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Referat 

 

Die Behandlung fortgeschrittener maligner Neoplasien mit den klassischen, 

wenig selektiven Therapien der chirurgischen, chemotherapeutischen und 

strahlentherapeutischen Ansätze  erfährt in den letzten Jahren einen rasanten 

Wandel hin zu einer personalisierten Medizin. Die Voraussetzung für die 

zunehmende Individualisierung der Krebstherapie sind detaillierte Kenntnisse 

über die Genese der einzelnen Erkrankungen, die biologischen Charakteristika 

des Untersuchungsgutes und die einzusetzenden molekularen Methoden. 

Im Rahmen der Untersuchungen zur Charakterisierung von myeloproliferativen 

Neoplasien konnten wir neben der erstmaligen Darstellung der Verteilung von 

neoplastischen Zellen im Blut zeigen, dass diese Progenitorzellen von 

Patienten mit Polyzythämia vera eine Dysregulation von Wachstumsrezeptoren 

sowie eine Unausgewogenheit der verschiedenen Untereinheiten der DNA- 

abhängigen Proteinkinase aufweisen. Diese Charakteristika könnten ursächlich 

zu verschiedenen bekannten Veränderungen im Rahmen der Erkrankung 

beitragen, wie die verlängerte Lebensdauer, erhöhte Proliferation dieser Zellen 

und die Akkumulation von chromosomalen Schäden. 

Für Patienten mit chronischer myeloischer Leukämie mit Zustand nach 

allogener Stammzelltransplantation konnten wir im Vergleich zu Patienten mit 

primärer Myelofibrose darstellen, dass, trotz vollständiger 

Spenderhämatopoiese im Blut, eine deutlich höhere Anzahl an neoplastischen 

Progenitorzellen im Knochenmark mit der schlechteren Prognose dieser 

Patientengruppe korreliert. 

Das neu entdeckte Gebiet der nicht kodierenden RNA eröffnet neue Ansätze für 

die Diagnostik und Therapie auch der myeloproliferativen Neoplasien. Wir 

konnten zeigen, dass die Möglichkeit besteht, aus archiviertem, 

formalinfixierten, teils dekalzifizierten und paraffinierten Material auch nach 

Jahren ausreichend Material für vergleichende Expressionsanalysen zu 

gewinnen. 

Zum therapiebegleitenden Monitoring von Patienten mit JAK2 positiven 

myeloproliferativen Neoplasien entwickelten wir ein Verfahren mit einer bis 

dahin nicht erreichten technischen Sensitivität von 0,001 % und konnten damit 

sowohl die Prognose der Patienten nach allogener Stammzelltransplantation 

bestimmen als auch Rezidive schon Monate vor den klinischen Symptomen 

vorhersagen. 

 

Siebolts, Udo: Molekulare Charakterisierung und Diagnostik ausgewählter 
hämatologischer und solider maligner Neoplasien, Halle (Saale), Univ., Med. 
Fak., Habil., 119 Seiten, 1 Tab., 3 Abb., 2018 
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1. Einleitung 
 

Grundvoraussetzung für die molekulare Diagnostik maligner Neoplasien ist die 

Kenntnis (1) über die kausale und formale Genese jeder einzelnen Erkrankung, 

(2) über die biologischen Charakteristika des Untersuchungsgutes, seien es 

Tumorresektate, Tumorbiopsien oder dispergierte Tumorprodukte in 

Körperflüssigkeiten und (3) über die verwendeten molekularbiologischen 

Methoden.   

Die dieser kumulativen Habilitationsschrift zu Grunde liegenden Publikationen 

beleuchten jeweils Teilaspekte dieser komplexen Fragestellungen für 

ausgewählte maligne Neoplasien, Analyte und/oder Techniken. Die folgenden 

Kapitel geben eine Übersicht über die aktuellen Erkenntnisse der  behandelten 

Themengebiete. 

 

1.1 Myeloproliferative Neoplasien 
 

William Dameshek beschrieb 1951 als erster das bahnbrechende Konzept der 

myeloproliferativen Erkrankungen mit den klassischen Entitäten der 

chronischen myeloischen Leukämie (CML), der Polycythämia vera (PV), der 

essentiellen Thrombozythämie (ET) und der primären Myelofibrose (PMF) 

(Dameshek, 1951). 

In der 2001 erschienenen 3. Auflage der WHO Klassifikation von Tumoren des 

hämatopoietischen und lymphatischen Gewebes wurde der Begriff der 

chronischen myeloproliferativen Erkrankungen (chronic myeloproliferative 

diseases, CMPE) eingeführt (Jaffe et al., 2001; Vardiman and Harris, 2001). In 

dieser Gruppe wurden zusätzlich die chronische Neutrophilenleukämie (CNL), 

die chronische Eosinophilenleukämie (CEL) (auch hypereosinophiles Syndrom, 

HES) sowie die CMPD, unklassifizierbar, ergänzt. 

Eine erneute Änderung der Einordnung einzelner Erkrankungen sowie deren 

Namensgebung vollzog die 2008 erschienene 4. Auflage der WHO 
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Klassifikation. Da der klonale und damit neoplastische Ursprung mittlerweile 

akzeptiert war, wurde der Name „myeloproliferative Neoplasien (MPN)“ gewählt, 

der noch heute Gültigkeit hat (Swerdlow et al., 2008; Tefferi and Vardiman, 

2008; Vardiman et al., 2009). Die Gruppe der Mastzellerkrankungen wurde nun 

ebenfalls unter dem Oberbegriff MPN geführt. Die seltene Form der 

Philadelphiachromosom (Ph) negativen CML wurde als atypische chronische 

myeloische Leukämie, BCR-ABL1 negativ, unter der Gruppe der 

myelodysplastischen / myeloproliferativen Neoplasien (MDS/MPN) als 

eigenständige und von den klassischen MPN getrennte Erkrankung 

eingeordnet. 

Bedingt durch den zunehmenden Informationsgewinn durch 

molekularbiologische Forschung wurde in der WHO Klassifikation von 2008 

zum ersten Mal eine Klassifikation anhand genetischer Eigenschaften durch die 

Schaffung der Gruppe der Myeloischen Neoplasien assoziiert mit Eosinophilie 

und Abnormalitäten von PDGFRA, PDGFRB oder FGFR1 vorgenommen. 

In der aktuell gültigen WHO-Klassifikation von 2017, die eine Revision der 4. 

Auflage darstellt, werden die Mastzellerkrankungen oder auch Mastozytosen 

nunmehr als eigene Gruppe geführt. Die MPN unterteilen sich nun in die 

klassischen Erkrankungen BCR-ABL1 positive CML, ET, PV, PMF sowie die 

chronische Neutrophilenleukämie, die chronische Eosinophilenleukämie, nicht 

anders spezifiziert, sowie die MPN, unklassifizierbar (Tabelle 1) (Swerdlow et 

al., 2017). 

Tabelle 1. 2017 WHO Klassifikation für myeloproliferative Neoplasien 

- Acute myeloid leukaemia 

- Myelodysplastic syndromes (MDS) 

- Myeloproliferative neoplasms (MPN)  

 - Chronic myeloid leukaemia, BCR-ABL1-positive 

 - Polycythemia vera  

 - Essential thrombocythaemia  

  - Primary myelofibrosis 

  - Prefibrotic/early primary myelofibrosis 

  - Overt primary myelofibrosis  

 - Chronic neutrophilic leukaemia  
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 - Chronic eosinophilic leukaemia, not otherwise specified  

 - Myeloproliferative neoplasm, unclassifiable  

- MDS/MPN  

 - Chronic myelomonocytic leukaemia  

 - Atypical chronic myeloid leukaemia, BCR-ABL1-negative 

 - Juvenile myelomonocytic leukaemia  

 - MDS/MPN with ring sideroblasts and thrombocytosis  

 - MDS/MPN, unclassifiable  

- Myeloid neoplasms associated with eosinophilia and gene rearrangement 

 - Myeloid/lymphoid neoplasms with PDGFRA rearrangement  

 - Myeloid/lymphoid neoplasms with PDGFRB rearrangement  

 - Myeloid/lymphoid neoplasms with FGFR1 rearrangement  

 - Myeloid/lymphoid neoplasms with PCM1-JAK2 

 

1.1.1 Chronische myeloische Leukämie, BCR-ABL1 – positiv 

 

Die BCR-ABL1 positive CML ist dominiert von einer überschießenden 

neoplastischen Proliferation einer ausreifenden Granulopoiese und ist mit einer 

Inzidenz von 1,6 auf 100.000 Einwohner die häufigste Erkrankung aus der 

Gruppe der chronischen myeloproliferativen Neoplasien (MPN). Sie ist die erste 

Erkrankung, bei der ein einzelner chromosomaler Defekt als ätiopathologisch 

bereits im Jahr 1960 in Philadelphia beschrieben werden konnte (Geary, 2000; 

Nowell and Hungerford, 1960). Erst 20 Jahre später konnte die als Philadelphia 

Chromosom bekannt gewordene Aberration als reziproke Translokation von 

Anteilen der Chromosomen 9 und 22 dargestellt werden (de Klein et al., 1982). 

Dabei kommt es zu einer Verlagerung des sogenannten Abelson Onkogens 

(ABL) von Chromosom 9 in eine umschriebene Region des Chromosoms 22, 

die sogenannte „breakpoint cluster region“ oder BCR. Das BCR Gen kodiert für 

ein 160 kD großes Phosphoprotein mit assoziierter Serin/Threonin- 

Kinaseaktivität. Verschiedene Bruchpunkte im BCR Gen im Rahmen der 

Translokation sind bekannt, wohingegen nur ein Bruchpunkt im ABL Gen auftritt 

(Groffen et al., 1984; Hermans et al., 1987; Shtivelman et al., 1985). Die Lage 

der entsprechenden Bruchpunkte ergibt das für die individuelle Neoplasie 

bestimmende Fusionsgen. Die onkogenen Produkte der häufigsten Fusionen 

sind p210(BCR-ABL) und p185(BCR-ABL). Allen Produkten gemeinsam ist die 
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konstitutive Aktivierung und somit onkogene Wirkung der nun ungehemmten 

Tyrosinkinasedomäne des Abelson Onkoproteins (ABL) (Maru and Witte, 1991). 

Die Therapie der CML basierte zunächst insbesondere auf der allogenen 

Knochenmarktransplantation und somit war die Detektion eines frühen Rezidivs 

von größter Bedeutung für die weitere Therapieplanung der Patienten. Ein 

vielversprechender Ansatz war die molekulare Detektion der definierten 

genetischen Aberration auf RNA Ebene. So konnte mittels der revers 

transkribierenden Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) eine sogenannte 

minimale Resterkrankung („minimal residual disease“, MRD) sensitiv erkannt 

werden und als Prädiktor für zukünftige Rezidive eingesetzt werden (Hughes et 

al., 1991; Lion et al., 1993; Radich et al., 1995). Mit Einführung der gezielten 

Tyrosinkinaseinhibitortherapie wurde die Transplantation zügig in den 

Hintergrund gedrängt und die 10-Jahres-Überlebensrate stieg bis auf aktuell 80 

bis 90% (Castagnetti et al., 2015). Die Detektion der minimalen Resterkrankung 

mittels RT-PCR an peripherem Blut wird trotz der geänderten Therapiestrategie 

weiterhin mit großem Erfolg eingesetzt und kann die Patienten definieren, die 

keiner weiteren Therapie bedürfen (Egan and Radich, 2016; Radich, 2009). 

 

1.1.2 BCR-ABL1 negative klassische myeloproliferative Neoplasien 
 

Die Polyzythämia vera (PV), die essentielle Thrombozythämie und die primäre 

Myelofibrose (PMF) werden als klassische Philadelphia Chromosom (Ph) 

negative myeloproliferative Neoplasien bezeichnet (Swerdlow et al., 2017). Es 

handelt sich um klonale hämatopoietische Stammzellerkrankungen, welche im 

Wesentlichen durch ein hyperproliferatives hämatopoietisches Knochenmark 

mit einer Vermehrung funktioneller Blutzellen charakterisiert sind. Diese 

neoplastische Blutzellpopulation kann entweder eine oder auch mehrere 

myeloische Zellreihen (Granulopoiese, Erythropoiese, Megakaryopoiese) 

betreffen.  

Betroffen sind vor allem ältere Patienten mit einem Gipfel der Altersverteilung in 

der fünften bis siebten Lebensdekade, es sind aber auch Erkrankungen bei 

jungen Erwachsenen und Kindern beschrieben. Insgesamt beträgt die jährliche 
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Inzidenz der drei Erkrankungen sechs pro 100.000 Einwohner (Swerdlow et al., 

2008, 2017). 

In der Erforschung dieser Erkrankungen kam es 2005 zu einem Durchbruch in 

der Charakterisierung molekularer Veränderungen, als fünf unabhängige 

Arbeitsgruppen zeitgleich eine konstitutiv aktivierende Punktmutation im JAK2 

Gen p.V617F publizierten (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics et 

al., 2005; Levine et al., 2005; Zhao et al., 2005). Die Janus Kinase 2 (JAK2), 

eine Tyrosinkinase im JAK-STAT-Signaltransduktionsweg, welcher unter 

anderem durch Rezeptortyrosinkinasen wie den Erythropoietinrezeptor oder 

Interleukinrezeptoren aktiviert wird, reguliert eine Reihe an zellulären Prozessen 

wie die Steuerung der Erythropoiese und Thrombopoiese. Des Weiteren 

können auch der MAPKinase- und der PI3Kinase- Signalweg und somit die 

Kontrolle über Proliferation und Apoptose durch JAK2 beeinflusst werden. 

Kommt es zu einer konstitutiven Aktivierung durch eine entsprechende 

Mutation, so kann diese als Treibermutation angesehen werden (James et al., 

2005; Shammo and Stein, 2016; Staerk et al., 2007).  

