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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Adenokarzinom des Magens

Das Adenokarzinom des Magens ist noch immer die zweithaufigste
Krebstodesursache weltweit (Brenner u. a. 2009). Insbesondere in vielen
asiatischen und Schwellenlandern zahlt das Magenkarzinom zu den haufigsten
Krebsarten (Fuchs & Mayer 1995; Matsuzaka u. a. 2007). Einer
altersstandardisierten Inzidenz von 15 Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohnern in Deutschland steht in Ostasien eine Neuerkrankungsrate von bis
zu 62 pro 100.000 Einwohnern gegenuber (GLOBOCAN 2002). Diese
weltweiten Unterschiede in der Haufigkeit des Magenkarzinoms sind
moglicherweise auch in der unterschiedlichen Virulenz von regional

dominierenden Helicobacter pylori-Stammen begrindet (Yamaoka u. a. 2008).

Neben einer solchen bakteriell bedingten Entzindungsreaktion konnen auch
chronische chemische Reizzustande, insbesondere durch Alkohol- und
Tabakkonsum, durch duodenalen Reflux sowie durch die Einnahme
nichtsteroidaler Antirheumatika zur Entstehung einer chronisch atrophischen
Gastritis und zur Ausbildung einer intestinalen Metaplasie fihren (Parl u. a.
1979; Sobala u. a. 1993; El-Zimaity u. a. 1996). Eine weitere Ursache dieser
prakanzerosen Magenschleimhautalterationen stellen autoimmunbedingte
Gastritiden auf dem Boden einer Autoantikdrperreaktion gegen die
Protonenpumpe der Belegzellen dar (Toh u. a. 1992). Seltener kdnnen
Magenulzera, adenomatose Polypen, der Morbus Menétrier und ein Zustand
nach Magenteilresektion die Entstehung eines Magenkarzinoms beglnstigen
(Hsu u. a. 1991; Cristallini u. a. 1992; Zhang 2007; Nunobe u. a. 2008).

Die im letzten Jahrhundert in vielen westlichen Landern zu beobachtende
Abnahme der Magenkarzinom-Inzidenz (Terry u. a. 2002) wird einer
Verbesserung der flir die Pathogenese des Magenkarzinoms malgeblichen
Okologischen Faktoren zugeschrieben (Neugut u. a. 1996). Hierzu werden die
im Verlauf des 20. Jahrhunderts gesunkene Nitrataufnahme durch gesitndere

Konservierungsmethoden, die gestiegene Obst- und Gemdise-Verflugbarkeit
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(Coggon u. a. 1989) sowie gestiegene Hygienestandards und eine aufgrund
dessen niedrigere Helicobacter pylori-Durchseuchungsrate gezahlt (Brown
2000).

Die Adenokarzinome des Magens werden nach ihrem Wachstumsmuster in
einen intestinalen Typ (53%), einen diffusen Typ (33%) sowie einen Mischtyp
kategorisiert (Lauren 1965). Insbesondere der intestinale Typ der
Magenkarzinome scheint in der Karzinogenese schadlichen Umwelteinfliissen
gegenuber sensibel zu sein (Solcia u. a. 1996); so hat der Anteil der intestinalen
im Verhaltnis zum Anteil der diffusen Magenkarzinome im letzten Jahrhundert in

den westlichen Landern stetig abgenommen (Henson u. a. 2004).

Ein weiteres differenzierendes Merkmal des diffusen Magenkarzinoms ist seine
Neigung friher lymphogen und ausgedehnter hamatogen zu metastasieren als
der intestinale Typ (Esaki u. a. 1990). Die Leber, die Lunge, das Skelett und
das Gehirn sind die haufigsten Lokalisationen von Fernmetastasen.
Per continuitatem infiltrieren Magenkarzinome neben dem Omentum, dem
Kolon, dem Pankreas und der Milz je nach Primarlokalisation im Magen auch
den Osophagus oder das Duodenum. Kavitdre und Abtropfmetastasen
manifestieren sich als Peritonealkarzinose bzw. ovarial (Krukenbergscher
Tumor) und im Douglas-Raum. Trotz dieser ausgedehnten Ausbreitungswege
wird das Magenkarzinom erst spat symptomatisch und &uflert sich dann

uberwiegend in Dysphagie, Inappetenz und Gewichtsverlust.

Da das Adenokarzinom des Magens am haufigsten um das 70. Lebensjahr
auftritt wird es aufgrund des demographischen Wandels in Deutschland auch in
Zukunft ein Krankheitsbild von gro3er medizinischer Bedeutung bleiben (Ferlay
u. a. 2007; Fuchs & Mayer 1995).
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1.2 Konventionelle Therapie

Die Operation ist die erfolgversprechendste Therapie des Magenkarzinoms.
Das Erreichen einer RO-Resektion, d.h. das mikroskopisch beurteilt vollstandige
operative Entfernen des gesamten Tumorgewebes, bildet somit im kurativen
Ansatz die wichtigste Grundlage fir den weiteren Verlauf. Allerdings kann eine
solche RO-Resektion nur bei 30% der Patienten erreicht werden. Bei mehr als
40% der Patienten stellt sich das Karzinom bereits bei Diagnosestellung oder
intraoperativ als inoperabel dar und bei den Ubrigen 25% sind in der
nachfolgenden mikroskopischen Untersuchung positive Praparaterander zu
finden (Rubin & Williams 2000).

Far die meisten Patienten ist damit eine systemische Chemotherapie die
wichtigste Therapieoption. Verschiedene Einzel- und Kombinationswirkstoffe
werden in der Therapie inoperabler Magenkarzinome eingesetzt. Wichtige
konventionelle = Chemotherapeutika bei Magenkarzinomen sind die
Anthrazykline (Wagner u. a. 2006). Der Wirkmechanismus der Anthrazykline
besteht in der DNA-Interkalation und Bindung des Topoisomerase lla-Enzyms,
welches die DNA-Topologie wahrend der Transkription kontrolliert (Dall'Acqua
u. a. 1974). Das Topoisomerase lla-Gen (TOP2A) liegt in direkter
Nachbarschaft zum HER2-Gen auf dem Genlokus 17921 und Koamplifikationen
dieser beiden Gene sind haufig (Mano u. a. 2007; Hicks u. a. 2005). Neben den
Anthrazyklinen zahlen Platinverbindungen, Fluoropyrimidine und neuerdings
Taxane und lIrinotecan zu den gebrauchlichsten Therapeutika. Objektive
Ansprechraten liegen zwischen 10 und 30% fir Einzelwirkstoffe und zwischen

30 und 60% fur Kombinationsregime (Sastre u. a. 2006).

Die kumulierten relativen 5-Jahres-Uberlebensraten bei Magenkarzinomen sind
im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen fur Manner wie fur Frauen
weiterhin schlecht und liegen bei 35% bzw. 31% (RKI 2008). Neue

Therapieansatze werden daher dringend bendtigt.
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1.3 Zielgerichtete Therapie mittels HER2

Ein besseres Verstandnis der molekularen Grundlagen von Tumoren hat zur
Entwicklung von Wirkstoffen beigetragen, die zielgerichtet in zellulare
Signalkaskaden eingreifen und so direkt Zelldifferenzierungs-, -proliferations-,

und -Uberlebensprozesse beeinflussen kdnnen.

