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1 Einleitung

1.1 Mammakarzinom

Brustkrebs stellt mit 25% der Krebsneuerkrankungen weltweit die haufigste bdsartige
Neubildung bei Frauen zwischen dem 40. und 50. Lebensjahr dar. Bei jungen Frauen
zwischen 35 und 59 gehen 40% der Neuerkrankungen und 30% der Todesfélle an
Krebs auf das Konto des Mammakarzinoms. Das mittlere Lebenszeitrisiko in Deutsch-
land betragt 9.2%, d.h. jede 11. Frau erkrankt im Laufe ihres Lebens an diesem malig-
nen Tumor der Brustdrise. Im Jahre 2002 wurden in der Bundesrepublik Deutschland
(BRD) 55.150 Neuerkrankungen gemeldet, davon 23.250 unter 60. Die Inzidenz steigt
seit 1970 stetig an, allerdings ist die Brustkrebsmortalitdt seit Ende der 90er Jahre
rick-laufig. So verstarben 2002 in der BRD insgesamt 17.780 Patientinnen, davon
4.303 der unter 60-Jahrigen. Das mittlere Erkrankungsalter betragt etwas Uber 62
Jahre, knapp sieben Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter bei Frauen an Krebs
(Robert-Koch-Institut (RKI) Hamburg, 2006).

Der Entstehung von Tumoren liegen meist eine oder mehrere genetische Veranderun-
gen in den Epithelzellen des Brustgewebes zugrunde. Die Mehrheit der Brusttumore
(90-95%) tritt nicht familidr sondern sporadisch auf. Diese Mutationen kénnen auf DNA
(Desoxyribonukleinsdure)-Ebene durch bestimmte Mechanismen hervorgerufen wer-
den, wobei der Ort der Mutation auf der DNA-Ebene den Grad der Kanzerogenitat be-
stimmt. So spielen vor allen Dingen der Austausch zweier Basen (Punktmutationen),
der Einbau von Basen (Insertion), der Verlust von Basen (Deletion), die Verdopplung
eines Gens oder dessen Sequenz (Duplikation) oder die Vermehrung eines bestimm-
ten Gens bis hin zu einem gesamten Genabschnitt (Amplifikation) eine entscheidende
Rolle. Mutationen kénnen durch exogene als auch durch endogene Faktoren verur-
sacht werden. So kénnen z.B. ionisierende oder UV-Strahlung, Tabak und Farbstoffe
diese Genveranderungen hervorrufen. Eine einzige Mutation reicht jedoch meist nicht
aus, um die jeweilige Zelle entarten zu lassen. Durch das vermehrte Wachstum des
Tumors entsteht eine vergroRRerte Zielpopulation fur weitere Mutationen und die Sum-
me aus diesen genetischen Veranderungen beglnstigt die Entstehung einer malignen

Entartung.

1.2 Ostrogenrezeptor

Bei der speziellen Entwicklung von Brustkrebs und dessen Progression sind mehrere
Mechanismen bekannt, die auf molekularer Ebene eine grof3e Rolle spielen, wobei den

weiblichen Geschlechtshormonen, den Ostrogenen, eine entscheidende Bedeutung



zukommt. Ostradiol, Ostron und Ostriol, die zur Gruppe der Steroidhormone gehoren
und die drei wichtigsten weiblichen Geschlechtshormone darstellen, werden von der
Pubertat bis zur Menopause in den Eierstocken gebildet. Da die Ovarien die Ostrogen-
herstellung nach der Menopause einstellen, Gbernimmt das Fettgewebe ab diesem
Zeitpunkt den Hauptproduktionsort dieser Hormone.

Ostrogen entfaltet seine Wirkung durch Bindung an Ostrogenrezeptoren, welche sich
im Inneren der Zellen des dstrogenregulierenden Gewebes befinden. Durch das An-
docken des Hormons an die Bindungsstelle des Rezeptors, verdndert dieser seine
Gestalt, wird dadurch aktiviert und lagert sich mit einem weiteren Rezeptor, der eben-
falls hormongebunden ist, zu einem Dimer zusammen. Dieses Rezeptorpaar wandert
nun aus dem Zellinneren in den Zellkern und bindet an bestimmte Gene des sich dort
befindenden Erbguts. Durch Aktivierungsprozesse werden die Teilung bestimmter
Zellen bzw. Tumorzellen ausgeltést und damit das Wachstum des Karzinoms veran-
lasst. Ostrogenrezeptoren besitzen eine bausteinartige Struktur, die bestimmte Doméa-
nen enthalten, welche fir die transkriptionale Aktivierung, die Kernlokalisation, die
Dimerisierung und die Bindung fur DNA und Liganden verantwortlich sind (Peters und
Khan, 2003). Die Rezeptoren verfligen Uber zwei besondere Bindungs-stellen, die man
aufgrund ihrer Aufgaben , activation functions (AF)“ nennt. In menschlichen Zellen
existieren zwei unterschiedliche Isoformen des Ostrogenrezeptors, die auf unterschied-
lichen Genen, ESR1 und ESR2, codiert werden (Deroo und Korach, 2006).

Das ER- Protein wurde 1950 von Elwood V. Jensen an der University of Chicago iden-
tifiziert. Mit der Entdeckung der neuen Form des ER im Jahre 1996, bekannt als ER-f3,
wird der originale Ostrogenrezeptor seither als ER-a bezeichnet. Cowley konnte zei-
gen, dass ERa und ERB in den Domanen fur die Bindung von Liganden und DNA
(AF2) Ubereinstimmen, jedoch in der Doméane AF1 Unterschiede aufweisen (Cowley et
al., 1999).

Holst und Stahl entdeckten 2007 eine Amplifikation eines Gens auf dem ESR1 Gen,
lokalisiert auf 6925 des Chromosoms 6, welches den ERa verschlisselt. In der Studie
wurden 2000 Frauen mit Mammakarzinomen untersucht. Bei 20,6% der Tumore wurde
diese Amplifikation gefunden. 99% dieser Karzinome zeigten eine Uberexpression des
ER-Proteins. Diese bestimmte Amplifikation konnte sogar zu 36% (8/22) bei benignen
Papillomen und zu 8,3% (1/12) in duktalen Hyperplasien nachgewiesen werden, was
vermuten lasst, dass die ERS1-Amplifikation eine wichtige Rolle in proliferativen Ereig-
nissen der weiblichen Brustdriise spielt. Diese Tatsache lasst vermuten, dass es sich
hierbei um eine sehr frihe genetische Veranderung in einem langen Entstehungspro-

zess einer Teilmenge des Brustkrebses handelt (Holst et al., 2007).



1.3 Therapie

In den letzten Jahren hat sich die Behandlung von Brustkrebs stark weiterentwickelt.
Lokale MaBRnahmen an der Brust bestehen aus Strahlentherapie oder einer Operation,
wobei systemisch mehrere medikamentdse Verfahren, wie z.B. die Chemo- oder Hor-
montherapie als Behandlungsmafinahmen bei Brustkrebs zur Verfigung stehen. Noch
heute steht die operative Therapie im Mittelpunkt mit dem erstrangigen Ziel, den Tumor
schnellstméglich zu entfernen. Ergdnzend dazu kann man eine systemische Therapie
in Abhangigkeit von dem jeweiligen Tumorstadium und dessen Biologie anschliel3en.
Allgemein wird die Wahl der individuellen Therapie jeder Brustkrebspatientin nach
TumorgroRe, Befall von axialen Lymphknoten, Grad der Malignitat der Tumorzellen,
Menopausalstatus, Alter und dem Vorhandensein von Hormonrezeptoren in den
Tumorzellen entschieden (RKI Hamburg, ohne Jahr). Es gilt hierbei abzuwagen, ob der
Patientin mit einer Operation, einer Radio-, einer Chemo- oder einer Hormontherapie
am meisten geholfen ist. Bei fortgeschrittenem Stadium des Mammakarzinoms stellt
die systemische, medikamenttse Behandlung die erste Wahl dar. Chemotherapie
alleine, oder bei positivem Hormonrezeptorstatus in Kombination mit einer endokrinen
Therapie, kann in allen Altersgruppen unter 70 Jahren (besonders unter 50 Jahren)

das Gesamtlberleben verbessern (Breastcancer org., ohne Jahr).

