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2. Einleitung 

2.1 Das Hepatoblastom 

Im Kindes- und Jugendalter sind Tumorerkrankungen sehr selten im Vergleich zu Erwachsenen. 

Es erkranken im Durchschnitt 2183 Kinder unter 18 Jahren pro Jahr an einer Krebsart. Derzeit 

überleben 82% der Fälle im Alter von unter 18 Jahren die Krebserkrankung mindestens 15 Jahre 

[1]. Krebserkrankungen bei Erwachsenen haben ihren Ursprung durch erworbene Mutationen, 

wohingegen pädiatrische Tumore vermutlich durch Fehler während der Embryonalentwicklung 

ausgelöst werden [2]. Einer der vorkommenden soliden Tumorarten bei Kindern sind 

Lebertumore, wobei das Hepatoblastom (HB) am Häufigsten vorkommt. Derzeit ist noch immer 

Gegenstand von Studien was die Ursachen für die Entstehung von HBs sind. Dabei geht man 

hauptsächlich davon aus, dass bei der Tumorgenese vor allem entgleiste Entwicklungsprozesse 

der unreifen hepatischen Vorläuferzellen eine Rolle spielen.  

 

2.1.1 Epidemiologie 

Das Hepatoblastom (HB) tritt mit einer Häufigkeit von 1% auf und zählt zu den seltenen 

malignen Erkrankungen im Kindesalter. Kinder im Alter unter drei Jahren sind am häufigsten 

betroffen und das HB tritt mit 43% unter den pädiatrischen Lebertumoren am meisten auf [3]. Ein 

erhöhtes Risiko ein HB zu entwickeln sind Faktoren wie Frühgeburtlichkeit und ein sehr geringes 

Geburtsgewicht [4-6]. Das HB tritt bei Jungen 1,2-3,3 mal häufiger auf als bei Mädchen [7]. Die 

Inzidenz für das HB liegt bei etwa 1:1,2 -1,5 Millionen Kindern in den westlichen Ländern, 

welche jünger als 15 Jahre sind [8, 9].  

 

2.1.2 Hepatozelluläre und transitionale Leberzelltumore 

Neben dem HB werden meist bei älteren Kindern oder jungen Erwachsenen sowohl 

hepatozelluläre Karzinome (HCC) [10] als auch transitionale Leberzelltumore (TLCT) 

diagnostiziert [11]. Meist entwickeln sich HCCs spontan und unabhängig von bestehenden 
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Vorerkrankungen der Leber [12]. In einigen Fällen entwickeln sich HCCs bei Kindern, die zuvor 

an einer chronischen Hepatitis B-Virus Infektion, einer Zirrhose und/oder an zugrunde liegenden 

metabolischen Stoffwechselerkrankungen erkrankt sind [13, 14]. Das HCC stellt den 

zweithäufigsten Lebertumor bei Kindern dar und betrifft vor allem Jungen ab einem Alter von 6 

Jahren. Die Prognose für kindliche HCCs liegt bei einer Überlebensrate von 25% nach 3 Jahren. 

Dies ist darauf zurückzuführen, dass die Patienten häufig eine Resistenz gegenüber der 

Chemotherapie entwickeln und oftmals der Zeitpunkt bei der Diagnosestellung spät ist. Die 

einzige Heilung in diesen Fällen ist die vollständige operative Entfernung des HCCs [12].  

 

In sehr seltenen Fällen treten TLCTs auf, die sich ebenso bei älteren Kindern manifestieren und 

eine schlechte Prognose aufweisen. Die TLCTs, welche sich in einem Übergangszustand 

zwischen dem HB und dem HCC befinden, unterscheiden sich vom HB und HCC bezüglich des 

klinischen Erscheinungsbilds, der Morphologie, des Immunophänotyps und des 

Behandlungserfolgs [11].  

 

2.1.3 Symptome und Diagnose  

Die Symptome beim HB sind oftmals unspezifisch und die erkrankten HB-Patienten leiden unter 

allgemeinen Symptomen wie Übelkeit, Erbrechen, Gewichtsverlust, abdominale Schmerzen, 

Erschöpfung, Gedeihstörung und Gelbsucht. Die Symptome sind abhängig von der Größe, der 

Lokalisierung des HB und der Präsenz von Metastasen [15, 16].  

Die Diagnosestellung erfolgt in der Regel mittels einer physikalischen Untersuchung, 

Labordiagnostik und bildgebenden Verfahren wie der Ultraschalluntersuchung, der 

Computertomographie sowie der Magnetresonanztomographie. Die Patienten mit HB zeigen 

oftmals eine abdominale Raumforderung, die meist als sichtbare und tastbare aber schmerzlose 

Schwellung des Bauches auftritt. Anhand der Bildgebung wird sowohl die vollständige Größe des 

HBs und dessen Ausbreitung als auch das Vorliegen von Metastasen (20%), die überwiegend die 

Lunge sowie das Gehirn und die Knochen befallen, festgestellt [17, 18]. Zusätzlich werden im 

Blutbild die Leberwerte und der alpha-Fetoprotein (AFP) Wert zur Sicherung der Diagnose 

bestimmt. Der AFP-Wert ist zunächst noch zum Zeitpunkt der Geburt stark erhöht und geht 

allmählich in den ersten 10 Lebenswochen zurück [19]. Normalerweise liegt der AFP-Wert von 
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Kindern bei 10 ng/ml [20, 21]. Beinahe 70% aller HB Patienten weisen einen erhöhten AFP-Wert 

von > 500 ng/ml auf, wohingegen der AFP-Wert bei sehr fortgeschrittenen aggressiven 

kindlichen Lebertumoren geringer sein kann (< 100 ng/ml). Diese Tumoren weisen eine sehr 

schlechte Prognose auf, da sie sehr resistent gegenüber der Chemotherapie sind [22]. Die 

Bestimmung des AFP-Levels ist sowohl ein nutzvoller diagnostischer Marker für das HB und für 

das HCC im Kindesalter als auch wichtig zur Risikostratifizierung und zur Einschätzung des 

Therapieerfolgs. Eine perkutane Biopsie der veränderten Leber als auch der Metastasen ist 

notwendig für die weitere Risikostratifizierung [7, 16]. 

 

2.1.4 Histologie 

Das HB ist sehr heterogen mit unterschiedlichen Phänotypen. Dies ist darauf zurückzuführen, 

dass es sich um einen embryonalen Tumor handelt. Dieser entwickelt sich aus unreifen 

hepatischen Vorläuferzellen des Leberparenchyms und repräsentiert somit verschiedene Stadien 

der Leberentwicklung [23]. Daher kann eine histopathologische Einteilung in den epithelialen 

(56%) oder den gemischten epithelialen/mesenchymalen Subtyp (44%) erfolgen [9]. Der 

epitheliale Subtyp wird wiederum untergliedert in den fetalen (31%), den embryonalen (19%), 

den macrotrabekulären (3%), den kleinzelligen undifferenzierten und cholangioblastischen Typen 

(3%) [7]. Die mesenchymalen Anteile bestehen meist aus Osteoid, unreifem fibrösem Gewebe 

und Spindelzellen. Im Allgemeinen ist die Prognose für die Patienten besser, bei denen die 

Tumore größtenteils aus fetaler Gewebsdifferenzierung bestehen im Vergleich zu den Tumoren 

aus überwiegend embryonalen oder undifferenzierten kleinzelligen Anteilen [24]. 

