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1. Einleitung

1.1 Biomarker

Personalisierte Medizin ist der Begriff, der die heutige Medizin nachhaltig pragt.
Dabei hat die personalisierte Medizin weniger mit einer einzelnen individuellen
Person zu tun, sondern beschreibt eine stratifizierte Medizin, bei der Patienten in
Abhangigkeit von definierten Kriterien in distinkte Subgruppen eingeteilt werden.
Individuelle, krankheitsrelevante Biomarker werden dabei zur Préavention,

Prognoseabschatzung und Therapieentscheidung herangezogen [1].

1998 wurde der Begriff ,Biomarker von der National Institutes of Health Biomarkers
Definitions Working Group definiert als ein Parameter, der objektiv messbar ist und
einen normalen biologischen Prozess, einen pathologischen Prozess oder ein
pharmakologisches Ansprechen auf eine therapeutische Intervention widerspiegelt
[2]. Der Begriff Biomarker ist sehr allgemein gefasst und beinhaltet prinzipiell alle
messbaren Parameter, welche eine Interaktion zwischen einem biologischen System
und der Umwelt reflektieren, angefangen bei Korpertemperatur, Blutdruck, Gewicht,
uber Einzelzellen oder zellulare Molekile wie Proteine, DNA, RNA bis hin zu
komplexeren Labortests, welche mehrere Parameter kombinieren [3, 4].

Typischerweise werden Biomarker in folgenden vier Kategorien angewendet [2]:

Diagnose: Diagnostische Biomarker zeigen an, ob eine bestimmte Erkrankung
bereits besteht.

Staging: Das Messen von sog. Tumormarkern lasst eine Aussage uber das Ausmal3
einer Erkrankung zu (beispielsweise LDH bei Keimzelltumoren des Hodens).
Prognose: Prognostische Biomarker lassen eine Aussage uUber die statistische

Wahrscheinlichkeit zu, wie eine Krankheit verlaufen wird.



Pradiktion und Monitoring: Ein préadiktiver Biomarker liefert einerseits als
Risikoindikator die Information, ob eine Erkrankung droht. Andererseits handelt es
sich um Parameter, welche ein Ansprechen auf eine klinische Intervention anzeigen.
Unter bestimmten Bedingungen kénnen sie somit zur Therapiesteuerung verwendet

werden.

Vor allem arzneimittelbezogene pradiktive Biomarker stehen im Fokus der aktuellen
Forschung. Ziel ist es, mittels sogenannter ,companion diagnostic* oder ,companion
tests“ einen Marker oder ein ganzes Markerprofil eines Tumors genau zu
charakterisieren, um eine Aussage dartber treffen zu kdnnen, ob eine bestimmte
Therapie fir einen einzelnen Patienten von Erfolg sein wird. Als Beispiel ist die anti-
HER2-Therapie mit Trastuzumab, einem gegen den human epidermal growth factor
receptor-2 (HER2)- gerichteten Antikdrper, zu nennen. Die Ansprechrate von HER2-
positiven Mammakarzinomen liegt bei 34 %, bei HER2-negativen hingegen nur bei

7 % [5].

Die obengenannte Einteilung der Biomarker ist durchaus flie3end. Beispielsweise hat
die immunhistologische Bestimmung des Ostrogenrezeptors beim Mammakarzinom
sowohl diagnostische (intrinsischer Subtyp), prognostische wie auch pradiktive

Bedeutung (Indikation fiir eine antihormonelle Therapie) [4].

In der translationalen Forschung hat die Pathologie eine Schltsselrolle. Da die
durchgefuihrten Untersuchungen grof3tenteils gewebebasiert sind, schafft sie eine
Schnittstelle zwischen Grundlagenforschung und Klinik. Ziel ist es, an
Gewebeproben Biomarker zu definieren und zu validieren. Dies wird Ublicherweise

durch klassische immunhistologische Untersuchungen erreicht, bei denen die



antigenen Eigenschaften von Proteinen genutzt werden, um sie farberisch
darzustellen. Verschiedene Gewebe zeichnen sich durch ein unterschiedliches
Proteinmuster und damit durch ein immunhistologisch differentes Expressionsprofil
aus, welches zum Beispiel bei der Untersuchung von Metastasen bei unklarem
Primartumor herangezogen wird, um entscheidende Hinweise auf den Primarius zu
erhalten. Diese Untersuchungen kénnen durch komplexere RNA- oder DNA-basierte
Methoden komplettiert werden, welche Veranderungen auf genetischer Ebene
detektieren. Mittels in-situ-Hybridisierung (ISH) lassen sich Nukleinsduresequenzen
auf Gewebeschnitten darstellen (FISH: Fluoreszenz in-situ-Hybridisierung; CISH:
chromogene in-situ-Hybridisierung). PCR-basierte Analysen (nach Sanger
beispielsweise) werden in der Mutationsanalytik eingesetzt. Zunehmend kommen
Hochdurchsatzverfahren zum Einsatz. Sie erlauben eine schnelle und zugleich
detaillierte Analyse von genomischer DNA (Genomics), transkribierter mRNA
(Transcriptomics) oder der exprimierten Proteine (Proteomics). Daraus lassen sich
komplexe Interaktionen ableiten, welche unter dem Begriff ,Systembiologie”

zusammengefasst Einblicke in biologische Systeme ermdglichen [6].

1.2 Zielstellung und Methodik

In den nachfolgend vorgestellten Arbeiten untersuchten wir in gréReren
Patientenkollektiven Biomarker auf deren diagnostische und prognostische
Wertigkeit. Dabei lag ein Augenmerk darauf, inwiefern der jeweilige Marker
Uberhaupt eine Rolle in der untersuchten Entitat spielt und inwiefern sich bereits
etablierte Marker auf andere Tumortypen Ubertragen lassen. Die nachfolgend

dargestellten Resultate mindeten zudem in der Frage, inwiefern den untersuchten



Biomarkern auch eine pradiktive Wertigkeit zukommen kdnnte. Die Zielstellung
wurde gro3tenteils mittels Immunhistologie bearbeitet, punktuell ergénzt durch DNA-
-basierte Verfahren, da diese Untersuchungen in der Routine gut umsetzbar sind und
dem Praxisalltag entsprechen. Die Proben wurden mittels tissue microarray (TMA)
Technik aufgearbeitet, die Kandidaten-Biomarker anschliel3end immunhistologisch
Uberpruft. TMAs wurden unter anderem von Kononen und Kollegen entwickelt, um
gewebebasierte Untersuchungen an zahlreichen Proben gleichzeitig durchfiihren zu
konnen [7, 8]. Zur Herstellung eines TMAs werden Gewebeproben aus
Paraffinblécken - den sogenannten Donorblocken - gestanzt, um sie anschlieend in
einer definierten Reihenfolge in einem leeren Empfangerparaffinblock zu platzieren.
Je nach Grol3e der Stanzzylinder (zwischen 0,6 und 2 mm im Durchmesser) kdnnen
bis zu mehrere hundert Proben in einem Block arrangiert werden. Aus dem daraus
entstandenen TMA-Block wiederum, kdnnen zahlreiche Leerschnitte (bis zu 200) fur

weitere Untersuchungen angefertigt werden (siehe Abbildung 1).

