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Einleitung

1.1 Krebsinzidenz in Deutschland

Krebserkrankungen insgesamt stellen nach den Héweislauferkrankungen die
zweithdufigste Todesursache in Deutschland dar.7 26@rben in Deutschland laut
statistischem Bundesamt 217289 Menschen an dererr@mper bosartigen Neubildung.
Unter den 10 haufigsten Todesursachen in Deutsghdafindet sich bésartige Neubildung
der Bronchien und der Lunge auf Platz 4, gefolgh \mbsartigen Neubildungen des
Dickdarms und der Mamma auf den Platzen 9 und 40.(T).

ICD-10 Todesursache Gestorbene
Pos.-Nr.
Anzahl Anteil in %
125 Chronische ischamische Herzkrankheit 76 915 9,3
121 Akuter Myokardinfarkt 57 788 7,0
150 Herzinsuffizienz 49 970 6,0
C34 Bosartige Neubildung der Bronchien und der Lunge 41 495 5,0
164 Schlaganfall, nicht als Blutung oder Infarkt bezeichnet 26 911 3,3
J44 Sonstige chronische obstruktive Lungenkrankheit 21716 2,6
J18 Pneumonie, Erreger nicht ndher bezeichnet 21079 2,5
111 18 553 2,2
Hypertensive Herzkrankheit
Cc18 Bosartige Neubildung des Dickdarms 18 072 2,2
C50 Bosartige Neubildung der Mamma 17 029 2,1
Tab. 1: Haufigste Todesursachen in Deutschland 200 7

Die Tabelle zeigt die 10 haufigsten Todesursachen in Deutschland 2007 nach der
International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems

(ICD-10) bereitgestellt online vom Statistischen Bundesamt 2007



Spezifiziert nach Geschlechtern sind die funf hgsién zum Tode fihrenden bdsartigen
Neubildungen 2007 in Deutschland laut statistisciBumdesamt weitgehend identisch
gewesen: Bei Mannern waren Lungen- und Bronchialkame die haufigsten zum Tode
fuhrenden bdsartige Neubildung, gefolgt von DickdEnddarmkarzinomen. Die Platze
drei bis funf nahmen in absteigender Reihenfolgesfata-; Pankreas-; und auf Platz funf

Magenkarzinome ein.

Bei Frauen sind die Mammakarzinome weiterhin digfigéte Todesursache infolge einer
bdsartigen Neubildung, gefolgt vom Lungen- und Btoalkarzinomen. Den dritten Platz
nehmen bei Frauen Dick und Enddarmkarzinome, gevolg Ovarailkarzinomen auf Platz

vier und Pankreaskarzinomen auf Platz finf ein (wdkfiz.de).

Wahrend bei den Mannern seit 1990 die Anzahl dexb8falle bei allen funf Krebsarten
sinkt, steigt die Anzahl der weiblichen Sterbefdlk# Lungen- und Bronchialkarzinomen,

sowie bei Pankreaskarzinomen weiter an (Abb. 1).

Wahrend die Mortalitdt an Krankheiten des Herz-iflaeifsystems aufgrund wachsender
medizinischer Kenntnisse in den letzten 40 Jahtark sticklaufig ist, geht die Mortalitat

an Krebserkrankungen nur langsam zurtick. Sollte dieses nicht andern, dann wird
innerhalb der nachsten 20 Jahre Krebs zur haufigdtedesursache in Deutschland

werden.
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Abb. 1: Die am haufigsten zum Tode fihrenden Krebs  arten 2007

Die Graphik zeigt die 5 (Mé&nner) beziehungsweise 6 (Frauen) am héaufigsten zum
Tode fuhrenden Krebstypen Uber einen Zeitraum von 50 Jahren. Ersichtlich ist, dass
die Mortalitat bei Mannern seit 1990 fiir alle 5 Krebstypen ricklaufig ist. Dahingegen
steigt bei Frauen die Mortalitit von Pankreas- sowie Lungen- und

Bronchialkarzinomen weiter an. Abbildungen ibernommen von (www.dkfz.de)



1.2 Karzinogenese

Als Karzinogenese bezeichnet man die Entstehundzabaicklung von Krebs. Hierbei ist
zu beachten, dass Krebs zu den multifaktoriellemnKheiten gehdort, d.h. mehrere
Faktoren beeinflussen die Entstehung und Entwickl@mes Tumors. Einige dieser
Risikofaktoren lassen sich beeinflussen wie z.BesSt Ernahrung oder der Kontakt mit
kanzerogenen Substanzen wie Benzol, UV-Licht untbtii. Andere Risikofaktoren sind
hingegen nicht beeinflussbar z.B. die hohe Lebeveung sowie eine genetische
Pradisposition. Auf der zellularen Ebene steht amfiaAg einer Krebserkrankung immer
eine einzige Korperzelle, bei der aufgrund von Nlateen die Regulation des Zellzyklus
ausgefallen ist. Es kommt dadurch zu einem dysieteh, ungehemmten Wachstum
dieser Korperzelle. Hierbei beeinflussen vor allemei Gruppen von Genen diesen
Vorgang. Die erste Gruppe sind die Tumorsupressergeiese Gene sollen eigentlich die
Entstehung von Tumoren unterbinden, indem sie ddizyklus tberwachen und anhalten
kénnen sobald bei der Vervielféaltigung des genbescMaterials schadliche Mutationen
auftreten. Sind allerdings beide Allele eines Tusnpressorgens so mutiert, dass sie ihre
regulatorische Funktion verlieren, dann konnen ratédhde Mutationen wéahrend der
Replikation die Zelle veranlassen sich unkontrdliz teilen. Die zweite Gruppe sind die
Onkogene. Sie entwickeln sich aus normalen ze#uld&enen (c-Protoonkogene) durch
Mutationen, welche teilweise durch den Kontakt Rigikofaktoren ausgeldst werden. Die
so mutierten Onkogene kénnen durch ihre Aktivitderoihre alleinige Anwesenheit zur
malignen Transformation von Zellen fuhren. Protamgene kodieren bestimmte
regulatorisch wirkende Proteine der Zelle. Zu diederoteinen zahlen Zellzyklus
regulierende Proteine, Wachstumsfaktoren sowie ndé&ezeptoren und Proteine die
Wachstumssignale weiterleiten, Transkriptionsfadioroder anti-apoptotisch wirkende

Proteine.

Sie kdnnen durch verschiedene Mechanismen aktivrettsomit zu Onkogenen mutieren
z.B. durch Punktmutationen (z.B. H-ras), durch §lakation (z.B. bcr/abl) oder durch
Vervielfachung des Gens (Amplifikation, z.B. ErhB2

In Folgenden werden wir uns eingehender mit demogek KRAS beschaftigen.



1.3 Therapiemdglichkeiten bei Krebs

Allgemein werden Tumorerkrankungen entweder durpbrative, chemotherapeutische
oder strahlentherapeutische Verfahren behandelhi@d alle Tumore gleichermal3en auf
dieselben Therapien ansprechen, wird in der Regahgh Tumortyp und Tumorstadium
eine geeignete Kombination aus diesen drei Methagewendet. Dadurch soll entweder
einen kurativen Erfolg, oder aber eine mdglichsif3gr Regression des Tumors erzielt
werden. Nachteilhaft bei diesen Therapien ist dileys, dass bei allen drei Methoden nicht
nur Tumorzellen, sondern auch gesunde Koérperzetieeinem hohen Mal3 geschadigt
werden. Hieraus resultieren verschiedene, teilwstsavere Nebenwirkungen, mit denen
Patienten wahrend und nach diesen Therapien zufkéarhpben.

Eine neuere Form von Therapie soll diese Nebenwg&o der drei Standardverfahren
vermindern und gleichzeitig Tumorzellen gezielted bbesser vom normalen Kérperzellen
unterscheiden und vernichten kénnen. Diese Thdmpie nennt man heute Target-
orientierte Therapie. Hierbei macht man sich beastien molekulare Strukturen der
Tumorzellen zunutze, welche auf gesunden Zellerwentdr fehlen oder aber in
veranderter Form vorliegen. Gegen diese “Targetsitet sich dann die Therapie. Eine
ganze Reihe von Substanzen, welche sich gegenntigesahiedlichsten Targets richten
sind mittlerweile entwickelt worden. Da gibt es gagRezeptoren gerichtete Antikorper
und Rezeptorantagonisten, inhibitorisch wirkendeeind Moleklle, Ligand-Toxin-
Konjugate oder Antisense-Molekiile. Der monoklonaleimanisierte Antikdrper
Trastuzumab (Herceptin®) beispielsweise bindet ifipel an die extrazellulare Doméane
des Wachstumsfaktorrezeptors ErbB2 und kann awdedi&eise die Proliferation von
Tumoren hemmen, die diesen Rezeptor vermehrt eiggem [1]. Der monoklonale
Antkorper Cetuximab ist selektiv gegen den EGF-Rexegerichtet und soll neben der
Inhibition der nachfolgenden Signaltransduktioe &&higkeit haben die tumoreigenen
Reparaturmechanismen zu unterbinden. Die Substamatinib (Glivec®), ist ein
Tyrosinkinaseinhibitor, der spezifisch die bei déhronisch Myeloischen Leukamie
(CML) durch Translokation entstehende bcr/abl-Kenaemmt [2].

Diese neuen Therapien machen allerdings auch nagaastische Verfahren notwendig.
Die molekulare Analyse der Tumorzellen wird fur diharakterisierung des Tumors
unerlasslich. Auf ihrer Basis wird die Entscheidyeger in der Therapie verwendeten



Substanzen getroffen. Zur molekularen Analyse eigsieh verschiedene Verfahren wie
z.B. die Methoden der Immunhistochemie oder derdiaser Arbeit verwendeten

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung.

1.4 Rezeptor-Thyrosin- Kinasen

Die Gruppe der Rezeptor-Thyrosin-Kinasen (RTK) gehd zum sensorisch
kommunikativen System einer Korperzelle. Mit ihddilffe kann die Zelle bestimmte
extrazellulare Signale richtig interpretieren unohwder Zelloberflache in den Zellkern
weiterleiten, wo ein spezifischer Prozess in Ggegetzt wird. Die bisher bekannten 58
RTKs sind in 20 Untergruppen eingeteilt. Sie sindvielen Tumortypen tberexprimiert
und kénnen zu einem unkontrollierten Wachstum desdrs fuihren [3]. Dieses macht die
RTKs interessant fir eine Target-orientierte Therapm Folgenden werden wir einige

Gruppen von RTKs néher betrachten.