 

2.1.5 Staging und molekulare Risikostratifizierung 

Die Stadieneinteilung des HBs ist unerlässlich für eine korrekte Risikostratifizierung und für die 

damit verbundene Therapieplanung. Sie umfasst die Lokalisierung und die Ausdehnung des HBs 

als auch die Beurteilung ob sich bereits Metastasen gebildet haben. Kürzlich haben sich die vier 

Hauptstudiengruppen, die International childhood liver tumors strategy group (SIOPEL), die 

Children’s Oncology Group (COG), die Deutsche Gesellschaft für Pädiatrische Onkologie und 

Hämatologie (GPOH), und die Japanese Study Group for Pediatric Liver Tumors (JPTL) zur 
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Children’s Hepatic tumors International Collaboration (CHIC) zusammengeschlossen und 

vertreten nun einen gemeinsamen Ansatz zur Stadieneinteilung und Risikostratifizierung des HBs 

[25]. Folglich wurden einige prognostisch relevante Merkmale festgelegt.  

 

2.1.5.1 PRETEXT-System 

Das PRETEXT-System („pre-treatment extension“) kategorisiert die Tumoren nach ihrer 

Ausdehnung in der prä-therapeutischen Bildgebung und hat eine hohe prognostische Relevanz. 

Dabei werden die HBs in vier verschiedene PRETEXT-Gruppen (I-IV) eingeteilt. Dies erfolgt 

abhängig von der Ausdehnung des Tumors über die vier Sektoren der Leber. Somit ist bei 

PRETEXT I der Tumor auf einen Sektor der Leber (rechter posteriorer oder linker lateraler 

Sektor) begrenzt. Bei Stadium II sind zwei aneinandergrenzende Sektoren nicht vom Tumor 

befallen und bei Stadium III ist nur noch ein Sektor frei von Tumorgewebe. Wohingegen bei 

PREXTEXT IV alle vier Sektoren vom Tumor betroffen sind. Die Tumore, die der Kategorie 

PRETEXT I-III zugeordnet sind, weisen eine generell bessere Prognose auf im Vergleich zu den 

sehr fortgeschrittenen PRETEXT IV Tumoren [26].  

Es spielen auch noch weitere Kriterien eine Rolle bei der Stadieneinteilung nach PRETEXT. 

Dazu zählen der Einschluss des Schwanzlappens der Leber (C), das Vorliegen einer 

extrahepatischen abdominalen Erkrankung (E) und einer Multifokalität des Lebertumors (F), und 

das Auftreten von Fern- (M) und Lymphknotenmetastasen (N). Zur Stadieneinteilung ist auch die 

Beurteilung wichtig über das Einwachsen der Tumore in portale (P) oder hepatisch venöse 

Gefäße (V) und ob eine Tumorruptur (R) vorliegt [27]. Zudem ist für die Einteilung der Patienten 

in die Hochrisikogruppe das Vorliegen eines sehr geringen AFP-Wertes < 100ng/ml als auch ein 

Diagnosealter über 3 Jahre entscheidend [25].  

 

2.1.5.2 16-Gen-Signatur 

Neben den klinischen Kriterien für die Stadieneinteilung des HBs spielen neuerdings auch 

molekulare Marker und Genexpressionssignaturen eine tragende Rolle bei der Stratifizierung.  



EINLEITUNG 

7 

Cairo et al. haben 2008 eine 16-Gen-Signatur durch eine DNA-Microarray-Analyse identifiziert, 

die aus je acht Genen für jede Subgruppe besteht. Die 16-Gen-Signatur unterscheidet dabei 

zwischen den Tumortypen mit günstigerem (Standardrisikogruppe C1) oder aggressiverem 

Verlauf (Hochrisikogruppe C2) [28]. Die Standardrisikogruppe C1 ist charakterisiert durch eine 

höhere Differenzierung und meist fetaler Histologie des Tumorgewebes. Die Prognose für die 

Patienten der C1-Standardrisikogruppe ist im Vergleich zu den Patienten der C2-

Hochrisikogruppe deutlich besser. Die Tumore der Hochrisikogruppe C2 sind gekennzeichnet 

durch eine embryonale Histologie, eine hohe Proliferationsrate, ein fortgeschrittenes 

Tumorwachstum, ein häufiges Auftreten von vaskulärer Invasion und Bildung von Metastasen 

[28]. Konsequenterweise zeigen C2 Tumore reduzierte Level für Marker, die charakteristisch 

sind für reife Hepatozyten wie das Apolipoprotein C4 (APOC 4) und die Aldehyd Dehydrogenase 

2 Family Member (ALDH2). Dafür können erhöhte Expressionswerte für das Alpha Fetoprotein 

(AFP) und Marker, die für das Zellwachstum typisch sind wie der Transkriptionsfaktor E2F5 

(E2F5) und Mitotic Checkpoint Serine/Threonine Kinase BUB1 (BUB1) nachgewiesen werden 

[28]. Interessanterweise konnte erst kürzlich die gute Vorhersage des Patienten Outcomes an 

einer repräsentativen Kohorte bestätigt werden. So zeigte sich, dass C2-Patienten eine schlechte 

Prognose haben [29]. 

Die Erforschung und die Anwendung der molekularen Marker wird zukünftig unumgänglich 

werden für die Verbesserung der Risikostratifizierung und die Optimierung der 

Behandlungsstrategien im Hinblick auf mögliche zielgerichtete Therapien, insbesondere für die 

HB-Hochrisikopatienten. 

 

2.1.5.3 4-miR-Signatur 

Ebenso gewinnen auch Micro-RNAs (miRs) zunehmend in der onkologischen Prognostik an 

Relevanz. Cairo et al. haben 2010 die prognostische Rolle der sogenannten 4-miR-Signatur beim 

HB untersucht [30]. Bei den vier ausgewählten miRs handelt es sich um miR-371, miR-373, 

miR-100 und let-7a, welche von MYC reguliert werden und zur Tumorgenese des HBs beitragen. 

Funktionell spielt miR-371 bei der Tumorinvasion, let-7a bei der Differenzierung und als 

Tumorsupressor und miR-100 beim mTOR-Signalweg und beim mitotischen Checkpoint eine 

Rolle. Die Expressionsanalysen von miR-371, miR-373, miR-100 und let-7a zeigten, dass die 
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HB-Patienten durch die Anwendung der 4-miR-Signatur in die Gruppe mit guten oder schlechten 

Überlebenschancen (Cm1 oder Cm2) unterteilt werden konnten. Die Cm2-Untergruppe wies 

kaum differenzierte, invasive und metastasierende Tumore auf mit einer schlechteren 

Überlebensrate [30].Somit ist es umso wichtiger weitere miRs als potentielle Biomarker zu 

identifizieren, um noch effektiver eine Risikostratifizierung vollziehen zu können.   

 

2.1.6 Genetische Prädisposition 

Meist treten HB sporadisch auf, dennoch gibt es eine Assoziation mit familiären 

Krankheitssyndromen wie der familiären adenomatösen Polyposis (FAP), dem Beckwith-

Wiedemann Syndrom (BWS), dem Edward’s Syndrom (Trisomie 18) und den 

Hemihypertrophien [31-34].   

FAP-Patienten weisen eine Keimbahnmutation im Adenomatous-polyposis-coli (APC) 

Tumorsuppressorgen auf, die verantwortlich ist für die Polypenbildung im Darm und folglich für 

die frühe Entstehung des Dickdarmkrebses. Es wurde gezeigt, dass Kinder mit FAP vor allem in 

den ersten fünf Lebensjahren eine erhöhte Inzidenz von 0.42% für die Entwicklung eines HBs 

besitzen [33, 35]. 

