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1 Einleitung

Sarkome sind eine seltene heterogene Gruppe von tber 100 unterschiedlichen
malignen Tumorarten die nach ihrem primaren Entstehungsort in Knochen- und
Weichgewebssarkome unterteilt werden kdnnen.

Zu den Knochensarkomen zahlen das Osteosarkom, das Ewing Sarkom, das
Chondrosarkom, der maligne Riesenzelltumor und das maligne Adamantinom.
Die Weichteilsarkome sind eine inhomogene Gruppe maligner Tumore
neuroektodermalen und mesenchymalen Ursprungs. Die histologische
Typisierung der Weichgewebstumore erfolgt gemaB phanotypischer
Differenzierungsmerkmale des jeweils vorherrschenden Zelltyps nach der
WHO-Klassifikation [66].

Die Inzidenz betragt 2-3 Neuerkrankungen je 10000 Einwohner, das heift,
dass in der Bundesrepublik Deutschland jahrlich circa 2000-3000
Weichgewebssarkome neu diagnostiziert werden, mit zunehmender Tendenz
[72]. Damit machen sie nahezu 1% aller Malignome im Erwachsenenalter aus,
wobei Manner etwas haufiger als Frauen betroffen sind (bevorzugt vom 45. bis
55. Lebensjahr) [15].

Der Sarkomanteil an den kindlichen (<15 Jahren) Malignomen liegt bei circa 7%
[1].

Haufigsten Primarlokalisationen sind neben der unteren Extremitat mit circa
40%, der Kdérperstamm einschlieBlich Retroperitoneum mit circa 30%. Auf die
obere Extremitat entfallen 20% und mit etwa 10% ist die Hals- und Kopfregion
am seltensten betroffen [1].

Das haufigste Symptom ist eine Uber lange Zeit bestehende schmerzlose
Raumforderung [54]. Die oligosymptomatische Prasentation sowie die
Entstehung der Tumore in Kdrperregion, an denen eine Raumforderung erst
spat bemerkt wird, fihrt dazu, dass sich die Patienten haufig erst mit lokal
fortgeschrittenen Tumorstadien vorstellen. Entsprechend muss auch mit einer
Metastasierungsrate von rund 25% bei Erstdiagnosestellung gerechnet werden.
Die hamatogene Metastasierung steht dabei im Vordergrund. Vornehmlich
befallen ist die Lunge, die bei Uber 70% der Patienten betroffen ist. Weitere
Zielorgane sind die Leber und seltener das  Skelettsystem.
Lymphknotenmetastasen werden nur selten beobachtet [67].



Die 5-Jahres—Uberlebensrate liegt insgesamt zwischen 50% und 60% [72], die
schlechteste Prognose haben die malignen Sarkome mit myogener
Differenzierung. Die haufigste Todesursache ist hierbei die Ausbildung von
Metastasen und deren Folgen. In seltenen Fallen ist ein unkontrolliertes lokales
Wachstum im Sinne von immer wiederkehrenden Lokalrezidiven fir den Tod
verantwortlich. Dies gilt insbesondere fir Weichteilsarkome am Hals und Kopf,
sowie im Retroperitoneum und viszeralen Raum [54].

1.1 Histologische Entitdten

Nachfolgend sind die wichtigsten Weichteilsarkome aufgefihrt:
Maligne Tumore lipoiden Ursprungs

e hochdifferenziertes / atypisches Liposarkom

e rundzelliges / myxoides Liposarkom

e pleomorphes Liposarkom

e gemischtes Liposarkom
Fibroblastische Tumore

e erwachsenen Fibrosarkom

e myxoides Fibrosarkom

e |ow grade Fibrosarkom

e sklerosierendes epitheloides Fibrosarkom
Fibrohistiocytare Tumore

e pleomorphes Sarkom (NOS = not otherwise specified) - friiher

bezeichnet als malignes fibréses Histiozytom (MFH)

Tumor myogenen Ursprungs

e Leiomyosarkom
Tumore der Skelettmuskulatur

e embryonales/fetales Rhabdomyosarkom

e alveolares Rhabdomyosarkom

e pleomorphes Rhabdomyosarkom
Vasculéare Tumore

e epitheloidzelliges Haemangioendotheliom

e Angiosarkom (inklusive Kaposi-Sarkom)
Synoviale Tumore



e maligner tendosynovialer Riesenzelltumor
Neuroektodermale Tumore

e maligner peripherer Nervenscheidentumor (MPNST)

e Neuroblastom (inclusieve Ganglioneuroblastom)

e primitiver neuroektodermaler Tumor (PNET)
Tumour of uncertain Differenziation

e Synovialsarkom

e epitheloidzelliges Sarkom

e Kilarzelltumor des Weichgewebes

e extraskelettales Chondrosarkom (gut differenziert / myxoid /

mesenchymal / undifferenziert)

e desmoplastischer Rundzelltumor

Die Abbildung 1 zeigt die Haufigkeit und Altersverteilung der klinisch relevanten

Sarkomentitaten [19].
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Die am héaufigsten vorkommenden Weichteilsarkome des Erwachsenen sind
Liposarkome (20%) und pleomorphe Sarkome (20%). Mit einer Haufigkeit von
jeweils 10% werden Leiomyosarkome (LMS), Rhabdomyosarkome und
Fibrosarkome diagnostiziert. (Abbildung 1, Seite 4).

Das haufigste juvenile Weichteilsarkom ist das Rhabdomyosarkom, welches

etwa 10% ausmacht.

1.2 Tyrosinkinase-Rezeptoren

Die Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren beinhaltet die vier eng miteinander
verwandten Proteine EGFR (Synonym HER1), HER2 (Synonym HER2 / neu / c-
erbB2), HER3 (Synonym ErbB3) und HER4 (Synonym ErbB4) [53]. Dabei steht
HER far human epidermal growth receptor. Es handelt sich um
membransténdige Rezeptoren mit einem einheitlichen Aufbau. Sie bestehen
aus einer extrazellularen Ligandenbindungsdoméne, einer einfachen
transmembranésen Doméane und einer zytoplasmatischen Tyrosinkinaseeinheit.
Die Bindung spezifischer Liganden (epidermal growth factor (EGF),
transforming growth factor (TGFalpha), amphiregulin, heparin-binding EGF-like
growth factor, betacellulin und epiregulin) an die extrazellulare Bindungsstelle
kann in Abhangigkeit vom Reiz zu einer Homomerisierung (EGFR—-EGFR) oder
zu einer Heteromerisierung (EGFR-HER2) des Rezeptors flihren. Diese
Rezeptorvereinigung bewirkt eine gréBere Stabilitdt des Liganden-
Rezeptorkomplexes [53].

In Folge wird Uber die Tyrosinkinaseaktivierung die Phosphorylierung von
Tyrosinresten der intrazellular gelegenen Effektormolekile in Gang gesetzt, und
es beginnt ein komplexer Signaltransduktionsprozess. Beeinflusst wird damit
vor allem die DNA-Transkription, die Proteinbiosynthese und damit
schlussendlich das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung [38, 53]. Die
folgende Abbildung zeigt beispielhaft flr die Tyrosinkinaserezeptorfamilie den
EGF-Rezeptor.



CEE1

Transmembranose Einheit

Intrazellulare Tyrosinkinaseeinheit

Abbildung 2 Schematische Darstellung des EGF-Rezeptors
Der Rezeptor ist aus jeweils zwei cysteinreichen extrazellularen Einheiten (CEE 1 und 2), einer

transmembrandsen Einheit und einer intrazelluldren Tyrosinkinaseeinheit (TK) aufgebaut.

1.3 EGFR (HER1)

Der EGF—-Rezeptor kann durch bisher sechs verschiede bekannte Liganden
aktiviert werden: epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor
(TGFalpha), amphiregulin, heparin-binding EGF-like growth factor, betacellulin
und epiregulin [53].

