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2. Einleitung

2.1. Biomarker in der personalisierten Medizin

Seit einigen Jahren erleben wir einen Paradigmenwechsel in der Onkologie. Der Begriff der
personalisierten Medizin hat nachhaltig die moderne Diagnostik und Behandlung krebskranker
Patienten gepragt. Dabei handelt es sich weniger um die individuelle Versorgung einer einzelnen
Person, sondern vielmehr um die Stratifizierung von Patienten in Subgruppen in Abhadngigkeit
definierter Kriterien, die zur Prognoseabschiatzung und fiir Therapieentscheidungen
herangezogen werden. Voraussetzung fiir die zielgerichtete personalisierte Medizin als Teil der
Krebstherapie ist die molekularbiologische Identifizierung und Analyse von Biomarkern.

Der Begriff ,Biomarker” wurde von der National Institutes of Health Biomarkers Definitions
Working Group als objektiv messbarer Parameter definiert, der einen normalen biologischen
Prozess, einen pathologischen Prozess oder ein Ansprechen auf eine pharmakologische Therapie
widerspiegelt (Biomarkers Definitions Working, 2001). Ein Biomarker wird dabei als
Surrogatendpunkt bezeichnet, wenn er dazu geeignet ist, einen klinischen Endpunkt zu ersetzen
(Sessa et al,, 2008). Im klinischen Alltag konnen sie flir diagnostische Zwecke (z.B. Blutglukose
bei Diabetes mellitus), zur Bestimmung des Krankheitsstadiums (z.B. Blutdruck bei Hypertonie),
zur Uberwachung der Pharmakotherapie (z.B. HIV-Nukleinsduren bei antiretroviraler Therapie)
und fir die Therapieauswahl (z.B. Imatinib bei BCR-ABL-positiver CML) herangezogen werden
(Colburn, 2003). Krankheitsbezogene Biomarker sollten daher das individuelle Risiko einer
Erkrankung und den Erfolg einer therapeutischen Intervention prognostizieren, Therapien mit
Hinblick auf das Nutzen-Risiko-Verhaltnis optimieren und Patientengruppen, die
hdéchstwahrscheinlich nicht von einem Medikament profitieren werden, bereits im Voraus von
der Behandlung ausschliefien. Ein Teil der identifizierten Biomarker kann dabei mit dem
Krankheitsverlauf (prognostisch) korreliert oder mit der Vorhersage tiber ein Ansprechen auf
eine Klinische Intervention (pradiktiv) verwendet werden (Dancey et al., 2012). Insbesondere
arzneimittelbezogene pradiktive Biomarker sind in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus
von Pathologie, Onkologie und Pharmakologie gertickt. Eines von vielen Beispielen ist die
zielgerichtete Therapie (targeted therapy) mit dem monoklonalen Antikorper Trastuzumab bei
einer Subpopulation von Her2-positiven Brustkrebspatientinnen. Hier zeigte sich eine
Ansprechrate von 34%. Im Gegensatz dazu lag bei Her2-negativen Patientinnen die
Ansprechrate nur bei 7% (Vogel et al., 2002). In vielen Studien konnte bei der Her2-positiven
Gruppe eine signifikante Verbesserung des Gesamtiiberlebens durch die Therapie mit

Trastuzumab gezeigt werden (Piccart-Gebhart et al.,, 2005; Cameron et al., 2017). Ein weiteres
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Beispiel fir einen pradiktiven Biomarker sind Patientenpopulationen mit Kolonkarzinom, die
eine Mutation im KRAS-Gen auf Codon 12 und 13 tragen (Lievre et al., 2006). Bei KRAS-Wildtyp
konnte ein signifikanter Uberlebensvorteil und ein ldngeres progressionsfreies Intervall durch
die Behandlung mit dem EGFR-Antikdrper Cetuximab bei Kolonkarzinomen beobachtet werden
(De Roock et al., 2008). Bei vielen weiteren Krebserkrankungen (u.a. beim Nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom und beim malignen Melanom) ist die Stratifizierung von Patienten anhand
pradiktiver Biomarker heutzutage fest in der klinischen Routine implementiert (Dancey et al,
2012). Die rasante Entwicklung der individualisierten Medizin zeigt sich auch durch die stindig
wachsende Fiille an pharmakologischen Optionen fiir zielgerichtete Therapien durch neue
Wirkstoffe in der Antikérpertherapie, Immuntherapie und Therapie mit,small molecules”.

Die Pathologie als Bindeglied zwischen Grundlagenforschung und Klinik nimmt mit der Analyse
von klinischen Gewebeproben eine Schliisselrolle fiir die Identifizierung und Validierung von
Biomarkern ein. Dabei miissen Biomarker ein wichtiges Kriterium erfiillen: sie miissen
verlasslich sein. Sie sollen den Erfolg einer zielgerichteten Therapie und den Verlauf einer
Krebserkrankung mit einer hohen Wahrscheinlichkeit prognostizieren kénnen und die
Betroffenen weder durch falsche Ergebnisse verunsichern noch in falscher Sicherheit wiegen.
Ein qualitativ guter Biomarker beginnt mit der Probe selbst. Erst eine ausreichend hohe
Probenqualitiat ermdéglicht eine zuverlassige und reproduzierbare Analyse von Biomarkern. Da
jeder Fehler wahrend der Gewebeprozessierung externe Variabilitit und somit eine
Reduzierung der Ergebnisvaliditat zur Folge hat, muss wahrend der Gewebesammlung und
Protokollabwicklung eine moglichst hohe Probenqualitit angestrebt werden (Poste, 2011).
Obwohl die Praanalytik einen hohen Stellenwert in der molekularen Diagnostik einnimmt, ist

tiber ihren Einfluss auf die Gewebequalitat bisher leider zu wenig bekannt.

2.2. Einfluss der Praanalytik auf die Gewebeprobenqualitit
fiir Diagnose und Therapie

Voraussetzung fiir die Entwicklung und den Erfolg individualisierter Tumortherapien ist die
exakte quantitative und qualitative Erfassung potentieller Tumormarker aus klinischen
Gewebeproben, deren Messgenauigkeit durch eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren verzerrt
werden kann (Hewitt et al,, 2012). Wiinschenswert ware, wenn der vorhandene Wert eines
Biomarkers zum Zeitpunkt der Probengewinnung und wahrend der nachfolgenden
Probenprozessierung unverfalscht bleibt. Das wiirde bedeuten, dass die Konzentration des
Biomarkers in-vivo der Konzentration in-vitro entspricht. In zahlreichen Studien konnte jedoch

gezeigt werden, dass im Rahmen einer mehrstufigen Gewebeaufarbeitung unterschiedliche
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prdanalytische Variationen die Validitit der Messergebnisse von diagnostischen Zielstrukturen
eindeutig vermindert (Betsou et al., 2009; Pinhel et al., 2010). Diese Einfliisse zu identifizieren,
richtig zu interpretieren und zu minimieren, stellt eine grofie Herausforderung in der
personalisierten Medizin dar, und ist fiir die Gewdhrleistung einer verldsslichen und
standardisierten Diagnostik von fundamentaler Bedeutung.

Die praanalytische Phase umfasst kontrollierbare und unkontrollierbare Faktoren (Hewitt et al.,
2007). Neben der biologischen Patientenvariabilitit wie Auspragung und Schweregrad der
Erkrankung, Komorbiditaten, Alter und Geschlecht, Konstitution, individuelle Lebensweise des
Patienten sowie heterogene Beschaffenheit des Tumorgewebes, stellen auch iatrogene Einfliisse,
wie die Pramedikation und Anésthesie, intraoperative Techniken und warme Ischidmie in situ
(Zeitpunkt der Gefafdligatur, in der die Perfusion des zu resezierenden Gewebsstiicks
unterbunden wird, bis zur Gewebeabsetzung) unkontrollierbare Faktoren dar. Im Gegensatz
dazu stehen beeinflussbare Faktoren, die ab Absetzung des Resektats auf ein moéglichst geringes
Mafd gehalten werden miissen, um Verfilschungen der zu untersuchenden Analyte zu
verhindern. Dazu zdhlen die kalte Ischamie (Zeitpunkt ab Gewebeabsetzung bis zur Fixierung in
Formalin bzw. in fliissigem Stickstoff), Umgebungstemperatur der Proben, manuelle bzw.
instrumentelle Quetschung und Verformung des Praparats, Art der Fixierung, Einbettung,
Probenlagerung und technische Aufarbeitung (Proteinextraktion) des Gewebes (Abb. 1), wobei
insbesondere kalte Ischdmie (Spruessel et al.,, 2004; Juhl, 2010) und Temperaturbedingungen
(Chafin et al,, 2013) wahrend der Gewebeprozessierung erhebliche Einfliisse auf die Diagnostik
haben konnen. Es scheint offensichtlich zu sein, dass Gewebe ex vivo reaktiven Verdnderungen
durch oxidativen, hypoxischen und metabolischen Stress ausgesetzt ist und sich dies auf die
Expression von Biomarkern auswirkt (Espina et al., 2008; Espina et al., 2009; Gundisch et al.,

2012).
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Patient

l [schamie

Gewebeentnahme
Temperatur
Transport
Fixierung
Einbettung
Lagerung
Gewebeprobe
l Proteinextraktion
Diagnose
Therapie

Abbildung 1: Einfluss praanalytischer Variationen wihrend der Gewebeprozessierung.

An die Entnahme der Gewebeprobe schliefdt sich eine entsprechende Probenaufbereitung an. Diese
besteht aus vielen manuellen Schritten, die fehleranfillig und zeitintensiv sind und verschiedenen
externen Variationen (z.B. Ischdmie, Umgebungstemperatur der Probe, Transport, Fixierung, Einbettung,

Lagerung, Proteinextraktion) ausgesetzt ist.

In den letzten Jahren ist im Rahmen der Entdeckung und klinischen Implementierung neuer
Biomarker, die Bedeutung praanalytischer Einfliisse auf die Qualitat der molekularen Diagnostik
immer mehr in das Bewusstsein von Forschung und Klinik geriickt.

Wie bereits erwéhnt, haben insbesondere die kalte Ischdmie und die Umgebungstemperatur der
Proben einen Effekt auf die Integritdt der Analyte. In einer Verdéffentlichung von Espina et al.
konnte gezeigt werden, dass sich Gewebeproben auch nach Resektion noch verandern und sich
in ihrem mRNA und Proteinexpressionslevel erhebliche Schwankungen wahrend der
praanalytischen Phase beobachten lassen (Espina et al, 2008). Insbesondere
Regulationsmechanismen von Kinasen und Phosphatasen scheinen noch aktiv zu sein und auf

exogene Verdnderungen zu reagieren. In Experimenten ihrer Arbeitsgruppe konnten mittels
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quantitativer Reverse Phase Protein Arrays (RPPA) Veranderungen von 53 Phosphoproteinen in
nicht-tumorodsen humanen Gewebeproben analysiert und signifikante Fluktuationen von bis zu
*+20%, ausgehend vom Zeitpunkt 0, beobachtet werden. Mit dem gleichen methodischen Ansatz
konnten auch Giindisch et al. an humanen Darm- und Leberproben zeigen, dass einige
Proteinlevel, beispielsweise p-Erk (Thr202/Tyr204), unabhingig von der Fixierungsart, im
Verlauf der kalten Ischdamie signifikant ansteigen. Interessanterweise blieben einige Molekiile in
ihrem Proteinlevel konstant und wiesen eine gewisse Stabilitit auf (Gundisch et al., 2012). In
einer Folgearbeit derselben Arbeitsgruppe an Ratten- und Mausleberproben konnten fiir einige
Biomarker sogar derart robuste Proteinlevel im Verlauf identifiziert werden, dass ihnen eine
Rolle als potentielle Referenzmarker fiir die Entwicklung neuer Kinase- und Proteaseinhibitoren
zukommen koénnen (Gundisch et al, 2013). Dies lasst uns schlussfolgern, dass ein Teil der
Analyte wahrend der Gewebeaufbereitung starken Schwankungen ausgesetzt ist, wahrend
andere Analyte wiederum stabil sind und weniger auf exogene Einfliisse reagieren. Auch in
Untersuchungen der Arbeitsgruppe von David et al. standen praanalytische Einfliisse auf
Gewebeproben im Mittelpunkt des Interesses. In einem Zeitreihenversuch wurden normale
humane kolorektale Gewebeproben und Kolonkarzinome nach definierten Zeitintervallen
(praoperativ, 10, 20 und 45 Minuten) fixiert. Anschlieffend wurden Proteinanalysen von EGFR
downstream Molekiilen durchgefiihrt und ausgewertet (David et al.,, 2014). Es konnten starke
Effekte durch die Gewebeentnahme und wahrend der Gewebeprozessierung auf den
Phosphorylierungsstatus von AKT und MAPK Signalwegsmolekiilen (p-EGFR, p-AKT, p-Erk)
beschrieben werden, die starker im Tumorgewebe nachzuweisen waren als im nicht-tumordsen
Gewebe.

Neben der kalten Ischdmie hat auch die Temperatur einen entscheidenden Einfluss auf die
Gewebequalitat. Wie bereits erwdhnt, wurde in vielen Arbeiten ein positiver Einfluss durch kalte
Temperaturen vor und wahrend der Probenfixierung auf die Stabilitdt von Biomarkern gezeigt.
Bussolati et al. konnten allein durch eine Senkung der Umgebungstemperatur auf 4°C eine
verbesserte Konservierung von RNA Molekiilen in FFPE-Proben zeigen (Bussolati et al., 2011).
Auch der temperaturabhingige Einfluss auf die Stabilitdt von Proteinbiomarkern (z.B. ER, Her2)
konnte Kkiirzlich in einer RPPA-basierenden Untersuchung von Brustkrebsgewebeproben
demonstriert werden und wurde insbesondere bei der Analyse von phosphorylierten Proteinen
(z.B. p-Her2, p-AKT) deutlich (Gundisch et al,, 2015). Dieselben Phosphoproteine, p-Her2 und
p-AKT, reagierten in einem Zeitreihenversuch auch sensibler auf die experimentelle
Verzogerung der Gewebefixierung als andere, stabilere Phosphoproteine (z.B. p-S6RP, p-STATS5).
Die kurze Nachweisbarkeitsgrenze von p-AKT (Ser473) ist bekannt und wurde bereits in
Arbeiten von Baker et al. an einem Xenograft Modell auf 20 Minuten festgelegt, wahrend die
unphosphorylierte Form (AKT) ca. 180 Minuten lang nachweisbar bleibt (Baker et al., 2005). Die

Autoren schlussfolgern daraus, dass auch nach optimalen Abldufen der Probenaufbereitung die
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immunhistologische Bestimmung von p-AKT (Ser473) an Tumorgewebe in der Routine fiir eine
korrekte Diagnose kaum zulassig sein kann.

Allen Ergebnissen gemein ist der eindeutige Nachweis von praanalytischen Effekten auf die
Stabilitdt und Integritit von Biomarkern. Bisher ist leider zu wenig iiber diese Einfliisse auf
humane Tumoren bekannt, da die meisten Experimente an nicht-tumordsen oder tierischen
Gewebeproben durchgefiihrt worden sind. Analysen an humanem malignem Gewebe, wie die
von David et al.,, sind bislang Raritdten. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit weiterer Analysen
von Proteinen und Phosphoproteinen wahrend der kalten Ischdmie speziell an menschlichem
tumordsen Gewebe.

In der vorliegenden Arbeit wurden Einfliisse einer verzogerten Gewebefixierung auf 29 Protein-
und Phosphoproteinlevel mittels RPPA in humanen Tumorgeweben evaluiert. Hierfiir wurde das
hepatozelluldre Karzinom (HCC) gewahlt, da es im Vergleich zu anderen Tumorentititen eine
weitgehend morphologische Homogenitit besitzt und eine bessere Vergleichbarkeit zwischen

den Gewebeproben gewdhrleistet.

2.3. Das hepatozelluldare Karzinom

2.3.1. Epidemiologie und Atiologie

Hepatozelluldre Karzinome (HCC) sind mit iiber 80% die haufigsten malignen primaren
Lebertumoren des Menschen (El-Serag, 2012). Mit einer weltweit jahrlichen
Neuerkrankungsrate von tiber 520.000 (7,9% aller Karzinome) bei Mannern und 220.000 (6,5%
aller Karzinome) bei Frauen reprasentiert es die fiinfthidufigste Tumorentitit beim mannlichen
und die siebthiufigste beim weiblichen Geschlecht. Die Inzidenz des HCC zeigt eine sehr hohe
geographische Variabilitit. Uber 80% aller Fille treten mit einer Neuerkrankungsrate von iiber
20 pro 100.000 Individuen in Ostasien und Afrika siidlich der Sahara auf, wogegen in Amerika
und Europa weniger als 5 pro 100.000 jihrlich beobachtet werden (Zhu et al., 2016). Wahrend
die Neuerkrankungsrate in den Hochinzidenzldndern aufgrund der flichendeckenden
Immunisierung gegen das Hepatitis B Virus riicklaufig ist, wird ein Anstieg in den westlichen
Landern in den kommenden Jahrzehnten als Folge einer Infektionswelle mit Hepatitis C in den
1970er-Jahren prognostiziert (El-Serag & Mason, 1999).

Mehrere Risikofaktoren begilinstigen die Entstehung eines hepatozelluliren Karzinoms.

Chronische Hepatitiden stellen eine der wichtigsten Ursachen des HCC dar (Sukowati et al,,
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2016). Eine akute Infektion mit dem Hepatitis C Virus, einem RNA-Virus aus der Familie der
Flavivirae, chronifiziert sich in ca. 50 bis 80% der Falle und hat das hochste Potential fiir die
Entstehung eines HCC (Johnson & Williams, 1987; Liang & Heller, 2004). Chronische Infektionen
mit dem Hepatitis B Virus, einem DNA-Virus, stellen weltweit die hdufigste Ursache fiir ein HCC
dar. Sowohl Patienten mit serologisch nachweisbarer Virusreplikation (HbS-Ag und HbE-Ag
positiv) als auch HbS-Antigentrager (HbS-Ag positiv) haben ein eindeutig erhohtes Risiko ein
Karzinom zu entwickeln (Yang et al., 2002). Viele toxische Substanzen haben einen bedeutenden
Stellenwert in der Atiologie des HCC. Chronischer Alkoholabusus begiinstigt wesentlich die
Entstehung einer prakanzerotischen Leberzirrhose und ist in der westlichen Welt der haufigste
Grund fiir ein durch leberzelltoxische Substanzen ausgelostes HCC (Donato et al, 1997).
Aflatoxin B1, ein Metabolit des Schimmelpilzes Aspergillus flavius und Aspergillus parasiticus, das
insbesondere in Entwicklungsldndern tiber kontaminierte Lebensmittel aufgenommen wird,
stellt eine weitere hochpotente kanzerogene Substanz dar (Chen et al., 1996; Turner et al,
2002). Auch metabolische Erkrankungen, wie die Nichtalkoholische Fettlebererkrankung
(NAFLD), die als Folge der Uberernihrung stark mit dem Auftreten von Adipositas und Diabetes
mellitus Typ 2 vergesellschaftet ist, werden in den folgenden Jahrzehnten immer mehr an
Bedeutung fiir die Entstehung von Leberzellkarzinomen gewinnen (Bugianesi, 2007; Baffy et al.,
2012). Weitere stoffwechselbedingte Lebererkrankungen, insbesondere die Himochromatose
(Niederau et al, 1985), die die haufigste Ursache fiir ein HCC in Folge einer hereditiren
Lebererkrankung ist, stellen ebenso einen mdoglichen Risikofaktor dar, wie der Morbus Wilson,
ein Alpha-1-Antitrypsinmangel, die Porphyria cutanea tarda, die Tyrosindmie und Glykogenosen

(Salata et al., 1985; Propst et al., 1994).

2.3.2. Pathologie und Klassifikation

Das Leberzellkarzinom entsteht in den meisten Fallen stufenweise auf dem Boden einer
Leberzirrhose, in der sich aus adenomatdsen Regeneratknoten maligne Vorstufen entwickeln,
die als dysplastische Foci (< 0,1 cm) und dysplastische Knoten (0,1 bis 2 cm) Klassifiziert
werden.

Die makroskopische Einteilung des HCC erfolgt in vier Wachstumsformen. Das diffuse HCC
(infiltrierender Typ) entsteht in der Regel auf dem Boden einer Leberzirrhose und ist
makroskopisch nur schwer von Regeneratknoten abzugrenzen. Das expansive HCC, auch HCC
vom verdrangend wachsenden Typ, ist makroskopisch einfacher vom umliegenden Gewebe zu
unterscheiden, da es oft von einer fibrosen Kapsel umgeben ist. Multifokale HCC sind in der

Regel unbekapselt und weisen eine ungiinstige Prognose auf. Da der pendikuldre oder gestielte
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Typ nur mit einer parenchymatdsen Briicke mit der Leber verbunden ist, zeigt diese
Wachstumsform aufgrund ihrer guten Resektabilitdt eine giinstige Prognose. Etwa ein Viertel
aller Karzinome sind Mischtypen und lassen sich keiner der genannten Wachstumsformen klar
zuordnen (Ishak et al., 2001; Siewert, 2006).

Mikroskopisch wird das Leberzellkarzinom in verschiedene Subtypen klassifiziert, wobei die
héufigste histologische Manifestation der trabekuldre Typ ist. Das sinusoidale Wachstumsmuster
wird hier von meist gut differenzierten Tumorzellstringen bestimmt. Mischtypen der
trabekuldren Art werden haufig mit pseudoglanduldren Formen beobachtet, die durch ein
driisenartiges Wachstumsmuster gekennzeichnet sind. Histopathologisch wird noch der
szirrhése Typ, mit einem hohen sklerosierendem Bindegewebsanteil sowie der solide Typ
definiert. Eine Sondervariante, die gehduft bei jungen Patienten in nichtzirrhotischen Lebern
auftritt, ist der fibrolamelldre Typ, der im Gegensatz zu den anderen histologischen Formen
prognostisch giinstiger ist (Ishak et al, 2001). Sowohl die makroskopische als auch die
mikroskopische Einteilung ist umstritten und hat in der Klinik bisher keinen Stellenwert
hinsichtlich Prognose und Therapie gefunden (Marrero et al., 2005).

Die haufigsten Pradilektionsstellen einer Fernmetastasierung des HCC stellen nach Einbruch von
Krebszellen in die Pfortader und die Lebervenen die Lunge (bis zu 25%) und Knochen (5-20%)
dar (Layer et al.,, 2008). Da der Differenzierungsgrad (Grad 1-4) in der Prognoseabschitzung
eine untergeordnete Rolle spielt, hat die Stadieneinteilung des HCC einen weitaus hoéheren
Stellenwert. Die TNM-Klassifikation und die UICC-Einteilung erfolgt nach Tumorgrofie,
Lokalisation, Gefafdinvasion und Metastasierung (Vauthey et al., 2002). Neuere Einteilungen
nach Okuda (Okuda et al, 1985) und der CLIP-Score beriicksichtigen zuséitzlich die

Leberfunktion und weitere Tumorparameter des Patienten.
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Tabelle 1: Stadieneinteilung des hepatozelluliren Karzinoms

Klassifikation | Stadium Kriterien
TNM T1 solitdr, <2cm, ohne Gefafdinvasion
T2 solitar, <2cm, mit Gefafdinvasion
solitdr, >2cm ohne Gefafdinvasion
multipel, ein Leberlappen, <2cm ohne Gefifdinvasion
T3 solitdr, >2cm mit Gefafdinvasion
multipel, ein Leberlappen, <2cm mit und ohne Gefafdinvasion
T4 multipel, mehr als ein Leberlappen
Invasion der V. portae oder der Lebervenen
N1 Peritonealinvasion, Invasion benachbarter Organe
regionale Lymphknotenmetastasen
M Fernmetastasen
UICC 1997 | T1NO MO
11 T2 NO MO
[IIA T3 NO MO
I1IB T1-3 NO MO
IVA T4, jedes N, MO
IVB jedes T, jedes N, M1
Okuda I 0 Punkte
11 1-2 Punkte
I1 3-4 Punkte
je 1 Punkt fiir:
Tumor >50% der Leber, Aszites, Albumin < 3 g/dI, Bilirubin >
3mg/dl
CLIP-Score Score 1-6 | Child-Pugh Stadium:

A = 0 Punkte, B = 1 Punkt, C = 2 Punkte
Tumorausdehnung:

uninoduldr und Ausdehnung <50% = 0 Punkte
multinodulédr und Ausdehnung >50% = 1 Punkt
diffus oder Ausdehnung >50% = 2 Punkte
Portalvenenthrombose: nein = 0 Punkte, ja = 1 Punkt

AFP: <400ng/dl = 0 Punkte, >400ng/dl = 1 Punkt
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Seit einigen Jahren hat sich die BCLC-Klassifikation (Barcelona Clinic Liver Cancer) in der Klinik
durchgesetzt. Diese Stadieneinteilung ergdnzt den Child-Pugh-Score und den Okuda-Score mit
der Tumorgréfle, den Bilirubinwert, dem Vorliegen einer portalen Hypertension und den
Leistungsindex des Patienten (ECOG-Status: Eastern Cooperative Oncology Group) (Llovet et al.,

1999). Orientierend an diesem Algorithmus lassen sich die verschiedenen Therapiemodalitdten

ableiten.
Stadium 0 Stadium A-C Stadium D
PST O, Child A PST 0-2, Child A-B PST >2, Child C
Sehr friihes Friihes Intermediires Advanced Endstadium (D)
Stadium (0) Stadium (A) Stadium (B) Stadium (C)
1 HCC <2cm 1 HCC oder Multifokal Portale Invasion,
l 3 HCC <3cm PSTO N1, M1, PST 1-2
1HCC 3 HCC <3cm

Portale Hypertension/Bilirubin
l_ erhdht —> Komorbiditit

normal nein ja
‘L J{ \J/ A 4 v A 4
Resektion LTx RITA TACE Sorafenib BSC
Kurative Behandlung Palliative Behandlung

Abbildung 2: BCLC Klassifikation des hepatozelluliren Karzinoms.