Nahezu alle Patienten mit PV und etwa die Hälfte der Patienten mit ET und 

PMF zeigen eine JAK2 p.V617F Mutation. Von den wenigen p.V617F negativen 

PV Patienten wiederum zeigen einige eine aktivierende komplexe Mutation im 

Exon 12 des JAK2 Gen. Weitere aktivierende Punktmutationen im 

Thrombopoietinrezeptorgen (MPL p.W515L/K/A/R/G oder p.S505N)  und 

Frameshiftmutationen im Exon 9 des Calreticulingens (CALR, Insertion / 

Deletion) können in einem Teil der JAK2 negativen ET und PMF Patienten 

nachgewiesen werden (Defour et al., 2016; Klampfl et al., 2013; Passamonti et 

al., 2016; Pikman et al., 2006; Scott et al., 2007). Ca. 2 % der Patienten mit PV 

und jeweils ca. 12 % der Patienten mit ET und PMF zeigen keine der bekannten 

Treibermutationen (Swerdlow et al., 2017). 

Seit 2008 sind diese molekularen Merkmale Teil der diagnostischen Kriterien, 

da diese Mutationen nicht bei reaktiven Läsionen zu finden sind (Tefferi, 2007). 

Bei den myeloischen Neoplasien jedoch gibt es in seltenen Fällen 

Überschneidungen zu anderen Entitäten. So kann z.B. die JAK2 p.V617F 

Mutation im Rahmen des myelodysplastischen Syndroms mit Ringsideroblasten 
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mit assoziierter Thrombozytose (früher RARS-T) (Ceesay et al., 2006; Szpurka 

et al., 2006) sowie in geringerer Häufigkeit bei anderen myeloischen Neoplasien 

auftreten (Jelinek et al., 2005; Kremer et al., 2006; Lee et al., 2006; Nishii et al., 

2007; Zecca et al., 2007), jedoch nicht in lymphatischen Neoplasien (Fiorini et 

al., 2006; Melzner et al., 2006). Somit ist die molekulare Charakterisierung 

alleine nicht in der Lage, die verschiedenen MPN Entitäten zu unterscheiden, 

kann jedoch die Histologie insbesondere in der Differentialdiagnose zu 

reaktiven Thrombozytosen oder Myelofibrosen unterstützen. Dies schlägt sich 

auch seit 2008 in der jeweils gültigen WHO- Klassifikation nieder, in der die 

Mutationen ebenso wie auch die Histologie an der Knochenmarkstanzbiopsie 

als sog. Major Kriterien in der Diagnostik für PV, ET und PMF geführt werden 

(Swerdlow et al., 2008, 2017). Darüber hinaus kann die molekulare 

Charakterisierung zusätzliche Informationen zur individuellen Prognose der 

Patienten liefern (Alvarez-Larrán et al., 2017; Rotunno et al., 2014; Rumi et al., 

2014; Tefferi and Vannucchi, 2017; Tefferi et al., 2014, 2017). 

 

1.2 Molekulare Pathophysiologie BCR-ABL1 negativer klassischer 

myeloproliferativer Neoplasien   

 

Die oben dargestellten Mutationen im JAK2, MPN und CALR Gen sind 

biologisch als sogenannte Treibermutationen einzuordnen (Alvarez-Larrán et 

al., 2017; Tefferi and Vannucchi, 2017). Das bedeutet, dass durch die 

konstitutiv aktivierten Proteine die entsprechenden intrazellulären Signalwege 

unabhängig von der Stimulation durch spezifische Wachstumsfaktoren ein 

neoplastisches Wachstum bedingen (Cazzola and Skoda, 2005; Vannucchi and 

Guglielmelli, 2008). Alle diese Mutationen haben direkten Einfluss sowohl auf 

die Hämatopoiese als auch auf die Steuerung der Proliferation und des 

Zellzyklus (James et al., 2005; Shammo and Stein, 2016; Staerk et al., 2007). 

Die onkogene Wirkung wird bei der JAK2 Mutation über eine konstitutive 

Aktivierung des JAK/STAT Signaltransduktionswegs, im Fall der MPL Mutation 

direkt über die Aktivierung des Thrombopoietinrezeptors und bei den CALR 

Mutationen indirekt über die Aktivierung des Thrombopoietinrezeptors erreicht 

(Vainchenker and Kralovics, 2017).  
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Interessanterweise kann die JAK2 p.V617F Mutation in Ausnahmefällen auch in 

gesunden Patienten nachgewiesen werden. In den letzten Jahren wird vermehrt 

das Konzept der klonalen Hämatopoiese mit unbestimmtem Potential („clonal 

hematopoiesis of indeterminate potential“ CHIP) diskutiert. Die CHIP beschreibt 

das Phänomen, dass mit zunehmendem Lebensalter die Wahrscheinlichkeit 

steigt, eine klonale Hämatopoiese mit Nachweis von potentiellen 

Treibermutationen im peripheren Blut zu entwickeln (u.a. JAK2, TP53, DNMT3). 

Bis zu 15 % der über 70 Jährigen und mehr als 30 % der über 85 Jährigen 

zeigen demnach eine klonale Hämatopoiese. In einigen Fällen konnte eine 

Progression in myeloproliferative Neoplasien bis hin zu Leukämien beobachtet 

werden. Heute geht man davon aus, dass das Risiko zur Entwicklung einer 

hämatologischen Neoplasie bei Nachweis einer CHIP bei 0,5 bis 1 % liegt. 

(Gibson and Steensma, 2018; Hinds et al., 2016; McKerrell et al., 2015; 

Steensma, 2018). 

Dies legt nahe, dass die beschriebenen Mutationen bei PV, ET und PMF nicht 

im Sinne einer monokausalen Ätiopathogenese gesehen werden können. 

Vielmehr scheinen weitere individuelle Faktoren Einfluss auf die Ausprägung 

der verschiedenen Erkrankungen zu nehmen. So kann im Falle der JAK2 

p.V617F Mutation ein Verlust der Heterozygotie („Loss of Heterozygosity“, LOH) 

durch eine mitotische Rekombination auf dem kurzen Arm des Chromosoms 9 

in ca. 30 % der PV und PMF Patienten festgestellt werden, im Gegensatz zu 

lediglich 2 bis 4 % der ET Patienten. Dabei gilt, dass die Homozygotie für JAK2 

p.V617F eine erhöhte Sensitivität gegenüber Erythropoietin bedingt und eine 

erhöhte Aktivität des JAK2 /  STAT Signalweges gemessen werden kann. Eine 

Erklärung hierfür kann eine fehlende Konkurrenz zwischen dem normalen und 

dem mutierten Allel oder auch eine erhöhte Interaktion mit Regulatoren wie dem 

suppressor of cytokine signaling-3 (SOCS-3) sein (Hookham et al., 2007). Im 

Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Ratio zwischen exprimierter 

normaler und mutierter JAK2 mRNA die phänotypische Ausprägung der 

Erkrankung widerspiegelt (Tiedt et al., 2008). 

Auch für die MPL und die CALR Mutationen konnte in retroviralen 

Mausmodellen gezeigt werden, dass sich Phänotypen vergleichbar zur ET und 
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PMF in den Tieren entwickeln (Balligand et al., 2016; Elf et al., 2016; Marty et 

al., 2016; Pikman et al., 2006). 

Die klassischen Ph negativen MPN zeigen neben den Treibermutationen 

weitere genomische Veränderungen, die in Kombination die phänotypische 

Ausprägung der individuellen Erkrankungen erklären könnten. Insbesondere 

durch die neue Generation an Sequenzierverfahren („Next Generation 

Sequencing“, NGS oder Parallelsequenzierung) konnten weitere Mutationen 

beschrieben werden in Regulatoren der DNA- Methylierung (z.B. TET2, 

DNMT3A, IDH1/2), Histonmodifikatoren (Polycomb repressor complex 1 und 2 

members, EZH2, ASXL1), Transkriptionsfaktoren (TP53, CUX1, IKZF1, FOXP1, 

ETV6, RUNX1), weiteren Proteinen der Signalwege (NF1, NRAS, KRAS, LNK, 

CBL, FLT3) und RNA Splicefaktoren (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2) 

(Pasquier et al., 2014; Rampal et al., 2014; Stegelmann et al., 2010; 

Vainchenker and Kralovics, 2017). Dabei zeigt sich die höchste Anzahl 

zusätzlicher Mutationen bei Patienten mit JAK2 p.V617F positiver PMF, 

wohingegen Patienten mit ET mit CALR Mutation die geringste Anzahl 

zusätzlicher Mutationen aufweisen. Das Auftreten von weiteren Mutationen, 

welche auch in anderen myeloischen Neoplasien vorkommen können, ist 

offenbar verknüpft mit zunehmenden phänotypischen Veränderungen im Sinne 

eines Progresses hin zu MPN/MDS und MDS mit zunehmender Schwere der 

Erkrankungen (Vainchenker and Kralovics, 2017). 

Mutationen wie TET2 und DNMT3 können nicht nur sekundär zur 

Treibermutation JAK2 p.V617F auftreten sondern können auch bereits vor 

Entstehung der klassischen Treibermutation bei symptomatischen Patienten 

vorhanden sein (Delhommeau et al., 2009; Stegelmann et al., 2011). Dieses 

Phänomen und die Erkenntnisse zur CHIP legen nahe, dass bei Entstehung der 

Neoplasie eine evolutionäre Selektion hin zu einem durchsetzungsfähigen 

neoplastischen Klon oft mit Ausbildung einer klassischen Treibermutation 

auftritt. Interessant hierbei ist, dass je nachdem, ob die TET2 Mutation vor oder 

nach Auftreten der JAK2 p.V617F oder CALR Mutation geschieht, dies den 

Phänotyp der Erkrankung mitbestimmt. So ist beschrieben worden, dass die 

TET2 Mutation vor der p.V617F Mutation eher einen ET Phänotyp bestimmt 
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und das spätere Auftreten eher einen PV Phänotyp nach sich zieht (Lundberg 

et al., 2014). 

Eine „Loss of Function“ Mutation im EZH2 Gen findet sich in 5 bis 10 % der 

Patienten mit PMF und ist häufig assoziiert mit einer synchronen JAK2 p.V617F 

Mutation. Diese Kombination bedingt eher eine schlechte Prognose im Sinne 

einer fortschreitenden Myelofibrose (Guglielmelli et al., 2011; Yang et al., 2016).   

Ebenfalls mit charakteristischen Ausprägungen und damit einhergehend einer 

schlechten Prognose sind Mutationen in den Genen ASXL1 und SRSF2 

assoziiert. Ca. 25 % der PMF Patienten tragen eine Mutation in dem 

epigenetischen Regulator ASXL1 und bieten ein erhöhtes Risiko einer 

Transformation in eine akute myeloische Leukämie (AML). Ähnliches ist für 

Patienten mit Mutation im Splicingfaktor SRSF2 beschrieben (Vainchenker and 

Kralovics, 2017).  

Zusammengenommen erscheint die molekulare Ätiopathogenese der 

klassischen Ph negativen MPN hochkomplex. Neuere Daten zeigen ein 

kompliziertes Zusammenspiel der klassischen Treibermutationen (JAK2, MPL, 

CALR) mit zahlreichen weiteren Mutationen, welche teils initial vor Auftreten der 

Treibermutation, teils sekundär in den individuellen Neoplasien nachgewiesen 

werden können. Dabei werden der Phänotyp und auch die Prognose für den 

Patienten mitbestimmt, wobei bislang nur ansatzweise geklärt ist, wie diese 

verschiedenen Faktoren interagieren. 

 

1.3 Molekulare Diagnostik myeloproliferativer Neoplasien 
 

Die Entwicklung der molekularen Diagnostik myeloproliferativer Neoplasien ist 

naturgemäß eng verknüpft mit der technischen Entwicklung 

molekularbiologischer Methoden. Wie in den vorangehenden Kapiteln 

beschrieben, ist erst nach Anwendung neuer Verfahren mit der Möglichkeit der 

Sequenzierung einer großen Anzahl von Genen oder sogar der Sequenzierung 

des gesamten Exoms („whole exome sequencing“, WES) die tatsächliche 

Komplexität im Zusammenspiel der molekularen Ätiopathogenese aufgedeckt 

worden. Diese Informationen können zur primären Diagnostik mit Festlegung 
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der Entität, zur Darstellung einer minimalen Resterkrankung unter Therapie, zur 

individuellen Prognosebestimmung und, bei entsprechenden Therapeutika, 

auch zur prädiktiven Diagnostik genutzt werden. 

Durch die Einführung der personalisierten Medizin mit medikamentöser 

Therapie durch sogenannte Biologica konnten für zahlreiche hämatologische 

und auch solide Neoplasien teils bahnbrechende Therapieerfolge erzielt 

werden. Dabei kommen entweder sogenannte „small molecules“ im Sinne von 

Kinaseinhibitoren intrazellulär zum Einsatz oder es werden entsprechende 

Oberflächenantigene, oft Rezeptoren, durch einen monoklonalen Antikörper 

blockiert. Durch die gezielte Wirkweise wird der Tumorprogress gestoppt oder 

sogar rückgängig gemacht und damit eine Remission der Erkrankung bei im 

Vergleich zu anderen Therapien deutlich weniger Nebenwirkungen erreicht 

(Ross et al., 2004). Dabei kann eine neoplastische Erkrankung mit schlechter 

Prognose in eine chronisch verlaufende Krankheit überführt werden, wie die 

Zahlen zur 5-Jahres-Überlebensrate z.B. des Robert Koch-Instituts für viele 

Tumorerkrankungen zeigen (Kaatsch et al., 2015). 

 

1.3.1 Molekulare Diagnostik der chronischen myeloischen Leukämie 

 

Für die BCR-ABL1 positive chronische myeloische Leukämie (CML Ph+) beruht 

die Diagnostik bei 100 % Penetranz auf dem Nachweis der definierenden 

Translokation BCR/ABL1. Hier hat die Entwicklung molekularbiologischer 

Techniken von der Zytogenetik über die in situ Hybridisierungen (ISH), 

Southern oder Western Blot Analysen über die RT-PCR zur 

Parallelsequenzierung geführt. Welche Verfahren im Einzelfall gewählt werden, 

richtet sich insbesondere nach den etablierten Verfahren in den diagnostischen 

Laboratorien und nach dem angestrebten Umfang der gewünschten 

Informationen. 

