert vorliegt 

(Bsp: Sequenz AAGGCT und ATGGCT). Um einen SNP von einer simplen Variante oder 
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einer Punktmutation zu unterscheiden, gilt in der Regel die Bedingung, dass das seltenere 

Allel mit einer Häufigkeit von mehr als 1% in zumindest einer Population auftreten muss 

(Department of Energy Genome Programs 2008). 

Insgesamt sind ca. 3 Millionen SNPs über das menschliche Genom verteilt. Sie machen 

etwa 90% der Diversität des menschlichen Genotyps aus (Department of Energy Genome 

Programs 2008). Die Verteilung der SNPs über das Genom ist nicht gleichmässig. SNPs 

treten häufiger in nicht-kodierenden als in kodierenden Bereichen auf (Kim and Misra 

2007). Weiterhin verhalten sich SNPs genetisch stabil, dass heisst sie verändern sich 

über mehrere Generationen kaum. Diese Eigenschaften macht man sich zunutze, um 

mittels SNPs eine individuelle Kartographierung des Genoms und seinen Veränderungen 

zu ermöglichen (Zhou et al. 2005).  

Bei dieser Methode sind Oligonukleotide von SNPs auf Gen-Chips (Firma Affymetrix®) 

gebunden. Die Methode hat eine hohe Anforderung an die Qualität der DNA, welche 

idealerweise aus frischen oder gefrorenen Tumorproben gewonnen wird. Die DNA-

Qualität formalinfixierten Gewebes ist teilweise für hochauflösende SNP-Arrays noch nicht 

ausreichend (Dutt 2007). Da eine allelspezifische Analyse des Genoms stattfindet, lassen 

SNP-Arrays eine Aussage über den Genotyp (AA, BB oder AB), und somit eine Aussage 

über eine LOH (loss of heterozygosity) zu (Speicher and Carter 2005). Polyploidien und 

balancierte Translokationen können auch hier nicht erkannt werden.  

Im Gegensatz zur CGH wird nur mit der Test-DNA hybridisiert. Um eine Veränderung des 

Genmaterials zu entdecken, wird mit einer unabhängigen Kontrollhybridisierung 

verglichen (Speicher and Carter 2005). SNP-Arrays besitzen eine höhere Auflösung (ca. 

23,5 kB) (Myllykangas and Knuutila 2006) als die speziell für die aCGH hergestellten 

Chips und haben deswegen diese heute weitestgehend verdrängt. 

1.4 4q13.3-Amplifikation in humanen Tumoren 

1.4.1 Das 4q13.3-Amplikon: SNP-Daten 

Mittels SNP-Array Affymetrix® Genome-Wide Human SNP Nsp/Sty 6.0 wurde in einem 

von 15 Ösophagustumoren das 4q13.3-Amplikon entdeckt (Fall Nr. 3332, 

Plattenepithelkarzinom).  Ein analoges Amplikon ist in einem von 20 

Harnblasenkarzinomen (Fall Nr. bladder_L1870) identifiziert worden. Die SNP-Daten 

wurden im Vorfeld am Institut für Pathologie des Universitätklinikums Hamburg Eppendorf 

erhoben und gehören nicht zum praktischen Teil dieser Arbeit. Der überlappende Bereich 

der Amplikone umfasst ca. 2,06 Mb (Beginn: 76194347bp, Ende: 74139280bp). Der 
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Bereich beinhaltet 21 Gene: COX18, ANKRD17, ALB, AFP, AFM, RASSF6, IL8, CXCL6, 

PF4V1, CXCL1, PF4, PFBP, CXCL5, CXCL3, CXCL2, MTHFD2L, EPGN, EREG, AREG, 

BTC und PARM1 (Quelle: fish Oracle ©, Institut für Pathologie, UKE Hamburg)

 

Abbildung 7: Auswertung der SNP-Daten, Chromosom 4 aus dem Fall Nr. bladder_L1870 (links) und dem 

Fall Nr. 3332 (Ösophagus) (rechts). 

1.4.2 Das 4q13.3-Amplikon: Stand der Forschung 

Im 4q-Bereich finden sich in vielen Tumorentitäten meist DNA-Verluste/LOHs, seltener 

DNA-Zugewinne (Struski et al. 2002). Direkt den 4q13.3-Bereich betreffend ergab die 

Literatursuche auf http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed wenig Treffer. Daher wird 

angenommen, dass das von uns gefundene 4q13.3-Amplikon ein relativ unbekanntes 

seiner Art ist. 

Verluste im Bereich 4q13.3 wurden beispielsweise im Zervixkarzinom (Narayan et al. 

2007), im hepatozellulären Karzinom (HCC) (Chan et al. 2006; Sun et al. 2008), in 

Gliomen (Roversi et al. 2006), in Mammakarzinomzelllinien (Jonsson et al. 2007), in 

Larynxkarzinomzelllinien (Jarvinen et al. 2006), sowie im Plasmozytom/MGUS (Carrasco 

et al. 2006; Cheng et al. 2007) beschrieben.  

Im Zervixkarzinom konnten Kraus et al. zeigen, dass 4q13.3 ein häufiger Ort für die 

Integration des HP-Virus ist. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass es sich bei 4q13.3 

um einen Ort genomischer Instabilität handelt (Kraus et al. 2008). 

Vauhkonen et al. berichten von einer 4q13.3-Amplifikation in einer von 15 

Magenkarzinomproben. Im Amplikon enthaltene Gene waren ADAMTS3, ANKRD17, 

Mitglieder der CXCL-Familie und DCK (Vauhkonen et al. 2006). DCK (deoxycytidine 
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kinase) wurde im Magenkarzinom als überexprimiert beschrieben. Gene der ADAMTS-

Familie sind in die Angiogenese von Tumoren verwickelt (Vauhkonen et al. 2006).  

Tabelle 1: Zugewinne im Bereich 4q13.3 (Sun et al. 2008; Vauhkonen et al. 2006)  

Gewebe Genort n Mögliches Zielgen 

4q13.1.-13.3 2/29  EPHA5 (EPH receptor A5) 

  UBE1L2 (ubiquitin-activating enzyme E1-like 2) 

  UGT2B28 (UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B17) 

  SMR3B (submaxillary gland androgen regulated protein 3 homolog B) 

HCC/Osteopontin (OPN) + 

(Sun et al. 2008) 

  MUC7 (mucin 7, secreted) 

4q13.3 1/15 ADAMTS3 (ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 3) 

  ANKRD17 (ankyrin repeat domain 17) 

  CXCL family (Chemokin-Familie) 

Magenkarzinom 

(Vauhkonen et al. 2006) 

  DCK (deoxycytidine kinase) 

 

Sun et al. beschreiben eine Amplifikation im Bereich 4q13.3 in 2 von 71 Tumorproben. Es 

wurden Osteopontin-positive (OPN+, n=29) und Osteopontin-negative (OPN-, n=42) 

hepatozelluläre Karzinome (HCC) untersucht. Im Speziellen zeigte sich eine 4q13.3-

Amplifikation in 2 der 29 OPN+-Proben. Mikrodeletionen in diesem Bereich zeigten sich in 

OPN+ und OPN- Zellen. OPN+ Tumore zeigten in drei Regionen eine High-level-

Amplifikation, eine hiervon ist ein 5,76 Mb grosses Amplikon im 4q13.1-3-Bereich. Gene 

innerhalb dieses Amplikone waren EPHA5, UBE_L2, UGT2B28, UGT2B_o, NYD-SP26, 

SMR3B und MUC7 (Sun et al. 2008).  

Die Tabelle 1 gibt eine Übersicht über die erwähnten Amplifikationen. Abbildung 8 zeigt 

die eben beschriebenen Amplifikationen an ihrem zugehörigen Genort mit ihren 

potentiellen Zielgenen im Vergleich zu dem von uns gefundenen Amplikon. Es zeigt sich, 

dass alleinig mit dem Amplikon von Vaukhonen et al. ein sich überlappender Bereich 

(ANKRD17 bis CXCL2) ergibt. 



4q13.3-Amplifikation in humanen Tumoren 

22 

 

Abbildung 8: Das 4q13.3-Amplikon. Die linke Spalte zeigt die überlappenden 21 Gene aus dem von uns 

gefundenen Amplikon. Vergleichend hierzu sind die Ergebnisse von Vaukhonen et al. und Sun et al. mit den 

vermuteten Zielgenen (siehe Text) aufgeführt. Alleinig mit dem Amplikon von Vaukhonen et al. ergibt sich ein 

überlappender Bereich (rote Box). 

1.4.3 Das 4q13.3-Amplikon: Auswahl der Sonde 

Die 21 im Amplikon enthaltenen Gene wurden bei http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 

recherchiert und nach ihrem Potential als Onkogen hin eingehend betrachtet. Im Amplikon 

sind mehrere Gene enthalten, welche für Wachstum und Zell-Zellkommunikation 

mitverantwortlich sind. Die Tabellen 2-4 geben eine der Funktion nach geordnete (nicht 

nach Reihenfolge geordnete) Übersicht dieser Gene.  

Die 7 erst aufgeführten Gene (ANKRD17, ALB, AFP, AFM, RASSF6, COX18, MTHFD2L) 

haben sich als unwahrscheinliche onkogene Kandidaten herauskristallisiert. Sie haben 

eine Transport- (Mizejewski 2001), enzymatische (Bolusani et al. 2010; Sacconi et al. 

2005) oder Tumorsuppressor-Funktion (Allen et al. 2007) - (siehe Tabelle 2). 

Die überbleibende 14 Kandidaten könnten eine onkogene Funktion innehaben. Hierbei 

fällt PARM1 aus der Rolle und wurde nicht beachtet, da es als Prostata-spezifisch 

erachtet wird (Fladeby et al. 2008) und somit nicht zu unseren Amplikon-

Ursprungsorganen (Ösophagus und Harnblase) passt.  
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Tabelle 2: Gene des überlappenden Bereiches im Amplikon 4q13.3, Teil 1.  

Gen Alternative Bezeichnung Bedeutung, Funktion 

Proteine (Transport, Leberentwicklung) 

ANKRD17 ankyrin repeat domain-containing protein 
17, gtar 

Leberentwicklung, Protein-Protein-Interaktion (Watt et al. 2001) 

albuminoid gene family (Mizejewski 2001) 

ALB Albumin, serum albumin Wichtiges Serum-Protein, Transport (Mizejewski 2001) 

AFP alpha-1-fetoprotein Wird in der fetalen Leber und im Dottersack gebildet. Hepatische Entwicklung, 
Tumormarker, Gegenstück zu Albumin in der Fetalzeit.  
Bedeutung in der Tumorgenese noch unklar, Hinweise auf Förderung und 
Hemmung des Tumorwachstums (Evdokimova and Butterfield 2008) 

AFM Afamin 
alpha-albumin 

event. Transportprotein wie Albumin, z.B. für Vitamin E (Jerkovic et al. 2005) 

Andere   

RASSF6 Ras association (RalGDS/AF-6) domain 
family 6 

Mitglied der RAS-Tumorsuppressorgene (Allen et al. 2007) 

COX18 Cytochrome c oxidase assembly protein 
18 
mitochondrial COX18 
mitochondrial inner membrane protein 
COX1 

Innere Mitochondrienmembran Atmungskettenbestandteil, notwendig für 
CytochromC-Oxidase, spielt eine Rolle im Export von COX2 (Sacconi et al. 
2005)  
 

MTHFD2L NADP-dependent 
methylenetetrahydrofolate 
dehydrogenase 2-like protein 

Enzym, gehört zur Tetrahydrofolate dehydrogenase/cyclohydrolase- Familie 
(Bolusani et al. 2010)  

PARM1 Prostate androgen-regulated mucin-like 
protein 1 

Proliferative Wirkung im Prostatakarzinom (Fladeby et al. 2008) 

 

Weiterhin fällt die grosse Gruppe der Chemokine auf (siehe Tabelle 3). Bei den 9 

Vertretern (CXCL1-CXCL8, teilweise mit unterschiedlichen Bezeichnungen, 

beispielsweise IL8=CXCL8) handelt es sich meist um Liganden des CXC-Rezeptors 2. 