 

Das BWS ist oft mit dem Auftreten embryonaler Tumoren wie dem Wilmstumor, dem 

Neuroblastom und dem Hepatoblastom verbunden. BWS-Patienten haben ein 2,28-fach höheres 

Risiko ein HB zu entwickeln im Vergleich zu Gesunden [31, 36]. Beim BWS handelt es sich um 

ein genetisch bedingtes Großwuchssyndrom, das auf eine Veränderung der genomischen Prägung 

im Bereich des Chromosoms 11p15.5 zurückzuführen ist, dem Lokus des Insulin-ähnlichen 

Wachstumsfaktors 2 (IGF2) [32]. Patienten mit BWS weisen normalerweise ein erhöhtes 

Geburtsgewicht, Fehlbildungen, Makroglossie und vergrößerte abdominale Organe auf. 

 

Zwei weitere Großwuchssyndrome stehen auch in Verbindung mit der Entstehung von HBs,  

nämlich das Simpson-Golabi-Behemal Syndrom und das Sotos-Syndrom. Diese beiden 

Syndrome weisen Mutationen oder Deletionen in verschiedenen Genen wie Nuclear Receptor-

binding SET domain Protein 1 (NSD1) oder Glypican 3 (GPC3) auf [37-39]. 
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2.1.7 Genetischer und epigenetischer Hintergrund 

Das Hepatoblastom weist die geringste Mutationsrate (2,8 Mutationen pro Tumorgenom) aller 

Krebsarten auf [40, 41]. Im Allgemeinen weisen Tumore im Kindesalter generell wesentlich 

weniger Mutationen auf als im Erwachsenenalter [41]. 

Die bereits sehr frühe Manifestation des HB und die geringe Mutationsrate deuten darauf hin, 

dass vergleichsweise wenige genetische Veränderungen für die Entstehung des malignen 

Phäntoyps ausreichen [42]. So wurde durch die Exomsequenzierung der HBs aufgezeigt, dass nur 

wenige Genmutationen vorliegen. Bei zwei Drittel der HB-Fälle ist als einzige wiederkehrende 

Mutation die des ß-Catenin (CTNNB1) Gens mit einer Häufigkeit von 72,5% aufgetreten [40, 

43]. Zudem wurde nachgewiesen, dass auch häufig Mutationen der Gene Telomerase Reverse 

Transkriptase (TERT) mit einer Mutationsrate von 9,8% und Nuclear factor-erythroid 2-related 

Factor 2 (NFE2L2) mit einer Mutationsrate von 5,9% vorkommen [40]. 

CTNNB1 codiert für das Protein ß-Catenin. Die CTNNB1-Mutationen sind meist 

Punktmutationen oder Deletionen im Exon 3 [44]. Dies führt dazu, dass das CTNNB1 nicht mehr 

durch den Ubiquitin-proteosomalen-APC/AXIN/GSK3 Weg degradiert werden kann und es im 

Cytoplasma akkumuliert. Das akkumulierte CTNNB1 wandert in den Zellkern, um dort Zielgene 

zu aktivieren [45-49]. Dies ist ursächlich für die pathologische Aktivierung des Wnt-

Signalweges. Der Wnt-Signalweg spielt normalerweise eine tragende Rolle bei der 

Organogenese, der Morphologie, der  Proliferation,  der Differenzierung, der Apoptose, der 

Zellmotilität und beim Zellüberleben [50, 51]. Zudem hat CTNNB1 eine wichtige Funktion in der 

Leber und zwar bei der frühen Entwicklung, beim Metabolismus und der Regeneration [50, 51]. 

Der Wnt-Signalweg kann auch durch somatische Mutationen (<10%) der Gene APC, Axis 

Inhibition Protein (AXIN1), und AXIN2 bei CTNNB1-Wildtyp HB aktiviert werden [52, 53], die 

dazu führen, dass die Degradierung des CTNNB1 Proteins nicht funktioniert und folglich der 

Wnt-Signalweg nicht abgeschaltet wird [54]. AXIN1 und AXIN2, deren Proteine mit APC und 

CTNNB1 interagieren, beeinflussen somit auch den Wnt-Signalweg [53]. 

TERT ist ein Teil des Telomerase Komplexes [55] und bewirkt in den seneszenten Zellen, dass 

diese unsterblich werden [56]. Die gefundenen Punktmutationen, welche am TERT-Promotor 

upstream der Transkriptionsstartseite lokalisiert sind, korrelieren mit einer erhöhten TERT-
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Expression [40]. Aktivierende Transkriptionsfaktoren wie MYC, Adipozytenprotein 2 (AP2) und 

Hypoxie-induzierter Faktor 1 (HIF1) regulieren die TERT-Expression und Gene wie TP53 und 

Wilms Tumorprotein (WT1) werden durch TERT inhibiert [57-60]. Eine erhöhte TERT-

Expression ist oftmals in Stammzellen und Tumorzellen zu beobachten [57, 61-63].  

NFE2L2 ist ein Transkriptionsfaktor, der unter anderem für die Aktivierung unterschiedlicher 

Gene verantwortlich ist, die dem Schutz der Zelle dienen, etwa bei der Abwehr von oxidativem 

Stress. Die NFE2L2 Mutationen treten meist im oder nahe den DLG und ETGE Motiven auf, 

welche für die Bindung des Kelch-like ECH associated Protein 1 (KEAP1) / Cullin 3 (CUL3) 

Komplexes wichtig sind. Meist führen NFE2L2 Mutationen bei Tumorzellen dazu, dass NFE2L2 

nicht proteosomal degradiert wird [64]. Diese Tumorzellen sind unempfindlicher gegenüber der 

Chemotherapie, antioxidativem Stress [65-67] und der Bestrahlung [68]. Bei den gefundenen 

NFE2L2 Mutationen handelt es sich um Missense-Mutationen [40]. 

In Einzelfällen wurden auch Mutationen der Gene Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-

Kinase Catalytic Subunit Alpha (PIK3CA) [69], Caprin Family Member 2 (CAPRIN2), Kelch-like 

Protein 22 (KLHL22), Speckle-Typ POZ Protein (SPOP), Transient Receptor Potential Cation 

Channel Subfamily C Member Associated Protein (TRCP4AP) und Ring Finger Protein 169 

(RNF169) aufgezeigt [70].  

Zudem wurde beim HB eine Überexpression von Sonic Hedgehog (SHH), GLI Family Zinc 

Finger 1 (GLI1), Smoothened (SMO) und Patched 1 (PTCH1) [40, 71] und Silencing von 

Hedgehog interacting Protein (HHIP) [40] beobachtet. Dies führt zu einer Deregulation des 

Hedgehog (HH)-Signalwegs [40]. Ein weiterer wichtiger Signalweg nämlich der 

IGF2/PI3K/AKT Signalweg ist beim HB auch involviert. Bei der Hochrisikogruppe mit 

Metastasenbildung und schlechter Prognose wurde eine Überexpression von SP8 und 

Fibroblasten Wachstumsfaktor 8 (FGF8) nachgewiesen [72]. 