Am haufigsten werden TMA-Schnitte fir immunhistologische Farbungen verwendet,
ISH fir DNA und RNA sind ebenfalls méglich. Der grof3e Vorteil von TMAS ist die
leichte, schnelle und kostengiinstige Uberprifung von Biomarkern in groRen
Patientenkollektiven. TMAs erlauben bei entsprechendem Studiendesign eine
Aussage Uber die zellulare Lokalisation des Molekils, tUber dessen Pravalenz und,
falls klinische Follow-up-Daten vorhanden sind, Gber die klinische Bedeutung [9]. In
sehr heterogenem Gewebe minimiert die Entnahme mehrerer Stanzzylinder aus
unterschiedlichen Arealen Stichprobenfehler, die aufgrund der gewebeimmanenten
Heterogenitdt von Tumoren ein grundlegendes Problem bei der Auswertung von

Biomarkern darstellt.



Abb. 1: Prinzip der Herstellung eines tissue microarrays. a) Donorblock und korrespondierender H/E-

Schnitt. Tumor- und Stanzareal wird auf dem Schnittpraparat markiert. Die Markierung wird dann auf
den Paraffinblock Ubertragen. b) Stanzgerat (Beecher Instruments, Inc., USA). c) Leerer
Empfangerblock sowie fertiggestellter TMA-Block. d) H/E-Schnittpraparat eines TMAs.

Die Abbildung wurde in Zusammenarbeit mit Ch. Weber, Institut fur Pathologie, Charité-

Universitatsmedizin, Berlin, erstellt.

Die in den eigenen nachfolgend vorgestellten Arbeiten mittels TMA-Technik

untersuchten Biomarker sollen im Folgenden kurz erlautert werden:

Renal cell carcinoma marker: Der monoklonale Antikorper renal cell carcinoma
marker (RCCma) ist gegen ein Glykoprotein gerichtet (gp200), welches im
Burstensaum der renalen proximalen Tubulusepithelien exprimiert wird [10].
Praktisch alle hochdifferenzierten hellzelligen und papillaren Nierenzellkarzinome

exprimieren den RCCma, wahrend die chromophoben Nierenzellkarzinome,



Sammelrohrkarzinome und Onkozytome keine Immunreaktivitat aufweisen [11]. In
unserer Arbeit Uberpriften wir die Sensitivitat und Spezifitat von zwei
unterschiedlichen RCCma-Antikérpern in einem grof3en Kollektiv verschiedener
Nierentumoren. Wir untersuchten zudem, inwiefern der diagnostische Marker bereits
etablierte Farbungen in der Differentialdiagnose hellzelliges Nierenzellkarzinom

versus Hamangioblastom ergéanzt.

0O°®-Methylguanin-Methyltransferase: Die  O°Methylguanin-Methyltransferase
(MGMT) ist ein ubiquitar exprimiertes DNA-Reparaturenzym. Als Katalysator bewirkt
MGMT die Entfernung von Alkylgruppen von der O°-Position von Guanin. MGMT
wird anschlielRend ubiquitinyliert und als sogenanntes Suizidenzym abgebaut. DNA-
alkylierende Chemotherapeutika wie das Blut-Hirn-Schranken-gangige Temozolomid,
induzieren durch die Alkylierung eine gewollte DNA-Schéadigung und den Zelltod.
MGMT wirkt dieser Schadigung entgegen, was zu einer unterschiedlich stark

ausgepragten Chemoresistenz des behandelten Tumors fuhrt [12].

Die MGMT-Proteinexpression wird uber den Promotor des MGMT-Gens reguliert.
Dieser beinhaltet mehrere sogenannte CpG-Inseln, eine erhdhte Abfolge von
Cytosin/Guanin-Dinukleotiden. Durch Hypermethylierung der CpG-Inseln erfolgt eine
epigenetische Stilllegung des Promotors. Dies gilt als Hauptursache fur eine
verminderte MGMT-Expression und damit einer reduzierten DNA-Reparaturfahigkeit

[13, 14].

In mehreren Studien konnte der positive Zusammenhang zwischen MGMT-Promotor-
Methylierung und Ansprechen auf alkylierende Chemotherapeutika belegt werden
[13, 15, 16]. Patienten mit einem Glioblastoma multiforme - ein WHO Grad 4

Hirntumor - zeigen ein signifikant besseres Uberleben nach einer kombinierten



Radio-Chemotherapie bei nachgewiesen methyliertem MGMT-Promotor im

Tumorgewebe [16].

Hirnmetastasen solider Tumor haben eine aufRerordentlich schlechte Prognose und
hohe Mortalitat. Die Therapie besteht im Wesentlichen aus Resektion, Radiochirurgie
oder Radiotherapie. Chemotherapie spielt eine untergeordnete Rolle [17]. Dies liegt
und anderem daran, dass die meisten systemisch verabreichten Therapeutika die
Blut-Hirn-Schranke in zu geringer Menge oder gar nicht passieren [18]. Um zu
Uberprifen, ob Temozolomid bei Hirnmetastasen eine denkbare Therapieoption
ware, untersuchten wir den MGMT-Status in Hirnmetastasen verschiedener solider

Tumoren immunhistologisch und PCR-basiert.

