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1 Einleitung 

1.1 Der Wilms-Tumor 

1.1.1 Grundlagen des Wilms-Tumors 

Der Wilms-Tumor, auch Nephroblastom genannt, ist ein bösartiger, embryonaler 

Tumor der Niere. Mit ca. 100 Erkrankungsfällen pro Jahr in Deutschland (dies 

entspricht etwa 6% aller kindlichen Malignome) ist er der häufigste Nierentumor bei 

Kindern und betrifft vor allem Patienten zwischen dem zweiten und dem fünften 

Lebensjahr (Müller 2013).  

In den meisten Fällen tritt die Erkrankung unilateral auf, aber ca. 5 % der Kinder haben 

einen bilateralen Befall. Dieser ist besonders häufig mit anderen genetischen 

Mutationen und Syndromen assoziiert (s. unten). Die Tatsache, dass bei der Diagnose 

bereits 10% der Patienten Metastasen (v.a. in der Lunge, aber auch in Lymphknoten, 

Leber, Knochen, Knochenmark oder Gehirn) haben, zeigt, dass die Erkrankung 

hochmaligne ist. Dennoch ist die Therapie mittlerweile so weit entwickelt und optimiert, 

dass die Überlebensrate ca. 90% beträgt (Kaste et al. 2008; Weirich et al. 2004). 

Wilms-Tumore entstehen aus embryonalem Gewebe und sind sogenannte 

Mischtumoren aus verschiedenen Zellpopulationen. Histologisch können in der Regel 

drei verschiedene Zelltypen differenziert werden: Blastem, Stroma und epitheliale 

Anteile. Hierbei besteht das Blastem aus dichten Zellhaufen mit hyperchromatischen 

Kernen ohne distinkte Differenzierung. Der epitheliale Anteil ist durch das 

Vorhandensein von Tubuli bzw. primitiven glomeroloiden Formationen gekennzeichnet 

und das Stroma besteht aus rhabdomyomatösen, fibroblastären oder myxoiden 

Differenzierungen (Roessner 2008; Kaste et al. 2008). Je nach Anteil dieser drei 

Komponenten und nach dem Vorliegen von Anaplasie werden die Tumore in 

unterschiedliche, die Prognose und Therapie bestimmende, Risikogruppen unterteilt 

(s. Abschnitt 3.1.1 dieser Arbeit). 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass genetische Faktoren bei der Entstehung des 

Wilms-Tumors eine große Rolle spielen. So ist der Wilms-Tumor einerseits mit einigen 

Fehlbildungen, z. B. Hemihypertrophie oder urogenitale Fehlbildungen wie 
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Kryptorchismus oder Hypospadie, assoziiert. Andererseits tritt er oft im 

Zusammenhang mit syndromalen Erkrankungen, wie z. B. dem Wiedemann-Beckwith-

Syndrom, auf (Bode und Gutjahr 2004). Es konnten bereits mehrere Gene identifiziert 

werden, die im Zusammenhang mit dem Wilms-Tumor stehen. Hierauf wird im 

folgenden Kapitel näher eingegangen.   

1.1.2 Die Pathogenese des Wilms-Tumors 

Wie bereits oben beschrieben, entstehen Wilms-Tumore aus embryonalem Gewebe. 

Es wird angenommen, dass Vorläufer-Läsionen bestehend aus nephrogenem 

Restgewebe der Ursprung der Erkrankung sind (Beckwith 1998; Md Zin et al. 2011). 

Dieses nephrogene Restgewebe konnte in einem Drittel aller vom Wilms-Tumor 

betroffenen Nieren nachgewiesen werden (Beckwith et al. 1990). Nephrogene Reste 

können in zwei Hauptarten unterteilt werden: perilobär (PLNR) und intralobär (ILNR). 

Perilobäre nephrogene Reste machen hierbei mit ca. 90 % die Mehrheit aus und sind 

am Rand des Nierenlappens unterhalb der Kapsel oft an multiplen Stellen zu finden. 

Intralobäre Reste hingegen finden sich meist als einzelne Herde zentral im 

Nierenlappen. Sie machen zwar nur etwa 10 % der Vorläufer-Läsionen aus, entarten 

aber deutlich häufiger (Al-Hussain et al. 2014; Beckwith et al. 1990). PLNR sind häufig 

mit bilateralen Wilms-Tumoren assoziiert, während ILNR eher mit metachronen 

Tumoren assoziiert sind (Perlman et al. 2006; Vicens et al. 2009).  

Bereits 1990 gelang die Identifikation des Wilms-Tumor 1 Gens (WT1) als 

Tumorsuppressorgen auf Chromosom 11p13 (Bonetta et al. 1990; Call et al. 1990; 

Gessler et al. 1990). Dieses Gen codiert für ein Zinkfingerprotein. Es konnte 

nachgewiesen werden, dass ein Verlust der DNA-Bindungs-Aktivität und somit der 

Funktion dieses Proteins zu der Entstehung des Wilms-Tumors beiträgt (Mrowka und 

Schedl 2000; Rauscher et al. 1990). Bei ungefähr 20 % aller Patienten mit sporadisch 

auftretendem Wilms-Tumor finden sich Mutationen in WT1, welche nur den Tumor und 

die umgebenden nephrogenen Reste betreffen. Es findet sich jedoch auch ein 

Zusammenhang zwischen dem Wilms-Tumor und verschiedenen Syndromen, wenn 

eine Keimbahnmutation bei WT1 vorliegt. So ist WT1 bei Patienten mit Denys-Drash-

Syndrom (Wilms-Tumor, Pseudohermaphroditismus und Nierenversagen) mutiert und 

bei Patienten mit WAGR-Syndrom (Wilms-Tumor, Aniridie, Abnormalitäten des 
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Urogenitaltraktes und mentale Retardierung) deletiert (Md Zin et al. 2011; Sebire und 

Vujanic 2009).  

Ein weiteres mit dem Wilms-Tumor assoziiertes Gen ist das Wilms-Tumor 2 Gen 

(WT2), welches ebenfalls auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 lokalisiert ist. Durch 

Mutationen scheint es hier zu einer Überexpression von Insulin-like growth factor II 

und einer reduzierten Expression von H 19 (eine nichtcodierende Ribonukleinsäure, 

die als Tumorsuppressor fungiert) zu kommen. Dies resultiert in einer vermehrten 

Entstehung von PLNR, in welchen genetische Anormalitäten von WT2 nachgewiesen 

werden konnten (Md Zin et al. 2011; Satoh et al. 2006; Segers et al. 2012). In 

sporadisch auftretenden Wilms-Tumoren sind Anormalitäten im WT2 der mit Abstand 

am häufigsten nachgewiesene genetische Defekt (Satoh et al. 2006).  

Neben WT1 und WT2 konnten weitere Gene, welche die Pathogenese des Wilms-

Tumors beeinflussen, identifiziert werden. Hierzu gehören das WTX-Gen, das 

Tumorsuppressorgen p53, CTNNB1, bestimmte Regionen auf den Chromosomen 16q 

und 1p sowie das MYCN Onkogen. Diese Gene scheinen jedoch eher bei dem 

Krankheitsprogress und für die Prognose als in der Entstehung des Wilms-Tumors 

eine Rolle zu spielen (Al-Hussain et al. 2014). So wurden z. B. bei bis zu 75 % von 

untersuchten anaplastischen Wilms-Tumoren Mutationen des Tumorsuppressorgens 

p53 nachgewiesen (Bardeesy et al. 1994; Jadali et al. 2011).  

Für die Prognose und die Therapieentscheidung werden in Deutschland bislang noch 

keine genetischen Marker genutzt. 

1.2 Chromosom 1q 

1.2.1 Die molekularbiologischen Grundlagen von Chromosom 1q 

Mit 3141 Genen ist Chromosom 1 das längste menschliche Chromosom und enthält 

ungefähr 8 % des gesamten genetischen Materials (Boujard et al. 2014). Aufgrund 

dieser hohen Gendichte besitzt Chromosom 1 eine große medizinische Relevanz. So 

konnte bereits für mehr als 350 Krankheiten ein Zusammenhang mit einer 

Unterbrechung der Sequenz gezeigt werden, wenn auch der genaue genetische 

Zusammenhang oft nicht bekannt ist (Gregory et al. 2006).  
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Die Bezeichnung Chromosom 1q beschreibt den langen Arm von Chromosom 1, auf 

welchem im Rahmen des humanen Genomprojektes im Jahre 2006 über 103 Millionen 

Basenpaare als Basis der obengenannten Gene gefunden wurden (Gregory et al. 

2006). Mittlerweile konnten einige Gene auf Chromosom 1q identifiziert und ihre 

Funktion bzw. ihr Zusammenhang mit Krankheiten beschrieben werden. So ist z. B. 

das ZNF687 Gen auf Chromosom 1q lokalisiert, welches für ein Zinkfingerprotein 

codiert und eine wichtige Rolle in der Genese von Osteoklasten und Osteoblasten 

spielt. Hier konnte ein Zusammenhang mit Morbus Paget und Riesenzelltumoren des 

Knochens gezeigt werden (Divisato et al. 2016). Ein anderes Beispiel aus der 

Onkologie ist das NRK1 Gen, welches für eine Kinase codiert. Hier konnte u. a. ein 

Zusammenhang zwischen einer Mutation des Gens und dem medullären 

Schilddrüsenkarzinom bei Kindern und jungen Erwachsenen nachgewiesen werden 

(Vanden Borre et al. 2017). Weitere Beispiele für Krankheiten, bei denen explizit ein 

Zugewinn von DNA auf Chromosom 1q nachgewiesen werden konnte, finden sich im 

folgenden Kapitel. 

1.2.2 Der Zugewinn von DNA auf Chromosom 1q 

Ein Zugewinn von DNA ist grundsätzlich durch Translokation, Inversion, Insertion oder 

Duplikation möglich (Murken 2011). Mutationen im Genom können entweder folgenlos 

sein oder sie haben, nicht immer offensichtliche, Auswirkungen auf den Organismus. 

Seit den 1980er Jahren werden immer mehr genetische Analysen durchgeführt. Auch 

im Zusammenhang mit Tumoren konnten schon zahlreiche Genmutationen 

nachgewiesen werden, z.B. Mutationen an den für das KRAS-Onkogen oder das p53-

Tumorsuppressorgen kodierenden Genorten beim Kolonkarzinom (Cho und 

Vogelstein 1992). 

Die Bezeichnung Chromosom 1q beschreibt den langen Arm von Chromosom 1. Ein 

Zugewinn von DNA auf diesem wurde bereits von mehreren Autoren im 

Zusammenhang mit verschiedenen Tumoren oder einer besonders schlechten 

Prognose bei Tumoren beschrieben (siehe auch Kapitel 1.2). So wurde ein Zugewinn 

auf Chromosom 1q z.B. bei Myelofibrose mit polyploidem Karyotyp und bei diffusen 

intrinsischen Hirnstammgliomen gefunden (Reyes-Botero et al. 2014; Singh et al. 

2013). Beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom konnte ein signifikanter 
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Zusammenhang zwischen einer Mutation im KRAS-Gen und einem Zugewinn auf 

Chromosom 1q nachgewiesen werden (Tan, Daniel S W et al. 2014). In einer Arbeit 

von Xu et al. ist der Zugewinn auf Chromosom 1q sogar Teil eines Punktesystems zur 

frühzeitigen Diagnose eines hepatozellulären Karzinoms in Abgrenzung zur 

chronischen Hepatitis oder Leberzirrhose (Xu et al. 2015). 

