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1. Einleitung

Die Einfuhrung von Virchows ,Cellularpathologie* 1858, bei dem ,die Zelle als
letztes wirkendes Element des lebenden Koérpers* erkannt wurde (R. Virchow am 10.
Februar 1858, 1. Vorlesung an der Charité), erbrachte fir das damalige
Krankheitsverstandnis und so auch fur die Krebsentstehung eine eindrucksvolle
Wende. Ein weiterer Meilenstein wird durch die ,Molekularpathologie” eintreten. Sie
umfaldt die Durchfihrung molekularbiologischer Untersuchungsmethoden an einem
vom Pathologen nach dem entsprechenden mikroskopischen Bild ausgewdahlten
Zellmaterial. Mit Hilfe molekularpathologischer Methoden wurden und werden am
Tumormaterial neue Gene und Biomarker evaluiert, die dann entscheidend fir die
zielgerichtete Therapie sein kénnen (Hofler et al. 2003, Yang et al. 2006. Dietel et al.
2006). Einige dieser Molekile kdnnen bereits erfolgreich attackiert werden, so gibt es
beispielsweise schon ermutigende Resultate wie HER2Neu beim metastasierten
Brustkrebs und c-kit bei gastrointestinalen Stromatumoren. Molekulare Marker helfen
auch in Zukunft, die einzelnen Tumorentitaten besser zu klassifizieren und werden
weitere neue Angriffsziele fir moderne Medikamente definieren (Weinstein et al.

2006).

Abbildung 1: Virchows ,Cellularpathologie” war ein Meilenstein in der Kanzerogenese und wird jetzt
durch die ,Molekularpathologie” erweitert. Links, vierter Holzschnitt aus Virchows Vorlesung, rechts
Detektion einer HER2Neu-Amplifikation (rotes Signal) beim Mammakarzinom.



Fur Karzinome des Kolorektums sind jedoch bis jetzt noch keine
durchschlagenden Erfolge der sogenannten ,zielgerichteten Therapie“ zu verbuchen.
Monoklonale Antikorper gegen den epidermalen Wachstumfaktor (EGF-R) und den
vaskularen endothelialen Wachstumfaktor (VEGF) werden in erster Linie nur
begleitend eingesetzt. Weitere molekularpathologische Erkenntnisse anhand
umfangreicher Tumorkollektive mit den entsprechenden klinisch-pathologischen

Parametern sind eminent wichtig.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein umfangreiches Tumorkollektiv kolorektaler
Karzinome mit Hilfe der Comparativen Genomischen Hybridisierung (CGH) auf DNA-
Ebene und auf Proteinebene mit Hilfe der Immunhistochemie (IH) untersucht. Die
Ergebnisse wurden dann mit den klinisch-pathologischen Daten verglichen, um
zytogenetische und immunhistologische molekulare Signaturen zu erstellen, die mit
der Tumorprogression, Metastasierung und auch der Prognose der Patienten

korrelieren.



1.1 Klinik und Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

Bosartige  Neubildungen des Kolorektums sind die zweithaufigste
Krebstodesursache bei Mannern und die dritthaufigste Krebstodesursache bei
Frauen (Jemal 2006). In Deutschland sterben 30.000 Menschen jahrlich an dieser
Erkrankung. Circa 50.000 bis 52.000 Neuerkrankungen werden pro Jahr mit
steigender Tendenz registriert (Vogl et al. 2002). Das Vorkommen des kolorektalen
Karzinoms hat sich von 1960 bis 1980 verdoppelt und stabilisiert sich auf hohem
Niveau. Das Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, betragt fir die
Bundesblirger derzeit vier bis sechs Prozent. Ab dem 50. Lebensjahr verdoppeln
sich Vorkommen und Mortalitat mit jeder Lebensdekade, d.h. gerade wegen der
steigenden Lebenserwartung in den letzten Jahren ist mit einem Anstieg der
Krankheitsfalle zu rechnen. Die Gesamt- und Folgekosten liegen derzeit bei tber 500
Millionen Euro pro Jahr. Weltweit gibt es beziglich der Sterblichkeit groRRe
Unterschiede; in Deutschland ist die Mortalitat des Darmkrebs deutlich héher als in

den USA und in Japan (Greenlee et al. 2000).

Obwohl in frihen Stadien heilbar, ist der Tumor haufig bei Erstsymptomatik
bereits metastasiert, was ein wesentlicher Grund fur die hohe Mortalitatsrate ist. Die
Prognose kolorektaler Karzinome wird entscheidend durch das Ausmal3 der

lymphogenen und hamatogenen Metastasierung bestimmt.

Fernmetastasen nach einer primar kurativen Erstoperation findet man vor allem
in der Leber (59-66%). Bei Kolonkarzinomen sind zudem peritoneale (25%) und
bronchopulmonale (17%) Fernmetastasen und Metastasen in nichtregionalen
Lymphknoten (16%) besonders héaufig zu beobachten. Bei Rektumkarzinomen sind

die Lungen in Uber 26% beteiligt. Andere Organe wie z.B. Skelett, Gehirn, Nieren



und Haut sind von der Fernmetastasierung selten betroffen (Taal et al. 1992,

Remmele et al. 1996).

Das fortgeschrittene Karzinom stellt das Hauptproblem fir den klinischen
Onkologen und Chirurgen dar. Die postoperative adjuvante Chemotherapie
verbessert das Uberleben im Stadium Il (Dukes Stadium C) und ist als
Standardtherapie weitgehend anerkannt (Saunders et al. 2006, Galanis et al. 2000,
MacDonald 1999). Auch Patienten mit Stadium 1l (Dukes Stadium B) haben ein
hohes Risiko fur ein Wiederauftreten des Tumors und empfangen eine adjuvante
Therapie, obwohl der Nutzen in solchen Fallen noch unsicher ist. Molekulare Marker,
welche glaubwiirdig das Uberleben und die Prognose vorhersagen, werden dringend

bendtigt (Hofler et al. 2003, Kndsel et al. 2005, Yang et al. 2006, Dietel et al. 2006).

Da die konventionelle Morphologie und die bis jetzt praktizierte pTNM
Klassifikation zur Vorhersage der Tumorprogression nur eine begrenzte
Aussagefahigkeit besitzt, wird der Molekularpathologie und damit der Umsetzung der
molekularen  Erkenntnisse der Tumorprogression in fallbare Parameter
(Immunhistologie, m-RNA in situ, FISH) in der zukinftigen Diagnostik und Therapie

eine entscheidende Bedeutung zukommen.

