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1 Einleitung

Brustkrebs stellt mit mehr als 350.000 Todesféllen weltweit nach wie vor die bei Frauen am
haufigsten zum Tode fuhrende maligne Tumorerkrankung dar (1) . Durchschnittlich erkrankt
etwa jede zehnte Frau in der BRD im Laufe ihres Lebens. Laut dem Bundesministerium fir
Gesundheit entfallen 27,8 % aller Krebserkrankungen bei Frauen auf Brustkrebs und fuhren
allein in Deutschland zu 57.000 Neuerkrankungen jahrlich. Insbesondere in den
industrialisierten Landern zeigt sich eine weiterhin steigende Inzidenz des Mammakarzinoms
(2). Durch stetige Verbesserungen der Diagnostik, insbesondere durch Einfuhrung von
Vorsorgeprogrammen wie der Mammografie, wird Brustkrebs haufig bereits in friihen Stadien
entdeckt. Dementsprechend hat sich auch die Prognose fir die Erkrankung generell
verbessert. Die Therapie von Brustkrebs stitzt sich dabei auf drei Sadulen: Die Operation, die
Bestrahlung und Behandlung mit Medikamenten, z.B. Chemotherapie, Hormontherapie und
neuerdings auch die sogenannte ,genspezifische“ Therapie. Die genspezifische Therapie
beruht auf der Annahme, dass Tumoren durch bestimmte genetische Defekte angreifbar
werden. So stellen insbesondere solche Proteine, die vor allem im Tumor, aber nicht oder
nur gering im normalen Gewebe exprimiert werden, optimale Ziele fir einen ,molekularen
Angriff® dar. Daher ist innerhalb des letzten Jahrzehnts die Suche nach neuen
Markerproteinen fir die Tumortherapie (3, 4) zu einer zentrale Aufgabe der Tumorforschung

geworden.

1.1 Rolle von Amplifikationen fiir die Genetik des Mammakarzinom

Brustkrebs ist wie alle Tumorarten eine Erkrankung, die auf Mutationen und Deregulierung von
bestimmten Genen zuriickgeht. Zumindest fir einige Gene konnte ein Zusammenhang mit der
Entstehung und Progression des Mammakarzinoms nachgewiesen werden, z.B. Mutationen des
Tumorsuppressorgenes p53 (5), Amplifikationen des HER2 Genes (6) (7), Uberexpression des
Ostrogen- und Progesteron-Rezepors (8), oder der Inaktivierung des Zellzyklus-Kontrollgenes
p16 (9). Vor allem die HER2-Amplifikation ist von immenser klinischer Bedeutung fir die
Diagnose und Therapie des Mammakarzinoms (10). Hierbei handelt es sich um eine unnatirliche
Vermehrung der Genkopiezahl, die zu einer massiven Uberexpression des Her2 Proteins fiihrt. In
neueren Studien, die mit Hilfe der sogenannten ,Genchips® Technologie umfassende
Expressionsprofile von Mammakarzinomen erstellten, konnte gezeigt werden, dass HER2
amplifizierte und Uberexprimierende Mammakarzinome eine distinkte genetische Subgruppe des

Brustkrebses darstellen (11). Neben diesem sogenannten Her2-Typus werden Mammakarzinome
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genetisch anhand der Uberexpression des Ostrogen/Progesteron-Rezeptor (luminaler Typus)
charakterisiert. Eine weitere Gruppe der Mammakarzinome umfasst den sog. basal-like Typus,
der in der Regel weder HER2 noch Estrogen/Progesteron Expression zeigt (12) und daher auch

als ,Triple-negativ* bezeichnet wird (13) (14).

1.1.1 HER2 Amplifikation

HER2 (Human epidermal growth factor receptor-2) gehért zu einer Familie von vier
Transmembranrezeptoren, die in Signaltransduktionskaskaden involviert sind, die das
Zellwachstum und die Zelldifferenzierung regulieren. HER2 wird in vielen verschiedenen Zell- und
Gewebetypen exprimiert. Der Rezeptor besteht aus einer Cystein- reichen extrazellularen
Liganden-bindenden Domane, einem lipophilen transmembranen Segment und einer
intrazelluldren Tyrosin-Kinase-Doméne. Generell formen die Rezeptoren der HER-Familie nach
Ligandenbindung Dimere und dber die Aktivierung der Tyrosin-Kinase erfolgt die
Signaltransduktion zum Zellkern. Dieses fiihrt zur Genaktivierung und Zellteilung. Der Her2
Rezeptor bildet hier eine Ausnahme, da offensichtlich kein HER2-spezifischer, aktivierender
Ligand existiert bzw. identifiziert werden konnte. HER2 wird daher entweder durch
Homedimerisierung autokatalytisch aktiviert, oder durch Heterodimerisierung mit HER1, HERS,
oder HER4 (15). Charakteristisches Merkmal des aus Basalzellen hervorgehenden HERZ2-
Subtyps ist eine massive Her2- Uberexpression (12), die durch eine Amplifikation des Her2
Genes verursacht wird. Durch die hohe Proteindichte des Rezeptors auf der Zelloberflache, die
aufgrund der Genamplifikation erreicht wird, wird der HER2-Signalweg somit permanent
autokatalytisch aktiviert. Die Amplifikation resultiert meist in einem deutlich verlangerten
Chromosom, da ein bis zu mehrere Millionen Basenpaare (Megabasen) grofRer Bereich bis zu
100-fach kopiert und aneinandergereicht wird, der entsprechend viele HER2 Genkopiezahlen
enthalt (16). All diese Genkopien werden abgelesen und in Proteine translatiert, das wiederum
fihrt zur erneuten Aktivierung des HER2 Signalweges. Die permanente Aktivierung des
Signalweges durch die HER2-Genamplifikation verursacht schlieRlich Uberproportionales und
unkontrolliertes (Tumor-) Wachstum. Am Beispiel von HER2 I&sst sich sehr schon zeigen, welche
Rolle amplifizierte Gene als therapeutisches Ziel spielen kénnen. Die Behandlung mit
Trastuzumab, einem monoklonalen Antikérper gegen den HER2-Rezeptor zeigt sich als sehr
effektiv in der Behandlung von HER2-amplifizierten Mamma-Karzinomen (17). Da der HER2
Rezeptor in gesunden Geweben (mit einer Ausnahme) nicht exprimiert wird, gilt die Therapie mit
Herceptin als ausgesprochen nebenwirkungsarm. Die Ausnahme ist eine physiologische
Expression im Herzmuskel, die erklart, warum in seltenen Fallen Kardiomyopathien auftreten

kénnen, die dann den Abbruch der Therapie erfordern (19). Amplifikationen/Uberexpressionen



von HER2 sind nicht spezifisch fir Mammatumoren, sondern werden haufig auch z.B. in
Tumoren der Harnblase (20) , der Gallenwege (21) und des Osophagus (22) gefunden. Klinische
Studien zur Wirksamkeit einer Anti-HER2 Therapie werden zur Zeit daher auch in diesen

Tumortypen unternommen.

1.1.2 ER Expression und ESR1 Amplifikation

Der Ostrogenrezeptor alpha (ER) ist ein nuklearer Rezeptor fiir das Hormon Ostrogen. Er wird in
einer Vielzahl von unterschiedlichen Geweben exprimiert, in cerebralen Geweben (23) (24) in der
Vagina (25), Hepatozyten (26), Uterus (27) und Endometrium (28), verschiedenen
Knochengeweben (29), Ovar (29) und Pancreaszellen (28). Eine wachstumsstimulierende
Wirkung des Ostrogens ist in der Mamma, dem Endometrium und Ovar bekannt. Dagegen spielt
beispielsweise der ER alpha im Gehirn nicht nur eine wichtige Rolle in der Koordination von
neuroendokrinen Ereignissen, sondern hat auch Einfluss auf Lernprozesse und das emotionale
Verhalten (23).

