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Als invasives Mammakarzinom wird eine Gruppe maligner epithelialer Tumoren der
Brustdriise bezeichnet, die infiltrierend wachsen und eine ausgepragete Tendenz zur
Fernmetastasierung aufweisen. In der Uberwiegenden Mehrheit handelt es sich um
Adenocarcinome, die nach heutiger Ansicht vom Epithel des Mammaparenchyms,
speziell des terminalen duct lobular units (TDLU) ausgehen (Tavassoli FA, Devilee P
(Eds.) 25).

Das invasive Mammacarcinom ist das haufigste Carcinom der Frau und macht
weltweit 22%, 26 % in den Industrienationen Nordamerikas, Europas und Australiens
aus. In Deutschland erkranken jéhrlich mehr als 50100 Frauen neu, entsprechend
26,8% aller Krebsneuerkrankungsfalle. Mehr als 23200 Frauen, entsprechend 40%,
sind junger als 60 Jahre. Das mittlere Erkrankungsalter liegt mit ca. 62 Jahren knapp
7 Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter bei Krebs insgesamt (Tavassoli FA,
Devilee P (Eds.); 24,25).

2.1 Die Bedeutung von HER2-neu fir den Tumorprogress

Es ist bekannt, dass das Proteinprodukt des HER2-neu Gens, der Rezeptor HER2, in
20-30% der Mammacarcinome UuUberexprimiert wird (Witton CJ, Breast Cancer
Research, 2003,5:206-207). Seit nahezu 20 Jahren ist in Studien eine Assoziation
einer HER2-neu Uberexpression und/oder Amplifikation des HER2 Gens mit einer
schlechten Prognose nachgewiesen worden (Slamon DJ, Clark GM, Wong SG et al.;
Slamon DJ,Godolphin W, Jones LA et al; 5,6). Fir die Therapie des
Mammacarcinoms stellte die Entwicklung des monoklonalen Antikbrpers
Trastuzumab (Herceptin®), der gegen die extrazellulare Domane des HER2
Rezeptors gerichtet ist, einen bedeutenden Fortschritt dar. Zun&chst nur im
fortgeschrittenen metastasierten Stadium eingesetzt, haben die 2005 veroffentlichten
Ergebnisse zweier grosser Studien gezeigt, dass bei HER2 positiven
Mammacarcinomen das krankheitsfreie Uberlebensintervall durch die Gabe von
Trastuzumab fir ein Jahr nach adjuvanter Chemotherapie signifikant verlangert wird
(Piccart-Gebhart MJ et al. 8), und bei operiertem HER2 positivem Mammacarcinom
die Prognose durch die Gabe von Trastuzumab zusatzlich zu adjuvanter
Chemotherapie verbessert wird (Romond EH et al.; 9). Eine aktuelle Studie hat
gezeigt, dass eine HER2 Amplifikation mit einem Ansprechen auf eine
Anthracyclinhaltige Chemotherapie assoziiert ist (Pritchard Kl et al.; 10). In der letzten
Zeit richtet sich der Fokus von Studien immer wieder auf den Einfluss eines positiven

HER2 - Status auf das Ansprechen einer endokrinen Therapie bei ER+
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Mammacarcinom (Ellis MJ, Coop A, Singh B, et al., Ellis MJ, Tao Y, Young O, White
S et al; 79, 80). Es hat sich gezeigt, dass das Brustkrebswachstum durch
Interaktionen zwischen den durch den ER und verschiedene Wachstums-Faktor-
Rezeptoren, besonders HER1 und HERZ2, induzierten Signalkaskaden reguliert wird.
Dies fuihrt dazu, dass der Ostrogen — Antagonist Tamoxifen bei Tumoren, die HER2
Uberexprimieren, seine Effektivitat verliert, und sogar eine Funktion als Ostrogen-
Agonist mit resultierender Wachstumsstimulation entwickelt. Dieser Effekt kann durch
den Einsatz von Aromatase-Inhibitoren erfolgreich unterbunden werden, da diese die
Ostrogenproduktion hemmen und so durch den Entzug seines Liganden den ER
inaktivieren (Osborne CK, Shou J, Massarweh S, Schiff R; 81).

2.1.1 Die HER-Familie

Zu der HER-Familie gehoren vier Gene, die fir vier homologe Tyrosinkinase-
Rezeptoren kodieren: HER1 bzw. EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), HER2
(cErbB2, neu), HER3 und HER4. Die Rezeptoren befinden sich in der Zellmembran
und haben eine ahnliche Struktur. Der wesentliche Unterschied zwischen HER2 und
den anderen Rezeptoren besteht darin, dass HER2 keinen bekannten Liganden
aufweist und bei Uberexpression Homo-Dimere ausbilden kann. Die anderen drei
Rezeptoren haben dagegen mehrere bekannte Liganden, die bei der Bindung an die
entsprechende Doméane die Ausbhildung von Dimeren bewirken. HER Rezeptoren
kénnen sowohl mit gleichartigen als auch mit unterschiedlichen Mitgliedern der HER
Familie eine Bindung eingehen, also Homo-oder Heterodimere ausbilden. HER?2 ist
dabei der bevorzugte Partner (Graus-Porta D et al.; 16). Das Ergebnis dieser
Dimerisierung fuihrt zu einer Aktivierung der intrazellularen Tyrosinkinase-Doméane mit
nachfolgender Ubermittlung eines Wachstumssignals an den Zellkern und dartber
zum Tumorwachstum (Witton CJ; 7).

2.1.2 HER2-neu und Chromosom 17

Das HER2 Gen ist auf dem langen Arm des Chromosom 17 (17g21) lokalisiert. Die
Expression des Gens wird hauptsachlich durch zwei Mechanismen gesteuert. Im
normalen Mammagewebe erfolgt eine Aktivierung der Transkription des HER2 Gens,
wohingegen bei mehr als 90% aller Mammacarcinome, die eine Uberexpression des
HER2-Proteins aufweisen, eine Amplifikation des HER2 Gens zugrunde liegt. Wenn
man davon ausgeht, dass eine Amplifikation des HER2 Gens Uber eine gesteigerte
Gen-Dosis zu einer Uberexpression des HER2 Proteins fiihrt, dann ist denkbar, dass
auch durch eine erhdhte Anzahl der Kopien des Chromosoms 17 (Polysomie) eine

Steigerung der Gen- Dosis erreicht wird. Bedeutsam ist in diesem Zusammenhang
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die Tatsache, dass eine betrachtliche Anzahl von Mammacarcinomen eine
Chromosom 17 Aneusomie mit entweder polysomen oder hypodisomen
Chromosomensatzen aufweisen (Wang S et al.; 11). Die Beziehung zwischen einer
HER2 Protein Uberexpression und einer Polysomie des Chromosoms 17 ist auch

gegenwartig Gegenstand von Untersuchungen (Downs-Kelly E et al.; 12).

2.2 Die Bedeutung von p53

Dem TP53 Gen, dass den Transkriptionsfaktor p53 codiert, kommt eine zentrale
Bedeutung fur die Wahrung der Stabilitat des Genoms zu. Ein Verlust des Gens ist
wahrscheinlich die haufigste Veranderung eines einzelnen Gens bei Tumoren(Soussi
T; 62; Soussi T, Beroud C, 63).Das p53 Protein wird daher auch als “Wachter des
Genoms* (Vousden KH, 91) bezeichnet. Bei Mammacarcinomen sind besonders
Mutationen des TP53 Gens mit einer schlechten Prognose und Resistenz gegen eine
Anthracyclin-haltige Chemotherapie in Verbindung gebracht worden (Bergh J,
Norberg T et al.; 48, Aas T, Borresen AL et al.; 50, Geisler S, Lonning PE, Aas T et
al.; 51, Pharoah PD, Day N et al.; 58).

2.2.1 Funktion des p53 Proteins

Normalerweise resultiert aus einer irreversiblen Beschadigung der DNA ein Arrest
des Zellzyklus und die Auslésung des programmierten Zelltodes, die Apoptose. Bei
diesen Vorgangen kommen p53 entscheidende Funktionen zu. Normalerweise ist die
p53 Konzentration in der Zelle niedrig, da das Genprodukt schnell abgebaut wird. Das
MDM2-Protein bindet p53, regelt seinen Abbau und Ubt so eine negative
Kontrollfunktion Gber die p53 Konzentration aus. Wenn durch die Signale einer Reihe
von zellularen Stressensoren eine Phosphorylisierung und Stabilisierung von p53
eintritt, wird diese Kontrolle aufgehoben und es kommt zu einer intranuklearen
Akkumulation von p53 und seiner Aktivierung als Transkriptionsfaktor. Dies fuhrt zu
einer erhdhten Konzentration einer Gruppe von Genen, die den Zellzyklus hemmen
(WAF1, GADD45, 14-3-3S, CyclinG), die Apoptose induzieren (FAS/APO/CD95,
KILLER/DRS5, AIF1, PUMA, BAX, PIG3) und fir die DNA Reparatur zustandig sind
(MLH2, O6MGMT). Tumorzellen, denen p53 fehlt oder die ein in seiner Funktion
durch Mutation veréandertes p53 aufweisen, kdnnen so trotz beschadigter DNA ihre
Replikation fortsetzen und entgehen der Apoptose. (Strachan/Read; 26; Wang XW,
Harris CC; 83, Mendoza-Rodriguez CA, Cerbon MA ;84, Harris CC ;85)
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2.2.2 p53 und Chromosom 17

Die p53 Funktion kann durch eine Deletion, Mutationen oder die Inaktivierung durch
einen Inhibitor wie MDM2 verloren gehen. Das TP53 Gen ist in der pl2-Region des
Chromosoms 17 lokalisiert. In dieser Region geht bei einem breiten Spektrum von
Tumoren, insbesondere auch beim Mammacarcinom, die Heterozygotie am
haufigsten verloren. In den meisten sporadischen Tumoren ist das TP53 Gen haufig
mutiert. 25% aller sporadischen Mammacarcinome weisen mutiertes TP53 auf.
Keimbahnmutationen des TP53 werden beim Li-Fraumeni-Syndrom dominant

vererbt. (26, Guran S, Tunca Y, Imirzalioglu N; 86)

Realtion auf
DhA-Schadigung

Irreparabler Schaden:
Auslosen der Apoptose

Reparabler Schaden:
Anhalten des Zellzyklus
fur Reparatur

Abbildung 1.Kontrollen fir den Fortgang des Zellzyklus und die genomische
Integritat (modifiziert nach Strachan und Read)
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2.3 Prognostische Faktoren

Die traditionellen patho-morphologischen Faktoren sind bisher die brauchbarsten
Prognosefaktoren (Fitzgibbons et al.; 30). Neuerdings gewinnt die Methode des Gene
Expression Profiling zunehemend an Bedeutung (Bertucci et al. 2002; 27, van 't Veer
et al 2002; 28, van de Vijver et al 2002, 29)

2.3.1 Morphologische Faktoren

2.3.1.1 Nodal Status

Der Status der axillaren Lymphknoten stellt den wichtigsten Prognosefaktor fir
Patienten mit Mammacarcinom dar. In zahlreichen Studien konnte eine inverse
Relation zwischen der Gesamt-Uberlebensrate und dem krankheitsfreien Intervall und
der Anzahl der axillaren Lymhknotenmetastasen gezeigt werden (Fisher et al. 1993;
40, 41, Chen&Schnitt 1998; 46, Bundred 2001; 44).