1.4 Antiostrogene Therapie des Mammakarzinoms

Viele Patientinnen leiden heutzutage an einem hormonrezeptorpositiven Mamma-
karzinom. Zweidrittel der Brustkrebspatientinnen zeigen eine Uberexpression des ERa
zum Zeitpunkt der Diagnose. Diese Arten von Mammakarzinomen werden erfolgreich
durch Antiéstrogen-Therapie mit sogenannten selektiven Ostrogenrezeptormodula-
toren (SERMs) und /oder Aromatasehemmern behandelt. Eine Tamoxifen-behandlung
ist moglichst nach operativer Tumorentfernung indiziert (Stierer et al.,, 1993). Der
geringe Anteil an Frauen, dessen Tumor einen Mangel an Hormonrezeptorprotein auf-
weist, jedoch Progesteronrezeptoren enthalt, kann durchaus von einer Hormontherapie
profitieren (National Institutes of Health, 2000). Da hormonabh&ngige Brustkrebszellen
Ostrogen zum Wachstum bendtigen, ist das Ziel der Hormontherapie, diese Krebszel-
len vor der Stimulation durch das weibliche Geschlechtshormon zu bewahren. Ostro-
genentzug der Zellen, kann durch verschiedene Mechanismen hervorgerufen werden
(Jonat, 2001).

1896 entdeckte Beaston erstmals die Hemmung des Brustkrebswachstums bei primar
inoperablen, prAmenopausalen Patientinnen durch Ovarektomie (Beatson, 1896). Die
Alternative zur radiologischen oder chirurgischen ovariellen Ablation bestand spater in

der medikamentdsen Ausschaltung der Eierstockfunktion.



Tamoxifen (Nolvadex®) ein orales, nicht steroidales Antidstrogen, welches 1973 auf
den Markt kam, wirkt durch Blockierung des Ostrogenrezeptors. Es gehort zu den
SERMSs. Toremifen und Droloxifen, die eine dhnliche Struktur wie Tamoxifen aufwei-
sen, gehoren ebenfalls zu den SERMs, genauso wie Raloxifen, welches sich hingegen
in der Struktur von Tamoxifen unterscheidet. Diese drei Arzneimittel stellen eine neue
Medikamentengruppe zur Anti-ER-Therapie dar.

Die Einnahme von Aromatasehemmern, wie z.B. Anastrozol (Arimidex®), welches
1995 in Deutschland zugelassen wurde und das erste Praparat dieser neuen Arznei-
mittelklasse darstellte, bewirkt eine Blockade der Ostrogensynthese durch Hemmung
des Enzyms Aromatase bei postmenopausalen Frauen.

LHRH-Agonisten werden zur Therapie von fortgeschrittenem Brustkrebs bei prameno-
pausalen Frauen mit hormonsensibler Erkrankung verwendet. Goserelin (Zoladex®)
gehort zur Gruppe der Regulatorprotein-Agonisten der Hirnanhangsdriise und erhielt
1990 seine Erstzulassung in der EU (Osborne et al., 2002).

Da Tumorzellen jedoch Uber langere Behandlungszeitraume eine Resistenz gegen
diese Hormontherapien entwickeln kénnen und die Therapie mit AntiGstrogenen oft
starke Nebenwirkungen mit sich bringen, ergibt sich der Bedarf an neuen Arzneimitteln,
gegen die der Tumor noch nicht resistent ist (Boccardo et al., 2006).

Fulvestrant (Faslodex®) wurde im Jahr 2002 in den USA und Brasilien zugelassen und
2004 konnte der reine steroidale Ostrogen-Antagonist auch in Europa seine Zulassung
erlangen, wodurch tausenden Frauen mit 6strogenrezeptorpositivem Brustkrebs gehol-
fen werden kann. Fulvestrant gehdrt zu der Substanzgruppe der SERDs (ER-
destabilisierender ,selective downregulator®). Durch Bindung an dem Ostrogenrezeptor
der Brustkrebszelle und somit verursachter Downregulation wirkt Fulvestrant ahnlich
wie Tamoxifen. Allerdings liegt der Unterschied dieser beiden Medikamente in der ge-
nauen Wirkungsweise des Ostrogens. Da Tamoxifen die Ostrogenwirkung nachahmt
und somit zu unerwiinschten Nebenwirkungen fiihren kann, basiert die Wirkungsweise
von Fulvestrant hingegen auf der Blockade und dem Ausschalten der Ostrogenrezep-
toren in den Mammakarzinomzellen und ahmt die Wirkung von Ostrogen somit nicht
nach. Durch dieses Wirkungsph&nomen besteht unter seiner Anwendung auch keine
erhohte Gefahr, einen Tumor der Gebarmutterschleimhaut zu entwickeln. In einer
Studie von Steger et al., die auf dem ASCO 2003 vorgestellt wurde, konnte gezeigt
werden, dass die Vertraglichkeit von Fulvestrant sehr gut ist und nur geringe Neben-
wirkungen beobachtet werden (Howell et al., 2002).

Bei der antihormonellen Therapie darf man nicht die Nebenwirkungen dieser Medika-
mente aulRer Acht lassen, denn Antidstrogene kdnnen zu ausgepragten unerwinsch-

ten Arzneimittelwirkungen fuhren. So kommt es haufig zu Hitzewallungen, verstarkt


http://www.netdoktor.de/medikamente/100005352.htm

unter Tamoxifeneinnahme. Die Patientinnen klagen oft tber Ubelkeit, Erbrechen,
Schlaflosigkeit, Hautveranderungen und Vaginalblutungen. Zwar steigt bei Langzeitthe-
rapie die Knochendichte der behandelten Frauen an und Knochenbriichen wird somit
vorgebeugt, jedoch besteht auRerdem die Gefahr von Thromboembolien und das Risi-
ko fur die Entwicklung einer Endometriumhyperplasie bis zum Endometriumkarzinom
steigt an, was die Notwendigkeit zu regelm&Rigen Vaginaluntersuchungen mit sich
Zieht (Weed, ohne Jahr). Aromataseinhibitoren haben im Gegensatz zu Tamoxifen ge-
ringere Nebenwirkungen. Sie haben keinen Einfluss auf die Gebarmutterschleimhaut,
jedoch kénnen auch sie zu Ubelkeit und Ausdiinnung der Haare fiihren (Ludwig, 2008).
Allerdings ist zu beachten, dass Aromatasehemmer den Ostrogengehalt in allen Kor-
perzellen vermindern, so dass die Knochendichte abnehmen kann und manche Patien-
ten unter Gelenkschmerzen leiden. Die Patientinnen, die Aromatasehemmer einneh-
men, mussen regelmaiige Kontrollen der Knochendichte durchfiihren lassen (Eisen et
al., 2007).

Laut der Breast International Group (BIG) 1-98 Studie haben Brustkrebspatientinnen
unter Aromatasehemmern ein geringeres Risiko kardiale Problemen zu entwickeln, als
unter Antidstrogenen. Trotzdem empfiehlt es sich regelmaRig die Herzaktivitat zu pri-
fen (Mouridsen et al., 2007).

In der noch laufenden ATAC-Studie (Arimidex, Tamoxifen Alone or in Combination)
wird seit Ende 1998 die adjuvante Therapie mit dem Aromatasehemmer Anastrozol
gegenlber der Behandlung mit Tamoxifen und der Kombination aus beiden Medika-
menten verglichen. Nach einem Beobachtungszeitraum von vier Jahren traten in der
Anastrozol-Gruppe relativ zur Tamoxifen-Gruppe 17% weniger Rezidive auf, bei gesi-
cherten hormonrezeptorpositiven Patientinnen waren es sogar 22% weniger. Der abso-
lute Unterschied beziiglich Krankheitsfreiheit betrug nach 47 Monaten bei
rezeptorpositiven Frauen 2.9%. Die Intensitat der Nebenwirkungen zeigte, dass
Anastrozol wesentlich besser vertragen wird, als Tamoxifen. Vaginalblutungen,
Thromboembolien und zerebrovaskulare Ereignisse traten nur halb so oft auf. Auch
konnte belegt werden, dass Endometriumkarzinome unter Anastrozolbehandlung ca.
85% seltener auftraten.

Das Resultat dieser Ergebnisse war die Zulassung von Anastrozol in Deutschland als
erster Aromatasehemmer fur die adjuvante Therapie bei Frauen in der Postmenopause
im Dezember 2002 (Budzar et al., 2000).

Exemestan (Aromasin®) kam 2000 auf den pharmazeutischen Markt in Deutschland.
Dieser steroidale Aromatasehemmer kann oral eingenommen werden und zeigt in der

Studie von Dirix et al. einen deutlichen Wirksamkeitsvorteil gegenuber Tamoxifen.



Exemestan ist bisher fir die Behandlung metastasierter, hormonpositiver
Mammakarzinome nach Therapieversagen zugelassen (Dirix et al., 2001).

Sechs Jahre spater konnte sich Letrozol unter dem Handelsnamen Femara® zur en-
dokrinen Erstlinientherapie bei metastasiertem, hormonrezeptorpositivem Brustkrebs in
Deutschland durchsetzen. In der Studie von Mouridsen et al. konnte ein signifikanter
Wirksamkeitsvorteil gegenuber Tamoxifen aufgezeigt werden (Mouridsen et al., 2001).
Paepke untersuchte in seiner Studie auch die neoadjuvante Situation, wobei bewiesen
wurde, dass durch die praoperative Einnahme von Letrozol wesentlich mehr Frauen
brusterhaltend operiert werden konnten, als dies in der Tamoxifen-Gruppe der Fall war
(Paepke et al., 2000).