Eine besondere klinische Bedeutung kommt dem ER beim Mammakarzinom zu. Etwa 2/3 aller
Brustkrebse zeigen bei der Diagnose eine starke Expression des ER (30). Nach der ER
Expression und dem Ursprungsgewebe wurde ein eigener Typus des Mamma-Ca benannt,
namlich der sog. Luminal-B Typus des Mamma-Ca. ER wird durch das ESR1-Gen kodiert.
Aufgrund der haufigen Expression im Mammakarzinom gilt der ER heute als das wichtigste
Therapieziel dieses Tumortypes. So sind eine Vielzahl von Medikamenten erhaltlich, die direkt
oder indirekt auf den ER (Ostrogenrezeptor) wirken und mit groRem Erfolg fir die Therapie des
Mamma-Ca eingesetzt werden. Je nach Angriffsort werden hierbei drei Stoffklassen
unterschieden: Die sog. SERM’s (Selektive ER Modulatoren), die direkt am ER angreifen und die
Bindungsstelle fir Ostrogen blockieren (z.B. Tamoxifen, Raloxifen), SERD’s (Selektive ER
Destabilisatoren), welche das Expressionsniveau des ER herabregulieren und zugleich
bestehende Rezeptorproteine destabilisieren, sowie die sogenannten Aromatase-Inhibitoren,
welche indirekt wirken indem sie die Ostrogen-Synthese hemmen ( z.B. Anastozole und
Exemestan). Solche anti-ER-Therapien fluhren bei 30-50% aller Patienten zu einer signifikanten
Abnahme des Tumorwachstums (31). In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das
Gen ESR1 welches fir den Ostrogenrezeptor kodiert, in bis zu 20% der Mammakarzinome
amplifiziert vorliegt (32) (33) (34). Wie beim HER2 fihrt auch die ESR1 Amplifikation praktisch
immer zu einer massiven Uberexpression des Proteins. Der entscheidende Unterschied zum
HER2 liegt allerdings darin, dass die Amplifikation nur eine Ursache fir die Uberexpression
darstellt, da immerhin etwa die Halfte der Tumoren ohne ESR1 Amplifikation ebenfalls eine

starke Uberexpression des ER zeigten (Abb. 1).
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Abb. 1: Relation der ESR 1 Amplifikation zur Ostrogen-Uberexpression (Abb. erstellt nach Daten

aus Tabelle 3 von Holst et al. (33)).

Die bisherigen Daten lassen weiterhin vermuten, dass sich die ESR1-Amplifikation auch
strukturell von der HER2 Amplifikation unterscheidet. Wahrend das HER2 Amplikon in der FISH-
Analyse in der Regel als eine ausgedehnte ,Wolke“ von weit ber 20 Gensignalen erscheint
(Abb. 2), ist das ESR1 Amplikon meist durch nur weniger als zehn eng beieinander liegende

Gensignale charakterisiert, die oft nur sehr schwer zu zahlen sind (Abb. 3).

Abb. 2: Typisches Bild einer HER2 Amplifikation in der FISH-Analyse. Die Amplifikation erscheint
als eine groRe Wolke von meist mehr als 20 roten HER2-Gensignalen. Die grinen Signale zeigen

die Kopiezahl des Centromer 7.



Abb. 3: Typische Bilder einer ESR1 FISH-Analyse. a) normales Mammaepithel mit zwei ESR1-
Kopien (grine Signale) und zwei Centromer 6-Signalen (rote Signale) b) kleine konfluente
Gencluster mit ca. 3-5 ESR1 Kopien c) kleine Gencluster mit finf gut unterscheidbaren Signalen
und d) grof3e Cluster mit 8-10 ESR1 Kopien.

Zudem ist die HER2 Amplifikation mit genetisch instabilen, entdifferenzierten Tumoren im
fortgeschrittenen Stadium assoziiert, wahrend ESR1 amplifizierte Tumoren in der Regel frihe
und gut differenzierte, genetisch stabile Karzinome sind (33). Es ist daher denkbar, dass diese
Besonderheiten des ESR1 Amplikons einem anderen Entstehungsmechanismus zugrunde liegen

konnten.

1.2 Entstehung von Genamplifikationen

Amplifikationen sind Vermehrungen von Abschnitten chromosomaler DNA, deren
Ausdehnung auf einzelne Gene beschrankt sein kann, aber auch mehrere Megabasen mit
Dutzenden von Genen betragen kann. Bei Saugetieren sind Amplifikationen ausschlie8lich
bei Tumorzellen beobachtet worden und gelten daher als Ausdruck von massiven Stérungen
der Kontrolle der genetischen Integritdt. Im Gegensatz dazu sind Amplifikationen von
Bakterien, Protozoen und sogar Insekten bekannt, die darauf hinweisen, dass die

Amplifikation nicht zwingend ein pathologischer, deregulierter Prozess ist, sondern vielmehr



ein gezielter Mechanismus zur Steigerung der Expressionsrate, die physiologisch auftreten

und zu einem koordinierten Entwicklungsprogramm beitragen.

Die grundlegenden Mechanismen der physiologischen Amplifikation basieren auf der
normalen DNA-Replikation. Amplifikationen resultieren aus wiederholten DNA-Replikation
mittels Aktivierung einzelner, initiierender Zonen sowie durch Einzelstrangbildung, was dann
die Produktion von Amplikons ermdglicht. Besonders ist dabei, dass nicht wie bei einem
normalen Zellzyklus Ublich, in der S-Phase alle Anteile des Genoms gleichermalien, sondern
nur vermehrt speziell die Amplicons repliziert werden. Bei der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster z.B. konnten mit Hilfe von Microarray Studien natirliche Amplicons
nachgewiesen werden. Diese Amplicons werden wahrend der Kokon und
Eizellproduktionsphase bendtigt und sollen den nur in dieser Phase stark erhdhten
Proteinbedarf decken (35). Die Studien an den Fliegenarten lieferten wichtige Erkenntnisse
in Bezug auf Mechanismen, regulierende Einheiten und Replikationen die zu Amplifikationen
fUhren konnen. Eine wichtige Erkenntnis dabei war, dass bei der Drosophila die
Eientwicklung in den Ovarien von Uber einen reguldren Zellzyklus und dann erst Uber eine
sich anschlieende Amplifikation ablauft, also die Phase in der die Zellproliferation am
héchsten ist. Bei Tetrahymena thermophila, eine Spezies der Protozoen, die sowohl
zytologisch als auch genetisch untersucht wurden und als modellhafter Organismus fur
eukaryotische DNA-Replikation und Amplifikation angesehen wird, stellte sich heraus, dass
eine einzigen Zelle zwei Nuclei besitzt und somit zwei verschiedene Zell-Zyklus kontrollierte
Replikationen und lokal spezifische Amplifikationen aufweist. Dadurch kénnen Teile des
Chromosomens wahrend einer einzigen S-Phase einige tausend Mal amplifiziert werden
(36).

Der genaue Mechanismus, wie Amplifikationen in Tumorzellen entstehen ist nicht bekannt.
Allerdings haben sich zwei bedeutende, nicht exklusive Theorien zur Erklarung von
Amplifikationen etabliert, namlich das Breakage-Fusion-Bridge Modell und das Onion-Skin

Modell, die im Folgenden detailliert beschrieben werden.
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1.2.1 Breakage-Fusion-Bridge Modell

Das Breakage-Fusion-Bridge Modell fihrt immer zu intrachromosomalen Amoplifikationen,
d.h. zu einer linearen Aneinanderreihung identischer DNA-Abschnitte innerhalb eines
Chromosomens. Das betroffene Chromosom wird dabei verlangert (37). In klassischen
zytogenetischen Metaphase-Chromosomenpraparationen erscheint der amplifizierte Bereich
als eine vergrdsserte, gleichmassig angefarbte Chromosomenbande. Daher wurden diese

Bereiche als (engl.) ,Homogenious staining regions (HSR) bezeichnet (Abb. 4a).