Im Zusammenhang mit einer schlechteren Prognose bei der jeweiligen 

Tumorerkrankung wurde ein Zugewinn auf Chromosom 1q bei Erwachsenen z.B. beim 

atypischen Meningeom und beim nicht-hyperdiploiden Multiplen Myelom beschrieben 

(Gabeau-Lacet et al. 2009; Kamada et al. 2012). Im Bereich der Pädiatrie konnte ein 

Zugewinn auf Chromosom 1q in Verbindung mit einer schlechteren Prognose z. B. 

beim intrakraniellen Ependymom und beim Ewing Sarkom beobachtet werden (Kilday 

et al. 2012; Mackintosh et al. 2011). 

Die Tatsache, dass dies nur einige Beispiele für beschriebene Zusammenhänge 

zwischen einem Zugewinn von DNA auf Chromosom 1q und einer Tumorerkrankung 

bzw. einer schlechten Prognose bei Tumorerkrankung sind, lässt darauf schließen, 

dass es hier noch sehr viele weitere, unbekannte Interaktionen geben könnte. Dafür 

spricht auch, dass die untersuchten Tumore sehr heterogen sind und ihren Ursprung 

in verschiedenen Organsystemen haben. 
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2 Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit 

Dank verbesserter Therapiemöglichkeiten im Rahmen der Chemotherapie und 

Chirurgie des Wilms-Tumors beträgt die Langzeitüberlebensrate mittlerweile ca. 90% 

(vgl. Abschnitt 1.1.1 dieser Arbeit). Einerseits gibt es trotz dieser an sich guten 

Prognose jedoch immer noch einige Patienten, bei denen die Erkrankung einen 

schnelleren Progress zeigt und auf die Chemotherapie schlechter anspricht, sodass 

die Betroffenen trotz Therapie sterben oder ein Rezidiv erleiden. Andererseits ist es 

möglich, dass es auch Patienten gibt, die wegen der Angst vor einer zu geringen 

Therapieintensität übertherapiert werden und so eventuell mehr Nebenwirkungen und 

Spätfolgen der Chemotherapie erleiden als sie es müssten, um die Krankheit zu 

besiegen. Die Tatsache, dass 24 % der überlebenden Patienten in den 25 Jahren nach 

der Diagnose schwere chronische Gesundheitsprobleme haben, verdeutlicht, dass die 

Therapie trotz guter Überlebenschancen viele Spätfolgen für die Betroffenen hat 

(Termuhlen et al. 2011). Zudem erkranken laut einer Studie von Breslow et al. 6,7 % 

der Überlebenden bis zu ihrem vollendeten 40. Lebensjahr an einem zweiten, 

malignen soliden Tumor (Breslow et al. 2010). Diese Zahlen zeigen einmal mehr, dass 

trotz der guten Überlebensraten eine verbesserte, schonendere, gezieltere und 

individuellere Therapie das nächste Ziel der Forschung sein muss. 

Bisher wird die Risikoeinteilung des jeweiligen Wilms-Tumors in Deutschland allein 

anhand klinischer Kriterien (lokale Ausbreitung, Metastasierung) und der 

postoperativen Histologie des entnommenen Gewebes beurteilt. Auf der Grundlage 

dieser Beurteilung wird dann die Entscheidung über die weitere Therapie getroffen 

(vgl. Abschnitt 3.1.1). Dieses Vorgehen unterscheidet sich von dem in den Vereinigten 

Staaten von Amerika üblichen Vorgehen, wo im Rahmen der Children’s Oncology 

Group (COG) bereits heute für einige Wilms-Tumore mit dem Verlust der 

Heterozygotie (LOH) auf Chromosom 1p und 16q ein zusätzlicher 

molekulargenetischer Parameter mit Assoziation zu einer ungünstigen Prognose 

genutzt wird (Dome et al. 2014; Grundy et al. 2005). Da sich jedoch die 

Therapiestrategie von Wilms-Tumoren in den USA von dem in Deutschland 

angewendeten Konzept deutlich unterscheidet, lassen sich die prognostischen Marker 

nicht ohne Weiteres auf die Patienten in Deutschland übertragen (vgl. Abschnitt 3.1.1). 
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Mehrere, aktuelle Publikationen deuten auf einen Zusammenhang zwischen einem 

Zugewinn auf Chromosom 1q und einem schlechteren Verlauf der Erkrankung hin. So 

konnten Segers et al. sowohl einen Zusammenhang zwischen einer niedrigeren Rate 

für das ereignisfreie Überleben (EFS) als auch für das Gesamtüberleben (OS) und 

einem Zugewinn auf Chromosom 1q nachweisen (Segers et al. 2013). In einer 

weiteren Studie gelang Gratias et al. ebenfalls der Nachweis dieses Zusammenhangs 

bei Wilms-Tumoren mit günstiger Histologie (Gratias et al. 2013). Die 

Patientengruppen, die in diesen beiden Studien untersucht wurden, sind jedoch anders 

behandelt worden als Patienten in Deutschland. In der Studie von Segers et al. 

stammte das untersuchte Gewebe ca. zur Hälfte von Patienten, die primär operiert 

worden waren, während das Gewebe der anderen Hälfte von Tumoren nach einer 

präoperativen Chemotherapie gewonnen wurde. Das Untersuchungsgut der Studie 

von Gratias et al. stammte komplett von primär operierten Tumoren. 

Da die Behandlung in Deutschland aus einer präoperativen Chemotherapie mit 

anschließender Operation besteht (vgl. Abschnitt 3.1.1), soll im Rahmen dieser Arbeit 

untersucht werden, ob die bei überwiegend primär operierten Gewebsproben 

gefundenen Zugewinne auf dem Chromosom 1q auch bei Tumoren nach einer 

Chemotherapie noch nachweisbar sind und ob auch hier ein Zusammenhang 

zwischen einer ungünstigeren Prognose und einem Zugewinn auf Chromosom 1q 

gezeigt werden kann. 

Die Fragestellung dieser Arbeit lautet: 

- Lässt sich bei Tumoren mit hoher Malignität und somit schlechter Prognose 

vermehrt ein Zugewinn auf Chromosom 1q nachweisen? 

- Gibt es Möglichkeiten, den Zugewinn auf Chromosom 1q für die Prognose und 

die weitere Therapieentscheidung zu nutzen? 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Herkunft des humanen Materials 

Das untersuchte Material stammt aus dem Kindertumorregister Kiel der Gesellschaft 

für pädiatrische Hämatologie und Onkologie (GPOH) von Patienten mit Wilms-Tumor, 

die in Deutschland innerhalb der SIOP-2001/GPOH-Studie behandelt wurden. Dies ist 

eine Studie der GPOH, die Teil der internationalen Nephroblastomstudie der Société 

Internationale d’Oncologie Pédiatrique (SIOP) ist. Für die Verwendung aller 

Gewebsproben für Forschungsprojekte wurde im Rahmen der Aufnahme der 

Patienten in die SIOP-2001/GPOH ein “informed consent” eingeholt. Die Vorgaben der 

Helsinki-Deklaration wurden beachtet. Entsprechende Ethik-Voten wurden durch die 

Leitung der SIOP-2001/GPOH-Studie eingeholt. 

In dieser Studie werden die Patienten bei initialer Diagnosestellung anhand rein 

klinischer Befunde (nicht-metastasiert/metastasiert) in ein vorläufiges Stadium 

eingeteilt und entsprechend dieser Einteilung mit einer präoperativen Chemotherapie 

behandelt. Das lokale Tumorstatium wird dann anhand des Resektates nach 

Chemotherapie seitens der Pathologen festgelegt. Die verschiedenen 

histopathologischen Stadien sind in der folgenden Tabelle dargestellt. 

 

Stadium Beschreibung 

I Tumor auf die Niere beschränkt und komplett entfernt 

II Ausdehnung über die Nierenkapsel hinaus, aber vollständig entfernt 

III 

Lymphknotenmetastasen lokal, Tumorruptur, Tumorbiopsie, 

unvollständige Resektion 

IV 

Hämatogene Fernmetastasen oder Lymphknotenmetastasen 

außerhalb der Bauch-Becken-Region 

V Bilaterales Nephroblastom 

Tabelle 3-1: Stadieneinteilung der Nephroblastome nach SIOP 

Modifiziert nach (Kaste et al. 2008; Jocham und Bähre 2007). 
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Da die Patienten in Deutschland normalerweise primär mit Chemotherapie behandelt 

und erst sekundär operiert werden, spielt das lokale Tumorstadium bei der 

anfänglichen Stadieneinteilung keine Rolle. Dies unterscheidet sich zu der Behandlung 

der amerikanischen Children`s Oncology Group (COG)-Studie, ehemals National 

Wilms Tumor Study Group (NWTSG), in der die Kinder primär operiert und erst 

anschließend chemotherapeutisch behandelt werden (Kaste et al. 2008; Green et al. 

2014). Das lokale Tumorstadium wird in dieser Studie bereits zu Beginn der Therapie 

an dem Resektat festgelegt. 

In der SIOP-2001/GPOH-Studie erhalten die Patienten mit einem Nephroblastom 

Stadium I-III eine präoperative Chemotherapie mit Vincristin und Actinomycin D für vier 

Wochen. Bei Stadium IV dauert die Chemotherapie sechs Wochen und die Patienten 

erhalten zusätzlich Doxorubicin. Bei einem bilateralen Nephroblastom, Stadium V, wird 

die Chemotherapie mit den genannten Zytostatika individuell festgelegt und auch die 

Therapiedauer kann in Abhängigkeit von der Möglichkeit der nierenerhaltenden 

Operation Wochen bis Monate umfassen (Bode und Gutjahr 2004; Dome et al. 2014). 

Nach der Operation werden die resezierten Tumore anhand der Histologie in die 

Risikogruppen niedrigmaligne, intermediärmaligne oder hochmaligne eingeteilt. Diese 

Einteilung ist in der folgenden Tabelle dargestellt. 

 

Niedriger Malignitätsgrad Komplett nekrotisches Nephroblastom 

Intermediärer Malignitätsgrad 

Epithelreiches Nephroblastom 

Stromareiches Nephroblastom 

Mischtyp des Nephroblastoms 

Regressives Nephroblastom 

Nephroblastom mit fokaler Anaplasie 

Hoher Malignitätsgrad 
Blastemreiches Nephroblastom 

Nephroblastom mit diffuser Anaplasie 

Tabelle 3-2: Histologische Klassifizierung der Nephroblastome 

Modifiziert nach (Vujanić et al. 2002; Warmann et al. 2011). 

Die weitere Chemotherapie wird anhand des Malignitätsgrades des Tumors und dem 

Tumorstadium festgelegt. Ab Stadium III bei intermediärer bzw. Stadium II bei hoher 
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Malignität des Tumors wird die Chemotherapie um eine zusätzliche Bestrahlung 

ergänzt (GPOH et al. 2016). 

