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Editorial

Amplifikation von MYCN in
Neuroblastomen: Paradigma fiir die klinische
Anwendung einer Onkogenverinderung

M. Schwab

Institut fiir Experimentelle Pathologie, Deutsches Krebsforschungszentrum

Einleitung
Zusammenfassung
Amplifikation zelluldrer Onkogene ist eine
Vermehrung der Dosis zelluldrer Onkoge- der hdufigsten genetischen Verdnderungen in Krebszellen.
ne durch Amplifikation ist eine hdufige Genomverande- Wihrend die normale Zelle in ihrem Genom eine Einzelko-
rung in Krebszellen. Die Anwesenheit amplifizierter zel- pie des Onkogens besitzt, kommt es im Genom der Krebs-
luldrer Onkogene duflert sich dabei in der Regel in typi- zelle hdufig zur selektiven Genvermehrung, als deren Re-
schen Chromosomenanomalien, insbesondere ,,double sultat die Zelle mehrere hundert Genkopien besitzen kann.
minutes“ (DMs) und ,,homogeneously staining regions* Amplifikation ist ein genetisches Ereignis auf der Ebene
(HSRs). Bei verschiedenen Formen humaner Krebser- der DNA, als Folge der Amplifikation kommt es zur er-
krankungen tritt ein spezifisches Onkogen in amplifi- hohten Genexpression.
zierter Form auf. Insbesondere beim Neuroblastom,
aber auch beim Brustkrebs, ist Amplifikation ein Merk- Vor allem durch Chromosomenuntersu-
mal fiir aggressiv wachsende Krebsformen und ein chungen wurde die Aufmerksamkeit auf Amplifikation als
Indikator fiir ungiinstige Prognose. Neuroblastome be- genetische Verdnderung in Krebszellen gelenkt. Bereits im
sitzen hiufig Amplifikation des Gens MYCN. Die Am- Jahre 1965 wurden erstmals Chromosomenanomalien, die

plifikation von MYCN gilt als unabhéngiger Parameter heute als ,,double minutes* (DMs) bezeichnet werden, in
zur Indentifizierung von Patienten mit hohem Risiko, Neuroblastomen entdeckt (Cox, Yuncken und Spriggs,

bei denen ein intensives Therapieschema angezeigt ist. 1965) (Abb. 1a). Und 1976 gelang ebenfalls in Neurobla-
Amplifikation von MYCN in Neuroblastomen ist die er- stomzellen die Indentifizierung einer ,,homogeneously stai-
ste Onkogenverdnderung, die praktische klinische Si- ning region* (HSR) in einem Markerchromosom (Biedler
gnifikanz erlangt hat. und Spengler, 1976) (Abb. 1b). Die Signifikanz beider
Chromosomenanomalien sowie ihr genetischer Gehalt

Amplifikation of MYCN in blieben lange Zeit unklar. Zwar wurden sowohl DMs als
neuroblastomas: Paradigm for the auch HSRs in verschiedenen Zelltypen als Orte von ampli-

clinical use of an oncogene alteration fizierten Genen identifiziert, welche Resistenz gegen Zyto-

statika, z. B. Methotrexat, bedingen (Schimke, 1984). Die-

Increase of the dosage of cellular onco- se Erkldrung konnte aber nicht in solchen Féllen zutreffen,

gens by DNA amplifications is a frequent genetic altera- in denen Krebszellen Zytostatika iiberhaupt nicht ausge-
tion of cancer cells. The presence of amplified cellular setzt waren. Im Jahre 1983 gelang erstmals der Nachweis,
oncogenes is usually signalled by conspicuous chromo- daB sowohl DMs als auch HSRs in Krebszellen Orte ver-
somal abnormalities, ,,double minutes“ (DMs) or ,,ho- vielfdltigter zellulirer Onkogene sind (Schwab et al.
mogeneously staining regions (HSRs). Some human 1983a). Es zeichnet sich heute ab, dall zumindest in der
cancers carry a specific amplified oncogene at high inci- Uberzahl der Fille die Chromosomenanomalien DMs und

