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1. Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom gehdrt zu den bedeutsamsten Krebserkrankungen der
Welt. Nach Angaben der IARC (International Association on Research of
Cancer) erkranken weltweit pro Jahr etwa 1,2 Millionen Frauen an Brustkrebs,
410.000 sterben daran (Ferlay et al. 2002). Brustkrebs ist damit die haufigste
Krebserkrankung der Frau. Das mittlere Lebenszeitrisiko liegt zwischen 9 und 10
Prozent. Dies bedeutet, dass jede 10. bis 11. Frau im Laufe ihres Lebens an
Brustkrebs erkranken wird (Giersiepen et al. 2005). Seit den 60er Jahren steigt
die Inzidenz des Mammakarzinoms pro Jahr in etwa um 1 bis 2% an, vor allem
bei Frauen im Alter von 50 bis 69 Jahren. Seit dem Jahr 2000 konnte aber auch
ein steter Ruckgang der Mortalitdt fur dieselbe Altersgruppe um circa 2%
verzeichnet werden (Héry et al. 2008). Diese verminderte Sterberate ist wohl auf
die verbesserte und flachendeckendere Krebsfriherkennung sowie auf
Fortschritte in der systemischen, insbesondere in der antihormonellen Therapie
zurlckzufihren. Dennoch liegt die Letalitat des Brustkrebses in Deutschland
tber alle Stadien gemittelt bei etwa 30% (RKI 2008).
Wie bei den meisten soliden Tumoren des menschlichen Korpers wird auch fur
das Mammakarzinom als erste Therapieoption eine operative Entfernung
angestrebt, sofern das (systemische) Krankheitsstadium einen kurativen
Therapieansatz erlaubt oder es zur erheblichen symptomatischen Besserung der
Patientin fuhrt. Die Operation ist die zun&chst wichtigste Behandlungsmethode,
die sich heutzutage in 60 bis 70% der Falle - auch aufgrund der besseren
Friherkennung - als brusterhaltende Therapie durchfihren lasst (Janni et al.
2005). Da aber sogar bei der radikalen Mastektomie nach 10 Jahren immer noch
Rezidiv-Raten von ca. 50% auftreten (Fisher et al. 1978), ist gemal3 der “Fisher-
Doktrin” davon auszugehen, dass sich bei Diagnosestellung bereits (Fern-)
Metastasen gebildet haben, auch wenn diese mit der aktuellen Diagnostik
bislang nicht detektierbar sind. Aus diesem Grund ist auch in friihen Stadien des

Brustkrebses eine systemische (neo-)adjuvante Therapie angezeigt (Travis
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2005). Dementsprechend handelt es sich beim invasiven Mammakarzinom
schon primér um eine systemische Erkrankung und weniger um ein auf eine

lokale Pathologie beschranktes Ereignis.

Das Mammakarzinom zahlt zu den Tumoren, bei denen sich eine
(neo-)adjuvante Therapie prognoseverbessernd auswirkt. Die Metaanalysen der
Early Breast Cancer Trialists’ Cooperative Group (EBCTCG) haben wiederholt
gezeigt, dass die adjuvante systemische Therapie in Form einer zytotoxischen
Polychemotherapie und/oder einer endokrinen Therapie sowohl das rezidivfreie
Uberleben als auch das Gesamtiiberleben in allen Altersgruppen unabh&ngig
vom Nodalstatus substanziell verbessert (EBCTCG 2005, EBCTCG 2006). Die
adjuvante endokrine Therapie (z.B. Tamoxifen) oder Chemotherapie
(Anthracycline) konnen die kumulativen 15-Jahres-Mortalitatsraten fur sich
alleine jeweils um etwa 30 % senken, als Kombination offenbar noch effektiver.
Auch wenn der Effekt der (neo-)adjuvanten, zytostatischen und hormonellen
Behandlung sich bewiesenermal3en gunstig auf den Krankheitsverlauf beim
Mammakarzinom auswirkt, sind die mit diesen Behandlungen einhergehenden,
teilweise erheblichen Nebenwirkungen zu bertcksichtigen. Daher gilt es, jene
Patienten zu identifizieren, die auch tatséchlich von einer solchen Behandlung
profitieren.

Trotz der Fortschritte in der Hormon- und Chemotherapie ist die Mortalitat beim
Mammakarzinom weiterhin hoch, was auch durch die Variabilitdt seines
Verhaltens bedingt wird, die ein bisher ungeléstes und wenig verstandenes
Problem darstellt: auch wenn Staging, Grading und Hormonrezeptorstatus
Ubereinstimmen, kann sich die Prognose in verschiedenen Patienten
unterscheiden (Gonzalez-Angulo et al. 2007). Um diesem Unterschied auf den
Grund zu gehen, wurden andere, vor allem molekulargenetische Faktoren
untersucht. Dabei konnte insbesondere die HER2/neu Gen Amplifikation und
Proteinexpression identifiziert und mit Unterschieden in Pradiktion und Prognose
in Verbindung gebracht werden (Ross et al. 2003).



1.2 Systemische Therapie

Neben der (Poly-)Chemotherapie, die in Abhangigkeit von der Aggressivitat des
Tumors beziehungsweise einem erhdhten Rezidivrisiko indiziert sein kann, hat
vor allem die endokrine Therapie innerhalb der letzten 30 Jahre entscheidende
Fortschritte in der Behandlung des Mammakarzinoms erzielen kénnen. Es
konnte gezeigt werden, dass auf molekulargenetischer Ebene Ostrogene eine
entscheidende Rolle in der Progression der Erkrankung spielen.

Der Ostrogenrezeptor gehort zur Gruppe der Steroidhormonrezeptoren wie auch
beispielsweise die Rezeptoren fur Schilddrisenhormone, Vitamin D und
Retinoat. Diese Rezeptorproteine befinden sich im Zellkern und fungieren als
Transkriptionsfaktoren, sobald sie eine Bindung mit ihrem entsprechenden
Liganden eingegangen sind. Im Falle der Ostrogenrezeptoren (ERS)
unterscheidet man zwei Subtypen, ER-alpha und ER-beta (Kuiper et al. 1996).
Bindet Ostrogen an diese Rezeptoren, werden sie phosphoryliert und dadurch
aktiviert. Die zwei aktivierten Ostrogenrezeptoren bilden nun Homo- oder
Heterodimere und binden mit ihrer DNA-bindenden Doméane an die DNA, mit
hoher Affinitdt zu den so genannten estrogen response elements (ERESs) (Klein-
Hitpass et al. 1988, Kumar und Chambon 1988). Durch diese Bindung initileren
sie die Expression bestimmter Gene, Uber deren RNA und Proteinprodukte
schlie8lich das Wachstum der Brustdriisenzellen verursacht beziehungsweise

gefdrdert und somit das Brustkrebsrisiko erhdht wird (Clemons und Goss 2001).

Wie sich aus der zweifelsfrei positiven Wirkung der anti-hormonellen Therapie
ableiten lasst (Fisher et al. 1999), sind ER-positive Tumoren von der
wachstumsstimulierenden Wirkung des Ostrogens abhangig. Mehr als zwei
Drittel aller Mammakarzinome zeigen zum Zeitpunkt ihrer Diagnosestellung eine
Expression von ER-alpha (Stierer et al. 1993). Dadurch erwachst der
Ostrogenrezeptor zu einem der wichtigsten therapeutischen Ziele in der
Behandlung des Mammakarzinoms uberhaupt (Sunderland et al. 1991). Aus
diesem Grund werden Mammakarzinome heute immer immunhistochemisch auf

ihre ER-Positivitat geprift, um eine qualifizierte Entscheidung dariber treffen zu

6



kbnnen, ob eine anti-ER-Therapie von Nutzen ist (Andersen et al. 1989).