Das HER2 (Human epidermal growth factor receptor 2)-Protein ist ein
transmembrandser Tyrosinkinase-Rezeptor und ein Mitglied der Familie der
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren (Epidermal growth factor receptor,
EGFR), die aus den Proteinen HER1-HER4 besteht. Das HER2-Protein wird
von einem Gen auf dem Chromosom 17921 kodiert (Akiyama u. a. 1986).
Dieses HER2-Gen liegt direkt benachbart zu den Topoisomerase lla-Genen,
den Ansatzpunkten der Anthrazykline, einer wichtigen konventionellen

Chemotherapeutika-Gruppe in der Therapie des Magenkarzinoms.

Das HER2-Protein besteht aus einer extrazelluldaren Liganden-
Bindungsdomane, einer kurzen transmembrandsen sowie einer intrazellularen
Domane mit Tyrosinkinase-Aktivitat. Als Liganden der HER-Rezeptoren
fungieren Wachstumsfaktoren (EGF, HB-EGF, TGFa), Reguline (Neureguline,
Amphiregulin, Epiregulin) und Betacellulin. Die Bindung dieser Liganden
induziert die Homo- und Heterodimerisierung der EGFR-Mitglieder
untereinander. Der bevorzugte Heterodimerisierungspartner fir die anderen
Mitglieder und damit zentraler Bestandteil der HER-Signalkaskaden ist das
HER2-Protein. HER2 scheint in Ermangelung eigener Liganden ausschlieRlich
durch eine solche Heterodimerisierung aktiviert zu werden. Die Dimerisierung
fuhrt insbesondere zu einer Aktivierung des Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI3K)-Signalwegs, der eine Inhibierung von Apoptose-vermittelnden
Transkriptionsfaktoren zur Folge hat und damit das Uberleben der Zelle
unterstitzt. Weitere Signalkaskaden werden Uber die HER-vermittelte Induktion
der GTPasen RAS und RAC initiiert, deren Effekte die Foérderung der
Zellbeweglichkeit und -proliferation beinhalten (Hudziak u. a. 1987; Lee u. a.
1989; Valabrega u. a. 2007).
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In Karzinomen fungiert HER2 als Onkogen, da es uUber eine Amplifikation zu
einer Uberexpression des HER2-Proteins fiihrt und damit der Tumorzelle durch
eine  vermehrte  Aktivierung  der  beschriebenen  Signalkaskaden
Wachstumsvorteile verschafft (Slamon u. a. 1989). In Mammakarzinomen liegt
in etwa einem Funftel der Falle eine HER2-Positivitat vor (Berns u. a. 1992).
Diese ist mit einem schlechteren Ansprechen auf eine Chemo- und
Hormontherapie sowie mit einer insgesamt schlechteren Prognose assoziiert
(Slamon u. a. 1987; Kaptain u. a. 2001).

Trastuzumab (Herceptin™, Genentech Inc., South San Francisco, CA, USA) ist
ein humanisierter monoklonaler IgG-Antikorper der direkt an die extrazellulare
Domane des HER2-Rezeptors bindet (Carter u. a. 1992). Die Fc-Doméane des
an HER2 gebundenen Trastuzumab-Antikorpers wird vom Fc-Rezeptor
Naturlicher Killerzellen erkannt, wodurch die Lyse der Trastuzumab-markierten
Zelle induziert wird (Cooley u. a. 1999). Neben dieser cytotoxischen hat
Trastuzumab auch eine cytostatische Wirkung. Uber Interaktionen mit
intrazellularen Proteinen hat Trastuzumab eine Schwachung der HER-
vermittelten Signalwege, insbesondere der PI3K-Signalkaskade zur Folge
(Delord u. a. 2005). Daruber hinaus fuhrt Trastuzumab zu einer Hemmung der

Tumor-Angiogenese (Petit u. a. 1997).

Trastuzumab  verbessert die  Uberlebensraten bei HER2-positiven
Mammakarzinomen (Slamon u. a. 2001; Smith u. a. 2007; Tripathy u. a. 2004;
Tuma 2005; Baselga u. a. 1999), insbesondere bei Karzinomen die nicht nur
eine HER2-Uberexpression sondern auch eine HER2-Amplifikation zeigen
(Mass u. a. 2005). Der erfolgreiche Einsatz von Trastuzumab bei
Mammakarzinomen hat dazu geflhrt, dass der Einsatz auch bei anderen
HER2-positiven Tumoren untersucht wird. Inzwischen werden HER2-
Alterationen in der Entwicklung vieler verschiedener Tumorentitaten eine Rolle
zugeschrieben und sind in vielen davon gleichermalien mit einer schlechteren
Prognose assoziiert (Normanno u. a. 2005; Hynes & Lane 2005). Eine HER2-
Uberexpression bzw. -HER2-Amplifikation wurde bereits fir Lungen- (Hirashima
u. a. 2001), Blasen- (Sauter u. a. 1993), Ovarial- (McKenzie u. a. 1993),
Endometrium- (Hetzel u. a. 1992), Zervix- (Mitra u. a. 1994),
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Osophagus- (al-Kasspooles u. a. 1993), Kolon- (D'Emilia u. a. 1989) sowie
Magenkarzinome beschrieben.

Die Haufigkeit einer immunhistochemisch bestimmten HER2-Positivitat in
Magenkarzinomen reicht in den Ergebnissen friherer Studien von 7% bis 34%
(Tabelle 1-1).

HER2-Positivitat

No. Referenz Anzahl der Patienten T

1 (Lee u. a. 2003) 841 17,0%

2 (Ooi u. a. 1998) 396 10,1%

3 (Takehana u. a. 2002) 352 6,8% (FISH: 7,1%)

4 (Yano u. a. 2006) 200 23,0% (FISH: 27,1%)

S (Allgayer u. a. 2000) 189 11,6%

6 (Pinto-de-Sousa u. a. 2002) 157 15,3%

7 (Sanz-Ortega u. a. 2000) 143 31,0%

8 (Ougolkov u. a. 2000) 116 16,3%

9 (Risio u. a. 2003) 72 15,2% (FISH: 15,3%)

10 (Dursun u. a. 1999) 62 17,7%

11 (Koeppen u. a. 2001) 62 8,1%

12 (Ougolkov u. a. 2003) 56 26,8%

13 (Gurel u. a. 1999) 55 10,9%

14 (Aoyagi u. a. 2001) 50 34,0%
Gesamt: 2751 17,4%

Tabelle 1-1 HER2-Positivitat in Magenkarzinomen. Abklrzungen: IHC (Immunhistochemie); FISH
(Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung).

Eine HERZ2-Amplifikation scheint auch in Magenkarzinomen mit einer
schlechteren Prognose assoziiert zu sein. Eine Studie ergab, dass die mediane
Uberlebenszeit von Patienten mit HER2-positiven Magenkarzinomen nur halb
so lang war wie die von Patienten mit HER2-negativen Magenkarzinomen (6,6
Monate vs. 12,7 Monate; p=0,37; (Tanner u. a. 2005)). Eine wichtige Rolle von
HER2 fur die Progression des Magenkarzinoms ware ein weiteres Argument
daflr, dass Magenkarzinom-Patienten mit einem HERZ2-positiven Tumor von

einer Trastuzumab-Therapie profitieren konnten.
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Einzelfallstudien berichteten tatsachlich von ersten Erfolgen einer Trastuzumab-
Therapie an Patienten mit HER2-positiven Magenkarzinomen; so wurde bei
einer Patientin mit multiplen abdominellen Metastasen eines Magenkarzinoms
mit einer Trastuzumab/Oxaliplatin-Kombination ein vollstandiges Ansprechen
erreicht und dieses unter Trastuzumab-Monotherapie Uber 18 Monate
stabilisiert (Rebischung u. a. 2005). Ein vergleichbar deutlicher Antitumor-Effekt
konnte auch bei einem Magenkarzinompatienten mit einer rasch progredienten

Lebermetastasierung erzielt werden (Inui u. a. 2006).