Abb. 4a: Homogenious staining regions (HSR)

Nach dem Breakage-Fusion-Bridge Modell entstehen diese HSR’s auf der molekularen
Ebene als Folge einer fehlerhaften Reparatur von Chromosomenbrichen (37). Wird das
Genom repliziert, bilden sich DNA-Briicken zwischen den Tochterchromatiden an den freien
Bruchstellen des Chromosoms. Bei der Zellteilung werden die Chromatiden vom
Spindelapparat in die Tochterzellen gezogen. Dabei kommt es zum Zerreillen der
verbundenen Chromatiden. Der Bruchpunkt ist vermutlich eher zuféllig. Es wird also ein
Stlick DNA des einen Tochterchromatids mit in die andere Zelle gezogen und ist dort zuviel
vorhanden (Abb. 4b). Dieser Vorgang wiederholt sich bei jedem Zellzyklus, so dass sich eine

Vielzahl von Kopien eines DNA-Abschnittes ansammeln.
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Abb. 4b: Schematische Darstellung der Genamplifikation durch das Breakage-Fusion-Bridge

Modell. Als rot dargestellt sind amplifizierte chromosomale Abschnitte, als gelb dargestellt

die telomerischen Regionen.
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1.2.2 Onion-Skin

Das Onion-Skin (engl. Zwiebelhaut) Modell erklart die Entstehung sowohl von intra- als auch
extrachromosomalen Amplifikationen. Im Gegensatz zu intrachromosomalen Amplifikationen
wird der amplifizierte Chromosomenabschnitt vom Ursprungschromosom abgetrennt und
liegt frei im Zellkern vor. Nach ihrer Form wurden die amplifizierten Bereiche in der
klassischen Zytogenetik als (engl.) ,double minutes“ (doppelte Kommas) bezeichnet (38). Da
diese Bereiche einen eigenen Replikationsursprung besitzen, konnen sie sich eigenstandig
replizieren. Da sie jedoch in der Regel kein Zentromer besitzen, werden sie bei der

Zellteilung nicht gleichmafig, sondern in zufalliger Zahl auf die Tochterzellen verteilt (Abb. 5)

Abb. 5: extrachromosomale Amplifikationen (Quelle: University of Colorado Health Sciences
Center, Cancer Center, Aurora, CO, USA)

Das Onion Skin Modell besagt, dass die Amplifikation aufgrund einer fehlerhaften
Replikationsgabel entsteht. Die zweiseitige Replikationsgabel mit seiner typischen Struktur
istin Abb. 6 beschrieben.

Normal /

einfacher Abschnitt
DNA @ chromosomaler DNA

(roter Punkt)

Amplifikation /
vermehrte Abschnitt

D NA chromosomaler DNA
(rote Punkte)

Abb. 6: Onion Skin Model
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1.3 Nachweis von Genamplifikationen

Die erste Technik mit der in einem Ansatz Genkopiezahlveranderungen des gesamten
Genoms eines Individuums analysiert werden konnten war die ,,comparative genomic
hybridization“ (CGH), die 1992 von Kallioniemi et al. vorgestellt wurde. Hierbei wird die zu
untersuchende DNA gegen eine normale Referenz-DNA gemessen. Beide DNAs werden auf
Metaphase-Chromosomen hybridisiert, wo sie um Bindungsstellen an der DNA konkurrieren.
Durch verschiedene Farbmarkierung der zu untersuchenden und der Referenz-DNA lassen
sich in der Analyse drei Gruppen uber die Farbgebung unterscheiden. Herrscht an einem
Genlocus die Farbe, mit der die zu untersuchende DNA markiert wurde vor, so spricht dies
fur eine Amplifikation an dieser Stelle, herrscht die Markierungsfarbe der Referenz-DNA vor,
so liegt an dieser Stelle eine Deletion der zu untersuchenden DNA vor. Keine
Genkopiezahlveranderung liegt vor, wenn sich eine Mischung aus beiden Markierungsfarben
zeigt.

Da mit der konventionellen CGH alle Chromosomen in einem einzigen Experiment analysiert
werden kdnnen und man nicht auf sich teilende Zellen angewiesen ist, avancierte sie zur
populérsten Technik zum ,Screening® des Genoms.

Den groRten Nachteil der konventionellen CGH stellt allerdings auch das limitierte
Auflésungsvermégen dar. DNA-Veranderungen, die kleiner als 5-10 MB sind, kénnen nicht
detektiert werden (39) (40) .

Mit der Entwicklung der sogenannten Array-CGH (aCGH) wurde die Auflésung von CGH
Analysen dramatisch verbessert. Die aCGH bedient sich des Prinzips der konventionellen
CGH, wobei allerdings die Metaphase-Chromosomen durch geklonte DNA-Fragmente
ersetzt werden, die in einem Koordinatensystem (Array) auf Objekttrdger aufgebracht
werden. Die Auflésung der aCGH orientiert sich an der Grésse der klonierten Fragmente, so
dass DNA-Veranderungen bis zu 100-200 Kilobasen (Kb) Ausdehnung detektiert werden
kénnen. Die modernste Weiterentwicklung der CGH Technik sind sogenannte
Oligonucleotid-Arrays (Gene Chips), die sich durch ein noch hdéheres Auflésungsvermégen
auszeichnen (ca. 40 Kb). Sie haben sich in den letzten 1-2 Jahren bis zur Marktreife
entwickelt und ermdglichen die kombinierte Analyse von DNA-Kopiezahl und RNA-

Expressionsniveau von praktisch allen humanen Genen aus derselben Gewebeprobe.

Die sensitivste Methode zur Bestimmung der Genkopiezahl ist die Fluoreszenz in-situ
Hybridisierung (FISH). Im Gegensatz zur CGH und aCGH kann mit der FISH kein
unbekanntes Amplikon entdeckt werden. Fur die FISH Analyse muss eine DNA-Sonde mit

bekannter DNA Sequenz hergestellt werden, die spezifisch fir ein Gen ausgewahlt wird.
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Die FISH Analyse kann in-situ, d.h. direkt im histologischen Schnittpraparat durchgefiihrt
werden. Die Genkopiezahl wird so in jedem Zellkern einzeln bestimmt. Eine eventuelle
Heterogenitat der Kopiezahl in verschiedenen Tumorzellen, oder die Anwesenheit von
normalen Zellen (z.B. Lymphozyten oder Fibroblasten) wird daher sicher erkannt. Dies ist ein
wesendlicher Vorteil gegentiber der CGH oder aCGH, die mit isolierter DNA arbeiten. Schon
ein geringer Prozentsatz an kontaminierten normalen Zellen im Tumorgewebe kann bei

diesen Methoden zu einer Verfalschung der Kopiezahlbestimmung fuhren.
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Bisher liegen nur wenige Arbeiten vor, welche die ESR1 Amplifikation im Mammakarzinom
untersucht haben. Allerdings variieren die Ergebnisse dieser Studien stark. So wurden
zwischen 1% (41) und 23% (32) ESR1 Amplifikationen mit verschiedenen Methoden
beschrieben. Eine moégliche Erklarung dafir liegt darin, dass die ESR1 Amplifikation nur sehr
klein und/oder geringfugig ist, sodass sie mit weniger sensitiven Methoden (Abb. 7) als der
FISH Analyse nur schlecht detektiert werden kann. Diese Hypothese wird durch eine
vorhergehende Array-CGH Analyse bestéarkt, in der das ESR1 Amplikon nur auf einen ca.
500kb grofien Bereich beschrankt war, der nur das ESR1 Gen enthalt (Abb. 7).

Das Ziel dieser Studie war es daher, die Ausdehnung und die durchschnittliche Kopiezahl
des ESR1-Amplikons beim Mammakarzinom unter standardisierten Bedingungen moglichst
genau zu bestimmen. Dazu wurde ein Gewebe-Mikroarray von ESR1 amplifizierten Tumoren
erstellt, um alle Tumoren gleichzeitig untersuchen zu kénnen. Ausgehend vom ESR1-Locus
wurden sowohl in 5’ als auch in 3’ Richtung tberlappende FISH-Sonden hybridisiert, um den

Start- und Endpunkt des Amplikons zu bestimmen.