dence. Particularly in neuroblastomas and in breast HSRs in Krebszellen amplifizierte zellulire Onkogene an-
cancers the amplification of cellular oncogenes has been
found associated with aggressively growing cancers and * Arbeiten in meinem Labor werden gefordert durch Mittel des
is an indicator for poor prognosis. Neuroblastoma, a Haushaltes und des Sondervermégen des DKFZ, den Verein zur
malignant tumor of the sympathetic nervous system of Fdrdergng der Krebsforschung, dig Dr. Milfircd Scheel-Stif-
children, frequently carries amplification of the oncoge- tung, die Deutsche Fors?h“f“gsgeme‘HSChaf‘ tber den Schwer-
ne MYCN. The amplification of MYCN is of predictive punk.l » Tumorzytogenetik .und den SFB 229 ’.’MOlelf‘UIare Me-
value for identifying high risk neuroblastoma patients chanismen der Gepexpressmn und Plfferenmcrung und das
. J . . N Tumorzentrum Heidelberg-Mannheim.

that require specific therapeutic regimen and is general-

ly viewed as the first oncogene alteration that turned out
to be of practical clinical significance.

Ich danke allen kooperierenden Mitgliedern der
Neuroblastom-Studiengruppe fiir die Bereitstellung von Patien-
tenmaterial, insbesondere C. R. Bartram (Ulm), F. Berthold
(Koln), C. Bender-Gétze (Miinchen), B. Dohrn (Krefeld), R. Lud-
wig (Heidelberg), D. Niethammer (Tiibingen), H. Richm (Hanno-
ver), J. Ritter (Miinster), L. Schweigerer (Heidelberg) und J.
Klin. Padiatr. 202 (1990) 197-201 Treuner (Stuttgart). Ich danke ferner F. Berthold fiir die Durch-
© 1990 F. Enke Verlag Stuttgart sicht des Manuskripts.
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zeigen (fiir eine Ubersicht siche Schwab, 1985; Schwab und
Amler, 1990). Amplifikation ist offensichtlich eine geneti-
sche Verdnderung, die vor allem in Zellen solider Tumoren
auftritt. In Zellen himatopoetischer Krebsformen wurde
Amplifikation nur sporadisch beobachtet (Schwab und
Amler, 1990).

MYCN Amplifikation in Neuroblastomen

Die Anwesenheit amplifizierter DNA in
Neuroblastomzellen war auf der Basis von Chromosomen-
untersuchungen seit langem bekannt. Aber erst 1983 konn-
te gezeigt werden, dald ein spezifisches Gen, MYCN in
Neuroblastomen zwischen 10- und iiber 100fach amplifi-
ziert ist (Schwab et al. 1983b). MYCN ist Mitglied einer
Multigenfamilie dessen Prototyp das Gen MYC ist
(Schwab, 1988). Mitglieder der MY C-Genfamilie liegen in
verschiedenen humanen Tumortypen in amplifizierter
Form vor. Dabei wurde das amplifizierte MYCN Gen aus-
schlielich in solchen Tumoren gefunden, die aus Zellen
mit neuralen Eigenschaften entstehen. MYCN Amplifika-
tion tritt am hédufigsten in Neuroblastomen, und in gerin-
ger Hiufigkeit in Retinoblastomen, Astrozytomen und
kleinzelligen Lungenkarzinomen auf (Schwab, 1988). Neu-
roblastome zeigten bisher ausschlieflich MYCN Amplifi-
kation, nicht aber Amplifikation eines anderen Mitgliedes
der MYCN Genfamilie oder eines anderen zelluldren On-
kogens. Diese Spezifitédt deutet auf eine besondere Funk-
tions des MYCN Gens bei der Neuroblastombildung hin.

