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Die erworbene Aplastische Anämie (AA) ist eine seltene
Erkrankung des blutbildenden Systems. In der Regel sind
alle drei Zellreihen betroffen: die Erythrozyten, Thrombo-
zyten und Granulozyten. Sie ist charakterisiert durch ein
funktionelles Versagen des Knochenmarks, in dessen Folge
es zu einer mehr oder weniger ausgeprägten Panzytopenie
kommt. Die Patienten fallen zunächst meist durch eine aus-
geprägte Blutungsneigung auf, deren Ursache in der aus-
geprägten Thrombozytopenie liegt. Durch regelmäßige
Transfusionen von Thrombozyten und Erythrozyten können
Komplikationen wie schwere Blutungen, insbesondere Hirn-
blutungen und anämiebedingte Schwäche vermieden wer-
den. Den weiteren Krankheitsverlauf bestimmen jedoch
infektiöse Komplikationen. Das Fehlen einer ausreichenden
Anzahl von Granulozyten erhöht die Anfälligkeit der Patien-
ten für bakterielle Infektionen und systemische Pilzinfektio-
nen. Letztere führen in der Agranulozytose auch unter dem
Einsatz moderner Antimykotika zu unbeherrschbaren
Erkrankungen. 
Die AA wird folgerichtig in drei Schweregrade eingeteilt: die
nicht- schwere AA (NSAA) mit >500 Granulozyten/µl, die
schwere AA (SAA) mit <500 Granulozyten/µl, und die sehr
schwere AA (VSAA) mit <200 Granulozyten/µl. 
Für Patienten mit AA besteht ein deutlich erhöhtes Risiko,
eine maligne myeloische Erkrankung (myelodysplastisches
Syndrom, akute myeloische Leukämie) zu entwickeln (bis
zu 57% nach 8 Jahren).
In der Bundesrepublik Deutschland erkranken jedes Jahr
20-25 Kinder unter 16 Jahren neu an einer AA, dies ent-
spricht einer altersstandardisierten Inzidenz von
0,2/100.000. Im Gegensatz zum Erwachsenen überwiegen
beim Kind die schweren und sehr schweren Formen der AA
(50-60% VSAA, 30-40% SAA, <10% NSAA). Kinder mit
AA wurden bis 1994 in Deutschland und Österreich weder
zentral erfasst, noch nach gemeinsamen Richtlinien diagno-
stiziert und behandelt. Seit 1994 erfolgt im Rahmen der
SAA94-Studie, dem ersten prospektiven, kooperativen
Therapieprotokoll für Kinder mit AA für Deutschland und
Österreich, eine zentrale Erfassung sämtlicher Neuerkran-
kungen im deutschsprachigen Raum. Die Studie steht unter
der Leitung von Frau Dr. M. Führer und hat ihren Sitz am Dr.
von Haunerschen Kinderspital, München. In Zusammen-
arbeit mit dem Kinderkrebsregister in Mainz konnte prak-
tisch eine nahezu vollständige flächendeckende Erfassung
neuer SAA-Erkrankungen (97%) gewährleistet werden.
Unter ausschließlich supportiver Therapie überlebten in den
siebziger Jahren nur 25-30% der Patienten länger als 2
Jahre, 50% verstarben bereits in den ersten 6 Monaten.
Heute sichert eine intensivierte supportive Therapie das
Überleben der Patienten während langer panzytopenischer
Phasen. Der erste kausale Behandlungsansatz bestand im
Ersatz der Knochenmarkstammzellen durch Transplantation
(KMT). Die Beobachtung, dass sich die Knochenmarks-
funktion von Patienten mit AA nach ausschließlich immun-
suppressiver Konditionierung vor einer geplanten Knochen-
marktransplantation auch ohne die Infusion von Spender-
mark erholte, führte zur Entwicklung der immunsuppressi-
ven Therapie (IST).