CXCR4 und CXCL12: Chemokine sind eine Gruppe von Signalproteinen, die die
Migration unterschiedlicher Zelltypen, z.B. von Leukozyten oder Tumorzellen,
bewirken. Sie binden an die korrespondierenden Chemokinrezeptoren, welche in die
Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (G-protein coupled receptor, GPCR)
gehoren und damit die klassischen G-Protein-gekoppelten Signalkaskaden ausldsen.
Dabei kbnnen Chemokine und Chemokinrezeptoren auf unterschiedliche Weise zur
Tumorentstehung beitragen, indem sie das lokale Milieu durch Entzindungszellen
modulieren oder Tumorzellproliferation, Tumorzellmigration, Metastasierung oder
Neoangiogenese induzieren. Tumorzellen wiederum kénnen sowohl Chemokine wie

auch Chemokinrezeptoren exprimieren [19].

Unter den ca. 20 bekannten Chemokinrezeptoren spielt CXCR4 eine wichtige Rolle
in der Tumorentstehung [20]. CXCR4 wird auf unterschiedlichen Zelltypen exprimiert,
dazu gehoren Fibroblasten, Endothelien, Lymphozyten oder hamatopoetische

Stammzellen [21]. CXCR4 wird durch den Liganden CXCL12 (auch stromal derived



10

factor 1, SDF1) aktiviert [20]. Physiologischerweise reguliert CXCR4 die Migration
von Stammzellen wahrend der embryonalen Entwicklung von zentralem
Nervensystem (ZNS), Knochenmark oder Herz [22, 23]. Des Weiteren ist CXCR4

neben CCRS5 ein wichtiger Co-Rezeptor fur das HI-Virus (HIV) [24].

Die CXCR4-CXCL12 Achse gilt als essentiell fir die Interaktion von Tumorzellen mit
dem Organismus. Uber diese Signalkaskade wird Zellproliferation und Angiogenese
gefordert, Apoptose inhibiert. Haufig von Metastasen betroffene Organe wie Lunge,
Leber oder Lymphknoten weisen eine hohe CXCL12-Expression auf. Darlber
werden CXCR4-positive Tumorzellen rekrutiert und die Fernmetastasierung initiiert

[20].

Zusammengefasst sind CXCR4 wund CXCL12 Schlusselmolekile in der
Tumorentstehung und -progression und deswegen interessante therapeutische
Angriffspunkte. Um zu tberprifen, welche Rolle CXCR4 und CXCL12 in Magen- und
kolorektalen  Karzinomen  spielt, untersuchten wir deren  Expression

immunhistologisch und korrelierten die Resultate mit den klinischen Daten.

HER2: Die Gruppe der humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren (HER)
besteht aus vier transmembrandren Tyrosinkinaserezeptoren, HER1 (epidermal
growth factor receptor, EGFR), HER2 (HER2/neu), HER3 (ERBB3) und HER4
(ERBB4). Sie weisen eine extrazellulare Doméane zur Ligandenbindung sowie eine
intrazellulare Tyrosinkinasedoméane auf. Die Bindung eines Liganden fihrt zu Homo-
oder Heterodimerisierung des Rezeptors und damit zur Aktivierung der

Kinaseaktivitat, welche die proliferationsfordernde Signalkaskade in Gang setzt [25].

HER?2 ist ein sogenanntes Onkogen. In ca. 15-20% der Mammakarzinome findet sich

eine HER2-Uberexpression/-Amplifikation dieses Markers. Diese Tumoren zeigen
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einen signifikant aggressiveren und schlechteren Verlauf als beispielsweise
Mammakarzinome vom luminalen Subtyp [4]. Durch die adjuvante Gabe des
monoklonalen Antikorpers Trastuzumab, konnte das Uberleben von Patientinnen mit
frihem oder metastasiertem HER2-positiven Mammakarzinom signifikant verbessert
werden [26]. Heutzutage gehort die Antikdrper-basierte anti-HER2-Therapie zum
Standard. Neuere Medikamente wie Pertuzumab [27] oder Lapatinib, ein
sogenannter small molecule Inhibitor, erganzen die anti-HER2 Therapie [28]. In
aktuellen Phase Il Studien wird die Wirksamkeit des Antikdrper-Zystostatikum-
Konjugates  Trastuzumab-Emtansine  (T-DM1) uberpruft, was  weitere

vielversprechende Behandlungsstrategien eréffnet [29].

In ca. 20% der Adenokarzinome des Magens und des gastro-6sophagealen
Uberganges lasst sich ebenfalls eine HER2-Uberexpression/-Amplifikation
detektieren [30]. Dabei weisen gut differenzierte Karzinome oder Karzinome vom
intestinalen Typ (nach Laurén) eine hohere Pravalenz auf als schlecht differenzierte
Karzinome oder Karzinome vom diffusen Typ (nach Laurén) [31]. Eine anti-HER2-
Therapie mit Trastuzumab ist beim metastasierten Adenokarzinom des Magens und
des gastro-0sophagealen Uberganges mittlerweile zugelassen

(http://www.awmf.org/leitlinien).

Interessanterweise zeigen auch andere Tumorentitdten wie Harnblasenkarzinome
(12.4%), Gallenblasenkarzinome (9.8%) oder Cholangiokarzinome (6.3%) einen
relevanten Anteil von HERZ2-positiven Karzinomen [32]. Beziglich kolorektaler
Karzinome ist die Datenlage uneinheitlich. Wir untersuchten deswegen in unserer
Arbeit die Pravalenz und prognostische Bedeutung einer HER2-Positivitat in einem

Kollektiv kolorektaler Karzinome.
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2. Eigene Arbeiten

2.1 Der monoklonale Antikdrper RCCma in der Differentialdiagnose

Hamangioblastom versus ZNS-Metastase eines hellzelligen

Nierenzellkarzinoms

Literatur: Barbara Ingold, Peter J. Wild, Antonio Nocito, Mahul B. Amin, Martina Storz, Frank L.
Heppner, Holger Moch. Renal cell carcinoma marker reliably discriminates central nervous system
hemangioblastoma from brain metastases of renal cell carcinoma. Histopathology; 2008; 52, 674-681
[33].

Die konventionell-morphologische Unterscheidung einer ZNS-Metastase eines
hellzelligen Nierenzellkarzinoms (NZK) von einem kapillaren Hamangioblastom stellt
eine diagnostische Herausforderung dar. Erschwerend kommt hinzu, dass beide
Tumorentitaten im Rahmen eines von Hippel-Lindau-Syndroms (VHL-Syndrom)
auftreten konnen. Das VHL-Syndrom ist eine autosomal-dominant vererbte
Erkrankung aus dem Kreis der sog. Phakomatosen und geht einher mit kapillaren
Hamangioblastomen der Retina und des ZNS, Zysten des Pankreas und der Nieren

sowie Phaochromozytomen oder Nierenzellkarzinomen [34] .