2.3.1.2 Tumorgrdsse

Die Tumorgrdsse stellt einen wichtigen Prognosefaktor dar. Selbst bei Tumoren, die 1
cm oder kleiner sind, entsprechend einem Stadium Tla und T1lb nach der TNM
Klassifikation, hat die Grosse einen wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung
axillarer Lymhpknotenmetastasen und den Krankheitsverlauf (Elston CW et al.;31,
Fisher ER et al.;32, Carter CL, Allen C, Henson DE ; 33, Neville AM et al.;34, Rosen
PP, Groshen S, Kinne DW, Norton L ;39).

2.3.1.3 Histologischer Typ

Einige spezielle histologische Typen des Mammacarcinoms sind mit einer
glnstigeren Prognose assoziiert. Dazu gehoren das tubulére, cribriforme, muzinése
und das adenoid-zystische Carcinom. (Dixon JM, Page DL, Anderson TJ et al ;35,
Dawson P,Ferguson DJ, Karrison T; 36, Pereira H et al.; 37, Rosen PP, Groshen S,
Kinne DW, Norton L ;39) Auch die intracystische Sonderform des papillaren

Carcinoms verhalt sich prognostisch gunstig (Leal C et al.;54)

2.3.1.4 Histologischer Grad

Schlechtere Uberlebensraten und eine hohere Rate fir Fernmetastasen werden
unabhangig von der Tumorgrosse und dem Nodal Status bei Patienten mit G3
Tumoren beobachtet (Elston CW, Ellis 10; 14, Pereira H, et al.; 37).



Einleitung

2.3.1.5 Angioinvasion

Es konnte gezeigt werden, dass eine Lymphangioinvasion besonders bei T1 NO
Tumoren einen wichtigen und unabhdngigen Prognosefaktor darstellt.
Hamangioinvasion soll mit einem unginstigen Effekt auf den klinischen Verlauf
verbunden sein; allerdings ist die Streubreite der berichteten Inzidenz sehr gross
(weniger als 5% bis fast 50%) (Tavassoli FA, Devilee P (Eds.); 25, Roses DF et al,;
38).

2.3.2 Molekulare Marker und Genetische Faktoren

Inzwischen konnte beim invasiven Mammacarcinom eine grosse Anzahl genetischer
Alterationen nachgewiesen werden, die teilweise eine prognostische Relevanz
hinsichtlich des Uberlebens aufweisen (Bertucci F et al.; 27). Andere pradizieren die

Wahrscheinlichkeit eines Ansprechens auf bestimmte Therapiemodalitaten.

2.3.2.1 Steroid Hormon Rezeptoren (Ostrogen- und Progesteron- Rezeptor)

Der Nachweis der Hormonrezeptoren gehort seit etwa 20 Jahren zu den
Standarduntersuchungen (Osborne CK; 57). Ungefahr 60% aller Mammacarcinome
exprimieren den Ostrogenrezeptor (ER). Ostrogen bindet an den im Zellkern
lokalisierten ER und induziert so eine Expression von Genen, die die Proliferation und
das Uberleben der Tumorzellen steuern. Der ER stellt neben einem Prognosefaktor in
erster Linie einen wichtigen pradiktiven Faktor fir das Ansprechen auf eine endokrine
Therapie dar. Der Progesteronrezeptor (PR) dient als Ersatzmarker fir den Nachweis
eines aktiven ER, da er unter dem Einfluss des durch Ostrogen aktivierten ER
gebildet wird. Der positive Nachweis des PR bedeutet also einen zuséatzlichen
pradiktiven Faktor fur einen Therapieerfolg (Mohsin et al, 2004; 87). Seit der 9.
Konsensus Konferenz von St. Gallen im Januar 2005 steht nicht mehr die Einteilung
in Risikogruppen fur die Auswahl der adjuvanten Therapie im Vordergrund, sondern
die endokrine Sensibilitat. Dies bedeutet, dass ER und PR obligat quantitative
pradiktive Marker sind: Man unterscheidet derzeit im Bezug auf das Ansprechen auf
eine endokrine Therapie die drei Kategorien endokrin sensibel, unbestimmt und nicht
sensibel, in Abh&ngigkeit vom Ausmass der ER/PR Expression (Goldhirsch et al,
2005; 1).

2.3.2.2 DNA Amplifikation

Die Amplifikation des FGFR1 Genes auf 8p12 korreliert, insbesondere in Kombination
mit amplifiziertem Cyclin D1 Gen, mit reduziertem krankheitsfreien Uberleben (Cuny

M et al.; 82). Etwa 20% der Mammacarcinome weisen eine MYC-Amplifikation auf

10
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8024 auf, die verbunden ist mit einer fehlenden ER-Expression, lokal
fortgeschrittenem Tumorwachstum und schlechter Prognose (Berns EM et al.; 2).
Cyclin D1 auf 11913 ist in 15-20%, haufiger bei lobuldren als ductalen Carcinomen,
amplifiziert und bei ER-positiven Carcinomen mit einer relativ schlechten Prognose
assoziiert (Cuny M et al.; 82, Schuuring et al.; 88). Kirzlich wurde in einer Studie
gezeigt, dass eine Amplifikation des TOP2A Genes auf 17921 signifikant mit einem
verbesserten Uberleben unter Anthracyclin-Chemotherapie assoziiert ist (Knoop et al,
2005; 3).

2.3.2.3 Gen Expressions Profile

Die Methode des Genexpressions Profiling mit DNA Microarrays hat zu einer
molekularen Klassifikation der Mammacarcinome gefiihrt. So lassen sich derzeit funf
intrinsische Subtypen in Analogie zu den Ausgangszellen des normalen

Brustdriisengewebes unterscheiden (Tab.2.1).

Subtyp Rezeptorstatus HERZ2-Status
Luminal A Stark ER+ negativ
Luminal B Schwach ER+ Negativ
Basal-like ER-/PR- Negativ
HER2 _ N

o ER/PR variabel- Positiv
Uberexprimiert
Normal-breast-like Negativ

Tabelle 2. Molekulare Klassifikation der Mammakarzinome

Der Basal-like und der HER2+ Subtyp, insbesondere der HER2+ ER- Typ, sind mit
den schlechtesten Uberlebensraten verbunden. In der Gruppe der ER+ Carcinome
bestehen Unterschiede hinsichtlich des Uberlebens. So zeigt die Luminal B
Subgruppe eine schlechtere Prognose (Sorlie et al 2001; 4 & 2003; 77, Cheng et al.
2006; ,Van de Vijver et al.2002; 29,Van't Veer et al. 2002; 28). Paik et al. konnten
mittels eines RT-PCR Assays aus 21 prospektiv selektierten Genen an paraffin-
eingebettetem Tumorgewebe einen validierten Score zur Rezidiv-Vorhersage
entwickeln (Paik et al.; 78).

11
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Die Bedeutung einer Uberexpression des Proteinproduktes des HER2-neu Genes als
ungunstiger Prognosefaktor einerseits und pradiktiver Faktor fir das Ansprechen auf
eine Therapie mit Trastuzumab (Herceptin®) andererseits ist in zahlreichen Studien
nachgewiesen worden. Zugrunde liegt in den meisten Féllen eine Amplifikation des
auf dem Chromosom 17 in der Region 17921 lokalisierten HER2-neu Gens. Ein
zweiter Mechanismus zur Vervielfaltigung der Gen-Kopien ist eine Polysomie des

Chromosoms 17.

Ebenfalls auf Chromosom 17 befindet sich das TP53 Gen, das haufig mutiert ist. Die
Uberexpression des mutierten p53 Proteins korreliert mit einer schlechteren

Prognose und Resistenz gegen Anthracycline (Rahko et al, 2002; 13).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine Korrelation zwischen einer
Uberexpression des HER2-neu Proteins und einer Polysomie des Chromosoms 17
nachweisbar ist und wie haufig dies der Fall ist. Gleichzeitig wurde untersucht, ob
eine Beziehung zwischen einer Expression von p53 Protein und einer Polysomie des

Chromosoms 17 nachweisbar ist.

Weiterhin wurde untersucht, ob Korrelationen zwischen einer Chromosom 17-
Polysomie und anderen Prognosefaktoren sowie pradiktiven Faktoren erkennbar
sind. Bericksichtigt wurden die Tumorgrésse, der Nodalstatus, der histologische Typ,
der Differenzierungsgrad, der Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus sowie das

Alter der Patienten.
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4.1 Untersuchungsmaterial und darauf bezogene Patientendaten

Gegenstand der Untersuchung waren insgesamt 104 invasive Mammacarcinome.
Samtliche Untersuchungen wurden an in Paraffin eingebetteten Gewebeproben aus
dem laufenden Eingangsmaterial des Jahres 2005 der Institute fur Pathologie in
Remscheid und Wilhelmshaven durchgefuhrt. Differenziert nach der routinemaflig
immunhistochemisch ermittelten HER2-neu Uberexpression wurden 48 HER2-neu
dreifach (3+) und 54 zweifach (2+) Uberexprimierte Falle analysiert. Der
immunhistochemische  Nachweis einer p53 Expression wurde nachtraglich an
Archivmaterial gefihrt. Von insgesamt 17 der CEP17 polysomen Falle war
Blockmaterial verfligbar. Als Kontrollgruppe dienten 12 eusome Falle aus dem
Kollektiv.

Es handelte sich ausschlie3lich um weibliche Patienten. Das Alter lag durchschnittlich
bei etwas Uber 60 Jahren mit einer Verteilung zwischen 29 und 91 Jahren. Es
wurden Daten Uber die Tumorgrosse bzw. das T-Stadium, den Nodalstatus,
Fernmetastasen, Grad, histologischen Typ sowie den  Ostrogen-und

Progesteronrezeptor-Status erhoben (Tabelle 4.1).

HER2-neu 3+ HER2-neu 2+
Histologischer Typ Anzahl Anzahl
Invasiv ductal 38 41
Invasiv lobular 3 5
Invasiv tubulo-
lobular ! !
Invasiv tubular 2 0
Invasiv papillar 0 1
Nicht ermittelt* 7 6

13
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HER2-neu 3+ HER2-neu 2+

TumorgrofR3e Anzahl Anzahl
T1 25 14

T2 8 18

T3 4 4

T4 3 2

Nicht ermittelt 0 16
Nodalstatus Anzahl Anzahl
NO 18 23

N1 13 10

N2 3 1

N3 4 3

Nicht ermittelt 12 17
Differenzierungsgrad Anzahl Anzahl
Gl 2 0

G2 30 29

G3 13 16
Nicht ermittelt* 5 9

14
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HER2-neu 3+ HER2-neu 2+
Ostrogenrezeptor + 33 33
Ostrogenrezeptor - 14 14
Progesteronrezeptor+ 29 30
Progesteronrezeptor - 18 17
Nicht ermittelt 3 7

Tabelle 4.1: Zusammenstellung der Daten. *Im primaren pathologisch-anatomischen
Befund nicht bestimmt, kein Material zur Reevaluierung verflgbar

4.1.1 Klassifikation und Einteilung der Mammacarcinome

Die histologische Klassifikation erfolgte nach den Kriterien der aktuellen WHO-
Klassifikation von 2004 (Tavassoli FA, Devilee P (Eds.); 25). Das Grading wurde
nach Elston & Ellis 19991 durchgefiihrt (14). Die Einteilung erfolgte nach der
aktuellen TNM - Klassifikation der UICC (UICCTNM Classification of Malignant
Tumours Sobin LH, Wittekind Ch( Editors), 6" edition 2002; 23).