Die meisten Vertreter stimulieren die Angiogenese, spielen eine Rolle in der Chemotaxis 

(z.B. Neutrophilenaktivierung) und werden als autokrine Wachstumsfaktoren angesehen 

(Vandercappellen et al. 2008). Im Kolonkarzinom konnte für einige Vertreter eine 

onkogene Rolle nachgewiesen werden (Doll et al. 2010). Zu beachten ist, dass nicht allen 

Vertretern eine wachstumsstimulierende Funktion nachgesagt wird. Beispielsweise ist für 

CXCL4 (PF4) und PF4V1, einer Variante des CXCL4s, bekannt, dass sie die 

Angiogenese und das Tumorwachstum eher hemmen als fördern (Vandercappellen et al. 

2008, 2010). 

Der zweiten, grossen potentiell onkogenen Gruppe gehören vier der - neben TGF-α – 

wichtigsten Liganden von ErbB-Wachstumsrezeptoren: Epigen (EPGN), Epiregulin 

(EREG), Amphiregulin (AREG), sowie Betacellulin (BTC) (siehe Tabelle 4).  
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Die ErbB-Familie der Tyrosinkinase-Wachstumsrezeptoren besteht auf vier 

verschiedenen Rezeptorentypen: EGFR/HER1 (ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) 

und HER4 (ErbB4). Wachstumsfaktoren binden an die extrazelluläre Domäne und 

aktivieren eine intrazelluläre Signalkaskade. Diese Signalwege spielen eine wichtige Rolle 

in der Entwicklung, Differenzierung und im Wachstum einer Zelle (Lee 2003).  

Tabelle 3: Gene des überlappenden Bereiches im Amplikon 4q13.3, Teil 2: die Chemokin-Familie. 

Gen Alternative Bezeichnung Bedeutung, Funktion 

CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1  
GRO1 oncogene (melanoma growth-
stimulating activity) 

CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 

CXCL3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 

CXCR2-Liganden, Chemotaxis: Neutrophilenaktivierung 
Bedeutung in der Angiogenese und Tumorwachstum, eventuell: autokriner 
Wachstumsfaktor (Vandercappellen et al. 2008) 
onkogene Bedeutung im Kolonkarzinom (Doll et al. 2010) 

PF4 
(CXCL4) 

platelet factor 4  
chemokine (C-X-C motif) ligand 4 

Inhibiert Angiogenese und Tumorwachstum (Vandercappellen et al. 2010) 

PF4V1 PF4V1 
platelet factor-4 variant (CXCL4L1/PF-
4var) 

Inhibiert Angiogenese und Tumorwachstum (Vandercappellen et al. 2010) 
 

CXCL5 chemokine (C-X-C motif) ligand 5 
ENA-78 (epithelial cell-derived neu- 
trophil-activating peptide) 

CXCR2-Ligand, Bedeutung im Magenkarzinom, Angiogenese im 
Bronchialkarzinom (Vandercappellen et al. 2008) 

CXCL6 chemokine (C-X-C motif) ligand 6  
GCP-2: (granulocyte chemotactic protein 
2) 

CXCR1- und CXCR2-Ligand, Neutrophilenaktivierung, Angiogenese, 
Bedeutung im Bronchialkarzinom in der autokrinen Aktivierung 
(Vandercappellen et al. 2008) 

PPBP 
(CXCL7) 
 

Beta-Thromboglobulin (TGB1) 
pro-platelet basic protein  
chemokine (C-X-C motif) ligand 7 
NAP2 (Neutrophil-activating peptide-2) 

Chemotaxis, Neutrophilenaktivierung, ähnlich der anderen CXCR2-Liganden 
(Vandercappellen et al. 2008) 

IL8 
(CXCL8) 
 

chemokine (C-X-C motif) ligand 8 
T cell chemotactic factor 

CXCR1- und CXCR2-Ligand, Bedeutung in Pankreaskarzinomzellen und im 
Melanom (Vandercappellen et al. 2008) 
Stimuliert Angiogenese und Tumorgenese (Vandercappellen et al. 2008; Xie 
2001) 
Bedeutung im Kolonkarzinom (Doll et al. 2010) 

 

Jeder Ligand hat verschiedene, spezifische Bindungsaffinitäten zu den einzelnen ErbB-

Rezeptoren. AREG bindet spezifisch an EGFR/ErbB1, EREG und BTC binden zusätzlich 

an ErbB4 (Hynes and Lane 2005). 

Epigen (EPGN) besitzt eine wachstumsstimulierende Wirkung auf epitheliale Zellen 

(Strachan et al. 2001), was auch Grundlage für seine Namensgebung darstellt (epithelial 

mitogen). Epigen ist im Urothelkarzinom als überexprimiert beschrieben (Amsellem-

Ouazana et al. 2006). 

Betacellulin (BTC) wird eine Bedeutung in der Brustentwicklung und im Pankreaskarzinom 

zugeschrieben (Dunbar and Goddard 2000; Harris et al. 2003). Weiterhin wird es im 

Mammakarzinom überexprimiert (Revillion et al. 2008). 
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Tabelle 4: Gene des überlappenden Bereiches im Amplikon 4q13.3, Teil 3: die 

Wachstumsrezeptorligenden. 

Gen Alternative Bezeichnung Bedeutung, Funktion 

EPGN Epigen (for epithelial mitogen) Wachstumsfaktor, stimuliert Wachstum epithelialer Zellen (Strachan et al. 2001) 
Überexprimiert im Urothelkarzinom (Amsellem-Ouazana et al. 2006) 

EREG Epiregulin Wachstumsfaktor für Keratinozyten (Shirakata et al. 2000) 
Mitverantwortlich für Metastasierung und Gefäßinvasion in humanen 
Mammakarzinomzelllinien (Gupta et al. 2007) 
Assoziiert mit einer schlechteren Prognose im Kolorektalen Karzinom (Li et al. 2010a) 
Überexpression im Mammakarzinom (McIntyre et al. 2010; Revillion et al. 2008) 
Bedeutung in der Entstehung des Kolorektalen Karzinoms (Nishimura et al. 2008) 

AREG SDGF (schwannoma-derived 
growth factor)  
Amphiregulin  

Rolle in der Nervregenerierung, Knochenbildung, Brustentwicklung (Willmarth and Ethier 
2008) 
Als potentielles Ziel in der Therapie des Mammakarzinoms vorgeschlagen (Willmarth 
and Ethier 2008) 
Überexprimiert im Urothelkarzinom (Amsellem-Ouazana et al. 2006) 
Fördert Tumorwachstum von Plattenepithelkarzinom-Zelllinien des Oropharynx (Tsai et 
al. 2006) 
Rolle in der Brustentwicklung , Mammakarzinom (Bieche et al. 2003; LaMarca and 
Rosen 2007; McBryan et al. 2008; Revillion et al. 2008; Willmarth and Ethier 2008) 
Überexpression im Östrogenrezetorpositivem Mammakarzinom (Ciarloni et al. 2007) 
Expression assoziiert mit einem besseren Ansprechen auf eine anti-EGFR-Therapie 
(Yonesaka et al. 2008)  
Assoziert mit der Entstehung von HCC (Berasain et al. 2007) 
Östrogen-Rezeptor abhängige Überproduktion von AREG assoziert mit geringerem 
Ansprechen auf Aromatase-Hemmer in Mammakarzinomzelllinien (Wang et al. 2008) 
Assoziiert mit Östrogenrezeptor, Progesteronrezeptor im Mammakarzinom (Revillion et 
al. 2008) 
Prognoseparameter im Mammakarzinom (McBryan et al. 2008) 
Bedeutung in der Entstehung des Kolorektalen Karzinoms (Nishimura et al. 2008) 
Assoziiert mit einer schlechteren Prognose im Kolorektalen Karzinom (Li et al. 2010a) 
Assoziiert mit  Lebermetastasierung im Kolorektalen Karzinom (Yamada et al. 2008) 

BTC Betacellulin Vorwiegend in Pankreas-, Leber, Nieren- und Darmgewebe exprimiert (Harris et al. 
2003) 
Bedeutung im Pankreaskarzinom, sowie Brustentwicklung (Dunbar and Goddard 2000; 
Harris et al. 2003)  
Überexpression im Mammakarzinom (Revillion et al. 2008) 

 

Die Literaturrecherche ergab keinen Hinweis, dass EREG-, bzw. AREG-Amplifikationen 

bereits untersucht, bzw. entdeckt wurden. Jedoch besteht eine breite Literaturauswahl an 

Studien mit Expressionsanalysen, meist immunhistochemischer Art. 

EREG inhibiert das Wachstum einiger epithelialer Tumorzelllinien, kann aber auch das 

Wachstum von Hepatozyten, Magenzellen und Endothelzellen stimulieren (Alroy and 

Yarden 1997; Toyoda et al. 1995). Weiterhin fungiert es als autokriner Wachstumsfaktor 

für Keratinozyten (Shirakata et al. 2000). Gupta et al. entdeckten die Verwicklung von 

EREG in Kombination mit Metalloproteinasen und COX2 in der Lungenmetastasierung, 

sowie in der Gefäßinvasion von Tumoren (Gupta et al. 2007). 

Eine Überexpression von AREG- und EREG wurde für das Urothelkarzinom (Amsellem-

Ouazana et al. 2006; Thogersen et al. 2001; Toyoda et al. 1997), das Kolonkarzinom (Li 

et al. 2010a; Nishimura et al. 2008; Salomon et al. 1995; Yotsumoto et al. 2008), das 
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Pankreaskarzinom (Ebert et al. 1994; Yotsumoto et al. 2008; Zhu et al. 2000), das 

Mundbodenkarzinom (Shigeishi et al. 2008; Tsai et al. 2006), das Bronchialkarzinom 

(Fontanini et al. 1998; Salomon et al. 1995; Toyoda et al. 1997), das 

Endometriumkarzinom (Ejskjaer et al. 2007), sowie für das Mammakarzinom (McIntyre et 

al. 2010; Revillion et al. 2008; Salomon et al. 1995) beschrieben.  

Eine alleinige Überexpression von AREG ist im Prostatakarzinom (Bostwick et al. 2004; 

Yotsumoto et al. 2008), im Ovarialkarzinom (D'Antonio et al. 2002), in der Psoriasis 

(Schneider and Wolf 2009), sowie in der Leberzirrhose und im hepatozellulären Karzinom 

(Berasain et al. 2007) bekannt.  

Auch in verschiedenen Tumorzelllinien zeigt sich häufig eine Überexpression von EREG 

und AREG (Salomon et al. 1995; Toyoda et al. 1997; Yotsumoto et al. 2008; Zhu et al. 

2000).  

AREG und EREG zeigen im Kolonkarzinom eine signifikante Assoziation zu einer 

schlechteren Prognose, Metastasierung (Yamada et al. 2008), Tumoreindringtiefe und 

einer Nervenscheideninfiltration (nur AREG) (Li et al. 2010a). 

Im Mammakarzinom wurde ein Zusammenhang mit dem Auftreten von Östrogenrezeptor-

positiven Zellen und einer AREG-Expression beobachtet (Ciarloni et al. 2007; Revillion et 

al. 2008). Wang et al. vermuten eine Östrogenrezeptor-abhängige Expression von AREG 

bei Mammakarzinomzelllinien mit einem geringem Ansprechen auf einen 

Aromatasehemmer (Wang et al. 2008). Die Studienlage ist noch nicht eindeutig, da 

andere Studien in der Progression des Mammakarzinoms eher TGF-α eine bedeutendere 

Rolle zukommen lassen als AREG (LaMarca and Rosen 2007; Yonesaka et al. 2008). 

Eine hohe Expression von AREG wurde mit einem vermehrten Ansprechen auf eine anti-

EGFR-Therapie im Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom in Verbindung gebracht 

(Yonesaka et al. 2008). 