Das kapillare Hamangioblastom ist ein gutartiger Tumor (WHO Grad 1), tritt
typischerweise in der Kleinhirnregion auf und wird im Verlauf bildgebend kontrolliert
beziehungsweise bei Beschwerden operativ entfernt. Mit Rezidiven ist nur zu
rechnen, wenn die Resektion nicht in sano erfolgte [35]. Das Auftreten einer
Metastase eines Nierenzellkarzinoms hingegen reduziert das 5-Jahres-Uberleben

eines Patienten auf < 5% [36].

In einem ersten Schritt untersuchten wir mittels TMA-Methode 498 primére

Nierentumoren immunhistologisch mit zwei verschiedenen Klonen des Antikdrpers
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RCCma, Klon PN-15 und Klon 66.4C2. Erwartungsgemal zeigten dabei
chromophobe NZK und Onkozytome keine Immunreaktivitat, wobei die meisten der
hellzelligen und papillaren NZK positiv waren (hellzellig: 66 % versus 77 %; papillar:

74 % versus 93 %; Klon: 66.4C2 versus PN-15).

Von 55 untersuchten ZNS-Metastasen hellzelliger NZK lie3 sich in 50.9 % der Falle
eine Positivitdt fur RCCma (Klon PN-15) nachweisen wohingegen alle kapillaren
Hamangioblastome (n=77) negativ blieben. In diesem definierten diagnostischen
Setting zur Abgrenzung kapillares Hamangioblastom des ZNS versus ZNS-
Metastase eines hellzelligen NZKs, wies der Antikdrper RCCma eine Sensitivitat von
50.9 %, eine Spezifitdt von 100 %, einen positiven pradiktiven Wert von 100 % sowie
einen negativen pradiktiven Wert von  72.4 % auf. Er ist somit eine wertvolle
Erganzung zu bereits etablierten Markern, wie CD10 oder EMA (epithelial membrane

antigene) [37, 38].
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Quelle:

Barbara Ingold, Peter J. Wild, Antonio Nocito, Mahul B. Amin, Martina Storz, Frank L. Heppner, Holger
Moch. Renal cell carcinoma marker reliably discriminates central nervous system hemangioblastoma

from brain metastases of renal cell carcinoma. Histopathology; 2008; 52, 674-681

http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2559.2008.03003.x
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2.2 Bestimmung des MGMT-Status in Hirnmetastasen solider Tumoren

Literatur: Barbara Ingold, Peter Schraml, Frank L. Heppner, Holger Moch. Homogeneous MGMT
immunoreactivity correlates with an unmethylated MGMT promotor status in brain metastases of
various solid tumors. PLOS One; 2009;4(3):e4775 [39].

Hirnmetastasen sind die haufigsten malignen Tumoren im Gehirn und machen ca.
30 % aus. Als Primartumoren ist am haufigsten das Lungenkarzinom, gefolgt vom
Mammakarzinom und dem maligen Melanom zu nennen. Die 1-Jahres-
Uberlebensrate liegt bei ca. 10 % und ist somit sehr schlecht [40]. Abhangig von
Lokalisation und Anzahl werden die Metastasen reseziert, radiochirurgisch
angegangen, bestrahlt oder chemotherapiert, wobei letzteres sich am Primartumor
orientiert und eine untergeordnete Rolle spielt (Leitlinien ZNS-Metastasen und
Meningeosis neoplastica; 2014; Neuro-Onkologische Arbeitsgemeinschaft). Eine
Therapie mit dem alkylierenden, Blut-Hirn-Schranken-gangigen Chemotherapeutikum
Temozolomid kombiniert mit einer Radiatio zeigte in einigen ersten Kklinischen
Studien zur Behandlung von Hirnmetastasen diskrepante Resultate [41, 42]. Da der
Methylierungsstatus des MGMT-Promotors in malignen Gliomen ein pradiktiver
Parameter fur das Ansprechen auf alkylierende Substanzen wie Temozolomid [16]
ist, dieser in Hirnmetastasen bislang nicht ausfuhrlich untersucht war, bestimmten wir
diesen mit einer Methylierungs-spezifischen PCR (MS-PCR) in Hirnmetastasen von
Lungen-, Mamma-, Nierenzellkarzinomen und malignen Melanomen. In 29.6 % der
Falle (n=199), war der MGMT-Promotor methyliert (Lunge: 20/43, 46.5 %; Mamma:

13/45, 28.8 %; NZK: 6/30, 20 %; malignes Melanom: 20/81, 24.7 %).

Des Weitern haben wir die MGMT-Expression immunhistologisch von 285

Hirnmetastasen auf TMAs untersucht. 31.8 % der Falle zeigten keine
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Immunreaktivitat. 33.7 % der Metastasen waren homogen positiv wahrend in 34.4 %

die Farbung heterogen ausfiel.

Von insgesamt 178 Fallen lagen uns schlie3lich sowohl der MGMT-Promotor-
Methylierungsstatus wie auch die MGMT-Immunhistologie vor. Dabei war in der
Gesamtkohorte eine homogene immunhistologische MGMT-Expression signifikant
mit einem unmethylierten MGMT-Promotor assoziiert. Dies bestatigte sich auch in
der Subgruppenanalyse fur Lungen-, Mamma- und Nierenzellkarzinome. Bei den

malignen Melanomen liel3 sich ein Trend erkennen.

Insgesamt konnten wir in ca. einem Drittel der untersuchten Hirnmetastasen einen
methylierten MGMT-Promotor nachweisen. Unserer Meinung nach ware eine
Therapie mit Blut-Hirn-Schranken-gangigen alkylierenden Medikamenten wie
Temozolomid in dieser Subgruppe eine denkbare und zu Uberprifende Option. Die
Ergebnisse deuteten zudem darauf hin, dass mit Hilfe der Immunhistologie
zumindest die Tumoren identifiziert werden kdnnen, welche einen unmethylierten
MGMT-Promotor aufweisen. Die umgekehrte Aussage liel3 sich nicht treffen, sodass
weiterhin molekularpathologische Untersuchungen zur abschlielenden Bestimmung

indiziert sind.
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Quelle:

Barbara Ingold, Peter Schraml, Frank L. Heppner, Holger Moch. Homogeneous MGMT
immunoreactivity correlates with an unmethylated MGMT promotor status in brain metastases of

various solid tumors. PLOS One; 2009;4(3):e4775 [39].

http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0004775
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2.3 CXCRA4: Zielmolekiil fiir eine antiangiogenetischeTherapie?