152.1 M-

152.2 M-
152.3 M- ES

152.4 M-

152.5 M-

Bereich der Amplifikation

Abb. 7: hochauflésendes Gene Chip-Screening (Oligonucleotid-Arrays )
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2 Materialen und Methoden

2.1 Gewebe

Fir die vorliegende Arbeit wurden zwei verschiedene Gewebemikroarrays (TMAs)
untersucht. Der erste TMA (AMP-Test-TMA) bestand aus 171 Mammakarzinomen aus dem
Archiv des Instituts flr Pathologie Hamburg-Eppendorf und wurde lediglich zum Screening
nach ESR1 amplifizierten Tumoren eingesetzt. Die so identifizierten Tumoren wurden fur
einen zweiten TMA erneut gestanzt. Dieser sog. ,ESR1-Mapping TMA® bestand aus 26
ESR1-amplifizierten Mammatumoren und 12 Kontrollgeweben (normales Brustgewebe).

In Abb. 8 ist eine Ubersicht iiber diesen TMA und in Abb. 9 eines einzelnen Gewebespots

dargestellt. Die Herstellung des TMAs wird im folgenden Kapitel beschrieben.

Y We
OPODBEOIOPODOBSH

LIPS LROBS LIS 000

Abb. 8: Ubersicht des Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitts des ESR1-Mapping-TMA's. Der

Durchmesser eines einzelnen Gewebespots ist 0,6mm

Abb. 9: Vergrdsserung eines Gewebespots des ESR1-Mapping TMA, Durchmesser 0,6 mm.
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2.2 TMA Herstellung

Das Tumorarray-Verfahren erlaubt das Einbringen von bis zu tausend Gewebezylindern
(Durchmesser 0.6mm) von histologisch definierten Regionen verschiedener Tumoren in

einen einzigen Paraffinblock. Die Funktionsweise des ,Arrayers® ist in Abb. 10 dargestellt.

Abb. 10: Tumor-Array-Herstellung

Das Instrument 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 erméglicht das Ausstossen von
Gewebestiucken in mit einem Bohrer (dusserer Durchmesser ca. 600 um) vorgefertigte
Lécher im Empfangerblock (Tumor-Array). Ein verstellbarer "Eindring-Stopper" sichert eine
konstante Lange von Zylindern und vorgefertigten Ldchern im Empfangerblock. Bis zu
tausend Gewebezylinder kénnen in einen 20 x 40 mm messenden Empfanger-Paraffinblock

eingebracht werden.
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Abb. 11: Gewebe-Array-Bohrer ( Tissue-micro-arrayer)

Oben: Bohreinheit Unten: einzelne TMA

2.3 Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)

Alle in dieser Studie verwendeten FISH-Sonden wurden selbst hergestellt. Dazu wurden
Uberlappende BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) Klone, die den Bereich von ca 1 Mb
centromerisch bis eine Megabasis telomerisch vom ESR1-Gen abdeckten vom RZPD (Deutsches
Ressourcezentrum fur Genomforschung Gmbh) bezogen. Im Folgenden wird beschrieben, wie
diese Klone kultiviert werden (2.3.1.), DNA extrahiert (2.3.2.), mittels Nick-Translation markiert
(2.3.3) und letztendlich hybridisiert (2.3.4) werden um sie dann fir die FISH Analyse zu
detektieren (Fluoreszenzmarkierung) (2.3.5). Die FISH-Auswertung selbst wird in Kapitel (2.3.6)
beschrieben.
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2.3.1 BAC-Kultivierung

Verwendete Materialien

pBac-E.coli-Klone: RZPD-Nr.: siehe Tabelle 1

Tabelle 1: Verwendete BAC-Klone

Sanger Name I:lzal:nz- Linge I\E,T:eéglén?
RP11450E24 | RPDSTST | 140kb Sonde im ESR1
RP1-6315 REPOSIST | 87k Sonde im ESR1
RP3-443C4 REPDSIST | e7kb ESR1-Rand 5'
RP3-404G5 REPDBTST | 119kb 49kb5°
RP11282P11 | REEDETST | 414kp 169 kb 5°
RP11-108N8 | SePDBIST | 84,210 281 kb 5°
RP11-351K16 | F082101D6 | 105kb 363Kkb 5’
RP3-403M6 et i1abs | 86K 466 kb 5’
RP11613F7 | BPDSTST | 51k 553 kb 5’
RP1-236H13 REFDRTST | 4o 604 kb 5’
RP1-207M16 | FerDBTST | 65k 608 kb 5’
RP1-292B18 REPODTST | 109kb 674 kb 5
RP1-99E18 REFORTST | 100k 783 kb 5’
RP1-44A20 REPDETST | 165kb 883 kb 5’
RP11-25C17 R ool | 63k 904 kb 5’
RP11-136K14 | RgeDO ST | 150kb 1111 kb 5°
RP1-130E4 REFDBIST | 109kb ESR-Rand 3’
RP11434E7 | KEPDSTST | g 54 kb 3"
RP3-445H2 REPDBIST | 130kb 63kb3"/ SYNE
RP11-800i23 | R DBTST 1 70k 202 kb 3’
RP3-398G3 REPOSTST | sekb 273 kb 3’




Sanger Name I:lzal:nz- Linge I\E/r;t;eér;tlxan‘lg
RP11289C14 | RetDSTST | 17kb 353 kb 3°
RP11-133121 Fé%gg&?g 87kb 373 kb 3°
RP3-358E10 REPDOSTST | o7k 457 kb 3°
RP1-9B16 REPDSTST | 81k 553 kb 3°
RP4-546K19 REPOSTST | 26kb 639 kb 3°
RP1-200K18 Répo%%gw 82kb 665 kb 3°
RP3-468K3 REPDSTST | g0kb 747 Kb 3°
RP1-101K10 REPOBIST | 1120 838 kb 3°
RP11398124 | ReeDS o7 | 4skb 950 kb 3°
RP11-535A9 Eé‘;g?}% 91kb 994 kb 3°
RP1-193H23 REPDSTST | g2k 1086 kb 3
RP11289C14 | RetDSTST | 17kb 353 kb 3°
RP11-133121 REPDSTST | 81k 373 kb 3°
RP3-358E10 Rég??j? 97kb 457 kb 3"
RP1-9B16 REPDSTST | 87k 553 kb 3°
RP4-546K19 REPOSTST | 26kb 639 kb 3°
RP1-200K18 REFOSTST | 2k 665 kb 3°
RP3-468K3 Rgg??;g 90kb 747 Kb 3°
RP1-101K10 REPOBTST | 112k 838 kb 3°
RP11398124 | RoeDo o7 | 45kb 950 kb 3°
RP11-535A9 REPOSTST | otkb 994 kb 3°
RP1-193H23 RZEF;%%” 92kb 1086 kb 3"
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Laborprotokoll: pBac-E.coli-Klon-Kultivierung

(1) 10 ml Medium in einen 100mI-Erlenmeyerkolben fiillen

(2) Zugabe von 30pl Chloramphenicol

(3) Mit abgeflammter Pinzette einen autoklavierten Zahnstocher fassen und Abstrich
aus der stab-stock-Kultur machen

(4) Animpfen des Mediums durch Zugabe des Zahnstochers

(5) Inkubation der angeimpften Kultur bei Raumtemperatur und 200rpm im
Schuttelinkubator fir 2 Tage

(6) Uberimpfen von 10ul der triilb gewordenen Kultur in einen mit 10ml Medium und
30ul versetzten 100ml-Erlenmeyerkolben mittels Pipette

(7) Inkubation der angeimpften Kultur bei 37°C und 200rpm im Schuttelinkubator tGber
Nacht

(8) DNA-Extraktion

2.3.2 DNA-Extraktion

Die DNA wurde aus einer pBac-E.coli-Flussigkultur mithilfe des ,QlAprep Spin Miniprep Kit* von
Qiagen mit leicht modifiziertem Protokoll extrahiert. Alle verwendeten Reagenzien und die ,

QIAprep spin-Saulen” waren im Extraktions-Kit enthalten.