1.5 Untersuchungsverfahren

Die Immunhistochemie (IHC), deren Verfahren bereits in den 40er Jahren angewendet
wurde, gehdrt heute zu der Routinediagnostik bei Tumorerkrankungen.

Die Immunhistochemie stellt den Sammelbegriff flir verschiedene Methoden, die zur
Darstellung von zell- und gewebespezifischen Antigenen verwendet werden. Mit Hilfe
von Antikérpern werden die Antigene in situ markiert und visualisiert. Durch den spezi-
fischen Nachweis von Proteinen erlaubt die IHC die Darstellung von Zellen mit gleichen
funktionellen Eigenschaften oder Zellen mit gleicher Histogenese, welches einen ent-
scheidenden Aspekt fur die Anwendung in der Tumordiagnostik erflllt (Daabs et al.,
2001). Albert H. Coons und seine Mitarbeiter waren die ersten Forscher, die Antikbrper
mit einem fluoreszierenden Farbstoff markierten und diesen zur Identifikation von Anti-
genen in Geweben nutzten (Coons et al., 1941).

Im Laufe der Entwicklung der IHC-Techniken wurden Enzymmarkierungen wie
Peroxidase (Nakane and Pierce 1966) und alkalische Phosphatase (Mason and
Sammons 1978) eingefihrt.

Seitdem die Immunhistochemie mit speziellen Antigen-Antikérper-Reaktionen einher-
geht, zeigt sich ein ersichtlicher Nutzen der besonderen Farbetechniken von Enzymen,
die eine bestimmte Anzahl an Proteinen und Gewebestrukturen identifizieren kénnen
(Javois, ohne Jahr).

Mehr Information zur Technik und Durchfiihrung der IHC wird im Teil ,Material und Me-

thoden® aufgefuhrt.



1.6 Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Ostrogenrezeptorstatus in einem Kollektiv von
814 Mammakarzinomen zu bestimmen. Zur Detektion von Veranderungen der ESR1-
Genkopiezahl wird die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) eingesetzt. Das
Niveau der ER- Proteinexpression wird immunhistochemisch bestimmt. Die erhaltenen

Daten sollen hinsichtlich folgender Fragestellungen ausgewertet werden:

o Wie reproduzierbar ist die Bestimmung der ESR1-Genkopiezahl mittels FISH?

o Gibt es einen Zusammenhang zwischen der ESR1-Genkopiezahl und der ER-
Proteinexpression?

e Gibt es einen Unterschied zwischen dem bekannten ER-Status der Patienten
und den Ergebnissen vom TMA?

2 Material und Methoden

2.1 Gewebekollektiv

Insgesamt 814 dstrogenrezeptor-positive Mammakarzinome wurden aus der Patholo-
giepraxis Altonaer Strasse (UKE MVZ) zur Herstellung eines TMA verwendet. Die
Tumoren wurden aufgrund des ER-Status aus den Patientenakten ausgewahlt. Das
mittlere Alter der Patientinnen betragt 56 (27-91) Jahre. Klinische Follow-up-Daten
wurden aus den Patientenakten ermittelt oder durch gezieltes Nachfragen bei den be-
handelnden Arzten erhoben. Insgesamt lag von allen 814 Patientinnen der Uberle-
bensstatus vor. Das mittlere Follow-up-Intervall betrug 52.87 (0.00- 130.69) Monate.
Daten zu einer moglichen Rezidivierung konnten von 803 Patientinnen erhoben
werden. Die histologischen Schnitte eines jeden Tumors wurden von einem Patholo-
gen (Dr. Volker Scotland) begutachtet, um den histologischen Tumortyp zu definieren
und den histologischen Grad festzustellen.

Daten zur Ostrogenrezeptorexpression konnten bei 812 der 814 Patienten aus den Pa-
tientenakten entnommen werden. Der ER-Status war immunhistochemisch mit dem
Antikorper anti-ER (Novocastra 6F11) zur initialen Diagnostik untersucht worden. Die

histopathologischen Daten sind in Tabelle 1 zusammengefasst.



Tabelle 1: Histologisch-pathologische Daten von 814 Mammakarzinomen

n= 814

duktal ca. 501

lobular ca. 249

medullar ca. 13

muzinos ca. 12

papillar ca. 4

tubular ca. 33

plattenepithelial 2
‘Tumorstadium ~ pT1 464
pT2 286

pT3 44

pT4 20
‘Grading Gl 166
G2 524

G3 123
Lymphknotenbefall pNO 544
pN1 244

pN2 26

ER-Status n= 812
positiv 695

negativ 117

2.2 TMA-Herstellung

Mit Hilfe des Tumorarray-Verfahren konnte das Einbringen von zahlreichen Gewebe-

zylindern (Durchmesser 0.6 mm) von histologisch definierten Regionen verschiedener

Tumoren in einen einzigen Paraffinblock gewahrleistet werden. Aus jedem der 814

Gewebeblécke wurden bestimmte Areale gekennzeichnet und mit Hilfe einer Stanze

auf einem Objekttrager untergebracht. Diese Methode ermdglichte es, mit einmaliger

Applikation eines Antikorpers zahlreiche Proben zu analysieren. Der geringe Material-

verbrauch stellt einen wesentlichen Vorteil dar. Die Funktionsweise des ,Arrayers® ist in

Abb. 1 dargestellt.

Abb. 1: Tumorarray-Herstellung

Die Abbildung 1 zeigt den Ablauf der
Tumorarray-Herstellung. Das Instru-
ment besteht aus einem dinnen, an
der Spitze gescharften Hohlzylinder
(innerer Durchmesser ca. 600 pm),
welcher in  einem  X-Y-Achsen-
Prazisionsgerat gehalten wird. Ein
genau in den Hohlzylinder passender



Stahldraht ermoglicht das Ausstof3en der Gewebestiicke in mit einem analogen In-
strument (aulRerer Durchmesser ca. 600 um) vorgefertigte Locher im Empféangerblock
(Tumorarray). Ein verstellbarer "Eindring-Stopper" sichert eine konstante L&nge von
Zylindern und vorgefertigten L6chern im Empfangerblock.

Teil a Abbildung 2 zeigt das Array-Stanzgerat. Kernstick der
Konstruktion sind zwei an der Spitze geschéarfte Hohlzylinder.
Die kleinere “Nadel“ hat einen duf3eren Durchmesser von 0.6
mm. Diese Nadel wird ausschliel3lich zum Stanzen von
Ldchern in die Empfangerblécke verwendet. Die dickere Nadel
dient dem Ausstanzen von Tumorgewebestiicken aus
Spenderblécken und das Einbringen dieser Zylinder in den

Empfangerblock. Der innere Durchmesser dieser zweiten

PRI RN

Nadel entspricht dem auferen Durchmesser der diinneren
Nadel. Teil b der Abbildung zeigt einen Block des TMAs,

wobei ¢ einen Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitt eines
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TMAs darstellt. Abb. 2: Tissue-Microarray

(TMA)

2.3 Immunhistochemie

Um das ERa-Protein am TMA immunhistochemisch zu detektieren wurden zwei ver-
schiedene monoklonale Antikérper verwendet:

1) NCL-L-ER-6F11 (Novocastra, Newcastle, UK),

2) Anti human estrogen receptor alpha, clone ID5 (DAKO #M7047).

Die Schnitte wurden entparaffiniert und fir 12 Minuten bei 120°C unter Druck in einem
pH6-Citratpuffer (Retrievit #BS-1006-00, BioGenex, San Ramon, CA) inkubiert. Nach
Blocken der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte im verdiinnten Primarantikor-
per bei 4°C Uber Nacht inkubiert (NCL-L-6F11, 1:1000; anti ER DAKO, 1:250). Um die
Antikérperbindung nachzuweisen wurde das ,DAB (3,3-Diaminobenzidin)-System*“ be-

nutzt. Das detaillierte Protokoll ist nachfolgend dargestellt.

I.  Vorbereitung der Objekttréger

TMAs mindestens 1Std. in Xylol entparaffinieren
durch eine absteigende Alkoholreihe (96%, 90%, 80%, 70%, Aqua dest.) ent-

wassern




V.