1.2 Genetische Verdnderungen in der Tumorprogression kolorektaler
Karzinome

Studien beim kolorektalen Karzinom haben gezeigt, dass eine Akkumulation
von genetischen Verdnderungen von der Initialisierung der Neoplasie bis zum
invasiven Karzinom stattfindet (Kinzler et Vogelstein 1996, Fearon et Vogelstein
1990). In dem viel beachteten Progressionsmodell spielen Gene wie APC, K-ras und

p53 eine wichtige Rolle. Sie werden haufig in unterschiedlichen Phasen der



Tumorentwicklung mutiert, jedoch ist es weniger die Reihenfolge als vielmehr die

Anh&aufung der Mutationen, die fir den Tumorprogress verantwortlich ist.

Durch Studien zum Verlust der Heterozygotie (Loss of heterozygosity, LOH) ist
die Identifikation von Tumorsupressorgenen moglich geworden, welche an der
Tumorigenese kolorektaler Karzinome beteiligt sind. LOH auf den Chromosomen 5q,
8p, 17p und 18q sind in hoher Frequenz gefunden worden. Kandidatengene dafur
sind APC in 5q, p53 in 17p und SMAD4 in Chromosom 18q. Verluste auf
Chromosom 17p sind in nahezu 75% der kolorektalen Karzinome beschrieben
worden, selten demgegenuber aber in gutartigen Lasionen, was dafir spricht, daf
der Verlust der p53 Funktion eher in der spateren Progression als in der Initialphase

involviert ist.

Vogelstein und Kinzler erweiterten auch die Terminologie der Krebsgene um die
Begriffe der Gatekeeper und Caretaker. Sie dient vor allem der Unterteilung von
Genen, die fur die Tumorsuszeptibilitat verantwortlich sind. Gatekeeper-Gene
kontrollieren h&ufig die Proliferation und den Zelltod, wohingegen Caretaker-Gene in
der Regel in die DNA-Reparatur involviert sind und deren Inaktivierung zu einer
genetischen Instabilitat fihren (Grade et al. 2006, Lengauer et al. et al. 1998, Kinzler
et al. 1997). Wichtige Gatekeepergene sind aber wahrscheinlich solche, welche
sowohl Gatekeeper als auch Caretaker Funktionen einnehmen (Leedham et al.
2005). Fur verschiedene Gewebearten und Tumorentitdten konnen unterschiedliche
Gene diese Rolle tibernehmen. Beim kolorektalen Karzinom ist APC der bekannteste
Gatekeeper, Mutationen treten zumeist als initiales Ereignis bereits bei Adenomen,

d.h. der gutartigen Krebsvorstufe, auf.

Zwei verschiedene Typen der genetischen Instabilitat stellen eine zentrale

Komponente der Neoplasiegenese beim kolorektalen Karzinom dar. Die



Mikrosatelliteninstabilitat (MIN) ist assoziiert mit der HNPCC Erkrankung (hereditary
nonpolyposis colorectal cancer), ist aber ebenfalls in einer Untergruppe von
sporadischen nicht hereditdren kolorektalen Karzinomen zu finden. Die Haufigkeit
der MIN betragt maximal 15%, wohingegen die Mehrheit der kolorektalen Karzinome
durch eine chromosomale Instabilitdt (CIN) charakterisiert ist. Interessanterweise
haben kolorektale Karzinome mit einer hohen Mikrosatelliteninstabilitat eine bessere
Prognose und metastasieren weniger haufig als Mikrosatelliten-stabile Tumoren
(Watanabe et al. 2001). Zusatzlich wurde gezeigt, dass MIN-positive Tumoren
weniger chromosomale Veranderungen tragen als MIN-negative, obwohl keiner der
beiden Typen sich gegenseitig ausschliel3t, wie zuerst angenommen wurde (Schlegel
et al. 1995, Lengauer et al. 1998, Georgiades et al. 1999, Gaasenbeek et al. 2006,

Grade et al. 2006).

In spateren Stadien der Tumorprogression ist in einigen Studien gezeigt
worden, dald chromosomale Verluste am kurzen Arm von Chromosom 8 (8p) und am
langen Arm von Chromosom 18 (18q) detektiert werden koénnen und dal3 diese
Verluste mit einem aggressiven Phanotyp und einer hoheren Wahrscheinlichkeit
eines Rezidivs einhergehen (Martinez-Lopez E et al. 1998, Halling et al. 1999, De
Angelis et al. 2001, AI-Mullah et al. 2006). Auf 8p liegen einige
Kandidatentumorsuppressorgene wie DLC1, CNOT7 und PDGFRL.
Mutationsanalysen fir DLC1, CNOT7 und PDGFRL haben jedoch in kolorektalen
Karzinomen gezeigt, dass nur eine Mutation von 126 Tumore, 1 von 88 und 1 von
123 Tumore vorliegt, was dafir spricht, dass in diesen Regionen moglicherweise
weitere Tumorsupressorgene oder Gene liegen, welche fur die Aufrechterhaltung der
genomischen Integritat verantwortlich sind (Anderson et al. 2001, Flanagan et al.
2004). Metastasierungsassoziierte chromosomale Aberrationen lassen sich auch

schon in Primartumoren und in sehr frihen Stadien der Kanzerogenese nachweisen.
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Sie charakterisieren vermutlich eine Subpopulation von Tumorzellen, die das hdchste

Malignitatspotential aufweisen (Klein 2003, Schardt et al. 2005, Knésel et al. 2006).

Weitere Studien analysieren in letzter Zeit Stammzellen. Stammzellen teilen
viele Eigenschaften mit malignen Zellen, so kénnen sie sich selbst erneuern und
proliferieren. Krebs soll eine Erkrankung der Stammzellen sein (Leedham et al.
2005). Diese sogenannten ,Krebsstammzellen* wurden beispielsweise in der akuten
myeloischen Leukamie (AML) (Wang et al. 2005), aber auch in Tumoren der Lunge,
der Prostata, Bauchspeicheldrise, der Brust, der Leber und auch des Dickdarmes
beschrieben (Stuart AC McDonald et al 2006, Clarke and Fuller 2006, Brabletz et al.
2005). Krebsstammzellen haben durch ihre Selbsterneuerung und Proliferation
genugend Zeit die chromosomalen Aberrationen und sequentiellen Mutationen zu
akquirieren, die bei malignen Neoplasien gefunden werden (Radkte et al. 2005).
Einzelne Marker gastrointestinaler Krebsstammzellen wie BMI-1 (Reinisch et al.
2006) werden derzeit in verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht und kdnnen in
naher Zukunft neue Oberflachenzielproteine fir eine Antikérper-Therapie sein (Tan
et al. 2006). Andere putative Marker fur gastrointestinale Stammzellen sind in der
Familie der Integrine zu finden, welche differenziell in der Kryptenachse exprimiert
sind (Teller and Beaulieu 2001). Gerade die hochpotenten Krebsstammzellen sollen
ein hohes Metastasierungspotential aufweisen und die Keimzellen von Metastasen
sein. Wie die Krebsstammzellen, befinden sich die Stammzellen in einem
Gewebszellkompartment, welche auch Nische genannt wird. Dies ist eine
Ansammlung von epithelialen, mesenchymalen Zellen und extrazellularer Matrix, die
den Zellen die optimale Umgebung gibt, um zu proliferieren und sich selbst zu
erneuern. Im Dickdarm sollen die Stammzellen an der Kryptenbasis lokalisiert sein