Die Wahl fiel schlussendlich auf AREG (Amphiregulin) und EREG (Epiregulin), weil es 

nahe liegt, Liganden eines bereits bekannten, amplifizierten Rezeptors, wie dem EGF-

Rezeptor im Ösophaguskarzinom (Rygiel et al. 2008), als weitere Onkogene zu 

postulieren. Weiterhin konnte für die herzustellende Sone bei imaGenes (www.imagenes-

bio.de) ein pBACe.36-Klon bestellt werden, welcher praktischerweise beide Gene 

vollständig abdeckt.  
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1.5 FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung) 

Die sensitivste und spezifischste Methode zur Bestimmung der Genkopiezahl in 

Tumorzellen ist die Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH), welche erstmals 1980 

beschrieben wurde (Bauman et al. 1980). Im Gegensatz zur (a)CGH kann mit der FISH 

kein unbekanntes Amplikon entdeckt werden. Für die FISH Analyse muss eine DNA-

Sonde mit bekannter DNA Sequenz hergestellt werden. Diese wird spezifisch für ein 

bestimmtes Gen ausgewählt.  

Die FISH Analyse kann in-situ, das heisst direkt im histologischen Schnittpräparat 

durchgeführt werden. Die Genkopiezahl wird so in jedem Zellkern einzeln bestimmt. Eine 

eventuelle Heterogenität der Kopienzahl in verschiedenen Tumorzellen, oder aber die 

Anwesenheit von normalen Zellen (z.B. Lymphozyten oder Fibroblasten) wird daher sicher 

erkannt.  

Eine markierte, spezifisch für den zu untersuchenden chromosomalen Ort hergestellte 

(DNA-) Sonde wird auf die zu untersuchenden Zellkerne hybridisiert und mit einem 

Fluoreszenzfarbstoff detektiert. Die FISH-Analyse ermöglicht die Bestimmung der 

Kopienzahl und lässt somit Aussagen über Deletionen und Zugewinne, bzw. 

Amplifikationen bestimmter Sequenzen zu. Die Auflösung der FISH wird durch die Größe 

der eingesetzten DNA-Sonde bestimmt. In der vorliegenden Untersuchung wurden DNA-

Sequenzen genutzt, die 150 Kilobasen (Gensonde) bis mehrere Megabasen 

(Zentromersonde) umfassen. 

1.6 Aufgabenstellung 

In jeweils einem Ösophagus- und einem Blasenkarzinom wurde eine weitgehend 

überlappende, kurzstreckige und hochgradige 4q13.3-Amplifikation entdeckt. Der 

überlappende Bereich wies nur 21 Gene auf. Wir postulieren, dass diese Region ein noch 

unbekanntes Onkogen enthält. Im besten Fall könnte sich dieses, wie schon 

beispielsweise das HER2-Gen als Ziel für Medikamente in der Krebstherapie 

herausstellen.  

Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, wie häufig das 4q13.3-Amplikon in 

verschiedenen humanen Tumoren auftritt und welche klinische Relevanz es hat. Zuerst 

wird das Amplikon mit seinen Genen analysiert, ein potentielles, vielversprechendes Gen 

ausgesucht und dazu eine Sonde hergestellt (Abbildung 9c). Mittels FISH werden 

verschiedene Tumorentitäten auf Multitumor-TMAs (Abbildung 9d) auf 4q13.3-

Amplifikationen untersucht. Dort gefundene amplifiziert Tumorentitäten werden an einer 
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grösseren Zahl des definierten Tumortypes weiter analysiert um eventuelle Beziehungen 

zu Phänotyp und Prognose zu identifizieren.  

 

Abbildung 9: Schritte des Experiments. a: Tumorgewebe wurde mit dem Affymetrix-Chip analysiert. b: 

Ergebnisse der CNVs:Darstellung des gesamten Genoms (oben) und eines einzelnen Chromosoms (unten). 

Identifizierung der Amplikone (roter Pfeil). c: Analyse des Amplikons. Identifizierung der Gene. Auswahl eines 

geeigneten Genes. Herstellung einer Gen-Sonde (nicht dargestellt). d: FISH-Analyse mittels Gensonde und 

der passende Zentromersonde von 8 Multitumor-TMAs. e: FISH-Analyse auf einem Single-Tumor-Array. f: 

Statistische Auswertung, Assoziation zu klinisch-/pathologischen Parametern. Quellen/ modifiziert nach: 

www.affymetrix.com, (Kononen et al. 1998) und eigene Bildern. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Das Untersuchungsmaterial 

2.1.1 Multitumor-TMA 

Dieser Gewebe-Mikroarray-Format (Tissue Microarray, TMA) besteht aus 4034 Tumor-, 

Tumorvorstufen- und 626 Kontrollgeweben, welche auf 8 Objektträgern (A-H) verteilt, 

gestanzt wurden. Das Gewebe wurde in 4%iger-Formalinlösung fixiert, und anschließend 

in Paraffin eingebettet. In den Abbildungen 10 und 11 werden die Herstellung und der 

Aufbau eines TMAs gezeigt. 

 

Abbildung 10: Konstruktion eines Tissue Microarrays (TMAs). a + b. Mit Hilfe eines speziellen Gerätes 

(Arrayer) werden mit einer Hohlnadel Gewebezylinder (0,6 mm Durchmesser) aus einem Gewebeblock 

(Routine-Diagnosematerial der Pathologie) entfernt. c. Der gestanzte Zylinder wird einen präformierten, 

gelöcherten Paraffinblock eingebracht. d. Der fertige TMA-Block mit >500 Gewebestanzen von verschiedenen 

Patienten wird mit Hilfe eines speziellen Tapes auf einen Objektträger fixiert und steht zur Auswertung bereit. 

Quelle: (Bubendorf et al. 2001) 

Neben den histologischen Tumorstadiums wurden keine weiteren klinisch-pathologischen 

Daten erhoben. Die Schnitte aller Tumoren wurden von Pathologen bezüglich ihres 

histologischen Tumorstadiums beurteilt. Tabelle 5 gibt eine Übersicht der einzelnen 

Tumortypen des Multitumor-TMAs. 

 

recipient block in a less organized way than in TMAs.
Although related concepts have been used, the TMA
technique has substantial advantages over the sausage
block technique. For example, the cylindrical form and
the small diameter of the specimen taken out of the
donor block maximize the number of samples that can
be taken from one donor block and minimizes the
tissue damage inferred to the donor block. The latter is
important for pathologists, since they can now give
researchers access to their material and at the same
time, retain virtually undamaged tissue blocks.
Punched tissue blocks remain fully interpretable for
all morphological and molecular analyses that may
subsequently become necessary, if a reasonable number
of punches is selected. Figure 2 illustrates that dozens
of punches can be taken from one tumour without
compromising interpretability. If a tissue block can be
exhausted, more than 300 punches can theoretically be
collected from a tumour block containing a tumour
area of 18r18 mm. Since the entire thickness of the
donor block tissue is represented in each of the
cylindrical tissues of a TMA block, an equal number
of sections can be taken from TMAs, as it would have
been possible to cut from the corresponding donor
blocks. Therefore, it would be possible to perform
about 90 000 in situ analyses (300r300) from one set
of tumours if every sample had a diameter of i18 mm.
Another distinct advantage of TMAs is the exact X–Y
positioning of each specimen. The precise arrangement
of arrayed samples not only facilitates manual inter-
pretation of the staining, but also serves as an ideal
basis for automated analysis.

TMA construction

Although a device is needed to manufacture TMAs, it
cannot be emphasized enough that most of the work
(approximately 90%) involved in making TMAs is
traditional pathology work that cannot be accelerated
by improved tissue arrayers. This preparatory work is
very similar to what is needed for traditional studies
involving ‘large’ tissue sections. The major difference
may lie in the number of tissues involved, which is
typically an order of magnitude higher in TMA studies
than in traditional projects. First, a list of potentially
suited tissues needs to be generated. Then all sections
of these candidate specimens are collected from the
archive and reviewed by a pathologist in order to select
optimal donor blocks. During this process, the donor
tissues can be reclassified according to current classi-
fication schemes and tissue areas suited for subsequent
punching can be marked. Different colours are
recommended for marking different areas on one
section. For example, we always use red for tumour,
black for carcinoma in situ, and blue for normal tissue
in our tumour studies. Subsequently, the selected
blocks are collected from the archive. These blocks

Figure 1. TMA construction. (A) A tissue core biopsy of
0.6 mm in diameter is punched from a preselected region of a
donor block using a thin-wall stainless steel tube. A haematokylin
and eosin (H&E) stained section overlaid on the surface of the
donor block is used to guide sampling from representative sites
in the tissue. (B) The tissue core is transferred into a premade
hole at defined array coordinates in the recipient block. (C, D)
An adhesive-coated tape sectioning system assists in cutting the
tissue microarray block

A

B

Figure 2. Effect of multiple punches on donor blocks. More
than 50 punches have been taken from this block of a tonsil
carcinoma. As can be seen at low (A; r3.25) and even better at
higher (B, r39) magnification, tissue interpretability does not
suffer significantly from the procedure

Tissue microarrays 73

Copyright # 2001 John Wiley & Sons, Ltd. J Pathol 2001; 195: 72–79.
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Abbildung 11: Tissue Microarray (TMA). Am TMA können genau dieselben Analysen durchgeführt werden 

wie an konventionellen Grossschnitten. a. HE-gefärbter (HE: Hämatoxylin-Eosin) Schnitt eines TMAs, ca 3cm 

* 4 cm. b. Vergrösserung eines Gewebespots. Originalgrösse: 0,6 mm Durchmesser. Beispiele für molekulare 

Analysen an TMA-Spots: c. RNA-in-situ Hybridisierung, d. Immunhistochemie, e. FISH-Analyse. Quelle: 

(Kononen et al. 1998) 

2.1.2 Ösophagus-Prognose-Tissue Microarray 

Für die vorliegende Studie wurden Gewebeproben von 560 Ösophagustumoren in einem 

Tissue Microarray (TMA) untersucht. Im Detail handelt es sich um 299 primäre 

Ösophaguskarzinome, 146 Lymphknotenmetastasen und 47 Fernmetastasen. Die 

restlichen 68 Spots werden von Kontrollgeweben gebildet. Diese bestehen aus 40 

anderen Tumoren, 10 gesunden Ösophagusschleimhäuten und 18 gesunden Geweben 

aus anderen Organen (Quelle: Institut für Pathologie des UKEs, Hamburg). Die 

Gewebeproben der 299 primären Ösophaguskarzinomen stammen aus 

Operationsmaterial bei Ösophagusektomien der Klinik für Allgemein-, Viszeral- und 

Thoraxchirurige des UKEs Hamburgs in den Jahren 1992-2004. Ein einzelner Patient 

erhielt lediglich eine Mukosektomie. Das Durchschnittsalter der Patienten lag bei 62 

Jahren (34-92 Jahre). Die Überlebensdaten by follow-up wurden von der Klinik selbst 

aufgenommen. Die durchschnittliche follow-up Zeitspanne betrug 23,15 Monate (range 1-

142 Monate). 
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Tabelle 5: Multitumor-TMA (A-H): 99 Tumortypen und Subtypen: n=4034, Kontrollen: n=626 (Quelle: Institut 

für Pathologie des UKEs, Hamburg) 
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Die Daten zum pathologischen Stadium, zu dem histologischen Differenzierungsgrad und 

zu den Lymphknoten-, bzw. zu den Fernmetastasen wurden von den Befundberichten des 

Instituts für Pathologie am UKE Hamburg übernommen (siehe Tabelle 5).  

Tabelle 6: Ösophagus-TMA 1.1.-1. (Quelle: Institut für Pathologie des UKEs, Hamburg) 

 Alle Gewebeproben  n=560 

Histologie Adenokarzinom 

Plattenepithelkarzinom   

Adenosquamöses Karzinom 

130 

163 

6 

Tumorstadium pT1 

pT2 

pT3 

pT4 

47 

85 

150 

15 

Nodalstatus pN0 

pN1 

103 

195 

Metastasenstatus pM0 

pM1 

244 

54 

Histologischer 

Differenzierungsgrad 

G1 

G2 

G3 

5 

166 

126 

Ösophaguskarzinome 

Verfügbare Überlebensdaten  294 

Lymphknotenmetastasen   146 

Fernmetastasen   47 

Kontrollen   68 

2.2 Methoden 

Die aufgeführte methodische Vorgehensweise ist den entsprechenden Laborprotokollen 

entnommen. 