1.5 Die EGF-Rezeptor Familie

Die ErbB-Proteine bilden die Klasse | der Rezeftgmesin-Kinasen. Beim Menschen
besteht dieses System aus vier strukturell undtimméll nahe verwandten Rezeptoren und
mehreren Liganden. Der epidermale Wachstumsfaktzeptor (EGFR, auch ErbB1 oder
HER 1) ist der erste Rezeptor und fungiert als Negeber dieser Gruppe. Des Weiteren
folgen ErbB2/neu/Her2, ErbB3/Her3 und ErbB4/HerdleAsind strukturell aus einer
extrazellularen Ligandenbindungsdomane, einer mnansbrandren Domane und einer
zytoplasmatischen Doméane mit Tyrosin-Kinase-Akéiviaufgebaut. Als Liganden werden
Peptide verwendet, die mit dem Epidermalen- Wachstaktor (EGF) verwandt sind. Sie
lassen sich aufgrund ihres spezifischen Bindungsems bisher ebenfalls in vier
Gruppen einteilen. Die erste Gruppe bindet nur Gk, die zweite Gruppe an EGFR und
ErbB4, die dritte Gruppe an ErbB3 und ErbB4 und derte Gruppe nur an ErbB4
(Abb.3) [4]. Ein an ErbB2 bindender Ligand konntsher nicht gefunden werden [5]. Die
Bindung eines Liganden an einen passenden Rezefgtot zur Bildung von
Rezeptordimeren. Es kommt dabei sowohl zur Formatton Homodimeren (z.B.
EGFR+EGFR) als auch von Heterodimeren (z.B. EGFBBE). Vier verschiedene
Homodimere und sechs verschiedene Heterodimereekdentstehen. Die Identitat des
geformten Dimers entscheidet dartber, welche zgtopatischen Signalmolekile sich
anlagern konnen und welcher weitere Signalweg imgGgesetzt wird. So wird durch
HER3 Heterodimere, Uber die Transkriptionsfaktofes, jun und myc, der AKT-
Signalweg aktiviert [6], wahrend HER1/HER2 Heteomler Homodimere, Uber Shc und
Ras, den Mitogen-aktivierten-Proteinkinase (MAP-#&Sa) Signalweg aktivieren. Auf
beiden Wegen wird ein Wachstumssignal durch Phaogplungs- und
Dephosphorylierungkaskaden durch das Zytoplasmanlwien Zellkern weitergeleitet. Die
auf diesem Wege durchlaufenen Interaktionen zwisaen einzelnen Signalwegen sind
sehr komplex und bis jetzt noch nicht vollstandiggeklart. Letztlich fihren aber alle zu
Zellwachstum und Zellentwicklung durch die Aktiwielg von spezifischen
Transkriptionsfaktoren und nehmen somit eine zéntiaolle beim Wachstum des

Menschen ein.

Wir befassen uns in diesem Zusammenhang genaudemiEGF-Rezeptor. Er ist in einer
Vielzahl menschlicher Tumoren in veranderter Fomzudreffen und weil3t damit ein
hohes onkologisches Potential auf. EGF-Rezeptodandn in Zellen, physiologisch oder

10



aufgrund einer Genamplifikation, Uberexprimiert odeutiert vorkommen. Besonders
haufig findet sich eine erhohte EGFR Expressiomumoren in Hirn, Nieren, Lungen,
Harnwegen, Prostata, Gastrointestinal und in Sdhiken [7-13]. Des Weiteren konnte fur
einige dieser Karzinome ein Zusammenhang zwisch&FREUberexpression und

vermeintlich schlechteren Prognose aufgezeigt wejté, 15].

EGF-Rezeptor Genamplifikationen oder zumindest eiméhte Genkopiezahl als Ursache
fur die Expression ist seltener, und wurden bish@&. bei ~50 % der Hirntumoren
(Glioblastoma) [7], ~6 % der Lungenkarzinomen (N&JLU8], ~4 % der Kolon- [11],
79% der Haut- (maligne Melanome) [12], ~16 % deudsr[9], >20 % der Knochen- [10]
und 61% der Schilddriisentumoren (anaplastischesoitikarzinom) gefunden. Als letztes
kénnen auch Mutationen in der intrazellularen ATiRdBngsdomane des EGF-Rezeptors
zu einer permanenten, ligandenunabhéngigen onkogékévierung fuhren (Abb.3).
Solche Mutationen werden vor allem in Lungen- (¥8,616]) und Hals-Kopf-Tumoren
(1.57%,[17]) gefunden.

Im Folgenden wird die fur die Aktivierung des Majnse Wegs bedeutende Ras —
Genfamilie, auf ihre onkologisches Bedeutung bersehiedenen Tumoren hin,

detaillierter untersucht.

11
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EGF-Rezeptorfamilie und lhre Wirkung auf d ie Zelle {ber bestimmte
Signalkaskaden

Die Abbildung zeigt die EGF-Rezeptoren und ihre Liganden. Sie ist in 3 Bereiche A-C
gegliedert. A zeigt einzelne Liganden, welche mit einer oder mehreren der 10
mdoglichen Dimeren Rezeptorkombinationen der Zelle interagieren kénnen. Die Zahlen
an den Rezeptoren stehen fur ErbB1-4. B: zeigt den Zusammenhang von Enzyme,
intrazellularen Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren welche durch eine
Rezeptor-Liganden Interaktion ausgeltst werden kdnnen. Detailliert dargestellt sind
die Kaskaden ausgehend vom ErbB1- Homodimer Rezeptor und vom ErbB2-ErbB3
Heterodimer Rezeptor. Beide Rezeptoren kénnen auf RAS wirken. C: zeigt die
moglichen Auswirkungen auf die Zelle. Abbildung Gbernommen von Yarden, et al
2001 [18].
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1.6 Die Ras Genfamilie

Die Ras Genfamilie kodiert fir Proteine mit GTPasdtivitat. Diese beeinflussen das

Zellwachstum und spielen somit in der Tumorgen&se wichtige Rolle.

Diese Proteine sind auf der cytoplasmatischen SeiteZellmembran lokalisiert und tber
eine Lipidverbindung damit assoziiert. Sie wechsainschen einem aktivem und einem
inaktivem Zustand. Im aktiven Zustand sind die &ret an GTP und im inaktiven an GDP
gebunden. Aktiviert werden sie von einem Guanin tAusch Faktor (GEF), der GDP
gegen GTP austauscht. Inaktiviert von einem GTRad&iereneden Protein (GAP),
welches GTP zu GDP reduziert.

In der Tumorgenese wird die Ras Daueraktivierungcldueine Punktmutation (G-T
Transversion) in den Kodons 12, 13 und 61 ausgeldstolge dessen wird durch eine
Assoziation von Ras mit dem Vascular Endotheliab@h Factor (VEGF), bei einer
erhohten Ras Expression VEGF, welches die angitigehen Prozesse der Zelle steuert,
mit hoch reguliert. Diese Assoziation resultiertdimem andauernden Wachstumssignal
auf die Zelle, welches diese veranlasst sich ohris® zu teilen und neue
GefalRverbindungen zu erstellen [19]. Ras Punktnaun@b kdnnen in allen Tumorstadien
auftreten [20].

Von den drei bekannten Mitgliedern der Genfamile AAR KRAS und NRAS treten
Punktmutationen in Gber 90% der Falle bei KRAS &dmit ist die Rolle von KRAS in

der Tumorgenese hervor zu heben.

1.6.1KRAS

KRAS ist Bestandteil des EGFR —Signaltransdukticegse der das Zellwachstum steuert.
Im EGFR-Signaltransduktionsweg aktiviert der EGF&#or nach spezifischer Bindung
des epidermalen Wachstumsfaktors EGF (engl.: apigler growth factor) und
anschlieBender Dimerisierung zweier EGFR-Moleklleberi die nun aktive
Tyrosinkinasendomane das Protein GBR2. Dieses rgibt das Signal an SOS weiter,
welches wiederum KRAS aktiviert. KRAS bindet nun R#velches dabei aktiviert wird.

Anschlie3end aktiviert RAF-Kinase durch Phospherying weitere Kinasen (MEK,
13



MAPK) und dadurch DNA-bindende Transkriptionsfaktor Diese translozieren
schlief3lich das Wachstumssignal in den Zellkern diedTranskription der Zielgene des
EGF-Signalweges wird initiiert (Abb. 3).
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Abb. 3: EGF-Rezeptor Signalwege in der Zelle

Die Abbildung zeigt den EGF-Rezeptor sowie weitere Rezeptor Tyrosin Kinasen mit
ihren Signalwegen und deren unterschiedlichen Auswirkungen auf die Zelle.
Abbildung tibernommen von Albuschat, R. 2003 [21].

In 30 % aller untersuchten Adenokarzinome sowie &@B4r Plattenepithelkarzinome der
Lunge konnte eine KRAS Mutation auf dem kurzen Aghes Chromosoms 12
nachgewiesen werden [22,23]. Der Nachweis von KRRABktmutationen gilt heute als

Faktor fir eine schlechtere Prognose, da vieleagertische MaRnahmen dadurch nicht
greifen kdnnen [24].

14



1.7 Genamplifikation

Der Begriff Genamplifikation bezeichnet die Verdashung einer DNA-Sequenz, wie
zum Beispiel eines Gens. Das fuhrt dazu, dassleineék Sequenzanteil des Genoms nicht
mehr zweifach (mutterliches und vaterliches Allepndern mehrfach vorliegt. Die so
amplifizierte  DNA wird Amplikon genannt. Genampkifitionen treten haufig in
Tumorzellen auf. In humanen Tumoren betreffen Geglifikationen in den meisten
Fallen Proto-Onkogene, die durch eine Amplifikatiaktiviert werden kodnnen. Die
Amplifikation eines Onkogens ist im Allgemeinen micauf einen Tumortyp beschrénkt,
sondern tritt in diversen Tumor- Gewebetypen ucteesllich haufig auf. So werden
HER2 Amplifikationen z.B. nicht nur in Mamakarzinoomd dessen Metastasen (20%)
gefunden [25], sondern kommen z.B. in Ovarialkayain(16%), Magenkarzinom (16%),
Adenokarzinom Osophagus (15%), Kolonkarzinom (14%)ngenkarzinom (4%) und
Prostatakarzinom (2%) vor [26, 27, 28].