Abkiirzungen: BSC (Best supportive care); LTx (Lebertransplantation); M (Metastasen); N (Lymphknoten);
PST (performance status); RITA (Radiofrequenzinduzierte Thermoablation); TACE (Transarterielle
Chemoembolisation); (modifiziert nach EASL-EORTC Clinical Practice Guidelines: Management of

Hepatocellular Carcinoma, 2012).

2.3.3. Klinik, Diagnostik und Verlauf

Das HCC tritt erst im fortgeschrittenen Tumorstadium klinisch in Erscheinung, sofern nicht
gleichzeitig eine Lebererkrankung zu Grunde liegt, die Anlass zur weiteren Diagnostik gibt. In

den meisten Fallen wird das Karzinom im Rahmen einer sonographischen Kontrolluntersuchung
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entdeckt. Nach langjadhriger Lebererkrankung koénnen vielfdltige unspezifische Symptome
auftreten, die von allgemeiner Schwiche, Gewichtsverlust, Ubelkeit und Inappetenz bis zu
abdominellen Beschwerden, Ikterus, Hepatomegalie, Fieber, Odemen und Aszites reichen.

Die schnell verfiigbare, kostenglinstige und nichtinvasive Sonographie steht stets am Anfang der
apparativen Diagnostik. Die Sensitivitdt dieser Untersuchungsmethode liegt bei ca. 60%, die
Spezifitit bei ca. 97% (Colli et al, 2006). Weiter konnen als Ergdnzung die farbkodierte
Duplexsonographie und die Kontrastmittelsonographie sinnvoll eingesetzt werden. Bei
sonographisch suspektem Befund kann eine laborchemische, serologische Untersuchung des
Alpha-1-Fetoproteins die Verdachtsdiagnose erharten, sofern Werte gemessen werden, die hoher
als 200-400 ng/ml sind. Gerade bei kleinen, gut differenzierten Karzinomen werden jedoch
hédufig normale oder gering erh6hte AFP-Werte gemessen (Nomura et al.,, 1989). Aufgrund der
geringen Sensitivitidt darf dieser Tumormarker als diagnostisches Mittel nicht iiberbewertet
werden, sondern sollte vielmehr als Verlaufsparameter der Erkrankung seine Anwendung
finden.

Als weitere radiologische Methoden haben sich die Computertomographie, die
Magnetresonanztherapie, die Angiographie sowie die Positronen-Emissions-Tomographie
etabliert. Bei kleinen Tumormanifestationen und unauffilligen AFP-Werten sollte eine
histopathologische Sicherung angestrebt werden, sofern sich dadurch therapeutische
Konsequenzen ergeben. Mittel der Wahl ist dabei die sonographisch oder CT-gesteuerte
Feinnadelbiopsie (Bialecki et al., 2006).

Das klinisch manifeste Leberzellkarzinom hat einen rasch progredienten Verlauf und in
Abhingigkeit vom Okuda-Stadium eine mediane Uberlebenszeit von 11 Monaten (Stadium 1), 3
Monaten (Stadium II) oder einem Monat (Stadium III) (Okuda et al., 1985). Haufig versterben die

Patienten in Folge einer Dekompensation der zugrunde liegenden Lebererkrankung.

2.3.4. Molekulare und genetische Alterationen

Ahnlich wie bei anderen Tumorentititen handelt es ich bei der Karzinogenese des HCC um ein
mehrstufiges komplexes Geschehen, das durch genetische Pradisposition, &dufere
Umweltfaktoren und erworbenen Mutationen verursacht wird. Molekulare und genetische
Alterationen von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen fithren zu einer Deregulation von
Rezeptor- und Signalwegsmolekiilen, die fiir die Zellzyklus-Kontrolle, DNA-Reparatur,
Wachstum, Differenzierung und Zelladhdsion verantwortlich sind und zur Entstehung und
Progression von Leberzellkarzinomen beitragen (Breuhahn et al., 2006). Im folgenden Abschnitt

sollen HCC-relevante Signalwegskaskaden genauer erldautert werden.
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Abbildung 3: Vereinfachtes Schema relevanter deregulierter Signalwegskaskaden in der
Entstehung und Progression des hepatozelluliren Karzinoms.

Abkiirzungen: AKT (Proteinkinase B); APC (Adenomatosis Polyposis coli); DSH (Dishevelled); Elk
(Mitglieder der Ets-Onkogen Familie); GRB2 (Wachstumsfaktor Rezeptor-gebundenes Protein 2); GSK3f
(Glykogen Synthase Kinase 3f); IRS (Insulin Rezeptor Substrat); LEF (Lymphoid-verstirkender
Bindungsfaktor); MEK1 (Mitogen-aktivierende Protein Kinase Kinase); PI3K (Phosphatidylinositol 3
Kinase); PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat); PKC (Proteinkinase C); PLC (Phospholipase C);
Smad (mothers against DPP homolog); SOS (son of sevenless); Stat (Signalgeber und Aktivator der
Transkription); TCF (Transkriptionsfaktor) (modifiziert nach Breuhahn et al., 2006).

2.3.4.1. Humane epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptoren

Die Her-Familie besteht aus vier strukturell dhnlichen Transmembranproteinen, die als Herl
(EGFR/ErbB1), Her2 (ErbB2/neu), Her3 (ErbB3) und Her4 (ErbB4) definiert werden. Alle

genannten Wachstumsfaktor-Rezeptoren zeigen eine Uberexpression im HCC (Ito et al., 2001).
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Mit Ausnahme von Her3 besitzen sie eine intrinsische Rezeptortyrosinkinaseaktivitiat. Die
bedeutsamsten Vertreter extrazellulir bindender Liganden sind TGFa (Transformierender
Wachstumsfaktor o) wund EGF (Epidermaler Wachstumsfaktor), die {Uber eine
Konformationsdnderung und Dimerisierung der Rezeptoren eine Transphosphorylierung
induzieren und nachgeschaltete tumorwachstumsfordernde Signalwegsmolekiile (z.B. PLC,
Stats, PI3K, ERK) aktivieren. Her2 kann als einziger Vertreter unabhéngig von extrazellularen
Signalen dimerisieren (Tzahar et al, 1996). Insbesondere der MAPK (Mitogen-aktivierte-
Proteinkinase)-Signalweg und PI3K/Akt (Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B)-Signalweg
spielen eine wesentliche Rolle in der Regulation von Migration und Proliferation der Zelle

(Hynes & Lane, 2005).

2.3.4.2. HGF/MET Signalweg

Der HGF (Hepatozyten Wachstumsfaktor) oder scatter factor ist der potenteste
Wachstumsfaktor von Leberzellen und bindet als einzig bekannter Ligand an der
Rezeptortyrosinkinase MET (HGFR) (Breuhahn et al., 2006). Ahnlich wie bei der Her-Familie
werden liber Mechanismen der Multimerisierung und Autophosphorylierung nachgeschaltete
Effektormolekiile (z.B. Stats, PI3K, PLC, ERK) aktiviert, die protumordse Einfliisse auf die
Regulation von Proliferation, Migration, Wachstum, Angiogenese und Regeneration von Zellen
haben (Stuart et al,, 2000; Efimova et al., 2004). Eine Uberexpression von MET konnte im HCC
vergleichsweise zum umliegenden Lebergewebe beobachtet werden (Suzuki et al., 1994) und
korreliert mit erhéhter intrahepatischer Metastasierung sowie verringerter Uberlebenszeit des
Patienten (Ueki et al, 1997). Hohe HGF Serumwerte zeigen eine Korrelation zur steigenden
Tumorgrofle (Yamagamim et al, 2002) und gehen mit kiirzerem Patienteniiberleben einher

(Vejchapipat et al,, 2004).

2.3.4.3. IGF Signalweg

Der IGF (Insulindhnlicher Wachstumsfaktor)-Signalweg spielt aufgrund seiner proliferativen
und antiapoptotischen Signale eine zentrale Rolle in der Embryogenese der fetalen Leber, wird
postnatal stark herunterreguliert und scheint im Sinne einer Reaktivierung die Progression der
Hepatokarzinogenese wesentlich zu beeinflussen (Breuhahn et al, 2006). Durch Bindung
verschiedener Liganden (z.B. IGF-II) kommt es zu einer intrazelluliren Phosphorylierung des
IGF-1 Rezeptors, die ein Anschalten von downstream second messenger Molekiilen wie IRS-1 und
IRS-2 zur Folge hat, welche wiederum eine kaskadenartige Aktivierung nachgeschalteter

Proteine (PI3K, AKT/PKB, MAPK) induziert (Foulstone et al., 2005). In verschiedenen Studien
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konnten erhohte Level von IGF-II (Breuhahn et al., 2004), IRS-1 (Nishiyama & Wands, 1992) und

IRS-2 (Boissan et al., 2005) im Leberzellkarzinom beobachtet werden.

2.3.4.4. PI3K/AKT Signalweg

Die bereits erwahnte, aktivierte PI3K bindet an der zytosolischen Doméne des Rezeptors und
phosphoryliert  PIP,  (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat). Das entstandene PIP;
(Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat) rekrutiert und aktiviert wiederum das protumordse
Effektormolekiil AKT (Proteinkinase B), das insbesondere Gsk3f3 (Glykogensynthase-Kinase 313),
mTor (Rapamycin-Zielprotein) und BAD (Bcl-2-assoziierter Todespromotor) phosphoryliert und
reguliert. Vermehrte Wachstumssignale, verdnderter Glukosemetabolismus und eine Hemmung
der Apoptose sind die Folge (Woodgett, 2005). Der Tumorsuppressor PTEN (Phosphatase und
Tensinhomolog) katalysiert die Dephosphorylierung von PIP; zu PIP; und fungiert als Inhibitor
von AKT (Carnero et al., 2008).

2.3.4.5. MAPK Signalweg

Als Protoonkogen spielt die Serin/Threonin-Kinase ERK 1/2 (extrazelluldr regulierte Kinase
1/2) im MAPK (Mitogen aktivierte Proteinkinase)-Signalweg eine zentrale Rolle in der
Entstehung des HCC (Delire & Starkel, 2015; Brito et al., 2016). Ein Komplex, bestehend aus dem
intrazellulirem Rezeptoranteil und den Proteinen SOS und GRB2, vermittelt iiber das kleine G-
Protein Ras die kaskadenartige Aktivierung von Raf, MEK und schlief3lich ERK (McCubrey et al.,
2007).

2.3.4.6. Wingless/f3-Catenin Signalweg

Der Wnt Signalweg ist eine stark konservierte Signaltransduktionskaskade die wahrend der
Embryonalentwicklung wichtig fiir die Steuerung von Proliferation, Motilitat, Zell-Zell-
Interaktion und Organogenese ist (Kikuchi, 2003). Mutierte Formen Wnt-assoziierter
Regulationsmechanismen werden haufig in Malignomen beobachtet. Wnt sind cysteinreiche
Glykoproteine, die als interzelluldre Signalmolekiile am Frizzled Rezeptor (Fzd) und den LRP-
Korezeptor binden und eine Phosphorylierung von Dishevelled (Dsh) induzieren. Dadurch wird
die Phosphorylierung von 3-Catenin, einer zentralen Komponente dieses Signalwegs, durch den
Abbaukomplex GSK-3f2 (Glykogensynthase Kinase 3-f3), Axin und APC (adenomatous polyposis
coli) gehemmt. Hypophosphoryliertes 3-Catenin wird in der Folge nicht mehr von einer
Ubiquitin-Ligase ubiquitinyliert, kann durch das 26 S-Proteasom nicht degradiert werden und

akkumuliert im Zellkern. Die Expression von Wnt-Zielgenen, wie beispielsweise Myc, Zyklin D1,
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MMPs (Matrix-Metalloproteinasen) und VEGF, mittels Transkriptionsfaktoren der Tcf/Lef-
Familie (T-cell specific trancription factor/lymphoid enhancer binding factor) wird induziert.
Folge sind Proliferation, Antiapoptose, Invasion und Angiogenese der Zelle (Breuhahn et al.,
2006). In zahlreichen Studien konnte eine nukledre Akkumulation von f3-Catenin im HCC

beschrieben werden (Monga et al., 2002; Prange et al., 2003).

2.3.4.7. TGF-3 Signalweg

Die Wachstumsfaktoren der TGF-f8 (Transformierender Wachstumsfaktor 3) Superfamilie
binden an spezifische Rezeptor-Serin/Threoninkinasen, die liber komplexe Mechanismen die
Translokation von sogenannten Smad Proteinen in den Zellkern regulieren. Diese Molekiile
steuern als Transkriptionsfaktoren kanzerogene Einfliisse auf Hepatozyten. Die genaue Rolle des
TGF-f3 Signalwegs und der nachgeschalteten Smad Proteine in der Entstehung von Neoplasien
wird in der Literatur kontrovers diskutiert und ist bis heute noch nicht vollstindig verstanden

(Breuhahn et al., 2006).

2.3.4.8. Angiogenese

In vielen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Angiogenese eine zentrale Rolle in der
Entstehung des hepatozelluldren Karzinoms spielt (Alves et al., 2011; Brito et al.,, 2016). Die
Bildung neuer Blutgefafie ist ein dynamischer Prozess und unterliegt Steuerungsmechanismen,
die durch ein balanciertes Verhaltnis von pro-angiogenen (z.B. Fibroblast Growth Factor) und
anti-angiogenen Faktoren (z.B. Thrombospondin-1, Troponin I) reguliert wird. Sobald
Tumorzellen durch alleinige Diffusion nicht mehr suffizient mit Blut versorgt werden kénnen,
kommt es intrazelluldir zu Hypoxie, Glukosemangel, Azidose und freien Radikalen die den
angiogenetic switch, eine Gleichgewichtsverschiebung zugunsten pro-angiogener Faktoren,
initileren konnen (Hanahan & Folkman, 1996). Man weifd heute, dass diese l6slichen Faktoren
nicht nur von den Tumorzellen selbst, sondern auch von umliegenden Bindegewebszellen
(Endothelzellen, Perizyten und Fibroblasten) und Immunzellen (Makrophagen, Natiirliche
Killerzellen und Dendritische Zellen) produziert werden kénnen. Durch die gestorte Regulation
der Angiogenese in Tumormanifestationen weisen diejenigen Gefifle, die stdndig den
Umbauprozessen unterworfen sind, eine chaotische Architektur und eine liickenhafte
Endothelauskleidung auf (Baluk et al, 2005). Bedeutende Vertreter der pro-angiogenen
Faktoren sind VEGF (Vascular endothelial growth factor), FGF (Fibroblast Growth Factor) und
PDGF B (Platelet-Derived Growth Factor B). Uber hypoxische Zustinde in der Tumorzelle kommt
es zu einer Induktion des Transkriptionsfaktors Hif-1a (Hypoxie-induzierter Faktor 1a), der an
die Promotorregion des VEGF bindet und zu einer erhohten Expression von VEGF fiihrt. Dieser
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bindet an spezifische Rezeptoren, VEGFR 1-3 (Vascular endothelial growth factor receptor 1-3),
die tiber mehrstufige Signalkaskaden verschieden angiogenetische Prozesse aktivieren (Maxwell
et al, 1997). Im HCC konnte eine Korrelation zwischen erhéhten HIF-1a und VEGF Level und
einer verkiirzten medianen Uberlebenszeit bei Patienten festgestellt werden (Tseng et al., 2008).
Zudem konnte in tierexperimentellen Studien wahrend der Hepatokarzinogenese steigende HIF-
la und VEGF Werte gemessen werden, die mit einer erhdhten Mikrogefafddichte assoziiert
waren (Wang et al.,, 2009). Hypoxie-induzierte molekulare Verdnderungen spielen eine tragende
Rolle in der Proliferation, Angiogenese, Metastasierung und Therapieresistenz und miissen als
potentielle therapeutische Angriffspunkte des Leberzellkarzinoms zukiinftig besser verstanden

und charakterisiert werden (Wu et al,, 2007).

2.3.5. Multimodale Therapiekonzepte

2.3.5.1. Kurative Strategien

Kurative Ansitze in der Therapie des Leberzellkarzinoms sind neben der Tumorresektion auch
die orthotope Lebertransplantation. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose des HCC ist nur etwa jeder
fiinfte Tumor operabel. Dies liegt zum einen an der limitierten funktionellen Reserve des
Restleberparenchyms durch eine meist fortgeschrittene Leberzirrhose (Child-C-Zirrhose stellt
eine absolute Kontraindikation der Operation dar), zum anderen am Vorliegen extrahepatischer
Metastasen und nicht zuletzt an schweren Begleiterkrankungen (kardiovaskuldren, pulmonalen
oder renalen Komorbiditidten) des Patienten, die ein zu hohes Risiko fiir einen operativen
Eingriff darstellen. Relative Kontraindikationen sind ausgedehnte Tumormanifestationen und
Infiltrationen grofierer Gefafle (V. cava, V. portae), die eine multimodale Therapiestrategie
erfordern und nicht allein chirurgisch beherrschbar sind (Poon & Fan, 2004). Postoperativ liegt
die 5-Jahres-Uberlebensrate nach Tumorresektion bei ca. 50%, die abhingig von der
funktionellen Restleberkapazitidt, dem Auftreten von Rezidiven sowie dem individuellen
Risikoprofil des Patienten erhebliche Schwankungen aufweist (Song et al., 2004).

Durch die orthotope Lebertransplantation kann nicht nur das Tumorleiden, sondern auch die
zugrunde liegende Zirrhose mit ihren Folgen der portalen Hypertension und ihrem hohen
Rezidivrisiko therapiert werden (McCormack et al., 2005). Seit Einfiihrung der Milan-Kriterien,
die eine Transplantationsfihigkeit des Patienten einschdtzen und ein damit einhergehendes
rezidivfreies Uberleben besser prognostizieren konnen, sollen nur noch selektierte Patienten
transplantiert werden, die einen Tumor von kleiner als 5 cm oder bis zu drei

Tumormanifestationen Kleiner als 3 cm haben (Pascual et al., 2016). Patienten, die innerhalb
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dieser Kriterien transplantiert werden, haben ein 4-Jahresiiberleben von ca. 75% (Mazzaferro et
al., 1996). In einer nachfolgenden Studie konnte ein dhnliches Uberleben bei erweiterten

Kriterien erzielt werden (Freeman, 2006).

2.3.5.2. Palliative Strategien

Bei Vorliegen eines inoperablen HCC oder bei Ablehnung eines chirurgischen Eingriffes kommen
palliative Strategien zum Einsatz. Bei der perkutanen Ethanolinstallation (PEI) wird unter
Lokalandsthesie eine 95%-Ethanol Losung mittels ultraschallgesteuerter Feinnadelpunktion in
den Tumorknoten injiziert. Eine Nekrose der Tumorzellen ist die Folge. Diese Methode ist in der
Regel beliebig oft wiederholbar, kostengiinstig und scheint das umliegende Leberparenchym
nicht zu schiadigen (Shiina et al, 1991). Ahnlich wie bei der PEl wird bei der
radiofrequenzinduzierten Thermoablation (RITA) eine Feinnadel sonographie- oder
computertomographisch gesteuert im Tumorherd platziertt Im Gegensatz zu einer
Ethanolinjektion erfolgt hier jedoch eine 5 bis 30 miniitige Ablation von Radiofrequenzwellen,
die eine Nekrose des Tumorgewebes durch Erhitzung von bis zu 100°C verursachen (Ni et al,,
2005). Dieses Verfahren kann perkutan, laparoskopisch oder intraoperativ angewendet werden
und bedarf oft nur einer einzigen Sitzung. Weitere Methoden, die zu einer lokalen Nekrose von
Malignomgewebe fiihren, sind die laserinduzierte Thermoablation und die Kryotherapie. Das
Phidnomen der arteriellen Hyperperfusion des HCC macht man sich in dem Verfahren der
Transarteriellen Chemoembolisation (TACE) zunutze, in der liber tumorversorgenden Arterien
ein Katheter positioniert und lokal eine Mischung aus diversen Chemotherapeutika appliziert
wird. Haufig wird eine Emulsion aus den Substanzen Doxorubicin, Mitomycin C, Epirubicin und
Cisplatin in Lipiodol verwendet. Vorteil des Lipiodols ist eine erhohte transiente
Gewebeanreicherung der chemotherapeutischen Wirkstoffe. Nachfolgend werden embolisch
wirkende Materialien (z.B. Gelfoam-Partikel) verabreicht, die eine weitere suffiziente
Gefafdversorgung des Tumors unterbinden sollen (Stuart, 2003; Marelli et al., 2007). Dieses
Verfahren kann alle 6 bis 12 Wochen wiederholt werden. Aufgrund klarer Uberlebensvorteile
des Patienten stellt die TACE mittlerweile ein etabliertes Verfahren bei fortgeschrittenen,
inoperablen, multiplen Lebertumoren dar (Llovet & Bruix, 2003). Eine weitere
vielversprechende transarterielle Anwendung ist die selektive intraarterielle Radioembolisation
mit Yttrium-90 (Kalogeridi et al., 2015). Neue Ergebnisse zeigen eine ldngere progressionsfreie
Zeit bei geringerer Toxizitit und ahnlichem Uberleben im Vergleich zur TACE (Salem &
Lewandowski, 2013).

Das HCC hat eine ausgesprochen schlechte Ansprechrate auf Chemotherapeutika (Yeo et al,
2005; Giglia et al., 2010). Eine mogliche Erklarung fiir den geringen Nutzen liegt in der

vielfaltigen Genese und den damit einhergehenden unterschiedlichen molekularen
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Verdanderungen des HCC. Verschiedenste Mono- und Kombinationschemotherapien mit
Anthrazyklinen, Topoisomerasehemmern, Platinverbindungen, Nukleosidanaloga, Interferonen
und Hormonantagonisten wurden in den letzten Jahrzehnten angewandt. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass unter Abwiagung der Beeintrachtigung der Lebensqualitit durch
Nebenwirkungen, der fehlenden Wirksamkeit und der immensen Kosten, eine systemische
Chemotherapie keinen Platz in den Therapieleitlinien des HCC gefunden hat (Nowak et al,
2004).

In den letzten Jahren ist eine erstaunliche Entwicklung von innovativen Therapien mit
zielgerichteten Medikamenten, sogenannten targeted therapies, zu beobachten. Angriffspunkt
dieser Substanzen sind verschiedene = Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren,
Signalwegsproteine und zellzyklusregulierende Molekiile, die unterschiedlichen molekularen
Pathophysiologien zugrunde liegen. Leider konnten in der molekularen Therapie des HCC kaum
erfolgsversprechende Ergebnisse erzielt werden. Ein Grund fiir den bisher ausbleibenden Erfolg
von personalisierten Therapieansdtzen beim HCC kénnte darin liegen, dass sich therapeutische
Zielstrukturen wahrend der Therapie verdndern. Das bisher einzig zugelassene systemische
Medikament beim HCC ist der Multikinaseinhibitor Sorafenib. Durch die selektive Hemmung von
Raf-1, B-Raf, VEGFR2 und PDGFR-f unterdriickt dieser Wirkstoff die Proliferation und
Angiogenese von Tumoren (Wilhelm et al., 2004; Wilhelm et al., 2008; Ibrahim et al., 2012).
Dadurch konnte eine statistisch signifikante Erhéhung des medianen Uberlebens um drei
Monate und ein verldngertes progressionsfreies Intervall erzielt werden, was zur Zulassung von
Sorafenib in der Therapie beim fortgeschrittenen HCC gefiihrt hat (Llovet et al., 2008). Vor dem
Hintergrund der steigenden Inzidenz dieser Tumorerkrankung und den limitierten
therapeutischen Optionen im inoperablen Stadium ist es daher dringend erforderlich neue
molekulare Zielstrukturen fiir zielgerichtete Therapien zu identifizieren und neue

Behandlungsstrategien zu entwickeln (Deng et al., 2015; Brito et al,, 2016).
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2.4. Ziele der Arbeit

In der personalisierten Medizin stellen Biomarker in Kklinischen Gewebeproben oft die
Grundlage wichtiger Therapieentscheidungen, Verlaufskontrollen sowie prognostisch und
pradiktiver Vorhersagen dar.

