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Einleitung

1 Einleitung

Im Jahr 2006 wurden in Europa iiber 3,1 Millionen Krebs-Neuerkrankungen festgestellt
und mehr als 1,7 Millionen Menschen, davon 56% Maénner und 44% Frauen, erlagen
ithrem Krebsleiden. Beim ménnlichen Geschlecht stellte das Lungenkarzinom (26,6%)
die haufigste Krebstodesursache dar, wihrend bei Frauen das Mammakarzinom (17,6%)
den grofBten Anteil der durch Krebs verursachten Todesfélle bildete (Ferlay et al., 2007).
Die iiberwiegende Mehrzahl der Tumorpatienten versterben aufgrund der Entwicklung

von Metastasen (Eccles et Welch, 2007).

Bis vor knapp zehn Jahren stiitzte sich die Tumortherapie auf drei Sdulen: die Chirurgie,
die Strahlentherapie und die zytostatische Chemotherapie. Eine definitive Heilung im
Bereich der soliden Tumore versprach meist nur eine vollstindige Entfernung des
Tumors durch den Chirurgen (Stenner-Liewen et al., 2006) oder die Zerstorung des
Tumors durch Radiotherapie (Pisansky et al., 2008). Klassische Chemotherapeutika
storen verschiedene Aspekte der DNA-Synthese und Reparatur oder beeintrachtigen die
Mitose. Da dies allen sich teilenden Zellen gemein ist, sind die meisten Zytostatika mit
erheblichen Nebenwirkungen verbunden (Zhang et al., 2007). In den letzten Jahren
wurden im Bereich der Krebstherapie viele neue Strategien entwickelt, die gezielt
spezifische Krebssignalwege und Schliisselmolekiile des Tumorwachstums und der
Tumorprogression hemmen. Bedeutende Fortschritte sind besonders bei der Inhibition
von Tyrosinkinasen, ihrer Liganden und bei Komponenten der Signaltransduktion

erreicht worden (Baselga et Arteaga, 2005).

EGFR und HER2 gehoren zur Rezeptor-Tyrosinkinasen-Superfamilie, die sich in vier
Subgruppen unterteilt: ErbB1 (EGFR, HER1), ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) und
ErbB4 (HER4) (Reid et al., 2007).

EGFR ist in vielen epithelialen Tumoren exprimiert (Grimm et al., 2005). Ob die
EGFR-Expression in den verschiedenen Tumoren eine pradiktive Aussagekraft fiir das
Ansprechen einer Anti-EGFR-Therapie darstellt, ist derzeit allerdings unklar. Patienten

mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC), die auf eine Tyrosinkinase-
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inhibitoren-Therapie ansprechen, weisen oft verschiedene Mutationen im EGFR-Gen
auf. Am héufigsten nachgewiesen sind aktivierende Mutationen innerhalb des Exon 18
bis 21. Punktmutationen im Exon 21 (L858R) sowie Deletionen im Exon 19 (del E746-
T751) stellen pradiktive Marker fiir zugelassene Tyrosinkinaseinhibitoren, wie Erlotinib
und Gefitinib, dar (Ono et Kuwano, 2006). Zudem spielt die Existenz der EGFR-
Genzunahme moglicherweise eine kritische Rolle fiir die Effizienz dieser Medikamente.
Auch Cappuzzo et al. (2005) berichteten, dass Patienten mit nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen (NSCLC) und einem FISH-positiven EGFR-Status (hohe Polysomie
oder Genamplifikation) eine hohere Ansprechrate und langere Dauer der Tumor-
remission und Uberlebenszeit aufweisen als FISH-negative Patienten. Nicholson et al.
(2001) evaluierten iiber 200 Studien aus den Jahren 1985 bis 2000 und zeigten, dass die
EGFR-Expression bei manchen Tumoren, darunter Kopf-/Hals-, Ovarial-, Zervix-,
Harnblasen- und Osophaguskarzinome, von hoher prognostischer Bedeutung ist. In
Magen-, Brust-, Endometrium- und colorektalen Karzinomen war der EGFR-Status
hingegen nur von mifigem prognostischem Wert und bei nicht-kleinzelligen

Lungenkarzinomen (NSCLC) lieen sich dazu kaum Aussagen treffen.

Verschiedene Medikamente haben sich gegen den EGFR effektiv gezeigt:

Cetuximab (C225, Erbitux ®) ist ein chimirer monoklonaler Antikoérper. Er wurde
2004 von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) sowohl als Monotherapie, als
auch in Kombination mit Irinotecan fiir die Therapie EGFR-positiver metastasierender
colorektaler Karzinome (CRC) zugelassen. 2005 folgte dann die Zulassung fiir bisher
unbehandelte squamose Plattenepithelkarzinome des Kopf-/Hals-Bereichs (SCCHN) in
Kombination mit Radiotherapie durch die Schweizer Swissmedic-Kommission
(Marshall, 2006). Des Weiteren befindet sich Cetuximab in klinischen Phase II und III
Studien fiir Brust-, Endometrium-, Magen-, Nieren-, Ovarial-, Pankreas-, Zervix- und

hepatozelluldren Karzinome (Rocha-Lima et al., 2007).

Erlotinib (Tarceva ®) ist ein reversibler Tyrosinkinaseninhibitor, der oral verabreicht
wird. Bereits 2004 wurde er fiir die Therapie von lokal fortgeschrittenen oder

metastasierenden nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) zugelassen. 2005
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erfolgte dann auch die Therapiezulassung als first-line Behandlung in Kombination mit
Gemcitabin bei fortgeschrittenen, inoperablen oder metastasierenden Pankreaskarzi-
nomen (Marshall, 2006). Weitere Therapieerfolge werden derzeit auch in klinischen
Phase II und III Studien bei Brust-, Kopf-/Hals-, Ovarial-, Prostata-, colorektalen

Karzinomen und dem Glioblastom multiforme evaluiert (Rocha-Lima et al., 2007).

Gefitinib (Iressa ®) ist ebenfalls ein Tyrosinkinaseinhibtor. Urspriinglich wurde er
2003 fiir die Monotherapie von fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen
(NSCLC) zugelassen. Dies wurde allerdings widerrufen, nachdem zwei Studien (ISEL
und S0023) bei den behandelten Patienten enttduschenderweise keine signifikante
Verbesserung der Uberlebenszeit nachweisen konnten (Marshall, 2006). Im Moment ist
das Medikament nur bei Patienten indiziert, die bereits von einer Gefitinib-Therapie
profitiert haben. Zudem finden derzeit auch verschiedene klinische Phase II und III
Studien statt, um den Therapieerfolg bei Brust-, Harnblasen-, Kopf-/ Hals-, (f)sophagus—,

Prostata- und colorektalen Karzinomen zu testen (Rocha-Lima et al., 2007).

HER?2 ist bei 15-30% der Mammakarzinome iiberexprimiert und amplifiziert (Piccart-
Gebhart et al., 2005; Slamon et al., 1987; Slamon et al., 1989). Beide Veridnderungen
werden mit einer kiirzeren krankheitsfreien Uberlebensdauer assoziiert, einem
fehlenden Ansprechen auf eine Tamoxifen-Antidstrogentherapie sowie einem
verdnderten Ansprechen auf viele zytostatische Chemotherapien (Press et al., 2005).
Tapia et al. (2007) berichteten in einer kiirzlich verdffentlichten Studie tiber die hohe
Konkordanz zwischen HER2-Uberexpression und HER2-Amplifikation in verschie-
denen Tumoren. So waren 91,4% der stark positiven (3+) Mammakarzinome auch
HER2-amplifiziert. Bei Karzinomen anderer Entitdten konnte sogar in 100% der stark
positiven (3+) Félle eine HER2-Amplifikation nachgewiesen werden. Eine besonders
groBe Ubereinstimmung fand sich vor allem bei Harnblasen-, Magen-, Endometrium-,

Lungen- und Ovarialkarzinomen.

Trastuzumab (Herceptin ®) ist ein rekombinanter humanisierter monoklonaler
Antikdrper, der 1998 von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) fiir die

Behandlung von HER2-positiven metastasierenden Mammakarzinomen zugelassen
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wurde (Press et al., 2005). Trastuzumab zeigt sich hier sowohl als Monotherapie, als
auch in Kombination mit anderen Chemotherapeutika effektiv (Meric-Bernstam et al.,
2006). Kiirzliche Studien haben gezeigt, dass Trastuzumab auch als adjuvantes
Medikament zu einer drastischen Reduktion (um die 50%) von Rezidiven und
Mortalitét fiihrt (Piccart-Gebhart et al., 2005; Romond et al., 2005). In einer weiteren
Studie wurde der Einsatz von Trastuzumab als Neoadjuvans in Kombination mit
Chemotherapie bei HER2-positiven operablen Mammakarzinomen getestet. Dies flihrte
bei 65% der Patienten zu einer signifikanten pathologischen Komplettremission, die bei
alleiniger Chemotherapie nur von 26% der Patientinnen erreicht werden konnte (Buzdar

et al., 2005).

KIT (CD117) ist eine Typ 3-Rezeptor-Tyrosinkinase und spielt eine wesentliche Rolle
bei der Entwicklung von Melanozyten, Keimzellen, Mastzellen, hdmatopoetischen
Stammzellen und den interstitiellen Cajalzellen. Bei 85% der gastrointestinalen
Stromatumoren (GIST) werden aktivierende KIT-Mutationen nachgewiesen. Die
meisten davon (70%) entstehen in der juxtamembrandsen Doméne des Exon 11
(Hornick et Fletcher, 2007). Von herausragender diagnostischer Bedeutung ist der
Nachweis einer KIT-Expression bei GIST. Ungefahr 95% der Fille sind immun-
histochemisch CD117 positiv (Dirnhofer et al., 2006). Andere Karzinome, die mit KIT-
Uberexpression in Verbindung gebracht werden, sind Seminome, adenoid-zystische

Karzinome, maligne Melanome und grof3zellige Lungenkarzinome (Went et al., 2004).

Imatinib (STI571/Glivec ®) wurde als das ,,Vorbild der Targeted Therapy* (Druker,
2004) bezeichnet, da es eine vollig neue molekulare Herangehensweise bei der
Behandlung von BCL/ABL-, PDGFR- und KIT- mutierten malignen Erkrankungen
reprasentierte (Orfao et al., 2007). Urspriinglich wurde dieses Medikament zur Therapie
chronisch myeloischer Leukdmien eingesetzt und zeigte sich dort - durch die gezielte
Hemmung des BCL/ABL-Fusionssproteins - duflerst effektiv. Erst spiter stellte sich
heraus, dass das Medikament auch bei KIT-exprimierenden gastrointestinalen
Stromatumoren (GIST) mit groBem Erfolg appliziert werden kann (Went et al., 2004).
Mehr als 80% der Patienten mit metastasierenden gastrointestinalen Stromatumoren

(GIST) profitieren von einer Behandlung, entweder durch partielles Ansprechen oder
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durch Krankheitsstabilisierung (Demetri et al., 2002; Verweij et al., 2004). Zudem
korreliert die Wirksamkeit von Imatinib mit dem jeweiligen Genotyp des Tumors,
wobei gastrointestinale Stromatumoren (GIST) mit KIT-Mutationen im Exon 11 die

hochsten Ansprechraten aufweisen (Rubin et al., 2007).