4.2 Immunhistochemische Farbungen

Die immunhistochemischen Farbungen zum Nachweis einer HER2-neu
Uberexpression wurden routinemassig von allen Fallen durchgefiihrt. Der p53
Nachweis wurde nachtraglich an Archivmaterial durchgefuhrt. Von 17 der CEP17
polysomen Falle war Blockmaterial verfugbar. Als Kontrollgruppe dienten 12 eusome
Kontrollfalle aus dem Kollektiv.

4.2.1 Herstellung und Vorbereitung der Gewebeschnitte

Die in 4,5%igem, neutral gepuffertem Formalin fixierten Gewebeproben wurden durch
eine aufsteigende Alkoholreihe (70-100%) entwéassert danach mittels Xylol vom
Alkohol befreit und anschlieRend in maximal 60°C warmes Paraffin eingebettet.
Danach wurden 3u dicke Schnittpraparate auf beschichteten Objekttragern

hergestellt. Nach Trocknen im Warmeschrank Uber Nacht bei 37-40°C, wurden die
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Schnittpraparate in reinem Xylol fir ca.20 min., entparaffiniert und anschliessend in
absteigender Alkoholreihe (100%-79%) rehydriert. Abschliessend wurden sie 30 sec
in Aqua dest. gesplilt. Die Formalinfixierung ruft eine Veranderung der Struktur der
Proteine hervor. Dadurch kommt es auch zu einer Veradnderung der antigenen
Bindungsstellen, den Epitopen. Man spricht von einer ,Antigen-Maskierung®. Um die
Immunreaktivitét der Epitope wiederherzustellen, also eine ,Antigen-Demaskierung*
herbeizufuhren, eignet sich besonders die auch hier eingesetzte Methode der Hitze-
induzierten Epitop Wiederherstellung (Retrieval), kurz HIER, durch Erhitzen bis nahe
des Siedepunktes von Wasser (90-95 °C) in einer Pufferlésung, deren pH-Wert je

nach Epitop zu wéhlen ist.

Hitzeinduzierte Antigendemaskierung: Im Dampfgarer (Braun MultiGourmet TYP
FS20 ) 30 min bei 100,4°C in Target-Retrieval-Losung (Dakocytomation). 20 min

Trocknen bei Raumtemperatur.
4.2.2 Nachweis der Antigene

4.2.2.1 Allgemeine Methode der immunhistochemischen Farbung
Zugrunde liegt das Prinzip der Antigen-Antikorper Reaktion.

Die Bindung des Primérantikérpers an die Epitope in der Gewebeprobe wird mit
einem Detektionssystem nachgewiesen und sichtbar gemacht. Zugrunde liegt die
markierte (Strept)Avidin-Biotin-Komplex-Methode (LSAB, Labeled StreptAvidin
Biotin), bei der zuerst der Primarantikorper an das Epitop bindet. Es folgt in einem
zweiten Schritt die Reaktion zwischen einem biotinyliertem Sekundéarantikdrper und
dem Primarantikorper, der hierbei seinerseits als Antigen fungiert. Im dritten Schritt
reagiert dieser Komplex mit einem Enzym-gekoppelten Streptavidin. Abschliessend
erfolgt die Visualisierung des Komplexes durch den Einsatz einer Substrat-
Chromogenlésung (AES oder DAB).

Die Bindung des Priméarantikbrpers an die Gewebeprobe wird mit dem
Detektionssystem ChemMate® FastRed, Rabitt/Mouse/Alkaline Phosphatase (K5005

Dakocytomation, Denmark) nachgewiesen und sichtbar gemacht.

Das System ist zur Detektion von Maus- und Kaninchen-Antikrpern (mono- und
polyklonal) auf dem Farbeautomaten AutostainerPlus® (Dakocytomation) geeignet.
Das Detektionssystem besteht aus einem biotinylierten Sekundarantikbrper gegen
Maus- und Kaninchen-Immunglobuline, einem Alkalische-Phosphatase-gekoppelten

Streptavidin und dem Chromogen Neufuchsin.

Alle Schritte werden automatisiert durchgefihrt.
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4.2.3 Prinzip des HercepTest®- Verfahrens und Charakterisierung des Antikorpers
HER2-neu

Der HercepTest® stellt ein zwei Schritte umfassendes immunhistochemisches
Farbeverfahren dar. Im ersten Schritt erfolgt die Inkubation mit dem priméren
Antikorper gegen das humane HER 2 Protein, einem gebrauchsfertigen
affinitatsisolierten Kaninchen-Antikérper, der gegen den intrazytoplasmatischen
Abschnitt des C-terminalen Fragmentes des HER2-Proteins gerichtet ist. In einem
zweiten Schritt wird ein Visualisierungsreagenz, das auf der Dextran-Technologie
beruht, eingesetzt. Hierbei sind Ziegen-Anti-Kaninchen-Immunglobulinmolekile des
sekundaren Antikorpers Uber eine Dextranpolymerkette mit Meerrettichperoxidase-
Molekilen verknupft. Durch diese Methode entféllt die sonst Ubliche sequentielle
Anwendung des sekundaren ,Link“-Antikdrpers und des Peroxidase-konjugierten
Antikorpers. Abschliessend wird durch die enzymatische Umwandlung des
Chromogens DAB das lichtmikroskopisch sichtbare finale Reaktionsprodukt erzeugt.
Zur Validierung der Reaktionsschritte wird ein Kontrollobjekttrager des HercepTest®-
Kits mit Mammakarzinomzellinien identisch prozessiert wie die zu analysierenden

Schnittpraparate.

4.2.3.1 Immunhistochemische Farbemethode zum Nachweis der Proteinprodukte des
HER2-neu Gens

Fur die immunhistologische Markierung wurde das Hercep Test-Kit (K 5204,
DakoCytomation GmbH) verwandt. Die Waschvorgange in Puffer und Aqua dest.
wurden in Kivetten jeweils mit 50 ml Flissigkeit durchgefihrt. Die
Retrievalanwendung wurde in einer Kuvette mit 100 ml Losung durchgefihrt. Der
Waschpuffer (Tris-HCI) (Flasche Nr. 8) wurde in einer Konzentration von 1:10 und
einer Verbrauchsmenge von 500 ml angesetzt (50 ml Puffer + 450 ml Aqua dest.).
Alle Inkubationen und Waschvorgénge wurden, wenn nicht anders angegeben, bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Durchfuhrung der Immunhistologie mit dem
HercepTest® umfasst die unten aufgefiihrten Arbeitsschritte, die im AutostainerPlus®
automatisiert ~ durchgefuhrt  wurden. Pro  Farbedurchgang wurde ein
Kontrollobjekttrager mit Mammacarcinomzellinien (Bestandteil des HercepTest® Kits)
identisch prozessiert. Ausserdem wurde fir jeden zu testenden Fall eine

Negativkontrolle mitgefthrt.

Nach Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe verblieben die Schnitte 30 sec in

Aqua dest.
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Arbeitsschritte

Schnitte in Retrieval Losung (Flasche Nr. 7) 1:10 (10 ml Retrieval Losung + 90 ml
Aqua dest) im Wasserbad bei 98°C fir 40 min inkubieren, wie unter 4.2.1
beschrieben. 20 min bei Raumtemperatur abkihlen lassen. Die folgenden Schritte

werden in einer feuchten Kammer durchgefihrt:
Waschpuffer 5 min

3 Tropfen des Peroxidase-Blockierungsreagenz (Flasche Nr. 1) pro Schnitt

auftropfen, 5 min inkubieren
Aqua dest. 1 min
Waschpuffer 5 min

3 Tropfen des Primarantikérpers (Kaninchen Anti-Human HER2 Protein) (Flasche Nr.

2) pro Schnitt auftropfen und 30 min inkubieren.
Frischer Waschpuffer 1 min
Frischer Waschpuffer 5 min

3 Tropfen der Visualisierungslosung (enzymgekopplter sekundarer Antikdrper)

(Flasche Nr. 3) pro Schnitt auftropfen und 30 min inkubieren
Frischer Waschpuffer 1 min
Frischer Waschpuffer 10 min

1 Tropfen des DAB Chromogens (Flasche Nr. 6) auf 1 ml mit DAB Puffer-Substrat
(Flasche Nr. 5) auffillen (hierzu werden 5 ml PlastikmessgefaRe aus dem LSAB2-Kit
von Dakocytomation benutzt). Pro Schnitt 100 ul des Gemisches auftropfen und 10

min inkubieren.

Aqua dest. 5 min

Hamalaun 2 min
Leitungswasser 5 min
Eindecken in Faramount (Dako)

Durchfuhrung automatisiert im Autostainer Plus® (Dakocytomation):
Peroxidase-Blockierung, Inkubation mit Primarantikérper Kaninchen Anti-Her-2/neu
(vorverdunnt) fur 30 min, Inkubation mit enzymgekoppelten Sekundarantikorper fiir 30
min, Inkubation mit Chromogen (DAB) fur 2X5 min und alle zwischengeschalteten

Waschvorgange
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Fertigstellung (manuell): Hamalaun 30 sec, Leitungswasser 5-10 min, Dehydrierung

in aufsteigender Alkoholreihe, Xylol (rein), Eindecken mit Histofluid®
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4.2.3.2 Auswertung der immunhistochemischen Farbung

Die Auswertung erfolgt nach dem DAKO Scoring System, das unten tabellarisch

aufgefuhrt ist.

Farbemuster Score Status der HER2/neu
Uberexpression

Keine Anfarbung oder 0 Negativ
Membranfarbung in weniger als

10% der Tumorzellen

Schwache, kaum wahrnehmbare 1+ Negativ
Membranfarbung in mehr als 10%
der Tumorzellen. Die Zellmembran

nur partiell gefarbt

Schwache bis massig starke 2+ Uberexpression muss
Anfarbung der gesamten durch FISH-Analyse
Zellmembran in mehr als 10%der abgeklart werden
Tumorzellen

Starke Anfarbung der gesamten 3+ Positiv

Zellmembran in mehr als 10% der

Tumorzellen
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4.2.4 Charakterisierung des Antikdrpers p53 zur immunhistochemischen Farbung

Zum Nachweis der Proteinprodukte des p53 Gens wurde ein monoklonales Maus-
Anti-Human p53 Protein, DO-7 (Dakocytomation, Denmark) in einer Verdiinnung von
1:300 eingesetzt. Der Klon DO-7 bindet spezifisch an ein Epitop, das innerhalb der
Aminoséauren 35-45 des N-Terminus der Wild-und Mutantentypen des p53-Proteins

lokalisiert ist.

4.2.4.1 Immunhistochemische Farbemethode zum Nachweis der Proteinprodukte des
p53 Gens

Die nach der unter 3.2.1 beschriebenen Methode angefertigten und vorbehandelten
Gewebsschnitte wurden mit dem ChemMate® Detection Kit Alakaline
Phosphatase/RED/Rabitt/Mouse  der Fa  Dakocytomation (Denmark) im
AutostainerPlus® (Dakocytomation) immunhistochemisch gefarbt. Fir jeden
Farbedurchgang wurde eine Positivkontrolle mitgefuhrt (Tonsille).

Blockierung der endogenen Peroxidase durch Wasserstoffpeoxid fir 5min

30 min. Inkubation mit dem Primarantikbrper Anti-p53 DO-7, Verdiinnung 1:200
Spilen mit TBS (S3006, Dakocytomation)

15 min. Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikdrper (aus DAKO K5005)
Waschschritt mit TBS (S3006,Dakocytomation).