Inzwischen untersuchen bereits drei klinische Studien die Erganzung von
Trastuzumab zur Chemotherapie bei Patienten mit Magenkarzinomen. Zwei
Phase Il Studien Uberprifen die Wirksamkeit und Vertraglichkeit einer
Trastuzumab/Cisplatin-  (Cortes-Funes u. a. 2007), bzw. einer
Trastuzumab/Cisplatin/Docetaxel-Kombination (Nicholas u. a. 2006). Vorlaufige
Ergebnisse der Trastuzumab/Cisplatin-Kombinationsstudie  zeigen ein
Ansprechen in 6 (35%) von 17 Patienten. Die erste Studie der Phase Il wird
zurzeit an 3807 Magenkarzinom-Patienten weltweit durchgefuhrt (TOGA study;
Protocol number: BO18255). In dieser soll die Wirksamkeit und Vertraglichkeit
einer Chemotherapie-Trastuzumab-Kombination mit der einer alleinigen Gabe
einer Chemotherapie verglichen werden. Zwischenergebnisse nach einem
medianen follow-up-Zeitraum von 17,1 Monaten zeigen einen signifikant
verlangerten medianen Uberlebenszeitraum von Patienten, die eine
Kombination aus einer Chemotherapie und Trastuzumab erhielten, gegenuber
Patienten die ausschlieBlich mit einer Chemotherapie behandelt wurden (13,5
vs. 11,1 Monate; p=0.0048) (Van Cutsem u. a. 2009).
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2 Arbeitshypothese und Fragestellung

In Mammakarzinomen besteht eine ausgepragte Homogenitat der HERZ2-
Amplifikation innerhalb des Primartumors sowie in den Metastasen (Simon u. a.
2001). Hierin kénnte eine wesentliche Grundlage flr das hohe therapeutische
Ansprechen dieser Tumoren auf eine Trastuzumab-Therapie bestehen. In
welchem MalRe eine entsprechende Homogenitdt auch in Nicht-
Mammakarzinomen zu finden ist, ist weitgehend unklar. In Blasenkrebs ist die
HER2-Amplifikation beispielsweise wesentlich heterogener (Sauter u. a. 1993).
Eine derartige Heterogenitat der Zielprotein-Expression innerhalb eines
Primartumors sowie zwischen Primartumor und Metastasen konnte eine

zielgerichtete Antitumortherapie erheblich beeintrachtigen.

Zur HERZ2-Statusbestimmung in der klinischen Praxis wird Ublicherweise
lediglich der Primartumor molekularpathologisch untersucht. Eine ausgepragte
Heterogenitat der HER2-Amplifikation in Magenkarzinomen liee es nicht zu,
aus dieser Primartumoranalyse Ruckschlusse auf den anzunehmenden HER2-
Status der zu behandelnden Metastasen zu ziehen. Das Ansprechen auf eine
Trastuzumab-Therapie lielke sich somit weder bei HER2-positiven noch bei

HER2-negativen Primartumoren verlasslich prognostizieren.

Um die potenzielle Anwendbarkeit von Trastuzumab bei Adenokarzinomen des
Magens einschatzen zu konnen, wurden im Rahmen dieser Arbeit primare
Adenokarzinome des Magens und dazugehodrige Lymphknotenmetastasen auf
das Vorliegen einer HER2-Amplifikation und -Uberexpression hin untersucht
und die Ergebnisse statistisch in Beziehung zu klinischen Parametern gesetzt.
Daruber hinaus wurde das HERZ2-Amplifikationsmuster in HER2-positiven
Adenokarzinomen des Magens systematisch analysiert. Hierzu wurde die
Homogenitat der HERZ2-Amplifikation innerhalb der Primartumoren sowie

zwischen Primartumoren und Metastasen begutachtet.

Bei Mammakarzinomen werden Kombinationsbehandlungen mit einem
Anthrazyklin  haufig angewendet. Insbesondere bei HER2-positiven
Mammakarzinomen kdnnen hiermit Therapieerfolge erzielt werden. Heute weil’

man, dass diese Beobachtung durch die haufige Koamplifikation von HER2 und
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TOP2a, dem Ziel der Anthrazyklintherapie, erklart ist (Mano u. a. 2007; Hicks u.
a. 2005). Problematisch ist jedoch die besonders bei kombiniertem Einsatz von
Trastuzumab und Anthrazyklinen auftretende Kardiotoxizitat (Rayson u. a.
2008). Eine pratherapeutische Evaluation der HER2-TOP2A-Koamplifikation
konnte eventuell Aussagen Uber den zu erwartenden Therapieerfolg einer
solchen Kombinationsbehandlung treffen und damit dem erhdhten Risiko der
Kardiotoxizitat Rechnung tragen. Um die Voraussetzungen einer Anthrazyklin-
Trastuzumab-Kombinationsbehandlung in Magenkarzinomen zu beurteilen,
wurde in dieser Arbeit zusatzlich die Haufigkeit einer HER2-TOP2A-

Koamplifikation in Magenkarzinomen untersucht.

Zielsetzung dieser Arbeit war es somit, die molekularen Voraussetzungen in
Hinblick auf diese neuen Therapiekonzepte fur Adenokarzinome des Magens
zu untersuchen und mithilfe der Ergebnisse Hinweise auf die Erfolgsaussichten

der Trastuzumab-Therapie fur Magenkarzinom-Patienten zu gewinnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Ubersicht

Die einzelnen Untersuchungsschritte sind anhand der Abbildung 3-1 in Form
einer Ubersicht zusammengefasst. Die in der Abbildung verwendeten
Kennziffern 4.1 — 4.7 korrespondieren mit den Erlduterungen im nachfolgenden
Text und mit den entsprechenden Unterkapiteln im Ergebnisse-Teil dieser
Arbeit.

41 _:'
TMA
A
ey ‘43
I’l. P \\
74 P\
IHC 4.4 FISH
=t
()
2
bl 2 /// i
O .
g} 2 4.5
[
1=
=
HERZ2-Expression HERZ2-Amplifikation
46
4.7
/
FISH

HERZ2-Amplifikationsmuster
+ TOP2A-Amplifikation

Grofiflachen-
untersuchungen

Abbildung 3-1 Ubersicht iiber die Untersuchungsschritte. 4.1 - TMA-Erstellung; 4.2 - IHC-Féarbung; 4.3 -
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung; 4.4 - Vergleich der IHC-FISH-Konkordanz; 4.5 - Homogenitatsvergleich
zwischen Primartumor- und Metastasenspots; 4.6/4.7 - Grof¥flachenuntersuchung des HER2- bzw.
TOP2A-Amplifikationsmusters. Abkirzungen: TMA (Tissue Micro Array); IHC (Immunhistochemie); FISH
(Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung); TOP2A (Topoisomerase lla).

10



Material und Methoden

Aus 239 Gewebeproben eines primaren Patientenkollektivs wurde ein Tissue
Micro Array (TMA) erstellt, der eine gleichzeitige Untersuchung aller
Gewebeproben auf einem Objekttrager ermdoglicht. Vergleiche hierzu in der
Abbildung 3-1 die Kennziffer K 4.1.