Vorbehandlung

Objekttrager in Citratpuffer pH6 fir 12min bei 120°C autoklavieren
Objekttrager in TBS-Puffer (Tris-gepufferte Salzlésung: 3g Tris, 8g NaCl, 0.2g
KCI, 2ml Tween, 20 je 1000ml, pH auf 7.6 einstellen) fur 5min spilen

Peroxidase-Block

Objekttrager in 1% H202 in Methanol fir 10min bei Raumtemperatur spulen
Objekttrager in TBS-Puffer 2x5min spilen

Antikorper-Inkubation

den Primar-Antikérper in TBS-Puffer verdiinnen (NCL-L-6F11 1:1000, DAKO
1:250) und fiur 2Std. in einer feuchten Kammer bei 30°C inkubieren
Objekttrager in TBS-Puffer 2x5min spulen

Objekttrager in EnVision Polymer-HRP Maus — Lésung (Dako K4001) fir 30min
bei 30°C inkubieren

Objekttrager in TBS-Puffer 2x5min spulen

Chromogen

Objekttrager in DAB-Chromogen (Liquid DAB DAKO K3468) fiir 10min bei
Raumtemperatur inkubieren

Objekttrager in Aqua dest. fur 1min spulen

Objekttrager in Haemalaun-Lésung fir 1min gegenfarben und anschliel3end fiir
eine weitere Minute unter Leitungswasser spilen

Objekttrager in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 96%) und in
Xylol entwéssern

mit Eukitt eindeckeln

Der Grad der Positivitat der IHC-Farbung wurde nach Allred (Harvey et al. 1999) einge-

teilt. Die ER-Farbung wurde in eine Skala von vier Intensitaten (0-3) unterteilt, der

Anteil an positiven Tumorzellen wurde in finf Stufen (0-5) unterteilt. Die Kombination

beider Parameter resultierte in einer 8-Punkte-Skala (score), wobei alle Proben mit

einer Punktzahl Uber zwei als ER-positiv gewertet wurden. Fur den Vergleich mit dem

bekannten ER-Status aus den Patientenakten wurden die Tumoren in drei Gruppen

eingeteilt: negativ (score 0-2), schwach (score 3-5) und stark (6-8).
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2.4 FISH

Zur Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurde eine selbst hergestellte Sonde gegen
ESR1 benutzt. Die Sonde war aus Kklonierter DNA (BAC, bacterial artificall

chromosome) hergestellt worden (Holst et al., 2007)

2.5 Hybridisierung und Detektion

2.5.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Fur die zweifarbige FISH-Analyse wurden 4um dicke TMA-Schnitte eingesetzt. Diese
wurden vor der Hybridisierung entparaffiniert und proteolytisch vorbehandelt. Zur Hyb-
ridisierung wurden eine selbst hergestellte genspezifische Sonde (6925.1; RP11-
450E24) und eine kommerzielle Sonde als Referenz fur das Zentromer des Chromo-
soms 6 (Spectrum orange Vysis) eingesetzt. Die kommerzielle Zentromersonde wurde
nicht in dem mitgelieferten Hybridisierungsmix verdinnt. Beide Sonden wurden
gemeinsam in einem Gemisch mit humaner Cot-DNA (zum Abblocken unspezifischer
Bindungsstellen repetitiver DNA-Sequenzen) und einem Hybridierungsmix (Master-Mix
1.0) auf die TMA-Schnitte gegeben, mit diesen fir 10 min bei 72°C codenaturiert und
Uber Nacht bei 37°C hybridisiert. Sowohl Denaturierung als auch Hybridisierung wur-
den im Hybrite (Vysis) durchgefiihrt. Im Anschluss an die Hybridisierung tUber Nacht
wurden die TMA-Schnitte stringent gewaschen, um unspezifische Hybridisierungen zu
entfernen. Um moglichst deutliche Fluoreszenzsignale zu erhalten, wurden die
Digoxigeninreste der selbsthergesteliten Sonde Uber einen Komplex von drei
Antikdrpern detektiert, wobei der Tertidrantikdrper fluorezenzgekoppelt war. Hierzu
wurde das ,Enhancer Detection Kit“ von Roche eingesetzt.

Um eine schnelle Evaluierung des Arrays zu gewahrleisten, wurde die Ratio ESR1-
Signale/Zentromer 6-Signale in den einzelnen Krebszellen fir jede Gewebeprobe ge-
schatzt. Als Amplifikation wurde das Vorliegen von mindestens doppelt so vielen
ESR1-Signalen wie Zentromer 6-Signalen (Ratio ESR1/Zen 6 > 2) definiert. Gewebe-
proben, die eine ESR1/Zentomer 6-Ratio von tber 1.0, aber unter 2.0 aufwiesen (> 1.0
Ratio ESR1/Zen6 < 2.0), wurden als ,Gains" bezeichnet. Alle anderen Gewebeproben
(Ratio ESR1/Zen6 < 1.0) wurden als normal definiert. Beispiele fir ESR1-
Amplifikationen sind in Abbildung 3 a-d dargestellt.
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Abb. 3: Beispiele von ESR1-amplifizierten Tumorzellen (3 a-d). Die grinen Signale markieren die ESR1-
Gensequenz, die roten Signale das Zentromer 6. 3 a) Grol3e Gruppe mit 8-9 griinen ESR1-Signalen, b) Kleine
Gruppe von 4-5 Signalen, ¢) Winzige Gruppen mit zusammenflieBenden Signalen, d) Normale Zellen mit 2
ESR1-Signalen

Die Detektion wurde mit dem ,Fluorescent Antibody Enhancer Set* von Roche durch-
gefuhrt.

Nach der Detektion wurden die Schnitte wieder im Dunkeln luftgetrocknet und dann mit
DAPI (Vectashield Mounting Medium for Fluorescenc with DAPI; H-1200 (Vector) und

einem 24x32mm Deckglaschen eingedeckt.
Um den Zusammenhang zwischen histologischem Tumortyp, Grad des Tumors,

»otaging“ und Genamplifikationen darzustellen, wurden die ,Contingency table analy-
sis“ und der Chi-Quadrat-Test angewandt.
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3 Resultate der ESR1-Amplifikationen

3.1 Reproduzierbarkeit der FISH-Ergebnisse

Die FISH wurde zweimal an verschiedenen Tagen durchgefihrt und von zwei ver-
schiedenen Personen (Frederik Holst, Franziska Reining) ausgewertet. Frederik Holst
ist ein Experte in dem Themengebiet der ESR1-Ampifikationen, wohingegen Franziska
Reining eine Medizinstudentin ist, die in FISH-Auswertungen angelernt wurde.

Bei der FISH-Analyse | (Frederik Holst) konnten 689 (84.6%) der 814 Tumoren erfolg-
reich ausgewertet werden. Fur die restlichen 125 Tumoren konnte der ESR1-Status
nicht bestimmt werden, weil entweder keine Signale in der FISH-Analyse zu sehen
waren, oder weil der Gewebespot wahrend des Hybridisierungsexperimentes abge-
schwommen ist. Eine ESR1-Amplifikation wurde in 165/689 Tumoren (23.9%) gefun-
den. Ein geringgradiger Zugewinn (Gain) der ESR1-Kopiezahl wurde in weiteren 28
(4%) Tumoren gefunden.

Bei der FISH-Analyse Il (Franziska Reining) konnten 579 (71.1%) Tumoren ausgewer-
tet werden. In dieser Analyse waren 22 Spots nicht auswertbar, weil das Gewebe wah-
rend der Analyse zerstért wurde. Alle anderen nichtauswertbaren Spots zeigten keine
deutlichen Hybridisierungssignale. In dieser Analyse wurde eine Amplifikation in
179/579 (30.9%) und ein Gain in 69/579 (11.9%) der Gewebeproben diagnostiziert.

Von insgesamt 523 Gewebespots konnten Daten in beiden Analysen erhoben werden.
Es zeigte sich, dass die Reproduzierbarkeit am besten bei den Tumoren war, die in der
ersten Analyse ein ,klares® Ergebnis, d.h. entweder eine normale Kopiezahl oder eine
Amplifikation, zeigten. In beiden Fallen zeigten 77% der Tumoren in der zweiten Analy-
se ein identisches Ergebnis. Im Gegensatz dazu fand sich eine deutlich geringere
Ubereinstimmung bei den Tumoren, die in der ersten Analyse als ,Gain“ beurteilt wor-
den waren. Dieses Ergebnis konnte nur in 27% der Félle reproduziert werden. Die
Mehrzahl dieser Proben wurde in der

zweiten Analyse als amplifiziert gewertet. Die direkte Gegenuberstellung der Ergeb-

nisse beider Analysen ist in Abbildung 4 gezeigt.
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FISHII | n =523 | 100%
FISH1|n=523| ’1[][]“{1——._______________.-—