Seit tber 30 Jahren wird Tamoxifen erfolgreich zur anti-ER-Therapie eingesetzt.
Auch wenn es in Zukunft vor allem fir postmenopausale Patientinnen an
Bedeutung verlieren kdnnte (Chustecka 2006), war es in den letzten Jahren das
am haufigsten verschriebene Medikament zu diesem Zweck. Tamoxifen gehort
zur Familie der selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs). Diese
Arzneimittelgruppe wirkt am Ostrogenrezeptor weder rein antagonistisch, wie
zum Beispiel Antiostrogene, noch rein agonistisch, sondern wirkt unterschiedlich
auf die jeweilige Ostrogenrezeptor-Untereinheit. Tamoxifen wie auch SERMs im
Allgemeinen entfalten tber eine kompetitive Hemmung des Ostrogenrezeptors
sowohl eine anti-dstrogene Wirkung, vor allem im malignen Brustdriisengewebe.
Sie besitzen aber auch Ostrogen-agonistische Effekte. So wirkt Tamoxifen im
Endometrium als Partialagonist und kann dort neben gutartigen Polypen

wahrscheinlich auch selbst Krebs verursachen (Riggs und Hartmann 2003).

Auf das Mammakarzinom wirkt Tamoxifen vor allem zytostatisch und
verlangsamt die Proliferation der Brustkrebszellen, indem es die Progression des
Zellzyklus von der G1 Phase inhibiert (Osborne 1998). Zudem induziert es in
vitro den programmierten Zelltod und koénnte daher auch in vivo apoptotische
Eigenschaften besitzen (Ellis et al. 1997). Etwa die Halfte der Frauen mit ER-
positivem Mammakarzinom spricht auf die Tamoxifen-Therapie an, wohingegen
lediglich 5% der ER-negativen Tumoren empfindlich fur diese Behandlung sind.
Einige der Patientinnen, die zundchst auf Tamoxifen ein gutes Ansprechen
zeigen, entwickeln im Laufe der Zeit eine Tamoxifen-Resistenz (Osborne 1998,
Hortobagyi 1998). Die Grinde fir eine von Anfang an bestehende oder
erworbene Resistenz sind weitestgehend unklar. Es wird vermutet, dass es
aufgrund der Tamoxifen Therapie zu einer selektiven Vermehrung der ER-
negativen Tumorzellen kommt (Swain 2001). Dies wére sehr besorgniserregend,
da ER-negative Tumoren in der Regel eine schlechte Prognose aufweisen.
Aufgrund der Nebenwirkungen des Tamoxifens und der teils gegebenen, teils

erworbenen Tamoxifen-Resistenz wurden viele neue Wirkstoffe zur endokrinen
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Therapie des Brustkrebses entwickelt. Hierzu gehdren andere SERMs mit
ahnlicher Struktur (z.B. Toremifen) und SERMs, die sich in ihrer Struktur von
Tamoxifen unterscheiden (z.B. Raloxifen).

Eine neuere Substanzgruppe sind die Aromatase-Inhibitoren, die nicht den ER-
Rezeptor selbst hemmen, sondern die Umwandlung von Androgenen zu
Ostrogenen unterbinden. Zu dieser Gruppe gehéren z.B. Anastrozol und
Exemestan. Es konnte gezeigt werden, dass Anastrozol bei postmenopausalen,
ER-positiven Patienten Vorteile gegenuber Tamoxifen besitzt (Howell et al.
2005).

Neben den Ostrogenrezeptoren konnte auf molekulargenetischer Ebene ein
zusatzliches wichtiges therapeutisches Ziel identifiziert werden: das HER2
(human epidermal growth factor receptor 2, erb-B2, c-erbB2) Rezeptorprotein.
HER2 gehort zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren (EGFRs, HER1-
4), die in zahlreichen Geweben epithelialen, mesenchymalen und neuronalen
Ursprungs zu finden sind. HER2 ist ein  membranstandiger
Tyrosinkinaserezeptor, der physiologischerweise Signaltransduktionswege
reguliert, die zum Wachstum und zur Differenzierung der Zelle fihren. Der
Rezeptor besteht aus einer Cystein-reichen extrazellularen Liganden-bindenden
Domane, einem lipophilen transmembranen Segment und einer intrazellularen
Tyrosinkinase-Domane. In Abhangigkeit davon, welcher Ligand an sie bindet,
bilden EGFRs entweder Homo- oder Heterodimere (Gullick 2001). HER2 nimmt
hierbei eine Sonderrolle ein, da er wohl nicht durch einen eigenen Liganden,
sondern Uber Heterodimerisierung mit aktivierten HER1, 3 oder 4 Rezeptoren
passiv aktiviert wird (Olayioye 2001). Nach Aktivierung werden intrinsisch
spezifische Tyrosinreste des Rezeptors phosphoryliert, welche sich im
zytoplasmatischen Teil des Proteins befinden. Uber second messenger wird eine
intrazellulare Signalkaskade in Gang gesetzt (Schlessinger 2000), die schlie3lich
in einer veranderten Genexpression im Zellkern mindet. Alternativ kann eine
Uberexpression des Rezeptors wie in Tumorgewebe dazu fiihren, dass es auch
ohne Bindung des spezifischen Liganden zu einer spontanen Dimerisierung und
damit Aktivierung des Rezeptors kommt (Hynes und Stern 1994). Obwohl der

hochst komplexe Mechanismus der HER2/neu Aktivierung und der
8



Zusammenhang zur Krebsentstehung noch nicht vollstandig geklart ist, deutet
vieles darauf hin, dass eine HER2/neu Amplifikation und Uberexpression eine
Signalkaskade in Gang setzt, die schliel3lich zur Malignitat fuhrt. Amplifikationen
des Protoonkogens HER2/neu beziehungsweise Uberexpression des
entsprechenden Rezeptorproteins finden sich - mit unterschiedlicher
prognostischer Relevanz - in zahlreichen Tumoren. Beschrieben sind unter
anderem Bronchial- (Tan et al. 2003), Ovarial- (Ross et al. 1999) und
Gastrointestinalkarzinome (Ross und McKenna 2001). In Mammakarzinomen
zeigt sich in etwa 25-30% der Falle eine HER2/neu Amplifikation (Pauletti et al.
1996). Eine HER2/neu Amplifikation und Uberexpression geht mit einer
schlechteren Prognose, hoherer Rezidiv- und niedrigerer Uberlebensrate einher.
Neben seiner prognostischen Bedeutung gilt der HER2/neu Status auch als
pradiktiver Faktor (Ross et al. 2003). Daher wir die Statusbestimmung bei jedem
neu diagnostizierten Patienten mit invasivem Mammakarzinom empfohlen
(NCCN 2003).

Der humane, monoklonale Antikérper Trastuzumab (Handelsname: Herceptin)
bindet an die extrazellulare Domane des HER2 Rezeptors. Dadurch stoppt der
Zellzyklus in der G1l-Phase und folglich wird die Zellproliferation reduziert.
Metaanalysen konnten zeigen, dass Trastuzumab bei Frauen mit HER2/neu
positiven Mammakarzinomen die Rezidivrate substantiell erniedrigt und die
Uberlebensrate verbessert (Viani et al. 2007). Aus diesem Grund ist

Trastuzumab Mittel der Wahl bei HER2-Uberexprimierenden Tumoren.

1.3  Genamplifikationen beim Mammakarzinom und Tamoxifen -Resistenz

Wie das Beispiel von Trastuzumab zeigt, kdnnen amplifizierte Gene eine
wichtige Rolle in der Behandlung von (Tumor-)Erkrankungen spielen. Beim
Mammakarzinom sind eine Reihe weiterer amplifizierter Gene beschrieben, die
maoglicherweise einen prognostischen und pradiktiven Stellenwert besitzen. Zu
diesen Genen gehoren neben HER2 auch CCND1 und CMYC, deren Bedeutung

bislang noch nicht abschliel3end geklart ist.