Die beschriebenen Krebsmedikamente haben gemeinsam, dass sie nur bei Tumoren mit
bestimmten molekularen Verdnderungen wirksam sind. So hemmt Trastuzumab das
Zellwachstum nur bei HER2-positiven Tumoren, wéhrend sich das Medikament bei
HER2-negativen Mammatumoren als nicht wirksam erwies (Ferretti et al., 2007). Auch
der Therapieerfolg von Imatinib korreliert in hohem Malle mit der Prdsenz und der
jeweiligen Lokalisation von KIT-Mutationen (Heinrich et al., 2003; Debiec-Rychter et
al., 2004). Etwas komplizierter verhélt sich die Situation bei Anti-EGFR-Medikamen-
ten. Studien konnten keine Korrelation zwischen EGFR-Expression und Cetuximab-
Sensitivitdt bei Patienten mit metastasierenden colorektalen Karzinomen feststellen
(Cunningham et al., 2004; Lenz et al., 2006). Paradoxerweise zeigte sich, dass auch
EGFR-negative Patienten auf eine Cetuximab-Therapie ansprachen (Chung et al., 2005;
Lenz et al., 2006). Auch bei der Therapie von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen
(NSCLC) wurde kein préadiktiver Wert der EGFR-Expressionshohe fiir das Ansprechen
auf die Tyrosinkinaseinhibitoren Gefitinib und Erlotinib festgestellt (Pérez-Soler et al.,
2004; Parra et al., 2004). Allerdings zeigten verschiedene Studien eine bedeutende
Assoziation zwischen einer hohen EGFR-Genkopiezahl und dem Ansprechen auf eine

Gefitinib-Therapie (Cappuzzo et al., 2005; Tsao et al., 2005; Hirsch et al., 2005).

Im Gegensatz zu den klassischen Krebs-Chemotherapeutika ist es deswegen fiir den
Einsatz gezielter Krebsmedikamente notwendig, die Therapieindikation durch eine
molekulare Untersuchung von Tumorgewebe zu stellen. Typischerweise wird diese
Indikation nach der Untersuchung von Primértumoren gestellt (Gancberg et al., 2002;
Sauter et al., 2003). Dies hat mehrere konzeptuelle und praktische Nachteile: Erstens ist
der molekulare Status von Metastasen (die behandelt werden sollen) nicht immer
identisch mit dem molekularen Befund in den Primirtumoren (die typischerweise fiir
die molekulare Diagnostik zur Verfiigung stehen). So berichteten verschiedene Studien,

die den HER2-Status von Primérkarzinomen der Mamma und ihren zugehorigen




Einleitung

Metastasen anhand Immunhistochemie und Fluoreszenz in situ Hybridisierung
evaluierten, von einer fehlenden Ubereinstimmung des molekularen Status in 0 — 20%
der Fille (Tapia et al., 2007; Edgerton et al., 2003; Gancberg et al., 2002; Simon et al.,
2001; Tanner et al., 2001). Zweitens kann es sein, dass im Primdrtumor ein heterogener
Befund besteht, mit Zielgen-alterierten und Zielgen-nicht-alterierten Tumorarealen
(Cottu et al., 2008; Simon et al., 2001). In diesen Fillen ist unklar, welcher Klon
letztlich metastasiert ist. Drittens besteht hdufig das praktische Problem, dass von
Patienten, die sich jetzt mit Metastasen vorstellen, die frither untersuchten Primértumore
nicht aufbewahrt worden sind und so fiir eine molekulare Diagnostik nicht mehr zur

Verfiigung stehen.

Wiinschenswert fiir die Therapieindikation wire aus den oben genannten Griinden eine
molekulare Untersuchung von Metastasen. Diese gestaltet sich aus Materialmangel
hiufig schwierig (Bozzetti et al., 2003). Falls Metastasen biopsiert werden konnen,
werden die Biopsate oftmals mit einer diinnen Nadel entnommen, manchmal liegen
auch nur zytologische Priparate vor. Nadelbiopsien sind fiir molekulare Analysen nicht
besonders gut geeignet, da sie aufgrund der geringen Dicke der Préparate nur wenige
Male angeschnitten werden konnen und so nach einer ersten Serie von molekularen

Zusatzuntersuchungen hiufig aufgebraucht sind.

Die rasche Entwicklung neuer Therapieziele und genspezifischer Medikamente fiihrt
langsam aber unaufhaltsam zu einem Paradigmenwechsel, weg von der rein
organzentrierten pathologisch-histologischen Tumordefinition, hin zur molekular
definierten Tumordiagnose (Schultze, 2006). Derzeit sind bereits zwei Drittel der sich in
Entwicklung befindenden Substanzen den ,,targeted drugs® zuzurechnen (Lengauer et
al., 2005). Die Zunahme molekularer Zusatzdiagnostik stellt besonders die Institute der
Pathologie vor neue Herausforderungen. Da hierfiir oftmals alte Tumorblocke in den
Archiven identifiziert werden miissen, sind retrospektive Untersuchungen bereits im
heutigen Umfang sehr belastend. Neue Strategien miissen gefunden werden, um zu
gewihrleisten, dass in Zukunft auch eine Vielzahl von Patienten schnellstmdglich auf
neue Therapieoptionen getestet werden kdnnen. Eine gute Moglichkeit hierfiir wire die

Sammlung und Verwaltung von kleinen Tumorgewebeteilen geeigneter Patienten in

10
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Form von Tissue Microarrays (TMA) (Sauter et al., 2004). Die TMA-Technik erlaubt
es, bis zu tausend verschiedene Gewebeproben auf einen einzigen Objekttrager zu
bringen und diese gleichzeitig mit in situ Methoden (Immunhistochemie, Fluoreszenz in
situ Hybridisierung) zu untersuchen (Kononen et al., 1998; Bubendorf et al., 2001,
Sauter et al., 2003). So konnten auch weitere diagnostische MaBinahmen, die erst nach

Monaten oder Jahren mdglich werden, innerhalb kiirzester Zeit durchgefiihrt werden.

11



Arbeitshypothese und Fragestellung

2 Arbeitshypothese und Fragestellung

Erst kiirzlich wurde im Rahmen einer Dissertation von J. Niehaus (unveroffentlicht) am
Institut fiir Pathologie des Universititsklinikums Eppendorf, Hamburg, ein Verfahren
entwickelt, das es ermoglicht, Tissue Microarrays (TMA) auch aus Stanzbiopsien zu
generieren. Bei dieser Technik werden die diagnostisch gewonnen Stanzzylinder aus
den urspriinglichen Blocken herausgeschnitten und senkrecht in ein entsprechendes
Loch des Empfangerblocks eingebracht. Nach der Herstellung eines derartigen
Stanzzylinder-TMAs, bestehend aus bis zu mehreren hundert Zylindern, kénnen dann
vom TMA-Block Gewebeschnitte hergestellt werden. Der groe Vorteil dieses
Verfahrens liegt darin, dass das Tumorgewebe nun senkrecht im Paraffinblock steht. So
konnen von einem Stanzzylinder hunderte von Schnitten angefertigt werden, wodurch
eine ausreichende Anzahl von molekularen Untersuchungen zu diagnostischen Zwecken

ermdglicht wird.

Um die Praktikabilitidt dieses Verfahrens fiir die molekulare Charakterisierung von
Metastasen-Stanzbiopsien zu {liberpriifen, wurden in der vorliegenden Dissertation 250
Stanzbiopsien von Lebermetastasen verschiedener Entitdten mit der neuen Technik in
ein TMA-Format gebracht. AnschlieBend erfolgte eine Untersuchung auf die
Expression sowie Amplifikation der Therapieziele EGFR, HER2 und KIT, die
zusammen mit dem Verfahren auch dafiir geeignet ist, Tumore als mogliche
Therapieziele zu erkennen, die noch nicht zu den typischen Empfiangern molekularer

Therapien gehoren.

Zielsetzungen der vorliegenden Dissertation waren somit, die Durchfiihrbarkeit der neu
entwickelten Stanztechnik anhand von Lebermetastasen-Stanzbiopsien zu evaluieren
und Aussagen dariiber zu gewinnen, ob diese Methode zur Erfassung reprédsentativer

diagnostischer Befunde geeignet ist.

12
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Um das notwendige Patientenkollektiv zusammenstellen zu koénnen, wurden aus dem
Datenarchiv des Instituts fiir Pathologie des Universititsklinikums Eppendorf sémtliche
Befunde der Patienten mit Lebermetastasen der Jahre 1993 — 2007 herausgesucht. Bei
den wurspriinglich circa 7900 Féillen fanden sich allerdings nur 466 als reine
Stanzbiopsien. Anschliefend wurden aus den Archiven die zugehdrigen Gewebeschnitte
und Paraffinblocke herausgesucht. Eine Nachbeurteilung der Praparate ergab in 216 von
466 tumorenthaltenden Stanzbiopsien (aufgrund schon vieler zuvor erfolgter
Untersuchungen) eine zu geringe Tumormenge in den Paraffinblocken, um das

Stanzverfahren und weitere Untersuchungen durchfiihren zu kénnen.

3.2  Histologie Review & Befunde

Die 250 als tauglich befundenen Gewebezylinder wurden von fiinf Pathologen (E.
Burandt, A. Hinsch, I. Kramme, A. Liibke und S. Minner) nachbeurteilt, wobei die
Tumorareale auf den mit Hdmatoxilin-Eosin (HE) gefarbten Schnitten genau gekenn-
zeichnet wurden. Auch wurden jeweils die maximale Tumorlidnge sowie die gesamte
Tumorlidnge bestimmt. Das Alter der Patienten lag zwischen 20 und 90 Jahren
(Durchschnittsalter 64,03 Jahre). Das Kollektiv beinhaltete 128 Maéanner und 120
Frauen. Bei zwei Personen konnte das Geschlecht aufgrund ungewo6hnlicher Vornamen
nicht bestimmt werden. Weitere Daten wurden den Patientenakten des Instituts fiir
Pathologie entnommen. Darunter die Lokalisation des Primértumors, der histologische
Tumortyp und das Grading nach UICC (Union Internationale Contre le Cancer).
AnschlieBend wurden die Tumorareale auf den Paraffinblocken markiert und wie

nachstehend beschrieben in ein Tissue Microarray-Format gebracht.

13
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33 Zusammenstellung der Tissue Microarrays (TMA)

Insgesamt wurden elf verschiedene Tissue Microarray-Blocke aus Lebermetastasen
angefertigt. Die ausgewihlten Stanzbiopsien wurden je nach Lokalisation des
Priméartumors zusammengestellt. Eine Ubersicht ist in Tabelle 1 gegeben. Die Tabellen
2-12 verdeutlichen die genaue Zusammensetzung der einzelnen Lebermetastasen-
Arrays. Die Abbildung 1 zeigt exemplarisch die Anordnung der einzelnen Gewebespots

auf einem Tissue Microarray.