Bislang ist nur wenig iber die Einfliisse moglicher praanalytischer Effekte wahrend der
Gewebeprozessierung von Tumoren auf die Stabilitdt von Proteinen und Phosphoproteinen
bekannt.

Basierend auf dieser Erkenntnis wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, (1.) welchen
Einfluss unterschiedliche Ischdmiezeiten auf das Protein- und Phosphoproteinlevel wichtiger
Signalwegsmolekiile im humanen hepatozelluliren Karzinom und im korrespondierenden
Lebergewebe haben, (2.) welche inter- und intraindividuellen Unterschiede der Patientenproben
zu identifizieren sind und welche Bedeutung sie fiir die molekulare Diagnostik haben, (3.)
welche quantitative Expressionsunterschiede HCC-relevanter deregulierter Signalwegsmolekiile
zwischen Tumorgewebe und korrespondierendem Referenzgewebe zu evaluieren sind und (4.)
welche Effekte Kryokonservierung und FFPE-Fixierung auf molekulare Signaturen der
Gewebeproben haben.

Im Anschluss wird diskutiert, welche Bedeutung die Prianalytik in der Ara der personalisierten
Medizin hat und wie sich aus den gewonnenen Erkenntnissen neue Ansitze fiir eine

Optimierung der Analyse von Biomarkern in Gewebeproben ableiten lassen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Allgemeine Puffer und Losungen

3.1.1.1. Losungen fiir die SDS-Gelelektrophorese

Laufpuffer fiir die SDS-PAGE

Tris 25 mM
Glycin 192 mM

SDS 0,1% (w/v)
Gelladepuffer (5x)

Tris (1,25 M; pH 6,8) 312,5 mM
Glycerin 50 % (v/v)
3-Mercaptoethanol 25% (v/v)
SDS 10 % (w/v)
Bromphenolblau 0,05 % (v/v)
Sammelgel (5%)

Fiir ein 1,5 mm Gel des Mini-Protean3 Systems
dH:0 1,5 ml

Tris (1 M; pH 6,8) 625 ml
Acrylamid (40%) 380 ml

SDS (20%) 12,5 pl

APS (10%) 20l
TEMED 2ul
Trenngel (10%)

Flir ein 1,5 mm Gel des Mini-Protean3 Systems
dH:0 3,6 ml

Tris (1 M; pH 8,8) 1,8 ml
Acrylamid (40%) 1,8 ml

SDS (20%) 37,5ul

APS (10%) 45 pl
TEMED 4,5 ul
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3.1.1.2. Loésungen fiir die Inmundetektion

TBST

Tris 20 mM

NaCl 137 mM
Tween20 0,1% (v/v)
Auf pH = 7,4 einstellen

Transferpuffer

Tris 25 mM
Glycin 192 mM

SDS 0,1% (w/v)
Methanol 20% (v/v)

5 % Rinderserumalbumin in TBST (5 % BSA)
Bovines Serumalbumin 25¢g

TBST 50 ml

5 % Magermilchpulver in TBST (5 % MP)
Magermilchpulver 25g

TBST 50 ml

3.1.2. Allgemeine Reagenzien und Materialien

3.1.2.1. Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien und Chemikalien.

Reagenz

Hersteller

40 % Acrylamid/Bis 37.5:1 Bio-Rad (Hercules, USA)

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

[3-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Eosin Merck (Darmstadt)
Essigsdure Merck (Darmstadt)
Ethanol Merck (Darmstadt)
Formalin Merck (Darmstadt)
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Genistein Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Glycerol Merck (Darmstadt)
Glycin Merck (Darmstadt)
Isopropanol Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Magermilchpulver (MP) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Mayers Hemalaun (Hamatoxylin)

Merck (Darmstadt)

Methanol

Merck (Darmstadt)

N, N, N’, N’-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Natriumchlorid

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Paraffin

Merck (Darmstadt)

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Salzsdure Merck (Darmstadt)
Staurosporin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Tris Merck (Darmstadt)

Triton-X100

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Tween 20

Merck (Darmstadt)

Xylol

Merck (Darmstadt)

3.1.2.2.

Kommerzielle Analysesysteme und vorgefertigte Losungen

Tabelle 3: Verwendete Analysesysteme und vorgefertigte Losungen.

Reagenz/Kit

Hersteller

Bio-Rad Proteinassay

Bio-Rad (Hercules, USA)

Bio-Rad Proteinassay dye reagent-Konzentrat

Bio-Rad (Hercules, USA)

Bio-Rad Standard II c (1,48 mg/ml)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Complete, Mini Protease Inhibitor

Roche Applied Science (Mannheim)

ECL Advance Western Blotting Detection Kit

GE Health Care (Buckinghamshire, UK)

ECL Plus Western Blotting Detection Reagents

GE Health Care (Buckinghamshire, UK)

ECL Prime Western Blotting Detection Reagents

GE Health Care (Buckinghamshire, UK)

peqGOLD Prestained Protein-Marker V

PeqLab (Erlangen)
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Pertex Medite Medizintechnik (Burgdorf)

PhosphoSTOP, Phosphatase Inhibitor Roche Applied Science (Mannheim)

Qproteome FFPE Tissue Kit (EXB Plus)*

Qiagen (Hilden)

Real Peroxidase Blocking Solution

Dako (Glostrup, DK)

Sypro Ruby Protein Blot Stain

Invitrogen (Karlsruhe)

*EXB Plus Puffer wurde mit PhosphoSTOP, Phosphatase Inhibitor und Complete (Mini Protease

Inhibitor) versetzt.

3.1.2.3. Verbrauchsmaterial

Tabelle 4: Verwendetes Verbrauchsmaterial.

Material

Hersteller

384-Loch Platten

Biochrom (Berlin)

Kryogefafde, Cryovial PK/100 Cryocaps

Roth (Karlsruhe)

Deckglédser

Thermo Scientific (Surrey, UK)

Einbettkassetten

Medim (Giessen)

Fluid X Probenplatten (96-Lochplatten)

Fluid X (Cheshire, UK)

Glaskiivetten

Hartenstein (Wiirzburg)

Glas Slides Superfrost

Thermo Scientific (Surrey, UK)

Hyperfilm ECL

Amersham (Braunschweig)

Kaniilen 100 Sterican

Braun (Melsungen)

Kiivetten

Hartenstein (Wiirzburg)

Nitrozellulosemembran BA85

Schleicher & Schuell (Dassel)

Nitrozellulose Slides Oncyte Avid

Grace Biolabs (Bend, USA)

Objekttrager

Thermo Scientific (Surrey, UK)

Objekttrager Superfrost

Thermo Scientific (Surrey, UK)

Oncyte Avid Nitrocellulose Slides

Grace Biolabs (Bend, USA)

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging Company

(Chicago, USA)

Pasteurpipetten

Hartenstein (Wiirzburg)
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Pipettenspitzen Fisher Scientific (Schwerte)
Reaktionsgefafie (1,5, 2 ml) Eppendorf (Hamburg)
Skalpellklingen Sapphire (Pocasset, USA)
Whatman-Filterpapier Schleicher & Schuell (Dassel)
3.1.3. Antikorper

Tabelle 5: In dieser Arbeit eingesetzte Primadrantikérper und deren Verdiinnungen im

Western Blot und Reverse Phase Protein Array.

Grofde Blockierungs- Verdiinnung
Protein Klon Hersteller
(kDA) Loésung Primarantikérper

EGFR 170 #2232 CST 5% MP 1:2000; 5% BSA

170-
p-EGFR(Tyr1086) 180 ZMD.504 Invitrogen 5% MP 1:500; 5% BSA
Her2 185 #A0485 Dako 5% MP 1:1000; TBST
Her3 185 ab40627 Abcam 5% MP 1:200; 5% MP
p-Her3(Tyr1289) 185 #4791 CST 5% MP 1:1000; 5% BSA
Her4 180 #4795 CST 5% MP 1:1000; TBST

SAB21010

HGF 29 33 Sigma 5% MP 1:5000; 5% MP

145,
MET #3127 CST 5% MP 1:1000; TBST

170
p-MET(Tyr1234/1235) 145 #3077 CST 5% MP 1:500; 5% MP
Akt 60 #9272 CST 5% MP 1:1000; 5% BSA
p-Akt(Ser473) 60 #9271 CST 5% MP 1:1000; 5% BSA
PI3K 85 #4292 CST 5% MP 1:1000; 5% MP
p-PI3K(Tyr458/Tyr199) 85 #4228 CST 5% MP 1:1000; 5% MP
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Erk 42; 44 #9102 CST 5% MP 1:1000; 5% BSA
p-Erk(Thr202/Tyr204) 42; 44 #9101 CST 5% MP 1:1000; 5% BSA
Pten 54 #9552 CST 5% MP 1:2000; 5% BSA
p-Pten(Ser3s0) 54 #9551 CST 5% MP 1:2000; 5% BSA
3-Catenin 92 ab32572 Abcam 5% MP 1:5000; 5% MP
p-3-Catenin(Tyr142) 92 ab27798 Abcam 5% MP 1:500; 5% MP
GSK-313 46 #9315 CST 5% MP 1:1000; 5% BSA
p-GSK-3£3(5er9) 46 #9336 CST 5% MP 1:1000; 5% BSA
Axin 110 #2087 CST 5% MP 1:500; 5% MP
Becton, Dickinson and
HIF1la 120 #610959 5% MP 1:1000; 5% MP
Company
210,

VEGFR 55B11 CST 5% MP 1:500; 5% MP

230
p-VEGFR(Tyr117s) 230 #2478 CST 5% MP 1:1000; 5% MP

eaved Caspase- , 0 : ; 5%

Cl dC 3 17,19 #9664 CST 5% MP 1:500; 5% MP
Cyotkeratin 18 46 #sc-51582 Santa Cruz 5% MP 1:1000; 5% BSA
p-Cytokeratin sc-17031-

46 Santa Cruz 5% MP 1:1000; 5% MP
18(Ser33) R
GAPDH 37 #2118 CST 5% MP 1:2000; 5% MP

CST: Cell signaling technology (Danvers, USA); Invitrogen (Carlsbad, USA); Dako (Hamburg,

Deutschland); Abcam (Cambridge, USA); Sigma (St. Louis, USA); Becton, Dickinson and Company
(Franklin Lakes, USA); Santa Cruz (Santa Cruz, USA)
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Tabelle 6: In dieser Arbeit eingesetzte Peroxidase (HRP) gekoppelte Sekundirantikorper.

Antikérper Klon Hersteller Verdiinnung
Anti-Kaninchen IgG, HRP-gekoppelt #7074 CST 1:2000; 5% MP
Anti-Maus IgG, HRP-gekoppelt NA 931 GE Healthcare 1:5000; 5% MP

CST: Cell signaling technology (Danvers, USA); GE Healthcare (Buckinghamshire, UK)

3.1.4. Gewebeproben

Alle in dieser Arbeit analysierten Leberzellkarzinome wurden mit peritumoralen
Referenzgewebe im Zeitraum August 2011 bis September 2012 in der Chirurgischen Klinik des
Klinikums rechts der Isar (Miinchen) reseziert. Die Tumorproben bestanden ausschliefilich aus
malignem Gewebe, das Referenzgewebe war umliegendes morphologisch unauffilliges
Lebergewebe. Tumor- und Referenzgewebe wurde sowohl makroskopisch als auch
mikroskopisch begutachtet und von einer erfahrenen Pathologin (OA PD Dr. Slotta-Huspenina)
befundet. Beide Gewebetypen wurden in Abhdngigkeit der Operationstechnik und der
experimentellen Vorgabe nach unterschiedlichen Ischdmiezeiten sowohl in fliissigem Stickstoff
(N2) kryokonserviert als auch Formalin-fixiert und paraffineingebettet. Klinisch und
histopathologisch wurden die Tumore nach den Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) und der Internationalen Vereinigung gegen Krebs (UICC) klassifiziert (Sobin et al., 2010).
Die Asservierung der Gewebeproben erfolgte in Kooperation mit dem Miinchener Biotech
Spitzencluster m4 in der Biobank des Instituts fiir Pathologie der Technischen Universitit
Miinchen. Alle Patienten gaben ihre Zustimmung zur Verwendung ihrer Gewebeproben zu
Forschungszwecken (,informed consent”). Die Ethikkommission der Fakultit fiir Medizin der
Technischen Universitdt Miinchen hat mit Schreiben vom 05.11.2010 keine Einwadnde gegen die
Tumorbank am Institut fiir Pathologie erhoben. Insgesamt wurden 54 verschiedene

Gewebeproben von 6 Patienten fiir diese Arbeit analysiert.
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Tabelle 7: Uberblick iiber die verwendeten HCC-Gewebeproben.

Patienten ID (n=6) 22 43 47 57 69 87
Kalte Ischdmie (min) 18 28 33 13 28 19
Experimentelle
Verzogerung bis zur 0, 30,60,120 0, 30,60 0, 30,60 0, 30,60 0, 30,60 0, 30,60,120
Fixierung (min)

Fixierung LN FFPE LN, LN, FFPE LN; LN; LN;
Staein pT3b, pNX, pT1, cNO, pT2, pNO pT1, pNO pT1, Nx, Mx, | yrpT3, NX,

ging cMO, V1, RO cMO,RO | (0/1),L1,R0| (0/1),RO RO M1 (ADR), Rx
Grading G2 G2 G2 G2 G2 G2
Grofie Kryggewebe 13x5mm 7x5mm 7x5mm 9x4mm 10x5mm 6x6mm
Tumor Omin
Grofde Kryogewebe 7x3mm 10x5mm 5x4mm 8x5mm 10x4mm 5x3mm
Tumor 30min
Grofie Kryogewebe 5x3mm 7%5mm 6x4mm 8x5mm 5x5mm 6x5mm
Tumor 60min
Grofie Kryogewebe
Tumor 120min 7x5mm nomm
GroRe Kryogewebe 10x5mm 12x5mm 6x5mm 6x4mm 10x5mm 6x6mm
Referenz Omin
Grofie Kryogeyvebe 6x5mm 7x4mm 8x7mm 6x4mm 5x5mm 6x4mm
Referenz 30min
Grofie Kryogeyvebe 6x5mm 15x5mm 10x6mm 5x4mm 6x5mm 5x5mm
Referenz 60min
Grofie Kryogewebe
Referenz 120min Sx5mm Sxomm
Grofie FFP!E Gewebe 13x7mm 10x7mm
Tumor Omin
Grofie FFPE.Gewebe 19x15mm 11x8mm
Tumor 30min
Grofie FFPE.Gewebe 17x12mm 10x6mm
Tumor 60min
Grofie FFPE Gewebe
Tumor 120min 20x15mm
Grofie FFPE Qewebe 12x10mm 10x5mm
Referenz Omin
Grofie FFPE Gfewebe 15x8mm 7%7mm
Referenz 30min
Grofie FFPE Ggwebe 12x7mm 9x7mm
Referenz 60min
Grofie FFPE Gewebe

11x9mm

Referenz 120min

34




Patient 22 Gefrierschnitte FFPE Probenanzahl Patient 43 Gefrierschnitte FFPE Probenanzahl
Tumor Tumor l l '
HEEN (BEEA : 3
0 30 60 120min [ 0 30 60 120min 0 30 60min
Referenz . . . Referenz
4 111 s HEB 3
0 30 60 120min | 0 30 60 120min 0 30 60min
Anzahl 8 8 Gesamt 16 Probenanzahl 6 Gesamt 6
Patient 47 Gefrierschnitte FFPE Probenanzahl Patient 57 Gefrierschnitte FFPE Probenanzahl
Tumor . . . I I I Tumor . . .
. B 6 3
0 30 60min 0 30 60min 0 30 60min
Referenz . . . l ‘ ' Referenz . I .
| 6 3
0 30 60min 0 30 60min 0 30 60min
Probenanzahl 6 6 Gesamt 12 Probenanzahl 6 Gesamt 6
Patient 69 Gefrierschnitte FFPE Probenanzahl Patient 87 Gefrierschnitte FFPE Probenanzahl
Tumor . . . Tumor ' . l .
3 4
0 30 60min 0 30 60 120min
Referenz . . . Referenz l l l .
3 4
0 30 60min 0 30 60 120min
Probenanzahl 6 0 Gesamt 6 Probenanzahl 8 Gesamt 8

Abbildung 4: Uberblick iiber die verwendeten Gewebeproben.

Insgesamt wurden 54 verschiedene Gewebeproben von 6 Patienten mit einem HCC untersucht. Bei Patient

22 wurden vier experimentell verzogerte kalte Ischdmiezeiten (0, 30, 60 und 120 Minuten) fiir jeweils

Tumor und Referenzgewebe erstellt. Beide Gewebetypen wurden sowohl schockgefroren als auch

Formalin-fixiert und paraffineingebettet. Von Patient 47 wurden drei Ischdmiezeiten (0, 30 und 60

Minuten) fiir Tumor und Referenzgewebe erstellt. Auch hier wurde Kryomaterial und FFPE-Material

gewonnen. Patient 43, 57 und 69 haben jeweils drei Ischdmiezeiten (0, 30 und 60 Minuten) fiir

schockgefrorenes Gewebe, Patient 87 vier Ischimiezeiten (0, 30, 60 und 120 Minuten) fir

schockgefrorenes Gewebe.
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3.1.5. Gerate

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Gerate.

Gerit

Hersteller

Entwicklermaschine SRx-101A

Konica Minolta (Langenhagen)

Eismaschine

Scotsman Ice (Vernon Hills, USA)

E-BOX VX2 Geldokumentationssystem

PeqLab (Erfurt)

EpMotion 5075

Eppendorf (Hamburg)

Expert Plus Photometer

Asys (Eugendorf, Osterreich)

Gelelektrophoresekammer Mini Sub Cell

Bio-Rad (Hercules, USA)

Histokinet Shandon Pathcentre

GMI (Denver, USA)

HPScanjet3770

Hewlett-Packard (Dornach)

Heizblock

Eppendorf (Hamburg)

Kryostat CM 1950

Leica (Wetzlar)

Kihlzentrifuge 4K15 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Laborwaage Sartorius (Gottingen)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Mikrotom HM340E

USA)

Mini Trans-Blot Cell System

Bio-Rad (Hercules, USA)

MS1 Minishaker

IKA Works (Wilmington, USA)

pH-Meter (pH 211)

HANNA instruments (Woonsocket, USA)

Pipette Pipetman (20, 100, 1000 pl)

Gilson (Middleton, USA)

Pipetten Eppendorf Research (10, 100, 1000 pl)

Eppendorf (Hamburg)

Pipetus-akku Pipetierhilfe

Hirschmann Laborgerite (Eberstad)

Scanner, Canon Scan 8800F

Canon (Krefeld)

Spannungsquelle Power Pac 300

Bio-Rad (Hercules, USA)

SpotBot Extreme Microarray Spotter

Arrayit Corporation (USA)

Thermomixer compact

Eppendorf (Hamburg)

Tissuelyser TL

Qiagen (Venlo, Niederlande)

UV/Vis Spectrophotometer 530

Beckman Coulter (Brea, USA)

Wasserbad

GFL (Burgwedel)

Zentrifuge 5417R

Eppendorf (Hamburg)
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3.1.6. Software

Tabelle 9: Fiir die Datenauswertung und Abbildungserstellung verwendete Software.

Software Quelle

Adobe Photoshop Version C3 Adobe Systems (San Jose, USA)

Aperio Image ScanScope (Version 11.2.0.780) Aperio (Vista, USA)

Cluster (Version 2.11) http://rana.lbl.gov/EisenSoftware-htm
Image] http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html
Microsoft Office 2003 Microsoft (Redmond, USA)

MicroVigene (Version 3.5.0.0) VigeneTech (Boston, USA)

SPSS fiir Windows (Version 23.0) SPSS Inc. (Chicago, USA)

Tree View (Version 1.6) http://rana.lbl.gov/EisenSoftware-htm

3.2. Methoden

3.2.1. Gewebeprozessierung und Ischimiezeiten

Sechs Patienten mit einem HCC wurde Tumorgewebe und jeweils korrespondierendes
peritumorales  Referenzgewebe im Rahmen von Lebersegmentresektionen bzw.
Hemihepatektomien in der Chirurgischen Klinik des Klinikum rechts der Isar reseziert. Die
Gewebeproben wurden bereits im OP durch einen Pathologen makroskopisch beurteilt und in
malignes und nicht-malignes Gewebe unterteilt, in gleichméafiig grofie Probenstiicke, von ca. 5 x
5 x 5 mm Grof3e aliquotiert und in fliissigem Stickstoff (N2) schockgefroren. Das Gewebematerial
von zwei Patienten wurde zuséatzlich in Formalin fixiert und Paraffin eingebettet (Patient 22 und
47). Limitiert wurde die Probenanzahl durch die Groéfle des Gesamtresektats. Daher stand
teilweise nicht ausreichend Gewebe zur Erstellung weiterer FFPE-Blocke zur Verfiigung. Auch
der Zeitraum der Ischdmie musste aus diesem Grund auf 60 Minuten begrenzt werden. Lediglich
bei zwei Patienten (Patient 22 und 87) war genug Material vorhanden um einen weiteren
Zeitpunkt nach 120 Minuten zu etablieren. Durch die Begutachtung und das Bearbeiten der
Gewebestlicke variierte die Postresektionszeit zwischen 13 und 33 Minuten und betrug im
Durchschnitt 23 Minuten. Diese Zeit konnte auf ein Minimum reduziert werden, da bereits im

Operationssaal die Proben fixiert und eine Verzégerung durch den Transport in das Institut fir
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Pathologie verhindert werden konnte. Um eine verldngerte pradanalytische Phase bis zur
Fixierung zu simulieren, wurden die einzelnen Gewebepaare (Tumor und Referenzgewebe) nach
unterschiedlich festgelegten experimentellen Zeiten (kalte Ischdmie), 30, 60 und 120 Minuten
nach Postresektionszeit, in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Die
vorgegebenen Zeiten sollen eine moglichst realistisch verzogerte Gewebeprozessierung in der
klinischen Routine widerspiegeln. Bis zur molekularen Analyse mittels RPPA-Technologie
wurden die Kryoproben in fliissigem Stickstoff und die FFPE-Proben bei 4°C im Dunkeln
gelagert. Insgesamt wurden 54 Gewebeproben untersucht. Davon waren 40 Gefrierproben und

14 FFPE-Proben.

\4
b"}ofb"& Fixerung/Kryokonservierung
RN\ 0 nach unterschiedlichen Zeitintervallen
o &
alc ¥ TO T30 T60 T120
L1 I I I I I Molekulare
| — i i i i i Analyse
l l l l
I i i 1
Warme Kalte Experimentell verzégerte
Ischamie Ischamie kalte Ischamie

Abbildung 5: Priaanalytische Phase von der Gewebegewinnung bis zur molekularen Analyse.
Die warme Ischidmie ist die Zeit zwischen Gefafiligatur und Resektion. Die Postresektionszeit bis zur
Fixierung/Kryokonservierung wird als kalte Ischdmie definiert und wurde experimentell um 30 bis 120

Minuten verldngert (modifiziert nach Becker, 2015).
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Abbildung 6: Studiendesign der klinischen Gewebeproben.

HCC Gewebe und korrespondierendes peritumorales Lebergewebe (Referenzgewebe) wurde gesammelt,
aliquotiert, unterschiedlich kalten Ischdmiezeiten ausgesetzt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Das Gewebe von zwei Patienten wurde zusatzlich in Formalin-fixiert und Paraffin-eingebettet. Die

molekulare Analyse erfolgte mittels RPPA-Technologie.