Durch seine Funktion als Signalgeber fir Wachstum und Zelldifferenzierung
und insbesondere als Therapieziel fir die Krebstherapie ist er seit jingster Zeit
in den Mittelpunkt der Forschung geriickt. Zahlreiche Studien zeigen, dass in
einer Vielzahl von Tumorentitdten der EGF—Rezeptor in unterschiedlich groBer
Haufigkeit Gberexprimiert wird, was den Schluss nahe legte, dass er eine Rolle
bei der Krebsentstehung spielen kénnte [68]. Durch in jingster Zeit entwickelte
spezifische Medikamente (zum Beispiel Iressa®) gegen den EGF-Rezeptor, ist
es moglich diesen flr die Krebsentstehung wichtigen Wachstumsstimulator zu
blockieren.

Zu den wichtigsten bisher bekannten EGFR-Uberexprimierenden Tumoren
gehdéren Karzinome der Mamma [7, 9, 13, 61], des Ovars [4, 31], des Uterus
[43, 44], der Schilddrise [6], der Harnblase [62, 69], des Colons [27, 58], des
Oesophagus [30], des Kopf-Halsbereiches [3, 24], der Prostata [37], der Niere

[2] der Leber [32], des Pankreas [73], der Haut [35], des Magens [55] und der
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Lunge [48]. Auch bei Glioblastomen [21, 25, 52, 57], Astrozytomen [14, 28, 34]
und Melanomen [29] konnte eine EGFR-Uberexpression nachgewiesen

werden.

Auch fiir Weichteilsarkome konnten eine EGFR-Uberexpressionen
nachgewiesen werden, insbesondere flr folgende Tumore: Synovialsarkomen,
endometrialen Stromasarkomen des Uterus, pleomorphen Sarkomen,
Fibrosarkomen, malignen peripheren Nervenscheidentumoren,
Rhabdomyosarkomen, Ewing Sarkomen, Dermatofibrosarkoma protuberans,
Chondrosarkomen, Osteosarkomen, Leiomyosarkomen und Liposarkomen
(Tabelle 1, siehe Seite 8).

Sato und Mitarbeiter fanden in den untersuchten Sarkomen (Liposarkom,
Leiomyosarkom, Fibrosarkom, pleomorphes Sarkom, Synovialsarkom und
maligner peripherer Nervenscheidentumor) eine Korrelation zwischen EGFR-
Uberexpression und der GréBe und Lage des Tumors. Sarkome mit einer
EGFR-Uberexpression deuteten auf eine schlechte Prognose hin [56].

Die Arbeitsgruppe von Thomas und Mitarbeitern befasste sich mit
Synovialsarkomen und konnte zeigen, dass bei diesen Tumoren haufig eine
SYT/SSX1 Translokation auf dem Chromosom 18 mit dem Chromosom 11
vorliegt. Dieses wurde beobachtet im Zusammenhang mit einer EGFR-
Expression, aber ohne Anhalt fir eine Genamplifikation [63]. Unter einer
Genamplifikation versteht man Gene oder Genabschnitte, die mehrfach in
einem Chromosom vorkommen.

Verschiedene Anstrengungen wurden in den letzten Jahren unternommen, um
die durch EGFR gesteuerten Signalwege selektiv zu hemmen. Antikérper
wurden entwickelt, die den extrazellularen Teil der Rezeptoren blockieren
sollen. Dazu gehéren EGFR-Antikdrper, wie zum Beispiel IMC-C225 [20] oder
der vollstdndig humanisierte Antikdrper ABX—-EGF [71], kleine Molekulle, wie
zum Beispiel Quinazolon-Derivate (ZD1839, CP-358, OSI-774) [45, 68],
Pyrazolo- oder Pyrolo-Pyramidasen (CGP59326, PKI166, PD1, PD158780) [8,
23, 40] sowie tyrosinkinase-inhibierende EGF-Konjugate [65]. Mit der
Verflgbarkeit einer solchen Vielzahl an Anti-EGFR-Medikamenten wurden vor
einiger Zeit verschiedene klinische Studien begonnen.



Anzahl
Histologie Autor A”(f]‘;"h' Methode positiv in
%
Yang et al. 2006 [70] 1 Immunhistochemie 100
Sato et al. 2005 [56] 18 Immunhistochemie 89
Maligner peripherer | Gusterson et al. 1985 [26] 2 Immunhistochemie 0
Nervenscheidentumor | Nielsen et al. 2003 [46] 5 Immunhistochemie 60
Dobashi et al. 2004 [17] 1 Immunhistochemie 0
Dobashi et al. 2007 [16] 2 Immunhistochemie 100
Sato et al. 2005 [56] 42 Immunhistochemie 76,2
Thomas et al. 2005 [63] 38 Immunhistochemie 55,3
Yang et al. 2006 [70] 3 Immunhistochemie 66,7
Synovialsarkom Perosio et al. 1989 [51] 4 Immunhistochemie 25
Dobashi et al. 2004 [17] 11 Immunhistochemie 54,5
Nielsen et al. 2003 [45] 46 Immunhistochemie 52
Dobashi et al. 2007 [16] 2 Immunhistochemie 100
Yang et al. 2006 [70] 9 Immunhistochemie 77,8
Perosio et al. 1989 [51] 9 Immunhistochemie 66,7
pleomorphes Sarkom Dobashi et al. 2004 [17] 35 Immunhistochemie 14,3
Dobashi et al. 2007 [16] 2 Immunhistochemie 0
Sato et al. 2005 [56] 44 Immunhistochemie 88,6
Gusterson et al. 1985 [26] 19 Immunhistochemie 95
Dobashi et al. 2004 [17] 7 Immunhistochemie 28,6
Rhabdomyosarkom | Dobashi et al. 2007 [16] 1 Immunhistochemie 0
Yang et al. 2006 [70] 1 Immunhistochemie 100
Endometriales
Stromasarkom des | Moinfar et al. 2005 [44] 23 Immunhistochemie 74
Uterus
Sato et al. 2005 [56] 11 Immunhistochemie 63,6
Fibrosarkom Dobashi et al. 2004 [17] 2 Immunhistochemie 0
Gusterson et al. 1985 [26] 1 Immunhistochemie 100
Baird et al. 2005 [5] 36 Immunhistochemie 0
Dobashi et al. 2004 [17] 13 Immunhistochemie 7,7
Leiomyosarkom Yang et al. 2006 [70] 9 Immunhistochemie 66,7
Dobashi et al. 2007 [16] 1 Immunhistochemie 0
Sato et al. 2005 [56] 11 Immunhistochemie 72,7
Sato et al. 2005 [56] 52 Immunhistochemie 5,8
Liposarkom Dobashi et al. 2004 [17] 5 Immunhistochemie 20
Yang et al. 2006 [70] 5 Immunhistochemie 100
Gusterson et al. 1985 [26] 3 Immunhistochemie 100
Ewing Sarkom Yang et al. 2006 [70] 7 Immunhistochemie 71,4
Chondrosarkom Dobashi et al. 2007 [16] 2 Immunhistochemie 100
o Dobashi et al. 2004 [17] 20 Immunhistochemie 40
steosarkom - - -
Dobashi et al. 2007 [16] 3 Immunhistochemie 0
Dermatofibrosarkoma Yang et al. 2006 [70] Immunhistochemie 75
protuberans

Tabelle 1 EGFR-Expression bei Sarkomen aus der Literatur.

Erst kiirzlich veroffentlichte Studienergebnisse zeigen, dass Patienten mit nicht-

kleinzelligem Bronchialkarzinom in einem weit fortgeschrittenem klinischen
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Stadium (llIB / V) durch die Therapie mit Erlotinib (Tarceva®), einem
spezifischen Tyrosinkinasehemmer, eine signifikante Verlangerung der
Uberlebenszeit erfuhren [18, 36, 59, 64].