Bedeutung der MYCN Amplifikation fiir
Tumorgenese

Das MYCN Gen kodiert fiir ein Phospho-
protein, das im Zellkern lokalisiert ist. Als Resultat der
Amplifikation kommt es zur erhohten Expression sowohl
auf der Ebene der RNA als auch des Proteins.

Um den Beitrag der erhohten RNA und
Proteinexpression auf das Wachstumsverhalten von Zellen
abzuschitzen, wurden MYCN Expressionsvektoren in un-
terschiedlichen experimentellen Modellen gepriift. Diese
Expressionsvektoren wurden dabei in Zellen eingeschleust
und bewirken dort eine Expression entsprechend derjeni-
gen nach Amplifikation. Die Versuche zeigten vor allem,
daf} erhéhte MYCN Expression einen Beitrag zur tumori-
genen Konversion primérer Rattenzellen leistet (Schwab et
al. 1985), etablierten, aber in der Maus nicht tumorigenen
menschlichen Neuroblastomezellen Tumorigenitiit verleiht
(Schweigerer et al. 1990), primire Nagetierzellen immorta-
lisiert (Schiwab und Bishop, 1988), und in transgenen Miu-
sen Tumorgenese bedingt (Dildrop et al., 1989; Rosen-
baum et al., 1989). Wenn auch diese Ergebnisse nicht di-
rekt einen Beitrag der MYCN Amplifikation zum Neuro-
blastom nachweisen, so zeigen sie doch, dal3 abnormale,
erhohte Expression gravierenden Einflufl aul das Wachs-
tumsverhalten von Zellen in vitro und in vivo hat.

Ein Hinweis auf einen Beitrag der Amplifi-
kation zelluldrer Onkogene zur Tumorgene kommt auch
aus unabhéngigen Beobachtungen an anderen experimen-
tellen Systemen. Versuche zur Zytostatikaresistenz haben
ergeben, dab resistente Zellen die Amplifikation des Resi-
stenzgens verlieren, sobald sie unter Zytostatika-freien Be-
dingungen kultiviert werden. Eine analoge Dynamik der
Amplifikation 1aft sich auch fiir das zellulire Onkogen
MY C nachweisen, das in den Zellen des Maustumors SE-
WA amplifiziert ist (Schiwab et al., 1985). Unter Bedingun-
gen der in vitro Kultur geht die Amplifikation verloren,
und sie manifestiert sich wieder sobald die Zellen in vivo in
der Maus einen Tumor bilden (Levan et al., 1977; Schwab
et al., 1985). Dariiber hinaus wurde eine signifikante Kor-
relation zwischen dem Grad der Amplifikation und der Tu-
morigenitdt der Zellen nachgewiesen (Martinsson et al.,
1988). Generell ist also Amplifikation genetisch unstabil
und wird nur dann aufrechterhalten, wenn die Zellen durch
Amplifikation einen Wachstumsvorteil in einer bestimm-
ten Umgebung gewinnen. Amplifikation koénnte also
durch positive Modulation des Zellwachstums zur Enste-
hung von aggressiver wachsenden und damit héher mali-
gnen Klonen einer Tumorzellpopulation beitragen. Sie
diirfte damit ein wesentliches genetisches Element im Rah-
men von Konzepten iiber die klonale Entwicklung von
Krebszellen (Nowell, 1976) und iiber die Progression von
Tumoren (Foulds, 1958) darstellen.