(Abb. 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung einer Dickdarmkrypte mit Lokalisation der Stammzellen
(nach McDonald SA et al. 2006, Nature, Clinical Practice)

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass die Karzinogenese in der
Tumorprogression und insbesondere der Metastasierung noch unzulanglich erforscht
ist und auch nur sehr partiell in den bisherigen Tumormodellen abgebildet wird.
Dabei ist es gerade die Metastasierung, die letztendlich Uber das Schicksal des

Patienten entscheidet.
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2. Fragestellung

Das Projekt beschaftigte sich mit der Identifizierung und Evaluierung von
spezifischen Signaturen auf DNA Ebene und auf Proteinebene in kolorektalen
Karzinomen. Das Ubergeordnete Ziel bestand darin sowohl mit Hilfe chromosomaler
Alterationen als auch von Immunprofilen eine bessere Klassifikation dieser
Tumorentitdt in Bezug auf das Metastasierungsverhalten und die Prognose zu

erarbeiten. Insbesondere sollten folgende Fragen beantwortet werden.

1. Lassen sich auf DNA Ebene mittels der Comparativen Genomischen
Hybridisierung chromosomale Imbalanzen detektieren, die mit der

Tumorprogression und Metastasierung assoziiert sind?

2. Sind einige dieser chromosomalen Alterationen mit  bestimmten

Metastasierungsorten assoziiert?

3. Zeigen chromosomale Veréanderungen eine Korrelation mit dem kirzeren

Uberleben der Patienten?

4. Ist eine Amplifikation oder Deletion auf DNA-Ebene auch mit einer
entsprechenden Uber-/Unterexpression von dort lokalisierten Genen auf der

Protein-Ebene korreliert?

5. Gibt es spezifische Immunprofile, die moéglicherweise von diagnostischer oder
prognostischer Relevanz sind und die Tumore in einzelne Subgruppen einteilen

kédnnen?
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3. Ergebnisse

3.1 Chromosomale Alterationen im fortgeschrittenen Dickdarmkrebs und
lymphogen und hamatogen metastasierten Karzinomen

Literatur: Thomas Knoésel, Petersen S, Schwabe H, Schliins K, Stein U, Schlag PM, Dietel M,
Petersen I. Incidence of chromosomal imbalances in advanced colorectal carcinomas and their
metastases. Virchows Arch. 2002 Feb;440(2):187-94.

Thomas Kndésel, Karsten Schliins, Ulrike Stein, Holger Schwabe, Peter Michael Schlag, Manfred
Dietel, Iver Petersen. Chromosomal alterations during lymphatic and liver metastases formation in
colorectal carcinomas. Neoplasia, 2004, Vol. 6, No 1Jan/Febr, 23-28.

Nach unseren CGH-Ergebnissen treten bei fortgeschrittenen kolorektalen
Karzinomen in absteigender Haufigkeit folgende chromosomale Veranderungen auf:
Deletionen von 18912-18923, 4q27-4928, 4pl4, 8p22-8p23, 5q21, 1p21-1p22,
21921, 9p21, 6q9l6-6921, 3pl2, 11922 und  14913-14921 sowie
Uberreprasentationen auf 20g11.2-20q13.2, 7911.1-7q12, 13q11.2-13g14, 16p12,
19p13, 9934, 19913.1-19913.2, 17921, 22911, 8q und 1g. Lymphogene Metastasen
zeigten mehr Alterationen mit Gewinnen auf 8q, 20q und Deletionen auf 8p, 9p, 18
und 21g21. Hamatogene Metastasen zeigten mehr Alterationen als lymphogene
Metastasen, speziell mehr Deletionen auf 1p, 3, 4, 5q, 10q, 14, and 21921 und
Gewinne auf 1q, 7p, 12qter, 13, 16, und 22g. Beim Vergleich von Lebermetastasen
mit den korrespondierenden Primartumoren waren bevorzugt Deletionen 2q, 5q, 8p,
9p, 10q, und 21921 und Gewinne auf 1q, 11, 12qter, 17q12—qg21, 19, und 22q zu
beobachten. Interessanterweise zeigten die Ergebnisse, daf} die lymphogene und
hamatogene Metastasierung mit bestimmten nichtzufalligen chromosomalen
Alterationen assoziiert sind. Eine Gesamtibersicht der chromosomalen

Verédnderungen der insgesamt 85 untersuchten Tumore zeigt die Abbildung 3.
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Abbildung 3: Alle chromosomalen Veranderungen an 85 metastasierten kolorektalen Karzinomen.
DNA-Verluste sind als Inzidenzkurven auf der linken Seite abgetragen, DNA-Gewinne auf der rechten
Seite. In Blau sind Veranderungen mit 99% Signifikanz im Student t-test, in Griin Veranderungen mit
95% Signifikanz wiedergegeben. Pronouncierte Veranderungen, bei denen die Inzidenzkurven die
Schwellenwerte 1.5 und 0.5 Uberschritten, sind in rot abgetragen und entsprechen sogenannten
.Mehrfachamplifikationen® oder ,Mehrfachdeletionen®.

