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Kurzzusammenfassung 

Mit der Analyse von Liquid Biopsies kann das Neuroblastom, die häufigste extrakranielle solide 

Malignität der frühen Kindheit, in seiner inter- und intratumoralen Heterogenität dargestellt wer-

den. Besonders die Detektion von MYCN- und ALK-Amplifikationen sowie von ALK-Mutationen, 

sind für die Therapieentscheidung essenziell, da diese mit einem schlechten Outcome einhergehen 

und ALK außerdem ein therapeutisches Target darstellt. Aufgrund der geringen Volumina von 

Blutproben bei Kleinkindern und der generell geringen Konzentration an zellfreier DNA (cfDNA) 

im Blutplasma bedarf es hochsensitiver Analyseverfahren wie der droplet digital PCR (ddPCR).  

Durch Anpassung der Sonden- und Primerkonzentrationen für eine optimale Trennung der positi-

ven und negativen Droplet-Fraktionen im ddPCR-Ansatz konnten zwei neue Quadruplex-ddPCR-

Protokolle etabliert werden. Das erste Protokoll detektiert die Kopienanzahl der Zielgene MYCN  

und ALK simultan mit den zwei Referenzgenen NAGK und AFF3, um so eine mögliche Verände-

rung der Kopienanzahl der Zielgene zu berechnen. Mit dem zweiten Protokoll werden die Hotspot-

Mutationen ALKF1174L (Exon 23, Position 3522, C>A) und ALKR1275Q (Exon 25, Position 3824, 

G>A) gemeinsam mit ihren Wildtypen ALK1174 und ALK1275 detektiert und deren mutant allele 

fractions (MAF) bestimmt. Beide Quadruplex-Protokolle messen dieselben Kopienanzahlen von 

MYCN und ALK beziehungsweise MAFs der beiden ALK-Mutationen in cfDNA von zehn ver-

schiedenen Zelllinien wie bereits etablierte Duplex-Protokolle. Für die Analyse der Kopienanzahl 

und der MAFs wurden jeweils cfDNA und genomische DNA (gDNA) aus Plasma- und Tumor-

proben von insgesamt neun Patienten mit einem Neuroblastom mit den Quadruplex-Protokollen 

vermessen. Hierbei zeigt sich eine Übereinstimmung mit den Messungen im Duplex-Protokoll 

sowie eine Bestätigung der Ergebnisse durch Sequenzierung der Proben mittels whole exome se-

quencing (WES). Die neuen Quadruplex-ddPCR Protokolle reduzieren somit die benötigte Menge 

an limitiert verfügbaren Patientenproben auf ein Minimum und beschleunigen zudem die Analyse. 
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Abstract 

The analysis of liquid biopsies enables the presentation of the inter- and intratumoral heterogeneity 

of neuroblastoma, the most common extracranial solid malignancy in early childhood. Especially 

the detection of MYCN and ALK amplifications as well as ALK mutations, which are associated 

with a poor clinical outcome and ALK´s function as a therapeutic target, is essential for choosing 

the proper treatment. Due to small blood sample volumes in infants and the low concentration of 

cell-free DNA (cfDNA) in blood plasma in general, highly sensitive analytical methods as the 

droplet digital PCR (ddPCR) are necessary. By adjusting probe and primer concentrations for an 

optimal distinction between positive and negative droplet clusters in the ddPCR assay it was pos-

sible to establish two new quadruplex ddPCR assay protocols. The first protocol detects the copy 

numbers of the target genes MYCN and ALK simultaneously with the two reference genes NAGK 

and AFF3 to calculate potential copy number variations in the target genes. The second protocol 

detects the hotspot mutations ALKF1174L (exon 23, position 3522, C>A) and ALKR1275Q (exon 25, 

position 3824, G>A) in combination with their wildtypes ALK1174 and ALK1275 and determines their 

mutant allele fractions (MAF). Both quadruplex ddPCR protocols measure the same MYCN and 

ALK copy numbers or rather the mutant allele fractions of the two ALK mutations in cfDNA from 

ten different cell lines as already established duplex ddPCR protocols. For the analysis of the copy 

numbers and MAFs, cfDNA and genomic DNA (gDNA) of plasma and tumor samples from nine 

patients with neuroblastoma were measured with the quadruplex protocols. The results showed an 

accordance with the measurements from the duplex ddPCR protocols and were confirmed by 

whole exome sequencing (WES) of each analysed sample. The new quadruplex ddPCR protocols 

reduce the required amount of limited available patient samples to a minimum and further accel-

erate the analysis. 
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1. Einleitung 

1.1. Das Neuroblastom 

Das Neuroblastom ist die am häufigsten vorkommende solide Malignität, welche im ersten Le-

bensjahr diagnostiziert wird.1 Es handelt sich um einen embryonalen Tumor, welcher sich aus 

fehldifferenzierten Neuralleistenzellen entwickelt und sich somit primär in der Nebenniere 

und/oder dem sympathischen Grenzstrang manifestiert.2 90 % der Neuroblastome entstehen bei 

Kindern vor dem 10. Lebensjahr, wobei das mittlere Erkrankungsalter zum Diagnosezeitpunkt 18 

Monate beträgt.3 Für das klinische Outcome ist das Alter zum Diagnosezeitpunkt prognostisch von 

Bedeutung, da Patienten mit einem Alter <18 Monaten eine deutlich bessere Überlebenswahr-

scheinlichkeit besitzen als ältere Patienten.3 Generell ist die klinische Ausprägung des Neu-

roblastoms sehr variabel und reicht von spontaner Regression bzw. lokal begrenzter Erkrankung 

bis hin zur rapiden Progression mit Metastasierung und letalem Ausgang.4 Die klinische Sympto-

matik und deren Ausprägung bei Patienten mit einem Neuroblastom ist abhängig von der Lokali-

sation und Größe des Primärtumors sowie der Lokalisation der Metastasen. In etwa 50 % der Fälle 

manifestiert sich der Primärtumor in der Nebenniere, wobei dies mit einer schlechteren Überle-

benswahrscheinlichkeit einhergeht als bei anderen Lokalisationen.5 Biologisch zeichnet sich das 

Neuroblastom vor allem durch seine räumliche inter- und intratumorale Heterogenität sowie 

temporale Heterogenität aus6, was die exakte Charakterisierung des Tumors mittels chirurgischer 

Biopsie erschwert. Die Diagnostik und das Staging erfolgt nach den Richtlinien des International 

Neuroblastoma Staging Systems (INSS).7 Hierbei sind neben einer pathohistologischen Diagnos-

tik einer Biopsie des  Primärtumors und einer Knochenmarksstanze zur Detektion von Knochen-

markmetastasen auch die Bestimmung des MYCN-Status sowie Marker im Urin wie VMA und 

HVA und ein IMBG- oder MRT-Staging von entscheidender Bedeutung.8 Anhand der Histologie, 

dem Alter zum Diagnosezeitpunkt und dem MYCN-Status bzw. der DNA-Ploidität lassen sich drei 

Risikogruppen unterscheiden – Low risk, Intermediate risk und High risk – wobei bei einer MYCN-

Amplifikation unabhängig von den anderen Parametern in jedem Fall ein high-risk Neuroblastom 

vorliegt.4 High-risk Patienten mit einer MYCN-Amplifikation, welche in etwa bei einem Viertel 

aller Neuroblastome vorliegt, zeigen im Vergleich zu low-risk Patienten ohne MYCN-

Amplifikation ein deutlich erhöhtes Rezidiv-Risiko sowie eine rapidere Progression mit schlech-

terer Prognose.2, 4, 9 Durch die MYCN-Amplifikation kommt es zu einer MYCN-Überexpression, 

welches zusammen mit MAX ein Heterodimer formt und als Transkriptionsfaktor viele 

Downstream-Signalwege hochreguliert.4 Durch die Aktivierung der MYCN-Targets wie z.B. 

ODC, MCM7 und MRP1 kommt es zu einer Progression durch die G1-Phase des Zellzyklus sowie 
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zur Suppression von Genen, welche die Zelldifferenzierung fördern.10-13 Obwohl bisher nur die 

Bestimmung der MYCN-Kopienanzahl Teil der Standarddiagnostik ist, finden sich beim Neu-

roblastom viele weitere Risikogene. Eines dieser Gene ist die „anaplastische Lymphom-Kinase“ 

(ALK), welches auch bei anderen Tumoren onkogene Wirkung hat. Neben seiner Rolle als Prädis-

positionsgen für das familiäre Neuroblastom, wurden auch somatische Mutationen im ALK-Gen 

bei etwa 14 % der high-risk Neuroblastome nachgewiesen.14-16 Durch benachbarte Lokalisation 

auf dem Chromosom 2p, können ALK und MYCN ko-amplifiziert vorliegen.2 Über den PI3K-

Signalweg, welcher ALK-vermittelt induziert wird, kommt es zu einer MYCN Stabilisierung und 

erhöhten MYCN-Leveln.2, 10 Zudem aktiviert ALK über RAS den MAPK-Signalweg, welcher bei 

Neuroblastomen zum Rezidiv-Zeitpunkt vermehrt aktiviert wird.17-19 Bis heute sind etwa 54 ALK-

Mutationen im Neuroblastom beschrieben worden, welche mit einem schlechteren Outcome asso-

ziiert sind, wobei die beiden Hotspot-Mutationen ALKF1174L und ALKR1275Q am häufigsten auftre-

ten.14-16, 20-23 Auch Amplifikationen oder Mutationen des ALK-Gens gehen mit einer schlechteren 

Prognose einher, wobei ALK-Mutationen mit 11 % häufiger in Neuroblastom-Tumoren gefunden 

wurden als ALK-Amplifikationen mit 5 %.20 Neben den MYCN- und ALK-Gen-Aberrationen gibt 

es eine Reihe weiterer relevanter Genveränderungen wie den LIN28B-Polymorphismus24, 25, Loss-

of-function im ATRX-Gen2, TERT-Rearrangements26, 27, Loss-of 1p und 11q bzw. 17q-gain, welche 

ebenfalls mit einer MYCN-Amplifikation korrelieren28, 29, sowie viele weitere Veränderungen 

nicht nur auf genetischer, sondern auch immunologischer Ebene.2 Die hier vorgelegte Arbeit fo-

kussiert sich auf die Bestimmung von MYCN- und ALK-Kopienanzahl-Veränderungen sowie der 

Detektion der beiden ALK Hotspot-Mutationen ALKF1174L und ALKR1275Q in Liquid Biopsies und 

Tumorgewebe als wichtige Punkte in der Diagnostik.  

 

1.2. Diagnostik des Neuroblastoms 

Bei Verdacht auf ein Neuroblastom umfasst die Diagnostik neben einem großen Blutbild und Dif-

ferentialblutbild zur Bestätigung der Diagnose eine Reihe von Tests wie die Abnahme von Labor-

parametern, einer Bildgebung des Primärtumors und umgebender Strukturen sowie die pathohis-

tologische Begutachtung des Tumors.2 Bei 90 % der Patienten mit einem Neuroblastom können 

erhöhte Spiegel von Katecholaminen bzw. Katecholamin-Metaboliten wie Dopamin, Homovanil-

lin-Säure (HVA) und/oder Vanillinmandelsäure (VMA) gemessen werden, wobei die relativen 

Mengen dieser Metabolite vom Grad der zellulären Reifung der Tumor-Neuralleistenzellen ab-

hängen und höhere Spiegel mit einem ungünstigeren Verlauf einhergehen.2, 30 Neben Dopamin, 

HVA und VMA gehen auch erhöhte Spiegel der Neuronen-spezifischen Enolase (NSE) oder der 
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Laktat-Dehydrogenase (LDH) mit einem ungünstigeren Verlauf einher, wobei diese Marker nicht 

Neuroblastom-spezifisch sind.2 In der Erstdiagnostik bzw. bei Verdacht auf ein Neuroblastom 

wird meist zunächst ein Ultraschall des Abdomens durchgeführt, jedoch ist für das weitere 

Assessment ein CT oder MRT des Primärtumors erforderlich, wobei meist das MRT aufgrund der 

fehlenden Strahlenbelastung bei Kindern bevorzugt eingesetzt wird.2 Darüber hinaus wird mit 

Hilfe eines Metaiodobenzylguanindin-Scans (MIBG-Scan) das Ausmaß möglicher Metastasen be-

urteilt, wobei bevorzugt Iod-123 (123I) gegenüber Iod-131 (131I) aufgrund einer besseren Bildqua-

lität und geringerer Schilddrüsentoxizität als Iod-131 genutzt wird.31 Die Sensitivität und Spezifi-

tät des MIBG-Scans beträgt etwa 90 % bzw. 99 % und ist bei etwa 90 % aller Neuroblastome 

anwendbar, da der größte Anteil der Neuroblastome wegen der Expression von Noradrenalin-

Transportern MIBG-sensibel ist, welche das MIBG in die Tumorzellen aufnehmen.2, 32 Bei den 

übrigen 10 % der Neuroblastome, welche das MIBG nicht aufnehmen, können andere Bildgebun-

gen angewendet werden wie z.B. die Technetium-99-Knochenszintigraphie oder das 

18Fluorodeoxglucose(FDG)-PET-CT.33, 34 Zur pathohistologischen Begutachtung wird eine Biop-

sie des Primärtumors entnommen und mittels Immunhistochemie nach der Klassifikation des In-

ternationalen Neuroblastom Pathologie Commitees (INPC) bezüglich der Anwesenheit stromaler 

Schwann-Zellen in vier Kategorien des Neuroblastoms eingeteilt: Neuroblastom, gemischtes 

