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1 Einleitung

1.1 Grundlagen des Mammakarzinoms

1.1.1 Atiologie
Das Mammakarzinom ist mit einem Anteil von 25% die hdufigste aller malignen

Tumorerkrankungen der Frau. Laut dem Bundesministerium fiir Gesundheit erkranken
jéhrlich 110 von 100.000 Frauen neu an Brustkrebs, wonach jede achte bis zehnte Frau in
threm Leben ein Mammakarzinom entwickelt; dabei ist das Erkrankungsrisiko vom Alter
abhéngig und steigt mit zunehmendem Lebensalter. In der Altersgruppe der 35- bis 55-
jéhrigen Frau ist Brustkrebs die hdufigste Todesursache (westliche Welt). Weltweit werden
circa 350.000 Todesfdlle im Jahr verzeichnet (Psiani et al. 1999).

Die globale Inzidenz des Mammakarzinoms zeigt geographische Unterschiede: Im
Heimatland lebende Japanerinnen erkranken zum Beispiel deutlich seltener an Brustkrebs
als Europderinnen (das Verhidltnis der Neuerkrankungen zwischen Europa und Japan
betrigt 6:1), die Inzidenzrate der nach Amerika ausgewanderten Japanerinnen ist jedoch
erhoht, bei deren dort aufgewachsenen Tochtern sogar noch hoher. Das deutet darauf hin,
dass neben genetischen Faktoren moglicherweise unterschiedliche Lebensgewohnheiten (z.
B. Erndhrung, Adipositas, Hiiftumfang) eine Rolle fiir das Erkrankungsrisiko spielen
(Inumaru et al. 2011). Auch die postmenopausale Hormonersatztherapie, hier insbesondere
eine Kombination aus Ostrogen und Progesteron, scheint, vergleicht man diese mit einer
Ostrogen-Monotherapie, das Brustkrebsrisiko zu erhdhen. Ein besonderer Zusammenhang
wurde gefunden beim Auftreten von Hormon-positiven und wenig differenzierten Tumoren

(Narod 2011).

1.1.2 Brustkrebsformen
Das Mammakarzinom ist eine heterogene Tumorerkrankung, die sich unterschiedlich im

Bezug auf Verlauf, Prognose und Therapie verhilt. Invasive Mammakarzinome entwickeln
sich aus prédinvasiven Vorstufen (Carcinoma in situ), die sich hiufig in der Mammographie
als sogenannte Mikroverkalkungen darstellen lassen. Das Carcinoma in situ ist
gekennzeichnet durch eine neoplastische Proliferation von malignen epithelialen Zellen. Es
ist getrennt vom Bindegewebe durch eine intakte Basalmembran. Zu unterscheiden sind das
wesentlich hadufigere duktale und das lobuldre Carcinoma in situ (DCIS bzw. LCIS). Das
invasive Mammakarzinom ist ein infiltrativ wachsender, d. h. die Basalmembran

iiberschreitender, maligner epithelialer Tumor, der aus seiner Vorstufe, dem Carcinoma in



situ, entsteht. Die gidngige histologische Einteilung der World Health Organisation (WHO)
beschreibt unter vielen anderen die des invasiv-lobuldren Karzinoms und die des invasiv-
duktalen Karzinoms (Tavassoli und Devilee b 2003).

Das lobulire Mammakarzinom, histologisch gekennzeichnet durch ein dissoziertes
Wachstum, ist mit 10-20% aller Mammakarzinome wesentlich seltener. Dabei sind die
Tumorzellen vereinzelt oder in charakteristischen Gruppierungen, wie dem Génsemarsch-
oder dem SchieBscheibenmuster angeordnet. Diese Tumorentitit weist eine genetische
Besonderheit auf. Eine Mutation im E-Cadherin-Gen mit Verlust der Expression dieses
Adhisionsmolekiils fithrt zu einer ausgeprigten und frilhen Metastasierungsbereitschaft
dieser Karzinome (Campbell et al. 2011).

Das invasiv-duktale Karzinom stellt die hdufigste Form des Mammakarzinoms dar. Je nach
Wachstumsmuster unterscheidet man histologisch mehrere Subtypen, wobei ungefahr 60 %
dieser Tumorunterklasse nicht mehr spezifizierbar sind und als NOS (not otherwise
specified) bezeichnet werden (Tavassoli und Devilee a 2003). Daneben existieren weitere
Formen epithelialer, maligner Tumore: das medullére, tubuldre, papillire und das muzindse

Karzinom u. v. m.

1.1.3 Prognosefaktoren
Um den Verlauf und den Therapieerfolg der Tumorerkrankung anndhernd voraussagbar zu

machen, gibt es bestimmte Prognosefaktoren. Die Prognose wird beeinflusst vom
histologischen Tumortyp. So hat zum Beispiel das invasiv-duktale Karzinom eine
schlechtere Prognose, was die 10 Jahres-Uberlebensrate betrifft, als zum Beispiel das
medulldre Karzinom. Der wichtigste Prognosefaktor ist das Staging. Hierbei werden die
Parameter Grofe des Tumors, Lymphknotenbefall und das Vorhandensein von
Fernmetastasen erfasst. Diese Parameter sind in der so genannten TNM Klassifikation der
Union of International Cancer (UICC) zusammengefasst. Weitere Prognosekriterien sind
das Grading, bei welchem der Differenzierungsgrad histologisch bewertet wird. Géngig ist
heute die Einteilung nach Elston und Ellis (Robbins et al. 1995). Zur Einteilung werden die
Art der Driisenbildung, Kernatypien und die Anzahl der Mitosen herangezogen. Diese
ergeben eine Gradeinteilung iiber die Differenzierung eines Mammakarzinoms von 1 bis 3,
wobei 1 fiir eine gute Differenzierung, 3 hingegen fiir einen undifferenzierten Tumor steht
(Tavassoli und Devilee b 2003). Auskunft iiber die Prognose geben auch Lymph- und
Gefédfeinbriiche, wie auch der Befall der Mamille oder der Haut, die prognostisch