Tabelle 1: Ubersicht der einzelnen Lebermetastasen-Arrays

Nummer Primértumor (PT) Fille
1 Colon 38
2 Galle/Pankreas 35
3 Lunge 24
4 Mamma 38
5 Haut 10
6 Niere 04
7 Pankreas 18
8 Prostata 03
9 Urothelgewebe 11
10 Varia 19
11 Primédrtumor unbekannt 50

14
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Colon-Arrays

Nummer |Koordinate| Primirtumor Histologischer Typ Grading
1 AO01 Colon Adenokarzinom 2
2 A02 Colon Adenokarzinom 2
3 A03 Colon Adenokarzinom 2
4 A04 Colon Adenokarzinom 2
5 AO05 Colon Adenokarzinom 2
6 A06 Colon Adenokarzinom 2
7 A07 Colon Adenokarzinom 2
8 A08 Colon Adenokarzinom X
9 A09 Colon Adenokarzinom 2

10 Al0 Colon Adenokarzinom 2
11 All Colon Adenokarzinom 3

12 Al2 Colon Adenokarzinom 2
13 BO1 Colon Karzinom 3

14 B02 Colon Adenokarzinom 2
15 B03 Rektum Adenokarzinom 2
16 B04 Colon Adenokarzinom 3

17 BO05 Colon Adenokarzinom 2
18 B06 Rektum Adenokarzinom 2
19 B07 Colon Adenokarzinom 2
20 B0O8 Colon Adenokarzinom 2
21 B09 Colon Neuroendokrin 1

22 B10 Rektum Adenokarzinom X
23 Bl11 Colon Adenokarzinom 2
24 B12 Colon Adenokarzinom X
25 Co1 Colon Adenokarzinom 2
26 C02 Colon Adenokarzinom 2
27 C03 Colon Neuroendokrin 1

28 C04 Rektum Karzinom 3
29 CO05 Colon Neuroendokrin 1

30 Co06 Colon Adenokarzinom 3
31 Cco7 Colon Neuroendokrin 1

32 C08 Colon Adenokarzinom 2
33 C09 Colon Adenokarzinom 2
34 C10 Colon Adenokarzinom 2

Abkiirzungen Grading: G1: gut, G2: méBig, G3: schlecht differenziert. GX: Differenzierung unbekannt.
Fortsetzung auf Seite 16.
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Tabelle 2, Fortsetzung: Zusammensetzung des Colon-Arrays

Nummer |Koordinate| Primirtumor Histologischer Typ Grading
35 Cl1 Colon Adenokarzinom 2
36 Cl12 Colon Neuroendokrin 3
37 DOl Colon Adenokarzinom 2
38 D02 Colon Adenokarzinom 2

Abkiirzungen Grading: G1: gut, G2: méBig, G3: schlecht differenziert. GX: Differenzierung unbekannt.
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Galle/Pankreas-Arrays

Nummer |Koordinate Primértumor Histologischer Typ | Grading
1 A0l Gallengang Adenokarzinom 2
2 A02 Gallengang Adenokarzinom 3
3 A03 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
4 A04 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 1
5 A05 Gallengang Adenokarzinom 2
6 A06 Gallengang Adenokarzinom 2
7 A07 Gallengang Adenokarzinom 2
8 A08 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom X
9 A09 Gallenblase Adenokarzinom 2
10 Al10 Gallenblase Karzinom 3
11 All Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
12 Al2 Gallengang Adenokarzinom 2
13 BO1 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
14 B02 Gallengang Adenokarzinom 3
15 B03 Gallengang Adenokarzinom 2
16 B04 Gallenblase Adenokarzinom 2
17 B05 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
18 B06 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
19 B07 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 3

20 BOS8 Gallengang Adenokarzinom 2
21 B09 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom X
22 B10 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
23 B1l1 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
24 B12 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 3
25 Co1 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
26 Co02 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 3
27 Co03 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
28 Co04 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
29 Co05 Gallengang Adenokarzinom 2
30 Co06 Gallengang Adenokarzinom 3
31 Co7 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
32 Co8 Gallengang Adenokarzinom 2
33 C09 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 3
34 C10 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 2
35 Cl1 Gallengang/Pankreas | Adenokarzinom 3

Abkiirzungen Grading: G1: gut, G2: méBig, G3: schlecht differenziert. GX: Differenzierung unbekannt.
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Lungen-Arrays

Nummer |Koordinate| Primirtumor Histologischer Typ Grading
1 A0l Lunge Adenokarzinom 2
2 A02 Lunge Adenokarzinom 3
3 A03 Lunge Kleinzellig 3
4 A04 Lunge Kleinzellig 3
5 AO05 Lunge Neuroendokrin 1
6 A06 Lunge Kleinzellig 3
7 A07 Lunge Kleinzellig X
8 A08 Lunge Plattenepithel X
9 A09 Lunge Kleinzellig X

10 Al0 Lunge Kleinzellig 3
11 All Lunge Neuroendokrin 3
12 Al2 Lunge Kleinzellig 1
13 BO1 Lunge Nicht-kleinzellig X
14 B02 Lunge Kleinzellig X
15 B03 Lunge Adenokarzinom 3
16 B04 Lunge Kleinzellig X
17 BO5 Lunge Adenokarzinom 2
18 B06 Lunge Kleinzellig X
19 B07 Lunge Adenokarzinom 2
20 B0OS8 Lunge Karzinom 3
21 B09 Lunge Kleinzellig X
22 B10 Lunge Karzinom X
23 Bl11 Lunge Neuroendokrin, groBzellig 1
24 B12 Lunge Kleinzellig X

Abkiirzungen Grading: G1: gut, G2: méBig, G3: schlecht differenziert. GX: Differenzierung unbekannt.
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Tabelle 5: Zusammensetzung des Mamma-Arrays

Nummer |Koordinate| Primirtumor Histologischer Typ Grading
1 AO01 Mamma Karzinom 3
2 A02 Mamma Adenokarzinom X
3 A03 Mamma Adenokarzinom 2
4 A04 Mamma Karzinom X
5 A05 Mamma Adenokarzinom, duktal 2
6 A06 Mamma Adenokarzinom 2
7 A07 Mamma Adenokarzinom, duktal 2
8 A08 Mamma Adenokarzinom 3
9 A09 Mamma Adenokarzinom 2

10 Al0 Mamma Adenokarzinom, alveolar X
11 All Mamma Adenokarzinom X
12 Al2 Mamma Karzinom X
13 BO1 Mamma Karzinom X
14 B02 Mamma Karzinom 3
15 B03 Mamma Pleomorph 4
16 B04 Mamma Adenokarzinom X
17 B05 Mamma Adenokarzinom 3
18 B06 Mamma Adenokarzinom 2
19 B07 Mamma Adenokarzinom X
20 B08 Mamma Adenokarzinom X
21 B09 Mamma Adenokarzinom 3
22 B10 Mamma Karzinom, duktal 3
23 Bl11 Mamma Adenokarzinom, duktal X
24 B12 Mamma Adenokarzinom, duktal X
25 Co1 Mamma Karzinom X
26 C02 Mamma Karzinom, duktal X
27 C03 Mamma Karzinom, duktal 3
28 C04 Mamma Karzinom 3
29 CO05 Mamma Adenokarzinom, duktal X
30 Co06 Mamma Karzinom X
31 Cco7 Mamma Adenokarzinom 3
32 CO08 Mamma Adenokarzinom, duktal X
33 C09 Mamma Karzinom X
34 C10 Mamma Adenokarzinom, duktal X

Abkiirzungen Grading: G1: gut, G2: miBig, G3: schlecht, G4: nicht differenziert. GX: Differenzierung
unbekannt. Fortsetzung auf Seite 20.
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Tabelle 5, Fortsetzung: Zusammensetzung des Mamma-Arrays

Nummer |Koordinate| Primirtumor Histologischer Typ Grading
35 Cll1 Mamma Karzinom, solid-alveolar X
36 Cl12 Mamma Adenokarzinom, duktal X
37 D01 Mamma Adenokarzinom 3
38 D02 Mamma Adenokarzinom X

Tabelle 6: Zusammensetzung des Haut-Arrays

Nummer | Koordinate | Priméirtumor Histologischer Typ Grading
1 A01 Haut Malignes Melanom, amelanotisch X
2 A02 Aderhaut Malignes Melanom X
3 A03 Haut Malignes Melanom, spindelzellig X
4 A04 Aderhaut Malignes Melanom, pigmentiert X
5 A05 Haut Malignes Melanom X
6 A06 Aderhaut Malignes Melanom X
7 A07 Haut Malignes Melanom, amelanotisch X
8 A08 Aderhaut Malignes Melanom X
9 A09 Aderhaut Malignes Melanom X
10 Al0 Aderhaut Malignes Melanom X

Tabelle 7: Zusammensetzung des Nieren-Array

Nummer |Koordinate| Priméirtumor Histologischer Typ Grading
1 A0l Niere Klarzellig 2
2 A02 Niere Klarzellig X
3 A03 Niere Klarzellig 1
4 A04 Niere Klarzellig 2

Abkiirzungen Grading: G1: gut, G2: méBig, G3: schlecht differenziert. GX: Differenzierung unbekannt.
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Tabelle 8: Zusammensetzung des Pankreas-Arrays

Nummer |Koordinate| Primirtumor Histologischer Typ Grading
1 A0l Pankreas Pleomorph X
2 A02 Pankreas Adenokarzinom 3
3 AO03 Pankreas Neuroendokrin 2
4 A04 Pankreas Anaplastisch 3
5 A05 Pankreas Adenokarzinom 3
6 A06 Pankreas Adenokarzinom 2
7 A07 Pankreas Adenokarzinom 2
8 A08 Pankreas Adenokarzinom 2
9 A09 Pankreas Adenokarzinom 2
10 Al0 Pankreas Adenokarzinom 2
11 All Pankreas Adenokarzinom 2
12 Al2 Pankreas Adenokarzinom 3
13 BO1 Pankreas Adenokarzinom 3
14 B02 Pankreas Karzinom 3
15 B03 Pankreas Adenokarzinom, duktal X
16 B04 Pankreas Adenokarzinom 3
17 B05 Pankreas Adenokarzinom 2
18 B06 Pankreas Adenokarzinom 2
Tabelle 9: Zusammensetzung des Prostata-Arrays
Nummer |Koordinate| Primirtumor Histologischer Typ Grading

1 AO01 Prostata Karzinom X
2 A02 Prostata Adenokarzinom 3
3 A03 Prostata Adenokarzinom X

Abkiirzungen Grading: G1: gut, G2: méBig, G3: schlecht differenziert. GX: Differenzierung unbekannt.
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Tabelle 10: Zusammensetzung des Urothel-Arrays

Nummer |Koordinate| Primirtumor Histologischer Typ Grading
1 AO01 Harnblase Urothelkarzinom X
2 A02 Urothel Urothelkarzinom 3
3 A03 Urothel Urothelkarzinom 3
4 A04 Urothel Urothelkarzinom 3
5 A05 Harnblase Karzinom 3
6 A06 Urothel Karzinom X
7 A07 Harnblase Urothelkarzinom X
8 A08 Urothel Urothelkarzinom 3
9 A09 Urothel Urothelkarzinom X

10 Al10 Nierenbecken Urothelkarzinom X
11 All Urothel Urothelkarzinom 1
Tabelle 11: Zusammensetzung des Varia-Arrays
Nummer | Koordinate Primértumor Histologischer Typ Grading
1 A01 Ileum Neuroendokrin X
2 A02 Ovarien Embryonal 3
3 A03 Duodenum Neuroendokrin 2
4 A04 Magen Adenokarzinom 2
5 A05 Anus Kleinzellig, basaloid X
6 A06 Osophagus Plattenepithel X
7 A07 Ovarien Adenokarzinom 2
8 A08 Parotis Mukoepidermoidkarzinom 3
9 A09 Magen Adenokarzinom 3
10 Al0 Jejunum Adenokarzinom 3
11 All Diinndarm Neuroendokrin 1
12 Al2 Schilddriise Neuroendokrin X
13 BO1 Urogenitaltrakt Karzinom 3
14 B02 Magen Neuroendokrin 3
15 B03 Diinndarm Neuroendokrin 1
16 B04 Speichelgang/Parotis | Adenokarzinom, duktal X
17 B05 Osophagus Karzinom X
18 B06 Ovarien Adenokarzinom 2
19 B07 Diinndarm Neuroendokrin 1