Mit Einführung von Imatinib als erstem Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) 1998 

geschah ein radikaler Umbau in der Therapie der CML mit der Notwendigkeit 

der Darstellung des Therapieerfolgs durch molekularen Nachweis einer 

möglichen minimalen Resterkrankung (Hughes and Branford, 2009). 
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Mittlerweile sind weitere Wirkstoffe wie z.B. Dasatinib und Nilotinib zur Therapie 

der CML zugelassen und bieten dem Hämatoonkologen die Möglichkeit, je nach 

individuellem Krankheitsverlauf die Therapie anzupassen. Dabei spricht man im 

Allgemeinen bei Imatinib von der 1. Generation, bei Dasatinib, Nilotinib und 

Bosutinib auf Grund der besseren Bindungseigenschaften von der 2. 

Generation und bei Wirkstoffen wie Ponatinib mit zusätzlicher Wirkung gegen 

Resistenzmutationen (T315I) inzwischen von Medikamenten der 3. Generation 

(Schmitt and Brümmendorf, 2016). 

Die spezifischen TKI in der CML Therapie wirken über eine kompetitive 

Inhibierung der Adenosintriphosphat (ATP) Bindungsstelle der Tyrosinkinase 

und verhindern somit die aktivierende Autophosphorylierung und 

Signalweitergabe. Dadurch wird die neoplastische Zelle effektiv an der weiteren 

Proliferation gehindert und teils eine Apoptose eingeleitet. Trotz der großen 

Erfolge in der Therapie zeigen sich in vielen Fällen Resistenzen mit 

anschließender Rezidivbildung trotz laufender Therapie. Dabei lassen sich bei 

diesen Patienten sogenannte Resistenzmutationen vor allem in der ABL- 

Kinasedomäne nachweisen. Unter Therapie kommt es offensichtlich im 

Rahmen der Grunderkrankung zu zufälligen Punktmutationen, welche im 

Einzelfall die Potenz der Resistenzentwicklung haben. Der entsprechende 

Tumorzellklon erhält dadurch einen Selektionsvorteil und die Therapie verliert 

ihre Wirkung (Branford, 2007; Patel et al., 2017; Radich and Mauro, 2017). Im 

Sinne einer sequentiellen Therapie besteht dann die Möglichkeit, auf andere 

TKI- Wirkstoffe auszuweichen, da diese unterschiedliche 

Bindungseigenschaften an das Zielprotein haben. In vielen Fällen kann somit 

die Behandlung des Patienten erfolgreich fortgeführt werden. So kann Nilotinib 

die ABL- Kinase mit einer 20 bis 50fach höheren Potenz als Imatinib binden und 

damit inhibieren (Schmitt and Brümmendorf, 2016). Dasatinib wurde ebenfalls 

schon 2006 von der FDA (U.S. Food and Drug Administration) zur Therapie der 

CML auf Grund der verbesserten Bindungseigenschaften zugelassen 

(Lombardo et al., 2004; Talpaz et al., 2006). In wenigen Fällen finden sich 

Resistenzmutationen schon bei der initialen Diagnosestellung. Bei Nachweis 

der p.T315I Mutation wurde hier der TKI Ponatinib als Erstlinientherapeutikum 

zugelassen (Kujak and Kolesar, 2016; Schmitt and Brümmendorf, 2016).  
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Eine quantitative molekulare Diagnostik mit Nachweis der BCR/ABL1  

Translokation wird für die Patienten unter TKI- Therapie empfohlen. Dabei 

richten sich die empfohlenen Intervalle der Tests insbesondere nach dem 

klinischen Bild der individuellen Erkrankung. Falls notwendig, muss der Patient 

engmaschig kontrolliert werden, um ein Anstieg der Allellast frühzeitig zu 

bemerken und gegebenenfalls auf eine medikamentöse Zweitlinientherapie 

oder in seltenen Fällen auch auf eine Stammzelltransplantation zu wechseln 

(Baccarani et al., 2008; Hughes and Branford, 2009; Kantarjian et al., 2008; 

Schmitt and Brümmendorf, 2016). 

Der Nachweis der Allellast des Philadelphiachromosoms (Ph) spielt, wie oben 

dargestellt, eine entscheidende Rolle in der Therapieplanung des CML 

Patienten. Als akzeptierter Goldstandard gilt dabei nach wie vor der Nachweis 

auf mRNA- Ebene mittels der revers transkribierenden quantitativen 

Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR). Um die Werte international und 

zwischen einzelnen Laboratorien vergleichen zu können, wurde bereits 2006 

ein vergleichender Koeffizient für die geprüften Labore eingeführt (Alikian et al., 

2017; Branford et al., 2006). Dieser international scale (IS) erlaubt den direkten 

Vergleich der Werte aus verschiedenen Laboratorien und erfüllt damit 

gleichzeitig den Zweck der Qualitätskontrolle. Dabei ist für den Onkologen 

wichtig zu wissen, ob bestimmte Schwellenwerte für die Allellast erreicht sind (≤ 

0,1 % = major molecular response (MMR); 1 % äquivalent zu complete 

cytogenetic response (CCR)) (Cortes et al., 2011). In den kommenden Jahren 

ist zu erwarten, dass neuere molekulare Techniken wie NGS und digitale PCR 

(dPCR) zunehmend die klassische RT-qPCR auf Grund höherer Sensitivität, 

Robustheit und der erzielten genetischen Zusatzinformationen ablösen werden 

(Schmitt and Brümmendorf, 2016). 

 

1.3.2 Molekulare Diagnostik der BCR/ABL negativen klassischen 

myeloproliferativen Neoplasien 

 

Die Therapie der ET, PV und PMF ist insbesondere bestimmt durch die Klinik 

der Patienten. In initialen Stadien mit geringem Risikoprofil kommen klassische 



20 
 

Therapien wie der Aderlass, Acetylsalicylsäure, Hydroxyurea oder Interferon 

alpha zum Einsatz. Bei Patienten mit zunehmender Myelofibrose bei PMF oder 

post-PV Myelofibrose kann eine Stammzelltherapie bei allerdings hohem 

therapieassoziierten Risiko in Betracht gezogen werden. Alternativ kann 

Ruxolitinib, ein JAK1 / JAK2 Tyrosinkinaseinhibitor, in prognostisch ungünstigen 

Stadien gegeben werden. Im Vergleich zur CML ist die Auswahl an 

Kinaseinhibitoren auf Ruxolitinib beschränkt. Zahlreiche weitere JAK Inhibitoren 

wurden in klinischen Studien untersucht, kamen jedoch auf Grund mangelnder 

Therapieerfolge oder schwerer Nebenwirkungen nicht zur Zulassung 

(Vannucchi and Harrison, 2017). 

Die molekulare Diagnostik im Rahmen der klassischen Ph negativen MPN ist 

auf Grund der im Vergleich zur CML erst späten Entdeckung der JAK2 p.V617F 

Treibermutation im Jahr 2005 eine junge Methodik. Wie schon beschrieben, 

sind nicht alle Patienten positiv, es gibt mehrere Mutationen, die als 

Treibermutationen eingeordnet werden, und diese sind im Unterschiede zur 

CML auch nicht spezifisch für die Ph negativen MPN. 

Auch wenn ein Therapiemonitoring im Vergleich zur CML nur in wenigen Fällen 

notwendig ist, so kann dies insbesondere nach Stammzelltransplantation oder 

nach Gabe von Ruxolitinib indiziert sein. Bei Stammzelltransplantation ist der 

Therapieerfolg mit dem Nachweis einer kompletten molekularen Remission 

verknüpft, aber auch unter Ruxolitinib und unter Interferontherapie kann die 

Allellast der Treibermutation den Erfolg der Therapie anzeigen  (Haslam and 

Langabeer, 2016; Jovanovic et al., 2013; Koehler et al., 2015). Die Methoden, 

die hierbei zum Einsatz kommen, müssen eine Sensitivität aufweisen, die zur 

MRD Diagnostik bei der CML vergleichbar ist. Der Nachweis eines mutierten 

Allels vor dem Hintergrund von 1.000 gesunden Allelen gleichbedeutend mit 

einer Sensitivität von 0,1 % ist somit mindestens zu gewährleisten, um den 

Status einer major molecular response anzugeben. Die meisten veröffentlichten 

Ansätze nutzen die quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) mit 

mutationsspezifischen Primern (Jovanovic et al., 2013; Kröger et al., 2007; 

Siebolts et al., 2010). In den letzten Jahren setzen sich zunehmend weitere 

Techniken wie die digitale PCR (dPCR) und neue Sequenzierverfahren durch.  
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In der Primärdiagnostik kommen im Unterschied zur CML in erster Linie DNA- 

Sequenziermethoden oder PCR Verfahren zum Einsatz, da es sich um 

Punktmutationen oder Deletionen und Insertionen und nicht um komplexe 

Translokationen wie beim Philadelphiachromosom handelt. 

Die molekularen Tests zum Nachweis einer minimalen Resterkrankung werden 

an Blutproben, Knochenmarkaspiraten oder formalinfixiertem und 

paraffineingebetteten (FFPE) Material durchgeführt. Dabei handelt es sich um 

gemischtes Zellmaterial mit einer oft nur sehr geringen Anzahl an mutierten 

Allelen vor einem dominierenden Wildtyphintergrund. Daher muss eine 

entsprechende Sensitivität der molekularbiologischen Untersuchungsmethode 

gewährleistet sein. Insbesondere bei Knochenmarkbiopsien oder Aspiraten von 

Patienten mit fortgeschrittener Markraumfibrose kann die mesenchymale 

Zellproliferation den neoplastischen Zellanteil stark überlagern. Die klassische 

Sangersequenzierung hat eine Sensitivität von ca. 20 %, so dass mit dieser 

Methode in diesem besonderen diagnostischem Ansatz ein hoher Anteil an 

falsch negativen Ergebnissen zu erwarten ist (Adamson et al., 1976; Sanger et 

al., 1992). Weitere Techniken wie der Nachweis eines 

Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP), die 

amplifikationsrefraktäre PCR (amplification refraction mutation system, ARMS) 

und die qPCR in Kombination mit Hybridisierung sowie die Pyrosequenzierung 

und die Parallelsequenzierung haben die notwendige Sensitivität und können in 

der Primärdiagnostik gut eingesetzt werden (Hochberg et al., 2003; Kröger et 

al., 2007; Ronaghi et al., 1996, 1998; Shammaa et al., 2010).  

Bei der digitalen PCR (dPCR) wird jedes Zielfragment während der gesamten 

Reaktion in einem einzelnen Kompartiment getrennt amplifiziert und am Ende 

der Reaktion detektiert. Hieraus resultiert eine direkt quantifizierbare, 

hochsensitive Methode mit einer Sensitivität von deutlich unter 0,01 %. Bei 

zunehmend sinkenden Anschaffungskosten wird sich diese Methodik in den 

kommenden Jahren vermutlich weiter verbreiten. NGS ist ebenfalls eine 

potentiell hochsensitive Methodik, die jedoch bei der geforderten Sensitivität 

eine hohe Sequenziertiefe fordert und damit extrem kostenintensiv ist. Zudem 

wird diese Methode grundsätzlich im Rahmen einer Paneldiagnostik eingesetzt, 

bei der gleichzeitig zahlreiche Gene untersucht werden. Somit ist das NGS 
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zwar sehr gut für die primäre Diagnostik geeignet, jedoch bei bekannter 

Mutation im Sinne einer Kontrolluntersuchung mit Fokus auf nur einen 

genomischen Abschnitt eher nicht rentabel (Abdelhamid et al., 2013; Anelli et 

al., 2016; Haslam and Langabeer, 2016; Kirschner et al., 2015). 

 

1.4 Klonalität als Prinzip der malignen Neoplasie 

 

Die formale Tumorgenese beschreibt die allgemeine Entwicklung von initialen 

Zellschäden bis zur lebenslimitierenden malignen Neoplasie. Die Neoplasie ist 

definiert als eine klonale Zellexpansion ausgehend von zumeist einer einzelnen 

Zelle mit einer Schädigung (Initiation), die zu einer vom Zellverband nicht 

kontrollierbaren autonomen Proliferation (Promotion) und oft zu einer längeren 

Lebensspanne der Tumorzellen führt. Je nach Art der Schädigung handelt es 

sich primär entweder um eine benigne oder bereits maligne und somit potentiell 

metastasierende Neoplasie. Die pathologischen Veränderungen des Erbgutes, 

die zur ungesteuerten Proliferation des Tumors geführt haben, werden in 

diesem klonalen Prozess bei Progression lokal oder durch Metastasierung 

naturgemäß an die nachfolgenden Zellgenerationen weitergegeben, da 

ansonsten der neoplastische Prozess zum Erliegen käme (Böcker et al., 2012; 

Riede und Werner, 2017).  

Ein häufiges Prinzip der Tumorgenese ist eine durch Noxen induzierte Mutation,  

die als Treibermutation bezeichnet wird, wenn sie zu einer Initiation und / oder 

Proliferation führt. Eine Treibermutation allein bestimmt nicht, ob eine Neoplasie 

maligne oder benigne ist. Beispiele hierfür sind KRAS- und BRAF- Mutationen, 

die sich in vielen malignen Neoplasien zeigen (z.B. malignes Melanom, 

kolorektales Karzinom oder Pankreaskarzinom), jedoch auch in benignen 

Läsionen mit wenig präkanzerösem Potential in hoher Frequenz gefunden 

werden (z.B. Nävuszellnävus, tubuläres Adenom des Kolons mit niedriggradiger 

intraepithelialer Neoplasie oder pankreatische intraepitheliale Neoplasie low 

grade (PanIN1a und b)) (Carneiro et al., 2010; Griewank, 2015; Hosoda und 

Wood, 2016; Neumann et al., 2015). Der nächste Entwicklungsschritt kann im 

Rahmen der Tumorevolution durch weitere erworbene genomische 
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Veränderungen im Sinne von Kotreibermutationen folgen. Viele benigne 

Neoplasien haben die Potenz zu einer malignen Entartung und in einigen Fällen 

ist eine Abfolge von genomischen Veränderungen in der Entwicklung des 

Tumors mit fortschreitend aggressivem biologischen Verhalten, wie z.B. der 

Adenom- Karzinom- Sequenz beim kolorektalen Karzinom beschrieben worden 

(Snover, 2011; Vogelstein et al., 1988).  