Abbildung 1: 
Ansprechen auf die IST

Die Ursachen und Pathomechanismen, die zum Bild einer
AA führen, sind letztlich noch immer unklar. Ein T-Zell ver-
mittelter, autoimmunologischer Prozess scheint eine wesent-
liche Rolle zu spielen. Allerdings ist dieser Prozess in der
Regel bei der Erstvorstellung der Patienten weitestgehend
abgelaufen, die Zahl der koloniebildenden Zellen im Kno-
chenmark (vor allem der so genannten „long-term culture
initiating cells“) ist dramatisch erniedrigt. Klinische Beobach-
tungen legen in vielen Fällen eine immunvermittelte
Unterdrückung der Hämatopoese nahe. So konnte in vitro
eine hemmende Wirkung von Patientenlymphozyten auf
das Zellwachstum hämatopoetischer Zellen und eine Über-
produktion myelosuppressiver Zytokine wie Interferon-g und
TNF (tumor necrosis factor) nachgewiesen werden.
Darüber hinaus konnten verschiedene Gruppen einen
Komplexitätsverlust im T-Zell-Repertoire bei SAA-Patienten
zeigen, der eine oligoklonale T-Zell-Expansion andeutet. Es
wird angenommen, dass diese T-Zellen wiederum im Zuge
einer Autoimmunreaktion direkt am Untergang der hämato-
poetischen Stammzellen beteiligt sind, was zur Ausbildung
der aplastischen Anämie führt. 

Gensignaturen in Forschung und Diagnostik

Mehrere Arbeiten der vergangenen Jahren belegen das
enorme Potenzial, das die Erstellung von Gensignaturen
mittels Biochips besitzt. So können krankheitsspezifische
Gensignaturen dabei helfen, die Diagnostik für verschiede-
ne Erkrankungen zu verbessern, indem bestehende dia-
gnostische Kriterien erweitert werden. Auch sind sie dabei
hilfreich, Erkrankungen zu einem früheren Zeitpunkt nach-
zuweisen und Merkmale auf das Ansprechen auf bestimm-
te Therapieformen aufzuzeigen, um frühe Therapieentschei-
dungen zu erleichtern.

Experimentelle Anwendungsgebiete liegen dabei beispiels-
weise in der Früherkennung von Kolon-Karzinomen, der
Detektion von Lungentumoren oder in Genexpressions-
analysen als Screening-Methode für Patienten, die einem
erhöhten Risiko einer Lungenembolie ausgesetzt sind
(thrombocheck, ogham GmbH). Auch im Falle von Brust-
krebserkrankungen befindet sich ein Genchip (CupPrint) in
der Entwicklung, der mit 88%iger Sicherheit anzeigt, ob es 
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Der Nachweis von Proteinen ist dagegen aufwändiger: sie
können nur mit Antikörpern nachgewiesen werden, die teuer
und längst nicht für alle humanen Proteine erhältlich sind.
Zudem ist der Nachweis von Proteinen abhängig von deren
räumlicher Struktur, die sie unter experimentellen Bedingun-
gen schnell verlieren können und somit nicht mehr verläss-
lich nachweisbar sind.

Festphasensynthese, 
Aufbau und Prinzip der Biochips

Biochips werden im Wesentlichen durch zwei verschiedene
Verfahren hergestellt. Im Kontaktverfahren werden zu-
nächst die Oligonukleotidsonden chemisch synthetisiert,
bevor sie auf einen Träger aus Glas oder Plastik aufge-
bracht werden. Die Sonden sind punktförmig auf dem Chip
angeordnet und zeichnen sich durch die spezifische Abfolge
von DNA-Bausteinen einzelner Gene aus. Ein Nachteil die-
ser Methode ist, dass die Sonden nur mit einer relativ gerin-
gen Dichte auf die Chips aufgebracht werden können. Die
hier verwendeten Biochips werden durch die Festphasen-
synthese hergestellt. Dabei werden kurze DNA-Fragmente
(25 Basen lange Oligonukleotide) direkt auf einer Glasober-
fläche synthetisiert. Dieses Verfahren ermöglicht die
Herstellung von so genannten Hochdichtearrays, bei denen
mehr als eine Million Oligonukleotide auf eine Fläche von
etwa 1,5 cm2 aufgebracht sind. Entspricht die Sequenz
einer RNA aus dem Probenmaterial der Sequenz auf dem
Chip, bindet diese an der entsprechenden Stelle und kann
im späteren Verlauf detektiert werden. 