2.3.1 CXCR4 im Kolonkarzinom

Literatur: Barbara Ingold, Stefan Schulz, Jan Budczies, Ulf Neumann, Matthias P.A. Ebert, Wilko
Weichert, Christoph Récken. The role of vascular CXCR4 expression in colorectal carcinoma.
Histopathology; 2009; 55, 576-586 [43].

Diese Studie befasste sich mit der immunhistologischen Expression des
Chemokinrezeptors CXCR4 im kolorektalen Karzinom. Aus einigen in vitro und in
vivo Studien war bereits bekannt, dass die CXCR4-CXCL12 Achse auch im
kolorektalen Karzinom eine Rolle spielt [44]. Insgesamt wurden die Daten jedoch
meist nur an kleinen Kollektiven erhoben, sodass wir dies unter Anwendung eines
neuen, spezifischen anti-CXCR4 Antikorpers [45, 46] in einem gréReren TMA-
Kollektiv, bestehend aus 402 priméaren, nicht vorbehandelten Kkolorektalen
Karzinomen, untersuchten. Des Weiteren Uberpriften wir die Expression des
Liganden CXCL12. Die erhobenen Resultate Kkorrelierten wir mit den

korrespondierenden klinischen Daten.

In 31 % der Falle konnte eine CXCR4 Expression in Tumorzellen nachgewiesen
werden. Interessanterweise war diese lediglich mit einer Blutgefal3invasion assoziiert
(V1; p=0.049). In 25 % der untersuchten Tumoren war uUberdies eine kraftige
CXCR4-Expression in den peritumoralen Blutgefallen nachzuweisen. Dieses
Farbemuster war statistisch signifikant assoziiert mit einer hoheren T- (p=0.008), N-
(p=0.009), M- (p=0.043), L- (p=0.014) und V- (p=0.043) Klassifikation sowie hoheren

UICC (Union Internationale Contre le Cancer)-Stadien (p=0.001).

In zahlreichen Studien ist belegt, dass die CXCR4-CXCL12-Achse eine essentielle

Rolle bei der Ausbildung von Gefal3en spielt, sowohl physiologisch wie auch im
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pathologischen Setting. Die vaskulare CXCR4 Expression deutet darauf hin, dass
diese Kaskade auch im kolorektalen Karzinom eine wichtige Rolle in der tumoralen
Neoangiogenese spielen kénnte und moglicherweise ein Angriffspunkt fur eine

antiangiogenetische Therapie darstellt.

In der Subgruppe der nodalnegativen Patienten (pNO) war die vaskulare CXCR4
Expression in der multivariaten Analyse (adjustiert flr Alter, Grading, T- und M-
Klassifikation) ein negativer Prognosefaktor fir das Gesamtiberleben (HR: 2.87

[1.31-6.29]; p=0.009).
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Quelle:

Barbara Ingold, Stefan Schulz, Jan Budczies, UlIf Neumann, Matthias P.A. Ebert, Wilko Weichert,
Christoph Récken. The role of vascular CXCR4 expression in colorectal carcinoma. Histopathology;

2009; 55, 576-586 [43].

http://dx.doi.org/ 10.1111/j.1365-2559.2009.03426.x
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2.3.2 CXCR4 im Magenkarzinom

Literatur: Barbara Ingold, Eva Simon, Ute Ungethiim, Ralf-Jirgen Kuban, Berit M. Miller, Amelie
Lupp, Ulf Neumann, Matthias P.A. Ebert, Carsten Denkert, Wilko Weichert, Stefan Schulz, Christoph
Roécken. Vascular CXCR4 expression - a novel antiangiogenic target in gastric cancer? PLOS One;
2010;5(4):e10087 [47]. Geteilte Erstautorenschatft B.I. und E.S.

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) regulieren lebenswichtige Ablaufe in
unserem Korper. Sie kontrollieren Funktionen wie Proliferation, Migration und
Angiogenese, welche im pathologischen Setting entscheidend sind fir
Tumorprogression und Metastasierung [48]. Zudem sind GPCRs medikamentds gut
manipulierbar, was sich darin widerspiegelt, dass ca. 60 % der zugelassenen
Medikamente auf diese einwirken. Zusammenfassend erscheinen GPCRs
erfolgsversprechende Biomarker fur die Tumorforschung. Deswegen untersuchten
wir zun&chst mittels Gen-Microarrays die differentielle Genexpression mit Fokus auf
GPCRS in drei nodalnegativen und drei nodalpositiven intestinalen
Magenkarzinomen. Insgesamt identifizierten wir 52 differentiell exprimierte GPCRs,
unter denen auch CXCR4 zu finden war. CXCR4 war hierbei in den nodalpositiven

Magenkarzinomen Uberexprimiert.

In einem nachsten Schritt untersuchten wir 347 Magenkarzinome mittels TMA-
Technik auf deren immunhistologische Expression von CXCR4 und CXCL12. 17 %
der Féalle zeigten eine tumorale CXCR4-Positivitat, die, nach Korrelation mit den
vorhandenen klinisch-pathologischen Daten, nur mit der lokalen Tumorausdehnung
(T-Stadium) signifikant assoziiert war (p=0.030). Hingegen fanden wir - wie bereits
zuvor bei den kolorektalen Karzinomen - eine vaskulare Expression von CXCR4 in
29 % der untersuchten Magenkarzinome. Diese war wiederum assoziiert mit einer

hoheren T-Klassifikation (p=0.0001) sowie fortgeschrittenen UICC-Stadien
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(p=0.0059). Dies bestétigte sich auch in der Subgruppenanalyse: in der Gruppe der
Magenkarzinome vom intestinalen Typ (nach Laurén) korrelierte die vaskulare
CXCR4 Expression mit T-Kategorie (p=0.004) und UICC-Stadien (p=0.020), in der
Gruppe der Magenkarzinome vom diffusen Typ (nach Laurén) mit der T-Klassifikation
(p=0.030). In Analogie zur vorangegangenen Arbeit im kolorektalen Karzinom,
scheint die CXCR4-CXCL12 Achse auch beim Magenkarzinom bei der Tumor-
Neoangiogenese eine Rolle zu spielen und stellt moéglicherweise einen anti-

angiogenetischen Angriffspunkt dar.