Bei dem Material, das im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde, handelt es sich um 

Gewebsproben aus den operativ entnommenen Tumoren, welche 

chemotherapeutisch vorbehandelt wurden. Das Gewebe wurde in der Pathologie der 

behandelnden Klinik in Paraffin eingebettet, geschnitten und anschließend an die 

Referenzpathologie in Kiel verschickt. Hier erfolgte die histopathologische 

Stadieneinteilung anhand eines Querschnitts durch den Tumor. Dabei wird die 

Histologie, z. B. der Blastemanteil, visuell quantitativ bestimmt und der Tumor so einer 

Risikogruppe zugeordnet. Anhand dieser Einteilung lässt sich auch das 

Therapieansprechen des jeweiligen Tumors bewerten. Tumore mit einem hohen Anteil 

an nekrotischem oder regressivem Gewebe sind niedrigmaligne und haben 

entsprechend gut auf die Chemotherapie angesprochen. Dem entgegen zu setzen 

sind Tumore mit einem hohen Anteil an vitalem Gewebe (z. B. blastemreiche oder 

anaplastische Tumore) als Folge des schlechten Therapieansprechens. 

Die erste Gruppe, die untersucht wurde, umfasste 98 Fälle mit hohem Malignitätsgrad 

aus den Jahren 2002 – 2012. Der jüngste eingeschlossene Patient war 4 Monate alt, 

der älteste 46 Jahre, wobei das Durchschnittsalter 7 Jahre und 9 Monate betrug. 48 

Patienten waren männlich und 50 weiblich, was einem Prozentsatz von 49 % bzw. 51 

% entspricht. 

Um einen Vergleich mit dem repräsentativen Patientengut aller Risikogruppen zu 

ermöglichen, wurden anschließend die Gewebsproben aller im Jahr 2007 in die SIOP-

2001/GPOH-Studie aufgenommenen Patienten untersucht. Dies entsprach noch 

einmal 81 Fällen, wobei der jüngste Patient hier 6 Monate und der älteste 39 Jahre alt 

waren. Das Durchschnittsalter in der Vergleichsgruppe betrug 5 Jahre und 3 Monate. 

50 Patienten waren männlich und 31 weiblich, entsprechend 62 % und 38 %. 
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3.1.2 Chemikalien 

Ethanol      Merck AG, Darmstadt, D 

Hi-Di™ Formamide     Life Technologies™, Carlsbad, USA 

UltraPure™ DNase/RNase-free distilled water Life Technologies™, Carlsbad, USA 

X-Rhodamin (ROX)     Life Technologies™, Carlsbad, USA  

Xylol       J T Baker®, Deventer, NL 

3.1.3 Kits 

DNeasy® Blood and Tissue Kit   Qiagen GmbH, Hilden, D 

SALSA MLPA P303 Kit    MRC-Holland b.v., Amsterdam, NL 

3.1.4 Laborgeräte und Verbrauchsmaterialien 

ABI Prism 3500    Life Technologies™, Carlsbad, USA 

Axioskop 40     Carl Zeiss AG, Oberkochen, D 

Brutschrank     Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, D 

Biosphere® Filtertips 0,5-10µl  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, D 

Biosphere® Filtertips 10-100µl  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, D 

Biosphere® Filtertips 100-1000µl  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, D 

Biosphere® Safe Seal Tube 1,5 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, D 

Biophotometer    Eppendorf AG, Hamburg, D 

PTC 200 Thermal Cycler   MJ Research Inc., St. Bruno, CDN 

Qubit 3.0 Fluorometer   Thermo Scientific, Waltham, USA 

Reference® Pipette 0,5-10µl  Eppendorf AG, Hamburg, D 

Reference® Pipette 10-100µl  Eppendorf AG, Hamburg, D 

Reference® Pipette 100-1000µl  Eppendorf AG, Hamburg, D 

TMix      Analytik Jena AG, Jena, D 

VV3 Vortex Shaker    VWR International Inc., Radnor, USA 

3.1.5 Software 

Coffalyser     MRC-Holland b.v., Amsterdam, NL 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Die Isolierung der Desoxyribonukleinsäure (DNA) 

Die Desoxyribonukleinsäure (DNA), welche für die weitere Analyse dieser Arbeit 

benötigt wurde, wurde aus in Paraffin fixierten Gewebeblöcken gewonnen. Hierbei 

musste vor der eigentlichen DNA-Isolierung geprüft werden, wie hoch der eigentliche 

vitale Tumoranteil in dem untersuchten Gewebe war. Dazu wurden Schnitte angefertigt 

und unter dem Lichtmikroskop analysiert. Stellte der Tumor mindestens 90% des 

fixierten Gewebes dar, konnte die DNA aus dem gesamten Block analysiert werden. 

Anderenfalls wurden ungefärbte Schnitte hergestellt, von denen mithilfe eines 

Skalpells die Tumoranteile vorsichtig makrodisseziert wurden, um eine Verfälschung 

der Ergebnisse durch eine Analyse von zuviel Normalgewebe zu vermeiden. 

Für die Isolierung der DNA wurde das DNeasy Blood & Tissue Kit der Firma Qiagen 

GmbH, Hilden, D, genutzt. Alle benutzten Puffer, Filter und Säulen waren Teil dieses 

Kits. 

Um die DNA isolieren zu können, musste zuerst das Paraffin von dem zu 

untersuchenden Gewebe gelöst werden. Hierzu wurden 1000 µl Xylol zu dem Gewebe 

in den Mikroreaktionsgefäßen pipettiert, das Ganze für zehn Minuten inkubiert und 

anschließend für zwei Minuten bei 13.000 rounds per minute (rpm) zentrifugiert. 

Nachdem diese beiden Schritte einmal wiederholt wurden, wurden anschließend 1000 

µl Ethanol dazugegeben. Nach einer erneuten Inkubation für zehn Minuten folgte 

wieder eine Zentrifugation mit 13.000 rpm für zwei Minuten. Dann wurde der Überstand 

abpipettiert und verworfen und das Prozedere ab der Zugabe des Ethanols wiederholt. 

Anschließend wurde das Material im geöffneten Gefäß für 30 Minuten bei 60°C im 

Brutschrank  getrocknet. 

Um das Gewebe zu lysieren wurden dann 180 µl DNA-Isolierungspuffer (ATL Puffer) 

und 20 µl Proteinase K Konzentrat für den Abbau von Proteinen und die Freisetzung 

der Nukleinsäuren hinzugegeben. Anschließend wurde das Material über Nacht bei 

56°C und 850 rpm auf dem Thermomixer inkubiert. 

Am darauffolgenden Tag musste die gewonnene DNA noch von dem restlichen 

enthaltenen Material separiert werden. Hierzu wurden zuerst 200 µl AL-Puffer 
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hinzugefügt und das Material für zehn Minuten bei 70°C auf dem Thermomixer 

inkubiert. Danach folgte eine Zugabe von 200 µl Ethanol und eine Inkubation bei 

Raumtemperatur für fünf Minuten. Anschließend wurde das Material auf einen Filter 

mit Säule aus dem DNeasy Kit pipettiert und für zwei Minuten bei 10.000 rpm 

zentrifugiert. Nun war die DNA auf dem Filter und das restliche Gewebe in der Säule, 

die verworfen wurde. Nachdem der Filter auf eine neue Säule gesetzt wurde, musste 

die DNA weiter gereinigt werden. Hierzu wurden zuerst 500 µl AW1-Wasch-Puffer 

hinzugegeben und das Material für zwei Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert. 

Anschließend wurde erneut die Säule verworfen und der Filter auf eine neue Säule 

gesetzt. Nun wurden 500 µl AW2-Wasch-Puffer hinzugefügt und es erfolgte eine 

dreiminütige Zentrifugation bei 13.000 rpm. Die Säule wurde wieder verworfen und der 

Filter auf ein frisches Mikroreaktionsgefäß gesetzt. 

Um die DNA aus dem Filter zu lösen, wurden jetzt 50 µl AE-Puffer auf den Filter 

gegeben, das Material für mindestens zwei Minuten inkubiert und anschließend für 

zwei Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt 

und der Filter anschließend verworfen. 

Um die erhaltene DNA quantifizieren zu können, erfolgte daraufhin eine quantitative 

Messung mithilfe des Qubit Fluorometers. 

3.2.2 Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) 

3.2.2.1 Prinzip der MLPA 

Das Prinzip der Multiplex ligation-dependent probe amplification wurde erstmals 2002 

beschrieben (Schouten et al. 2002). 

Die MLPA ermöglicht die simultane Untersuchung von bis zu 40 verschiedenen 

Genabschnitten mittels eines universellen Polymerase Chain Reaction (PCR) Primers 

und wird vor allem zur Detektion von Exondeletionen und –duplikationen genutzt. 

Folgende Abbildung stellt den Ablauf der MLPA dar. 
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Abbildung 3-1: Ablauf der MLPA 

Modifiziert nach (Schouten et al. 2002). 

 

Die mitgelieferten MLPA-Sonden bestehen aus unterschiedlichen Teilsequenzen. 

Zusätzlich zu dem sequenzspezifischen Abschnitt enthält jede Sonde die universelle 

PCR Primersequenz. Um ein späteres Auftrennen der Amplifikationsprodukte mittels 

Kapillarelektrophorese zu ermöglichen, ist außerdem eine verschieden lange 

Füllsequenz enthalten. 

Das Verfahren der MLPA besteht aus drei verschiedenen Teilreaktionen: 

1. Hybridisierung der sequenzspezifischen Sondenabschnitte mit der DNA, 

2. Ligation der beiden Sondenabschnitte durch die enthaltene Ligase, 

3. Amplifikation des entstandenen Nukleotids auf Basis der PCR. 

Durch die Hybridisierung und die anschließende Amplifikation ist es möglich, 

Deletionen oder Duplikationen einzelner Exone darzustellen. Fehlt ein DNA-Abschnitt, 

so erfolgt auch keine Amplifikation. Ist er jedoch häufiger vorhanden, entstehen mehr 

Amplifikationsprodukte. 
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Nach der Amplifikation erfolgt eine Kapillarelektrophorese, um die Produkte nach ihrer 

spezifischen Länge aufzutrennen. Mithilfe eines Computerprogramms wird das 

Ergebnis anschließend grafisch dargestellt. 

Folgende Abbildung zeigt exemplarisch solch eine grafische Darstellung. 

 

a: Ergebnis des Kontrollmaterials 
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b: Ergebnis des Probenmaterials 

Abbildung 3-2: Grafisches Beispiel eines MLPA-Ergebnisses 
RFU=Relative fluorescent units 

 

Zum Vergleich der Ergebnisse der MLPA ist bei jeder Analyse der Einschluss einer 

Kontrolle notwendig. Diese Kontrolle sollte möglichst keine Veränderungen in der 

DNA-Menge aufweisen. 

Der obere Graph zeigt das Ergebnis der Kapillarelektropherese einer solchen 

Kontrolle. Jeder Peak stellt einen Genort dar. Da die genauen Genorte für diese 

allgemeine Darstellung der MLPA nicht relevant sind, sind sie hier mit Buchstaben 

beschriftet. Die Einheit, in der die DNA-Menge angegeben wird, sind Relative 

Fluorescent Units (RFU).  