Genamplifikationen stellen einen Mechanismus ddrertden Zelllinien Resistenzen
erwerben konnen. Zelllinien, die schrittweise immémheren Konzentrationen
zytotoxischer Substanzen ausgesetzt wurden, begitfteine erhéhte Anzahl an Kopien

des Gens, dessen Genprodukt der Substanz alskélstdient.

Die Dihydrofolatreduktase (DHFR) wird z.B. speazfis und kompetitiv durch

Methotrexate (MTX) gehemmt. Im Gegenzug entwickékllen eine Resistenz gegen
MTX, indem sie die Anzahl des DHFR-Gens und danet Ainzahl der DHFR Enzyme

erhohen. Somit ist MTX nicht mehr in der Lage &ldFR Enzyme auszuschalten [29].

Amplifizierte DNA kann in verschiedenen Formen we@gen wie z.B. in Form von
extrachromosomalen ,Double-minute* Chromosomen (Dbtier als intra-chromosomale

.homogeneously staining regions.

Bei den ,Double minutes* handelt es sich um paaseevorliegende, zirkulare
Chromatinfragmente, die die amplifizierte Sequenzhalten. Sie replizieren sich
unabhangig von den Chromosomen. Die Sequenzlarge ven ca. 250 Kb bis zu 7 Mb.
Damit liegt ihre GroR3e an der Grenze des Auflésuagadgens eines Lichtmikroskopes.

Sie werden bei der Zellteilung zufallig auf die Thterzellen verteilt, da sie keine

15



Zentromeren besitzen. Somit variiert ihre Anzald gelle und kann teilweise bis zu 100

Kopien betragen [30].

Eine Theorie zur Entstehung der DMs geht von DNAd&sien aus, die zur Deletion eines
Chromosomensticks fuhren. Das deletierte Stlckebests azentrisches Fragment fort

und kann unter besonderen Umstanden in DMs zanfE8ig].

Bei den ,homogeneously staining regiones” handelsieh um Regionen innerhalb der
Chromosomen, die nach Farbung kein fir Chromosotypisches Bandenmuster (G-
Banden, R-Banden) zeigen, sondern einheitlich gefand. Sie enthalten zahlreiche
nebeneinanderliegende Kopien einer DNA-Sequenz Eeorie zur Entstehung der HSR
bietet das ,breakage-fusion-bridge“ Modell. Aucheséis Modell geht von DNA-

Strangbriichen aus. Solche Briiche treten an besomsgabilen Stellen (,commom fragile
sites”, CFS) des Genoms gehauft auf [32].

Wenn ein Chromosom, das durch einen StrangbruchTeiomer verloren hat, die

Replikation durchlauft, liegen zwei gleiche Endehne Telomer vor. Diese kdnnen
fusionieren, an der Fusionsstelle treffen die Segee dann spiegelbildlich aufeinender.
Die fusionierten Chromosomen werden im Laufe déitelking durch den Spindelapparat
auseinander gezogen, dadurch kommt es erneut zuchBBricht die DNA nun etwas

neben der Fusionsstelle so fehlt einer TochterashieStick DNA, wéahrend die andere
zwei Kopien desselben Sticks enthalt. Es liegt aneein Ende ohne Telomer vor,
derselbe Prozess kann wieder durchlaufen werdem.Zellteilungen kann eine Zelle auf

diese Weise 2n Kopien einer Sequenz erhalten [32; 3
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1.8 Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)

Mit Hilfe der Fluoreszenz in-situ Hybridisierungl@H), kann DNA, Uber die Detektion
unterschiedlicher Fluoreszenzen nachgewiesen wer@em FISH stellt somit eine
nichtradioaktive Erweiterung der Ende der 60igethrda entwickelten in situ
Hybridisierung dar [34,35]. Sie wurde Anfang derg®@® Jahre entwickelt [36-38] und seit
dem kontinuierlich verbessert. Durch die FISH wdid Detektion von spezifischen DNA
und RNA Sequenzen (chromosomale Loci) in Meta- lmidrphasenkenrnen ermdglicht
[39].

Im Detail werden markierte (DNA-) Sonde verwendeglche im Zellkern spezifisch an
den gesuchten Gen-locus binden. Diese werden smP€R hergestellt und wéhrend der
FISH auf das Zielgewebe hybridisiert. Durch Detaktimit Fluoreszenzfarbstoff und
Auswertung unter einem Fluoreszenzmikroskop errobigtiie FISH eine Bestimmung der
Kopienzahl dieser Loci. Damit lassen sich Aussdgjeer Deletionen und Amplifikationen
bestimmter Gen-Sequenzen treffen. Aus diesem Gfumlgt die FISH-Methode heute

weitreichend Einsatz in verschieden Gebieten viBe z.

1) physikalische Karten von Chromosomen erstellen

2) Chromosomenstrukturen oder deren Abweichungyaigaén

3) Struktur, Funktion und Evolution von Chromosonueid Genomen untersuchen
4) die rdumliche und zeitliche Expression von Gemestimmen

5) Virale Sequenzen und Bakterien in Geweben itizitien und charakterisieren
6) Geschlechtsbestimmungen vornehmen

7) die Genkopiezahl bestimmen

8) transformierende Sequenzen und Onkogene lodadisi
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Bei der Lokalisation von Gen-loci spielt vor allatas Auflésungsvermdgen der Methode
eine entscheidende Rolle. Dieses wird durch didi&der eingesetzten Sonden bestimmit.

Bei unseren Untersuchungen wurden Sonden mit &n#Be von ca. 150 kb verwendet.

Heute kann die FISH an verschiedenen fixierten addixierten Einzelzellschnitten
durchgefuhrt werden. Am Schnittpraparat lassen ,sienf einem Objekttrager,
Untersuchung zytogenetischer Verdnderungen auf eEeltebene, in einem
morphologisch erhaltenen Gewebeverband [40] dulekfii Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die FISH zur Analyse eines Tissue Microarasays (TMA) am Paraffinschnitt

verwendet.
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1.9 Ziel der Arbeit

In einer vorhergehenden Dissertation (Antje Krownyden Zelllinien und Primartumoren
verschiedener humaner Tumortypen mittels array-Kaafpver Genomischer
Hybridisierung (aCGH) auf DNA- Kopiezahlverdnderenguntersucht. Im Zuge dieser
Analysen wurden haufig Amplifikationen auf Chromos@2pl11.1 detektiert. Chromosom
12pl11.1 enthalt ein Amplikon, welches unter andefémdas bekannte Protoonkogen
KRAS kodiert. In einer weiteren Dissertation am tibag fir Pathologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf, konntediesem Zusammenhang aufgezeigt
werden, dass bei Lungenkarzinomen eine VerandedengdDNA- Kopiezahl in diesem
Bereich auftritt [41].

In dieser Arbeit werden eine groRe Anzahl Tumoressl@edener Ursprungsorgane auf
eine mogliche KRAS- Amplifikation hin untersuchtmudie Pravalenz von KRAS-
Amplifikationen in humanen Tumoren zu bestimmenr Detektion einer moglichen
KRAS-Amplifikation wurde die Fluoreszenz in-situ bhdisierung (FISH) auf einem

Tissue Microarray (TMA, Gewebearray) durchgefuhrt.
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Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

Fur die Auswertung dieser Arbeit wurden in einema&lee-mikroarray-Format (Tissue
Microarray, TMA) 4896 Gewebeproben unterschiedlidmemaner Tumortypen zu einem
Multi Tumor Array zusammengefligt [42]. Die hierfierwendeten Gewebeproben sind
formalinfixierte (4% gepufferte wassrige Lésung),Raraffin eingebettete Tumorgewebe
und entstammen dem Archiv des pathologischen instides Universitatsklinikums
Hamburg (UKE). Alle Objekttrager samtlicher Tumordes Instituts wurden von zwei
Pathologen Uberprft, um den jeweiligen histologet Tumortyp zu verifizieren. Da es
sich bei den verwendeten Gewebeschnitten um Tumeitge handelt, wurde der TMA als
Multi-Tumor Array (MTA) bezeichnet. Der verwendef&TA ist der vierte in Hamburg
erstellte Multi-Tumor Array und wird deshalb als Mdumor Array 4 (MTA 4)
bezeichnet. Durch Anwendung der FISH wurden die 648h auf dem MTA4
befindenden Tumorgewebe Proben auf eine KRAS Aikptibn hin untersucht. Ein
Beispiel fur einen Hematoxylin-Eosin- gefarbten @bespot ist in Abbildung 4 gezeigt.
Eine Ubersicht liber die Arrayzusammensetzung sewiiee Aufteilung wird im Anhang

dargestellt.
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Gewebemikroarray.

