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1 Einleitung 

Das pleuropulmonale Blastom (PPB) ist ein seltener aggressiver Tumor des frühen Kindesal-

ters, der mit einer schlechten Prognose assoziiert ist. Er ist der häufigste maligne Tumor der 

Lunge im Kindesalter (Dehner et al. 2015) und wird nach der WHO-Klassifikation der Lun-

gentumore als mesenchymaler Tumor geführt (Travis et al. 2015). Er zählt wie das He-

patoblastom, das Neuroblastom und der Wilmstumor zu den dysontogenetischen Tumoren 

(Travis et al. 2004) und tritt typischerweise bei Kindern unter fünf Jahren auf (Priest et al. 

2006, Taube et al. 2006).  

1945 wurde erstmalig von Barnard ein ungewöhnlicher thorakaler Tumor bei einer 40-

jährigen Patientin beschrieben. Wegen der Ähnlichkeiten mit dem Gewebe embryonaler Lun-

gen bezeichnete Barnard den Tumor als „embryoma of the lung“ (W.G. Barnard 1952). 1961 

wurde wegen der ähnlichen histopathologischen Eigenschaften des Tumors mit dem Wilms-

Tumor (Nephroblastom) von Spencer der Terminus des „Pulmonalen Blastoms“ (PB) einge-

führt. 1988 wurde dann von Manivel et al. vorgeschlagen, das pleuropulmonale Blastom als 

eigene, vom pulmonalen Blastom des Erwachsenenalters getrennte Tumorentität anzusehen.  

Zur zentralen Registrierung aller diagnostizierten pleuropulmonalen Blastome (PPBs) wurde 

Mitte der 80er-Jahre das „International Pleuropulmonary Registry“ gegründet. Zum besseren 

Verständnis des PPB werden hier die biologischen Daten der Tumore der Klinik und der End-

ergebnisse gesammelt und weiter untersucht (International Pleuropulmonary Registry 2015). 

Morphologie 

Histopathologisch findet man beim PPB neben primitiven blastomatösen Bereichen ein ma-

lignes mesenchymales Stroma mit pluripotenten Eigenschaften. Durch die pluripotente Eigen-

schaft des Gewebes existieren verschiedene mesenchymale Differenzierungsmöglichkeiten, 

welche als Rhabdomyo-, Chondro-, Osteo- oder Liposarkom-Komponente auftreten können 

(Indolfi et al. 2000). Die Epithelzellen des PPB sind benigne (Manivel et al. 1988). Das PPB 

kann entweder intrapulmonal oder extrapulmonal unter Einbeziehung der Pleura, des Medias-

tinums oder des Diaphragmas lokalisiert sein (Indolfi et al. 2000), wobei eine extrapulmonale 

Manifestationen mit einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein scheint (Indolfi et al. 

2007). Die Hypothese, dass der Tumor vom splanchnopleuralen oder somatopleuralen Meso-

derm zu stammen scheint, würde die pluripotenten Eigenschaften, das fehlende maligne Po-

tential des Epithels und die unterschiedliche Lage in der Thoraxhöhle erklären (Manivel et al. 

1988).  
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Klassifikation des PPBs 

Nach Dehner et al. (1995) wird der Tumor in drei histopathologische Typen eingeteilt: 

• Typ I PPB ist ein ausschließlich zystischer Tumor  

• Typ II PPB besteht aus einem zystischen und einem soliden Anteil  

• Typ III PPB ist ein rein solider Tumor  

 

Typ I PPBs können aus unifokalen Zysten, multilokulären Zysten oder multifokalen Zysten 

bestehen. Die Zysten sind in den peripheren Lungenabschnitten lokalisiert und können außer-

dem in der viszeralen Pleura vorkommen. Das Stroma besteht aus einem benignen Epithel  

und primitive Mesenchymzellen (Priest et al. 2009). Die soliden Anteile der Typ II und Typ 

III PPBs können aus blastomatösen Arealen, die von einem lockeren Mesenchym umgeben 

sind, Inseln von teils atypischem Knorpel sowie rhabdomyosarkom-artigen Anteilen und ana-

plastischen Zellen, die vereinzelt oder in Verbänden vorkommen können, bestehen (Taube et 

al. 2006). 

Prognose der PPB 

Das Typ I PPB ist prognostisch günstig und metastasiert nicht. Hingegen sind Typ II und III 

PPBs aggressive Tumore, die mit Metastasen und einer schlechten Prognose assoziiert sind.  

Als Metastasierungsorte wurden u.a. das ZNS (Priest et al. 2007), Knochen, Leber, Nebennie-

ren und Ovarien genannt (Priest et a. 1997).  

In der Arbeit von Priest et al. (1997) wurden außerdem häufige Symptome, die durch das PPB 

hervorgerufen werden, angegeben. Hierzu zählen u. a. Atembeschwerden, Husten, Fieber, 

Thoraxschmerzen, abdominelle Schmerzen und Unwohlsein. Doch die durch das PPB hervor-

gerufenen Symptome werden häufig fehlinterpretiert und als Pneumothorax oder Infektion der 

oberen Atemwege gedeutet (Indolfi et al. 2007). 

Das mittlere Alter bei Diagnosestellung beträgt bei Typ I zehn Monate, bei Typ II 34 Monate 

und bei Typ III 44 Monate. Die 5-Jahres-Überlebensrate vom PPB liegt bei 45%. Näher be-

trachtet liegt die 5-Jahres-Überlebensrate vom Typ I PPB bei 83% und im Unterschied dazu 

vom Typ II und Typ III PPB bei 42% (Priest et al. 1997). Da es sich beim Typ III PPB sowohl 

klinisch als auch biologisch um die aggressivere Form des PPB (Dehner et al. 2015) handelt, 

sollten Typ II und Typ III PPBs dennoch getrennt betrachtet werden. Nach der kürzlich veröf-

fentlichten Fallstudie mit 350 Fällen durch Messinger et al. (2015) existieren zwischen Typ II 
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und III deutliche Unterschiede bzgl. Prognose und Überlebenswahrscheinlichkeit. So wird die 

Überlebenswahrscheinlichkeit vom Typ II PPB im Vergleich zu Typ III PPB signifikant hö-

her eingestuft. Die Tatsache, dass zum Zeitpunkt der Diagnose der Tumor oftmals inoperabel 

ist, trägt dazu bei, dass bereits zwei Jahre nach Diagnosestellung nahezu 70% der Patienten an 

den Folgen des PPB verstorben sind (Dehner et al. 2015). Die Therapie des PPB besteht in 

Abhängigkeit des Stadiums aus Tumorresektion, Chemotherapie und Strahlentherapie. In 

manchen Fällen ist im Vorfeld eine neoadjuvante Chemotherapie zur Tumormassenreduktion 

notwendig, wenn der Tumor aufgrund der Größe inoperabel ist. (International Pleuropulmo-

nary Registry 2015). Die Tatsache, dass es beim PPB zum frühen Auftreten von Rezidiven 

und Metastasen kommt, macht deutlich, dass es sich um einen aggressiven Tumor handelt. 

Fast alle Rezidive treten in den ersten 24 Monaten nach Diagnose auf (Indolfi et al. 2007).  

Nach heutigem Wissensstand sind Typ I, II und III PPB Stufen im Prozess der Tumorprogres-

sion (Dehner et al. 2015). Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu einer Progression von ei-

nem weniger aggressiven Typ zu einem aggressiveren Typ. Typischerweise kommt es dabei 

zu einer Progression vom Typ I zu Typ II oder Typ III PPB oder vom Typ II zum Typ III PPB 

(Dehner et al. 2015). Eine Regression vom Typ II oder Typ III PPB wurde bisher nicht beo-

bachtet. Dieser Übergang vom Typ I PPB zum Typ II PBB und im weiteren Progress zu Typ 

III PPB führt zum einen zu morphologischen Veränderungen und korreliert zum anderen in 

Abhängigkeit vom Alter mit einer schlechteren Prognose. (Dehner et al. 2015). 

Nach dem Stand der aktuellen Forschung existiert neben dem klassischen Typ I PPB auch 

noch das Typ Ir PPB. Dabei steht das „r“ für regress, was bedeutet, dass es zu einer Regressi-

on des Typ I PPB kommt und keine Progression zum Typ II und III PPB zu erwarten ist (Hill 

et al. 2008).  

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Prognose der PPBs von der Lokalisation des Tu-

mors, dem histologischen Tumortyp und dem mittleren Alter bei Diagnose (Dehner et al. 

2015) sowie von Tumorstadium und Metastasierungen abhängig ist. 

 

Genetische Veränderungen  

Bisher existiert nur eine limitierte Anzahl von publizierten genetischen Untersuchungen (Ka-

ryotypisierung, Sequenzierung, CGH und FISH), die komplexe genetische Veränderungen 

aufzeigen. Hill et al. (2009) haben in elf Fällen des familiären PPB-Syndroms erstmals eine 

Mutation im DICER1 Gen auf Chromosom (Chr.) 14q nachgewiesen. Slade et al. (2011) zei-

gen in ihrer Studie, dass sowohl familiäre PPBs als auch sporadisch auftretende PPBs Mutati-

onen im DICER1 aufweisen. Nach der Auffassung der Autoren Slade et al. (2011) soll die 
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Mutation im DICER1 Gen eine entscheidende Erklärung der PPBs sein. In der von Pugh et al. 

(2014) veröffentlichten Studie konnte mittels Exom-Sequenzierung beim PPB in zwölf Fällen 

eine Keimbahnmutation, in drei Fällen eine somatische „loss-of-function“ Mutation und in 

allen 15 Fällen eine somatische missense Mutation der RNase IIb Domäne im DICER1 Gen 

nachgewiesen werden.  

Zu den ebenfalls häufig nachgewiesenen genetischen Veränderungen zählen Zugewinne von 

Chromosom 8 (Priest et al. 1996, Vargas et al. 2001), Trisomien von Chromosom 2 (Sciot et 

al. 1994, Yang et al. 1997) und Verluste von Chromosom 17p (Vargas et al. 2001, Kelsey et 

al. 1997). 

 

Zielsetzung der Arbeit 

Ein Ziel dieser Arbeit war, mit Hilfe der CGH chromosomale Aberrationen zu identifizieren, 

um daraus Rückschlüsse auf die Tumorgenese zu erhalten. Weiterhin sollten durch Anwen-

dung der FISH die Fälle weiter untersucht werden, bei denen relevante genetische Aberratio-

nen nachgewiesen werden konnten. 

 

Im Detail soll besondere Aufmerksamkeit folgenden Fragen zugewandt werden:  

 

• Welche genetischen Veränderungen sind bisher beim PPB bekannt? 

• Welche Unterschiede der Ergebnisse dieser Arbeit ergeben sich zu den bisher publi-

zierten Arbeiten? 

• Existieren genetische Unterschiede zwischen Typ II und III PPBs? 
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2 Material 

2.1 Tumorgewebe 

Das Tumormaterial stammt aus dem Archiv der Sektion für Kinderpathologie der Universität 

Kiel, Kindertumorregister der GPOH. Die untersuchten Tumore wurden von 1982-2002 auf-

genommen und klassifiziert. Der größte Teil der Patienten wurde im Rahmen der Cooperati-

ven Weichteilsarkom-Studie (CWS) der Deutschen Gesellschaft für pädiatrische Onkologie 

und Hämatologie (GPOH) behandelt. Entsprechende Ethikvoten der Studien liegen vor. Ein-

verständniserklärungen der Patienten bzw. der Erziehungsbevollmächtigten für wissenschaft-

liche Untersuchungen am Tumorgewebe wurden im Rahmen der jeweiligen Studien einge-

holt. Es wurden insgesamt 16 PPBs der Lunge untersucht, bei denen acht zum weiblichen und 

acht zum männlichen Geschlecht zuzuordnen waren, entsprechend einem Verhältnis von 1:1. 

Nach der Klassifikation nach Dehner gehörten zwölf der PPBs zum Tumorsubtyp III, vier 

zum Tumorsubtyp II und keine Probe zum Tumorsubtyp I. Sieben der männlichen und fünf 

der weiblichen Proben wurden dem Subtyp III, eine der männlichen und drei der weiblichen 

Proben dem Subtyp 2 zugeordnet. Das Tumormaterial wurde in Formalin fixiert und in Paraf-

fin eingebettet und für die CGH und FISH aufgearbeitet. Ergänzende klinische Daten zu den 

Tumoren lagen nicht vor.  