3.2.2. Herstellung von FFPE-Gewebeblécken

Die Formalin-Fixierung und Paraffin-Einbettung (FFPE) von Gewebeproben gehdrt schon seit
Jahrzehnten zum Standardverfahren der Gewebeverarbeitung in der Pathologie. Durch die
Fixierung mit Formalin kommt es zu einer Quervernetzung von Proteinen und Nukleinsduren
und zu einer Konservierung der Gewebemorphologie. In Abhdngigkeit der Resektatgrofie und
dem Operationszeitpunkt dauert die vollstindige Fixierung 24-48 Stunden und durchlauft zur
Entwasserung des Gewebes eine aufsteigende Alkoholreihe (1x 1 Std. 70% Ethanol, 2x 1 Std.
96% Ethanol, 3x 1 Std. 100% Isopropanol, 2x 1 Std. Xylol). Das im Gewebe vorhandene Wasser
wird hierbei durch ein Einbettungsmedium (Xylol) ersetzt. Danach erfolgt die Einbettung in
erwarmtem, verfliissigtem Paraffin. Das Paraffin ldsst man in kleinen Formen erkalten und
erstarren. Es entstehen kleine Paraffinquader, die die Gewebeproben beinhalten und an

Spezialgeriten, sogenannten Mikrotomen, geschnitten werden kénnen.
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3.2.3. Proteinextraktion

3.2.3.1. Proteinextraktion aus FFPE-Gewebe

In vorangegangenen Arbeiten von Becker et al. konnte ein effizientes Extraktionsverfahren von
Proteinen aus FFPE-Gewebe gezeigt und optimiert werden (Becker et al.,, 2007; Becker et al,,
2008). Nachdem an einem Schlittenmikrotom 10 pum dicke Schnitte der FFPE-Gewebe
angefertigt und auf einen Glasobjekttrager aufgezogen wurden, wurden die Gewebeschnitte in
einer absteigenden Alkoholreihe (3x 10 Min. Xylol, 2x 10 Min. 100% Isopropanol, 2x 10 Min.
96% Ethanol, 2x 10 Min. 70% Ethanol) entparaffiniert, rehydriert und anschliefiend in
destilliertem Wasser aufbewahrt. Zusatzlich wurden von jedem FFPE-Block 3 pm dicke Schnitte
angefertigt, HE-gefirbt und von einer Fachirztin fiir Pathologie (OA PD Dr. Slotta-Huspenina)
mikroskopisch als HCC und nicht-malignes Lebergewebe befundet. Das Tumorgewebe der
ungefarbten Gewebeschnitte wurde in Extraktionspuffer EXB Plus (Qiagen, Hilden) tberfiihrt,
15 Min. auf Eis inkubiert und anschliefend fiir 20 Min. bei 100°C im Wasserbad gekocht. Zur
Stabilisierung der Proteine wurden dem Extraktionspuffer spezielle Kinase-, Protease- und
Phosphataseinhibitoren beigefiigt. Nach weiteren zwei Stunden auf dem Heizblock bei 80°C und
750 rpm wurden die Proben 15 Min. bei 4°C und 12000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand

wurde vorsichtig abpipettiert und bei -80°C eingefroren.
3.2.3.2. Proteinextraktion aus schockgefrorenem Gewebe

Flir die Proteinextraktion aus schockgefrorenem Gewebe wurden am Kryostat ebenfalls 10 pm
dicke Schnitte angefertigt. Fiir die HE-Farbung betrug die Schnittdicke 5 um. Auch hier erfolgte
eine histopathologische Begutachtung. Nach Uberfiihrung in Extraktionspuffer EXB Plus (Qiagen,
Hilden) wurde das Gewebe in einem vorgekiihlten Gewebehomogenisator (Tissue Lyser) fiir 4
Min. bei 50 Hz homogenisiert und bei 4°C und 12500 rpm zentrifugiert. Das Lysat wurde

vorsichtig abgenommen und bei -80°C gelagert.

3.2.4. Himatoxylin-Eosin-Farbung

Die Standardfirbung in der Pathologie ist die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung). In
einem ersten Schritt firben sich die Zellkerne durch die Himatoxylinlésung dunkelblau. Danach
erfolgt die Gegenfarbung mit Eosin, welche Zytoplasma, Erythrozyten, Kollagen und Keratin rot

erscheinen lasst.
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Die FFPE-Schnitte wurden nach Inkubation iiber Nacht bei 56°C in der absteigenden
Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert. Nach 10 Minuten Firbung im Hamatoxylinbad,
wurden die Schnitte in einem Waschschritt unter flieffendem Wasser gespiilt und zehnmintitig
in Eosin gegengefarbt. Nach Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die
Praparate durch ein mit Pertex beschichtetes Deckglas konserviert.

Die geschnittenen und aufgezogenen Kryoprdparate wurden zundchst in einer Losung aus
Ethanol und Essigsdure (95 ml 100% Ethanol und 5 ml Essigsaure) fiir eine Minute fixiert. Nach
einem kurzen Waschschritt in destilliertem Wasser erfolgte die eigentliche Farbung mit

Hamatoxylin und Eosin, die dquivalent zur FFPE-Farbung ist.

3.2.5. Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration

3.2.5.1. Bradford-Assay

Die exakte Konzentrationsbestimmung der Proteinlysate erfolgte mittels Bradford-Assay.
Grundlage ist die photometrische Bestimmung der maximalen Absorption des Farbstoffes
Coomassie Brillant Blue, der nach Bindung an basische und aromatische Aminosduren im sauren
Milieu einen Farbumschlag nach 595 nm =zur Folge hat, der linear proportional zur
Proteinmenge ist. Zur Kalibrierung wurde eine Verdiinnungsreihe mit Rinderserumalbumin
zwischen 1,6 und 50 ug/ml verwendet. Zur genauen Messung wurden 900 pl des 1:5 verdiinnten
BioRad Proteinassay dye reagent-Konzentrat vorgelegt und mit 100 pl einer 1:100 verdiinnten
Losung der zu untersuchenden Probe in einer transparenten Kiivette vermengt. Nach
fiinfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben im UV/Vis
Spectrophotometer 530 (Beckman Coulter) bei einer OD von 595 nm gemessen. Die Berechnung

der genauen Proteinkonzentration erfolgte anhand einer Eichkurve in Microsoft Excel.

3.2.5.2. Sypro-Ruby-Farbung

Fiir die Normalisierung der Antikérpersignale auf das Gesamtprotein, erfolgte die Bestimmung
der totalen Proteinmenge an einem reprasentativen Reverse Phase Protein Array Slide (vgl.
3.2.7.) mittels Sypro-Ruby-Farbung. Nach einer fiinfminiitigen Equilibrierung des gespotteten
Nitrozellulose-beschichteten Objekttragers in TBST und einer Inkubation mit einer 10%
Methanol/7% Essigsdure Losung fiir 15 Minuten, wurde der Objekttrager nach mehrmaligem
Waschen in destilliertem Wasser fiir 10 Minuten in der Sypro-Ruby-Losung gefarbt. Hintergrund

des Farbeverhaltens sind nicht-kovalente Wechselwirkungen organmetallischer Ruthenium-
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Metallkomplexe mit basischen Aminosauren. Nach einem abschlieffendem Waschgang mit Aqua
dest. erfolgte die Signaldetektion unter UV-Licht mit dem E-BOX VX2 Geldokumentationssystem
(PeqLab).

3.2.6. Western Blot

3.2.6.1. SDS-PAGE

Die Natriumdodecylsulfat-Polyarylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein analytisches
Verfahren, bei dem Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld
aufgetrennt werden. Durch das anionische Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die
Proteine denaturiert und negativ geladen. Ein Losen der Disulfidbindungen, um eine
weitgehende Linearisierung der Proteine zu erreichen, erfolgte durch das Reduktionsmittel
3-Mercaptoethanol, das dem Extraktionspuffer beigefiigt wurde. Durch einen weiteren
Thermoschritt fiir 5 Minuten bei 95°C konnten die Proben nahezu vollstindig denaturiert
werden.

Nach Anfertigung eines diskontinuierlichen Polyacrylamidgels, bestehend aus Trenn- und
Sammelgel, wurde das Gel in die Elektrophoresekammer gespannt und mit 1x SDS Laufpuffer
befiillt. In eingelassene Geltaschen wurden die vorbereiteten Proben und ein Proteinmarker
peqGOLD Prestained Protein-Marker V pipettiert. Die SDS-PAGE lief bei 100 Volt fiir etwa 2

Stunden.

3.2.6.2. Proteintransfer

Fiir die Immundetektion mit Antikorpern miissen die aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert werden. In einem geschichteten ,Sandwich“ aus
Schwammen, Filterpapier, Polyacrylamidgel und Nitrozellulosemembran, das im Mini Trans-
Blot Cell System (BioRad) von gekiihltem Transferpuffer umgeben ist, wandern die negativ

geladenen Proteine bei 100V fiir 90 Minuten vom Gel auf die anodenseitige Membran.

3.2.6.3. Immundetektion der Blots

Nach erfolgreichem Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran erfolgt die Immundetektion
mittels Antikorper. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurde die Membran in 5%
Magermilchlésung fiir mindestens eine Stunde geblockt. Nach einer halbstiindigen Waschung in

TBST, erfolgte unter Schiitteln die Inkubation mit einer spezifischen primaren Antikérperlosung
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(vgl. 3.1.3.) liber Nacht bei 4°C. Nach erneutem Waschen in TBST wurde die Membran fiir eine
Stunde im Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundarantikorper bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach weiterer Waschung und einem kurzen Trocknungsschritt der Membran erfolgte
die eigentliche fiinfminiitige Detektion der Signale in einer Chemolumineszenz-Substratlosung
(ECL Plus Western Blotting Detection Reagents, GE Healthcare). Die an den Sekundarantikérper
gekoppelte Meerrettichperoxidase lost die Chemolumineszenzreaktion aus. Das enthaltene
Luminol wird oxidiert, geht in den angeregten Zustand {iber, fillt in den Grundzustand zuriick
und setzt Energie in Form von Licht frei, welches mit einem Rontgenfilm detektiert werden
kann. Die Belichtungszeiten betrugen je nach Signalintensitidt zwischen 10 Sekunden und 30
Minuten. Die Entwicklung der Filme erfolgte in der Entwicklermaschine SRx-101A (Konica
Minolta).

Unspezifische Antikérper zeigen Abbauprodukte oder Proteinmodifikationen, die in Form von
unerwiinschten Signalen auf dem Western Blot erscheinen. Diese wiirden im Reverse Phase
Protein Array unentdeckt bleiben und zu einer Fehlinterpretation der Signalintensitit fiihren
(Berg et al, 2010-1). Daher wurde jeder in dieser Arbeit genutzte Antikoérper durch eine

vorangegangene Western Blot Analyse auf seine Spezifitidt untersucht (vgl. 4.1.).

3.2.7. Reverse Phase Protein Array

Die Technologie des Reverse Phase Protein Array basiert auf dem Prinzip des Western Blots,
jedoch ohne die Auftrennung der Proteine anhand ihres Molekulargewichts. Nach dem Transfer
denaturierter Proteine auf eine Nitrozellulosemembran werden sie mittels spezifischer
Antikorper immunologisch detektiert. Vorteil dieses Hochdurchsatz-Verfahrens ist die Analyse
einer Vielzahl von Molekiilen bei geringem Probeneinsatz in kiirzester Zeit. Das Prinzip der
RPPAs wurde 2001 von Paweletz et al. vorgestellt (Paweletz et al., 2001). Im Folgenden soll

diese Technologie genauer beschrieben werden.
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Abbildung 7: Prinzip des Reverse Phase Protein Array (RPPA).

Proteinlysate wurden als Triplikat in Verdiinnungsreihen auf Nitrozellulose-beschichtete Objekttrager
gespottet und mittels hochspezifischer Antikorper detektiert. Eine Normalisierung auf das Gesamtprotein
erfolgte mittels Sypro-Ruby-Farbung. Nach Bindung eines Enzym-gekoppelten Sekundirantikérpers

konnen die Proteinlevel anhand der Signalstirke erfasst werden (modifiziert nach Berg et al., 2012).

3.2.7.1. Herstellen von Verdiinnungsreihen

In einem vollautomatisierten Arbeitsschritt mit dem Pipettierroboter EpMotion 5075

(Eppendorf) erfolgte die exakte Befiillung einer 384-Loch Mikrotiterplatte mit den
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Gewebelysaten. Hierfiir wurden von jeder Probe Verdiinnungsreihen (unverdiinnt, 1:2, 1:4, 1:8,
1:16, Pufferkontrolle) mit exakten Volumina von 10 pl pro Loch erstellt, um spater moglichst alle
Antikorper/Protein-Kombinationen im optimalen, linearen Bereich zu erfassen. Alle
Proteinlysate wurden im Vorfeld auf eine gemeinsame Ausgangskonzentration von 2mg/ml
verdiinnt, um eine Varianz der Signalintensitdten zu minimieren. Vorteile des automatischen
Pipettierens sind der Ausschluss manueller Pipettierfehler und die Gewahrleistung einer

bestmoglichen Reproduzierbarkeit des Experiments.

3.2.7.2. Spotten der Proteinlysate

Die Proteinlysate wurden dann aus der 384-well Mikrotiterplatte mit Hilfe von Microarray
Spotting Pins PTS200 (Point Technologies) in einer exakt festgelegten Reihenfolge auf einen
Nitrozellulose-beschichteten  Glasobjekttrager gedruckt, wo sie iiber hydrophobe
Wechselwirkung haften blieben. Jede einzelne Verdiinnungsreihe wurde als Triplikat gespottet
(18 Spots pro Probe). Dieser Prozess geschah ebenfalls vollautomatisiert mittels SpotBot
Extreme Microarray Spotter (Arrayit). Das Volumen jeder aufgetragenen Proteinprobe auf die
verwendeten Oncyte Avid Nitrozellulose Slides (Grace Bio-Labs) betrug nach Herstellerangaben

exakt 1 nl.

3.2.7.3. Immundetektion der Arrays

Nach zehnmintitiger Equilibrierung in TBST, wurden die Arrays zundchst fiir eine Stunde in
einer Peroxidase Blocking Solution (Dako) inkubiert, um eine maogliche endogene
Peroxidaseaktivitat zu inhibieren. Nach Waschung in TBST erfolgte die Antikérperdetektion
analog zum Western Blot Protokoll (3.2.6.3).

3.2.7.4. Quantifizierung der Intensitit mit MicroVigene

Die eingescannten und digitalisierten Signale der Arrays wurden mit der Analysesoftware
MicroVigene ausgewertet. Die Stirke der einzelnen Punkte wurde anhand des
Schwiarzungsgrades der einzelnen Pixel abziiglich des spotumgebenden Hintergrundes
bestimmt sowie mit der Gesamtproteinintensitit (Sypro-Ruby-Farbung) derselben Probe
verrechnet und normalisiert. Aus den Triplikaten wurde der Mittelwert ermittelt und die

Signalstdrke der Proteine bestimmt.
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3.2.8. Statistik

3.2.8.1. Friedman-Test

Der Friedman-Test (Theodorsson-Norheim, 1987) eignet sich als nichtparametrisches Verfahren
zur Untersuchung von drei oder mehr gepaarten Proben. Voraussetzung ist, dass die Werte
innerhalb der Stichproben unabhingig voneinander sind. Anstatt real gemessener Werte wird
eine Rangfolge der Werte verwendet. Bei p-Werten kleiner 0,05 geht man davon aus, dass
mindestens ein Medianwert einer getesteten Probe sich signifikant von den anderen Proben
unterscheidet. Bei statistisch signifikanten p-Werten wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

verwendet, um das genaue Wertepaar zu identifizieren.

3.2.8.2. Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Wilcoxon, 1946) ermoglicht den Vergleich zweier
unabhdngiger Untersuchungsgruppen hinsichtlich der unterschiedlichen Proteinlevel,
unabhangig von Verteilungsannahmen. Auch hier beruht die Analyse auf einer Sortierung der
Werte. Uber die mittleren Rangsummen werden relevante Verteilungsunterschiede der

entsprechenden Zielgrofien zwischen zwei Vergleichsgruppen festgestellt.

3.2.8.3. Hierarchische Clusteranalysen

Hierarchische Clusteranalysen wurden zur Darstellung von Zusammenhidngen mehrerer
Proteinlevel durchgefiihrt. Mit Hilfe des Softwarepakets Cluster/Treeview (Eisen et al., 1998)
wurden die Cluster berechnet und die unterschiedlichen Proteinlevel in sog. heat maps
dargestellt. Der Spearman Korrelationskoeffizient rsberechnete die Abstdnde zweier Proben. Die
Zusammenfassung der Cluster erfolgte nach dem average linkage Verfahren. Diese Methode

berechnet den Abstand zweier Gruppen als Mittelwert der Abstdnde aller Gruppenpaare.
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4.Ergebnisse

Exakte quantitative Bestimmungen von Biomarkern in klinischen Gewebeproben haben in den
letzten Jahren fiir den Erfolg einer personalisierten Tumortherapie immer mehr an Bedeutung
gewonnen. Bislang ist jedoch nur wenig iber praanalytische Einfliisse wahrend der
Gewebeprozessierung auf die Integritdt von Proteinbiomarker bekannt. Ziel dieser Arbeit war
es, die Einfliisse einer verzogerten Gewebefixierung nach definierten Intervallen der kalten
Ischamie (0, 30, 60 und 120 Minuten) und die Art der Fixierung (N, und FFPE) auf 29 Protein-
und Phosphoproteinspiegel in 6 humanen hepatozelluliren Karzinomen und dazu
korrespondierendem Referenzgewebe zu erfassen.

Eine ideale Methode zur quantitativen, reproduzierbaren Erfassung der unterschiedlichen
Proteinspiegel stellt der Reverse Phase Protein Array (RPPA) dar, der die simultane
Untersuchung einer Vielzahl von Proteinen und Phosphoproteinen in verschiedenen klinischen
Gewebeproben ermdglicht. Voraussetzung dieser Methode ist die Verwendung hochspezifischer

Antikorper.

4.1. Antikorpervalidierung

Da bei der Technologie des Reverse Phase Protein Array im Gegensatz zum konventionellen
Western Blot keine elektrophoretische Auftrennung der Analyte nach Molekulargewicht erfolgt,
sondern die Auswertung nur auf einer Signalstiarke des Proteins im Gesamtlysat beruht, miissen
hochspezifische Antikorper verwendet werden. Kommt es zu unerwarteten, unspezifischen
Signalen, die als Abbauprodukte oder Proteinmodifikationen auftreten konnen, wird die
Auswertung in der RPPA-Analyse verfalscht und der Antikérper kann nicht verwendet werden.
Daher muss jeder Antikdrper vor seiner Anwendung im RPPA auf seine Spezifitit validiert
werden (Berg et al., 2010-1). Durch die kombinierte Anwendung von Antikérpern sowohl im
Western Blot als auch in der Immunhistochemie gelang es mir, die Spezifitdt von Antikérpern in
FFPE-Gewebeproben zu zeigen. So konnte ich in einem Mehrschrittprozess veranschaulichen,
dass hochspezifische Antikorper exakt an das Antigen mit entsprechendem molekularem
Gewicht (Western Blot) und in einer anschlieRenden Immunhistochemie an
Feingewebsschnitten derselben Gewebeprobe an den zu erwartenden zelluldren Strukturen
binden (Schuster et al, 2012). Die meisten in dieser Arbeit genutzten Antikérper wurden im
Western Blot an humanen FFPE-Gewebeproben von Mammakarzinomen validiert.

Problematisch war, dass einige grofde Proteine (Her2, Her3, p-Her3(Tyr1289), VEGFR,
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p-VEGFR(Tyr1175)) kaum in das Polyacrylamidgel einwanderten und somit unspezifische
Banden detektiert wurden. Dieses Phianomen kann durch die unvollstindige Spaltung von
Quervernetzungen wahrend der Proteinextraktion aus FFPE-Gewebe erklirt werden, die
insbesondere grofie Proteine betrifftt Um dennoch die Spezifitit dieser Antikorper
nachzuweisen, habe ich zusatzlich Extrakte aus schockgefrorenem Brustkrebsgewebeproben
verwendet (Abb. 8, B). Die Spezifitit von HGF, MET, p-MET(Tyr1234/1235), GSK-3f,
p-GSK-313(Ser9) und Axin wurde an humanen kryokonservierten HCC-Gewebe validiert, da diese
Molekiile insbesondere in hepatozellulairen Karzinomen erhéhte Proteinspiegel zeigen
(Breuhahn et al, 2006). Entscheidendes Kriterium war die Detektion einer singuléren,
spezifischen Bande auf Hoéhe des korrekten molekularen Gewichts. Auch spezifische
Mehrfachbanden, die durch Dimere, Spaltprodukte oder Isomere erklarbar waren und nach
Riicksprache mit dem Hersteller bestitigt wurden, z.B. bei P-Erk (Thr202/Tyr204) (Abb. 8, C),
konnten als spezifisch gewertet werden, sofern die Banden das korrekte molekulare Gewicht
zeigten. Alle getesteten AntikOrper, die diese Kriterien nicht erfiillt haben, wurden
ausgeschlossen. Bei der Auswahl der Gewebeproben fiir die Antikoérpervalidierung habe ich
speziell darauf geachtet, dass sowohl negative als auch positive Patientenproben gezeigt
wurden, um die Spezifitit zu veranschaulichen. Als Ladekontrolle wurde das ubiquitar
vorkommende Zytoskelettprotein f3-actin verwendet, um eine gleichmafdige Ladung der Proben
in allen Taschen und eine korrekte Ubertragung der Proteine auf die Nitrozellulosemembran
wahrend des Western Blots zu zeigen. Alle in Tabelle 5 aufgelisteten 29 Antikérper wurden vor

ihrer Anwendung im RPPA auf diese Art validiert.
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Abbildung 8: Auswahl von in dieser Arbeit verwendeten hochspezifischen Antikérpern.

Nachweis der Spezifitdt von Antikdrpern im Western Blot. Es wurden Proteinlysate von formalinfixierten
und schockgefrorenen Brustkrebsgewebeproben verwendet. EGFR (A) weist eine spezifische Bande bei
170 kDa auf. Aufgrund der Proteingrofie (185 kDa) wurden bei Her2 (B) Extrakte aus kryokonservierten
Gewebeproben eingesetzt. Auch hier zeigt sich ein spezifisches Signal. P-Erk (Thr202/Tyr204) (C) zeigt
spezifische Doppelbanden bei 42 kDa und 44 kDa. PTEN (D) weist eine singuldre Bande bei 54 kDa auf.
Fiir diese Molekiile negative Patienten zeigen kein Signal. Das in den meisten Zellarten vorkommende
3-actin wurde als Ladekontrolle verwendet und macht eine gleichméfiige Probenladung der Proteinlysate

sowie eine korrekte Ubertragung auf die Membran wihrend des Western Blottens deutlich.

4.2. Reproduzierbarkeit des Reverse Phase Protein Array

Eine weitere Herausforderung bei der Verwendung von Reverse Phase Protein Arrays ist die
Variabilitdt und Vergleichbarkeit der Signalstirken zwischen verschiedenen Arrays, die mit
demselben Antikorper analysiert wurden. In Voruntersuchungen habe ich sowohl die
Abweichungen im Inter-Array-Vergleich, also zwischen zwei Arrayansitzen, als auch im Inter-
Extraktions-Vergleich, d.h. zwischen zwei unabhingigen Extraktionsansitzen, genauer
analysiert. Hierflir wurden 10 FFPE-Brustkrebsgewebeproben je drei Mal extrahiert und auf

zwei Arrays gespottet. Die Objekttrager wurden mit einem Her2 Antikorper detektiert und die
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Signale, nach Normalisierung am Gesamtprotein (Sypro Ruby), quantitativ erfasst. Die
Normalisierung ist notwendig, da die absoluten Intensitatswerte nur innerhalb eines einzelnen
Arrays verglichen werden koénnen. Die statistische Auswertung ergab fiir den Inter-Array-
Vergleich einen mittleren Varianzkoeffizient CV (Verhdltnis von Standardabweichung und
Mittelwert) von ca. 17% und fiir den Inter-Extraktions-Vergleich einen CV von ca. 15%. In einer
weiteren Versuchsreihe habe ich Referenzstandards aus rekombinanten Her2 Protein in exakt
definierten Mengen mit Patientenproben auf die Slides lbertragen. Dadurch liefden sich die
Gesamtproteinmengen zwischen verschiedenen Arrays vergleichen. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass alle durchgefiihrten Ansitze gute Ubereinstimmungen lieferten, und die

Reproduzierbarkeit des RPPA bestatigt werden konnte (Berg et al., 2010-1).

4.3. Histopathologische Beurteilung

Fiir die histopathologische Qualitatskontrolle wurden fast hundert klinische Gewebeproben an
Spezialmikrotomen geschnitten, Hamatoxylin-Eosin gefarbt und mikroskopiert. Als
Ausschlusskriterium fiir die Verwendung der Gewebeproben wurde ein nekrotischer Anteil von
210% festgelegt. Nach eingehender mikroskopischer Untersuchung wurde jedes Tumorpraparat
auf das vollstindige Vorliegen eines hepatozelluliren Karzinoms sowie jeder
Referenzgewebsschnitt auf komplette Tumorfreiheit iiberpriift. Alle Tumoren waren laut WHO-
Kriterien mafdig differenziert (G2). Die Ergebnisse wurden durch eine erfahrene Facharztin fir
Pathologie (OA PD Dr. Slotta-Huspenina) iiberpriift und bestitigt. Der Tumoranteil der
Gewebeproben betrug immer nahezu 100%, Prdparate mit erhdhtem Nekrose-, Stroma- und
Entziindungsanteil wurden ausgeschlossen, sodass eine Mikrodissektion nicht erforderlich war.
Aus diesem Grund wurde fiir diese Arbeit das HCC als Modell ausgewahlt, da es im Gegensatz zu
anderen Tumorentititen eine morphologisch relativ homogene Tumorverteilung zeigt und sich
somit besser fiir eine vergleichende Analyse mehrerer zerteilter Gewebeproben eignet, die zu
Beginn der kalten Ischdmie moglichst gleiche Eigenschaften aufweisen sollten. Im Gegensatz
dazu wiaren andere Tumorentititen, wie beispielsweise das Kolonkarzinom, weniger gut
geeignet, da sich die zu untersuchenden Priparate aus verschiedenen Gewebeschichten
zusammensetzen und eine aufwidndige Mikrodissektion erforderlich gewesen wire. Diese
zusatzliche Variable konnte durch die Verwendung von Leberkarzinomen vermieden werden.