Am TMA koénnen genau dieselben Analysen durchgefiihrt werden wie an
konventionellen GroR3schnitten. A) HE-gefarbter (HE: Hematoxylin-Eosin) Schnitt
eines TMA, ca. 3cm X 4 cm. B) VergroBerung eines Gewebespots. Originalgrosse:0,6
mm Durchmesser. Beispiele fir molekulare Analysen an TMA-Spots: C) RNA-in-situ

Hybridisierung D) Immun-histochemie, E) FISH-Analyse.
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2.2 FISH

Fur die zweifarbige FISH-Analyse (KRAS-Signal: griientromerl2-Signal: orange)
wurden 4pum dicke TMA-Schnitte eingesetzt. Diese deur vor der Hybridisierung
entparaffiniert und proteolytisch vorbehandelt. Digeschah gemalR des Protokolls des
.Paraffin Pretreatment-Reagent-Kit* (Vysis, Dowr@reve, IL). Zur Hybridisierung
wurde eine selbst hergestellte digoxigenierte BADd® (12pl12.1; BAC RP11-707G18,
RZPD, Deutschland), welche das KRAS-Gen umfassgiesietzt. Als Referenz wurde eine
kommerzielle Sonde fir das Zentromer des Chromo&@n(Spectrum orange, Vysis)
eingesetzt. Die Markierung der selbst hergestelD&lA-Sonde mittels Nick-Translation
wurde mit dem ,Nick Translation System* (Invitrogedurchgefihrt. Die Detektion der
hybridisierten TMA-Schnitte wurde mit dem ,Fluorest¢ Antibody Enhancer Set"
(Roche) durchgefuhrt. Im Folgenden werden die dmere Arbeitsschritte und
Laborprotokolle zur Durchftihrung der FISH aufgetiiiese umfassen:

1) pBAC-E.coli-Klon-Kultivierung

2) DNA-Extraktion aus der E.coli-Kultur

3) DNA-Markierung mittels Nick-Translation

4) Paraffinpretreatment und proteolytische Vorbelamg der TMA-Schnitte
5) Hybridisierung

6) Waschen

7) Detektion
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2.2.1 Auswahl und Anzucht von BAC Klonen

Verwendete Materialien

* pBAC-E.coli-Klon, RZPD-Nr.: RP11-707G18 (stab-ste€ultur)
* Kulturmedium: 25g Luria-Broth-Base (25g7| gBj)); autoklaviert
* Antibiotikum: Chloramphenicol (34mg/ml Ethanol gbs.

Laborprotokoll: pBAC-E.coli-Klon-Kultivierung

1) 10ml Medium in einen 100ml Erlenmeyerkolben fillen

2) Zugabe von 30ul Chloramphenicol

3) Mit abgeflammter Pinzette einen autoklavierten Zabcher fassen und einen
Abstrich aus der stab-stock-Kultur machen

4) Animpfen des Mediums durch Zugabe des Zahnstochers

5) Inkubation der angeimpften Kultur bei Raumtemparatund 200rpm im
Schittelinkubator fur 2 Tage

6) Uberimpfen von 10ul der triib gewordenen Kultueinen mit 10ml Medium und
30ul Chloramphenicol versetzten 100ml-Erlenmeydr&olmittels Pipette

7) Inkubation der angeimpften Kultur bei 37°C und 200rm Schuttelinkubator tGber
Nacht

8) DNA-Extraktion
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2.2.2 DNA-Extraktion

Die DNA wurde aus einer pBAC-E.coli-FlussigkulturitmHilfe des ,QIlAprep Spin
MiniprepKit* von Qiagen nach leicht modifiziertenrd®okoll extrahiert. Alle verwendeten

Reagenzien und die ,QIAprepspin Saulen® waren inrdktions-Kit enthalten.

Laborprotokoll: DNA-Extraktion aus einer pBAC-E.col i-Klon-Flussigkultur

1) 3ml (2ml + 1ml) der Flussigkultur im 2ml-Tubeémer Tischzentrifuge (~17.900
x g) fur 90sec bei 13.000rpm pelletieren

2) Pellet in 250ul Puffer P1 vollstandig resuspereh

3) Zugabe von 250ul Puffer P2 und vorsichtiges kiscdurch 4-6 maliges
invertieren (nicht langer als 5min mit dem folgendhritt warten)

4) Zugabe von 350ul Puffer N3 und sofortiges, \arsges Mischen durch 4-6
maliges invertieren

5) 10 min Zentrifugation bei 13.000rpm in einerchzentrifuge

6) Uberstand in eine ,QlAprepspin Saule“ tiberfihren

7) 1 min Zentrifugation bei 13.000rpm in einer fgentrifuge

8) Durchflul3 verwerfen

9) ,QIAprepspin Saule* mit 500ul Puffer PE beladerd 1min Zentrifugation bei
13.000rpm in einer Tischzentrifuge

10) Durchflul? verwerfen

11) ,QlAprepspin Saule” erneut mit 500ul Puffer B&laden und 1min Zentrifugation
bei 13.000rpm in einer Tischzentrifuge

12) Durchflul3 verwerfen

13) ,QlAprepspin Saule” erneut 1min bei 13.000rpmeiner Tischzentrifuge
zentrifugieren

14) Durchfluf3 verwerfen; ,,QlAprepspin Saule” in difbml-Tube setzen

15) ,QIlAprepspin Saule” mit 50ul auf 70°C erwarmteuffer EB beladen

16) 1min bei Raumtemperatur inkubieren

17) 1min Zentrifugation bei 13.000rpm in einer Tizentrifuge

18) Saule entfernen und Quantifizierung der DNANamodrop und Aufbewahrung im
1,5ml-Tube bei 4°C
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2.2.3 Sondenmarkierung

Die Nick-Translation ist eine Methode zum gleichmg@&Rl Einbau markierter Nukleotide in
den DNA-Doppelstrang, wobei die DNA gleichzeitigf alie optimale Fragmentlange zur
Hybridisierung eingestellt wird. Diese kann durclgafosegelelektrophorese kontrolliert
werden.

Die Nick-Translation wurde mit dem ,Nick Translatic®Gystem*” (Invitrogen) durchgefihrt,
wobei eine Mindestmenge von 1ug DNA zu einem Ansaiz 50ul gegeben wurde. Das
Protokoll des Kits wurde modifiziert. Das zuldsslgéchstvolumen an pBAC-DNA-L6sung
von 38ul wurde als Standardvolumen gewahlt (entsyimed ca. 1,5 bis 2,5ug DNA).
AulRerdem wurde nach Ablauf der Standardinkubatieihsan weiteres Mal Pol |-/DNase-

Enzym-Mix zugegeben und weiter inkubiert.

Verwendete Materialien

Nick Translation System (Invitrogen)
Digoxigenin 11-dUTP (Roche)

Polymerase | (Invitrogen)

Pipettieransatz im 0,5ml-Tube

dNTP-Mix ohne dTTP S5ul
Digoxigenin 11-dUTP 1pl
pBAC-DNA-L6sung 38ul
Pol I-/ DNase Enzym Mix 5ul
DNA Polymerase | 1ul
Ansatzmenge 50ul
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Laborprotokoll: DNA-Markierung mittels Nick-Transla tion

1) Ansatz gut durchmischen und danach herunterfggigren

2)

3)

4)

5)

6)

7

Inkubation fir 90min bei 15°C im Thermocycler

Zugabe von weiteren 5ul Pol |-/ DNase Enzym Nt der Pipette durchmischen

Inkubation fir 15min bei 15°C im Thermocycler

Zugabe von 5ul Stop Buffer

Durchmischen (auf dem Vortex) und danach zergigren

Lagerung bei 4°C

2.2.4 Hybridisierung

Die TMA-Schnitte wurden vor der Hybridisierung gdindles Protokolls des ,Paraffin

PretreatmentReagentKit" (Vysis) behandelt.

Verwendete Materialien

Destilliertes Wasser (ci®)

Ethanol (70% / 80% / 96% )

VP 2000 PretreatmentReagent (Vysis)

VP 2000 Protease Buffer (0,01N HCL) (Vysis)

Xylol
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Laborprotokoll: Entparaffinierung und proteolytisch e Vorbehandlung

1) TMA-Schnitte 3x10min ins Xylol stellen

2) TMA-Schnitte 2x5min in Ethanol (96%) stellen

3) TMA-Schnitte 3min auf Heizplatte (48°C) lufttrockme

4) TMA-Schnitte 15min in 80°C warmer Pretreatmentlds(M/asserbad) inkubieren
5) TMA-Schnitte 2min in dHO waschen

6) TMA-Schnitte 150min in 37°C warmer ProteaseldsuMgg¢serbad) inkubieren
7) TMA-Schnitte 2min in dHO waschen

8) TMA-Schnitte 3min in Ethanol (70%) stellen

9) TMA-Schnitte 3min in Ethanol (80%) stellen

10) TMA-Schnitte 3min in Ethanol (96%) stellen

11) TMA-Schnitte 3min auf Heizplatte (48°C) lufttrockme

Die Hybridisierung wurde mit einer selbst hergdtal genspezifischen Sonde (12p12.1,
RZPD Nr.: RP11-707G18) und einer kommerziellen $oald Referenz fur das Zentromer
des Chromosoms 12 (Spectrum orange, Vysis) eingefae kommerzielle Sonde wurde
nicht in dem mitgelieferten Hybridisierungsmix véroht. Beide Sonden wurden
gemeinsam in einem Gemisch mit humaner Cot-DNA (ZAinblocken unspezifischer
Bindungsstellen / repetetiver Sequenzen) und eidghridisierungsmix (Master-Mix 1.0)
auf die TMA-Schnitte gegeben, mit diesen flr 10h& 72°C co-denaturiert und Uber
Nacht bei 37°C hybridisiert. Sowohl Denaturieruafs auchHybridisierung wurden im
Hybrite (Vysis) durchgefihrt.