In der nachfolgenden Abbildung 1 ist die Verteilung der 16 untersuchten Fälle bzgl. Ge-

schlecht und Tumorsubtyp als Säulendiagramm dargestellt.  

 

 

Abbildung 1: Verteilung nach Geschlecht bezogen auf Tumorsubtyp II und III 
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2.2 Arbeitsgeräte, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien 

In den nachfolgenden Tabellen sind die verwendeten Arbeitsgeräte, Materialien sowie die 

Chemikalien, Reagenzien, Kits und Substrate samt der Bezugsquellen aufgeführt, die für die 

CGH und FISH Analyse benötigt wurden. 

 

Tabelle 1: Verwendete Arbeitsgeräte 
 

Arbeitsgeräte Firma 

Aufnahmeschrank für Wasservollentsalzungspatronen Fa. Miele 

Brutschrank  Fa. Memmert, Schwabach  

CDD-Kamera Fa. JAI Corporation 

Virginia, USA 

Diamantschreiber Fa. Roth, Karlsruhe 

Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2) 

 

Fa. Carl Zeiss, Jena  

Gelelektrophorese-Apparatur Fa. Bio-Rad, München  

Gelelektrophoresekammer Fa. MWG Biotech, Ebersberg  

Heizplatte  Fa. Ikamag, Staufen 

Kühlplatte  Fa. Medite, Burgdorf 

Kühlschrank Premium no-frost Fa. Liebherr 

Laborwaage Fa. Sartorius, Göttingen  

Laborwecker  Fa. Roth Karlsruhe  

Messzylinder   Fa. Assistent, Sondheim  

Mikroskopleuchte: Mikroskop Illuminating System 

HBO 100 

Fa. Zeiss, Jena 

Mikrowelle Sharp R 7180 Fa. Sharp, (USA) 

Objektiv 100x/1,4 oil Plan Apochromat Fa. Zeiss, Jena 

Patrone für Deionisierung des Wassers Fa. Walter, Augsburg 

PC, ausgestattet mit der ISIS-3-Software  Fa. MetaSystems GmbH, Altus-

heim 

Ph-Meter Fa. WTW, Weilheim  

Pipetten Fa. Eppendorf, Hamburg 

Schüttler Fa. Edmund Bühler, Tübingen 

Standküvetten Fa. Roth, Karlsruhe  
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Arbeitsgeräte Firma 

Thermocycler (PTC 2000) Fa. MJ Research Biozym Diag-

nostik GmbH, Oldendorf 

UV-Photometer Fa. Hoefer, San Francisco, Kali-

fornien, USA 

UV-Tisch mit Fotodokumentation Fa. Kaiser, Buchen  

Vorschaltgerät ebq 100 isolated für Quecksilberleuchten Fa. Zeiss, Jena 

Vortex Fa. Janke und Kunkel, Staufen 

Wasserbad  Fa. Köttermann/ GFL, Uetze/ 

Hänigsen  

Zentrifuge Fa. Eppendorf, Hamburg  

 

 
Tabelle 2: Verwendete Materialien 
 

Materialien Firma 

Deckgläschen, eckig: 24x60mm, 24x40mm Fa. Menzel, Braunschweig 

Metaphasen Objektträger Fa. Vysis, Stuttgart 

Microscope Cover Glasses 18x18mm Fa. Menzel, Braunschweig 

Microscope Cover Glasses 25x50mm Fa. Menzel, Braunschweig 

Pasteur Pipette, Länge 150mm Fa. Brand Wertheim 

Reaktionsgefäße (1,5ml 39x10 mm) Fa. Sarstedt, Nümbrecht 

Sterile Pipettenspritzen Fa. Sarstedt, Nümbrecht  

Sterile Falcon-Röhrchen: 15ml, 50ml Fa. Greiner, Nürtingen 

Super Frost® Plus- Objektträger (25x7x1 mm) Fa. Menzel, Braunschweig 

 

 
Tabelle 3: Eingesetzte Chemikalien Reagenzien, Kits und Substrate  
 

Chemikalien, Reagenzien, Kits, Substrate Firma 

Agarose  Fa. Sigma, München  

Bioprime DNA Labelling System Fa. Invitrogen TM 

Kalifornien, USA 

Zitronensäure-Monohydrat   Fa. Merck, Darmstadt 

Cot-1 DNA Fa. Roche Diagnostics GmbH, 
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Chemikalien, Reagenzien, Kits, Substrate Firma 

Mannheim  

DAPI/ Antifade (Vectashield)  Fa. Vector,  

Burlingame, Kalifornien, USA 

DNA-Längenstandards: 1kb DNA Ladder  Fa. Promega, Mannheim  

EDTA  Fa. Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid  Fa. Merck, Darmstadt 

Ethanol (70, 85, 96, 100%)  Fa. Merck, Darmstadt 

Fixogum  Fa. Marabu 

Formamid  Fa. Merck, Darmstadt 

Hybridisierungspuffer  Fa. Kreatech, Holland  

HCI Fa. Meck 

Immersionsöl für die Mikroskopie  Fa. Merck, Darmstadt 

KCL  Fa. Merck, Darmstadt  
TM SE 8 (D8Z1) (Satelitte Enumeration) FISH Probe Fa. Kreatech (Niederlande) 

IGF1-R (15q26)/15q11 FISH Probe   
FISH Probe  

Fa. Kreatech ( Niederlande) 

Ladepuffer  Fa. Promega, Mannheim 

Master Mix (30%)  Fa. Merck, Darmstadt 

MiniElute DNA Extraction Kit Fa. Quiagen, Hilden  

NaCl  Fa. Merck 

Proteinase K  Fa. Qiagen, Hilden 

QIAmp DNA Mini Kit, Tissue Protocol Fa. Roche Diagnostics,  

Mannheim 

Random Priming Invitrogen, Labelling System, 

Carlsband, USA 

Spectrum Green dNTP/- Red dNTP,  Abbott, Deutschland 

Spectrum Red Control DNA Abbott, Deutschland 

SSC Puffer: 20x  Fa. Sigma, München 

Tween 20  Fa Merck, Darmstadt 

Xylol, 100% Fa. Merck, Darmstadt  
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3 Methoden 

Im nachfolgenden Abschnitt werden die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden 

beschrieben. Zum einen handelt es sich dabei um die komparative genomische Hybridisierung 

(CGH) und zum anderen um die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). 

 

3.1 Komparative genomische Hybridisierung (CGH) 

Die CGH ist eine molekular-zytogenetische Methode, die durch eine Zweifarben-

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, in einem einzigen Hybridisierungsversuch, einen Über-

blick über mögliche Chromosomenaberrationen liefert (Kallioniemi et al. 1994). Insbesondere  

ist die CGH für die genetische Analyse von Tumoren von großem Nutzen. Bis zum heutigen 

Tage konnte mit Hilfe der CGH eine Vielzahl von Chromosomenaberrationen bei unter-

schiedlichen Tumorentitäten identifiziert werden. Die CGH wurde von Kallioniemi et al. 

(1992) und Du Manoir et al. (1993) unabhängig voneinander entwickelt und dient dem Nach-

weis von genetischen Imbalancen und wird heute als Screeningmethode eingesetzt.  

Erfasst werden Verluste, Zugewinne, Deletionen und Amplifikationen (Kallioniemi et al. 

1992). Hingegen werden balancierte Translokationen oder Inversionen nicht detektiert. Auch 

Punktmutationen und umschriebene Veränderungen innerhalb des Gens werden mittels CGH 

nicht nachgewiesen (Kallioniemi et al. 1994). Ferner liegen keine Informationen über den 

aktuellen Ploidiegrad vor, da nur relative genetische Veränderungen erfasst werden können 

(Speicher et al. 1994).  

Bei dem zu untersuchenden Material sollte es sich um repräsentatives Tumorgewebe mit einer 

hohen Anzahl maligner Zellen handeln. Liegt eine zu hohe Anzahl von normalen Zellen vor, 

sinkt die Detektionsrate der Imbalancen innerhalb des Genoms durch die CGH signifikant 

(Kallioninemi et al. 1994).  

Es existieren zwei unterschiedliche CGH-Methoden. Zum einen ist das die Metaphasen-CGH 

und zum anderen die Array-CGH. Bei der Metaphasen-CGH wird die zu untersuchende Tu-

mor-DNA und Kontroll-DNA mit entsprechendem Fluoreszenzfarbstoff  entweder grün oder 

rot markiert und im Verhältnis 1:1 auf denaturierten Kontrollmetaphasen aufgetragen und 

hybridisiert. Ist die Tumor-DNA an einer Stelle überexprimiert, so erscheint das Chromosom / 

die Region in der Farbe der Tumor-DNA, also grün. Liegt dagegen ein Verlust an Tumor-

DNA vor, so erscheint das Chromosom / die Region in der Farbe der Referenz-DNA, also rot.  

Die Metaphasenchromosomen werden anschließend unter einem Fluoreszenzmikroskop un-

tersucht und mit Hilfe einer speziellen Software analysiert. Ein Nachteil der Metaphasen-
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CGH besteht darin, dass die Sensitivität dieser Technik limitiert ist und von der Kopienzahl 

der veränderten Region abhängt. Durch Joos et al. (1993) konnte eine 20-fache Amplifikation 

mit einer Auflösung von 100 kbp nachgewiesen werden. Deletionen wurden in der Größen-

ordnung von zehn (Du Manoir et al. 1995) bis 20 mbp (Kallioniemi et al. 1992) detektiert.  

Bei der Array CGH liegt im Gegensatz zur Metaphasen CGH die Ziel-DNA nicht in Form 

ganzer Metaphasenchromosomen vor, sondern es handelt sich um einen Glasobjektträger, auf 

dem sich in einem Raster fixierte und definierte DNA Fragmente (Array) befinden. Ein weite-

rer Unterschied zur Metaphasen CGH liegt darin, dass mittels der Array CGH auch kleine 

Deletionen oder Duplikationen von weniger als 100 kbp detektiert werden können (Murken J. 

et al. 2006).  

In der nachfolgenden Abbildung ist die Metaphasen CGH Methode nochmals schematisch 

dargestellt.  

 

   

 

3.1.1 D<A-Isolierung aus paraffineingebettetem Tumormaterial 

Die DNA-Isolierung erfolgte aus paraffineingebettetem Tumorgewebe. Dazu wurden von 

jedem Fall sechs Gewebsschnitte à 10µm Schnittdicke angefertigt. Eine Entparaffinierung 

wurde erreicht, indem die Proben zwei Mal für zehn Minuten mit 1.000µl Xylol und zwei Mal 

für zehn Minuten mit 1.000µl Ethanol inkubiert und bei 13.000 upm für zehn Minuten zentri-

Abbildung 2: Schematische Darstel-
lung der Metaphasen CGH 
 
A) Die Tumor-D�A ist grün markiert/    

    Die Referenz-D�A ist rot markiert 

B) Hybridisierung am Metaphasenchro-        

    mosom / Verluste sind grün und             

    Zugewinne rot markiert 

C) Errechnetes Ratio-Profil der CGH 

 

Quelle: �icole Mc�eil et al 2003 

Permission requested from the Atlas of Genetics 
and Cytogenetics in Oncology and Haematology. 
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fugiert wurden. Anschließend wurde der Überstand abpipettiert und die Proben wurden im 

Brutschrank bei 60°C über Nacht getrocknet.  

Zur Auflösung der Zellmembran wurden die Proben am nächsten mit Tag 200µl DNA Isolie-

rungspuffer (ATL) und 40µl Proteinase K angereichert. Der Ansatz wurde dann im Vortex 

vermischt. Anschließend wurden die Proben im Thermomixer über Nacht bei 56°C und 850 

upm erhitzt.  

Am darauffolgenden Tag wurden die Proben zur Inaktivierung der Proteinase K im Thermo-

mixer für acht Minuten bei 95°C inkubiert und dann bei 13.500 upm für zehn Minuten zentri-

fugiert. Der Überstand wurde abpipettiert. Anschließend wurden den Proben 200µl AL–Puffer 

zugegeben, im Thermomixer bei 70°C gemischt und für zehn Minuten bei 14.000 upm zentri-

fugiert. Dann erfolgte eine fünfminütige Inkubation mit 200µl Ethanol (100%). Die Proben 

wurden auf Filtersäulen gesetzt und bei 10.000 upm zentrifugiert. Die Filter wurden anschlie-

ßend in eine neue Säule gesetzt, der Durchlauf verworfen und erneut bei 10.000 upm zentri-

fugiert. Danach wurden die Filter mit 500µl AW1 Puffer versetzt und für drei Minuten bei 

14.000 upm zentrifugiert. Der Durchlauf wurde erneut verworfen. Anschließend wurde 500µl 

AW2 Puffer auf die Filter gegeben, für drei Minuten bei 14.000 upm zentrifugiert und der 

Durchlauf erneut verworfen. 