Aus dem TMA wurde dann jeweils ein Schnitt fur die immunhistochemische und
die FISH-Analyse angefertigt. Samtliche Gewebespots auf diesen TMA-
Schnitten wurden daraufhin auf das Vorliegen einer HER2-Uberexpression
(K4.2) sowie einer HER2-Amplifikation (K4.3) hin untersucht.

Die FISH- und Immunhistochemie-Ergebnisse wurden dann miteinander

verglichen um methodische Aspekte einer HER2-Analyse zu beleuchten (K4.4).

Sowohl an immunhistochemisch gefarbten als auch an FISH-TMA-spots wurde
die HER2-Positivitat zwischen Primartumorspots und dazugehdrigen
Metastasenspots verglichen, um erste Hinweise auf die Homogenitat der HER2-
Positivitat zu erhalten (K4.5).

Anschlie®end bildeten die mithilfe des TMAs ermittelten HER2-positiven Falle
die Grundlage fur die Erstellung eines zweiten Patientenkollektivs. Hierzu wurde
eine Auswahl jener acht Patienten getroffen, bei denen der Zeitpunkt der
Diagnosestellung am kurzesten zurlcklag. Anhand aller verfugbaren
Tumorgewebeproben dieser Patienten wurde dann eine Untersuchung des
HERZ2-Amplifikationsmusters durchgefuhrt (K4.6).

Zusatzlich wurde bei jedem dieser acht Patienten mit der Untersuchung des
Topoisomerase Ila-Amplifikationsstatus noch ein weiterer therapeutischer
Angriffspunkt beurteilt (K4.7).

3.2 Patientenkollektive

Das Ausgangskollektiv  zur  Untersuchung des HERZ2-Status Dbei
Magenkarzinomen umfasste neoplastisches Gewebe von 166 Patienten, die im
Zeitraum von 1994 bis 2006 im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
operiert wurden. Das mediane Alter der 49 Patientinnen und der 117 Patienten

lag bei 67 Jahren, die Altersspanne reichte von 28 bis 93 Jahren.
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Die primare Auswahl des Gewebes dieser Patienten erfolgte Uber die Archiv-
Datenbank des Instituts. Zusatzlich zu den 166 Primartumoren wurden 69
Lymphknoten- sowie 4 Fernmetastasen dieser Tumoren in die Untersuchung
miteinbezogen. Um spatere weitergehende Untersuchungen der Karzinogenese
des Magenkarzinoms zu ermdglichen, wurde auf einem weiteren TMA-Block
auch Normal- sowie dysplastisches Gewebe dieser Patienten in den TMA
miteinbezogen. Im Rahmen dieser Arbeit fand dieser zweite TMA-Block jedoch

keine weitere Verwendung.

Die aus dem Archiv zusammengetragenen Paraffin-Gewebeblocke wurden
anschlielend anhand der korrespondierenden HE-Schnitte gemeinsam mit Dr.
med. Andreas Marx (Oberarzt Gastroenteropathologie) erneut histopathologisch
beurteilt. Hierbei wurde neben der histologischen Beschreibung und
diagnostischen Einordnung die Markierung eines reprasentativen Areals fur die

anschliellende Tissue-Micro-Array-Herstellung vorgenommen.

Die Einteilung des neoplastischen Gewebes im Zuge der Schnittsichtung
erfolgte nach der Lauren-Klassifikation (Lauren 1965). Weitere Daten wurden
aus den Pathologieberichten entnommen. Hierzu gehorten das pTNM-Stadium,
das Grading, das UICC-Stadium sowie Angaben Uber die Lokalisation. Die
Tumoren waren bei 45 Patienten in der Kardia, bei 50 Patienten im Korpus und
bei 54 Patienten im Antrum lokalisiert. Nicht weiter spezifizierbar war die
Lokalisation in 17 Fallen. Karzinome, die neben dem Magen zusatzlich den
unteren Osophagus involvierten, wurden von vornherein ausgeschlossen um
die Verfalschung der Ergebnisse durch die Einbeziehung von Adenokarzinomen

des Osophagus in die Studie zu vermeiden.

Das Kollektiv fur die Groflachenuntersuchungen entstand als Auswahl der acht
aktuellsten Falle aus der Gesamtzahl der HERZ2-positiven Falle des TMA-

Kollektivs.
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3.3 TMA-Herstellung

Ein Tissue Micro Array (TMA) ist eine kompakte Anordnung von bis zu 1000
verschiedenen Gewebeproben in einem einzigen Paraffinblock. Schnitte eines
solchen TMA-Blocks ermdglichen eine gleichzeitige und damit einheitlichere
Bearbeitung, Farbung und Begutachtung samtlicher zusammengefasster

Gewebeproben (Kononen u. a. 1998).

Die fur diese Arbeit ausgewahlten Gewebeproben sind unmittelbar nach ihrer
Gewinnung in 4%igem gepufferten Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet
worden. Zur TMA-Herstellung wurden zunachst HE-gefarbte Schnitte der
Paraffinblocke erstellt um mikroskopisch reprasentative Tumorregionen zu
identifizieren. Die weitere Vorgehensweise wird mithilfe der Abbildung 3-2

erlautert.

Abbildung 3-2  Herstellung eines Tissue Micro Arrays: Der halbautomatische Tissue Arrayer aus
Instituts-Eigenbau (A) ermdglicht die Anordnung von bis zu 1000 Gewebszylindern auf einem TMA-Block.
Anhand des korrespondierenden HE-Schnittes kann das auszustanzende Areal auf dem in diesem
Beispiel gelben Gewebeblock identifiziert und anschlieRend mit einer Hohlnadel (Innendurchmesser
0,6mm) aus dem Gewebeblock entnommen werden (B). Mit einem feinen Bohrkopf wird dann ein Loch mit
einem AuRendurchmesser von 0,6mm in den pinkfarbenen TMA-Block gebohrt (C). Dies erfolgt an einer
zuvor fur diesen Gewebeblock festgelegten Koordinate innerhalb eines X-Y-Koordinatensystems. Der
entnommene Gewebezylinder wird dann an dieser Stelle in den TMA-Block eingesetzt (D).
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Entsprechend den Erlauterungen zur Abbildung 3-2 wurden Gewebszylinder
aller 166 Primartumoren und aller 73 Metastasen in den TMA-Block
eingebracht. AnschlieBend wurden von dem fertig gestellten TMA-Block 3um
dicke Schnitte mit Hilfe des paraffin-sectioning-aid-system (Instrumedics Inc.,
Hackensack, NJ) angefertigt. Dieses unterstitzt den Zusammenhalt der TMA-
spots beim Schneiden und beim Aufbringen auf den Objekttrager (Kononen u.
a. 1998).

Um die technische Qualitat des TMA-Blockes zu beurteilen wurde zunachst ein
Schnitt in HE-Farbung erstellt (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3 TMA-Schnitt (HE-Farbung): In den Sektoren A, B und
C liegen die Anschnitte der ausgewahlten Gewebszylinder (TMA-
spots). In den Sektoren E und F liegt das Kontrollgewebe.
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Die Differenz zwischen den 313 sichtbaren spots in den Sektoren A-C der
Abbildung 3-3 und den 239 in dieser Arbeit ausgewerteten spots ergibt sich
dadurch, dass 74 spots in der mikroskopischen Kontrolle nach der TMA-
Herstellung als technisch unzureichend bewertet und damit bei den
anschlieRenden Untersuchungen nicht mehr bericksichtigt wurden. Grund flr
eine solche Bewertung war entweder eine Fehlstanzung, in der das gewunschte
Gewebe nicht getroffen wurde oder auf den untersuchten TMA-Schnitten ganz

fehlende spots.