Hingegen hatten weder die CXCR4- noch die CXCL12-Expression einen Einfluss auf

das Uberleben der Patienten.



45

Quelle:

Barbara Ingold, Eva Simon, Ute Ungethiim, Ralf-Jirgen Kuban, Berit M. Muller, Amelie Lupp, UIf
Neumann, Matthias P.A. Ebert, Carsten Denkert, Wilko Weichert, Stefan Schulz, Christoph Récken.
Vascular CXCR4 expression - a hovel antiangiogenic target in gastric cancer? PLOS Oneg;

2010;5(4):e10087 [47]. Geteilte Erstautorenschatft B.I. und E.S.

http://dx.doi.org/ 10.1371/journal.pone.0010087
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2.4 Pravalenz der HER2-Positivitdt in kolorektalen Karzinomen

Literatur: Barbara Ingold Heppner, Hans-Michael Behrens, Katharina Balschun, Jochen Haag,
Sandra Kriiger, Thomas Becker, Christoph Récken. HER2/neu testing in primary colorectal carcinoma.
British Journal of Cancer; 2014; 111, 1977-1984 [49].

Die anti-HER2 Therapie ist beim Mammakarzinom gut etabliert und gehért zur
Standardtherapie bei HER2-Positivitat. Auch beim Magenkarzinom ist eine anti-
HER2 Therapie bei fortgeschrittenen metastasierten, HER2-positiven Tumoren
indiziert. Bei kolorektalen Karzinomen sind bezlglich HER2-Status heterogene
Resultate publiziert. Deswegen haben wir in unserer Untersuchung mittels TMA
retrospektiv den HER2-Status von 1645 primaren kolorektalen Karzinomen gemali
den aktuellen Leitlinien fir Magen- und Mammakarzinome Uberprift [50-53].
Insgesamt waren dabei 1.6 % der untersuchten Faélle positiv (26/1645).
Interessanterweise zeigten korrespondierende Lymphknotenmetastasen einen

identischen HER2-Status (n=29).

In einem weiteren Schritt korrelierten wir den HER2-Status mit den vorhandenen
klinisch-pathologischen Daten. Ein positiver HER2-Status war statistisch signifikant
mit einem positiven Nodalstatus (p=0.029) und hdheren UICC-Stadien (p=0.017)
assoziiert. In der Subgruppen-Analyse zeigte sich dies auch in der Gruppe der
Sigma- und Rektumkarzinome. HER2-positive kolorektale Karzinome hatten, wenn
auch statistisch nicht signifikant, die Tendenz zu einem schlechteren

Gesamtuberleben.

Obwohl die Pravalenz HER2-positiver kolorektaler Karzinome mit 1.6 % gering

erscheint, sind es doch vorwiegend fortgeschrittene, nodalpositive Karzinome,
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welche HER2-positiv sind. In dieser Subgruppe erscheint uns die Testung sinnvoll

und die anti-HER2-Therapie sollte eine zu Uberprifende Therapiestrategie sein.

Vergleicht man die in verschiedenen Studien publizierten Raten HER2-positiver
kolorektaler Karzinome, so sind die Resultate deutlich diskrepant. Dies liegt unter
anderem daran, dass unterschiedliche Scoringsysteme und unterschiedliche
Definitionen einer HER2-Positivitat verwendet wurden. Unsere Daten zeigen, wie
wichtig es ist, diagnostische Techniken und Scoringsysteme, gerade im Rahmen
sogenannter companion tests, zu standardisieren und mit Ringversuchen

kontinuierlich zu Gberprufen.
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Quelle:

Barbara Ingold Heppner, Hans-Michael Behrens, Katharina Balschun, Jochen Haag, Sandra Kriger,
Thomas Becker, Christoph Récken. HER2/neu testing in primary colorectal carcinoma. British Journal

of Cancer; 2014; 111, 1977-1984 [49].

http://dx.doi.org/10.1038/bjc.2014.483
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3. Diskussion

3.1 Gewebebasierte Evaluation von Biomarkern in der Pathologie

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeiten haben wir definierte Biomarker an
Gewebeproben solider Tumoren untersucht. In allen Studien handelte es sich um
retrospektiv gesammelte Proben und Follow-up Daten. Das priméare Ziel war, im
Sinne einer Hypothesengenerierung die tumorspezifische Pravalenz des jeweiligen
Zielmolekils zu Uberprifen. Korreliert mit klinischen Daten, lieRen sich erste
Hinweise auf deren klinische und prognostische Bedeutung ziehen. Inwiefern sich
daraus therapeutische Strategien ableiten lassen, muss in weiterflhrenden

prospektiven Untersuchungen validiert werden.

3.2 Renal cell carcinoma marker - ein rein diagnostischer Biomarker

In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass der monoklonale Antikorper
RCCma in der Differentialdiagnose einer Metastase eines hellzelligen NZK versus
eines Hamangioblastoms eine wertvolle Ergédnzung zu bereits etablierten Farbungen

darstellt [33, 37, 38].

RCCma wurde 1989 zum ersten Mal beschrieben [10]. Der Antikérper galt als sehr
sensitiv. und spezifisch, insbesondere zur immunhistologischen Sicherung
metastasierter Nierenzellkarzinome. Nachfolgende Studien zeigten allerdings auf,
dass RCCma auch in diversen anderen Tumorentitaten wie Mammakarzinom oder
Keimzelltumoren eine signifikante Positivitat aufweist [54]. In metastasierten

Nierenzellkarzinomen liegt zusammenfassend die Spezifitat zwischen 48 % und
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100 %, die Sensitivitdt zwischen 27 % und 90 %. Zur Untermauerung der jeweiligen
Diagnosen sollte RCCma mit anderen Markern kombiniert werden. Er hat bislang

keine prognostische oder pradiktive Bedeutung.