Im unteren Teil der Abbildung ist das Ergebnis des Probenmaterials dargestellt. Hier 

fällt auf, dass einige Peaks deutlich niedriger als bei der Kontrolle sind. Diese Stellen 

sind in dem Graph mithilfe der roten Pfeile markiert. Aus dem Ergebnis lässt sich 

schließen, dass weniger Amplifikationsprodukte entstanden sind, weil auch weniger 

DNA als in der Kontrolle vorlag. Es kann also vermutet werden, dass es an diesen 

Genorten zu einem Verlust von DNA, z.B. durch Deletionen, gekommen ist. 
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3.2.2.2 Durchführung der MLPA 

Für die MLPA wurde das SALSA MLPA P303 Kit der Firma MRC-Holland, Amsterdam, 

NL, genutzt. Dieses enthält 31 verschiedene MLPA-Sonden, von denen vier einen 

Genort auf Chromosom 1q als Zielsequenz haben. Des Weiteren enthält das Kit 15 

verschiedene Referenzsonden. Die Sequenzen der 31 MLPA-Sonden sind in 

folgender Tabelle aufgelistet. 
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Gen Chr. Pos. 5' Ende 3' Ende 

MYC 08q24.21 GTGCTAAAGGAGTGATTTCTATTTCCTTTCTTAAAGAGGA GGAACAAGAAGATGAGGAAGAAATCGATGTTGTTTCTGGGGATC 

PDE4DIP 01q21.1 TTCGGGAGAAACAACAACTGCTACATCTGTT GGAGGAGCCAACTAGCATGGAAGTGCAGGTAAGG 

PDGFRA 04q12 TCTCTGAGATGCTTTGGGGAGAGTGAAGT GAGCTGGCAGTACCCCATGTCTGAAGAAGAGAGCTCCGATG 

NNAT 20q11.23 CTATACCCGCCCGCCACCTAAGTGCGCA TGCGCGCCTTGGGGGGTGTTTATGAGGAGGGGTG 

AURKA 20q13.2 TGTTTATCCTTTGTTGCAGGCATCCTAAT ATTCTTAGACTGTATGGTTATTTCCATGATGCTACCAGAGTCTA 

PTEN 10q23.31 TGCACAGATTCATGTTACTTGATCTGCTTT AAATGACTTGGCATCTAGCCCATATTTGAGCCCATAACCGTGTGGT 

GPR98 05q14.3 GTGCTGGTCTCAGTGTCAGTGATAATG AATCTGGTCAAGGCAGCCAGGAGGGGGGCAC 

TP73 01p36.32 CGGCCAGGAGAGACCCGGGTG TCAGGAAAGATGGGCCGTCTGGGGGACAGCAGGG 

DMBT1 10q26.13 TGCAAATGCCCTTTATGTGGCTTCTT TCTACAGGTGTGTCTGGCTTGATGGCTAATATTTGCCGAGCAAAATC 

CHD7 08q12.2 GTGTTGCAGAAGGAATCTGGAGAGGA GGTAGAAATTGAGGAATTCTATGTGAAATACAAAAACTTGTAA 

PTAFR 01p35.3 CCAGTCCTCATCATCCACATCTTCATCGT GTTCAGCTTCTTCCTGGTCTTCCTCATCATCCTCTTCTGCA 

MXI1 10q25.2 GAAAGCACAGAGTTCTCCCATGGAGAA GTGGACAATATAAGTACCACCAGCATCAGTGACATTGATGACC 

SH3BP5L 01q44 GCTGCACAACGCTGCTCGAGAAATGGTGT TTGTGGCTGAGCAGGGCGTCATGGCTGACAAGAACCGACTGGA 

JAG1 20p12.2 CTTGTGCCTTTGGAGCGACCTGT GTGGATGAGATCAATGGCTACCGGTGTGTCTGCCCTCC 

LIN9 01q42.12 CCTTTGGACAAAAACAGCGGCCTTCTCGAT TTTTTATGACCCCACCACGGTTACATTATACTCCTCCTCT 

PINX1 08p23.1 CACCTGGGACTCGGAGCTACCATCAAT AATGAAGTGAGCAGCAGTGTGTGCCTCCTGGGTGTCTTTG 

RPE65 01p31.2 CTTCTCCTTTCAACCTCTTCCATCACA TCAACACCTATGAAGACAATGGGTTTCTGATTGTGGATCTCTG 

FGFR1 08p11.23 GCTGACTCCAGTGCATCCATGAACTCT GGGGTTCTTCTGGTTCGGCCATCACGGCTCT 

APC 05q22.2 CCTGCTGTAAGTCTTCACTTTCAGATTTTAGTT GGGCCACAAGTGCTCTCATGCAGCCTTTCATAGAGCATAG 

ZNF25 10p11.1 CGATGAGTTGGGAAATTCTCTTGACTGAATT AATCCTTCAAAACAATCAGATAATTCACACAAGAGGTACACCTT 

KIF14 01q32.1 CTATGAGAAGCTAGCAGCACCACTCCTAGA AAGAGCCTTCGAAGGCTTCAATACCTGTCTTTTTGCTTATGGTCAG 

KLF6 10p15.1 CATTGCCCTCCCTGAATGCATCAA ATACTCTTCTCCAAGGACTGACAAAAACAACCCCCCGGCT 

NTNG1 01p13.3 CCTCTCCAGGTTAACATCACTCTGTCT TGGAGCAAAACCATTGAGCTAACAGACAACATAGTTATTACCT 

PYGB 20p11.21 CGACTTGGAGGAACTCGAGGAGATAGAAGAA GATGCTGGCCTTGGGAATGGAGGCCTGGGGAGGCTGG 

MYOT 05q31.2 CTCCAGGAGAAATTTTACCCACCACGTT TCATTCAAGTGCCAGAGAACATGTCGATTGATGAAGGAAGATTC 

SUFU 10q24.32 CCAAAGAGTACAGCTGGCCTGAAAAGA AGCTGAAGGTCTCCATCCTGCCTGACGTGGTGTTCGACAG 

GNRH1 08p21.2 CTGAAGAGGAAACTGGGCAGAAGAAGATTTAAA TCCATTGGGCCAGAAGGAATGACCATTACTAACATGACTT 

PTP4A3 08q24.3 CGTTCAAAGACCCACACACGCACA AGACCCGGTGCTGCGTTATGTAGCTCAGGACCTTGGCTGGG 

GNRHR 04q13.2 CGAGCACGGCTGAAGACTCTAAAAATGAC GGTTGCATTTGCCACTTCATTTACTGTCTGCTGGACTC 

PTCH2 01p34.1 CCTGAGAACGCTTCCCAGCAGATCCA TGCCTTCTCCTCCACCACCCTGGATGACATCCTGCATG 

NEBL 10p12.31 CCTGGTAGACCTCTGGGATCCTTT TCTGTTCACTCACACACCACTGAGATAAGGAGTGAAGTGTGGGCTA 

Tabelle 3-3: Sequenzen der MLPA-Sonden 
Chr. Pos. = Chromosomenposition 
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Das SALSA MLPA P303 Kit wird eigentlich zur genetischen Diagnostik bei 

Medulloblastomen genutzt. Da das MLPA Kit, welches für die Analyse von Wilms-

Tumoren erhältlich ist, jedoch so viele verschiedene Primer hat, dass es für die 

Anwendung an Formalin-fixiertem, Paraffin-gebettetem Gewebe (FFPE) zu 

umfangreich ist, wurde für diese Arbeit das oben genannte Kit genutzt. Dies ist 

möglich, da in beiden Kits jeweils vier Sonden mit Zielsequenzen auf Chromosom 1q 

enthalten sind, sodass die Auswahl für die Fragestellung dieser Arbeit nicht relevant 

ist. Die vier Sonden, deren Zielsequenzen auf Chromosom 1q liegen, sind in der 

obenstehenden Tabelle farblich hervorgehoben. 

Die PCR Primersequenz ist in allen Sonden gleich und ist in folgender Tabelle 

dargestellt. 

 

Name Sequenz 

Forward Primer X GGGTTCCCTAAGGGTTGGA 

Backward Primer Y TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC 

Tabelle 3-4: Sequenz der PCR Primer 
Name und Sequenz des universellen Primerpaares, Angabe in 5’-3’-Richtung. 

 

Um die MLPA durchführen zu können, mussten drei verschiedene, so genannte 

Mastermixlösungen hergestellt werden. Die Zusammensetzung dieser Lösungen pro 

Probe ist in der folgenden Tabelle dargestellt. 
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Mastermix 1 (für die DNA 

Hybridisierung) 

1,5 µl MLPA Puffer 

1,5 µl MLPA Sonden 

Mastermix 2 (für die Ligation) 

25 µl dH2O 

3 µl Ligase Puffer A 

3 µl Ligase Puffer B 

1 µl Ligase-65 Enzym 

Mastermix 3 (für die Polymerase Chain 

 Reaktion (PCR)) 

7,5 µl dH2O 

2 µl SALSA PCR Primer Mix 

0,5 µl SALSA Polymerase 

Tabelle 3-5: Zusammensetzung der Mastermixlösungen für die MLPA 
Mengenangaben je Probe 

 

Des Weiteren gibt es ein Programm für den Thermocycler, nach dem bei der MLPA 

vorgegangen wird. Dieses ist in der folgenden Tabelle zu finden. 

 

DNA Denaturierung 
1. 98°C 5 Minuten 

2. 25°C Pause 

Hybridisierungsreaktion 
3. 95°C 1 Minute 

4. 60°C Pause 

Ligationsreaktion 

5. 54°C Pause 

6. 54°C  15 Minuten 

7. 98°C 5 Minuten 

8. 20°C         Pause 

PCR Reaktion 

9. 35 Zyklen von:  95°C  30 Sekunden 

   60°C 30 Sekunden 

   72°C 60 Sekunden 

10. 72°C 20 Minuten 

11. 15°C Pause 

Tabelle 3-6: Thermocyclerprogramm für die MLPA 

 

Für die MLPA wurden jeweils 5 µl Probenlösung mit 100 ng DNA verwendet. Um die 

DNA zu denaturieren, wurde das Mikroreaktionsgefäß bei 98°C für 5 Minuten in den 
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Thermocycler gegeben und dort anschließend wieder auf 25°C herunter gekühlt. 

Anschließend wurden für die Hybridisierung der MLPA Sonden mit der Probe 3 µl des 

Mastermix 1 hinzugegeben und das Thermocyclerprogramm mit einer einminütigen 

Inkubation bei 95°C fortgesetzt. Darauf folgten 16-20 Stunden bei 60°C, um das 

Annealing zu ermöglichen. 

Am nächsten Tag wurde die Probe im Thermocycler auf 54°C herunter gekühlt und 

dann 32 µl des Mastermix 2 hinzugegeben. Danach wurde das Programm mit einer 

15-minütigen Inkubation bei 54°C für die Ligation fortgesetzt. Um anschließend das 

Ligase-65 Enzym zu inaktivieren, folgten fünf Minuten bei 98°C, nach welchen die 

Probe auf 20°C herunter gekühlt wurde. 

Um daraufhin die PCR zu starten, wurden 10 µl des Mastermix 3 zu der Probe 

hinzugegeben. Danach wurde das Thermocyclerprogramm mit 30 Sekunden bei 95°C 

für eine erneute Denaturierung fortgesetzt. Anschließend folgten 30 Sekunden bei 

60°C, um das Binden der Primer an die DNA zu ermöglichen und 60 Sekunden bei 

72°C für die Elongation der entsprechenden Sequenzen. Diese drei Schritte wurden 

35 Mal wiederholt, um ausreichend Material zu amplifizieren. Abschließend folgten 

eine 20-minütige Inkubation bei 72°C und das Herunterkühlen der Probe auf 15°C. 