Ganglio-Neuroblastom, Ganglioneurom und noduläres Ganglioneuroblastom. Darüber hinaus 

wird der Mitose-Index und die Karyorrhexis beurteilt.35-37 Im Rahmen der pathologischen Diag-

nostik wird auch der MYCN-Status mittels Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) bestimmt, 

wobei eine Amplifikation mit einer schlechten Prognose einhergeht.38, 39 Des Weiteren können 

zudem bilaterale Knochenmark-Aspirate aus dem Beckenkamm mittels Immunhistochemie beur-

teilt werden sowie optional weitere genomische Analysen wie z.B. die Beurteilung des ALK-Status 

durchgeführt werden.2 

 

1.3. Chirurgische Biopsie vs. Liquid Biopsy  

Durch die chirurgische Biopsie als Teil der Standarddiagnostik kann die Diagnose Neuroblastom 

mittels pathohistologischer Begutachtung eindeutig gesichert werden. Allerdings können gerade 

bei größeren Tumoren nicht an allen Stellen Stanzen entnommen werden, sodass zwar meist die 

Diagnose Neuroblastom gestellt werden kann, jedoch bleibt die genaue genomische Charakteri-

sierung unter Umständen aufgrund der biologischen inter- und intratumoralen Heterogenität aus.6 

Als Konsequenz daraus kann ein Tumor an einer biopsierten Stelle einen diploiden MYCN-Status 

aufweisen, während an einer anderen Stelle des Tumors oder in einer Metastase eine Amplifikation 
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vorliegt. Dadurch kann es zu einer Fehleinschätzung bezüglich der Risikogruppe und der daraus 

resultierenden gewählten Therapie kommen. Zudem ist jede OP und Narkose, gerade bei jungen 

Kindern mit reduziertem Allgemeinzustand, mit Risiken verbunden. Aufgrund der Kenntnis über 

die Limitationen chirurgischer Biopsien in der Diagnostik von Tumoren sind in den letzten Jahren 

die sog. Liquid Biopsies immer stärker in den Fokus der Diagnostik gerückt. Hierbei wird Körper-

flüssigkeit entnommen und diese auf diverse Tumorbestandteile wie z.B. zellfreie DNA (cfDNA), 

zellfreie RNA (cfRNA), zirkulierende Tumorzellen (CTCs) oder auch Exosomen analysiert.40 In 

den meisten Fällen handelt es sich hierbei um die Diagnostik von Blutproben, welche peripher 

venös entnommen werden, aber auch andere Flüssigkeiten wie Liquor, Speichel, Urin und weitere 

transzelluläre Flüssigkeiten fallen unter den Begriff Liquid Biopsies.41-45 Das Prinzip von Liquid 

Biopsies im Rahmen von Tumorerkrankungen basiert auf folgendem Modell: Durch die hohe 

Proliferation der Tumorzellen, steigt das Tumorwachstum und somit der zelluläre Turnover.46 Auf 

diese Weise steigt die Anzahl an apoptotischen und nekrotischen Zellen, welche unter physiologi-

schen Umständen durch Phagozytose eliminiert werden. Da dies aufgrund der massiven Anhäu-

fung im Rahmen des hohen Turnovers nicht mehr gewährleistet werden kann, werden die Zellen 

und ihr Zellinhalt in die Blutbahn freigegeben.46-48 Durch dieses Prinzip können bei Tumorpatien-

ten oftmals bereits viel höhere Spiegel an normaler cfDNA im Vergleich zu gesunden Probanden 

gemessen werden, wenn auch diese alleine keinen zuverlässigen Marker darstellen.49, 50 In der 

Blutbahn zerfällt die cfDNA nach kürzester Zeit in viele einzelne Fragmente und degradiert, so-

dass diese nicht mehr als Strang, sondern in vielen kleinen Fragmenten vorliegt. Hierbei beträgt 

die durchschnittliche Länge der gemessenen cfDNA-Fragmente 180-200 Basenpaare.47, 51 Der An-

teil an zirkulierender Tumor-DNA (ctDNA) beträgt mit <1,0 % nur einen geringen Anteil an der 

gesamten cfDNA, während der übrige Anteil normale „Hintergrund“-cfDNA darstellt.51-53 

Dadurch wird die ohnehin schon geringe Konzentration an ctDNA noch stärker verdünnt, was sehr 

sensitive Analysemethoden wie z.B. die droplet digital PCR (ddPCR) erforderlich macht.54, 55 Auf 

diese Weise lässt sich mithilfe von Liquid Biopsies der Krankheits- sowie Therapieverlauf einer 

Tumorerkrankung im Vergleich zur chirurgischen Biopsie nahezu komplikationslos monitoren. 

 

1.4. Droplet digital PCR (ddPCR) und Multiplex ddPCR 

Die droplet digital PCR (ddPCR) ist eine geeignete Methode zur Detektion von Genveränderun-

gen bei geringen Ausgangskonzentration von cfDNA. Im Vergleich zur herkömmlichen PCR-Re-

aktion wird der gesamte PCR-Ansatz durch Zugabe eines Öls in bis zu 20.000 gleich große 
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Wassertröpfchen aufgeteilt, sodass die PCR-Reaktion mit Primer, Sonde, Puffer und Targets in 

jedem Tröpfchen separat abläuft und im Anschluss analysiert wird (s. Abb. 1).54  

 

 

Die Messung der PCR-Reaktion erfolgt in zwei getrennten Kanälen (Kanal 1 und Kanal 2), wobei 

in jedem Kanal ein anderer Farbstoff detektiert wird. In Kanal 1 wird die Fluoreszenz FAM und 

in Kanal 2 die Fluoreszenz HEX detektiert. Die beiden Fluoreszenzfarbstoffe sind mit einem 

Quencher, welcher das Fluoreszenzsignal unterdrückt, an ihre zugehörige Sonde gebunden. Bindet 

nun eine der Sonden innerhalb eines Tröpfchens an ihre vorhandene Zielsequenz auf dem DNA-

Fragment, wird diese abgelesen und somit amplifiziert.54 Hierbei wird durch die Polymerase der 

Fluoreszenzfarbstoff von der Sonde gelöst, wodurch dieser nicht mehr im Kontakt mit dem Quen-

cher ist und nun in dem Tröpfchen fluoresziert, sodass dieses Tröpfchen bei der anschließenden 

Analyse als positiv gewertet wird. Liegt die Zielsequenz bzw. das entsprechende DNA-Fragment 

nicht in dem Tröpfchen vor bzw. weist das Tröpfchen gar keinen Inhalt auf, kommt es nicht zu 

einem Fluoreszenzsignal und das Tröpfchen wird als negativ gewertet. Durch die Partitionierung 

in viele kleine Tröpfchen wird die Sensitivität der ddPCR u.a. durch ein erhöhtes Signal-Rausch-

Ratio deutlich erhöht und gilt momentan als die sensitivste aller PCR-Methoden.46, 56 Aufgrund 

der geringen Konzentration an cfDNA im Blut lässt sich diese mit der häufig angewandten qPCR 

meist weniger adäquat oder überhaupt nicht analysieren.55 Diese Methodik wurde bereits vielfach 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der quantitativen real-time PCR und droplet digital PCR. A: Die 
Signalerkennung bei der quantitativen real-time PCR (qPCR) erfolgt in einer einzelnen Reaktion, die in Echtzeit 
gemessen und in der exponentiellen Phase der Reaktion analysiert wird. B: Die Reaktionsbestandteile bei der droplet 
digital PCR (ddPCR) werden in ~20.000 Droplets vor dem Start der PCR-Reaktion partitioniert und jedes Droplet 
individuell am Ende der Plateauphase der Reaktion analysiert. Die Droplets werden anhand der Intensität ihres Flu-
oreszenzsignals als negativ oder positiv gewertet (modifiziert nach Lodrini et al, Using Droplet Digital PCR to Ana-

lyze MYCN and ALK Copy Number in Plasma From Patients With Neuroblastoma, Oncotarget 2017)59 
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bei anderen Tumoren wie dem kolorektalen Karzinom angewandt.57, 58 Beim Neuroblastom exis-

tieren bislang Protokolle zur Detektion und Berechnung von Veränderungen der Kopienanzahlen 

von MYCN und ALK 59 sowie Protokolle zur Detektion der ALK-Hotspot-Mutationen ALKF1174L 

und ALKR1275Q.60 Bei den Protokollen zur Analyse der Kopienanzahlen werden jeweils das Target-

Gen, also MYCN oder ALK, in Kanal 1 und das Referenz-Gen, welches NAGK ist, in Kanal 2 

vermessen.59 Dasselbe gilt für die Detektion der Hotspot-Mutationen: Die Mutation ALKF1174L oder 

ALKR1275Q wird in Kanal 1 und ihr zugehöriger Wildtyp ALK1174 bzw. ALK1275 in Kanal 2 detek-

tiert.60 Da bei diesen Protokollen zwei Gene detektiert werden, je ein Gen pro Kanal, wird auch 

von Duplex-ddPCR-Reaktionen gesprochen. Bei der Detektion von drei oder mehr Genabschnitten 

in einer ddPCR-Reaktion spricht man auch von Multiplex-ddPCR. Diese Methodik konnte bereits 

anhand von Tumorgewebe anderer Tumoren erfolgreich angewandt werden.61-64 Im Rahmen die-

ser Arbeit haben wir für das Neuroblastom zwei Multiplex-ddPCR-Protokolle etabliert - eines zur 

Bestimmung der Kopienanzahl von MYCN und ALK sowie eines zur Detektion der ALK-Hotspot-

Mutationen - da sich hierdurch wertvolle Patientenproben und Labormaterial sparen lassen und 

die Diagnostik beschleunigt wird. Zur Analyse der Kopienanzahlen wurde hierfür zunächst neben 

NAGK als zweites Referenzgen AFF3 eingeführt.38 Auf diese Weise wurden vier Gene, MYCN 

und ALK als Target-Gene und NAGK sowie AFF3 als Referenzgene, in einer gemeinsamen ddPCR 

Reaktion nachgewiesen. Darüber hinaus haben wir auch ein Quadruplex-Protokoll für Detektion 

der ALK-Hotspot-Mutationen ALKF1174L und ALKR1275Q sowie der beiden zugehörigen Wildtypmo-

leküle ALK1174 und ALK1275 etabliert. Im Vergleich zu den bisher publizierten ddPCR-Protokollen 

bei der Neuroblastom-Diagnostik konnten wir diese separaten Duplex-ddPCR-Protokolle in einer 

gemeinsamen Quadruplex Reaktion etablieren. 

 

2. Material und Methoden 

2.1. Patientenproben  

Die in dieser Arbeit verwendeten Blutplasma- und Tumorproben stammen von Patienten, die an 

der Charité – Universitätsmedizin Berlin behandelt wurden, sowie von der Deutschen Neu-

roblastom Biobank in Köln. Alle Patienten waren in der German NB2004 Studie oder dem 

NB2016 Register geführt. Die schriftliche Zustimmung der Eltern zur Studienteilnahme lag 

jeweils vor. Die Tumorbiopsie erfolgte jeweils vor dem Beginn der Therapie. Die Blutentnahme 

erfolgte durch das Krankenhauspersonal peripher venös. Das Blut wurde anschließend bei 1900 x 

g für 7 min an der Charité bzw. bei 1000 x g für 10 min in der Biobank in Köln zur Auftrennung 



12 

 

des Plasmas zentrifugiert. Zur Entfernung möglicher Zelldebris wurde das Plasma erneut bei 3250 

x g für 10 min zentrifugiert und anschließend bei -80 °C gelagert.  

 

2.2. Zellkultur 

Die nachfolgenden Schritte in der Zellkultur wurden freundlicherweise von Jasmin Wünschel und 

Daniela Tiburtius vor Beginn dieser Arbeit bereits durchgeführt. Für die Versuche zur Bestim-

mung des Kopienanzahl-Status und der Mutations-Detektion wurden folgende Neuroblastom-

Zelllinien (mit Angabe der Herkunft) verwendet: BE(2)-C (ECACC Salisbury, UK), Kelly, SH-

SY5Y (DSMZ Braunschweig), CLB-GA (hergestellt am Centre Léon Bérard, Lyon, Frankreich), 

IMR-5, LAN-5 und LAN-6 (J. Schulte, Charité Berlin), NB-1 (I. Oehme, DKZF, Heidelberg), SH-

EP und SK-N-AS (L. Savelyeva, DKFZ, Heidelberg). Alle Zelllinien wurden durch High-

throughput SNP-basierte Assays authentifiziert.65 Die genomischen Charakteristika der jeweiligen 

Zelllinie sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und einem CO2-

Gehalt von 5% für BE(2)-C, CLB-GA, SH-SY5Y, SK-N-AS und LAN-6 in DMEM (Lonza, Köln) 

bzw. für IMR-5, Kelly, LAN-5, NB-1, SH-EP in  RPMI-Medium mit 10% fötalem Kälberserum 

(FCS) oder 20% FCS (LAN-6) und 1% nicht-essentiellen Aminosäuren. Zur Risikominimierung 

einer Langzeit-induzierten Genomveränderung und dem Erhalt niedriger Passage-Anzahlen wurde 

eine kontinuierliche Kultivierung vermieden.66 Die Zellen für die Experimente wurden in Kurz-

zeitkultur aus in Flüssigstickstoff gehaltenen Aliquots mit niedriger Passage gezüchtet. Mittels 

High-throughput Multiplex Tests wurden die Zelllinien regelmäßig auf Infektionen mit Achelo-

plasma laidlawii, Mykoplasma-Spezies und das „Squirrel Monkey Retrovirus (SMRV)“ getes-

tet.66, 67 
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Zelllinie 
MYCN-

Kopienanzahl 
ALK-

Kopienanzahl 
Chromosome 2p 

gain 
ALK-Mutationen 

BE(2)-C 100-240 68, 69 2 70 partial 71 wildtype 23 

Kelly 200-480 68, 69, 72 2 14, 70 partial 20 F1174L (c.3522C>A) 14, 23 

NB-1 2-20 21, 73 30-40 21, 74, 75 no 71 wildtype 21 

LAN-5 100-300 72, 76 2 75, 77 no 71, 78 R1275Q (c.3824, G>A) 21 

IMR-5 amplified 79 Amplified 14 n.a.  wildtype 23 

SH-SY5Y 2-3 80-82 2-3 75, 82 partial 20, 83 F1174L (c.3522C>A) 23 

LAN-6 3 84 2 75 partial 84 D1091N (c.3271G>A) 23 

CLB-GA 2 85 2 15, 75 partial 71, 86 R1275Q (c.3824, G>A) 15 

SH-EP 2 68 2 75 no 71, 87 F1174L (c.3522C>A) 75 

SK-N-AS 2 68 2 14, 75, 77 no 71, 83 wildtype 14, 23 

n.a. = nicht analysiert  

 

2.3. Genomische und zellfreie DNA-Präparation 

Die in diesem Abschnitt aufgeführten Schritte erfolgten in Zusammenarbeit mit Daniela Tiburtius. 