Das Kontrollgewebe fur diesen TMA-Block setzte sich gemaly Tabelle 3-1
zusammen. Anhand der Anfarbung dieser Kontrollspots konnte die Qualitat der

anschlielRend durchgeflihrten Spezialfarbungen tberprift werden.

Standard-Kontrollgewebe Anzahl (spots)

Normale Magen-Mukosa (Antrum)
Normale Magen-Mukosa (Korpus)
Herz-Normalgewebe
Nieren-Normalgewebe
Lungen-Normalgewebe
Normale Kolon-Mukosa
Endometrium-Normalgewebe
Prostata-Normalgewebe
Lymphknoten-Normalgewebe

Normale Quergestreifte Muskulatur

N D DN DN D N DNDNDDN O Oo

Haut-Normalgewebe

N
o

Mamma-Karzinom-Gewebe

(&)

Lungen-Adenokarzinom-Gewebe
Lungen-Plattenepithelkarzinom-Gewebe 5
Kolon-Karzinom-Gewebe 10

Prostata-Karzinom-Gewebe 10

Tabelle 3-1 Standard-Kontrollgewebe
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3.4 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Untersuchung der TMA-spots auf das Vorliegen
einer HER2-Expression erfolgte mit Hilfe des HercepTest™ (DAKO, Glostrup,
Denmark) gemal Hersteller-Protokoll. Die Antigen-Demaskierung des
paraffinierten 3um dicken TMA-Schnittes wurde in einem 50-minutigen
Wasserbad bei 95°-99°C vorgenommen. Nach der Peroxidasehemmung folgte

die Inkubation des Schnittes mit dem vorverdunnten primaren Antikorper.

Die Einteilung des Farbeverhaltens der Gewebespots erfolgte anhand der
Farbintensitat entsprechend den flir Magenkarzinome angepassten HER2-
scoring-Empfehlungen in die Kategorien 0 (keine, bzw. Membranreaktivitat in
<10% der Zellen), 1+ (kaum erkennbare Membranreaktivitdt in >10% der
Zellen), 2+ (schwache bis malige Reaktivitat der basolateralen, bzw. der
gesamten Membran in >10% der Zellen) und 3+ (starke Reaktivitat der
basolateralen, bzw. der gesamten Membran in >10% der Zellen) (Hofmann u. a.
2008).

Das Kontrollgewebe diente als Qualitatskontrolle der Farbung. Tumoren mit
bekannter Positivitat wurden als Positiv-Kontrollen verwendet. Als Negativ-
Kontrollen dienten Praparate bei denen der primare Antikorper nicht

hinzugefligt worden war.

Die Abbildung 3-4 zeigt beispielhaft ein 3+ HER2-Farbeergebnis im Vergleich

zu einer HE-Farbung desselben spots.

Abbildung 3-4 HE- und HER2-Farbung (3+) eines TMA-spots
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3.5 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Zunachst wurden samtliche TMA-spots mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) auf eine HERZ2-Amplifikation hin untersucht. Hierzu wurde
der TMA-Schnitt zunachst mit dem paraffin-pretreatment-reagent-kit (Vysis,
Downers Grove, IL, USA) vorbehandelt. Die Schnitte wurden deparaffiniert,
luftgetrocknet, dehydriert und 5 Minuten lang bei 74°C in 70%iger Formamid-2x
SSC-Ldsung denaturiert. Dann erfolgte Uber Nacht bei 37°C in einer feuchten
Kammer die Hybridisierung mit der FDA-zugelassenen Spectrum-Orange
HER2-Sonde sowie einer Spectrum-Green Zentromer 17-Sonde (PathVysion™,
Vysis-Abbott, Wiesbaden, Germany). Anschlielend wurde der Schnitt
gewaschen und mit 0,2uM 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) in anti-fade-
Lésung gegengefarbt.

Anhand der DAPI-Grundfarbung wurden morphologisch Tumorzellareale von
auswertungsirrelevanten Gewebeanteilen unterschieden. Um
Fehlinterpretationen aufgrund einer insuffizienten Hybridisierung zu vermeiden,
wurden nur Zellen gezahlt, die mindestens ein helles Zentromer-Signal
aufwiesen. Abweichend von den Hersteller-Angaben wurde bei der Auswertung
nicht die absolute Zahl der Signale in einer definierten Anzahl von Zellen pro
Gewebsprobe festgestellt, sondern analog zu frUheren Arbeiten die
durchschnittliche Anzahl von HER2- und Zentromer 17-Signalen pro
Gewebespot ermittelt (Bubendorf u. a. 1999; Tapia u. a. 2007; Schraml u. a.
1999).

Das Vorliegen einer HER2-Amplifikation wurde als eine HER2:Zentromer 17-
Ratio von mindestens 2 (low ratio) bzw. grolier als 3 (high ratio) definiert oder
bei  Vorhandensein  verdichteter ~ Gen-Cluster als  Reprasentation

intrachromosomaler Amplifikationen festgestellt.

Zur Untersuchung des HERZ2-Amplifikationsmusters der Grof3flachen wurden
von ausgewahlten Fallen 4um dicke Schnitte aller zur Routinediagnostik
hergestellten Gewebeblocke angefertigt. Die HER2-FISH der Grofflachen
wurde entsprechend den Untersuchungen der TMA-spots durchgefuhrt und

ausgewertet.
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Die HER2-Topoisomerase lla-Koamplifikation wurde mit Hilfe eines dreifach-
markierenden Sondencocktails evaluiert, der neben HER2 und Zentromer 17
auch die Topoisomerase lla mit einschlie3t (LSI TOP2A/HER2/CEP17 Multi-
color Probe, Vysis-Abbott, Des Plaines, IL, USA). Die Kriterien fur eine
Topoisomerase lla-Amplifikation waren analog zur HERZ2-Amplifikation eine
Topoisomerase lla:Zentromer 17-Ratio groRer als 2 bzw. das Vorhandensein
verdichteter Gen-Cluster.

Beispiele einer hohen HER2-Amplifikation sowie einer

HER2-Topoisomerase lla-Koamplifikation zeigt die Abbildung 3-5.

Abbildung 3-5 Hohe Amplifikationen von HER2 und Topoisomerasella (TOP2A) in Magenkarzinom-
Arealen. Linkes Bild: Die orangefarbenen Signale reprasentieren multiple HER2-Genkopien. Das Vorliegen
von orangefarbenen clustern gegeniiber griinen Zentromer 17-Signalen zeigt eine HER2-Amplifikation an. Im
rechten Bild ist als Korrelat einer Koamplifikation eine hohe Zahl verdichtet Gbereinander liegender griiner
HERZ2- und roter TOP2A-Signale zu erkennen.