15 min. Inkubation mit dem Alkalische-Phosphatase-konjugierten Streptavidin (aus
DAKO K5005)

Spulen mit TBS (S3006, Dakocytomation)

Die Schnitte werden dann 2 x 7 min. mit dem Neufuchsin-Farbstoff (aus DAKO
K5005) inkubiert, zwischen den Chromogenschritten werden die Schnitte mit TBS
(S3006, Dakocytomation) und nach der Chromogen-Inkubation mit Aqua dest

gewaschen.
Die abschliessenden Schritte erfolgen manuell.

Hamalaun 2 min, Leitungswasser 5-10 min, Dehydrierung in aufsteigender
Alkoholreihe (70-100%), 4 mal Xylol (rein), Eindecken mit Histofluid®
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4.2.4.2 Auswertung der immunhistochemischen Farbung

Die gefarbten histologischen Gewebeschnitte wurden lichtmikroskopisch untersucht.
Als positiv galten Zellen, deren Zellkerne eindeutig rot angefarbt waren. Unterschiede
in der Farbeintensitat wurden nicht beriicksichtigt. Ausgewahlt wurden Bereiche mit
eindeutig invasiven Carcinominfiltraten. Der Anteil der positiven Zellen wurde in

Prozent angegeben.
4.3 FISH (Fuoreszenz In Situ Hybridisierung)

4.3.1 Grundlagen der Methode

Bei dieser Methode wird eine fluoreszenz-markierte Sonde bekannter DNS mit
denaturierter DNS aus Metaphase- und Interphase- Chromosomen in
formalinfixierten,  Paraffin-eingebetteten = Gewebsschnitten auf  Objekttragern
hybridisiert. Die Signale kénnen dann fluoreszenzmikroskopisch optisch ausgewertet

weden.

4.3.2 Vorbereitung

Die in 4,5%igem, neutral gepuffertem Formalin fixierten Gewebeproben wurden durch
eine aufsteigende Alkoholreihe (70-100%) entwdassert, danach mittels Xylol vom
Alkohol befreit, gefolgt von Infiltration durch maximal 60°C warmes Paraffin. Danach
wurden 4u dicke Schnittpraparate hergestellt und auf speziell beschichtete

Objekttrager aufgezogen. Trocknen im Warmeschrank Uber Nacht bei 37-40°C.

4.3.3 Durchfihrung

Die FISH-Analyse wurde mit dem PathVysion® HER-2 DNA Probe Kit (Abbott
Laboratories) durchgefuhrt. Das Kit liefert eine Mischung von zwei DNA FISH
Sonden, LSI®HER-2 SpectrumOrange® zum Nachweis des HER2 Gens und
CEP®17 SpectrumGreen® zur Darstellung der Centromer-Region des Chromosoms
17 in Hybridisierungs-Puffer.

4.3.3.1 Entparaffinieren und Rehydrieren

Objekttrager fur 10 min in Xylol inkubieren, zwei mal wiederholen und jeweils Bader

wechseln
5 min in 100% Alkohol, einmal wiederholen und Bad wechseln

Trocknen an der Luft oder auf 2-5 min auf einer 45-50°C warmen Heizplatte
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4.3.3.2 Vorbehandlung 1.Tag
Objekttrager 20 min in 0,2 N HCL tauchen
3 min Aqua dest
3 min SSC Waschpuffer

Objekttrager 30 min in auf 80°C erhitzter (Temperatur mit kalibriertem Thermometer

Uberprufen!) Pretreatment-Losung inkubieren
1 min Aqua dest
5 min SSC Waschpuffer, Puffer wechseln

5 min SSC Waschpuffer

4.3.3.3 Enzymatische Verdauung mit Protease

Da das Proteasepulver bei -20°C gelagert wird und die Reaktion bei 37°C erfolgt,
muss die Enzymlésung vorab angesetzt werden. Hierzu werden 10 mg

Proteasepulver in 20 ml auf 37°C erwarmte Pufferlésung geldst.

Die Objekttrager 10 min bei 37°C (Temeperaturkontrolle) mit der Proteasel6sung

inkubieren

5 min SSC Waschpuffer, Puffer wechseln

5 min SSC Waschpuffer

10 min 4% Formalin zur Unterbrechung der enzymatischen Reaktion
5 min SSC Waschpuffer, Puffer wechseln

5 min SSC Waschpuffer

Trocknen an der Luft oder 2-5 min auf einer 45-50°C warmen Heizplatte

4.3.3.4 Denaturierung und Hybridisierung

4-8 pl der HER2/CEN-17 Sonden-Mischung auf den Objekttrager aufbringen, so dass
die Gewebeprobe vollkommen bedeckt ist. Sofort 22mm x 22mm Deckglas auflegen,

ohne dass Luftblasen entstehen, und mit Fixogum versiegein.

Automatischer Vorgang im DakoCytomation Hybridizer nach voreingestelltem
Protokoll:

5 min Denaturierung bei 82°C und Hybridisierung tUber Nacht (18-24 Std.) bei 45°C

Feuchtigkeitsstreifen einlegen und Hybridizer mit den Objekttrdgern bestiicken,
Protokoll (04 FISHWA) starten.
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4.3.3.5 Stringentes Waschen in Post-Hybridisierungs-Puffer, Tag 2

Nach Entnahme der Objekttrdger aus dem Hybridizer in 2xSSC Puffer geben, um

Gummierung zu entfernen, Deckglas ablésen

2 min im ersten Waschbad aus 2xSSC/0,3%NP-40, auf 72°C im Wasserbad erhitzt,

spulen

1min im zweiten Wasserbad aus 2xSSC/0,3%NP-40 bei Raumtemperatur spulen
Kurz in Aqua dest. abspilen und im Dunkeln lufttrocknen

Kernfarbung mit 10 pl DAPI (Diamino-Phenylindol-Dihydrochlorid)

Mit Deckglas einschliessen

Zur Verhinderung des Ausbleichens bei 2°C-8°C lichtgeschutzt aufbewahren

4.3.4 Auswertung
Die Auswertung kann 15 min nach Fertigstellung bis 7 Tage danach erfolgen.
Die Hybridisierungssignale wurden an einem Epifluoreszenz-Mikroskop ausgewertet.

Das Mikroskop ist ausgestattet mit einer 100W Quecksilberdampflampe und

folgenden Filtern:

1.Blaufilter (Aquafilter) single bandpass
2.Rot/Gruin-dual bandpass filter
3.Rotfilter-single bandpass
4.Gelbfilter-single bandpass

Fur die Auswertung wurden Bereiche mit eindeutig invasivem Carcinom gewabhlt, die
eine gute Verteilung der Zellkerne aufwiesen. Es wurden mehrere Bereiche
untersucht, um eine mdogliche Heterogenitat zu Dberlcksichtigen. Als interne
Qualitatskontrolle dienten normale Zellkerne, die 1-2 deutlich erkennbare griine
Signale als Hinweis dafir, dass die Sonde erfolgreich an die Centromer-Region von
Chromosom 17 angelagert hat und 1-2 deutliche rote Signale als Beweis einer

Sondenanlagerung an das HER2-Amplicon, aufweisen mussen.

Von den ausgewahlten Tumorbereichen wurden dann die roten und grinen Signale

von 20 Zellkernen ausgezahit.

Hierbei wurde folgendes beriicksichtigt:
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Wenn zwei Signale, die die gleiche Grdsse aufweisen und nur durch eine Distanz
getrennt sind, die kleiner oder gleich der Signalgrosse ist, werden diese als nur ein

Signal gezahlt.

Bei hoher Amplifikation des HER2-Gens kdnnen die roten Signale sehr nahe
aneinander liegen und einen Cluster bilden. In diesen Fallen erfolgt eine Schatzung
der Signal-Anzahl. Besonders zu beachten ist, dass diese Cluster die griinen Signale

Uberlagern kénnen.

Nach Auszahlen der Signale wurde das HER2/CEN17-Verhéltnis durch Division der
Gesamtzahl der roten HER2-und der grinen CEN17-Signale ermittelt.

Bei einem HER2/CEN17-Quotienten von 2 oder grdsser, ist eine Amplifikation des
HER2-Gens anzunehmen. Lag der Quotient im grenzwertigen Bereich (1,8-2,2),
wurden 20 weitere Kerne ausgegezahlt und das Verhaltnis auf der Basis von 40

Nuclei neu berechnet.

Fur den Nachweis einer Polysomie von Chromosom 17 wurde der Quotient aus der
Anzahl der grinen Signale und der ausgezahlten Kerne ermittelt. Unter
Berticksichtigung der Tatsache, dass auch ein vorherrschend eusomer Tumor mehr
als 2 Signale pro Kern aufweisen kann, bedingt durch hohe Mitoserate, genetische
Instabilitdt oder schnittbedingte Zerteilung der Kerne, galten Falle mit einem

Quotienten grosser 2.15 als polysom.
4.4 Statistik

4.4.1 Datenverarbeitung und Dokumentation

Die statistische Verarbeitung der erhobenen Daten sowie die graphische und
tabellarische Darstellung erfolgte mit dem Programm SPSS 11.5 sowie alternativ mit
SAS Version 8.

4.4.2 Uberblick Uber die verwendeten Verfahren

Im Rahmen der vorliegenden Analysen wurden — je nach Fragestellung - die

folgenden Kennwerte angegeben:
Bei Haufigkeitsdaten die absolute und relative Haufigkeit (% Werte).

Bei metrischen Daten das arithmetische Mittel, als Maf} fur Variabilitdt die
Standardabweichung, das Minimum und Maximum, die Fallzahl, sowie die Perzentile.

Perzentile, zu denen auch der Median zahlt, kénnen als ,Eckpunkte” einer
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Die Tabelle 4.2 gibt

Rechenverfahren. Ohne Ausnahme werden alle statistischen Tests rein explorativ

Werteverteilung bezeichnet werden. Beispielsweise charakterisiert der median den
Wert, der die Stichprobe in der Mitte teilt.

4.4.3 Uberblick Uber die verwendeten Testverfahren zur Bestimmung der

Statistischen Signifikanz und kurze Erlauterung der Zielsetzung

einen Uberblick Uber die verwendeten statistischen

eingesetzt. Insofern haben alle Befunde keinen ,beweisenden” oder ,konfirmativen”
Charakter.

Tabelle 4.2: Uberblick tiber die explorativ verwendeten statistischen Verfahren

Test

Zielsetzung

Mann-Whitney-U-Test

(Sachs, 1992)

Vergleich und Bewertung von Unterschieden zweier

Gruppen in Parametern, die stetige Daten enthalten

Chi2-Test, Fisher-

Yates-Test

(Bortz, 1990)

Prifung von Unterschieden bei Haufigkeitsdaten
(z.B. Prifung, ob Unterschiede in Prozentwerten

bestehen)

Rangvarianzanalyse
nach  Kruskal und
Wallis (Lehmann,
1998)

Unterschiedsprifung ohne Ruckgriff auf klassische
Voraussetzungen wie Normalverteilung und

Varianzhomogenitat der Rohdaten.
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5 Ergebnisse

5.1 Chromosom 17 Polysomie bei HER2-neu Uberexpression

Von den 104 in der FISH-Analyse untersuchten Féallen lies sich bei 24 (23%) eine
Polysomie des Chromosoms 17 nachweisen. Darunter wiesen 6 (25%)
immunhistochemisch einen HER2-neu 2+ und 18 (65%) einen HER2-neu 3+ Score

auft.