1.3.1 HER2

Eine Amplifikation/Uberexpression von HER2/neu findet sich etwa in 25-30%
aller Brustkrebspatientinnen und ist als negativer prognostischer Faktor
anerkannt. Hohe HER2/neu Level sind haufig vergesellschaftet mit negativem
ER- und Progesteronrezeptorstatus (Ferrero-Pous et al. 2000). In ER-positiven
Tumoren wird eine HER2/neu Amplifikation mit einer relativen Resistenz gegen
Tamoxifen in Verbindung gebracht. Dies trifft sowohl fur frihe als auch fir
fortgeschrittene Krankheitsstadien zu (De Laurentiis et al. 2005, Carlomagno et
al. 1996). Wahrend bei fortgeschrittener Krankheit eine Tamoxifen Behandlung
bei gleichzeitiger HER2/neu Positivitat praktisch keinen Effekt erzielt, sprechen
HER2 negative Patientinnen recht gut auf die Therapie an (Wright et al. 1992).
Als einen malfgeblichen Mechanismus fir die HER2 assoziierte Tamoxifen
Resistenz konnte eine vermehrte Aktivierung einer MAP-Kinase identifiziert
werden, die Uber eine Phosphorylierung des ER alpha zu einer ER vermittelten
Tamoxifen-Resistenz fiuhrt (Kurokawa et al. 2000). Dementsprechend konnte
eine HER2- Amplifikation beziehungsweise HER2 Proteintuberexpression auch in
zahlreichen klinischen Studien als unabhéngiger Prognosefaktor in ER-positiven,
hormontherapierten Kollektiven etabliert werden (Ross et al. 2009).

1.3.2 CCND1

Das Gen Cyclin D1 (CCND1l) auf Chromosom 11ql13 kodiert fir das
gleichnamige Protein. CCND1 gehort zur Familie der Cycline. Diese haben eine
Schlusselrolle in der Regulation des Zellzyklus inne, indem sie die so genannten
Cyclin abhangigen Kinasen (CdKs) regulieren. Die Kinasen werden durch
Phosphorylierung aktiviert und sorgen dann fir den regelhaften Ablauf der
verschiedenen mitotischen Phasen. Cyclin D1 bildet einen Komplex mit und
reguliert somit CdK4 und CdK®6, deren Aktivierung fur den Ubergang von der G1
in die S Phase benétigt wird. Mutationen, Uberexpressionen und Amplifikationen

von CCND1 wurden bei zahlreichen Tumoren, z.B. Magen- und
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Osophaguskarzinomen, beobachtet und spielen bei der Entstehung von
Tumorerkrankungen moglicherweise eine wichtige Rolle (Bizari et al. 2006). Eine
CCND1 Expression tritt in etwa 45- 50% der Félle bei Mammakarzinomen auf.
Oft sind Genamplifikation und Uberexpression des entsprechenden Proteins
assoziiert (Jirstrom et al. 2005). Bemerkenswerterweise kann eine
Uberexpression aber auch unabhangig von einer Amplifikation auftreten
(Buckley et al. 1993, Gillett et al. 1994). Beim Mammakarzinom ist CCND1 in
ungefahr 20% der Falle amplifiziert und mit einem fortgeschrittenen Tumorgrad
assoziiert. In knapp 30% der Falle ist CCND1 nicht alleine amplifiziert, sondern
tritt als Koamplifikation mit anderen Genen zusammen auf (Al-Kuraya et al.
2004). Daruber hinaus geht eine CCND1 Amplifikation sehr oft mir ER Positivitat
(Spyratos et al. 2000) und dann auch mit einer schlechteren Prognose und wohl
auch mit einer Tamoxifen-Resistenz einher (Kenny et al. 1999). Es gibt erste
Hinweise, dass erhohte CCND1 Level ein negativer pradiktiver Faktor fur die
Tamoxifen-Therapie sein konnten (Stendahl et al. 2004). Auch laut praklinischen
Studien scheint eine durch CCND1 Amplifikation/Expression vermittelte
Tamoxifen-Resistenz  denkbar (Kilker et al. 2004, Kilker et al. 2006, Wilcken et
al. 1997, Hui et al. 2002). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass
Tamoxifen sogar zu einer Proliferation von CCND1 uberexprimierenden
Brustkrebszellen fuhrt (Ishii et al 2008). Obwohl die Mehrzahl der Studien darauf
hinweist, dass eine Uberexpression beziehungsweise Amplifikation mit einer
Tamoxifenresistenz einhergeht, herrscht aufgrund der nicht eindeutigen
Studienlage Unklarheit dariber, ob Cyclin D1 auch als ein unabh&ngiger
Prognosefaktor angesehen werden kann.

1.3.3 CMYC

Das CMYC (auch MYC) Gen beziehungsweise das entsprechende MYC Protein
gehdrt zur MYC Familie: Transkriptionsfaktoren, zu denen auch N-MYC und L-
MYC z&hlen. MYC reguliert etwa 15% aller Gene, indem es deren Expression
entweder fordert oder unterbindet. Wie alle MYC Transkriptionsfaktoren besitzt
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es eine basische Helix-Loop-Helix (bHLH) und eine Leukin-Zipper Domane.
Streng reguliert - beispielsweise durch &aufRere Wachstumssignale - bindet es
mit der bHLH Domé&ne an die DNA insbesondere solcher Gene, die flr
Zellwachstum, -proliferation und Apoptose verantwortlich sind. Diese Gene
werden normalerweise nur dann exprimiert, wenn die Zelle im Begriff ist, sich zu
teilen. In zahlreichen Krebsarten finden sich Mutationen oder Amplifikationen von
MYC, die dann eine unkontrollierte Expression dieser Gene und somit eine
Entartung zur Folge haben. Damit ist MYC ein klassisches Protoonkogen. MYC
ist in den unterschiedlichsten Krebsarten amplifiziert (Gardner et al. 2002). Beim
Mammakarzinom zeigt sich etwa bei 5% der Karzinome eine Amplifikation. Diese
ist mit einer schlechteren Prognose und ER-negativem Status assoziiert. Eine
Koamplifikation zeigt sich in 65% der Falle. Treten MYC und HER2 Amplifikation
gemeinsam auf, so ist die Prognose schlechter als die jeweils isolierte
Amplifikation (Al-Kuraya et al. 2004). In Tamoxifen-resistenten Tumoren finden
sich besonders haufig MYC Amplifikationen. Ob diese mit einer Resistenz
gegen Tamoxifen zusammenhangen oder mitverantwortlich sind, ist derzeit
unklar (Planas-Silva et al. 2007).

1.4 Ziel der Arbeit

Der Ostrogen-Rezeptor Inhibitor Tamoxifen ist das am haufigsten verwendete
Therapeutikum bei ER-positiven Mammakarzinomen. Obwohl mit Tamoxifen seit
mehr als 30 Jahren gute Behandlungserfolge erzielt werden, fehlen molekulare
Marker zu Pradiktion des Therapieansprechens bzw. der Resistenz. Ziel dieser
Arbeit war es zum einen, einen Gewebemikroarray mit n=516 von Tamoxifen-
monotherapierten (plus gegebenenfalls Polychemotherapie) Patientinnen mittels
FISH-Analyse auf Genamplifikationen von HER2, CCND1 und CMYC zu
untersuchen. Zum anderen sollten fur diese Patientinnen klinische Follow-Up
Daten erstellt werden, um eine mdgliche Relevanz der amplifizierten Gene fir

die Resistenz gegen eine Tamoxifen Therapie zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1  Untersuchungsmaterial

Fur diese Untersuchung stand ein Kollektiv zur Verfligung, das 814 (darunter
516 mit nur Tamoxifen als endokriner Therapie; siehe unten) Patientinnen
umfasste, die sich zwischen 1997 und 2001 zur Priméartherapie eines
Mammakarzinoms in die Brustklinik im Krankenhaus Jerusalem, Hamburg,
begaben. Fur diese Patientinnen wurde eine Gewebemikro-Array (tissue
microarray, TMA) Analyse durchgefuihrt (Abb. 1) (Tabelle 1). Fir den erstellten
TMA wurden folgende Parameter berlcksichtigt: Tumorlokalisation, Art und
Umfang einer radiologischen Therapie, OP-Verfahren, histologischer Typ,
Nodalstatus, Tumorstadium, Grading, Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus,
adjuvante Chemotherapie, Art der endokrinen Therapie sowie Untersuchung auf
evtl. tumorrelevante Gen-Amplifikationen mittels FISH (HER2, CMYC, CCND1)

und Proteinexpressionen per Immunhistochemie (HER2).