2.2.1 Kultivierung von pBAC E.coli Klonen 

Verwendete Materialien 

pBAC-E. coli Klon 

RZPD Produkt Nummer: RP11-1727M10 (RZPD B737F0521676D) 

Kulturmedium : Luria-Broth-Base (25g/l dH2O); autoklaviert 

Antibiotikum: Chloramphenicol (34mg/ml Ethanol absolut) 

Schüttelinkubator: Thermocycler K 15/300 

Schüttelmaschine : LS 10 
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pBAC-E.coli-Klon-Kultivierung  

Es wird an offener Flamme gearbeitet. Es werden 10ml Luria-Broth-Medium in einen 

100ml Erlenmeyerkolben gefüllt. Dazugefügt wird 39µl Chloramphenicol (0,1 mg/ml). 

Anschließend wird das Medium mit 26µl pBAC-E. coli aus dem Glycerol-Stock (150µl 

Glycerol; autoklaviert in 2ml-Kryoröhrchen mit 850µl E. coli-Kultur zur Lagerung bei -80ºC) 

oder mit einem Abstrich aus dem Stab-Stock angeimpft. Die Kultur wird bei 

Raumtemperatur und 250rpm im Schüttelinkubator für zwei Tage inkubiert. Nach zwei 

Tagen wird von dieser Bakteriensuspension ein Aliquot von 26µl in 13ml frisches LB- 

Medium und 39µl Cloramphenicol-Lösung überführt. Darauf folgt wiederum die gleiche, 

zweitägige Schüttelinkubation. 

2.2.2 pBAC-DNA-Extraktion aus E.coli-Flüssigkultur 

Verwendete Materialien 

QIAprep Spin Miniprep KIT 250 (Qiagen) 

P1: 20ml P1 + 200RNase A + Lysa blau, bei 4ºC 

P2: N3 (enthält Natriumacetat), PE (ethanolhaltig, 70%) und EB (Elution Buffer: 10mM, 

Tris-Cl, pH8,5, enthält 15% Isopropanol) 

„QIAprep Spin”-Säulen 

Zentrifuge, Thermomixer, NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer) mit dem Programm 

„ND3.1.0: Nucleic Acid“ 

pBAC-DNA-Extraktion 

Die Extraktion wird mit einem „QIAprep Spin MiniKit“ durchgeführt. Zunächst werden 2ml 

der hergestellten pBAC-E. coli-Kultur in ein 2ml Eppendorf-Tube pipettiert und für 2 

Minuten bei 13.000rpm zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen. Dieser Vorgang wird 

dreimal wiederholt, so dass ein Bakterienpellet aus 6ml E.coli- Kultur entsteht.  

Das entstandene Pellet wird daraufhin in 250µl Resuspensionpuffer P1 + RNase 

suspendiert. Zufügen von 250µl Lysepuffer P2 und 350µl Neutralisationspuffer N3. 

Sofortiges Invertieren führt zur Neutralisation der Suspension und renaturiert die Plasmid-

DNA. Es folgt eine 30-minütige Zentrifugation bei 13.000rpm. Die Plasmid-DNA verbleibt 

im Überstand und wird in die „QIAprep spin“-Säule (in einer 2ml Auffang- 

Eppendorfküvette stehend) pipettiert. 
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Zentrifugation der Säule (1 Minute bei 13.000rpm). Die Plasmid-DNA bindet in der Säule 

am Filter. Der Durchfluss in der Küvette wird verworfen. 

Die Säule wird durch Zugabe von 500µl PE-Puffer und anschließender Zentrifugation (1 

Minute bei 13.000rpm) gewaschen. Zweimalige Wiederholung. Der Durchfluss wird 

verworfen und die QIAprep-Säule wird nochmals ohne Puffer zentrifugiert. Zur Elution der 

pBAC-DNA wird die Säule in eine frische 1,5ml Eppendorf-Küvette gestellt und mit 50µl 

72ºC warmen EB (Elution Buffer) beladen und für 1 Minute inkubiert. 

Es folgt eine Zentrifugation bei 13.000rpm für 1 Minute und das Auffangen des Eluats in 

der Eppendorfküvette. Es wird bei 4ºC aufbewahrt. 

Die Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit erfolgt durch photometrische 

Messung (DNA-Absorption bei 260nm) am NanoDrop. Zur Eichung wird 1,5µl des 

verwendeten EB- Puffers benutzt. Die DNA-Proben werden nacheinander jeweils mit 1,5µl 

mittels Photometer gemessen. Die Proben, welche mindestens eine DNA-Konzentration 

von 50ng/µl haben und eine Reinheitsratio (260/280 Absorptionsverhältnis DNA/Protein) 

zwischen 1,8 und 2,0 aufweisen, werden für die DIG-Nick-Translation zur 

Sondenherstellung genutzt. 

2.2.3 DIG-Nick-Translation/Sondenmarkierung  

Verwendete Materialien 

Nick Translations System (Invitrogen) 

Digoxigenin-11-UTP (1mM) Roche 

Polymerase I-(10U/µl) (Invitrogen) 

dNTP-Mix (Invitrogen) 

pBAC-DNA-Lösung (selbst hergestellt) 

Thermocycler 

DNase Enzym Mix (Invitrogen) 

0,5U/µl POL I 

0,4mU/µl DNase I 

Stop-Puffer (0,5M EDTA, pH8,0) 

Minishaker IKA (Janke&Kunkel IKA Labortechnik) 

Vibrofix (VF1 Electronic) 
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Sondenmarkierung 

Die Markierung wurde mit Hilfe des „Nick Translations System“ (Invitrogen) durchgeführt. 

Der Gesamtansatz enthält 50µl und wird in ein 0,5ml Eppendorfröhrchen pipettiert (siehe 

Tabelle 7). 

Tabelle 7: Ansatz für die Nick-Translation 

dNTP-Mix ohne dTTP 5µl  

11-Digoxigenin-dUTP 1µl  

pBAC-DNA-Lösung1 38µl  

Pol I-/DNase Enzym Mix (auf Eis) 5µl  

DNA Polymerase I (auf Eis) 1µl 

Ansatzmenge 50µl 

1: abhängig von der Konzentration der DNA-Lösung: benötigte DNA-Menge (2000ng) / verwendetes Volumen (38µl) = 52,6 ng/µl, daraus folgt: 2000ng / 

xKonzentration = xµl DNA-Lösung. Eventuell Auffüllen mit dH2O, falls <38µl. 

   

Das Gemisch wird gevortext und kurz zentrifugiert. Inkubation bei 15ºC für 90 Minuten im 

Thermocycler. Nach Ablauf der Zeit werden 5µl PolymeraseI-DNase-Mix in den 

Sondenansatz pipettiert und für weitere 15 Minuten bei 15ºC im Thermocycler inkubiert. 

Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 5µl Stop-Puffer. Lagerung bei 4ºC. 

2.2.4 FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung)  

Die Arbeitsschritte der FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) können auf zwei 

Arbeitstage aufgeteilt werden. Am ersten Tag wird zu untersuchende Präparat auf dem 

Objektträger entparaffiniert, das Gewebe vorbehandelt und daraufhin die Gen- sowie 

Zentromersonde zur Hybridisierung aufgebracht. Am zweiten Arbeitstag werden 

unspezifische Bindungen abgewaschen und die spezifische, hybridisierte Gensonde wird 

mit Antikörpern, die an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind, detektiert. Danach wird 

das Chromatin des Gewebes mit DAPI (4’,6-Diamino-2-phenylindol, Fluoreszenzfarbstoff) 

gegengefärbt und das Präparat wird mit dem Epifluoreszenzmikroskop ausgewertet.  

Verwendete Materialien 

Epifluoreszensmikroskop Axio Imager.A1 (Zeiss)  

Objektträger (Starfrost) 

24x32 mm Deckgläschen (Marienfeld- Superior) 

Aqua dest. 
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Ethanol (70%, 80%, 90%) (Merck) 

Xylol (Merck) 

VP 2000 Pretreatment Reagent (NaSCN-Natriumthiocyanat, pH5,4)  (Vysis) 

VP 2000 Protease Puffer (0,01N HCl, pH2,0, Pepsin 250mg) (Vysis) 

Fixogum (Marabu) 

Hybrite-Thermobrite, Statspin (Abbot Molecular) 

Wasserbäder Typ 1002, Typ 1083 (GFL: Gesellschaft für Labortechnik) 

Heizplatten (MEDAX) 

Küvetten 100ml (Glaswerk Wertheim) 

COT-DNA (1g/µl) (Roche) 

selbsthergestellte Sonde (Markierung Spektrum Green) 

Zentromersonde CEP4 (Markierung: Spektrum Orange) (Abbot) 

Selbsthergestellter Basis-Hybridisierungsmix (5,0ml deionisiertes Formamid, 1,0g 

Dextransulfat und 1,5ml 20*SSC mit H20 auf 7ml aufgefüllt auf 60ºC erhitzt, mit 2M HCl 

auf pH7,0 eingestellt , bei 4ºC gelagert) 

Flourescent Antibody Enhancer Set for DIG Detection (Roche) 

Blocking Solution (Lösung aus niedermolekularen Proteinen) 

Anti-DIG monoclonal antibody against digoxigenin mouse IgG1 

Anti-Mouse-Ig-DIG-F(ab)2 fragment from sheep 

Antifade-p-Phenylenediamine (PPD) 

DAPI (0,2mM 4’,6-Diamino-2-phenylindol) 

Vectashield Mounting Medium for flourescence with DAPI; H-1200 Vector 

Brutschrank (WTB Binder) 

Hybridisierungswaschpuffer 

2xSSC (2* Sodiumcitrat, NaCl) 

0,3% NP40 (Octylphenoloxypolyethoxyethanol), pH7,25 

PBS (Phosphate buffered saline) 

NaCl (Di) 
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Natriumhydrogenphosphat  (DakoCytomation) 

Detektionswaschpuffer 

0,2% TWEEN (Polyoxyethylen(20)-Sorbitan-Monolaurat) in 1* PBS in pH7,4  

pH-Meter-Digital 525 (WTW: Wissentschftliche Technische Werkstätten)  

Entparaffinierung, proteolytische Vorbehandlung und Hybridisierung 

Die 4µl dicken Gewebeschnitte auf den Objektträgern werden durch dreimaliges 

Inkubieren in Xylol (10 Minuten) und weiteres zweimaliges Inkubieren in 96% Ethanol (5 

Minuten) entparrafiniert. Auf der Heizplatte verdampft das Ethanol für ca. 3 Minuten bei 

48ºC. Vor der Hybridisierung wird das Gewebe 15 Minuten lang bei 80ºC mit der 

Pretreatment-Lösung inkubiert.  

Der Objektträger wird 2 Minuten in dH2O bei Raumtemperatur gewaschen. Anschliessend 

Inkubation (120-300 Minuten) mit Protease-Lösung bei 37ºC. Erneut muss der 

Objektträger in dH2O für 2 Minuten gewaschen werden. Entwässerung in 

aufeinanderfolgend jeweils 70%, 80% und 96% Ethanol (3 Minuten). Pipettieren der 20µl 

Sonden-Hybridisierungs-Mix auf den Objektträger.  

Tabelle 8: Ansatz für den Sonden-Hybridisierungs-Mix 

Basis-Hybridisierungs-Mix 14µl 

COT-DNA  2µl  

Sonden-DNA 1 4µl  

Ansatzmenge Hybridisierungs-Mix 20µl 

 1: Die Sonden-DNA setzt sich aus 3,5µl selbst hergestellter Sonde und 0,5µl kommerzieller Zentromersonde (CEP4) zusammen. 

Der Hybridisierungs-Mix wird nun auf den Objektträger (TMA) aufgetragen und mit einem 

Deckgläschen abgedeckt. Zur Verhinderung des Austrocknens wird Fixogum an den 

Rändern des Deckgläschens verteilt. Die Objektträger werden vor Licht geschützt, um ein 

vorzeitiges Ausbleichen zu verhindern. Der Objektträger wird in den Thermobrite gelegt. 

Dort denaturieren die Proteine für 10 Minuten bei 72ºC. Anschließend erfolgt die 

Hybridisierung für 24-72 Stunden bei 37ºC. 

Detektion und Waschen 

Der Objektträger (TMA) wird aus dem Thermobrite genommen und das Fixogum wird 

zusammen mit dem Deckgläschen entfernt. 