Bei der Einschidtzung des Stellenwertes von
Amplifikation bei der Tumorgene mul} beriicksichtigt wer-
den, dal} Krebszellen hiufig weitere genetische Veridnde-
rungen besitzen. Beim Neuroblastom durfte hierbei die De-
letion von genetischem Material aus dem kurzen Arm des
Chromosom 1 besonders bedeutsam sein. Die Ip Deletion
wurde urspriinglich durch Chromosomenanalysen nachge-
wiesen (Brodeur et al., 1981) und in neuerer Zeit auf die
Banden 1p36.1-2 eingeengt (Martinsson et al., 1989;
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Christiansen und Lampert, 1988). Durch den Einsatz poly-
morpher molekularer Proben gelang der Nachweis der 1p
Deletion in nahezu allen bisher gepriiften Neuroblasto-
men, auch in Fillen, in denen die Chromosomenanalyse
die Deletion wegen ihrer geringen GrofBe nicht erkennen
lieB (Abb. 2; Weith et al., 1989). Eine direkte Bezichung
zwischen 1p Deletion und MYCN Amplifikation scheint
aber nicht zu bestehen: Lediglich zwei von zehn Féllen mit
Deletion besaflen auch Amplifikation. Dariiber hinaus ist
MYCN auf einem anderen Chromosom lokalisiert
(2p23-24; Schwab et al., 1984).

Die Bedeutung der 1p Deletion ist bisher
ungeklirt. Es wird zu priifen sein, ob innerhalb der fiir mo-
lekulargenetische Analysen noch recht grolen Region ein
bestimmtes Gen durch die Deletion verlorengeht. Erst
dann ist eine Aussage dariiber méglich, ob es sich bei die-
sem Gen um ein ,,Tumor-Supressorgen* handelt.

Abb. 2 Detetion genetischer Information aus dem kurzen
Arm des Chromosom 1. Die Darstellung illustriert schematisch
den kurzen Arm des Chromosom 1. Durch polymorphe DNA-
Proben wurde gezeigt, dald die deletierte Region in unter-
schiedlichen Tumoren variiert (dargestellt durch senkrechte Li-
nien). Allen Tumoren gemeimsam ist eine Konsensus-Deletion
{schraffiert)

ﬁ"t ﬁ-‘t ﬁ-‘t ﬁ"t ﬁ"*

Abb. 3 Strukturelle Anordnung amplifizierter MYCN-Genko-
pien in HSRs von Neuroblastomzellen. Der Uberwiegende Teil
von MYCN-Genkopien ist als Tandemrepetition arrangiert. Da-
bei ist die amplifizierte DNA um ein Vielfaches grofier als das
MYCN Gen. In der Darstellung zeigt der Pfeil auf das MYCN
Gen, der offene und solide Stern auf die linke bzw. rechte Por-
tion der flankierenden DNA

Struktur der amplifizierten DNA

In neuerer Zeit gelangen erstmals direkte
Einblicke in die strukturelle Anordnung der amplifizierten
DNA (Amler und Schwab, 1989). Es zeigte sich, daf3 der
Umfang der amplifizierten DNA sehr viel grof3er ist als das
MYCN Gen. Wihrend MYCN lediglich etwa 10 Kiloba-
senpaare (Kbp) umfaft, ist die amplifizierte DNA in ver-
schiedenen Tumoren jeweils mehrere hundert Kbp bis iiber
1000 Kbp lang. Interessant ist dabei, dafl diese langen
DNA Einheiten hiufig als préazise Tandemrepetitionen an-
geordnet sind, innerhalb derer das MYCN Gen liegt (Abb.
3). Die geordnete Struktur der amplifizierten DNA weist
auf einem spezifischen Mechanismus der Amplifikation
hin, der bisher nur in wenigen Elementen verstanden ist
(Schwab und Amler, 1990).