Weitere Diagramme, sowie ein Differenzdiagramm zwischen Lymphknoten — und
Lebermetastasen und eine Darstellung, bei der korrespondierende Tumorpaare

miteinander verglichen werden, sind der anhangenden Publikation zu entnehmen.
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Literatur:
Thomas Knoésel, Karsten Schliins, Ulrike Stein, Holger Schwabe, Peter Michael Schlag, Manfred

Dietel, Iver Petersen. Chromosomal alterations during lymphatic and liver metastases formation in

colorectal carcinomas. Neoplasia, 2004, Vol. 6, No 1Jan/Febr, 23-28.
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3.2 Tumorprogressionsmodell mit typischen chromosomalen Alterationen bei
gewebespezifischer Metastasierung

Literatur: Thomas Knésel, Karsten Schliins, Manfred Dietel, Iver Petersen. Chromosomal alterations
in lung metastases of colorectal carcinomas: associations with tissue specific tumor dissemination.
Clinical & Experimental Metastasis 2005, 22:533-538.

Wie die Lymphknoten- und Lebermetastasierung ist auch die
Lungenmetastasierung mit bestimmten nicht zufélligen chromosomalen Alterationen
assoziiert. Lungenmetastasen zeigten an distinkten chromosomalen Banden mehr
Alterationen als Lebermetastasen, vorzugsweise mehr Deletionen auf 1p, 3p, 9q,
12q, 179, 19p und 22q und Gewinne auf 2q, 5p und Chromosom 6. Ein Vergleich der
Lungenmetastasen mit den Primartumoren zeigte zusatzliche Deletionen auf 3p, 8p,

129, 179 und 21921 und Gewinne auf 5p (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Differenzhistogram der Lungenmetastasen (n=13) versus der Lebermetastasen (n=13),
Rote Areale reprasentieren prozentuale Veranderungen, die nur in den Lebermetastasen vorliegen,
grine Veranderungen die nur in den Lungenmetastasen vorliegen. Das weil3e Areal unterhalb der
farbigen Areale zeigt den prozentualen Anteil, der bei beiden Gruppen gleich ist. Lungenmetastasen
zeigen mehr Veranderungen als Lebermetastasen mit signifikanten Veranderungen, die als graue
horizontale Linien wiedergegeben werden (hellgrau, Regionen mit 95% Signifikanz, dunkles grau,
Regionen mit 99% Signifikanz nach Chi-Quadrat-Test), z. B. Verluste auf 3p, 12q und 17q.
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Einzelne Ergebnisse und die Inzidenzkurven sind online verfigbar unter
unserer ,CGH online tumor database” auf der Seite http://amba.charite.de/cgh. Mit
Hilfe der Comparativen = Genomischen  Hybridisierung wurden insgesamt 85
Tumorproben untersucht. Die Proben stammten von den Primartumoren (n=36) und
von Metastasen, wobei 13 aus der Lunge und der Leber stammten, 12 aus
Lymphknoten, sechs aus dem Gehirn, vier aus der Bauchwand und eine aus dem
Ovar. In der Zusammenschau zeigen unsere Ergebnisse, dafl} bestimmte
chromosomale Alterationen mit bestimmten Metastasierungwegen assoziiert sind.
Einzelne Tumorzellen scheinen ein Metastasierungpotential (,ready to go package*)
zu haben, dall es den Zellen ermdglicht, die verschiedenen Schritte der
Metastasierung, wie Ablésung vom Primarverband, Féahigkeit zur Intravasation, zur
Extravasation und zum klonalen Wachstum einer Metastase im ortsfremden Gewebe,
zu voliziehen. Diese Alterationen scheinen zum Teil schon im Primartumor zu

existieren.

Eine graphische Darstellung aller chromosomaler Imbalanzen der einzelnen
Tumorentitaten, ein Differenzdiagramm zwischen Lungen — und Lebermetastasen
sowie ein Diagramm, bei dem korrespondierende Tumorpaare miteinander

verglichen werden, sind der anhdngenden Publikation zu entnehmen.
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Literatur:

Thomas Kndosel, Karsten Schliins, Manfred Dietel, Iver Petersen. Chromosomal alterations in lung
metastases of colorectal carcinomas: associations with tissue specific tumor dissemination. Clinical &
Experimental Metastasis 2005, 22:533-538.
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3.3 Prognoserelevante chromosomale Imbalanzen im kolorektalen Karzinom

Literatur: Thomas Kngsel, Karsten Schliins, Ulrike Stein, Holger Schwabe, Peter Michael Schlag,
Manfred Dietel, Iver Petersen. Genetic imbalances with impact on survival in colorectal cancer
patients. Histopathology 2003, Oct, 43(4):323-31.

In dieser Studie wurden die chromosomalen Imbalanzen mit dem Uberleben
der Patienten verglichen. Es zeigte sich mit Hilfe der Kaplan-Meier Analyse, dafl3
Gewinne auf 2pl14-15, 60923-6924, 15022-15¢023, 22ql11.2 und Deletionen auf
1p36.1-36.2, 4q31.3, 4935, 8gl2-gq21, 8pll.2 und 9p22 signifikant mit einem
kirzeren Uberleben der Patienten korrelierte, wobei eine Uberexpression von
20g13.3 und Deletion von 18g11.2 signifikant mit einem langeren Uberleben in
diesem Tumorkollektiv korrelierte. Eine Multivariate Analyse identifizierte Gewinne
auf 2p14-15, 15¢22-23, 22911.2 und Verluste auf 1p36.1-36.2 und 4q35 als
unabhangige Variablen in Bezug auf ein kiirzeres Uberleben mit besserer Signifikanz
als die klassischen klinikopathologischen Parameter wie Lymphknotenstatus und
Tumordifferenzierung (Abbildung 5). Diese funf Marker erlaubten eine Einteilung der
Patienten in Gruppen mit “hohem* und ,niedrigem* Risiko und kénnen so im Rahmen
einer ,personalisierten Medizin“ als Einleitung einer bestimmten Therapieoption eine
wichtige Rolle spielen.

Hinsichtlich weiterer Patientencharakteristika und einer ausfuhrlichen

Diskussion der einzelnen Loci sei auf die anhangende Publikation verwiesen.
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Abbildung 5: Kaplan-Meier Kurven mit krankheitsspezifischem Uberleben

in kolorektalen

Karzinomen. A, pT2 und pT3 versus pT4. B, G1/G2 versus G3/G4. C, pNO versus pN1 und pN2. D,
1p36.1-36.2 Verlust. E, 2p14-15 Gewinn. F, 4935 Verlust. G, 15922-23 Gewinn. H, 22q11.2 Gewinn

(aus Knosel et al. 2003)
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3.4 Korrelationen zwischen DNA Imbalanzen und Genexpression auf DNA-
Ebene und Proteinebene

Literatur: Thomas Kndsel, Y. Yu, U. Stein, H. Schwabe, K. Schliins, P.M. Schlag, M. Dietel, I.
Petersen. Analysis of cyclooxygenase-2 expression and chromosomal gain in patients with advanced
colorectal carcinomas. Diseases of the Colon & Rectum 2004, Jan;47(1):70-7.