Zur Extraktion der genomischen DNA (gDNA) aus dem Tumorgewebe und den Zelllinien wurde 

das Qiagen Puregene Core Kit A (Qiagen) oder der QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) verwendet. 

Die gDNA der Zelllinien und Tumorproben musste im Gegensatz zur cfDNA vor der ddPCR frag-

mentiert werden, was bei der gDNA der Zelllinien mittels Beschallung erfolgte. Die Beschallung 

der gDNA aus den Tumorproben war aufgrund kleiner Probenvolumina (20 µl) nicht möglich, 

weshalb die Fragmentierung durch Zugabe von 5 Einheiten des HindIII Restriktionsenzyms (New 

England Biolabs, Frankfurt/Main) zu jeder ddPCR Reaktion erreicht wurde.66 Das bei -80 °C ge-

lagerte Plasma mit einem Volumen von mindestens 200 µl wurde bei Raumtemperatur aufgetaut 

und für 5 min bei 2000 x g und anschließend für 5 min bei 20.000 x g zentrifugiert, um Zelltrümmer 

und Überstände zu entfernen. Mit Hilfe des QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen) wurde 

die cfDNA aus dem Plasma aufgereinigt und anschließend auf 50 µl mit dem DNA Clean and 

Tabelle 1. Überblick über die genomischen Charakteristika der verwendeten Zelllinien. (modifiziert nach Peitz 

et al, 2020)66
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Concentrator-5 Kit (Zymo Research, Freiburg) konzentriert.66 Die extrahierte gDNA und cfDNA 

wurde mit dem Qubit 2.0 Fluorometer (Life Technologies, Darmstadt) quantifiziert.66 

 

2.4. Droplet digital PCR 

Zur Analyse der Kopienanzahl von MYCN (2p24.3), ALK (2p23.2-2p23.1), NAGK (2p13.3) und 

AFF3 (2q11.2) sowie zur Detektion der ALKF1174L (Exon 23, Position 3522, C>A) und ALKR1275Q 

(Exon 25, Position 3824, G>A) Hotspot-Mutationen und deren zugehöriger Wildtyp-Sequenz 

wurde das QX200 Droplet Digital PCR System (Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland) 

verwendet.66  Die Primer und Sonden wurden mit der Primer3 Software (Version 0.4.0) erstellt.88 

Damit die Sonden spezifisch die Punktmutationen ALKF1174L (3522, C>A) und ALKR1275Q (3824, 

G>A) und keine andere Punktmutation an derselben Stelle im Exon detektieren, wurden zur Über-

prüfung der Spezifität der beiden Sonden vier doppelsträngige synthetische ALK-Templates mit 

folgenden Punktmutationen generiert (Metabion, Planegg, Deutschland): ALKF1174L (3522, C>A, 

TTC>TTA); ALKF1174L (3522, C>G,  TTC>TTG); ALKR1275Q (3824, G>A, CGA>CAA); und 

ALKR1275L (3824, G>T, CGA>CTA). Die Sonde, welche für die Erkennung der ALKF1174L (3522, 

C>A) Mutation generiert wurde, erkannte verlässlich nur diese Mutation und nicht die ALKF1174L 

(3522, C>G).66 Ebenso erkannte die Sonde zur Detektion der Mutation ALKR1275Q (3824, G>A) 

nur diese und nicht die ALKR1275L (3824, G>T) Mutation (siehe Abb. 2).  
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Dieser Versuch bestätigt somit die Spezifität der ausgewählten Sonden. Die ddPCR Reaktion er-

folgte nach dem TaqMan Prinzip. In einem Gesamtvolumen von 20 µl pro Reaktion befanden sich 

der 2x ddPCR Supermix for Probes (no dUTP) (Bio-Rad Laboratories) sowie die optimierten 

Primer- und Sondenkonzentrationen (s. Tabelle 2 für Kopienanzahl-Analyse; s. Tabelle 3 für ALK-

Hotspot-Mutationen).66 Für die Triplex- und Quadruplex-ddPCR-Protokolle wurden - wie in Ta-

belle 2 und 3 dargestellt - die Fluoreszenzfarbstoffe sowie Quencher an den jeweiligen Sonden 

entsprechend der ddPCR angepasst.66 Nach dem Pipettieren des Reaktionsmix wurde dieser zum 

Transfer in den Droplet Generator gemeinsam mit 70 µl Droplet Generation Oil (Bio-Rad) auf die 

Droplet-Generator Cartridges (Bio-Rad) aufgetragen.  

Abbildung 2: Spezifitätskontrolle der Sonden zur Detektion der ALKF1174L und ALKR1275Q Hotspot Mutationen. 
A-D: Die Spezifität wurde getestet durch die Generierung von vier synthetischen doppelsträngigen ALK-Templates 
mit den Mutationen ALKF1174L (3522, C>A) (A), ALKF1174L (3522, C>G) (B), ALKR1275Q (3824, G>A) (C), und 
ALKR1275Q (3824, G>T) (D). Die Zelllinie Kelly diente als Positivkontrolle für die ALKF1174L (3522, C>A) Mutation 
und die CLB-GA Zelllinie als Positivkontrolle für die ALKR1275Q (3824, G>A) Mutation. Die Zelllinie SK-N-AS mit 
einem ALK-Wildtyp-Status wurde in allen Ansätzen als Negativkontrolle verwendet. Die genomische DNA wurde 
aus den Zelllinien extrahiert und mittels Ultraschall fragmentiert und anschließend eine Inputmenge von jeweils 10 
ng in der ddPCR analysiert. Blaue Punkte (Kanal 1) und grüne Punkte (Kanal 2) zeigen die positiven Droplets, die 

grauen Punkte die negativen Droplets. NTC (no template control). (Abbildung aus Peitz et al, 2020)66 
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Primer/Sonde Sequenz 

Konzentration [nmol/L] 

Duplex 

ddPCR 

Triplex 

ddPCR 

Quadruplex 
ddPCR 

AFF3-for 5’-CACCTAGCATGTGTGGCATT-3’ 900 900 900 

AFF3-rev 5’-GCAGATCCAGGTCGTTGAAG-3’ 900 900 900 

AFF3-Sonde 5’-HEX-AACAACTCTTTCTGTCCCCCT-BHQ1-3’ 250 125 125 

ALK-for 5’-CTTGTCCTCTGACTCTTCTCG-3’ 900 900 300 

ALK-rev 5’-CAAGACTCCACGAATGAGC-3’ 900 900 300 

ALK- Sonde 5’-FAM-TCACAGCTCCGAATGTCCTG-BHQ1-3’ 250 250 360 

MYCN-for* 5’-GTGCTCTCCAATTCTCGCCT-3’ 900 900 450 

MYCN-rev* 5’-GATGGCCTAGAGGAGGGCT-3’ 900 900 450 

MYCN- Sonde* 5’-FAM-CACTAAAGTTCCTTCCACCCTCTCCT-BHQ1-3’ 250 250 125 

NAGK-for* 5’-TGGGCAGACACATCGTAGCA-3’ 900 900 900 

NAGK-rev* 5’-CACCTTCACTCCCACCTCAAC-3’ 900 900 900 

NAGK- Sonde* 5’-HEX-TGTTGCCCGAGATTGACCCGGT-BHQ1-3’ 250 350 350 

* Adaptiert von Gotoh et al., 2005. 89 

 

Die monomorphen Tröpfchen wurden anschließend im QX200 Droplet Generator (Bio-Rad) er-

zeugt und danach manuell mit einer 8-Kanal-Pipette auf eine 96-Well PCR Platte (Eppendorf, 

Hamburg) übertragen. Vor dem Start der PCR-Reaktion wurde die 96-Well Platte mit dem PX1 

Plate Sealer (Bio-Rad) heißversiegelt. Die anschließende PCR Reaktion im T100 Thermo Cycler 

(Bio-Rad) wurde mit folgenden zwei Programmen durchgeführt für (1) Bestimmung der Kopien-

anzahl: Denaturierung bei 95°C für 10min, 40 Zyklen von 30sek bei 94°C und 1min bei 58°C und 

finale Denaturierung für 10min bei 98°C und für (2) die Detektion der ALK-Hotspot-Mutationen: 

Denaturierung bei 95°C für 10min, 40 Zyklen von 30sek bei 94°C und 1min bei 62,5°C und finaler 

Denaturierung für 10min bei 98°C.66  

 

Tabelle 2. Sequenzen und Konzentrationen von Primern und Sonden für die Multiplex-ddPCR-Protokolle 

zur Bestimmung der MYCN- und ALK-Kopienanzahl. (modifiziert nach Peitz et al, 2020)66 
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Primer/Sonde Sequenz* 

Konzentration [nmol/L] 

Duplex 
ddPCR 

Quadruplex 
ddPCR 

ALK1174-for 5’-GCCCAGACTCAGCTCAGT-3’ 900 900 

ALK1174-rev 5’-CCCCAATGCAGCGAACAAT-3’ 900 900 

ALKF1174L Sonde, FAM 5’-FAM-TCTCTGCTCTGCAGCAAATTAAACC-BHQ1-3’ 250 350 

ALK1174 Sonde, FAM 5’-FAM-TCTCTGCTCTGCAGCAAATTCAACC-BHQ1-3’ - 50 

ALK1174 Sonde, HEX 5’-HEX-TCTCTGCTCTGCAGCAAATTCAACC-BHQ1-3’ 250 - 

ALK1275-for 5’-GTCCAGGCCCTGGAAGAG-3’ 900 600 

ALK1275-rev 5’-GGGGTGAGGCAGTCTTTACTC-3’ 900 600 

ALKR1275Q Sonde, FAM 5’-FAM-TTCGGGATGGCCCAAGACAT-BHQ1-3’ 250 - 

ALKR1275Q Sonde, HEX 5’-HEX-TTCGGGATGGCCCAAGACAT-BHQ1-3’ - 400 

ALK1275 Sonde, HEX 5’-HEX-TTCGGGATGGCCCGAGACAT-BHQ1-3’ 250 150 

* Adaptiert von Combaret et al., 2015.60 

 

Nach Abschluss der PCR-Zyklen wurde die PCR-Platte im QX200 ddPCR Droplet Reader (Bio-

Rad) analysiert und die Endpunkte der Droplet-Reaktionen bestimmt. Die exakte Kopienanzahl 

der einzelnen Target- und Referenzgene sowie die mutant allele fractions (MAFs) der beiden ALK-

Hotspot-Mutationen und weitere Analysen wurden mit der QuantaSoft Analysis-Software (Ver-

sion 1.7.4.0917) und der QuantaSoft Analysis Pro Software (Version 1.0.596) (Bio-Rad) be-

stimmt.66 Damit mittels Software spezifische Grenzen zur exakten Zuordnung der einzelnen 

Droplet-Fraktionen festgelegt werden konnten, wurde in jedem ddPCR-Experiment eine Non-

Template, Positiv- und Negativkontrolle durchgeführt. Die QuantaSoft Analysis-Software, welche 

für die Duplex-ddPCR-Ansätze verwendet wurde, determiniert die Kopienanzahl durch die Be-

rechnung des Quotienten der Target-Gen-Konzentration A (Kopien/µl) zur Referenz-Gen-

Tabelle 3. Sequenzen und Konzentrationen von Primern und Sonden für die Multiplex-ddPCR-Protokolle 
zur Detektion der Neuroblastom-spezifischen ALKF1174L und ALKR1275Q Hotspot-Mutationen. (modifiziert 

nach Peitz et al, 2020)66 
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Konzentration B (Kopien/µl) multipliziert mit der Anzahl an Referenzkopien, NB, im menschli-

chen Genom (𝑐𝑜𝑝𝑦 𝑛𝑢𝑚𝑏𝑒𝑟 = 𝐴𝐵 × 𝑁𝐵).66 Die Kopienanzahl im Triplex- und Quadruplex-

Protokoll wurde mit der QuantaSoft Analysis Pro Software ermittelt, da sich die QuantaSoft Ana-

lysis-Software nicht für Multiplex-Analysen eignet. QuantaSoft Analysis Pro bestimmt die Kopi-

enanzahl mittels des Quotienten aus der Target-Gen-Konzentration A (Kopien/µl) und des geo-

metrischen Mittelwertes der Referenz-Gen-Konzentrationen B und C (Kopien/µl) (𝑐𝑜𝑝𝑦 𝑛𝑢𝑚𝑏𝑒𝑟 = 𝐴𝑔𝑒𝑜𝑚𝑒𝑎𝑛 (𝐵,𝐶) × 𝑁𝐵). Zur Beurteilung des Amplifikationsstatus von MYCN und 

ALK wurden folgende Detektionsgrenzen festgelegt: >8,01 Kopien entspricht einer Amplifikation, 

2,74 bis 8,00 Kopien entsprechen einem Gain und ein diploider Status entspricht einer Kopienan-

zahl von 1,50 bis 2,73 Kopien.59 Mittels Nachschlagetabellen von Bio-Rad nach dem Modell von 

Armbruster und Pry90 wurde die Rate an falsch positiven Droplets (FPR) und das Detektionslimit 

(Limit of Detection, LOD) für die Analyse der MAFs der ALK-Hotspot-Mutationen berechnet.66 

Die Berechnung der FPR basiert auf zwei Parametern: Der Anzahl an falsch positiven Droplets 

und die minimal erforderliche Konzentration von mutierten Target-Molekülen (Kopien/µl) für je-

des Punkmutations-Protokoll wurde definiert durch die Analyse genomischer DNA (gDNA) aus 

Zelllinien mit der Wildtyp-Sequenz für die entsprechende Mutation.66 Eine Probe wurde als positiv 

gewertet, wenn sowohl die Anzahl an Droplets zur Detektion der Mutation als auch die 

Konzentration an mutierten Target-Molekülen (Kopien/µl) über dem gesetzten Grenzwert nach 

Angaben der Nachschlage-Tabellen lagen.66 Durch Vermessen einer 1:10- bis 1:100.000-

Verdünnung von gDNA aus Zelllinien mit vorhandener Mutation (SH-EP oder CLB-GA) oder 

Wildtyp-Sequenz (SK-N-AS) wurde das LOD für jedes Protokoll festgelegt. Die Grenzwerte für 

Duplex- und Quadruplex-Analysen wurden für Input-DNA-Mengen von 0,5, 2, 10, 20, 80 und 130 

ng separat berechnet. 