GAIN | n=17 | 13%
GAIN | n=22 | 4.2% N NORMAL |n=13]9.9%

GAIN | n=6]27.3%

NORMAL |n=6]27.3%

NORMAL |n=2370]| 70.8%

GAIN [ n=35|94%

NORMAL |n =284 | 76.8%

Frederik Holst

Franziska Reining

Abb. 4: Vergleich der 2 FISH-Analysen

Ein stark abweichendes Ergebnis, d.h. ein normales Ergebnis in der einen Analyse und
eine Amplifikation in der anderen Analyse, wurde in 64 Tumoren gefunden. Bei 51 von
diesen 64 Fallen wurde in der FISH-Analyse | (Frederik Holst/ FH) ein normales Er-
gebnis gefunden, jedoch in der Analyse Il Franziska Reining/ FR) eine Amplifikation.
Bei den restlichen 13 Tumoren zeigte Analyse | (FH) eine Amplifikation, wahrend in
Analyse Il (FR) ein normales Ergebnis gefunden wurde. Die FISH-Ergebnisse dieser

nachbeurteilten Gewebe sind in Tabelle 2 im Detail dargestellt.
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Tabelle 2: Diskordante Spots

Analyse FH: normal; Analyse FR: Amplifikation | Analyse FH: Amplifikation;

BrScot_1

Analyse FR: normal

BrScot_2 B 8h

BrScot_1

BrScot_1 C4ad

BrScot_1 C8i

BrScot_1 A 3f

BrScot_2 Alc

BrScot_1 B 1m

BrScot_1 D 5l

BrScot_2 A 6e

BrScot_2 B 2g

BrScot_2 B 3f

BrScot_2 B7p

BrScot_2 A9n

NININWININININININWIN(N
NININWININININININWININ

BrScot_1 B 3h

BrScot_1 B lo

BrScot_1 B 3q

BrScot_2 A 3b

BrScot_2 A 69

BrScot_1 B 60

BrScot_2 A 8b

BrScot_2 A 9d

BrScot_2 Bad

BrScot_1 B 40

BrScot_1 B 7m

BrScot_2 A 8o

BrScot_1 A9l

BrScot_1 B 3b

BrScot_1 B 5e

BrScot_1 B 7f

BrScot_1 B 8k

BrScot_1 B 99

BrScot_2 A 3k

BrScot_2 A 49

BrScot_2 A 9c

BrScot_2 A 9e

BrScot_2 B 3g

BrScot_2 B 7n

BrScot_2 C 2h

BrScot_1 C 8a

BrScot_1 D 1k

BrScot_1 D 1l

BrScot_1 A2r

BrScot_1 A 9g

BrScot_1 A9p

BrScot_1 B 5l

BrScot_1 B 8p

BrScot_2 A 6q

BrScot_2 A 8f

BrScot_2 B 1p

BrScot_2 B 2a

BrScot_2 B 3g

NIININININININININDINININDINDINININDINININDINININDINDININDINDINDNINDINDININDIAININDNINDIAINININDININDIRWININDININININININ
NIININININININININDINININDINININDINDINININDINININDINDININDINDINDNINDNINDININDNIRPINININIELINININDININIRIERININDININININININ

BrScot_2 C 1k
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Es zeigt sich, dass in der Mehrzahl dieser Falle nur geringfiigige Unterschiede in der
ESR1-Kopiezahl zu einer unterschiedlichen Einordnung gefuihrt haben. So zeigen z.B.
11 Tumoren in der einen Analyse 4 ESR1-Signale und in der anderen Analyse nur 2
Signale, die bei normaler Zentromer-Kopiezahl (2 Signale) einmal als amplifiziert und
einmal als normal gewertet wurden.

Allerdings fielen auch etwa 30 Tumoren auf, die z.T. erhebliche Unterschiede in der
ESR1-Genkopiezahl in den beiden Analysen aufwiesen. Um diese Diskrepanz naher
zu untersuchen, wurde die ESR1-Analyse ein drittes Mal wiederholt. Um zu klaren, ob
diese Unterschiede auf einer mdglichen Heterogenitat des Gewebes oder auf Zahl-
fehlern in der einen oder anderen Analyse beruhten, wurden konventionelle Gross-
schnitte der Tumoren untersucht. Die am TMA untersuchten Tumorareale wurden aus

diesen Praparaten entnommen.

Von allen der 23 untersuchten Tumoren konnte am Grossschnitt der ESR1-Status er-
mittelt werden. Es zeigte sich, dass die Ergebnisse dieser Analyse besser mit der zwei-
ten TMA-Auswertung Ubereinstimmten als mit der ersten. So war die Ubereinstimmung
zwischen FISH | (FH) und der Grossschnittanalyse 21.7%, jedoch zwischen FISH I
(FR) und der Grossschnittanalyse 86.9%. Allerdings handelte es sich bei den meisten
diskrepanten Fallen nur um geringfiigige Abweichungen, wobei die Z&ahlungen der
ESR1-Kopiezahl nur um 1-2 Signale voneinander abwichen. Diese Abweichungen fiihr-
ten jedoch zu einer unterschied-lichen Klassifikation bezuglich des ESRI1-
Amplifikationsstatus. Der direkte Vergleich der TMA-Analysen mit den Grossschnitten
dieser 23 Tumoren ist in Abbildung 5 dargestellt, wobei Tumoren mit einer nur gering-
fugigen Abweichung und einer ESR1/Zentromer 6 Ratio zwischen 1.8 und 2.2 als

.Borderline“ (grenzwertig) dargestellt sind.
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FISH | Grossschnitt FISH I

S n=23]100%

Frederik Holst Franziska Reining

Abb. 5: Vergleich der 2 TMA-Analysen mit dem Grossschnitt der 23 Tumoren

3.2 Reproduzierbarkeit der IHC-Ergebnisse

3.2.1 Initiale Analyse mit dem Novocastra-Antikdrper an Grossschnitten

Ein Ergebnis der immunhistochemischen Analyse der ER-Expression konnte aus den
Patientenakten von 812 Tumoren des TMA erhalten werden. Der ER-Expressions-
status war mit negativ (keine Expression, 117, 14.4%), schwach (46, 5.7%) oder stark
(649, 79.9%) angegeben. Die ER-Expression war wie erwartet mit gut differenzierten
(G1, p<0.0001), friihen (pT1, p<0.0001) Mammakarzinomen assoziiert (Tabelle 3).
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Tabelle 3: ER IHC-Resultat Novocastra (Grossschnitt)

812 14.4 5.7 79.9
pT1 464 9.9 4.7 85.4 0.0007
pT2 285 218 6.3 71.9
pT3 43 16.3 9.3 74.4
pT4 20 10.0 10.0 80.0
G1 166 3.6 2.4 940 | <0.0001
G2 523 9.4 6.3 84.3
G3 123 50.8 7.4 41.8
pNO 543 13.8 5.0 81.2 0.6490
pN1 243 16.0 7.0 77.0
pN2 26 115 7.7 80.8

3.2.2 Reanalyse mit dem DAKO-Antikdrper am TMA

Die immunhistochemische Analyse der ER-Expression war in 771 (94.7%) der 814
Tumoren des Arrays erfolgreich. Insgesamt 43 Tumoren waren nicht analysierbar, weil
entweder keine Tumorzellen im Gewebespot vorhanden waren oder weil der Gewebe-
spot auf dem TMA fehlte. Mindestens eine schwache ER-Expression wurde in 616/771
(79.9%) der analysierbaren Tumoren gefunden. Davon zeigt der Uberwiegende Teil
(573/616) der ER-positiven Tumoren eine starke Expression (Tabelle 3). Die ER-
Expression war mit gut differenzierten (G1, p<0.0001), frihen (pT1, p=0.0088)

Mammakarzinomen assoziiert (Tabelle 4).

Tabelle 4: ER IHC-Resultat DAKO (TMA)

<0.0001

G2 501 15.2 6.0 78.8

G3 119 58.8 2.5 38.7
pNO 510 19.2 4.1 76.7 0.0913
pN1 236 22.5 8.1 69.4
pN2 25 16.0 12.0 72.0
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3.3 Vergleich der beiden immunhistochemischen Untersuchungen

Ein direkter Vergleich der beiden verwendeten immunhistochemischen Untersuchun-
gen zeigte nur geringfugige Unterschiede in der Farbeintensitat. Von 769 Gewebepro-
ben, die fur beide Antikérper auswertbar waren, zeigten 644 ein identisches Ergebnis.
Bei den restlichen 125 Tumoren zeigte sich meist nur eine Abweichung um eine Kate-
gorie, z.B. negativ versus schwach oder schwach versus stark. Insgesamt 53 dieser
Tumoren hatten jedoch eine deutliche Abweichung, d.h. eine starke Expression mit
dem einen Antikdrper, aber fehlende Expression mit dem anderen Antikorper. Alle

Daten sind in Tabelle 5 gezeigt.