Laborprotokoll: DNA-Extraktion aus pBac-E-coli-Klon-Fliissigkultur

(1) 3ml (2 + 1ml) der Flussigkultur im 2ml-tube in einer Tischzentrifuge (~17.900 xg) fur
90 sek. bei 13.000 rpm pelletieren

(2) Pellet in 250 pl Puffer P1 vollstédndig resuspendieren

(3) Zugabe von 250ul Puffer P2 und vorsichtiges Mischen durch 4-6 mal invertieren

(4) Zugabe von 350yl Puffer N3 und sofortiges, vorsichtiges Mischen durch 4-6 mal

invertieren

10 min Zentrifugation bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge

Uberstand in eine ,QlAprep spin-Saule” (iberfiihren

Zetrifugat/Durchflu/AbfluR verwerfen
,QIAprep spin-Saule* mit 500ul Puffer PE beladen und 1min Zentrifugation bei 13.000
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(5)
(6)
(7) 1 min Zentrifugation bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge
(8)
(9)



rpm in einer Tischzentrifuge

(10)  Zentrifugat/DurchfluR/Abfluld verwerfen

(11)  ,QlAprep spin-Saule” erneut mit 500ul Puffer PE beladen und 1min Zentrifugation bei
13.000 rpm in einer Tischzentrifuge

(12)  Zenrifugat verwerfen

(13) ,QlAprep spin —Saule erneut 1min bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge

zentrifugieren

14)  Zentrifugat verwerfen ; ,QlAprep spin-Saule® in ein 1,5ml-tube setzen

15) ,QIlAprep spin-Saule“ mit 50ul auf 70°C erwarmten Puffer EB beladen

16) 1min inkubieren (bei Raumtemperatur)

17)  1min Zentrifugation bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge

~ o~ o~ o~ o~

18) Quantifizierung der DNA im Nanodrop und Aufbewahrung im 1.5ml-tube bei 4°C

2.3.3 DNA-Markierung mittels Nick-Translation

Die Nick-Translation ist eine Methode zum gleichmafRigen Einbau markierter Nukleotide in den
DNA-Doppelstrang, wobei die DNA gleichzeitig auf die optimale Fragmentlange zur
Hybridisierung eingestellt wird. Diese wird durch Agarosegelelektrophorese kontrolliert.

Die Nick-Translation wurde mit dem ,Nick Translation System*“ von Invitrogen durchgefiihrt, wobei
eine Mindestmenge von 1ug DNA zu einem Ansatz von 50ul gegeben wurde. Das Protokoll des
Kit’s wurde modifiziert. Das zulassige Héchstvolumen an pBac-DNA-L&sung von 38ul wurde als
Standardvolumen gewahlt (entsprechend ca. 1,5 bis 2,5 ug DNA). Auflerdem wurde nach Ablauf

der Standardinkubationszeit ein weiteres Mal Poll-DNase-Mix zugegeben und weiter inkubiert.

2.3.4 Verwendete Materialien

* Nick Translation System (Invitrogen)
* Digoxigenin 11-dUTP (Roche)

* Polymerase | (Invitrogen)

* Pipettieransatz im 0,5ml-tube

* dNTP-Mix ohne dTTP 5yl

* Digoxigenin 11-dUTP 1l

* pBAC-DNA-L6sung 38l

* Pol|/DNase Enyme Mix | 5yl

* DNA Polymerase 1yl
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2.3.5 Laborprotokoll: DNA-Markierung mittels Nick-Translation

(1) Ansatz gut durchmischen und danach herunterzentrifugieren

(2) Inkubation fur 90 min bei 15°C im Thermocycler

(3) Zugabe von weiteren 5ul Pol | / DNase Enzyme Mix; mit der Pipette durchmischen
(4) Inkubation fur 15 min bei 15°C im Thermocycler

(5) Zugabe von 5ul Stop Buffer

(6) Durchmischen/Vortexen und danach zentrifugieren

(7) Lagerung bei 4°C

2.4 Hybridisierung

Fir die zweifarbige FISH-Analyse wurden 4pum dicke TMA-Schnitte eingesetzt. Diese wurden vor
der Hybridisierung entparaffiniert und proteolytisch vorbehandelt. Zur Hybridisierung wurden
selbst hergestellte genspezifische Sonden (6g25.1; RZPD Nr. siehe Tabelle 1 der Klone unter
2.3.1) und eine kommerzielle Sonde als Referenz fir das Zentromer des Chromosoms 6
(Spectrum orange Vysis, CEP 6) eingesetzt. Die kommerzielle Centromersonde 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 fur 10 min bei 72°C co-denaturiert und tber Nacht bei 37°C hybridisiert.

Sowohl Denaturierung, als auch Hybridisierung wurden im Hybrite-Gerat durchgefihrt.

Im Anschlu® an die Hybridisierung tber Nacht wurden die TMA-Schnitte stringent gewaschen,
um unspezifische Hybridisierungen zu entfernen. Um mdglichst deutliche Fluoreszenzsignale zu
erhalten, wurden die Digoxigeninreste der selbsthergestellten Sonden Uber einen Komplex von
drei Antikdrpern detektiert, wobei der Tertidrantikérper fluorezenzgekoppelt war. Hierzu wurde

das ,Enhancer Detection Kit* von Roche eingesetzt.

2.4.1 Verwendete Materialien und Reagenzien

(1) 2xSSC

(2) 20xSSC

(3) Cot-DNA

(4) Dextransulfat

(5) Enhancer Detection Kit (Roche)
(6) Ethanol
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(7) Formamid (deionisiert)

(8) Hybrite (Vysis)

9) NP40

(10) Tween 20 Vectashield Mounting Medium for Fluorescenc with DAPI; H-1200

(Vector)
(11) VP 2000 Pretreatment Reagent (Vysis)
(12) VP 2000 Protease Buffer (0,01N HCL) (Vysis)
(13) Xylol

Laborprotokoll: Parafffinpretreatment und proteolytische Vorbehandlung

TMA-Schnitte 3x10 min ins Xylol stellen

(1)

(2) 2x5 min in Ethanol (95%) stellen

(3) 3 min auf Heizplatte(48°C) lufttrocknen

(4) 15 min in 80°C warmer Pretreatmentlésung (Wasserbad) inkubieren
(5) 2 min in dH20 waschen

(6) 150 min in 37°C warmer Proteaselésung (Wasserbad) inkubieren
(7) 2 min in dH20 waschen

(8) 3 min in Ethanol (70%) stellen

(9) 3 min in Ethanol (80%) stellen

(10) 3 min in Ethanol (95%) stellen

(11) 3 min auf Heizplatte (48°C) lufttrocknen

Laborprotokoll: Herstellen des Basis-Hybridierungsmix
(1) 5ml deionisiertes Formamid, 1,5ml 20xSSC und 1g Dextransulfat in ein kleines

Becherglas geben

(2) bei 60°C auf dem Heizruhrer rihren, bis sich das Dextransulfat geldst hat
(3) Suspension mit HCI auf pH 7 einstellen

(4) mit H20 auf 7ml auffullen

(5) bei 4°C aufbewahren
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Hybridisierungsmix (20pl)
(1) 14l Basis-Hybridisierungsmix
(2) 2ul Cot-DNA
(3) 4ul Sonden-DNA
Laborprotokoll: Hybridisierung

1 Hybridisierungsmix auf den TMA geben

(1)

(2) mit 24x32mm Deckglaschen eindeckeln

(3) mit Rubbercement versiegeln

(4) bei 75°C fir 10 min im Hybrite denaturieren und dann tber Nacht bei 37°C inkubieren

Laborprotokoll: Waschen

(1) TMA-Schnitte aus dem Hybrite nehmen und Rubbercement und Deckglaschen entfernen
(2) Schnitte in Waschpuffer (2xSSC; 0,3% NP40) bei Raumtemperatur stellen

(3) Schnitte 2min bei 72°C im Waschpuffer (2xSSC; 0,3% NP40) waschen

(4)
(5)

5

Schnitte kurz in H20 waschen

Schnitte im Dunkeln lufttrocknen

2.4.2 Detektion ( Fluoreszenzmarkierung)

Die Detektion wurde mit dem ,Fluorescent Antibody Enhancer Set“ von Roche durchgefuhrt.
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 24x32

mm Deckglaschen eingedeckt.

