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Tissue Microarrays (TMA) als neuer
analytischer Ansatz

Battifora et al. schufen im Jahre 1986 die Grundlage für die
TMA-Technik [1]. Im Rahmen der von ihnen beschriebe-
nen sog. „Sausage“-Technik wurden erstmals von ver-
schiedenen Präparaten gewonnene Gewebeproben ge-
meinsam in einen gänzlich neuen Paraffinblock einge-
bracht. Hintergrund dieses Versuches war die Überlegung,
daß die so hergestellten Präparate einen im Vergleich mit
konventionellen Färbetechniken wesentlich schnelleren
und effizienteren Arbeitsablauf ermöglichen sollten. Ins-
besondere versprach man sich von der Möglichkeit, erst-
malig wirklich große Patientenkollektive im Hinblick auf
die prognostische Relevanz biologischer Variablen, wie
beispielsweise auf DNA/RNA- oder Proteinebene im Ver-
gleich zwischen Normal- und Tumorgewebe nachweisba-
ren Alterationen, untersuchen zu können, eine bisher
kaum verfügbare Validierbarkeit im Rahmen statistischer
Analysen getroffener Aussagen (Abb. 1). Durch technische
Weiterentwicklungen des von Battifora et al. beschriebe-
nen Verfahrens können heute bis zu 1.000 Gewebeproben
auf einen Objektträger aufgebracht und in einem einzigen
Arbeitsgang immunhistochemisch untersucht werden [2].
Durch diese im Vergleich mit der konventionellen
Immunhistochemie dramatische Steigerung des Proben-
durchsatzes erweitern sich deutlich die für die Identifizie-
rung prognostisch relevanter Biomarker zur Verfügung ste-
henden Möglichkeiten. Dabei werden die heute üblicher-
weise auf Proteinebene erfolgenden Untersuchungen ihre

künftige Ergänzung durch auch auf DNA- bzw. RNA-Ebe-
ne erfolgende Analysen erfahren werden. Ein weiterer Vor-
teil der TMA-Technik besteht darin, daß die von verschie-
denen Patienten entnommenen Gewebeproben auch un-
ter Berücksichtigung großer Fallzahlen identischen Inku-
bationsbedingungen zugeführt werden, so daß die Ergeb-
nisse durch methodische Unregelmäßigkeiten unbeein-
flußt bleiben [3].

Vergleich zwischen TMA-Technik und konven-
tioneller Immunhistochemie

Für viele humane Malignome sind die an der Karzinoge-
nese beteiligten, molekulargenetischen Zusammenhänge
noch weitgehend ungeklärt. Die TMA-Technologie ver-
spricht, zu einer Verbesserung bzw. kostengünstigen Inten-
sivierung solcher Untersuchungen beizutragen, die dabei
helfen, an der Pathogenese humaner Malignome beteilig-
ten Mechanismen zu identifizieren, aber auch ihre eventu-
elle prädiktive Bedeutung im Hinblick auf die Determi-
nierung des biologischen Aggressivitätspotentials des ein-
zelnen Tumors zu bestimmen. Ein weiterer, im Vergleich
mit der konventionellen Immunhistochemie bisher in die-
ser Form nicht bekannter Vorteil der TMA-Technologie be-
steht in der Möglichkeit einer mehrmaligen histopatholo-
gischen Verarbeitung (z. B. immunhistochemische Bio-
markerdetektion) einer großen Zahl nahezu identischer
Gewebeareale durch Anfertigung serieller TMA-Schnitte.
Hierdurch gelingt z. B. der Nachweis von Co-Expressio-
nen als Hinweis auf mögliche, zumindest auf Protein-
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Im Mittelpunkt jüngster Untersuchungen stand der Versuch, in Ergänzung zu konventionellen Tumor- bzw. Patientencharakteristika, wie
beispielsweise dem Tumorstadium oder dem histologischen Differenzierungsgrad, biologische Variablen zu identifizieren. Ziel ist es, die Prognose
des individuellen, an einer Tumorerkrankung leidenden Patienten durch exakte Bestimmung des im Einzelfall vorliegenden biologischen
Aggressivitätspotentials zu determinieren. Auf diese Weise soll ein individualisiertes aggressiveres bzw. weniger aggressives Behandlungskonzept
etabliert werden. In diesem Zusammenhang erscheint die jüngst eingeführte Tissue Microarray- (TMA) Technik als vielversprechender experimenteller
Ansatz. Die TMA-Technik stellt ein „high throughput-tool“ dar, das die zeit- und kostengünstige Untersuchung großer Patientenkollektive hinsichtlich
des Vorliegens von Alterationen auf DNA/RNA- bzw. Proteinebene erlaubt. Dieses initial von Kononen beschriebene Analyseverfahren ermöglicht
ein im Vergleich mit der konventionellen Immunhistochemie deutlich schnelleres und effizienteres Screening einer großen Zahl von Gewebeproben,
wobei im Rahmen immunhistochemischer Ansätze der Nachweis einer im Vergleich von Tumor- und Normalgewebe differentiellen Proteinexpression
im Vordergrund steht. Neben der durch die große Probenzahl ermöglichten statistischen Validierung der erhobenen Ergebnisse steht insbesondere
auch die Detektion der Co-Expression solcher Proteine im Vordergrund, für die eine mögliche regulatorische Interaktion vermutet wird. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit soll einerseits auf die durch die TMA-Technik eröffneten Möglichkeiten hinsichtlich der Identifizierung prognostisch relevanter
biologischer Variablen, aber auch auf aus unserer Sicht diesbezüglich erkennbare Einschränkungen hingewiesen werden.