Klinische Bedeutung der MYCN
Amplifikation

Wesentliche Parameter fiir das Neurobla-
stom sind das klinische Stadium und das Alter des Patien-
ten bei der Diagnose. Patienten mit Stadium 1 und 2 Neu-
roblastomen haben zumeist gute Prognosen mit 75-90%
2-Jahresiiberlebenszeit, bei Patienten mit Stadium 3 und 4
Tumoren ist die Prognose ungiinstiger. Dabei wurden fiir
das Stadium 3 erhebliche Unterschiede der Prognose von
der US und der Deutsche Neuroblastomstudiengruppe
festgestellt. Wiahrend in den USA die Prognose fiir Stadi-
um 3 Tumoren #hnlich derjenigen von Stadium 4 liegt
(10-30%; siehe Brodeur et al., 1984), wurde in der Bundes-
republik ein wesentlich giinstigerer Wert beobachtet (um
60%; Berthold et al., 1986; Berthold, 1990). Der Grund fiir
diesen Unterschied ist unklar. Untersuchungen mehrerer
Arbeitsgruppen haben unabhingig von einander eine signi-
fikante Korrelation zwischen der Amplifikation von
MYCN und den Stadien 3 und 4 ergeben. Diese Bezichung
wurde erstmals im Rahmen einer Studie an 63 Neurobla-
stomen erkannt; Amplifikation wurde in keinem von 15
Stadium 1 und 2 Tumoren, aber in 24 von 48 (50%) Stadi-
um 3 und 4 Tumoren beobachtet (Brodeur et al., 1984).
Darauffolgende Untersuchungen anderer Autoren haben
diese Korrelation bestétigt, kamen aber zu geringerer pro-
zentualer Haufigkeit der Amplifikation (zwischen 20 und
30%; Bartram und Berthold, 1987, Nakagawara et al.,
1988; Sansone et al., 1989).

Eine signifikante Korrelation zwischen
schlechter Prognose und MYCN Amplifikation ergab sich
auch bei einem Vergleich von Patienten dlter und jiinger als
1 Jahr. Die Prognose von Patienten iiber 1 Jahr, insbeson-
dere mit Stadium 3 und 4 Tumoren, ist besonders ungiin-
stig. In einer Studie zeigten mehr als 50% der Patienten,
die dlter als 1 Jahr waren, MYCN-Amplifikation, wdhrend
Amplifikation bei jiingeren Patienten seltener auftrat (Na-
kagawara et al., 1988; fiir weitere Details siche Berrhold et
al., 1990).

Insgesamt ist Amplifikation offensichtlich
mit aggressiv wachsenden Neuroblastomen assoziiert. Es
sei hier nur erwidhnt, daf3 in neuerer Zeit eine analoge Kor-
relation zwischen Amplifikation des Onkogens ERBB2
und aggressiv wachsenden Formen von Brustkrebs nachge-
wiesen wurde (Slamon et al., 1989).
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Tab. 1 Risikogruppen beim Neuroblastom*

Risikogruppe Tumor

(% Uberleben)

A {90-100%) | Tumor lokalsiert (fast) komplett resezierbar
Stadium |: mikroskopischer Resttumor
moglich

Stadium 2A: minimaler makroskopischer
Resttumor moglich; < 10%
Ausschluldkriterien: Amplifikation und/oder
1p Deletion

Tumor lokalisiert, meist nur inkomplett rese-
zierbar

Stadium 2A: makroskopischer Resttumor;
<10%

Stadium 2B: ipsilateraler Lymphknotenbefall
Stadium 3: Infiltration Uber die Mittellinie
Ausschluf3kriterien: Amplifikation und/oder
1p Deletion

Tumor metastasiert

Risikogruppen A und B bei Nachweis von
MYCN-Amplifikation und /oder 1p Deletion
Stadium 4s

B (65-80%)

C (20-30%)

D (75-80%}

* Kriterien entsprechend dem Pilotprotokoll der Neuroblastom-
studiengruppe NB 90 P vom 1. 8. 89 (Studienleitung F. Bert-
hold, Koln). Die Einordnung erfolgt bei Vorliegen von MYCN
Amplifikation oder 1p Deletion unabhangig von anderen Para-
metern immer in Risikogruppe C.