Abkiirzungen Grading: G1: gut, G2: méBig, G3: schlecht differenziert. GX: Differenzierung unbekannt.
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Tabelle 12: Zusammensetzung des Primédrtumor unbekannt-Arrays

Nr | Koordinate Primértumor Histologischer Typ Grading
1 AO01 Unbekannt Adenokarzinom 2
2 A02 Unbekannt Adenokarzinom X
3 A03 Magen/Darm Adenokarzinom 2
4 A04 Unbekannt Adenokarzinom 3
5 A05 Unbekannt Adenokarzinom 2
6 A06 Unbekannt Karzinom 3
7 A07 Unbekannt Kleinzellig X
8 A08 Unbekannt Adenokarzinom 2
9 A09 Magen/Darm/Pankreas Adenokarzinom X

10 Al0 Unbekannt Adenokarzinom 2
11 All Unbekannt Adenokarzinom 3
12 Al2 Gastrointestinal/Lunge Adenokarzinom 2
13 BO1 Gastrointestinal/Lunge Adenokarzinom 2
14 B02 Unbekannt Neuroendokrin X
15 B03 Unbekannt Neuroendokrin X
16 B04 Unbekannt Adenokarzinom 2
17 BO05 Unbekannt Neuroendokrin 3
18 B06 Gastrointestinal/Gallengang | Adenokarzinom 3
19 B07 Unbekannt Maligner Tumor 3

20 B0O8 Gastrointestinal Adenokarzinom 2

21 B09 Magen/Pankreas Adenokarzinom X

22 B10 Unbekannt Adenokarzinom X

23 Bl11 Unbekannt Plattenepithel, basaloid 3

24 B12 Unbekannt Karzinom X

25 Co1 Unbekannt Karzinoid/Paragangliom X

26 C02 Gastrointestinal Adenokarzinom 2

27 Co03 Unbekannt Neuroendokrin 1

28 C04 Unbekannt Adenokarzinom 3

29 C05 Unbekannt Kleinzellig X

30 C06 Unbekannt Leiomyosarkom 2

31 Cco7 Gastrointestinal Neuroendokrin X

32 C08 Gastrointestinal Stromatumor X

33 C09 Magen/Colon/Rektum Adenokarzinom 3

Abkiirzungen Grading: G1: gut, G2: méBig, G3: schlecht differenziert. GX: Differenzierung unbekannt.
Fortsetzung auf Seite 24.
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Tabelle 12, Fortsetzung: Zusammensetzung des Primirtumor unbekannt-Arrays

Nr | Koordinate Primértumor Histologischer Typ Grading
34 C10 Unbekannt Plattenepithel, verhornt 2
35 Cl1 Unbekannt Adenokarzinom 3
36 Cl12 Unbekannt Kleinzellig X
37 D01 Unbekannt Karzinom 3
38 D02 Unbekannt Neuroendokrin 3
39 D03 Unbekannt Mesotheliom X
40 D04 Gastrointestinal Stromasarkom X
41 D05 Unbekannt Mesotheliom X
42 D06 Gastrointestinal Neuroendokrin X
43 D07 Gastrointestinal Neuroendokrin X
44 D08 Unbekannt Adenokarzinom 2
45 D09 Unbekannt Plattenepithel 3
46 D10 Unbekannt Adenokarzinom 3
47 D11 Unbekannt Neuroendokrin 2
48 D12 Unbekannt Adenokarzinom 3
49 EO1 Hepatozelluldr/Nebenniere | Karzinom 3
50 EO02 Gastrointestinal/Prostata Neuroendokrin 3

Abkiirzungen Grading: G1: gut, G2: méBig, G3: schlecht differenziert. GX: Differenzierung unbekannt.
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3.4  Herstellung der Tissue Microarrays

Das Tissue Microarray-Verfahren ermoglicht das Einbringen von bis zu tausend
Gewebezylindern von histologisch definierten Arealen verschiedener Tumorgewebe in
einen einzigen Paraffinblock (Kononen et al., 1998; Bubendorf et al., 2001; Sauter et
al., 2003) (Abbildung 2). Da von jedem TMA-Block ungefahr 200 Schnitte (Dicke 4-8
um) angefertigt werden konnen, wird so eine ausreichende Anzahl fiir spitere
molekulare Untersuchungen gewihrleistet (Kononen et al., 1998). Wihrend sich die
TMA-Technik in verschiedenen Studien unter Verwendung groBBerer Gewebepréiparate
schon lange bewéhrt hat (Dahl et al., 2007; Ruiz et al 2006; Zaharieva et al., 2003; Bolli
et al., 2002), wurde im Rahmen der Dissertation von J. Niehaus (unverdffentlicht) ein

Verfahren entwickelt, diese auch aus Stanzbiopsie-Material herzustellen.

Vor dem Stanzbeginn mussten als Erstes die benétigten elf Empfangerblocke je nach
Anzahl der vorgesehenen Gewebeproben vorgebohrt werden. Dies geschah am
Gewebearray-Stanzgerit unter Verwendung eines 0,6 mm dicken Bohrers (Abbildung
3). Ein verstellbarer "Eindring-Stopper" des Gerits sorgte hierbei fiir eine konstante
Lange der vorgebohrten Locher. Um die horizontal liegenden markierten Tumorareale
der einzelnen Stanzbiopsien aus ihren urspriinglichen Paraffinblocken zu befreien,
wurden diese erst kurz in einem warmen Wasserbad (Heizplatte Stufe 2) erwdrmt und
anschlieBend mit Hilfe eines Skalpells herausgeschnitten. Mit einer Pinzette wurde das
Gewebe erneut einige Sekunden in das warme Wasserbad gehalten, um die restliche
Paraffinschicht zu entfernen. Danach wurde das {iibriggebliebene reine Gewebe-
stanzmaterial mit einer Kaniile von 0,6 mm Durchmesser aufgezogen und senkrecht in
die vorgebohrten Locher des Empfangerblockes eingebracht. Bei Biopsiematerial, das
eine kiirzere Lénge als die der vorgebohrten Locher des Empfangerblockes aufwies,
wurde die Differenz durch Paraffinfiillstiicke ausgeglichen, welche in die unterste
Schicht der Locher im Empféngerblock eingebracht wurden. Dies geschah ebenfalls mit
einer Kaniile von 0,6 mm Durchmesser. Zum Schluss wurden die fertigen elf
Lebermetastasen-Arrays in einem Ofen (zehn Minuten bei 40°C) eingeschmolzen, um

einen sicheren Halt der Gewebespots fiir die Weiterverarbeitung zu gewihrleisten.
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Abbildung 2: Prinzip der Tumorarray-Herstellung.
Die horizontal liegenden Gewebestanzbiopsien werden manuell mit einem Skalpell aus dem
urspriinglichen Paraffinblock herausgeschnitten und danach mit Hilfe einer Kaniile senkrecht in den

neuen Empfangerblock eingebracht.

Abbildung 3: Gewebearray-Stanzgerit, Detailaufnahme Bohrer.
Mit dem Gewebearray-Stanzgerdt werden die leeren Empfangerblocke unter Verwendung eines 0,6 mm
dicken Bohrers je nach benotigter Anzahl der vorgesehenen Gewebeproben vorgebohrt. Ein verstellbarer

»Eindringstopper* sorgt dabei flir eine konstante Lénge der vorgebohrten Locher.
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3.5 Immunhistochemie (IHC)

Fiir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden von jedem TMA-Block drei
um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden iiber Nacht in Xylol (SDS) entparaffiniert
und anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe (2x 100%, 2x 96%, 2x 80%)
rehydriert.

Fiir die HER2-Untersuchung wurde der ,,HER2 Hercep-Test™* mit dem ,,Autostainer
Kit-System* der Firma Dako Cytomation (Code: K5207) verwendet. Optimale Firbe-
bedingungen wurden durch eine Mikrowellenvorbehandlung (1000 Watt, 20 Minuten)

mit einem Demaskierungspuffer (0,1 mol Citrat) erreicht.
Im Autostainer (Dako Cytomation) durchliefen die TMA-Schnitte folgende Schritte:

1. Wasserstoffperoxid (3%), 5 Minuten, um die endogene Peroxidase zu blockieren.

2. Zugabe des Kaninchen-Antikorpers gegen das humane HER2-Protein, 30 Minuten.

3. Spiilen im Tris Puffer (10fach konzentriert, Verdiinnung 1:10, PH 6,7), 5 Minuten.

4. Zugabe des Visualisierungsreagenz, Meerrettichperoxidase mit Ziege-Anti-
Kaninchen-Immunglobulin (konjugiert, gebrauchsfertig), 30 Minuten.

5. Behandlung mit Chromogen Diaminobenzidin (DAB 5%), 10 Minuten.

Zwischen den einzelnen Schritten wurde jeweils mit destilliertem Wasser gespiilt.

Als Positivkontrolle wurden die Mammakarzinom-Zelllinien MD 175 (1+) und SK
BR3 (3+) verwendet, MD 231 (0) diente zur Negativkontrolle. Die Gegenfarbung
erfolgte auferhalb des Autostainers in Haemalaun (nach Meyer), 15 Sekunden.
AbschlieBend wurden die gefarbten Schnitte in aufsteigenden Alkohollosungen (2x
80%, 2x 96%, 2x 100%) und Xylol dehydriert und mit Eukitt (Kindler) eingedeckt.

Fiir die KIT-Untersuchung wurde ein polyklonaler Kaninchen-Antikoérper CD117 der
Firma Dako Cytomation (Code: A4502) verwendet. Dieser wurde 1:400 verdiinnt. Ein
optimales Farbeergebnis wurde durch eine Mikrowellenvorbehandlung (1000 Watt, 20
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Minuten) bei einem PH-Wert von 7,8 erreicht. Die restlichen Schritte verliefen wie oben
beschrieben. Fiir CD117 wurden weder Positiv- noch Negativkontrollen verwendet, da

Mastzellen als interne Positivkontrolle in jedem Gewebe vorkommen.

Bei der immunhistochemischen Auswertung der einzelnen Lebermetastasen-Arrays
wurden nur membrandse Farbungen beriicksichtigt. Fiir jeden Tumorspot wurde zuerst
die Zahl der positiven Zellen sowie auch die Intensitit der Farbung beurteilt und

semiquantitativ nach einem Score von 0 - 3+ eingeschitzt.

Die HER2-Untersuchungsergebnisse wurden nach dem Hercep-Score ausgewertet.
Hierbei galt eine Farbeintensitdt zwischen 0 bis 1+ als negativ, wihrend die Intensitéten

2+ und 3+ als immunhistochemisch positiv eingestuft wurden.