Tabelle 5: Vergleich der IHC-Resultate der beiden anti-ER Antikdrper. P<0.0001

Grossschnitt-Ergebnis (Novocastra)

TMA- 93 (91.2%) 2 ( 1.9%) 7 (6.9%)
Ergebnis 15 (36.6%) 6 (14.6%) 20 (48.8%)
(DAKO) 46 ( 7.3%) 35 (5.6%) 545 (87.1%)

3.4 Beziehung zwischen den FISH-Analysen zu den IHC-Daten der bei-
den Antikdrper

Fiur diese Analyse wurden die FISH-Ergebnisse aus den 3 Analysen (FISH | (FH),
FISH Il (FR) und Grossschnittanalyse) zu einem Konsensusresultat kombiniert. Nur
solche Tumoren, die tUbereinstimmend in der FISH | (FH) und in der FISH Il (FR) eine
Amplifikation zeigten, wurden als ,amplifiziert* gewertet. Alle anderen Tumoren wurden
als nicht amplifiziert (,ESR1 normal®) angesehen, es sei denn, der Tumor wurde am
Grossschnitt reanalysiert und hatte dort eine Amplifikation gezeigt. Diese Proben wur-
den dann ebenfalls als ,amplifiziert“ klassifiziert. Alle Gewebespots mit nur einem
FISH-Ergebnis wurden von der Analyse ausgeschlossen. In der Analyse verbleiben
somit 454 (Novocastra/Grossschnitt) bzw. 448 (DAKO/TMA) Tumoren mit kombinier-
tem FISH-Ergebnis. Ein direkter Vergleich der FISH-Ergebnisse mit den Ergebnissen
von den beiden IHC-Analysen zeigte in beiden Fallen eine hoch signifikante Assozia-
tion mit der ESR1-Amplifikation (Novocastra: p<0.0001; DAKO p<0.0001). Es zeigte
sich fur beide Antikdrper, dass mehr als 97% der ESR1 amplifizierten, aber nur etwa

75% der Tumoren mit normaler ESR1 Kopiezahl eine starke ER-Expression aufwiesen.
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Der Vergleich des kombinierten FISH-Ergebnisses und der beiden Antikorper ist in den
Tabellen 6 und 7 detailliert gezeigt.

Tabelle 6: Vergleich der IHC-Resultate des GS/Novocastra-Experimentes mit den
FISH-Befunden. P<0.0001

0 (0.0%) 3 (2.5%) 116 (97.5%)

60 (17.9%) 23 (6.9%) 252 (75.2%)

Tabelle 7: Vergleich der IHC-Resultate des TMA/DAKO-Experimentes mit den FISH-
Befunden. P<0.0001

2 (1.7%)

1 (0.8%) 116 (97.5%)

72 (21.9%) 14 (4.2%) 243 (73.9%)

4 Diskussion

Holst et al. hatten 2007 eine signifikante Bedeutung von Amplifikationen des Ostrogen-
rezeptor a kodierenden ESR1-Gens postuliert. An einer Untersuchung von tber 2000
Mammakarzinomen fand die Arbeitsgruppe ESR1-Amplifikationen in 20.6% der unter-
suchten Karzinome. In dieser Arbeit waren ESR1-Amplifikationen hochsignifikant mit
einer starken Ostrogenrezeptor a -Expression assoziiert. 40-50% der immunhisto-
chemisch stark positiven (ALLRED 7-8) hatten eine ESR-Amplifikation. Trotzdem
erwies sich die Amplifikation haufig als nur geringgradig mit einem Zugewinn von nur
wenigen ESR1-Gen-Kopien. Dies steht im sehr deutlichem Gegensatz beispielsweise
zur HER2-Amplifikation bei der typischerweise die Zahl der HER2-Gene in amplifizier-
ten Zellen mindestens verzehnfacht wird. Eine weitere Besonderheit der ESR1-
Amplifikation war ihre Kleinheit. Mapping-Untersuchungen ergaben, dass die ESR1-
Amplifikation in ca. zwei Drittel der Falle nur das ESR1-Gen involviert, wahrend die
zentromerisch und telomerisch vorgelegenen Gene nicht mit in das Amplikon einge-
schlossen sind.
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Auch andere Arbeitsgruppen berichteten tber signifikante H&aufigkeiten von ESR1-
Amplifikationen. Eine argentinische Arbeitsgruppe Nembrodt et al. hatte bereits 1990
mittels Southern Blot-Technik eine ESR1-Amplifikation in 6 von 14 Gstrogenrezeptor-
positiven Mammakarzinomen gefunden. Die mangelnde Wahrnehmung dieser Unter-
suchungsresultate ist mdoglicherweise der Lokalisation der Arbeitsgruppe in Sud-
amerika geschuldet. Andere aktuellere Untersuchungen hatten beispielsweise ESR1-
Amplifikationen in 13 von 94 Tumoren gefunden (Ejlertsen et al., 2007). Die Relevanz
von ESR1-Amplifikationen konnte aber nicht in allen Laboratorien bestétigt werden.
Kurzlich beschrieben vier verschiedene Arbeitsgruppen weitgehend negative Resultate
bei ihren Versuchen, ESR1-Amplifikationen in Mammatumorgeweben nachzuweisen.
(Brown et al., 2008), Vincent-Salomon et al., 2008, Horlings et al., 2008, Reis-Filho et
al., 2008).

Zweck der jetzt vorliegenden Studie war deswegen die Validierung der ESR1-
Amplifikation an einem unabhangigen Patientenkollektiv und die Untersuchung der Re-
produzierbarkeit von ESR1-FISH-Auswertungen. Die Daten der folgenden Studien
machen klar, dass beziiglich ESR1 zumindest ein reproduzierbares FISH-Ph&nomen
vorliegt, das prinzipiell den Kriterien einer Amplifikation entspricht. Diese Aussage wird
durch den hochsignifikanten Zusammenhang zwischen den FISH-Befunden des Exper-
ten (Frederik Holst) und der ,angelernten® Medizinstudentin Franziska Reining. Die
Unterschiede zwischen den beiden Untersuchern sind allerdings fir ,FISH-
Verhaltnisse“ dramatisch. Nur wenige Vergleichsuntersuchungen ergaben derartig ab-
weichende Ergebnisse bei dem Vergleich von HER2-FISH-Analysen, wie z.B. 28%
(Lebeau et al., 2001), 21% (Pauletti et al., 2000), 18% (Onitilo et al., 2009), 31.9%
(Plaza et al., 2009) oder 11% (Ge et al., 2009). Unsere Resultate machen die Schwie-
rigkeiten bei der ESR1-FISH-Analyse deutlich. Die geringe Lange der ESR1-Amplikone
(oft nur ESR1 als einziges Gen beinhaltend) flihrt zu geringen Abstanden zwischen
den Gen-Signalen, so dass zuséatzliche ESR1-Kopien oft raumlich schwierig voneinan-
der abzugrenzen sind, was ihre Zahlung erschwert. Haufig sind diese ,amplifizierten*
Zellen vor allem durch die insgesamt gréRere Ausdehnung der ESR1-Signale erkenn-
bar, die erst nach genauer Betrachtung und manchmal nur in ausgewahlten Zellarealen
voneinander abgegrenzt und gezahlt werden kdnnen. Der Einfluss der Lange von
ESR1- und HER2-Amplikonen auf die mikroskopisch sichtbaren Amplifikationsmuster

ist in Abbildung 6 und 7 schematisch dargestelit.
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500kb Amplikon [

150kb Sonde

ESR1

Abb. 6: Beziehung zwischen der Lange der ESR1-Amplikone und der mikroskopisch sichtbaren Amplifikation

2000 kb Amplikon [l

150kb Sonde

HER2

Abb. 7: Beziehung zwischen der Lange der HER2-Amplikone und der mikroskopisch sichtbaren Amplifikation

Die Schwierigkeiten bei der Interpretation werden auch in den Abbildungen 3 a-d,
welche Original-FISH-Bilder aus unserer Studie zeigen, deutlich. Ein weiterer kompli-
zierender Faktor fur die Analyse ist die Qualitdt der FISH-Probe. Die Untersuchungen
wurden mit einer selbst hergestellten FISH-Sonde durchgefuhrt. Es bleibt zu hoffen,

dass die Interobserver-Schwankungen durch bessere Proben noch etwas vermindert

22



werden konnten. In unseren Untersuchungen waren jeweils 84.6% bzw. 71.7% der
Tumoren auswertbar. Trotz des Erfahrungsunterschiedes zwischen den beiden Aus-
wertern konnte die héhere Haufigkeit von Amplifikationen in dem Experiment mit weni-
ger auswertbaren Fallen auch dadurch bedingt sein, dass Tumoren mit mehr ESR1-
Signalen eher als auswertbar klassifiziert werden kdnnten als Tumoren mit nur 2
ESR1-Signalen. Diese Mdglichkeit wird auch dadurch unterstitzt, dass nicht auswert-
bare Falle meistens durch fehlende ESR1-Signale bedingt sind, wahrend die

Zentromer 6-Signale noch erkennbar sind.

