


Next Generation Sequencing –
die Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierung 

für die prädiktive Tumordiagnostik

Die Basis der rechtsverbindlichen Diagnostik
maligner Tumore ist nach wie vor die Histologie,
ergänzt durch Immunhistologie und in-situ Hybridi-
sierung. 

Die sich anschließende DNA-Analytik der Malig-
nome hat in den letzten Jahren einen dramati-
schen Aufschwung dahingehend erfahren, dass 
sie heutzutage die zentrale Grundlage für die
Therapieentscheidung bei zahlreichen Maligno-
men darstellt. Dies ist durch die hochparallele
Analyse von tumorverursachenden Mutationen
möglich. Die wichtigsten Tumoren sind u.a.
Karzinome der Lunge, des Darms, der Brust, sowie 
das Melanom, maligne Lymphome und bestimmte
Sarkome.

Dabei werden in den Tumoren de�nierte genetische 
Alterationen, die mit einem Ansprechen auf eine spe-
zielle medikamentöse Therapie assoziiert sind (sog. 
drugable mutations), bestimmt, um die sog. zielge-
richtete oder personalisierte Therapie einsetzen zu 
können. Am Lungenkarzinom wird in Abb. 1 ein Bei-
spiel gegeben.

Der Nachweis der molekularen Veränderungen 
an Formalin-�xierten und Paraf�n-eingebetteten
Gewebeproben ist schon heute Standard in
Instituten für Pathologie. Hierfür wird zumeist die 
DNA aus den Gewebeproben extrahiert und einer 
Polymerasekettenreaktion (PCR) zugeführt. Die 
entstandenen PCR-Produkte werden anschließend 
einer DNA-Sequenzierung unterzogen. Um eine
ausreichende Sicherheit der Ergebnisse zu erzielen, 
wird regelhaft eine Anreicherung der Tumorzellen 
durch manuelle Mikrodissektion von Tumorarealen 
vor der DNA-Extraktion vorgenommen.

Die Komplexität der genetischen Alterationen der 
Tumore erfordert in zunehmendem Maße den
parallelen Nachweis mehrerer molekularer Ver-
änderungen in einem Tumor. Beim Kolonkarzinom 
müssen zurzeit beispielsweise sechs Mutationen 

analysiert werden. Da jede dieser Veränderung 
eine eigene PCR und eine separate Sequenzie-
rung des PCR-Produkts erfordert, stößt die kon-
ventionelle Methodik derzeit an ihre kapazitären
Grenzen.

Um den Erfordernissen der modernen mole-
kularen Diagnostik Rechnung zu tragen, hat 
sich das Institut für Pathologie der Charité ent-
schlossen, auf die hochdichte parallele Sequen-
zierung (sog. „next generation sequencing“; 
NGS) umzustellen. Hierzu werden zunächst zahl-
reiche einzelne PCR-Nachweise in einer einzi-
gen Reaktion (Multiplex-PCR) zusammengefasst
(siehe Abb. 2). Dies ermöglicht die parallele Am-
pli�kation zahlreicher therapeutisch relevanter

Abb. 1
Entwicklung der potenziell  therapierbaren Zielmutationen 
beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom.

Abb. 2
Beispiel eines Genpanels, das u.a. beim Lungen- und Kolon-
Karzinom sowie zahlreichen anderen Tumorentitäten paral-
lel in einem Ansatz untersucht werden kann.
(Ion AmpliSeq Cancer Panel analysiert 46 kritische Gene, 92 verschiede-
ne PCR-Produkte, übernommen von Life technologies)