Zu dem Kollektiv zahlten pré- wie auch postmenopausale Patientinnen. Von
diesen gelangte jeweils ein Resektat des primaren Mammakarzinoms am Institut
fur Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) zur
Untersuchung. Von diesem Kollektiv konnten retrospektiv Daten Uber die
durchgefihrten Therapien und den Klinischen Verlauf erhoben werden. Von
sechs weiteren Patientinnen konnten keine klinischen Daten erhoben werden
und wurden daher nicht in den Uberlebensstatistiken berlicksichtigt. Zur
Erhebung der Daten konnten die vollstdndigen klinischen Patientenakten in der
Brustklinik im Krankenhaus Jerusalem, Hamburg, eingesehen werden. Ein Teil
der Patienten wurde in der Folge von externen Onkologen oder von Hausarzten
weiter betreut. In diesen Féllen wurde der nachbehandelnde Arzt angeschrieben
oder telefonisch tber den weiteren Krankheitsverlauf befragt. In einigen Fallen

konnten die Daten durch Einsicht der Patientenakten des Rdntgenzentrums
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Hamburg erhoben werden, wo ein Grofdteil der Patientinnen die
tumorspezifischen Nachsorgeuntersuchungen (Mammographie, Sonographie,
MRT) wahrnahm. Auf die folgenden Parameter wurde bei der retrospektiven
klinischen Datenerhebung besonders geachtet: Art einer allfélligen
postoperativen adjuvanten Therapie (wobei in der Folge fir diese Studie nur die
516 Patientinnen bertcksichtigt wurden, die als endokrine Therapie nur
Tamoxifen erhalten hatten; etwas weniger als die Halfte der Patientinnen erhielt
zusatzlich eine adjuvante Polychemotherapie), Zeitpunkt des Auftretens von
Lokalrezidiven und Metastasen sowie das Datum der letzten
Nachsorgeuntersuchung bzw. das Todesdatum. Als Endpunkt wurde das
Auftreten eines Rezidivs unter der Tamoxifen-Therapie gewdahlt. Der Zeitraum

des letzten Follow-Ups bezuglich des rezidiv-freien Uberlebens erstreckte sich
von November 2007 bis Januar 2008.
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Abb. 1a) Ubersicht uber die beiden Gewebearray-Blocke des verwendeten
TMAs. Hamatoxylin-Eosin gefarbte Schnitte. Block 1 enthalt 476 Gewebespots,
Block 2 338 Gewebespots. b) VergroRerung eines Gewebespots eines
Mammakarzinoms. Der Originaldurchmesser betragt 0,6 mm.
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Tabelle 1: TMA Ubersicht

Gesamt 814
Histologie duktal 501
lobular 249
tubular 33
medullar 13
muzinds 12
papillar 4
plattenepithelial 2
Tumorstadium pT1l 464
pT2 286
pT3 44
pT4 20
Nodalstatus pNO 544
pN1 244
pN2 26
Grad 1 166
2 524
3 123
ER-Status negativ 155
positiv 616

2.2. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

5um-Schnitte wurden mit dem VYSIS ,Formalin pretreatment kit* gemafR den
Empfehlungen des Herstellers vorbehandelt. Fur die Hybridisierungen wurden
kommerzielle FISH Sonden der Firma Abbott verwendet. Alle verwendeten
Sonden sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Tabelle 2: FISH Sonden

Zielgen Sonde Referenz Sonde Kat.#

HER?2 LSI HER2/neu 30-161060| Zentromer 17 | CEP 17 | 30-161060

CCND1| LSI CCND1 32-191039 | Zentromer 11 CEP 11 32-191089

CMYC | LSIMYC 32-190006 | Zentromer 8 CEP 8 32-190006

Die Hybridisierung sowie die nachfolgenden Waschprozeduren erfolgten gemaf
dem Vysis-Protokoll, mit den von der Firma erhaltlichen Reagenzien. Die
Schnittpraparate wurden danach mit 0,2mM 4°5-Diamino-2-Phenyl-Indol (DAPI)
gegengefarbt.

2.3.  Auswertung

Fur jeden Gewebespot wurden jeweils Anzahl der Zentromere und der
Gensignale fir HER2, CMYC und CCND1 bestimmt. Dazu wurde die Anzahl der
roten und grinen Signale im Zellkern geschéatzt. Eine Genamplifikation lag vor,
wenn das Verhaltnis der Gensignale zu den Zentromersignalen mindestens 2.0
war (Ratio Gen: Zentromer 22.0). Alle anderen Gewebespots wurden als nicht

amplifiziert beurteilt.

2.4  Statistik

Um den Zusammenhang zwischen histologischem Tumortyp, Grad des Tumors,
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~otaging” und Genamplifikationen darzustellen, wurden die ,Contingency table
analysis® und der Chi-Quadrat-Test angewandt. Die Berechnung der
Uberlebenskurven erfolgte nach Kaplan-Meier. Der Log-rank-Test wurde
angewandt, um den Zusammenhang zwischen Genamplifikationen und
Patientenltberleben zu untersuchen. Mit Hilfe der Cox Regression wurden die
Abhéangigkeiten der analysierten Variablen untereinander in Relation zum

Patientenlberleben gesetzt.

3. Ergebnisse

Fur die vorliegende Arbeit wurden nur die 516 Gewebespots verwendet, deren
Patientinnen als endokrine Therapie ausschliel3lich Tamoxifen erhalten hatten.
Die ubrigen 298 Gewebespots, die entweder keine oder eine kombinierte
endokrine Therapie erhalten hatten, sind in der nachfolgenden Auswertung nicht

berucksichtigt.

3.1  FISH-Amplifikationen von HER2, CCND1 und MYC

Von den 516 Tamoxifen-behandelten Tumoren des Arrays konnten 477 (92%)
fur HER2, 464 (90%) fur CCND1 und 396 (77%) fur MYC erfolgreich mit der
FISH analysiert werden. Bei den restlichen Tumoren konnte kein Resultat
erhalten werden, weil entweder der Gewebespot auf dem TMA-Schnitt fehlte
oder weil keine Fluoreszenzsignale fir die entsprechenden Sonden sichtbar
waren. Amplifikationen gemal3 der vordefinierten Kriterien (siehe 2.3.) wurden fir
HER2 in 31 (6,5%), CCND1 in 53 (11,4%) und MYC in 10 (2,5%) der
untersuchten Tumoren gefunden. Dabei zeigten sich in der Regel fur alle drei
Gene hochgradige Amplifikationen mit deutlichen Clustern von mehr als 10
Gensignalen.