Erlotinib wirkt als Tyrosinkinasehemmer, in dem es den EGF-Rezeptor
blockiert. Uber die Blockierung des Rezeptors wird die Signaliibertragung
unterbrochen und damit auch die Tyrosinkinaseaktivitat innerhalb der Zelle, was
zu einer Unterbindung des Tumorzellwachstums flhren kann [59].

Gegenwartig werden als eine mégliche Ursache des Ansprechens auf Anti-
EGFR-Medikamente genetische Veranderungen des Rezeptorgens diskutiert
[12]. Besonders bei den nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen wurde die
EGFR Exon 18-21 Mutation in letzter Zeit intensiv beforscht [41, 49, 50].

Die Studien konnten zeigen, dass Tumore mit einer Exon 18-21 Mutation im
EGF—-Rezeptor sensibel auf die Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren
reagierten. Gleiches gilt offenbar fir Tumore mit Vermehrung des EGFR-Gens
(Amplifikation) [10]. Somit stellt die Antikérpertherapie (zum Beispiel Gefitinib®)
gegen den EGF-Rezeptor bei den nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen nur
im Falle einer Mutation oder Amplifikation, neben der chirurgischen Intervention,
eine weitere Therapieoption dar [10, 11].

FlOr Sarkome gibt es bisher eine Studie aus dem Jahre 2005 von Baird und
Mitarbeitern, die Exonmutationen in den EGFR—expremierenden Sarkomen
untersuchten. Es konnten keine 18-21 Mutationen nachgewiesen werden.

Amplifikationen des EGF-Rezeptors wurden nicht untersucht [5].

1.4 Tissue Microarray (TMA)

Die seit circa 10 Jahren erprobte Tissue Microarray-Technik (Gewebe—Mikro—
Array-Technik) ermdglicht es, bis zu 1000 Gewebsproben (zum Beispiel
Tumore) mit immunhistochemischen und molekularbiologischen Techniken auf
einem Objekttrager zu untersuchen [60].

Dazu werden 0,6mm durchmessende Zylinder aus urspringlich in Paraffin
eingebetteten Gewebsblécken (so genannten Spenderblécken) herausgestanzt
und in einen leeren Paraffinblock (so genannten Empfangerblock) eingebracht.
Bis zu 1000 solcher Gewebezylinder kénnen in einem einzigen Empfangerblock



eingebracht werden. So ist es mdbglich, mit nur einem einzigen

Untersuchungsschnitt, bis zu 1000 Gewebsproben zu untersuchen [42, 47].

1.5 Fluoreszenz—-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Um quantitative Nachweise eines Gens in Zellkernen durchfiihren zu kénnen,
hat sich die Fluoreszenz-in—situ-Hybridisierung (FISH) als geeignetes Verfahren
erwiesen. Als Fluoreszenz-in—situ-Hybridisierung bezeichnet man Verfahren,
die den Nachweis von DNA-Sequenzen auf den Chromosomen erlauben.
Hierbei muss zunachst die Doppelstrang-DNA in Einzelstrang-DNA Uberfihrt
werden. Danach erfolgt die Hybridisierung mit der komplementédren DNA-
Sequenz. Diese Sonden kdnnen entweder durch weitere Antikdrperbindungen
in einem weiteren Schritt sichtbar gemacht werden oder, wie in dieser Arbeit,
Fluorochrommarkierungen tragen. Die markierten Sonden sind nun unter einem
speziellen Fluoreszenzmikroskop sichtbar, welches die Signale verstarkt. Fir
den Nachweis einer spezifischen Genamplifikation bendtigt man eine Sonde
des nachzuweisenden Gens und eine weitere Sonde mit der die
Zentromerregion des Chromosoms nachgewiesen werden kann. So ist es
moglich, die Haufigkeit beider Signale zu bestimmen und den Quotienten zu

ermitteln.

1.6 Polymerase—chain—reaktion (PCR)

Diese Standardmethode, die 1984 von Kary Mullis veréffentlicht wurde, ist ein
Verfahren zur in vitro Amplifizierung (Vermehrung) von spezifischen DNA-
Sequenzen. Hierbei wird zunachst der Nukleinsduredoppelstrang denaturiert
und anschlieBend 15-25 Basen lange Oligonukleotide hinzugesetzt, die den
beiden Einzelstrangen komplementar sind und als Primer fungieren. Durch
Zusatz einer DNA-Polymerase werden die beiden Einzelstrange zum jeweiligen
Doppelstrang komplementiert. AnschlieBend wiederholt sich derselbe
Reaktionszyklus, welcher aus Denaturierung, Anheftung der Oligonukleotide
sowie Extension zu neuen Doppelstrangen besteht. Werden diese Zyklen
mehrfach wiederholt, ergibt sich eine exponentielle Zunahme der amplifizierten
DNA Molekdle [39].
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2 Ziel- und Fragestellung

Tyrosinkinasen sind die heute am besten etablierten Therapiezielproteine bei
malignen Tumoren Uberhaupt. Die heute erfolgreichsten genspezifischen
Krebsmedikamente wie Herceptin® (Zielrezeptor: HER2), Glivec® (Zielrezeptor:
KIT / PDGFR) oder Iressa® (Zielrezeptor: EGFR) hemmen jeweils spezielle
Tyrosinkinasen. Eine EGFR-Uberexpression wurde verschiedentlich bei
Sarkomen beschrieben, so dass ein erfolgreicher Einsatz von Anti-EGFR-
Medikamenten bei diesen Tumoren denkbar ware. Eigentlich pradiktiv flr diese
Medikamente  sind aber  DNA-Veranderungen und nicht eine
immunhistochemisch messbare Uberexpression.

Uber eine EGFR-Ampilifikation in menschlichen Sarkomen ist aber bisher nichts
bekannt. Auch die Haufigkeit der therapiebedeutsamen Mutationen des EGFR
im Exon 18-21 in menschlichen Sarkomen ist unbekannt.

Ziel dieser Dissertation ist es, 504 menschliche primare Sarkome -
einschlieBlich deren Rezidive und Metastasen - in einem, im Rahmen dieser
Arbeit angefertigten, Tissue—Microarray auf EGFR Veradnderungen zu

untersuchen.
Spezielle Aufgabenstellung:

1. Es soll die Haufigkeit von EGFR—Amplifikationen und Uberexpressionen
in verschiedenen Sarkomtypen, mit Hilfe der Fluoreszenz—in—situ-

Hybridisierung, ermittelt werden.

2. Darliber hinaus soll das Vorkommen von Exon 18-21 Mutationen in
EGFR amplifizierten Sarkomen untersucht werden.

11



3 Material und Methoden

3.1 Patientengut

FOr das Patientenkollektiv - in einer GréBe von 504 Féllen - wurde auf
formalinfixierte paraffineingebettete Tumorgewebe aus den Jahren 1993 bis
2005 des Instituts fur Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
(Direktor Prof. Dr. med. G. Sauter) zurtickgegriffen.