 

2.5. Whole-Exome Sequenzierung (WES) 

Die Sequenzierung der Proben wurde in der Core Facility des DKFZ (Heidelberg) durchgeführt; 

die Analyse erfolgte durch Clemens Messerschmidt (Humboldt Universität, Berlin). Die WES-

Daten wurden im European Genome-Phenome Archive hinterlegt (Zugangsnummer 

EGAS00001004275; https://www.ebi.ac.uk/ega/studies).  Die Vorbereitung der WES Libraries er-

folgte mit dem Agilent SureSelect XT v6. Das WES erfolgte nach Poolen von 4-5 Libraries im 

Anschluss mit dem Ilumina HiSeq 4000 Flowcell (Version 2.5) mit einem Median von 84 Millio-

nen Fragmenten pro Probe.66 Die Standard-Qualitätskontrolle wurde mit FastQC durchgeführt.66, 



19 

 

91 Die Reads wurden auf das GRCh37-Referenzgenom mittels BWA-MEM v0.7.15 ausgerichtet.66, 

92 Es wurden separate Read-Gruppen für alle Reads von einer Spur zugewiesen und Duplikate 

mittels Samblaster v0.1.24 maskiert.66, 93 Die MYCN- und ALK-Kopienanzahl wurde mittels 

CNVkit für jede WES Library ohne eine Normalkontrolle, wie im Manual beschrieben, ge-

schätzt.66, 94 Die Berechnung der digitalen Kopienanzahl der Tumorproben erfolgte mit folgender 

Gleichung: DCN = (2 * 2^log2FC – 2 + 2 * p) / p.66 Der log2fold-change eines Gens wurde mit 

Copywriter auf eine diploide Baseline geschätzt; p stellt den Tumorzellinhalt dar. Der Tumorzel-

lanteil in jeder Tumorprobe betrug mindestens 70%. Die Kopienanzahl der cfDNA-Proben wurden 

durch Festlegen des Tumorzellinhaltes auf 1 berechnet. 

 

2.6. Statistische Analyse 

Die Zelllinien wurden mit jedem Protokoll jeweils in Triplikaten vermessen und der Mittelwert 

sowie die Standardabweichung ermittelt. Die Korrelationsanalysen im Rahmen der Kopienanzah-

len und Mutationsdetektionen wurden mittels GraphPad Prism, Version 6.00 (GraphPad Software, 

San Diego, Ca, USA) durchgeführt. Hierbei wurden P-Werte unter 0.05 als statistisch signifikant 

betrachtet.  

 

3. Ergebnisse 

3.1. Etablierung eines Quadruplex-ddPCR-Protokolls zur Analyse von Kopien-

anzahl-Veränderungen (CNV) im MYCN- und ALK-Gen 

Zur Entwicklung eines Quadruplex-ddPCR-Protokolls zur Bestimmung der MYCN- und ALK-

Kopienanzahl dienten als Grundlage etablierte Duplex-ddPCR-Protokolle.59, 89 In den Duplex-

Protokollen wird pro Kanal ein Gen vermessen mit MYCN bzw. ALK in Kanal 1 (FAM) und NAGK 

als Referenz in Kanal 2 (HEX), sodass eine klare Trennung von negativen, einfach-positiven und 

doppelt-positiven Droplet-Fraktionen vorliegt. Bei einem geeigneten Quadruplex-Protokoll ist da-

rauf zu achten, dass sich die einfach-positiven Droplet-Fraktionen von MYCN und ALK in ihrer 

Amplitude klar unterscheiden, während die negativen Droplet-Fraktionen von beiden Targets die-

selbe Amplitude aufweisen. Zur Erhöhung der Robustheit und Messqualität des Quadruplex-

Protokolls wurde in Kanal 2 (HEX) neben NAGK ein zweites Referenzgen, AFF3, hinzugefügt. 

Mithilfe eines zweiten Referenzgens lassen sich mögliche Abweichungen in einer der beiden Re-

ferenzen und somit Messverfälschungen erkennen, da sich die Kopienanzahl eines Target-Gens 
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aus dem Quotienten der Target-Gen-Konzentration zur Referenz-Gen-Konzentration ergibt. Aus 

diesem Grund wurde zunächst AFF3 als zweite Referenz in Triplex-Protokollen etabliert, um mög-

liche Interaktionen zwischen den verschiedenen Primern und Sonden frühzeitig zu erkennen und 

bei der weiteren Etablierung des Quadruplex-Protokolls berücksichtigen zu können. Bei Triplex-

Protokollen werden drei Gene gleichzeitig detektiert bzw. analysiert, wobei die etablierten Proto-

kolle folgendermaßen aufgebaut waren: ALK bzw. MYCN als Target-Gen in Kanal 1 (FAM) und 

NAGK und AFF3 als die beiden Referenzgene in Kanal 2 (HEX). In einem ersten Schritt wurden 

zunächst NAGK und AFF3 bei verschiedenen Sonden-Konzentrationen jeweils mit einem 

Uniplex-Protokoll getestet, d.h. jedes Gen wurde einzeln in seinem zugehörigen Kanal ohne ein 

zweites Gen im „benachbarten“ Kanal getestet. Auf diese Weise lassen sich mögliche Störfaktoren 

durch Primer und Sonden zur Untersuchung der anderen Gene zunächst vermeiden, sodass die 

genaue Lokalisation der Droplet-Fraktionen im 1D-Plot ersichtlich ist. Anhand publizierter 

ddPCR-Protokolle wurden Sondenkonzentrationen von 100-400 nmol/L zur Testung für ein mög-

liches Multiplex-Protokoll gewählt.61, 63, 64 Hierbei lag auch die Standard-Sondenkonzentration 

von 250 nmol/L zum Vergleich vor. Die Primerkonzentration in diesem Versuch entsprach 900 

nmol/L gemäß dem Standardprotokoll.59 Getestet wurde das Uniplex-Protokoll mit der MYCN- 

und ALK-diploiden Zelllinie SK-N-AS. Bei der Auswertung des Uniplex-Versuchs zeigte sich für 

AFF3 und NAGK die beste Auftrennung bei 125 nmol/L (AFF3) und 350 nmol/L (NAGK), da der 

Abstand der beiden Fluoreszenzamplituden der einfach-positiven Droplets gut war und auch die 

negativen Droplets beider Targets auf einer Höhe lagen (s. Abb. 3).  
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Anhand der Ergebnisse konnten zwei Triplex-Protokolle etabliert werden, wobei die Primer- und 

Sondenkonzentrationen von MYCN bzw. ALK den Standardkonzentrationen wie im Duplex-

Protokoll entsprachen und für NAGK und AFF3 die o.g. Konzentrationen gewählt wurden (s. Ta-

belle 2, s. Abb. 4). Die Triplex-Protokolle zur Bestimmung der MYCN- (Abb. 4 A) und ALK-

Kopienanzahl (Abb. 4 B) zeigen eine klare Trennung von negativen, einfach-, doppelt- und 

dreifach-positiven Droplet-Fraktionen.  

Abbildung 3: Optimierung der AFF3- und NAGK-Sondenkonzentrationen. Gezeigt ist ein exemplarischer 1D-
Plot der Fluoreszenzamplituden in Kanal 2 (HEX), generiert in einem Uniplex-ddPCR-Ansatz mit 5 ng fragmentierter 
DNA aus SK-N-AS Zellen als Template. Die AFF3- und NAGK-Sonden wurden jeweils in den dargestellten Kon-
zentrationen von 100-400 nmol/L bei einer festgesetzten Primer-Konzentration von 900 nmol/L getestet. Die Kon-
zentrationen von 125 nmol/L und 350 nmol/L wurden als final optimierte Konzentrationen für den weiteren Gebrauch 
im Triplex- und Quadruplex-ddPCR-Ansatz verwendet (siehe rote Pfeile). Positive Droplets, grün; negative Droplets, 

grau. (Abbildung aus Peitz et al, 2020)66 
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Das angewandte Prozedere für die Etablierung des Triplex-Protokolls wurde anschließend auf das 

Quadruplex-Protokoll übertragen. Hierfür wurden MYCN und ALK im Uniplex-Protokoll bei Son-

denkonzentrationen von 100-400 nmol/L getestet, wobei die Standard-Primerkonzentration von 

900 nmol/L eingesetzt wurde. Hierbei zeigten die Sondenkonzentrationen von 400 nmol/L (ALK) 

und 125 nmol/L (MYCN) eine gute Auftrennung der positiven und negativen Droplet-Fraktionen 

(s. Abb. 5 A) und wurden für die weitere Optimierung des Quadruplex-Protokolls verwendet. 

Abbildung 4: Repräsentative 2D-Plots von Triplex-ddPCR-Assays zur Bestimmung der ALK- und MYCN-
Kopienanzahl. Die genomische DNA wurde aus SK-N-AS Zellen extrahiert und mittels Ultraschall fragmentiert. 
Für die ddPCR wurden jeweils 20 ng als Inputmenge eingesetzt. Die Fluoreszenz aus Kanal 1 (FAM) wurde der aus 
Kanal 2 (HEX) für jedes Droplet in den Triplex-Reaktionen gegenübergestellt. A und B: Die ALK- und MYCN-
Kopienanzahl wurde in Kanal 1 detektiert und die normal diploiden Referenzen, AFF3 und NAGK, wurden in Kanal 

2 gemessen. Die Kreise markieren die individuellen Droplet-Fraktionen. (Abbildung aus Peitz et al, 2020)66 
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In einem ersten Quadruplex-Ansatz zeigte sich für MYCN und ALK trotz veränderter Sondenkon-

zentration jedoch keine klare Auftrennung (nicht gezeigt). Deshalb wurde die Auftrennung durch 

Variation der Primerkonzentrationen getestet. Die zu testende Range an Primerkonzentrationen 

wurde anhand von bereits publizierten ddPCR Arbeiten ausgewählt.61, 63, 64 Vergleicht man die 

Amplitude der einfach-positiven Droplet-Fraktionen im Uniplex- und Triplex-Versuch zeigt sich 

eine leichte Erhöhung der Fluoreszenzamplitude bei zunehmender Komplexität des Assays. Des-

halb wurden die verschiedenen Primerkonzentrationen direkt im Duplex-Versuch getestet, um die 

spätere Amplitude der Droplet-Fraktionen im 2D-Plot des Quadruplex-Protokolls besser abschät-

zen zu können. Im Duplex-Ansatz wurde zunächst MYCN mit AFF3 bei MYCN-

Sondenkonzentrationen von 250 nmol/L und 125 nmol/L zusammen mit verschiedenen MYCN-

Primerkonzentrationen von 225-900 nmol/L getestet und ALK mit 400 nmol/L (Sonde) und 900 

nmol/L (Primer) zusammen mit NAGK zum direkten Vergleich mitgetestet (s. Abb. 5 B). Das 

Abbildung 5: Optimierung der MYCN-Primer- und Sondenkonzentrationen. A: Gezeigt ist ein exemplarischer 1-
D-Plot der Fluoreszenzamplituden in Kanal 1 (FAM), generiert in einem Uniplex-ddPCR-Ansatz mit 5 ng fragmen-
tierter DNA aus SK-N-AS Zellen als Template. Die ALK- und MYCN-Sonden wurden jeweils in den dargestellten 
Konzentrationen von 100-400 nmol/L bei einer festen Primerkonzentration von 900 nmol/L getestet, und 400 nmol/L 
der ALK-Sonde sowie 125 nmol/L und 250 nmol/L der MYCN-Sonde für eine weitere Optimierung im Duplex-Ansatz 
ausgewählt (gestrichelte Pfeile). B: Evaluierung verschiedener MYCN-Primerkonzentrationen kombiniert mit 125 
nmol/L oder 250 nmol/L der MYCN-Sonde. Eine definierte ALK-Primer- und Sondenkonzentration wurde parallel in 
Kanal 1 (FAM, oberes Panel) vermessen, um die Fluoreszenzamplituden der negativen und positiven Fraktionen für 
beide DNA-Targets optimal einzustellen. Die Fluoreszenzamplituden der negativen und positiven Fraktionen für die 
beiden Referenzgene NAGK und AFF3 wurden in Kanal 2 (HEX, unteres Panel) in Duplex-Reaktionen generiert 
(ALK/NAGK; MYCN/AFF3). Die optimierten Primer-/Sondenkonzentrationen für die Quantifizierung der MYCN-Ko-
pienanzahl sind mit einem roten Pfeil hervorgehoben. Positive Droplets, blau (Kanal 1) und grün (Kanal 2); negative 

Droplets, grau. (Abbildung aus Peitz et al, 2020)66 
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Ergebnis des Duplex-Ansatzes ergab die beste Auftrennung zwischen ALK und MYCN bei MYCN-

Konzentrationen von 125 nmol/L (Sonde) und 450 nmol/L (Primer) (s. Abb. 5 B). Die Ergebnisse 

des Duplex-Ansatzes (s. Abb. 5 B) zeigen, dass die gewählte Primer- und Sondenkonzentration 

für MYCN sowie die bereits gewählten Konzentrationen von ALK, NAGK und AFF3 für einen 

nachfolgenden Quadruplex-Ansatz am besten geeignet sind. Im darauffolgenden Quadruplex-Test 

zeigte sich eine Auftrennung zwischen MYCN und ALK (nicht gezeigt), jedoch konnte die 

QuantaSoft Analysis Pro Software die Thresholds nicht automatisch bestimmen, sodass dies noch 

manuell erfolgen musste. Um eine automatische Festlegung der Thresholds durch die Software zu 

gewährleisten, wurde die Auftrennung der Droplet-Fraktionen von MYCN und ALK optimiert. 