Verwendete Materialien

e 20xSSC
 Cot-DNA
+ Dextransulfat

* Formamid (deionisiert)
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Laborprotokoll: Herstellen des Basis-Hybridisierungsmix

1) 5ml deionisiertes Formamid, 1,5ml 20xSSC und lgt@sulfat in ein kleines
Becherglas geben

2) bei 60°C auf dem HeizrUhrer rihren, bis sich dastf2asulfat gelést hat
3) Suspension mit HCI auf pH7 einstellen

4) mit dH,O auf 7ml auffillen

5) bei 4°C aufbewahren

Hybridisierungsmix (Master-mix 1.0)

Basis-Hybridisierungsmix 14pul
Cot-DNA 2ul
Sonden-DNA 4ul
Ansatz 20ul

Laborprotokoll: Hybridisierung

1) Hybridisierungsmix auf den TMA geben
2) Eindeckeln mit einem 24x32mm Deckglaschen
3) mit Rubbercement versiegeln

4) bei 72°C fur 10min im Hybrite denaturieren und daiber Nacht bei 37°C im
Hybrite inkubieren

Im Anschluss an die Hybridisierung wurden die TM@hS8itte stringent gewaschen, um

unspezifische Hybridisierungen zu entfernen.
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Verwendete Materialien

» 2xSSC
d deO
« NP40

Laborprotokoll: Waschen

1) TMA-Schnitte aus dem Hybrite nehmen und Rubbercénuea Deckglaschen
entfernen

2) Schnitte in Waschpuffer (2xSSC; 0,3% NP40) bei Raumperatur stellen

3) Schnitte 2min bei 72°C im Waschpuffer (2xSSC; 0]8P#0) waschen

4) Schnitte kurz in dpD waschen

5) Schnitte im Dunkeln lufttrocknen

2.2.5 Fluoreszenz-Detektion

Um madglichst deutliche Fluoreszenzsignale zu eehalivurden die Digoxigeninreste der
selbsthergestellten Sonde Uber einen Komplex venAlntikdrpern detektiert, wobei der
Tertiarantikorper fluoreszenzgekoppelt war. Hiewewrde ,Enhancer Detection Kit* von
Roche eingesetzt. Nach der Detektion wurden dieniBeh wieder im Dunkeln
luftgetrocknet und dann mit DAPI [Vectashield Moumgt Medium fir Fluoreszenz mit
DAPI; H-1200 (Vector)] und einem 24x32mm Deckgléstlein gedeckelt.
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2.3 Auswertung

Um eine schnelle Evaluierung des Arrays zu gewdtele, wurde die Ratio KRAS-
Signale / Zentromerl2-Signale in den einzelnen &zellen fur jede Gewebeprobe

zunachst geschatzt. Gewebespots mit Auffalligkeiteehr oder weniger als 2

Gensignale von KRAS bei regelrechten 2 Zentromelsopwurden genauer untersucht.
Hierzu wurden ca. 20 Zellkerne ausgezahlt, indemrKaipiezahlen fir Gen und Zentromer
bestimmt wurden. Als Amplifikation wurde das Voden von mindestens doppelt so
vielen KRAS-Signalen wie Zentromerl2-Signalen (BR#iRAS/Zenl12> 2,0) definiert.
Gewebeproben, die eine KRAS/Zentromerl2-Ratio vmer 0,0, aber unter 2,0 aufwiesen
(1,0 <Ratio KRAS/Zenl2 <2,0), wurden als ,gains“zéehnet. Alle anderen

Gewebeproben (Ratio KRAS/Zeni21,0) wurden als normal definiert.

2.4 Statistik

Um den Zusammenhang zwischen histologischem Tumo@yad des Tumors, ,Staging*
und Genamplifikationen darzustellen, wurden die piiogenz Tabellen* und der Chi-
Quadrat-Test angewandt. Fur die Feststellung vamifsééanzen wurde der P-Wert
berechnet.
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Ergebnisse

3.1 KRAS Amplifikationen in humanen Tumortypen

Mit Hilfe der Analyse des Tissue Microarray koneiee grofde Gruppe unterschiedlicher
Tumore, hoch standardisiert auf eine KRAS Amplifiga hin untersucht werden. Von den
4896 Tumor Gewebeproben des Multi-Tumor Arrays kenr8527 (72%) erfolgreich mit
der FISH analysiert werden. Bei 1369 Tumoren kokeia Resultat erhalten werden, weil
entweder der entsprechende Gewebespot auf dem Mhkef(26,5%) oder weil kein
Fluoreszenzsignal fur KRAS sichtbar war (73,5%).

Eine KRAS Amplifikation gemaR der vordefinierten @enten (siehe 2.3) wurde in 53
(1,50%) der untersuchten Tumor Gewebeproben gefuridigbei zeigten sich in der Regel
hochgradige Amplifikationen mit einer KRAS/Zentromenden Ratio vom 5,0. KRAS
Zugewinne, die nicht den Schwellenwert fir eine Aifikation erreichten (Gains) wurden
in weiteren 44 (1,25%) der Tumoren gefunden. KRABphfikationen wurden besonders
haufig in verschiedenen Lungenkarzinomen (10,7%pgéh—Karzinomen (13,4 %),
Adenokarzinomen des Osophagus (15,8%), sowie Semeino(15,3%), und Nicht
Seminomen (23,8%), detektiert. Eine ausfuhrlichngdLialler KRAS Amplifikationen auf
dem TMA ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Tumortyp n auswertbar Gain (%) Amp. (%) Normal (%)

Oropharynx
Mundboden 54 34 0 2,9 98,1
Schilddriise medullar 34 15 6,7 0 93,3

Gastrointestinal-Trakt

Magen intestinal 63 39 20,5 12,8 66,7
Magen diffus 56 28 17,9 14,3 67,8
Dinndarm 22 12 8,3 0 91,7
Anal ADCA+PECA 17 13 7,7 15,4 76,9
Colon (high grade) 40 24 4,2 0 95,8
Osophagus SQCC 60 46 2,2 0 97,8
Osophagus ADCA 60 38 0 15,8 84,2
Karziboide 40 18 5,6 0 94,4
Pulmo
Lunge PECA 59 39 2,6 7,7 89,7
Lunge ADCA 71 49 2,0 16,3 81,7
Lunge bronchioalveolar 15 9 0 11,1 88,9
Lunge grof3zellig 41 24 0 4,2 95,8
Urogenitaltrakt
Urothel 122 79 1.3 1,3 97,4
Gynéakologie
Seminom 92 59 13,6 15,3 71,1
Non Seminom 45 21 19,0 23,8 57,2
Ovar serés 63 41 0 4,9 95,1
Ovar mucos 45 32 0 3,1 96,9
Zervix PECA 63 36 0 2,8 97,2
Vulva PECA 61 38 2,6 2,6 94,8

Keimzelltumore

Teratom 61 26 11,5 7,7 80,8
Dermatologie

Haut PECA 51 30 10,0 0 90

Tab. 2: Auswertung eines Multi Tumor Array (MTA 4).
Fur diese Tabelle wurden 4896 Tumor Gewebeproben eines Multi-Tumor Arrays auf
KRAS-Amplifikationen hin ausgewertet. Die Ergebnisse fir KRAS- Gains und
Amplifikationen sind fir jeden Tumor separat in Prozent (%) angegeben. Dabei ist (n)
die Gesamtanzahl der Gewebeproben eines Tumortyps und auswertbar die von (n)

ausgehend tatsachlich auswertbare Anzahl der Gewebeproben eines Tumortyps.
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Magen diffus Ovar mucds Magen intestinal

Urothel Non Seminom Osophagus ADCA

Ovar sergs Seminom Lunge

Abb. 5: KRAS High-Level Amplifikationen
Die Abbildung zeigt High Level Amplifikationen von KRAS, die wahrend der Studie auf

dem MTA4 gefunden und fotografiert worden sind.
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Die Abbildung zeigt Photos von Spots auf dem TasMicroarray. Gut erkennen kann
man KRAS Amplifikationen, welche sich in untersailichen Kopiezahlen in den
jeweiligen Tumor Gewebeproben darstellen. In denistee Fallen sind hier
Tumorgewebearten gezeigt, in denen KRAS Amplifitiagin in >10% detektiert werden
konnten. Einzige Ausnahme stellt hierbei das UldoBwo dar. Es zeigt die einzige in

diesem Tumorgewebe gefundene KRAS Amplifikation.
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3.2 Untersuchte Tumorentitaten ohne KRAS Amplifikatione n

Tumortyp n auswertbar Tumortyp n auswertbar
Angiosarkom 7 5 Neuroblastom 51 32
Astrozytom 49 27 Neurofibrom 60 43
Basalzelladenom 37 20 NNR Adenom 21 13
Basalzellkarzinom 67 34 NNR Karzinom 8 3
Chondrosarkom 5 3 Niere chromophob 56 32
Colon low grade 56 31 Niere colibri 9 5
Colon high grade 40 24 Niere klarzellig 69 45
Desmoid 9 3 Niere papillar 31 18
Ependymom 10 6 Non-Hodgkin Lymphom 9 8
Endometrium 60 29 Oligodendrogliom 28 17
Endometrium serds 58 30 Onkozytom 62 39
Gallenblase 30 13 Ovar, Brenner 45 17
GIST 46 28 Ovar, endometroid 22 13
Granulosazelltumor Pankreas ADCA Papille 29 18
Hamangioperizytom Pankreas ADCA duktal 56 29
Hepatocellulares (HCC) Pankreas neuroendokrin 2 13
Histiozytom fibros 25 17 Paraganglion 35 21
Hodgkin Lymphom 43 29 Penis PECA 36 22
Karzinosarkom 38 18 Phaochromozytom 64 31
Larynx 57 26 Pilomatrixom 48 29
Leiomyom 27 12 Pleomorphes Adenom 73 56
Leiosarkom 28 19 Prostatakarzinom 63 31
Liposarkom 16 11 Riesenzellsehnen-

Mamma apokrin 17 11 scheidenkarzinom 40 19
Mamma duktal 62 42 Schilddrise Adenom 65 29
Mamma lobul&r 65 31 Schilddruse anaplast. 3 1
Mamma muzinds 61 39 Schilddruse folikuléar 47 23
Mamma medullér 54 27 Schilddriise medulléar 31 15
Mamma tubulér 60 29 Schilddruse papillar 54 31
Mamma phylloid 48 32 Stromasarkom 12 8
Mamma kribriforme 26 18 Schwannom 14 11
Meckelzellkarzinom 5 2 Spinaliom 63 34
Melanom (maliges) 48 32 Thymom 57 29
Mesotheliom 28 15 Warthin Tumor 57 25
Medulloblastom 4 3 Vagina PECA 22 12
Mucoepidermoid 46 31 Zervix ADCA 48 15
Naevi (benigne) 59 38 Zervix adenosquamos 3 2

Tab. 3: Tumortypen auf dem MTA4 ohne eine KRAS Amp lifikation

Es sind alle auf dem MTA 4 enthaltenen Tumorentitdten aufgefiihrt, in denen keine
KRAS- Gains oder -Amplifikation nachgewiesen werden konnten. Hierbei steht (n) fur
die Gesamtanzahl der auf dem MTA 4 enthaltenen Gewebeproben eines Tumortyps
und auswertbar fur die Anzahl der in der Auswertung tatséchlich bertcksichtigten

Gewebeproben eines Tumortyps.
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3.3 Vergleich der Haufigkeit von KRAS-Amplifikation Plattenepithel-

karzinomen und Adenokarzinomen

Insgesamt waren auf dem Multi-Tumor Array 567 Rlatfpithelkarzinome aus 12
verschiedenen Tumortypen und 1083 Adenokarzinorse2awerschiedenen Tumortypen
vorhanden. Eine KRAS Amplifikation zeigte sich in1% von 332 auswertbaren
Plattenepithelkarzinomen und in 4,4% von 612 aud&een Adenokarzinomen (p=
0,0585).