Abbildung 2: 
Die Gene A, B, C sind aktiviert. Infolgedessen liegt je nach

Aktivierungsgrad eine bestimmte Konzentration der 
RNAA, B oder C vor, die weiter in die entsprechenden 

Proteine (Effektoren) umgesetzt wird. Durch die
Biochipanalysen werden die RNA-Konzentrationen aller 

humanen Gene und somit die Gesamtheit aller 
Genaktivitäten bestimmt. Auf diese Weise können 

individuelle Signaturen erstellt werden, die charakteristisch 
für eine Erkrankung wie der SAA sind und die zum Beispiel
zu einem frühen Zeitpunkt Auskunft darüber geben, welche

Therapieform gewählt werden sollte.

sich um einen ersten Herd oder Metastasen handelt. Ein
zweiter Chip zur Einschätzung des Metastasierungspoten-
zials bei Brustkrebs mit einer Sicherheit von 80-90% (70
Gene: Wachstumsfaktoren und deren Bindungsstellen auf
Zelloberflächen, Aktivierungsmarker des Stoffwechsels und
DNA-Reparaturmechanismen) befindet sich ebenfalls in
Entwicklung, hier ist in den nächsten Monaten ein klinischer
Test mit 6000 Probandinnen geplant.

Neben diesen Ansätzen sind bereits die ersten Biochips
nach erfolgreichen klinischen Tests auf dem Markt erhältlich.
So gab die Firma Affymetrix die Verfügbarkeit des weltweit
ersten Microarray-Diagnostiksystems für klinische Anwen-
dungen bekannt. Das GeneChip System 3000Dx ist geeig-
net, um nach genetischen Variationen zu suchen, die die
Effizienz von pharmazeutischen Wirkstoffen beeinflussen
und nachteilige Wirkstoffreaktionen hervorrufen können. 

Im Falle hämatologischer Erkrankungen konnte gezeigt
werden, dass sowohl ALL als auch AML über ein eigenes
spezifisches Expressionsprofil verfügen. In einer Pilotstudie
wurden Knochenmarksproben von 27 ALL-Patienten und
von 11 AML-Patienten analysiert und diskriminatorische
Gene identifiziert, die eine Unterscheidung dieser beiden
großen Leukämiearten aufgrund ihres Expressionsprofils
erlauben. Eine Gruppe von 50 Genen war schließlich aus-
reichend, um die beiden Subgruppen akuter Leukämien in
dieser Studie zu klassifizieren. Darauf aufbauend konnte
gezeigt werden, dass sich auch innerhalb der ALL bzw. AML
die jeweiligen zytogenetisch-molekulargenetisch definierten
Subgruppen anhand ihrer spezifischen Gensignaturen
unterscheiden. 

Prinzip der Gensignaturen

Durch die Biochiptechnologie wird in einem einzigen
Experiment die Aktivität aller Gene in einer Gewebeprobe
oder Zellpopulation des Patienten bestimmt. Die gewonne-
nen Genexpressionsprofile geben Aufschluss über die Akti-
vität bestimmter Gene bei verschiedenen Erkrankungen.
Gene mit unterschiedlichen Expressionsprofilen in gesun-
dem und pathologischem Gewebe können eine entschei-
dende Rolle in der jeweiligen Erkrankung spielen und kön-
nen somit auch als diagnostischer Marker eingesetzt werden
(Gensignatur einer Erkrankung). Grundlage der Untersu-
chungen ist die Art und Weise, in der genetische Informatio-
nen vom Genom (der Gesamtheit aller Gene, genomische
DNA) in Proteine (Werkzeuge der Zelle) umgesetzt werden.
Dieser Zwischenschritt geschieht über die Bildung einer
RNA. Dabei ist die Konzentration einer RNA in erster Nähe-
rung proportional zur Konzentration ihres entsprechenden
Proteins. Damit kann das Protein bzw. die Proteinkonzen-
tration, die für eine Erkrankung verantwortlich ist, indirekt
über die Expression der spezifischen RNA nachgewiesen
werden.

Der Umweg über die RNA hat einige entscheidende experi-
mentelle Vorteile. Zum einen lassen sich RNA- und DNA-
Moleküle im Vergleich zu Proteinen sehr leicht vervielfälti-
gen und zum späteren Nachweis auf dem Array markieren,
zum anderen lassen nur sie sich einfach über spezifische
Wechselwirkungen (Komplementarität der Basen) mit
Sonden nachweisen. 
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Erstellung einer 
Probenbank und Probenaufarbeitung 

Mit etwa 25 Neuerkrankungen von Kindern pro Jahr in
Deutschland ist die schwere Aplastische Anämie relativ sel-
ten. Im Rahmen der Therapieoptimierungsstudie „Schwere
Aplastische Anämie im Kindesalter“ erhalten wir aus dem
gesamten Bundesgebiet, Österreich und der Schweiz Kno-
chenmarkaspirationen von Verdachtsfällen und Verlaufs-
kontrollen bereits diagnostizierter Fälle. Diese werden im
Rahmen diagnostischer Untersuchungen in unserer Arbeits-
gruppe auf Chromosomenaberrationen durch Fluoreszenz
in situ Hybridisierungen (FISH) untersucht, ein anderer Teil
der Proben wird der wissenschaftlichen Begleitforschung
der Studie zur Verfügung gestellt.