Jede maligne Neoplasie ist trotz der Einteilung in diagnostische Kategorien in 

ihrer Biologie einzigartig und nicht jede ist durch eine Treibermutation getrieben. 

Innerhalb einer Entität gibt es Tumoren mit definierter Treibermutation, während 

andere zusätzlich zu den Treibermutationen mehrere sogenannte 

Kotreibermutationen aufweisen,  die offensichtlich in der Evolution des Tumors 

einen weiteren Selektionsvorteil bieten und entweder mit einer hohen Penetranz 

im gesamten Tumor oder nur in bestimmen Arealen des Tumors in einer 

subklonalen Ausprägung gefunden werden können (Jamal-Hanjani et al., 2017). 

Eine weitere Gruppe von Tumoren ist assoziiert mit Defekten in DNA- 

Reparaturmechanismen der Zellen und akkumuliert zahlreiche passagäre 

Mutationen ohne weitere Effekte auf die Physiologie der Zelle. Diese 

sogenannte Tumormutationslast (tumor mutational burden, TMB) mit der 

Möglichkeit der Bildung von Neoantigenen auf der Tumorzelloberfläche rückt 

zunehmend als prädiktiver Biomarker in den Fokus der Therapie mit 

immunmodulatorischen Medikamenten (Champiat et al., 2014; Lawrence et al., 

2013; Rizvi et al., 2015). 

Bei entsprechender Fragestellung kann also eine Treibermutation durch ihr 

Auftreten im gesamten Tumor einschließlich der Metastasen dazu genutzt 

werden, den klonalen Ursprung des jeweiligen Tumoranteils zu beweisen. Dies 

ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn bei Patienten mit mehreren 

synchronen malignen Neoplasien eine histomorphologische  Zuordnung von 

Metastasen nicht möglich ist. Auch im Rahmen der Liquid Biopsy Diagnostik 

zum Nachweis von Resistenzmutationen im Hinblick auf die Therapieplanung 

ist der parallele Nachweis der zuvor definierten Treibermutation hilfreich, um zu 

beweisen, dass überhaupt zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) in der 

untersuchten Blutplasmaprobe vorhanden war (Dahl und Kloten, 2015; Dahl et 

al., 2015). 
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Der Klonalitätsnachweis kann bei vielen lymphoproliferativen Erkrankungen, im 

Unterschied zu anderen malignen Neoplasien, durch den Nachweis eines 

klonalen Rearrangements von B- und T- Zellrezeptorgenen geführt werden. Zu 

diesem Zweck wird die Eigenschaft der Lymphozyten ausgenutzt, im Verlauf 

ihrer physiologischen Reifung eine für die Zelle individuelle Genumlagerung zu 

erfahren, die für eine möglichst breite Immunantwort des Körpers benötigt wird. 

Diese Umlagerung führt zu unterschiedlich langen Gensegmenten innerhalb 

einer Zellpopulation, die nach Amplifikation mit entsprechenden 

Konsensprimern (BIOMED2) mittels Polymerasekettenreaktion zu einer 

Gaußschen Verteilungskurve der Fragmente im Elektropherogramm führt und 

ein polyklonales und somit physiologisches Muster zeigt. Im Falle einer 

malignen Zellproliferation wird in der Regel ein einheitlich großes Fragment 

amplifiziert, welches sich als monoklonaler Peak darstellt, der zu einer 

definitiven Diagnose im Kontext anderer Befunde beitragen kann und der es 

zudem ermöglicht, zu definieren, ob verschiedene Lokalisationen einer 

Erkrankung von demselben Tumorklon abstammen (Klapper and Kreipe, 2015; 

Langerak et al., 2012). 

 

1.5 Sensitivität molekularpathologischer Testverfahren 

 

Bei molekularpathologischen Testverfahren stehen die Sensitivität, die 

Spezifität, die Richtigkeit (Erkennung und Vermeidung systematischer Fehler) 

und die Präzision der Ergebnisse im Vordergrund (Bettstetter et al., 2015). Die 

Sensitivität ist dabei definiert als ein Maß für die richtig positiven Ergebnisse im 

Verhältnis zur Gesamtzahl der positiven Ergebnisse. 

Insbesondere bei PCR- basierten Verfahren, bei denen die zu untersuchende 

DNA stark amplifiziert wird, ist die Sensitivität limitiert, wenn das mutierte Allel 

nur in geringer Frequenz vorhanden ist und von gesunden Allelen überdeckt 

wird. Verschiedene Techniken haben dabei unterschiedliche Limitationen für die 

Nachweisgrenze. Beispielsweise benötigt die herkömmliche 

Sangersequenzierung eine Frequenz von 20 bis 25 % des mutierten Allels 

(auch: Allellast) um die Mutation sicher anzeigen zu können. Im Rahmen der 
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molekularpathologischen Diagnostik ist es Aufgabe des Pathologen, vor der 

DNA- Extraktion die Tumoranteile am Durchlichtmikroskop auf den 

histologischen Schnittpräparaten aufzufinden, zu markieren und den 

Tumorzellgehalt in Prozent in dem markierten Anteil vor dem Hintergrund der 

nicht-neoplastischen Zellen (z.B. Stromazellen, Entzündungszellen) zu 

quantifizieren, um festzustellen, ob die Sensitivität der gewählten molekularen 

Detektionsmethode ausreichend ist. Sensitivere molekulare Testverfahren sind 

in der Routinediagnostik weit verbreitet. Dazu zählen die Pyrosequenzierung 

mit einer Sensitivität von 5 bis 10 %, die Parallelsequenzierung mit 0,1 bis 10 % 

(je nach Sequenziertiefe) sowie sondenbasierte PCR-Verfahren mit 1 bis 5 % 

und die Verfahren der digitalen PCR (dPCR) mit 0,01 bis 1% (Diaz and Bardelli, 

2014). Zusätzlich können viele dieser Techniken mit entsprechendem 

technischen Aufwand, wie z.B. wild-type-blocking PCR,  bezüglich ihrer 

Sensitivität deutlich gesteigert werden (Link-Lenczowska et al., 2018; Perricone 

et al., 2017; Siebolts et al., 2010). 

Diese erhöhte technische Sensitivität wird benötigt, wenn subklonale 

Resistenzmutationen mit geringer Allelfrequenz untersucht werden sollen, oder 

wenn der Tumorzell- oder DNA-Gehalt entweder nicht vorab evaluiert werden 

kann (Blutproben, Knochenmarkpunktate, Punktate anderer 

Körperflüssigkeiten) oder  in einer Suspension die neoplastischen Zellen nicht 

ausreichend von nichtneoplastischen Zellen getrennt werden können 

(Zellausstriche, Zytospins).  

 

1.6 Nachweis von tumorassoziierten Mutationen im Blut (Liquid Biopsy) 

 

1.6.1 Historie und Definition 

 

Die erste Erwähnung in der NCBI- PubMed Datenbank für den Begriff „Liquid 

Biopsy“ stammt aus dem Jahr 1974. In dieser Arbeit wird die Möglichkeit einer 

Diagnostik an Synovialispunktaten im Rahmen von Gelenkerkrankungen 

behandelt (Sorrells, 1974). Erst viel später wurde die Verwendung des Begriffs 
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in der heutigen Bedeutung im Kontext der molekularen Tumordiagnostik  in 

einem Kongressbeitrag auf dem „International Symposium on Minimal Residual 

Disease“ erstmals veröffentlicht (Lianidou et al., 2010). Seitdem kam es zu 

einem regelrechten Boom bei der Verwendung des Begriffs „Liquid Biopsy“ 

gemessen an der Anzahl der veröffentlichten wissenschaftlichen Artikel 

(Abbildung 1). 

 

Abbildung 1. PubMed Recherche für den Begriff „Liquid Biopsy“ (Stand 08/18) 

 

Die erste Erwähnung von zellfreier DNA (cfDNA) in peripherem Blut stammt von 

Mandel und Metais aus dem Jahr 1948, jedoch wurde diese vielversprechende 

Entdeckung für die nächsten 30 Jahre nicht weiter verfolgt (Kubaczkova et al., 

2017; Mandel and Metais, 1948). Erst 1977 kam es zu weiteren 

Untersuchungen zu cfDNA an peripherem Blut. Dabei konnten im Vergleich mit  

gesunden Studienteilnehmern bei Patienten mit fortgeschrittenem Tumorleiden 

(Lunge, Niere, Prostata und Ovar) cfDNA Mengen um mehr als das 

Hundertfache  gefunden werden. Schon damals wurde beschrieben, dass die 

Menge an cfDNA nach therapeutischer Bestrahlung deutlich abnahm und dass 

das Persistieren der Werte ein prognostisch ungünstiger Marker war (Leon et 

al., 1977).  
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Der Begriff „Liquid Biopsy“ (LBx) im zurzeit gebräuchlichen onkologischen 

Kontext bezeichnet den diagnostischen Nachweis von Tumorzellen, Exosomen 

oder freier Tumor-DNA in flüssigem biologischen Gewebe, in erster Linie Blut 

(Plasma), im Sinne einer nicht invasiven (anglo- amerikanischer 

Sprachgebrauch) oder besser minimal invasiven Diagnostik (Dahl et al., 2015; 

Hofman and Popper, 2016).  

Die professionelle Nutzung der diagnostischen Möglichkeiten der LBx Methodik 

wurde erst durch Nutzung herausragender Erkenntnisse auf den Gebieten der 

Tumorgenetik, Pharmakotherapie, molekularbiologischer Techniken und durch 

die zunehmenden Erfahrungen im Rahmen der molekularpathologischen 

Diagnostik an histologischen Präparaten ermöglicht. So war es vor 20 Jahren 

undenkbar, im Rahmen der LBx die erforderlichen Sensitivitäten für die sichere 

Detektion von Mutationen und gar mehrerer Mutationen gleichzeitig zu 

erreichen. Insbesondere die Innovation der Parallelsequenziergeräte und die 

damit erreichte umfassende Darstellung somatischer Veränderungen im 

Tumorgenom schaffte die Grundlagen für einen zielführenden Einsatz der LBx 

(Kaul, 2017).  

Ein großer Nutzen der Liquid Biopsy Diagnostik wird allgemein in der hohen 

Verfügbarkeit des Ausgangsmaterials gesehen. So ist es in vielen Fällen, 

insbesondere bei soliden Tumoren und bei Rezidiven, nur unter hohem 

medizinischen Aufwand und teils mit einem nicht zu unterschätzenden Risiko 

für den Patienten möglich, an histologisches oder auch zytologisches Material 

aus dem Primärtumor oder einer Metastase zu gelangen. Dagegen ist die 

Entnahme einer Blutprobe als minimal invasives Verfahren in den meisten 

Fällen unproblematisch jederzeit durchführbar. Bereits heute werden in der 

molekularpathologischen Routinediagnostik zur weiteren Therapiestratifizierung 

von Patienten mit fortgeschrittenem und unter Therapie progressivem nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinom Mutationsanalysen zum Nachweis einer häufig 

auftretenden Resistenzmutation im EGFR- Gen (p.T790M) durchgeführt 

(Domínguez-Vigil et al., 2018; Huang et al., 2017). 

Zum heutigen Stand gilt allerdings für die meisten Entitäten, dass die 

histologische Diagnostik, insbesondere die Erstdiagnostik einschließlich der 
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molekularpathologischen Charakterisierung am Gewebematerial von 

Exstirpaten, Resektaten oder Biopsien nach wie vor als Goldstandard gesehen 

wird (Bardelli and Pantel, 2017; Bettegowda et al., 2014; Dahl and Kloten, 2015; 

Siebolts et al., 2018).  

 

1.6.2 Analyten im Rahmen der Liquid Biopsy Diagnostik 

 

Die beiden häufigsten Analyten im Rahmen der Liquid Biopsy Diagnostik sind 

die sogenannten zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells – CTC) 

oder die zellfreie DNA (cell free DNA – cfDNA) im Blut, die als zirkulierende 

Tumor-DNA (circulating tumor DNA – ctDNA) bezeichnet wird, wenn sie aus 

Tumorzellen stammt. Dabei wird im Rahmen der meisten Studien davon 

ausgegangen, dass es sich bei den im peripheren Blut vorliegenden CTCs und 

der ctDNA um sogenannte Querschnittsanalyte des zu untersuchenden Tumors 

handelt, d.h. dass die eventuell vorhandene molekulare Heterogenität des 

Tumors in verschiedenen Lokalisationen in Gänze durch die LBx abgebildet 

wird (Bardelli and Pantel, 2017). Damit  wäre es möglich, repräsentative 

therapeutische Schlüsse bezüglich einer möglichen molekularen 

Tumorheterogenität zu ziehen. Auch wäre es möglich, einen durch 

therapieinduzierte Tumorevolution nur lokal auftretenden molekularen 

Resistenzmechanismus früh zu detektieren. Bei hämatologischen Neoplasien 

werden in den meisten Fällen die neoplastischen Zellen direkt in das ihnen 

eigene Kompartiment des Bluts abgegeben. Dabei kann von einer 

gleichmäßigen Ausschwemmung von Tumorzellen ausgegangen werden, die 

zu einer vollständigen Repräsentanz des Tumors im Blut führt. Bei soliden 

Tumoren geschieht die Abgabe von Tumorzellen nur bei fortgeschrittenem 

Tumorwachstum mit Anschluss an Lymph- und Blutgefäßbahnen in Form 

einzelner zirkulierender Zellen. Die Anzahl dieser Zellen nimmt mit der Menge 

an Tumorzellen im Organismus,  der sogenannten Tumorlast, weiter zu. Dabei 

ist fraglich, inwieweit die spärliche Anzahl zirkulierender Tumorzellen den 

Gesamttumor ausreichend charakterisiert oder ob einzelne, beispielsweise 

nekrotische oder besonders große Tumoranteile, überrepräsentiert werden 

(Diaz and Bardelli, 2014). 
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Weitere Analyte, wie tumorspezifische Exosomen, freie RNA, freie micro-RNA 

(miRNA) oder auch die sogenannten tumorgeprägten Thrombozyten (tumor 

educated platelets – TEP), werden aktuell mit hohem Aufwand international 

erforscht, jedoch in den aktuellen wissenschaftlichen Publikationen im Rahmen 

der Tumordiagnostik lediglich als hoffnungsvolle Analyten für die Zukunft 

diskutiert (Best et al., 2018; Finotti et al., 2018; Manicone et al., 2017).  