Dabei schwankte die Rate der Amplifiaktion in déatte@nepithelkarzinomen zwischen 2,6
(Vulvakarzinom) und 10% (Analkarzinom) sowie in d&édenokarzinomen zwischen 3,1
(muzinéses Ovarialkarzinom) und 18,3% (AnalkarziepmAlle Ergebnisse sind in

Tabelle 4 zusammen gefasst.

Diese zeigt, dass bei Adeno- sowie auch bei Plgpidmelkarzinomen KRAS Gains /
Amplifikationen nicht generell vorhanden sind, semd nur in bestimmten Tumortypen
auftreten. Hierbei zeigt sich die deutlich hoheremplifikationsraten von KRAS in

Adenokarzinomen (>10%) gegenuber den Plattenegdahghomen (<10%). Insgesamt
kommen KRAS Amplifikationen in Adenokarzinomen, taAuswertung, mit 4,4 Prozent
ungefahr doppelt so haufig vor, wie in Plattenegdkbrzinomen 2,1%. Von den 944
auswertbaren Gewebespots entfallen 612 auf Adenokenen und 332 auf
Plattenepithelkarzinomen. Damit ist die Anzahl dmrswertbaren Adenokarzinomen
gegenuber den Plattenepithelkarzinomen ungefahpedoso hoch. Die prozentuale

Anzahl der Gains unterscheidet sich hingegen mcheinander.
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Tumortyp

Mundboden
Osophagus SQCC
Lunge PECA
Zervix PECA
Vulva PECA
Haut PECA
Anal PECA
Larynx
Mesotheliom
Penis PECA
Vagina PECA

Spinaliom

Gesamt PECA

Magen intestinal
Magen diffus
Dinndarm

Colon (high grade)
Osophagus ADCA
Lunge ADCA
Ovar seros

Ovar mucés

Anal ADCA

Colon low grade

Endometrium gesamt* *

Gallenblase
Mamma gesamt*
Pankreas gesamt*
Prostatakarzinom
Zervix ADCA

Gesamt ADCA

n auswertbar Gain (%)

Plattenepithelkarzinome

54 34 0
60 46 2,2
59 39 2,6
63 36 0
61 38 2,6
51 30 10,0
13 10 10
57 26 0
28 15 0
36 22 0
22 12 0
63 34 0
567 332 2,1

Adenokarzinome

63 39 20,5
56 28 17,9
22 12 8,3
40 24 4,2
60 38 0
71 49 2,0
63 41 0
45 32 0
4 3 0
56 31 0
118 59 0
30 13 0
259 150
85 47
63 31 0
48 15 0
1083 612 2,1

Amp. (%)

2,9

7,7
2,8
2,6

© o o © o

2,1

12,8
14,3

15,8
16,3
4,9
3,1
18,3

o

o o © o

4,4

Normal (%)

98,1
97,8
89,7
97,2
94,8
90
80
100
100
100
100
100

66,7
67,8
91,7
95,8
84,2
81,7
95,1
96,9
82,7
100
100
100
100
100
100
100
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Tab. 4:

Vergleich der Haufigkeit von KRAS Amplifik ationen bei Adeno- versus
Plattenepithelkarzinomen auf dem MTA4

Die Tabelle zeigt den Verglich von Plattenepithel- und Adenokarzinomen auf Basis
des MTAA4. In der Tabelle sind alle Tumorentitaten, die auf dem untersuchten MTA4
vorkommen und entweder Plattenepithel oder Adenokarzinomen zugeordnet werden
kénnen aufgefuhrt. Dabei steht (n) fur die Gesamtanzahl der Gewebeproben eines
Tumortyps und auswertbar fir die von (n) ausgehend tatséchlich auswertbare Anzahl
der Gewebeproben eines Tumortyps. Die  Anzahl von KRAS- Gains und
Amplifikationen ist in % angegeben. Endometrium gesamt*’: serés, endometroid.
Mamma gesamt**: apokrin, duktal, apokrin, mucinds und meduldr. Pankreas
gesamt*>; ADCA Papille und duktal.
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Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde die Haufigkeit VKRAS Amplifikationen in 98
unterschiedliche Tumortypen untersucht. Insgesas27 3Tumoren konnten im Gewebe
Microarray (TMA) — Format erfolgreich auf eine Anffdation des KRAS Lokus hin
analysiert werden. Damit stellt diese Studie dghér umfassendste Analyse von KRAS

Amplifikationen in humanen Tumoren dar.

Die Ergebnisse der Studie erlauben es, eine ListeTdmoren hinsichtlich der KRAS-
Amplifikationshaufigkeit aufzustellen. Es zeigteclsi dass KRAS-Amplifikationen
besonders haufig in nicht-semindsen Keimzelltumdiz$,8%), Adenokarzinomen der
Lunge (16%) und des Osophagus (16%), Analkarzimofi&%), Seminomen (15%),
Magentumoren (diffus 14%, intestinal 13%) sowiébionchioalveolaren Karzinomen der

Lunge (11%), auftreten.

Bisher sind in der Literatur nur vergleichsweisenige Daten zu KRAS-Amplifikationen
vorhanden. Eine Pubmed-Suche (Stand November 2@d®achte nur 27 publizierte
Studien, die den KRAS-Amplifikationsstatus mit \a@redenen Methoden untersucht
haben. ErwartungsgemaR ergab sich die beste Ubtin@inung zwischen den eigenen
Ergebnissen und den publizierten Studien fur dgH-Methode. In der Literatur wird die
hochste Amplifikationsrate in Seminomen und Nicktyhomen 10-54% [43-52]
beschrieben, gefolgt von Adenokarzinomen der Lury@3% [41; 53-55]. Diese
Tumortypen hatten auch in der vorliegenden Untdrsng die héchste Amplifikationsrate.
Eine weitere FISH Studie, die 3% Amplifikation anudMibodenkarzinomen fand [56],

stimmt exakt mit der vorliegenden Studie Uberein.

Eine nur geringfliigig weniger gute Ubereinstimmungite sich bei PCR-Studien. Z.B.
fanden Corso et al KRAS Amplifikationen in 18% déagentumoren und Mc Intrye et al.
in 37% der Keimzelltumoren, im Vergleich zu 13% bA-24% in der aktuellen Studie
[52; 57]. Auch bei den ADCA des Osophagus wichea don Miller mittels PCR
gefundenen 10% KRAS- Amplifikationen von unserntetét FISH gefundenen 16% leicht
ab [58]. Diese Unterschiede sind mit hoher Wahrnsticbkeit auf die Methodik und
Definition von Schwellenwerten zurtckzufuhren. lesbndere werden in PCR-Studien oft
unterschiedlichste Referenz-Gene auf anderen Clvomen verwendet, um z.B.

basierend auf der Ratio des Test- zum Referenze@enAmplifikation zu definieren. Bei
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einem Schwellenwert von Ratio Test: Referet2z0 zu Definition einer Amplifikation
konnen bereits kleinere Ploidie-Effekte (wie z.lR Werdopplung eines Chromosoms 12)
zu einem erh6hten Messwert fuhren, der jedoch rspbrifisch fir die KRAS-Kopiezahl
ist. In der FISH-Analyse wird das Centromer desoGitosoms 12 als Referenz benutzt, so

dass solche Effekte nicht mit gemessen werden.

Obwohl auch die (Array-) CGH genau wie die PCRi&gté DNA misst, ist durch die
Ubersicht tiber alle Chromosomen eine bessere Eitmahg der Kopiezahlveranderung
maoglich. So kdnnen kleine, definierte Zugewinne Bereich des KRAS-Genes als
Amplifikationen gedeutet und von gréReren Zugewmrganzer Chromosomen oder
Chromosomenarmen abgegrenzt werden. Dies zeigt aioth im Vergleich der
publizierten CGH-Daten mit den eigenen FISH-Dat&hgesehen von einer Studie, die
18% KRAS-Amplifikationen in Gastrointestinalen Stratumoren zeigt [57], rangieren
auch bei den CGH-Analysen die Seminome/nicht-Seméand die Adenokarzinome der
Lunge an erster Stelle der KRAS-amplifizierten Twemo [43; 52; 55]. Eine
Zusammenfassung aller bisher publizierten StudigrKRAS-Amplifikation in humanen

Tumoren ist in Tabelle 5 gezeigt.
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Tumortyp | Amplifikation | Fallzahl Autor Methode PMID
[%]
Lunge gesamt 2,2 1516 Waschow, M. FISH N.P.
7,0 100 Wagner, PL. FISH 19762526
13,3 166 Modrek, B. FISH 19671679
12 34 Boelens, MC. aCGH 19324446
Magen gesamt 4,7 86 Mita, H. DGS 19545448
17,5 63 Corso, G. PCR 20937558
100 1 Vasko,R. Gene Scanning| 20438546
10,5 19 Peng, DF. CGH 14595756
4,0 58 Sakakura,C. CGH 10092127
Osophagus 10,3 87 Miller, CT PCR, S. Bolt 14581353
ADCA 3,3 30 Riegman, HP. CGH 11306503
Stammzell- 8,0 55 Roelofs, H. FISH, CGH 11021820
tumore 87 (i12p) 23 Sung, MT. FISH 18162782
45,5 (i12p) 202 Roudrigues, E. Zytogenetisch 7512366
54 11 Kernek, KM FISH 15167939
17,8 45 Zafarana, G. FISH 11912161
11,3 53 Bussey, KJ. FISH 11369053
100 6 Gisselsson, D. FISH 9790500
10,3 58 Henegariu, MD. FISH 9725767
75 (i12p) 4 Blough, RI. FISH 9688184
36,5 63 MC Intrye, A. PCR 16354586
Teratom 83 (i12p) 6 Poulus, C FISH 16547466
Niere, klarzelliges 16,6 36 Kozma, L Dotblot 9022137
ADCA Hybridisierung
GIST 18,2 22 Astolfi,A. Affymetrix U133, 20548289
SNP 6.0
Orale 34 29 Sheu, JJC. FISH 19276369
Plattenepithel-
Karzinome
Pankreas 4,2 72 Chen, S. CGH 18836286
(Zelllinien) 32 25 Gysin, S. CGH 15929091
40 15 Heidenblad, M. FISH, CGH 11979555
Adnexen 31,6 19 Snijders, AM. CGH 12833150
Tab. 5: Literaturrecherche zu KRAS Amplifikationen in verschiedenen Tumortypen