2.4.3 Auswertung

Fir jede Sonde wurde die Kopiezahl in jedem einzelnen Spot bestimmt, indem die
Signalzahlen fur die Gen- und Zentromersonden (Cen6) in mindestens 20 verschiedenen
Zellkernen geschatzt wurden. Die Daten wurden fur jeden Gewebspot in tabellarischer Form

gesammelt.
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Eine Amplifikation wurde dann angenommen, wenn mindestens 2 mal so viele Gen- wie
Zentromersignale gezahlt wurden (Ratio Gen:Cen6 22.0), oder wenn Cluster von mehreren
Fish-Signalen sichtbar waren. Wenn mehr Gen- als Zentromersignale vorhanden waren,
jedoch weniger als 2 mal so viele, wurde die Genkopiezahl des ensprechende Tumor als
,<Zugewinn“ (Gain, Ratio >1.0 aber <2.0) klassifiziert. Alle anderen Gewebe (Ratio <1.0)

wurden als ,nicht amplifiziert* gewertet.

3 Ergebnisse

3.1 Haufigkeit von ESR1 Veranderungen am Amplifikations-Test-
TMA

In einem ersten Experiment wurde der Amplifikations-Test-TMA mit einer FISH-Sonde
analysiert, die innerhalb des ESR1-Genes lokalisiert ist (RP11-450E24). Von den 171
Mamma-Karzinomen konnten 151 erfolgreich analysiert werden. Die Ubrigen 20
Gewebeproben waren nicht auswertbar, weil entweder der Gewebespot wahrend der
Hybridisierung abgeschwommen war, oder weil kein Hybridisierungssignal in den Zellkernen
zu erkennen war. Insgesamt 34 der 151 (22.5%) analysierbaren Gewebeproben zeigten eine
ESR1-Amplifikation und wurden fir die Herstellung des Amplifikation-Mapping TMA
ausgewahlt. Von diesen 34 Gewebeproben konnten 26 fur die Herstellung des TMAs genutzt
werden. Die restlichen 8 Gewebe waren nicht mehr fir die TMA-Herstellung geeignet, weil

nicht mehr ausreichend Tumormaterial im Gewebeblock vorhanden war.

3.2 Kartierung des ESR1-Amplicons

3.2.1 Auswertbarkeit und Reproduzierbarkeit

Von den insgesamt 26 bekanntermafRen ESR1 amplifizierten Gewebeproben des Arrays
konnten 24 Gewebe mit allen 28 FISH-Sonden ausgewertet werden. Nur zwei Gewebe
wurde von der weiteren Analyse ausgeschlossen, da sie mechanisch so zerstort waren, das

weitere Analysen nicht mehr moglich gewesen waren. Alle 12 Kontrollgewebe konnten mit
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allen 28 FISH Sonden erfolgreich analysiert werden. Flr 2 Sonden wurde die FISH-Analyse
wiederholt, um die Reproduzierbarkeit des Hybridisierungsergebnisses zu tberprifen. Dabei
zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich der detektierten Kopiezahl-Kategorien (Normal,
Gain, Amplifikation). Die Ergebnisse dieser Mehrfachuntersuchungen sind in Tabelle 2
aufgefihrt.

Bis auf vier Regionen konnten alle chromosomalen Bereiche durch Sonden hybridisiert und
analysiert werden. Aus den BAC-Klonen RP1-236H13, RP3-404G5, RP11-133121 and RP1-
200K18 konnten keine qualitativ hochwertigen Sonden gewonnen werden.

Die FISH-Analyse bestatigte, das dass Amplikon in der Mehrzahl der Falle sehr klein ist. Es
reicht oft nur Gber einen Bereich von ca. 600 kb (RP3-443C3—-RP1-130E4) inklusive des
ESR1 und einem weiteren Bereich von ca 100- 200 kb aufwérts in dem Kkeine

proteinkodierenden Gene enthalten sind.

Sonde Analyse 1 Analyse 2
RP11-434E7 33 Normal 33 Normal

1 Gain 1 Gain

3 Amplifikation 3 Amplifikation
RP11-130E4 20 Normal 18 Normal

2 Gain 1 Gain

15 Amplifikation 18 Amplifikation

Tab. 2: Reproduzierbarkeit der FISH-Analyse
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3.2.2 Ausdehnung des 6q25Amplikons

Die Ausdehnung des 6925 Amplicons in den 24 Tumoren des Mapping- Arrays ist in Abb. 12
dargestellt. Es zeigte sich, dass in 17 von 24 Tumoren der amplifizierte Bereich nicht
wesentlich Uber das ESR1 Gen hinausging. Die Sonde RP3-443C4 zeigte nicht in allen
Fallen eine Amplifikation. Dies ist insofern von Interesse, als das die Sonde einen kleinen
Teil des ESR1 Genes (ca. 16kb 57) abdeckt.

16kb sind jedoch zu klein, um ein sichtbares Fish-Signal zu produzieren. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass auch dieser Bereich amplifiziert sein muss, jedoch die
Amplifikation nicht mit der verwendeten Fish-Sonde nachweisbar ist. Beispiele fir Sonden
mit einer Amplifikation, einem Gain und mit normalen Kopiezahlen sind exemplarisch fir

einen der Tumoren des TMA's in Abb. 13 gezeigt.
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Abb. 12: (Beschreibung siehe nachste Seite)
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Abb. 12: Ausdehnung des 6g25 Amplicons in den 24 Tumoren des Mapping- Arrays. Die

vertikalen Balken stellen jeweils einen Tumor dar.
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Abb. 13: Tumor # 5 mit einer Ausdehnung des ESR1-Amplikons (Amplifikation=orange,
Gain=gelb, normale Kopiezahlen=griin) von RP11-351K16 bis RP3-358E10, was 1,3 Mb

entspricht. Die Fotos stellen die jeweilige Analyse im Mikroskop dar.
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Dabei fanden sich die héchsten Kopiezahlen (min:2, max:8, median 4.5) nur bei den 3
Sonden (RP11-450E24, RP1-6315, RPI-130E4), die innerhalb des ESR1-Genes lokalisiert
waren. Besonders hohe Schwankungen wurden fur die Sonde RPI-130E4 festgestellt, die
nur zur Halfte (ca. 67kb) innerhalb der 3’-Region des ESR1-Genes liegt. AulRerhalb des
ESR1 Genes (ca.54 kb lang) wurden zumeist nur etwa normale Genkopiezahlen (min:2;
max=6, median: 2.2) gefunden.

Die durchschnittliche Genkopiezahl Gber den raumlichen Verlauf des Amplicons ist in Abb.

14 dargestellt.
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Abb. 14: ESR1-Kopiezahlen im Amplicon. Die griinen Balken geben die genomischen
Bereiche des jeweiligen Gens an. Die rote Linie ist der Mittelwert der ESR1-Kopiezahl bei 24
Tumoren mit ESR1-Amplifikation. Die schwarzen senkrechten Balken geben die

Standartabweichung an. Die Licken stellen nicht analysierte Bereiche dar.
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3.2.3 ESR1 Kopiezahl in Kontrollgeweben

Die Kontrollgewebe zeigten ausnahmslos normale ESR1-Kopiezahlen (n=2).

Abb.15: Fish-Analyse mit normaler (n=2) Kopiezahl des ESR1-Gens. Jeweils zwei rote

(Zentromer/ Cen6) und zwei grine (ESR1) Signale.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Gewebemikroarray (engl. tissue microarray, TMA) aus 24
Brust-Tumoren hergestellt, bei denen in einer vorhergehenden Studie eine Amplifikation des
ESR1 Genes auf Chromosom 6q25 festgestellt worden war. An diesem TMA wurden die
Kopiezahl des ESR1 Genes und benachbarter Gene im Umkreis von etwa 1Mb bestimmt. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass das 6925 Amplicon in der Mehrzahl der Falle auf das
ESR1 Gen beschrankt ist, und dass die Amplifikation meist nur zu einer vergleichsweise geringen
Erhéhung der ESR1 Kopiezahl fihrt.