Durch die Erkrankung bedingt befinden sich nur wenige hä-
matopoetische Zellen im Untersuchungsmaterial. Durch die
Zellarmut des Knochenmarks, vor allem der für das Projekt
nötigen hämatopoetischen Stammzellen, liegt eine beson-
dere Herausforderung darin, diese Zellen möglichst effektiv
und in sehr guter Qualität aus dem Probenmaterial zu iso-
lieren. Dabei werden zunächst mononukleäre Zellen von
Thrombozyten und Erythrozyten durch Dichtegradienten-
zentrifugation abgetrennt, mit Hilfe magnetischer Partikel
einzelne homogene Zellpopulationen isoliert und bei -80°C
gelagert. 

Auf diese Weise werden jährlich etwa 200 Einsendungen
bearbeitet und einzelne Zellpopulationen (CD34+, CD4+,
CD8+) aus Knochenmarkaspirationen und peripherem Blut in
einer Gesamtzahl von bisher etwa 1000 Einzelproben isoliert. 

Für jedes menschliche Gen werden 11 Fragmente aus ver-
schiedenen Genabschnitten aufgebracht: Als Kontrolle für
eine nicht- spezifische Bindung dienen weitere 11 Oligo-
nukleotide, in die beabsichtigt „falsche“ Nukleotide einge-
bracht werden und an die das Probenmaterial nicht binden
sollte. Mit weiteren Kontrollen, beispielsweise um die
Qualität der Probenamplifikation oder die Hybridisierung zu
überprüfen, umfasst ein Biochip etwa 1,3 Millionen Oligo-
nukleotidsonden. 

Abbildung 3: 
Zur Analyse der SAA-Expressionsprofile werden

Biochips der Firma Affymetrix eingesetzt. 
Auf 1,5 cm2 befinden sich 1,3 Millionen

Oligonuklotidsonden für 38.500 humane Gene.

Abbildung 5:
Definierte Anordnung der DNA-Sonden auf den Biochips.

Diese Sonden sind gegen bestimmte RNAs gerichtet, 
die nach bestimmten Gengruppen und ihren Funktionen

geordnet sind.

Abbildung 4:
Vergrößerung des Biochips mit aufgebrachtem

Probenmaterial. Je mehr RNA eines Gens im Probenmaterial
vorhanden ist, desto intensiver werden einzelne Signale.

Durch Zuordnung der entsprechenden Position auf dem Chip
wird bestimmt, um welches Gen es sich handelt.
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Um zu jedem Zeitpunkt der Erkrankung (Erstdiagnose bzw.
verschiedene Zeitpunkte der Behandlung) alle wichtigen kli-
nischen Daten der betreffenden Patienten mit den entspre-
chenden Proben zu korrelieren, werden alle Informationen
in einer Datenbank gesammelt.

Nach Diagnose einer SAA werden die entsprechenden
Proben des Patienten aus der Probenbank herausgesucht
und daraus RNA gewonnen. Entsprechend der sehr niedri-
gen Zellzahl an Stammzellen ist die Ausbeute an RNA
zunächst längst nicht ausreichend und die RNA muss daher
in vitro vermehrt werden. Typischerweise beträgt die
Ausbeute etwa 10 ng (Milliardstel Gramm) RNA, nach
Amplifikation über verschiedene Zwischenstufen (cDNA
Synthese, in vitro Transkription) können daraus 20-30
Mikrogramm (Millionstel Gramm) gewonnen werden. Mit
dem letzten Amplifikationsschritt wird die RNA zugleich mar-
kiert (biotinyliert). Nach Fragmentierung wird die so gewon-
nene RNA auf den Biochip gegeben und hybridisiert. 

Nachdem unspezifische Hintergrundsignale, d.h.
Signale, die auf Grund unspezifischer Bindung
von Probenmaterial auf dem Biochip entstehen,
abgezogen wurden, werden in einem nächsten
Schritt die Intensitäten aller Datensätze auf ein
einheitliches Niveau eingestellt, indem die Signal-
intensitäten von so genannten „housekeeping“-
Genen (Gene, deren RNA-Konzentrationen in
allen Zellen gleich ist) angeglichen werden
(Normalisierung). Diese Schritte erlauben später
den direkten Vergleich der Signalintensitäten aller
Gene in mehreren Datensätzen direkt miteinander. 