Hierfür wurde die ALK-Sonde bei 400, 390, 380, 370, 360 und 350 nmol/L mit einer Primerkon-

zentration von jeweils 300 bzw. 900 nmol/L getestet. Es zeigte sich, dass bei einer 

Primerkonzentration von 900 nmol/L (ALK) die negativen Droplets in ihrer Amplitude zu stark 

vom Vergleich mit den MYCN-negativen Droplets abwichen und die einfach-positiven Droplets 

von ALK eine sehr große Amplitudenrange aufwiesen (s. Abb. 6 A). Aufgrund dessen wurden die 

ALK-Sondenkonzentrationen von 360, 370 und 380 nmol/L bei einer Primerkonzentration von 300 

nmol/L für eine optimale Auftrennung aller Droplet-Fraktionen präferiert (s. Abb. 6 B-D) und 

erneut mit den gewählten Primer-/Sondenkonzentrationen für MYCN, NAGK und AFF3 im jewei-

ligen Quadruplex-Ansatz getestet. Hierbei waren die einzelnen Droplet-Fraktionen bei einer ALK-

Sondenkonzentration von 360 nmol/L (s. Abb. 6 D) am kleinsten in ihrer Amplitudenrange und 

klar voneinander getrennt, sodass dieses Quadruplex-Protokoll für alle nachfolgenden Messungen 

gewählt wurde.  
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Die Trennung der negativen, einfach-, doppelt-, dreifach- und vierfach-positiven Droplets ist in 

diesem Protokoll so klar, dass die Software die Thresholds automatisch festsetzen konnte (s. Abb. 

7 A). Auch im 1D-Plot für die jeweiligen Kanäle ist bereits eine klare Trennung erkennbar (s. Abb. 

7 B und C), wobei die doppelt-positiven Fraktionen von geringerer Anzahl als die einfach-

positiven Fraktionen sind, da statistisch betrachtet hiervon weniger vorkommen. Diese klare Tren-

nung stellt sich auch in den Histogrammen mit der Häufigkeit der einzelnen Droplet-Fraktionen 

eindeutig dar (s. Abb. 7 D und E).  

Abbildung 6: Optimierung der ALK-Primer- und Sondenkonzentrationen. A: Gezeigt ist ein exemplarischer 1-
D-Plot der Fluoreszenzamplituden in Kanal 1 (FAM) generiert in einem Uniplex-ddPCR-Ansatz mit 10 ng fragmen-
tierter DNA aus SK-N-AS Zellen als Template. Die ALK-Sonden und -Primer wurden in den gezeigten Konzentrati-
onen getestet. Eine definierte MYCN-Primer- und Sondenkonzentration wurde parallel in Kanal 1 (FAM, oberes Pa-
nel) vermessen, um die Fluoreszenzamplituden der negativen und positiven Fraktionen für beide DNA-Targets opti-
mal einzustellen. Die Fluoreszenzamplituden der negativen und positiven Fraktionen für die beiden Referenzgene 
NAGK und AFF3 wurden in Kanal 2 (HEX, unteres Panel) in Duplex-Reaktionen generiert (ALK/NAGK; 

MYCN/AFF3). Die gewählten Primer-/Sondenkonzentrationen für die Quantifizierung der ALK-Kopienanzahl für die 
finale Optimierung in Quadruplex-Reaktionen sind mit gestrichelten roten Pfeilen hervorgehoben. Positive 
Droplets, blau (Kanal 1) und grün (Kanal 2); negative Droplets, grau. B-D: Vergleich der besten drei ALK-Primer-
/Sondenkonzentrationen in Quadruplex-Reaktionen. Exemplarische 2-D-Plots mit MYCN/ALK in Kanal 1 (FAM) und 
AFF3/NAGK in Kanal 2 (HEX). Negative Droplets, grau; einfach-, zweifach-, dreifach- und vierfach-positive 

Droplets sind in verschiedenen Farben dargestellt. (Abbildung aus Peitz et al, 2020)66 
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Abschließend erfolgte die Untersuchung der Genauigkeit und Sensitivität der Quadruplex- und 

Triplex-Protokolle im Vergleich zu den publizierten Duplex-Protokollen mit Hilfe genomischer 

DNA aus der SK-N-AS-Zelllinie in einer Verdünnungsreihe von 0,5-100 ng. Es zeigt sich eine 

signifikante und vergleichbare Korrelation der detektierten und theoretisch berechneten 

Konzentrationen aller gemessenen Gene in den Duplex-, Triplex- und Quadruplex-Protokollen 

(r=0.9940 bis r=0.9979 und p <0,05) (s. Abb. 8 A-D).  

Abbildung 7: Repräsentative Plots und Histogramme des Quadruplex-ddPCR-Protokolls zur Bestimmung der 
Kopienanzahl von ALK und MYCN. Die genomische DNA wurde aus SK-N-AS Zellen extrahiert und vor dem Start 
der ddPCR mittels Ultraschall fragmentiert und 10 ng als Inputmaterial eingesetzt. A: Repräsentative 2-D-Plots der 
Droplet-Fluoreszenzen in der Quadruplex-Reaktion. Die MYCN- und ALK-Droplets wurden in Kanal 1 (FAM) gegen 
die AFF3- und NAGK-Droplets in Kanal 2 (HEX) dargestellt. Die Linien zeigen die Grenzen für negative sowie 
einfach-, doppelt-, dreifach- und vierfach-positive Droplet-Fraktionen an. B und C: Gezeigt sind eindimensionale 
Plots der Droplet-Fluoreszenzen in Kanal 1 für MYCN und ALK (B) und in Kanal 2 für AFF3 und NAGK (C). Die 
Plots zeigen eine optimale Trennung der negativen, einfach- und doppelt-positiven Droplets. Die blauen (Kanal 1) 
und grünen Punkte (Kanal 2) zeigen die positiven Droplets, die grauen Punkte sind negative Droplets. D und E: Die 
Histogramme zeigen die Droplet-Frequenz bei spezifischen Fluoreszenzamplituden in Kanal 1 (D, MYCN und ALK) 
und in Kanal 2 (E, AFF3 und NAGK). Auch hier sind die Droplet-Frequenzen für die negativen, einfach- und doppelt-

positiven Fraktionen klar getrennt. (Abbildung aus Peitz et al, 2020)66
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Die Daten zeigen, dass das Quadruplex-Protokoll dieselbe Sensitivität wie die Triplex- und 

Duplex-Protokolle für die Bestimmung der MYCN- und ALK-Kopienanzahl bei DNA-

Inputmengen von 0,5-100 ng besitzt. 

 

3.2. Bestimmung der MYCN- und ALK-Kopienanzahl in Neuroblastom-

Zelllinien mit den etablierten Multiplex-ddPCR-Protokollen  

Das etablierte Quadruplex-Protokoll wurde in acht unterschiedlichen Neuroblastom-Zelllinien mit 

dem Triplex- und Duplex-Protokoll verglichen. Es wurden Zelllinien mit MYCN- und/oder ALK-

Abbildung 8: Die Multiplex-ddPCR-Protokolle zur Bestimmung der absoluten Kopienanzahl von MYCN und 
ALK messen die Input-Konzentrationen über einen breiten Bereich linear. Aus SK-N-AS Zellen extrahierte und 
durch Ultraschall fragmentierte genomische DNA wurde als Template für die ddPCR-Reaktionen eingesetzt und se-
riell mit H2O verdünnt, zur Analyse von Input-DNA-Mengen von 0,5, 2, 5, 10, 20, 50 und 100 ng. A-D: Dargestellt 
ist die Korrelationsanalyse der theoretisch berechneten MYCN- (A), ALK- (B), NAGK- (C) und AFF3-Konzentratio-
nen (D) (x-Achse) und der gemessenen Konzentrationen in der Verdünnungsreihe mit dem Quadruplex- (rote Quad-
rate), Triplex- (blaue Dreiecke) und Duplex-ddPCR-Protokoll (schwarze Kreise) (y-Achse). Die Daten sind darge-

stellt als Mittelwert ± SD; n=3. (Abbildung aus Peitz et al, 2020)66 
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Amplifikation, MYCN- und/oder ALK-Gain und normalem diploiden Chromosomensatz mit je-

weils drei unterschiedlichen Extrakten in Triplikaten untersucht. Von diesen wiesen aus bereits 

publizierten Daten folgende Zelllinien eine (Ia) MYCN-Amplifikation (BE(2)-C, Kelly, NB-1), 

LAN-5, IMR-5) bzw. einen (Ib) MYCN-Gain (SH-SY5Y, LAN-6) und eine (IIa) ALK-

Amplifikation (NB-1, IMR-5) bzw. einen (IIb) ALK-Gain (BE(2)-C, Kelly, LAN-6, SH-SY5Y) 

auf (s. Tab. 1). Ein diploider Status für MYCN bzw. ALK zeigt sich bei SK-N-AS.14, 68, 75, 77 Im 

Quadruplex- (521,3) und Triplex-Protokoll (596,6) war die absolute MYCN-Kopienanzahl für 

Kelly etwa ein Drittel höher im Vergleich zu der Messung im Duplex-Protokoll (385,4) (s. Abb. 9 

A). In den übrigen MYCN-amplifizierten Zelllinien BE(2)-C, NB-1, LAN-5 und IMR-5 zeigten 

sich im Quadruplex- (109,9 – 504,8), Triplex- (109,3 – 542,6) und Duplex-Protokoll (106,2 – 

530,8) sehr ähnliche Ergebnisse in Bezug auf die MYCN-Kopienanzahl (s. Abb. 9 A). Ein MYCN-

Gain konnte in SH-SY5Y (Quadruplex 3,1 ± 0,50; Triplex 3,02 ± 0,64; Duplex 3,12 ± 0,36) sowie 

in LAN-6 im Quadruplex- (3,2 ± 0,42) und Duplex-Protokoll (2,88 ± 0,02) nachgewiesen werden, 

wobei im Triplex-Protokoll (2,72 ± 0,13) ein diploider MYCN-Status knapp unter dem Grenzwert 

von 2,74 für einen Gain gemessen wurde (s. Abb. 9 A). Für SK-N-AS zeigte sich in allen drei 

Protokollen ein diploider MYCN-Status (Quadruplex 1,99 ± 0,11; Triplex 1,73 ± 0,11; Duplex 1,73 

± 0,08) (s. Abb. 9 A). Die hohe ALK-Amplifikation in NB-1 bestätigte sich im Quadruplex- (87,8 

± 3,79), Triplex- (85,1 ± 4,61) und Duplex-Protokoll (87,4 ± 21,32) (s. Abb. 9 B). Die aus bereits 

publizierten Daten angegebene ALK-Amplifikation in IMR-5 bestätigte sich in keinem der drei 

ddPCR-Protokolle (Quadruplex 1,99 ± 0,13; Triplex 1,95 ± 0,10; Duplex 1,85 ± 0,37) (s. Abb. 9 

B).14 Der bekannte ALK-Gain in BE(2)-C, Kelly, LAN-6 und SH-SY5Y bestätigte sich in jedem 

der drei ddPCR-Protokolle. Auch hier war die Kopienanzahl im Quadruplex- (2,74 – 4,05), 

Triplex- (2,92 – 4,49) und Duplex-Protokoll (2,92 – 5,35) sehr ähnlich (s. Abb. 9 B). Bei der 

Messung der Kelly-Zelllinie zeigte sich bezüglich der ALK-Kopienanzahl im Quadruplex- (4,32 ± 

0,28) und Triplex-Protokoll (4,27 ± 0,11) ein etwa ein Drittel höherer Wert im Vergleich zum 

Duplex-Protokoll (3,00 ± 0,49) (s. Abb. 9 B). Der diploide ALK-Status in SK-N-AS bestätigte sich 

im Quadruplex- (2,03 ± 0,17), Triplex- (1,93 ± 0,24) und Duplex-Protokoll (1,86 ± 0,09) (s. Abb. 

9 B).  
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Die Daten zeigen, dass mit dem etablierten Quadruplex-Protokoll die MYCN- und ALK-

Kopienanzahl in Neuroblastom-Zelllinien eindeutig bestimmt und zwischen einem diploiden Sta-

tus, einem Gain und einer Amplifikation unterschieden werden kann. 