Häufig treten Hypermethylierungen in den Promoterregionen einiger Tumorsupressorgene beim 

HB auf. Dazu gehören Hypermethylierungen der Gene HHIP,  Secreted frizzled-related Protein 1 

(SFRP1), insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) und Ras association 

(RalGDS/AF–6) domain family member 1 (RASSF1A) [71, 73-75]. Im Allgemeinen führt das 

Silencing dieser Tumorsuppressorgene bedingt durch epigenetische Ereignisse zur Deregulierung 
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von Signalwegen wie IGF2-, HH- und Wnt-Signalweg. Diese tragen zur Tumorgenese von HBs 

bei [40, 54, 76].  

Der IGF2-Signalweg wird auch durch eine erhöhte IGF2-Expression beim HB aktiviert [77, 78]. 

Der aktivierte IGF2-Signalweg beim HB führt letztlich auch dazu, dass PI3K/AKT und 

RAS/RAF/MEK/ERK Signalwege induziert werden. Folglich kommt es zu Zellproliferation und 

einem Anstieg des Zellwachstum beim HB [79, 80].  

 

2.1.8 Behandlungsstrategien und Outcome 

Die vollständige chirurgische Entfernung des Tumors ist der entscheidende Schritt bei der 

kurativen Therapie von HB Patienten. Jedoch kommt eine initiale Resektion des HB nur in sehr 

seltenen Fällen vor, und zwar bei Vorliegen eines sehr kleinen solitären Tumors (PRETEXT I, 

gegebenenfalls II). Jahrzehntelang wurden einige Behandlungsschemata des HB in den vier 

verschiedenen Hauptstudiengruppen durch klinische Studien optimiert [34]. Im Allgemeinen 

besteht die Therapiestrategie aus einer präoperativen (neoadjuvanten) Chemotherapie, wodurch 

oftmals eine deutliche Tumorverkleinerung erreicht wird. Anschließend erfolgt eine chirurgische 

Resektion und eine postoperative (adjuvante) Chemotherapie [16, 81]. Eine Lebertransplantation 

wird dann in Betracht gezogen, wenn der Tumor nicht chirurgisch entfernbar ist. 

Patienten, die nach SIOPEL zur Standardrisikogruppe (PRETEXT I-III) gehören [82], erhalten 

prä- und postoperativ eine Chemotherapie mit Cisplatin und Doxorubicin [82-84]. Die Patienten 

der Hochrisikogruppe mit PRETEXT IV und zusätzlichen Vorkommnissen wie Multifokalität 

(F), vaskuläre Beteiligung (P,V) oder extrahepatischer Invasion (E) erhalten präoperativ Cisplatin 

abwechselnd mit Carboplatin und Doxorubicin und zum Anderen nach der Tumorentfernung 

Carboplatin und Doxorubicin im Wechsel mit Cisplatin [85]. Des Weiteren erhält die 

Hochrisikogruppe mit Fernmetastasen und/oder einem AFP-Wert <100ng/ml [40] als 

Behandlung Cisplatin und Doxorubicin und einen Zyklus Carboplatin und Doxorubicin vor der 

operativen Tumorentfernung und einem Zyklus Carboplatin und Doxorubicin postoperativ [82, 

86].  
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Aufgrund der bereits optimierten Therapieansätze hat sich die Überlebensprognose für HB 

Patienten über die letzten Jahrzehnte deutlich verbessert. So ist die drei Jahresüberlebenschance 

für Patienten der Standardrisikogruppe auf 95% gestiegen. Die drei Jahresüberlebenschance der 

Hochrisikogruppe liegt dagegen nur bei 60% [84, 85]. 

Ein Problem der Chemotherapie stellen die starken Nebenwirkungen dar, mit denen Patienten ein 

Leben lang zu kämpfen haben. So kann die Chemotherapie zu Haarverlust, Blutergüssen, 

Übelkeit, Erbrechen, Diarrhöe, Müdigkeit und einer erhöhten Infektanfälligkeit führen. Die 

Cisplatintherapie kann durch ihre Oto- und Nephrotoxizität Langzeitfolgen auslösen, die zu teils 

irreversiblen Organschäden führen können [87, 88]. Die Behandlung mit Doxorubicin birgt das 

Risiko zum Einen einer akuten Kardiotoxizität und zum Anderen Jahre später Kardiomyopathien 

zu entwickeln, welche sehr schwer zu therapieren sind und daher eine sehr schlechte Prognose 

mit sich bringen [89-91]. Weitere mögliche Langzeitschäden sind Sekundärtumore, 

Unfruchtbarkeit, Wachstumsstörungen, kognitive Beeinträchtigungen und Lungenschäden [82]. 

Desweitern ist auch nicht zu vernachlässigen, dass durch die Erkrankung, Behandlung und 

Klinikaufenthalte auch psychische Probleme hinzukommen wie Depressionen, Auffälligkeiten in 

sozialen Verhaltensweisen und Lernschwierigkeiten [92, 93]. Ein weiteres Problem stellt die 

Multidrug-Resistenz dar, die oft nach vier Zyklen Chemotherapie auftritt und somit die weitere 

Behandlung limitiert [94].  

Viele unterschiedliche molekulare Veränderungen wurden nachgewiesen, die zur Entstehung des 

HBs beitragen. Es ist dennoch von großer Bedeutung weitere molekulare Mechanismen zu 

identifizieren, die verantwortlich sind für die Manifestation der unterschiedlichen Subtypen des 

HBs. Aufgrund der sehr starken Nebenwirkungen der Chemotherapie werden vor allem bei 

Hochrisikopatienten neue Behandlungsstrategien benötigt, die gezielter gegen den Tumor 

gerichtet sind, um somit sowohl die Überlebenschance dieser Gruppe zu erhöhen als auch die 

Toxizität zu minimieren.   
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3. Ziele und Aufgabenstellung der Studien 
In der ersten Publikation wird ein neuer gezielter Behandlungsansatz zur Optimierung der 

bisherigen HB Therapie untersucht. Basierend auf Genexpressionsanalysen hat sich gezeigt, dass 

das Protoonkogen MYCN beim HB, bei anderen pädiatrischen Lebertumoren und bei HB 

Zelllinien überexprimiert wird und ein vielversprechendes Target darstellt. In der aufgeführten 

Publikation wurde in vitro untersucht, ob die Hemmung der MYCN-Expression durch die beiden 

MYCN Inhibitoren MLN8237 und JQ1 als potentielle neue zielgerichtete Therapieansätze in 

Frage kommen.  

Die zweite Studie beschäftigt sich mit der Identifizierung weiterer prognostisch relevanter 

Biomarker auf MicroRNA Ebene. MicroRNAs spielen eine wichtige regulatorische Rolle bei 

vielen Krebsarten, jedoch sind bisher kaum MicroRNAs bekannt, die beim HB als Biomarker zur 

Risikostratifzierung dienen könnten. Diese Studie beschäftigt sich mit der Frage, ob die 

miRNA23b und miR-483 Expression als Biomarker zur Unterscheidung von HB-Hochrisiko-

Patienten und Standardrisiko-Patienten anwendbar sind, um deren Therapieoptionen zu 

verbessern.  

 

3.1 Targeting excessive MYCN expression using MLN8237 and JQ1 
impairs the growth of hepatoblastoma cells 

Wie oben schon erwähnt ist der Behandlungserfolg von HB-Standardrisikopatienten aufgrund des 

herkömmlichen Therapiekonzepts sehr gut und liegt bei einer 3-Jahresüberlebensrate von 95%. 