Um die DNA aus den Filtern herauszulösen, wurden die Filter verkehrt herum in ein neues 

Gefäß gegeben, mit 50µl AE Puffer versetzt und bei 10.000 upm für zwei Minuten zentrifu-

giert. Es erfolgte eine Wiederholung dieses letzten Schrittes. Auf diese Weise wurden 100µl 

isolierte DNA gewonnen. 

 

3.1.2 D<A-Konzentrationsbestimmung mittels Photometer 

Um die Reinheit der DNA zu bestimmen, kann die DNA-Konzentration mittels Photometer 

bei 260nm, dem Absorptionsmaximum der DNA, gemessen werden. 100µl Aqua ad iniectabi-

lia wurden als Referenzwert verwendet. Dazu wurden 5µl DNA mit 95µl Aqua ad iniectabilia 

verdünnt (VF 20: 5µl + 95µl Aqua ad iniectabilia) und im Photometer gemessen. Es wurde 

jeweils bei 260nm und bei 280nm gemessen. Um den Reinheitsgrad der DNA-Lösung zu be-

stimmen, wurde der Quotient aus OD260/280 (OD 260: optische Dichte der DNA, OD 280: op-

tische Dichte von Proteinen) bestimmt. Der errechnete Wert sollte bei 1,7- 1,95 liegen. 

 

3.1.3 Agarose-Gel-Elektrophorese 

Die Agarose-Gel-Elektrophorese erfolgte für 45 Minuten bei 109 Volt.  
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Die Agarose-Gel-Elektrophorese dient dazu, DNA-Fragmente von unterschiedlicher Größe in 

einem elektrischen Feld ihrer Länge nach aufzutrennen und zu sortieren. Die negativ gelade-

nen DNA-Fragmente wandern durch das Agarose-Gel, das in einer Salzlösung liegt, Richtung 

Kathode. Zu beachten ist, dass sich kleine DNA-Fragmente schneller bewegen als große 

DNA-Fragmente (Murken et al. 2006 S. 101). 

Zur Herstellung des Agarose-Gels werden 0,75 g Agarose zusammen mit 50 ml 1-fach TBE 

Puffer (5ml 10-facher TBE Puffer auf 45ml Aqua bidest) erhitzt und so in Lösung gebracht. 

Nach Abkühlung wurden dem Gel 7,5µl fluoreszierendes Ethidiumbromid zugegeben, was 

der Anfärbung der DNA-Fragmente dient. Das Gel wurde anschließend in eine Gelkammer 

gegeben und war nach ca. 20 Minuten auspolarisiert. 

Die DNA-Fragmentlänge sollte zwischen 500-10.00 bp liegen. 5µl DNA einer Probe wurden 

zusammen mit 3µl DNA Loading Puffer in eine Geltasche gegeben. Um die Länge der DNA-

Fragmente zu bestimmen wurde parallel ein DNA-Längenstandard aus 3 µl Loading Puffer, 

5µl Aqua ad iniectabilia und 2 µl Standard (100 BP + 500BP) in eine Geltasche pipettiert. Die 

DNA-Fragmente wurden anschließend unter einem UV-Gerät kontrolliert und mit der inte-

grierten Kamera fotodokumentiert.  

Die nachfolgende Abbildung 3 zeigt eine exemplarische Darstellung einer Gel-

Elektrophorese. 

  

 

 

3.1.4 Random Priming mit direkt markierten <ukleotiden 

Nach Denaturierung der Tumor- und Referenz-DNA in ihre Einzelstränge bindet ein Random 

Primer, bestehend aus wenigen Nukleotiden, an die entstandenen Einzelstränge. Für die an-

schließende DNA-Polymerisation wurde das MiniElute DNA-Extraction-Kit (Quiagen) ver-

Abbildung 3: Beispiel einer Gel-
Ektrophorese 
 
Rechts ist ein Längenstandard aufgetragen, der 

Fragmente von 100-1000 BP enthält. In Spur 1 

sind zwei Banden zu erkennen, die eine Länge von 

um die 550 bp aufweisen. Auf Spur 2 erkennt man  

eine Bande, bei ca. 300 bp und ein sehr langes 

Fragment. 
 

Quelle: Eigene Darstellung 
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wendet. Während der DNA-Polymerisation kommt es zur Bindung von mit Farbstoff markier-

ten Nukleotiden an die Tumor- und Referenz-DNA. Dazu wurden 1µg DNA mit Aqua dest. 

auf ein Volumen von 24ml verdünnt und 20µl Random Primer (Polymerase) hinzugegeben 

und kurz anzentrifugiert. Zur Denaturierung wurde der Ansatz für fünf Minuten in einem 

95°C heißen Wasserbad inkubiert. Um den Vorgang zu beenden, wurde der Ansatz sofort auf 

Eis gestellt. Im Dunkeln wurden 5µl direkt markierte dNTPS und 1µl DNA Klenow Fragment 

Polymerase hinzugegeben. Der Ansatz wurde kurz anzentrifugiert, in Alufolie eingepackt und 

im Brutschrank über Nacht bei 37°C inkubiert.  

Um die Polymerisation zu stoppen, wurde den Proben am nächsten Morgen 5µl Stop-Puffer 

zugegeben. Durch die Zugabe von Aqua dest. und wiederholte Zentrifugierung bei 13.000 

upm wurden die Proben von ungebundenen gefärbten Nukleotiden befreit. Auf diese Weise 

wurden 50µl markierte Tumor- bzw. Referenz-DNA gewonnen. 

 

3.1.5 Hybridisierung 

Es wurden je 50 µl (1µg) Random primed Tumor-DNA, gegengeschlechtliche Random pri-

mes Referenz-DNA, 30µl (300µg) Cot-1-DNA (zur Bindung am Zentromer), 420µl Ethanol 

(100% -20°C) sowie 13µl Natriumacetatpuffer (3M, ph 4,8) zunächst gevortext, dann in Alu-

folie verpackt und dann für mindestens 30 Minuten bei -80°C gefällt. Nachfolgend wurde der 

Ansatz für 30 Minuten bei 4°C und 14.000 upm zentrifugiert und der Überstand abpipettiert.  

Der entstandene Pellet wurde dann in 800µl Ethanol (70%) für 45 Minuten im Thermomixer 

bei 1.400 upm und 45°C für zehn Minuten inkubiert. Der Überstand wurde abpipettiert. Dann 

wurde der Pellet für ca. 30 Minuten unter dem Abzug getrocknet. Anschließend wurden dem 

Pellet 6µl deionisiertes Foramid hinzugegeben und bei 14.000 upm und 37° C anzentrifugiert.  

Die Hybridisierung der CGH-Sonden erfolgte auf Metaphase-Objektträgern (OT), die zu-

nächst denaturiert werden mussten. Bestandteile der Denaturierungslösung waren: 

 

• 5ml 20 x SSC Puffer (ph7), 

• 5ml NaH2P02 (ph7),  

• 5ml Aqua bidest,  

• 35ml deionisiertes Formamid 

 

Die Denaturierungslösung wurde mittels 2molarer HCL auf einen ph-Wert von 7 eingestellt 

und im entsprechenden Objektträgergefäß im Wasserbad auf eine Temperatur von 69°C er-



 14 

hitzt. Die OT wurden für zwei Minuten in die Denaturierungslösung gegeben und anschlie-

ßend in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 70% bis 100% und einer Temperatur von -20°C 

für jeweils fünf Minuten dehydriert. Um die CGH-Sonden zu dehydrieren, wurden die Proben 

für sechs Minuten bei 78°C mit 7µl Master Mix (30%) erhitzt und danach im Brutschrank bei 

37°C für 30 Minuten hybridisiert und anschließend zentrifugiert. 13µl des DNA-Mixes wur-

den auf markierte Kästchen eines OT zur Hybridisierung aufgetragen. Das entsprechende Feld 

wurde dann mit einem Deckgläschen bedeckt und mit Fixogum verschlossen, um ein Ver-

dunsten zu verhindern. Dann wurden die OTs für drei Tage bei 37°C im Dunkeln in einer 

feuchten Kammer inkubiert.  

 

3.1.6 Waschen 

Zunächst wurden zwei Küvetten mit Lösung A (75 ml 50-prozentiges Foramid, 15ml 20-fach 

SSC Puffer, 60 ml Aqua bidest, ph 7) und vier Küvetten mit Lösung B (40ml 20-fach SSC 

Puffer, 360 ml Aqua bidest, ph7), im Wasserbad auf 42°C erwärmt. Das Fixogum wurde dann 

durch zweiminütiges Einweichen in Waschlösung B entfernt. Anschließend wurden die OT 

für je 3x5 Minuten in Waschlösung A gespült. Nach Entfernung der Deckgläschen wurden die 

OT für je 3x5 Minuten mit Waschlösung C (60ml 20-fach SSC (Sodium Citrat Standard) Puf-

fer, 240 ml Aqua bidest, 300µl Tween 20, ph7), die ebenfalls nach Erwärmen im Wasserbad 

eine Temperatur von 42°C erreicht hatte, gespült. Anschließend wurden die OT für 20 Minu-

ten bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss getrocknet. Zum Sichtbarmachen der Zell-

kerne wurden ein Tropfen (20µl) DAPI-Antifade (4’,6-Diamin-2-phenylindol) pro Feld aufge-

tragen und mit einem Deckglas versehen. Die Fotodokumentation erfolgte innerhalb von zwei 

Wochen. Bis dahin wurden die OT im Dunkeln bei 4°C gelagert.  

 

3.1.7 Auswertung der CGH 

Die Auswertung der CGH erfolgte an einem speziellen Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2, 

Zeiss Jena) mit Hilfe der ISIS-3-Software, einem digitalen Bildanalysesystem.  

Zum Aufsuchen gut erkennbarer Metaphasenchromosomen wurde zunächst eine 10-20-fache 

Vergrößerung und der Dapi Filter gewählt. Als geeignet galten Metaphasen, deren Chromo-

somen sich nicht überlagerten und die eine gleichmäßig intensive Anfärbung der drei Farb-

stoffe (Dapi, Rot und Grün) aufwiesen. Ferner sollte der Hintergrund gleichmäßig fluoresziert 

sein. Anschließend wurde eine 100-fache Vergrößerung eingestellt und zum Sichtbarmachen 

der Fluoreszenzfarbstoffe nacheinander die Filter (Rot, Grün und Dapi) gewählt. Mit Hilfe der 
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an das Mikroskop gekoppelten CCD-Kamera wurde jeweils ein Bild pro Filter aufgenommen 

und gespeichert. Zur besseren Identifizierung der Banden wurde eine inverse Darstellung ge-

wählt und das Dapi-Bild digital in Graustufen umgewandelt. Nach Begradigung und Tren-

nung der Chromosomen sowie entsprechender Hintergrundkorrektur erfolgte für jede Meta-

phase eine Karyotypisierung mit Hilfe des Dapi-Filters. Pro Fall wurden 20 Metaphasen ana-

lysiert und zu einem Summenkaryogramm gemittelt. Dann wurde für jedes Chromosom ein 

CGH-Profil erstellt und ein Ratioprofil errechnet. Als Kontrolle wurde pro Fall eine zur Tu-

mor-DNA gegengeschlechtliche Referenz-DNA für die CGH gewählt und beide gegeneinan-

der hybridisiert. Bei erfolgreicher CGH leuchtete, dem Geschlecht der Referenz-DNA ent-

sprechend, entweder das X- oder das Y-Chromosom rot. 

Von der Auswertung und Beurteilung ausgeschlossen war die Zentromerregion, die Telomer-

region und die p Arme der akrozentrischen Chromosomen 13, 14, 15, 21, 22 und Y.   

In der nachfolgenden Abbildung 4 ist ein CGH-Profil mit errechnetem Ratio-Profil eines un-

tersuchten Falles beispielhaft erklärt.  