HER2 Amplifikationen waren mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium
(p<0,0001), hohem Malignitatsgrad (p<0,0001), positivem Nodalstatus
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(p<0,0001) wund einem negativen ER-Status (p<0,0001) assoziiert.
MYC Amplifikationen waren mit dem Malignitdtsgrad assoziiert (p=0,019).
CCND1 Amplifikationen waren mit keinem pathologischen Parameter assoziiert.
Alle Ergebnisse sind in den Tabellen 3a, 3b und 3c zusammengefasst.
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Tabelle 3a: Zusammenhang zwischen dem Tumorphanotyp und der Haufigkeit
von HER2 FISH-Amplifikationen

HER2

N auf | N Amplifikationen p
TMA analysierbar | in %
Alle 516 477 6,5
Tumoren
Histologie duktal 308 289 9,0
lobular 176 159 2,5 0,0132*
tubular 18 16 0,0
muzin6s 7 7 0,0
papillar 4 3 0,0
medullar 3 3 33,3
Tumor pT1l 319 292 45 0,0383
Stadium
pT2 162 154 9,1
pT3 26 22 18,2
pT4 9 9 0,0
BRE Grad Gl 123 115 0,0 <0,0001
G2 348 320 6,3
G3 45 42 26,2
Nodalstatus | pNO 360 335 3,9 0,0029
pN1 143 130 12,3
pN2 13 12 16,7
ER-Status ER negativ 47 36 30,6 <0,0001
ER positiv 442 426 4,7

* vs duktales Karzinom
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Tabelle 3b: Zusammenhang zwischen dem Tumorphanotyp und der Haufigkeit

von CMYC FISH-Amplifikationen

CMYC

N auf [ N Amplifikationen p
TMA analysierbar | in %
Alle 516 396 2,5
Tumoren
Histologie duktal 308 246 2,8
lobular 176 126 1,6
tubular 18 14 0,0
muzinds 7 6 0,0
papillar 4 0,0
medullar 3 33,3
Tumor pT1l 319 242 2,1 0,0507
Stadium
pT2 162 127 3,9
pT3 26 19 0,0
pT4 9 8 0,0
BRE Grad Gl 123 81 1,2 0,01¢
G2 348 274 1,8
G3 45 41 9,8
Nodalstatus pNO 360 270 2,6 0,1447
pN1 143 115 1,7
pN2 13 11 9,1
ER-Status ER negativ 47 28 3,6 0,5662
ER positiv 442 355 2,0
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Tabelle 3c:

Zusammenhang zwischen dem Tumorphanotyp und der H&aufigkeit
von CCND1 FISH-Amplifikationen

CCND1

N auf [ N Amplifikationen p
TMA analysierbar in %
Alle 516 464 11,4
Tumoren
Histologie duktal 308 284 12,7
lobulér 176 153 10,5
tubular 18 15 0,0
muzin6s 7 7 14,3
papillar 4 2 0,0
medullar 3 3 0,0
Tumor pT1 319 287 9,4 0,087
Stadium
pT2 162 146 11,6
pT3 26 22 22,7
pT4 9 9 44,4
BRE Grad Gl 123 102 59 0,081
G2 348 322 12,7
G3 45 40 15,0
Nodalstatus pNO 360 321 10,3 0,452
pN1 143 132 12,9
pN2 13 11 27,3
ER-Status ER negativ a7 36 8,3 0,065
ER positiv 442 413 11,9
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3.2  Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchun g von HER2

Von den 516 Tumoren des Arrays konnten 469 (91%) erfolgreich mit der IHC
analysiert werden. Bei 47 Tumoren konnte kein Resultat erhalten werden, weil
entweder der Gewebespot auf dem TMA-Schnitt fehlte oder weil keine

Tumorzellen im Gewebespot vorhanden waren.

Die HER2 Immunfarbung war signifikant mit fortgeschrittenem Tumorstadium
(p=0,0224), entdifferenziertem Phéanotyp (p<0,0001) und negativem ER-Status
assoziiert (p<0,0001).

Eine Ubersicht der Ergebnisse der IHC-Analyse ist in Tabelle 4 wiedergegeben.
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Tabelle 4: Zusammenhang zwischen dem Tumorphanotyp und der

Haufigkeit von HER2 Immunhistochemie

HER2 IHC (%)

N auf | n 0 1+ | 2+ | 3+ p
TMA | analysierbar

AlleTumoren| 516 469 55,929,9| 8,3 | 6,0
Histologie | duktal 308 294 50,7 33,3| 82| 7,8

lobulér 176 150 62,71 26,0 8,7 | 2,7

tubular 18 15 86,7 13,3| 0,0 | 0,0

muzinos 7 5 60,0, 0,0 | 40,0 0,0

papillar 4 2 50,0/ 50,0/ 0,0 | 0,0

medullar 3 3 66,7 0,0 | 0,0| 33,3
Tumor pT1 319 283 61,827,9| 6,0 | 4,2| 0,0224
Stadium

pT2 162 152 48,732,9| 10,5 7,9

pT3 26 25 32,0 32,0 20,0| 16,0

pT4 9 9 55,6 33,3| 11,1| 0,0
BRE Grad | G1 123 109 71,622,9| 4,6 | 0,9| <0,001

G2 348 318 52,832,1| 9,1 | 6,0

G3 45 42 38,131,0| 11,9 19,0
Nodalstatus | pNO 360 321 57,329,6| 8,4 | 4,7| 0,510€

pN1 143 137 51,830,7| 8,8 | 8,8

pN2 13 11 63,6 27,3| 0,0 | 9,1
ER-Status | ER negativ 47 44 65,99,1| 0,0| 25,0 <0,001

ER positiv 442 417 54,232,4| 9,4 | 4,1
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3.3 Vergleich von Immunhistochemie und FISH bei HER 2

Ein Ergebnis fir sowohl die HER2 IHC als auch fur die FISH-Analyse war in
448/516 (87%) der Tumoren vorhanden. Der Vergleich zeigte, dass HER2-
Amplifikationen mit der HER2 Proteinexpression assoziiert waren (p<0,0001). So
zeigten 22/28 (79%) der 3+ positiven, aber nur 4/244 (1,6%) der IHC-negativen
Tumoren eine HER2-Amplifikation. Eine Ubersicht der Ergebnisse ist in Tabelle

5 dargestellt.

Tabelle 5: Vergleich HER2-Immunhistochemie und HER2-FISH

N
0 1+ 2+ 3+ p
Amp 31 4 3 2 22 <0,0001
Nor mal 417 240 136 35 6
Gesamt 448 244 139 37 28

3.4 Bedeutung der Genamplifikation fur die Pradikti on des

Tamoxifen-Therapieerfolges

Um den Einfluss der Amplifikation von HER2, CCND1 und MYC bzw. der HER2
Proteinexpression auf das Ansprechen auf die Therapie mit Tamoxifen zu
untersuchen, wurden Kaplan-Meier Uberlebenskurven fiir jeden Marker erstellt.
Fur die CCND1 Amplifikation wurde zudem eine separate Analyse in der
Untergruppe der ER-positiven Patientinnen (gemafR der eigenen Ergebnisse)
durchgefihrt, um eine bessere Vergleichbarkeit mit anderen Studien zu erhalten,
die auch die prognostische Relevanz von CCND1 zum Studienmittelpunkt
hatten. Die Mehrzahl dieser Studien hatte ausschlie3lich ER-positive
Patientinnen in ihre Analyse einbezogen.

Da der préadiktive Wert einer Tamoxifentherapie in CCNDZ1-amplifizierten

Tumoren moglicherweise durch die Verwendung einer (Poly-)chemotherapie
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beeinflusst wird (siehe Diskussion), wurde fur die CCND1 Amplifikation eine
zusatzliche Analyse solcher Patientinnen durchgefiihrt, die mit ziemlicher
Sicherheit keine adjuvante Chemotherapie erhalten hatten (Abb. 6). Als
Endpunkt wurde das Auftreten eines Rezidivs oder Ableben unter der
Tamoxifen-Therapie gewahlt. 6 Patientinnen wurden von der Analyse
ausgeschlossen, weil keine klinischen Follow-up Daten vorhanden waren.

Es zeigte sich, dass sowohl HER2 Amplifikationen als auch CCND1
Amplifikationen mit einem friheren Rezidiv unter der Tamoxifen Therapie
assoziiert sind (Abb. 2, Abb.4, Abb. 5). Zumindest ein Trend (p=0,0890) war
auch fur die HER2 IHC zu sehen (Abb.7). Fir CMYC konnte ein derartiger

Zusammenhang nicht beobachtet werden (Abb 3).
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Multivariate Analysen

Um den Einfluss von Genamplifikationen auf die Patientenprognose unter
Berucksichtigung anderer bekannter Prognoseparameter zu untersuchen, wurde
eine multivariate Analyse durchgefuihrt. Es zeigte sich kein unabhangig

signifikanter Einflu3 fir einen der untersuchten Parameter (Tabelle 6a, 6b, 6c¢).

