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Tissue Microarray: Molekulare Hochdurch-
satzforschung beim Prostatakarzinom

T. Schlomm

Zellulédre Verdnderungen, die fiir die Entstehung und den Progrels von Tumoren verantwortlich sind, kénnen auf molekularer Ebene analysiert
werden und stellen gleichzeitig potentielle Angriffspunkte fiir neue Therapien dar. Neue Gen-Chip-Methoden erlauben heutzutage die Analyse
aller beim Menschen bekannten Gene in einem einzelnen Experiment. Auf diese Weise wurden in jiingster Zeit beim Prostatakarzinom zahlrei-
che neue potentielle Biomarker zur Diagnose und Prédiktion des Prostatakarzinoms identifiziert. Jedoch ist bisher keines dieser Molekiile in die
Routinediagnostik eingegangen. Die groSe Herausforderung besteht in der sinnvollen Validierung dieser enormen Datenmengen sowie der
Formulierung klinisch relevanter Endpunkte. Am Beispiel der Tissue Microarray-Technik wollen wir den potentiellen Stellenwert molekularer
Marker in der Diagnose, Prognoseabschatzung und Therapie des Prostatakarzinoms anhand eigener Daten diskutieren.

Significant cellular alterations required for development and progression of cancer are detectable at the molecular level and represent potential
targets for gene-specific therapies. Modern Gene-Chip techniques allow for the parallel analysis of virtually all known human genes in a single
experiment. Using modern high-throughput techniques, numerous potential new biomarkers for diagnosis and prediction of prostate cancer
have been identified. However, so far, none of these markers has improved clinical practice. One of the most important challenges in the next
years is the extensive clinical validation of molecular data using clinically relevant endpoints. The potential importance of molecular markers
for diagnosis and prediction of prostate cancer is discussed exemplarily for the Tissue Microarray technique. Blickpunkt DER MANN 2007; 5

(2): 28-30.

m klinischen Management des Prostatakarzinoms er-

fahren wir taglich Einschrankungen durch die unzu-
reichende Spezifitat des prostataspezifischen Antigens
(PSA), die ungenaue Vorhersagbarkeit des Krankheits-
verlaufes und unbefriedigende Therapiemoglichkeiten
metastasierter Tumoren. Kann uns die Molekularbiolo-
gie helfen, diese Probleme zu 16sen? Unzéhlige Studien
haben bisher zahlreiche vielversprechende molekula-
re Marker hervorgebracht, von denen sich jedoch bis-
her keiner in der klinischen Routine durchsetzen
konnte [1]. Erklarungen fir dieses erntichternde Ergeb-
nis sind die zu geringen Stichprobengrofen und feh-
lendes Follow-up der meisten molekularen Studien,
nicht standardisierte Versuchsprotokolle und subjekti-
ve Auswertungskriterien [1]. Weiterhin ist es sehr
wahrscheinlich, daf wichtige Prozesse in der Tumor-
biologie des Prostatakarzinoms noch nicht vollstandig
entschlisselt sind.

In der molekularen Tumorforschung hat im vergan-
genen Jahrzehnt ein Paradigmenwechsel weg von der
hypothesenbasierten Forschung hin zum Hochdurch-
satzscreening stattgefunden. Solche manchmal etwas
abschitzig auch als ,Fishing Expeditions” bezeichneten
Experimente haben das Ziel, viele tausend biologische
MeRBgrolien parallel zu untersuchen (,high throughput”).