Zum Waschen wird der Objektträger für 2 Minuten in den Hybridisierungswaschpuffer bei 

Raumtemperatur gestellt. Dann wird der TMA in einem frischen 
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Hybridisierungswaschpuffer gestellt und für 2 Minuten bei 72ºC gewachen, um die nicht-

gebundene Sonden-DNA zu entfernen. Der TMA wird 2 Minuten in PBS-Puffer gestellt 

und danach mit 500µl Blocking Solution eingedeckt. 

Nach einer Einwirkdauer von 30 Minuten in einer dunklen Inkubationskammer wird die 

Blocking Solution abgekippt. Der TMA wird mit dem ersten Detektions-Antikörper für 60- 

90 Minuten bei 37ºC im Brutschrank inkubiert. 

Überschüssiger Antikörper wird mit einer Waschung (Bäder bei 37ºC für jeweils 1 Minute) 

in Detektionswaschpuffer entfernt. Daraufhin werden mit derselben Methode der 2. und 3. 

Antikörper inkubiert und wiederum abgewaschen, wobei die 3. Waschung in 3 Bädern für 

jeweils 5 Minuten erfolgt. Die Detektionskaskade mit dem Antikörperbäumchen dient der 

Signalverstärkung. Die Kaskade bindet an dem Hapten (Digoxigenin) der Gensonde. 

Nach der dritten Waschung muss der TMA in einer dunklen Kammer lufttrocknen.  

Danach wird der Objektträger mit einem Tropfen DAPI/Antifade und einem Deckgläschen 

eingedeckt. DAPI färbt das Chromatin des Gewebes an. Dadurch wird die Zugehörigkeit 

eines Gen- oder Zentromersignals zu einem Zellkern bei der Auswertung erkennbar. 

Antifade verhindert das vorzeitige Ausbleichen der Signale. 

2.2.5 Auswertung der FISH 

Die fertigen TMAs werden mit dem Epifluoreszensmikroskop Axio Imager.A1 (Zeiss ®) 

ausgewertet. Zur Beurteilung der Gensignale wird der grüne FITC Filter genutzt. Die 

Zentromersignale werden mit dem roten Rhodamin Filter ausgewertet. Die Gen- und 

Zentromersignale können durch Anfärbung des Zellkerns mit DAPI (blau) und einem 

entsprechenden DAPI-Filter genau einem Zellkern zugeordnet werden. Dadurch kann die 

Ratio der Signale in jedem Gewebe bestimmt werden. Die allgemein anerkannten 

Kriterien (Burandt and Sauter 2010) für die Einstufung der Amplifikationen und 

geringgradiger Genvermehrungen zeigt Tabelle 9 . 

Tabelle 9: FISH: Kriterien 

Status Kriterien 

Amp (Amplifikation) Ratio 4q13.3/CEP4 > 2,0 

Geringgradige Genvermehrung 1,0 < Ratio 4q13.3/CEP4 < 2,0 

Normal Ratio 4q13.3/CEP4 = 1,0 

2.2.6 Statistische Analyse 

Um den Zusammenhang zwischen histologischem Tumortyp, dem histologischen 

Differenzierungsgrad, Tumorstadium, Lymphknotenstatus und Genamplifikationen 
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darzustellen, wurden die „Contingency table analysis“ und der Chi-Quadrat-Test 

angewandt. Die Berechnung der Überlebenskurven erfolgte nach Kaplan-Meier. Der Log-

rank-Test wurde angewandt, um den Zusammenhang zwischen Genamplifikationen und 

Patientenüberleben zu untersuchen. Mit Hilfe der Cox Regression wurden die 

Abhängigkeiten der analysierten Variablen untereinander in Relation zum 

Patientenüberleben gesetzt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Amplifikationen in humanen Tumoren 

Die acht Multitumor-TMAs (A-H) wurden in der Screening-Phase nach hochgradigen 

(High-Level-) Amplifikationen, das heißt Amplifikationen, die eine Ratio von 4 

überschreiten, durchsucht. Andere Kriterien (Spot verloren, Signal zu schwach, 

geringgradige Genvermehrungen) wurden nicht registriert. Dieses Verfahren wurde 

gewählt, um schnellst möglich Tumorarten zu identifizieren, in welchen Amplifikationen 

vorkommen. Erfasst wurde die absolute Zahl der vorgefundenen High-level-

Amplifikationen, um falsch positive Ergebnisse möglichst zu vermeiden. Auf eine 

numerische Auswertung wurde somit verzichtet. Man kann mittels der Daten keine 

Angaben über die Häufigkeit oder die prozentuale Verteilung in Tumoren machen, da 

nicht zwischen negativen und nicht auswertbaren Tumoren unterschieden werden kann. 

Eine 4q13.3-Amplifikation gemäß der vordefinierten Kriterien (siehe Tabelle 9) wurde bei 

30 Proben, welche von 11 verschiedenen Tumorentitäten stammten, gefunden. Dabei 

zeigten sich in der Regel hochgradige Amplifikationen, welche in Clustern oder 

extrachromosomal vorlagen. 

Amplifikationen fanden sich in einem Kolonkarzinom, in einem Plattenepithelkarzinom des 

Anus, in einem Plattenepithelkarzinom des Larynx, in 3 Plattenepithelkarzinomen der 

Lunge, in 2 Ovarialkarzinomen vom serösen Typ, in 2 Endometriumkarzinomen vom 

serösen Typ, sowie in 8 Mammakarzinomen (medullärer, duktaler und muzinöser Typ). 

Besonders häufig wurden 4q13.3-Amplifikationen in Ösophaguskarzinomen gefunden. 

Amplifikationen zeigten sich in 9 Plattenepithelkarzinome und 3 Adenokarzinome des 

Ösophagus. Weiterhin zeigte sich ein gehäuftes Auftreten in Plattenepithelkarzinomen 

unterschiedlicher Organe (Larynx, Anus, Lunge, Ösophagus). 14 der 30 Amplifikationen  

fanden sich in diesem histologischen Typ. Zusätzlich betrafen 12 Amplifikationen 

potentiell hormonabhängige Malignome (Mammakarzinom, Ovarialkarzinom, 

Endometriumkarzinom). 
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Tabelle 10: 4q13.3-Amplifikationen auf den Multitumor-TMAs 

Multitumor-TMA Tumortyp n (4q13.3-Amplifikationen) 

B Ösophagus, Adenokarzinom 3 

 Ösophagus, Plattenepithelkarzinom 9 

 Kolon, Adenokarzinom 1 

 Anus, Plattenepithelkarzinom 1 

C Larynx, Plattenepithelkarzinom 1 

E Lunge, Plattenepithelkarzinom 3 

G Ovar, seröses Adenokarzinom 2 

 Endometrium, seröses Adenokarzinom 2 

H Mamma, medulläres Karzinom 2 

 Mamma, duktales Karzinom 4 

 Mamma, muzinöses Karzinom 2 

3.2 4q13.3-Amplifikation im Ösophaguskarzinom 

Aufgrund der im Ösophaguskarzinom hohen Amplifikationshäufigkeit wurde in der Folge 

ein Ösophagus-TMA untersucht. Ziel war es zu klären, ob eine Beziehung zwischen einer 

4q13.3-Amplifikation und dem Phänotyp oder der Prognose vorliegt. Von den 299 

primären Ösophaguskarzinomen des TMAs konnten 222 (74,25%) erfolgreich mittels 

FISH analysiert werden. Für insgesamt 77 Gewebe konnte der 4q13.3-

Amplifikationsstatus nicht bestimmt werden, da entweder die FISH-Signale zu schwach 

waren (n=70), oder weil der Gewebespot während der Analyse vom TMA 

abgeschwommen ist (n=7). 

Von den 222 analysierbaren Tumoren zeigten 11 (4,95%) eine 4q13.3-Amplifikation. Die 

Amplifikationen waren mit maximal 6-17 Genkopien relativ hochgradig. Die mittlere 

Kopienzahl der amplifizierten Tumoren lag bei 9,4 Kopien. Ein Beispiel wird in Abbildung 

12 demonstriert. Neun Tumoren (4,05%) zeigten eine geringgradige Genvermehrung mit 

meist 3-4 Gensignalen. 
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Abbildung 12 : Amplifikation im Plattenepithelkarzinom des Ösophagus: Fotodokumentation Spot A7l, 

Ösophagus-TMA, aufgenommen mit der Axio Cam und dem Epifluoreszensmikroskop Axio Imager.A1 (Zeiss 

®), Vergrößerung: 1:400. 

3.3 Assoziation zum histologischen Typ 

Von den 299 primären Ösophagustumoren konnten 222 analysierbaren Tumoren sind 77 

dem Typ Adenokarzinom, 139 dem Typ Plattenepithelkarzinom, und sechs einem 

anderen histologischen Typ zuzuordnen. Letztere zeigten keine Amplifikation und keine 

geringgradige Genvermehrung. Die statistische Analyse zeigt eine signifikante 

Assoziation zum histologischen Typ (p=0,0061): Die 4q13.3-Amplifikationen (11/216: 

5,09%) wurden ausschließlich in Plattenepithelkarzinomen gefunden.  

In beiden Entitäten zusammen fanden sich 9 geringgradige Genvermehrungen (4,19%). 

Bezogen auf alle Plattenepithelkarzinome (n=139) zeigte sich eine Amplifikationsrate von 

7,91% (11/139) und eine geringgradige Genvermehrungsrate von 3,60% (5/139).  

Im Adenokarzinom (n=77) zeigten sich keine Amplifikationen, lediglich 4 geringgradige 

Genvermehrungen (4/77: 5,19%). 

Tabelle 11: 4q13.3-Amplifikation, Assoziation zum histologischen Typ im Ösophaguskarzinom 

  Ratio 4q13.3:CEP 4 [absolut (%)]   

 n Normal (Ratio 1,0) 
Geringgradige Genvermehrung 

(Ratio 1,0<x<2,0) 
Amp (Ratio ≥2,0) p 

Alle Tumoren 2161 196 (90,74%) 9 (4,17%) 11 (5,09%)   

Plattenepithelkarzinom 139 123 (88,49%) 5 (3,60%) 11 (7,91%) 0,0061 

Adenokarzinom 77 73 (94,81%) 4 (5,19%) 0   

1: die 6 Adenosquamösen Karzinome wurden nicht berücksichtigt 
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3.4 Assoziation der 4q13.3-Amplifikation zum Tumorphänotyp 

Innerhalb der Gruppe der Plattenepithelkarzinome zeigte sich kein statistischer 

Zusammenhang zwischen Amplifikationen oder geringgradigen Genvermehrungen und pT 

(p=0,6996), pN (p=0,5122), pM (p=0,2309) oder dem histologischen Differenzierungsgrad 

(p=0,4612).  

4q13.3-Amplifikationen traten in etwa gleich häufig in lymphogen metastasierten und nicht 

metastasierten Tumoren auf. So zeigten 7/80 (8,75%) der pN1 Tumoren und 4/58 (6,90%) 

der pN0 Tumoren eine 4q13.3-Amplifikation (p=0,5122). Der Zusammenhang ist 

statistisch nicht signifikant (p=0,5122). 

Bezüglich des histologischen Differenzierungsgrades treten keine Amplifikationen in gut 

differenzierten (G1) Tumoren auf: Keiner der 3 G1-Tumoren, aber 8/94 (8,55%) der G2 

Tumoren und 3/41 (7,32%) der G3 Tumoren zeigten eine Amplifikation. Der 

Zusammenhang ist statistisch nicht signifikant (p=0,4612). 

4q13.3-Amplifikationen waren besonders häufig in nicht fernmetastasierten Karzinomen: 

Keine der 15 pM1-Tumoren weisen eine Amplifikation auf. Die 11 Amplifikationen finden 

sich alle in pM0-Tumoren wieder (11/123: 8,95%). Jedoch ist auch diese Assoziation 

statistisch nicht signifikant (p=0,2309). 