Thomas Knésel, Y. Yu, U. Stein, H. Schwabe, K. Schliins, P.M. Schlag, M. Dietel, |. Petersen.
Overexpression of c-erbB-2 correlates with chromosomal gain in patients with advanced colorectal
carcinomas. Clinical and Experimental Metastasis. 2002, 19: 401-407

Bei dem statistischen Vergleich der Gruppe der Primartumoren mit derjenigen
der Metastasen mittels eines CGH Differenzhistogramms ergab sich bei Chromosom
1924-g25 eine distinkte Region, die statistisch signifikant haufiger in den Metastasen
Uberreprasentiert war (Abbildung 6). Genau in diesem Genombereich ist das COX-2
Gen lokalisiert (1925.2-g25.3), welches im Gegensatz zum COX-1 Gen, einem sog.
.House keeping gene“, eine wichtige Bedeutung in der Tumorigenese hat. Wir
konnten zeigen, daR eine COX-2 Uberreprasentation auf der DNA Ebene mit einer
COX-2 Uberexpression auf der Proteinebene korreliert und daR die Veranderungen
in den Metastasen starker ausgepragt sind. Die Kaplan-Meier Analyse zeigte, dass
die COX-2 Uberexpression signifikant mit einem kiirzeren Uberleben assoziert war

und so als prognostischer Marker dienen kann (Knosel et al. 2004).

Als Beispiel einer weiteren Region, die in der CGH signifikant haufiger bei
metastasierenden kolorektalen Karzinomen betroffen war, lie@ sich die
chromosomale Region 17912-g21 identifizieren. Diese Region beherbergt das c-
erbB-2 Gen. Das Onkoprotein c-erbB-2, ein 185kd Protein mit Tyrosin Kinase
Aktivitat, gehort zur Familie der epithelialen Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR),
die in der Genese vieler Tumorentitaten involviert ist. Wir konnten mittels unserer
CGH Daten und der Immunhistochemie zeigen, daR eine Uberexpression des c-
erbB-2 Proteins mit einer Uberreprasentation des c-erbB-2 Locus in fortgeschrittenen

kolorektalen Karzinomen korreliert und daR auRerdem das Uberleben der Patienten
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von der c-erbB-2 Uberexpression abhangig ist. Die c-erbB-2 Uberexpression ist mit
der Tumorprogression und dem metastatischen Phanotyp assoziiert (Knésel et al.

2002D).

COX-2 i

A

Abbildung 6: Differenzhistogram von metastasierenden Primartumoren (n=24) und Metastasen
(n=30). Die griin dargestellten Areale zeigen die Prozente an, die zusatzlich bei den Primartumoren
vorlagen. Die roten Areale den prozentualen Anteil der zusatzlichen Verdnderungen bei den
Metastasen. Das darunterliegende weisse Areal den prozentualen Anteil gleicher Alterationen beider
Gruppen. Die grauen horizontalen Striche signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen
(Regionen mit 95 Prozent Signifikanz nach dem Chi-Quadrat-Test). Die Region 1¢g25.2-g25.3 zeigt
interessanterweise eine signifikante Uberreprasentierung bei den Metastasen und genau in diesem
Bereich ist auch das COX-2 Gen lokalisiert.

Eine ausfluhrliche Diskussion der Ergebnisse ist der anhdngenden Publikation zu

entnehmen.
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3.5 Immunprofile mit prognostischer und diagnostischer Bedeutung

Literatur: Thomas Knésel, Anna Emde, Karsten Schlins, Karsten Jirchott, Peter Michael Schlag,
Manfred Dietel, Iver Petersen. Immunoprofiles of 11 Biomarkers Using Tissue Microarrays ldentify
Prognostic Subgroups in Colorectal Cancer. Neoplasia 2005, Aug;7(8):741-7.

Thomas Knosel, Valeska Emde, Karsten Schliins, Peter Michael Schlag, Manfred Dietel, Iver
Petersen. Cytokeratin profiles identify Diagnostic Signatures in Colorectal Cancer Using multiplex
analysis of tissue microarrays. Cellular Oncology 2006;28(4):167-75.

Die genomweiten Expressionsprofile haben eine Reihe von Genen identifiziert,
die differentiell beim kolorektalen Karzinom exprimiert sind. Ebenso haben unsere
Studien und die Studien anderer Forschungsgruppen relevante Kandidatenregionen
identifiziert, die in der Tumorprogression von Bedeutung sind. Unsere Ziele in diesen
Studien waren: 1) zu testen, ob diese Gene auch auf Proteinebene unterschiedlich
exprimiert waren; 2) diese Biomarker in einem gut charakterisierten Patientenkollektiv
zu evaluieren; 3) eine hierarchische Clusteranalyse auf die erhobenen
immunhistochemischen Daten anzuwenden.

Gewebearrays von 351 kolorektalen Karzinomen von 270 Patienten wurden
hergestellt und mit 21 verschiedenen Antikorpern angefarbt. Insgesamt wurden 6721
Proben ausgewertet. Evaluiert wurden in einer ersten Arbeit die Gene Adaml0,
Cyclin D1, Annexin Il, NFKB, Casein kinase 2 beta (CK2B), YB-1, P32, Rad51, c-fos,
IGFBP4, und Connexin26 (Cx26). In einer zweiten Arbeit die Cytokeratine CK5, CK7,
CK8, CK13, CK14, CK16, CK17, CK18, CK19 und CK20. Die Auswertung der
einzelnen Gene und exemplarische Expressionsmuster sind in unserem Berlin TMA-

Portal frei online abrufbar, siehe Abbildung 7 (http://pathoweb.charite.de/tmaportal).
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Abbildung 7: Online verfligbare Immunprofile verschiedener, differentiell exprimierter Antigene beim
kolorektalen Karzinom.