Diese Daten bestatigen zudem die Vermutung, dass ESR1 das Zielgen des 6925 Amplicons sein
muss, da es als einziges der Gene in der 625 Region in allen 24 Tumoren im amplifizierten
Bereich liegt. Allerdings ist dieses Resultat nicht iberraschend, da ESR1 (und das Ostrogen-
Rezeptor Protein) als eines der wichtigsten Gene fiir das Mammakarzinom gelten. Im Gegensatz
dazu ist die Entdeckung, dass das Amplikon in etwa zwei Dritteln der Falle auf das ESR1-Gen —
und damit einen nur etwa 500kb grol’en genomischen Bereich - beschrankt ist, mehr als
unerwartet. Alle bisher bekannten Amplifikationen sind typischerweise deutlich gréRer, und
schlieRen in der Regel eine Vielzahl von Genen ein. So umfasst z.B. das HER2 Amplikon auf
Chromosom 17912 in den meisten Féllen etwa mindestens 2.5 Megabasen DNA und schlief3t
meist Uber 60 verschiedenen Gene ein (z.B. PLXDC1, CACNB1 , RPL19 , STAC2 , FBXL20 ,
MED1 , CRKRS , NEUROD2 , PPP1R1B , STARD3 , TCAP , PNMT , PERLD1 , ERBB2 ,
C170rf37 , GRB7 , TOP2A , IKZF3 , ZPBP2 , GSDML , ORMDL3 , GSDM1 , PSMD3 , CSF3 ,
MED24 , THRA , NR1D1 , NP_001012241.1 , CASC3 , RAPGEFL1 , WIPF2 , CDC6 , RARA ,
Q6ZWH6_HUMAN , GJC1 , P11388-2 , IGFBP4 , TNS4 , CCR7 , SMARCE1 , KRT222P , KRT24
, KRT25 , KRT26 , KRT27 , KRT28 , KRT10 , TMEM99 , KRT12 , KRT20 , KRT23 , KRT39 ,
KRT40 , KRTAP3-3 , KRTAP3-2 , KRTAP3-1 , KRTAP1-5 , KRTAP1-1 , KRTAP2-2 , KRTAP2-4 ,
KRTAP2-1 , KRTAP4-8 , KRTAP4-9 , NM_033059.2 , KRTAP4-12 , KRTAP4-7 , KRTAP4-5 ,
KRTAP4-4 | KRTAP4-3). Innerhalb dieser Region werden alle Gene mit amplifiziert, und viele
auch durch die Amplifikation Gberexprimiert. Die zufallige Ko-Amplifikation von Genen in der
Nahe der eigentlichen Zielgene kann zu biologischen Konsequenzen fuhren. Oft umschlie3t so
die HER2 Amplifikation auch das ca. 700kb entfernte TOP2A-Gen (42). In frGhen Studien hat
diese Koamplifikation zu der Vermutung gefiihrt, dass Her2-amplifizierte Tumoren besonders gut
auf Anthracycline ansprechen. Allerdings konnte dieser Zusammenhang in spateren Studien nicht
bestatigt werden (43) (44). Das Ratsel I0ste sich erst als bekannt wurde, dass TOP2A fir die
Topoisomerase 2A kodiert, das Zielprotein von Antracyclinen (45). Offensichtlich sprachen

Patientinnen mit Mammakarzinomen immer dann gut auf die Anthracyclingabe an, wenn
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zufélligerweise das TOP2A-Gen zusammen mit dem HER2 koamplifizeirt war (46).

Im Falle des ESR1 Amplikons scheint eine Koamplifikation mit anderen Genen eher die
Ausnahme zu sein. Es scheint eher, dass die Amplifikation fast zielgerichtet auf das ESR1 Gen
beschrankt ist. Zwar erlaubt die Studie nicht, das Amplikon genau auf den Start- und Endpunkt
des ESR1 einzugrenzen, weil durch die GréRe und Lage der verwendeten BAC-Sequenzen die
raumliche Aufldsung der Kartierung begrenzt ist. Die am nachsten an der 5 Seite des ESR1
Genes liegende, nicht amplifizierte Sonde RP3-443C4 hat eine Lange von 67 Kb und reicht mit
uber 20 Kb in das ESR1 Gen hinein. Es ist zu vermuten, dass diese ca. 20 Kb ebenfalls
amplifiziert sind, da anderenfalls kein funktionelles Protein entstehen kdnnte. Vermutlich ist der
uber 20 Kb grof3e Teil der FISH-Sonde innerhalb des ESR1 Genes nicht gro3 und leuchtstark
genug, um als amplifiziert erkannt zu werden. Gezahlt werden kénnen nur die zwei hellen und
deutlichen Signale der Sonde auferhalb des ESR1 Genes. Der Startpunkt der Amplifikation
durfte also innerhalb der Sequenz des Clones RP3-443C4 liegen, allerdings kann mit den
vorhandenen Fish-Sonden nicht bestimmt werden, wo genau. Eine feinere Kartierung musste
z.B. mit quantitativer PCR durchgefiihrt werden. Durch Auswahl geeigneter Primerpaare kdnnte

so die Genkopiezahl in einem Fragment von unter 100bp bestimmt werden.

Durch die Technik der Fish-Analyse konnte die Kopiezahl des ESR1-Genes relativ genau
bestimmt werden. Allerdings erlauben kleinere Sonden nur eine geringere Signalstarke, da die
Fluorochrome gleichmalRig uber die DNA verteilt sind und daher die Gesamtmenge an
Fluoreszenz mit der Sondenlange korreliert. GroRere Sonden ermdglichen zwar eine hdhere
Signalstarke, aber der Abstand zwischen den Signalen wird geringer. Ware die Sonde z.B. genau
so lang wie das ESR1 Gen selbst, ware selbst bei einer ESR1-Amplifikation mit 5 Genkopien
theoretisch nur ein einziges, grofRes Signal zu erkennen. Dieses wurde aber vermutlich nicht als
Gencluster (und somit als Amplifikation) erkannt. Dieses Problem besteht bei groRen Amplikons
nicht. Tatsachlich werden in der Diagnostik heute FISH Sonden mit 200-400 Kb GroRe
eingesetzt, die oftmals aus mehreren Einzelsonden zusammengesetzt sind. Eine solche groRe
Sonde wurde im Falle von ESR1 vermutlich leicht zu falschen Ergebnissen fuhren. Tatsachlich
wurde in Studien, die grofle Sonden (ca. 400 kb) benutzten, ESR1- Amplifikationen in nur
weniger als zwei Prozent der Mammakarzinome gefunden (34). Eine weitere Studie (32) konnte
allerdings auch mit einer groRen ESR1 Sonde ( ESR1/ CEN6 der Fa. Zitovision GmbH,
Bremerhaven) eine Amplifikationsrate von 22% in 133 Mammakarzimomen finden. Allerdings nur,
wenn die ESR1 Signale mit einer digitalen Bildanalyse in mehreren Ebenen des Zellkerns gezahlt

wurden.
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Die geringe Grole des ESR1 Amplikons und die fast zielgenau scheinende Begrenzung auf das
ESR1 Gen weisen darauf hin, dass das Amplikon auch anders entstehen koénnte als die
typischen groRen Amplikons des ,HER2-Typus®. Die langstreckigen Amplifikationen entstehen
vermutlich meist als Folge von Chromosomenbriichen und Reparaturversuchen der Zelle nach
dem Breakage-Fusion-Bridge Modell. Die variable Grof3e des Amplikons ist hierbei gut durch die
Zufalligkeit der Chromosomenbriche wahrend jeder Zellteilung erklarbar. Die offenbar konstante
Grole des ESR1 Amplikons kann jedoch nicht durch einen solchen Mechanismus erklart werden.
Hier ware der ,Onion-Skin“ Mechanismus eher geeignet, um diese Art der sehr begrenzten und
hochgradig geordneten Amplifikation zu erhalten. Diese Art der Amplifikation wird
interessanterweise auch fur die Entstehung von physiologischen Amplifikationen bei Vertebraten
vermutet. So wird z.B. das Gen, welches flir das Chorionprotein der Eihtillen bei der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster codiert, auf physiologischem Wege ca. 60 mal amplifiziert (47) (36). Der
Sinn dieses Mechanismus liegt darin, einer kurzfristigen hohen Nachfrage an Genprodukten
wahrend der Eientwicklung gerecht werden zu kénnen. Die Amplifikation ist hier also ein Weg,
um in kurzer Zeit eine sehr hohe Proteinmenge bereit zu stellen. In ahnlicher Weise dient auch
die ESR1-Amplifikation dem Zweck, eine grofle Proteinmenge zu produzieren. SchlieRlich ist die
ESR1 Amplifikation hochgradig mit der ER Expression assoziiert (48). Es ware also denkbar,
dass auch die ESR1-Amplifikation nicht aufgrund einer allgemeinen genetischen Instabilitadt mit
zahlreichen und zufélligen Chromosomenbrichen entsteht, sondern aufgrund eines
Mechanismus zur erhdhten Expression des ER Proteins, der vielleicht entartet ist und so als
Genamplifikation klinisch in Erscheinung tritt.