The attempt to accurately determine the clinical prognosis of patients suffering from malignant disease has indicated the need for the availability
of new biological variables that help to better predict the biological aggressiveness of the individual tumor in addition to established histopathological
characteristics, e.g. tumor stage and grade. For this purpose, the tissue microarray technique, a high throughput-tool for the cost- and time-effective
immunohistochemical analysis of large number of tumor specimens has been recently introduced. This technical approach has the potential to greatly
facilitate analysis of alterations in multiple tumor types and histologically heterogeneous areas. In this technique, 0.6 mm diameter tumor biopsy
cores are retrieved from selected regions of archival tissue blocks, and hundreds of such cylindrical samples are subsequently arrayed in a new
paraffin block. This provides a method for the high throughput-analysis of multiple targets, aiming at the identification of prognostically important
parameters either on the DNA/RNA or protein level. Therefore, in comparison with conventional immunohistochemical approaches, for example, the
tissue microarray-technique is a powerful tool to study the multifocal and heterogeneous nature of cancer. J Urol Urogynaekol 2003 (Österreich); 10
(3): 7–11.
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ebene bestehende, regulatorische Interaktionen, die dann
auf DNA- bzw. RNA-Ebene eine entsprechende Validierung
erfahren können.

Die Vorteile der TMA im Vergleich mit konventionellen
immunhistochemischen Untersuchungsansätzen lassen
sich demnach wie folgt zusammenfassen:

� Weitaus höherer Probendurchsatz im Vergleich zu kon-
ventionellen immunhistochemischen Untersuchungs-
ansätzen.

� Umfassendere und wesentlich erleichterte Analyse gro-
ßer Patientenzahlen, woraus eine statistisch deutlich
validere Aussage hinsichtlich der prognostischen Be-
deutung untersuchter Biomarker resultiert.

� Suffiziente Charakterisierung humaner Malignome hin-
sichtlich im Rahmen von Tumorentstehung und
-progression veränderter Proteinexpressionsmuster, um
auf diese Weise zumindest zum Teil eine zeit- und ko-
stenintensive molekulargenetische Analytik zu umge-
hen.

� Möglichkeit von Untersuchungen zur Co-Expression
einzelner Biomarker durch Auswertung serieller
Gewebeschnitte, um so bisher unbekannte Interaktio-
nen zwischen einzelnen Proteinen nachzuweisen und
auf möglicherweise auf DNA- bzw. RNA-Ebene beste-
hende regulatorische Zusammenhänge zurückzu-
schließen.

Klinische Anwendungen der TMA-Technologie

Bubendorf et al. untersuchten unter Verwendung von
Tissue Microarrays Prostatakarzinome mittels Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) auf Alterationen des
MYC-Onkogens hin. Hier konnte eine Amplifikation des
MYC-Onkogens mit metastatischer Dissemination und zu-
dem an metastasierten Prostatakarzinomen eine Zunahme
der Anzahl von Genkopien, mit dem Nachweis von Gen-
amplifikationen gezeigt werden [4]. Dies zeigt, daß analog
zu konventionellen Ansätzen auch die Gewebeauf-
bereitung mittels TMA die Anwendung einer Vielzahl ana-
lytischer, auch molekulargenetischer Verfahren, so z. B.
von IHC, FISH, RNA-Hybridization, in situ-PCR (Polymer-
ase Ketten-Reaktion) und in situ-RT-PCR (Reverse-Tran-
skriptase PCR), zuläßt. Letzteres konnte mittlerweile an
Malignomen ganz unterschiedlichen Ursprungs gezeigt
werden [5–20].