Studien in denen KRAS-Amplifikationen in verschiedenen Tumortypen gefunden
worden sind. Hierzu wurde eine Pubmed. Recherche durchgefiihrt. Die Studien
wurden aufgeschlisselt nach Tumortyp, Anzahl der untersuchten Félle, KRAS-
Amplifikation in Prozent, Autor und verwendete Methode. Dabei steht NP fiir nicht
publiziert [43-69].
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Eigene Daten Literatur Daten nach Methodik und Prozent ( %)
FISH (%) FISH CGH/aCGH PCR Southern Blot
Keimzelltumore 15- 24 8-54 8 36 -
Lungen ADCA 16 2-13 12 12 -
Osophagus 16 - 3 10 -
ADCA
Analkarzinom 15 - - - -
Magenkarzinom 13 - 4-10 18 -
Lunge BACA 11 - - - -
Mundboden 3 3 - - -
PECA
Niere, CADCA - - - - 16
Pankreas - 40 4-32 - -
(zelllinie)
Adnexen - - 32 - -
GIST - - 19 - -
Tab. 6: Vergleich Ergebnisse eigene Studie mit der  Literaturrecherche

Diese Tabelle zeigt einen Vergleich von unseren mittels FISH Analyse gefunden
Daten mit allen in der Pubmed Recherche gefundenen Ergebnissen. Zum Vergleich
wurden nur diejenigen Tumortypen aus unserer Studie heran gezogen, bei denen
entweder die KRAS Amplifikationsrate >10% war oder aber eine andere Studie
ebenfalls KRAS Amplifikationen im selben Tumortyp gefunden hat. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurden die Ergebnisse der anderen Studien nach der verwendeten

Methodik aufgeschlisselt. BACA*!: Bornchioalveolares Karzinom.
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Obwohl die ,Reihenfolge” der KRAS-amplifizierten moren der vorliegenden Studie gut
mit der Literatur Ubereinstimmt (Tab. 6), fallewtadem teils erhebliche Unterschiede in
der absoluten Anzahl der Amplifikationen auf. DieBeskrepanzen sind besonders
augenfallig bei den Seminomen. In einigen Studienden bis zu 80% ,Amplifikationen*

gefunden (Tab. 5). Diese hohen Werte reflektiesglog¢h vielleicht weniger tatséachliche
Unterschiede zwischen den Studien, sonder spiegbler eine Besonderheit von
Chromosom 12p bei diesem Tumortyp wieder. Typisdn Keimzelltumoren sind

Isochromosomen 12p (i12p), die dadurch entstehexss dder lange (g-Arm) des
Chromosoms abbricht und der wahrend der Mitoseogrelte kurze (p-Arm) nicht in die

Tochterzelle wandert, sondern den Platz des feblengdArms einnimmt. Auf diese Weise
entsteht das Isochromosom mit 2 p-Armen. Je nadBnid¢hode kann diese Verdopplung

dann leicht als ,Amplifikation“ von Genen auf demApm fehlinterpretiert werden [63].

Neben den bereits bekannten Tumortypen mit KRAS-iikationen zeigt unsere Studie
aber auch neue Tumortypen auf, die zumindest ineffidlen Amplifikationen von KRAS
haben kdnnen. Dazu zahlen Ovarialkarzinome, Analkame, Tumore der Haut, Zervix-

und Vulvatumore.

Umgekehrt ist aber auch anzumerken, dass der fhledachweis einer KRAS
Amplifikation in einzelnen Tumortypen kein Beweiafdr ist, dass es tatsachlich niemals
zu dieser Veranderung kommt. Mit durchschnittli€h4® Tumorproben je Tumortyp auf
dem TMA kdnnen theoretisch nur solche Tumortypen,liRAS-Amplifizierer* gefunden
werden, die rein statistisch gesehen mindestensa éd%-KRAS Amplifikationen
aufweisen. Aufgrund der kleinen Fallzahl ist auathhzu erwarten, dass die Ergebnisse in
einzelnen Tumortypen uneingeschrankt reprasengatt. Die Annahme bestatigt sich im
Vergleich mit der von Waschow durchgefuhrten StuzlieLungentumoren in unserem
Labor, welche unsere und andere in der Literatuttels FISH, gefundenen Ergebnisse
[53] erheblich nach unten korrigiert, obwohl diésel FISH —-Sonde und dasselbe
Laborprotokoll benutzt wurde. Die Grinde fir diewdchung kbénnen zum einen in
Interobserver-Varianzen liegen (beide Studien warden unterschiedlichen Personen
ausgewertet), oder in der Verteilung der Tumoreh dgen TMAs. So sind auf dem
Multitumorarray tendenziell mehr grof3e, fortgestterie Tumoren reprasentiert als auf
dem speziellen Lungenarray, der aus konsekutivenofen hergestellt worden ist. Unter
der Annahme, dass KRAS-Amplifikation, wie typischerse alle anderen Gen-
Amplifikationen auch [43; 70] haufiger bei entdié@zierten und fortgeschrittenen
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Tumoren zu finden sind, verwundert die hohere Rafedem MTA nicht. Wenn aber auch
die absolute Anzahl und Haufigkeit der KRAS-Amgiddtionen auf dem MTA nicht
unbedingt repréasentativ fur konsekutive Tumorkdlek ist, so liegt die Starke dieser

Analyse doch in der Vergleichbarkeit der Tumortyples Arrays untereinander.

Dieser Aspekt wird auch an einer weiteren Beobamhtdeutlich. So deutet erst die
kombinierte Analyse aller Tumortypen darauf hingsfl&RAS-Amplifikationen vielleicht
haufig in Adenokarzinomen (ADCA) verschiedensterkdaft auftreten konnten.

Insgesamt fanden sich in 4,4% (27/612) der ADCA um@,1% (7/332) der PECA in
unserer Studie KRAS- Amplifikationen. Obwohl diessrterschied statistisch knapp nicht
signifikant ist (p=0.059) stellt er doch einen mae&santen Trend dar.

Zumindest im Osophagus-Karzinom konnten wir eingniikanten Zusammenhang (p=
0,0015) feststellen. So fanden sich im ADCA despbsgus in 15,8% (6/38) gegeniiber
0% (0/46) in PECA. In diesem Tumortyp entstehen RAmplifikationen besonders
haufig bereits im Barett- Osophagus [58], welchdt ADCA assoziiert ist. Dieser
Zusammenhang bedeutet aber nicht zwingend, daiss BECA des Osophagus generell

keine KRAS- Amplifikationen gibt, sie treten vialtat nur viel seltener auf.

Eine ahnliche Situation ist bereits fur HER2 bekar8o wird in 16% der ADCA des
Osophagus eine Uberexpression dieses Gens besshrigbhingegen sie nur in 5% der
PECA auftritt [71]. Diese Beobachtung setzt sicheriberschiedene weitere humane
Tumortypen fort. So treten HER2- Amplifikationen i b&5-20% aller untersuchten
Magenkarzinomen auf [72; 73] und Uberwiegen auttADCA der Lunge (35-47%)
gegeniber den PECA (1-40%) [74-76]. Am héaufigstemden HER2 Amplifikationen in
20-25% der Mamakarzinomen, einem ebenfalls pharsuiypn ADCA, gefunden [77].

Ein moglicher Zusammenhang zwischen KRAS und ADCitdvindirekt auch dadurch
untermauert, dass RAS-Mutationen in verschiedenendrtypen, wie z.B. in Tumore des
Osophagus, des Gastrointestinaltraktes oder dege. imdufiger in ADCA als in PECA
auftreten [78-80]. Insbesondere ADCA des Osophageisen in > 30% eine RAS-
Mutationen auf [78], wahrend sie gar nicht oder musehr geringer Anzahl im PECA
detektiert wurden [79]. Auch in humanen Lungentuemoiwo die haufigsten detektierten

Mutationen am Codon 12 und weniger an den Codonant361 vorkommen, werden
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KRAS- Mutationen in 7-30% der ADCA und damit hasfigals in PECA ca.16%
gefunden [81-82].

Obwohl die Moglichkeit, einer funktionellen Relewvavon KRAS Amplifikationen ahnlich
den KRAS Mutationen besteht, gibt es hierzu bist jetir ungentigende Daten. Allgemein
bekannt ist, dass Amplifikationen und Mutationennv&(RAS zu den haufigsten
Veranderungen im Zell-Zyklus regulatorischer Sigrede gehoren (Abb. 5). Wahrend fur
KRAS- Mutationen die onkogene Aktivierung in zaidheen Studien belegt ist [84; 85],
haben sich nur wenige Studien mit den Konsequereiear KRAS- Amplifikation
beschaftigt. Insbesondere ist unklar, ob diese Kikglionen dieselben molekularen

Effekte auslosen wie aktivierende Mutationen.
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Abb. 5: Signalwege, welche im Zellzyklus eine Roll e spielen.
Die Abbildung zeigt Signalwege, welche im Zellzyklus eine Rolle spielen. Weiter zeigt
sie prozentuale Haufigkeiten mit denen einzelne regulatorische Gene entweder lhre
Heterozygotie verlieren oder aber mutiert, deletiert, oder amplifiziert oder werden.
Onkogene sind dabei rot oder rosa und Tumorsuppressorgene in verschiedenen
Blautdnen dargestellt. Je dunkler die Farbe desto héaufiger wurden genetische
Veranderungen in diesem Gen in verschiedenen Tumortypen gefunden. Der
Prozentsatz und die Art der genetischen Veranderung sind unter jedem Gen

angegeben. Abbildung ibernommen von Ding, et al.2008 [84].