Tabelle 6a: Multivariate Analyse fur die CCND1-Amplifikation

p-Wert

pT (1-4) 0.0949
PN (0-2) 0.0281*
BRE (1-3)
Grad 0.0541

CCND1 | amp, gain,
normal 0.3811

Tabelle 6b: Multivariate Analyse fur die CMYC-Amplifikation

Parameter p-Wert
pT (1-4) 0.1226
PN (0-2) 0.0465*
BRE (1-3)
Grad 0.0129*

MYC amp, gain,
normal 0.8542
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Tabelle 6¢: Multivariate Analyse fur die HER2-Amplifikation

Parameter p-Wert

pT (1-4) 0.0187*

PN (0-2) 0.1796
BRE (1-3)

Grad 0.0367*
HER2 amp,

normal 0.4578
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Gewebe-Mikroarray mit 814
Mammakarzinomen auf Amplifikationen der Gene HER2, Cyclin D1 und MYC
untersucht. Um die prognostische Relevanz sowie den pradiktiven Wert dieser
Gene insbesondere fir die Tamoxifen-Therapie beurteilen zu kodnnen,
konzentrierten wir uns in der Folge ausschliel3lich auf die 516 Patientinnen, die

als endokrine Therapie lediglich Tamoxifen erhalten hatten.

Fur Cyclin D1, HER2 und MYC ist eine prognostische Bedeutung fir das
Mammakarzinom aus zahlreichen vorhergehenden Studien belegt (Al-Kuraya et
al. 2004, Cuny et al. 2000, Deming et al. 2000, Berns et al. 1992, Seshadri et al.
1996, Naidu et al. 2002). Die vorliegende Arbeit stand unter der Fragestellung,
ob Amplifikationen eines oder mehrere dieser drei Gene beim Mammakarzinom
mit der Resistenz gegen die anti-hormonelle Therapie mit Tamoxifen
einhergehen. Hierzu wurde eine Gewebemikro-Array (tissue microarray, TMA) -
Analyse von 516 Mammakarzinomen durchgefihrt, die als einzige endokrine
Therapie Tamoxifen erhalten hatten. Hierbei handelte es sich Uberwiegend um
frlhzeitige, kleine und gut differenzierte Tumoren. Die gefundenen
Amplifikationsraten fir HER2 (6,5%), CCND1 (11,4%) und MYC (2,5%) weichen
daher auch deutlich von den bekannten Haufigkeiten in konsekutiven
Tumorkollektiven (HER2: 15-20%, CCND1 20%, MYC 5%) ab (Al-Kuraya et al.
2004). Trotzdem waren ausreichend fortgeschrittene, entdifferenzierte und
metastasierte Tumoren auf dem TMA reprasentiert, um den signifikanten
Zusammenhang zwischen Amplifikation und Tumorstadium, Grad und
Nodalstatus zu finden, der aus Studien mit konsekutiven Tumorkollektiven gut
bekannt ist (Al-Kuraya et al. 2004, Cuny et al. 2000) .

Gen-Amplifikationen sind ein typisches Merkmal von genomischer Instabilitat.
Genetisch  instabile Tumoren sind in der Regel durch fehlende
Reparaturfahigkeit, eine groRe Zahl von chromosomalen Aberrationen und ein
aggressives klinisches Verhalten gekennzeichnet (Lingle et al. 2002, Al-Kuraya
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et al. 2004). Es ist daher nicht verwunderlich, dass Amplifikationen zumindest
von HER2 und Cyclin D1 mit einer ungunstigen Prognose assoziiert waren. Fir
MYC konnte diese Assoziation vermutlich vor allem aufgrund der geringen
Anzahl amplifizierter Tumoren (n=10) nicht bestétigt werden. Jedoch l&asst auch
hier die Assoziation mit Stadium und Grad darauf schlieRen, dass in einem
groReren Kollektiv auch ein Prognose-relevanter Effekt fir MYC aufgefallen
ware. Als Endpunkt in der vorliegenden Studie haben wir die Tumorrezidivierung
gewahlt, weil aufgrund der verhaltnismaRig gutartigen Tumoren nur etwa 4,5%
der Patientinnen im Beobachtungszeitraum verstorben waren und somit nicht
geniigend Ereignisse fir eine statistisch sinnvolle Uberlebensanalyse vorhanden

waren.

Um die Frage zu beantworten, ob der unginstige Einfluss der Gen-
Amplifikationen in erster Linie von der Assoziation zu den ohnehin ungtnstig
verlaufenden fortgeschrittenen und entdifferenzierten Tumoren abhangt oder ob
es einen biologisch relevanten Einfluss unabhangig von diesen Parametern gibt,
haben wir eine multivariate Analyse durchgefihrt, welche die klassischen
prognoserelevanten  Faktoren wie Tumorstadium, Nodalstatus sowie
Malignitatsgrad einschloss. Es zeigte sich, dass in unserem Kollektiv keines der
drei analysierten Gene eine vom Tumorstadium, Nodalstatus und
Malignitatsgrad unabhéngige Prognoserelevanz besal. Dieser Befund stimmt
fur HER2 nur bedingt mit der bereits publizierten Literatur Uberein. In Gber 100
Studien wurde der Zusammenhang zwischen einer HER2-Amplifikation oder
Uberexpression mit dem Rezidivrisiko in Mammakarzinom-Patienten untersucht.
In 95 (88%) dieser Studien konnte fur HERZ2 in uni- oder multivariater Analyse
eine prognostische Relevanz nachgewiesen werden. In 68 (73%) von 93 dieser
Studien, die eine multivariate Analyse beinhalteten, hatte eine HER2-
Amplifikation oder Proteiniberexpression einen prognostischen Wert
unabhéngig von allen anderen etablierten Prognoseparametern (Ross et al.
2009). Allerdings bleibt die Interpretation dieser Ergebnisse kompliziert, da die
Mehrzahl der Studien Patienten untersuchte, die verschiedene systemische

adjuvante Therapien erhalten hatten. Insbesondere ein Vergleich der
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Patientenkollektive mit dem der hier durchgefuhrten Studie ist nur bedingt
madglich, da die Art der adjuvanten Therapie in vorigen Studien oft nicht naher
bezeichnet wurde, sich unterschied, oder keine separaten Analysen fur

Tamoxifen-monotherapierte Patientinnen durchgefthrt wurden.

Fur MYC sind bisher nur sehr wenige solcher Analysen durchgefiihrt worden.
Auch hier konnte bisher kein relevanter Effekt festgestellt werden (Planas-Silva
et al. 2007). Angesichts der geringen Haufigkeit von MYC-Amplifikationen
insbesondere in frihen und geringgradigen Mammakarzinomen scheint es aber
ohnehin zweifelhaft, dass MYC eine klinisch relevante Rolle fiir das Versagen

der Hormontherapie spielt.

Diese Situation ist grundlegend anders fur Cyclin D1. Zahlreiche Studien haben
bisher den Einfluss einer Cyclin D1-Amplifkation und/oder Uberexpression auf
das Ansprechen einer Hormontherapie untersucht. Vor allem sechs Studien
zeichnen sich dabei durch eine relativ hohe Fallzahl mit >150 Tumoren aus. Die
grofdte Untersuchung von Rudas et al. (2008) per Immunhistochemie umfasste
beinahe 1000 Patientinnen. Allerdings sind die Ergebnisse dieser Studien
widerspruchlich. In finf dieser Studien wurde eine FISH oder CISH-Analyse zur
Bestimmung der Cyclin D1-Kopiezahl verwendet. Drei dieser Studien fanden die
Cyclin D1-Amplifikation als einen unabhéngigen Prognosefaktor fur das
Versagen einer Tamoxifen-Therapie. Die restlichen zwei Studien konnten zwar in
einer univariaten Analyse diesen Zusammenhang bestéatigen, nicht jedoch
unabhéngig von Tumorstadium und Grad. FiUr diese unterschiedlichen
Ergebnisse scheinen mdogliche technische Grunde - wie etwa eine
unterschiedliche Interpretation der FISH-Ergebnisse - jedoch eher eine
untergeordnete Rolle zu spielen, weil die Haufigkeit der Cyclin D1-Amplifikation
sowohl zwischen den Studien (13%-20%) (Jirstrom et al. 2005, Elsheikh et al.
2007, Kirkegaard et al. 2008, Reis-Filho et al. 2006) als auch mit den in unserer
Studie gefundenen 11% relativ gut Ubereinstimmt. Eine genauere Analyse der
Studien zeigt jedoch deutliche Unterschiede in den Patientenkollektiven. So fallt
auf, dass in den Studien, die eine unabhéngige Prognoserelevanz der Cyclin D1-