In unserer Arbeitsgruppe nutzen wir die cDNA-Micro-
array- und Matrix-CGH-Technik zur parallelen Analy-
se aller beim Menschen bekannten Gene auf dem
RNA- und DNA-Level [2, 3]. Da diese Methoden tech-
nisch sehr aufwendig sind, werden nur relativ wenige
initiale Untersuchungen zum Screening nach neuen
Marker-Signaturen durchgefiihrt. Wir halten dabei die
technisch bedingte Varianz dieser Analysen durch
standardisierte Gewebe-Aufarbeitung und Laser-Mikro-
dissektion so gering wie moglich [4, 5. ,High through-
put screening”-Analysen zeichnen sich oft durch ein
enormes Miverhdltnis zwischen StichprobengrofSe
(n < 100) und Anzahl untersuchter Variablen (n > 30.000)
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aus. Deshalb ist eine unabhingige technische und
methodische Validierung der aus Array-Analysen ge-
wonnenen Daten notwendig. Hierzu nutzen wir eine
Array-basierte Tagman RT-PCR-Technik (Low-Density
Arrays). Mit dieser Methode lassen sich bis zu 400 Ein-
zel-PCRs in einem Experiment durchfiihren. Ziel ist
hierbei, die statistische Relevanz der identifizierten
Marker an grolleren Tumorkollektiven zu ermitteln
(methodische Validierung). Fuir bisher nicht annotierte
Gene kann zusétzlich deren Funktion untersucht wer-
den (funktionelle Genomanalyse) [2].

Fur eine aussagekraftige klinische Validierung ist es
notwendig, molekulare Veranderungen in einem gro-
Ren Tumorkollektiv mit dokumentierten klinisch-pa-
thologischen Daten und Langzeit-Follow-up zu unter-
suchen. Unsere Arbeitsgruppe hat hierfir einen bisher
einzigartigen Gewebechip (TMA) hergestellt (Abb. 1).
Dieser Chip enthdlt ca. 3500 Prostatakarzinome mit
komplett dokumentiertem Langzeit-Follow-up und er-
laubt erstmals Korrelationen von molekularen Markern
zur Langzeitprognose an einem statistisch aussagekraf-
tigen Kollektiv von Prostatakarzinompatienten [6].
Weiterhin konnen mit Hilfe dieser neuen Diagnostik-
plattform Verknlpfungen zwischen verschiedenen
Genen und Proteinen hergestellt werden, die bisher
aufgrund ihrer geringen Pravalenz an kleinen Tumor-
kollektiven nicht aufgefallen sind [7]. Mit der Anzahl
der untersuchten Marker steigt die Menge der mogli-
chen Verkntipfungen proportional an, was uns erlaubt,
auch verschiedene Muster von Markern zu analysie-
ren. Die biologische Funktion bisher unbekannter
Gene wird mit Hilfe von zelluldaren Hochdurchsatz-
Assays (funktionelle Genomik) analysiert (Abb. 2).
Hier wird die Beteiligung dieser Gene an zentralen
tumorrelevanten Prozessen wie Zell-Proliferation,
Apoptose oder Migration getestet, was zu einem bes-
seren Verstindnis ihres Zusammenhangs mit Entste-
hung und Progression des Prostatakarzinoms fuhrt.

Prognose

Die prognostische Relevanz zahlreicher Gene aus den
eigenen Arrayexperimenten sowie bekannter prostata-
karzinomassoziierter Gene wurde bereits mit Hilfe un-
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seres TMAs untersucht. Bei nahezu allen Genen konn-
te eine statistisch signifikante Korrelation zur Prognose
dokumentiert werden [6, 8-10]. Nach unserer Ein-
schatzung konnen einige dieser Marker hoffnungsvol-
le Kandidaten auf dem Weg zur Unterscheidung von
indolenten und signifikanten Prostatakarzinomen dar-
stellen (Molekulares Staging). Um Marker zur Vorher-
sage des nattirlichen Verlaufs beim Prostatakarzinom
zu untersuchen, missen prognoseassoziierte Marker
in weiteren Schritten an Prostatabiopsien von Patien-
ten mit einem dokumentierten nattrlichen Krankheits-
verlauf (z. B. aus ,Watchful waiting”-Strategien) unter-
sucht werden. Hierzu hat unsere Arbeitsgruppe bereits
die technischen Grundlagen entwickelt, um zahlrei-
che Prostatabiopsien in einen Tissue Microarray zu in-
tegrieren. Auf diese Weise konnen nun standardisierte
Analysen an tausenden Prostatabiopsien simultan durch-
geflihrt werden.