Zur Analyse der Ergebnisse erfolgte danach eine Kapillarelektrophorese mithilfe des 

ABI Prism 3500 der Firma Life Technologies™, Carlsbad, USA. Hierfür wurden jeweils 

0,7 µl des Probenmaterials mit 0,3 µl des Farbstoffes ROX und 9 µl HiDi Formamide 

gemischt. Dann wurde die Platte versiegelt, die Probe für drei Minuten bei 86°C 

inkubiert und anschließend für zwei Minuten bei 4°C gekühlt. Das für die 

Kapillarelektrophorese verwendete Modul war die FragmentAnalysis. Hierbei wurde 

erst eine Injektionsspannung von 1,6 kV für 15 Sekunden angelegt. Anschließend 

erfolgte der Durchlauf mit einer Spannung von 15 kV für 1800 Sekunden bei 60°C 

Ofentemperatur. 

Mithilfe der Software Coffalyser wurden anschließend die Ergebnisse der 

Kapillarelektrophorese analysiert. 

Die Durchführung der MLPA erfolgte als Auftragsarbeit im neuropathologischen Institut 

der Universität Bonn. Die dabei entstandenen Rohdaten werteten wir anschließend 

aus und korrelierten die Ergebnisse mit der Histologie der Gewebsproben. 
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3.2.3 Statistische Auswertung 

Für die statistische Auswertung im Rahmen dieser Arbeit wurde der Kaplan-Meier 

Schätzer genutzt. Dieses Vorgehen ermöglicht es, das Überleben mehrerer 

Patientengruppen in Bezug auf ein bestimmtes Ereignis im Verlauf der Zeit zu 

vergleichen und grafisch darzustellen (Kaplan und Meier 1958; Rich et al. 2010). 

Um die statistische Relevanz der Ergebnisse bewerten zu können, wurde außerdem 

ein Log-rank Test durchgeführt. Hierbei wurde ein p-Wert < 0,05 als signifikant 

gewertet. 

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit der SIOP-2001/GPOH-

Studienzentrale in Homburg/Saar.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Ergebnisse der MLPA  

Wie bereits in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, wurden im Rahmen dieser Arbeit zuerst 98 

Fälle mit hohem Malignitätsgrad aus den Jahren 2002 – 2012 als Testgruppe 

analysiert. Um eine Vergleichsmöglichkeit zur Gesamtheit der Wilms-Tumoren zu 

haben, wurden anschließend zusätzlich alle Fälle, die im Jahr 2007 in die SIOP-

2001/GPOH-Studie aufgenommen wurden, als Validierungsgruppe analysiert. Dies 

entsprach noch einmal 81 Fällen. 

Folgende Tabelle stellt die Anzahl der Fälle, bei denen im Rahmen der MLPA ein 

Zugewinn auf Chromosom 1q nachgewiesen werden konnte, dar.  

 

Histologischer Typ 
Testgruppe mit 1q 

Zugewinn (n=98) 

Validierungsgruppe mit 

1q Zugewinn (n=81) 

Alle 45 % (44/98) 58 % (47/81) 

Blastemreich 53 % (17/32) 64 % (7/11) 

Diffuse Anaplasie 67 % (14/21) 60 % (6/10) 

Mischtyp 33 % (12/36) 70 % (16/23) 

Epithelreich 0 % (0/4) 60 % (3/5) 

Stromareich 0 % (0/2) 38 % (5/13) 

Regressiv 0 % (0/1) 53 % (10/19) 

Erwachsener Patient 50 % (1/2) - 

Tabelle 4-1: Häufigkeit des Zugewinns auf Chromosom 1q in Bezug auf den histologischen Typ 

 

Wie aus der Tabelle ersichtlich wird, konnte in der Testgruppe in 45 % der Fälle ein 

Zugewinn auf Chromosom 1q nachgewiesen werden. Vor allem bei den 

blastemreichen Tumoren (53 %) und bei denen mit diffuser Anaplasie (67 %) konnte 

ein Zugewinn gefunden werden.  

In der Validierungsgruppe konnte bei 58 % der Fälle ein Zugewinn auf Chromosom 1q 

nachgewiesen werden. Dieser Zugewinn war im Gegensatz zur Testgruppe jedoch 



24 

 

nicht hauptsächlich bei den blastemreichen und den Tumoren mit diffuser Anaplasie 

nachweisbar, sondern auch bei allen anderen histologischen Typen zu finden. 

4.2 Statistische Ergebnisanalyse der Testgruppe 

Um die Ergebnisse der MLPA in Relation zu dem Krankheitsverlauf des jeweiligen 

Patienten setzen zu können, wurden Kaplan-Meier Kurven erstellt (vgl. Abschnitt 

3.2.4). Hierbei wurde jeweils das ereignisfreie Überleben (EFS) betrachtet. Als 

Ereignis zählten ein Rezidiv der Erkrankung oder der Tod des Patienten.  

In folgender Abbildung sind die Kaplan-Meier Kurven der Testgruppe mit und ohne 

Zugewinn auf Chromosom 1q dargestellt. 

 

 

Abbildung 4-1: EFS der Testgruppe mit/ohne Zugewinn auf 1q 

 

Das 5-Jahres-EFS betrug 71 % bei der Gruppe mit einem Zugewinn auf 1q und 81 % 

bei der ohne. Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p=0,214). 

Damit diese Ergebnisse mit der bisher genutzten Methode der histologischen 

Bewertung der Tumore verglichen werden können, zeigt folgende Abbildung das EFS 

für die Testgruppe, unterteilt in intermediären und hohen Malignitätsgrad anhand der 

Histologie. 
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Abbildung 4-2: EFS der Testgruppe nach histologischem Malignitätsgrad 

 

Bei dieser Einteilung zeigt sich ein deutlicher Unterschied im EFS. Während dieses in 

der Gruppe mit intermediärem Malignitätsgrad 92 % beträgt, liegt es bei den Tumoren 

mit hohem Malignitätsgrad nur bei 63 %. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant 

(p=0,001). 
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4.3 Statistische Ergebnisse der Validierungsgruppe 

Auch die Ergebnisse der MLPA der Validierungsgruppe (alle im Jahr 2007 in die Studie 

aufgenommene Patienten) wurden mithilfe des Kaplan-Meier Schätzers analysiert. 

Folgende Abbildung zeigt die entstandenen Kurven für das EFS der 

Validierungsgruppe mit und ohne Zugewinn auf Chromosom 1q. 

 

 

Abbildung 4-3: EFS der Validierungsgruppe mit/ohne Zugewinn auf 1q 

 

Das EFS betrug bei Tumoren mit Zugewinn auf 1q 80 % und bei denen ohne 91 %. 

Dies ergibt lediglich einen statistisch insignifikanten Unterschied (p=0,188). 

Auch in der Validierungsgruppe wurden die Tumore noch einmal anhand der 

histologischen Kriterien in intermediären und hohen Malignitätsgrad eingeteilt. Das 

Ergebnis der Analyse ist in der folgenden Abbildung zu sehen. 
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Abbildung 4-4: EFS der Validierungsgruppe nach histologischem Malignitätsgrad 

 

Mit einer EFS von 88 % bei den Tumoren mit intermediärem Malignitätsgrad und 70 % 

bei denen mit hohem, konnte hier ein signifikanter Unterschied im Überleben der 

Patienten nachgewiesen werden (p=0,048). 

Da in der Testgruppe vor allem in den blastemreichen Tumoren ein hoher Anteil an 

Tumoren mit einem Zugewinn auf 1q nachgewiesen wurde, wurden auch die Tumore 

der Validierungsgruppe in Hinsicht auf die Menge an Blastem analysiert. Hierbei fiel 

vor allem bei den Tumoren mit intermediärem Malignitätsgrad und einer geringen 

Menge an Blastem (weniger als 20ml) ein Unterschied hinsichtlich der 

Überlebensraten auf. Diese Gruppe ist in der folgenden Abbildung dargestellt. 
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Abbildung 4-5: EFS der Tumore intermediärer Malignität mit weniger als 20ml Blastem mit/ohne 
Zugewinn auf 1q 

 

Es zeigte sich, dass in dieser Gruppe das EFS bei den Tumoren ohne Zugewinn auf 

1q 95 % betrug. Bei den Tumoren mit einem Zugewinn betrug das EFS lediglich 78 %. 

Dieser Unterschied erwies sich jedoch nicht als signifikant (p=0,347).  

In den anderen histologischen Untergruppen konnte ein solcher Unterschied gar nicht 

nachgewiesen werden. Dies kann jedoch durch die geringe Zahl der untersuchten 

Tumore pro Untergruppe bedingt sein. 
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5 Diskussion 

5.1 Methodik 

Da im Rahmen dieser Arbeit präoperativ chemotherapiertes Tumorgewebe untersucht 

wurde und die Ergebnisse mit Arbeiten, in denen primär operiertes Gewebe analysiert 

wurde, verglichen werden sollen, stellt sich als Erstes die Frage, ob die Chemotherapie 

eine Auswirkung auf die untersuchte DNA haben kann und es dadurch zu 

Verfälschungen der Ergebnisse gekommen sein könnte. Hierzu ist es notwendig, die 

Wirkweise der verwendeten Chemotherapeutika und ihren möglichen Einfluss auf die 

DNA des Gewebes zu kennen. 

Wie in Abschnitt 3.1 beschrieben kommen bei der Chemotherapie des Wilms-Tumors 

in Deutschland Vincristin, Actinomycin D und Doxorubicin zum Einsatz. 

Vincristin hemmt die Zellteilung durch eine Anheftung an Tubulin und eine 

Verhinderung der Ausbildung von Mikrotubuli (Burdach, Stefan E. G et al. 2007). Bei 

diesem Mechanismus ist somit keine Alteration der Zell-DNA zu erwarten. 

Actinomycin D (oder Dactinomycin) ist ein zytostatisches Antibiotikum, welches durch 

eine Interkalierung mit der DNA dafür sorgt, dass die RNA-Synthese durch die RNA-

Polymerase verhindert wird. Zudem kann es zu Einzelstrangbrüchen der DNA 

kommen (Lüllmann et al. 2010). Durch diese Wirkweise kann zwar die Zell-DNA in 

mehrere Teile zerfallen, es kommt jedoch zu keinen Alterationen im Sinne eines 

Zugewinns oder einer Deletion. 

Auch Doxorubicin (oder Adriamycin) gehört zu den zytostatischen Antibiotika und 

bewirkt eine Interkalierung der DNA und eine Hemmung der DNA-Synthese (Lüllmann 

et al. 2010). Eine Alteration der DNA und somit eine Verfälschung der Ergebnisse 

dieser Arbeit ist jedoch auch durch Doxorubicin nicht zu erwarten. 

Insgesamt kann gesagt werden, dass die präoperativ erfolgte Chemotherapie die 

Ergebnisse der DNA-Analyse nicht beeinflusst haben sollte, da geschädigte Zellen in 

der Regel durch Apoptose zugrunde gehen und die dadurch zerstörte DNA von den 

Primern der MLPA nicht miterfasst werden kann.  
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Segers et al. konnten im Rahmen ihrer Arbeit aus dem Jahr 2013, bei welcher sowohl 

primär operierte als auch primär chemotherapierte Gewebsproben untersucht wurden 

(vgl. Abschnitt 5.2), ebenso keinen Unterschied in der Häufigkeit eines Zugewinns auf 

Chromosom 1q zwischen den beiden untersuchten Gruppen finden (Segers et al. 