Der Therapieplan ist abhängig vom Stadium der Erkrankung und besteht meist aus einer pre-

operativen Chemotherapie gefolgt von einer chirurgischen Tumorentfernung und einer 

nachfolgenden post-operativen Chemotherapie. Leider verursacht die Chemotherapie häufig sehr 

starke Nebenwirkungen und die Hochrisikopatienten zeigen einen schlechten Behandlungserfolg 

besonders dann wenn das Tumorgewebe sehr großflächig ist, Gefäße infiltriert werden und 

Metatastasen vorliegen. Daher ist es von großer Bedeutung gezielte Behandlungsmöglichkeiten 

insbesondere für Hochrisikopatienten zu finden, um deren Überlebensrate und Heilungschancen 

zu erhöhen und die auftretenden Nebenwirkungen durch die Zytostatika zu minimieren. 
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Dadurch, dass das HB eine auffallend geringe Mutationsrate aufweist, basiert die Identifizierung 

eines neuen potentiellen Therapieansatzes in dieser Studie auf Genexpressionsanalysen und nicht 

auf genetischen Ereignissen [40]. So ermöglicht die 16 Gen-Signatur bereits jetzt die 

Klassifizierung der HBs und die Unterteilung der HB Patienten in die C1-Standardrisikogruppe 

und C2-Hochrisikogruppe [28]. Ein weiteres Gen, das bei den C1- und C2-Tumorsubtypen eine 

signifikant unterschiedliche Genexpression aufzeigt, ist MYCN. MYCN ist ein Protoonkogen, das 

auf dem Chromosom 2p23-24 lokalisiert ist [95]. Eine erhöhte MYCN Genexpression spielt eine 

entscheidende Rolle bei einigen Tumorarten wie Lungen- und Brustkarzinomen sowie bei 

bösartigen Erkrankungen neuronalen Ursprungs, nämlich dem Glioblastom, dem Medulloblastom 

und dem Neuroblastom [96, 97]. So ist die gesteigerte Transkription des Gens MYCN beim 

Neuroblastom hauptsächlich auf die Amplifizierung des MYCN Lokus zurückzuführen [98]. Im 

Allgemeinem geht eine erhöhte MYCN Expression mit einer gesteigerten Zellproliferation einher, 

bedingt zum Einen durch die Förderung der Zellzyklusprogression und zum Anderen durch die 

Hemmung der Apoptose [99]. MYCN ist ein Phosphoprotein, das mit MYC associated factor X 

(MAX) dimerisiert und einen Komplex bildet. Dieser Komplex bindet an regulatorische 

Regionen von MYCN regulierten Genen [100]. MYCN stellt ein vielversprechendes Target bei 

der Behandlung von MYCN überexprimierenden HBs dar. Daher liegt der Fokus in dieser Studie 

auf der Hemmung der MYCN-Expression in vitro durch die beiden MYCN Inhibitoren MLN8237 

sowie JQ1 und deren Wirksamkeit. 

In dieser Studie konnten wir eine signifikante Erhöhung der MYCN Expression bei 47 HBs, 4 

TLCTs und 10 HCCs als auch bei vier Lebertumorzelllinien im Vergleich zu normalem 

Lebergewebe nachweisen. Als nächstes wurde untersucht, ob das antisense Transkript MYCNOS, 

das die MYCN Expression bei Rhabdomyosarkomen und Neuroblastomen ebenfalls positiv 

reguliert [101], im Zusammenhang steht mit der Überexpression von MYCN beim HB. Eine 

gesteigerte transkriptionelle Aktivität des antisense Transkripts MYCNOS konnte in dieser Studie 

bei pädiatrischen Lebertumoren signifikant gemessen werden und ebenso eine signifikante 

Korrelation zwischen MYCN und MYCNOS mRNA Level. 

Zudem haben wir gezeigt, dass die beiden Promoterregionen von MYCN und MYCNOS 

hypomethyliert sind. Die DNA Methylierung ist ein wichtiger epigenetischer Mechanismus, der 

die transkriptionelle Aktivität von Genen steuert. So konnten wir nachweisen, dass die DNA-
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Methylierung negativ korreliert mit der Genexpression von MYCN und MYCNOS und somit die 

Hypomethylierung von MYCN und MYCNOS zur veränderten Expression beiträgt. 

Als nächstes beschäftige uns die Frage, ob die Überexpression von MYCN auch das 

Zellwachstum bei HB-Zelllinien beeinflusst. Als Resultat eines transienten MYCN knock downs 

konnten wir eine Abnahme der Zellvitalität beobachten. Aufgrund dessen untersuchten wir im 

nächsten Schritt die Effekte der beiden MYCN Inhibitoren MLN8237 und JQ1 bezüglich des 

Lebertumorzellwachstums und deren Potential als möglicher neuer Therapieansatz. Das Molekül 

MLN8237 ist daran beteiligt, die Bildung des Aurora-A/MYCN Komplex zu verhindern, 

wodurch die Degradierung des MYCN Proteins durch die FBX7-Ubiquitin Ligase gefördert wird 

[102]. Bei JQ1 handelt es sich um einen BET Bromodomain Inhibitor, der die BRD4 Domäne des 

MYCN Promoters verdrängt und somit eine stark hemmende Wirkung auf die MYCN-

Transkription ausübt [103]. Die Behandlung von MYCN überexprimierenden HB-Zelllinien mit 

MLN8237 und JQ1 bewirkte eine signifikante Erniedrigung von MYCN sowohl auf RNA- als 

auch Proteinebene. Bei Anwendung der beiden MYCN Inhibitoren konnten wir bei den 

Lebertumorzellen mit hohem MYCN mRNA Level einen starken dosisabhängigen 

Zellwachstumsarrest detektieren. Dies ist darauf zurückzuführen, dass die behandelten 

Tumorzelllinien entweder in der G1/G0 nach JQ1 oder in der G2 Phase nach MLN8237 

Behandlung verbleiben. Des Weiteren verursachte MLN8237 Spindelstörungen und Apoptose bei 

den Tumorzellen. Dies ist übereinstimmet mit dem beobachteten G2 Arrest und das Anschwellen 

der Lebertumorzellen nach der Behandlung mit MLN8237. Ebenso führte auch JQ1 zur Apoptose 

der HB-Zellen. 

Zusammenfassend stellt MYCN ein mögliches therapeutisches Ziel bei MYCN 

überexprimierenden Tumoren dar. Beide MYCN-Inhibitoren könnten als neue potentielle 

zielgerichtete Therapieoptionen bei der Behandlung von HB-Patienten in Frage kommen. So 

haben Studien bei anderen soliden Krebsarten gezeigt, dass die Kombination aus einer Cisplatin 

und entweder JQ1 oder MLN8237 Therapie synergistische Effekte aufweist [104, 105]. 

Diesbezüglich könnten besonders Patienten der Hochrisikogruppe von der zielgerichteten 

Therapie profitieren, bei denen die Kombination aus Cisplatin und Doxorubicin zu schweren 

Nebenwirkungen führt [16, 91, 106].  

 



ZIELE UND AUFGABENSTELLUNG DER STUDIEN 

16 

3.2 High expression of IGF2-derived intronic miR-483 predicts 
outcome in hepatoblastoma 

MicroRNAs (miRs) spielen eine wichtige regulatorische Rolle bei verschiedenen 

Krebserkrankungen, da nachgewiesen wurde, dass diese als Onkogene [107, 108] oder als 

Tumorsupressoren agieren können [109]. 

In dieser Studie haben wir die klinische Relevanz der bereits beschriebenen 4-miR-Signatur bei 

einer unabhängigen Kohorte von HB-Patienten untersucht [30]. Ergänzend dazu wurde die 

prognostische Rolle der miR23b und miR483 Expression genauer betrachtet, um zusätzliche 

Biomarker zu finden und somit die Risikostratifizierung zu optimieren.  