3.2 Pathologie und Befunde

Von jedem Tumor wurden die Pathologieberichte durchgesehen. Dabei wurden
soweit vorhanden, folgende Daten entnommen: Tumorlokalisation,
histologischer Grad, Geschlecht und Alter. Ferner wurde flr jeden Fall geklart,

ob es sich um einen Primartumor, ein Rezidiv oder eine Metastase handelt.
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3.3 Herstellung des Tissue Microarray

Fir die Untersuchung wurde ein Tissue Microarray erstellt, der aus zwei TMA -
Tumorblécken bestand. Die histologische Zusammensetzung des Tissue
Microarrays ist aus Tabelle 2 zu entnehmen. Die Herstellung dieses TMAs
erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Elisa von Friderici [22] (Haufigkeiten sowie
prognostische Bedeutung von BCL2 Amplifikationen und p53 Alterationen bei

menschlichen Sarkomen, deren Rezidiven und Metastasen (noch nicht

publiziert)).
Tumorentitaten Gesamtanzahl einer Entitat | Primarii | Metastasen | Rezidiv
Angiosarkom 16 9 2 5
Chondrosarkom 12 5 4 3
Dermatofibrosarkoma
protuberans 12 6 1 5
Desmoid 27 20 0 7
Ewing Sarkom 7 5 2 0
Fibrosarkom 4 1 2 1
Gastrointestinaler Stromatumor 76 61 14 1
Granularzelltumor 21 20 0 1
Hamangioperizytom 16 9 4 3
Leiomyosarkom 90 49 30 11
Liposarkom 81 55 5 21
Maligner peripherer
Nervenscheidentumor 44 19 14 11
Pleomorphes Sarkom 72 42 12 18
Osteosarkom 9 4 3 2
primitiver neuroektodermaler
Tumor 7 3 2 2
Rhabdomyosarkom 7 4 1 2
Synovialsarkom 3 1 2 0
Gesamtzahl aller Entitaten 504 313 98 93

Tabelle 2 Tumorentitdten des TMA-Sarkom, gegliedert in Gesamtanzahl einer jeden Entitat
und in Primarii, Metastasen und Rezidive.

Die Abbildungen 3.1 und 3.2 (siehe Seite14) zeigen das Array-Stanzgeréat. Es
besteht aus zwei an der Spitze gescharften Hohlzylindern. Der kleinere

Hohlzylinder hat einen &uBeren Durchmesser von 0,6mm und wird bendtigt, um
13




Lécher in die Empfangerblécke zu stanzen. Der gréBere Hohlzylinder dient dem
Ausstanzen von Tumorgewebestlcken aus den Donatorblécken. Er hat einen
Innendurchmesser von 0,6mm und entspricht dem &uBeren Durchmesser des
kleinen Hohlzylinders. Er Uberfliihrt die Tumorgewebezylinder in die
vorgestanzten Lécher der Empfangerblécke. Ein verstellbarer "Eindring-
Stopper" sichert eine konstante Lange von Zylindern und vorgefertigten Léchern
im Empfangerblock.

Abbildung 3.2

Abbildung 3.1 Ubersicht mit Computer (Stanzsoftware)
Abbildung 3.1 Detailaufnahme der zwei Hohlzylinder. Erklérung siehe Text oben.
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In den folgenden Abbildungen (4.1 / 4.2 / 4.3) ist die Weiterverarbeitung der
TMA-BI6cke dargestellt.

Abbildung 4a

| s
@IsouEs glsoueis

Abbildung 4b

Abbildung 4c

Abbildung 4a Zeigt die beiden fertig gestanzten TMA-Blécke.

Abbildung 4b Blick auf die HE geféarbten Schnitte der TMA-Bl&cke.

Abbildung 4¢c Zeigt einen HE gefarbten Einzelspot eines TMA-Blocks durch ein Mikroskop
(10fache VergréBerung).
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3.4 Immunhistochemie (IHC)

Far die immunhistochemische Untersuchung der TMAs wurde der Antiképer
EGFR—pharmDx™ der Firma DAKO (Glostrup, Danemark) verwendet. Die TMA
Schnitte wurden zunachst 1 Stunde in Xylol deparaffiniert und danach in
absteigender Alkoholreihe bis Aqua dest bei Raumtemperatur behandelt. Der
Antikérper wurde flr negative Kontrollen weggelassen. Als positive Kontrollen
verwendeten wir Gewebe mit bekannter EGFR-Expression. Die
Weiterverarbeitung des Praparates wurde mit dem EGFR—pharmDx™ Kit nach
den Verfahrensanweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Fir die Auswertung
wurden nur membrandse EGFR-Anfarbungen berlcksichtigt. Fir jeden Tumor
wurde die Zahl der positiven Zellen und die Intensitdt der Fé&rbung
(semiquantitativ entsprechend einem Score von 0 - 3+) geschatzt. Die Tumore
wurden anschlieBend in folgende Kategorien eingeteilt: negativ (keine
Farbung), stark positiv (100% - 50 % = 2+ oder 50% - 30% = 3+), schwach
positiv (Immunfarbung vorhanden, aber ungeniigend um die Kriterien fur starke
Positivitdt zu erreichen, also unter 30% der gesamten Zellen).

5l
fee

g

Abbildung 5b

Abbildung 5¢

Abbildung 5.a: IHC-Farbung eines MPNST mit starker EGFR—Proteinexpression (——>) und
eines Liposarkoms ohne EGFR-Proteinexpression (™= bei 5facher VergroBerung.
Abbildung 5b und c : IHC-Farbung zweier MPNST mit EGFR-Proteinexpression bei 10facher
VergréBerung.
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3.5 Fluoreszenz—-in—situ-Hybridisierung (FISH)

Fir die TMA—Schnitte wurden LSI® EGFR SpectrumOrange Sonden und CEP
SpectrumGreen Sonden der Firma Vysis (Downers Grove, IL, USA) verwand.

Die Vorbehandlung dient der Entfernung des Paraffins, der teilweisen
Entfernung von Proteinen und der Degradierung von Nukleasen. Der
Restverdau der Proteine geschieht vor allem durch Proteasen, die die
Zuganglichkeit der DNA verbessern und die Eigenfluoreszenz des Gewebes
erheblich verringern.
Die Paraffinvorbehandlung mit dem Paraffin Pretreatment Kit (Vysis) wurde wie
folgt durchgeftihrt:

e 3 x 10 Minuten Xylolbad

e 2 x5 Minuten 95% Ethanolbad

e 3 Minuten Lufttrocknen bei 45°C

e 15 Minuten in der Pretreatment-Lésung bei 80°C vorbehandeln

e 2 Minuten Wasserbad

e 70 Minuten Proteaselésung (Vysis) bei 37°C

e 2 Minuten Wasserbad

e 3 Minuten 70% Ethanolbad

e 3 Minuten 80% Ethanolbad

e 3 Minuten 95% Ethanolbad

e 3 Minuten Lufttrocknen 45°C

In den folgenden Schritten wird der DNA-Doppelstrang in zwei Einzelstrange
denaturiert, um danach die Hybridisierung mit den Gensonden (Probe) zu
ermoglichen.
FISH: Tag 1
e auf trockene entparaffinierte Schnitte 10—20ul (je nach Schnittgrésse) der
Probe pipettieren, mit Deckglas eindecken und Rander mit
Rubbercement abdichten

e Schnitte bei 72°C auf der Heizplatte oder Hybrite 5 Minuten denaturieren
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e Schnitte bei 37°C in feuchter Kammer, Inkubator oder Hybrite

inkubieren.
FISH: Tag 2

e Kivette Waschpuffer 1 vorheizen 75 °C (Waschpuffer: 2 x SSC, 0,3%
NP 40, ph 7-7.5)

e Kivette mit Waschpuffer 2 auf Raumtemperatur bringen

e Kiivette mit Wasser bereithalten

e Praparate abdecken in Waschpuffer 2 rasch waschen

e 2 Minuten im Waschpuffer 1 inkubieren

e im Wasser rasch waschen

e |ufttrocknen

e mit Dapi- Il (4, 6 - Diamidino — Phenylindole der Firma Vysis)
eindecken, Deckglas 24 x 50mm

Die Signalauswertung erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop, das mit einem
geeigneten Rot- und Grin-Multi-Bandpass-Filterset ausgestattet war. Es
wurden jeweils 10 Tumorzellkerne einer jeden Tumorstanze des Tissue-
Microarray bei 1000-facher VergroBerung (in Olimmersion) evaluiert, wobei in
dem Zellkern die Anzahl roter und griner Signale gezahlt wurde. Dabei
entsprach jeweils ein rotes Signal einem EGFR-Genamplikon, ein griines Signal
markierte dagegen jeweils die zugehdrige Zentromerregion des Chromosoms 7.
Eine Genamplifikation wurde angenommen, wenn der durchschnittliche
Quotient von roten zu griinen Signalen (bezogen auf alle 10 ausgewerteten
Zellen) gréBer 2,0 war. Die folgenden Beispielbilder zeigen Amplifikationen
beim malignen peripheren Nervenscheidentumor sowie zwei Polysomien und

normale EGFR-Gen/Zentromer — Verhaltnisse beim Liposarkom.