 

3.3. Bestimmung des MYCN- und ALK-Kopienanzahl-Status im Blutplasma 

und Tumorproben von Patienten mit Neuroblastom mit dem etablierten 

Quadruplex-Protokoll 

In einem letzten Schritt wurden Plasma- und die dazugehörigen Tumorproben von drei Patienten 

mit einem Neuroblastom mit dem Quadruplex-Protokoll vermessen und die Werte mit Messungen 

aus dem Triplex- und Duplex-Protokoll verglichen. Zum Sparen von Patientenmaterial wurde jede 

Plasma- und Tumorprobe einmalig mit jedem ddPCR-Protokoll vermessen. Die Ergebnisse der 

ddPCR-Protokolle wurden untereinander verglichen und anschließend mit Messungen aus dem 

Whole Exome Sequencing (WES) bestätigt. Die MYCN-Amplifikation bei Patient 1 und 2 war in 

ihrer Kopienanzahl bzgl. der gDNA-Probe zwischen dem Quadruplex- (140,1 – 290,6), Triplex- 

(135,0 – 239,2) und Duplex-Protokoll (141,1 – 233,9) sehr ähnlich  (s. Tabelle 4). Auch in der 

cfDNA-Probe von Patient 1 und 2 konnte die MYCN-Amplifikation im Quadruplex- (32,3 – 43,5), 

Triplex- (36,1 – 48,7) und Duplex-Protokoll (35,1 – 48,9) detektiert werden, wobei die Kopienan-

zahl im Vergleich zu den Ergebnissen der gDNA-Probe geringer war (s. Tabelle 4). 

Abbildung 9: Vergleich der absoluten Kopienanzahl von MYCN und ALK in Neuroblastom-Zelllinien durch 
Bestimmung mit den Multiplex-ddPCR-Protokollen. A und B: Die genomische DNA wurde extrahiert und mittels 
Ultraschall vor dem Start der ddPCR fragmentiert, um die Kopienanzahl von MYCN (A) und ALK (B) zu quantifizie-
ren. Für jede Messung wurden 2 ng DNA als Input-Material verwendet. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert ± 
SD; n=3. (Abbildung aus Peitz et al, 2020)66 
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Patient Stadium  

 

Probe 

 

Tumorzell-
Inhalt (%) 

cfDNA-
Inhalt 
(%) 

MYCN Kopienanzahl ALK Kopienanzahl 

Quadruplex 

ddPCR* 

Triplex 

ddPCR* 

Duplex 

ddPCR* 
WES** 

Quadruplex 

ddPCR* 

Triplex 

ddPCR* 

Duplex 

ddPCR* 
WES** 

1 
M gDNA 

cfDNA 

75 

- 

- 

69.8 

290.6 

43.5 

239.2 

48.7 

233.9 

48.9 

239.7 

58.3 

3.24 

3.00 

2.80 

2.89 

2.89 

3.35 

2.30 

2.13 

2 
M gDNA 

cfDNA 

70 

- 

- 

81.1 

140.1 

32.3 

135.0 

36.1 

141.4 

35.1 

142.6 

37.9 

2.07 

1.96 

1.97 

2.40 

2.17 

2.26 

1.81 

1.88 

3 

M gDNA 

cfDNA  

90 

- 

- 

n.a. 

1.86 

2.23 

1.82 

2.68 

1.64 

2.15 

1.92 

1.91 

2.05 

1.70 

2.17 

2.41 

1.78 

2.38 

1.92 

1.91 

gDNA, genomische DNA; cfDNA, zellfreie (cell-free) DNA; ddPCR, droplet digital PCR; WES, whole-exome se-
quencing; n.a., nicht analysiert. 

* DNA Inputmenge für die ddPCR Reaktion reichte von 1 bis 2 ng. 

** DNA Inputmenge für das WES reichte von 8 bis 110 ng. 

 

Die MYCN-Amplifikation bei Patient 1 und 2 konnte in den WES-Daten für die gDNA- (142,6 – 

239,7) und cfDNA-Probe (37,9 – 58,3) bestätigt werden und ähnelte den Ergebnissen der ddPCR-

Protokolle (s. Tabelle 4). Der diploide MYCN-Status von Patient 3 zeigte sich in der gDNA- und 

cfDNA-Probe im Quadruplex-  (1,86 – 2,23), Triplex- (1,82 – 2,68) und Duplex-Protokoll (1,64 – 

2,15) und wurde in den WES-Daten bestätigt (1,91 – 1,92) (s. Tabelle 4). Der ALK-Gain bei Patient 

1 wurde sowohl in der gDNA-Probe im Quadruplex- (3,24), Triplex- (2,80) und Duplex-Protokoll 

(2,89) als auch in der cfDNA-Probe in allen drei ddPCR-Protokollen (2,89 – 3,35) nachgewiesen, 

jedoch bestätigten die WES-Daten den ALK-Gain weder in der gDNA-Probe (2,30) noch in der 

cfDNA-Probe (2,13) (s. Tabelle 4). Aus diesem Grund wurde eine Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung der Tumorprobe von Patient 1 zum Nachweis der ALK-Kopienanzahl vorgenom-

men, welche drei ALK-Kopien detektierte (s. Abbildung 10) und somit die ddPCR Daten und eine 

falsch-negative Messung aus den WES-Daten bestätigt. 

Tabelle 4: Vergleich der in den verschiedenen Multiplex-ddPCR-Protokollen bestimmten MYCN- und ALK-
Kopienanzahl in Patientenproben. (modifiziert nach Peitz et al, 2020)66 
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Der diploide ALK-Status bei Patient 2 und 3 konnte sowohl in der gDNA- als auch cfDNA-Probe 

mit allen ddPCR-Protokollen nachgewiesen werden. Bei der gDNA-Probe zeigten sich im 

Quadruplex- (2,05 – 2,07), Triplex- (1,97 – 2,17) und Duplex-Protokoll (1,78 – 2,17) sehr ähnliche 

Ergebnisse, was sich in den WES-Daten (1,81 – 1,92) bestätigte (s. Tabelle 4). Bezüglich der 

cfDNA-Probe waren die Ergebnisse der ddPCR-Protokolle (1,70 – 2,38) ebenfalls identisch mit 

denen der WES-Daten (1,88 – 1,91) (s. Tabelle 4). Die Daten zeigen, dass das in dieser Arbeit 

etablierte Quadruplex-Protokoll den MYCN- und ALK-Kopienanzahl-Status in Tumorproben so-

wie Liquid Biopsies in Form von Blutplasma bei Patienten akkurat bestimmen kann. Durch die 

simultane Analyse des MYCN- und ALK-Status wird somit wertvolles Patientenmaterial gespart. 

 

Abbildung 10: ALK-Kopienanzahl-Gain in Interphasenzellkernen der Neuroblastomtumorprobe von Patient 
1. Drei grüne Signale (ALK) und zwei rote Signale der Kontrollregion (2q11) sind dargestellt. Die Zellkerne wurden 
mit DAPI gegengefärbt (blau). Originale Vergrößerung, x100. Die FISH-Analyse dieser Probe wurde vom Labor von 

Prof. Dr. Matthias Fischer aus Köln durchgeführt. (Abbildung aus Peitz et al, 2020)66 
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3.4. Etablierung eines Quadruplex-Protokolls für die simultane Detektion der 

ALK-Hotspot-Mutationen ALKF1174L und ALKR1275Q  

Bereits publizierte ddPCR-Daten zeigen, dass die ALK-Hotspot-Mutationen ALKF1174L (C>A 

Konversion am Nukleotid 3522 im Exon 23) und ALKR1275Q  (G>A Konversion am Nukleotid 3824 

im Exon 25) mittels Duplex-ddPCR detektiert und die MAFs berechnet werden können.60 Bei 

anderen Tumoren konnte bereits gezeigt werden, dass die Detektion mehrerer Mutationen in einem 

ddPCR-Protokoll möglich ist.63, 95 Deshalb wurde ein Quadruplex-Protokoll zur simultanen De-

tektion der beiden ALK-Hotspot-Mutationen im Neuroblastom etabliert. Für die Etablierung wurde 

eine 1:1-Mischung genomischer DNA aus der SH-EP- (ALKF1174L) und CLB-GA-Zelllinie 

(ALKR1275Q) hergestellt. Durch das gDNA-Gemisch aus SH-EP und CLB-GA wurde sichergestellt, 

dass in den nachfolgenden Etablierungsschritten alle erwarteten Droplet-Fraktionen dargestellt 

werden. Für die Etablierung wurden die Mutationen ALKF1174L und ALKR1275Q in Kanal 1 (FAM) 

und die zugehörigen Wildtypen ALK1174 und ALK1275 in Kanal 2 (HEX) in Anlehnung an das be-

reits etablierte Duplex-Protokoll vermessen.60 Zur Untersuchung, auf welcher Amplitudenhöhe im 

1D- und 2D-Plot die einzelnen Droplet-Fraktionen zu erwarten sind, wurden zunächst in einem 

Uniplex-Ansatz verschiedene Sondenkonzentrationen von 100-400 nmol/L für ALKF1174L und 

ALKR1275Q sowie ALK1174 und ALK1275 getestet. In diesem Versuch zeigten sich für ALKF1174L und 

ALK1174  bei 150 nmol/L (Sonde) sowie für ALKR1275Q und ALK1275 bei 400 nmol/L (Sonde) eine 

mögliche Auftrennung für ein nachfolgendes Quadruplex-Protokoll (nicht gezeigt). In einem zwei-

ten Schritt wurden die gewählten Sondenkonzentrationen aus dem Uniplex-Ansatz gemeinsam mit 

verschiedenen Primerkonzentrationen von 300-1100 nmol/L im Duplex-Versuch getestet, wobei 

sich die zu testende Range an Primerkonzentrationen aus bereits publizierten ddPCR-Arbeiten 

ergab.61, 63, 64 Aus diesen beiden ersten Versuchen wurden die Primerkonzentrationen 540 nmol/L 

(ALKF1174L) und 900 nmol/L (ALKR1275Q) sowie die Sondenkonzentrationen 150 nmol/L 

(ALKF1174L- und ALK1174-Sonde) und 400 nmol/L (ALKR1275Q- und ALK1275-Sonde) für einen ersten 

Quadruplex-Testversuch ausgewählt. In diesem ersten Quadruplex-Versuch konnte jedoch keine 

optimale Auftrennung der Fraktionen erreicht werden, da die erwarteten Droplet-Fraktionen sich 

überlagerten und nicht orthogonal zueinander, sondern stattdessen nahezu linear zwischen den 

einfach-positiven Fraktionen von ALKR1275Q und ALK1275 verteilt lagen (nicht gezeigt). In der Li-

teratur wurde das Konzept eines invertierten ddPCR-Protokolls beschrieben, wobei Mutante und 

Wildtyp im selben Kanal analysiert werden und so die Droplet-Fraktionen in Multiplex-ddPCR-

Protokollen im 2D-Plot orthogonal zueinander liegen.63 Nach diesem Konzept wurde das vorab 

aufgestellte Quadruplex-Protokoll so verändert, dass ALKF1174L und die zugehörige 
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Wildtypsequenz ALK1174 in Kanal 1 (FAM) und ALKR1275Q und die zugehörige Wildtypsequenz 

ALK1275 in Kanal 2 (HEX) detektiert wurden. Hierfür wurden die ALKR1275Q-Sonde mit dem HEX-

Fluoreszenzfarbstoff und die ALK1174-Sonde mit dem FAM-Fluoreszenzfarbstoff markiert.  Die 

neu-markierten Sonden wurden zunächst im Duplex-Ansatz in ihrem jeweiligen Kanal erneut bei 

Primerkonzentrationen von 300, 600 und 900 nmol/L getestet. Für ALKR1275Q und ALK1275 zeigte 

sich bei der Kombination von 600 nmol/L (Primer), 400 nmol/L (Mutations-Sonde) und 150 

nmol/L (Wildtyp-Sonde) bereits eine klare Auftrennung der einfach-positiven Droplet-Fraktionen 

bei gleichzeitig derselben Amplitude der negativen Droplet-Fraktionen (nicht gezeigt). Zur weite-

ren Optimierung der Auftrennung von ALKF1174L und ALK1174 wurde im Duplex-Ansatz die 

ALKF1174L-Sonde bei 150, 250 und 350 nmol/L sowie die ALK1174-Sonde bei 50, 100 und 150 

nmol/L jeweils bei einer Primerkonzentration von 300 nmol/L und 900 nmol/L getestet. In diesem 

Versuch stellte sich eine Primerkonzentration von 900 nmol/L sowie Sondenkonzentrationen von 

350 nmol/L (ALKF1174L-Sonde) und 50 nmol/L (ALK1174-Sonde) am geeignetsten für einen nach-

folgenden Quadruplex-Versuch heraus. Durch die Optimierung der Auftrennung der Droplet-

Fraktionen in den Kanälen 1 und 2 im Duplex-Ansatz konnte somit erfolgreich ein Quadruplex-

Protokoll für die Detektion der ALK-Hotspot-Mutationen ALKF1174L und ALKR1275Q mit den in Ta-

belle 3 angegebenen Konzentrationen etabliert werden (s. Tabelle 3).  
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Es zeigt sich eine klare Auftrennung von negativen, einfach-positiven sowie doppelt-positiven 

Droplet-Fraktionen aus dem jeweils anderen Kanal (s. Abb. 11 A). Jedoch zeigten sich keine 

doppelt-positiven Fraktionen im selben Kanal sowie dreifach- und vierfach-positive Fraktionen (s. 