3.3 Der MGMT-Status in Hirnmetastasen solider Tumoren

Die systemische Therapie von Hirnmetastasen solider Tumoren ist bislang wenig
etabliert [55]. Das liegt unter anderem daran, dass es nicht ausreichend Studien gibt,
die aufzeigen, ob wund in welcher Konzentration systemisch verabreichte

Medikamente die Blut-Hirnschranke im Menschen passieren [17, 18].

Die Ganzhirnbestrahlung weil3t eine erhebliche Neurotoxizitat auf, operative
Verfahren sind aufgrund der anatomischen Gegebenheiten im ZNS oft nur
eingeschrankt moéglich. Deswegen sollten chemotherapeutische Strategien intensiver
Uberpruft werden. Mit Temozolomid steht ein alkylierendes Chemotherapeutikum mit
ausreichender Blut-Hirn-Schranken Passage zur Verfigung. Die Wirksamkeit ist
abhangig von der Aktivitit des DNA-Reparaturenzymes MGMT [16, 56]. Beim
Glioblastoma multiforme, einem hochmalignen priméaren ZNS-Tumor (WHO Grad 4),
hat der MGMT-Status einen pradiktiven Wert fur den Therapieerfolg von
Temozolomid [16]. Bei alteren Patienten (ab 65-70 Jahre) ist die MGMT-Bestimmung
deswegen als therapieweisend in den Leitlinien verankert
(http://Iwww.awmf.org/leitlinien.html). Das bedeutet, dass nur Patienten mit einer
MGMT-Promotor-Methylierung mit Temozolomid, ggf. kombiniert mit einer

Strahlentherapie behandelt werden.

In unserer Studie konnten wir zeigen, dass 29.6 % der untersuchten Hirnmetastasen

einen methylierten MGMT-Promotor aufwiesen. In der Subgruppenanalyse wiesen
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Lungenkarzinommetastasen die haufigste (46.5 %), Nierenzellkarzinommetastasen
die niedrigste Frequenz auf (20 %). Diese Resultate deuten darauf hin, dass
alkylierende Substanzen wie Temozolomid eine therapeutische Option zur
systemischen Behandlung von Hirnmetastasen darstellen kdnnten. Diese Mdglichkeit
wurde bereits in einigen Studien Uberprift. Die von Zhu und Kollegen in einem
Ubersichtsartikel zusammengefassten Resultate fielen allerdings moderat aus [57].
Die Temozolomid-Monotherapie zeigte kaum einen Effekt. Die Kombination
Temozolomid/Radiatio fuhrte zu Ansprechraten zwischen 0.176 und 0.959 mit einem
OS (overall survival) zwischen 4.1 und 12 Monaten. Die Kombination
Temozolomid/Chemotherapie erzielte etwas hdohere Ansprechraten [57]. In allen der
21 zitierten Studien erfolgte die Temozolomid-Gabe jedoch ohne Bestimmung des
MGMT-Status am Tumorgewebe. Sollte dieser, ahnlich wie beim malignen Gliom, in
Hirnmetastasen ebenso einen pradiktiven Wert fur einen Temozolomid-Benefit
haben, durfte gemaR unseren Daten max. ein Drittel der behandelten Patienten
davon profitieren. In einer experimentellen Arbeit von Palmieri und Kollegen wurde
dieser Ansatz erstmals ausfihrlicher untersucht. In einem murinen Hirnmetastasen-
Modell verkleinerten sich die Metastasen nach Temozolomid-Gabe nur, wenn die
Tumorzellen kaum oder gar keine MGMT-Aktivitat aufwiesen [58]. Diese Daten
stitzen unsere Hypothese. Klinische Studien, in denen die Wirksamkeit von
Temozolomid zur Behandlung von Hirnmetastasen in Abhéangigkeit des MGMT-

Status untersucht wurde, gibt es unseres Wissens aktuell nicht.
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3.4 CXCRA4 - ein Zielmolekil fiir eine antiangiogenetische Therapie?

CXCR4 und CXCL12 sind Schlisselmolekile in der Interaktion von Tumorzellen und
deren Mikromilieu. Sie regulieren fur das Tumorwachstum wichtige Prozesse wie
Proliferation, Angiogenese, Invasion und Metastasierung [59]. lhre vielfaltigen

Funktionen machen sie zu vielversprechenden therapeutischen Zielmolekilen.

Unsere Untersuchungen in Magen- und kolorektalen Karzinomen zeigten, dass die
Tumorzellen in einem signifikanten Anteil eine CXCRA4-Positivitdt aufwiesen. Dieser
betrug beim Magenkarzinom 17 %, beim kolorektalen Karzinom 31 %.
Interessanterweise waren in ca. einem Viertel der untersuchten Tumoren CXCRA4-
positive peritumorale Blutgeféal3e zu detektieren (Magenkarzinom: 29 %; kolorektales
Karzinom: 25 %). In beiden Entitaten war die vaskulare CXCR4-Positivitat statistisch
signifikant assoziiert mit lokal fortgeschrittenen Karzinomen und hoéheren UICC-
Stadien, was die tumorbiologische Relevanz und insbesondere die
proangiogenetischen Effekte der CXCR4-CXCL12-Achse in diesen Tumoren

untermauert [60].

Mit Plerixafor, einem sogenannten small molecule, steht ein CXCR4-Inhibitor zur
Verfigung, welcher urspringlich zur Behandlung von HIV eingesetzt wurde. 2008
wurde das Medikament von der FDA fur die Mobilisation von hamatopoetischen
Stammzellen vor Stammzelltransplantation fur Patienten mit Hodgkin Lymphom oder
multiplem Myelom zugelassen [61]. Die Behandlung von soliden Tumoren mit
CXCR4-Inhibitoren ist bislang nur marginal untersucht. Erste praklinische Studien
zeigen aber durchaus interessante Resultate [59]. So konnte beispielsweise durch
Gabe von Plerixafor die Ausbildung von Lungenmetastasen eines malignen

Melanoms in Mausen reduziert werden [62]. Mehrere klinische Studien wurden
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inzwischen initiiert, so werden z.B. die Wirksamkeit und das Nebenwirkungsprofil von
Plerixafor in metastasierten Pankreas- und Kolonkarzinomen sowie in high grade
serosen Ovarialkarzinomen (NCT02179970) im Rahmen einer Phase | Studie
Uberpruft [59]. Die in unseren Studienkollektiven erhobenen Daten weisen darauf hin,
dass die CXCR4-CXCL12-Achse in Magen- und kolorektalen Karzinomen eine
tumorbiologisch wichtige Funktion hat, deren Inhibierung eine interessante Strategie

in der Krebstherapie ware.