Interessanterweise konnten durch eine unsupervisierte hierarchische
Clusteranalyse verschiedene Subgruppen des kolorektalen Karzinoms identifiziert
werden, die sich vom Normalgewebe, vom Tumorstadium und hinsichtlich des
Uberlebens der Patienten unterschieden (Abbildung 8). Das obere Cluster enthielt zu
85% pT3/4 Tumore und wurde so als ,higher tumor stage cluster” definiert. In diesem
Cluster dominierte eine hohe Expression von Adaml10 (Abbildung 8, B, vertikale
Spalte), welche in der Einzelanalyse signifikant mit einem hdéheren Tumorstadium
korrelierte (pT1/2 vs pT3/4, P = 0.04). Im zweiten Cluster, dem sogenannten ,shorter
survival cluster”, tiberlebten 79% der Patienten kirzer als 200 Wochen und ein relativ
hoher Prozentsatz der Patienten (39%) hatte schlecht differenzierte Tumore (G3). In
diesem Cluster dominierte eine verminderte Expression von Connexin 26 (CX26),
welche in der Einzelanalyse signifikant mit einem kiirzeren Uberleben korrelierte und
mit einem hoéheren Tumorgrad (G1/G2 vs G3, P = 0.02). Die Kaplan-Meier Analyse
der zeigte, dass Cluster 2 (,shorter survival cluster”) ein signifikant kirzeres

Uberleben zeigte als das Cluster 1 (,higher tumor stage cluster*).
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In der zweiten Arbeit konnte gezeigt werden, dass kolorektale Karzinome
bestimmte Cytokeratinprofile besitzten, die prognostisch relevante Signaturen
zeigen. Mdaglicherweise reprasentiert die verminderte Expression von Cytokeratin 8
und Cytokeratin 20 eine wichtige Rolle in der epithelialen-mesenchymalen Transition
(EMT), welche eine wichtige Stufe zu sehr agressiven Tumorzellklonen darstellt.
Unsere  Ergebnisse zeigten, dass das hierarchische Clustern der
immunhistologischen Ergebnisse mit sogenannten 3D-TMAs (Abbildung 9) eine
vielversprechende Methode ist, um auch in Zukunft mit verschiedenen Markern bei
einzelnen boésartigen Neoplasien Subgruppen mit entsprechenden Signaturen bilden

zu kdénnen.
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Abbildung 8: (A) Hierarchische Clusteranalyse der TMA Ergebnisse. In den Spalten sind die
untersuchten Gene angegeben und in den Zeilen die Tumore. Die Expressionsstarke/Farbeintensitat
des Markers ist Uber unterschiedliche Farbungen kodiert: rot-starke Expression; hellbraun-mittlere;
dunkelbraun-geringe; schwarz-negativ und grau-keine auswertbaren Daten. (B) Vergrol3erte
Darstellung des sogenannten ,higher tumor stage cluster® (Clusterl) mit prominenter Adam 10
Expression (vertikale Linie). (C) Vergrof3erte Darstellung des sogenannten ,shorter survival cluster”
(Cluster2) mit reduzierter Cx26 Expression. Cluster 1, griin; Cluster 2 rot; Cluster 3, blau und
Clustergruppe 4 als Normalgewebe in schwarz wiedergegeben. (D) Kaplan-Meier Analyse von
Connexin 26, (E) Kaplan-Meier Analyse mit Cluster 1 als sogenanntes ,higher tumor stage cluster”
und Cluster 2 als ,shorter survival cluster”
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Abbildung 9: (A) Darstellung eines Tissue Microarrays (TMAs) mit Serienschnitten als sogenannter
3D-TMA, (B) Exemplarisches Expressionsmuster von Connexin 26 mit keiner (0), geringer (1),
mittlerer (2) und starker Farbeintensitat (3)

Eine detaillierte Ergebnisdarstellung sowie eine ausfuhrlichere Diskussion auch
hinsichtlich der epithelialen-mesenchymalen Transformation (EMT) wird in der

anhangenden Publikation dargestellt.
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4. Diskussion

Krebs ist eine genetische Erkrankung und die Kanzerogenese des kolorektalen
Karzinoms wird durch eine Akkumulation von genetischen Alterationen verursacht
(Arends et al. 2002, Vogelstein et al. 1988 und 1998). Seit dieser Erkenntnis
evaluierten mehrere Studien mittels der Comparativen Genomischen Hybridisierung
(CGH) die chromosomalen Imbalanzen, die mit der Tumorentstehung und
Tumorprogression assoziiert sind. In der ersten publizierten CGH Studie, welche auf
frihe Alterationen in der Tumorprogression des kolorektalen Karzinoms fokussiert
war, wurde DNA von normaler Colonschleimhaut, von ,low grade” und ,high grade*
Adenomen und von Karzinomen analysiert (Ried et al. 1996). Die Autoren
demonstrierten, dass eine Akkumulation von chromosomalen Veranderungen vorlag
mit Gewinnen auf Chromosom 7 bei ,Jow grade* Adenomen, bei ,high grade”
Adenomen mit einer Uberreprasentation auf Chromosom 7 und 20 und schliesslich
mehreren Alterationen bei den Karzinomen auf Chromosom 1, 7p, 8q, 13 und 20 und
Verluste auf Chromosom 4, 8p und 18q. Eine &ahnliche Studie von Meijer und
Kollegen (Meijer et al. 1998) bestatigte die Resultate. In fortgeschrittenen Stadien
jedoch, in grof3en Tumorkollektiven und bei Metastasen, welche lymphogen oder
hamatogen gestreut haben, sind noch keine vergleichenden CGH Analysen

durchgefuhrt worden.

Die Tumorprogression und die Metastasierung jedoch sind verantwortlich fur die
meisten Todesfélle, welche durch Krebs hervorgerufen werden. Die Metastasierung
ist der entscheidende Schritt von einem lokal wachsenden Tumor zu disseminierend
proliferierenden zum Tode fuhrenden Zweitgeschwiulsten. Deshalb ist ein primares
Ziel unserer Forschung nicht nur die Kanzerogenese des Primé&rtumors, sondern

auch der Prozel3 der Metastasierung. Zur Manifestation einer mikroskopisch und
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klinisch erkennbaren Metastase mussen die einzelnen Schritte, wie die Loslésung
der Tumorzellen vom primaren Gewebsverband, die Intravasation, dem Uberleben im
Lymph- oder Blutgefal3 und die Extravasation, um sich in einem anderen Gewebe
festzusetzten und dort auch klonal zu wachsen, komplett vollzogen werden. Das
Fehlen nur eines Schrittes, wie z. B. der Unfahigkeit in ein anderes Organ
einzudringen oder dort zu wachsen, resultiert in der Elimination oder einem
Ruhezustand (,dormancy”) der Tumorzellen. Nur wenige Gene sind bis jetzt direkt
mit diesem Prozel korreliert worden, wie PRL-3, KAI, nm23, KISS, Osteopontin und
TWIST und das Erstellen von sogenannten molekularen Signaturen, die mit der
Metastasierung assoziiert sind, ist zur Zeit Gegenstand aktueller Forschung (Bardelli
et al. 2003, Yalcinkaya et al. 2006, Liu H et al. 2003, Sagakuchi et al. 2006,
Ramaswamy S et al. 2003, Yang et al. 2006). Therapeutische Strategien um die
Metastasierung zu verhindern oder zumindest einzugrenzen waren ein grof3er

Fortschritt in der Krebsbehandlung.