Modrek et al. konnten in diesem Zusammenhang naskwe dass KRAS-
Amplifikationen mit einem erhéhten mRNA Level kdreeen [54]. Ding et al. fanden,
dass High-Level KRAS- Amplifikationen h&ufig mit K¥S- Mutationen zusammen

auftreten [83].

Merlo erklart dieses Phanomen dadurch, dass inmedachsenden Tumor eine Art
evolutionarer Prozess auf Mikroebene [86] wirkteg§sr Prozess Ubt einen Selektionsdruck
auf jede neue Mutationen aus. Somit werden vod#gh Mutationen innerhalb der

Population verbreitet. Allerdings konnen auch sonagmte neutrale (passanger)
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Mutationen weiter verbreitet werden, wenn sie sisgheinem Gen befinden, welches unter
einem positiven Selektionsdruck steht. Somit komrdech Gains oder Amplifikationen
eine Aktivierung von mutiertem KRAS verursachen,b@iodie KRAS Mutation selbst
neutral ist. Dieses fuhrt zu der Annahme, dass KRM8tationen und KRAS
Amplifikationen unabhangig voneinander auftretenl wiass die KRAS Aktivierung von
beiden Seiten ausgeltst werden kann. Der Grundnvaroe KRAS Amplifikation haufig
mit einer KRAS Mutation gefunden wird liegt dannrida dass Gains im Tumor einem
positiven Selektionsdruck unterliegen, und dieserumoren mit mutiertem KRAS starker
wirkt [54].

Bisher ist jedoch nicht bekannt, ob KRAS- Amplifikenen zu einer Resistenz gegen
Thyrosin- Inhibitoren fuhren, wie es von KRAS- Miit@en bekannt ist [87]. Eine Studie
von Cepero et al. zeigt allerdings, dass KRAS- Afikaltionen eine wichtige Rolle bei der
Resistenz von Tumorzellen gegen spezifische METhibltoren [88] spielen. Es ware
somit denkbar, dass KRAS- Amplifikationen nicht rgi der Resistenz gegen MET-
Inhibitoren, sondern auch bei einer Resistenz gegesm Anti-EGFR Therapie eine Rolle
spielen. Bisher hat die Anti-EGFR Therapie nur dieem kleinen Teil der Patienten mit
Lungen- und Kolon-Karzinomen einen positiven Effekiumindest bei Lungen-

Karzinomen wére es denkbar, dass KRAS- Amplifikagio zu einer Resistenzbildung
beitragen kénnen. Wenn das stimmt, konnte ein &aStKRAS- Amplifikation helfen,

Patienten mit geringerem Therapieerfolg bei eineti-EGFR Therapie zu selektieren.
Diese Patienten kénnen dann gleich mit anderensi@rwirkungsvolleren Methoden

therapiert werden.

Auch fir andere Tumore, bei denen eine Anti-EGHRrapie angewandt oder diskutiert
wird, wie z.B. Osophagus-, Magens-, Mundboden ad@gentumoren [89], konnten wir
in unserer Studie KRAS Amplifikationen nachweisémtersuchungen tber das Anti-

EGFR Therapieansprechen in diesen Tumortypensbhebnicht bekannt.

In dieser Arbeit wurde die Tissue Microarray- Tealogie (TMA) eingesetzt um 3527
unterschiedliche Tumore vergleichend auf eine KRABwlifikation hin zu untersuchen.
Mit Hilfe des TMA ist es mdglich diese grol3e Anzakinzelner Gewebeproben
gleichzeitig und mit identischen Reagenzien zulysmeren. Hierdurch lasst sich eine
hervorragende Standardisierung der Analyse ermeichéariablen, welche bei der
Wiederholung eines Experiments z.B. durch wiederin@rgestellte Sonden auftreten
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kénnen, werden beim TMA vermieden. Dieser Aspektds allem deshalb wichtig, weil
es fur viele Onkogene noch keine industriellen ®ongibt. Jede Sonde muss deshalb im
Labor selbststandig hergestellt werden, wobei dimlifat nicht immer gleich bleibend
garantiert werden kann. Weiter konnen alle Schritten der Herstellung der Sonde, tber
die Hybridsierung auf dem Tumorgewebe bis hin zunusz&hlen unter dem
Fluoreszenzmikroskopie von einer einzigen Persachdefihrt werden. Somit kdnnen
Variationen z.B. beim Auszéhlen, welche aufgrunch voehreren beteiligten Personen
entstehen kdnnen, vermieden werden. Beim klassis@nel3schnittverfahren kénnen nur
wenige durchgehende Objekttrdger pro Tag behandetrden, wodurch eine
Standardisierung wie sie in unserer Studie errerdid, unmoglich ist. Indem wird eine
viel grof3ere Menge an Sonden verbraucht, was dektdi Vergleichbarkeit der Analysen
erschweren kann, wenn es zu Schwankungen in ddit@uanzelner Reagenzien kommt.
Mit Hilfe der von uns verwendeten TMA Technik, lasssich standardisiert eine grol3e
Anzahl unterschiedlicher Tumortypen gleichzeitigalgsieren. Dadurch koénnen die
Kosten der Analyse gesenkt werden. Sollte sich @itesfiihrenden Studien bestatigen,
dass Amplifikationen in Form von Gains oder Amgd#iionen unabhangig von KRAS
Mutationen in frihen Phasen der Tumorentstehungredeh konnten sie in den
Mittelpunkt der Diagnostik ricken. Mit der von ugsnutzten TMA Technik kdnnten dann
eine grof3e Anzahl an Gewebeproben schnell, hoctuatdisiert und kostenglnstig auf
KRAS Amplifikationen hin untersucht werden. Das hten dabei helfen Krebs in einer
Vorstufe oder in einem frithen Stadium zu diagnesten. Damit kénnten mehr Menschen

kurativ therapiert werden und so die Mortalitatsig¢senkt werden.
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Zusammenfassung

Amplifikationen des KRAS Onkogens sind wiederhaitaginigen humanen Tumortypen
wie z.B. Lungenkarzinom, Magenkarzinom, Osophaguskam, Stammzelltumore,
Teratome, Nierenzellkarzinome und Mundbodenkarzemreschrieben worden. Jedoch
schwanken die Amplifikationsraten in den einzelis¢adien stark. Ziel dieser Studie war
es, mittels Fluoreszenz in Situ Hybridisierung imeen Kollektiv von utber 4800
Gewebeproben von 100 verschiedenen humanen Tureartgie Haufigkeit von KRAS-
Amplifikationen zu bestimmen. Ein Ergebnis konn@n\v3527 Gewebeproben erhalten
werden. Eine KRAS Amplifikation wurde in 53 (1,5%)er untersuchten
Tumorgewebeproben gefunden. Sie wurden besondearfighén Lungenkarzinomen
(10,7%), Magenkarzinomen (13,4%), Adenokarzinomees dOsophagus (15,8%),
Seminomen (15,3%) sowie im Nicht-Seminomen (23,8&igktiert. Insgesamt zeigten 74
der untersuchten Tumortypen keine KRAS Amplifikatidcin Vergleich zwischen 332
Plattenepithelkarzinomen aus 12 verschiedenen Twypenr und 612 Adenokarzinomen
aus 22 verschiedenen Tumortypen zeigte einen miarkadnterschied in der KRAS
Amplifikationsrate. So war KRAS in den Adenokarzimen etwa doppelt so haufig (4,4%)

amplifiziert wie in den Plattenepithelkarzinomenl@®:; p= 0,0585%).

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass KRAS #kgilonen in etwa der Halfte der
humanen Tumortypen zumindest in einzelnen Fallelkoromen konnen. Sie sind etwa
doppelt so haufig in Adenokarzinomen wie in Pladf@thelkarzinomen. Aus der Literatur
geht hervor, dass auch aktivierende KRAS Mutatianshesondere in Adenokarzinomen
auftreten. Bisher ist nicht bekannt ob KRAS Amgkfiionen eine Resistenz gegen
Anti-EGFR Therapien verursachen konnten. Ware dieder Fall demonstrieren die
Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass vor allerden Tumortypen mit haufiger
KRAS-Amplifikation ein FISH Test auf KRAS Amplifiklonen vor dem Beginn der
Therapie hilfreich sein kdnnte um die Ansprechwelhemlichkeit auf die Behandlung
vorhersagen zu konnen. Diese Studie ist ein wait&eispiel fur die hohe Potenz der
Gewebemikroarraytechnologie um potentiell klinisoflevante Genveranderungen in

humanen Tumoren umfassend zu untersuchen.
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Abktrzungen

aCGH array-Komparativer Genomischer Hybridisierung
ADCA Adenocarcinom

BAC Bacteria

BACA Bronchioalveolares Karzinom

ca. circa

CFS commom fragile sites

DHFR Dihydrofolat reduktase

dkfz Deutsches Krebsforschungszentrum
DM Double-minute

EGFR epidermal growth factor receptor

et al. Lat. et alii, und andere

FISH Fluoreszenz in-situ Hybridisierung
GAP GTPase aktivierenedes Protein
GDP Guanosindiphosphat

GEF Guanin exchange factor

GTP Guanosintriphosphat

HER Herceptin

HSR homogeneously staining regiones
kb Kilobasen

KRAS Kirsten rat sarcoma

MAP-Kinas¢ Mitogen-aktivierten-Proteinkinase
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ml

mm

MTA 4

MTX
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NSCLC

NTP

PCR

PECA

Pol |

RAF

Rpm

RTK

SSC

SNP 6.0

TMA

TTP

UKE

UTP
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Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Multi Tumor Array 4

Methotrexat

nicht publiziert

Non-small-cell lung cancer
Nukleosidtriphosphate
Polimerase chain reaction
Plattenepithelkarzinom

DNA Polymerase |

rapidly growingfibrosarcoma
Rounds per minute

Rezeptor Thyrosin Kinasen
Sodium Chloride-Sodium Phosph&f@T A Buffel
Single nucleotide polymorphism 6.0

Tissue Micro Array
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Universitatsklinikums Eppendorf
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