Fiir die KIT-Untersuchung erfolgte eine andere Kategorisierung:

Negativ: Keine Farbung der Zellen nachweisbar.
Schwach positiv:  Férbeintensitdt von 1+ in weniger als 20% der Tumorzellen.
MaiBig positiv: Farbeintensitdt von 1+ in mehr als 20% der Tumorzellen oder
2+ in weniger als 20% der Tumorzellen.
Stark Positiv: Farbeintensitdt von 2+ in mehr als 20% der Tumorzellen oder der

Nachweis einer Farbeintensitit von 3+.

3.6 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Fiir die nachstehend beschriebenen FISH-Untersuchungen wurden fiir EGFR die Sonde
»EGFR Spectrum Orange™ CEP7* und fiir HER2 die Sonde ,,Path Vysion HER2-DNA
Probe Kit*“ der Firma Abbott verwendet.

Zunéchst wurden die drei pm dicken TMA-Schnitte zweimal zehn Minuten in Xylol
(J.T.Baker) und zweimal fiinf Minuten in Ethanol (96%) entparaffiniert und im
Anschluss auf der Heizplatte (Storck-Tronic/Prazitherm) drei Minuten bei 48 °C
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luftgetrocknet. Danach wurden die Schnitte mit dem Paraffin Pretreatment Reagent VP
2000 (Abbott) 15 Minuten bei 80 °C im Wasserbad und mit einer Proteaselosung VP
2000 (Abbott) 150 Minuten bei 37°C vorbehandelt. Die Proteaseldsung bestand aus 250
mg Protease 1 gelost in Protease Puffer 0,01 N HCL.

Nach dem Spiilen in destilliertem Wasser erfolgte die Dehydrierung der Schnitte in
einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 80% und 96% fiir jeweils drei Minuten) mit
nachfolgender Trocknung auf der Heizplatte, drei Minuten bei 48 °C. Darauthin wurden
jeweils zehn pul EGFR-Sonde und zehn ul HER2-Sonde auf die dafiir vorgesehenen
Gewebeschnitte pipettiert, mit Deckgldsern bedeckt und mit Fixorum (Marabu,
Tamm/Germany) versiegelt. Nach dem Aufbringen der Sonden wurden die Schnitte fiir
fiinf Minuten bei 72°C im ThermoBrite™ (Abbott Molecular, Stat Spin, Wiesbaden-
Delkenheim) denaturiert und iiber Nacht bei 37°C hybridisiert.

Nach Entfernen des Fixorums am darauffolgenden Tag wurden die Objekttrager jeweils
zweimal bei 72°C fiir zwei Minuten in SSC/0,3%NP 40 (PH 7,2 — 7,4) gewaschen.
Zuletzt wurden die Schnitte mit 1000 ng/ml 4',6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI,
Abbott) gegengefarbt und mit einem Deckglas abgedeckt.

Zur Auswertung der FISH-Signale wurden von allen Gewebespots der Leber-
metastasen-Arrays jeweils 20 Zellen (entspricht vier Gesichtsfeldern 4 finf Zellen)
mikroskopisch beurteilt. Fiir jeden Gewebespot wurde sowohl die Anzahl der HER2-
und Centromer 17-Signale als auch die Anzahl der EGFR- und Centromer 7- Signale
pro Tumorzellkern eingeschitzt. Fiir die nachfolgende Klassifizierung wurde dann
jeweils die absolute Anzahl der Kopiezahl und auch die Ratio (Verhéltnis HER?2 :
Centromer 17 oder EGFR : Centromer 7) ermittelt. Eine Amplifikation lag gemafl dem

Vysis-Score dann vor, wenn die Ratio grofler war als 2.0.
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4 FErgebnisse

4.1 Auswertbarkeit der Lebermetastasen-Arrays

Von den 250 Lebermetastasen der elf verschiedenen Arrays konnten 156 (62,4%)
Gewebespots erfolgreich mit mindestens einem Marker analysiert werden. Fehlende
Ergebnisse wurden vor allem durch fehlende Gewebeproben (50-58 Spots je nach
Analyse) oder Abwesenheit von Tumorzellen in Gewebeproben (28-44 Spots je nach
Analyse) verursacht. In der FISH-Analyse konnte zudem aufgrund von Hybridi-
sierungsproblemen in 42-63 Gewebeproben trotz vorhandener Tumorzellen kein
auswertbares Signal erhalten werden. Eine Ubersicht iiber die analysierbaren Gewebe-
proben ist in Tabelle 13 gegeben. Die Griinde fiir Nichtanalysierbarkeit sind in Tabelle
14 dargestellt. Abbildung 4 zeigt eine Ubersichtsaufnahme des Lebermetastasen-Arrays

mit Mamma als Primartumor.

Tabelle 13: Auswertbare Gewebesamples der Lebermetastasen-TMAs

Array | Lokalisation Fille pro HER2 HER2 EGFR | CD117
Nummer | Primarius TMA (N) IHC FISH FISH IHC

1 Colon 38 29 12 19 29
2 Galle/Pankreas 35 19 15 17 19
3 Lunge 24 18 9 12 18
4 Mamma 38 22 20 19 22
5 Melanom 10 7 2 4 7

6 Niere 4 1 0 1

7 Pankreas 18 11 4 9 11
8 Prostata 3 0 0 0 0

9 Urothel 11 10 8 8 10

10 Varia 19 13 4 13 13

11 PT unbekannt 50 26 19 17 26
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Tabelle 14: Griinde fiir die Nicht-Auswertbarkeit der Lebermetastasen-TMAs

Array Lokalisation | Fille pro | HER2 HER2 EGFR | CD117
Nummer Primarius TMA THC FISH FISH THC
Kein Kein Kein Kein
Tumor/ | Tumor/ | Tumor/ | Tumor/
Gewebe | Gewebe/ | Gewebe/ | Gewebe
1 Colon 38 6/3 3/7/16 1/6/12 5/4
2 Galle/Pankreas 35 8/8 6/10/4 6/8/4 8/8
3 Lunge 24 4/2 4/2/9 4/2/4 4/2
4 Mamma 38 7/9 7/8/3 7/9/3 7/9
5 Melanom 10 0/3 0/3/5 0/3/2 1/2
6 Niere 4 2/1 0/1/2 0/4/0 2/1
7 Pankreas 18 4/3 4/3/6 3/4/2 4/3
8 Prostata 3 3/0 3/0/0 3/0/0 3/0
9 Urothel 11 0/1 0/1/2 0/1/2 0/1
10 Varia 19 4/2 4/2/9 0/1/4 4/2
11 PT unbekannt 50 6/18 4/20/7 4/20/9 5/19
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Abbildung 4: Ubersicht des Mamma-Lebermetastasen-TMAs

Links: Ubersicht des Mamma-Lebermetastasen-TMAs. HE-Firbung, fiinffache VergroBerung. Die
Koordinaten A2, A4, A5, All, Al2, B2, B3, B4, B5, B7, B10, B12, C1, C4, C5, Ce, C7, C8, C9, C10,
C12, D1 zeigen auswertbares Tumorgewebe. An den Positionen Al, A3, A6, A7, A9, A10, Bl befinden
sich Gewebespots, die keine Tumorzellen enthalten. An den Positionen A8, B6, B8, B9, B11, C2, C3,
C11, D2 fehlen die Gewebeproben aufgrund zu geringen Biopsiematerials im Originalblock vollstindig.
Rechts: Zwanzigfache VergroBerung eines Lebermetastasen-Spots (Koordinate C4) des Mamma-Arrays,

HE-Schnitt.
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4.2 HER?2 Verinderungen in Lebermetastasen-Arrays

4.2.1 HER?2 Expression

Eine HER2-Uberexpression fand sich in sechs Lebermetastasen, darunter vier (4/22,
18,2%) Mammakarzinome (3+), ein (1/10, 10%) Urothelkarzinom (2+) und ein (1/26,
3,8%) Karzinom mit unbekanntem Primértumor (3+). Das Urothelkarzinom wurde als
herdformiges nekrotisches solides Karzinom eingestuft. Bei dem Karzinom des
Primértumor unbekannt-Arrays handelt es sich um eine 76 jahrige weibliche Patientin.
Die HER2 FISH-Analyse (Verhéltnis HER2-Gen/Centromer 17: 2/2, Ratio:0) zeigte
sich in diesem Fall unauffallig. Auch ergab sich aus dem fritheren Befund kein weiterer
Anhaltspunkt flir die Metastase eines Mammakarzinoms. Die Ergebnisse der HER2-
Untersuchungen sind in Tabelle 15 aufgelistet. In der Abbildung 5 werden Leber-

metastasen mit unterschiedlich starker HER2-Expression dargestellt.

Tabelle 15: HER2 Immunhistologie Resultate

Array Lokalisation Analysierbare negativ (%) positiv (%)
Nummer Primarius Fille (N)

1 Colon 29 100.0 0.0
2 Galle/Pankreas 19 100.0 0.0
3 Lunge 18 100.0 0.0
4 Mamma 22 81.8 18.2
5 Melanom 7 100.0 0.0
6 Niere 1 100.0 0.0
7 Pankreas 11 100.0 0.0
8 Prostata 0 - -

9 Urothel 10 90.0 10.0
10 Varia 13 100.0 0.0
11 PT unbekannt 26 96.2 3.8
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Abbildung 5: HER2-Immunhistochemie, zwanzigfache VergroBerung.
Das Bild A zeigt eine stark positive (3+) Lebermetastase eines Mammakarzinoms, in Bild B wird eine

HER2-negative Lebermetastase eines Mammakarzinoms dargestellt.
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4.3 HER?2 FISH-Signale

In der Tabelle 16 werden die HER2 FISH-Analysen der Lebermetastasen-Arrays

dargestellt. HER2-Amplifikationen fanden sich in sieben Lebermetastasen. Darunter ein

(1/15, 6,7%) méaBig differenziertes Adenokarzinom des Galle/Pankreas-Arrays mit der

Verdachtsdiagnose eines Gallengangskarzinoms als Primédrtumor. Hier zeigten die

Tumorzellen fiinf HER2-Gen und zwei Centromer 17 Signale (Ratio: 2,5). Die HER2-

Amplifikation war in diesem Fall allerdings nur grenzwertig. Des Weiteren waren auch

sechs (6/20, 30%) Mammakarzinome HER2-amplifiziert.

Tabelle 16: HER2 FISH-Analysen

Array Lokalisation Analysierbare | amplifiziert (%) | normal (%)
Nummer Primarius Fille (N)

1 Colon 12 0.0 100.0
2 Galle/Pankreas 15 6.7 93.3
3 Lunge 9 0.0 100.0
4 Mamma 20 30.0 70.0
5 Melanom 2 0.0 100.0
6 Niere 1 0.0 100.0
7 Pankreas 4 0.0 100.0
8 Prostata 0 - -

9 Urothel 8 0.0 100.0
10 Varia 4 0.0 100.0
11 PT unbekannt 19 0.0 100.0
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4.3.1 HER?2 Expression und Amplifikation im Vergleich

Die FISH-Untersuchung ergab eine gute Ubereinstimmung mit den Auswertungen der
Immunhistochemie. Alle 3+ positiven Mammakarzinome (4/22, 18,2%) waren HER2
amplifiziert. Auch ein 1+ positiver Mammatumor (1/22, 4,5%) zeigte eine Amplifi-
kation. Bei der sechsten Amplifikation des Mamma-Arrays konnte jedoch leider
aufgrund von fehlendem Gewebe im HER2-Immunhistologiespot (Position A8) kein
Vergleich gezogen werden. Der Zusammenhang zwischen den Resultaten der
Immunhistologie und den Amplifikationen der FISH-Analyse ist in Tabelle 17
dargestellt.