Nach kritischer Beurteilung wurden 54 klinische Gewebeproben in das Kollektiv aufgenommen.
Davon waren 27 Tumorgewebeproben und 27 korrespondierendes morphologisch unauffilliges

Lebergewebe. Die folgende Abbildung soll die relative morphologische Homogenitidt der
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unterschiedlichen Gewebealiquote innerhalb eines Patienten und somit die Eignung dieser
Entitdt fiir die Durchfilhrung der in dieser Arbeit vergleichenden Analyse verdeutlichen.
Selbstverstandlich konnte die biologische Heterogenitit, insbesondere auf molekularer Ebene,
innerhalb eines Tumors in dieser Versuchsreihe nicht ausgeschlossen werden. Die Abbildungen
A-D (Abb. 9) zeigen stellvertretend das mikroskopische Bild eines hepatozelluliren Karzinoms
ethyltoxischer Genese (Patient 22) liber alle Zeitpunkte der experimentell verzogerten Ischamie.
Die trabekuldr angeordneten Tumorzellen mit breitem eosinophilen Plasma zeigen deutlich
vergrofderte pleomorphe Zellkerne mit Verschiebung der Kern-Plasma-Relation zugunsten der
Kerne. Zusitzlich ist ein erhohtes vergrobertes Chromatin erkennbar. In E-H sind die
korrespondierenden tumorfreien Lebergewebe desselben Patienten abgebildet, die keine

Atypien zeigen.
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Abbildung 9: Ausgewihlte HE-gefiarbte Kryoschnitte eines Patienten zur Darstellung der
morphologischen Homogenitit der Gewebeproben.

A-D: HCC mit vergrofierten pleomorphen Zellkernen und erhéhtem vergrobertem Chromatin. E-H:
Korrespondierendes tumorfreies Lebergewebe. Vergroflerte Ausschnitte zur Veranschaulichung der
Morphologie. Experimentelle Verzogerung der kalten Ischdmie bis zur Fixierung in fliissigem Stickstoff
(N2): AE: 0 Minuten; B,F: 30 Minuten; C,G: 60 Minuten; D,H: 120 Minuten. (Himatoxylin & Eosin, grofier
Ausschnitt: Vergr. 100x, kleiner Ausschnitt: Vergr. 200x)
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4.4. Einfluss unterschiedlicher Ischamiezeiten auf die

Proteinspiegel humaner Gewebeproben

Um den Einfluss unterschiedlicher Ischamiezeiten auf den Proteinlevel humaner Gewebeproben
zu evaluieren, wurden geteilte Proben des hepatozelluliren Karzinoms und peritumoroses
korrespondierendes Lebergewebe zu unterschiedlich experimentellen Zeiten (0, 30, 60 und 120
Minuten) bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Zeitpunkte wurden so
gewdhlt, dass moglichst eine realititsnahe Verzogerung im klinischen Routinealltag simuliert
werden konnte. Nach Fixierung in fliissigem Stickstoff (N;), Aufarbeitung und Proteinextraktion
der Gewebeproben, erfolgte die quantitative Analyse der unterschiedlichen Proteinlevel mittels
RPPA-Technologie. Eine molekulare Proteinkartierung aus einer Auswahl von 29 Signalwegs-
und Rezeptormolekiilen, die erhebliche regulatorische Einfliisse auf Wachstum, Differenzierung,
Angiogenese und Uberleben hat, wurde mittels hochspezifischer Antikérper fiir jeden Zeitpunkt
und jede Gewebeprobe erstellt. Um den Aktivierungsstatus und posttranslationale
Modifikationen der Molekiile genauer zu charakterisieren, wurden davon 11 Antikérper
gewdhlt, die an phosphorylierte Epitope binden.

Flr die Erfassung der relativen Abweichung der Proteinlevel wahrend der praanalytischen
Phase, wurden die einzelnen Werte auf die mittlere Signalintensitit des Zeitpunktes 0 (erste
Probe, die schockgefroren wurde) normalisiert. Dieser Wert entspricht der Signalstirke 1,0.
Dann erfolgte die statistische Analyse mittels Friedman-Test und Wilcoxon-Mann-Whitney-Test.
Die berechneten RPPA Ergebnisse der kryokonservierten Referenzgewebe (Tab. 10) und

kryokonserviertem Tumorgewebe (Tab. 11) werden im Folgenden gezeigt:

Tabelle 10: RPPA Ergebnisse der kryokonservierten Referenzgewebe.

Mittlere, normalisierte Signalstarken relativ zur mittleren Signalintensitat der ersten Probe bei Zeitpunkt
0 =1,0. Die statistische Analyse erfolgte mittels Friedman-Test und Wilcoxon-Mann-Whitney-Test. Eine p-
Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant deklariert, fett hervorgehoben und mit einem * markiert. Die

Zahl in Klammern entspricht der Standardabweichung.

Bereich
0 min 30 min 60 min 120 min
Protein (n=29) (min-
(n=6) (n=6) (n=6) (n=2)
max)
EGFR 1 1,18 (0,39) | 1,20 (0,35) | 1,31 (0,07) | 0,88-1,86
p-EGFR(Tyr1086) 1 1,11 (0,16)| 1,01 (0,16)| 1,07 (0,36) | 0,81-2,14
Her2 1 1,05 (0,38) | 1,10 (0,43) | 1,05 (0,09) | 0,81-1,93
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Her3 1 1,30 (0,56) | 1,05 (0,46) | 1,48 (0,53) | 0,61-2,33
p-Her3(Tyr1289) 1 1,20 (0,33) | 1,19 (0,50) | 1,20 (0,41) | 0,86-2,16
Her4 1 1,17 (0,33) | 1,20 (0,43) | 1,07 (0,34) | 0,83-2,06
HGF 1 1,25(0,59) | 1,33 (0,63) | 1,07 (0,42) | 0,49-2,26
cMET 1 1,07 (0,33) | 1,09 (0,46) | 1,03 (0,08) | 0,70-1,97
p-MET (Tyr1234/1235) 1 1,08 (0,21) | 1,02 (0,23) | 0,97 (0,37) | 0,71-1,46
Akt 1 1,17 (0,38) | 1,02 (0,29) | 1,06 (0,35) | 0,74-1,91
p-AKt (Ser473) 1 1,16 (0,48) | 1,07 (0,54) | 0,90 (0,00) | 0,73-2,04
PI3K 1 1,21 (0,50) | 1,19 (0,44) | 1,12 (0,01) | 0,78-2,16
p-PI3K(Tyr458/Tyr199) 1 1,19 (0,49) | 1,09 (0,40) | 1,07 (0,33) | 0,76-2,10
Erk 1 1,16 (0,33) | 1,12 (0,43) | 1,08 (0,12) | 0,79-1,85
p-Erk(Thr202/Tyr204) 1 1,57 (0,66) | 1,48 (0,89) | 1,21 (0,03) | 0,72-3,23
Pten 1 1,19 (0,49) | 1,09 (0,40) | 1,07 (0,33) | 0,76-2,10
p-Pten(Ser3s0) 1 1,20 (0,48) | 1,09 (0,52) | 0,92 (0,00) | 0,60-2,02
L 1,37 2,10 1,69 0.59-4.54
f3-Catenin (0,58) (1,29)* (0,46)
p-3-Catenin(Tyr142) 1 1,24 (0,44) | 1,17 (0,39) | 1,22 (0,12) | 0,90-2,10
GSK-3£2 1 1,17 (0,36) | 1,16 (0,44) | 1,09 (0,22) | 0,80-2,00
p-GSK-33(ser9) 1 1,31(0,42) | 1,28 (0,56) | 1,05 (0,17) | 0,62-2,30
Axin 1 1,20 (0,34) | 1,17 (0,39) | 1,11 (0,44) | 0,80-1,96
HIF1la 1 1,31(0,41) | 1,18 (0,33) | 1,23 (0,54) | 0,80-2,07
VEGFR 1 1,26 (0,47) | 1,24 (0,45) | 1,24 (0,17) | 0,88-2,09
p-VEGFR(Tyr1175) 1 1,25(0,42) | 1,13 (0,41) | 1,04 (0,07) | 0,80-2,06
Cleaved Caspase-3 1 1,24 (0,49) | 1,06 (0,32) | 1,12 (0,09) | 0,81-2,17
Cyotkeratin 18 1 1,21 (0,42) | 1,02 (0,58) | 1,35 (0,32) | 0,32-1,93
p-Cytokeratin
Lg0sers) 1 1,21 (0,37) | 1,05 (0,44) | 0,98 (0,14) | 0,58-1,87
GAPDH 1 1,07 (0,33) | 1,10 (0,51) | 0,93 (0,14) | 0,64-2,03
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Tabelle 11: RPPA Ergebnisse des kryokonservierten HCC.
Mittlere, normalisierte Signalstirken relativ zur mittleren Signalintensitat der ersten Probe bei Zeitpunkt
0 = 1,0. Die statistische Analyse erfolgte mittels Friedman-Test und Wilcoxon-Mann-Whitney-Test. Eine

p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant deklariert, fett hervorgehoben und mit einem * markiert.

Die Zahl in Klammern entspricht der Standardabweichung.

Bereich
0 min 30 min 60 min 120 min
Protein (n=29) (min-
(n=6) (n=6) (n=6) (n=2) max)
EGFR 1 0,87(0,12)| 0,89 (0,29) | 0,60 (0,10) | 0,53-1,33
p-EGFR(Tyr1086) 1 0,91 (0,15)| 0,89 (0,14) | 0,59 (0,07) | 0,49-1,12
Her?2 1 0,92 (0,19)| 0,86 (0,22) | 0,57 (0,08) | 0,51-1,12
Her3 1 0,75(0,12) | 0,85 (0,20) | 0,51 (0,22) | 0,35-1,04
p-Her3(Tyr1289) 1 0,94 (0,20)| 0,90 (0,10) | 0,69 (0,06) | 0,65-1,20
Her4 1 0,95 (0,19)| 0,90 (0,18) | 0,69 (0,16) | 0,57-1,25
HGF 1 0,66 (0,18)| 0,75 (0,24) | 0,54 (0,01) | 0,45-1,19
cMET 1 1,11 (0,17) | 0,92 (0,19) | 0,84 (0,31) | 0,62-1,33
p-MET (Tyr1234/1235) 1 1,10 (0,33) | 1,06 (0,31) | 0,99 (0,05) | 0,63-1,63
Akt 1 0,86 (0,22)| 0,86 (0,21) | 0,60 (0,12) | 0,51-1,18
p-Akt(Ser473) 1 0,85(0,27)|0,83(0,18) | 0,57 (0,01) | 0,54-1,23
PI3K 1 0,88 (0,15)| 0,85 (0,12) | 0,70 (0,18) | 0,58-1,05
p-PI3K(Tyr458/Tyr199) 1 0,90 (0,18)| 0,88 (0,24) | 0,56 (0,04) | 0,52-1,14
Erk 1 0,92 (0,12)| 0,90 (0,14) | 0,71 (0,33) | 0,48-1,10
1,43 1,14 0,76

p-Erk(Thr202/Tyr204) 1 (0,42)* (0,19) (0,11) 0,68-2,14
Pten 1 0,90 (0,18)| 0,88 (0,24) | 0,56 (0,04) | 0,52-1,14
p-Pten(Ser3s0) 1 0,86 (0,30)| 0,92 (0,08) | 0,63 (0,18) | 0,46-1,27
f3-Catenin 1 1,16 (0,41) | 1,66 (0,71) | 1,00 (0,45) | 0,58-2,71
p-R3-Catenin(Tyr142) 1 0,96 (0,15) | 0,94 (0,14) | 0,69 (0,05) | 0,65-1,20
GSK-313 1 1,03 (0,23) | 1,02 (0,16) | 0,83 (0,35) | 0,58-1,31
p-GSK-3{3(Ser9) 1 0,99 (0,40)| 1,10 (0,24) | 0,80 (0,11) | 0,34-1,53
Axin 1 1,02 (0,30) | 0,98 (0,21) | 0,72 (0,16) | 0,60-1,51
HIF1la 1 0,90 (0,18)| 0,91 (0,11) | 0,78 (0,13) | 0,67-1,11
VEGFR 1 0,84 (0,15)| 0,73 (0,20) | 0,44 (0,08) | 0,38-1,03
p-VEGFR(Tyr1175) 1 0,90 (0,17)| 0,84 (0,11) | 0,65 (0,08) | 0,59-1,11
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Cleaved Caspase-3 0,87 (0,19)| 0,93 (0,16) | 0,70 (0,16) | 0,59-1,22
Cyotkeratin 18 0,79 (0,35)| 0,85 (0,20) | 0,50 (0,14) | 0,38-1,32
p-Cytokeratin

18(ser33) 0,84 (0,30)| 1,06 (0,24) | 0,84 (0,10) | 0,55-1,54
GAPDH 0,75 (0,29) 0,77 (0,17) | 0,54 (0,02) | 0,40-1,14

Nach statistischer Analyse aller Proben ergab im kryokonservierten Referenzgewebe das
f3-Catenin eine signifikante Verdnderung zwischen den Zeitpunkten 30 Minuten und 60 Minuten
(p-Wert = 0,048). Nach 60 Minuten stiegen die Werte auf iiber das Doppelte des Ausgangswertes
(2,10) (Tab. 10). Die Fluktuationen der individuellen f3-Catenin-Level der Patientenproben
wurden graphisch dargestellt (Abb. 10, A und B). Bis auf Patient 22, bei dem das beta-Catenin
nach 30 Minuten auf das 0,6-fache des Ausgangswertes sinkt um dann nach 60 Minuten wieder
auf das 1,4-fache ansteigt, lasst sich ein genereller Aufwartstrend fiir dieses Protein im
Referenzlebergewebe ableiten. Insgesamt zeigen sich erhebliche Fluktuationen im Verlauf des
f3-Catenins. Der Wert von Patient 57 scheint kontinuierlich zu steigen, bis er nach 60 Minuten
den 4,54-fachen Wert erreicht. Die Proteinexpressionen von Patient 47 und 69 verlaufen relativ
stabil (Abb. 10, A). Auch im HCC lasst sich zwischen 30 Minuten und 60 Minuten ein leichter
Aufwartstrend beobachten (Abb. 10, B).

Im kryokonservierten Tumorgewebe zeigte sich bereits innerhalb der ersten 30 Minuten
(p-Wert = 0,048) ein statistisch signifikanter Anstieg von p-Erk (Thr202/Tyr204). Die
Signalintensitit erhohte sich im Durchschnitt auf das 1,43-fache (Tab. 11). Graphisch lasst sich
ein Anstieg der einzelnen Proben im Tumorgewebe und Referenzgewebe nach 30 Minuten
beobachten (Abb. 10, C und D), wobei auch hier eine hohe interindividuelle Variabilitat
erkennbar ist. Beispielsweise fallen wahrend des Verlaufs die Werte im Referenzgewebe von
Patient 47 (0,75 nach 30 Minuten und 0,72 nach 60 Minuten), wobei sie im HCC leicht steigen.
Im Gegensatz dazu wird p-Erk (Thr202/Tyr204) im HCC bei Patient 43 nach 30 Minuten
herunterreguliert. Interessanterweise scheinen sich die Werte nach 60 Minuten wieder dem
Ausgangswert anzundhern. Ausnahme hier ist der Expressionsverlauf von Patient 57

(Lebergewebe), der wahrend der ersten Stunde kontinuierlich ansteigt.
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Abbildung 10: Starke Fluktuationen im Proteinlevel von kryokonserviertem humanem Gewebe
(Referenzgewebe und HCC) mittels RPPA-Analyse.

Einfluss der Ischidmie auf das Proteinlevel am Beispiel von f3-Catenin (A und B) und p-Erk
(Thr202/Tyr204) (C und D). Die Werte der einzelnen Zeitpunkte werden als mittlere, normalisierte
Signalintensititen relativ zur mittleren Signalintensitdt zum Zeitpunkt 0 = 1,0 dargestellt. Aufgrund der
begrenzten Probenanzahl konnten die Proteinlevel nach 120 Minuten Ischdmiezeit nur von zwei Patienten

(22, 87) ermittelt werden und wurden aus Ubersichtsgriinden nur in tabellarischer Form gezeigt (Tab. 10

und 11).

Alle anderen Werte wiesen keine statistisch signifikanten Veranderungen auf. Vielmehr konnten
einige Proteine und Phosphoproteine identifiziert werden, die eine ausgesprochene Stabilitat
wahrend der ersten Stunde kalter Ischdmie aufwiesen. Als Beispiel fiir ein stabiles,
unphosphoryliertes Protein wurde Her2 graphisch (Abb. 11, A und B) dargestellt. Als
phosphoryliertes Protein, welches geringe Fluktuationen im Proteinlevel zeigt, wurde

exemplarisch p-EGFR (Tyr1086) gewahlt (Abb. 11, C und D).
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Abbildung 11: Stabiler Verlauf im Proteinlevel von kryokonserviertem humanem Gewebe

(Referenzgewebe und HCC) mittels RPPA-Analyse.
Einfluss der Ischdmie auf das Proteinlevel am Beispiel von Her 2 (A und B) und p-EGFR (Tyr1086) (C und
D). Die Werte der einzelnen Zeitpunkte werden als mittlere, normalisierte Signalintensitaten relativ zur

mittleren Signalintensitdt zum Zeitpunkt 0 = 1,0 dargestellt.

4.5. Interindividuelle Biomarkervariabilitat im HCC

In den bisher gezeigten Ergebnissen konnte bereits auf eine unterschiedliche Variationsbreite
der Proteinlevel zwischen den Individuen hingedeutet werden. Fiir eine genauere Untersuchung
und Erfassung der Expressionsspanne der Leberzellkarzinome wurden die absoluten
Signalintensitdten, ohne die Normalisierung auf einen Ausgangswert, mittels RPPA-Analyse
generiert. Alle Werte wurden auf die Gesamtproteinkonzentration normalisiert. Die Auswertung
ergab sowohl eine Identifizierung von Proteinen, die interindividuell sehr variabel auftreten, als
auch von stabilen Molekiilen, die nicht nur wahrend der kalten Ischamie, sondern auch zwischen
den individuellen Tumoren ein dhnliches Expressionsmuster aufweisen.

Insbesondere 3-Catenin zeigt eine erhebliche Variationsbreite, die sich sehr stark von Patient zu

Patient unterscheidet. Zum Zeitpunkt 0 konnte eine Signalintensitatsspanne von 39 (Patient 87)
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bis 223 (Patient 22) gemessen werden. Ahnliche Streuungen in der Signalintensitit wurden fiir
GSK-313 (155 bis 279), p-GSK-313 (80 bis 174), p-Erk (47 bis 115) und p-Cytokeratin 18 (83 bis
246) zum Zeitpunkt 0 ermittelt. Die Streuung der Werte scheint im Laufe der Ischamie breiter zu
werden und erreicht ihren Hohepunkt nach 30 Minuten, wobei sich keine gleichférmige
Entwicklung jedes individuellen Wertes ableiten ldsst. Im korrespondierenden Referenzgewebe
waren dhnliche Fluktuationen zu beobachten, die aber geringer ausgepragt waren.

Im Gegensatz dazu konnten Molekiile identifiziert werden, die in ihrer Variationsbreite relativ
stabile, aber schwache Expressionslevel zeigten. Dies wurde beispielsweise bei AKT mit
Signalintensitdtswerten von 44 (Patient 22) bis 69 (Patient 43) zum Zeitpunkt 0 beobachtet.
Insbesondere fiir PTEN, dessen Streuungsbereich nur von 23 bis 48 zwischen allen
Tumorproben und Zeitpunkten reicht, konnte eine niedrige interindividuelle Variabilitat
demonstriert werden. Auch im korrespondierenden Referenzgewebe wurde die Stabilitat dieses
Proteins nachgewiesen. Interessanterweise konnten jedoch keine Proteine beobachtet werden,
die deutlich hohe Signalintensititen zwischen allen Individuen zeigten und trotzdem stabil
waren.

Zur Veranschaulichung der unterschiedlich ausgepragten Diversitdt von Proteinspiegeln in
Tumorgewebe wurden exemplarisch f3-Catenin (Abb. 12, A), stellvertretend fiir hohe
interindividuelle Unterschiede und PTEN (Abb. 12, B) fiir eine geringe Variabilitat in Box Plots
dargestellt. Diese komplexe Situation in klinischen Gewebeproben zeigt uns, in Abhdngigkeit der
zu untersuchenden Proteine, die molekulare Heterogenitit zwischen den einzelnen
Patientenproben, deren Erfassung durch eine verldngerte prdanalytische Phase zusitzlich
erschwert wird. Daraus lassen sich wichtige Aussagen fiir die Patientenvariabilitdt ableiten, die

im Abschnitt 5.2. genauer diskutiert werden sollen.
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Abbildung 12: Box Plot Darstellung der interindividuellen Variationsbreite spezieller Proteinlevel
im hepatozellulidren Karzinom.

RPPA Ergebnisse von 6 Patienten als absolute Signalintensititen, ohne Normalisierung auf einen
Ausgangswert. (Jedoch Normalisierung auf die Gesamtproteinkonzentration.) A: 3-Catenin mit hohem
Streuungsbereich zwischen den Individuen. -! Ausreifier (Patient 22 mit Signalintensitit von 223).
B: PTEN mit niedrigem Streuungsbereich und geringer interindividueller Variabilitit. Aus

Ubersichtsgriinden wurde das korrespondierende Referenzgewebe nicht dargestellt.

4.6. Intraindividuelle Unterschiede im Proteinlevel

Die spezifische Analyse der Proteinlevel weist eine unterschiedliche molekulare Signatur jedes
Patienten wahrend der prdanalytischen Phase auf. Fiir die exakte Bestimmung der
intraindividuellen Variation aller untersuchten Proteine und Phosphoproteine, wurden die
RPPA Ergebnisse auf die mittlere Signalstirke des Ausgangswertes (Zeitpunkt 0 = 1,0)
normalisiert. Betrachtet man den Verlauf aller Analyte, so lassen sich Patientenproben
identifizieren, die scheinbar weniger durch die Ischimie beeinflusst werden und kaum
praanalytische Fluktuationen aufweisen. Stellvertretend fiir solch eine Gewebeprobe ist das
kryokonservierte Lebergewebe von Patient 69 (Abb. 13, A). Bis auf p-Erk (Thr202/Tyr204),
dessen maximale Abweichung nach 30 Minuten das 1,51-fache des Ausgangswertes erreicht,
betragt die Variationsspanne aller anderen Proteine zwischen dem 0,61-fachen (Her3) und dem
1,17-fachen (p-Cytokeratin 18 (Ser33)) der gemittelten ersten Probe. Das Tumorgewebe
desselben Patienten zeigt einen &hnlich stabilen Verlauf (Abb. 13, B). Lediglich p-Erk
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(Thr202/Tyr204) steigt nach 30 Minuten auf das 1,42-fache. Auch 3-Catenin erreicht nach 60
Minuten Kalter Ischdmie einen Wert der 1,74-fach hoher war als zum Zeitpunkt der
Gewebeentnahme.

Im Gegensatz dazu scheinen die Proteinspiegel der Gewebeproben von Patient 57 sensitiver zu
reagieren und weisen teilweise erhebliche Schwankungen wdahrend der experimentell
verzogerten praanalytischen Phase auf. Insbesondere das kryokonservierte Tumorgewebe zeigt
starke Fluktuationen (Abb. 13, D). Hier lasst sich eine Ausdehnung um den Faktor 0,68 (HGF) bis
2,25 (p-Erk (Thr202/Tyr204)) vom Referenzwert beobachten. Diese komplexen
intraindividuellen Unterschiede erschweren zusétzlich die Vorhersagbarkeit von Biomarkern im

Verlauf der praanalytischen Phase.
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Abbildung 13: Einfluss der praanalytischen Phase auf die intraindividuelle Variabilitit der
Proteinlevel von vier repriasentativen humanen Gewebeproben.