Paget postulierte im Jahre 1898, dass die Gewebeumgebung ( ,the soil“ / die
Muttererde) die Implantation, die Invasion, das Uberleben und schlieBlich das
Wachsen der Tumorzellen (,the seeds” / die Samen) beeinflussen (Paget 1989).
Diese Hypothese wirde zumindestens Metastasierungmuster erklaren, die nicht

allein durch mechanische oder stromungsbedingte Theorien nachvollziehbar sind.

Um einen zytogenetischen Einblick in den komplexen Vorgang der
Metastasierung und auch der organspezifischen Metastasierung zu geben, haben wir
zum einen 85 Proben kolorektaler Karzinome von verschiedenen Lokalisationen mit
den korrespondieren Metastasen mit Hilfe der Comparativen Genomischen
Hybridisierung (CGH) untersucht. Zum anderen sind entsprechende Kandidatengene
auf der Proteinebene mittels der Immunhistochemie (IH) validiert und mit den CGH-

Ergebnissen und klinischen Parametern korreliert worden. Vielversprechende
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Hochdurchsatzmethoden, wie die Gewebearrays (Tissue microarrays, TMAs) und
moderne statistische Verfahren, wie das hierarchische Clustering, erméglichten das
Erstellen sogenannter Immunprofile oder auch Proteinsignaturen an insgesamt 6721

Proben.

4.1 Kandidatenregionen wéahrend der Metastasierung

Unsere Untersuchungen wiesen insbesondere darauf hin, dafl3 trotz der
Variabilititt des Tumorgenoms die chromosomalen Alterationen nicht einem
.genetischen Chaos” unterliegen, sondern dass offensichtlich wiederkehrende
Aberrationsmuster existieren, die sich mit der Tumorprogression und dem Phanotyp
der Metastasierung assoziieren lassen (Knosel et al. 2004, Knoésel et al. 2002,

Petersen 2000).

Erstaunlich ist, dass sich bereits mit der relativ niedrigen Auflésung der
konventionellen CGH auf chromosomaler Ebene L&sionen detektieren lassen, die
sich mit der Organ-spezifischen Metastasierung in das Gehirn, den Lymphknoten,
der Leber und der Lunge korrelieren lassen (Petersen et al. 2000, Kndsel et al. 2004,
Kndsel et al. 2005). Entsprechende chromosomale Imbalanzen, die bereits gehauft
im Primartumor nachweisbar sind, spielen mdglicherweise eine wichtige Rolle bei der
Initialisierung der Tumorzelldissimination (,metastasis initializer lesions”). Dagegen
beeinflussen Lasionen, die vermehrt zusatzlich bei den Metastasen zu beobachten
sind, womdglich eher den Phénotyp der Metastasierung, wie beispielsweise die
organspezifische Metastasierung, und sollten als sogenannte ,metastasis modulator

lesions® eingestuft werden (Knosel et al. 2002, Goeze et al. 2002).
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Einige der von uns identifizierten chromosomalen Imbalanzen, wie Verluste auf
1p, 3p, 4, 5q, 10q, 14qg und 21q und Gewinne auf 1q,11, 12qgter, 17912-21, 19, und
22g sind schon mit der Tumorprogression und partiell auch mit der
Tumorzelldissemination assoziiert worden (Knésel et al 2002, Ogunbiyi et al 1997,
Diep et al. 2003). Auch wurden schon einige Kandidatengene beschrieben, wie
S100A4 und COX-2 auf 1g (Knotsel et al. 2003, Li et al. 2006), BLU auf 3p
(Agathanggelou et al 2003), APC auf 5921 (Fearon et al. 1990), cerbB2 auf 17921
(Knosel et al. 2002), AIB1 auf 20q (Ghadimi et al. 1990) und MMP11 auf 22q12.2

(Matrisian 1990).

Eine schematische Ubersicht (ber die detektierten chromosomalen
Veranderungen im Rahmen der Tumorprogression von kolorektalen Karzinomen gibt
Abb. 10 (chromosomales Tumorprogressionsmodell, Kndsel et al. 2005). Ahnlich wie
beim Tumorprogressionsmodell von Fearon und Vogelstein (Fearon and Vogelstein
1990), welches sich auf die genetischen L&sionen und Mutationen konzentriert, ist
die Akkumulation von chromosomalen Veréanderungen wichtiger als die Reihenfolge
in der die Alterationen vorliegen. Die unterschiedlichen Pfeile sollen zeigen, dass
kein lineares Modell vorliegt, sondern dass héchstwahrscheinlich unabhangige
Metastasierungwege vorliegen, die durch nicht zufallige chromosomale Alterationen
gekennzeichnet sind. Interessanterweise Uberlappen sich einige der chromosomalen
Veranderungen, was Klinischerseits damit korreliert, dass einige Tumore sowohl
Lymphknotenmetastasen als auch hamatogene Metastasen in Leber und Lunge

entwickeln (Kndsel et al 2005).
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+7, +20++8q, ++13q, +8q, ++20q,
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-17q, -19p, -21q921, -22q

Abbildung 10: Chromosomales Tumorprogressionsmodell kolorektaler Karzinome mit typischen
chromosomalen Veranderungen. Gewinne sind in grun, Deletionen in rot wiedergegeben. Die
unterschiedlichen Pfeile zeigen an, dass die verschiedenen Metastasierungswege nicht notwendiger-
weise linear ablaufen missen, sondern auch unabhéangig von einander vorliegen kdnnen. Einige der
chromosomalen Alterationen sind jedoch auch bei allen Metastasierungswegen zu detekieren (z. B.
Deletionen auf 8p und 21p21) (Kndsel et al. 2005).

4.2 Kandidatengenanalyse mittels Proteinexpression

Die Kandidatengene Cyclooxenase 2 (COX-2) und cerbB-2 wurden bereits am
selben Tumormaterial auf Proteinebene mit Hilfe der Immunhistologie evaluiert und
es konnten signifikante Korrelationen mit dem krankheitsspezifischem Uberleben
aufgestellt werden (Knésel et al. 2002, Knosel et al. 2004). Diese Untersuchungen
erfolgten bereits unter Einbeziehung mit der oben beschriebenen Methode der

Tissue Microarrays (TMAS), siehe auch Abbildung 11.