3.6 Statistik

Die Beziehungen zwischen HER2-Status wund klinisch-pathologischen
Parametern wurden mittels Kontingenztabellen-Analyse und Chi-Quadrat-Test
analysiert. Alle Untersuchungen wurden unter Verwendung des Software-
Paketes JMP (Version 5.0.1a; SAS Institute Inc., Cary, NC) durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Technische Aspekte

Die Beurteilung der technischen Qualitdt des TMA-Blocks anhand eines
HE-gefarbten Schnittes zeigte, dass 166 der ursprunglich 230 herausgesuchten
Primartumoren und 69 dazugehdrige Lymphknoten als TMA-spots auswertbar
waren. Alle 166 Primartumoren waren auch auf samtlichen nachfolgenden
TMA-Schnitten zur HER2-Analyse auswertbar. 18 bzw. 20 der
Lymphknotenproben waren in den immnunhistochemischen bzw. FISH-
Untersuchungen nicht analysierbar, da die spots nicht ausreichend

Tumorgewebe enthielten.

4.2 HER2-Immunhistochemie

Eine HER2-Farbung (1+, 2+, 3+) war in 32 von 166 (19%) Magenkarzinomen
feststellbar. Die membrandse Immunfarbung Uberwog in allen positiven Fallen.
Eine schwache zytoplasmatische Immunreaktion war in wenigen Fallen
vorhanden, wurde aber in der Analyse nicht bertcksichtigt. Die Quantifizierung
gemall den  magenkarzinomspezifischen = HER2-scoring-Empfehlungen
(Hofmann u. a. 2008) ergab 22 Falle mit einer 3+ (13%), 6 Falle mit einer 2+
(4%) und 4 Falle mit einer 1+ (2%) —Farbung.

4.3 HERZ2-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Eine HER2-Amplifikation mit einer HER2:Zentromer 17-Ratio von mindestens 2
wurde in 27 von 166 (16%) Magenkarzinomen gefunden. Alle 27 Falle zeigten
eine eindeutige Amplifikation mit einer Ratio >2 und Uberwiegend
dichtgepackten Gen-Clustern (Abbildung 3-5). Die Tabelle 4-1 zeigt die FISH-
Ergebnisse im Detail und im Vergleich zu den immunhistochemischen

Ergebnissen.
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FISH IHC
Fallnummer Lokalisation Lauren-Typ HERZ2-Signale Zen;ric;r:aelre 17 ZR; it;roo:if% HER2
16T Kardia intestinal 20 2 10 S
26 Corpus diffus 20 2 10 3+
3¢ Kardia diffus 10 2 5 3+
46T Corpus intestinal 20 2 10 3+
56 Kardia intestinal 40 2 20 3+
6% T Corpus intestinal 30 2 15 3+
7¢ Antrum intestinal 20 2 10 3+
8¢ Kardia intestinal 10 2 5 3+
9 Antrum intestinal 50 2 25 S
10 Antrum intestinal 50 2 25 S
1 Corpus intestinal 30 2 15 3+
12 Kardia intestinal 30 2 15 3+
13 Kardia intestinal 30 2 15 3+
14 Corpus gemischt 20 2 10 3+
15 Antrum intestinal 10 2 5) S
16 Kardia intestinal 30 2 15 3+
17 Kardia intestinal 10 2 5, S
18 Kardia intestinal 10 2 5, S
19 Corpus gemischt 6 2 3 2+
20 Corpus intestinal 6 2 3 3+
21 Corpus gemischt 8 2 4 2+
22 Kardia intestinal 6 2 3 2+
23 Kardia intestinal 10 2 5) EF
24 Corpus intestinal 10 2 5) 2+
25 Antrum intestinal 10 2 5, S
26 Corpus intestinal 20 2 10 3+
27 Kardia intestinal 8 2 4 2+

€ In den Fallen 1-8 wurden zusétzlich GroRflichenschnitte der Primartumoren und Metastasen analysiert
(siehe Tabelle 4-4)

T Die Falle 1,4,6 zeigten in der GroRflichenuntersuchung zusitzlich eine hohe und homogene
Topoisomerasell o -Amplifikation

Tabelle 4-1 FISH-Ergebnisse der HERZ2-amplifizierten TMA-spots und dazugehorige
immunhistochemische Ergebnisse (IHC).

Ein Vergleich der FISH-Ergebnisse mit klinisch-pathologischen Parametern
ergab eine signifikante Assoziation zwischen HER2-Amplifikation und
histologischem Tumortyp nach Lauren. 22 von 106 Intestinal-Typ-Karzinomen
(21%), aber nur 2 von 45 Karzinomen vom diffusen Typ (4%) waren HERZ2-
amplifiziert (p=0,042; Tabelle 4-2).
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HER2 FISH HER2 HC
n Ratio <2 (%) Ratio >3 (%) P n Neg. (%) +1(%) +2 (%) +3 (%) P
pT
1 21 86 14 21 86 0 5 9
2 90 83 17 90 80 2 4 14
3+4 55 84 16 0.9649 55 80 4 2 14 0.9228
PN
0 45 87 13 45 82 5 2 11
1 60 82 18 60 80 0 8 12
2+3 61 84 16 0.7893 61 80 3 0 17 0.1577
Grad
1 2 100 0 2 100 0 0 0
2 56 71 29 56 70 2 5 23
3 108 90 10 0.0085 108 86 8 3 8 0.1903
pM
0 145 84 16 145 81 3 4 12
1 21 81 19 0.7116 21 76 0 5 19 0.7203
UICC-Stadium
la 15 87 13 15 86 0 7
b 26 92 8 26 88 4 0
I 35 83 17 35 79 3 9
llla 30 80 20 30 80 0 3 17
b 13 85 15 13 85 0 0 15
\Y 47 81 19 0.8324 47 74 4 2 20 0.781
Lauren-Typ
intestinal 106 79 21 106 77 1 5 17
diffus 45 96 4 45 89 7 2 2
gemischt 15 80 20 0.042 15 80 0 0 20 0.0595
Lokalisation
Kardia 45 27 30 45 27 0 33 32
Corpus 50 27 44 50 27 50 33 45
Antrum 54 34 26 54 34 50 33 23
nicht spezifiziert 17 12 0 0.1113 17 13 0 0 0 0.4173
Geschlecht
Male 117 85 15 117 82 2 2 14
Female 49 82 18 0.6348 49 78 4 6 12 0.5406
Alter
<40 4 100 0 4 100 0 0 0
40-50 11 82 18 11 73 9 0 18
51-60 30 97 3 27 87 7 3 3
61-70 59 81 19 57 82 0 3 15
>70 62 79 21 0.2192 55 77 2 5 16 0.5459

Tabelle 4-2 Klinische Parameter und HER2-Status

Ein Vergleich der HER2-Amplifikation mit dem pT-, pN-, pM- und UICC-Stadium
sowie Tumor-Phanotyp ergab keine statistischen Assoziationen, mit Ausnahme
eines signifikant hoheren Auftretens einer HER2-Amplifikation in Grad 2-
Tumoren verglichen mit Grad 3-Tumoren (p=0,0085). Dies ist mit der hohen

Anzahl diffuser Tumoren in der Grad 3-Gruppe erklarbar.
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4.4 Vergleich der HER2-Positivitatsdiagnostik mittels FISH und

Immunhistochemie

Die HER2-Expression war eng mit der HER2-Amplifikation verknupft (p<0,0001;
Abbildung 4-1). Alle amplifizierten Falle zeigten entweder eine 2+ oder eine 3+
immunhistochemische Farbung. Lediglich ein Fall mit einer deutlich HER2-
positiven Farbung zeigte in der FISH keine Amplifikation.