Zum heutigen Zeitpunkt und Stand der Technik werden insbesondere Studien 

mit der Analyse von ctDNA im Rahmen der Tumordiagnostik durchgeführt. Die 

wenigen Studien, die die Freisetzung und Detektion von CTCs und ctDNA direkt 

vergleichen, zeigen für die ctDNA gestützte Diagnostik eine höhere  Sensitivität 

(Bettegowda et al., 2014).  

 

1.6.3 Mechanismen der Freisetzung in das periphere Blut 

 

Die einfachste Form der Freisetzung von Tumorzellen in das Blut findet sich bei 

den malignen Neoplasien hämatopoietischer Zellen. Hier ist das Knochenmark 

als Entstehungsort der Erkrankung physiologischer Weise dazu entwickelt, die 

neu entstandenen Zellen in das Blut abzugeben. Somit handelt es sich bei der 

sogenannten leukämischen Ausschwemmung von neoplastischen Zellen 

hämatopoietischen Ursprungs um die einfachste Form der CTCs.  

Der Anteil der neoplastischen Zellen im Blut ist dabei abhängig von der Art, der 

Verteilung und der Dauer bzw. Aggressivität der Erkrankung. Eher 

extramedullär imponierende hämatologische und auch lymphatische Tumore 

schwemmen nicht in dem Maß in das Blut aus wie generalisierte, systemische 

hämatologische und lymphatische Erkrankungen, die auf Grund ihrer Lage im 

Knochenmark bzw. im lymphatischen System einen erleichterten Zugang der 

grundsätzlich nicht kohäsiven Tumorzellen in das Blut haben (Kubaczkova et 

al., 2017). Bei den vorgenannten Erkrankungen ist ctDNA ebenso nachweisbar 

wie bei  soliden Tumoren und kann somit als Analyt zur Diagnostik zusätzlich 

eingesetzt werden (Kubaczkova et al., 2017). Insbesondere bei hämato- und 

lymphoproliferativen Erkrankungen mit leukämischer Ausschwemmung ist 

jedoch die Analyse der Tumorzellen naturgemäß methodisch einfacher. 
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Ganz anders stellt sich die Situation bei den soliden Tumoren dar. Von soliden 

Tumoren spricht man bei malignen Neoplasien nicht disperser Organe wie es 

das hämatopoietische und das lymphatische System darstellen. Dazu gehören 

alle epithelialen Tumore (Karzinome), Binde- und Stützgewebstumore 

(Sarkome), neurogene und neuroektodermale Tumore sowie Keimzelltumore. 

Die Mechanismen der Freisetzung von CTC und ctDNA sind generell nicht 

abschließend geklärt (Siravegna and Bardelli, 2016). Man geht heute davon 

aus, dass es sowohl eine aktive Freisetzung im Rahmen von Sekretion als auch 

eine passive Freisetzung durch Apoptose und Tumornekrose gibt (Diaz and 

Bardelli, 2014). Dabei unterscheidet sich die Länge der ctDNA Fragmente je 

nach Mechanismus der Freisetzung. Für ctDNA aus nekrotischen Arealen findet 

man eher eine Fragmentlänge von 1000 bp während apoptotische ctDNA 

deutlich kürzer mit 160 bis 500 bp nachzuweisen wird (Heitzer et al., 2015; 

Mouliere et al., 2011; Wyllie, 1980). Der größere Anteil der ctDNA stammt aus 

apoptotischen Zellen und ist insbesondere auch abhängig von Lage, Größe und 

Vaskularisierung des Tumoranteils sowie von individuellen Parametern des 

Patienten (Bettegowda et al., 2014; Diehl et al., 2008; Fan et al., 2008; Furuki et 

al., 2018).   

Die relative Menge der ctDNA vor dem Hintergrund der cfDNA in einer 

Blutprobe ist neben dem Status des Tumors auch von weiteren Faktoren 

abhängig. Insbesondere  frische Verletzungen, was auch auf einen frisch 

operierten Patienten zutreffen kann, akute und auch chronische Entzündungen 

sowie die gewählte Entnahmetechnik, aber auch sportliche Aktivitäten können 

zu einer hohen Menge an cfDNA führen, vor deren Hintergrund die ctDNA 

naturgemäß kaum noch detektierbar ist (Beiter et al., 2011; Diaz and Bardelli, 

2014) 

Während die CTC im peripheren Blut lange überleben und als sogenannte 

schlafende Tumorzellen Monate und Jahre im Organismus zirkulieren können, 

ist die ctDNA einer sehr kurzen Halbwertszeit von nur eineinhalb bis zwei 

Stunden unterworfen (Diaz and Bardelli, 2014). Somit handelt es sich dabei um 

eine wirkliche Momentaufnahme der Menge und Zusammensetzung der cfDNA.  
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1.6.4 Anwendungsmöglichkeiten der  Liquid Biopsy 
 

Die heute zur Verfügung stehenden technischen Verfahren zur Detektion und 

Charakterisierung von Tumor-DNA mit hoher Sensitivität und paralleler 

Darstellung multipler genetischer Aberrationen eröffnen Möglichkeiten für die 

Liquid Biopsy Diagnostik (LBx) im klinischen Alltag für bestimmte 

Fragestellungen der Patientenversorgung. Führende Fragestellungen sind 

hierbei der Einsatz der LBx (1) im Rahmen der Diagnostik von malignen 

Neoplasien, (2) beim Monitoring zur Prognoseabschätzung nach Therapie und 

(3) Erkennung von Frührezidiven, (4) zum Nachweis  molekularer 

Resistenzmechanismen sowie (5) zur Darstellung der molekularen 

Heterogenität fortgeschrittener Tumorleiden. 

Tumorscreening und Erstdiagnose 

Ein zukünftig möglicher und aktuell hinsichtlich seiner Anwendbarkeit 

diskutierter Einsatz der LBx ist das Tumorscreening zur Früherkennung von 

neoplastischen Erkrankungen. Vor allem für solide Tumoren, aber auch für viele 

lymphoproliferative Erkrankungen gilt der Grundsatz, dass eine kurative 

Therapie der Erkrankung umso besser gelingen kann, je früher der Tumor 

diagnostiziert wird. Oftmals ist eine chirurgische Entfernung des Tumors dann 

für eine Heilung ausreichend. Ein Charakteristikum von malignen Erkrankungen 

mit einer sehr schlechten Prognose ist das Dilemma, dass die Tumoren erst in 

einem lokal fortgeschrittenen oder metastasierten Stadium klinisch auffällig 

werden. Aus diesem Grund wurde vor allem für häufige und prognostisch 

ungünstige Tumorarten ein sogenanntes Tumorscreening für eine bessere 

Früherkennung eingeführt. Bekannte Beispiele hierfür sind das 

Brustkrebsscreening mit dem Einsatz von Ultraschall- und 

Mammographieverfahren, der Nachweis von Blut im Stuhl (Hämoculttest) oder 

Koloskopie bei kolorektalen Karzinomen oder auch das Screening für den 

Serummarker PSA (prostataspezifisches Antigen) zur Früherkennung des  

Prostatakarzinoms (Coldman et al., 2014; Schreuders et al., 2015; Tabayoyong 

and Abouassaly, 2015). Die Einführung von Liquid Biopsy basierten 

Screeningverfahren erscheint heute noch kaum realisierbar, wird aber in 

zahlreichen Publikationen bei inzwischen erreichbarer hoher technischer 
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Sensitivität als durchführbar und geradezu euphorisch beschrieben (z.B. Cohen 

et al., 2018; Diaz, 2014). Andere Experten sehen die Anwendung der Liquid 

Biopsy basierten Screeningverfahren eher kritisch und verweisen auf die 

durchweg retrospektiven Studien mit supervidierten und weitgehen balancierten 

Studienkollektiven mit optimierten Kontrollgruppen. Zahlreiche Fragen sind 

zudem bislang ungeklärt. Dazu gehören die noch unverstandene Variabilität der 

Konzentration zellfreier DNA und gerade durch die hohe technische Sensitivität 

die potentielle Möglichkeit der falsch positiven Ergebnisse durch (1) die 

Freisetzung von Mutationen entzündlich überlagerter benigner Neoplasien wie 

z.B. Darmpolypen, Hautnävi und intraepithelialer Neoplasien der 

Pankreasgänge im Rahmen einer chronischer Pankreatitis und (2) die klonale 

Hämatopoiese unklarer Prognose (CHIP, siehe Kapitel 1.2). Im Rahmen eines 

Screeningverfahrens ist jedoch gerade ein falsch positiver Befund 

problematisch da dies für den individuellen Patienten ein hohes Maß an 

Verunsicherung und für das medizinische System hohe Folgekosten durch die 

notwendige Befundabklärung bedeutet (Stellungnahme der Deutschen 

Gesellschaft für Pathologie z.B. Dahl et al., 2015; Siebolts et al., 2018). 

 

Schon heute können für die Primärdiagnose von einigen Tumorerkrankungen 

krankheitsdefinierende genetische Aberrationen im Rahmen der LBx 

insbesondere bei myeloproliferativen Erkrankungen genutzt werden. Ein 

verbreitet in der Routine eingesetztes Beispiel  ist die Detektion der BCR-ABL1 

Translokation bei der chronischen myeloischen Leukämie (CML). Bei Nachweis 

dieser Translokation kann ohne eine weitere Untersuchung bei entsprechender 

Klinik die Diagnose zuverlässig gestellt werden (Swerdlow et al., 2017). Andere 

genomische Veränderungen, die zwar nicht spezifisch für eine bestimmte 

Erkrankung sind, können ebenfalls für eine sichere Erstdiagnose herangezogen 

werden, wenn hierzu weitere diagnostische Verfahren und klinische Parameter 

synoptisch betrachtet werden. Beispiele  sind die JAK2 p.V617F Mutation bei 

den klassischen myeloproliferativen Neoplasien und die BRAF p.V600E 

Mutation bei der Haarzelleukämie (Swerdlow et al., 2017). Für die soliden 

Tumoren ist eine solche Diagnostik bei einzelnen Erkrankungen denkbar, 

jedoch zurzeit noch nicht im Rahmen der Routinediagnostik vorgesehen. Sie 
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kann jedoch in seltenen Fällen angewendet werden, wenn eine bioptische 

Sicherung aufgrund der Lokalisation des Tumors oder bei schlechtem 

Allgemeinzustand des Patienten nicht möglich ist (Schmiegel and Pox, 2017; 

Ukena and Schönfeld, 2018). 

Tumormonitoring 

Eine vielversprechende Einsatzmöglichkeit  der LBx ist  das Tumormonitoring 

nach Therapie. Dabei können prinzipiell zwei Einsatzgebiete voneinander 

unterschieden werden. (1) Der Einsatz zum Nachweis eines frühen, 

sogenannten molekularen Rezidivs der Erkrankung mit dem Ziel einer 

frühestmöglichen therapeutischen Intervention und (2) die prognostische 

Einteilung der Patienten nach potentiell kurativer Therapie zur Planung einer 

eventuell notwendig erscheinenden adjuvanten Therapie. 

Bei beiden Ansätzen ist es notwendig, den Tumor vor der Therapie molekular 

zu charakterisieren, um genomische Aberrationen zu definieren, die im 

Anschluss an die Behandlung mit hochsensitiven Verfahren am peripheren Blut 

detektierbar sind. 

So ist z.B. die chronische myeloische Leukämie definiert durch eine 

aktivierende BCR-ABL Translokation, das sogenannte Philadelphiachromosom, 

mit einer reziproken Umlagerung von Anteilen der Chromosomen 9 und 22 (de 

Klein et al., 1982). Wie schon in Absatz 1.3.1 beschrieben, kommt dem 

Nachweis der Allellast des Philadelphiachromosoms im Rahmen der Therapie 

eine besondere Rolle zu. Zur frühestmöglichen Detektion eines molekularen 

Rezidivs, welches schon Wochen vor dem klinischen Rezidiv nachgewiesen 

werden kann, werden Blutproben auf mRNA- Ebene mittels quantitativer PCR 

auf das Vorhandensein des BCR/ABL1 Transkripts überprüft, um den Patienten 

eine frühestmögliche Behandlung zu ermöglichen. Mit Hilfe eines international 

vergleichbaren Standards (international scale (IS)) können diese Werte schon 

seit vielen Jahren international verglichen und eingeordnet werden (Alikian et 

al., 2017; Branford et al., 2006). Ein derartiges Monitoring ist auch für andere 

myeloproliferative Neoplasien und solide Tumoren möglich, bei denen eine 

entsprechende Mutation bekannt ist, wird jedoch in der Routinediagnostik 
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bislang noch nicht als Standard angewendet (Koehler et al., 2015; Maier et al., 

2013; Siebolts et al., 2010). 