Unabhangig von den beobachteten Schwierigkeiten der Auswertung machen die Er-
gebnisse auch deutlich, dass die von Holst et al. publizierte ,ESR1-Amplifikation* offen-
sichtlich biologische Relevanz hat. Unabhangig vom Untersucher und unabhéangig
davon, ob die Ostrogenrezeptor-Immunhistochemie an Tissue-Microarrays oder an
Grossschnitten durchgefuhrt wurde und welcher Antikdrper verwendet wurde, bleibt
eine signifikante Assoziation der ESR1-Amplifikation mit der Proteinexpression beste-
hen. Die Beziehung zwischen Amplifikation und Uberexpression wird insbesondere
dann deutlich, wenn rigorose Kriterien fur die Amplifikation angewendet werden, z.B.
die Klassifikation als Amplifikation durch zwei verschiedene Untersucher nach zwei un-
terschiedlichen FISH-Experimenten (Abbildung 4).

Angesichts dieser deutlichen Daten erstaunt die fehlende Reproduzierbarkeit der
ESR1-Amplifikation in mehreren renommierten Laboratorien (Brown et al., 2208), Vin-
cent-Salomon et al., 2008), Horlings et al., 2008), Reis-Filho et al., 2008). Bei genaue-
rer Betrachtung der Studien, welche keine oder kaum ESR1-Amplifikationen in

Mammakarzinomen fanden, werden die diskrepanten Befunde durchaus verstandlich.

Da es sich offensichtlich als schwierig erweist ESR1-Amplifikationen zu entdecken,
werden nachfolgend die CGH (Comperative Genomic Hybridization) und gPCR (quanti-
tative Polimerase Chain Reaction) der FISH und CISH (Chromogenic in situ

Hybridization) gegeniiber gestellt.

Die CGH und die gPCR haben beide den Nachteil, dass die DNA vor der Analyse aus
dem Gewebe isoliert werden muss. Zwar gelten beide Methoden als sensitiv und
durchaus geeignet, um auch geringgradige Kopiezahlverdnderungen zu detektieren.
Allerdings gilt dies im Wesentlichen nur unter optimalen Bedingungen. Bei einer hete-
rogenen Zellpopulation, wie sie typischerweise in Tumoren vorkommt, kénnen Nicht-

tumorzellen das Ergebnis massiv beeinflussen. So kommen in Tumorgewebeproben
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typischerweise neben den Tumorzellen auch andere Zelltypen wie Lymphozyten, nor-
male Epithelzellen, Muskel- und Fettgewebe, Nerven oder Blutgefal3e vor. Im Allge-
meinen wird ein Tumorzellgehalt von mindestens 70% als ausreichend fur PCR-
Analysen angesehen. Im speziellen Fall von ESR1 ist es allerdings gut moglich, dass
bereits bei nur 30% kontaminierenden Nichttumorzellen in der Gewebeprobe die Ampli-
fikation nur noch schwer detektiert werden kann. Dies liegt an der nur geringgradigen
Kopiezahlerhéhung, die wir typischerweise in den ESR1-amplifizierten Tumoren finden.
Durch die Verdiinnung der Tumorzell-DNA durch DNA aus den normalen Zellen kann
es leicht zu einem Unterschreiten des Schwellenwertes fur Amplifikation kommen. In
einer optimalen Situation, d.h. 100% Tumorzellen, wirde sich bei einem typischen
ESR1-amplifizierten Tumor mit 5 Kopien des ESR1-Genes eine Ratio zwischen dem
ESR1-Gen und einem nicht amplifizierten Referenzgens von 2.5 ergeben (5 ESR1-
Kopien geteilt durch 2 Referenzgenkopien gleich 2.5). Bei nur 70% Tumorzellgehalt
wirde hierbei nur noch eine Ratio von 2.05 resultieren. Wirde man in diesem Fall 100
Zellen auswerten, so ergabe sich folgende Kalkulation: 70 Zellen hatten 5 ESR1-
Kopien und 30 Zellen héatten 2 ESR1-Kopien, d.h. insgesamt 410 ESR1-Kopien in den
100 Zellen. Fur das Referenzgen wirden sich 100 x 2=200 Genkopien ergeben. Die
resultierende Ratio wére 410 geteilt durch 200 gleich 2.05. Da in gPCR-Studien typi-
scherweise eine Ratio von 2.0 als Schwellenwert fir die Diagnose einer Amplifikation
angenommen wird, wiirde im gewahlten Beispiel bei 70% Tumorzellgehalt die Amplifi-
kation nur noch gerade so festgestellt werden kdnnen. Bereits eine etwas hohere Kon-
tamination mit Normalzellen wiirde die Ratio unter den Schwellenwert 2.0 fallen lassen,
wodurch der Fall als nicht amplifiziert beurteilt werden musste. Hier kdnnen bereits
Kleinigkeiten eine wichtige Rolle spielen. So zeigt zum Beispiel Reis-Filho et al., dass
bereits die Wahl eines ungeeigneten Referenzgenes das qPCR-Ergebnis unglnstig
beeinflussen kann. Unglinstig bedeutet in diesem Fall, dass die Genkopiezahl des Re-
ferenzgenes nicht exakt gleich 2 ist. Da Tumoren oftmals genetisch instabil sind, mit
Zugewinnen und Verlusten auf vielen Chromosomen, kann es nur schwer ausge-
schlossen werden, dass nicht auch das Referenzgen Kopiezahlverdnderungen auf-
weist und somit das gPCR-Ergebnis verfélscht. Um das Risiko zu minimieren,
geringgradige Amplifikationen zu Ubersehen, muss also der Tumorzellgehalt in der
Probe moglichst hoch gehalten werden. Hierzu bietet sich die Methode der LCM (Laser
Capture Mikrodissektion) an. Hiermit kdnnen unter mikroskopischer Kontrolle gezielt
ausschlie3lich die Tumorzellen aus dem Gewebe isoliert werden. Tatsachlich konnte in
der vorliegenden Untersuchung nach LCM in 12 von 28 (42.8%) der Tumoren, die
mittels FISH-Analyse eine Amplifikation zeigten auch mit der gPCR die Amplifikation

bestatigt werden. Extrapoliert man diesen Wert auf das Gesamtkollektiv mit etwa 20%
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Amplifikation nach FISH-Analyse, so miussten sich also ca. 40% dieser 20%, das heifl3t
8-9% der ESR1-Amplifikationen auch mit PCR nachweisen lassen. Tatsachlich passt
dieser Wert gut zu den Ergebnissen von Reis-Filho et al., der nach Laser Capture
Mikrodissektion mit CGH 4.3% Amplifikation und 7.1% Gains, das heil3t gering-
gradigere Zugewinne die nicht den Schwellenwert fir eine Amplifikation erreichen,
nachgewiesen hat. Vincent-Salomon et al. hingegen, die in ihrer Studie ebenfalls CGH
allerdings ohne Laser Capture Mikrodissektion angewendet hatten, fanden nur 0.9%
ESR1-Amplifikationen. Offensichtlich kann also nur ein relativ kleiner Bruchteil der
ESR1-amplifizierten Tumoren, namlich solche mit hochgradigen Amplifikationen, sicher
mit der CGH nachgewiesen werden, wenn die Tumorzellen vorher nicht durch Laser
Capture Mikrodissektion angereichert worden sind.

Dass dieses Problem jedoch nicht nur grundsétzlich auf das ESR1 zutrifft, zeigt die
Studie von Brown et al. Die Autoren stellen unter anderem eine Metaanalyse von
Studien vor, die das gut bekannte HER2-Amplikon mittels Array-CGH untersucht
haben. Sogar hier zeigt sich eine Spanne von 7-35% HER2-Amplifikation. Angesichts
der hervorragend dokumentierten Haufigkeit von etwa 10-15% HER2-Amplifikationen
in Mammakarzinomen mittels FISH in zahlreichen Untersuchungen wird deutlich, dass
die Array-CGH zur Quantifizierung von Genkopiezahlverdnderungen in Tumorgeweben
moglicherweise nicht immer optimal geeignet ist. Anders ist hier die Situation fur in situ
Analysen wie FISH oder CISH, die die Genkopiezahl direkt im Zellkern nachweisen.
Vor allem die FISH gilt heute als der Goldstandard fir Genkopiezahlbestimmungen in
Tumoren.

Umso Uberraschender ist es in diesem Zusammenhang, dass auch mit FISH und CISH
stark abweichende Ergebnisse zwischen 1% (Brown et al.) bis 22% (Tomita et al.,
2009) ESR1-Amplifkationshaufigkeit berichtet wurden. Es ist gut denkbar, dass diese
Diskrepanzen vor allem durch die geringe GréRe des ESR1-Amplikons verursacht
werden.