 

 

Abbildung 4: Darstellung eines CGH-Profils 
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Die erste Zahl im CGH-Profil steht für die Chromosomennummerierung, die zweite Zahl für 

die Anzahl der Chromosomen, die aus den 20 Metaphasen auswertbar waren. Rechts neben 

dem Bandenmuster der Chromosomen ist das Grün/Rot-Ratio-Profil des jeweiligen Chromo-

soms durch eine Kurve dargestellt. Die vertikale graue Linie stellt ein Gleichgewicht des ro-

ten und grünen Fluoreszenzfarbstoffes und somit der Tumor- und Referenz-D�A dar und gibt 

den Ratiowert von 1,0 an.  

Die grüne Linie gibt den Ratiowert von 1,25 und die rote Linie den Ratiowert von 0,75 an. Bei 

Unterschreiten des Ratiowertes liegt ein Verlust von Tumor-D�A vor. Dabei wird die rote 

Linie durch die Kurve überschritten und im entsprechenden Chromosomenbereich wird ein 

roter Balken angezeigt. Bei Überschreiten des Ratiowertes liegt ein Zugewinn von Tumor- 

D�A vor. Hier wird die grüne Linie durch die Kurve überschritten und im entsprechenden 

Chromosomenbereich wird ein grüner Balken angezeigt. Eine Amplifikation liegt vor, wenn 

der Ratiowert von 1,5 überschritten wird. 

 

3.2  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) 

Die FISH dient dem Nachweis von spezifischen chromosomalen Veränderungen in Metapha-

se-Chromosomen und Interphasekernen (Andersen et al. 2001). So gelingt es mit dieser mole-

kular-zytogenetischen Methode, spezifische DNA-Sequenzen sowohl auf chromosomaler als 

auch auf zellulärer Ebene zu identifizieren. Die FISH-Methode hat somit sowohl in der 

Chromosomendiagnostik als auch der zytogenetischen Diagnostik einen hohen Stellenwert 

(Ried et al. 1997). Prinzipiell können mit der FISH sowohl numerische Chromosomenaberra-

tionen als auch strukturelle Veränderungen im Genom festgestellt werden. Zur Detektion der 

Imbalancen im Genom werden unterschiedliche FISH-Sonden eingesetzt, die an spezifischen 

Zielstrukturen binden. Repetitive Zentromersonden binden repetitive DNA-Sequenzen der 

Zentromere sowie heterochromatische Bereiche und sowohl Chromosomen als auch numeri-

sche Chromosomenaberrationen können identifiziert werden. Lokusspezifische FISH-Sonden 

binden gezielt an Genen oder DNA-Abschnitten und detektieren strukturelle Veränderungen. 

Dazu zählen u.a. Inversionen, Translokationen, Deletionen, Amplifikationen und Zugewinne. 

Im Gegensatz zur CGH dient die FISH nicht zur Detektion genetischer Veränderungen vom 

gesamten Genom (Kallioniemi et al. 1996), sondern es sollten bereits Informationen über vor-

handene DNA-Veränderungen vorliegen, sodass die FISH nicht wie die CGH als Screening-

verfahren eingesetzt wird. Wurden aber mittels der CGH Veränderungen im Genom nachge-

wiesen, können mit lokusspezifischen FISH-Sonden die entsprechenden Gene und Gen-
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abschnitte weiter untersucht werden. 

Bei der direkten FISH-Methode bindet eine einzelsträngige fluoreszenzmarkierte FISH-Sonde 

an eine komplementäre DNA-Sequenz. Bei der indirekten FISH ist nicht die Sonde fluores-

zenzmarkiert, sondern es sind fluoreszenzmarkierte Antikörper an der Sonde gebunden. In der 

vorliegenden Dissertation kam ausschließlich das direkte Verfahren zum Einsatz.  

Mit der FISH gelingt es, genetische Veränderungen in spezifischen Genen aufzudecken, da 

ein großer Vorteil der FISH darin besteht, dass sie eine sehr hohe Sensitivität schon für sehr 

kleine Aberrationen besitzt.  

So werden mit lokusspezifischen FISH-Proben genetische Veränderungen in der Größenord-

nung von 40-200 kbp mittels FISH detektiert. Bei zehn oder weniger kBp versagt jedoch die 

Methode und die entsprechenden Aberrationen können nicht mehr dargestellt werden (Kallio-

ninemi et al. 1996).  

In der nachfolgenden Abbildung 5 ist das Prinzip einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

schematisch dargestellt. Damit eine fluoreszenzmarkierte DNA-Sonde an die Ziel-DNA bin-

den kann, müssen sowohl die Ziel-DNA als auch die fluoreszenzmarkierte DNA-Sonde ein-

zelsträngig vorliegen. 

Die Auftrennung einer doppelsträngigen DNA in ihre Einzelstränge gelingt mit Hilfe der De-

naturierung, die thermisch oder proteolytisch erfolgen kann. 

In der Abbildung 5 erkennt man, wie nach dem Prozess der Denaturierung die fluoreszenz-

markierte DNA-Sonde komplementär an die DNA-Zielsequenz bindet. Mit Hilfe eines Fluo-

reszenzmikroskops kann die erfolgte Hybridisierung im Anschluss nachgewiesen werden. 

 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
Quelle: Firma Abnova (2015) 

Mit freundlicher Genehmigung der Firma Abnova 
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3.2.1 Entparaffinierung und Rehydrierung 

Zur Entparaffinierung wurden die TMA (Tissue Microarryas) Schnitte, die auf einem Objekt-

träger fixiert waren, jeweils zweimal für 15 Minuten in Xylol inkubiert. Anschließend erfolgte 

eine Spülung in absteigender Alkoholreihe und eine Rehydrierung in Aqua dest. für jeweils 

fünf Minuten (2x Ethanol 100%, 1x Ethanol 96%, 1x Ethanol 70%, 1x Aqua dest.). 

 

3.2.2 Thermische Antigendemaskierung  

Für die thermische Antigendemaskierung mittels HIER (heat induced epitope retrival) wurde 

ein Citratpuffer hergestellt. Hierzu wurden 2,1g Citronensäure-Monohydrat und 0,1g EDTA 

in 850ml Aqua dest. gelöst. Mittels 2-molarer Natronlauge (NaOH) wurde die Lösung auf 

einen ph-Wert von 6 eingestellt und mit Aqua dest. auf 1 Liter aufgefüllt. Anschließend wur-

den die Präparate mit Citratpuffer (ph6) für 20 Minuten in der Mikrowelle erhitzt, um die 

durch die Paraffinierung entstandenen Proteinquervernetzungen zu lösen.  

 

3.2.3 Proteolytische Antigenmaskierung 

Für die proteolytische Antigenmaskierung mittels PIER (proteolytic induced epitope retrieval) 

wurden die Proben in 1.000ml 0,1 (Einheit) molarer HCL-Lösung mit 10µl Proteinase K 

(Fermentas) bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Anschließend erfolgte zunächst eine zweima-

lige Spülung mit Aqua dest. für jeweils fünf Minuten, mit anschließender Dehydrierung in 

aufsteigender Alkoholreihe für ebenfalls jeweils fünf Minuten (1x Ethanol 70%, 1x Ethanol 

96%, 3x Ethanol 100%). Dann wurden die Schnitte bei Raumtemperatur luftgetrocknet. 

 

3.2.4  Sondenanwendung und Hybridisierung 

Da es sich bei den verwendeten Sonden der Firma Kreatech um lichtempfindliche Sonden 

handelt, erfolgte das weitere Vorgehen im Dunkeln. 2µl Sondenverdünnung (7µl Hybridisie-

rungspuffer, 1µl Sonde, 2µl Aqua dest.) wurden auf die TMA-Schnitte aufgetragen. Das Are-

al wurde mittels Fixogum unter einem Deckgläschen versiegelt. Nach weiteren zehn Minuten 

und Erstarren des Fixogum erfolgte zur Aufschmelzung der Sonden eine Denaturierung für 10 

Minuten bei 95°C. Die anschließende Hybridisierung der Sonden fand bei 37° C im Dunkeln 

in einer feuchten Kammer statt. Im Anschluss an die Hybridisierung wurde das betroffene 

Areal an der Unterseite des OT markiert. Nach Entfernung des Fixogum wurde das Deckgläs-

chen vorsichtig abgehoben. Um überschüssige Sonden aus dem Gewebe zu entfernen, wurde 
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das Gewebe in SSC inkubiert. Dafür wurden die OT in einer Standküvette für je eine Minute 

in entsprechender Waschlösung gespült. Zusammenfassend stellen sich die einzelnen Arbeits-

schritte wie folgt dar: 

 

• 2x SSC (2-fach konzentriert) bei Raumtemperatur° für eine Minute 

• 1x SSC (2-fach konzentriert) bei 72 °C für eine Minute 

• 2x SSC (0,5-fach konzentriert) bei Raumtemperatur für eine Minute 

• 2x deionisiertes Wasser bei Raumtemperatur für je eine Minute 

 

Nachfolgend wurden die OT bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss getrocknet. Zur 

Gegenfärbung der Zellkerne wurden die OT zuletzt mit VECTASHIELD® Mounting Medi-

um with DAPI versehen, mit einem Deckglas bedeckt und bei 4°C unter Lichtausschluss ge-

lagert. 

3.2.5 Verwendete Sonden 

In der vorliegenden Arbeit wurden für die FISH zwei Sonden verwendet, die beide von der 

Firma Kreatech (Niederlande) stammen. Zum einen ist das die lokusspezifische IGF1-R 

(15q26)/15q11 FISH-Probe und zum anderen die für Chr. 8 zentromerspezifische TM SE 8 

(D8Z1) (Satellite Enumeration) FISH-Probe. Nachfolgend werden beide verwendeten Sonden 

näher beschrieben. 

 
IGF1-R (15q26)/15q11 FISH-Probe 
 
IGF1-R (15q26)/15q11 Dual Colour FISH-Probe der Firma Kreatech (Niederlande) bindet an 

Chromosom 15q26, der Region des IGF1 Rezeptors. Der Genlokus besteht aus 21 Exons und 

100kB. Das Gen besteht aus 4.101 Nucleotiden und kodiert für ein Protein bestehend aus 

1.361 Aminosäuren (LeRoith et al. 1995).  

Bei der IGF1-R FISH-Probe handelt es sich um eine Dual Color Probe, die aus zwei Sonden 

besteht. Die IGF1-R (15q26) Sonde fluoresziert in rot und ist mit Platinum Bright Tm550 direkt 

markiert. Sie bindet am IGF1-R Gen auf Chromosom 15q26 und detektiert an diesem Genlo-

kus Deletionen und Amplifikationen. Die IGF1-R 15q/11 Sonde bindet an Chromosom 

15q11, fluoresziert in grün und ist mit Platium BrightTM 495 direkt markiert. Sie ist in der 

FISH-Probe enthalten, um die Identifikation des Chromosoms zu erleichtern. Beim Auftreten 

von zwei roten und zwei grünen Signalen (2R2G) handelt es sich um ein normales Chromo-

som 15q26 ohne nachzuweisende Amplifikationen oder Deletionen in dieser Region. Liegt 
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eine Amplifikation im IGF1-R Gen 15q26 vor, treten in der Region mehr als zwei rote Signa-

le auf. In der Kontrolle auf Chromosom 15q11 zeigen sich zwei grüne Signale. Bei einer De-

letion treten im Genlokus 15q26 weniger als zwei rote Signale auf. In der Kontrolle auf 

Chromosom 15q11 erscheinen zwei grüne Signale (1R2G). (Leica Biosystems ((2015)).  

In der nachfolgenden Tabelle 4 sind die Signale und Interpretation der IGF1-R (15q26)/15q11 

FISH-Probe zusammengefasst.  