2013). Dies unterstützt die Aussage, dass eine präoperativ erfolgte Chemotherapie 

den Karyotyp des Tumors nicht verändert.  

Im Gegensatz zum Karyotyp wird jedoch die Histologie des Tumors durch die 

präoperativ erfolgte Chemotherapie sehr wohl verändert (Gadner et al. 2006). Dies ist 

dadurch zu erklären, dass die Therapie zu einem Untergang des auf Vincristin, 

Actinomycin D und Doxorubicin sensiblen Gewebes führt und somit nur die resistenten 

Tumoranteile anschließend vitale Zellen enthalten. Bei der Auswertung dieser Arbeit 

muss also beachtet werden, dass vor allem die Gewebeanteile, die gegenüber der 

Chemotherapie resistent waren, anhand der erfolgten Analyse erfasst wurden. Diese 

Resistenz korreliert jedoch nicht unbedingt mit der Malignität des Gewebes, da vor 

allem differenziertes Gewebe, also stromale und epitheliale Tumoranteile, welche mit 

einer guten Prognose für den Patienten einhergehen, auch nach der Chemotherapie 

noch vital sein kann (Verschuur et al. 2010; Weirich et al. 2001).  

5.2 Ergebnisse im wissenschaftlichen Kontext 

Um die Ergebnisse dieser Arbeit bewerten zu können, ist es wichtig, sie in einen 

Zusammenhang mit anderen wissenschaftlichen Arbeiten zu dem untersuchten 

Thema zu stellen. 

Bereits 2001 gelang Hing et al. der Nachweis eines Zusammenhangs zwischen einem 

negativen Verlauf der Erkrankung am Wilms-Tumor und einem Zugewinn auf 

Chromosom 1q (Hing et al. 2001). Im Rahmen ihrer Arbeit wurden 58 Tumorproben 

von Patienten mit Rezidiv und 21 Proben von rezidivfreien Patienten analysiert, wobei 

das untersuchte Material aus primär entnommenem und somit nicht 

chemotherapiertem Gewebe stammte.  Dabei zeigte sich bei über 70 % aller Proben 

eine Veränderung des genomischen Materials, unabhängig ob die Probe aus einem 

Tumor mit oder ohne Rezidiv war. Bei diesen Veränderungen handelte es sich in der 

Mehrzahl der Fälle um einen Zugewinn an genetischem Material. Die häufigste 

Veränderung war ein Zugewinn auf Choromosom 1q in der Gruppe der Patienten, die 
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ein Rezidiv erlitten hatten (Nachweis eines Zugewinns in 59% der Fälle im Vergleich 

zu 24% bei den Patienten ohne Rezidiv). Dies war mit p=0,019 ein signifikanter 

Unterschied zu der rezidivfreien Gruppe. Die meisten untersuchten Tumore zeigten 

einen Zugewinn des gesamten Chromosom 1q, aber in sechs Tumoren konnte auch 

ein Zugewinn einer isolierten Region auf 1q, nämlich 1q21-25, beobachtet werden. Ein 

entscheidender Unterschied zu der hier vorliegenden Arbeit besteht darin, dass Hing 

et al. nur Tumormaterial mit günstiger Histologie, das heißt ohne Anaplasie, in ihre 

Untersuchung eingeschlossen haben. Zudem wurde, wie bereits oben beschrieben, 

nur primär entnommenes Gewebe, das heißt ohne vorherige Chemotherapie, 

untersucht. Aufgrund dieser Unterschiede und der alleinigen Konzentration auf das 

Auftreten eines Rezidivs bei der Bewertung eines negativen Verlaufs der Erkrankung, 

fällt es schwer, die Arbeit von Hing et al. mit der hier vorliegenden Arbeit zu 

vergleichen. Die Tatsache, dass bereits 2001 ein Zusammenhang zwischen einem 

Zugewinn auf Chromosom 1q und einer negativen Prognose bei Tumoren mit 

günstiger Histologie vermutet wurde, ist jedoch bemerkenswert und könnte auf eine 

Relevanz dieser genetischen Alteration für die Prognose der Erkrankung hindeuten. 

In den darauf folgenden Jahren konnte in einigen Arbeiten kein Zusammenhang 

zwischen einem Zugewinn auf Chromosom 1q und einer schlechten Prognose 

nachgewiesen werden (Bown et al. 2002; Kullendorff et al. 2003). Im Rahmen der 

Arbeit von Bown et al. wurden die genetischen Eigenschaften von Gewebsproben der 

letzten zwölf Jahre rückblickend mit den Daten der U.K. Children’s Cancer Study 

Group verglichen. Dabei zeigte sich, dass von 127 abnormen Karyotypen, 78 

wiederholt Eigenschaften für eine schlechte Prognose aufwiesen. Ein signifikanter 

Zusammenhang zwischen einer schlechten Prognose und einer genetischen 

Veränderung konnte lediglich für den Verlust von Chromosom 22 gezeigt werden. Der 

Zusammenhang zwischen dem Risiko für ein Rezidiv und einem Zugewinn auf 

Chromosom 1q stellte sich als nicht signifikant dar (Bown et al. 2002). Kullendorff et 

al. untersuchten 2003 43 Gewebsproben von 39 verschiedenen Patienten, die primär 

chemotherapiert worden waren. Hierbei gelang der Nachweis eines signifikanten 

Zusammenhangs zwischen Rezidiven und einem abnormen Karyotyp (p<0,01). In acht 

Gewebsproben konnte ein Zugewinn auf Chromosom 1q nachgewiesen werden, 

dieser zeigte jedoch keinen signifikanten Zusammenhang mit der Prognose des 

jeweiligen Patienten (Kullendorff et al. 2003). 
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Anderen Autoren gelang der Nachweis einer Assoziation zwischen einem Zugewinn 

auf Chromosom 1q und einer erhöhten Rezidivhäufigkeit bei Wilms-Tumoren ohne 

Anaplasie (Natrajan et al. 2006). Natrajan et al. analysierten 76 Gewebsproben aus 

primär operierten Tumoren, wobei 37 hiervon aus Rezidivtumoren stammten. Es 

wurden lediglich Tumore mit günstiger Histologie in die Untersuchung eingeschlossen. 

Es gelang der Nachweis eines signifikanten Zusammenhangs zwischen einem 

Zugewinn auf Chromosom 1q und einer negativen Prognose, wobei in den betroffenen 

Tumoren häufig weitere genetische Mutationen gefunden wurden, vor allem ein Verlust 

auf Chromosom 1p und/oder 16q zeigte sich ebenfalls (Natrajan et al. 2006). 

Perotti et al. analysierten im Rahmen einer 2012 veröffentlichten Arbeit die 

Gewebsproben von 77 Patienten mit Wilms-Tumor mithilfe einer Einzelnukleotid-

Polymorphismus (SNP) Analyse des gesamten Genoms (Perotti et al. 2012). In dieser 

Arbeit wurden auch Tumore mit ungünstiger Histologie eingeschlossen, sodass 7 % 

der untersuchten Gewebsproben eine Anaplasie aufwiesen. Die Entnahme des 

Materials erfolgte bei Diagnose, das heißt vor Chemotherapie. Ein Zugewinn auf 

Chromosom 1q konnte als unabhängiger prognostischer Faktor für einen negativen 

klinischen Verlauf nachgewiesen werden (p=0,006).  

Im Jahr 2013 wurden zwei Arbeiten veröffentlicht, in denen ebenfalls die Methode der 

MLPA für die Analyse genutzt wurde und die sich mit dem Thema des Zugewinns auf 

1q im Hinblick auf die Prognose des Wilms-Tumors befasst haben.  

Die erste dieser Arbeiten ist von Gratias et al. im Rahmen der Untersuchungen der 

National Wilms Tumor Study Group (NWTSG) veröffentlicht worden (Gratias et al. 

2013). Analysiert wurden dabei die Proben von 212 Tumoren mit günstiger Histologie, 

das heißt wieder ohne Anaplasie. Zudem waren die Tumoren primär operiert und somit 

nicht vorher chemotherapiert worden. Bei 27 % der Proben konnte ein Zugewinn auf 

Chromosom 1q nachgewiesen warden. Das EFS nach acht Jahren betrug für die 

Patienten mit einem Zugewinn auf 1q 76 % im Gegensatz zu 93 % bei den Patienten 

ohne Zugewinn auf 1q (p=0,0024). Dieser Unterschied ist somit statistisch signifikant. 

Auch beim Gesamtüberleben zeigte sich mit 89 % bzw. 98 % ein Unterschied zwischen 

den beiden analysierten Gruppen, welcher mit p=0,067 jedoch nicht statistisch 

signifikant war. Insgesamt kann also gesagt werden, dass im Rahmen der Arbeit von 

Gratias et al. erneut der Nachweis eines Zusammenhangs zwischen einem Zugewinn 
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auf Chromosom 1q und einer schlechteren Krankheitsprognose gelungen ist. Da 

jedoch wieder nur Tumore mit günstiger Histologie in die Untersuchung 

eingeschlossen wurden, kann dieser Nachweis nicht auf alle Wilms-Tumore 

übertragen werden. Zudem wurden auch hier wieder primär operierte Proben 

analysiert, sodass die Ergebnisse nicht direkt auf die in Deutschland behandelten 

Patienten übertragbar sind (vgl. Abschnitt 3.1.1). 

In einer weiteren Arbeit konnten Segers et al. 2013 ebenfalls einen Zusammenhang 

zwischen einer schlechten Prognose und einem Zugewinn auf Chromosom 1q beim 

Wilms-Tumor zeigen (Segers et al. 2013). Die Autoren analysierten Gewebsproben 

von 331 Patienten, von denen ca. eine Hälfte primär operiert und die andere 

präoperativ chemotherapiert worden waren. Im Gegensatz zu den vorhergehenden 

Arbeiten wurden dabei zudem nicht nur Wilms-Tumore mit günstiger Histologie 

untersucht, sondern auch 22 Gewebsproben mit Anaplasie. Mittels MLPA konnte bei 

19 % der untersuchten Proben ein Zugewinn auf Chromosom 1q nachgewiesen 

werden. Unabhängig von anderen klinischen Parametern gelang den Autoren dabei 

der Nachweis, dass dieser Zugewinn sowohl für das EFS als auch für das 

Gesamtüberleben (OS) ein signifikanter negativer prognostischer Faktor war (p=0,02 

bzw. p=0,004). Um diese Arbeit mit der hier vorliegenden zu vergleichen, ist es 

außerdem wichtig, die verschiedenen, untersuchten Untergruppen hinsichtlich des 

Nachweises eines Zugewinns auf Chromosom 1q zu betrachten. Von den 331 

untersuchten Gewebsproben war bei 303 Proben bekannt, ob sie primär operiert 

wurden oder erst eine Chemotherapie erhalten haben. Bei den insgesamt 119 

Gewebsproben aus primär operierten Tumoren konnte bei 26 ein Zugewinn auf 

Chromosom 1q nachgewiesen werden, entsprechend einer Quote von 22%. Bei den 

184 präoperativ chemotherapierten Tumoren stellte sich dies mit 35 Gewebsproben 

mit Zugewinn auf 1q, welches 19% entspricht, sehr ähnlich dar. Eine weitere 

Untergruppe, deren Betrachtung zum Vergleich mit dem Ergebnis der vorliegenden 

Arbeit interessant erscheint, ist die Gruppe der Tumore mit Anaplasie. Diese umfasste 

in der Untersuchung von Segers et al. 22 verschiedene Gewebsproben, was 7% 

entsprach. Von diesen 22 Proben konnte bei 5 ein Zugewinn auf Chromosom 1q 

nachgewiesen werden, entsprechend 23% (Segers et al. 2013). 
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2016 wurde im Rahmen der Arbeit der SIOP von Chagtai et al. eine weitere Studie 

veröffentlicht, in welcher ein Zusammenhang zwischen einem Zugewinn auf 

Chromosom 1q und einer schlechten Prognose nachgewiesen werden konnte 

(Chagtai et al. 2016). Für diese Studie wurden die Gewebsproben von 586 präoperativ 

chemotherapierten Patienten mittels MLPA auf einen Zugewinn auf Chromosom 1q 

sowie weitere genetische Aberrationen (z. B. Verlust auf Chromosom 1p oder 16q) 

untersucht. Analysiert wurden Gewebsproben von Patienten mit lokal begrenzten 

Tumoren (Stadium I-IV, vgl. Abschnitt 3.1.1), wenn der Tumoranteil mindestens 50 % 

an der Probe betrug. Hierbei wurde keine Vorselektion getroffen, sodass die klinischen 