RPPA Ergebnisse als mittlere, normalisierte Signalstdrke relativ zur mittleren Signalintensitit der
Ausgangsprobe bei Zeitpunkt 0 = 1,0. A: Kryokonserviertes Referenzgewebe von Patient 69 mit relativ
stabilem Verlauf im Proteinlevel. B: Im Vergleich dazu, das kryokonservierte Tumorgewebe desselben
Patienten mit dhnlich stabilem Verlauf. C: Kryokonserviertes Referenzgewebe von Patient 57 mit leichten
Fluktuationen. D: Stiarkere Fluktuationen der Proteinlevel beim Tumorgewebe von Patient 57 wahrend

der experimentellen kalten Ischdmie.

4.7. Expressionsvergleich deregulierter Signalwegsmolekiile
zwischen dem HCC und korrespondierendem

Referenzgewebe

Ziel des folgenden Teilprojekts war es, deregulierte Signalwegsmolekiile im HCC quantitativ zu
charakterisieren und mit dem korrespondierenden peritumordésen Referenzgewebe zu
vergleichen. Die kryokonservierten Gewebepaare (Tumor/Referenz) wurden auf ihre
Gesamtproteinkonzentration mittels Sypro Ruby normalisiert, alle Proteine und
Phosphoproteine tiber alle Zeitpunkte bestimmt, in ihrer absoluten Signalstarke verglichen und
statistisch mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test analysiert. Auffdllige Wertepaare wurden in
Box-Plots dargestellt. Dabei wurden einige Molekiile identifiziert, die ein deutlich hoheres
Proteinlevel im malignen Gewebe aufweisen. Auffillig war die Hochregulation des
Wnt-Schliisselmolekiils {3-Catenin (Abb. 14, A), das in seiner unphosphorylierten Konformation
in der Zelle akkumuliert und die Expression von protumordsen Wnt-Zielgenen, insbesondere
Myc, Zyklin D1, MMPs (Matrix-Metalloproteinasen) und VEGF induziert. Zusatzlich konnte eine
Uberexpression aller untersuchten Angiogenesemarker (HIFla, VEGFR, p-VEGFR (Tyr1175))
evaluiert werden (Abb. 14, B-D). Interessanterweise wiesen nur die Gewebepaare zum
Zeitpunkt der frithesten Fixierung (Zeitpunkt 0) eine statistische Signifikanz auf. Beim f3-Catenin
und HIF1la wurden p-Werte von 0,028 berechnet, bei VEGFR und p-VEGFR (Tyr1175) p-Werte
von 0,048. Diese Veranderung nimmt wahrend der Ischamie ab, da die Level der Referenz- und
Tumorgewebe sich kontinuierlich angleichen. Bei zwei Patientenproben (22, 87) konnte
ausreichend Gewebematerial fiir einen Zeitpunkt nach 120 Minuten gesammelt werden. Die
analysierten Werte von HIF1a, VEGFR und p-VEGFR (Tyr1175) bestdtigen diesen Trend (nicht
dargestellt). Wichtig bei der folgenden Abbildung ist, dass ein Interproteinvergleich nicht

zuldssig ist, da die Signalintensititen zwischen den Arrays durch unterschiedliche
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Entwicklungszeiten erheblichen Schwankungen unterworfen sind, d.h. jeder Biomarker muss fiir
sich betrachtet werden. Daher erfolgte auch die Verwendung unterschiedlicher Skalierungen der

Signalstdrke zur besseren graphischen Darstellung.
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Abbildung 14: Box-Plot Darstellung an ausgewahlten deregulierten Signalwegsproteinen iiber alle
Zeitpunkte mit Median und Perzentilen, die im HCC hdher exprimiert sind als im
korrespondierenden Referenzgewebe.

Die Signalintensititen wurden auf die Gesamtproteinkonzentration mittels Sypro Ruby normalisiert.
Beachte die unterschiedlichen Skalierungen der Ordinaten zur besseren graphischen Darstellung der
unterschiedlichen absoluten Signalstdrke. Die statistische Analyse erfolgte mittels Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant deklariert und mit einem * markiert.

ound * sind Ausreifder. A: -Catenin, B: HIF1q, C: VEGFR, D: P-VEGFR.
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4.8. Einfluss der Fixierungsmethode auf die

Proteinexpression

4.8.1. Analyse der Proteinlevel im FFPE-Gewebe

Eine Besonderheit dieser Arbeit stellt die Zusammensetzung der klinischen Gewebeproben dar.
Zusatzlich zum Kryomaterial konnte FFPE-Material von den Patienten gewonnen und analysiert
werden. Voraussetzung hierfiir war die Proteinextraktion aus FFPE-Gewebe. Bis vor einigen
Jahren konnte die Untersuchung von Proteinen und Phosphoproteinen, welche den
Aktivierungsstatus eines Signalwegs widerspiegeln, mittels Reverse Phase Protein Array nur mit
frischen oder kryokonservierten Gewebeproben durchgefiihrt werden. Die Proteinextraktion
aus FPPE-Geweben schien nicht moglich zu sein. In unserer Arbeitsgruppe wurde jedoch eine
Methode entwickelt, mit der man vollstidndige, nichtdegradierte und immunreaktive Proteine
aus formalinfixierten Geweben extrahieren und anschlieffend im RPPA quantitativ bestimmen
kann (Becker et al.,, 2007; Becker et al., 2008). Dadurch konnte in diesem Kollektiv nicht nur
schockgefrorenes humanes Tumorgewebe mit korrespondierendem Referenzgewebe im Laufe
der praanalytischen Phase verglichen, sondern erstmalig auch der Einfluss der kalten Ischdmie
auf Signalwegsproteine in FFPE-Gewebe untersucht werden. Da die Anzahl der Gewebestiicke
durch die Grofie des Gesamtresektats limitiert wurde, konnte nicht von allen Patienten FFPE-
Blocke erstellt werden. Die zwei folgenden Tabellen zeigen die RPPA Ergebnisse der Patienten
22 und 47 uber drei Zeitpunkte (0, 30 und 60 Minuten), bei denen ausreichend Material fiir die

Formalin-Fixierung gewonnen werden konnte.
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Tabelle 12: RPPA Ergebnisse der FFPE Referenzgewebe.
Mittlere, normalisierte Signalstarken relativ zur mittleren Signalintensitat der ersten Probe bei Zeitpunkt
0 = 1,0. Die statistische Analyse erfolgte mittels Friedman-Test und Wilcoxon-Mann-Whitney-Test. Die

Zahl in Klammern entspricht der Standardabweichung.

Bereich
Protein (n=29) 0 min 30 min 60 min (min-
(n=2) (n=2) (n=2)
max)

EGFR 1 1,19 (0,18) | 1,44 (0,43) | 1,06-1,74
p-EGFR(Tyr1086) 1 1,03 (0,17) | 0,85 (0,15) | 0,74-1,15
Her?2 1 1,03 (0,45) | 0,87 (0,17) | 0,72-1,35
Her3 1 1,02 (0,34) | 1,28 (0,70) | 0,79-1,78
p-Her3(Tyr1289) 1 1,05 (0,18) | 0,96 (0,02) | 0,92-1,18
Her4 1 1,24 (0,32) | 1,24 (0,16) | 1,01-1,46
HGF 1 0,97 (0,19)| 0,81 (0,05) | 0,77-1,10
cMET 1 1,10 (0,21) | 1,10 (0,27) | 0,91-1,29
p-MET (Tyr1234/1235) 1 1,35(0,26) | 1,14 (0,03) | 1,12-1,54
Akt 1 1,06 (0,15) | 0,92 (0,17) | 0,80-1,17
p-Akt(Ser473) 1 1,03 (0,24) | 0,81 (0,07) | 0,75-1,19
PI3K 1 1,19 (0,18) | 0,90 (0,16) | 0,79-1,31
p-PI3K(Tyr458/Tyr199) 1 1,01 (0,32) | 0,78 (0,18) | 0,65-1,24
Erk 1 1,13 (0,17) | 1,10 (0,05) | 1,01-1,25
p-Erk(Thr202/Tyr204) 1 1,35(0,26) | 1,14 (0,03) | 1,12-1,54
Pten 1 1,01 (0,32) | 0,78 (0,18) | 0,65-1,24
p-Pten(Ser380) 1 1,05 (0,24) | 1,01 (0,06) | 0,88-1,22
3-Catenin 1 1,14 (0,45) | 1,97 (1,62) | 0,83-3,12
p-3-Catenin(Tyr142) 1 0,96 (0,30) | 0,78 (0,05) | 0,74-1,17
GSK-313 1 1,07 (0,32) | 1,15 (0,36) | 0,85-1,41
p-GSK-313(Ser9) 1 1,38 (0,29) | 1,21 (0,03) | 1,17-1,59
Axin 1 1,18 (0,28) | 1,40 (0,45) | 0,98-1,72
HIF1la 1 1,57 (0,52) | 0,98 (0,12) | 0,90-1,94
VEGFR 1 1,02 (0,25) | 1,47 (0,69) | 0,85-1,95
p-VEGFR(Tyr1175) 1 1,00 (0,37) | 0,93 (0,24) | 0,73-1,26
Cleaved Caspase-3 1 1,22 (0,53) 0,92 (0,16) | 0,81-1,60
Cyotkeratin 18 1 1,19 (0,12)| 0,68 (0,04) | 0,65-1,27
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p-Cytokeratin
18(Ser33)

1,19 (0,35)

0,78 (0,18)

0,65-1,44

GAPDH

1,27 (0,45)

1,97 (1,20)

0,94-2,82

Tabelle 13: RPPA Ergebnisse der FFPE HCC.

Mittlere, normalisierte Signalstarken relativ zur mittleren Signalintensitét der ersten Probe bei Zeitpunkt

0 = 1,0. Die statistische Analyse erfolgte mittels Friedman-Test und Wilcoxon-Mann-Whitney-Test. Die

Zahl in Klammern entspricht der Standardabweichung.

Bereich
Protein (n=29) 0 min 30 min 60 min (min-
(n=2) (n=2) (n=2)
max)

EGFR 1 0,99 (0,07)| 0,80 (0,18) | 0,67-1,04
p-EGFR(Tyr1086) 1 1,24 (0,51) | 1,02 (0,05) | 0,88-1,60
Her?2 1 1,34 (0,26) | 1,11 (0,04) | 1,08-1,52
Her3 1 1,15 (0,50) | 1,02 (0,10) | 0,80-1,51
p-Her3(Tyr1289) 1 1,01 (0,15) | 1,06 (0,02) | 0,91-1,12
Her4 1 1,44 (0,99) | 1,09 (0,39) | 0,74-2,15
HGF 1 1,27 (0,30) | 0,98 (0,28) | 0,78-1,48
cMET 1 0,71 (0,04) | 1,04 (0,33) | 0,68-1,28
p-MET(Tyr1234/1235) 1 0,93 (0,02)| 0,93 (0,08) | 0,87-0,99
Akt 1 1,49 (0,33) | 1,14 (0,22) | 0,98-1,72
p-Akt(Ser473) 1 1,23 (0,01) | 1,32 (0,57) | 0,91-1,72
PI3K 1 0,75 (0,25)| 0,92 (0,12) | 0,57-1,00
p-PI3K(Tyr458/Tyr199) 1 1,17 (0,43) | 1,14 (0,42) | 0,84-1,48
Erk 1 0,90 (0,18)| 0,90 (0,11) | 0,78-1,03
p-Erk(Thr202/Tyr204) 1 0,93 (0,02)| 0,93 (0,08) | 0,87-0,99
Pten 1 1,17 (0,43) | 1,14 (0,42) | 0,84-1,48
p-Pten(Ser3s0) 1 1,01 (0,57) | 0,91 (0,42) | 0,60-1,41
f3-Catenin 1 0,98 (0,68)|1,88(1,75)| 0,50-3,12
p-3-Catenin(Tyr142) 1 1,25 (0,26) | 0,97 (0,11) | 0,90-1,44
GSK-313 1 1,11 (0,21) | 0,89 (0,10) | 0,82-1,26
p-GSK-3f3(Ser9) 1 1,12 (0,28) | 0,86 (0,05) | 0,83-1,33
Axin 1 0,93 (0,02)| 0,70 (0,20) | 0,56-0,95
HIF1la 1 1,14 (0,58) | 0,97 (0,23) | 0,73-1,56
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VEGFR 1 1,41 (0,19) | 1,36 (0,07) | 1,28-1,55
p-VEGFR(Tyr1175) 1 1,04 (0,01) | 1,03 (0,35)| 0,78-1,28
Cleaved Caspase-3 1 1,33(0,34)| 0,92 (0,08) | 0,87-1,57
Cyotkeratin 18 1 1,33 (0,95) (0,87 (0,73) | 0,35-2,00
p-Cytokeratin

18(ser33) 1 0,98 (0,35)| 0,87 (0,30) | 0,66-1,23
GAPDH 1 1,34 (0,53) | 0,95 (0,45) | 0,63-1,72

4.8.2. Vergleich zwischen Kryogewebe und FFPE-Gewebe

Im Folgenden wurde an den beiden Patienten (22 und 47) untersucht, ob die unterschiedlichen
Fixierungsmethoden, d.h. Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff (N2) oder Fixierung in Formalin
mit anschlieffender Einbettung in Paraffin, einen Einfluss auf die Proteinexpression hat. Zur
graphischen Darstellung der relativen Proteinspiegel wurde eine hierarchische Clusteranalyse
erstellt. Dieser Algorithmus berechnet den Abstand zweier Gruppen als Mittelwert der Abstande
zwischen allen Paaren der Gruppen und fasst sie in einem Cluster zusammen. In einer sog. heat
map (Abb. 15) erscheinen alle Proteine rot, die im Vergleich aller analysierten Proteine eine
hohe Expression aufweisen. Eine griine Einfarbung stellt eine niedrige Proteinexpression dar.
Die Analyse ordnet die detektierten Proteine nach ihrer Ahnlichkeit und bildet Subgruppen. Hier
zeigt sich der Einfluss der Fixierungsmethode. Die Kryoproben bilden die Subgruppe 1, die
FFPE-Proben die Subgruppe 2. Interessanterweise werden im schockgefrorenen Gewebe
(Subgruppe 1) mehrheitlich phosphorylierte Proteine (10 Phosphoproteine von insgesamt 17
Proteinen in Proteingruppe B) hochreguliert, wogegen unphosphorylierte Proteine (nur ein
Phosphoprotein von 11 Proteinen) in Proteingruppe A eher schwache Level aufweisen. Das

FFPE-Gewebe (Subgruppe 2) verhalt sich hingegen genau invers.
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Abbildung 15: Hierarchische Clusteranalyse als heat map von benignem und malignem
Lebergewebe unterschiedlicher Ischimiezeiten und Fixierungsmethoden im Bezug zu HCC
assoziierten Signalwegsmolekiilen und dessen phosphorylierte Formen.

Es bilden sich zwei Proteingruppen, die sich in ihrem Expressionsmuster (Proteingruppe A: kaum
phosphoryliert 8%, Proteingruppe B: mehr als die Halfte phosphoryliert 59%) invers unterscheiden.
Subgruppe 1: kryokonserviertes Gewebe, Subgruppe 2: FFPE-Gewebe. Farbschliissel: Rot - im Vergleich
aller untersuchten Proteine hochreguliert; griin - im Vergleich herunterreguliert; schwarz - unverandert.

Die Farbgraduierung spiegelt die relativen Signalintensititen wider.

Leider lasst sich kein stringentes Verhalten der einzelnen Molekiile, im Sinne einer Korrelation
der Fixierungsart und der Proteinregulation, beobachten. In Abb. 16 wird deutlich, dass eine
hohere Signalstarke durch FFPE im Gegensatz zur Kryofixierung eines Proteins (Her 3; Abb. 16,
B) in einer Patientenprobe sich nicht beliebig auf ein anderes Protein iibertragen lasst, sondern
sogar invers verlaufen kann (3-Catenin; Abb. 16, C). P-VEGFR (Tyr1175) (Abb. 16, A) scheint
noch gleichsinnig zu verlaufen, wohingegen sich bei PI3K (Abb. 16, D) kein geradliniges Muster
erkennen lasst. Aus diesen Ergebnissen kann man schlussfolgern, dass in Abhingigkeit der
Fixierung das molekulare Expressionsmuster mafdgeblich beeinflusst wird und allein durch die
Art und Weise der Gewebeprozessierung vollig unterschiedliche Signaturen generiert werden.

Jedoch sei an dieser Stelle auf die schwache Aussagekraft bei geringer Fallzahl (zwei
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Patientenpaare) und die Maoglichkeit von systematisch nicht-biologischen Unterschieden
hingewiesen, die im Kapitel 5.6. genauer erlautert werden.
A —-T22Cryo ——N22 Cryo
A - P-VEGFR 79.78 (12,89) B - Her3 36,95 (12,39)
—-T22 FFPE —m-N22 FFPE
o 114,90(15,23) 300 132,25(22,19)
250 250
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Abbildung 16: Proteinlevel in Abhingigkeit der Fixierungsmethode und der Ischimiezeit.

RPPA Ergebnisse von vier Proteinen von Patient 22 als absolute Signalintensititen. (Jedoch

Normalisierung auf die Gesamtproteinkonzentration.) Aus Ubersichtsgriinden wurde eine Abbildung mit

Normalisierung auf einen Ausgangswert nicht dargestellt. A: P-VEGFR mit dhnlichem Muster, B: Her3 mit

hoheren FFPE-Werten, C: f3-Catenin mit héheren Kryo-Werten, D: PI3K ungeordnet. Die Zahl vor der

Klammer beschreibt den Mittelwert der Signalintensitit im Verlauf. Die Zahl in der Klammer die

Standardabweichung. T=Tumor; N=Normales Lebergewebe.
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5. Diskussion

5.1. Prdaanalytische Einfliisse wihrend der
Gewebeprozessierung als Herausforderung in der

personalisierten Medizin

Die exakte Erfassung molekularer Signaturen in Tumorgeweben ist die fundamentale
Voraussetzung fiir die korrekte Einschitzung von Risikoprofil und Prognose von
Krebspatienten. Dariiber hinaus spielen sie als pharmakologische Angriffspunkte fiir die
Entwicklung neuer zielgerichteter Behandlungsstrategien eine herausragende Rolle in der
personalisierten Medizin. Leider ist bisher wenig iiber die Variabilitidt von Biomarkern wahrend
der praanalytischen Phase bekannt. Fest steht jedoch, dass eine schlechte Probenqualitit zu
falschen Ergebnissen und einer Fehlinterpretation der Daten fiihren kann (Vaught & Lockhart,
2012). Dies kann schwerwiegende Folgen fiir den korrekten Einsatz von zielgerichteten
Medikamenten in der Behandlung onkologischer Patienten haben. In Anbetracht dessen, kénnen
die vielversprechenden Ansitze neuer Tumormarker niemals realisiert werden, sofern diese
Problematik nicht gelost wird (Espina et al., 2009).

Aufgrund ihrer komplexen Interaktionen sind individuelle Patientenmerkmale, die biologische
Heterogenitdt von Tumoren und unterschiedliche Medikationsprofile stellvertretend fiir eine
Vielzahl von Variablen, nur schwer erfassbar. Anders verhdlt es sich mit peri- und
postoperativen Einflussfaktoren, insbesondere der kalten Ischdmie, die mit der Fixierung und
Stabilisierung der Biomarker endet. In dieser Arbeit wurde der Einfluss der praanalytischen
Phase auf die Robustheit quantitativer und qualitativer Level von Proteinen und
Phosphoproteinen untersucht. Der Reverse Phase Protein Array, der eine prazise und simultane
Untersuchung vieler hundert Gewebelysate ermdglicht, wurde fiir die Durchfiihrung dieser
Studie verwendet (Pierobon et al., 2011). Die Auswahl der untersuchten Proteine setzte sich aus
29 Molekiilen zusammen, die mafdgeblich regulatorische Einfliisse auf Signaltransduktion (z.B.
EGFR), Proliferation (z.B. ERK), Uberleben (z.B. AKT), Hypoxie (HIFla), Angiogenese (z.B.
VEGFR), Apoptose (Cleaved Caspase-3) und Zellstruktur (z.B. Cyotkeratin 18) haben. Davon
wurde bei 11 Proteinen die phosphorylierte Form analysiert, um genaue Einblicke in
posttranslationale Modifikationen zu gewinnen. Bei nahezu allen Proteinen wurden im Verlauf
Fluktuationen beobachtet, wobei insbesondere Anderungen von R-Catenin im Referenzgewebe
(Zeitintervall 30 bis 60 Minuten) und p-Erk im Tumorgewebe (Zeitintervall 0 bis 30 Minuten)

hervorzuheben sind. Die Charakterisierung von p-Erk als Ischdmie-sensitiver Biomarker erfolgte
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bereits in vorangegangen Publikationen und konnte durch die in dieser Arbeit erhobenen Daten
bestdtigt werden. Giindisch et al. konnten in einer dhnlichen Versuchsreihe einen Anstieg dieses
Molekiils zwischen 30 und 60 Minuten kalter Ischdmie an humanem nicht-malignen
Kolongewebe beobachten (Gundisch et al,, 2012). In einer weiteren Arbeit von Espina et al.
wurde eine iiber 20%ige Steigerung der p-Erk Signalintensitit innerhalb von 90 Minuten
Postresektionszeit in verschiedenen Gewebeproben beschrieben (Espina et al., 2008). Das ist
insofern interessant, da ein erhohtes p-Erk als pradiktiver Marker fiir ein schlechtes
Gesamtiiberleben im fortgeschrittenen HCC identifiziert wurde (Negri et al., 2015). In einer
weiteren quantitativen Analyse von kolorektalen Karzinomen konnte demonstriert werden, dass
insbesondere EGFR und die downstream Schliisselmolekiile des AKT und MAPK Signalwegs
bereits durch die chirurgische Entnahme und die nachfolgende postoperative Aufarbeitung stark
in ihrer Gen- und Proteinexpression beeinflusst werden (David et al., 2014). Die Autoren
konnten hierbei in malignem Gewebe stiarkere Effekte auf das Phosphoproteom feststellen als
im Referenzgewebe, was vermutlich auf die heterogene Beschaffenheit der Tumoren
zurlckzufiihren war. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass in Gewebeproben
auch nach chirurgischer Exzision lebendige dynamische Prozesse weiterhin ablaufen und
insbesondere der Status intrazelluldrer Phosphorylierungsaktivititen nach einer verzogerten
Gewebefixierung nicht mehr den urspriinglichen biologischen Zustand widerspiegeln.

Daher ist es von grofier Bedeutung, das zu untersuchende Gewebe einer mdglichst
standardisierten praanalytische Phase auszusetzen und schnelle Techniken in der
Gewebeaufarbeitung anzuwenden, um den wahren Status fiir die Diagnostik zu konservieren.
Fakt ist, dass eine Umsetzung in die Realitdt durch bereits ausgelastete Bedingungen im Rahmen
der klinischen Routinearbeit erschwert wird. Ein geeigneter und praktikabler Ansatz, um
unerwiinschte Effekte auf Biomarker zu minimieren, scheint wahrend der praanalytischen
Phase die Kiihlung zu sein. In vergleichenden Analysen von Leberproben konnten bei
Raumtemperatur stirkere Degradierungsprozesse identifiziert werden als bei Lagerung auf Eis.
Dies betraf sowohl Proteine als auch RNA (Gundisch et al., 2013; Lee et al., 2013). Daher sollten
gerade bei der Analyse sensibler Biomarker, Gewebeproben bis zur Fixierung auf Eis oder im
Kiihlschrank gelagert werden.

Andere, in dieser Arbeit analysierte Proteinlevel, wiesen zwar geringe Fluktuationen auf, waren
insgesamt relativ robust und schienen kaum auf exogene Umwelteinfliisse zu reagieren. Ein
stabiles Verhalten im HCC und Lebergewebe zeigte stellvertretend Her2, konnte aber auch bei
Phosphoproteinen, z.B. p-EGFR (Tyr1086) beobachtet werden (Abb. 11, C und D). Diese Daten
bestdtigen die Erkenntnisse aus vorangegangenen Arbeiten. Im Mammakarzinom konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass Proteine in Tumorgewebe innerhalb der ersten Stunde
stabil sind und sich erst nach 6 bis 24 Stunden signifikant verdndern (Hennessy et al., 2010). In

einer weiteren Versuchsreihe konnten anhand von Mause- und Rattenlebern eine Vielzahl von
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Proteinen identifiziert werden, die insbesondere wahrend der Lagerung auf Eis, ein konstantes
Proteinlevel iiber den Zeitraum von 360 min zeigten (Gundisch et al.,, 2013).