Eine weitere Anwendungsmöglichkeit der Liquid Biopsy im Tumormonitoring 

liegt in der individuellen Prognoseabschätzung nach initialer Therapie der 

Erkrankung. Tie et al. konnten zeigen, dass der Nachweis von zuvor definierten 

Treibermutationen drei Wochen nach operativer Therapie von Dickdarmkrebs 

im Stadium UICC II mittels Liquid Biopsy als negativer prognostischer Marker 

den klassischen Prognoseparametern, wie histologischem Grading, lokaler 

Tumorausbreitung oder Mikrosatellitenstatus des Tumors deutlich überlegen ist 

(Tie et al., 2016). Ähnliche Ergebnisse konnten für andere solide Tumoren wie 

z.B. das Mammakarzinom gezeigt werden (Garcia-Murillas et al., 2015). Auch 

bei Patienten mit hämatologischen Neoplasien kann das molekulare Monitoring 

eingesetzt werden, wie Daten einer eigenen Studie bei Patienten mit JAK2 

p.V617F positiver primärer Myelofibrose (PMF) mit Zustand nach 

myeloablativer Therapie und Stammzelltransplantation zeigen (Lange et al., 

2013; Siebolts et al., 2010). 

Molekulare Resistenzmechanismen und Tumorheterogenität 

Bei der personalisierten Therapie von fortgeschrittenen Tumorleiden mit 

Kinaseinhibitoren kann es im Therapieverlauf zur Entwicklung von molekularen 

Resistenzen kommen. Diese werden durch den spezifischen Selektionsdruck 

des Medikaments auf den Tumor hervorgerufen und können zu einer 

molekularen Heterogenität des Tumors führen (Camidge et al., 2014; Gainor et 

al., 2016). Die in diesem Rahmen auftretenden passagären Mutationen 

verursachen häufig Konformitätsänderungen am onkogenen Zielprotein, so 

dass die Kinaseinhibitoren keine entsprechende Bindung eingehen können 

(Camidge et al., 2014; Gainor et al., 2016; Schmitt and Brümmendorf, 2016). 

Aus der Liquid Biopsy kann in solchen Fällen ctDNA gewonnen und mittels 

sensitiver Verfahren auf bekannte Resistenzmechanismen untersucht werden. 

Für das EGFR- mutierte Adenokarzinom der Lunge mit Resistenz gegen eine 

entsprechend angewandte Therapie mit Kinaseinhibitoren ist ein solches 

Nachweisverfahren für die aktivierende Resistenzmutation EGFR p.T790M 
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inzwischen zugelassen und wird von den Leitlinien vor Einsatz einer 

medikamentösen Zweitlinientherapie gefordert (Ukena and Schönfeld, 2018).  
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2. Zusammenfassende Darstellung der Publikationen 

 

Dieses Kapitel enthält eine zusammenfassende Darstellung der dieser Arbeit 

zugrundeliegenden wissenschaftlichen Publikationen zur molekularen 

Charakterisierung und Diagnostik ausgewählter hämatologischer und solider 

maligner Neoplasien. 

 

2.1 Molekulare Charakterisierung maligner Neoplasien 

 

Grundvoraussetzung für die Prävention, die Klassifizierung und die Therapie 

von malignen Neoplasien ist das Verständnis sowohl der kausalen als auch der 

formalen Pathogenese der einzelnen Krebserkrankung. Im Folgenden werden 

die Ergebnisse eigener Forschungsarbeiten zu strukturellen und funktionalen 

Prozessen im Sinne der formalen Pathogenese ausgewählter 

Krebserkrankungen zusammengefasst. 

 

2.1.1 Molekulare Charakterisierung myeloproliferativer Neoplasien 

 

Ein wesentlicher Schwerpunkt der publizierten Forschungsergebnisse war die 

Charakterisierung myeloproliferativer Neoplasien, insbesondere der 

Polyzythämia vera (PV), primären Myelofibrose (PMF) und chronischen 

myeloischen Leukämie, BCR-ABL1 (CML). 

Die PV ist in der chronischen Phase der Erkrankung charakterisiert durch eine 

trilineare hämatopoietische Proliferation mit Ausschwemmung neoplastischer, 

jedoch funktioneller Zellen der Granulopoiese, Erythropoiese und 

Megakaryopoiese. Weitgehend proliferativ inaktive CD34 positive Vorläufer- 

oder auch Progenitorzellen werden zudem vermehrt in das Blut abgegeben und 

können mittels technischer Verfahren im Rahmen von Blutentnahmen separiert 

werden. Diese Zellen besitzen trotz reduzierter oder fehlender 

Rezeptorexpression eine erhöhte Sensitivität für Wachstumsfaktoren. Zur 
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weiteren Erforschung dieses Phänomens wurden in einer frühen Studie 

Progenitorzellen aus dem peripheren Blut von PV Patienten mit 

Progenitorzellen von Patienten mit einer sekundären, reaktiven Polyzythämie 

und gesunden Blutspendern verglichen. Dabei zeigten PV Progenitorzellen eine 

höhere morphologische Pleomorphie einschließlich einer 

elektronenmikroskopisch nachgewiesenen Vermehrung von Mitochondrien und 

vergrößerter Golgi-Apparate. Nach Kurzzeitkultur wiesen diese Zellen im 

Vergleich zu den Kontrollgruppen zudem eine Dysregulation von 

Wachstumsrezeptoren und eine erhöhte proliferative Aktivität auf 

(Wickenhauser et al., 2003). 

In einer anschließenden Arbeit zur Abschätzung der Verteilung von klonalen 

und nicht-klonalen mononukleären Zellen und Progenitorzellen als Subgruppe 

wurden Patienten mit bekannter Trisomie 8 und 9 mittels Fluoreszenz in situ 

Hybridisierung (FISH) an zytologischem Material untersucht. 90 % der 

mononukleären und 79% der Progenitorzellen wiesen eine Trisomie auf. Somit 

konnte zum ersten Mal eine nicht neoplastische Zellfraktion von 10 % bzw. 21 

% aufgezeigt und zudem die zur Zeit der Veröffentlichung noch diskutierte 

These einer klonalen Erkrankung gestützt werden (Siebolts et al., 2005). 

Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, ist die Grundlage einer Neoplasie die klonale 

Expansion von Zellen, die häufig im Krankheitsverlauf durch eine 

Treibermutation unterhalten wird. Für die Polyzythämia vera (PV) konnte erst 

2005 eine Treibermutation im JAK2 Gen gefunden werden. Vorher wurde die 

definitive Einordnung als Neoplasie diskutiert, was sich auch in der damaligen 

Namensgebung dieser Gruppe als chronische myeloproliferative Erkrankungen 

widerspiegelt. Erst 2008, nach allgemein akzeptierter klonaler Genese der 

Erkrankung, erfolgte die Umbenennung in myeloproliferative Neoplasien (siehe 

Kapitel 1.1). 

Patienten mit PMF und Patienten mit CML im Progress unter initialer Therapie 

können mit einer allogenen Stammzelltransplantation potentiell kurativ 

behandelt werden. Da viele dieser Patienten auf Grund ihres hohen 

Lebensalters oder krankheitsbedingt in einem für eine myeloablative 

Chemotherapie zu schlechten Allgemeinzustand sind, wird häufig eine 
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sogenannte dosisreduzierte Konditionierung angewendet. In einem ähnlichen 

methodischen Ansatz wie oben beschrieben, konnte bei Patienten mit primärer 

Myelofibrose nach Stammzelltransplantation und dosisreduzierter 

Konditionierung gezeigt werden, dass in den ersten drei Monaten nach 

Therapie die Anzahl der neoplastischen Empfängerprogenitorzellen mit einer 

Frequenz von 30 bis 40 % im Knochenmark der Patienten persistierten. Ein 

Jahr nach der Transplantation stellte sich eine nahezu vollständige Reduktion 

der neoplastischen Progenitorzellen mit maximal 8 % bei vollständigem 

Chimerismus im Blut ein (Thiele et al., 2007).  

Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit denen von Patienten mit 

stammzelltransplantierter CML zeigte, dass bei CML- Patienten trotz 

vollständiger Spenderhämatopoiese im Blut ein persistierender Anteil an 

neoplastischen Progenitorzellen von bis zu 26 % im Knochenmark verblieb. 

Dies korreliert mit der allgemein schlechteren Prognose von CML- Patienten 

nach Stammzelltransplantation und dosisreduzierter Konditionierung verglichen 

mit Patienten mit primärer Myelofibrose. Daraus lässt sich die Vermutung 

ableiten, dass die CML Progenitorzellen über bessere Strategien zur 

Umgehung der Tumorreduktion durch das spenderspezifische Immunsystem 

verfügen (Siebolts et al., 2008). 

Die These, dass embryologische Stammzellen Oberflächenmarker exprimieren, 

die sie vor der Immunreaktion von zytotoxischen T-Zellen oder NK-Zellen 

schützen, konnte mittlerweile bestätigt werden. Des Weiteren ist bekannt und 

konnte in der zitierten Arbeit gezeigt werden, dass auch adulte 

hämatopoietische Stammzellen protektive Faktoren wie den Serin 

Proteaseinhibitor 6 (Serpin 6) exprimieren. Diese Expression nimmt bei weiterer 

Differenzierung in die linienspezifischen Progenitorzellen ab. Diese Ausstattung 

der adulten Stammzellen ist wahrscheinlich notwendig, um die regeneratorische 

Aktivierung von Stammzellen vor dem Immunsystem zu schützen (Utermöhlen 

et al., 2009). 

Mittels einer methodisch aufwendigen Studie an Progenitorzellen aus dem 

peripheren Blut von Patienten mit Polyzythämia vera wurden zum ersten Mal 

auf Transkriptionsebene mittels cDNA- Array und Polymerasekettenreaktion die 
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Unterschiede in der mRNA- Expression im Vergleich zu gesunden Probanden 

dargestellt. Insbesondere das Phänomen einer aberranten Expression der 

DNA- abhängigen Proteinkinaseuntereinheit KU86 kann in Verbindung gebracht 

werden mit der Akkumulation von chromosomalen Schäden, der Vermehrung 

der Blutzellen (Hämotokrit) im peripheren Blut der Patienten und der 

verlängerten Lebensdauer der neoplastischen Progenitorzellen (Siebolts et al., 

2009a). 

 

2.1.2 Weitere Studien zur molekularen Charakterisierung maligner Neoplasien 

 

Die molekularbiologische Technik der Parallelsequenzierung erlaubt es seit 

einigen Jahren, an geringen Mengen DNA aus formalinfixierten und 

paraffinarchivierten Tumorproben eine Vielzahl an genomischen 

Veränderungen in einem Ansatz zu charakterisieren. Insbesondere 

Erkrankungen, deren wissenschaftliche Erforschung auf Grund der geringen 

Häufigkeit vorher nicht systematisch möglich war, konnten somit aus 

diagnostischen Archiven in größeren Mengen zusammengestellt und untersucht 

werden. Ziel ist neben der einfachen genomischen Phänotypisierung auch die 

Beschreibung möglicher zukünftiger Zielstrukturen für eine gezielte Therapie. 

In einer Studie an 33 blastischen plasmozytoiden dendritischen Zellneoplasien 

(BPDCN), einer seltenen malignen hämatologischen Neoplasie, wurden mittels 

Parallelsequenzierung an formalinfixierten und paraffinarchivierten Proben 50 

häufige Tumorgene untersucht. Dabei konnten vor allem Mutationen im MAP-

Kinase Signalweg (KRAS, NRAS, MET, BRAF) und weitere aus anderen 

Malignomen bekannte und häufige Treibermutationen (APC, RB1, RET1, 

CDKN2A, PTEN und TP53) gefunden werden. Die häufigsten Mutationen waren 

Punktmutationen im NRAS-Gen und Deletionen im CDKN2A-Gen in jeweils 

27,3 % der Fälle (Stenzinger et al., 2014).  

In einem ähnlichen methodischen Ansatz wurden die seltenen duktalen, 

tubulären und laktierenden Adenome der Mamma untersucht. Dabei konnte die 

histomorphologische Unterscheidung der Adenome durch das Auftreten jeweils 
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unterschiedlicher Mutationen je Subgruppe unterstützt werden. Fünf von neun 

untersuchten duktalen Adenomen wiesen Punktmutationen in den Genen 

AKT1, PIK3CA und GNAS auf. Drei von sechs tubulären Adenomen waren 

charakterisiert durch Punktmutationen in den Genen MET und FGFR3. Die der 

drei untersuchten laktierenden Adenome zeigten keine Mutationen. 

Insbesondere beim duktalen Adenom kann die Kenntnis über die Art der 

Mutationen in schwierigen Fällen in der Differentialdiagnose zum Fibroadenom 

der Mamma genutzt werden, da diese in ca. 60 % der Fälle eine Mutation im 

Exon 2 des MED12 Gens aufweisen (Volckmar et al., 2017). 

In der molekularbiologischen Erforschung der formalen Pathogenese von 

malignen Neoplasien wird häufig zum Auffinden von funktionell interessanten 

Biomarkern zunächst eine molekulare Screeningmethode durchgeführt. Dieses 

Prinzip wurde auch in der bereits erwähnten Studie zur cDNA 

Expressionsanalyse an PV Progenitorzellen angewandt (Siebolts et al., 2009a). 

In späteren wissenschaftlichen Kooperationen kamen ähnliche methodische 

Ansätze zur Anwendung. In einer Studie an acht Melanomzelllinien wurde ein 

RNA Interferenz Screening (RNAi screen) durchgeführt. Mittels dieses 

Verfahrens konnten Kandidatengene des mitogen-activated protein kinase 

Signalwegs (MAPK) für weitere funktionelle Untersuchungen mittels knockdown 

ermittelt werden. Durch Supprimierung der Expression von PRKCB 

(Proteinkinase C beta) konnte in den untersuchten Zelllinien eine signifikante 

Reduktion der Proliferationsrate, der in vitro Koloniebildung und der 

Migrationsaktivität erreicht werden. Des Weiteren wurde eine deutlich erhöhte 

Expression in Geweben von untersuchten Primärtumoren und Metastasen von 

Melanomen im Vergleich zu benignen Hautnävi festgestellt. Weitere funktionelle 

Untersuchungen zeigten zudem, dass die Wachstumsrate von 

Melanomzelllinien mittels eines spezifischen PRKCB- Inhibitors deutlich 

gesenkt werden konnte (Schönherr et al., 2014). 