18



Abbildung 6: Nachweis von EGFR - Amplifikationen eines malignen peripheren

Nervenscheidentumors in FISH-Technik. Das Amplikon zeigt sich hier als rotes Signal, w&hrend

das grune Signal die Zentromerregion des Chromosoms 7 markiert.
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Abbildung 7a

Abbildung 7b
Abbildung 7 a und b: Normale Genkopiezahl zweier Liposarkome in FISH -Technik. Das

EGFR - Gen zeigt sich hier als rotes Signal, wahrend das griine Signal die Zentromerregion des

Chromosoms 7 markiert.
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Abbildung 8a

Abbildung 8b

Abbildung 8 a und b: Polysomie bei zwei Liposarkomen in FISH-Technik. Die roten Signale
zeigen das EGFR-Gen, wahrend die griinen Signale die Zentromerregion des Chromosoms 7
markieren.

3.6 Exon-Mutations Analyse mittels Polymerase—chain—
reaktion (PCR)

Die EGFR-Sequenzierung wurde durch die Mitarbeiter der Molekularpathologie
am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (PD Dr. R. Simon) nach dem
modifizierten Protokoll von Lynch und Mitarbeitern [41] durchgeflhrt.
Kurz zusammengefasst wurde das DNA-Material aus den Tumorblécken far die
PCR wie folgt gewonnen:
1.) 4um Gewebeschnitte (einer je Tumorblock) wurden auf
folienbeschichtete Objekttrager aufgezogen und mit Xylol (2x Xylolbad 2x
Ethanolbad) entparaffiniert

2) Hamatoxilinfarbung
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3) Tumorzellen am Lasermikrodissektionsgerat (PALM) herauslasern und
in PALM-Tube® Deckeln sammeln.
4) Zellen mit 50ul PCR Puffer aufnehmen
5) 5ul Proteinase K-Lésung (600mAU / ml) zugeben und bei 56 °C Uber
Nacht inkubieren
6.) Nochmals 5ul Proteinase Lésung zugeben, 2 Stunden bei 56 °C
weiterinkubieren. AnschlieBend Proteinase durch Erhitzen (Thermocycler,
10 Minuten bei 95°C) inaktivieren.
7.) Von dem Rohverdau werden 3-5ul fir einen PCR-Ansatz eingesetzt

Die Annealingtemperatur betrug bei allen untersuchten Exons 58°C bei 60
PCR Zyklen. Die PCRs wurden mit einem PTC 100 Cycler ® MJ Research,
Watertown, MA, USA) durchgefihrt.

Die verwendeten Primer:

Exon 18 forward CAAATGAGCTGGCAAGTGCCGTGTC

Exon 18 reverse GAGTTTCCCAAACACTCAGTGAAAC

Exon 19 forward GCAATATCAGCCTTAGGTGCGGCTC

Exon 19 reverse CATAGAAAGTGAACATTTAGGATGTG

Exon 20 forward CCATGAGTACGTATTTTGAAACTC

Exon 20 reverse CATATCCCCATGGCAAACTCTTGC

Exon 21 forward CTAACGTTCGCCAGCCATAAGTCC

Exon 21 reverse GCTGCGAGCTCACCCAGAATGTCTGG

Die fiir die Sequenzierung benétigte Menge der PCR Produkte wurde mit

200ul 0,3 M Natriumacetat und 500ul Ethanol gefallt, erneut mit Wasser
aufgenommen und unter Zugabe von 10pmol Primer mit dem BigDye
Terminator Kit® (Applied Biosystems Applera, Darmstadt, Deutschland) eine
Cycle Sequencing Reaktion mit 40 Zyklen durchgefliihrt. Nach einer erneuten
Fallung wurden die Ansatze mit Formamid gelést und mit dem 3100 Genetic
Analyser® (Applied Biosystems Applera) sequenziert.

Die Polymerasekettenreaktion ist seit den 80er Jahren ein etabliertes Verfahren
zur exponentiellen Vervielfaltigung definierter Genabschnitte.

Sie ist heute essentieller Standard molekulargenetischer Forschung und soll

aus diesem Grund hier nicht weiter erlautert werden.
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4 Ergebnisse

4.1 FISH

Die Anzahl der mit FISH auswertbaren Spots betrug 416 (82,5%). FISH-
assoziierte Probleme wie Gewebeschaden oder schwache Hybridisierung
waren flr etwa 55 der nicht ergebnisbringenden Falle verantwortlich. Der Rest
war durch Probleme mit der TMA — Technik, wie beispielsweise zu wenig
Tumorzellen in den gestanzten Gewebespots oder sogar durch komplettes
Fehlen der Tumorprobe bedingt. Die vollstandigen FISH — Ergebnisse sind in
Tabelle 4 (siehe Seite 27) dargestellt.

Im Einzelnen fand sich in 403 Tumoren (96,9%) ein normaler FISH-Befund. In
5 malignen Weichteiltumoren konnte eine Amplifikation nachgewiesen werden.
In 8 weiteren Sarkomen zeigte sich eine Polyploidie. Die primar als amplifiziert
beziehungsweise polyploid diagnostizierten Gewebespots wurden zur Kontrolle
nochmals auf GroBflachenschnitten untersucht. Auf diesem Weg konnte das
gesamte Tumoreinzelpraparat evaluiert werden.

Alle im TMA - Block beobachteten Amplifikationen bestatigten sich im
GroBflachenschnitt. Dabei fand sich in den Tumoren keinerlei Heterogenitat.

Die 17 verschiedenen Entitdten, die insgesamt 504 Weichteiltumore
ausmachten, teilten sich auf in 313 Primarii, 98 Metastasen und 93 Rezidive.
Lediglich beim malignen peripheren Nervenscheidentumor und beim
Leiomyosarkom konnte eine Amplifikation nachgewiesen werden. Von den
insgesamt 44 auswertbaren malignen peripheren Nervenscheidentumoren (19
Primartumore, 14 Metastasen und 11 Rezidive) zeigten vier Tumore eine
Amplifikation und einer eine Polyploidie. Als Beispiel fir einen amplifizierten
Tumor ist in Abbildung 6 ein MPNST dargestellt (siehe Seite 19).

In der Gruppe der Leiomyosarkome (n=90) konnten ein hoch amplifizierter und
zwei polyploide Tumore gefunden werden. Sie alle stammten von
verschiedenen Patienten. Das amplifizierte Leiomyosarkom hatte ein
EGFR/Zentromer 7 Verhaltnis von 15,8/3,0.

Tabelle 3 zeigt die Befunde amplifizierter Tumore im Detail.
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EGFR - |Chromosam 7 Ratio

Fall Histologie Tumor : :
Signale — Signale |[EGFR/Chromosom 7

maligner peripherer
1 . Metastase [9—-24;142| 2-7,;6,0 2,4
Nervenscheidentumor

maligner peripherer o
2 . Primarius | 5-13;88 | 2-6;3,5 2,5
Nervenscheidentumor

maligner peripherer .
2 Rezidiv 5-14;8,7| 1-6;3,0 2,9
Nervenscheidentumor

maligner peripherer
3 Rezidiv 7-15;9,0 2-6:3,2 2,8
Nervenscheidentumor

4 Leiomyosarkom Metastase [4—-50;15,8| 2-7;3,0 5,2

Tabelle 3: Zeigt die Amplifikationen der untersuchten Sarkome und ihre Verteilung. EGFR- und
Chromosom 7-Signale sind mit Range und Durchschnitt angegeben. Aus den EGFR-Signalen
und den Signalen der Zentromerregion des Chromosoms 7 errechnet sich der Quotient (Ratio).