Festzuhalten ist, dass die Charakterisierung unterschiedlich stabiler Biomarker eine grofde
Chance darstellt, pradiagnostische Effekte auf die Gewebequalitidt besser zu verstehen. Instabile
Marker kénnen als Surrogatmarker frithzeitig alarmierende Hinweise auf eine unzureichende
Giite der Gewebeprobe geben und sie fiir eine weitere molekulare Diagnostik disqualifizieren
(Bianchi, 2007). Zusatzlich konnen robuste Molekiile wertvolle Erkenntnisse in der Entwicklung
neuer Kinase- und Proteaseinhibitoren liefern (Gundisch et al., 2013). Diese Ergebnisse zeigen
uns jedoch auch die Notwendigkeit, dass jeder Biomarker fiir jede Entitat etabliert werden muss
und ein Transfer auf andere Gewebearten nicht moéglich ist. Zusatzlich ist eine ausfiihrliche und
liickenlose Dokumentation von Kklinischen Daten wund praanalytischen Einfliissen
(Umgebungstemperatur der Probe, kalte und warme Ischiamie, Komposition der

Fixierungslosung, etc.) erforderlich, um etwaige Abweichungen richtig zu interpretieren.

5.2. Individuelle Tumorvariabilitit

Eine der grofdten Hiirden von exakten, reproduzierbaren Analysen in systematischen Studien ist
die biologische Diversitit zwischen individuellen Patienten. Aus zahlreichen Studien geht
hervor, dass verschiedene Tumoren trotz gleicher histologischer Subklassifikation eine extreme
Variabilitat von molekularen und genetischen Alterationen aufweisen konnen (Sato et al.,, 2013;
Hoadley et al., 2014; Kumar et al.,, 2016). Das spiegelt sich auch in dem unterschiedlichen
Ansprechen auf Chemotherapeutika und den verschiedenen Uberlebenszeiten der Patienten
wider.

Wie schon im Abschnitt 4.5. gezeigt werden konnte, verhalten sich einige Signalwegsmolekiile
vollkommen unterschiedlich in verschiedenen Individuen einer Tumorentitit (intertumorale
Heterogenitidt) und weisen eine grofie Variationsbreite auf. Beispielsweise konnte bei GSK-313,
p-GSK-3f3, p-Erk und p-CK18 von Patient zu Patient eine starke Divergenz in ihren
Proteinspiegeln beobachtet werden. Eine besonders hohe intertumorale Fluktuation wies
3-Catenin auf (Abb. 12, A).

Insgesamt waren die Unterschiede in der Proteinexpression im Tumorgewebe stiarker
ausgepragt als im  Kkorrespondierenden Lebergewebe, was durch dynamische
Wachstumsprozesse in Krebszellen erklart werden kann. Da man davon ausgeht, dass sich
Onkogene und Tumorsuppressorgene in transformierten Zellen im Laufe der Krebsentstehung
verdndern und neue Mutationen akquiriert werden (Aktipis et al, 2013), ist es nicht

verwunderlich, dass verschiedene Patienten abhidngig von Biologie und Fortschritt der
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Krebserkrankung unterschiedliche zellbiologische Protein- und Phosphoproteinmuster
aufzeigen.

Diese Tatsache macht deutlich, dass jeder Tumor einzigartig ist und fiir sich als individuell
betrachtet werden muss. Fiir die Krebstherapie bedeutet das, dass Patienten, die an dem
gleichen Tumor erkrankt sind, weiter in biologische Subentititen klassifiziert werden miissen,
damit  genauere  Vorhersagen iiber den  Krankheitsverlauf und  angepasste
Therapieentscheidungen getroffen werden koénnen. Ubertragen auf die Analyse von
Gewebeproben fiir Wissenschaft und Klinik heifdt das, dass die Prozesse der translationalen
Medizin weiter fortgesetzt werden miissen und die exakte Erfassung dieser interindividuellen
Unterschiede entscheidend zu einer Verbesserung der Versorgung jedes einzelnen
Krebspatienten beitragen kann.

Fiir das hepatozellulare Karzinom wurden leider bislang kaum arzneimittelbezogene molekulare
Zielstrukturen identifiziert. Vielversprechende Ergebnisse konnten Masuda et al. kiirzlich
mittels RPPA-basierenden Analysen an Zelllinien zur Identifizierung von potentiellen
Biomarkern in Sorafenib-refraktiren HCC zeigen (Masuda et al., 2014). Die Autoren schlagen
vor, bei p-RPS6 S235/236 positiven Patienten alternative pharmakologische Strategien, wie
beispielsweise mTOR-Inhibitoren, in Erwdgung zu ziehen. Vor dem Hintergrund der steigenden
Inzidenz dieser Tumorentitit und den limitierten pharmakologischen Therapieoptionen in der
palliativen Situation (Sorafenib, als einzig zugelassene zielgerichtete Therapie verlangert das
Gesamtiiberleben nur um einige Monate (Llovet et al., 2008)), ist es daher dringend erforderlich,
pradiktive Biomarker als therapeutische Angriffspunkte fiir die Behandlung von

Leberkrebspatienten zu identifizieren (Brito et al., 2016).

5.3. Intratumorale Heterogenitat

Neben diesen interindividuellen Phanomenen stellen auch intraindividuelle Fluktuationen ein
grofdes Problem fiir die korrekte Diagnose von Malignomen dar. Innerhalb eines einzelnen
Tumors kdnnen sich einzelne Tumorzellen genotypisch und phanotypisch deutlich voneinander
unterscheiden (Marusyk et al., 2012). Durch die Entwicklung neuester Methoden konnte mit
Hilfe genomweiter Analysetechniken diese intratumorése Heterogenitit in zahlreichen
Publikationen bestdtigt werden (Cancer Genome Atlas Research, 2011; Navin et al, 2011;
Gerlinger et al., 2012). Diese Tumorheterogenitat stellt eine der grofiten Herausforderungen in
der personalisierten Medizin und in der Entwicklung von Biomarkern dar (Junttila & de Sauvage,
2013).

Allein die Tatsache, dass besser perfundierte Areale weniger hypoxischen, metabolischen und

oxidativen Stresszustdnden ausgesetzt sind als schlechter durchblutete Gewebeabschnitte lasst
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vermuten, dass durch den permanenten Selektionsdruck der wachsenden Tumorzellen im
Wettbewerb um Sauerstoff und Nahrstoffe ein unterschiedlicher Status von aktivierten und
deregulierten Signalwegsprozessen zu beobachten ist. Zudem ist es einleuchtend, dass eine
pharmakologische Intervention stirkere Einfliisse auf gut zugingliche Bereiche zeigt und
demzufolge ein hoherer Selektionsdruck auf betroffene Tumorzellen ausgeiibt wird als auf
schlecht erreichbare Regionen. Als ein Beispiel fiir die Auswirkung des Selektionsdrucks auf
Tumorzellen konnte bei Mammakarzinomen der Einfluss der Chemotherapie mit Cisplatin auf
die Akquirierung spezieller molekulare Alterationen gezeigt werden (Sakai et al., 2008).

Der abschliefiende Befund sollte daher sofern moglich stets auf einer Vielzahl von
reprasentativen Tumorarealen und nicht nur auf einer einzelnen Biopsie basieren, wie es oft in
der klinischen Routine der Fall ist. In vielen extraktionsbasierenden Proteinanalysen konnte
bereits die Heterogenitit innerhalb eines Tumors oder zwischen Primartumor und Metastase
beschrieben werden. Entititen mit einer besonders ausgepragten Diversitat auf Proteinebene
sind das kolorektale Karzinom (Silvestri et al, 2013) und das Mammakarzinom (Amir et al.,
2012; Niikura et al., 2012). Malinowsky et al. konnten anhand von RPPA Analysen eindriicklich
die Tumorheterogenitiat von Brustkrebsgewebeproben in Protein- und Phosphoproteinspiegeln
veranschaulichen (Malinowsky et al., 2012).

Um dieser Problematik entgegenzuwirken, wurde fiir die Durchfiihrung meiner Arbeit das
hepatozelluldre Karzinom als Modell gewdhlt. Ausschlaggebend war die gering ausgepragte
phéanotypische Diversitit innerhalb dieses Tumors und der nahezu 100%ige Tumorgehalt.
Daher war eine Mikrodissketion verschiedener Tumoranteile nicht notwendig. Dies wdire
beispielsweise bei gastrointestinalem Gewebe, das aus unterschiedlichen Gewebeschichten
zusammengesetzt ist, wie auch bei Prdparaten mit heterogen verteilten Tumoranteilen
erforderlich gewesen (Becker et al., 2008). Zudem waren 40 der 54 analysierten Gewebeproben
schockgefroren und nur 14 Proben waren formalin-fixiert (vgl. 3.2.1.). Eine Mikrodissektion an
kryokonserviertem Gewebe wdire technisch wesentlich aufwédndiger und unpraktikabler
gewesen als eine an FFPE-Gewebe und héatte dabei die Verlasslichkeit und Reproduzierbarkeit
des Vorhabens erheblich reduziert. Durch mikroskopische Begutachtung von HE-gefiarbten
Referenzschnitten (vgl. 4.3.) konnte sichergestellt werden, dass alle Proben des Tumors den
gleichen Differenzierungsgrad aufwiesen und im histologischen Erscheinungsbild kaum
Unterschiede der Tumorzellen erkennbar waren. Praparate mit erhohtem (= 10%) Nekrose-,
Stroma- und Entziindungsanteil wurden ausgeschlossen. Die akkurate Auswahl der Proben und
die homogene Morphologie innerhalb des Tumors ermdglichten mir erst die Durchfiihrung eines
experimentellen Zeitreihenversuches dieser Art.

Aufgrund der individuellen Variabilitit und Tumorheterogenitiat auf molekularer Ebene, muss
jedoch in Betracht gezogen werden, dass sich mogliche statistisch signifikante Ergebnisse aus

der biologischen Variabilitdt ergeben, dass sie schlecht reproduzierbar sind und sich allein
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durch eine technisch-methodische Optimierung nicht komplett verhindern lassen (Hansen et al,,
2011). Diese Variablen miissen bei molekularen Analysen immer bedacht werden, sind aber in

ihrer Gesamtheit nahezu unméglich zu erfassen.

5.4. Molekulare Unterschiede zwischen dem
hepatozelluldren Karzinom und Korrespondierendem

Referenzgewebe

In einem weiteren Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurden quantitative
Expressionsunterschiede deregulierter Signalwegsmolekiile im HCC genauer beleuchtet. Eine
Besonderheit der Versuchsreihe war die Moglichkeit, relevante Proteine nicht nur in
Tumorgewebe zu untersuchen, sondern jeweils mit korrespondierendem, peritumordsen
Referenzgewebe wahrend der kalten Ischdmie zu vergleichen. Statistisch signifikante

Wertepaare sollen im folgenden Abschnitt diskutiert werden.

5.4.1. 3-Catenin und HIF-1a zeigen eine erhohte Expression im

hepatozelluldren Karzinom

Es konnte bereits gezeigt werden, dass 3-Catenin eine erhohte Expression im hepatozelluldren
Karzinom aufweist (Abb. 14, A). Das 3-Catenin, ein Schliisselmolekiil des Wnt Signalwegs, spielt
eine zentrale Rolle in der Tumorgenese des hepatozelluliren Karzinoms. Eine nukledre
Akkumulation dieses Molekiils induziert eine Expression von Zielgenen, die proliferative,
antiapoptotische und angiogenetische Effekte auf die Tumorzelle haben (Breuhahn et al.,, 2006).
Eine Hochregulation dieses Molekiils im malignen Lebergewebe stimmt mit Beobachtungen von
Prange et al. Uberein, die in ihren Untersuchungen einen erhéhten Level von f3-Catenin im
hepatozelluldren Karzinom gefunden haben (Prange et al., 2003).

Auch meine Daten zu HIF-1a und VEGFR/p-VEGFR(Tyr1175) zeigen stark erhohte Werte im
Proteinlevel im Vergleich zum Referenzgewebe (Abb. 14, B-D). Ein vermindertes
Sauerstoffangebot in Tumorzellen triggert die Expression des Transkriptionsfaktors Hif-1q, die
wiederum iiber eine erhohte Freisetzung von VEGF, zu einer Hochregulation von VEGFR und

dessen phosphorylierter Form fiihrt. Dies konnte einen Zusammenhang zwischen dem
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Wnt-Signalweg und der Hypoxie in den Zellen vermuten lassen. Interessanterweise gibt es
Hinweise darauf, dass hypoxische Zustinde im HCC einen funktionellen Wechsel im
3-Catenin-Signalweg verursachen, so wie es in der Arbeit von Liu et al. beschrieben wurde (Liu
et al, 2010). Scheinbar verldsst f-Catenin seine urspriingliche Funktion als
Proliferationsmolekiil und verstirkt HIF-1a-assoziierte Uberlebensstrategien der Tumorzellen.
Uber diesen zelluliren Umschaltmechanismus wird demnach das metastatische Potential des
HCC erhoht. In einer kiirzlich erschienenen Publikation konnte eine Subgruppe von
hepatozelluldren Karzinomen identifiziert werden, die gleichzeitig eine erh6hte Expression von
Hypoxiemarkern und Wnt-Signalwegsmolekiilen aufwiesen. Diese Gruppe zeigte ein
ausgesprochen schlechtes Gesamtiiberleben (Srivastava et al., 2015). Im Gegensatz dazu konnte
in der vorliegenden Arbeit keine weitere signifikante Erhohung von Wnt-Signalwegsmolekiilen

(p-R-Catenin (Tyr142), GSK-3£, p-GSK-3£ (Ser9) und Axin) gefunden werden.

5.4.2. Proteinlevel von angiogenetischen Faktoren im HCC und

Referenzgewebe gleichen sich im Lauf der kalten Ischdmie an

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestirken die Erkenntnis, dass die Angiogenese eine wichtige Rolle
in der Hepatokarzinogenese spielt. Daher konnte diesen Molekiilen zukiinftig eine wichtige Rolle
als potentielle pharmakologische Angriffspunkte in der individualisierten Krebstherapie
zukommen (Wu et al, 2007). Wie bereits beschrieben, ldsst sich iiber alle Zeitpunkte ein
erhohtes Proteinlevel der Angiogenesefaktoren (HIFla, VEGFR, p-VEGFR (Tyrl175))
vergleichend zum Referenzgewebe beobachten. Bei genauerer Betrachtung fallt jedoch auf, dass
nur das erste Wertepaar zum Zeitpunkt 0 min statistisch signifikante Unterschiede aufweist. Die
folgenden Wertepaare zu den Zeitpunkten 30 min und 60 min zeigen keine statistische
Signifikanz mehr auf. Interessanterweise verhalten sich die Proteinlevel dieser Molekiile im
Tumorgewebe exakt gegenldufig zu denselben Molekiilen im Referenzgewebe. Wahrend die
Angiogenesefaktoren im HCC wahrend der kalten Ischdmie stetig abnehmen, steigen sie im
korrespondierenden Referenzgewebe und gleichen sich im Verlauf an. Eine Erklarung fiir eine
derartige Veranderung der Angiogenesemarker wahrend der praanalytischen Phase konnte eine
Degradation der Tumormarker bei bereits hoher Ausgangsexpression im HCC sein, wahrend im
Referenzgewebe mit niedriger Ausgangsexpression, die Marker durch die experimentell
induzierte Hypoxie ansteigen. Diese Beobachtung deckt sich mit Untersuchungen aus der
Arbeitsgruppe von David et al., die nach zehnminiitiger postoperativer Zeit eine kontinuierliche
Degradation von Hif-1a in Kolonkarzinomen feststellen konnten (David et al., 2014). Daraus

lasst sich ableiten, dass insbesondere bei Hypoxie-assoziierten Tumormarkern eine

78



schnellstmogliche Fixierung der klinischen Gewebeproben unabdingbar ist, da sich sonst die
Werte durch verldngerte Ischdmie angleichen und den Zustand in vivo nicht mehr widergeben.
Viele Studien zeigen uns, dass die Fixierung schnellstmoglich, also idealerweise bereits im
Operationssaal unmittelbar nach Resektion, erfolgen sollte, um unnétige Einfliisse wahrend des
Transportes zur zustindigen Pathologie zu vermeiden (Berg et al, 2011; Bai et al, 2013).
Zusatzlich erscheint es sinnvoll, besonders in der Analyse von Hypoxie und Angiogenese ein
diagnostisches Zeitintervall zu definieren, in der die Proteinlevel weitestgehend den nativen
Zustand entsprechen. Daher wire eine Einfiihrung klar definierter zeitlicher Standards in
Richtlinien zur Untersuchung von molekularen Zustinden der Hypoxie und Angiogenese
empfehlenswert. Als Vorreiter wurde fiir die Analyse von Tumormarkern im Mammakarzinom
bereits von der American Society of Clinical Oncology ein oberes Zeitlimit der kalten Ischamie
empfohlen (Harris et al, 2007). In der nachfolgenden Graphik wurde das Zeitfenster der
zuverlasslichen Diagnostik griin eingefarbt, wogegen der rot eingefarbte Bereich nicht mehr

geeignet ist. Die Grenze des Zeitintervalls wurde nur schematisch angedeutet (ca. 60 min).
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Abbildung 17: Anderungen der Proteinlevel von Hypoxie- und Angiogenesemarkern zwischen
Tumorgewebe und Referenzgewebe im Laufe der kalten Ischimie.

Der griine Bereich stellt das Zeitfenster einer verlasslichen Diagnostik dar. Der rote Bereich eignet sich
nicht mehr fiir eine Diagnostik. Rote Kurve: Hypoxie- und Angiogenesemarker im Tumorgewebe; blaue

Kurve: Hypoxie- und Angiogenesemarker im Referenzgewebe.
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5.5. Normalisierung der Biomarker auf das

korrespondierende Referenzgewebe

Die in dieser Arbeit parallel durchgefiihrte Analyse von peritumordésem Referenzgewebe konnte
sich als Chance erweisen, praanalytische Variablen zu umgehen, da sie denselben
Umwelteinfliissen ausgesetzt sind wie das Tumorgewebe. Diese Moglichkeit soll im Folgenden
genauer betrachtet werden. Eine Normalisierung der Biomarker auf das jeweilig
korrespondierende Referenzgewebe wirde stérende Variablen wie Fixierungsmethode,
Transport, Temperaturbedingungen und Ischdmiezeit nivellieren und die Analyse auf die reine
Erhoéhung oder Erniedrigung des Proteins im Tumor reduzieren. Dazu miisste man vom
Gesamtproteinlevel des Tumors das Proteinlevel des Referenzgewebes sozusagen als Basislevel
subtrahieren, um einen rein quantitativen Wert liber den tatsachlichen Proteinstatus im Tumor
zu erhalten. Voraussetzung hierfiir wire jedoch ein exakt gleiches Verhalten der Analyte im
Laufe der kalten Ischdmie, d.h. eine Erhohung oder Degradation der Proteinlevel als Reaktion
auf die Umgebung miisste molekiilspezifisch, sowohl im Tumorgewebe als auch im
Referenzgewebe, erfolgen. Vereinfacht gesagt, Tumormaterial und Referenzmaterial miisste in
seinen Fluktuationen exakt korrelieren. Die Analyse von Angiogenesemarkern im vorherigen
Abschnitt, widerspricht jedoch genau diesem Ansatz. Auch die Daten der vorliegenden Arbeit
zeigen keine Korrelation der Proteinlevel in Tumoren zu Normalgewebe im Verlauf der kalten
Ischdmie (vgl. Tab. 10 und 11). Vor dem Hintergrund der Heterogenitit, die ja bereits innerhalb
eines Tumors gravierende Unterschiede aufweisen kann und dem unterschiedlichen, nicht
vorherzusagenden biologischen Verhalten der Proteine, muss dieser Ansatz verlassen werden.
Ein vielversprechenderer Ansatz, diese Problematik zu l16sen, kann die Einfiihrung hochgradiger
Standards fiir die praanalytische Phase darstellen, die in den folgenden Abschnitten diskutiert

werden soll.
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5.6. Einfluss der Gewebefixierung auf die molekulare

Signatur

Wahrend Gefriergewebe in fliissigem Stickstoff (Nz) oft in der Grundlagenforschung und in der
Entwicklung von Biomarkern verwendet wird, spielt es in der histopathologischen Diagnostik
eine eher untergeordnete Rolle. Methode der Wahl in der klinischen Routine ist die
Formaldehydfixierung. Diese induziert durch ein crosslinking der Proteine eine Konservierung
des Gewebes und zeigt ausgezeichnete Farbeergebnisse fiir die Mikroskopie. Die
Formaldehydfixierung ist nahezu fiir alle Gewebearten geeignet, fiir sdamtliche klinische
Einrichtungen praktikabel und die Proben kénnen iiber lange Zeitraume bei Raumtemperatur
gelagert werden (Fox et al, 1985). Durch die grundsatzlich unterschiedlichen Methoden der
Gewebeprozessierung ergeben sich auch unterschiedliche praanalytische Stérfaktoren. Abb. 18
zeigt schematisch den unterschiedlichen Weg einer Gewebeprobe wahrend der praanalytischen
Phase. Links, blau eingefarbt, die Kryokonservierung bei kalten Temperaturen und rechts, in rot,
die FFPE-Aufbereitung bei warmen Temperaturen bis 100°C. Wahrend die Fixierung des
Gefriergewebes bei -196° C rasch erfolgt, benotigt das Formaldehyd bei Raumtemperatur eine
gewisse Zeit bis das Gewebe penetriert und durchfixiert ist. Man geht hier von wenigen
Millimetern pro Stunde aus (Fox et al., 1985). Daher kann man annehmen, dass der Kern einer
Gewebeprobe bei der Formaldehyd-Fixierung einer langeren kalten Ischdmie exponiert ist als
die Randbereiche und demzufolge starkere Fluktuationen nachzuweisen sind (Nassiri et al,
2008). Auch die Entwasserung, die Einbettung in fliissigem Paraffin (60° C), die Rehydrierung
nach dem Schneiden am Mikrotom und die Thermoschritte (20 Min. 100°C und 2 Std. 80°C), im
Falle der Proteinextraktion, konnen ihren artifiziellen Fingerabdruck auf die spatere molekulare
Analyse hinterlassen. Die sensiblen Phasen bei der Probenaufarbeitung von Gefriergewebe, sind
das Antauen und Wiedereinfrieren am Kryostat, das Uberfiihren in Reaktionsgefiafie, sowie der

Transport und die Lagerung bis zur Analyse.

81



Gewebeentnahme
l Warme/Kalte Ischamie

Gefriergewebe FFPE

Langsame Penetration
von Formaldehyd (ca. 1Imm/h)

Fixierung l

Probenaufbereitung

Praanalytische Phase

Proteinextraktion

4°C  Homogenisator

RPPA Analyse RPPA

Abbildung 18: Vergleich der Gewebeprozessierung zwischen Gefriergewebe und FFPE-Gewebe.

Unterschiedliche praanalytische Einflussfaktoren in der Prozessierung und der Temperaturexposition von
klinischen Gewebeproben von der Gewebeentnahme bis zur molekularen Analyse. Links in blau die
Fixierung von Gefriergewebe, rechts in rot die Herstellung von FFPE-Gewebe. (Schematische

Farbgraduierung der Temperaturexposition.)

Die Vergleichbarkeit zwischen Kryogewebe und FFPE-Gewebe wird in der Literatur kontrovers
diskutiert.  Viele  Arbeiten  zeigen  generell tibereinstimmende Daten  bei

proteinextraktionsbasierten Analysen zwischen beiden Fixierungsarten (Sprung et al, 2009;
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Tanca et al,, 2012). Guo et al. konnten anhand von Brustkrebsgewebe und Nierentumorgewebe
weitgehend dhnliche Daten zwischen Kryogewebe und FFPE-Gewebe im RPPA zeigen (Guo et al,,
2012). Jedoch wurden einige Marker identifiziert, die keine Korrelation zwischen
frisch-gefrorenem und FFPE-Material aufwiesen. Moglicherweise konnen diese Unterschiede auf
einer unterschiedlichen Proteinausbeute zwischen den beiden Gewebeprozessierungen
beruhen, wie Analysen in der Massenspektrometrie vermuten lassen (Addis et al, 2009).
Broeckx et al. konnten in einer vergleichenden MS-Analyse zeigen, dass nur ca. 60% der
identifizierten Proteine in schockgefrorenem Gewebe und FFPE-Gewebe nachzuweisen waren
(Broeckx et al., 2016). Ca. 30% der Proteine wurden nur im kryokonservierten Gewebe, ca. 11%
alleinig im FFPE-Gewebe bestimmt. Das weist darauf hin, dass abhdngig von der Fixierungsart
einige Proteinbiomarker niedrigere Proteinspiegel aufweisen oder teilweise komplett
unentdeckt bleiben und in der Folge methodenspezifische Signaturen generiert werden. Noch
gravierendere Unterschiede in der Proteinanalyse zwischen frisch-gefrorenem und
FFPE-Gewebe zeigten sich in der 2D-Gelelektrophorese (Davalieva et al, 2014). Hier konnte
insgesamt nur eine Ubereinstimmung von 7-10% festgestellt werden. Daraus geht eindeutig
hervor, dass beide Techniken ihre eigenen exogenen Einfliisse auf die Gewebeproben haben und
die zu untersuchenden Analyte dementsprechend unterschiedlich darauf reagieren.