MiRs werden bereits als therapeutische und diagnostische Werkzeuge in der Onkologie 

verwendet [110]. So haben Tong et al. eine 16-miR-Signatur identifiziert, mit Hilfe derer die 

Rückfallquote bei Prostatakrebs besser vorhersagbar ist [111]. Zudem können Clusteranalysen 

zirkulierender miRs bereits beim Prostatakrebs zur Rezidivprognose genutzt werden [112]. Es 

wurde auch beschrieben, dass Clusteranalysen zirkulierender miRs dazu dienen, das Risiko für 

das Auftreten eines HCCs bei zirrhotischen Patienten [113] oder das Risiko für das Fortschreiten 

der Krankheit bei Patienten mit chronischer Hepatitis-B abzuschätzen [114]. Zhang et al. haben 

eine 3-miR Signatur etabliert, die es ermöglicht HCC-Patienten im Frühstadium und mit geringen 

AFP-Werten zu identifizieren [115]. Wie schon oben erwähnt hat die Studiengruppe Cairo et al. 

mit Hilfe der 16-Gen-Signatur die HB-Patienten in die C1-Standardrisikogruppe und die C2-

Hochrisikogruppe unterteilen können [28]. Darüber hinaus konnten sie 2010 auch zeigen, dass 

das Outcome der HB-Patienten durch die Anwendung der 4-miR Signatur bestimmt werden kann 

[30]. Dazu wurde die Expression von miR-371, miR-373, miR-100 und let-7a bei HB-Patienten 

untersucht. Alle 4 miRs werden von MYC reguliert, das zur Tumorgenese vom HB beiträgt. 

Cairo et al. zeigten, dass anhand der miR-Expressionsanalyse die Patienten in die Gruppe mit 

guten oder schlechten Überlebenschancen (Cm1 oder Cm2) unterschieden werden können. Bei 

den Cm2 HBs handelt sich dabei um sehr undifferenzierte, invasive und metastasierende Tumore 

[30]. Neben den genannten miRs existieren aktuell noch sehr wenige Daten über weitere 

prognostisch relevante miRs. 

Die von uns analysierten 29 HB-Proben konnten nach der 16-Gen-Signatur von Cairo et al. [ 28] 

entweder der C1 Standardrisikogruppe oder der C2 Hochrisikogruppe zugeordnet werden. Für die 
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Evaluierung der bereits beschriebenen 4-miR-Signatur [28, 30] haben wir ebenfalls bei 29 HB-

Proben und 10 NL-Proben eine Expressionsanalyse der miR-371, miR-373, miR-100 und miR-

let-7a durchgeführt. Anhand dieser konnten wir die HBs in die zwei Gruppen Cm1 oder Cm 2 

unterteilen [30]. Anders als von der Studiengruppe Cairo et al. beobachtet [30], haben wir jedoch 

keinen Unterschied bezüglich der Überlebensrate bei unserer Cm1 oder Cm2 Patientengruppe 

nachweisen können. Es zeigte sich auch kein Zusammenhang zwischen der Cm1 oder Cm2 

Gruppe und den klinisch-pathologischen Risikofaktoren wie das Diagnosealter > 5 Jahre, 

Gefäßinvasion, gemischte oder überwiegend fetale Histologie, PRETEXT IV, extrahepatisches, 

metastatisches und multifokales Wachstum. Dies ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass nur 

miR-373 sowie miR-371 bei den HBs im Vergleich zum NL signifikant hochreguliert waren und 

wir keinen Unterschied in der miR100- als auch let-7a Expression zwischen HBs und NL messen 

konnten. Zusammenfassend ist es in diesem Fall nicht möglich, die 4-miR-Signatur als 

verlässlichen prognostischen Marker bei den 29 HB Patienten zu bestätigen.  

Als Nächstes untersuchten wir weitere miRs auf ihre prognostische Rolle beim HB und zwar die 

der miR-23b als auch miR-483. Da die Funktion dieser beiden miRs beim HB noch nicht 

vollständig geklärt ist, untersuchten wir sowohl die Expression des 5´ Transkripts (-5p) als auch 

des 3`Transkripts (3-p). MiR-23b ist ebenso ein Target von MYC und gilt als Tumorsuppressor 

bei verschiedenen Krebsarten [116, 117]. MiR-23b hat als potentieller prognostischer Biomarker 

bei HCCs bereits eine große Bedeutung. So hat sich gezeigt, dass erniedrigte miR-23b-3p- Werte 

verbunden sind mit Metastasierung, vaskulärer Infiltration und einer geringeren Überlebensrate 

im Vergleich zu Patienten mit höheren Expressionsraten [118]. In einer vorhergehenden Studie 

zeigten Cairo et al. bereits, dass miR-23b koreguliert wird von let7-a und miR-100 und die 

Expressionsrate beim HB reduziert war [30]. In unserer Studie konnten wir jedoch keinerlei 

signifikanten Unterschied bezüglich der miR-23b Expression beider Transkripte beim HB im 

Vergleich zum NL nachweisen. Ebenso ergab sich keine Korrelation zwischen der Expression 

und klinischer Parameter. Somit tragen die zur 4-miR-Signatur ergänzenden miR-23b-5p und 

miR-23b-3p Expressionsmessungen nicht zu einer Verbesserung der Risikostratifizierung als 

auch nicht zu einer Unterteilung der Patientengruppen bei. 

Zudem untersuchten wir als mögliche weitere Biomarker die beiden Transkripte 5`und 3` der 

miR-483. MiR-483 ist bereits als Onkogen bei einigen Krebsarten wie beim Wilms Tumor und 

auch beim Leberkrebs bekannt [119]. Es wurde bereits für das HCC in vitro beschrieben, dass 
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eine signifikante Erhöhung von miR-483-5p mit einem schnellerem Auftreten eines Rezidivs und 

fortgeschrittener Invasivität als auch Bildung von Metastasen verbunden ist, bedingt durch die 

Herunterregulierung des aktivierten Leukozyten- Zelladhäsionsmoleküls [120]. Ebenso konnten 

Ma et al. ähnliche Ergebnisse feststellen. Diese zeigten einen positiven Zusammenhang bezüglich 

der Proliferation der murinen HCC Zellen durch die Herunterregulierung des Suppressors des 

Cytokin-Signalwegs 3 [121]. Nennenswert ist auch, dass miR-483 auf dem Chromosom 11p15.5 

im zweiten Intron des IGF2 Gens lokalisiert ist und somit in einigen Krankheitsbildern involviert 

ist [119, 121-123] . Des Weiteren wurde bei einigen Tumorarten der Zusammenhang zwischen 

der erhöhten miR-483 Expression und der Ko-Regulation des IGF2 sowie der ß-Catenin 

induzierten Transkription dargestellt [124]. Wie oben bereits erwähnt wird auch IGF2 beim HB 

überexprimiert und es treten ß-Catenin-Mutationen auf, die zur Akkumulierung von ß-Catenin 

führen und hauptverantwortlich sind für die Entstehung als auch für die Progression des HBs [40, 

54, 77, 125]. 