Therapie

Beim metastasierten, hormonresistenten Prostatakar-
zinom besteht ein dringender Bedarf an wirksamen
Medikamenten. Viel wird von einer neuen Generation
von Krebsmedikamenten erwartet, welche ganz ge-
zielt molekulare Veranderungen von Tumorzellen at-
tackieren. Alle diese Medikamente werden heute bei
einigen wenigen Tumortypen eingesetzt, bei denen die
molekulare Zielldsion des entsprechenden Medika-
mentes bekanntermalien auftritt. Herceptin ist bei-

spielsweise fiir die Behandlung einer Untergruppe von
metastasierenden Mammakarzinomen zugelassen, bei
denen eine Her2-Positivitat (Proteinliberexpression/
Genamplifikation) besteht. Das Anti-EGFR-Medika-
ment Iressa (Gefitinib) hat sich bei den seltenen
Lungenkarzinomen mit Mutationen im Bereich der
Exons 18 bis 21 als hochwirksam erwiesen [11, 12].
Obwohl genspezifische Medikamente bisher nur bei
ganz vereinzelten Tumorindikationen zum Einsatz
kommen, ist bereits bekannt, da8 analoge Verdnde-
rungen der Zielgene dieser Medikamente auch bei an-
deren Tumortypen vorkommen. Her2-Amplifikationen
wurden beispielsweise neben Mammakarzinomen u. a.
auch bei Karzinomen von Harnblase, Pankreas, Ma-
gen, Osophagus, Kolon, Lunge, Gallenblase oder Endo-
metrium gefunden [13-15]. Es bleibt zu hoffen, daf
diese oder andere Medikamente in Zukunft auch beim
Prostatakarzinom einen therapeutischen Nutzen zei-
gen werden.

Zusammenfassung

Molekulare Screeningmethoden haben das Potential,
bisher noch unbekannte biologische Prozesse in der
Karzinogenese und Progression onkologischer Erkran-
kungen aufzudecken. In Zukunft wird eine der Haupt-
aufgaben die sinnvolle Verkniipfung molekularer Ana-
lysedaten mit klinisch relevanten Daten sein. Die
Tissue Microarray-Technik erlaubt die parallele mole-
kulare Analyse tausender Tumoren und Korrelation der
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Abbildung 1: Analyseplattform zur molekularen High-throughput-Forschung.
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Abbildung 2: Klinische Validierung. A) Prostatakarzinom Tissue Microarray (TMA) bestehend aus 3200 verschiedenen Tumoren aus der Ham-
burger Tumorbank. B) Proteinexpression (Immunhistochemie). C) Nachweis einer Genamplifikation mittels Fluorescence-in-situ-Hybridization
(FISH). D) Mutationsanalyse (Sequenzierung). E) Korrelation molekularer Veranderungen mit klinischen Langzeitdaten.

gewonnenen Daten mit klinischen Verlaufsdaten. Die
Applikation dieser Technik an Prostatabiopsien ver-
spricht die Identifikation neuer Marker zur Vorhersage
des nattrlichen Krankheitsverlaufs und Therapiean-
sprechens von Prostatakarzinomen. Tumorbiologisch
relevante molekulare Prozesse stellen gleichzeitig po-
tentielle Ziele fir neue genspezifische Medikamente
(Target-Therapie) dar. Der therapeutische Nutzen sol-
cher Marker muf8 parallel mit zelluldaren Funktions-
assays und im Tiermodell getestet werden. Es ist zu er-
warten, dal® sich molekulare Veranderungen, die sich
im Gewebe abspielen, auch im Blut oder Urin nach-
weisen lassen. Ein Hauptziel unserer Forschung ist die
Detektion neuer Serum- und Urinmarker zur Diagnose
und Prognoseabschidtzung beim Prostatakarzinom.
Die vorgestellte Analyseplattform (Abb. 2) ermoglicht
ein globales Screening nach neuen Markern und die
notwendige umfassende klinische Validierung zur Eta-
blierung neuer diagnostischer und prognostischer Tests
sowie neuer Therapiestrategien beim Prostatakarzinom.
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