Zukunft der Tissue Microarray-Technik und
sich abzeichnende Limitationen

Die Methode der Gewebeaufarbeitung mittels Tissue
Microarrays bildet im Rahmen immunhistochemischer
Untersuchungsansätze die Basis für ein im Vergleich mit
der konventionellen Immunhistochemie deutlich schnel-
leres und effizienteres Screening großer Probenmengen.
Die Expression eines einzelnen Proteins kann an verschie-
denen Gewebeproben im Rahmen serieller Dünnschnitte
simultan nebeneinander beobachtet werden, ohne daß va-
riierende Färbequalitäten, wie dies bei Verarbeitung kon-
ventioneller Schnitte der Fall sein kann, die Charakteristik
der immunhistochemischen Reaktion beeinflussen könn-
ten (Abb. 2). Ein denkbarer experimenteller Ansatz ist die
im Rahmen der Suche nach prognostisch relevanten Bio-
markern auf DNA- bzw. RNA-Ebene mittels Oligonukleo-
tidarrays erfolgende Identifizierung von Kandidatensequen-
zen, die dann auf Proteinebene mittels TMA-Arrays an gro-

ßen Patientengruppen bezüglich ihrer prädiktiven Bedeu-
tung überprüft werden können.

TMA bestehen aus zahlreichen Gewebeproben von kli-
nisch und pathologisch gut charakterisierten Tumoren.
Nach Identifizierung von Kandidatengenen kann die Kor-
relation immunhistochemisch detektierter Proteinexpres-
sionsmuster mit dem klinischen Verlauf der Patienten nach
Erstdiagnose der malignen Erkrankung, bzw. im Vergleich
der an Tumoren und korrespondierendem Normalgewebe
erhobenen Befunde, eine Aussage hinsichtlich der progno-
stischen Bedeutung an Malignomen veränderter Protein-
expression für das zu erwartende biologische Verhalten
des einzelnen Tumors innerhalb einer bestimmten Tumoren-
tität liefern. Gerade hinsichtlich der vorgenannten Frage-
stellung muß auf den Wert der TMA-Technik hingewiesen
werden. Man erhält also bei vertretbarem Material die
Möglichkeit, eine Aussage darüber zu treffen, ob die Akti-
vierung eines bestimmten Gens (also eine in einem Gen-
produkt resultierende Transkriptionsaktivität) mit dem kli-
nischen bzw. biologischen Verhalten eines Malignoms
korreliert. Beispielsweise existiert an den National Institu-
tes of Health (Bethesda, Maryland) ein spezieller Breast
Cancer Prognose-Chip, in dem Gewebeproben von 557
Mammakarzinomen enthalten sind. Die einmal gewonne-
nen Daten können solange verwendet werden, wie serielle
TMA-Schnitte verfügbar sind.

Zwar erlaubte die TMA-Technik die wenig zeitaufwen-
dige Untersuchung großer Patientenkollektive, um so im
Sinne eines im Vergleich mit der konventionellen Immun-
histochemie statistisch valideren experimentellen Ansat-
zes die prognostische Bedeutung einzelner Biomarker für
den klinischen Verlauf der Patienten zu überprüfen. Ge-
genstand aktueller Diskussionen ist aber die Frage, ob die
aus Tumorblöcken für die Herstellung der TMA heraus-
gestanzten Gewebezylinder die genetische bzw. biologi-
sche Charakteristik des Gesamttumors repräsentieren kön-
nen. Dies gilt insbesondere dann, wenn es sich, wie im Falle
von Prostatakarzinomen, um histologisch sehr heteroge-
nes Tumormaterial handelt.

Von unserer Arbeitsgruppe wurde in diesem Zusam-
menhang auf die nur fokale Expression beispielsweise des
p53-Proteins an Prostatakarzinomen hingewiesen, wobei
dies aller Wahrscheinlichkeit nach auf die relativ gut be-
legte genetische Mikroheterogenität dieses Tumors zu-
rückzuführen ist. Abgesehen vom Vergleich der an TMA-
und Großflächenpräparaten beobachteten bloßen Färbe-
charakteristik wurde in früheren Untersuchungen unter
Verwendung konventionell hergestellter immunhistochemi-
scher Präparate auf die positive Korrelation zwischen p53-
Überexpression bzw. abgeschwächter Maspin-Expression
mit der klinischen Prognose der Patienten nach radikaler
Prostatektomie hingewiesen. Eigenen Untersuchungen lag
demnach die zusätzliche Frage zugrunde, ob sich ein sol-
cher Zusammenhang auch unter Verwendung von TMA-
Präparaten bestätigen lassen würde. Eines der wesentli-
chen Ergebnisse dieser Studien bestand darin, die uneinge-
schränkte Verwendbarkeit von TMA für die Untersuchung
sehr heterogener Gewebetypen bei zudem fokaler
Proteinexpressionscharakteristik zu hinterfragen. Hierbei
zeigten sich divergierende Ergebnisse im direkten Ver-
gleich von TMA und konventionellen Gewebeschnitten.