Beim Fall 2 (maligner peripherer Nervenscheidentumor) fand sich sowohl im

Primarius als auch in seinem Rezidiv eine nahezu gleich starke Amplifikation.

Als Weichteilsarkome mit einer Polyploidie fir das Chromosom 7 konnten zwei
Liposarkome, ein  maligner  peripherer  Nervenscheidentumor, ein
gastrointestinaler Stromatumor, ein Granularzelltumor, ein Angiosarkom und

zwei Leiomyosarkome identifiziert werden.

Bei den Liposarkomen handelte es sich um einen Primarius und ein Rezidiv des
gleichen Patienten. Der Primarius zeigte ein EGFR/Chromosom 7 Verhéltnis
von 8,7/8,7, wahrend das Rezidiv mit einem Verhéltnis von 4,7/4,6 niedrig
polyploid war.

Die zwei polyploiden Leiomyosarkome stammten von unterschiedlichen
Patienten. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Tabelle 4

zusammengefasst.

4.2 EGFR-Expression
Die EGFR-Expression konnte bei 474 von 504 (94,0%) der Tumorgewebe

bestimmt werden.
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Insgesamt war eine (Uber-) Expression von EGFR deutlich haufiger als eine
EGFR-Genkopiezahlveranderung (Amplifikation). 428 (90,3%) der
auswertbaren Gewebeproben waren EGFR negativ, 26 (5,5%) zeigten eine
schwache und 20 (4,2%) eine starke Positivitat. In den Primartumoren fand sich
eine starke EGFR-Expression insbesondere in malignen peripheren
Nervenscheidentumoren  (31,6%  der  auswertbaren  Primartumoren),
pleomorphen Sarkomen (8,3% der auswertbaren Primartumoren) und
Leiomyosarkomen (6,9% der auswertbaren Primartumoren).

Bei den hier untersuchten Metastasen und Rezidiven zeigte sich beim malignen
peripheren Nervenscheidentumor bei 14,3% der auswertbaren Metastasen und
bei 18,2% der auswertbaren Rezidive eine starke EGFR—Expression. Beim
pleomorphen Sarkom waren 2,7% der Rezidive schwach positiv. Beim
Leiomyosarkomen konnte lediglich eine schwach positive EGFR-Expression bei
7,1% der Metastasen und 9,1% der Rezidive gezeigt werden. Die
immunhistochemischen Daten sind in der Tabelle 4 (siehe Seite 27)

zusammengefasst.

4.3 EGFR-Expression bei den amplifizierten und polyploiden
Weichteilsarkomen

Bei den amplifizierten malignen peripheren Nervenscheidentumoren konnte von
einem Patienten Primartumor und Rezidiv beurteilt werden. Beide Tumore
zeigten eine etwa gleich starke EGFR-Expression. Bei zwei weiteren
amplifizierten malignen peripheren Nervenscheidentumoren handelte es sich
jeweils um ein Rezidiv und eine Metastase von unterschiedlichen Patienten.
Beide zeigten eine starke EGFR—Expression.

Bei dem amplifizieten Leiomyosarkom konnte keine EGFR-Expression
nachgewiesen werden.

Die polyploiden Liposarkome zeigten sowohl bei dem Prim&rtumor als auch bei
dem Rezidiv eines Patienten, keine EGFR—Expression.

Der polyploide maligne periphere Nervenscheidentumor hingegen zeigte eine
starke EGFR—-Expression.
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Bei weiteren als polyploid diagnostizierten Weichteilsarkomen (Leiomyosarkom,
Granularzelltumor, Gastrointestinaler Stromatumor und Angiosarkom) konnte
keine EGFR-Expression gezeigt werden. Die Untersuchungsergebnisse sind in
Tabelle 4 zusammengefasst.

4.4 EGFR-Mutation

Bei den funf Tumoren mit EGFR-Amplifikation wurde eine Exon 18-21
Mutationsanalyse mittels PCR durchgefihrt.
Die Untersuchung konnte aber keine Mutation des EGF-Rezeptors zeigen.

DNA — Kopiezahl HER1 Expression
HER1 Chromosom 7
Anzahl Amplifiziert Polysomie  18-21 negativ. schwach stark
Tumorart Proben auswertbar [%] auswertbar [%] Mutation auswertbar  [%] [%] [%]
Primarius 49 44 2,3 44 2,3 0 49 86,2 6,9 6,9
Leiomyosarkom
(n=90) Metastase 30 26 0 26 3,8 0 28 92,9 7,1 0
Rezidiv 11 10 0 10 0 11 90,9 9,1 0
maligner peripherer |_Primarius 19 19 5,3 19 0 0 19 63,1 5,3 31,6
Ne"’e”jﬁj‘j‘f)‘a”‘“m” Metastase | 14 14 7,1 14 7,1 0 14 714 | 143 [143
Rezidiv 11 11 18,2 11 0 0 11 72,7 9,1 18,2
Dermatofibrosarkoma | _Primarius | 6 5 0 5 0 0 6 100 0 0
Pfo(t#f)fg”s Metastase | 1 0 0 0 0 0 0 100 0 0
Rezidiv 5 5 0 5 0 0 4 100 0 0
Primarius 20 18 0 18 0 0 20 100 0 0
Desmoid
(n=27) Metastase 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
Rezidiv 7 7 0 7 0 0 6 100 0 0
Primarius 5 5 0 5 0 0 5 100 0 0
Ewing Sarkom
(n=7) Metastase 2 2 0 2 0 0 2 100 0 0
Rezidiv 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
Primarius 1 1 0 1 0 0 1 100 0 0
Fibrosarkom
(n=4) Metastase 2 2 0 2 0 0 2 100 0 0
Rezidiv 1 1 0 1 100 0 1 100 0 0
Gastrointestinaler | Primarius | 61 56 0 56 0 0 57 100 0 0
St“z;”_a;g)m"f Metastase | 14 14 0 14 0 0 13 100 0 0
Rezidiv 1 1 0 1 0 0 1 100 0 0
Primarius 20 17 0 17 5,9 0 20 95 0 5
Granularzelltumor
(n=21) Metastase 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
Rezidiv 1 1 0 1 1 0 1 100 0 0
Primarius 9 9 0 9 0 0 9 100 0 0
H&mangioperizytom
(n=16) Metastase 4 3 0 3 0 0 4 75 0 25
Rezidiv 3 2 0 2 0 0 3 100 0 0

Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite.
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DNA — Kopiezahl HER1 Expression