Charakteristika der Patienten in der Studie der Gesamtheit der registrierten Patienten 

mit präoperativer Chemotherapie und unilateralem Tumor entsprach. Dies stellt einen 

deutlichen Unterschied zur vorliegenden Arbeit dar, in welcher in der Testgruppe vor 

allem Gewebsproben von blastemreichen Tumoren untersucht wurden. Allerdings 

untersuchten Chagtai et al. auch das Gewebe von local oder diffus anaplastischen 

Tumoren, welche einen Anteil von knapp 18 % an der Gesamtzahl der untersuchten 

Gewebsproben ausmachten. Bei 28,5 % aller untersuchten Proben konnte ein 

Zugewinn auf Chromosom 1q nachgewiesen werden, der größte Anteil hiervon bei 

blastemreichen Tumoren (Unterschied statistisch nicht signifikant). Unabhängig von 

weiteren Parametern konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen einem 

Zugewinn auf Chromosom 1q und dem EFS bzw. dem OS nachgewiesen werden 

(p<0,001 bzw. p=0,01). Wurden weitere Parameter in die Analyse einbezogen, zeigte 

sich ein Zugewinn auf Chromosom 1q jedoch nur noch als negativer prognostischer 

Faktor für das EFS (p=0,002) während für das OS kein signifikanter Zusammenhang 

nachgewiesen werden konnte. Auch bei der Analyse wichtiger Untergruppen 

(Patienten mit lokalisierten Tumoren der Stadien I-III bzw. mit lokalisierten, nicht-

anaplastischen Tumoren) konnte nur ein signifikanter Zusammenhang zwischen 

einem Zugewinn auf Chromosom 1q und dem EFS, nicht aber dem OS nachgewiesen 

werden (Chagtai et al. 2016). 
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5.3 Schlussfolgerungen 

Im Gegensatz zu den im Abschnitt 5.2 erwähnten Publikationen konnte im Rahmen 

der hier vorliegenden Arbeit kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer 

negativen Prognose des Wilms-Tumors und einem Zugewinn auf Chromosom 1q 

nachgewiesen werden. Die eingangs in Abschnitt 2 gestellte erste Frage kann im 

Hinblick auf die Ergebnisse dieser Arbeit somit verneint werden.  

Ein Grund hierfür kann darin liegen, dass die beschriebenen Arbeiten größtenteils auf 

die Analyse von Tumoren mit günstiger Histologie beschränkt waren und daher keine 

Gewebsproben mit Anaplasie untersucht wurden. Wenn man davon ausgeht, dass in 

anaplastischem Gewebe besonders häufig ein Zugewinn auf Chromosom 1q vorliegt, 

wie es im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, verändert sich durch den 

Einschluss von anaplastischen Gewebsproben in die Untersuchung sowohl der Anteil 

der Gewebsproben mit Zugewinn auf 1q bei der Validierungs- als auch bei der 

Testgruppe. Dies könnte dazu führen, dass ein zuvor beschriebener Zusammenhang 

in der vorliegenden Arbeit nicht mehr als statistisch signifikant gezeigt werden kann. 

Bei zwei der Arbeiten, in denen auch anaplastisches Gewebe untersucht wurde, lag 

der Anteil der Tumoren mit Anaplasie im Vergleich zu den insgesamt untersuchten 

Tumoren jeweils bei 7 % (Segers et al. 2013; Perotti et al. 2012). In der Arbeit von 

Chagtai et al. machten die Tumore mit Anaplasie knapp 18 % der insgesamt 

untersuchten Tumore aus (Chagtai et al. 2016). Damit stellten die Gewebsproben mit 

Anaplasie in den Arbeiten von Segers et al. und Perotti et al. einen deutlich geringeren 

Anteil an den Gesamtproben dar als in der vorliegenden Arbeit, bei welcher 21 % der 

Testgruppe bzw. 12 % der Validierungsgruppe Tumore mit diffuser Anaplasie waren 

(vgl. Abschnitt 4.1). Dieser Unterschied ist einerseits dadurch begründet, dass in der 

Testgruppe Tumore mit einem hohen Malignitätsgrad untersucht wurden, zu welchen 

auch solche mit einer diffusen Anaplasie als negativem prognostischem Faktor 

gehören. Die Tatsache, dass der prozentuale Anteil der Tumoren mit diffuser 

Anaplasie jedoch auch in der Validierungsgruppe höher als in den anderen Arbeiten 

(ausgenommen der von Chagtai et al.) war, lässt sich andererseits am ehesten 

dadurch erklären, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur präoperativ 

chemotherapierte Tumore untersucht wurden (vgl. Abschnitt 3.1). Diese These wird 

dadurch unterstützt, dass der Anteil anaplastischer Tumore an der Gesamtzahl der 
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untersuchten Gewebsproben in der Arbeit von Chagtai et al., in welcher auch nur 

präoperativ chemotherapierte Patienten untersucht wurden, zwischen den Zahlen der 

Test- und Validierungsgruppe dieser Arbeit liegt. Im Vergleich zu den beiden 

erstgenannten Arbeiten, welche nur primär operierte Tumore bzw. zu 50 % primär 

operierte Tumore untersucht haben, ist daher mit einer veränderten Histologie des 

untersuchten Gewebes zu rechnen (vgl. Abschnitt 5.1).  

Ein weiterer Unterschied, der im Vergleich zu den Arbeiten anderer Autoren auffällt, 

ist, dass der Anteil an Gewebsproben mit einem Zugewinn auf Chromosom 1q im 

Vergleich zu solchen ohne in der vorliegenden Arbeit sehr viel höher ist als in anderen. 

Während im Rahmen dieser Arbeit bei 45 % der Testgruppe und bei 58 % der 

Validierungsgruppe ein Zugewinn auf Chromosom 1q nachgewiesen wurde, zeigten 

z.B. bei Segers et al. nur 19 % und bei Gratias et al. 27 % der untersuchten Proben 

diese Aberration (Segers et al. 2013; Gratias et al. 2013). Wenn man annimmt, dass 

ein Zugewinn auf Chromosom 1q einen negativen Prognosefaktor darstellt, könnte 

dieser Unterschied darauf hinweisen, dass vor allem Tumore mit einer solchen 

genetischen Aberration vermehrt resistent gegenüber Chemotherapie sind. Dies 

würde dann dazu führen, dass im Rahmen dieser Arbeit der Anteil an Proben mit einem 

Zugewinn auf Chromosom 1q höher war, weil besonders dieses Gewebe auch nach 

der Chemotherapie vital ist. Hiergegen spricht jedoch, dass in der Gruppe der 

präoperativ chemotherapierten Gewebsproben bei Segers et al. nur bei 19% und in 

der Arbeit von Chagtai et al. bei 28,5 % ein Zugewinn auf Chromosom 1q 

nachgewiesen werden konnte (vgl. Abschnitt 5.2). Es muss also weitere Gründe 

geben, die diese sehr unterschiedlichen Zahlen bedingen. Eine Möglichkeit ist, dass 

bei den Untersuchungen für die vorliegende Arbeit der Anteil von vitalem 

Tumorgewebe an der Gesamtprobe höher war als in den vorher publizierten Arbeiten. 

Dies ließe sich dadurch erklären, dass nur Gewebeblöcke mit mindestens 90% vitalem 

Tumorgewebe direkt analysiert wurden und alle Proben mit kleinerem Tumoranteil 

vorher makrodisseziert wurden (vgl. Abschnitt 3.2.1). Hierdurch wurde erreicht, dass 

ein möglichst großer Teil der analysierten DNA aus dem Tumor stammte, sodass die 

Sensitivität für die Detektion eines Zugewinns auf 1q höher als in den vorherigen 

Arbeiten war, bei welchen ein solches Vorgehen nicht beschrieben wurde. Zudem 

wurde, wenn Blastem vorhanden war, primär dieses makrodisseziert, um das Gewebe 

weiter zu untersuchen. Da besonders blastemreiche Tumoren zu einem hohen 
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Prozentsatz einen Zugewinn auf Chromosom 1q aufweisen (vgl. Abschnitt 4.1), kann 

dieses Vorgehen dazu geführt haben, dass der Anteil an Tumoren mit einem Zugewinn 

in dieser Arbeit sowohl in der Validierungs- als auch in der Testgruppe besonders hoch 

ist.  