100
100

90 1

83

80 1

70 1

60 1

50 1

40 {

30 1

Prozentualer Anteil einer HER2-Amplifikation

20

10 1

0 0

0(n=134) 1+ (n=4) 2+(n=6) 3+(n=22)

p<0.0001 HER2 Proteinexpression

Abbildung 4-1 Vergleich der HER2-Expression mit der HER2-Amplifikation

4.5 HER2-Homogenitatsanalyse an TMA-spots

Sowohl an immunhistochemisch gefarbten als auch an FISH-TMA-spots wurde
die HER2-Positivitat zwischen spots mit Primartumor- und korrespondierendem
metastatischen Gewebe verglichen. Dies war auf dem immunhistochemisch
gefarbten TMA-Schnitt bei 51 Paarungen und auf dem FISH-TMA-Schnitt bei 49
Paarungen moglich. Auf dem FISH-TMA-Schnitt konnten keine Abweichungen
des HER2-Status zwischen Primarius und Lymphknoten festgestellt werden.
Auch der immunhistochemisch ermittelte HER2-Status war bis auf einen Fall
konkordant (Tabelle 4-3).
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HER2-Immunhistochemie HERZ2-FISH
T N Konkordanz T N Konkordanz
HER2-positiv 8 7 7/8 (87,5 %) 7 7 717 (100 %)
HER2-negativ 43 44 43/44 (97,7 %) 42 42 42/42 (100 %)

Tabelle 4-3 Vergleich des HER2-Status zwischen Primartumoren und Lymphknotenmetastasen.
Abkiirzungen: T (Anzahl der Primartumorspots); N (Anzahl der Lymphknotenmetastasenspots).

4.6 Grolflachenuntersuchung

Die Untersuchung des HERZ2-Amplifikationsmusters an Groldflachen der 8
aktuellsten HER2-positiven Falle ergab eine durchgehend homogene HER2-
Amplifikation in allen 62 untersuchten Schnitten (Tabelle 4-4). Die Amplifikation
bestand ublicherweise in 10-50 Genkopien, die Uberwiegend in Gen-Clustern

angeordnet waren.

o Lymphknoten-
Primartumoren
Metastasen HER2-
Fallnummer (Anzahl untersuchter
(Anzahl untersuchter Amplifikationsmuster

GroRflachenschnitte) i .
Grofl¥flachenschnitte)

1 1 8 homogen
2 1 5 homogen
3 3 7 homogen
4 4 6 homogen
5 2 1 homogen
6 4 12 homogen
7 2 homogen
8 1 homogen

Tabelle 4-4 Grof¥flachenuntersuchung in 8 HER2-positiven Fallen.

4.7 Topoisomerase lla-FISH

Alle Grol¥flachenschnitte wurden auf eine HER2-Topoisomerase lla-
Koamplifikation hin untersucht. Die Topoisomerase lla war in 3 der 8 Falle mit
hoher HERZ2-Amplifikation  koamplifiziert (38%; Tabelle 4-1). Das
Topoisomerase lla-Amplifikationsmuster war ebenfalls homogen;
Amplifikationen waren entweder in jedem oder in keinem untersuchten

Grofiflachenschnitt eines Falles zu sehen.
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5 Diskussion

Eine immunhistochemische HER2-Positivitat (3+) wurde in 22 von 166 (13%)
interpretierbaren Magenkarzinomfallen festgestellt. Andere Untersucher die
dieselben FDA-zugelassenen Reagenzien verwendeten, beschreiben ahnliche
Haufigkeiten einer HER2-Uberexpression. Eine Literaturrecherche zum HER2-
Status ergab einen durchschnittlichen HER2-Positivitatswert von 17,4% in

Magenkarzinomen (Tabelle 1-1, Seite 6).

Die HER2-Uberexpression war Uberwiegend auf den Intestinal-Typ der
Magenkarzinome nach Lauren beschrankt, wohingegen Karzinome vom
diffusen Typ in dieser wie auch in friheren Untersuchungen (Tanner u. a. 2005)
eher HER2-negativ waren (21% vs. 4%). Dieses Ergebnis stutzt die Vorstellung,
dass auch auf molekularer Ebene wesentliche Unterschiede zwischen diesen
beiden histologischen Tumortypen bestehen, die ihre Ursache in
unterschiedlichen  Genveranderungen wahrend der Karzinogenese haben
konnten. So ist zum Beispiel eine verminderte oder abnorme E-Cadherin-
Expression ein typisches molekulares Merkmal eines diffus wachsenden
Magenkarzinoms (Mayer u. a. 1993; Machado u. a. 2000). Eine weitere Studie
fand, dass die E-Cadherin-Mutation in Magenkarzinomen invers mit der HER2-

Expression assoziiert ist (Berx u. a. 1998).

Eine oft hochgradige und haufig homogene HERZ2-Amplifikation ist bereits fur
Adenokarzinome des distalen Osophagus (Barrett-Karzinome) beschrieben
worden (Reichelt u. a. 2007). Da Adenokarzinome des gastro6sophagealen
Ubergangs von denen der Kardia histologisch nicht zu unterscheiden sind,
wurden im Rahmen der Kollektivauswahl Karzinome die einen Befall des
distalen Osophagus zeigten ausgeschlossen, um eine Verzerrung der
Ergebnisse zu vermeiden. Der Einschluss von Barrett-Karzinomen kénnte die in
einer anderen  Studie gefundene erhdhte  HERZ2-Expression in
Kardiakarzinomen erklaren (Tanner u. a. 2005). In dieser Arbeit konnte keine
Korrelation zwischen der HER2-Amplifikation bzw. HER2-Uberexpression und

der Tumor-Lokalisation festgestellt werden (Tabelle 4-2).
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Diskussion

Bemerkenswerterweise zeigten 27 der 28 (96%) immunhistochemisch HER2-
positiven Magenkarzinome auch eine HERZ2-Amplifikation. Die HERZ2-FISH-
Negativitat dieses einen 2+ immnunhistochemisch positiven Karzinoms kdnnte
durch ein falsch-positives Ergebnis der Immunhistochemie erklart sein (Sauter
u. a. 2009). Es ist bekannt, dass eine ungentgende Formalin-Fixierung mit
nachfolgender Ethanol-Exposition des Gewebes zu falsch-positiven HER2-
Ergebnissen in der Immunhistochemie fuhren kann (Roche u. a. 2002; Tapia u.
a. 2004).

Die praktisch vollstandige Ubereinstimmung von HER2-Amplfikation und HER2-
Uberexpression deutet darauf hin, dass beim Magenkarzinom, wie beim
Mammakarzinom auch, die Gen-Amplifikation vermutlich der einzige
Mechanismus ist, der zu einer HER2-Uberexpression fiihrt. Andere
Untersuchungen stutzen diese Vermutung auch fur weitere epitheliale Tumoren.
So wurde in einer Studie an 255 Osophagus-Karzinomen und in einer
grolRangelegten TMA-Studie mit Uber 4000 Tumorproben von 120
verschiedenen Entitaten kein relevantes Auftreten einer HER2-Uberexpression
bei fehlender Gen-Amplifikation beobachtet (Tapia u. a. 2007; Reichelt u. a.
2007).