Weitere Untersuchungen werden demnach zeigen
müssen, wieviele aus einem einzelnen Prostatakarzinom
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zu entnehmende Gewebeproben wirklich erforderlich sind,
um auf diese Weise einen Gesamttumor repräsentieren zu
können. Insgesamt ähnelt diese Problematik jener im Zu-
sammenhang mit transrektalen Stanzbiopsien der Prostata.
In den meisten Fällen, in denen bei einem Patienten ein
Prostatakarzinom stanzbioptisch zum Nachweis gelangte,
wich das Ergebnis der histopathologischen Klassifizierung
des späteren Prostatektomiepräparates deutlich von dem
an den Stanzzylindern erhobenen ab, da auch diese in al-
ler Regel nicht in der Lage sind, die histopathologische
Charakteristik des Gesamttumors repräsentativ zum Nach-
weis zu bringen. Weisen in diesem Zusammenhang einige
Autoren darauf hin, daß dies umso besser gelingt, je mehr
Stanzbiopsien aus der Prostata entnommen wurden, so
muß im Rahmen weiterer Untersuchungen gezeigt wer-
den, ob dies auch für die Relation zwischen den am
Primärtumor und an den genetisch entsprechenden, in

Tissue Microarray-Zylindern zu beobachtenden, histologi-
schen Konditionen zutrifft [6].

TMA-Experimente resultieren in der Akkumulation gro-
ßer Datenmengen, angefangen von den Koordinaten der
Gewebepunkte über pathologische Diagnosen bis hin zu
den vielfältigen Patientencharakteristika. Aufgrund der
enormen Datensätze besonders im Hinblick auf Studien,
die viele verschiedene Biomarker gleichzeitig evaluieren,
erscheint die Verwendung von neuronalen Rechennetz-
werken und „Datamining“-Ansätzen als unverzichtbar.
Modernes Datamining der Informationen ermöglicht es,
nichtlineare Verbindungen zwischen den erhobenen Da-
ten nachzuweisen [21, 22]. Fortschrittlichere EDV-Pro-
gramme und leistungsfähigere Netzwerke werden diese
Untersuchungsabläufe in Zukunft unterstützen.

Unzweifelhaft bietet die TMA-Technologie der Gewebe-
aufarbeitung den enormen Vorteil, eine große Anzahl fast
identischer Gewebeproben mit mehreren Antikörpern si-
multan untersuchen zu können, um somit molekulare
„Pathways“ zu erforschen und Zusammenhänge bezüglich
der Co-Expression verschiedener Biomarker aufzuzeigen.
Die erhobenen Ergebnisse zeigen, daß die TMA-Gewebe-
aufbearbeitung ein für die Untersuchung von Karzinomen
im Hinblick auf die Determinierung prognostisch relevan-
ter biologischer Variablen durchaus geeignetes und viel-
versprechendes Verfahren darstellt, dessen vorgenannte
Einschränkungen insbesondere im Rahmen der Untersu-
chung histologisch bzw. genetisch heterogener Gewebe-
typen Berücksichtigung finden und weitere Evaluierung
erfahren sollten. Wie hoch die Anzahl der in dieser Situati-
on aus einem Tumor zu entnehmenden Gewebezylinder
sein muß, um seine wirkliche genetische bzw. histologi-
sche Charakteristik in ausreichendem Maße erfassen zu
können, bedarf weiterer Abklärung bzw. einer Adaptation
an die zu untersuchende Tumorentität. Insgesamt aber
stellt die TMA-Technologie einen insbesondere im Rah-
men der Suche nach für einzelne Tumorarten prognostisch
relevanten biologischen Variablen im Vergleich mit der
konventionellen Immunhistochemie „revolutionären“, ex-
perimentellen Ansatz dar, der seinen festen Platz in der
laborativen bzw. experimentellen Routine erobern wird.
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