Dabei liegt eine große Herausforderung in der
systematischen Analyse der riesigen Datenmen-
gen. Zur Organisation der Datenmenge kommen
neben statistischen Auswertungen zur Identifizie-
rung signifikant unterschiedlich exprimierter Gene
vor allem Clusteranalysen zum Einsatz. Dabei
werden die Datensätze unter definierten mathe-
matischen Kriterien nach der Ähnlichkeit ihrer
Expressionsprofile gruppiert und in einem stamm-
baumähnlichen Dendrogramm angeordnet, wobei
der Grad der Übereinstimmung durch die Astlänge
des Dendrogramms veranschaulicht wird. Viel-
versprechend sieht die vorläufige Clusteranalyse
für Patienten mit einer diagnostizierten SAA im
Vergleich zu den Signaturen gesunder pädiatri-
schen Knochenmarkspender aus.

Abbildung 6:
Isolierte hämatopoetische Stammzellen (blau eingefärbt)

gebunden an magnetischen Partikeln (braun).

Abbildung 7:
Schematische Darstellung von der Gewinnung des Probenmaterials

bis zum Auslesen der Biochips.

Hierbei binden die amplifizierten RNA-Stränge mit den kom-
plementären Strängen auf dem Array. Unspezifisch oder
schwach gebundene RNA wird in einem Waschschritt ent-
fernt, der Array mit gebundenen Proben wir in einem Laser-
scanner ausgelesen und die entsprechenden Gensignale
über spezielle Softwareprogramme quantifiziert. Dabei wer-
den zunächst einzelne Datensätze bearbeitet, indem
anhand der auf dem Array befindlichen Kontrollnukleotide
die Konzentration der Proben und ihre Qualität eingeschätzt
und gleichzeitig die Qualität der Hybridisierungen bestimmt
wird. 
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Daraus kann sich mit Hi lfe verschiedener
statistischer Verfahren eine molekulare
Signatur der schweren Aplastischen Anämie
ableiten lassen, die charakteristisch für die
Erkrankung ist. Um dabei eine möglichst
gute Aussagekraft für SAA-Gensignaturen
erarbeiten zu können, werden momentan in
weiteren Experimenten gewonnene Daten
überprüft und ausgewertet. 

Wir hoffen mit diesem Projekt spezifische
molekulare Marker für die Verbesserung der
Diagnosemöglichkeiten der SAA zu finden,
aber auch für die Prognose des Krankheits-
verlaufs, um so die Therapieentscheidung
zwischen Knochenmarktransplantation und
immunsuppressiver Therapie zu erleichtern. 

Abbildung 8: 
Gensignatur  für schwere aplastische Anämie. Dargestellt sind

Expressionsniveaus hämatopoetischer Stammzellen von SAA-Patienten 
im Vergleich zu gesunden Spendern. Jede Spalte des Diagramms 

repräsentiert eine Patientenprobe, jede Zeile ein Gen. 
Die Clusteranalyse der aufgeführten Gene erkennt

beide Patientengruppen und ordnet sie mit Ausnahme des Patienten 15
auch in die entsprechende Gruppe ein (Spaltendendrogramm).

Die Aktivitäten der Gene sind farbig dargestellt. Blau unterlegt sind Gene
mit erhöhter Aktivität, rot dargestellt Gene mit erniedrigter Aktivität.
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Agranulozytose Verminderung der weißen 
Blutkörperchen 
(Granulozyten)

Antimykotika Arzneimittel zur Behandlung 
von Pilzinfektionen (Mykosen)

Array Biochip
Basen Nukleotide, DNA-Bausteine

DNA Desoxyribonukleinsäuren
(Träger der Erbinformation)

Hämatopoese Bildung und Reifung der 
Blutzellen

Immunsuppression Medikamentöse Unterdrü-
ckung des Immunsystems, 
z.B. nach Transplantationen 
oder bei  Autoimmun-
erkrankungen

in situ am natürlichen Ort
in vitro außerhalb des lebenden 

Organismus
in vivo am lebenden Objekt

Panzytopenie Mangel in allen drei 
Zellreihen der Blutbildung, 
d.h. zu wenig weiße und rote 
Blutkörperchen und zu 
wenig Blutplättchen

RNA Ribonukleinsäuren
Thrombozytopenie Verminderung von Blutplätt-

chen (Thrombozytenzahl)

Glossar
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