Tabelle 17: HER2 Expression und Amplifikation im Vergleich

HER2 IHC Graduierung HER?2 THC Fille FISH amplifiziert (%)
0 142 0.7
1+ 8 12.5
2+ 1 0.0
3+ 5 80.0
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4.4 KIT (CD117) Expression in Lebermetastasen-Arrays

Insgesamt konnten drei Tumore (3/156, 1,9%) mit KIT-Expressionen diagnostiziert
werden. Bei dem einen Colonkarzinom (maBig positiv, 1/29, 3,4%) handelt es sich um
ein undifferenziertes (kloakogenes) Karzinom mit Verdacht auf Rektum als
Primédrtumor. Auch zwei Lebermetastasen des Lungen-Arrays (2/18, 11,2%) zeigten
eine KIT-Expression. Darunter ein schlecht differenziertes Adenokarzinom (stark
positiv, 1/18, 5,6%) und ein kleinzelliges undifferenziertes Lungenkarzinom (schwach
positiv, 1/18, 5,6%). Eine Ubersicht der KIT-Ergebnisse ist in Tabelle 18 aufgelistet.

Abbildung 6 zeigt die verschiedenen Grade der KIT-Expression bei Lebermetastasen.

Tabelle 18: KIT (CD117) Expression

Array| Lokalisation | Analysierbare|Negativ| Schwach MiiBig Stark

Nr. Primarius Fille (N) (%) |positiv(%) | positiv(%) | positiv(%)
1 |Colon 29 96.6 0.0 34 0.0
2 | Galle/Pankreas 19 100.0 0.0 0.0 0.0
3 |Lunge 18 88.9 5.6 0.0 5.6
4 |Mamma 22 100.0 0.0 0.0 0.0
5 |Melanom 7 100.0 0.0 0.0 0.0
6 |Niere 1 100.0 0.0 0.0 0.0
7 | Pankreas 11 100.0 0.0 0.0 0.0
8 | Prostata 0 - - - -

9 |Urothel 10 100.0 0.0 0.0 0.0
10 |Varia 13 100.0 0.0 0.0 0.0
11 | PT Unbekannt 26 100.0 0.0 0.0 0.0
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Abbildung 6: KIT- Immunhistochemie, zwanzigfache Vergroerung.
Das Bild A zeigt eine stark positive (3+) Lebermetastase eines Lungenkarzinoms. In Bild B wird eine

KIT-negative Lebermetastase eines Colonkarzinoms dargestellt.
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4.5 EGFR FISH-Signale in Lebermetastasen-Arrays

Hier konnte nur eine (1/13, 7,7%) EGFR-Amplifikation im Varia-Array diagnostiziert
werden. Diese betrifft ein schlecht differenziertes Mukoepidermoidkarzinom der
Glandula Parotis. Die Tumorzellen zeigen hier je 10-15 EGFR-Gen und zwei
Centromer 7 (Cen 7) Signale pro Zelle, was einer Ratio von 5-7,5 entspricht. Die

kompletten Auswertungsergebnisse werden in Tabelle 19 gezeigt.

Tabelle 19: EGFR FISH-Signale

Array Lokalisation N Ratio EGFR/Cen 7 EGFR Kopiezahl
INLITIES Primarius
amplifiziert | normal 1-2 3-4 >4
1 Colon 19 0 100 17 2 0
2 Galle/Pankreas | 17 0 100 14 3 0
3 Lunge 12 0 100 12 0 0
4 Mamma 19 0 100 17 2 0
5 Melanom 4 0 100 4 0 0
6 Niere 0 - - - - -
7 Pankreas 9 0 100 8 1 0
8 Prostata 0 - - - - -
9 Urothel 8 0 100 7 1 0
10 Varia 13 7.7 92.3 11 1 1
11 PT unbekannt 17 0 100 16 1 0
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5 Diskussion

Die Behandlung mit neuen genspezifischen Krebsmedikamenten, die beispielsweise
gegen Tyrosinkinaserezeptoren wie EGFR, HER2 oder KIT gerichtet sind,
unterscheidet sich von den herkdmmlichen Therapiemodalitéten dadurch, dass potentiell
von der Therapie profitierende Patienten zuerst durch molekulare Zusatzuntersuchungen
verifiziert werden miissen. In der Praxis werden diese Analysen, die oftmals erst viele
Jahre nach der Entfernung des Primértumors durchgefiihrt werden, retrospektiv
vorgenommen. Da diese Zielgene in verschiedenen Tumoren exprimiert werden und
zudem in den nidchsten Jahren mit einer stetigen Zunahme neu auf dem Markt
zugelassener Krebsmedikamente zu rechnen ist, stellt sich die Frage, wie sich der
steigende Bedarf nach molekularer Zusatzdiagnostik auch in Zukunft bei einer grofen
Anzahl von Patienten logistisch in einer moglichst kurzen Zeitspanne umsetzen lésst

(Sauter et Mirlacher, 2002).

Die Tissue Microarray Technik stellt einen moglichen Losungsweg der Problematik dar.
So konnten Gewebeproben von Primirtumoren vieler Tumorpatienten in ein TMA-
Format gebracht werden und gegebenenfalls simultan innerhalb kurzer Zeit auf neu
zugelassene Krebsmedikamente untersucht werden (Sauter et Mirlacher, 2002).
Wiinschenswert wire es auch, dieses Verfahren direkt an entnommenen Biopsien von
Metastasen anwenden zu konnen. Ziel dieser Arbeit war es deswegen, das innerhalb
einer parallel durchgefiihrten Dissertation (Niehaus, unveroffentlicht) entwickelte
Verfahren zur Erstellung von Tissue Microarrays aus Stanzbiopsien anhand von
Lebermetastasen verschiedener Tumorentititen zu evaluieren und als diagnostische

Screeningmethode zu testen.

Im Rahmen unserer Arbeit konnten 156 (62,4%) von 250 Lebermetastasen erfolgreich
mit mindestens einem Marker analysiert werden und mindestens acht (3,2%)
therapierelevante molekulare Diagnosen gestellt werden. Eine EGFR-Amplifikation
fand sich in einer Lebermetastase eines Mukoepidermoidkarzinoms. Des Weiteren
konnte eine HER2-Amplifikation in einer Metastase eines Gallengangkarzinoms sowie

in sechs Lebermetastasen des Mamma-Gewebearrays diagnostiziert werden. Vier der
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sechs Mamma-Metastasen waren zudem stark (3+) HER2-positiv. Eine méaBige (2+)
HER2-Expression zeigte sich in einer Lebermetastase eines Urothelkarzinoms sowie
einer Lebermetastase eines unbekannten Primartumors. Die Ergebnisse der Fluoreszenz
in situ Hybridisierung waren hier jedoch unauffillig. Anhand der immunhisto-
chemischen KIT-Untersuchung konnten auBlerdem eine stark positive (3+)
Lebermetastase eines Lungenkarzinoms sowie eine miBig positive (2+)

Colonkarzinom-Metastase identifiziert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zwar die prinzipielle Machbarkeit einer
routineméfigen Untersuchung pradiktiver Marker an Lebermetastasen-Stanzbiopsien,
dennoch liegt die Erfolgsrate der molekularen Untersuchungen der einzelnen Tissue
Microarrays mit 62,4% bei der Immunhistochemie und 37,6% - 47,2% bei der
Fluoreszenz in situ Hybridisierung weit unter dem Durchschnitt der sonst bei TMA-
Studien {iblichen Erfolgsquoten. Diese betragen ndmlich im Durchschnitt fiir
immunhistochemische Analysen 80-90% und fiir FISH-Auswertungen 70-80% (Al-
Kuraya et al., 2004; Al-Kuraya et al., 2005; Ruiz et al., 2006).

Grofter Schwachpunkt der durchgefiihrten Untersuchungen war die nicht hundert-
prozentige Erfolgsrate bei der TMA-Herstellung. Ein Hauptproblem hierfiir war die
Tatsache, dass in vielen Stanzbiopsie-Gewebeblocken, die fiir die Herstellung der
Tissue Microarrays verwendet wurden, bereits im Vorfeld - aufgrund schon erfolgter
Untersuchungen - nur noch sehr spirliches Gewebematerial enthalten war. Dies zeigte
sich deutlich bei der spiteren Auswertung der hergestellten Schnitte, wo bei 20-23,2%
der Patienten keine Gewebespots auf den Objekttrigern vorhanden waren (IHC-HER2:
20%, IHC-CD117: 20,4%, FISH-HER2: 22,8%, FISH-EGFR: 23,2%). Eine weitere
Schwierigkeit stellte die Treffsicherheit von Tumorgewebe bei der TMA-Herstellung
dar. Dies war besonders dann problematisch, wenn die Stanzbiopsien mehrere kleine
Tumorareale, aber auch normales Lebergewebe enthielten. Bei der spiteren Beurteilung
der Schnitte zeigte sich dies dadurch, dass bei 11,2-17,6% der Gewebespots normales
Lebergewebe vorhanden war (IHC-HER2: 17,6%, IHC-CD117: 17,6%, FISH-HER2:
14,0%, FISH-EGFR: 11,2%). Zuletzt ergaben sich aber auch aus technischen Griinden
Auswertungsprobleme. So konnten weitere 25,2% der Gewebespots bei der HER2- und
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16,8% bei der EGFR-FISH-Analyse wegen Hybridisierungsstorungen nicht ausgewertet
werden. Dieses Problem war in der vorliegenden Untersuchung jedoch nicht groBer als
bei vergleichbaren TMA-Studien (Al-Kuraya et al., 2004; Al-Kuraya et al., 2005; Ruiz
et al., 2006). Zusammengefasst zeigen diese Schwierigkeiten, wie sehr die Auswertbar-

keit der Gewebeproben von der Qualitit der hergestellten Tissue Microarrays abhéngt.

Da die Stanzerfolgsquote der einzelnen Lebermetastasenbiopsien in unserer Studie zu
gering ist, um das Verfahren unveréndert fiir weitere diagnostische Zwecke einsetzen zu
konnen, stellt sich nun die Frage, durch welche MaBBnahmen man die Qualitit der TMA-

Herstellung verbessern konnte.

Ein Ansatz fiir die Verbesserung der Stanzqualitit wire das ausschlieliche Verwenden
von neuen Stanzbiopsien, bei denen noch kein Material durch bereits im Vorfeld
erfolgte Diagnostik verbraucht wurde. Dies konnte nicht nur die Trefferquote der
Stanztechnik deutlich verbessern, sondern auch die Erfolgsrate nachfolgender
molekularer Untersuchungen erhéhen. AuBBerdem konnte so gewdhrleistet werden, dass

das gesamte Gewebe fiir nachfolgende Untersuchungen genutzt werden kann.