Mittels CISH anstelle von FISH kann die Erkennung von kleinen Genanh&aufungen hin-
gegen erschwert werden, da bei der CISH in der Regel gréRRere Signale als in der FISH
produziert werden. Ein weiteres Problem liegt in der GroRe der FISH-Sonde. Wenn
groBere Sonden verwendet werden, kann es durchaus vorkommen, dass ein erhebli-
cher Anteil der niedrigpotenten Amplifikationen Ubersehen wird.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass ein besseres Verstandnis der technischen Prob-
leme, in der Entdeckung von ESR1-Genkopiezahlen wohl der Schlissel ist, um die

wahre Haufigkeit von ESR1-Amplifikationen in Mammakarzinomen zu erfassen.

25



Die Konkordanz der immunhistochemischen Befunde war in diesem Projekt deutlich
besser ausgepragt als diejenige der FISH-Untersuchung. Dies spricht im vorliegenden
Fall der Ostrogenrezeptor-Messung fiir eine hohe Zuverlassigkeit der Immunhisto-
chemie. Allerdings muss auch hier konstatiert werden, dass in 53 von 769 Fallen the-
rapierelevante Unterschiede auftraten (6.9%). Insgesamt 9 (9.18%)Tumoren wurden
am Grossschnitt mit dem Novocastra-Antikorper als rezeptorpositiv beurteilt, welche
am Tissue-Microarray mit dem DAKO-Antikorper als rezeptornegativ beurteilt wurden.
Umgekehrt wurden 61 Félle (39.6%) am Tissue-Microarray mittels DAKO-Antikdrper
positiv gemessen, aber nicht an Gross-schnitten mit dem Novocastra-Antikdrper.
Obwohl der prozentuale Anteil dieser Diskrepanzen gering ist, ist es unbefriedigend zu
akzeptieren, dass 6.9% der Mammakarzinom-Patientinnen aufgrund von methodischen
Problemen eine mdglicherweise falsche Therapie verordnet bekommen. In Deutsch-
land (55.000 Neuerkrankungen pro Jahr) wiirde ein technischer Fehler in 6.9% der
Falle immerhin potentiell zu einer Fehlbehandlung von 3795 Patientinnen pro Jahr
fuhren. Die Tatsache ist, dass 61 Falle am Tissue-Microarray positiv sind, jedoch nicht
an Grossschnitten illustriert wurden und dass die beschriebenen Diskrepanzen nicht
nur durch die kleinere untersuchte Gewebemenge am Tissue-Microarray bedingt sind.
Noch grof3er sind die methodischen Probleme bei der HER2-Immunhistochemie. Hier
werden weltweit ca. 20% der fUr eine Herceptin-Therapie qualifizierenden 3+Befunde
mittels FISH-Untersuchungen nicht bestatigt (Press et al., 2007). Da in Zukunft wahr-
scheinlich die Zahl der therapierelevanten Marker-Untersuchungen ansteigen wird, be-
steht eine hohe Notwendigkeit zur Verbesserung der Standardisierung von moleku-
laren Diagnoseverfahren, insbesondere im Bereich der Pathologie.

Insgesamt zeigen die Resultate unserer Untersuchung, dass vermehrte ESR1-FISH-
Signale beim Mammakarzinom haufig sind und eng mit der Expression von Ostrogen-
rezeptor a-Protein assoziiert sind. Diese Befundkonstellation passt gut zum Vorliegen
von geringgradigen ESR1-Gen-Amplifikationen als Ursache fiir eine Ostrogenrezeptor-
Uberexpression. Der Nachweis von ESR1-Amplifikationen ist nach entsprechender
Einarbeitung manuell mit verninftiger Reproduzierbarkeit mdglich. Fur die klinische
Anwendung muss die DNA-Diagnostik aber noch weiter verbessert werden, z.B. durch

die Entwicklung besserer FISH-Proben.

5 Zusammenfassung

Der Ostrogen-Rezeptor a (Protein ER, Gen ESR1) ist das wichtigste Therapieziel beim

Mammakarzinom. Amplifikationen des ESR1 Genes wurden in einer ersten Studie in
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ca. 20% von Mammakarzinomen beschrieben und waren mit einer besonders guten
Prognose in solchen Tumoren assoziiert, die mit dem ER-Inhibitor Tamoxifen behan-
delt wurden. Diese Daten deuten auf eine potentiell hohe klinische Relevanz der
ESR1-Amplifikation. Nachfolgende Studien zeigten jedoch zum Teil erhebliche Diskre-
panzen (0%-22%) beim Nachweis der ESR1-Amplifikation, sowohl mit Fluoreszenz in-
situ Hybridisierung (FISH) als auch mit anderen Methoden. Das Ziel der Studie war es,
die Reproduzierbarkeit des Nachweises der ESR1-Amplifikation mit FISH zu Uberpri-

fen.

Dazu wurde im ersten Versuchsschritt ein Gewebe-Mikroarray (Tissue Microarray,
TMA) mit 814 Mammakarzinomen auf Amplifikation und Expression des ESR1-Genes
analysiert. Die Auswertung der FISH-Analyse wurde unabhangig von zwei Personen
durchgefiihrt. Der Vergleich beider Auswertungen bestatigte, dass die ESRI1-
Amplifikation haufig (Auswerter A: 23.9%; Auswerter B: 30.9%) vorkommt und signifi-
kant mit der ER-Expression assoziiert ist (p<0.0001 fir beide Auswerter). Es zeigten
sich aber auch erhebliche Unterschiede beim direkten Vergleich der beiden Analysen.
Bei immerhin 64 von 523 (12%) Tumoren, fur die ESR1-Daten aus beiden Analysen
vorhanden waren, zeigte sich ein stark abweichendes Resultat, wobei Auswerter A in
51 Fallen eine Amplifikation interpretierte, wéahrend Auswerter B diese Féalle als nicht-
amplifiziert einschatzte. Umgekehrt diagnostizierte Auswerter A 13 Tumoren als
normal, die nach Auswerter B eine ESR1-Amplifikation aufwiesen. Eine detaillierte Be-
trachtung der Ergebnisse erbrachte, dass in der Halfte (34 Falle) der diskrepanten
Falle lediglich geringfligige Unterschiede in der ESR1-Kopiezahl zu einer unterschied-
lichen Klassifizierung (amplifiziert versus nicht-amplifiziert) gefuhrt hat. Von 23
Tumoren mit besonders starken Abweichungen der gezahlten ESR1-Kopiezahl wurde
im zweiten Teil der Studie die Analyse an konventionellen Grossschnitten wiederholt,
um anhand der héheren Gewebemenge ein endgliltiges Ergebnis zu erhalten. Es be-
statigte sich auch hier, dass ,Grenzbefunde® mit 2-4 ESR1-Genkopien in 13 Féllen die
Hauptursache fir die Abweichungen darstellten. Nur 4 Falle, die Auswerter A als ampli-
fiziert oder nicht-amplifiziert eingestuft hatte, stellten sich als echte ,Fehldiagnose®
heraus, wahrend 10 weitere Falle, die Auswerter A als nicht-amplifiziert, aber Auswer-
ter B als amplifiziert eingestuft hatte, in der Grof3schnitt-Analyse als tatsachlich schwer

zu beurteilende Grenzbefunde mit 2-4 Genkopien auffielen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die in der Mehrzahl der ESR1-amplifizierten
Tumoren nur geringfligige absolute Kopiezahlerhfhung, zusammen mit den fur andere
Gene etablierten Auswertekriterien, die Hauptursachen fur die zum Teil erheblichen —

und fur FISH-Analysen eher untypischen — Diskrepanzen in der publizierten Literatur
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zur ESR1-Amplifikation beim Mammakarzinom darstellen. Eine solche geringfiigige
Amplifikation ist bei anderen klinisch relevanten amplifizierten Genen (wie z.B. HER2
oder TOP2A), fur welche die géngigen Auswertekriterien aufgestellt wurden, jedoch
praktisch nicht vorhanden. Fur eine mdgliche ESR1-basierende Diagnostik sollten
daher neue Standards und Verfahren etabliert werden, die der speziellen Situation der
meist nur geringfugigen ESR1-Amplifikation beim Mammakarzinom besondere Rech-

nung tragen.
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6 Abkilrzungsverzeichnis

AMP

ASCO

CGH

CISH

DNA

ER

ESR1 und 2
FISH

GS

HER2

IHC
LHRH
RNA
SERDs

SERMs
TMA

Amplifikation

American Society of Clinical Oncology

Comparative Genomic Hybridization
Chromogenetik-in-situ-Hybridisierung

Desoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsdure (DNS)
Estrogen receptor = Ostrogenrezeptor

Isoformen des Ostrogenrezeptors
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Grossschnitt

Human epidermal growthfactor receptor 2 = humaner epi-
thelialer Wachstumsfaktorrezeptor 2

Immunhistochemie

luteinizing hormone-releasing hormone

Ribonucleic acid = Ribonukleinsaure (RNS)

selektiver dstrogenrezeptor-destabilisierender
,Downregulator®

selektive Ostrogenrezeptormodulatoren

Tissue-Microarray
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