HER1 Chromosom 7
Anzahl amplifiziert Polysomie  18-21 negativ. schwach stark
Tumorart Proben auswertbar [%] auswertbar [%] Mutation auswertbar  [%] [%] [%]
Primarius 9 8 0 8 12,5 0 8 100 0 0
Angiosarkom
(n=16) Metastase 2 2 0 2 0 0 2 100 0 0
Rezidiv 5 4 0 4 0 0 5 100 0 0
Primarius 55 46 0 46 2,2 0 51 86,3 13,7 0
Liposarkom
(n=81) Metastase 5 0 0 0 5 100 0 0
Rezidiv 21 16 0 16 6,2 0 21 96,1 0 3,9
Primarius 0 0 0 4 100 0 0
Chondrosarkom
(n=12) Metastase 0 3 0 0 100 0
Rezidiv 0 3 0 0 66,7 33,3 0
Pleomorphes Primarius 42 28 0 28 0 0 36 77,9 13,8 8,3
S(if_k;g Metastase | 12 9 0 9 0 0 10 100 0 0
Rezidiv 18 10 0 10 0 0 16 97,3 2,7 0
Primarius 4 1 0 1 0 0 4 75 25 0
Osteosarkom
(n=9) Metastase 3 0 0 0 0 0 3 66,7 33,3 0
Rezidiv 2 0 0 0 0 0 1 0 100 0
Primitiver Primarius 3 1 0 1 0 0 2 100 0 0
neuroektodermaler
Tumor Metastase 2 1 0 1 0 0 2 50 0 50
(n=7) Rezidv_| 2 1 0 1 0 0 2 100 0 0
Primarius 4 1 0 1 0 0 4 100 0 0
Rhabdomyosarkom
(n=7) Metastase 1 0 0 0 0 0 1 100 0 0
Rezidiv 2 0 0 0 0 0 2 100 0 0
Primarius 1 1 0 1 0 0 1 100 0 0
Synovialsarkom
(n=3) Metastase 2 1 0 1 0 0 1 100 0 0
Rezidiv 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0

Tabelle 4: Zusammenfassung der FISH- und immunhistochemischen Resultate von 504

untersuchten humanen Weichteilsarkomen.
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5 Diskussion

Die Untersuchung von mehr als 470 Weichteilsarkomen ergab, dass eine
Uberexpression des EGFR-Gens bei Sarkomen verhaltnismaBig selten
vorkommt und dabei insbesondere beim  malignen  peripheren
Nervenscheidentumor gefunden werden kann. Dieser Befund passt zu friheren
Studien, die ebenfalls eine EGFR-Expression bei malignen peripheren
Nervenscheidentumoren gefunden hatten [16, 17, 26, 46, 56, 70].

Die in vorherigen Untersuchungen gefundene Haufigkeit der EGFR—Positivitat

bei malignen peripheren Nervenscheidentumoren ist in Tabelle 5 dargestellt.

EGFR-
Histologie N (Félle) Expression Autor
in %
Maligner peripherer
) 1 100 Yang et al. 2006 [70]
Nervenscheidentumor,
Maligner peripherer
) 18 89 Sato et al. 2005 [56]
Nervenscheidentumor,
Maligner peripherer
) 2 0 Gusterson et al. 1985 [26]
Nervenscheidentumor,
Maligner peripherer .
) 5 60 Nielsen et al. 2003 [46]
Nervenscheidentumor,
Maligner peripherer .
) 2 100 Dobashi et al 2007 [16]
Nervenscheidentumor,
Maligner peripherer .
) 1 0 Dobashi et al 2004 [17]
Nervenscheidentumor,

Tabelle 5 Anzahl (n) der untersuchten malignen peripheren Nervenscheidentumore und

Haufigkeit der EGFR-Expression in Prozent.

Die Haufigkeit einer EGFR-Expression wurde in diesen Studien von 0 bis 100%
angegeben. Dies ist ein weiteres Beispiel fir die nur schlechte Vergleichbarkeit
immunhistochemischer Daten verschiedener Laboratorien. Auch bei
verschiedenen anderen Sarkomarten konnte in Einzellfallen eine meist
schwache EGFR-Expression gefunden werden. Eine starke EGFR— Expression

fand sich neben dem malignen peripheren Nervenscheidentumor in unserer
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Arbeit und mit unserem Immunhistochemieassay lediglich noch bei
Leiomyosarkomen, Liposarkomen, Hamangioperizytomen, pleomorphen
Sarkomen, Granularzelltumoren und dem primitiven neuroektodermalen Tumor.
In anderen Arbeiten waren haufige EGFR-Expressionen auch bei
Synovialsarkomen, pleomorphen Sarkomen, Fibrosarkomen, Ewing Sarkomen,
Chondrosarkomen, dem Dermatofibrosarkoma protuberans und
Rhabdomyosarkomen beschrieben worden. Die H&aufigkeiten lagen hier im
Mittelwert jeweils zwischen 56,4 und 100 Prozent (Tabelle 6, siehe Seite 31).

Die Abweichung zu den Ergebnissen unserer Studie kann durch
Unterschiedlichkeiten der immunhistochemischen Assays erklart werden.
BekanntermaBen sind immunhistochemische Untersuchungen, die in
unterschiedlichen Laboren mit unterschiedlichen Antikérpern und Protokollen
durchgefihrt werden, nur sehr eingeschrankt vergleichbar [33].

Die Haufigkeit einer EGFR-Genamplifikation als Ursache einer EGFR-
Uberexpression schwankt bei verschieden Tumorarten. Beim Glioblastom ist
die in fast 50% der Félle auftretende EGFR—-Amplifikation praktisch die einzige
Ursache fiir eine EGFR-Uberexpression [57] und bei anderen Tumorarten
kommen EGFR-Amplifikationen nur sehr selten als Ursache fiir eine EGFR-
Expression in Frage. Die Daten unserer Untersuchung zeigen, dass EGFR-
Amplifikationen beim malignen peripheren Nervenscheidentumor in signifikanter
Haufigkeit vorkommen. Insgesamt 3 von 44 untersuchten Patienten mit
malignen peripheren Nervenscheidentumoren wiesen eine EGFR—Amplifikation
auf, wobei alle diese Tumore eine Uberexpression zeigten. Unsere Daten
sprechen dafiir, dass die EGFR—Expression bei diesen Sarkomen homogen im
ganzen Tumor ausgebildet ist. Von allen vier am Tissue Microarray
identifizierten amplifizierten Praparaten wurden im Rahmen unserer Studie
auch GroBschnitte auf EGFR—Amplifikation untersucht, wobei sich keine
Heterogenitat der Amplifikation fand. Weiterhin fand sich bei dem einzigen
Patienten von dem sowohl Material vom Primartumor als auch von einem

Rezidiv vorlag ein nahezu identischer Befund in beiden Praparaten.
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Anzahl

Histologie Autor A Methode posity Mittelwert
(n) in % in %
Yang et al. 2006 [70] 1 Immunhistochemie | 100
Sato et al. 2005 [56] 18 | Immunhistochemie 89
maligner peripherer | Gusterson et al. 1985 [26] 2 Immunhistochemie 0 58 9
Nervenscheidentumor | Nielsen et al. 2003 [46] 5 | Immunhistochemie | 60 ’
Dobashi et al. 2004 [17] 1 Immunhistochemie 0
Dobashi et al. 2007 [16] 2 Immunhistochemie | 100
Sato et al. 2005 [56] 42 | Immunhistochemie | 76,2
Thomas et al. 2005 [63] 38 | Immunhistochemie | 55,3
Yang et al. 2006 [70] 3 Immunhistochemie | 66,7
Synovialsarkom Perosio et al. 1989 [51] 4 Immunhistochemie | 25 61,4
Dobashi et al. 2004 [17] 11 Immunhistochemie | 54,5
Nielsen et al. 2003 [46] 46 | Immunhistochemie 52
Dobashi et al. 2007 [16] 2 Immunhistochemie | 100
Yang et al. 2006 [70] 9 Immunhistochemie | 77,8
Perosio et al. 1989 [51] 9 Immunhistochemie | 66,7
Dobashi et al. 2004 [17] 35 | Immunhistochemie | 14,3
Pleomorphes Sarkom Dobashi et al. 2007 [16] 2 Immunhistochemie 0 o7.1
Sato et al. 2005 [56] 44 | Immunhistochemie | 88,6
Gusterson et al. 1985 [26] 19 | Immunhistochemie 95
Dobashi et al. 2004 [17] 7 Immunhistochemie | 28,6
Rhabdomyosarkom | Dobashi et al. 2007 [16] 1 Immunhistochemie 0 64,3
Yang et al. 2006 [70] 1 Immunhistochemie | 100
Endometriales
Stromasarkom des | Moinfar et al. 2005 [44] 23 | Immunhistochemie 74 74
Utersus
Sato et al. 2005 [56] 11 Immunhistochemie | 63,6
Fibrosarkom Dobashi et al. 2004 [17] 2 Immunhistochemie 0 81,8
Gusterson et al. 1985 [26] 1 Immunhistochemie | 100
Sato et al. 2005 [56] 52 | Immunhistochemie| 5,8
Liposarkom Dobashi et al. 2004 [17] 5 Immunhistochemie 20 56.4
Yang et al. 2006 [70] 5 Immunhistochemie | 100 ’
Gusterson et al. 1985 [26] 3 Immunhistochemie | 100
Ewing Sarkom Yang et al. 2006 [70] 7 |lmmunhistochemie | 71,4 71,4
Chondrosarkom Dobashi et al. 2007 [16] 2 Immunhistochemie| 100 100
Dermatofibrosarkoma Yang et al. 2006 [70] 4 Immunhistochemie 75 75
protuberans