Diese Theorie wird indirekt auch durch die Beobachtung unterstitzt, dass die ESR1 Amplifikation
haufiger in low grade (Grad1) und nicht-metastasierten Tumoren auftritt (49). Im Gegensatz dazu
werden praktisch alle anderen Amplifikationen (HER2, CMYC, EGFR) vor allem in den high
grade, fortgeschrittenen und metastatischen Tumoren gefunden (50) (51). Die einzige Ausnahme
von dieser Regel ist bisher das CCND1 Gen, das auch haufig in low-grade Tumoren vorkommt
(52).

Eine weitere Auffalligkeit des ESR1 Amplikons ist die nur relativ geringe Kopiezahlerhéhung.
Im Schnitt zeigten sich in den ESR1 amplifizierten Tumoren nur etwa 4.5 Genkopien. Die
héchste Kopiezahl in dieser Studie betrug 8 Kopien. Dies ist im Vergleich zu anderen
amplifizierten (Onko-) Genen ungewdhnlich gering. So werden fur HER2, CMYC (53), oder
CCND1 (54) in der Regel weit mehr als 20 Genkopien pro Amplikon gefunden. Diese
geringgradige Amplifikationsrate ist auch eine mdgliche Erklarung dafir, dass die ESR1
Amplifikation mit nicht in-situ Methoden, wie z.B. quantitativer PCR oder Array-CGH, nur
sehr schwer zu finden sind (55) . Vor allem wenn die Tumorzellen nicht gezielt durch

Mikrodissektion aus dem Gewebeverband isoliert werden, besteht die Gefahr, dass die
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ESR1-Genkopiezahl durch einen ,Verdinnungseffekt® der Tumor-DNA durch Normal-DNA
(z.B. aus Stromazellen oder Lymphozyten) unterschatzt wird. Zum Beispiel resultiert bei
einer durchschnittlichen Kopiezahl von 4.5 (siehe Abb. 14, Balken des ESR1) in
amplifizierten Zellen eine Ratio von 2.25, die sich aus der Kopiezahl der Gene (4.5) geteilt
durch die Anzahl der Zentromere (Cen6) ergibt. Bei einer Kontaminationsrate von 30%
Normalzellen, die bei Gewebeuntersuchungen als durchaus akzeptabel angesehen wird,
sinkt diese Ratio aber bereits auf 1.86 und somit unter den Schwellenwert fir eine
Amplifikation in der PCR Analyse. In einer anderen Studie ( Dissertation Eva Leipner, Uni-
Hamburg) wurde die ESR-1 Amplifikation mit qPCR lasermikrodissoziierte Tumorzellen
nachgewiesen. Selbst unter diesen Bedingungen (optimalen zwischen 60-70% Tumorzellen)
konnten jedoch nur gut 40% der Fish-Amplifikationen mit der gPCR gefunden werden. Diese

Studie zeigt, dass die qPCR nicht optimal fir den ESR-1 Nachweis geeignet ist.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass die ESR1 Amplifikation sich
von anderen, bekannten Amplifikationen in mehrer Hinsicht unterscheidet. Zum einen ist das
Amplikon in der Regel nur sehr klein und auf das ESR1 Gen beschrénkt und zum anderen ist
die Amplifikationsrate nur relativ gering. Au3erdem legt die ungewdhnliche Assoziation der
Amplifikation mit gut differenzierten und frihen Karzinomen die Hypothese nahe, dass hier
vielleicht ein anderer Mechanismus zur Amplifikation flhrt als eine generelle genetische
Instabilitét. Vor allem die geringe Amplifikationsrate durfte eine besondere Herausforderung
fir PCR-basierende Testsysteme darstellen, wahrend die geringe Ausdehnung des

Amplikons die Konstruktion von grossen und gut sichtbaren FISH-Sonden kompliziert.
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5 Zusammenfassung

In einer vorherigen Arbeit wurde eine Amplifikation des ESR1-Genes, welches fur den
Ostrogen-Rezeptor alpha kodiert, in etwa 20% der Mammakarzinome gefunden. Angesichts
einer Vielzahl von Studien, die mittels hochauflésender Array komparativer
Genomhybridisierung ( a(CGH) ) nach neuen Genamplifikationen beim Mamma-Ca gesucht
haben, ist es jedoch verwunderlich, dass die Amplifikation nicht schon seit langem bekannt
ist. Eine mogliche Erklarung ist, dass das Amplikon nur sehr klein und/oder die
Kopiezahlveranderungen nur geringflgig ist, so dafl das Amplikon mit der wenig sensitiven
aCGH nur schwer detektierbar ist.

In Anbetracht der immensen klinischen Bedeutung des ER fiir die Diagnose und Therapie
des Mammakarzinoms ist es jedoch verwunderlich, dass die ESR1-Amplifikation noch nicht
eher entdeckt bzw. naher untersucht wurde.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, die raumliche Ausdehnung des Amplikons auf
Chromosom 6925 sowie das Ausmall der Kopiezahlerhdhung mdglichst exakt zu
bestimmen.

Dazu wurde im ersten Schritt ein Gewebemikroarray aus 24 ESR1 Tumoren und 12 nicht
ESR-1 amplifizierten Geweben hergestellt. Im zweiten Schritt wurde an diesem TMA die
DNA-Kopiezahl mit Giber 30 FISH Sonden fiir den genomischen Bereich ca 1 Megabase 5’
(zentromerisch) und 1 Megabase 3’ (telomerisch) des ESR1 Genes bestimmt.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass das 6925 Amplicon in 17 von 24 auswertbaren
Fallen auf das ESR1 Gen beschrankt ist. Eine weitere Auffalligkeit des ESR1 Amplifkons ist
die nur relativ geringe Kopiezahlerh6hung (min: 2, max.: 8, median: 4.5). Aullerhalb des
ESR1 Genes wurden zumeist nur etwa normale Genkopiezahlen (min: 2; max.: 6, median:
2.2) gefunden.

Diese Ergebnisse bestatigen zunachst, dass das ESR1 das Zielgen des 625 Amplicons
sein muss, da es als einziges der Gene in der 6925 Region in allen 24 Tumoren im
amplifizierten Bereich liegt.

Die Entdeckung, dass das Amplikon in etwa zwei Dritteln der Falle auf das ESR1-Gen - und
damit einen nur etwa 500kb groRen genomischen Bereich - beschrankt ist, ist ungewdhnlich.
Alle bisher bekannten Amplifikationen sind typischerweise deutlich gréf3er, und schlielen in
der Regel eine Vielzahl von Genen ein. Es ist somit zu erwarten, dass es noch weitere
solcher ,Mikroamplifikationen“ im Genom von Tumoren geben kénnte, die mit den zur Zeit
verfugbaren Screeningmethoden (aCGH, SNP-Array) nur sehr schwer gefunden werden
kénnen. Die Fish-Analyse ist die aktuell sensitivste Methode zum Nachweis von

Genamplifikationen.
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