Abbildung 5.1 Immunhistochemischer Nachweis einer HER2-neu Uberexpression

. P
N 4
y W - :

5.2 Unterschiede zwischen CEP17 polysomen und nicht polysomen Féllen im Bezug

auf die prognostischen Parameter und p53 Expression

Die Patienten waren im Durchschnitt etwas tber 60 Jahre alt (im Durchschnitt 63
Jahre + 14 bei CEP17 nicht polysomen und 63 Jahre + 13 in der Gruppe der CEP17

polysomen Félle, Tabelle 5.1)

Altersunterschiede zwischen den beiden Gruppen waren statistisch nicht bedeutsam
(p=0.83, Mann-Whitney-Test, Bortz, 1992, zweiseitig). Auch die p53-Werte zeigten
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(sicherlich fallzahlbedingt) keine bedeutsamen Unterschiede (p=0.31, zweiseitiger
Mann-Whitney-Test, Bortz, 1992). Zwar unterscheiden sich die Mittelwerte (28% vs.
43% bei Carcinomen mit CEP17 Polysomie) deutlich. Allerdings erreichte dieser
Befund fallzahlbedingt (nur 13 bzw. 17 Werte verfugbar) und bedingt durch die
groBen Variabilititen (siehe die Standardabweichungen von 33 bzw. 37%) keine

statistische Bedeutsamkeit.

Tabelle 5.1 Deskriptive Statistiken zum Altersunterschied zwischen CEP17
polysomen und nicht polysomen Fallen

nicht polysom polysom Deskriptiver
n =80 n=24 Test

m sd min 25.p med. 75.p max n |m sd min 25.p med. 75.p max n

Alter in Jahren 63 + 14 (29 52 64 705 91 ) 72(63+13 ( 35 53 63 73 84 ) 24 p=0.83

p53 Immunhistoin % 28 + 33 ( 1 5 10 30 90 ) 13|43+37 ( 0 10 30 90 90 ) 17| p=031

Datenbasis: n=104. Werte nicht verfiigbar: Alter in Jahren n=8, p53 Immunhisto in %
n=74

Schlussfolgernd fanden sich keine statistisch bedeutsamen Unterschiede beziglich
des Alters und der p53-Expression zwischen CEP17 polysomen und nicht polysomen

Fallen.

Ein Blick auf die Positivfrequenzen im Ostrogenrezeptor-Status (Tabelle 5.2) zeigte
jedoch, dass CEP17 polysome Carcinome wesentlich seltener positiv waren (52%)
als nicht polysome Carcinome (76%, p=0.04, zweiseitiger Fisher-Test). Keine
Unterschiede fanden sich im Progesteronrezeptorstatus (p=0.14, zweiseitiger Fisher-
Test) und in der TumorgroRe (p=1.000, exakter Chi2-Test). Auch im Nodal-Status
(p=0.425, exakter Chi2-Test) oder im histologischen Typ (p=1.000, exakter Chi2-Test)
lieBen sich keine Unterschiede aufzeigen. Signifikante Unterschiede fanden sich
hingegen im Differenzierungsgrad (p=0.021, exakter Chi2-Test), denn hier waren
hohere Werte (Grad 3) bei Carcinomen mit CEP17Polysomie haufiger (55%),
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wahrend mittlere Differenzierungsgrade (Grad 2) bei nicht polysomen vorherrschten
(73%).

Tabelle 5.2 Deskriptive Statistiken

nicht polysom polysom Deskriptiver
n=80 n=24 Test
Ostrogenrezeptor-Status positiv nein 17 24% 11 48% p=0.04
ja 54  76% 12 52%
Progesteronrezeptor-Status positiv nein 24 34% 12 52% p=0.14
ja 47  66% 11 48%
Tumorgrosse T 1 31 50% 7 47% p=1.000
2 21 34% 5 33%
3 6 10% 2 13%
4 4 6% 1 7%
Diff. Grad 1 1 1% 1 5% p=0.021
2 52  73% 9 41%
3 18 25% 12 55%
N Status 0 32  53% 8 50% p=0.425
1 21 35% 4 25%
2 2 3% 2 13%
3 5 8% 2 13%
Histologischer Typ 1 62 87% 20 91% p=1.000
2 5 7% 1 5%
3 1 1% 1 5%
4 1 1% 0 0%
5 2 3% 0 0%

Datenbasis: n=104. Werte nicht verfugbar: Ostrogenrezeptor-Status positiv n=10,
Progesteronrezeptor-Status positiv n=10, Tumorgrésse T n=27, Diff. Grad n=11, N
Status n=28, Histologischer Typ n=11.

Histologischer Typ 1=invasiv ductal, 2=invasiv lobuldr, 3=tubuladr, 4=papillar,

5=tubulo-lobular

N Status 0=NO, 1=N1, 2=N2, 3=N3

Die nachfolgende Abbildung (5.1) zeigt die Unterschiede im Ostrogenrezeptor-Status
(p=0.04), wahrend der Unterschied im Progesteronrezeptor-Status (sicherlich

fallzahlbedingt) statistisch nicht bedeutsam war (p=0.14).
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Abbildung 5.2 Unterschied im Ostrogenrezeptor-Status und im
Progesteronrezeptorstatus (zweiseitige Fisher-Tests, p-Werte < 0.05 weisen auf
einen explorativ signifikanten Unterschied hin)

% Positive im Rezeptorstatus

100% - p=0.04
N Unicht polysom 0=0.14
S 80%1 [ Opolysom
=
c
2

60% -
S \
n
(0]
[}
% . 76%

40% -
< 7 66%
()
+1
S 5204
S 20% A

0 48%
0%
Ostrogenrezeptor-Status positiv Progesteronrezeptor-Status positiv

5.3 Unterschiede zwischen CEP17 polysomen und nicht polysomen Fallen im Bezug
auf die prognostischen Parameter und p53 Expression unter

Berucksichtigung der Amplifikation des HER2 Gens

Insgesamt waren nur 39% der eusomen Mammacarcinome fiur das HER2 Gen
amplifiziert, wahrend 71% der polysomen Carcinome amplifiziert waren (Tabelle 5.3).
Dieser hohere Anteil der zuletzt genannten Gruppe war statistisch hochbedeutsam
(p=0.009, Fisher-Test).

Tabelle 5.3 Zur Polysomie unter Beriicksichtigung der Amplifikation

Daten-

CEP17 Polysom Her2 Amplifiziert . %
basis
nicht polysom nicht amplifiziert 49 61%
amplifiziert 31 39%
polysom nicht amplifiziert 7 29%
amplifiziert 17 71%

Datenbasis: n=104
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Abbildung 5.3 Amplifikation des HER2/neu Gens (rote Signale)

Als erster Parameter wurden Altersunterschiede zwischen den Gruppen geprift. Die
statistische Analytik mit Blick auf Alterswerte zeigte jedoch keine bedeutsamen
Unterschiede zwischen den 4 Gruppen der Tabelle (vergleiche auch die
Altersmediane in Abbildung 5.).
Abbildung 5.4 Altersunterschiede je nach Polysomie und Amplifikation.
Wichtigster Kennwert im Schaubild ist der Altersmedian. Die Altersmediane sind

(unter Bericksichtigung der Fallzahl in Tabelle 5) nur vergleichsweise geringen
Schwankungen unterworfen. Statistischer Test: Rangvarianzanalyse (Bortz, 1992).
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Tabelle 5.4 Deskriptive Statistiken

Alter in Jahren

CEP17 Polysom & Her2 Amplifiziert Mittel- o5 1 win, 2 edian > Max, | D3N
wert Perzentil Perzentil basis
nicht polysom & nicht amplifiziert 62 14 42 52 60 68 91 45
nicht polysom & amplifiziert 64 15 29 53 68 73 90 27
polysom & nicht amplifiziert 64 14 35 62 70 72 77 7
polysom & amplifiziert 62 13 38 52 60 73 84 17
Gesamt 63 14 29 52 64 72 91 96

Datenbasis: n=104. Werte nicht verfligbar: Alter in Jahren n=8

Schlussfolgernd fand sich kein Zusammenhang zwischen Alter und CEP17
Polysomie, wenn man zusatzlich die Amplifikation des HER2-neu Gens

bertcksichtigt.

Die Werte flir die p53 Expression (Abbildung 5.) sind jedoch deutlichen
Schwankungen unterworfen. Insbesondere die Gruppe der CEP17 polysomen
Carcinome ohne HER2-neu Gen-Amplifikation fallt durch erhthte Wert auf (Tabelle

5.5). Bedingt durch die geringen Fallzahlen zeigte die Rangvarianzanalyse jedoch

keinerlei statistisch bedeutsame Unterschiede (p=0.22).

Abbildung 5.5 p53 Uberexpression in einem invasiven ductalen Carcinom in mehr
als 90% der Tumorzellkerne
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Abbildung 5.8 Gleicher Fall, Vergleich der p53 Expression zwischen
Tumorzellkernen und Kernen des nicht neoplastischen Driisenepithels
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Abbildung 5.9 p53-Unterschiede je nach Polysomie und Amplifikation.
Wichtigster Kennwert im Schaubild ist der Median. Die Mediane sind (unter
Berticksichtigung der Fallzahl in Tabelle 5) grossen Schwankungen unterworfen.
Statistischer Test: Rangvarianzanalyse (Bortz, 1992).
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Tabelle 5.5 Deskriptive Statistiken zu den p53-Daten je nach Polysomie und
Amplifikation

p53 Immunhisto in %

CEP17 Polysom & Her2 amplifiziert Mittel- SD Min 25. . median 75 . Max. Datgn-
wert Perzentil Perzentil basis
nicht polysom & nicht amplifiziert 29 33 5 6 15 28 90 10
nicht polysom & amplifiziert 27 38 1 6 10 40 70
polysom & nicht amplifiziert 66 38 5 45 90 90 90
polysom & amplifiziert 31 31 0 8 20 45 90
Gesamt 37 35 0 6 20 78 90

Datenbasis: n=104. Werte nicht verfigbar: p53 Immunhisto in % n=74.

Schlussfolgernd fand sich kein Zusammenhang von p53 Expression und der CEP17
Polysomie unter Beriicksichtigung einer HER2 Gen Amplifikation. Sicherlich sind hier
neben der geringen Fallzahl auch die auffallend grol3en Variabilitaten
ausschlaggebend (vergleiche die Standardabweichung in der zweiten Spalte der

Tabelle 5.5), die ein positives statistisches Testergebnis verhindert haben.
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Ein Blick auf die Positivfrequenzen im Ostrogenrezeptor (Tabelle 5.6) zeigte keine
statistisch bedeutsamen Unterschiede der vier Gruppen im Ostrogenrezeptorstatus
(p=0.177, exakter Chi2-Test) oder im Progesteronrezeptorstatus (p=0.422, exakter
Chi2-Test). Auch in der TumorgrofRe (p=0.902), im N-Status (p=0.524) und im
histologischen Typ (p=0.376, alle Tests mittels exaktem Chi2-Test) lieBen sich
statistisch keine Unterschiede aufzeigen.

Unterschiede fanden sich jedoch im Differenzierungsgrad (p=0.022, exakter Chi?-
Test), denn auch hier waren schecht differenzierte Carcinome bei CEP17 Polysomie
haufiger, wahrend der mittlere Differenzierungsgrad bei nicht polysomen vorherrschte
(Abbildung 5.6).