Amplifikation fur das Ansprechen auf die Tamoxifen-Therapie finden, die
36



Patienten fast ausschliel3lich mit einer Hormontherapie behandelt worden sind,
ohne dass eine Chemotherapie angeschlossen wurde. Zum Beispiel finden sich
in der Studie von Jirstrom et al. (2005) nur etwa 2% der Patienten, die zusatzlich
zur Tamoxifen-Therapie noch eine Chemotherapie erhalten haben. In der Studie
von El-Sheikh et al. (2008) ist keinerlei Chemotherapie erwahnt. In der Studie
von Petrakova et al. (2008) wird zwar nicht explizit gesagt, welche Fraktion der
Patienten noch eine zusatzliche Chemotherapie erhalten hat. Allerdings wird
erwédhnt, dass die gefundene unabhéngige Prognoserelevanz von Cyclin D1 nur
fur die Tamoxifen-monotherapierte Gruppe gilt und nicht fir die Patienten, die
eine zusatzliche Chemotherapie erhalten hatten. Auch in der grof3en Studie von
Rudas, in der sich in der Immunhistochemie CCND1 als unabhangiger
Prognosefaktor nachweisen liel3, findet sich kein Hinweis auf eine Behandlung
mit Chemotherapie (Rudas et al. 2008).

Diese Studien lassen die Hypothese zu, dass die widersprichlichen Ergebnisse
in Bezug auf den pradiktiven Wert einer Cyclin D1-Amplifikation auf den Profit
von einer Hormontherapie bei Mammakarzinomen offensichtlich stark durch die
zusatzlichen verwendeten Therapieformen beeinflusst wird. Es ist denkbar, dass
die Cyclin DI1-Amplifikation eine etwas aggressivere Form des
Mammakarzinoms bedingt, die durch eine zumindest beginnende generelle
genetische Instabilitat gekennzeichnet ist. Solche Tumoren kénnten potenziell
besonders gut von einer Chemotherapie profitieren, die vor allem auf rasch
proliferierende Zellen wirkt. In Patienten, die zusatzlich zur Hormontherapie eine
solche zytotoxische Therapie erhalten haben, kdnnte der mdgliche préadiktive
Effekt einer Cyclin D1-Amplifikation daher vielleicht nicht mehr deutlich zu
erkennen sein. Fir diese Hypothese spricht, dass zwei Studien mit FISH, die
keine unabhangige Prognoserelevanz fur Cyclin D1 gefunden haben, einrAumen,
zumindest in einem gewissen aber nicht naher definierten Teil der Patienten
zusatzlich eine Chemotherapie gegeben zu haben (Kirkegaard et al. 2008, Reis-
Filho et al. 2006). Um diesen moglichen Einfluss einer Misch-Therapie besser zu
beurteilen, haben wir die Analyse in unserem Kollektiv noch einmal wiederholt.

Wir konzentrierten uns auf das 293 Falle umfassende Subset der Patienten, bei
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dem wir mit ziemlicher Sicherheit davon ausgehen konnen, dass sie lediglich
eine Tamoxifen-Monotherapie ohne zusatzliche Chemotherapie erhalten haben.
Es zeigte sich kein signifikanter prognostischer Unterschied zwischen
amplifizierten und normalen Tumoren. Allerdings war die Zahl der Ereignisse in
diesem Subset moglicherweise zu gering fur eine statistisch sinnvolle Analyse:
Nur 24 Patienten von den insgesamt 293 Patienten dieser Gruppe hatten ein

Rezidiv.

AulRerdem bleibt fraglich, ob aus rein tumorbiologischer Sicht ein
Zusammenhang zwischen einer Cyclin D1-Uberexpression und einem

verminderten Ansprechen auf Hormontherapie Uberhaupt Sinn macht.

Wirde es einen funktionell relevanten Einfluss explizit des Cyclin D geben, so
ware zu erwarten, dass die Uberexpression des Proteins unabhéngig von dem
Genkopiezahlstatus einen solchen Effekt widerspiegeln wirde.
Auch hier sind die publizierten Daten allerdings widersprtichlich. So deutet die
Studie von Jirstrom et al. (2005) darauf hin, dass die unabhéngige
Prognoserelevanz moéglicherweise nur fur das Vorliegen einer Cyclin D1-
Amplifikation, aber nicht einer Uberexpression ohne gleichzeitige Amplifikation
gilt. In dieser Studie zeigten 15 % eine Cyclin D1-Amplifikation. Die erhéhte Gen-
Kopiezahl war signifikant mit einer Proteinexpression assoziiert. Die
unabhangige Prognoserelevanz zeigte sich nur in der kleinen Gruppe der
amplifizierten Tumoren und nicht in der groen mit einer alleinigen
Proteintberexpression. Dieser Befund deutet darauf hin, dass weniger die
Effekte des Genprodukts, sondern mdglicherweise eine mit der Amplifikation
einhergehende genetische Veranderung und Instabilitdt zu dem aggressiveren

Verhalten der Tumorzellen gefuhrt haben kdnnte (siehe unten).

Zumindest in Zellkultur-Experimenten ist jedoch auch ein Zusammenhang
zwischen der Cyclin D1-Uberexpression und Tamoxifen-Resistenz beschrieben
(Wilcken et al. 1997, Kilker et al. 2006, Hui et al. 2002). Die verwendeten
Zelllinien (human breast cancer cells, MCF-7 cells, human breast cancer cells)

gelten zwar als CCND1-Amplifikations-negativ, allerdings ist in diesen Studien
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der CCND1-Genstatus nicht untersucht worden, sodass nicht mit Sicherheit
ausgeschlossen werden kann, dass nicht doch eine CCND1-Amplifikation in den
untersuchten Zelllinien vorlag. Zudem sind diese Studien rein deskriptiv und
bleiben eine plausible Erklarung schuldig, warum die CCND1 Expression
biologisch sinnvollerweise zur Resistenz fuhren konnte. Zwar postulieren Zwijsen
et al. (1997), dass eine Uberexpression von Cyclin D1 die transkriptionale
Aktivitat des Ostrogenrezeptors stimuliert. Dies geschieht gemaR den Autoren
sogar unabhangig von einer Komplexbildung mit einer Cyclin abh&ngigen Kinase
und konnte durch Tamoxifen nicht verhindert werden.

Allerdings wird dieses Erklarungsmodell in einer darauffolgenden Studie nicht
bestatigt. Vielmehr vermuten Pacilio et al. (1998), dass eine CCND1
Uberexpression zwar Einfluss nimmt auf die friihen Zellzyklus-Effekte der
Antiostrogene, dieser Einfluss aber nicht ausreicht, um den zytostatischen Effekt
von Tamoxifen zu verhindern. Dieses Ergebnis wirde demnach gegen eine

biologisch sinnvolle, CCND1 Protein-vermittelte Tamoxifen-Resistenz sprechen.