Mittels einer komparativen Genexpressionsprofilerstellung an humanen 

Brustkrebszelllinien konnte das Gen Ektonukleosidtriphosphat 

Diphosphohydrolase 5 (ENTPD5) als Zielgen des in zahlreichen malignen 

Neoplasien vorkommenden TP53-Proteins mit aktivierender Mutation 

beschrieben werden. ENTPD5 wirkt im endoplasmatischen Retikulum, wo es in 
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den Prozess der Bildung einer Tertiärstruktur von sich bildenden 

Membranproteinen involviert ist. Dabei scheint die TP53 Mutation über die 

Wirkung von ENTPD5 klonales Wachstum, Migration, Invasion und 

Lungenmetastasierung im Mausmodel zu induzieren (Vogiatzi et al., 2016). 

Eine weitere funktionelle Studie untersuchte die Rolle von CLAUDIN_1 auf die 

Aggressivität des follikulären Schilddrüsenkarzinoms (follicular thyroid 

carcinoma, FTC). CLAUDIN_1 ist als Transmembranprotein ein Teil der 

Zellverbindung tight junction und trägt wesentlich zur Festigkeit der 

interzellulären Verbindung bei. Mittels immunhistochemischer Untersuchungen 

konnte an FTC- Metastasen und Zelllinien gezeigt werden, dass die 

membranäre Expression deutlich vermindert und die nukleäre Expression 

konsekutiv deutlich erhöht war. Mittels funktioneller Untersuchungen an 

Zelllinien mit Induktion bzw. Reduktion der CLAUDIN_1 Expression wurde 

dargestellt, dass dies einen signifikanten Effekt auf die Aggressivität der Zellen 

im Sinne einer gesteigerten Migrationsaktivität und Invasion hatte und die 

Proteinkinase C als Steuerungsfaktor die Expression von CLAUDIN_1 

kontrolliert (Zwanziger et al., 2015).  

 

2.1.3 Vergleichender Nachweis tumorassoziierter Mutationen zur 

Tumorcharakterisierung 

 

Wie bereits in Kapitel 1.4 ausgeführt, bietet eine vorhandene Treibermutation 

den neoplastischen Zellen einen hohen Selektionsvorteil und wird im 

Primärtumor oder der Metastase in den meisten Tumorzellen nachzuweisen 

sein. Durch die Analyse von Treibermutationen kann daher beim Auftreten 

verschiedener Tumormanifestationen überprüft werden, ob es sich um Anteile 

des bereits bekannten Tumors oder um Anteile eines unabhängig entwickelten 

Zweitmalignoms handelt. Weiterhin können subklonale Mutationen wie 

Kotreibermutationen oder passagäre Mutationen genutzt werden, verschiedene 

Subklone zu charakterisieren, um weitere Informationen über Prognose und 

Resistenzentwicklungen zu bekommen. 
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Ein Patient mit einem Adenokarzinom der Lunge und einer aktivierenden 

Deletion im EGFR Exon 19 wurde initial mit einem für diese Situation 

zugelassenen spezifischen Kinaseinhibitor therapiert. Nach kurzer Zeit und 

nach anfänglichem Therapieansprechen wurde radiologisch eine Progression 

des Tumors festgestellt. Daraufhin wurde eine Resistenzbestimmung mittels 

Liquid Biopsy durchgeführt und im EGFR Gen die Resistenzmutation p.T790M 

gefunden. Im Anschluss wurde die Therapie auf eine Zweitlinientherapie mit 

einem für diese Resistenzsituation wirksamen Tyrosinkinaseinhibitor umgestellt. 

Wider Erwarten sprach der Patient nicht auf die geänderte Therapie an und 

blieb hinsichtlich der Tumorerkrankung progressiv. Um diesen Widerspruch 

aufzuklären, wurde im interdisziplinären Konsens beschlossen, eine erneute 

Biopsie progressiver Tumoranteile durchzuführen. Im histologischen Ergebnis 

wurde nun ein kleinzellig neuroendokrines Lungenkarzinom festgestellt, gegen 

das die gewählte Therapie nicht wirken konnte. In einer 

molekularpathologischen Analyse wurde auch in diesem Tumoranteil trotz 

unterschiedlichem Tumortyp die gleiche Deletion im Exon 19 des EGFR Gens 

gefunden (Moeller et al., 2018). Dies legt den Schluss nahe, dass sich unter der 

initialen Therapie des Patienten zwei parallele Resistenzen ausgebildet hatten, 

sowohl eine p.T790M Mutation als auch eine histologische Transformation in 

ein kleinzellig neuroendokrines Lungenkarzinom (Abbildung 2).  
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Abbildung 2. Parallele Resistenzentwicklung unter Kinaseinhibitortherapie  

 

Dieses Beispiel zeigt das Potential des Nachweises von Treibermutationen zur 

Charakterisierung von malignen Neoplasien. Bei dem geschilderten Fall ist 

davon auszugehen, dass sich das kleinzellig neuroendokrine Lungenkarzinom 

unter der Selektion der initialen Tyrosinkinaseinhibitortherapie entwickelt hat, da 

zum einen die detektierte Exon 19 Deletion in primären kleinzelligen 

neuroendokrinen Lungenkarzinomen nicht beschrieben ist und zum anderen die 

Variabilität der Deletionen im Exon 19 sehr hoch ist und die Wahrscheinlichkeit, 

dass sich zwei unabhängig voneinander entwickelte Tumoren an der gleichen 

Stelle mit der gleichen Deletion entwickelt haben, als sehr niedrig anzusehen 

ist. Dieser Fall zeigt auch, dass die Liquid Biopsy Diagnostik trotz der 

allgemeinen Euphorie für diese Methodik (siehe Kapitel 1.6) zwar den 

molekularen Resistenzmechanismus beschreiben konnte, aber naturgemäß 

nicht den parallelen Resistenzmechanismus der histologischen Transformation. 

Dies bedeutet, dass die Kombination aus histologischem und molekularem 

Befund den höchsten Informationsgewinn bietet. 

Ein weiteres Beispiel für die Bedeutung einer synoptischen Diagnostik unter 

Berücksichtigung von molekularpathologischen und morphologischen 

Befunden, berichteten wir im Rahmen einer Falldarstellung eines Patienten mit 
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BCR-ABL1 positiver CML. Nach initial erfolgreicher Therapie mit dem 

Kinaseinhibitor Imatinib sank die Mutationslast im peripheren Blut. Mittels 

histomorphologischer Diagnostik an der zusätzlich durchgeführten 

Knochenmarkstanze konnte jedoch zeitglich eine deutliche Population 

neoplastischer lymphoider Blasten als Resistenzmechanismus festgestellt 

werden. Im Verlauf entwickelte der Patient trotz angepasster medikamentöser 

Therapie eine schwere Immundefizienz und starb drei Monate nach Diagnose 

(Markert et al., 2009). 

Seröse Borderlinetumoren des Ovars (s-BOT) gelten als Vorläuferläsionen der 

low-grade Ovarialkarzinome und sind häufig mit einer peritonealen und 

lymphonodalen Tumorausbreitung vergesellschaftet. Trotz dieser typischen 

Merkmale einer malignen Neoplasie ist die Einordnung der s-BOT als definitive 

Malignome ebenso in der Diskussion wie ihre klonale Genese. Zur Klärung der 

Frage einer klonalen Herkunft wurden in einer Studie an 13 serösen 

Borderlinetumoren des Ovars Treibermutationen in den Genen BRAF und 

KRAS mittels Pyrosequenzierung am Primärtumor und an jeweils 2 bis 6 

korrespondierenden Tumormanifestationen in Lymphknoten und Peritoneum 

untersucht. Die Diversität der möglichen Mutationen gerade im KRAS Gen 

erlaubt es dabei, bei gleichartiger Mutation im Primärtumor und einer weiteren 

Tumormanifestation eine klonale Genese zu postulieren. Im Ergebnis zeigten 

die in unserer Studie untersuchten peritonealen und lymphonodalen 

Tumoranteile in allen Fällen exakt die gleiche Treibermutation wie der 

Primärtumor, was die These einer klonalen Expansion weiter stützt (Horn et al., 

2014). 

 

2.1.4 Vergleichende Klonalitätsanalyse zur differentialdiagnostischen 

Charakterisierung lymphoproliferativer Neoplasien 

 

Viele lymphoproliferative Erkrankungen manifestieren sich primär in 

Lymphknoten mit diagnostisch nutzbaren charakteristischen morphologischen 

Veränderungen. Somit ist die Erstdiagnose zumeist dem Pathologen durch 

histomorphologische und immunhistochemische Untersuchung eines 
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exstirpierten Lymphknotens vorbehalten. Eine weitere unterstützende 

diagnostische Methode ist der Nachweis einer klonalen Expansion von 

Lymphozyten mittels der Klonalitätsanalyse von T- und B- Zellrezeptorgenen 

(siehe Kapitel 1.4). Die klonale Zellpopulation zeigt sich in dieser molekularen 

Methodik im Elektropherogramm als ein dominierender Peak mit relativ 

zurückgedrängtem Hintergrund der nicht- klonalen lymphozytären Zellen. Mit 

Hilfe dieser Information können verschiedene Lokalisationen des Tumors 

verglichen werden mit der Fragestellung, ob es sich jeweils um den gleichen 

Tumorklon handelt, ob eine Evolution des Tumors zu einem multiklonalen 

Geschehen mit verschiedenen Subklonen stattfand oder ob es sich 

differentialdiagnostisch um zwei unterschiedliche Malignome handelt. 

In einer Studie an 40 Patienten mit B- Zelllymphomen wurden 

Klonalitätsanalysen an korrespondierenden paraffinierten Proben von 

Lymphknoten und Knochenmarkbiopsien durchgeführt und hinsichtlich der 

klonalen Peaks im Elektropherogramm verglichen. Dies ist insbesondere von 

klinischer Bedeutung, da die Mitbeteiligung des Knochenmarks bei diesen 

Malignomen einen negativen prognostischen Parameter darstellt. Rein 

histomorphologisch ist die Detektion von klonalen lymphoproliferativen 

Mikroinfiltraten oftmals eine diagnostische Herausforderung. Unsere Daten 

zeigten in 50 % der Fälle im Knochenmark einen identischen klonalen Peak in 

der Klonalitätsanalyse im Sinne einer definitiven Ausbreitung der 

vordiagnostizierten Grunderkrankung in das Knochenmark. In 25 % der Fälle 

zeigten sich jeweils zusätzliche klonale Peaks als Zeichen einer 

fortschreitenden Evolution des Tumors mit subklonalen Tumoranteilen. Diese 

Studie zeigt die diagnostisch unterstützende Aussagekraft der 

Klonalitätsanalyse im Rahmen der Ausbreitungsdiagnostik von 

lymphoproliferativen Erkrankungen (Odenthal et al., 2008).  
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2.2 Entwicklung spezialisierter molekularpathologischer Verfahren 

 

2.2.1 MicroRNA als möglicher Analyt in der molekularpathologischen 

Diagnostik 

 

Wie in der Einleitung und insbesondere in Kapitel 1.6.2 beschrieben, ist die 

Kenntnis über die biologischen Eigenschaften eines Analyten essentiell zur 

korrekten Interpretation der Ergebnisse. Dazu gehören die Kenntnis über die 

Freisetzung und Verteilung des Analyten genauso, wie das Wissen über 

mögliche artifizielle Degradation im Verlauf der Analytextraktion aus der 

Körperflüssigkeit oder dem Gewebe.   

Im Rahmen der molekularpathologischen Routinediagnostik wurde in den 

letzten Jahrzehnten viel Erfahrung mit der Extraktion von DNA und RNA aus 

formalinfixierten und paraffinierten Gewebeproben gesammelt. Dabei ist 

insbesondere die quantitative Analyse von messenger RNA (mRNA) 

problematisch, da diese einzelsträngige Nukleinsäurespezies anfälliger gegen 

zersetzende Prozesse ist, als die durch ihren doppelsträngigen Aufbau besser 

geschützte DNA.  

Zum Zeitpunkt der hier vorgestellten Studie zur Charakterisierung von 

microRNA aus formalinfixierten und paraffinierten Gewebe gab es keine 

systematischen Untersuchungen dazu, ob quantitative Analysen an dieserart 

archiviertem Gewebe möglich sind. Zu diesem Zweck untersuchten wir zwei 

repräsentative microRNA Spezies mittels quantitativer PCR an 86 

formalinfixierten und paraffinierten Archivproben aus Leber, Mamma, 

Knochenmark (nach Entkalkung), Lymphknoten und Kolon. In einem zweiten 

Ansatz wurde die Expression der gleichen microRNA Spezies aus nativem 

Mauslebergewebe und parallel bearbeiteten fixierten Proben der gleichen 

Lebern verglichen um den Einfluss von Fixationsart und Fixationszeit von 12 bis 

72 Stunden zu ermitteln. Die Ergebnisse zeigten, dass microRNA aus 

formalinfixiertem und paraffinierten Material hinsichtlich der Expression gut 

analysierbar ist. Die Dauer der Fixation hatte keinen signifikanten Einfluss auf 
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die Analysen. Bei der Fixationsart konnten Unterschiede im Expressionslevel 

dargestellt werden. Grundsätzlich ist die Analyse nach jeder untersuchten 

Fixationsart möglich, jedoch sollten nicht unterschiedlich fixierte Gewebe 

miteinander verglichen werden. Eine signifikant schlechtere Qualität der 

microRNA ergab sich nach Fixation mit ungepuffertem Formalin und bei 

Zustand nach Entkalkung. Für die retrospektive Analyse von formalinfixiertem 

und paraffinierten Gewebe sind die gut dokumentierten Paraffinarchive der 

Pathologen von besonderem Interesse. Ein erstaunliches Ergebnis dieser 

Studie war, dass eine Lagerung der Paraffinblöcke über 7 Jahre keinerlei 

Einfluss auf die quantitativen Untersuchungen der microRNA hatte. Erst nach 

10 bis 20 Jahren nimmt der Gehalt der extrahierbaren microRNA signifikant ab, 

wobei vergleichende semiquantitative Expressionsanalysen weiterhin möglich 

erscheinen (Siebolts et al., 2009b).  