Tabelle 5.6 Deskriptive Statistiken zu den p53-Daten je nach Polysomie und
Amplifikation. Statistische Tests: exakte Chi2-Tests (SPSS Prozedur ,Crosstab* und
Option ,method exact’, p-Werte < 0.05 weisen auf einen explorativ signifikanten
Unterschied der 4 Gruppen hin

nicht polysom & | nicht polysom & | polysom & nicht polysom & .
. o L e e Deskriptiver
nicht amplifiziert amplifiziert amplifiziert amplifiziert Test

n =49 n=231 n=7 n=17

Ostrogenrezeptor- nein 10 24% 7 24% 3 43% 8 50% p=0.177
Status positiv ja 32 76% 22 76% 4 57% 8 50%

Progesteronrezeptor- nein 14 33% 10 34% 3 43% 9 56% p=0.422
Status positiv ja 28 67% 19 66% 4 57% 7 44%

1 17  46% 14  56% 2 67T% 5 42% p=0.902
Tumorgrosse T 2 14 38% 7  28% 0 0% 5 42%
3 4  11% 2 8% 1 33% 1 8%
4 2 5% 2 8% 0 0% 1 8%

1 1 2% 0 0% 1 14% 0 0% p=0.022
Diff. Grad 2 28 67% 24 83% 2 29% 7 47%
3 13  31% 5 1% 4 57% 8 53%

0 20 57% 12 48% 2 67T% 6 46% p=0.524
N Status 1 12 34% 9 36% 0 0% 4 31%
2 1 3% 1 4% 1 33% 1 8%
3 2 6% 3 12% 0 0% 2 15%

1 35 81% 27  96% 5 71% 15  100% p=0.376
2 4 9% 1 4% 1 14% 0 0%
Histologischer Typ 3 1 2% 0] 0% 1 14% 0 0%
4 1 2% 0 0% 0 0% 0 0%
5 2 5% 0 0% 0 0% 0 0%

Datenbasis: n=104. Werte nicht verfugbar: Ostrogenrezeptor-Status positiv n=10,
Progesteronrezeptor-Status positiv n=10, Tumorgrésse T n=27, Diff. Grad n=11, N
Status n=28, Histologischer Typ n=11.

Histologischer Typ 1=invasiv ductal, 2=invasiv lobuldr, 3=tubuladr, 4=papillar,
5=tubulo-lobularN Status 0=NO, 1=N1, 2=N2, 3=N3

Auch wenn man explorative Einzeltests durchfuhrt, wie es die nachfolgende
Abbildung 5.10 zeigt, so fanden sich im wesentlichen keine statistisch bedeutsamen

Unterschiede (d.h. oben genannte generelle Effekte lieRen sich nicht auf bestimmte
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Gruppenkontraste ,lokalisieren), was sicherlich auf die Fallzahlen zurtickzufiihren

sein durfte.
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Abbildung 5.10 Positivfrequenzen im Ostrogenrezeptor- und im

Progesteronrezeptor-Status. p-Werte < 0.008 (adjustiert bei 6 Vergleichen nach
Bonferroni, Bortz, 1992) weisen auf einen explorativ signifikanten Unterschied hin
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Auch im N-Status waren keine Unterschiede in Detail-Tests (zweiseitige Fisher-Tests)
auffindbar, wie die nachfolgende Abbildung 5.11 zeigt.
Abbildung 5.11: Haufigkeit eines Lymphknotenbefalles. p-Werte < 0.008

(adjustiert bei 6 Vergleichen nach Bonferroni, Bortz, 1992) weisen auf einen
explorativ signifikanten Unterschied hin
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Abbildung 5.12: Unterschiede in der Differenzierung. p-Werte < 0.008 (adjustiert
bei 6 Vergleichen nach Bonferroni, Bortz, 1992) weisen auf einen explorativ
signifikanten Unterschied hin
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Diskussion

6.1 Bedeutung von HER2-neu flur das invasive Mammacarcinom

HER2-neu gehdrt mit drei weiteren Genen, EGFR (HER1), HER3 und HER4, zu einer
Familie von Protoonkogenen, deren Produkte vier homologe Tyrosinkinaserezeptoren
darstellen. Die Rezeptor-Familie weist gemeinsam eine extrazellulare Liganden-
bindende Domane, eine einzelne transmembrane lipophile Region und eine
intrazytoplasmatische Tyrosinkinase-Doméne auf. Nach Bindung eines Liganden
kommt es zu einer Dimerisierung zweier Rezeptoren, wobei entweder Homo-oder
Heterodimere entstehen, und dadurch zu einer Aktivierung der Kinase mit dem
Ergebnis einer Phophorylisierung von bestimmten Tyrosin-Residuen innerhalb der
intracytoplasmatischen Rezeptordomane. Diese phosphorylisierten Bestandteile
fungieren als Andock-Stationen flir Proteine, die intrazellulare Signal-Kaskaden
regulieren, die das Zellwachstum positiv beeinflussen. Bemerkenswert ist, dass fir
HER2 keine Liganden bekannt sind und der Rezeptor entweder Homodimere oder
Heterodimere mit den anderen HER Familienmitgliedern bildet. HER2 ist der
bevorzugte Heterodimerisierungs-Partner fur die anderen HER Famielienmitglieder
und HER2- haltige Dimere weisen eine starkere und verldngerte Signal-Aktivitat auf
(Hynes NE; 15, Graus-Porta D et al.; 16). Es ist bekannt, dass 20-30% der
Mammacarcinome eine HER2 Uberexpression aufweisen (Witton CJ; 7). Es konnte
gezeigt werden , dass eine HER2 Uberexpression und/oder Amplifikation des HER2
Gens prognostisch mit einem kirzeren krankheitsfreien Intervall und kirzerer
Uberlebenszeit, unahdngig vom Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen,
assoziiert ist (Slamon DJ,Clark GM,Wong SG et al.;5, Slamon DJ,Godolphin W,Jones
LA et al.;6).

Weiterhin kommt einer Uberexpression von HER2 eine wesentliche Bedeutung als
Pradiktor auf das Ansprechen auf adjuvante Therapien zu. Fir die Therapie des
Mammacarcinoms stellte die Entwicklung des monoklonalen Antikdrpers
Trastuzumab (Herceptin®), der gegen die extrazellulare Doméane des HER2
Rezeptors gerichtet ist, einen bedeutenden Fortschritt dar. Zunéchst nur im
fortgeschrittenen metastasierten Stadium eingesetzt, haben die 2005 verdffentlichten
Ergebnisse zweier grosser Studien gezeigt, dass bei HER2 positiven
Mammacarcinomen das krankheitsfreie Uberlebensintervall durch die Gabe von
Trastuzumab fur ein Jahr nach adjuvanter Chemotherapie signifikant verlangert wird
(Piccart-Gebhart MJ et al.; 8), und bei operiertem HER2 positivem Mammacarcinom
die Prognose durch die Gabe von Trastuzumab zuséatzlich zu adjuvanter

Chemotherapie verbessert wird (Romond EH et al.; 9). Eine kurzlich veroffentlichte
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Studie hat gezeigt, dass eine HER2 Amplifikation mit einem Ansprechen auf eine

Anthracyclinhaltige Chemotherapie assoziiert ist (Pritchard Kl et al; 10).

Neben der Rolle als prognostischer und pradiktiver Faktor wird immer wieder die
Bedeutung des HER2 fir die Entstehung von Mammacarcinomen untersucht. So
konnte in einer Studie von Xu et al. nachgewiesen werden, dass eine HER2
Amplifikation bei prainvasiven Mammcarcinomen beginnt und nur selten de novo bei
primér invasivem oder metastasierten Carcinom erscheint. Zudem war eine Zunahme
der HER2 Amplifikation zwischen benignen und préainvasiven Lasionen nachweisbar.
Zusammenfassend weisen die Ergebnisse der Studie darauf hin, dass einer HER2
Amplifikation sowohl fir die Entstehung als auch fir die Progression des

Mammacarcinoms eine Bedeutung zukommt (Xu R et al.; 17)

6.2 Bedeutung von p53 fur das invasive Mammacarcinom

Dem Tumor-Suppressor TP53 Gen, dass den Transkriptionsfaktor p53 codiert,
kommt eine zentrale Bedeutung fir die Wahrung der Stabilitat des Genoms zu, indem
es bei Beschadigung der DNA Mechanismen zur Unterbrechung des Zellzyklus zur
Genomreparatur oder die Einleitung der Apoptose initiiert. Zwei Studien haben zudem
gezeigt, dass Wild-Typ p53 daflr verantwortlich ist, dass ein diploider
Chromosomensatz erhalten bleibt (Cross SM et al.; 18, Fukasawa K et al.; 19). Ein
Verlust des Gens ist wahrscheinlich die haufigste Veranderung eines einzelnen Gens
bei Tumoren. Bei Mammacarcinomen sind besonders Mutationen des TP53 Gens mit
einer schlechten Prognose und Resistenz gegen Anthracyclin-haltige
Chemotherapien in Verbindung gebracht worden (Pharoah et al.; 58, Rahko E et al.;
13).

6.3 Die Bedeutung einer Polysomie des Chromosom 17 im Zusammenhang mit

HER2-neu und p53 fur das invasive Mammacarcinom

Sowohl das HER2-neu- als auch das TP53 Gen sind auf dem Chromosom 17
lokalisiert, HER2 in der Region 17q12-21.32 und TP53 auf 17p12. Beide Gene bzw.
ihre Produkte sind fur das Mammacarcinom individuell prognostisch und pradiktiv
bedeutsam. In der Studie von Rahko et al. konnte erstmals gezeigt werden, dass eine
Coexpression von HER2-neu und mutiertem p53 das Gesamt-Uberleben dramatisch
verschlechtert (Rahko E et al.; 13). Es liegt somit nahe, zu Uberprifen, ob eine
Beziehung zwischen einer Expression dieser beiden Gene und ihrer Produkte und

einer Aneusomie des Chromosoms 17 nachweisbar ist.
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So konnten Sigurdsson et al. in einer Studie zeigen, dass Mammacarcinomzellen mit
abnormaler p53 Protein-Expression statistisch signifikant eine héhere Anzahl von
Chromosom 17 Kopien aufwiesen als Tumorzellen des gleichen Carcinoms ohne
Nachweis einer p53 Protein-Expression (Sigurdsson et al.; 89). In der vorliegenden
Dissertation konnte die p53 Protein-Expression an 17 Mammacarcinom-Fallen mit
nachgewiesener CEP17 Polysomie immunhistochemisch gepruft werden. Es zeigte
sich zwar ein deutlicher Unterschied zu der nicht polysomen Kontrollgruppe (13 Félle)
mit Mittelwerten von 28% gegenuber 43% bei den CEP17 polysomen Fallen, aber
statistisch konnte im Gegensatz zu der Studie von Sigurdsson keine Signifikanz
nachgewiesen werden. Dies ist sicher auf die relativ geringe Fallzahl und die grosse
Variabilitat in  der Expression (Werte von 1-90% der Tumorzellen,
Standardabweichung 33 bzw 37%) zurlickzufiihren. So konnte hier die These, dass
eine Uberexpression von p53 Protein mit einer Polysomie des Chromosoms 17

assoziiert ist, und diese moglicherweise kausal verursacht, nicht unterstiizt werden.

Der immunhistochemische Nachweis einer Uberexpression des HER2-neu Proteins
ist eine etablierte und anerkannte Methode zur Ermittlung des HER2/neu Status (Ma
etal.; 21, Wang et al.; 11, Lal et a.l; 20) und gehért heute neben der Bestimmung des
Ostrogen-und Progesteronrezeptor-Status zum diagnostischen Standard bei der

pathologisch-anatomischen Begutachtung von Mammacarcinomen.