 

Tabelle 4: Signale der IGF1-R (15q26)/15q11 FISH-Probe 
Quelle: Leica Biosystems (2015) 
 
 Normales Signal Amplifikation 15q26 Deletion 15q26 

Erwartete  

Signale 

2R2G 3+R2G 1R2G 

 
 

 
 
Abbildung 6: Prinzip der Kreatech  
IGF1-R (15q26)/15q11 FISH-Probe 
Quelle: Leica Biosystems (2015) 
 

 
 

Abbildung 7: Beispielbild der Kreatech 
IGF1-R (15q26)/15q11 FISH-Probe 
Quelle: Leica Biosystems (2015) 
 

Mit freundlicher Genehmigung der Firma Leica Biosystems 
 

Abbildung 6 demonstriert  das Prinzip der IGF1-R (15q26)/15q11 FISH-Probe. Auf der Ab-

bildung ist zu erkennen, dass die Sonde im Bereich des IGF1-R Gens auf Chromosom 15q26  

bindet und die Sondengröße 530 KB beträgt. Abbildung 7 stellt eine Deletion in der IGF1-R 

Genregion 15q26 dar. Es sind ein rotes und zwei grüne Signale zu erkennen.  
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Kreatech TM SE 8 (D8Z1) (Satellite Enumeration) FISH-Probe  
 
Die SE-8-Probe Spectrum green der Firma Kreatech (Niederlande) besteht aus einer markier-

ten Satelliten DNA-Sequenz von Chromosom 8 und Yp12 und detektiert repetitive Sequenzen 

im perizentrischen Heterochromatin von Chromosom 8 und Yp12 durch Hybridisierung an 

der Zentromerregion. Als Satelliten bezeichnet man spezielle repetitive Sequenzen, die für die 

Zentromerregion charakteristisch sind. Die Sonde fluoresziert in grün und ist mit Platinum 

BrightTM495 direkt markiert. Beim normalen weiblichen Geschlecht erscheinen sowohl auf den 

Autosomen als auch auf beiden X-Chromosomen zwei Signale. Beim normalen männlichen 

Geschlecht dagegen ist neben den zwei Signalen auf den Autosomen nur ein Signal auf dem 

X-Chromosom und ein Signal auf dem Y-Chromosom vorhanden (Leica Biosystems 2015). 

 

 

Abbildung 8: Prinzip der Kreatech TM SE 8 (D8Z1) (Satellite Enumeration) FISH-Probe 

Quelle: Leica Biosystems (2015) 

Mit freundlicher Genehmigung der Firma Leica Biosystems 

 

 

Abbildung 8 demonstriert das Prinzip der SE 8 (D8Z1) (Satellite Enumeration) FISH-Probe. 

Zu erkennen ist, dass die Sonde im Bereich der Zentromerregion von Chromosom 8 bindet. 
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3.2.6 Auswertung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

Mithilfe der FISH wurden die Fälle weiter untersucht, bei denen mit Hilfe der CGH für uns 

relevante genetische Veränderungen festgestellt worden sind. Von besonderem Interesse war, 

ob sich durch die FISH ein Zugewinn von Chromosom 8 und die Amplifikation auf dem IGF-

1-R Gen von Chromosom 15 nachweisen ließ. 

Die OT wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Imaging (Fa. Zeiss,Jena) be-

trachtet. Es wurde zunächst ein Objektiv mit 10-20-facher Vergrößerung gewählt, um mit 

Hilfe des Dapi-Filters gut erkennbare Zellkerne aufzusuchen. 

Für die weitere Auswertung wurde dann die 100-fache Vergrößerung gewählt und zusätzlich 

Immersionsöl aufgetragen. Hierzu wurde eine Region im Präparat ausgewählt, in der die Tu-

morzellkerne sich möglichst nicht überlappten, die weitgehend frei von Zytoplasmaresten war 

und in der sich die Zellkerngrenzen gut abgrenzen ließen. Zudem sollten geringe Hinter-

grundsignale und eine gleichmäßige Hybridisierung vorliegen. Die Signale sollten gut vonei-

nander abgrenzbar sein und eine möglichst gleiche Größe und Intensivität haben.  

Es wurden von jeder Hybridisierung 100 Zellkerne ausgewertet. Die Signale der SE 8 (D8Z1) 

(Satellite Enumeration) FISH-Probe und der IGF1-R (15q26) / 15q11 FISH-Probe wurden 

getrennt voneinander betrachtet. Die Zentromersignale der SE 8 (D8Z1) (Satellite Enumerati-

on) FISH-Probe leuchteten grün und wurden in jedem Zellkern ausgezählt. Wenn mehr als 

zwei Zentromersignale pro Tumorzellkern vorlagen, handelte es sich definitionsgemäß nach 

Angaben des Herstellers um einen Zugewinn von Chromosom 8.  

Da es sich bei der IGF1-R (15q26)/15q11 FISH-Probe um eine Dual Colour Probe handelt, 

existierten für die beiden Sonden auch zwei Signale. Die 15q26 Sonde leuchtete rot und die 

15q11 Sonde grün. Er erfolgte eine Auszählung des grünen und roten Gensignals in jedem 

Zellkern. Definitionsgemäß handelt es sich bei Auftreten von zwei roten und zwei grünen 

Signalen  um einen Normalbefund. Eine Amplifikation im IGF1-R Gen 15q26 liegt vor, wenn 

mehr als zwei rote Signale für das IGF1-R Gen und zwei grüne Signale für das 15q11 Gen pro 

Zellkern auftreten (vgl. mit Tabelle 4). Um als Amplifikation gewertet zu werden, musste das 

Verhältnis vom 15q26 Signal zum 15q11 Signal mindestens bei 2.2 (Ratio 15q26:15q11 ≥ 

2.2) liegen. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Komparative genomische Hybridisierung (CGH) 

Die Tumor-DNA der 16 PPB wurde mittels CGH auf genetische Veränderungen untersucht. 

In den untersuchten PPBs konnten bei allen Proben Chromosomenaberrationen festgestellt 

werden. Es wurden Zugewinne, Deletionen und Amplifikationen gefunden. Die Häufigkeit 

der Aberrationen war bei den einzelnen PPBs unterschiedlich und lag zwischen ein bis zwölf 

pro Fall.  

 

4.1.1 Aberrationen beim weiblichen und männlichen Geschlecht 

Von den 16 Proben wurden acht dem männlichen Geschlecht und acht dem weiblichen Ge-

schlecht zugeordnet. Bei allen acht männlichen Proben konnten Zugewinne detektiert werden. 

Sechs der männlichen Proben wiesen zusätzlich zu den Zugewinnen Deletionen auf. Bei zwei 

der untersuchten Proben konnten neben Zugewinnen und Deletionen auch Amplifikationen 

festgestellt werden.  

Auch bei allen acht weiblichen Proben konnten Zugewinne detektiert werden. Bei sieben der 

weiblichen Proben konnten neben den Zugewinnen zusätzlich Deletionen nachgewiesen wer-

den. Bei zwei der untersuchten weiblichen Fälle wurden neben den Zugewinnen und Deletio-

nen auch Amplifikationen identifiziert.  

In der nachfolgenden Tabelle 5 und 6 sind nochmals die detektierten Zugewinne, Deletionen 

und Amplifikatioen bezogen auf das männliche und weibliche Geschlecht aufgelistet. 

 

Tabelle 5: Aberrationen beim männlichen Geschlecht 
 
Fälle ♂ Zugewinne Deletionen Amplifikationen 

1 ♂ X X X 

2 ♂ X   

3 ♂ X X  

4 ♂ X X  

5 ♂ X   

7 ♂ X X  

10 ♂ X X  

13 ♂ X X X 
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Tabelle 6: Aberrationen beim weiblichen Geschlecht 
 

Fall ♂ Zugewinne Deletionen Amplifikationen 

6 ♂ X X  

8 ♂ X X  

9 ♂ X   

11 ♂ X X  

12 ♂ X X  

14 ♂ X X  

15 ♂ X X X 

16 ♂ X X X 

 

4.1.2 Aberrationen der Typ II und Typ III PPBs 

Vier der 16 PPBs waren dem Typ 2 PPB und zwölf der 16 PPBs dem Typ 3 PPB zuzuordnen. 

Sowohl beim Typ II PPB als auch beim Typ III PPB wurden Zugewinne und Deletionen iden-

tifiziert. Hingegen wurden ausschließlich beim Typ III PPB Amplifikationen nachgewiesen.   

In den untersuchten Typ II und Typ III PBBs gab es Unterschiede bzgl. der Anzahl der nach-

gewiesenen Aberrationen. Bei Typ II PPBs lag die Anzahl der Aberrationen bei durchschnitt-

lich 4,1 Veränderungen pro Fall (1-7 Veränderungen/pro Fall) und bei Typ III PPBs bei 

durchschnittlich 5,2 Aberrationen pro Fall (2-12 Veränderungen/Fall). 

In der Tabelle 7 sind die identifizierten Aberrationen der Typ II PPBs und in der Tabelle 8 die 

Aberrationen der Typ III PPBs aufgelistet. Zu erkennen sind die detektierten Zugewinne, De-

letionen und Amplifikationen sowie die Anzahl der nachgewiesenen Aberrationen pro Fall. 

 

 Tabelle 7: Aberrationen der Typ II PPBs 

Fälle 
Typ II PPBs 

Zugewinne Deletionen Amplifkationen Anzahl der 
Aberr. 

6 
16p(+), 19(+), 

20q(+) 
4q(-), 5(-)  5 

9 
 

8p(+)   1 

10 
17q21qter(+), 

20q(+), 

6q16qter(-), 
11p14(-), 

11q14q22(-), 
 5 

16 
2p(+), 7p(+), 
8(+), 20q(+) 

4(-), 5q(-), 
13q(-) 

 7 
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Tabelle 8: Aberrationen der Typ III PPBs 
 

Fälle 

Typ III PPBs 

Zugewinne Deletionen Amplifikationen Anzahl der 

Aberr. 

1 

8p(+), 

8q12q21.2(+), 

20(+) 

1p31p34.2 (-) 15q8 Amp. 5 

2 2(+), 8(+)   2 

3 10p(+) 

5q31qter(-), 

6q21qter(-), 

11p12pter(-) 

 4 

4 

6p(+), 7p(+),  

16p(+), 19(+),    

20q (+) 

13q12q23(-)  6 

5 

8p (+),     

11q21q13(+),     

16p (+), 17(+), 

19(+), 20(+) 

  6 

7 16p(+), 20q(+) 6q11q231(-)  3 

8 

1p(+) 

6p21.1p22(+), 

11q11q13(+), 

15q(+), 16(+), 

17(+), 19(+), 

20q(+) 

4q12q28(-),  

5q14q23(-), 

6q11q24(-), 

13q12q31(-) 

 12 

11 16p(+) 5q(-)  2 

12 

8(+), 12p(+), 

16p(+), 17p(+), 

19 (+) 

12q13q15( -), 

15p(-), 18q(-) 
15q Amp. 9 

13 
2p(+), 7(+),  

8(+) 
4(-) 

1p33p36,2 Amp. 

15q24qter Amp. 

 

6 

14 
8(+), 11q23(+), 

18q(+) 
10q22qter(-) 15q21qter Amp. 5 



 26 

Fälle 

Typ III PPBs 

Zugewinne Deletionen Amplifikationen Anzahl der 

Aberr. 

 

15 8p(+)  10q(-) 2 

 

4.1.3 Häufigkeiten der Chromosomenaberrationen 

 

Zugewinne: 

Insgesamt wurden bei den 16 untersuchten PPBs 50 Zugewinne detektiert. Am häufigsten 

ließen sich Zugewinne in sieben von 16 Fällen (44%) von Chr. 20q, in sechs von 16 Fällen 

(37,5%) von Chr.16p, in fünf von 16 Fällen (31%) von Chr. 8 und Chr.19 finden. 

In vier von 16 Fällen (25%) wurden Zugewinne von Chr.8p und in drei von 16 Fällen im Be-

reich des Chr. 11q nachgewiesen (19%).  

In zwei von 16 Fällen (12,5 %) wurden Zugewinne von Chr. 17, Chr. 7p, Chr. 6p und Chr. 2p 

detektiert.  

In einem von 16 Fällen (0,6 %) wurden Zugewinne von Chr. 20, Chr. 18q, Chr. 17q, Chr. 17p, 

Chr. 16, Chr. 15q, Chr. 12p, Chr. 10p, Chr. 8q, Chr. 7 und Chr.1p identifiziert.  

 

Deletionen: 

Insgesamt wurden bei den 16 untersuchten PPBs 25 Deletionen detektiert. Die häufigsten De-

letionen traten in vier von 16 Fällen im Bereich des Chr. 6q (25%) und Chr. 5q (25%) auf. 

Ferner wurden Deletionen in drei von 16 Fällen im Bereich des Chr. 13q (19%) und in zwei 

von 16 Fällen (12,5%) im Bereich des Chr. 11p, Chr. 10q, Chr. 4 und Chr. 4q nachgewiesen.  

In einem von 16 Fällen (0,6%) wurden Deletionen von Chr. 18q, Chr. 15p, Chr. 12q, Chr. 5, 

Chr. 11q und Chr. 1 identifiziert. 