Zudem ist es moglicherweise fiir molekulare Analysen von Stanzbiopsien vorteilhaft,
mehrere Gewebeproben aus dem Patienten zu entnehmen und in ein TMA-Format
einzubringen. Im Rahmen einer fritheren Untersuchung von 785 Mammakarzinomen
konnte gezeigt werden, dass durch die Verwendung von drei bis vier Gewebestanzen
pro Patient 99% der Karzinome in den nachfolgenden immunhistochemischen
Untersuchungen beurteilt werden konnten. Ein &hnliches Ergebnis zeigte die
Verwendung von drei bis vier Stanzen bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung. Hier
konnten immerhin 95% der Gewebespots erfolgreich analysiert werden. Fiir die
mangelnde Auswertbarkeit der fehlenden 5% war jedoch nicht die TMA-Technik
verantwortlich, sondern inhdrente Hybridisierungsstorungen der FISH-Analyse (Lipp,
2002). Geméal den in unserer Studie erzielten Resultaten wéren bei zwei Stanzen
85,86%, bei vier Stanzen 98% und bei sechs Stanzen 99,72% auswertbare Fille zu
erwarten. Dies wiirde zumindest fiir die Immunhistochemie zutreffen. Die Erfolgsrate

unserer FISH-Analysen konnte theoretisch durch die Verwendung von zwei Stanzen auf
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61,06-72,12%, von vier Stanzen auf 84,4 — 92,23% und von sechs Stanzen auf 94,1 —
97,83% gesteigert werden. Allerdings zeigt die oben genannte Studie, dass sich FISH-
Hybridisierungsprobleme auch durch die Verwendung zuséitzlicher Gewebeproben nicht

vollstdndig vermeiden lassen.

Zweiter Schwerpunkt unserer Untersuchung war die Frage, ob das Verfahren in
Kombination mit einer nachfolgenden Untersuchung auf die molekularen Marker
EGFR, HER2 und KIT dafiir geeignet ist, reprdsentative Diagnosen anhand von

Stanzbiopsien verschiedener Lebermetastasen stellen zu konnen.

Fiir HER2 entsprechen die Héaufigkeiten der Aberrationen im Wesentlichen den aus der
Literatur erwarteten Befunden. Eine HER2-Amplifikation wurde in dieser Studie bei
30% (6/20) der Mammakarzinome festgestellt. Dies entspricht der fritheren Literatur , in
der eine HER2-Amplifikation in 15-30% der Fille beschrieben wird (Piccart-Gebhart et
al., 2005; Slamon et al., 1987; Slamon et al., 1989). In unserer Studie zeigten alle stark
positiven (3+) Mammakarzinome auch eine HER2-Amplifikation. Diese Uberein-
stimmung (100%) passt also gut zu verschiedenen Berichten, in denen eine hohe
Konkordanz (> 90%) zwischen beiden Techniken aufgezeigt wurde (Jacobs et al., 1999;
Zhang et al., 2003; Tapia et al., 2007). Neben den Mammakarzinomen wurde eine
HER2-Amplifikation auch bei einer Lebermetastase eines Gallengangskarzinoms
diagnostiziert. Wéhrend cholangiozelluldre Karzinome mit einer Inzidenz von 2-
4/100000 pro Jahr in den westlichen Léndern eher selten vorkommen, gehoren sie in
vielen Liandern Asiens zu den hidufigen Tumoren (Tischoff et Tannapfel, 2007). Daher
stammen die meisten Studien, die sich mit der Evaluation des HER2-Status in
Gallengangskarzinomen beschéftigten, aus China (Zheng et Zhu, 2007), Japan
(Yoshikawa et al, 2008) und Siidkorea (Kim et al., 2007). Diese berichteten von einer
HER2-Uberexpression in 0-81,8% (Nakazawa et al., 2005; Yoshikawa et al, 2008;
Shibahara et al., 2004; Ito et al., 2001; Terada et al., 1998; Ukita et al., 2002) der
intrahepatischen und 5,1-80% (Nakazawa et al., 2005; Yoshikawa et al. 2008; Kim et
al., 2007; Zheng et Zhu, 2007) der extrahepatischen cholangiozelluliren Karzinome.
Die relativ groe Spannbreite der Ergebnisse kommt wahrscheinlich weniger durch

unterschiedlich  selektionierte Patientenkollektive als durch stark differente
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Nachweismethoden zustande. Nur wenige Arbeiten untersuchten die Tumore auf eine
mogliche HER2-Amplifikation. So konnten Ukita et al. (2002) mit Hilfe der
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) eine HER2-Amplifikation in allen 22
intrahepatischen Gallengangskarzinomen (100%) erkennen. Davon waren 82% auch
HER2-iiberexprimiert. Kim et al. (2007) diagnostizierten mittels Chromogenic in situ
Hybridisierung (CISH) in 18,1% von 55 extrahepatischen Cholangiokarzinomen eine
HER2-Amplifikation. Auch hier waren alle immunhistochemisch stark positiven (3+)
und 57% der miBig positiven (2+) Fille HER2-amplifiziert. Europdische Studien sind
kaum vorhanden. Altimari et al. (2003) berichteten von einer HER2-Uberexpression in
4% von 48 intrahepatischen Gallengangskarzinomen. Durch eine Fluoreszenz in situ
Hybridisierung konnte in diesen 4% auch eine HER2-Amplifikation nachgewiesen
werden. Collier et al. (1992) untersuchten zehn cholangiozellulire Karzinome
europdisch-kaukasischer Herkunft, doch eine HER2-Expression lieB sich nicht

feststellen.

In unserer Studie fanden sich des Weiteren eine HER2-Uberexpression (2+) bei einem
von zehn Urothelkarzinomen, sowie bei einer Lebermetastase mit unbekanntem
Primértumor. Die Inzidenz der HER2-Uberexpression bei Urothelkarzinomen wurde
zwischen 23-71 % beschrieben (Latif et al., 2004; De Pinieux et al., 2004; Gandour-
Edwards et al., 2002; Kriiger et al., 2002). Die Hohe der mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisierung untersuchten HER2-Amplifikationen lag in verschiedenen Studien
zwischen 5%-43% (Kriiger et al., 2002; Simon et al., 2003; Latif et al., 2003; Hauser-
Kronberger et al., 2006). Wéhrend Kriiger et al. (2002) in ihrer Arbeit iiber 138
muskelinvasive Harnblasenkarzinome keine signifikante Beziehung zwischen HER2-
Expression, Tumorstadium sowie Lymphknotenstatus feststellen konnten, konnten
Kolla et al. (2008) kiirzlich in ihrer Studie iiber 90 muskelinvasive Harnblasen-
karzinome das Gegenteil belegen. Hier korrelierte die HER2-Expression gravierend mit
dem Tumorstadium (P:0,001), der Lymphknotenbeteiligung (positiver Lymphknoten-
Status 77% gegeniiber 23% ohne Lymphknotenbeteiligung) sowie dem Schweregrad
des Tumorgeschehens (22% Grad 2 gegeniiber 71% Grad 3). Beide Studien stellten

jedoch fest, dass Patienten mit HER2-exprimierenden Tumoren eine deutlich
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schlechtere Uberlebensrate aufweisen als Patienten mit Her2-negativen Karzinomen

(Kolla et al., 2008, Kriiger et al., 2002).

Da die Aussagekraft immunhistochemisch positiver EGFR-Resultate beziiglich
Prognose und Ansprechen auf Anti-EGFR-Medikamente derzeit immer noch unklar ist
(Dei Tos, 2007; Toschi et Cappuzzo, 2007), verzichteten wir im Rahmen der Arbeit auf
diese Untersuchung und nahmen anstatt dessen eine FISH-Analyse vor. Eine klassische
high-level Amplifikation fand sich allerdings nur in einer Metastase eines Mukoepi-
dermoidkarzinoms der Glandula Parotis. Uber EGFR-Amplifikationen bei dieser
Karzinomart wurde keine Literatur gefunden. Yamada et al. (1989) berichteten
allerdings von einem immunhistochemisch positiven EGFR-Status in 33,8% der
mukoepidermoiden Speicheldriisenkarzinome. Gibbons et al. (2001) zeigten, dass diese
sowohl eine starke Expression fiir den zytoplasmatischen als auch den membrandsen
EGFR aufweisen, wobei ein hoher Prozentsatz aulerdem zeitgleich ErbB3-positiv war.
Hoyek-Gebeily et al. (2007) stellten in einer retrospektiven Studie {iber Muko-
epidermoidkarzinome der Speicheldriisen (besonders Glandula Parotis) fest, dass die
Hohe der EGFR-Expression stark mit dem histologischen Tumorgrad korrelierte und
einen schlechten prognostischen Marker darstellte. Obwohl Cappuzzo et al. (2005)
berichteten, dass Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC)
und einer EGFR-Genamplifikation (12,7%) oder hoher Polysomie (19,6%) vermehrt auf
eine Gefitinib-Therapie ansprachen und eine bessere Prognose aufwiesen, konnte in
unserem Lungen-Gewebearray keine einzige EGFR-Amplifikation verifiziert werden.

Alle zwolf analysierbaren Gewebespots waren unauffallig.

Im Rahmen unserer Arbeit konnte eine KIT (CD117)-Expression sowohl in einem
Colonkarzinom (maBig positiv 1/29, 3,4%), als auch in zwei Lungenkarzinomen (stark
positiv: 1/18, 5,6%, schwach positiv: 1/18, 5,6%) diagnostiziert werden. Obwohl Preto
et al. (2007) kiirzlich in einer Studie bei 15% von 73 colorektalen Karzinomen (CRC),
sowie 14% von 36 zugehdrigen Lymphknotenmetastasen eine erhohte KIT-Expression
aufzeigen konnten, berichteten andere Autoren, dass dies eher seltener der Fall ist.
Singer et al. (2004) konnten innerhalb ihrer Studie nur bei 6% der Patienten mit

colorektalen Karzinomen eine KIT-Uberexpression feststellen, wihrend Reed et al.
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(2002) sogar nur bei 1,6% der colorektalen Tumorpatienten eine starke CDI117-
Positivitdt beschrieben. Arbeiten, die verschiedene Lungentumore auf eine mogliche
KIT-Expression evaluierten, berichteten von erhdhten Expressionsraten in 6-88% der
kleinzelligen Karzinome (SCLC) (Went et al., 2004; Micke et al., 2003; Lopez-Martin
et al., 2007; Rohr et al. 2004), 17-64% der Adenokarzinome (Butnor et al., 2004; Went
et al., 2004; Micke et al., 2004), 17-60% der groBzelligen Karzinome (Went et al., 2004;
Butnor et al., 2004; Rossi et al., 2003), 50-55% der groB3zelligen neuroendokrinen
Karzinome (La Point et al., 2007; Araki et al., 2003) und 0-9% der squamdsen
Lungenkarzinome (Rossi et al., 2003; Butnor et al., 2004; Went et al., 2004). Unsere
Befunde zeigten allerdings ausser bei einem Adenokarzinom (3+) und einem
kleinzelligen Karzinom (1+) keine erhdhten Expressionsraten bei Lungentumoren.
Zudem konnte in unserer Studie auch keine CD117-Uberexpression bei malignen
Melanomen nachgewiesen werden, die von Went et al. (2004) in 35% der Fille
beschrieben wird. Auch unser einziger Fall eines gastrointestinalen Stromatumors war

KIT-negativ.