 

2.2.2 Hochsensitives Verfahren zum Nachweis der JAK2 p.V617F 

Punktmutation zur molekularen Diagnostik und zum Monitoring an 

peripherem Blut 

 

Die molekularpathologische Diagnostik am peripheren Blut wird im Kontext der 

soliden Tumoren bei Nachweis von genomischen Veränderungen aus 

zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells, CTC) oder an zirkulierender 

Tumor-DNA (ctDNA) im Allgemeinen als Liquid Biopsy bezeichnet. Prinzipiell 

werden auch bei Mutationsanalysen am peripheren Blut von Patienten mit einer 

myeloproliferativen Neoplasie CTCs oder ctDNA untersucht. Der Unterschied 

besteht darin, dass die Tumorzellen durch die Art der Erkrankung in hoher Zahl 

in das periphere Blut abgegeben werden und somit der molekularen 

Charakterisierung leichter zugänglich sind. In Kapitel 1.1 und 1.2 werden die 

Grundlagen der molekularen Veränderungen bei myeloproliferativen Neoplasien 

erläutert. Kapitel 1.3 beschreibt die molekulare Diagnostik dieser Erkrankungen 

und in Kapitel 1.5 und 1.6 wird detailliert auf die Beschränkungen und 

Möglichkeiten der molekularen Diagnostik eingegangen. Vor dem so skizzierten 

theoretischen Hintergrund sind die folgenden Studien zum molekularen 
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Monitoring von Patienten mit JAK2 p.V617F positiver myeloproliferativer 

Neoplasie einzuordnen.  

Das Ziel einer jeden Therapie maligner Neoplasien ist die Kuration, also die 

vollständige Heilung, des Patienten bzw. der palliative Ansatz, idealerweise mit 

der Transformation einer schnell fortschreitenden und damit lebensbedrohlichen 

Erkrankung in einen chronischen Prozess. Die posttherapeutisch 

diagnostischen Ansätze bezeichnet man als Monitoring, sie dienen der 

Verlaufskontrolle und der möglichst frühzeitigen Erkennung von Rezidiven der 

Erkrankung. In einer initialen technischen Studie an vier Patienten mit primärer 

Myelofibrose und Zustand nach allogener Stammzelltransplantation wurde die 

prädiktive Kraft der Voraussage zu einem klinischen Rezidiv der Erkrankung 

getestet. Dazu wurden sequentielle Knochenmarkbiopsien vor und nach 

Stammzelltransplantation mit einer konventionellen allelspezifischen 

quantitativen PCR mit einer technischen Sensitivität von 1 % untersucht und die 

Ergebnisse mit den klinischen Daten korreliert. In einem zweiten Ansatz wurden 

die gleichen Proben mit einer zweiten, selbst entwickelten sensitiveren 

Methodik analysiert, die die allelspezifische quantitative PCR mit einer starken 

Blockierung der nicht mutierten Allele (wild-type-blocking) kombiniert. Die so 

erzeugte technische Sensitivität lag bei 0,001 % bzw. dem Nachweis eines 

mutierten Allels vor dem Hintergrund von 100.000 nicht mutierten Allelen. Durch 

die so erzeugte hohe technische Sensitivität konnte, anders als mit der 

konventionellen Technik, eine minimale residuale Tumorlast schon direkt nach 

der potentiell kurativen Therapie erkannt und ein Rezidiv Monate bis Jahre vor 

den klinischen Zeichen des Rezidivs angezeigt werden (Siebolts et al., 2010).  

Diese Methodik wurde im Folgenden in der Routinediagnostik der 

Universitätsklinika Köln und Leipzig bei Patienten mit entsprechendem 

molekularen Profil und Zustand nach Stammzelltransplantation zum 

Therapiemonitoring erfolgreich eingesetzt. Dies wurde im Rahmen einer 

prospektiven Studie publiziert, die 70 sequentielle Blutproben und 

Knochenmarkbiopsien von 30 Patienten mit JAK2 p.V7617F positiven 

myeloproliferativen Neoplasien und Zustand nach allogener 

Stammzelltransplantation, unter Anwendung der zuvor publizierten Methode auf 

residuale molekulare Erkrankung einschloss. Wie zuvor beschrieben, konnte 
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der Nachweis einer molekularen Resterkrankung ein klinisches Rezidiv schon 

Monate vorher ankündigen. Außerdem konnte gezeigt werden, dass am Tag 28 

nach allogener Stammzelltransplantation der Nachweis einer residualen 

Allellast von > 1 % ein signifikant höheres Rezidivrisiko und schlechteres 

Gesamtüberleben vorhersagen konnte (Lange et al., 2013). 

Dieses Ergebnis steht in einer Reihe mit Publikationen zum Monitoring einer 

minimalen Resterkrankung mittels Liquid Biopsy nach potentiell kurativer 

Therapie bei Patienten mit Mammakarzinom und kolorektalem Karzinom und 

hat ein hohes Potential, schon bald im Rahmen der Routinediagnostik 

eingesetzt zu werden. Dabei kann unabhängig von der vorliegenden, potentiell 

kurativ zu behandelnden malignen Neoplasie im Rahmen der Erstdiagnostik am 

histologischen Material eine Mutationsanalyse mittels Parallelsequenzierung 

durchgeführt werden. Bei Nachweis einer tumorspezifischen Mutation kann 

diese im Verlauf mittels Liquid Biopsy und einer geeigneten technisch 

sensitiven Methodik wie z.B. digitaler PCR oder wild type blocking 

allelspezifischer quantitativer PCR zum Monitoring der minimalen 

Resterkrankung überprüft werden. Im Falle eines Rezidivs kann dann erneut 

eine Gewinnung histologischen Materials erfolgen, um wiederum mittels 

Parallelsequenzierung eine mögliche molekulare Resistenzentwicklung zu 

sichern und gegebenenfalls eine weitere Therapie, im Sinne einer 

Zweitlinientherapie, mit der erneuten Möglichkeit eines molekularen Monitorings 

durchzuführen (Abbildung 3).  



50 
 

 

Abbildung 3. Möglicher Algorithmus zum molekularen Monitoring   

  

Dass ein molekulares Monitoring seine diagnostische Aussagekraft auch im 

Rahmen einer Therapie mit Kinaseinhibitoren entfalten kann, zeigt ein 

interessanter Fallbericht unter Anwendung der zuvor beschriebenen 

molekularen Methodik. Ein 50jähriger kaukasischer Patient mit einer JAK2 

p.V617F positiven primären Myelofibrose wurde mit dem für JAK1/2 

spezifischen Kinaseinhibitor Ruxolitinib therapiert. Interessanterweise konnte 

eine Allellast am Blut und an sequentiellen Knochenmarkbiopsien von 58 % 

bzw. 85 % festgestellt werden, die erst nach 216 Wochen unter laufender 

Therapie unter den für die Stammzelltransplantation so wichtigen prädiktiven 

Wert von unter 1 % gefallen ist. Dabei hatte der Patient während des 

Untersuchungszeitraums keine klinischen Anzeichen eines Rezidivs der 

Erkrankung. Ganz offensichtlich verbleibt unter der Kinaseinhibitortherapie eine 

zwar inaktive, aber vitale Tumorzellpopulation bestehen, bis sie sich auf 

natürlichem Weg selbst limitiert (Koehler et al., 2015). 
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2.2.3 Hochsensitives Verfahren zum diagnostischen Nachweis von 

Treibermutationen an Feinnadelaspiraten von Schilddrüsenknoten 

 

Eine weitere diagnostische Fragestellung, bei der auf Grund des häufig nur sehr 

geringen Zellgehaltes eine besondere Anforderung an die technische 

Sensitivität der molekulardiagnostischen Methodik gestellt wird, ist die 

Diagnostik an Feinnadelaspiraten (FNA) von suspekten Schilddrüsenknoten. 

FNA von suspekten Schilddrüsenknoten werden routinemäßig gewonnen, da 

klinisch kaum Möglichkeiten bestehen, die Dignität sicher abzuschätzen. Im 

Rahmen der nach der Feinnadelaspiration folgenden zytologischen 

Untersuchungen durch einen erfahrenen Pathologen werden die Ergebnisse in 

prognostische Gruppen nach BETHESDA in sechs Gruppen eingeteilt. Die 

Einteilung in die Kategorien IV bis VI führt zu einer chirurgischen Entfernung mit 

der Möglichkeit einer anschließenden definitiven histomorphologischen 

Diagnose. Klinisch problematisch sind die zytologischen Gruppen I 

(diagnostisch nicht auswertbar), II (benigne, follikulärer Knoten) und III (Atypien 

unklarer Signifikanz). In diesen Fällen wäre eine zusätzliche molekulare 

Testung mit prognostischer Aussage hilfreich.  

Aus diesem Grund wurde im Rahmen der von uns publizierten Studie 

untersucht, in wie weit verschiedene Methoden geeignet sind, valide Aussagen 

zu möglichen tumorassoziierten Mutationen zu treffen. An 110 FNA- 

Ausstrichpräparaten und korrespondierendem chirurgischen Material wurden 

die bekannten Treibermutationen BRAF, NRAS, HRAS und KRAS untersucht. 

Dabei kamen die quantitative PCR und die Pyrosequenzierung zum Einsatz. 

Für die untersuchten Mutationen erwies sich die Pyrosequenzierung auf Grund 

der hohen Spezifität, bei allerdings nur mäßiger Sensitivität, der quantitativen 

PCR überlegen. Die Aussagekraft konnte bei doppelter Testung mit beiden 

Methoden nochmals deutlich gesteigert werden (Rehfeld et al., 2013). 

In einer weiteren Studie zu diesem Thema wurde an 564 FNA- Ausstrichen von 

suspekten Schilddrüsenknoten im Vergleich zu vorliegendem chirurgischen 

Material ein Panel aus sieben Genen mittels quantitativer PCR und 

Pyrosequenzierung untersucht. Im Anschluss wurde ein Großteil der Patienten 

über ein Jahr nachbeobachtet. Insgesamt waren die Punktmutation BRAF 
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p.V600E und die Fusion RET/PTC zu 98 % und 100 % mit einem malignen 

Befund assoziiert. Für die RAS Punktmutationen und PAX8/PPARG Fusion lag 

die Korrelation mit einem definitiven Malignom nur bei 31 % und 0 %. Diese 

Werte sind kongruent zu der Beobachtung, dass RAS und PAX8/PPARG 

Alterationen häufig auch in benignen Neoplasien zu finden sind, während es 

nach Literaturangeben für BRAF und RET/PTC Alterationen kaum Berichte 

benigner Läsionen gibt. Vor diesem Hintergrund scheint die prädiktive 

Aussagekraft der Mutationsanalyse von RAS und PAX8/PPARG an FNA- 

Material eingeschränkt. Insgesamt konnten lediglich 36 % der in der Studie 

gefundenen Karzinome, die zuvor der zytologischen Gruppe III (Atypien 

unklarer Signifikanz) zugeordnet waren, durch die Mutationsanalyse bestimmt 

werden, so dass aus den vorliegenden Daten keine Empfehlung zu einer 

flächendeckenden molekularen Diagnostik zum jetzigen Zeitpunkt gegeben 

werden kann (Eszlinger et al., 2017). 
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4. Thesen 

 

Progenitorzellen der Polyzythämia vera sind als neoplastische Zellen erkennbar 

durch höhere Größenvarianz der Zellen, Vermehrung der Mitochondrienanzahl, 

Vergrößerung der Golgi-Apparate und Dysregulation von 

Wachstumsrezeptoren. 

Es existiert eine nicht- neoplastische Zellfraktion im Blut von Patienten mit 

Polyzythämia vera als mögliches Reservoir einer gezielten Therapie. 

Die Akkumulation chromosomaler Schäden von Progenitorzellen von Patienten 

mit Polyzythämia vera ist verursacht durch eine aberrante Expression der DNA- 

abhängigen Proteinkinaseuntereinheit KU86.  

Trotz vollständiger Spenderhämatopoiese im Blut von Patienten mit primärer 

Myelofibrose bei Zustand nach allogener Stammzelltransplantation mit 

dosisreduzierter Konditionierung existiert im Knochenmark eine langsam 

rückläufige Zahl an neoplastischen Progenitorzellen. 

Die schlechtere Prognose von Patienten mit chronischer myeloischer Leukämie 

bei Zustand nach Therapie mit allogener Stammzelltransplantation und 

dosisreduzierter Konditionierung ist bedingt durch eine höhere Anzahl einer 

verbleibenden neoplastischen Progenitorzellpopulation im Knochenmark 

verglichen mit gleichartig behandelten Patienten mit primärer Myelofibrose. 

Mittels vergleichender Untersuchungen tumorassoziierter Mutationen lassen 

sich Informationen zur therapieassoziierten Tumorevolution zur 

Resistenzentwicklung gewinnen.  

Beim serösen Borderlinetumor des Ovars handelt es sich um eine 

neoplastische Tumorerkrankung mit dem Potential einer peritonealen und 

lymphonodalen Metastasierung. 

Die vergleichende Klonalitätsanalyse bei lymphoproliferativen Neoplasien bietet 

die Möglichkeit einer prognostischen Aussage im Rahmen der 

Ausbreitungsdiagnostik. 
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Formalinfixiertes und paraffiniertes Gewebe ist für quantitative microRNA 

Expressionsanalysen auch nach Jahren der Archivierung geeignet.  

Ein technisch hochsensitives Verfahren zur Detektion der aktivierenden JAK2 

p.V617F Mutation ermöglicht eine posttherapeutische prognostische 

Stratifizierung von Patienten mit myeloproliferativer Erkrankung sowie ein 

Monitoring eines molekularen Frührezidivs.  
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