Ursache fiir eine HER2-neu Uberexpression ist in ca. 90% der Falle eine
Amplifikation des HER2-neu Gens. Als zweiter Mechanismus fir eine Erhéhung der
HER2 Gen Dosis ist eine Vermehrung der Anzahl der Chromosom 17 Kopien
denkbar. Da eine bedeutsame Anzahl von Mammacarcinomen eine CEP17
Aneusomie aufweist, ist die Beziehung zwischen einer CEP17 Polysomie und dem
HER2-Gen Status und der HER2-Protein Uberexpression immer wieder Gegenstand
von Studien. So zeigten Wang et al. in einer Untersuchung an 189
Mammacarcinomen, dass eine HER2 Protein Expression am starksten mit der Anzahl
der Gen-Kopien, gefolgt von der HER2-neu Gen zu CEP17 Ratio und erst an dritter
Stelle mit der Anzahl der CEP17 Kopien Kkorreliert. Schlussfolgernd wurde
angenommen, dass eine CEP17 Aneusomie haufig bei Mammacarcinomen auftritt,
aber wahrscheinlich keinen signifikanten Faktor fir die HER2-neu-Protein
Uberexpression oder die Bestimmung des HER2-neu Status darstellt (Wang S et al.;
11).

In einer aktuellen Studie von Downs-Kelly et al. wurde der Effekt einer CEP17
Polysomie auf die HER2-neu Protein Expression an Mammacarcinom-Féllen

untersucht, die zwar eine CEP17 Polysomie aber keine Amplifikation des HER2 Gens
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in der FISH Analyse aufwiesen. Es zeigte sich, dass bei einer etwa gleichen Anzahl
von 3.0-3.1 von CEP17 Kopien 39% der Féalle keine HER2 Protein Expression
aufwiesen. Eine schwache Expression (2+ in der IHC) zeigte sich in 27% der Falle
und eine starke Expression in lediglich 3% der Falle. In der Studie wurde ausserdem
durch Isotope in situ Hybridisierung geprift, ob eine CEP17 Polysomie ohne HER2-
Gen Amplifikation eine erhdhte HER2 mRNA aufwiesen. Alle Félle zeigten keine
Erhdhung der HER2 mRNA-Transkripte, wohingegen bei einer HER2-Gen
amplifizierten Kontrollgruppe eine deutlich gesteigerte Expression von HER2 mRNA
nachweisbar war. Daraus liess sich folgern, dass eine HER2 Proteiniberexpression
bei Fallen mit alleiniger CEP17 Polysomie nicht tber eine erhhte mRNA Expression
auf dem Niveau der Transkription erfolgt, sondern Uber einen nach wie vor unklaren
Mechanismus auf posttranslationaler Ebene. Die Autoren fassen zusammen, dass die
biologische und klinische Signifikanz einer CEP17 Polysomie im Bezug auf die
Herceptin Therapie weiter unklar bleibt und die durch Amplifikation verursachte
Erhéhung der HER2 Gen-Dosis weiterhin als wichtigste Ursache einer HER2 Protein
Uberexpression anzusehen ist. Eine alleinige CEP17 Polysomie dirfte den Autoren
zur Folge keinen wesentlichen biologischen Einfluss auf die HER2 Protein Expression
haben. Bemerkenswert ist, dass die Ergebnisse der Studie auf eine Untergruppe von
CEP17 polysomen Mammacarcinomen hinweisen, die keine echte Amplifikation des
HER2 Gens aufweisen und daher ein gleichartiges Verhalten wie nicht amplifizierte
Falle zeigen sollten. Diese Hypothese muss allerdings in klinischen Studien bestatigt
werden (Downs-Kelly E et al.; 12). In einer Studie von Ma et al., die den Effekt einer
Polysomie des Chromosoms 17 auf die Bestimmung des HER2/neu Status im
klinischen Zusammenhang untersuchte, wird in der Konklusion ebenfalls eine Gruppe
von CEP 17 polysomen Fallen ohne HER2 Genamplifikation hervorgehoben, die
immunhistochemisch eine dreifach positive HER2 Uberexpression aufweisen. Die
Autoren weisen darauf hin, dass in den Fallen einer CEP17 Polysomie ohne
Genamplifikation bei alleiniger Ermittlung des HER2/neu Status durch FISH Analyse
eine imunhistochemische Bestimmung der HER2/neu Uberexpression erfolgen sollte,
um diesen Patienten im Falle einer 3+ Expression ebenfalls eine Trastuzumab-
Therapie zukommen lassen zu kdnnen. In prospektiven Studien muss gepruft

werden, ob ein Benefit bei dieser Subgruppe méglich ist (Ma et al.; 21).

Auch in einer friheren Studie von Lal et al.(20) zur Untersuchung des Einflusses
einer CEP17 Polysomie auf die immunhistochemische Expression des HER2/neu
Proteins fanden die Autoren eine kleine Gruppe von Fallen mit HER2/neu 3+

Expression ohne Amplifikation mit CEP17 Polysomie, und schlossen, dass eine
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Uberexpression des HER2/neu Proteins auf eine erhéhte Anzahl der Chromosom17

Kopie zurtckzufihren sein kdnnte.

In der vorliegenden Dissertation wurde Uberprift, ob eine Uberexpression des
HER2/neu-Rezeptors mit einer CEP17 Polysomie einhergeht und wie oft dies der Fall
ist. Es konnte gezeigt werden, dass 23% der untersuchten Carcinome mit einer
HER2-Protein Uberexpression (3+ und 2+) eine CEP17 Polysomie aufwiesen. Diese
war in 71% der Falle mit einer Amplifikation des HER2-neu Gens assoziiert.
Demgegenuber wiesen nur 39% der CEP 17 eusomen Falle eine Gen-Amplifikation
auf. Der Unterschied ist statistisch hochsignifikant. Das Ergebnis ist konsistent mit der
Literatur (Lal et al 2003; 20, Ma et al.2005; 21, Downs-Kelly et al.2005; 12)
Interessant war, dass auch in dieser Arbeit eine Subgruppe von 3 (12,5%) der CEP
17 polysomen Falle mit 3+ HER2 Protein Uberexpression keine Amplifikation des
HER2 Gens aufwiesen. Diese Daten decken sich mit denen in der Literatur (3-15%,
Downs-Kelly et.al; 12). Auch hier ware es interessant zu verfolgen, welchen
biologischen Einfluss diese Konstellation flr den Krankheitsverlauf der betroffenen

Patienten hat.

6.4 Beziehung zwischen CEP17 Polysomie und Ostrogen-und Progesteronrezeptor-
Status

Derzeit kommt dem Hormonrezeptorstatus mehr denn je eine besondere Bedeutung
fur das invasive Mammacarcinom zu, steht doch nicht mehr die Einteilung in
Risikogruppen fir die Auswahl der adjuvanten Therapie im Vordergrund, sondern die
endokrine Sensibilitat. Dies bedeutet, dass der Ostrogenrezeptor (ER) und der
Progesteronrezeptor (PR) obligat quantitative pradiktive Marker sind: Man
unterscheidet derzeit drei Kategorien von Mammacarcinomen im Bezug auf das
Ansprechen auf eine endokrine Therapie, namlich den endokrin sensiblen,
unsicheren und nicht sensiblen Typ, in Abhé&ngigkeit vom Ausmass der ER/PR
Expression (Goldhirsch et al.; 1). In dieser Dissertation wurde daher uberprift, ob
eine Polysomie von Chromosom 17 einen Einfluss auf die Expression der beiden
Hormonrezeptoren aufwies. In der Tat war eine CEP17 Polysomie statistisch
signifikant mit einem Verlust der Ostrogenrezeptor-Expression korreliert. So wiesen
52% der CEP17 polysomen gegniber 76% der eusomen Carcinome einen positiven
ER auf. PR positiv waren 66% der eusomen und 48% der CEP17 polysomen Félle,
was eine ahnliche Tendenz erkennen lasst. Die Unterschiede waren aber statistisch
nicht signifikant, offensichtlich fallzahlbedingt. Unter Berlicksichtigung einer
gleichzeitigen HER2-Gen Amplifikation zeigten 76% der CEP17 eusomen/HER2 nicht

amplifizeirten und 76% der CEP17 eusomen /HER2 amplifizierten Carcinome einen

42



Diskussion

positiven ER-Status. 57% der CEP17 polysomen/HERZ2 nicht amplifizierten Falle und
50% der CEP17 polysomen/HER2 amplifizierten Falle zeigten einen positiven ER-
Status. Tendenziell ist auch hier eine Beziehung zwischen einer CEP17 Polysomie
und insbesondere einer CEP17 Polysomie /HER2 Amplifikation und einem Verlust
der ER-Expression erkennbar, die statistisch aber, wohl fallzahlbedingt, nicht
signifikant war. Die gleiche Tendenz zeigte sich bei der PR-Expression mit der
niedrigsten Rate von 44% in der Gruppe der CEP17 polysomen/HER2 amplifizierten
Falle, 67% bei den CEP17 polysomen/HER2 nicht amplifizierten, 66% bei den CEP17
eusomen/HER2 amplifizierten und 67% der CEP17 eusomen/HER2 nicht
amplifizierten Carcinome, konnte aber statistisch nicht abgesichert werden. Dieses
Ergebnis kann zum einen bedeuten, dass die Gruppe der HER2 Uberexprimierten,
ER negativen Félle dem Typ 4 (HER2+/ER-) der durch Gene Profiling ermittelten
molekularen Klassifikation der Mammacarcinome (Sorlie et al.; 4) entsprechen und
dieser signifikant haufiger mit einer CEP17 Polysomie assoziiert ist. Zum anderen
konnte dariber spekuliert werden, ob die fehlende Expression des ER nicht auf
einem tatsachlichen Verlust des ER beruht, sondern zuriickzufihren ist auf eine
verstarkte Interaktion zwischen HER2 und ER, bedingt durch Uberexpression von
HER2 als Folge der CEP17 Polysomie. Interessanterweise haben in einer kirzlich
veroffentlichte Studie Munzone et al. zeigen kénnen, dass bei einigen Patienten mit
primér ER negativem Mammacarcinom nach Herzeptin Therapie eine Konversion zu
einem positiven ER Status nachweisbar war, und diese Patienten von einer daraufhin

eingesetzten endokrinen Therapie profitieren konnten (Munzone et al.; 72).

6.5 Beziehung zwischen CEP17 Polysomie und den histopathologischen

Prognosefaktoren

Zusatzlich zum HER2/neu und p53 Status wurde in der vorliegenden Dissertation
geprift, ob statistisch bedeutsame Relationen zwischen einer CEP17 Polysomie und
den traditionellen  histo-pathologischen  Prognosefaktoren, namlich  dem
histiologischen Typ, der Tumorgrésse, dem axillaren Lymphknotenstatus, und dem
Differenzierungsgrad sowie dem Patientenalter erkennbar waren. Hierbei zeigte sich,
dass als einziger Parameter der Differenzierungsgrad statistisch signifikante
Unterschiede beim Vergleich zwischen der Gruppe der CEP17 polysomen und
eusomen Carcinome aufwies. Wenig differenzierte Carcinome (G3) traten haufiger
zusammen mit einer Polysomie 17 auf (55%). Dagegen herrschte bei der Gruppe der
CEP17 eusomen Carcinome ein mittlerer Differenzierungsgrad (G2) vor (73%).
Dieser Unterschied war auch dann statistisch signifikant, wenn man zusétzlich eine

Amplifikation des HER2-neu Gens berucksichtigt. Dieser Befund entspricht dem einer
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Studie von Prati et al 2005, die ebenso zeigen konnte, dass bei HER2-neu
amplifizierten Carcinomen ein hoherer Grad, entsprechend einer schlechteren

Differenzierung, vorherrschte (Prati R et al.; 22).