Die Ergebnisse dieser Arbeit hinterlassen ein gemischtes Bild. Die insgesamt relativ
gute Ubereinstimmung unserer Resultate mit den Daten der Literatur spricht dafiir, dass
an dem Metastasengewebe grundsitzlich reprasentative Befunde fiir den Zustand eines
metastasierenden Tumors gewonnen werden konnen. Jedoch war die Stanzerfolgsquote
der einzelnen Gewebeproben in unserer Untersuchung zu gering, um das Verfahren in
dieser Form unverdndert fiir diagnostische Zwecke einsetzen zu konnen. Weitere
MafBnahmen sind jetzt notwendig, um eine qualitative Verbesserung der Stanztechnik
mit einer geniigend grofen Anzahl von beurteilbaren Metastasen zu erreichen. Die
Verwendung multipler Gewebeproben pro Patient konnten eine mdgliche Losung dieses
Problems darstellen. Zudem konnte die Stanzqualitét der Tissue Microarrays durch die
ausschliefliche Verwendung von neuen Stanzbiopsien, bei denen noch kein Material
durch im Vorfeld erfolgter Untersuchungen verbraucht wurde, erheblich verbessert

werden.
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Diskussion

Fiir die Zukunft wire es wiinschenswert, sdmtliche Tumorbiopsien von Metastasen oder
nicht-operablen Primdrtumoren in ein Stanzzylinder-TMA-Format zu bringen, um die
Gewebe der Patienten fiir die weitere Dauer ihres Tumorleidens regelméBig auf aktuell
werdende Therapieziele iiberpriifen zu konnen (Sauter et Mirlacher, 2002). Zudem
konnten auf diese Weise auch Patienten, bei denen ein Zielgen zwar als positiv
diagnostiziert wird, fiir das es aber noch keine zugelassene Tumortherapie gibt, fiir
klinische Studien ausgewidhlt werden. Die Reihenuntersuchung von Tumoren auf
molekulare Zielgene in einem TMA-Format stellt eine interessante und 6konomische
Losung des Problems dar, dass in Zukunft eine grole Anzahl von Patienten auf viele
molekulare Marker untersucht werden muss, wobei jedoch fiir die einzelnen
Therapiezielgene nur selten positive Befunde zu erwarten sind. Beispielsweise wurden
im Rahmen einer fritheren Studie iiber colorektale Karzinome nur in vier von 404
Tumoren (1,3%) klassische high-level HER2-Amplifikationen festgestellt (Al-Kuraya et
al., 2007). Die routineméfige Untersuchung von Colonkarzinomen mit einer teuren
HER2-FISH-Probe wire derzeit aber aufgrund der knappen Ressourcen des
Gesundheitssystems nur schwierig umsetzbar. Die Durchfiihrung einer derartigen
Untersuchung in einem TMA-Format konnte die Kosten massiv reduzieren und es
erlauben, Patienten mit seltenen, aber moglicherweise therapierelevanten genetischen

Konstellationen zu identifizieren.
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6 Zusammenfassung

Die groBlen Fortschritte der Genforschung haben zu einem besseren Verstidndnis der
Entstehung maligner Tumorgeschehen gefiihrt. Die Entdeckung spezifischer Signal-
kaskaden, die aufgrund einer unphysiologischen Aktivierung von Oberflachen-
rezeptoren fiir eine Zellentartung verantwortlich sind, ermoglicht die Entwicklung vieler
neuer gezielter Therapiestrategien. So sind beispielsweise fiir die Oberflichenrezeptoren
EGFR, HER2 und KIT bereits spezifische Medikamente fiir die Behandlung von
Krebspatienten zugelassen und eine noch groere Anzahl befindet sich derzeit in
vorklinischen und klinischen Studien. Um diese Medikamente allerdings optimal
einsetzen zu konnen, ist die Durchfithrung einer molekularen Zusatzdiagnostik zur
Erfassung geeigneter Patientengruppen notwendig. Da aber zumindest theoretisch jeder
noch lebende Krebspatient von einer solchen Behandlung profitieren konnte, miissen
neue Strategien gefunden werden, diese Untersuchungen auch bei einer sehr groBen

Anzahl von Patienten in relativ kurzer Zeit durchfithren zu konnen.

Der Einsatz von Tissue Microarrays als diagnostisches Hilfsmittel stellt eine mogliche
Losung dieser Problematik dar. Mit der TMA-Technik koénnen bis zu tausend
verschiedene Gewebeproben auf einen einzigen Objekttriger gebracht werden und
anschlieend simultan mit in situ Methoden untersucht werden. So wére es innerhalb
einer sehr kurzen Zeitspanne mdglich, geeignete Patienten fiir neue Therapieziele
auszuwdhlen. Erst kiirzlich wurde im Rahmen einer Dissertation am Institut fiir
Pathologie des Universitatsklinikums Eppendorf ein neues Verfahren entwickelt, Tissue
Microarrays auch aus Stanzbiopsien herzustellen. Hierbei werden die vorher horizontal
eingebetteten Gewebestanzen senkrecht in die vorgebohrten Locher des Empfinger-
blockes eingefiigt, wodurch die Moglichkeit entsteht, ausreichend Gewebeschnitte fiir
nachfolgende molekulare Untersuchungen zu gewinnen. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es deshalb, die Praktikabilitdt der neuen Stanztechnik anhand von Lebermetastasen-
Stanzbiopsien verschiedener Tumorentititen zu evaluieren und Daten zur Frage zu
erheben, ob die Methode zur Erfassung reprdsentativer diagnostischer Befunde aus

Lebermetastasen-Stanzbiopsien geeignet ist.
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Zu diesem Zweck wurde ein Kollektiv von 250 Stanzbiopsien verschiedener
Lebermetastasen zusammengestellt, die je nach Lokalisation des Primértumors in elf
Tissue Microarrays eingebracht wurden (Colon, Galle/Pankreas, Lunge, Mamma,
Melanom, Niere, Pankreas, Prostata, Urothel, Varia und Primartumor unbekannt). Im
Anschluss wurden von jedem Tissue Microarray Schnitte angefertigt, welche mittels
Immunhistochemie auf die molekularen Marker HER2 und KIT und mittels Fluoreszenz
in situ Hybridisierung auf die molekularen Marker EGFR und HER2 untersucht

wurden.

Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen, wie sehr die Auswertbarkeit der Gewebeproben
von der Qualitidt der Tissue Microarrays abhidngt. So konnten bei den immunhisto-
chemischen Untersuchungen jeweils nur 62,4% der 250 Gewebestanzen ausgewertet
werden. Auch bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung variierte die Zahl der
auswertbaren Gewebestanzen zwischen 37,6-47,2%. Wichtige qualititslimitierende
Faktoren der TMA-Herstellung waren zu geringes Stanzbiopsiematerial im Vorfeld,
weswegen das Gewebe auf den spiter hergestellten Schnitten fehlte (22-23,2%), und
eine zu geringe Treffsicherheit von Tumorgewebe bei Biopsien, die sowohl
Tumorareale als auch normales Lebergewebe enthielten (11,2—17,6%). Zudem fiihrten
technische Probleme der FISH-Untersuchung bei weiteren 16,8-25,2% der

Gewebespots zu keinem auswertbaren Resultat.

Dennoch konnten von den 250 Lebermetastasen 156 Gewebespots (62,4%) erfolgreich
mit mindestens einem Marker ausgewertet und mindestens acht (3,2%) therapie-
relevante molekulare Diagnosen gestellt werden: In der Lebermetastase eines
Mukoepidermoidkarzinoms konnte eine EGFR-Amplifikation identifiziert werden.
AuBerdem zeigte sich sowohl in der Metastase eines Gallengangskarzinoms als auch in
sechs Lebermetastasen des Mamma-Gewebearrays eine HER2-Amplifikation. Vier der
sechs Mamma-Metastasen waren zusitzlich stark (3+) HER2 positiv. In den
Lebermetastasen eines Urothelkarzinoms sowie in den Lebermetastasen eines
unbekannten Primarius fand sich eine miBige HER2-Expression (2+). Im Rahmen der
KIT-Untersuchung wurde zudem eine stark positive (3+) Lebermetastase eines

Lungenkarzinoms und eine méBig positive (2+) Colonkarzinom-Metastase
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diagnostiziert. Dabei zeigte die insgesamt relativ gute Ubereinstimmung unserer
Ergebnisse mit den Daten der Literatur, dass es grundsatzlich mdglich ist, reprisentative

diagnostische Befunde aus Metastasen-Stanzbiopsien zu gewinnen.

Leider war die Erfolgsquote der TMA-Herstellung in dieser Studie noch zu gering, um
die Technik unverdndert als diagnostische Untersuchungsmethode nutzen zu konnen.
Weitere Studien sind deshalb erforderlich, um eine qualitative Verbesserung der
Stanztechnik sowie eine grofftmogliche Anzahl von auswertbaren Stanzbiopsien zu
erreichen. Die Verwendung mehrerer Gewebeproben pro Patient konnte eine mogliche
Losung dieses Problems darstellen. Zudem konnte die Stanzqualitit der Tissue
Microarrays theoretisch durch die ausschlieBliche Verwendung von neuen
Stanzbiopsien, bei denen noch kein Material durch bereits im Vorfeld erfolgte

Diagnostik verbraucht wurde, erheblich verbessert werden.

Fiir die Zukunft wire es nach einer Optimierung der TMA-Technik wiinschenswert,
samtliche Tumorbiopsien von Metastasen oder inoperablen Primirtumoren in ein
Stanzzylinder-TMA-Format zu bringen, um die Gewebe der Patienten fiir die weitere
Dauer ihres Tumorleidens regelméBig auf aktuell werdende Therapieziele tiberpriifen zu

konnen.
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CEN
CD
CISH
CRC
DAB
DAPI
DNA
EGFR
ERBBI
ERBB2

ERBB3
ERBB4
FDA
FISH
GIST
Gl

G2

G3

G4

GX
HCL
HE
HERI
HER2
HER3
HER4
IHC
ISEL
KIT

Centromer

Cluster of Differentiation

Chromogenic in situ Hybridisierung

Colorektales Karzinom

Diaminobenzidin

4',6-Diamidino-2-Phenylindol

Desoxyribonukleinséure

Epidermal growth factor receptor

v-erb-b erythroblastic leukemia viral oncogene homolog (avian)
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, neuro/
glioblastoma derived oncogene homolog (avian)

v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 (avian)
v-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4 (avian)
Food and Drug Administration

Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Gastrointestinaler Stromatumor

Grad 1, gut differenziertes bosartiges Gewebe (low-grade)

Grad 2, miBig differenziertes bosartiges Gewebe

Grad 3, schlecht/niedrig differenziertes bosartiges Gewebe

Grad 4, nicht differenziertes bosartiges Gewebe (high-grade)
Grad der Gewebedifferenzierung unbekannt

Salzsdure

Himatoxylin-Eosin-Farbung

Human epidermal growth factor receptor 1

Human epidermal growth factor receptor 2

Human epidermal growth factor receptor 3

Human epidermal growth factor receptor 4

Immunhistochemie

Iressa Survival Evaluation in Lung Cancer (Studie)

v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog
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Platelet derived growth factor receptor

Pondus Hydrogenii, negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoff ionenkonzentration

Primértumor

Southwest Oncology Group, Phase III clinical trial 0023
Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck (cancer)

Small cell lung cancer, kleinzelliges Lungenkarzinom
Sodiumdedocylsulfat

Saline Sodium Citrate (Natriumchlorid-Citrat-Puffer)

Tissue Microarray
3-N-Tris-(hydroxymethyl)-methylamino-2-hydroxypropansulfonsiure
Union Internationale Contre le Cancer

United states

Grad Celsius
Prozent
Mikroliter
Mikrometer
Milligramm

Millimeter
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