 

Amplifikationen: 

Insgesamt wurden bei den 16 PPBs fünf Amplifikationen detektiert. In vier von 16 Fällen 

(25%) wurde auf dem Chr. 15q eine Amplifikation detektiert. Im Detail handelte es sich dabei 

um: 15q8, 15q21qter, 15q24qter und 15q. In einem von 16 Fällen (6,25%) wurde außerdem 

eine Amplifikation auf Chr. 1p33p36,2 identifiziert. 

In der nachfolgenden Tabelle 9 sind die Häufigkeiten der durch die CGH detektierten Aberra-

tionen bezogen auf die betroffenen Chromosomen dargestellt.  
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Tabelle 9: Aberrationen der einzelnen Chromosomen 
 

Chr. Zugewinne  

 

Deletionen Amplifikationen Anzahl der 

Aberr. 

1p 1 1 (1p31p34.2) 1 (1p33p36,2) 3 

2p 2   3 

 2 1   

4q  
1 

1 (4q12q28) 
 

4 

4  2  

5  1  

5 
5q  

2 

1 (5q31qter) 

1 (5q14q23) 

 

6p 
1 

1 (6p21.1p22) 
  

6 

6q  

1 (6q21qter) 

1 (6q11q231) 

1 (6q11q24)     

1 (6q16qter) 

 

7 1   
3 

7p 2   

8 5   

10 8p 4   

8q 1 (8q12q21.2)   

10p 1   

3 
10q  

1 

1 (10q21qter) 
 

11p  
1 (11p12pter)  

1 (11p14) 
 

6 

11q 
1 (11q21q13) 

1 (11q11q13) 
1 (11q14q22)  
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Chr. Zugewinne  

 

Deletionen Amplifikationen Anzahl der 

Aberr. 

1 (11q23) 

12p 1   
2 

12q  1 (12q13q15)  

13q  

1  

1 (13q12q23) 

1 (13q12q31) 

 3 

15p  1  

6 
15q 1  

1 (15q8) 

1 (15q) 

1 (15q24qter) 

1  (15q21qter) 

16 1   
7 

16p 6   

17 2   

4 17p 1   

17q 1 (17q21qter)   

18q 1 1  2 

19 5   5 

20 1   

8 
20q 7  

 

 

4.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

Die Fälle, bei denen mittels CGH ein Zugewinn von Chromosom 8 und eine Amplifikation im 

IGF-1R Gen festgestellt worden ist, wurden anschließend mit der FISH-Methode weiter un-

tersucht, um die detektierten genetischen Veränderungen näher zu untersuchen. 

 

4.2.1 Amplifikation des IGF1-R Gens (15q26) 

In vier von 16 Fällen (25%) wurden Amplifikationen mittels CGH auf Chromosom 15q8, 

15q, 15q21qter und 15q24qter detektiert. Anschließend wurden alle vier Fälle mit der IGF1-R 
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(15q26)/15q11 FISH-Probe der Firma Kreatech untersucht. In allen untersuchten Fällen konn-

te eine Amplifikation auf Chromosom15q26 dem Genlokus des IGF1-R Gens bestätigt wer-

den. Bei der Auswertung der FISH IGF1-R (15q26)/15q11 FISH-Probe wurden alle Fälle mit 

einer Ratio (15q26/15q11) von ≥ 2.2 als Amplifikation gewertet. Die kleinste Ratio lag mit 

3,8 bei Fall 14 und die größte mit 20 bei Fall 14. 

Alle Tumore mit einer Amplifikation auf dem IGF1-R Gen 15q26 waren Typ III PPBs. Zwei 

der bestätigten Amplifikationen waren dem männlichen Geschlecht und zwei dem weiblichen 

Geschlecht zuzuordnen. 

Bei allen untersuchten Fällen bei denen eine Amplifikation im IGF1-R Gen identifiziert wor-

den ist, lag auch ein Zugewinn von Chromosom 8 vor. Bei den Fällen mit bestätigter Amplifi-

kation im IGF1-R Gen 15q25 variierte die Gesamtzahl der Aberrationen pro Fall. So lag die 

Anzahl der Aberrationen durchschnittlich bei 6,2 Veränderungen pro Fall (5-9 Veränderun-

gen/pro Fall). Die höchste Anzahl an Veränderungen lag mit neun Aberrationen bei Fall 12 

und die niedrigste Anzahl an Veränderungen mit fünf Aberrationen bei Fall 1 und 14. 

In der nachfolgenden Tabelle 10 sind die Fälle aufgelistet, bei denen durch die FISH eine 

Amplifikation im IGF1-R Gen bestätigt werden konnte. In der Tabelle sind zudem das Ge-

schlecht, der Tumortyp, die FISH-Ratio und die CGH-Ergebnisse zusammengefasst. 

 

Tabelle 10: Amplifikation des IGF1-R Gens 15q26 
 

Fall ♂/ ♀ PPB FISH  

Amplifikation 

 im 

IGF1-R Gen 

FISH 

Ratio 

CGH Anzahl 

der 

Aberr. 

1 ♂ 
Typ 

3 
15q26 4,05 

8p(+),  8q12q21.2(+), 20q(+), 

1p31p34.2(-), 15q8 Amp.  

5 

12 ♀ 
Typ 

3 
15q26 6,5 

8(+), 12p(+), 16p(+), 17p(+), 

19(+), 15qAmp. , 12q13q15(-), 

15p(-), 18q(-) 

9 

13 ♂ 
Typ 

3 
15q26 >20 

2p(+), 7(+), 8(+),       

1p33p36,2 Amp., 

15q24qter  Amp. , 

4(-) 

6 
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Fall ♂/ ♀ PPB FISH  

Amplifikation 

 im 

IGF1-R Gen 

FISH 

Ratio 

CGH Anzahl 

der 

Aberr. 

14 ♀ 
Typ 

3 
15q26 3,8 

8(+), 11q23(+), 18q(+), 

15q21qter Amp. , 

10q22qter(-) 

5 

4.2.2 Zugewinn von Chromosom 8 

In sieben von 16 Fällen (44%) wurden Zugewinne des Chromosoms 8 mittels FISH-Technik 

nachgewiesen. Durch die CGH wurde zuvor in einem von 16 Fällen ein Zugewinn auf Chro-

mosom 8q, (0,6%), in vier von 16 Fällen Zugewinne von Chromosom 8p (25%) und in fünf 

von 16 Fällen (31%) Zugewinne von Chromosom 8 detektiert. Der Fall mit dem Zugewinn 

auf Chromosom 8q zeigte parallel einen Zugewinn des kurzen Arms von Chromosom 8 

(Chr.8p). So konnte insgesamt in neun Fällen Zugewinne von Chromosoms 8, 8p und 8q mit-

tels CGH nachgewiesen werden. Im Anschluss an die CGH wurden die neun Fälle mit der 

Zentromersonde (FISH-Probe SE 8 (D8Z1) der Firma Kreatech weiter untersucht. In sieben 

der untersuchten Fälle konnten Zugewinne von Chromosom 8 bestätigt werden. Bei den zwei 

übrigen Fällen (Fall 11 und Fall 7) war kein Fluoreszenzsignal für die entsprechende Sonde 

sichtbar. Bei der Auswertung der SE 8 (D8Z1) (Satellite Enumeration) FISH-Probe lag bei 

Vorhandensein von mehr als zwei Zentromersignalen pro Tumorzellkern definitionsgemäß 

ein Zugewinn von Chromosom 8 vor.  

Sechs der sieben untersuchten PPBs waren Typ III PPBs und eines der sieben der untersuch-

ten PPBs war ein Typ II PPB. Drei der PPBs waren dem männlichen Geschlecht und vier dem 

weiblichen Geschlecht zuzuordnen, was einem Verhältnis von 3:4 entspricht. Bei den Fällen 

mit bestätigtem Zugewinn von Chromosom 8 variierte die Gesamtzahl der Aberrationen pro 

Fall. So lag die Anzahl der Aberrationen durchschnittlich bei 5,14 Veränderungen pro Fall (2-

9 Veränderungen/pro Fall). So lag die höchste Anzahl an Veränderungen mit neun Aberratio-

nen bei Fall 12 und die geringste Anzahl an Veränderungen mit zwei Aberrationen bei Fall 2 

und Fall 15. 

In der nachfolgenden Tabelle 11 sind die Fälle aufgelistet, bei denen durch die FISH ein Zu-

gewinn von Chromosom 8 bestätigt werden konnte. In der Tabelle sind zudem das Ge-

schlecht, der Tumortyp, die FISH-Ratio und die CGH-Ergebnisse zusammengefasst. 
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Tabelle 11: Zugewinn von Chromosom 8 
 

 
 

Fall ♂/ ♀ PPB FISH 

Zugewinn 

Chr. 8 

Signal CGH Anzahl der  

Aberr. 

1 ♂ Typ 3 8 2,15 

8q12q21.2(+) , 8(+) , 

20q(+), 

1p31p34.2(-),            

15q8 Amp. 

 

 

5 

 

2 ♂ Typ 3 8 2,75 2(+), 8(+)  2 

12 ♀ Typ 3 8 3,38 

8(+) , 12p(+), 16p(+), 

17p(+), 19(+), 15qAmp,   

2q13q15(-), 

15p(-), 18q(-) 

 

9 

13 ♂ Typ 3 8 5,85 

2p(+), 7(+), 8(+) , 

1p33p36,2 Amp., 
15q24qter Amp., 

4(-) 

6 

14 ♀ Typ 3 8 2,5 

8(+),  11q23(+), 18q(+), 

15q21qter Amp., 

10q22qter(-) 

 

5 

 

15 ♀ Typ 3 8 5,4 8p(+),  10q(-) 

 

2 

 

16 ♀ Typ 2 8 4,6 

2p(+), 7p(+),  8(+) , 

20q(+), 4(-),  5q(-),  

13q(-) 

7 
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a) 

 

Abbildung 9: CGH-Profil 
Chromosom 15 
 

b) 

 

Abbildung 101: FISH-Amplifikation Chromosom 15q26  

c) 

 

Abbildung 11: CGH-Profil 
Chromosom 8 
 

d) 

 

Abbildung 122: FISH-Zugewinn Chromosom 8 

 

In Abbildung 9-11 sind die CGH- und FISH-Ergebnisse von Fall 1 dargestellt. Man erkennt 

das CGH-Profil und die zugehörige FISH-Fluoreszenzaufnahme von Chromosom 15q und 

Chromosom 8. a) durch die CGH detektierte Amplifikation auf Chromosom 15q8, b) durch 

die FISH bestätigte Amplifikation des IGF1-R Gens auf Chromosom 15q26, c) durch die 

CGH detektierter Zugewinn von Chromosom 8p und 8q12q21.2, d) durch die FISH bestätig-

ter Zugewinn des Zentromers von Chromosom 8. 

  

                                                 
1 Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Imaging  (Fa. Zeiss, Jena), 100fache Vergrößerung 
2 Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Imaging  (Fa. Zeiss, Jena), 100fache Vergrößerung 
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5 Diskussion 

5.1 Detektierte genetische Aberrationen 

In der vorliegenden Arbeit wurden 16 PBBs genetisch untersucht und es konnten verschiede-

ne Chromosomenaberrationen identifiziert werden. Mittels CGH wurden häufige Zugewinne 

auf Chromosom 20q, 16p, 8 und 19 und häufige Verluste auf Chromosom 6q, 5q und 13q 

detektiert. Amplifikationen wurden in fünf Fällen beobachtet, vier auf Chromosom 15q (15q8, 

15q21qter, 15q24qter, 15q) und eine auf Chromosom 1p. Durch die anschließend erfolgte 

FISH-Untersuchung konnten in sieben von 16 Fällen Zugewinne von Chromosom 8 (7/16, 

44%) und in vier von 16 Fällen Amplifikationen auf dem IGF1-R Gen 15q26 (4/16 25%) be-

stätigt werden. Alle PPBs mit IGF1-R Amplifikationen waren Typ III PPBs, ein PPB mit Zu-

gewinn von Chromosom 8 war ein Typ II PPB und sechs PPBs waren TYP III PPBs. Die Tat-

sache, dass alle PPBs mit einer IGF1-R Amplifikation Typ III PPBs waren, lässt vermuten, 

dass es sich dabei um eine Veränderung im späteren Tumorstadium handelt. Hingegen wur-

den Zugewinne von Chromosom 8 sowohl bei PPB Typ II als auch bei PPB Typ III festge-

stellt, was darauf hinweist, dass es sich dabei wahrscheinlich um eine Veränderung im frühe-

ren Tumorstadium handelt.  