In dieser Studie konnten wir beim HB verglichen mit NL erhöhte Expressionslevel von miR-483, 

vor allem des 5`-Transkripts, nachweisen. Zudem hat sich deutlich gezeigt, dass die erhöhte 

Expression von miR-483 sehr stark mit dem bekannten Risikofaktor PRETEXT IV-Stadium beim 

HB korreliert [126]. Die Kombination der miR-483 Expression mit der 4-miR-Signatur stellt 

einen weiteren Biomarker dar, der HBs mit schlechtem Outcome und einhergehend mit großem, 

gefäßinvasivem Tumorwachstum effektiver prognostizieren lässt.  

Alles in Einem stellt die Erweiterung der 4miR-Signatur um die miR483 Expression einen 

potentiellen neuen Biomarker dar, um die Überlebensrate der HB-Patienten besser zu beurteilen. 

Die neue 6-miR- Signatur trägt zu einer Optimierung der Risikostratifizierung bei 

Hochrisikopatienten bzgl. invasives Gefäßwachstum, PRETEXT Stadium und Outcome bei. 
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3.3 Beitrag zu den Publikationen 

Für die Publikation ``Targeting excessive MYCN expression using MLN8237 and JQ1 impairs 

the growth of hepatoblastoma cells`` wurden die Versuchsplanung und die experimentellen 

Laborarbeiten von der Doktorandin Corinna Eberherr selbstständig vollzogen, mit Ausnahme der 

immunohistologischen Färbung. Die Ergebnisse und Datensätze wurden von der Doktorandin 

Corinna Eberherr generiert, analysiert und interpretiert. Die Datensätze wurden von der 

Doktorandin Corinna Eberherr statistisch ausgewertet und in Form von Graphiken dargestellt. 

Zudem hat die Doktorandin Corinna Eberherr bei der Erstellung des Manuskripts mitgewirkt.  

Zur Publikation ``High expression of IGF2-derived intronic miR-483 predicts outcome in 

hepatoblastomà̀ hat die Doktorandin Corinna Eberherr die TaqMan®Gene expression assays 

und die Versuchsplanung als auch die Auswertung der Ergebnisse etabliert und durchgeführt. 

Zudem war die Doktorandin Corinna Eberherr bei der Erstellung des Manuskripts und der 

Graphiken beteiligt. 
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4. Zusammenfassungen 

4.1. Deutsche Zusammenfassung 

Lebertumore treten sehr selten im Kindesalter auf wobei das Hepatoblastom die häufigste 

maligne Lebertumorart darstellt und meist in den ersten drei Lebensjahren diagnostiziert wird. In 

den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass die Tumorgenese dieses sehr früh auftretenden 

embryonalen Tumors nicht alleine auf die wenigen genetischen Veränderungen zurückzuführen 

ist. Vielmehr scheinen epigenetische Modifikationen und eine veränderte Expression 

verschiedener Gene entscheidend zur Tumorentstehung beizutragen. Die Standardtherapie beim 

HB hat zum Ziel durch die pre-operative Chemotherapie den Tumor so zu verkleinern, dass er 

operabel ist, um ihn chirurgisch und mit einer nachfolgenden Chemotherapie vollständig zu 

entfernen. Dieser Therapieansatz zeigt einen sehr guten Behandlungserfolg und erzielt eine 3-

Jahresüberlebensrate von über 95% bei den Standardrisiko-Patienten. Unglücklicherweise, 

sprechen die Hochrisiko-Patienten auf die herkömmliche Therapie meist weniger erfolgreich an 

und haben nach wie vor eine leider schlechte Prognose. Zudem können die angewendeten 

Chemotherapeutika schwere Nebenwirkungen und irreversible Organschäden verursachen. 

Das Thema dieser Doktorarbeit war es das Onkogen MYCN als mögliches neues therapeutisches 

Target zu identifizieren bei pädiatrischen Lebertumoren. In diesem Zusammenhang wurde in 

vitro die Wirksamkeit der beiden MYCN Inhibitoren MLN8237 und JQ1 bei MYCN 

überexprimierenden pädiatrischen Lebertumorzellen als potentiell neue zielgerichtete 

Therapieansätze untersucht Desweiteren haben wir unseren Fokus darauf gelegt, ob die 

miRNA23B- und miR483-Expression als neuer möglicher Biomarker die Risikostratifizierung 

bei HB-Patienten erlaubt.  

Genexpressionanalysen haben gezeigt, dass das Onkogen MYCN beim HB als auch bei 

pädiatrischen TLCTs und HCCs überexprimiert wird. Dies ist auf eine gesteigerte 

transkriptionelle Aktivität des antisense Transkripts MYCNOS zurückzuführen. Aufgrund der von 

uns nachgewiesenen Hypomethylierungen in den Promoterregionen von MYCN und MYCNOS 

trägt vermutlich ein epigenetischer Mechanismus zur veränderten MYCN sowie MYCNOS 

Expression bei. Daher stellt MYCN ein vielversprechendes Target für MYCN überxprimierende 
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Tumore dar. Als Resultat eines transienten MYCN knock downs in den pädiatrischen  

Lebertumorzelllinien konnten wir eine Abnahme der Zellvitalität beobachten. Daher fokussierten 

wir uns darauf ob die MYCN Inhibitoren MLN8237 und JQ1 einen inhibierenden Effekt auf das 

Zellwachstum der pädiatrischen Lebertumorzelllinien haben. Die beiden MYCN Inhibitoren 

MLN8237 und JQ1 führten zu einer signifikanten Reduzierung von MYCN entweder auf RNA- 

oder auf Proteinebene bei den behandelten pädiatrischen Lebertumorzelllinien. Die Behandlung 

der pädiatrischen Lebertumorzellen mit MLN837 und JQ1 bewirkte eine Dosis abhängige 

Hemmung des Lebertumorzellwachstums, bei gleichzeitiger Induktion der Apoptose. Während 

MLN8237 Spindelstörungen und einen damit assoziierten G2 Arrest auslöste, führte JQ1 zu 

einem G1/G0 Arrest. Zusammenfassend stellt die Inhibierung von MYCN bei Patienten mit 

MYCN überexprimierenden Tumoren eine vielversprechende Therapieoption dar, insbesondere 

bei Hochrisiko-Patienten. 

Die zweite Studie beschäftigt sich mit der Identifizierung eines prognostisch relevanten 

Biomarkers des Hepatoblastoms auf MicroRNA-Ebene. Dabei haben wir uns darauf fokussiert, 

die klinische Relevanz der bereits beschriebenen 4-miR-Signatur bestehend aus miR-371, miR-

373 miR-100 und let-7a bei einer unabhängigen Kohorte von HB-Patienten nochmals 

nachzuweisen. Zudem haben wir untersucht, ob die prognostische Relevanz von miRs optimiert 

werden kann. Dazu haben wir die bereits bestehende 4-miR-Signatur durch vier weitere miRs 

nämlich miR-23b-5p, miR-23b-3p, miR-483-5p und miR-483-3p, welche eine biologische Rolle 

beim HB spielen, ergänzt. Daraus ergab sich, dass wir durch die Verwendung der 4-miR-Signatur 

keinen Zusammenhang zu klinischen Parametern bei unserer unabhängigen HB-Patientenkohorte 

und auch keinen Effekt auf die Vorhersage des Outcomes dieser Patientengruppe nachweisen 

konnten. Auch die miR-23 Expression spielt keine Rolle bzgl. der Risikostratifizierung und trägt 

daher auch nicht zur Optimierung der Unterteilung der Patientengruppen bei. Allerdings zeigte 

sich, dass die Erweiterung der 4miR-Signatur, um die miR-483 Expression beider Transkripte, 

die Vorhersage der Überlebensrate der beiden Patientengruppen Cm1 und Cm2 signifikant 

gesteigert hat. Des Weiteren haben wir festgestellt, dass die neue 6-miR-Signatur zur 

Verbesserung der Risikostratifizierung bei Hochrisikopatienten beiträgt bzgl. Outcome, 

PRETEXT Stadium und invasives Gefäßwachstum. Insgesamt stellt die neu beschriebene 6-miR-

Signatur bestehend aus miR-371, miR-373 miR-100 and let-7a, miR-483-5p and miR483-3p 

einen neuen potentiellen Biomarker dar, um die Prognose und das Outcome von HB-Patienten 
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vorherzusagen. Jedoch ist es notwendig, die Studie mit einer größeren Patientenkohorte 

weiterzuführen. 