Beim histologischen Typ dominierte das invasive ductale Carcinom mit 87% bei den
eusomen und 91% bei den CEP17 polysomen Fallen. Andere Typen waren die
Ausnahmen. Auch unter der Bericksichtigung einer gleichzeitigen HER2-neu
Amplifikation waren keine signifikanten Unterschiede zwischen einer CEP17

Polysomie und dem histologischen Typ nachweisbar.

Auch im Bezug auf das Patientenalter, den axillaren Nodalstatus und die
Tumorgrosse konnten keine Unterschiede zwischen der Gruppe der CEP17
polysomen und eusomen Falle nachgewiesen werden, auch wenn zusétzlich eine
HER2-Amplifikation bertcksichtigt wurde. Auch dieses Ergebnis deckt sich mit dem
der Studie von Prati et al.(22).

6.6 Bedeutung der Chromosom 17 Polysomie fur die Bestimmung des HER2-neu
Status mit der FISH- Methode

Zur Bestimmung der Anzahl der HER2/neu Gen-Kopien mit der in situ Hybridizierung
durch fluoreszenzmarkierte Sonden stehen zwei Methoden zur Verfigung. Die eine
nutzt eine einfarbigen Sonde, die nur an das HER2/neu Gen bindet, die andere bietet
eine zweifarbige Analyse mit zwei Sonden, eine davon ebenfalls gegen das
HER2/neu Gen, die andere gegen die Centromer-Region des Chromosom 17
gerichtet. Publizierte Studien haben eine Konkordanz von 96% bei Vergleichen der
beiden Methoden gezeigt (Lal et al.; 90). Fur die Diskrepanz ist hauptséachlich eine
erhéhte Anzahl der Chromosom 17 Kopien pro Zellkern verantwortlich. Bei einem
Assesment der HER2 Signale mit der einfarbigen Methode kdme es zu einer falsch
positiven Interpretation der Gen Amplifikation und damit des HER2-neu-Status, wenn
eine durchschnittliche Signalzahl von >4 als HER2-amplifiziert angesehen wirde. Mit
der zweifarbigen Methode, die eine Amplifikation bei einer Ratio zwischen HER2-
Signalzahl und CEP17-Signalzahl >2 annimmt, ware im gleichen Fall eine
Amplifikation des HER2/neu Gens nicht angegeben worden. Die zweifarbige Methode
hat den Vorteil, dass zum einen eine scheinbare Aneusomie von CEP17, bedingt
durch eine grosse Anzahl von Tumorzellen in G2 Phase des Zellzyklus mit 4 CEP 17
Kopien bei Tumoren mit hoher Mitoserate durch die gleichzeitige Erhéhung der HER2
Gen Kopien zu einer korrigierten Ratio flhrt, zum anderen eine tatsachliche CEP17
Polysomie erkannt und bertcksichtigt werden kann. Allerdings ist hierbei der Effekt

der Zerteilung der Zellkerne in histologischen Schnittpraparaten zu bericksichtigen.
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Dies fuhrt dazu, dass normalerweise weniger als 2 CEP17 Kopien (1.4-1.7) pro Kern
gezahlt werden (Downs-Kelly et al.; 12). In dieser Dissertation wurde nach der Studie

von Downs-Kelly et al eine Polysomie als CEP17 Signal-Anzahl von 2.1 oder grdsser

definiert.
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7 Schlussfolgerungen

Beim invasiven Mammacarcinom ist in Fallen mit einer immunhistochemischen
Uberexpression des HER2-neu Proteins eine Polysomie des Chromosoms 17 sowohl
bei HER2/neu Gen amplifizierten als auch bei nicht amplifizierten Fallen anzutreffen.
Eine Polysomie des Chromosoms 17 geht signifikant h&ufiger, aber nicht zwingend
mit einer HER2/neu Gen Amplifikation einher.

Fir die korrekte Interpretation des HER2-neu Status mit der FISH Methode ist die
haufige Assoziation einer Amplifikation des HER2/neu Gens mit einer CEP17
Polysomie bei der Auswertung zu bericksichtigen, um falsch positive Ergebnisse zu

vermeiden.

Ein Zusammenhang zwischen einer immunhistochemischen p53 Expression und

einer Polysomie des Chromosoms 17 konnte nicht gezeigt werden.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das HER2/neu und das TP53 Gen und ihre Proteinprodukte sind als negative
Prognosefaktoren und als pradiktive Faktoren fir den Erfolg einer modernen und
gezielten adjuvanten Therapie fir das invasive Mammacarcinom von erheblicher
Bedeutung. Beide Gene sind auf dem Chromosom 17 lokalisiert, welches im Verlauf
der Onkogenese haufig Mutationen aufweist. Es ist daher seit einiger Zeit
Gegenstand von Studien, ob Zusammenhange zwischen einer Aneusomie des
Chromosoms 17 und diesen beiden Genen nachgewiesen werden kdnnen und
welche Relevanz diesen zukommt. In dieser Dissertation wurde an Fallen von
invasiven Mammacarcinomen mit immunhistochemisch nachgewiesener HER2-neu
Protein Uberexpression (HercepTest®; HER2-neu 2+ und HER2-neu 3+) mit der Dual
Color FISH Methode (PathVision®) untersucht, wie oft eine Polysomie 17
nachweisbar war und welche Korrelationen sich hinsichtlich einer HER2/neu
Amplifikation und morphologischen Prognosefaktoren sowie dem Ostrogen — und
Progesteronrezeptorstatus ermitteln lassen. Weiterhin wurde an einer Gruppe von
nachweislich CEP17 polysomen Carcinomen und einer eusomen Kontrollgruppe
immunhistochemisch die Expression des p53 Proteins untersucht und die Ergebnisse
ebenfalls mit einer HER2/neu Amplifikation, morphologischen Prognosefaktoren und
dem Hormonrezeptorstatus korreliert. Eine Polysomie des Chromosoms 17 ging
signifikant haufiger mit einer HER2/neu Amplifikation einher, war jedoch nicht
zwingend damit verbunden.Somit lasst sich die Hypothese, dass eine CEP17
Polysomie ursachlich eine Erh6hung der Anzahl der HER2/neu Gen Kopien bewirkt
und damit die Uberexpression des membrangebundenen Rezeptorproteins, welches
das eigentliche Ziel einer Therapie mit dem monoklonalen Antikdrper Trastuzumab
(Herzeptin®) darstellt, nur bedingt unterstiitzen. Analog zu anderen aktuellen Studien
liess sich in dieser Dissertation eine sehr kleine Subgruppe von CEP17 polysomen
Fallen finden, die eine stark positive HER2-neu Protein Uberexpression (HER2-neu
3+) aufwiesen, aber nicht amplifiziert waren. Die Bedeutung dieser Konstellation fr
das biologische und therapeutische Verhalten insbesondere gegeniiber Herzeptin ist
in prospektiven Studien zu priifen. Eine CEP17 Polysomie war, in Ubereinstimmung
mit den Daten in der Literatur, signifikant mit dem hdchsten Malignitatsgrad,
unabhangig von einer HER2/neu Amplifikation, assoziiert. Dieser Befund unterstitzt
den prognostisch unginstigen Einfluss von Tumoren mit komplexen genomischen
Mutationen. Als zweite signifikante Korrelation fand sich ein negativer
Ostrogenrezeptorstatus in  Assoziation mit einer CEP17 Polysomie. Keine
signifikanten Korrelationen fanden sich zwischen einer CEP17 Polysomie und den

Ubrigen morphologischen Prognosefaktoren (Tumorgrosse, Nodalstatus,
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histologischer Typ, Alter). Eine signifikante Beziehung zwischen dem Ausmass der
p53 Expression und einer CEP17 Polysomie war, wohl wegen der niedrigen Fallzahl,

nicht zu erheben.
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Zusammenfassung (Abstract)

Das HER2/neu und das TP53 Gen und ihre Proteinprodukte sind als negative
Prognosefaktoren und als pradiktive Faktoren fir den Erfolg einer modernen und
gezielten adjuvanten Therapie fir das invasive Mammacarcinom von erheblicher
Bedeutung. Da beide Gene auf dem Chromosom 17 lokalisiert sind, wird seit einiger
Zeit in Studien untersucht, ob Zusammenh&nge zwischen einer Aneusomie des
Chromosoms 17 und diesen beiden Genen nachgewiesen werden kdnnen und
welche Relevanz diesen zukommt. In dieser Dissertation wurde an Féallen von
invasiven Mammacarcinomen mit immunhistochemisch nachgewiesener HER2/neu-
Protein Uberexpression (HercepTest®; HER2-neu 2+ und HER2-neu 3+) mit der Dual
Color FISH Methode (PathVision®) untersucht, wie oft eine Polysomie 17
nachweisbar war und welche Kaorrelationen sich hinsichtlich einer HER2/neu
Amplifikation und morphologischen Prognosefaktoren sowie dem Ostrogen — und
Progesteronrezeptorstatus ermitteln lassen. Weiterhin wurde an einer Gruppe von
nachweislich CEP17 polysomen Carcinomen und einer eusomen Kontrollgruppe
immunhistochemisch die Expression des p53 Proteins untersucht und die Ergebnisse
ebenfalls mit einer HER2/neu Amplifikation, morphologischen Prognosefaktoren und
dem Hormonrezeptorstatus korreliert. Eine Polysomie des Chromosoms 17 ging
signifikant haufiger mit einer HER2/neu Amplifikation einher, war jedoch nicht
zwingend damit verbunden. Somit lasst sich die Hypothese, dass eine CEP17
Polysomie ursachlich eine Erhéhung der Anzahl der HER2/neu Gen Kopien bewirkt
und damit die Uberexpression des membrangebundenen Rezeptorproteins, nur
bedingt unterstiitzen. Analog zu anderen aktuellen Studien liess sich in dieser
Dissertation eine sehr kleine Subgruppe von CEP17 polysomen Fallen finden, die
eine stark positive HER2-neu Protein Uberexpression (HER2-neu 3+) aufwiesen,
aber nicht amplifiziert waren. Die Bedeutung dieser Konstellation fiir das biologische
und therapeutische Verhalten der Mamacarcinome, inshesondere gegenuber
Herzeptin®, ist in prospektiven Studien zu prifen. Eine CEP17 Polysomie war in
Ubereinstimmung mit den Daten in der Literatur signifikant mit dem hochsten
Malignitatsgrad, unabhéngig von einer HER2/neu Amplifikation, assoziiert. Dieser
Befund unterstiitzt den prognostisch ungunstigen Einfluss von Tumoren mit
komplexen genomischen Mutationen. Als zweite signifikante Korrelation fand sich ein
negativer Ostrogenrezeptorstatus in Assoziation mit einer CEP17 Polysomie. Keine
signifikanten Korrelationen fanden sich zwischen einer CEP17 Polysomie und den
Ubrigen morphologischen Prognosefaktoren (Tumorgrosse, Nodalstatus,
histologischer Typ, Alter). Eine signifikante Beziehung zwischen dem Ausmass der
p53 Expression und einer CEP17 Polysomie war, wohl wegen der niedrigen Fallzahl,

nicht zu erheben.
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Gez: Prof. Dr. med. Christopher Poremba
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