Abb. 11 A), was sich in den 1D-Plots (s. Abb. 11 B und C) und Histogrammen (s. Abb. 11 D und 

E) bestätigte. Dieses Phänomen wurde auch im vorherigen invertierten ddPCR-Protokoll nach 

Alcaide et al beschrieben.63 Als nächstes wurde das neue Quadruplex-Protokoll auf Robustheit 

und Linearität anhand einer Verdünnungsreihe von gDNA getestet. Hierfür wurde gDNA der 

Zelllinie SK-N-AS mit DNA-Inputmengen 0,5-130 ng verwendet und dieselben Mengen an gDNA 

von SH-EP (ALKF1174L) und CLB-GA (ALKR1275Q) als Referenzkontrollen untersucht. Die gemes-

senen Konzentrationen (Kopien/µl) der Targets ALK1174, ALKF1174L, ALK1275 und ALKR1275Q 

Abbildung 11: Quadruplex-ddPCR-Protokoll zur Detektion der Neuroblastom-spezifischen Hotspot-Mutatio-
nen ALKF1174L und ALKR1275Q. Für das Design des Ansatzes wurde genomische DNA aus SH-EP (ALKF1174L) und 
CLB-GA (ALKR1275Q) Zellen extrahiert, mittels Ultraschall fragmentiert und im Verhältnis 1:1 vor dem Start der 
ddPCR zur Generierung eines DNA-Mixes, welcher beide Mutationen beinhaltet, gemischt. Insgesamt wurden 20 ng 
dieses DNA-Mixes als Inputmaterial eingesetzt. A: Repräsentative 2-D-Plots der Droplet-Fluoreszenz. ALKF1174L und 
ALK1174 Droplets wurden in Kanal 1 (FAM) gegen ALKR1275Q und ALK1275 Droplets in Kanal 2 (HEX) dargestellt. 
Gezeigt sind negative, einfach- und doppelt-positive Droplet-Fraktionen. B und C: Gezeigt sind eindimensionale 
Plots der Droplet-Fluoreszenz von ALKF1174L und ALK1174 in Kanal 1 (B) und von ALKR1275Q und ALK1275 in Kanal 2 
(C). Die Plots zeigen eine optimale Trennung von negativen und einfach-positiven Droplets. Die blauen (Kanal 1) 
und grünen Punkte (Kanal 2) zeigen die positiven Droplets, die grauen Punkte sind negative Droplets.  D und E: Die 
Histogramme zeigen die Droplet-Frequenz bei spezifischen Fluoreszenzamplituden in Kanal 1 (D, ALKF1174L und 
ALK1174) und in Kanal 2 (E, ALKR1275Q und ALK1275). Die Droplet-Frequenzen sind klar unterscheidbar. (Abbildung 

aus Peitz et al, 2020)66 
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wurden in Bezug zu der theoretisch zu erwartenden Konzentration dargestellt und Duplex- und 

Quadruplex-Protokolle miteinander verglichen. Es zeigt sich eine signifikante (p <0,0001 – 

0,0003) und vergleichbare Korrelation der detektierten und theoretisch berechneten 

Konzentrationen aller gemessenen Gene im Duplex- und Quadruplex-Protokoll (Pearson´s 

Korrelationskoeffizient „r“: Duplex 0,9871 – 0,9981; Quadruplex 0,9942 – 0,9981) (s. Abb. 12 A-

D).   

 

 

 

Abbildung 12: Die Multiplex-ddPCR-Protokolle zur Quantifizierung der ALKF1174L- und ALKR1275Q-Konzentra-
tionen messen die Input-Konzentrationen über einen breiten Bereich linear. Aus SK-N-AS (ALK1174, ALK1275), 
SH-EP (ALKF1174L) und CLB-GA (ALKR1275Q) Zellen extrahierte und durch Ultraschall fragmentierte genomische DNA 
wurde als Template für die ddPCR-Reaktionen genutzt und seriell mit H2O verdünnt, um Input-DNA-Mengen von 
0,5, 2, 5, 10, 20, 80 und 130 ng Input-DNA zu analysieren. Dargestellt ist die Korrelationsachse von theoretisch be-
rechneten ALK1174- (A), ALKF1174L- (B), ALK1275- (C) und ALKR1275Q-Konzentrationen (D) (x-Achse) und den gemes-
senen Konzentrationen in der Verdünnungsreihe mit dem Quadruplex- (rote Quadrate) und Duplex-ddPCR-Protokoll 

(schwarze Kreise) (y-Achse). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert ± SD; n=3. (Abbildung aus Peitz et al, 2020)66 
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Die Daten zeigen, dass das neu etablierte Quadruplex-Protokoll die ALK-Hotspot-Mutationen 

ALKF1174L und ALKR1275Q im Neuroblastom bei Input-DNA-Mengen von 0,5-130 ng konstant und 

akkurat detektieren kann.  

Als nächstes wurden die Grenzwerte für die Sensitivität des Quadruplex-Protokolls ermittelt und 

mit den Grenzwerten der Duplex-Protokolle verglichen. Dafür wurde gDNA aus SH-EP 

(ALKF1174L) und CLB-GA (ALKR1275Q) mit Wildtyp-gDNA aus SK-N-AS in Schritten von 1:10 – 

1:100.000 verdünnt. In Zellen mit dem ALK-Wildtyp wurden die MAFs als 0 % bestimmt.66 Eine 

Neuroblastom-Zelle wurde als ALKF1174L-positiv bezeichnet bei folgenden Grenzwerten: ≥4 posi-

tive Droplets und mindestens 0.31 Kopien/µl bei bis zu 10 ng Input-DNA und ≥5 positive Droplets 

und mindestens 0.57 Kopien/µl für höhere DNA-Inputmengen.66 Diese im Quadruplex-Protokoll 

ermittelten Grenzwerte waren denen der Duplex-Protokolle (≥4 positive Droplets und mindestens 

0.33 Kopien/µl) sehr ähnlich. Um eine Neuroblastom-Zelle als ALKR1275Q-positiv zu bezeichnen, 

variierten die Grenzwerte bezüglich der DNA-Inputmengen im Quadruplex- (≥5 bis ≥15 positive 

Droplets und 0.42 bis 1.34 Kopien/µl) und Duplex-Protokoll (≥4 bis ≥17 positive Droplets und 

0.32 bis 1.31 Kopien/µl).66 Zusammengefasst waren die Grenzwerte zur Detektion einer 

Neuroblastom-spezifischen ALK-Mutation im Quadruplex-Protokoll ähnlich zu den Grenzwerten 

im Duplex-Protokoll.  

 

3.5. Detektion der MAFs von ALKF1174L- und ALKR1275Q-Hotspot-Mutationen in 

Neuroblastom-Zelllinien mittels des Quadruplex-Protokolls 

Das Quadruplex-Protokoll wurde in sechs verschiedenen Neuroblastom-Zelllinien getestet und die 

MAFs dieser bestimmt, wobei jeweils zwei Zelllinien die ALKF1174L-Mutation (SH-EP, Kelly), die 

ALKR1275Q-Mutation (CLB-GA, LAN-5) und einen ALK-Wildtyp aufwiesen (SK-N-AS, BE(2)-C). 

Von jeder dieser Zelllinien wurden 10 ng gDNA für den Versuch eingesetzt und jede Zelllinie in 

Triplikaten mit jeweils drei verschiedenen Extrakten vermessen. Anschließend wurden die gemes-

senen MAFs mit den Ergebnissen aus dem Duplex-Protokoll verglichen. Die MAFs von ALKF1174L 

bei Kelly waren im Quadruplex- (31,58 ± 0,69) und Duplex-Protokoll (31,20 ± 0,52) nahezu iden-

tisch  (s. Tabelle 5). Dies bestätigte sich auch bei SH-EP bezüglich ALKF1174L im Quadruplex- 

(45,82 ± 0,87) und Duplex-Protokoll (48,64 ± 0,31) (s. Tabelle 5).  
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 ALKF1174L (3522, C>A)** ALKR1275Q (3824, G>A)** 

 Zelllinie * 
Quadruplex 

ddPCR 

Duplex 

ddPCR 

Quadruplex 

ddPCR 

Duplex 

ddPCR 

SH-EP 45.82 ± 0.87 48.64 ± 0.31 0 0 

Kelly 31.58 ± 0.69 31.20 ± 0.52 0 0 

CLB-GA 0 0 53.77 ± 0.52 53.04 ± 0.64 

LAN-5 0 0 53.55 ± 1.95 51.45 ± 0.82 

SK-N-AS 0 0 0 0 

BE(2)-C 0 0 0 0 

ddPCR, droplet digital PCR.  
*DNA Input: 10 ng.  
** Die mutant allele fraction ist dargestellt in % ± SD für n ≥ 3 Replikate; Eine mutant allele fraction 
von 0% weist einen ALK Wildtyp auf. 

 

Die MAFs in CLB-GA, LAN-5 sowie den beiden ALK-Wildtyp-Zelllinien SK-N-AS und BE(2)-

C betrugen bezüglich ALKF1174L wie erwartet 0 % in beiden ddPCR-Protokollen (s. Tabelle 5). Die 

ALKR1275Q-positive Zelllinie CLB-GA zeigte bzgl. der MAF nahezu identische Ergebnisse im 

Quadruplex- (53,77 ± 0,52) und Duplex-Protokoll (53,04 ± 0,64) (s. Tabelle 5). Ähnliche Ergeb-

nisse in der MAF wurden auch für LAN-5 im Quadruplex- (53,55 ± 1,95) und Duplex-Protokoll 

(51,45 ± 0,82) gemessen (s. Tabelle 5). Für SH-EP und Kelly sowie die beiden ALK-Wildtyp-

Zellen SK-N-AS und BE(2)-C wurde bzgl. ALKR1275Q mit beiden ddPCR-Protokollen eine MAF 

von 0 % gemessen (s. Tabelle 5). Die Ergebnisse der Zelllinien zeigen, dass das etablierte 

Quadruplex-Protokoll die beiden ALK-Hotspot-Mutationen ALKF1174L und ALKR1275Q eindeutig de-

tektieren kann. 

 

Tabelle 5: Vergleich der Multiplex-ddPCR-Protokolle zur Detektion der ALKF1174L und ALKR1275Q mutant allele 

fractions in Neuroblastom-Zelllinien. (modifiziert nach Peitz et al, 2020)66 
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3.6. Detektion von ALKF1174L und ALKR1275Q und deren mutant allele fractions in 

Tumor- und Plasmaproben von Neuroblastom-Patienten mit dem etablierten 

Quadruplex-Protokoll  

Als nächstes wurde mit dem Quadruplex-Protokoll gDNA aus Tumorproben und deren zugehörige 

cfDNA aus Blutplasma von sechs verschiedenen Patienten mit Neuroblastom vermessen. Die Pa-

tienten waren entweder positiv für ALKF1174L oder ALKR1275Q oder wiesen einen ALK-Wildtyp auf. 

Für die Messungen wurde ein definiertes Volumen von 5 µl eingesetzt und die Bestimmung der 

eingesetzten Input-DNA-Menge erfolgte anschließend durch die ddPCR selbst. Alle Proben wur-

den nur einmal vermessen, um Patientenmaterial zu sparen, und die MAF-Messungen des 

Quadruplex-Protokolls mit dem Duplex-Protokoll verglichen. Patient 4 und 5 waren nach ddPCR-

Messungen positiv für ALKF1174L und negativ bzw. Wildtyp für ALK1275. In der MAF von Patient 

4 ergab sich bei der gDNA kein Unterschied (Quadruplex 48,17 % und Duplex 48,36 %), während 

bei der cfDNA die MAF mittels Quadruplex-Protokoll (59,29 %) deutlich von der Duplex-

Messung (45,40 %) abwich (s. Tabelle 6). Auch bei Patient 5 waren die MAFs im Quadruplex- 

(11,07 % in der gDNA 36,27 % in der cfDNA) und Duplex-Protokoll (12,95 % in der  gDNA und 

35,20 % in der cfDNA) sehr ähnlich (s. Tabelle 6). Generell zeigt sich, dass die bestimmten MAFs 

– bis auf Patient 4 und 5 – in den gDNA Proben höher waren als in der cfDNA (s. Tabelle 6). Die 

Patienten 6, 7 und 8 waren alle ALKR1275Q-positiv und wiesen einen Wildtyp bezüglich ALK1174 

auf (s. Tabelle 6). Die MAFs bei Patient 6 waren in der gDNA (Quadruplex 47,92 % und Duplex 

48,19 %) sehr ähnlich, während bei der cfDNA die Quadruplex-Messung (32,91 %) etwas höher 

als die Duplex-Messung war (28,90 %) (s. Tabelle 6). Für Patient 7 waren ebenfalls keine Unter-

schiede in den MAFs zwischen Quadruplex- (43,48 % in der gDNA und 21,99 % in der cfDNA) 

und Duplex-Protokoll (43,56 % in der gDNA und 22,10 % in der  cfDNA) festzustellen (s. Tabelle 

6). Patient 8 zeigte nach Untersuchung der gDNA eine höhere MAF beim Quadruplex-Protokoll 

(87,29 %) im Vergleich zum Duplex-Protokoll (77,96 %). Diese Unterschiede zeigten sich auch 

in der cfDNA, jedoch mit einer kleineren Abweichung (Quadruplex 71,90; Duplex 68,00) (s. Ta-

belle 6). Patient 9 war für beide Mutationen negativ und zeigte in beiden ddPCR-Protokollen für 

die gDNA und cfDNA eine MAF von 0 % und damit einen Wildtyp-Status (s. Tabelle 6).  
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Patient  Probe*  

ALKF1174L (3522, C>A)** ALKR1275Q (3824, G>A)** 

Quadruplex 

ddPCR 

Duplex 

ddPCR 

Quadruplex 

ddPCR 

Duplex 

ddPCR 

4 

gDNA 48.17 48.36 0 0 

cfDNA 59.29 45.40 0 0 

5 

gDNA 11.07 12.95 0 0 

cfDNA 36.27 35.20 0 0 

6 

gDNA 0 0 47.92 48.19 

cfDNA 0 0 32.91 28.90 

7 

gDNA 0 0 43.48 43.65 

cfDNA 0 0 21.99 22.10 

8 

gDNA 0 0 87.29 77.96 

cfDNA 0 0 71.90 68.00 

9 

gDNA 0 0 0 0 

cfDNA 0 0 0 0 

gDNA, genomische DNA; cfDNA, zellfreie (cell-free) DNA; ddPCR, droplet digital PCR.  
*Die Inputmenge an cfDNA reichte von 6,9 bis 72,6 ng, und die Inputmenge an gDNA reichte von 6,9 bis 98,5 ng. 
**Eine mutant allele fraction von 0% weist einen ALK Wildtyp auf. 