Tabelle 12: 4q13.3-Amplifikation, Assoziation zu pT, pN, pM, histologischen Differenzierungsgrad im 

Plattenepithelkarzinom des Ösophagus 

  Ratio 4q13.3:CEP 4 [absolut (%)]   

 n Normal (Ratio 1,0) 
Geringgradige Genvermehrung 

(Ratio 1,0<x<2,0) 
Amp (Ratio ≥2,0) p 

Plattenepithelkarzinome 139 123 (88,49%) 5 (3,60%) 11 (7,91%)  

pT1      

pT1 22 19 (86,36%) 1 (4,55%) 2 (9,08%) 0,6996* 

pT2 29 26 (89,66%) 0 3 (10,34%)  

pT3 79 70 (88,61%) 4 (5,06%) 5 (6,33%)  

pT4 8 7 (87,50%) 0 1 (12,50%)  

pN1      

pN0 58 53 (91,38%) 1 (1,72%) 4 (6,90%) 0,5122* 

pN1 80 69 (86,25%) 4 (5,00%) 7 (8,75%)  

pM1      

pM0 123 108 (87,80%) 4 (3,25%) 11 (8,95%) 0,2309* 

pM1 15 14 (10,07%) 1 (0,72%) 0  

Histologischer Differenzierungsgrad1      

G1 3 2 (67,67%) 1 (33,33%) 0 0,4612* 

G2 94 83 (88,30%) 3 (3,19%) 8 (8,55%)   

G3 41 37 (90,24%) 1 (2,44%) 3 (7,32%)   

*: statistisch nicht signifikant, 1 n=138, fehlende Angaben bei 1 Probe 
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Betrachtet man die Amplifikationen gesondert, ohne die geringgradigen 

Genvermehrungen zu berücksichtigen, findet sich auch hier kein statistisch signifikanter 

Zusammenhang (Daten nicht aufgeführt). 

3.5 Prognoserelevanz der 4q13.3-Amplifikation 

Mittels Kaplan-Meier-Verfahrens wurde eine Assoziation der Patienten mit 

Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzinomen zum Überleben untersucht. Im 

Plattenepithelkarzinom konnte keine signifikante Verschlechterung der Überlebensrate bei 

Tumoren mit Amplifikationen, geringgradigen Genvermehrungen oder normalen Tumoren 

gezeigt werden (p=0,4827). 

 

Abbildung 13: 4q13.3 Amplifikationen und Patientenüberleben beim Plattenepithelkarzinom des Ösophagus. 

p= 0,4827 

Weiterhin konnte im Adenokarzinom keine signifikante Verschlechterung der 

Überlebensrate bei Tumoren mit geringgradigen Genvermehrungen oder normalen 

Tumoren gezeigt werden (p=0,7452). 
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Abbildung 14: 4q13.3-geringgradige Genvermehrungen und Patientenüberleben beim Adenokarzinom des 

Ösophagus. p= 0,7452 

 

3.6 Assoziation mit korrespondierenden Lymphknoten/Fernmetastasen 

Die Tabelle 11 zeigt eine Übersicht der Amplifikationen in den Primärtumoren und, wenn 

vorhanden, den Status der zugehörigen Lymphknoten- und/oder Fernmetastasen. 

Keine der 11 Amplifikationen oder 5 geringgradigen Genvermehrungen der primären 

Plattenepithelkarzinome haben eine korrespondierende Fernmetastase auf dem TMA.  

Es existieren keine Lymphknotenmetastasen in 6 der 11 (54,54%) Amplifikationsfälle. In 3 

der 11 Fälle (27,27%) konnte die vorhandene Lymphknotenmetastase nicht ausgewertet 

werden, weil der Spot abgelöst war (2 von 11: 18,18%), oder der Spot nicht ausgewertet 

werden konnte (1 von 11: 9,09%). Die restlichen Amplifikationen (2 von 11: 18,18%) 

zeigten in ihren korrespondierenden Lymphknotenmetastasen den gleichen Status 

(amplifiziert) mit vergleichbaren Auszählergebnissen.  

Zwei der 5 geringgradigen Genvermehrungen haben keine korrespondierende 

Lymphknoten-, bzw. Fernmetastase auf dem TMA. Bei 3 der geringgradigen 

Genvermehrungen konnten bei zwei Primärtumoren die Lymphknoten beurteilt werden. 

Hier zeigte sich jeweils eine geringgradige Amplifikation. Der Lymphknoten des dritten 

Falles mit einer geringgradigen Genvermehrung konnte nicht ausgewertet werden.  
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Tabelle 13: Spots mit einer Amplifikation oder einer geringgradigen Genvermehrung mit den 

korrespondierenden Lymphknoten- oder Fernmetastasen im Plattenepithelkarzinom des Ösophagus. 

Nr. Spot Status (Kopienzahl 4q13.3/Kopienzahl CEP4) 1 

  Primärtumor Lymphknotenmetastase  Fernmetastase  

340 A 1a Amplifikation (6-10/2-5) - - 

338 A 1d Amplifikation (6-16/2-4) - - 

10 A 1i Amplifikation (4-8/2-3) - - 

34 A 1p Amplifikation (4-10/2-4) - - 

106 A 3e Amplifikation (5-10/2-4) - - 

255 A 2b Amplifikation (6-12/2-6) - - 

289 A 7l  
D 3d 

Amplifikation (6-16/2-4)  
n.t. 

- 

191 A 3g  
C 6m 

Amplifikation (8-20/2-8)  
n.t. 

- 

105 A 3d  
C 6k 

Amplifikation (6-12/1-2)  
n.s. 

- 

241 A 2i  
C 5l 

Amplifikation (6-8/1-2)  
Amplifikation (5-6/2-3) 

- 

222 A 4k   
C 8e 

Amplifikation (6-16/2-6)  
Amplifikation (8-12/3-4) 

- 

190 A 3f  
C 6l 

Geringgradige Genvermehrung (2-6/2-4)  
Amplifikation (5-7/2-4) 

- 

113 A 6n  
D 2a 

Geringgradige Genvermehrung (2-6/2-4)  
Amplifikation (4-6/2-3) 

- 

280 A 9r  
D 7b 

Geringgradige Genvermehrung (4-8/4)  
n.s. 

- 

96 A8a Geringgradige Genvermehrung (2-6/2-4) - - 

229 A4f Geringgradige Genvermehrung (3-5/2-4) - - 

88 A 9k  
D 6d  
C 3i 

Norm (2-4/2-4)  
Norm (4-5/4-5) 

 
 

Geringgradige Genvermehrung 
(4/2-3) (Hepar) 

133 B 1k  
D 7m  
C 4a 

Norm (2-4/2-4)  
n.s. 

 
 

Amplifikation (6-9/2-4) (LK 
cervical/ A. hepatica) 

n.t.: no tissue, n.s.: no signal, -: Keine LK/Fernmetastase vorhanden, LK: Lymphknoten 

1 Amplifikation: Ratio ≥ 2,0, geringgradige Genvermehrung: Ratio 1,0<x<2,0, Norm: Ratio 1,0 

In zwei Primärtumoren, welche als normal klassifiziert wurden, konnte in den 

korrespondierenden Fernmetastasen eine geringgradige Genvermehrung und eine 

Amplifikation gefunden werden. Der jeweilige Lymphknoten konnte nicht ausgewertet 

werden oder zeigte keine Genvermehrung.  

Die Spots der Ursprungstumoren (Spots A9k und B1k) wurden mit Hämatoxylin-Eosin 

gefärbt und überprüft, ob sich in den Spots Normalgewebe oder Tumor befindet. In beiden 

Spots fanden sich Plattenepithelkarzinomanteile. 
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Tabelle 14: Spots mit einer Amplifikation oder einer geringgradigen Genvermehrung mit den korrelierenden 

Lymphknoten oder Fernmetastasen im Adenokarzinom des Ösophagus. 

Nr. Spot Status (Kopienzahl 4q13.3/Kopienzahl CEP4) 1 

  Primärtumor Lymphknotenmetastase  Fernmetastase  

70 B 7a  
D 4e  
C 2l 

Geringgradige Genvermehrung (2-6/2-4)  
Geringgradige Genvermehrung (5-6/3-4) 

 
 

Geringgradige 
Genvermehrung (4-6/2-4) (LK 

Tr. coeliacus)  

19 B 4m  
C 9i 

Geringgradige Genvermehrung (2-4/2)  
Amplifikation (6-8/2-4) 

- 

154 B 9a  
D 7e 

Geringgradige Genvermehrung (2-3/1-2)  
n.s. 

- 

329 B 9i 
D 8a 
C 4c 

Geringgradige Genvermehrung (2-4/2)  
n.s. 

 
 

n.s. (Hepar) 

5 B 2b  
C 5e  
B 9n 

Norm (2/2)  
Geringgradige Genvermehrung (3-6/2-4) 

 
 

n.t. (LK Tr. coeliacus) 

319 B 5d  
D 1d  
C 2a 

Norm (2/2)  
Geringgradige Genvermehrung (3-4/2-3) 

 
 

n.t. 

216 B 4p  
C 2c 

Norm (2-4/2-4)  
- 

 
Geringgradige 

Genvermehrung (3-4/2-3) (LK 
Tr. coeliacus)  

n.t.: no tissue, n.s.: no signal, -: Keine Lymphknoten-/Fernmetastase vorhanden, LK: Lymphknoten 

1 Amplifikation: Ratio ≥ 2,0, geringgradige Genvermehrung: Ratio 1,0<x<2,0, Norm: Ratio 1,0 

Bei den Adenokarzinomen waren bei 4 geringgradigen Genvermehrungen jeweils die 

korrespondierenden Lymphknoten auf dem TMA vorhanden. In zwei Fällen konnte der 

Spot nicht ausgewertet werden, in den anderen Lymphknotenmetastasen zeigte sich eine 

geringgradige Amplifikation und eine geringgradige Genvermehrung. Bei zwei der Fälle 

war zusätzlich eine Fernmetastase vorhanden. Sie wies das gleiche Muster 

(geringgradige Genvermehrung) wie der Primärtumor auf oder konnte nicht ausgewertet 

werden.  

In drei als „normal“ eingestuften Primärtumoren konnte bei den Lymphknotenmetastasen 

ein geringgradige Genvermehrung verzeichnet werden, die Fernmetastasen-Spots waren 

nicht vorhanden (no tissue) und konnten somit nicht beurteilt werden. Ein „normaler“ 

Primärtumor zeigte in seiner Fernmetastase eine geringgradige Genvermehrung. Eine 

zugehörige Lymphknotenmetastase war auf dem TMA nicht vorhanden. 
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4 Diskussion 

Ausgangspunkt dieser Doktorarbeit war die Identifikation von zwei Tumoren mit einer 

umschriebenen, hochgradigen 4q13.3-Amplifikation. Es handelt sich dabei um ein 

Plattenepithelkarzinom des Ösophagus und um ein Urothelkarzinom der Harnblase. 

Insgesamt konnte für die beiden Amplikone ein enger überlappender Bereich registriert 

werden, welcher insgesamt 21 Gene umfasste. Obwohl die Amplikone in zwei 

verschiedenen Tumorarten gefunden worden waren, postulierten wir, dass beide 

Amplifikationen zur Überexpression des gleichen relevanten Zielgens führen könnten. 

Bisherige Erfahrungen mit Amplifikationszielen in der Tumorbiologie hatten gezeigt, dass 

die meisten Amplifikationen in verschiedenen Tumorarten vorkommen. Die einzigen, uns 

bekannten tumorspezifischen Amplifikationen sind die Androgenrezeptoramplifikation 

beim hormonrefraktären Prostatakarzinom (Bubendorf et al. 1999; Dutt and Gao 2009) 

und weitestgehend die E2F3-Amplifikation (6p22) beim Urothelkarzinom der Harnblase 

(Oeggerli et al. 2006). Das Studium der früheren Literatur zu 4q13.3-Amplifikationen 

ergab nur wenige Hinweise von anderen Arbeitsgruppen. Sun et al. und Vauhkonenen et 

al. haben zwei Fälle, bzw. einen Fall von einer 4q13.3-Amplifikation beschrieben, welche 

zumindest teilweise mit unserem Amplikon zu überlappen scheinen (Sun et al. 2008; 

Vauhkonen et al. 2006). Die 4q13.3-Amplifikation, welche von Sun et al. (Sun et al. 2008) 

im hepatozellulären Karzinom beschrieben wurde, beinhaltet unsere Amplifikation 

möglicherweise nicht, so dass unter Umständen tatsächlich mehrere Gene der 4q13.3-

Region durch Amplifikation überexprimiert werden können.  