Auffällig war auch, dass alle Fälle mit einer Amplifikation im IGF1-R Gen zusätzlich einen 

Zugewinn von Chromosom 8 aufwiesen. Im Verlauf der Tumorprogression von Typ II zu Typ 

III scheint möglicherweise bereits beim PPB Typ II ein Zugewinn von Chromosom 8 vorzu-

liegen, dem dann im weiteren Progress zum PPB Typ III die Amplifikation auf dem IGF-1R 

Gen folgt. Auch zeigen die von uns erhobenen Ergebnisse, dass sich die Anzahl der detektier-

ten Aberrationen zwischen Typ II und III PPBs unterscheiden. Bei Typ II PPBs lag die An-

zahl der Aberrationen bei durchschnittlich 4,1 Veränderungen pro Fall (1-7 Veränderun-

gen/pro Fall) und bei Typ III PPBs bei durchschnittlich 5,2 Aberrationen pro Fall (2-12 Ver-

änderungen/Fall. Dieses Ergebnis zeigt, dass es im Rahmen des Tumorprogresses auch zu 

einer Zunahme der genetischen Veränderungen kommt.  

Im Prozess der Tumorprogression kommt es zu Veränderungen der Morphologie der PPBs. 

So kommt es im Verlauf der Tumorerkrankung zu einer Progression vom polyzystischen Typ 

I PPB über das Typ II PPB, welches einen zystischen und soliden Anteil aufweist, bis letzt-

endlich zum rein soliden Typ III PPB (Dehner et al. 2015). 

Typ I PPBs sind prognostisch günstig und metastasieren nicht. Hingegen sind Typ II und III 

PPBs aggressive Tumore, die mit Metastasierung und einer schlechten Prognose assoziiert 

sind. Für die Prognose von entscheidender Bedeutung ist, ob es sich um ein PPB Typ II oder 
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III handelt. Denn in der Arbeit von Messinger et al. (2015) hatten Patienten mit einem TYP II 

PPB eine signifikant höhere Überlebenschance als Patienten mit einem Typ III PPB. So lag 

die 5-Jahres-Überlebensrate von Typ II PPBs bei 71% und bei Typ III PPBs hingegen nur bei 

53%. Nach Aussagen des Autors sind der PPB-Typ sowie der Metastasierungsgrad zum Zeit-

punkt der Diagnosestellung neben der Therapie die wichtigsten Prognosefaktoren.  

 

5.2 Publizierte genetische Veränderungen beim PPB  

Aufgrund der Seltenheit der Tumore gibt es bisher nur eine limitierte Anzahl von genetischen 

Untersuchungen. Trotz der wenigen Fälle, die bis heute untersucht worden sind, konnten 

komplexe genetische Veränderungen nachgewiesen werden. Hill et al. (2009) haben in elf 

Fällen des familiären PPB Syndroms erstmals eine Mutation im DICER1 Gen auf Chromo-

som 14q beschrieben. In einer von Pugh et al. (2014) veröffentlichten Studie konnte mittels 

Exom Sequenzierung von 12 PPBs eine Keimbahnmutation, in drei Fällen eine somatische 

„loss-of-function“-Mutation und in allen 15 Fällen eine somatische missense Mutation der 

RNase IIb Domäne im DICER1 Gen nachgewiesen werden. Die Mutation im DICER1 Gen 

gilt bislang als die häufigste detektierte genetische Veränderung beim PPB. Zu den ebenfalls 

häufig detektierten Chromosomenaberrationen zählen Trisomien von Chromosom 2 (Sciot et 

al. 1994, Yang et al. 1997), Zugewinne von Chromosom 8 (Priest et al. 1996, Vargas et al. 

2001), häufig ebenfalls durch eine Trisomie verursacht (Taube et al. 2006, Kelsey et al. 1997, 

Barnard et al. 2000), und Verluste von Chromosom 17p (Vargas et al. 2001, Kelsey et al. 

1997). Analog zu den aufgeführten bekanntesten genetischen Veränderungen beim PPB konn-

ten wir durch die CGH in neun Fällen Zugewinne von Chromosom 8 (fünf Fälle mit Zuge-

winn von Chromosom 8, 3 Fälle mit Zugewinn von Chromosom 8p, ein Fall mit einem Zu-

gewinn von Chromosom 8 und 8q12q21.2) und in drei Fällen Zugewinne von Chromosom 2 

(ein Fall mit Zugewinn von Chromosom 2, zwei Fälle mit Zugewinn von Chromosom 2p) 

nachweisen. Verluste des kurzen Arms von Chromosom 17 (17p)  ließen sich in dieser Arbeit 

nicht identifizieren. In der Arbeit von Taube et al. (2006) wurden die häufigsten nachgewie-

senen Chromosomenaberrationen von 17 PPBs zusammengefasst und bewertet. Die Ergebnis-

se stammen aus der Arbeit von Taube et al (2006) und aus weiteren zytogenetischen  Untersu-

chungen publizierter Studien. Neben der Trisomie von Chromosom 2, dem Zugewinn von 

Chromosom 8/8q und dem Verlust von Chromosom 17p wurden u.a. auch Zugewinne von 1q 

(Taube et al. 2006, Roque et al. 2004) und 7q (Taube et al. 2006) festgestellt. Es wurden Ver-

luste von 6q (Taube et al. 2006, Krijger et al. 2007), 10 (Taube et al. 2006, Quilichini et al. 
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2006, Hong et al. 2003, Priest et al. 2006), 10q (Taube et al. 2006, Roque et al. 2004), 18p 

(Taube et al. 2006), X/Xp (Taube et al. 2006, Kelsey et al. 1997) und Rearrangements von 

11p (Taube et al. 2006) nachgewiesen. Außerdem wurden in genetischen Untersuchungen 

weiterer publizierter Studien auch Verluste von 11p (Krijger et al. 2007, Quilichini et al. 

2006) und 9p, Zugewinne von 20q und Amplifikationen auf 5p33-34, 11q22.2ter, 15q25ter 

und 19p11-13,2 festgestellt (Krijger et al. 2007). 

Im Rahmen dieser Arbeit ließen sich einige der aufgeführten genetischen Veränderungen 

ebenfalls feststellen. Verluste ließen sich in vier Fällen auf Chromosom 6q, in drei Fällen auf 

11p, in einem Fall auf 10q21qter und in einem Fall von 10q nachweisen Zugewinne von 20q 

wurden in 7 Fällen und Amplifikationen auf 15q in 4 Fällen nachgewiesen. 

Einige der detektierten genetischen Veränderungen beim PPB wurden auch bei einer Reihe 

anderer Tumoren detektiert. Beispielsweise ließen sich Verluste von Chromosom 6q auch 

beim Prostatakarzinom (Visakorpi et al. 1995) und dem Magenkarzinom nachweisen (Seruca 

et al. 1993). Zugewinne von Chromosom 1q wurden u.a. beim Hepatoblastom (Weber et al. 

2000), dem Wilms-Tumor (Hing et al. 2001), dem Ewingsarkom (Armengol et al. 1997), dem 

Neuroblastom (Hirai et al. 1999) und bei kindlichen Keimzelltumoren (Bussey et al. 1999) 

detektiert. In zwei von 16 Fällen (12,5 % der Fälle) wurden von uns Verluste auf Chromosom 

11p detektiert (11p12ter und 11p14). Im benachbarten Genlokus von Chromosom 11p14 auf 

11p15.5 der Region des Wilms Tumor Gen 2 (WT2) wurde von Priest et al. (1997) eine „loss 

of heterozygosity“ (LOH)-Mutation beim PPB vermutet. Eine LOH-Mutation auf 11p15.5 

wurde auch beim Hepatoblastom (Montagna et al. 1994), dem embryonalen Rhabdomyosar-

kom und dem Wilms-Tumor nachgewiesen. Auch wird die Entstehung des Wilms-Tumors 

mit dem WT1 Gen auf Chromosom 11p13 und dem WT2 Gen auf Chromosom 11p15.5 in 

Verbindung gebracht (Besnard-Guerin et al. 1996). Der Wilms-Tumor, das embryonale 

Rhabdomyosarkom und das Hepatoblastom zählen gemeinsam mit dem PPB zu den dysonto-

genetischen Tumoren (Travis et al. 2004). Dass bestimmte embryonale Tumoren im Kindesal-

ter ähnliche genetische Veränderungen besitzen, ist schon länger bekannt. Sciot et al. haben 

bereits (1994) in ihrer Arbeit beschrieben, dass das PPB, das embroynale Rhabdomyosarkom 

und das Hepatoblastom als gemeinsame Chromosomenaberration eine Trisomie von Chromo-

som 2 aufweisen. 

Wie schon erwähnt zählen Verluste von Chromosom 17p und Zugewinne von Chromosom 8 

zu den häufig detektierten Chromosomenaberrationen beim PPB.  

Die Proto-Oncogene MYC (myelocytomatosis oncogene) und DDEF1 (development and dif-

ferentiation enhancing factor1) auf Chromosom 8q24 und das Proto-Oncogen MOS auf 
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Chromosom 8q11 könnten möglicherweise eine zentrale Rolle in der Tumorgenese des PPB 

spielen (Krijger et al. 2007). Auch die Verluste von Chromosom 17p (Vargas et al. 2001, 

Kelsey et al. 1997) haben die Autoren die Vermutung treffen lassen, dass womöglich auch das 

Tumorsupressorgen  p53 (Tumorprotein p53) auf Chromosom 17p13 für die Tumorprogressi-

on des PPB von entscheidender Bedeutung sein könnte. Eine Mutation des p53 Gens ist bis 

heute bei diversen Tumoren nachgewiesen worden. Insbesondere wurden Mutationen von p53 

auch beim embryonalen Rhadomyosarkom, dem Hepatoblastom und dem Wilms-Tumor fest-

gestellt (Steeman et al. 2000). Eine Expression bzw. Überexpression vom MOS Proto-

Oncogen wurden u.a. beim Astrozytom (Perunovic et al. 2002) und dem nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinom nachgewiesen (Zacharatos et al. 2001).  

Der Zugewinn von Chromosom 8, der oftmals als Trisomie vorliegt, wurde nach Krijger et al. 

(2007) in 75-80% aller Fallstudien nachgewiesen (Priest et al. 1996, Sciot et al. 1994, Novak 

et al. 1997, Barnard et al. 2000, Vargas et al. 2001, Hong et al. 2003, Kelsey et al. 1997). 

Nach Taube et al. (2006) scheint der Zugewinn von Chromosom 8 eine konsistente Aberrati-

on beim PPB zu sein, die jedoch nicht spezifisch, sondern auch bei diversen anderen Tumoren 

beschrieben worden ist. So konnte ein Zugewinn von Chromosom 8, häufig als Trisomie, u.a. 

beim Wilms-Tumor (Kondo et al. 1984), dem embryonalen Rhabdomyosarkom (Dietrich et 

al. 1993) und dem Hepatoblastom (Parada et al. 2000, Tomlinson et al. 2005) detektiert wer-

den. 

Zugewinne von Chromosom 8 konnten auch in benignen Tumoren festgestellt werden. Es 

ließen sich in der Arbeit von Mark et al. (1983) Zugewinne von Chromosom 8 in benignen 

Speisedrüsentumoren und (1986) in benignen Adenomen nachweisen, was Kelsey et al. 

(1997) die Vermutung treffen ließ, dass es sich um ein frühes Event in der Tumorgenese von 

einigen Tumoren zu handeln scheint.  

 

5.3 Die Rolle des IGF-Systems und des IGF1 Rezeptors in Tumoren 

Der Insulin-like growth factor 1 Rezeptor (IGF1-R) zählt zu der Familie der Wachstumsfakto-

ren und das entsprechende Gen, das IGF1-R Gen, befindet sich am Ende des langen Arms von 

Chromosom 15q25-26.3. Es ist u.a. für das Skelettwachstum, die Hirnentwicklung und den 

Kohlenhydratstoffwechsel von großer Bedeutung (Rudaks et al. 2011). 

Es ist Teil des komplexen IGF-Systems, das aus IGF1 (Insulin-like growth factor 1) und IGF2 

(Insulin-like growth factor 2), dem IGF1-R, dem Insulin Rezeptor (I-R), dem Insulin-like 

growth factor II Rezeptor (IGF2-R) und den 6 IGF-Bindeproteinen (IGF-BP1-6) besteht (Sa-

mani et al. 2007). Die IGF Liganden und die sechs IGF-Bindeproteine beeinflussen durch 
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autokrine und parakrine Effekte Proliferation, Differenzierung sowie die Apoptose von Zellen 

(Dossus et al. 2008).  