3.5 Der HER2-Status im kolorektalen Karzinom

Monokolonale Antikdrper haben bei der Behandlung des metastasierten kolorektalen
Karzinoms einen hohen Stellenwert. Mit Cetuximab und Panitumumab stehen zwei
Medikamente zur Verfugung, die gezielt den EGFR- (epidermal growth factor
receptor) - Signalweg angreifen, welchem eine tumorbiologische Schlisselrolle
zukommt [63]. Die Ansprechrate hangt davon ab, ob andere Molekile des
Signalweges - KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) und NRAS
(neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) - Mutationen tragen, welche die
Wirksamkeit inhibieren. Dies ist im Rahmen von companion tests zu Uberprifen [64].
35 % bis 45 % der KRAS/NRAS Wildtyp metastasierten kolorektalen Karzinome
sprechen jedoch nicht auf die Antikorpertherapie an [65]. Da EGFR nicht nur via
Rezeptor-Homo- sondern auch uber -Heterodimerisierung mit anderen Mitgliedern
der HER-Familie aktiviert werden kann [65], wird dieser Weg als moglicher
Resistenzmechanismus diskutiert [66]. Experimentelle Daten untermauern diese
Hypothese [67]. Sie zeigen auch, dass die EGFR-/HER2-Doppelblockade die

Tumorreduktion verbessert. Da zum HER2-Status im kolorektalen Karzinom sehr
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unterschiedliche Daten publiziert waren, untersuchten wir diesen in einem Kollektiv
von 1645 primaren Fallen. Die Bestimmung erfolgte anhand der aktuellen Leitlinien
fur das Mamma- und Magenkarzinom [51, 53]. Erstaunlicherweise war die Pravalenz
der HER2-Positivitat in unserem Kollektiv mit 1.6 % gering, war sie doch in
zahlreichen anderen Studien als deutlich héher, namlich zwischen 2.7 % [68] und
47.7 % [69] angegeben. Nach eingehender Betrachtung der jeweils angewandten
Methodik zeigte sich, dass in den zitierten Publikationen verschiedene
Scoringsysteme [70, 71] angewendet wurden und somit die HER2-Positivitat different
definiert war. Die Anwendung verschiedener anti-HER2 Antikorper erschweren die
Vergleichbarkeit der Studien zusatzlich [69-72]. Unsere Untersuchungen zeigen die
Notwendigkeit einer Standardisierung fur Gewebeaufarbeitung, Farbeprotokolle und
Scoringsysteme auf. Eine solche ist bislang nur fir wenige Biomarker etabliert [53,
73]. Fur einige Biomarker besteht zumindest die Mdoglichkeit der externen
Qualitatssicherung im Rahmen von Ringversuchen (http://www.dgp-
berlin.de/index.php/menu-ringversuche). Eine Standardisierung ist essentiell zur

Etablierung von Biomarkern im klinischen Setting.

Unsere Untersuchungen zum HER2-Status im kolorektalen Karzinom zeigten, dass
fortgeschrittene, nodalpositive Tumoren signifikant haufiger positiv waren. Eine
HER2-Testung in dieser Subgruppe erscheint uns deswegen sinnvoll und eroffnet
maoglicherweise eine zusatzliche Therapiestrategie. Die anti-HER2 Therapie in dieser
Tumorentitat ist bislang limitiert auf einzelne Berichte mit geringen Fallzahlen [74,
75]. Eine erste Phase Il Studie wurde nun in Italien initiiert. Die HERACLES Studie
(HER2 Amplification for Colorectal Cancer Enhanced Stratification) randomisiert
Patienten mit therapierefraktdirem, KRAS Wildtyp und HER2-positivem

metastasierten kolorektalen Karzinom in zwei Behandlungsarme. Dabei werden die
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Kombinationen Trastuzumab/Lapatinib versus Trastuzumab/Pertuzumab verglichen

[76]. Die Resultate bleiben abzuwarten.
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4. Zusammenfassung

Der Begriff ,personalisierte Medizin“ ist ein Schlagwort der heutigen Medizin. In der
Tumorforschung und -Therapie geht es darum, individuelle tumorbiologische
Merkmale zu erkennen und zu definieren, um daraus Erkenntnisse fir die Diagnostik,
Prognose und/oder einer Therapiestrategie zu gewinnen. Die Pathologie kann dabei
als Schnittstelle zwischen Grundlagenforschung und Klinik fungieren. Wie wir in den
vorgestellten Arbeiten aufzeigten, sind gewebebasierte Untersuchungen wie die
Immunhistologie ein hilfreiches Werkzeug, um Biomarker-Hypothesen an
Tumormaterial zu Uberprifen. So konnten wir zeigen, dass der RCCma wertvolle
Zusatzinformationen in der Differentialdiagnose metastasiertes helllzelliges
Nierenzellkarzinom versus Hamangioblastom im ZNS liefert [33]. Des Weiteren
identifizierten wir in einem signifikanten Anteil von Hirnmetastasen solider Tumoren
einen methylierten MGMT-Promotor als mdgliche Basis zur Pradiktion eines Benefits
mit alkylierenden Chemotherapeutika wie Temozolomid [39]. Wir konnten zeigen,
dass der Chemokinrezeptor CXCR4 eine tumorbiologische Relevanz in Magen- und
kolorektalen Karzinomen hat [43, 47]. Insbesondere die in beiden Tumorentitaten
augenfallige vaskulare Expression konnte auf einen mdglichen therapeutischen
Angriffspunkt im  Sinne einer Antiangiogenese hinweisen. In unseren
Untersuchungen zum HER2-Status im kolorektalen Karzinom wiesen nur 1.6% der
Félle eine HER2-Positivitat und somit die Grundlage fur eine potentielle anti-HER2-
Therapie auf. Da diese aber signifikant mit fortgeschrittenen, nodalpositiven
Karzinomen assoziiert war, erachten wir gerade diese Subgruppe als testenswert

[49].
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Der Weg eines Biomarkers von der Grundlagenforschung in die klinische Anwendung
ist ein langer. Daflr ist eine verstarkte interdisziplindre Zusammenarbeit fur die

Zukunft unabdingbar. Die Pathologie wird dabei eine zentrale Rolle spielen.
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