Eine umfassende Analyse der bekannten Funktionen der 21 Kandidaten-Gene unseres 

kleinsten gemeinsamen Amplikons ist in der Einleitung (Seite 22-26) wiedergegeben. Die 

unmittelbar nebeneinander liegenden Gene Epiregulin (EREG) und Amphiregulin (AREG) 

erschienen uns am ehesten potentiell tumorrelevant, da sie in mehreren Tumoren 

überexprimiert beschrieben sind und eine onkogene Funktion als 

Wachstumsrezeptorliganden innehaben könnten. Für die weitere Untersuchung der 

Prävalenz von 4q13.3-Amplifikationen wurden deswegen spezifische FISH-Proben für die 

Region der beiden Gene hergestellt. Zwar hatten bisherige Untersuchungen keine 

Hinweise darauf ergeben, dass 4q13.3-Amplifikationen bei einem Tumortyp besonders 

häufig vorkommen, bzw. eine biologische Relevanz haben könnten, noch gibt es viele 

Beispiele von genomischen Veränderungen, welche nur bei ganz vereinzelten, teilweise 

auch seltenen Tumoren vorkommen. So beispielsweise die E2F3-Amplifikation beim 

Urothelkarzinom (Oeggerli et al. 2006) und auch die TMPRSS2-ERG-Fusion beim 
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Prostatakarzinom (Scheble et al. 2010). Bei der TMPRSS2-ERG-Fusion kommt es bei 

etwa 40-50% der Prostatakarzinome zu einer Fusion des Transkriptionsfaktors ERG mit 

dem Androgenrezeptor-abhängigen Gen TMPRSS2, was zu einer kräftigen ERG-

Überexpression in Prostatakarzinomzellen führt (Scheble et al. 2010). Umfassende 

Untersuchungen mittels FISH und Immunhistochemie haben gezeigt, dass die TMPRSS2-

ERG-Fusion auf der genomischen Ebene absolut prostatakarzinomspezifisch ist (Scheble 

et al. 2010) und dass auch die ERG-Überexpression, abgesehen von seltenen 

Gefäßtumoren und einzelnen Thymomen, nur beim Prostatakarzinom vorkommt (Dr. 

Minner, UKE Hamburg, persönliche Mitteilung). Auch für 4q13.3-Amplifikationen wäre 

somit eine hohe Häufigkeit in einem speziellen, bisher nicht untersuchten Tumortyp 

durchaus denkbar.  

Die Klärung der Frage, ob 4q13.3-Amplifikationen bei irgendeinem Tumortyp häufig 

vorkommen, verlangt grundsätzlich nach einer sehr aufwendigen Studie, welche früher mit 

vertretbarem Aufwand kaum durchführbar gewesen wäre. Die Tissue Microarray (TMA)-

Technik erlaubt es aber relativ einfach derartige Studien durchzuführen. Bei der TMA-

Technik werden bis zu 600 verschiedene Tumorgewebeproben mit einem Durchmesser 

von 0,6 mm auf einem einzigen Objektträger untersucht (Bubendorf et al. 2001; Kononen 

et al. 1998). Die gleichzeitige Untersuchung sämtlicher Proben unter absolut identischen 

Bedingungen führt zu einer sehr hohen Standardisierung sämtlicher 

Untersuchungsverfahren. Für Untersuchungen mit der Frage, bei welchen Tumorarten 

bestimmte molekulare Veränderungen häufig vorkommen, haben sich in der 

Vergangenheit Multitumor-TMAs bewährt (Schraml et al. 1999). Bei dieser TMA-Form 

werden zahlreiche Proben von zahlreichen verschiedenen Tumoren auf ein Set von 

Tissue Microarrays gebracht. Frühere Untersuchungen mit Multitumor-TMAs haben 

beispielsweise gezeigt, dass die c-kit-Überexpression auf wenige Tumorarten limitiert ist 

(Went et al. 2004), dass E2F3-Amplifikationen praktisch nur bei urothelialen Karzinomen 

vorkommen (Oeggerli et al. 2006) und, wie oben ausgeführt, auf eine hohe Spezifität der 

TMPRSS2-ERG-Fusion für das Prostatakarzinom hingewiesen (Scheble et al. 2010). Die 

meisten Untersuchungen an Multitumor-TMAs haben allerdings gezeigt, dass die 

untersuchten Proteine/Amplifikationen bei vielen verschiedenen Tumorarten vorkommen. 

Beispiele hierfür sind die Expression von Calretinin, welche in 46 von 128 untersuchten 

Tumorarten gefunden wurde (Lugli et al. 2003), die Cyclin D1-Amplifikation (6 von 17 

untersuchten Tumorarten) (Schraml et al. 1999) oder die MYC-Amplifikationen (8 von 17 

untersuchten Tumorarten) (Schraml et al. 1999). 
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Für die Untersuchung unseres Multitumor-TMAs wurde ein vereinfachtes FISH-Analyse-

Verfahren verwendet, bei dem lediglich Tumoren mit einer mindestens vierfachen 

Vermehrung der 4q13.3-Probe im Vergleich zum Zentromer von Chromosom 4 vorlagen. 

Dieses Verfahren wurde deswegen gewählt, weil alle bisher bekannten relevanten 

Onkogene in relativ hoher Häufung derart hohe Amplifikationen aufweisen, wärend 

geringgradige Genkopienvermehrungen zwar häufig in praktisch allen Tumorarten 

vorkommen, doch nicht selten längere Strecken mit sehr vielen Genen beinhalten und 

deswegen als weniger genspezifisch anzusehen sind als hochgradige Amplifikationen 

(persönliche Mitteilung Prof. Sauter). Tatsächlich zeigen die Daten unserer Multitumor-

TMA-Untersuchungen, dass hochgradige 4q13.3-Amplifikationen immer wieder 

vorkommen. Amplifikationen wurden bei 12 Ösophaguskarzinomen (9 

Plattenepithelkarzinome, 3 Adenokarzinome), einem Kolonkarzinom, einem 

Analkarzinom, einem Plattenepithelkarzinom des Larynx, 3 Plattenepithelkarzinomen der 

Lunge, 2 serösen Karzinomen des Ovars, 2 serösen Karzinomen des Endometriums, 

sowie 8 Mammakarzinomen (medullärer, duktaler und muzinöser Typ) gefunden. 

Auffallend bei diesen Daten ist ein besonders gehäuftes Auftreten von Amplifikationen bei 

Plattenepithelkarzinomen, Tumoren mit Östrogen-/Progesteron-Rezeptor-Abhängigkeit 

(Ovarial-, Endometrium- und Mammakarzinomen), sowie insbesondere eine hohe 

Häufung im Ösophaguskarzinom. Die Anzahl der Amplifikationsfälle pro Tumorentität ist 

mit 1-9 Fällen zwar nicht sehr hoch, doch muss berücksichtigt werden, dass heute viele 

wichtige, auch therapeutisch relevante molekulare Veränderungen in Tumoren bekannt 

sind, welche ebenfalls nicht besonders viel häufiger auftreten. Beispielsweise sind nur ca. 

17% der Mammakarzinome HER2-positiv (Al-Kuraya et al. 2004) und somit einer 

Herceptin-Behandlung zugänglich. Auch die für eine Therapie mit Anti-EGFR-

Medikamenten bei Bronchialkarzinomen prädisponierende EGFR-Mutation ist nur in ca. 

5% der Tumore nachweisbar (Lynch et al. 2004; Paez et al. 2004; Zhang and Chang 

2007). Bemerkenswerterweise fand sich eine 4q13.3-Amplifikation in keinem der 

untersuchten Urothelkarzinome, obwohl eines unserer Ausgangstumoren ein eindeutiges 

Urothelkarzinom der Harnblase war. Es ist bekannt, dass viele DNA-Amplifikationen nur 

selten in Tumoren vorkommen. Logischerweise ist die Chance, ein seltenes Vorkommnis 

bei zumindest einem Tumortyp auf einem Multitumor-TMA von über 4000 Tumoren zu 

finden, relativ hoch. Es ist deshalb davon auszugehen, dass die 4q13.3-Amplifikation bei 

einer geringen Zahl von untersuchten Urothelkarzinomen (n=20) in unserem mittels SNP-

Array untersuchten Kollektiv massiv überrepräsentiert ist.  

Auffallend ist die starke Assoziation der 4q13.3-Amplifikation mit dem Vorliegen von 

plattenepithelialer Tumordifferenzierung, bzw. Östrogen-Rezeptor-Abhängigkeit. Die von 
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uns aufgrund der initialen Literaturanalyse präferierten Kandidaten-Gene Epiregulin 

(EREG) und Amphiregulin (AREG) haben keine bekannte Funktion, welche eine 

besondere Beziehung zur plattenepithelialen Differenzierung vermuten ließe. Jedoch wird 

für Amphiregulin vermutet, dass es im Rahmen der Brustdrüsenentwicklung als 

epithelialer Wachstumsfaktor eine Rolle spielt (LaMarca and Rosen 2007). Weiterhin 

wurde für eine Amphiregulin eine Östrogen/Östrogenrezeptorabhängige Hochregulation 

nachgewiesen (Ciarloni et al. 2007). An Exemestane, einem Aromatasehemmer, -

resistenten Mammakarzinomzelllinien konnte gezeigt werden, dass eine 

östrogenrezeptorabhängige Amphiregulin-Expression stattfindet (Wang et al. 2008).  

Die anderen 19 Kandidaten-Gene unserer Region zeigen bei Analyse der bekannten 

Literatur keine eindeutige funktionelle Beziehung zu diesen Tumoreigenschaften. 

Bestenfalls könnte für die grosse Gruppe der Chemokine eine – bislang unbekannte – 

onkogene Funktion bezüglich des Plattenepithelkarzinoms postuliert werden. Die ersten 8 

Mitglieder dieser Familie (CXCL1-CXCL8) sind Bestandteil unseres Amplikons. 

Das nächste Ziel unseres Projektes war es weitere Informationen zur möglichen 

biologischen Relevanz von Veränderungen von Genen unserer 4q13.3-Amplifikation zu 

gewinnen. Das klassische Vorgehen für derartige Studienvorhaben wäre eine funktionelle 

Untersuchung an Zelllinien, wobei die Kandidaten-Gene abwechselnd ein- und 

ausgeschaltet werden, um zu klären, was für Effekte derartige Manipulationen auf 

potentielle Tumoreigenschaften der Zellen, wie Invasivität und Proliferation, ausüben. 

Solche Untersuchungen sind sehr zeit- und reagentienaufwendig. In unserem Fall müsste 

sie - bei Fehlen von wirklich starken Hinweisen, dass die von uns postulierten Kandidaten-

Gene die richtigen Ziel-Gene sind - eigentlich für 21 verschiedene Gene angewendet 

werden. Die Untersuchung von TMAs mit Tumoren eines bestimmten Typs, für welche 

ausgedehnte klinische und pathologisch-anatomische Informationen vorliegen, ist ein 

alternatives Verfahren, um rasch Hinweise auf eine mögliche biologische Relevanz einer 

Amplifikation (unabhängig von den Zielgenen) zu finden. Dabei ist zu postulieren, dass ein 

für die Tumorbiologie besonders wichtiges Gen mit einem bestimmten (meist 

ungünstigen) klinischen/biologischen Verhalten einhergeht. Typische Beispiele für den 

erfolgreichen Einsatz der „funktionellen“ Epidermologie sind HER2 und p53. Die HER2-

Amplifikation kommt in ca. 17% der Mammakarzinome vor und charakterisiert dabei einen 

umschriebenen, unterdessen auch mittels Expressions-Array herauskristallisierten 

Tumorsubtyp mit einer besonders ungünstigen Prognose (Al-Kuraya et al. 2004). p53-

Mutationen kommen bei vielen Tumorarten vor, sind bei vielen Tumorarten als 

Schlüsselereignisse anzusehen und definieren bei zahlreichen Tumorarten auch 
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besondere Subgruppen mit meist besonders schlechter Prognose. Tumoren, bei denen 

p53-Veränderungen mit ungünstiger Prognose assoziiert sind umfassen unter anderem 

Malignome der Prostata (Kudahetti et al. 2009), der Mamma (Petitjean et al. 2007), der 

Lunge (Nelson et al. 2005), der Leber und des hämatopoetischen Systems (Robles and 

Harris 2010). 