 

4.2 Summary in English 

Liver cancer is a rare disease in childhood and the most frequent type is hepatoblastoma (HB) 

mainly diagnosed at the first three years of life. Actually the tumor genesis of this pediatric liver 

malignancy is not only generated by genetic changes. Rather, epigenetic events and aberrant gene 

expression make a decisive contribution to tumor development. At the moment the standard 

treatment of HB is used to reduce tumor mass by pre-operative chemotherapy and complete 

elimination of the cancer by surgical removal and followed chemotherapy. The existing therapy 

strategy results in a very good treatment success with a three-year overall survival rate of 95% for 

the standard risk group. Unfortunately, the prognosis for high-risk patients is poor due to limited 

effects of the chemotherapy. Additionally, the applied chemotherapy in HB treatment is able to 

affect adverse events leading to serious organ damage. 

The topic of this dissertation was to identify a novel targeted therapy option in pediatric liver 

tumors based on the oncogene MYCN. In this context we examined the effect of two MYCN 

inhibitors MLN8237 and JQ1 for MYCN overexpressing pediatric liver cancer cell lines. In 

addition, our interest also was to elucidate if measurement of miRNA23B-expression and miR-

483 expression could be used as new potential biomarker for early risk stratification of HB 

patients. 

Here, we show the oncogene MYCN to be generally upregulated in HB as well as in pediatric 

TLCT and HCC due to transcriptional activity of its antisense transcript MYCNOS. We found the 

promoter regions of both MYCN and MYCNOS to be hypomethylated, suggesting an epigenetic 

mechanism by which their aberrant expression is induced. Therefore, MYCN is a potential target 

for MYCN overexpressing pediatric liver tumors. We observed that liver cancer cell lines showed 

a reduction of cell viability after transient knock down of MYCN. Thus, our interest was focused 

on the effects of MYCN inhibitors namely MLN8237 and JQ1 regarding growth inhibition of 

pediatric liver cancer cell lines. We showed that treatment of pediatric  liver cancer cell lines by 

both MYCN inhibitors MLN8237 and JQ1 caused significant reduction of MYCN either at RNA 
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or protein level. In Addition MLN8237 and JQ1 induce dose-dependent reduction of cell viability 

and trigger apoptosis.  MLN8237 treated liver cancer cell lines indicate spindle disturbances and 

G2 arrest, whereas JQ1 is able to cause G1/G0 arrest. Our findings suggest MYCN as a 

promising target for HB and the two MYCN inhibitors MLN8237 and JQ1 as a potent auspicious 

therapy strategy in patients with MYCN overexpressing tumors. Especially high risk patients with 

poor outcome might benefit from this targeted therapy treatment. 

MicroRNAs have emerged as important regulatory players in various cancers. Their role as 

biomarker to predict outcome in HB has still to be determined. In this present study, we 

examined the clinical relevance of the described four-miR signature consisting of miR-371, miR-

373 miR-100 and let-7a in an independent cohort of HB patients. In addition we focused our 

interest on the prognostic role of further miRs engaged in HB and that is miR-23b-5p, miR-23b-

3p, miR-483-5p and miR483-3p.The recently described four-miR signature was used for risk 

stratification of HB patients concerning their prognosis. Using the four-miR signature for risk 

stratification showed no correlation between clinical risk parameters and patient outcome in our 

independent cohort of HB patients. Furthermore, adding the miR-23b-5p and miR23b-3p 

expression to the existing four-miR signature has also no potential to optimize the discriminating 

power because there is no link to any clinical parameter. However, we could reveal the two 

distinct groups Cm1 and Cm2 with significantly different overall survival by integration both 

variants of miR-483 into the four-miR signature. Additionally, we investigated the association of 

the new 6miR-signature with any clinical risk factor. As a result, we found that Cm2 high risk 

patients have a poor outcome affiliated to extensive tumor growth (PRETEXT IV) and vascular 

infiltration. In conclusion, the new described 6-miR-signature consisting of miR-371, miR-373 

miR-100 and let-7a, miR-483-5p and miR483-3p is usable as new potential biomarker for 

prognosis and outcome of HB patients. However, further investigation in a larger patient cohort is 

required. 
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5. Abkürzungsverzeichnis 

AFP       alpha Fetoprotein 

ALDH2      Aldehyd Dehydrogenase 2 Family Member 

AP2       Adipozytenprotein 2 

APC       Adenomatous-polyposis-coli 

APOC4      Apolipoprotein C4 

AXIN       Axis Inhibition Protein 

BUB1 Mitotic Checkpoint Serine/Threonine Kinase 

BUB1 

BWS       Beckwith-Wiedemann Syndrom 

CAPRIN2      Caprin Family Member 2 

CHIC Children’s Hepatic tumors International 

Collaboration 

COG       Children’s Oncology Group 

CTNNB1      ß-Catenin 

CUL3       Cullin 3  

E2F5       Transkriptionsfaktor E2F5  

FAP        Familiäre adenomatöse Polyposis 

FGF8       Fibroblasten Wachstumsfaktor 8 

GLI1       GLI Family Zinc Finger 1 

GPC3       Glypican 3 

GPOH       Deutsche Gesellschaft für Onkologie und  

       Hämatologie 

HB       Hepatoblastom 

HCC       Hepatozelluläres Karzinom 

HIF1       Hypoxie-induzierter Faktor 1 

HHIP       hedgehog interacting protein 

IGF2       Insulin-ähnlicher Wachstumsfaktor 2 

IGFBP3      Insulin-like growth factor binding protein 3 
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JPTL       Japanese Study Group for Pediatric Liver  

       Tumors 

KEAP1       Kelch-like ECH associated Protein 1  

KLHL22      Kelch-like Protein 22 

LOH       Verlust der Heterozygotie 

MAX       myc-associated factor  

miRs        MicroRNAs 

NFE2L2      Nuclear factor-erythroid 2-related Factor 2 

NSD1 Nuclear Receptor-binding SET domain 

Protein 1 

PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate3-

Kinase Catalytic Subunit Alpha 

PRETEXT      pre-treatment extension 

PTCH1      Patched 1 

RASSF1      Ras association (RalGDS/AF–6) domain  

       family member 1 

RNF169      Ring Finger Protein 169 

SFRP1       secreted frizzled-related protein 1 

SHH       Sonic Hedgehog 

SIOPEL       International childhood liver tumors strategy 

       group  

SMO       Smoothened 

SPOP       Speckle-Typ POZ Protein 

TERT       Telomerase reverse Transkriptase 

TLCT       transitionaler Leberzelltumor 

TRPC4AP Transient Receptor Potential Cation Channel 

Subfamily C Member 4 Associated Protein 

WT1       Wilms Tumorprotein 
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