 

Bei den Messunterschieden zwischen dem Duplex- und Quadruplex-Protokoll in der gDNA-Probe 

von Patient 8 und der cfDNA-Probe von Patient 4 zeigte sich, dass eine höhere DNA-Inputmenge 

im Vergleich zu den übrigen Patientenproben eingesetzt wurde (nicht gezeigt). Aus diesem Grund 

wurde anhand von Zelllinien der Einfluss verschiedener Input-DNA-Mengen auf die MAF im 

Quadruplex- und Duplex-Protokoll überprüft. Hierzu wurden zwei Verdünnungsreihen mit jeweils 

einer ALKF1174L-positiven Zelllinie (SH-EP) und einer ALKR1275Q-positiven Zelllinie (CLB-GA) 

untersucht. Mit dem Duplex- und Quadruplex-Protokoll wurden DNA-Inputmengen von 0,5, 2, 

10, 20, 80 und 130 ng vermessen und die MAFs bestimmt. Die Versuchsergebnisse zeigen für 

ALKF1174L bei DNA-Inputmengen bis zu 20 ng vernachlässigbar geringe Unterschiede durch mit 

Tabelle 6: Vergleich der determinierten ALKF1174L und ALKR1275Q mutant allele fractions in paarigen Blut-
plasma- und Tumorproben von Patienten mit Neuroblastom. (modifiziert nach Peitz et al, 2020)66 
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dem Quadruplex- und Duplex-Protokoll bestimmten MAFs (s. Abb. 13 A). Bei Mengen von >20 

ng steigt die MAF im Quadruplex-Protokoll jedoch deutlich an, während im Duplex-Protokoll 

weiterhin dieselbe MAF über alle Mengen hinweg gemessen wird (s. Abb. 13 A). Auch für 

ALKR1275Q zeigen sich bis zu einer DNA-Inputmenge von 20 ng nahezu identische MAFs in den 

Quadruplex- und Duplex-Protokollen, wohingegen bei Mengen von 80 und 130 ng das Duplex-

Protokoll weiterhin dieselbe MAF misst, während diese im Quadruplex-Protokoll stark ansteigt 

(s. Abb. 13 B).  

 

 

Dieses Phänomen basiert am ehesten auf der Unterschätzung der doppelt-positiven Droplets 

(Mutante + Wildtyp) im selben Kanal, da deren Fluoreszenz aufgrund des Mechanismus der kom-

petitiven ddPCR nicht stark genug ist, um eine höhere Amplitude zu erreichen und daher in den 

einfach-positiven Droplets maskiert ist, wodurch die Software eine höhere MAF berechnet.63 Die 

Ergebnisse zeigen, dass das Quadruplex-Protokoll akkurat die ALK-Hotspot-Mutationen 

ALKF1174L und ALKR1275Q in Tumor- und Plasmaproben von Patienten mit Neuroblastom detektie-

ren und die MAF bis zu einem Limit von 20 ng Input-DNA genau bestimmen kann.  

Abbildung 13: Der Vergleich der ALKF1174L und ALKR1275Q mutant allele fractions zwischen den Duplex- und 
Quadruplex-ddPCR-Protokollen zeigt sehr ähnliche Ergebnisse in Ansätzen mit einem DNA-Input von weni-
ger als 20 ng und eine Überschätzung in Quadruplex-Protokollen bei höherem DNA-Input. A und B: Aus SH-
EP (ALKF1174L) (A) und CLB-GA (ALKR1275Q) Zellen (B) extrahierte und durch Ultraschall fragmentierte genomische 
DNA wurde als Template für die ddPCR-Reaktionen genutzt und seriell mit H2O verdünnt, um Input-DNA-Mengen 
von 0,5, 2, 5, 10, 20, 80 und 130 ng zu analysieren. Die mutant allele fractions (y-Achse) wurden mit dem Duplex- 
(schwarze Kreise) und Quadruplex-Protokollen (rote Quadrate) bestimmt und gegen die Menge an Input-DNA (x-
Achse) aufgetragen. Die Daten sind dargestellt als mittlere Prozentwerte ± SD; n=3. (Abbildung aus Peitz et al, 

2020)66 
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4. Diskussion 

Bei Säuglingen und Kleinkindern mit einem Körpergewicht kleiner als 10 kg ist es eine große 

Herausforderung in regelmäßigen Abständen genügend Blutvolumen für eine Molekularanalyse 

zu erhalten, ohne dabei die Hämoglobinwerte beträchtlich zu senken oder im Extremfall sogar eine 

iatrogen induzierte Bluttransfusion erforderlich zu machen.66 Die Volumina für Blutproben sind 

bei Säuglingen und Kindern aus ethischer Sicht auf ein Maximum von 1 ml bzw. 3 ml beschränkt.66 

Bei der Aufreinigung von Blutproben für Analysen in unserer Arbeitsgruppe haben wir die 

Erfahrung gemacht, dass wir im Schnitt DNA-Mengen zwischen 10 und 130 ng in 50 µl Elutions-

buffer für die molekulare Analyse zur Verfügung haben. Bei den publizierten Duplex-ddPCR-

Protokollen zur Analyse der MYCN- und ALK-Kopienanzahl werden jeweils 5 µl des cfDNA-

Extraktes benötigt.59 Mit dem bisherigen Duplex-Protokoll sind somit bereits 20 % des cfDNA-

Extraktes der jeweiligen Probe verbraucht. Das Detektieren von >2 DNA-Targets in einer ddPCR-

Reaktion konnte bereits bei anderen Tumoren wie dem diffusen großzelligen B-Zell und folliku-

lärem Lymphom sowie dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom gezeigt werden.63, 96 Um 

Multiplex-ddPCR-Protokolle zu etablieren, sind diverse Optimierungen der PCR-Reaktion erfor-

derlich, wobei in der Literatur im Wesentlichen drei Hauptpunkte für Multiplex-Protokolle be-

schrieben sind: (i) Veränderung der Sondenkonzentrationen, (ii) Veränderung der 

Primerkonzentrationen oder (iii) Veränderung der Annealing-Temperatur des PCR-Cycler Pro-

gramms.62 Durch Variieren der Sonden- und Primerkonzentration ist es uns gelungen, die MYCN- 

und ALK-Kopienanzahl mit den beiden Referenzen NAGK und AFF3 in einer gemeinsamen 

ddPCR Reaktion zu bestimmen. Das neue Protokoll zeigte bezüglich Linearität und Robustheit in 

DNA-Verdünnungsreihen ähnliche Ergebnisse wie in den Duplex- und Triplex-Protokollen. Mit 

unseren Versuchen konnten wir zeigen, dass die Quadruplex-ddPCR nicht nur eine hochsensitive, 

sondern auch eine robuste Analysemethodik ist und den Status der MYCN- und ALK-Kopienanzahl 

genau bestimmen kann. Mit unserem neuen Quadruplex Protokoll benötigen wir nur noch 5 µl des 

cfDNA-Extraktes für die gesamte Analyse des Kopienanzahl-Status, wodurch mehr Volumen für 

weitere Analysen vorhanden ist. Eine Limitierung bei der ddPCR-Analyse ist, dass es sich um eine 

Target-Analyse handelt, welche auf einen sehr kurzen Abschnitt an DNA-Basenpaaren, oftmals 

weniger als 100 Nukleotide, beschränkt ist.66 Unser Protokoll hat somit eine sehr hohe Messgenau-

igkeit, jedoch auf einen kleinen Bereich im Gen begrenzt. Diese Erkenntnis spiegelt sich auch in 

unseren Ergebnissen wieder. In der NB-1 Zelllinie maßen wir im Vergleich zu unseren vorher 

publizierten Daten eine höhere ALK-Amplifikation, was darauf zurückzuführen ist, dass wir in 

unseren neuen Multiplex-Protokollen ein neues ALK-Primerpaar und eine neue ALK-Sonde gesetzt 
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haben, welcher auf einem anderen Genabschnitt von ALK liegt, der stärker amplifiziert zu sein 

scheint. Das neue ALK-Primerpaar sowie die neue ALK-Sonde wurden gewählt, da die Fluores-

zenzamplitude der neuen Sonde sich stärker von den negativen Droplet-Fraktionen im Vergleich 

zur vorher verwendeten Sonde unterschied.59, 89 Aus dem gleichen Grund zeigt sich dies auch bei 

der fehlenden Detektion der partiellen ALK-Amplifikation in der IMR-5-Zelllinie.75 Die Ergeb-

nisse zeigen, dass sich die ddPCR als hochsensitives Analysetool im klinischen Alltag im Rahmen 

des longitudinalen Monitorings von Patienten mit Neuroblastom bei der Analyse von Liquid 

Biopsies anbietet. Aufgrund der natürlichen Limitationen der ddPCR sollte diese jedoch mit einem 

Next Generation Sequencing, welches zwar weniger sensitiv ist, dafür aber viele Gene parallel 

analysieren kann, kombiniert werden, wie z.B. zum Zeitpunkt der Initialdiagnose oder beim Ver-

dacht auf ein Rezidiv.66 Durch Einführen von AFF3 (auf dem 2q11.2-Arm) als zweite Referenz 

konnten wir die Robustheit unseres neuen Multiplex-Protokolls erhöhen, da wir nun eine interne 

Kontrolle zwischen beiden Referenzgenen zur Verfügung hatten. Auf diese Weise lässt sich eine 

potenzielle Veränderung der Kopienanzahl in einem der beiden gut etablierten Referenzgene in 

Patientenproben detektieren und somit eine Fehlkalkulation der MYCN- und ALK-Kopienanzahl 

vermeiden.66 AFF3 wurde als Referenzgen gewählt, da dieses sowohl in der Pathologie der Charité 

als Referenz bei den FISH-Analysen zur Neuroblastom-Diagnostik verwendet als auch in der Li-

teratur als weitere Referenz neben NAGK empfohlen wird.38 Die Analyse der Kelly-Zelllinie zeigt 

bei Verwendung des Triplex- und Quadruplex-Protokolls eine etwa 30 % höhere MYCN- und ALK-

Amplifikation, die darauf schließen lässt, dass eine der beiden Referenzen in ihrer Kopienanzahl 

vom diploiden Status abweicht. Die Etablierung der Detektion der beiden ALK-Hotspot-

Mutationen ALKF1174L und ALKR1275Q in einem Quadruplex-Protokoll erfolgte durch Anwendung 

eines zuvor publizierten „invertierten“ ddPCR-Protokolls.63 Bei geringen DNA-Mengen bis 20 ng 

konnten wir ALKF1174L und die entsprechende Wildtyp-Sequenz ALK1174 in Kanal 1 (FAM) und 

ALKR1275Q und die entsprechende Wildtyp-Sequenz ALK1275 in Kanal 2 (HEX) erfolgreich detek-

tieren sowie die MAFs akkurat bestimmen. Beim ddPCR-Protokoll zur Detektion von Mutationen 

zeigt sich im Versuchsaufbau ein wesentlicher Unterschied zur ddPCR der Kopienanzahl-

Bestimmung. Im Protokoll zur Mutationsdetektion erfolgt die Amplifikation der mutierten Se-

quenz und der Wildtyp-Sequenz mittels des gleichen Primerpaares. Daher kommt es zur Konkur-

renz beider PCR-Reaktionen um die gleichen Ressourcen im Droplet, was zu einer verminderten 

Fluoreszenzintensität der doppel-positiven Droplets führt.63 Dieses bekannte Phänomen zeigt sich 

auch bei Duplex-ddPCR-Reaktionen in denen Mutante und Wildtyp in zwei Kanälen getrennt de-

tektiert werden, was dazu führt, dass die doppelt-positiven Droplet-Fraktionen zu den einfach-

positiven Fraktionen des jeweils anderen Kanals hin verschoben werden und somit vielmehr 



43 

 

diagonal als orthogonal im 2D-Plot lokalisiert sind.57, 58, 60, 97 Bei Proben mit geringer Input-DNA-

Menge ist die Häufigkeit des Auftretens von doppelt-positiven Droplets statistisch gesehen gering, 

sodass sich die gemessene MAF im Duplex- und Quadruplex-Protokoll nicht signifikant unter-

scheidet. Bei Einsatz höherer DNA-Mengen hingegen wird die MAF mit dem invertierten 

Quadruplex-Protokoll überschätzt, da die doppelt-positiven Droplets keine höhere Fluores-

zenzamplitude wie die einfach-positiven Droplets aufweisen und dadurch nicht von diesen unter-

schieden werden können.66 Im Duplex-Protokoll hingegen sind die doppelt-positiven Droplets 

zwischen den beiden einfach-positiven Droplet-Fraktionen aus dem jeweiligen Kanal lokalisiert, 

sodass diese auch noch bei DNA-Mengen von >20 ng klar abgegrenzt und die MAF präzise be-

rechnet werden kann. Die natürliche Limitation des invertierten ddPCR-Protokolls, welches in 

dieser Arbeit etabliert wurde, erfordert daher, die DNA-Inputmenge auf maximal 20 ng zu be-

schränken, sodass eine akkurate Analyse der MAFs gewährleistet ist.66 Die im Rahmen dieser 

Arbeit etablierten Quadruplex-ddPCR-Protokolle ermöglichen mit einer hohen Sensitivität und 

geringen Kosten, die Kopienanzahl zu bestimmen und Hotspot-Mutationen zu detektieren, die für 

das Monitoring und die Behandlung von Kindern mit einem Neuroblastom eine wichtige Grund-

lage in der klinischen Routine bilden.66  
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