Gegenwdrtige Therapieschemata fiir das
Neuroblastom werden in Abhingigkeit von der Uber-
lebensprognose durchgefithrt, die auf der Basis von Tu-
morstadium, dem Grad der operativen Resektabilitat so-
wie nach Analyse genetischer Veranderungen abgeschatzt
wird. Die Pilotstudie der Deutschen Neuroblastomstudien-
gruppe empfiehlt die Therapie entsprechend Schemata, die
spezifisch fir jeweils eine von vier Risikogruppen sind (Ta-
belle 1). Risikogruppe A schliefit Patienten mit einem loka-
lisierten Tumor ein, der zumindest zu 90% reseziert werden
kann (Prognose 90-100%). Zur Risikogruppe B zihlen Pa-
tienten mit einem Tumor, der iber das Ursprungsorgan
hinausgeht und gewohnlich nicht vollstindig beseitigt wer-
den kann (Prognose 65-80%). Risikogruppe C schlie3t Pa-
tienten mit einem metastasierenden Tumor ein, oder einem
lokalisierten Tumor der auch durch 4 Zyklen von Chemo-
therapie nicht in Regression iibergeht (Prognose 20-30%).
Zur Risikogruppe D zdhlen ausschlieBlich Patienten mit
Stadium 1Vs Tumoren, die hiufig spontane Regression zei-
gen (Prognose 75-80%).

Patienten der Risikogruppe C werden ent-
sprechend dem intensivsten Therapieschema behandelt.
Sowohl Amplifikation von MYCN als auch 1p-Deletion
sind Ausschluf3kriterien fiir eine Aufnahme in Risikogrup-
pen mit ginstiger Prognose, auch wenn der Tumor lokali-
siert ist. Alle Patienten mit Amplifikation werden der Risi-
kogruppe C zugeordnet und entsprechend intensiv thera-
piert. Dies gilt allerdings nur fiir Tumoren der Stadien -
11, fiir das Stadium IV wurde ein Unterschied in der Pro-
gnose von Patienten positiv oder negativ fiir Amplifikation
nicht beobachtet (fur detaillierte Ausfiihrungen siche Bert-
hold et al., 1986; Berthold, 1990).

MYCN Amplifikation ist demnach ein un-
abhingiger Parameter bei der Abschatzung der Prognose
des Neuroblastoms. Dies ist im Gegensatz zur Situation
beim Brustkrebs, bei der Amplifikation von ERBB2 und
Lymphknotenbefall gleichwertige und nicht unabhéngige
Prognoseparameter darstellen.

Perspektiven

Der molekulargenetisch orientierten Krebs-
forschung stellen sich zum gegenwértigen Zeitpunkt vor al-
lem drei Aufgaben. Erstens erscheint es wichtig, das Spek-
trum genetischer Verdnderungen in unterschiedlichen Tu-
moren zu identifizieren und zu priifen, ob nicht-zufillige
Veranderungen auftreten. Zweitens ist ein wesentlicher
Punkt, zu untersuchen, ob bestimmte nicht zuf#llige gene-
tische Verinderungen als Parameter bei der Diagnose von
Krebserkrankungen einsetzbar sind und Entscheidungshil-
fen fiir den Einsatz bestimmter, bereits erprobter therapeu-
tischer Maflnahmen geben kénnen. Und drittens erscheint
es wesentlich, Kenntnisse {iber die biologische Funktion
von genetischen Verdanderungen in der Krebszelle zu erhal-
ten, um Ansatzpunkte fir eine Kausaltherapie zu ge-
winnen.

Im Rahmen dieser Zielsetzung kommt der
Analyse der Rolle von Veranderungen zellularer Onkogene
und Tumor-Suppressorgene eine besondere Rolle zu. Spe-
zifische strukturelle Anomalien beider Gengruppen treten
hiufig in bestimmten Krebserkrankungen auf. Diese gene-
tischen Veranderungen haben damit zum Einen ein diagno-
stisches Potential. Zum Anderen kénnten Kenntnisse iiber
die Funktion dieser genetischen Verianderungen in der Zel-
le die Grundlage fiur Ansdtze zur Kausaltherapie von
Krebserkrankungen legen, da sowohl zellulire Onkogene
als auch Tumor-Suppressorgene bei der Metamorphose
der Zelle vom normalen zum malignen Status offensicht-
lich eine zentrale Rolle spielen.
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