Unser Ösophaguskarzinom-TMA beinhaltet Gewebe von 299 Primärtumoren von 

Patienten mit verfügbaren klinischen Verlaufsdaten. Die weitere Untersuchung 

konzentrierte sich deswegen auf Ösophaguskarzinome, weil diese in der Multitumor-TMA-

Untersuchung besonders häufig Amplifikationen aufgewiesen hatten und wegen der 

Verfügbarkeit eines institutseigenen, qualitativ hervorragenden, bereits erprobten TMA. In 

einer frühen Untersuchung hatte man an diesem TMA keine eindeutige Prognoserelevanz 

von HER2-Amplifikationen bei Ösophaguskarzinom zeigen können (Reichelt et al. 2007). 

Die Ösophaguskarzinomuntersuchung bestätigt, dass Amplifikationen beim 

Plattenepithelkarzinom signifikant häufiger vorkommen, als beim Adenokarzinom. Es 

ergibt sich aber innerhalb der Plattenepithelkarzinome keine Beziehung zu einem 

malignen Phänotyp bzw. zu der Patientenprognose. Somit ergeben sich keine Hinweise 

dafür, dass die 4q13.3-Amplifikation einen Tumorsubtyp mit herausstechender klinischer 

Bedeutung charakterisiert. Allerdings war die Zahl der amplifizierten Tumoren (n=11) 

relativ klein, so dass eine abschließende, sichere Beurteilung dieser Fragestellung nicht 

gegeben werden kann. Dies, obwohl unser Patientenkollektiv für 

Ösophaguskarzinomuntersuchungen überdurchschnittlich groß ist (Chang et al. 2010; 

Gen et al. 2010; Li et al. 2010b). Auffallend ist bei der Beurteilung der Zahlen unserer 

Studie auch die Tatsache, dass die Zahl der Amplifikationen in unserem Ösophagus-TMA 

mit 222 interpretierbaren (von 299 potentiell vorhandenen) Primärtumoren, darunter 139 

Plattenepithel- (11 Amplifikationen) und 77 Adenokarzinomen (keine Amplifikation) 

deutlich geringer ist als in unserer Multitumor-TMA-Analyse mit 60 potentiell vorhandenen 

Adenokarzinomen (3 Amplifikationen) und 60 potentiell vorhandenen 

Plattenepithelkarzinomen (9 Amplifikationen). Wir sehen in dieser „Diskrepanz“ ein 

typisches Phänomen, welches dann auftritt, wenn relativ selten Phänomene in relativ 

geringen Tumormengen untersucht werden. Wenn 100 verschiedene Tumorarten auf ein 

seltenes Phänomen untersucht werden, kann es immer wieder vorkommen, dass eines 

der seltenen Phänomene in einer Tumorart überzufällig häufig vorkommt, so dass die 

hohen Erwartungen in die Häufigkeit des gefundenen Phänomens dann bei 

Validationsexperimenten enttäuscht werden. Ähnliche „Enttäuschungen“ ergeben sich 

heute auch in dem rasch wachsenden Feld der Gesamtgenomsequenzierung. Mittels 

moderner Sequenziertechnologie ist es heute möglich, sämtliche Gene eines Tumors in 
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einer einzigen Untersuchung auf Mutation zu untersuchen (Voelkerding et al. 2009). Dies 

ist heute mit Kosten von 10.000-20.000 Euro pro Tumor möglich. Erste Untersuchungen 

mit dieser Technologie haben ergeben, dass Tumoren viel mehr Mutationen aufweisen als 

bisher gedacht. Viele Studien haben 100-200 Mutationen in kodierenden 

Genombereichen ergeben. Die meisten dieser Mutationen liegen in Genen, welche bisher 

nicht als besonders relevante Tumorgenkandidaten gehandelt wurden. Werden nun in 

einer Studie, welche 30.000 Gene in 20 Tumoren untersuchen, bestimmte Mutationen in 

zwei verschiedenen Tumoren gefunden, könnte man daraus schließen, dass diese 

Mutation für einen Tumor von besonderer Bedeutung ist. Erste Validierungen haben aber 

auch hier durchaus Enttäuschungen generiert. Beispielsweise wurde die GNAS-Mutation 

(guanine nucleotide binding protein) von der Vogelstein-Gruppe in 2 von 96 (2%), bzw. 3 

von 35 (9%) untersuchten Kolonkarzinomen gefunden und als wichtiges Kolonkarzinom-

Gen „identifiziert“ (Wood et al. 2007). Eine kürzlich untersuchte Validierungsstudie an der 

DNA von 215 verschiedenen Kolonkarzinom-Patienten ergab aber lediglich eine GNAS-

Mutation in einem von 215 Fällen (Idziaszczyk et al. 2010).  

Bei insgesamt 6 unserer Patienten (Plattenepithel- und Adenokarzinom 

zusammengefasst) lagen neben dem Primärtumor auch interpretierbare Anteile von 

Lymphknoten oder hämatogenen Metastasen vor. Der paarweise Vergleich von Tumoren 

aus Primärtumor und Metastasen ergab in der Regel eine Übereinstimmung des 

Amplifikationsbefundes. In abweichenden Fällen handelte es sich durchwegs um 

geringgradige Genvermehrungen bzw. geringgradige Amplifikationen, welche in der 

Metastase nicht mehr wiedergefunden werden konnten, so dass hier auch insignifikante 

Unterschiede bei etwas divergierender Auswertung zwischen Primärtumor und Metastase 

postuliert werden können. Insgesamt spricht die hohe Übereinstimmung der Ergebnisse in 

Primärtumor und korrespondierenden Metastasen dafür, dass die 4q13.3-Amplifikation in 

Plattenepithelkarzinomen des Ösophagus - wenn sie auftritt - eher früh auftritt und eine 

relativ homogene Verteilung im Tumor aufweist. Wäre die 4q13.3-Amplifikation 

typischerweise nur auf ein kleines Areal eines Tumors beschränkt, wäre mit einer weniger 

hohen Übereinstimmung zwischen Primärtumor- und Metastasenbefunden zu rechnen, da 

davon ausgegangen werden müsste, dass nicht bei jedem Tumor dann auch die 

amplifizierten Areale bei der Herstellung des TMAs getroffen werden.  

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Untersuchung, dass 4q13.3-Amplifikationen in 

humanen Tumoren selten vorkommen, wobei die höchsten Häufigkeiten bei 

Plattenepithelkarzinomen, bzw. bei hormonabhängigen gynäkologischen Tumoren 

auftreten. Zumindest beim von uns exemplarisch weiter untersuchten 
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Ösophaguskarzinom ergibt sich kein Hinweis auf eine besondere klinisch/biologische 

Bedeutung der 4q13.3-Amplifikation, da diese weder mit der Patientenprognose, noch mit 

einem malignen Phänotyp assoziiert war. Vergleichende Untersuchungen zwischen 

Primärtumoren und korrespondierenden Metastasen ergaben beim Ösophaguskarzinom 

eine hohe Übereinstimmung des 4q13.3-Amplifikationsstatus, so dass postuliert werden 

kann, dass die 4q13.3-Amplifikation beim Ösophaguskarzinom zwar selten auftritt, wenn 

sie aber vorkommt eine eher frühe, und im Tumor homogen vorkommende Veränderung 

darstellt.  
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5 Zusammenfassung 

Ausgangspunkt dieser Untersuchung war der Nachweis von umschriebenen, 

kurzstreckigen, hochgradigen 4q13.3-Amplifikationen in je einem Fall eines 

Plattenepithelkarzinoms des Ösophagus und eines Urothelkarzinoms der Harnblase. Der 

kleinste gemeinsame Bereich der Amplifikationen beinhaltete 21 Gene. Die unmittelbar 

nebeneinander liegenden Gene Epiregulin (EREG) und Amphiregulin (AREG) erschienen 

aufgrund ihrer Funktion als Liganden mehrere Wachstumsrezeptoren, welche teilweise 

schon bekannte amplifizierte Onkogene sind, besonders interessant. Dies wäre vereinbar 

mit einer Rolle von Epiregulin und Amphiregulin für die Tumorbiologie im Falle einer 

Überexpression. Ziel der Untersuchung war die Klärung der Prävalenz von 4q13.3 

(Amphiregulin/Epiregulin)-Amplifikationen in humanen Tumoren und das Gewinnen von 

Rückschlüssen auf die biologische Bedeutung dieser Amplifikation durch Vergleich von 

Amplifikationsdaten mit pathologisch-anatomischen und klinischen Parametern in einem 

ausgewählten Tumortyp. In einem ersten Schritt wurde ein Multitumor-Tissue Microarray 

(TMA), bestehend aus insgesamt 4034 Gewebeproben von 99 verschiedenen 

Tumortypen und Subtypen mittels Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) untersucht. 

Dazu wurde eine Doppelhybridisierung mit einer kommerziell erhältlichen Zentromer4-

Probe und einer selbst hergestellten pBAC-Probe für die Region 4q13.3 (Epiregulin und 

Amphiregulin beinhaltend) verwendet. Die Multitumor-TMA-Untersuchung ergab 

Amplifikationen vor allem in Ösophaguskarzinomen, Plattenepithelkarzinomen aller Art 

und potentiell hormonabhängigen Tumoren des weiblichen Genitaltraktes. Konkret fanden 

sich in den analysierbaren Tumoren 9 Amplifikationen im Plattenepithelkarzinom des 

Ösophagus und 3 Amplifikationen im Adenokarzinom des Ösophagus. Weitere 

Amplifikationen wurden in einem Kolonkarzinom, in einem Plattenepithelkarzinom des 

Anus, in einem Plattenepithelkarzinom des Larynx, in 3 Plattenepithelkarzinomen der 

Lunge, 2 serösen Karzinomen des Ovars, 2 serösen Karzinomen des Endometriums, 

sowie 8 Mammakarzinomen (medullärer, duktaler und muzinöser Typ) gefunden. Um die 

Beziehung der 4q13.3-Amplifikation mit klinisch-pathologischen Daten in einem 

bestimmten Tumortyp weiter zu untersuchen, wählten wir, aufgrund der hohen Häufigkeit 

und der Verfügbarkeit eines geeigneten TMAs, das Ösophaguskarzinom. Der 

Ösophaguskarzinom-TMA beinhaltete 163 Primärtumoren von Plattenepithelkarzinomen 

und 130 Primärtumoren von Adenokarzinomen sowie insgesamt 193 korrespondierende 

Lymphknoten und hämatogene Metastasen. Die Ösophagus-Studie ergab in 

Plattenepithelkarzinomen bei 139 auswertbaren Fällen 11 (7,91%) Amplifikationen und 5 
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(3,60%) geringgradige chromosomale Zugewinne. Im Adenokarzinom fand sich keine 

Amplifikation in den 77 erfolgreich untersuchten Tumoren. Eine geringgradige 

Vermehrung (Ratio 4q13.3/Zentromer4 < 2,0) fand sich in 4 (5,19%) der untersuchten 

Adenokarzinome. Es fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem 4q13.3-

Amplifikationsstatus und dem Tumorgrad, dem pT-Stadium, dem pN-Stadium und dem 

klinischen Verlauf. Insgesamt zeigen die Daten unserer Studie, dass 4q13.3-

Amplifikationen zwar bei verschiedenen Tumorarten vorkommen, in keiner Tumorart aber 

eine besonders hohe Häufigkeit einnimmt. Beim Ösophaguskarzinom ergeben sich keine 

Anhaltspunkte auf eine klinische Relevanz. Immerhin spricht die hohe Übereinstimmung 

des 4q13.3-Amplifikationsstatus zwischen Primärtumoren und korrespondierenden 

Metastasen dafür, dass diese Alteration bei einem Subset von Plattenepithelkarzinomen 

des Ösophagus relativ früh auftritt und homogen im Tumor vorkommt. 
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