Dartber hinaus wurde die TMA-Analytik ergénzt durch das hierarchische

Clustering der immunhistologischen Daten. Ahnlich wie bei den cDNA- und
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Oligonukleotid-Microarrays besteht dadurch die Madoglichkeit, ein Tumorkollektiv
anhand der Expressionsprofile (Proteinsignaturen) in mehrere Subgruppen zu
unterteilen (siehe auch Abb. 12). Insgesamt wurden bisher 22 Biomarker an dem
vorhandenen TMA-Tumorkollektiv untersucht (Knosel et al. 2005, Kndsel et al. 2006).
Die Auswertung der einzelnen Gene und exemplarische Expressionsmuster sind in
unserem Berlin TMA-Portal uber das Internet abrufbar

(http://pathoweb.charite.de/tmaportal). Insgesamt wurden 6721 Proben untersucht.
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Abbildung 11: Bei der RNA/DNA Analytik von Tumoren werden einzelne Gewebeproben auf mehrere
10000 Parameter/Gene untersucht. Die Tissue Microarray (TMA) Analytik erlaubt die Validierung
einzelner Gene durch die simultane Untersuchung von bis zu 1000 Tumore (Abb. adaptiert nach
Kononen et al. 1998)

68



(|

Subgruppen durch

Immunhistologische Daten Hierarchisches Clustering

Abbildung 12: Interpretation der immunhistologischen Daten mehrerer TMA-Schnitte in eine
hierarchische Clusteranalyse (siehe Kndsel et al. 2005).

In der Zusammenschau zeigten unsere Ergebnisse neue chromosomale
Alterationen, die mit bestimmten Metastasierungwegen assoziiert sind. Einzelne
Tumorzellen scheinen ein Metastasierungpotential (,ready to go package®) zu haben,
dal3 es den Zellen erméglicht, die verschiedenen Schritte der Metastasierung, wie
Ablésung vom Primarverband, Fahigkeit zur Intravasation, zur Extravasation und
zum klonalen Wachstum einer Metastase im ortsfremden Gewebe, zu vollziehen.
Diese Alterationen scheinen zum Teil schon im Primartumor zu existieren. Die
Ergebnisse werden auch von anderen Arbeitsgruppen bestatigt, die chromosomale
Alterationen von einzeln disseminierten Tumorzellen im Knochenmark untersuchten
und feststellten, dass z. T. die gleichen Alterationen bereits im Primartumor vorlagen
(Klein C 2003).

Des weiteren konnte gezeigt werden, dass innerhalb der entdeckten

Kandidatenregionen auf DNA-Ebene auch verschiedene Kandidatengene existieren,
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die auf Proteinebene sowohl mit der Uberexpression auf DNA-Ebene als auch mit
den klinisch-pathologischen Parametern signifikant korrelierten und somit als
prognostisch und diagnostisch wichtige Signaturen dienen kdnnen.

Die Synergie, der in serienschnitten angefertigen Gewebearrays als
sogenannte 3D-TMAs und die hierarchische Clusteranalyse, sind eine
vielversprechende Methode, um auch in Zukunft mit verschiedenen molekularen
Markern bei einzelnen bosartigen Neoplasien Subgruppen mit entsprechenden
Signaturen bilden zu kénnen. Diese Signaturen werden die morphologisch &hnlichen
oder gleichen Neoplasien molekularpathologisch weiter subklassifizieren und eine

individualisierte Therapieplanung méglich machen.
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5. Zusammenfassung

Bdsartige Neubildungen des Kolorektums sind die zweithéufigste Krebstodesursache
bei Mannern und die dritthaufigste Krebstodesursache bei Frauen. Die
Tumorprogression und die Metastasierung sind verantwortlich fur die meisten
Todesfélle. Deshalb ist ein primares Ziel unserer Forschung nicht nur die molekulare
Kanzerogenese des Primartumors, sondern auch der Prozel3 der Metastasierung.
Mit Hilfe der Comparativen Genomischen Hybridisierung (CGH) wurden 85
kolorektale Karzinome analysiert und verschiedene neue genomische Alterationen
detektiert, die mit bestimmten Metastasierungwegen assoziiert sind. Einzelne
Tumorzellen scheinen ein Metastasierungpotential (,ready to go package*) zu haben,
das es den Zellen ermoglicht, die verschiedenen Schritte der Metastasierung, wie
Ablésung vom Primarverband, Fahigkeit zur Intravasation, zur Extravasation und
zum klonalen Wachstum einer Metastase im ortsfremden Gewebe, zu vollziehen.
Diese Alterationen scheinen zum Teil schon im Primartumor zu existieren. Die
Ergebnisse werden auch von anderen Arbeitsgruppen bestatigt, die chromosomale
Alterationen von einzeln disseminierten Tumorzellen im Knochenmark untersuchten
und feststellten, dass z. T. die gleichen Alterationen bereits im Primartumor vorlagen.

Um einen zytogenetischen Einblick in den komplexen Vorgang der
Metastasierung und auch der organspezifischen Metastasierung zu geben, stellen
wir anhand unserer Ergebnisse ein Tumorprogressionsmodell mit typischen
chromosomalen Verdnderungen auf. Zum anderen sind entsprechende
Kandidatengene auf Proteinebene mittels Immunhistochemie validiert und mit den
CGH Ergebnissen korreliert worden, wie COX-2 auf 1g25.2-g25.3 und c-erbB2 auf

17912-q21, welche mit einem kurzeren Uberleben korrelierten. Diese
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Untersuchungen erfolgten bereits mit den sogenannten Gewebearrays (TMAS), mit
deren Hilfe ein groRes und gut charakterisiertes Tumorkollektiv erstellt worden ist. Mit
Hilfe einer multiplexen Analyse dieser TMAs in aufeinanderfolgenden Serienschnitten
(3D-TMASs) konnten mehrere interessante Kandidatengene analysiert und evaluiert
werden. Es konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe des hierarchischen Clusterns
verschiedene Immunprofile erstellt werden, die signifikant mit den klinisch-
pathologischen Parametern korrelierten und somit als prognostisch und diagnostisch
wichtige Signaturen dienen kdnnen.

Diese Signaturen werden die morphologisch ahnlichen oder gleichen
Neoplasien molekularpathologisch weiter subklassifizieren und eine individualisierte

Therapieplanung moglich machen.
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