Neue Erklarungsansatze kommen aus einer Studie von Ishii et al. (2008). Laut
dieser Studie konnte die Resistenz mit der Interaktion zwischen CCND1 und
STAT 3 zusammenhédngen. STAT 3 ist der antiapoptotisch wirkende
Transkriptionsfaktor ,Factor Signal Transducer and Activator of Transcription 3"
(STAT3). CCND1 kann an STAT3 binden und auf diese Weise den
antiapoptotischen Effekt von STAT3 hemmen. Cyclin D1 wirkt dadurch indirekt
proapoptotisch (und somit auch antiproliferativ) (Ishii et al. 2006). Laut Ishii ist
jedoch normalerweise der Uber STAT3 vermittelte proapoptotische Effekt von
CCND1 nur schwach ausgepragt. Ishii et al. fanden bei der Analyse von
Zellinien, dass CCND1 - zumindest in Anwesenheit von Tamoxifen - bevorzugt
an den Ostrogenrezeptor bindet und nicht mehr an STAT 3. Somit fallt die
antiapoptotische Hemmung von STAT3 weg und ruft auf diese Weise eine
gesteigerte Proliferation, gleichbedeutend mit einer Resistenz gegen Tamoxifen,

hervor.

Diese Befunde sind jedoch bisher in keiner anderen Studie bestatigt worden.

Ishii et al. selbst flihren v.a. zwei klinische Studien von Jirstrom et al. (2005) und
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Stendahl et al. (2004) als indirekte Unterstltzung ihrer Hypothese an, weil sich
laut Ishii in beiden Studien in Tamoxifen- unbehandelten Patientinnen ein
prognostischer Vorteil fir CCND1 positive Patientinnen zeigte. Dies wirde die
These von Ishii, dass Cyclin D1 in Abwesenheit von Tamoxifen proapoptotisch

und somit antiproliferativ wirkt, klinisch stttzen.

Wie oben bereits angefuhrt, findet aber Jirstrom zwar fir CCND1
Amplifikationen, aber eben nicht fir die Proteinexpression einen unabhangigen
prognostischen Wert. Jirstrom schlussfolgert sogar, dass aufgrund dieses
Ergebnisses das Cyclin D1 Protein nicht primar in Verbindung steht mit einer
veranderten Antwort auf Tamoxifen - was die Hypothese einer direkten
Interaktion zwischen STAT3, CCND1 und ER eben nicht unterstitzt. Daher stellt
die Studie von Jirstrom nicht nur keinen Beleg fur die experimentellen Daten von

Ishii dar, sie widerspricht diesen sogar.

Die Studie von Stehndahl et al., auf die sich Ishii bezieht, findet unter
unbehandelten Patientinnen tatsachlich einen Uberlebensvorteil von CCND1
Uberexprimierenden Tumoren. Dabei ist zu bedenken, dass es sich hierbei um
ein sehr kleines Kollektiv von 55 Patienten handelte. Darlber hinaus konnte in
dieser Studie die CCND1 Expression ebenfalls nicht als unabh&ngiger

Prognosefaktor etabliert werden.

Deshalb kann die Richtigkeit von Ishiis (Ishii et al. 2008) Modell aufgrund der
schwachen klinischen Datenlage nicht zufriedenstellend geklart werden, auch

wenn es biologisch durchaus plausibel erscheint.

Alternativ zu einer direkten Interaktion zwischen CCND1 und ER/Tamoxifen ist
auch denkbar, dass Amplifikationen ein Subset von genetisch instabilen
Tumoren charakterisierten, das generell durch eine ungunstige Prognose und
daher auch scheinbar vermindertes Ansprechen auf eine Hormon-Therapie
gekennzeichnet ist. So deuten Choschzick et al. (2010) an, dass zumindest ein
Teil der Tumoren mit CCND1 Amplifikation zu einem Subtyp mit besonders
groRer genomischer Instabilitat zahlt. Die Autoren konnten fur diesen so

genannten ,Amplifier Phenotype” zeigen, dass eine Amplifikation des Amplikons
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8921 mit einer zweifach erhdhten Wahrscheinlichkeit einhergeht, auch weitere
Amplifikationen zu entwickeln. Diese Studie zeigte auch, dass die reine Anzahl
der Amplifikationen je Tumor prognoserelevant ist: Je mehr Amplifikationen,
desto schlechter die Prognose. Diese Schlussfolgerungen werden gesttitzt durch
die Ergebnisse von Al-Kuraya et al. (2004). Im Rahmen dieser Studie wurden
mehr als 1700 Tumoren auf Amplifikationen von CCND1, HER2, MYC, MDM2
und EGFR- untersucht. Auch in dieser Studie zeigte sich, dass Koamplifikationen
haufiger auftraten als es die Anzahl der einzelnen Amplifikationen hatte
vermuten lassen und dass die Anzahl der Amplifikationen mit der
Patientenprognose korreliert.

Zwar war die Anzahl der Tumoren mit mehr als einer Amplifikation in der
vorliegenden Studie zu gering (n=3), um einen solchen Zusammenhang zu
zeigen. Jedoch spricht die Tatsache, dass alle untersuchten Genamplifikationen
mit fortgeschrittenen und entdifferenzierten Tumoren assoziiert waren, stark
daflr, dass bei einer gréR3eren Fallzahl ein &hnlicher Effekt auch hier feststellbar

ware.

Zusammenfassend belegen die Daten der aktuellen Studie, dass
Genamplifikationen von CCND1, HER2 und MYC mit entdifferenzierten Tumoren
und einer ungunstigen Prognose einhergehen. Eine unabhéangige
Prognoserelevanz der CCND1-Amplifikation, gleichbedeutend mit einem
pradiktiven klinischen Wert zur Vorhersage des Versagens einer Tamoxifen-
Therapie, konnte jedoch nicht belegt werden. Es scheint vielmehr moglich, dass
Genamplifikationen ein Subset von besonders aggressiven Tumoren
charakterisieren, das generell weniger gut von einer reinen Hormontherapie

profitiert.
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5. Zusammenfassung

Die anti-hormonelle Therapie mit Inhibitoren des ER (z.B. Tamoxifen) oder der
Ostrogen-Synthese ist neben der chirurgischen Tumorresektion die wichtigste
Behandlungsform des Mammakarzinoms. Allerdings sprechen nicht alle
Patientinnen mit ER-positiven Tumoren gleich gut an. Es wird vermutet, dass
Amplifikationen u.a. des Onkogens CCND1 eine wichtige Ursache fir diese

Resistenz sein konnte. Die Studienlage hierzu ist aber bisher widerspruchlich.

Wir untersuchten 516 Brustkrebspatientinnen, die als endokrine Therapie
lediglich Tamoxifen erhalten hatten. Zusatzlich zu Tamoxifen erhielten 149
Patientinnen eine adjuvante (Poly-)chemotherapie. Von den Patientinnen wurde
ein Gewebe-Microarray erstellt. Das Gewebe der Patientinnen wurde mit
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) auf Amplifikationen von HER2, MYC
und CCND1 untersucht. Zusatzlich wurde eine immunhistochemische
Untersuchung von HER2 durchgefiihrt. Von den Patientinnen wurden klinische
Follow-Up Daten erstellt. Als Studienendpunkt wurde ein Rezidiv unter

Tamoxifen-Therapie festgesetzt.

Es zeigten sich folgende Amplifikationshaufigkeiten: HER2 (6,5%), CCND1
(11,4%), MYC (2,5%). HER2 Amplifikationen waren mit einem fortgeschrittenen
Tumorstadium (p<0.0001), hohen Malignitatsgrad (p<0.0001), positivem
Nodalstatus (p<0.0001) und einem negativen ER-Status (p<0.0001) assoziiert.
MYC Amplifikationen waren mit dem Malignitatsgrad assoziiert (p=0.019).
CCND1 Amplifikationen waren mit keinem pathologischen Parameter assoziiert.
Es zeigte sich in der uni- aber nicht in der multivariaten Analyse, dass sowohl
HER2 Amplifikationen als auch CCND1 Amplifikationen mit einem friheren

Rezidiv unter der Tamoxifen Therapie assoziiert sind.

Die Ergebnisse der Studie lassen die Schlussfolgerung zu, dass Amplifikationen
von HER2, MYC oder CCND1 keinen unabhangigen pradiktiven Wert fiur das
Ansprechen oder Versagen einer Tamoxifen-Therapie haben. Vielmehr
charakterisieren Genamplifikationen ein Subset von besonders aggressiven

Tumoren, die generell weniger gut von einer Hormontherapie profitieren.
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