Das Vorhandensein einer HER2-Amplifikation ist ein pradiktiv entscheidender
Parameter fUr das Ansprechen einer Trastuzumab-Therapie bei
Mammakarzinomen (Gullo u. a. 2009). Eine positive Korrelation zwischen dem
Ausmall einer HERZ2-Amplifikation und der Rate eines vollstandigen
Therapieansprechens im Rahmen einer neoadjuvanten Behandlung ist
beschrieben (Arnould u. a. 2007). Allerdings liegen die Ansprechraten auf eine
Trastuzumab-Therapie bei HER2-positiven Mammakarzinomen insgesamt nur
zwischen 35 und 70% (Dawood u. a. 2007; Adamo u. a. 2007; Vogel u. a.
2002). Die Heterogenitat der HER2-Amplifikation bzw. HER2-Uberexpression
innerhalb eines Tumors sowie zwischen Primartumor und Metastasen ist eine
modgliche Ursache fir ein Therapieversagen, insbesondere da in der Regel
lediglich der entnommene Primartumor molekular analysiert wird und nicht die

zu behandelnde im Patienten verbliebene Metastase.
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Diskussion

Da die HER2-Amplifikation in allen 62 analysierten Groflachenschnitten von 8
untersuchten Magenkarzinomen durchgehend homogen war, lasst sich die
Vermutung anstellen, dass in der Mehrzahl der HER2-positiven
Magenkarzinome die Ursache fir ein Nichtansprechen auf eine Trastuzumab-
Therapie nicht im Vorliegen eines heterogenen Amplifikationsmuster zu finden
sein durfte. Obwohl die Zahl der untersuchten Falle nicht grol} ist, deutet dieses
Ergebnis doch an, dass die HER2-Amplifikation in Magenkarzinomen generell

homogen sein konnte.

Die Vermutung einer grundlegenden Homogenitat der HER2-Amplifikation in
Magenkarzinomen lasst sich zusatzlich mit der Konkordanz des HER2-Status
zwischen 51 Primartumorspots und den korrespondierenden Metastasenspots
auf dem TMA stutzen. Dies ware vergleichbar mit dem Amplifikationsmuster in
Mammakarzinomen, in denen eine Heterogenitat innerhalb der Primartumoren
sowie zwischen Primartumor und Metastasen aulerst selten ist (Simon u. a.
2001).

Das Vorhandensein einer Amplifikation in praktisch jeder Tumorzelle eines
HERZ2-positiven Magenkarzinoms, unabhangig vom Tumorstadium, spricht fur
eine fruhes Auftreten dieser Gen-Veranderung in der Karzinogenese des
Magenkrebses. Auch dies weist Parallelen zum Mammakarzinom auf, in
welchem ebenfalls in unterschiedlichen Tumorstadien, einschlielich dem
duktalen Carcinoma-in-situ, HER2-Veranderungen stets in gleichbleibender
Haufigkeit zu finden sind (Park u. a. 2006).

Diese homogene und hochgradige HER2-Amplifikation in HERZ2-positiven
Magenkarzinomen spricht fur eine therapeutische Anwendbarkeit von
Trastuzumab auch beim Magenkarzinom. Diese Hypothese wurde durch eine
kirzlich auf dem ASCO (American Society of Clinical Oncology)-Kongress 2009
vorgestellte Phase |lI-Studie an 3807 Patienten bestatigt. Diese Studie fand
einen mit 13,5 Monaten signifikant verlangerten medianen Uberlebenszeitraum
bei Patienten die mit einer Trastuzumab-Chemotherapie-Kombination behandelt
wurden, gegeniiber 11,1 Monaten medianem Uberleben bei Patienten unter

einer alleinigen Chemotherapie (p=0.0048) (Van Cutsem u. a. 2009).
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Diskussion

Die Topoisomerase lla (TOP2A) wurde lediglich bei den acht Patienten des
GroR¥flachen-Kollektivs untersucht. Dennoch stimmt das Ergebnis einer
homogenen Koamplifikation von TOP2A in drei von acht (37,5%) HER2-
positiven Magenkarzinomen (Tabelle 4-1) mit einer grofler angelegten
Untersuchung Uberein, in der eine TOP2A-HER2-Koamplifikation in 13 von 38
(34%) Magenkarzinomen beobachtet wurde (Kanta u. a. 2006). Die
unmittelbare Nachbarschaft dieser beiden Gene auf dem Genlokus 17921
ermdoglicht, dass in koamplifizierten Fallen beide Gene in demselben Amplikon
enthalten sind (Keith u. a. 1993). Dieser Zusammenhang erklart, dass in dieser
Untersuchung, wie bei der HER2-Amplifikation, keine TOPZ2A-Heterogenitat

gefunden wurde.

Die TOP2A-Amplifikation besitzt klinische Relevanz in Mammakarzinomen, da
sie das Ansprechen auf eine Anthrazyklin-Therapie prognostiziert (Arriola u. a.
2007; Tanner u. a. 2006). Eine Homogenitat der TOP2A-Amplifikation in
Magenkarzinomen wirde somit flr einen hohen therapeutischen Wert dieser
molekularen Veranderung als medikamentosen Angriffspunkt sprechen.
Klinische Studien die den Zusammenhang zwischen TOP2A-Amplifikation und
den Therapieerfolg einer Anthrazyklin-Therapie sowie einer Anthrazyklin-
Trastuzumab-Kombinationstherapie in Magenkarzinomen untersuchen waren

daher interessant.
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

In der Therapie des Mammakarzinoms wird mit Trastuzumab bereits erfolgreich
ein  monoklonaler Antikdrper gegen das HER2-Protein eingesetzt.
In  Adenokarzinomen des Magens liegt eine dem Mammakarzinom

vergleichbare Haufigkeit eines positiven HER2-Status vor.

Eine Heterogenitat des HER2-Status zwischen Primartumor und Metastasen

konnte Ursache eines Misserfolges einer Anti-HER2-Therapie sein.

Um die Voraussetzungen fur die Wirksamkeit einer Trastuzumab-Therapie bei
Magenkarzinom-Patienten beurteilen zu kdnnen wurde die HER2-Amplifikation
und HER2-Uberexpression in 166 Magenprimartumoren und 69
korrespondierenden Lymphknotenmetastasen untersucht, um anschlief3end die
HER2-positiven Falle anhand von samtlich verfugbaren Grof¥flachenschnitten in

Hinblick auf eine mdgliche Heterogenitat der HER2-Amplifikation zu beurteilen.

Die Analyse der 166 Magenkarzinomproben auf einem eigens erstellten Tissue
Micro Array (TMA) ergab unter Verwendung FDA-zugelassener Reagenzien
eine HER2-Uberexpression (2+, 3+) in 28 (17%) und eine HER2-Amplifikation
in 27 (16%) der Karzinome bei statistisch signifikantem Uberwiegen im
intestinalen Typ nach Lauren. Eine Assoziation der HERZ2-Positivitat mit
Tumorstadium (pT, pN, pM, UICC), bzw. Tumordifferenzierungsgrad wurde

nicht festgestellt.

Die HER2- und Topoisomerase lla-Amplifikation zeigte keinerlei Heterogenitat
in der Analyse von 62 GroRflachenschnitten von 8 Adenokarzinomen des
Magens. Auch zwischen Primartumor- und Metastasenspots auf dem TMA war

der HER2-Status bis auf einen von 51 Fallen konkordant.

Die Kombination eines Uberwiegend hochgradig positiven HER2-Status mit dem
homogenen Amplifikationsmuster innerhalb der Primartumoren sowie zwischen
Primartumor und Metastasen ist ein deutlicher Hinweis auf eine potenzielle
Wirksamkeit einer Trastuzumab-Therapie in HERZ2-positiven

Magenkarzinomen..
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