Der IGF1-R ist dem Insulinrezeptor strukturell sehr ähnlich, gehört ebenfalls zur Familie der 

Tyrosinkinasen und der Wirkmechanismus fungiert als sekundärer Botenstoff (Rudaks et al. 

2011). In der embryonalen und postnatalen Phase ist die IGF1-R mRNA in nahezu allen Ge-

weben hoch exprimiert. Im Verlauf der Adoleszenz wird dann nach und nach die Expression 

von IGF1-R herabreguliert. Trotz dieses Prozesses ist IGF-1R in der Mehrzahl aller Geweben 

eines Erwachsenen zu finden (Khandwala et al. 2000).  

Sowohl IGF1 als auch IGF2 binden an IGF1-R, wobei eine 15-20-fach höhere Affinität für 

IGF1 besteht (Rudaks et al. 2011). Durch Bindung der Liganden wird eine Aktivierung des 

IGF1-R erreicht und durch Aussenden eines mitogenen Signals werden Zellen vor der 

Apoptose bewahrt (Valentinis et al. 2001) und Zellwachstum und Proliferation angeregt. 

Das IGF System spielt  in der Pathogenese von Tumoren eine wichtige Rolle, denn eine Ver-

änderung im Gleichgewicht im IGF-System kann die Entstehung von Tumoren begünstigen 

(Samani et al. 2007). Eine erhöhte Expression bzw. Überexpression von IGF1, IGF1-R und 

IGF2 oder in Kombination wurden bei verschieden Tumoren dokumentiert. Dazu zählen u.a. 

Mammakarzinome, Gliome, Astrozytome, Meningiome, Medulloblastome, Hepatozelluläre 

Karzinome, Magen- Kolon- und Pankreaskarzinome, Ovarialtumoren, Prostatakarzinome und 

Osteosarkome (Samani et al. 2007). Auch führt die gesteigerte Aktivität von IGF1-R in Tu-

moren zur erhöhten Verfügbarkeit der IGFs sowie deren autokriner und parakriner Wirkung 

(Khandwala et al. 2000). 

Ein verbreiteter Mechanismus bei der Überexpression von Proto-Onkogenen ist die Gen-

Amplifikation, die zu Zellveränderungen und Tumorprogression führen kann (Samani et al. 

2007). Eine IGF1-R Amplifikationen wurden bspw. beim Mammakarzinom (Berns et al. 

1992) und dem malignen Melanom (Zhang et al. 1993) nachgewiesen. Zu den Kindertumoren, 

bei denen ebenfalls eine Amplifikation von IGF1-R identifiziert werden konnte, zählt u.a. das 

embryonale Rhabdomyosarkom (Bridge et al. 2002). Offensichtlich bestehen zwischen dem 

pleuropulmonalen Blastom und dem Wilms-Tumor, dem Hepatoblastom und insbesondere 

dem embryonalen Rhabdomyosarkom eine Reihe ähnlicher genetischer Veränderungen. Ne-

ben den bereits bekannten Veränderungen wie der Trisomie auf Chromosom 2, dem Zuge-

winn auf Chromosom 8, der Mutation von p53 und dem DICER1 Gen, liegt mit der Amplifi-

kation des IGF1-R Gens ein weiterer gemeinsamer molekularer Mechanismus der Tumorge-

nese zwischen dem Rhabdomyosarkom und dem PPB vor.  
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Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde in der veröffentlichten Literatur eine Amplifikation des 

IGF1-R Gens auf Chromosom 15q25-15q26 beim PPB nur im Einzelfall beschrieben. Durch 

Krijger et al. (2006) konnte in einem Fall eine Amplifikation auf Chromosom 15q25-ter mit-

tels CGH nachgewiesen werden.  

In den von uns im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Tumoren fanden sich in vier der unter-

suchten Fälle (25% aller untersuchten PPBs) eine Amplifikation auf dem Genlokus von IGF1-

R. Alle Fälle mit Amplifikation des IGF1-R Gens auf Chromosom 15q25-26 waren Typ III 

PPBs.  

Ergänzende molekulargenetische Untersuchungen in größerem Umfang sind in der Zukunft 

notwendig, um die Bedeutung der Signaltransduktion und Amplifikation von IGF1-R beim 

PPB weiter zu verstehen und zu interpretieren. 

Bereits vor 20 Jahren wurde spekuliert, dass IGF1-R als Angriffspunkt in der Tumortherapie 

eine wichtige Rolle spielen könnte (Gualberto et al. 2009 zitiert nach Pollak et al. 1987). Seit-

dem bestand ein zunehmendes Interesse daran, spezifische Moleküle und Antikörper, die ge-

zielt am IGF1-R wirken, in die Therapiestrategien der Tumorbehandlung IGF1-R überexpri-

mierender Tumoren aufzunehmen. Bereits in den späten 90er Jahren wurde an der Entwick-

lung von Medikamenten geforscht und seit 2006 befinden sich verschiedene IGF1-R spezifi-

sche Medikamente in klinischen Studien (Gualberto et al. 2009). Die erhobenen klinischen 

Daten deuteten damals schon an, das IGF1-R einen hohen Stellenwert in der molekularen 

Therapiestrategie einnehmen könnte. Auch konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, 

dass eine Hemmung von IGF1-R bzw. des I-R die Proliferationsrate der Tumorzellen herab-

setzt und den Zelltod erhöht (Salisbury et al. 2015).  

Zum heutigen Zeitpunkt stehen für die Behandlung IGF1-R-(über-) exprimierender Tumore 

zwei Therapiestrategien zur Verfügung. Zum einen sind das monoklonale Antikörper (AK) 

und zum anderen Tyrosinkinase-Inhibatoren. Beide Therapiestrategien sollen die Signaltrans-

duktion am IGF1-R verhindern.  

Doch bei der Behandlung mit IGF1-R spezifischen AK können unerwünschte endokrine Ef-

fekte auftreten (Salisbury et al. 2015). Denn die Behandlung mit IGF1-R spezifischen AK 

kann zu einem Anstieg des Wachstumhormon-Spiegels (GH) und zu einer vermehrten Bil-

dung von IGF1 führen, was zur Folge hat, dass sich eine Insulinresistenz sowie eine Hyper-

glykämie und Hyperinsulinämie entwickeln kann (Pollak et al. 2012). Auch ist die Wirksam-

keit IGF1-R Antikörper durch eine bestehende Tumorresistenz begrenzt, die sich durch eine 

agonistische Wirkung  der spez. Antikörper  und  eine Bindung von IGF1 an ß3-Rezeptoren 

der Tumorzellen erklären lässt. (Salisbury et al. 2015). So konnte in der Arbeit von Shin et al. 
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(2013) während der Behandlung mit dem IGF1-R Antikörper Cixutumumab eine Aktivierung 

des Signalwegs durch Bindung von IGF1 an den ß3-Rezeptoren der Tumorzellen bei Platten-

epithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereiches (HNSCC) und bei Nichtkleinzelligen Lun-

genkarzinomen (NSCLC) nachgewiesen werden. Durch Zheng et al. (2012) wurde gezeigt,  

dass der AK Figitumumab den Signalweg am IGF1-R von Ewing Sarkomen durch eine Akti-

vierung von beta Arrestin 1 auslöst und somit eine agonistische Wirkung entfalten kann. 

Dennoch scheint die Hemmung der Signaltransduktion für die Bekämpfung von Tumoren mit 

IGF1-R Überexpression eine sinnvolle Therapiestrategie zu sein. Denn das Rezeptorprotein 

ist in vielen Tumoren überexprimiert und besitzt dadurch eine erhöhte Tyrosinkinase-

Aktivität. Womöglich könnte in der Zukunft die Hemmung der Signaltransduktion des IGF1-

R auch in der Tumorbehandlung von PPBs mit überexprimierten IGF1-R eine zusätzliche 

sinnvolle Therapiestrategie sein. 
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6 Ausblick 

Die von uns erhobenen Ergebnisse lassen hoffen, dass die Hemmung der Signaltransduktion 

des IGF-1 Rezeptors womöglich ein neuer zusätzlicher Angriffspunkt in der Therapiestrategie 

des PPB darstellen könnte, die gegenwärtig abhängig vom Tumorstadium aus Tumorresekti-

on, Chemotherapie und Bestrahlung besteht. Auch sollte dabei bedacht werden, dass es sich 

bei Tyrosinkinase-Inhibitoren und monoklonalen Antikörpern um Therapieformen handelt, 

die als ergänzende Therapieoption auch zu einer Verbesserung der Überlebenschancen der 

betroffenen Kinder beitragen könnten. 

Doch da über die genetischen Veränderungen der PPBs bisher nur sehr wenig bekannt ist, 

sind weitere molekulargenetische Untersuchungen dringend erforderlich, um die molekularen 

Mechanismen der Tumorgenese besser zu verstehen.  
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7 Zusammenfassung 

Das pleuropulmonale Blastom ist ein seltener maligner und aggressiver Tumor des frühen 

Kindesalters, der mit einer schlechten Prognose assoziiert ist. Es handelt sich um einen dyson-

togenetischen mesenchymalen Tumor, der typischerweise bei Kinder unter fünf Jahren auf-

tritt. Histopathologisch wird der Tumor in drei Subtypen unterteilt. Typ I pleuropulmonale 

Blastome bestehen aus multiplen Zysten, Typ II pleuropulmonale Blastome aus einem zysti-

schen und soliden Anteil und Typ III pleuropulmonale Blastome sind vollständig solide Tu-

more. Die Prognose des pleuropulmonalen Blastoms ist abhängig vom Tumorstadium. Über 

die genetischen Veränderungen des pleuropulmonalen Blastoms ist bis zum heutigen Zeit-

punkt noch wenig bekannt. Es existiert nur eine limitierte Anzahl von publizierten geneti-

schen Untersuchungen, bei denen komplexe genetische Veränderungen nachgewiesen werden 

konnten. Ziel dieser Arbeit war die genetische Charakterisierung der im Kindertumorregister 

archivierten pleuropulmonalen Blastome mittels CGH und FISH.  

Es wurden insgesamt 16 pleuropulmonale Blastome aus dem Kindertumorregister der GPOH 

(Sektion für Kinderpathologie der Universität Kiel) untersucht. Von den 16 Tumoren waren 

zwölf Tumore dem pleuropulmonalen Blastom Typ II und vier Tumore dem PPB Typ III zu-

zuordnen. Alle 16 Tumore wurden mit Hilfe der CGH genetisch analysiert. Es wurden häufige 

Zugewinne auf Chromosom 20q, 16p, 8 und 19 und häufige Verluste auf Chromosom 6q, 5q 

und 13q detektiert. Amplifikationen wurden in fünf Fällen beobachtet, vier auf Chromosom 

15q (15q8, 15q21qter, 15q24qter, 15q) und eine auf Chromosom 1p. Die gefundenen Verän-

derungen von Chromosom 8 und die Amplifikationen im Bereich 15q wurden anschließend 

mittels FISH validiert. In sieben von 16 Fällen bestätigten sich Zugewinne von Chromosom 8 

(7/16, 44%) und in vier von 16 Fällen Amplifikationen auf dem IGF1-R Genlokus 15q26 

(4/16 25%). Der Zugewinn auf Chromosom 8 wurde sowohl beim Typ II als auch beim Typ 

III pleuropulmonalen Blastom nachgewiesen und zählt zu den am meisten detektierten Aber-

rationen beim pleuropulmonalen Blastom. Hingegen ließ sich die Amplifikation des IGF1-R 

Gens ausschließlich beim Typ III pleuropulmonalen Blastom nachweisen. Alle Tumore mit 

einer identifizierten Chromosom 15q26 Amplifikation im IGF1-R Genlokus zeigten auch ei-

nen Zugewinn von Chromosom 8. 

Zusammenfassend handelt es ich bei den nachgewiesenen Zugewinnen von Chromosom 8 

möglicherweise um frühere Ereignisse  in der Tumorprogression und bei Amplifikationen des 

IGF1R-Gens um später auftretende Veränderungen. Zusätzlich kann die IGF1R-

Amplifikation möglicherweise therapeutisch im Rahmen einer Antikörpertherapie genutzt 

werden.  
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