Auch die Art der Gewebeentnahme scheint erheblichen Einfluss auf das Proteinmuster zu haben.
Es konnte bereits am Mammakarzinom demonstriert werden, dass die erfasste Proteinaktivitat
des PI3K-Signalwegs in Biopsien hoher ist als in Resektaten aus offenen Operationen (Meric-
Bernstam et al., 2014). Auch in einer kiirzlich erschienen Arbeit von Bollner & Becker konnten
bei einer RPPA-basierenden Analyse von FFPE-Brustkrebsgewebeproben signifikant erhohte
Proteinspiegel von Her3, p-Her2, p-EGFR, p-ERK, p-4E-BP1, PDGFR-f3 und p-mTOR in Biopsien
im Vergleich zum Primirresektat gezeigt werden (Boellner & Becker, 2015). Ahnliche
Ergebnisse lieferte auch Giindisch et al, die in Mammakarzinomen eine erh6hte Stabilitdt von
Phosphoproteinen in Biopsien nachweisen konnten (Gundisch et al., 2015). Ein méglicher Grund
scheint hierfiir das Fehlen der warmen Ischdmie und die extrem kurze kalte Ischdmie bei den
Probenbiopsien zu sein. Das lasst uns vermuten, dass eine verlangerte Ischamie, bedingt durch
langsamere Formaldehyd-Penetration grofRerer Gewebestiicke, Einfliisse auf die Stabilitat der
Biomarker hat. So konnte beispielsweise in einer Arbeit von Chung et al. demonstriert werden,
dass allein die zu kurze Fixierung in Formaldehyd erheblichen Einfluss auf die RNA-Qualitat hat
(Chung et al., 2008). Diese Tatsache ist bemerkenswert, da bereits kleinste Schwankungen
innerhalb einer Fixierungsmethode Auswirkungen auf die Qualitit von Biomarkern haben
koénnen.

In dieser Arbeit ging aus einer hierarchischen Clusteranalyse der Patienten hervor, dass in
Abhéngigkeit der Gewebefixierung eigene Subgruppen gebildet werden. Aufgrund der

begrenzten Fallzahl lasst sich daraus keine generelle Aussage treffen, jedoch lasst sich daraus
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ableiten, dass die unterschiedliche Probenaufarbeitung starke Einfliisse auf das Proteinprofil zu
haben scheint. Obwohl sich die molekulare Signatur durch die Gewebefixierung eindeutig
verdndert, miissen die Ergebnisse aus der Clusteranalyse kritisch hinterfragt werden. Eine
Erklarung wdire eine Verzerrung durch batch effects. Batch effects sind systematische
nicht-biologische Unterschiede zwischen batches (Gruppen) in Mikroarray Experimenten, die
eine Vielzahl unterschiedlichster Ursachen haben kénnen (Luo et al., 2010). Eine systematische
Beeinflussung der Proteinlevel in Abhangigkeit der Gewebeverarbeitung kann in diesem Fall
demnach nicht eindeutig ausgeschlossen werden und sollte im Falle einer Wiederholung des
Experiments unbedingt vermieden werden.

Trotzdem oder gerade deswegen, zeigen uns diese Daten, dass ein Transfer zwischen
schockgefrorenem und Formalin-fixiertem Gewebematerial nicht immer ohne weiteres moglich
ist. Ein zuverlassiger Vergleich von Molekiilen sollte daher nur innerhalb einer Methode
erfolgen, da jede Gewebeprozessierung seine eigenen artifiziellen Muster mit sich bringt. Die
grofde Bedeutung einheitlicher Standards in der Gewebeaufarbeitung soll im folgenden Kapitel

genauer betrachtet werden.

5.7. Optimierung der Gewebequalitit durch

Standardisierung der praanalytischen Phase

Da iiber die Effekte der Gewebeprozessierung bisher nur wenig bekannt ist, bedarf es einer
Standardisierung der praanalytischen Phase, um die Gewebequalitit fir Diagnostik und
Therapie zu optimieren. Fest steht, dass nur eine exzellente Probenqualitit zu exzellenten Daten
und somit zu verlasslichen Entscheidungen in der stratifizierten Medizin fithren kann (Poste,
2011; Becker, 2015). Gewebegewinnung und Protokollabwicklung miissen daher standardisiert
werden, um die Anforderungen an die maximale Ischdmiezeit, die optimale Temperatur
wahrend Lagerung und Transport sowie die Mindestmenge in geeigneten Probenbehiltern
festzulegen. Erst durch eine liickenlose Kontrolle und eine strenge Einhaltung der Protokolle
kann eine harmonisierte Behandlung der Gewebeproben und somit eine Minimierung der
Variabilitat erzielt werden. Diese Anforderungen miissen von validierten Prozessen gesteuert
und sichergestellt werden.

In vielen Einrichtungen hat dies zur Implementierung von sogenannten standard operating
procedures (SOPs) gefiihrt, um in der Entnahme, Prozessierung und Lagerung von Biomaterial
einheitliche Richtlinien zu etablieren. Jedoch lassen sich teilweise erhebliche
instituts-spezifische Unterschiede dieser SOPs beobachten. Diese Tatsache fiihrt zwangsweise zu
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falschen Daten bei vergleichenden Analysen von verschiedenen Kliniken und Biobanken. Um
dieses Problem zu losen, bedarf es internationaler Richtlinien, die als allgemeingtltige
Standards, Zugang in alle Institutionen finden miissen, um die Probenqualitit und diagnostische
Giite zu verbessern (Becker, 2015). Kiirzlich wurde ein neuer Ansatz zur Standardisierung der
praanalytischen Phase in Form von NCI Biospecimen Evidence-Based Practices (BEBPs) (Engel et
al., 2014) als Optimierung bereits bestehender Richtlinien veroffentlicht, um die Qualitat von
prdanalytischen Arbeitsabldufen zu erh6hen. Der Bedarf an standardisierten Normierungen im
voranalytischen Bereich der molekularen Diagnostik zeigt sich auch an der europiischen
Forschungsinitiative SPIDIA (Standardization and improvement of generic pre-analytical tools
and procedures for in-vitro diagnostics). Trotz zunehmender Bedeutung der molekularen
Diagnostik in ganz Europa, gab es lange Zeit keine normierten Abldufe in der
Probenvorbereitung. Ziel von SPIDIA war es daher, verbindliche Qualitdtskontrollen und
einheitliche Leitlinien fiir die Durchfiihrung von In-vitro-Diagnoseprozessen zu entwickeln. Die
erhobenen Standards fiir die praanalytische Gewinnung, Handhabung und Verarbeitung von
Patientenproben wurden in Form von neun Arbeitspapieren vom europdischen
Normungskomitee CEN/TC 140 im Jahre 2015 publiziert. Sie beinhalten auch optimierte
Arbeitsabldufe von proteinbasierenden Untersuchungen an klinischen Gewebeproben. Der
Erfolg von SPIDIA und der wachsende Bedarf an Standardisierung der praanalytischen Phase
zeigt sich auch in der Fortsetzung SPIDIA4P (SPIDIA for personalized medicine), die Anfang des
Jahres 2017 ihre Arbeit aufgenommen hat.

Das komplexe Management von wertvollen Patientenproben stellt uns vor grofde
Herausforderungen und erfordert intelligente Biobanken, in denen Gewebeproben sicher
aufbewahrt werden und deren Kklinisch-pathologische Informationen jederzeit elektronisch
zuganglich sind (Zatloukal & Hainaut, 2010). Die Biobank Alliance des m*-Spitzenclusters
Minchen, die die Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit erst ermoglicht hat, hat sich als Ziel
gesetzt, auf Gewebe und Blut basierte Biobanken am Standort Miinchen in einer gemeinsamen
Datenbank nach gemeinsamen Standards zu erfassen und einheitliche Maf3stébe fiir Gewinnung
und Verarbeitung von klinischen Patientenproben zu entwickeln (Thasler et al., 2017). In
Biobanken aufbewahrte humane krankheitsspezifische Gewebeproben sind daher von grofiter
Bedeutung fiir die Weiterentwicklung der personalisierten Medizin. Dies zeigt uns, dass die
Bedeutung der Praanalytik zukiinftig noch mehr in den Fokus von Forschern, Pathologen und
Klinikern gertickt werden muss, um ein besseres Bewusstsein fiir diese wichtige Thematik zu
schaffen.

Da nicht jeder Aspekt der praanalytischen Phase, beispielsweise die warme Ischamie wahrend
der Operation, standardisiert werden kann, ist es unabdingbar, méglichst viele Variablen zu
dokumentieren (Becker, 2015). Jede Probe bedarf einer detaillierten, liickenlosen

Dokumentation von der Entnahme, der kalten Ischdmie, dem Transport, bis zur Fixierung,
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Lagerung und Aufbereitung der Proben, um mdgliche Storeinfliisse zu identifizieren. Klar ist,
dass verldssliche Messungen und die korrekte Interpretation von Biomarkern engmaschig
kontrollierte Richtlinien erfordert und die richtige Einschatzung praanalytischer

Einflussfaktoren auf molekulare Analyte besser verstanden werden muss.

5.8. RPPA als geeignete Methode zur objektivierten,

quantitativen Analyse von Proteinen in Gewebeproben

Der RPPA gehort zu den besten Methoden, parallel eine grofée Anzahl von Proteinen und dessen
posttranslationale Modifikationen in einer Vielzahl von Gewebeproben bei einem geringen
Probenvolumen zu analysieren (Voshol et al., 2009). In der molekularen Pathologie ist nach wie
vor die immunhistochemische Untersuchung der Goldstandard. In der quantitativen und
simultanen Untersuchung von zahlreichen Proben stof3t diese Methode jedoch an ihre Grenzen,
zumal sie stark vom Betrachter abhidngig ist und nur semiquantitative Ergebnisse liefert.
Weiterhin kann in der IHC der Aktivierungsstatus der Zelle, z.B. in Form von
Phosphorylierungen (z.B. p-Her2), nur unzureichend erfasst werden und bleibt oft verborgen
(Frogne et al,, 2009). Hier eignet sich besonders der Einsatz von Hochdurchsatztechniken auf
Proteinebene, die die technischen Moglichkeiten von RNA- und DNA-Analysen optimal ergdnzen.
Diese Proteomanalysen haben den Vorteil, dass sie im Gegensatz zu Genexpressionsanalysen,
Informationen iiber die durch Proteinphosphorylierung gesteuerte Signaltransduktion,
posttranslationale Modifikationen oder Bindungspartner liefern kénnen (Ge et al., 2003). Eine
weitere Herausforderung ist der Umgang mit wertvollem, teils begrenzt verfligbarem,
diagnostischem Material. Aufgrund der verbesserten und fritheren Krebserkennung sehen sich
Pathologen immer mehr mit kleineren Tumorproben konfrontiert. Daher bedarf es effizienter
Methoden, die umfassende Analysen bereits mit kleinsten Mengen ermdoglichen. Vorteil der
extraktbasierten Reverse Phase Protein Array Methode ist, dass bereits geringste Volumina des
Lysats im  Nanoliterbereich  ausreichend sind, um funktionelle, quantitative
Biomarker-Kartierungen durchzufithren (Malinowsky et al, 2010). Da das minimale
Detektionslevel dieser Methode im Attogrammbereich (10-18g) liegt, erlaubt sie noch sensitivere
Messungen als ein Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Rapkiewicz et al., 2007; Grote
et al, 2008). Zur genauen Quantifizierung der absoluten Proteinmenge koénnen gereinigte,
rekombinante Proteine als Standard eingesetzt werden und erlauben dabei, im Gegensatz zur
[HC, eine exakte und v.a. objektive Bewertung der Ergebnisse (Wulfkuhle et al., 2012). Jedoch sei
an dieser Stelle erwdhnt, dass durch die Extraktion der Gewebeprobe jegliche
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histomorphologische Information verloren geht. Ein Losungsansatz dieses Problems wurde in
einer Arbeit von Becker und Taylor treffenderweise als ,Liquid Morphology” beschrieben und
vereint sowohl den Erkenntnisgewinn aus der histopathologischen Gewebeuntersuchung als
auch aus der Proteinextraktion der nachfolgenden quantitativen Signalwegsanalyse (Becker &
Taylor, 2011). Ein weiterer Vorteil der RPPA Methode ist die Unabhingigkeit vom
Probenmaterial, d.h. Proteine aus nativen, kryokonservierten oder FFPE Geweben konnen
untersucht werden. Die Reverse Phase Protein Array Analysen wurden ausschliefilich an frisch
prapariertem oder schockgefrorenem Material durchgefiihrt (Gulmann et al., 2005; Petricoin et
al,, 2005). Lange Zeit wurde es fiir unmoglich gehalten, Proteine aus FFPE Gewebeproben zu
extrahieren. In den letzten Jahren wurden jedoch wirksame Methoden entwickelt, um dieses
Problem zu loésen (Shi et al., 2006; Becker et al., 2007). Daraus ergeben sich herausragende
Moglichkeiten auch auf éltere, archivierte Gewebekollektive zuriickzugreifen und retrospektive
Studien durchzufiihren (Wolff et al.,, 2011). Der gréfdte limitierende Faktor von RPPA Analysen
ist die Etablierung spezifischer Antikorper. Nishizuka et al. konnten an unfixierten Zelllinien
zeigen, dass nur ca. 70% von iiber 200 getesteten Antikorpern fiir den Array geeignet waren
(Nishizuka et al., 2003). Bei der Verwendung von fixiertem Gewebematerial diirfte eine noch
hohere Ausfallquote zu erwarten sein. In anderen immunologischen Verfahren kann eine
fehlende Spezifitat teilweise durch Abgleich des Molekulargewichts (Western Blot) oder durch
die Verwendung zwei spezifischer Antikérper (ELISA) kompensiert werden. Dies ist beim RPPA
nicht moglich. Daher miissen im Vorfeld alle verwendeten Antikoérper im Western Blot validiert
werden (Berg et al,, 2010-1; Schuster et al.,, 2012). Von den 29 in dieser Arbeit verwendeten
Antikorpern zeigten 22 spezifische, singuldre Banden auf der erwarteten Hohe. Erk und P-Erk
(Thr202/Tyr204) zeigten jeweils zwei Banden auf Hohe von 42 kDa und 44 kDa, die
erwartungsgemafd die Isoform des Molekiils darstellen. Die Spezifitat von den grofden Molekiilen
Her2, Her3, p-Her3(Tyr1289), VEGFR, p-VEGFR(Tyr1175) konnte nur an schockgefrorenem
Gewebe gezeigt werden, da es bei der Proteinextraktion aus FFPE-Gewebe zu einer
unzureichenden Spaltung von quervernetzten Proteinagglumeraten kam und folglich nur
undefinierbare Banden am Ubergang von Sammel- und Trenngel detektiert werden konnten. Im
Gegensatz dazu konnte Berg et al die Spezifitit von Her2 in formalinfixierten
Brustkrebsgewebeproben nachweisen (Berg et al, 2010-2). Weitere getestete unspezifische
Antikorper fielen somit aus dem Raster und konnten nicht fiir diese Technologie verwendet
werden.

Fiir die Einschiatzung der Reproduzierbarkeit wurden sowohl Inter-Array-Vergleiche als auch
Inter-Extraktions-Vergleiche durchgefiihrt. Hierfiir wurden die bedruckten Arrays mit einem
hochspezifischen Antikorper (Her2) detektiert und die Gesamtproteinmenge mittels Sypro Ruby
erfasst. Die statistische Auswertung ergab einen CV von ca. 17% im Inter-Array-Vergleich und

einen CV von ca. 15% im Inter-Extraktions-Vergleich (Berg et al.,, 2010-1). Verglichen mit der
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Immunhistochemie, die eine hohe Interobserver-Variabilitit und CV-Werte von bis zu 50% zeigt,
ist diese Methode eindeutig zuverlassiger (Hsu et al., 2003).

Neben den vielen Vorteilen dieser Technologie, gibt es auch einige Limitationen. Wie bereits
erwahnt, schrankt die Verwendung ausschlief3lich hochspezifischer Antikdrper die Auswahl an
zu untersuchenden Proteinbiomarker ein und kann nicht mit anderen Plattformen wie der
Massenspektrometrie verglichen werden, die mehrere Tausend Proteine gleichzeitig detektieren
kann (Mertins et al, 2016; Tyanova et al, 2016). Zusitzlich kann eine verminderte
Probenqualitidt das Ergebnis der Array Analyse erheblich einschrianken (Malinowsky et al.,
2013).

Zusammenfassend ladsst sich jedoch sagen, dass der Reverse Phase Protein Array eine ideale
Methode ist, um objektivierte, quantitative Analysen von Gewebeproben und Zelllinien fiir die
Forschung durchzufithren und stellt eine herausragende Chance fiir die Verbesserung von
Proteomanalysen in der translationalen Medizin dar. Dies wird durch die steigende Verbreitung
und Anwendung von RPPA in den letzten Jahren zunehmend deutlich (Hong et al., 2010; Ince et
al, 2015; von der Heyde et al., 2016; Li et al,, 2017). Dariiber hinaus scheint diese Technologie
das Potential zu haben, in Zukunft in die klinische Routinediagnostik implementiert zu werden

(Akbani et al., 2014).
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6. Ausblick

Mit der Identifizierung und Validierung von pradiktiven Biomarkern und der folgenden
Stratifizierung von Patienten wurde eine neue Ara in der Medizin eingeleitet. Eine Erfassung
molekularer Zielstrukturen fiir eine individualisierte Therapie von Krebspatienten ist
heutzutage fest in der klinischen Routine verankert. Fiir die optimale Versorgung von
Tumorpatienten ist die Medizin jedoch auf ein Maximum an Prazision in der Analyse von
Biomarkern angewiesen. Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten bestatigen die Erkenntnis, dass
klinische Gewebeproben sensibel auf Umwelteinfliisse in der praanalytischen Phase reagieren
und die exakte Bestimmung von Proteinen und Phosphoproteinen dadurch erheblich reduziert
wird (Mertins et al., 2014; Gajadhar et al., 2015). In einer kiirzlich erschienenen Arbeit von
Broeckx et al. wurde die praanalytische Variabilitit von Proteomanalysen aus Gewebeproben
statistisch ausgewertet (Broeckx et al., 2016). Insgesamt wurde ein mittlerer Varianzkoeffizient
von 48% bei MS-basierender Analyse von tierischen FFPE-Gewebeproben ermittelt, wovon 12%
auf die MS-Methodik und 36% auf prdanalytische Fluktuationen zuriickzufiihren waren. Die
Autoren konnten dartiber hinaus eine Probenvariabilitidt (Probenaufbereitung und biologische
Heterogenitdt) von tliber 68% bei humanen Kolonproben feststellen. Das sind alarmierende
Erkenntnisse fiir die Fachwelt, die dringend ein Umdenken erfordern.

Wie in Kapitel 5.7. beschrieben, gibt es bereits weltweite Bemiihungen fiir standardisierte
Arbeitsablaufe in der Aufbereitung klinischer Gewebeproben in der Pathologie. Die Realitit sieht
jedoch so aus, dass Arbeitsabldufe in der praanalytischen Phase immer noch viel zu haufig aus
eigenstandigen, schlecht verzahnten und fluktuierenden Prozessen bestehen (Abb. 19 A). In
Zukunft bedarf es daher Proteomanalysen, die in gut vernetzte, harmonisierte und
standardisierte workflows implementiert werden (Abb. 19 B), um das meiste aus einer
Gewebeprobe fiir die exakte Diagnose und die optimale Behandlung eines Patienten

herauszuholen (Boellner & Becker, 2015).
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Abbildung 19: Vergleich von gegenwirtigen und zukiinftigen Arbeitsablaufen in der molekularen

Analyse von klinischen Gewebeproben.

Gegenwartige, isolierte Arbeitsablaufe (A) und vorgeschlagene, zukiinftige, harmonisierte Arbeitsablaufe
mit Standardisierung der prdanalytischen Phase und integrierten Proteomanalysen (B) fiir die optimale

Prozessierung von klinischen Gewebeproben (modifiziert nach Boellner & Becker, 2015).
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7.Summary/Zusammenfassung

7.1. Summary

Profiling disease-associated protein signaling networks in tumor tissues is an important
component of the strategy for personalized cancer therapy. Unfortunately, variability of protein
biomarkers in human tissue specimens can cause significant bias in molecular analysis. The aim
of this thesis was to assess the potential effects of delayed tissue preservation (cold ischemia) on
protein and phosphoprotein levels in human hepatocellular carcinoma. To characterize the
impact of the preanalytical phase on protein and phosphoprotein levels, 6 human hepatocellular
carcinoma specimens and corresponding reference tissues were collected, divided and either
snap-frozen or fixed in formalin after defined ischemic intervals, ranging from 0 to 120 minutes.
Proteins were extracted and 29 signaling pathway proteins and phosphoprotein levels were
measured for all time points by reverse phase protein arrays (RPPA). Comparison across tissue
specimens revealed an increase of p-Erk (Tyr202/204) and beta-Catenin within the first 60
minutes after excision. In contrast, other protein levels, like p-EGFR (Tyr1086) and Her2 were
unchanged after 120 minutes and seem to be stable during the preanalytical phase. Moreover,
we found a decrease of angiogenetic signaling factors (HIFlalpha, VEGFR, p-VEGFR (Tyr1175))
in HCC during ischemic duration, whereas these molecules increase in corresponding reference
tissue. Thus, during cold ischemia protein levels of angiogenetic factors in HCC and reference
tissue become similar. Depending on the experimental delay time, some protein biomarker
levels were up-regulated or suppressed in a manner which did not represent the protein level at
the time of surgical resection. To obtain reliable proteomics data, human tissue specimens
should be stabilized as soon as possible after resection. Moreover, 1 suggest that the total
duration of cold ischemia should be documented and the preanalytical phase needs to be
standardized. Valid measurement and exact interpretation of protein biomarkers require tightly

controlled guidelines, taking into account preanalytical variables.
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7.2. Zusammenfassung

Die Analyse krankheitsassoziierter Signalwegsproteine im Tumorgewebe ist ein wichtiger
Bestandteil in der Strategie der personalisierten Krebstherapie. Leider konnen Instabilitdten von
Proteinbiomarkern im humanen Gewebe Ergebnisse von molekularen Analysen verfalschen. Ziel
dieser Arbeit ist es, potentielle Effekte einer verzogerten Gewebefixierung (kalte Ischdmie) auf
das Protein- und Phosphoproteinlevel im hepatozelluldaren Karzinom zu evaluieren. Um den
Einfluss der praanalytischen Phase auf die Protein- und Phosphoproteinspiegel zu
charakterisieren, wurden 6 Gewebeproben von humanen hepatozellularen Karzinomen mit dazu
korrespondierendem Referenzgewebe gesammelt, geteilt und nach definierten ischdmischen
Intervallen, von 0 bis 120 Minuten, sowohl schockgefroren als auch Formalin-fixiert. Die
Proteine wurden extrahiert und 29 Signalwegsprotein- und Phosphoproteinlevel {iber alle
Zeitpunkte mittels Reverse Phase Protein Arrays (RPPA) gemessen. Ein Vergleich zwischen den
Geweberesektaten ergab eine Erhohung von p-Erk (Tyr202/204) und beta-Catenin innerhalb
der ersten 60 Minuten nach Resektion. Im Gegensatz dazu waren andere Proteinlevel, wie
p-EGFR (Tyr1086) und Her2, nach 120 Minuten unverdndert und scheinen wahrend der
praanalytischen Phase stabil zu sein. Weiter wurde im hepatozelluldiren Karzinom im Verlauf
der kalten Ischdmie eine Erniedrigung von angiogenetischen Signalwegsfaktoren (HIFlalpha,
VEGFR, p-VEGFR (Tyr1175)) beobachtet, wahrend der Gehalt dieser Molekiile im
korrespondierenden Referenzgewebe anstieg. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass sich die
Proteinlevel von angiogenetischen Faktoren im HCC und Referenzgewebe wahrend der kalten
Ischamie angleichen. Abhdngig von der experimentellen zeitlichen Verzdgerung wurden einige
Proteinbiomarker in einer Art und Weise hochreguliert oder unterdriickt, die nicht mehr dem
Proteinlevel zum Zeitpunkt der Resektion entsprachen. Um verlassliche proteomische Daten zu
erhalten, sollten menschliche Gewebeproben so schnell wie moglich nach Resektion stabilisiert
werden. Zusatzlich schlage ich vor, die Gesamtdauer der kalten Ischdmie zu dokumentieren und
die praanalytische Phase zu standardisieren. Die verldssliche Messung und genaue
Interpretation von Proteinbiomarkern erfordert engmaschig kontrollierte Richtlinien und die

Berticksichtigung praanalytischer Einflussfaktoren auf Ergebnisse molekularer Analysen.
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