Zusätzlich zu den genannten Gründen muss außerdem der Aspekt der 

Tumorheterogenität bei der Interpretation der Daten berücksichtigt werden. Die bisher 

publizierten Arbeiten zu dem Thema der prognostischen Bedeutung eines Zugewinns 

auf Chromosom 1q haben vor allem die interindividuelle Tumorheterogenität betrachtet 

ohne dabei auf Unterschiede innerhalb der einzelnen Tumore einzugehen. Diese 

intraindividuelle Tumorheterogenität wurde jedoch bereits in vielen verschiedenen 

Tumoren nachgewiesen und kann weiter sogar in eine räumliche und eine zeitliche 

(die sogenannte Tumorevolution) Tumorheterogenität unterschieden werden (Song et 

al. 2015). So konnte z.B. in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen, klarzelligen 

Nierenkarzinomen und Brustkarzinomen mithilfe der genetischen Analyse einzelner 

Regionen oder sogar einzelner Zellen sowohl eine räumliche als auch eine zeitliche 

Tumorheterogenität gezeigt werden (Bruin et al. 2014; Gerlinger et al. 2014; Wang et 

al. 2014). Da in den bisherigen Arbeiten bezüglich des Zugewinns auf 1q immer nur 

eine Probe des jeweils zu untersuchenden Tumors zu einem bestimmten Zeitpunkt 

analysiert wurde, ist es durchaus möglich, dass die intraindividuelle 

Tumorheterogenität ein Grund für die unterschiedlichen Ergebnisse der Publikationen 

ist. Wenn man bei der analysierten Probe aus einem Tumor z.B. eine Region 

untersucht hat, in welcher die Mehrzahl der Zellen keinen Zugewinn auf Chromosom 

1q aufweist, muss dies nicht zwangsläufig bedeuten, dass ein solcher Zugewinn nicht 

woanders in dem Tumor nachzuweisen wäre. Zudem kann es sein, dass der Tumor 

sich durch genetische Mutationen im zeitlichen Verlauf verändert und die genetische 

Analyse zu zwei verschiedenen Zeitpunkten unterschiedliche Ergebnisse ergeben 

könnte. Dies würde, wenn man den Zugewinn auf Chromosom 1q als prognostischen 

Faktor nutzen sollte, jeweils zu einer anderen Aussage bezüglich des Risikos für den 

Patienten und der Therapieentscheidung führen. Zudem kann es ein Grund dafür sein, 

dass der Anteil an Tumoren mit Zugewinn auf Chromosom 1q an der Gesamtzahl der 

untersuchten Gewebsproben in dieser Arbeit höher war als in den bisher erschienenen 

Publikationen. 
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Die zweite Frage, die im Rahmen dieser Arbeit beleuchtet werden sollte, war, ob es 

Möglichkeiten geben könnte, den Zugewinn auf Chromosom 1q für die individuelle 

Prognose und somit weitere Therapieentscheidung eines Patienten zu nutzen. Da kein 

signifikanter Zusammenhang zwischen einem Zugewinn auf Chromosom 1q und 

einem verringerten EFS nachgewiesen werden konnte, muss diese Frage auf Basis 

der vorliegenden Arbeit momentan erst einmal verneint werden. Wie in Abschnitt 4.3 

beschrieben wurde, ist der Zusammenhang zwischen dem EFS und dem 

Malignitätsgrad der untersuchten Tumore jedoch signifikant, sodass die Histologie des 

entnommenen Gewebes zumindest auch vorerst ein verlässliches 

Prognoseinstrument zu sein scheint. Berücksichtigt man jedoch die Ergebnisse 

anderer Arbeiten, so scheint es in jedem Fall notwendig, weitere Untersuchungen im 

Bereich der Molekulardiagnostik durchzuführen, um so zukünftig eventuell weitere, 

verlässlichere Prognoseparameter zu entwickeln. 

5.4 Ausblick 

Da diese Arbeit bisher eine von lediglich zwei Untersuchungen ist, bei der 

ausschließlich Gewebsproben von primär chemotherapierten Patienten untersucht 

worden sind, scheint es sinnvoll, in diesem Bereich weiter zu forschen, um die Aussage 

einer nicht ausreichenden Signifikanz zu validieren oder zu widerlegen. Besonders im 

Bereich der Wilms-Tumore mit intermediärer Malignität und kleinem Blastemanteil, bei 

denen im Rahmen dieser Arbeit eine Tendenz zu einer schlechteren Prognose bei 

Zugewinn auf Chromosom 1q aufgefallen ist, könnte eine weitere Untersuchung 

sinnvoll sein, da es sich hier nur um eine Untergruppe mit sehr kleiner Fallzahl 

handelte. Genauso sollten die anderen Untergruppen separat mit größeren Fallzahlen 

analysiert werden, um eventuell übersehene Zusammenhänge mithilfe 

aussagekräftigerer Testgruppen aufdecken zu können. 

In Bezug auf die in Abschnitt 5.3 erwähnte Tumorheterogenität scheint es außerdem 

notwendig, weitere Untersuchungen mit mehreren Gewebsproben desselben Tumors 

sowie im zeitlichen Verlauf der Erkrankung durchzuführen. Dies würde eine Aussage 

über die intraindividuelle genetische Heterogenität der Wilms-Tumore ermöglichen 

und könnte zudem zeigen, wie viele Proben eines einzelnen Tumors benötigt werden, 

um ein zuverlässiges Ergebnis hinsichtlich eine Zugewinns auf Chromosom 1q zu 
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erhalten. Besonders vor dem Hintergrund, dass diese Eigenschaft des Tumors zur 

Krankheitsprognose und Therapieentscheidung genutzt werden könnte, ist es 

dringend notwendig, eine zuverlässige Aussage treffen zu können. 

Eine weitere Frage, die man sich stellen kann, ist, ob die Genexpression im Rahmen 

des Wilms-Tumors nicht vielleicht noch bedeutender ist als der Genstatus des 

jeweiligen Gewebes. So gelang Lu et al. bereits 2002 in einer Untersuchung mit einer 

kleinen Fallzahl von 18 Tumorproben der Nachweis, dass unabhängig vom 

chromosomalen Status alle untersuchten Tumore mit Rezidiv die Gene auf 

Chromosom 1q überexprimierten (Lu et al. 2002). Auch Huang et al. konnten 

nachweisen, dass einige Gene auf Chromosom 1q bei Tumorrezidiven im Vergleich 

zur gesamten Gruppe hochreguliert sind (Huang et al. 2009). Im Rahmen ihrer Arbeit 

wurde jedoch das gesamte Genom untersucht und die Prognosefaktoren waren nicht 

für alle Tumorstadien anwendbar. Außerdem wurden bei beiden Studien erneut nur 

Tumore mit günstiger Histologie, die primär operiert wurden, inkludiert. Insgesamt wird 

aber deutlich, dass viele weitere Untersuchungen und die Identifikation 

verantwortlicher Gene notwendig sind, um zuverlässige Prognosefaktoren für die 

Therapie des Wilms-Tumors zu entwickeln. 

Obwohl der Zusammenhang zwischen einem Zugewinn auf Chromosom 1q und einer 

negativen Prognose des Wilms-Tumors in dieser Arbeit nicht als signifikant gezeigt 

werden konnte und das Erkrankungsstadium bei Diagnose sowie die postoperative 

Histologie des Tumors weiterhin die verlässlichsten Prognoseparameter zu sein 

scheinen, ist es notwendig, weiter auf dem Gebiet der Molekulargenetik zu forschen, 

um die Zuverlässigkeit der Prognose und somit das Therapieergebnis für die Patienten 

zu verbessern. Hierbei sollte einerseits der Einfluss eines Zugewinns auf Chromosom 

1q auf die Prognose der Erkrankung weiter beleuchtet werden, andererseits aber auch 

der Effekt von Mutationen auf anderen Genorten beachtet werden. Da die Forschung 

auf Molekularebene immer weiter voranschreitet, scheint es auf diesem Gebiet noch 

sehr viele unerkannte Zusammenhänge zu geben, welche zukünftig eventuell für die 

Therapie- und Prognoseverbesserung im Sinne der Patienten genutzt werden können. 

Nach der Identifikation zuverlässiger Prognoseparameter auf molekulargenetischer 

Ebene bestünde zudem eine weitere Aufgabe darin, klinisch praktikable 
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Analysemöglichkeiten zu entwickeln, welche es ermöglichen, die Gewebsproben jedes 

Patienten möglichst kostengünstig, schnell und zuverlässig zu untersuchen.  
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6 Zusammenfassung 

Der Wilms-Tumor ist der häuftigste Nierentumor bei Kindern, an dem ungefähr eins 

von 10.000 Kindern erkrankt. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt dabei 

zwischen 2 und 5 Jahren. Durch die Arbeit internationaler Studienzentralen und die 

Verbesserung der Therapiemöglichkeiten beträgt die Langzeitüberlebensrate des 

Wilms-Tumors heute 90 %. Trotz dieser guten Zahlen muss es das nächste Ziel sein, 

Rezidive und Todesfälle zu verhindern und die Spätfolgen der Therapie so gering wie 

möglich zu halten. Daher ist es wichtig, zuverlässige Prognoseparameter zu finden, 

mit denen die Therapie individuell festgelegt werden kann.  

Bisher besteht die Therapie in Deutschland in einer neoadjuvanten Chemotherapie mit 

anschließender operativer Tumorresektion, der wiederum eine Chemotherapie folgt. 

Der Umfang und die Dauer der ersten Chemotherapie werden dabei durch die 

Tumorausbreitung festgelegt. Nach der chirurgischen Intervention erfolgt dann eine 

histologische Befundung des Gewebes, welche über die abschließende Therapie 

entscheidet. Es werden bisher also noch keine molekulargenetischen Parameter 

genutzt, um das Risiko bzw. die Prognose des jeweiligen Patienten zu bestimmen. 

In den letzten Jahren sind mehrere Veröffentlichungen erschienen, in denen ein 

Zusammenhang zwischen einem Zugewinn auf dem langen Arm von Chromosom 1 

und einer schlechteren Prognose des Wilms-Tumors nachgewiesen werden konnte. 

Diese Veröffentlichungen wurden größtenteils an Tumoren mit günstiger Histologie, 

welche primär operativ entfernt wurden, durchgeführt. Zu dieser primären Operation 

kommt es dadurch, dass es weltweit zwei verschiedene Therapieansätze gibt. Im 

Rahmen der COG behandelte Kinder werden primär operiert und anschließend 

chemotherapiert. Kinder, die in Deutschland im Rahmen der SIOP-2001/GPOH-Studie 

behandelt werden, erhalten jedoch wie vorbeschrieben erst eine Chemotherapie und 

werden anschließend operiert.  

Das Ziel dieser Arbeit bestand daher darin, zu prüfen, ob auch bei präoperativ 

chemotherapierten Tumoren, welche eine prognostisch eher ungünstige Histologie 

aufweisen, ein Zusammenhang zwischen einem Zugewinn auf Chromosom 1q und 

einem verringerten EFS besteht. Hierzu wurde eine Testgruppe aus 98 Fällen mit 

einem hohen Malignitätsgrad aus den Jahren 2002 – 2012 untersucht. Um die 
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Ergebnisse anschließend mit dem Gesamtkollektiv der Wilms-Tumore vergleichen zu 

können, erfolgte außerdem die Analyse einer Validierungsgruppe, die aus 81 

Gewebsproben von aller im Jahr 2007 in die SIOP-2001/GPOH-Studie 

aufgenommenen Patienten bestand.  

In einem ersten Schritt erfolgte die DNA-Isolierung aus den in Paraffin eingebetteten 

Gewebsproben. Anschließend wurde das gewonnene Material mithilfe der Multiplex 

ligation-dependent probe amplification (MLPA) analysiert und auf einen genetischen 

Zugewinn auf Chromosom 1q hin untersucht. Die Auswertung und der Vergleich der 

Ergebnisse mit den klinischen Patientendaten erfolgte mithilfe von Kaplan-Meier-

Kurven.  

Im Gegensatz zu den vorherigen Veröffentlichungen konnte im Rahmen dieser Arbeit 

kein signifikanter Zusammenhang zwischen einem Zugewinn auf Chromosom 1q und 

einer schlechteren Prognose des Wilms-Tumors gefunden werden. Um diese 

Ergebnisse zu validieren oder zu widerlegen bzw. um vielleicht eine Relevanz des 

genetischen Zugewinns für einzelne Untergruppen der Erkrankung zu beweisen, wird 

es in Zukunft notwendig sein, weitere Untersuchungen mit größeren Fallzahlen in 

diesem Bereich durchzuführen. Nach dem jetzigen Wissensstand scheint jedoch 

vorerst weiterhin die Histologie des Gewebes der zuverlässigste Prognosefaktor zu 

sein. 
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