Tabelle 6 Haufige EGFR-Expression bei Sarkomen in der Literatur.

Die besondere Haufigkeit der EGFR—Amplifikation bei malignen peripheren

Nervenscheidentumoren ist nicht ganz unerwartet, da die Nervenscheidenzellen

ebenso wie die Astrozyten von Ursprungszellen der haufig amplifizierten

Glioblastome abstammen.
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EGFR amplifizierte Lungenkarzinome hatten in Therapiestudien von einer Anti—
EGFR-Medikation profitiert [10]. Aufgrund dieser Daten wéare es mdglich, dass
auch EGFR amplifizierte maligne periphere Nervenscheidentumore von
derartigen Therapien profitieren kénnten. Fir diese Annahme wirde auch die
homogene Verteilung der Amplifikation in der gesamten Tumormasse sprechen.
Angesichts der Uberdurchschnittlich schlechten Prognose dieser Tumore waren
Therapieversuche mit Anti-EGFR-Medikamenten interessant.

Beim Brochialkarzinom hatten insbesondere Patienten mit einer EGFR-
Mutation von Anti-EGFR—-Medikamenten profitiert [41, 49]. In einer Studie
wurde gezeigt, dass EGFR-Mutationen insbesondere bei amplifizierten
Tumoren vorkamen [10]. Um zu klaren ob EGFR—Mutationen auch in unseren
amplifizierten Tumoren vorkommen kdnnten, wurden die vier amplifizierten
Tumore flr die Exons 18 bis 21 sequenziert. Therapierelevante Mutationen

fanden sich allerdings nicht.

Die einzige EGFR—Amplifikation, die sich in einem anderen Tumortyp (nicht
malignen peripheren Nervenscheidentumor) fand, betraf ein Leiomyosarkom.
Interessanterweise konnte bei diesem Tumor und bei einem weiteren
Chromosom 7 polyploiden Leiomyosarkom keine EGFR-Expression
nachgewiesen werden. Dieser Befund ware vereinbar mit der Annahme, dass
bei diesem Tumortyp ein anderes, in der Nahe von EGFR (7p12) liegendes
Gen, die Amplifikation darstellt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sprechen daflr, bei Tumoren, bei denen
die Diagnose eines malignen peripheren Nervenscheidentumors erwogen wird,
auch eine EGFR-Amplifikationsanalyse durchzufiihren. Das Vorliegen einer
Amplifikation wirde offensichtlich die Diagnose eines malignen peripheren
Nervenscheidentumors unterstiitzen. Gleichzeitig kdnnte sie Anhaltspunkte auf
eine weitere, bei diesen Tumoren bisher nicht bekannte, Therapieoption
ergeben. Klinische Studien zur Untersuchung der Wirksamkeit von Anti—-EGFR-
Medikamenten bei malignen peripheren Nervenscheidentumoren sind dringend

indiziert.
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6 Zusammenfassung

Tyrosinkinasen sind die heute am besten etablierten spezifischen
Therapiezielproteine bei malignen Tumoren. Die derzeit wirksamsten
tyrosinrezeptorspezifischen Krebsmedikamente sind Iressa® (Zielgen: EGFR),
Herceptin® (Zielgen: HER2) oder Glivec® (Zielgen: KIT / PDGFR).
Anti—-EGFR—-Medikamente scheinen insbesondere bei Tumoren mit DNA-
Veranderungen des EGFR-Gens (Amplifikation / Mutation) wirksam zu sein.
Uber die Haufigkeit einer EGFR (HER1) Amplifikation und Mutation in
menschlichen Weichteiltumoren ist bisher wenig bekannt.

Um EGFR-Veranderungen bei Sarkomen zu untersuchen wurde zunachst ein
504 Weichteiltumore umfassender Sarkom Tissue Microarray angefertigt. An
diesen Tumoren wurde die EGFR-Amplifikation mittels Fluoreszenz—in—situ-
Hybridisierung und die EGFR-Expression mittels Immunhistochemie ermittelt.
AnschlieBend wurden die amplifizierten Tumore einer Exon 18-21
Mutationsanalyse unterzogen.

Amplifikationen des EGF—Rezeptors erwiesen sich in Weichteilsarkomen als
sehr selten. In der Gruppe der malignen peripheren Nervenscheidentumore (n=
44) konnten vier Amplifikationen bei drei Patienten nachgewiesen werden. Alle
amplifizierten Tumore zeigten eine starke EGFR—Expression. Die Haufigkeit der
EGFR-Amplifikation war nicht ganz unerwartet, da die Nervenscheidenzellen
ebenso wie die Astrozyten von Ursprungszellen der haufig amplifizierten
Glioblastome abstammen.

In der Gruppe der Leiomyosarkome konnte eine Amplifikation gefunden
werden, wobei der Tumor keine EGFR — Expression aufwies. Die restlichen
untersuchten Sarkome zeigten keine Amplifikation.

Die mittels PCR durchgefiihrten Mutationsanalysen der amplifizierten Tumore
konnte keine Exon 18-21 Mutation zeigen. Acht Tumore des Kollektivs zeigten
eine Polyploidie (zwei Lipo- und Leiomyosarkome und je ein Granularzelltumor,
maligner peripherer Nervenscheidentumor, Gastrointestinaler Stromatumor und
Angiosarkom), die aber nur beim malignen peripheren Nervenscheidentumor
eine starke EGFR-Expression zeigte. Unsere Untersuchungsergebnisse
sprechen daflir, dass bei Tumoren, bei denen die Diagnose eines malignen
peripheren Nervenscheidentumors erhoben wird, auch eine EGFR-
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Amplifikationsanalyse durchzufihren. Das Folgen einer Amplifikation wilrde
offensichtlich die Diagnose eines malignen peripheren Nervenscheidentumors
unterstiitzen. Gleichzeitig konnte sie Anhaltspunkte auf eine weitere, bei diesen
Tumoren bisher nicht bekannte, Therapieoption ergeben. Klinische Studien zur
Untersuchung der Wirksamkeit von Anti-EGFR-Medikamenten bei malignen

peripheren Nervenscheidentumoren sind dringend indiziert.
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7 Abkirzungsverzeichnis

DNA
EGFR
FISH
HE
HER
IHC
MFH
MPNST
PCR
PNET
TMA

Desoxyribonuclein acit

Epidermal Growth Factor Receptor
Fluoreszenz—in—situ-Hybridisierung
Hamatoxylin—Eosin

Human Epidermal Growth Receptor
Immunhistochemie

Malignes Fibréses Histiozytom

Maligner Peripherer Nervenscheidentumor
Polymerase—chain-reaction

Primitiver Neuroektodermaler Tumor

Tissue Microarray
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