ungiinstig zu bewerten sind. Neben diesen allgemeinen Pathogenititsfaktoren eines



malignen Tumors spielt beim Mammakarzinom der Hormonrezeptorstatus eine wesentliche
Rolle hinsichtlich prognostischer und therapeutischer Faktoren. Unterschieden werden hier
Ostrogen- bzw. Progesteron-exprimierende Tumore, welche mit einer besseren Prognose
vergesellschaftet sind, von Hormonrezeptor-negativen Tumoren. Diese zeigen in der
Immunhistochemie keine Expression des Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptors. Ein
weiterer Prognosefaktor ist der Her2-Rezeptor-Status. Her2-Rezeptoren an der Oberfliche
der Tumorzelle sind Bindungsstellen fiir Wachstumsfaktoren, welche in den Teilungszyklus
der Zelle eingreifen. Exprimiert ein Mammakarzinom Her2-Rezeptoren, ist das mit einem

agressiven Krankheitsverlauf assoziiert (Colombo et al. 2011).

1.2 Therapie des Mammakarzinoms

1.2.1 Chirurgie
Die erste Sdule der Therapie ist der chirurgische Eingriff. Ziel der Operation ist die

Tumorfreiheit der Brust und der regiondren Lymphknoten zu erreichen. Wobei heutzutage
meist auf eine radikale Mastektomie verzichtet wird. Angewandt werden héufig die Ablatio
mammae mit Axillarevision oder die Brusterhaltende Therapie (BET). Diese sollte zum
Einsatz kommen, wenn die Tumorgrofle es zulédsst und keine Infiltration von Muskel oder
Hautgewebe zu erkennen ist. Aber auch wenn zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine
Fernmetastasierung vorliegt. In diesem Fall hingt die Prognose nicht vom Lokalbefund ab
und die Nebenwirkungen und Folgeerscheinungen der OP sind zu minimieren. Eine
Lymphonodektomie gehdrt bei beiden Verfahren zum Standard, da der Lymphknotenstatus
ein wichtiges Diagnosekriterium ist. Vor der OP gibt es die Moglichkeit einer
neoadjuvanten Chemotherapie, um einen inoperablen Tumor auf eine operable Gréfle zu

bringen.

1.2.2 Strahlentherapie
Die zweite Séule bildet die Strahlentherapie. Eine primére Bestrahlung ist moglich bei

inoperablen Patientinnen, hat allerdings rein palliativen Charakter. Eine postoperative
Bestrahlung ist bei Brusterhaltender Therapie obligat und sollte nach einer Mastektomie
von groferen Tumoren insbesondere bei Hautinfiltration und Lymphangiosis empfohlen

werden.

1.2.3 Systemische Therapie
Die dritte Séule bildet die systemische Therapie. Sie ldsst sich unterteilen in die

Chemotherapie und in die endokrine Therapie (Zuckerschwerdt a 2008). Wann eine



systemische Therapie angewendet wird, hingt vom Risiko eines Rezidivs ab. Eine
Polychemotherapie ist besonders effektiv bei pramenopausalen Frauen, weniger bei
postmenopausalen (EBCTCG).

Eine endokrine Therapie kann das Wachstum eines Tumors beeinflussen. Ostrogen und
Progesteron binden an ihre Rezeptoren und regulieren unter anderem das Wachstum von
Karzinomzellen. Der Ostrogenentzug ist die bedeutsamste Behandlungsweise in der
endokrinen Therapie. Tumoren postmenopausaler Frauen sind wesentlich hiufiger
rezeptorpositiv (circa 80%) als die Mammakarzinome pridmenopausaler Frauen. (Kohler
und Bissler 1986).

Die Therapie unterscheidet sich dementsprechend auch. Bei prdmenopausalen Frauen wird
Ostrogen vor allem in den Ovarien gebildet. Gute Therapieergebnisse bringen daher eine
Ovarektomie oder der medikamentdse Einsatz von GnRH-Agonisten (z. B. Leuprorelin
[Eligard®], Buserelin [Profact®]) welche iiber die Hypophysen-Hypothalamus-Achse die
Biosynthese der kdrpereigenen, ovariellen Steroide hemmen. Bei postmenopausalen Frauen
werden Ostrogene vor allem in peripheren Geweben produziert. Hier eignen sich zur
Therapie sehr gut Hormonantagonisten. Ein Hormonentzug kann die Zellproliferation
unterdriicken und auch die Apoptose ausldsen (Roberts et al. 2011). Ostrogene bewirken
nach Bindung an ihren intrazelluldren Rezeptor die Synthese von Wachstumsfaktoren, wie
z. B. EGF, IGF und TGFa, die das Wachstum der Tumorzellen stimulieren. Somit wirkt die
Gabe eines ,,Antidstrogens antiproliferativ. Eine endokrine Therapie ist meist weniger
belastend als eine Polychemotherapie (Zuckerschwerdt b 2008) und wird hiufig als
Monotherapie, aber auch in Kombination mit einer Chemotherapie verabreicht. Zu den
Antidstrogenen gehoren die Ostrogenrezeptor-Antagonisten (Tamoxifen®) und die
Aromatasehemmer. Tamoxifen® bindet an den Ostrogenrezeptor und hemmt so die
Expression von Ostrogen-regulierten Genen. So werden z. B. Wachstumsfaktoren und
Promotoren der Angiogenese gehemmt. Auch soll Tamoxifen® die Apoptose der Zelle
induzieren konnen (De Medina et al. 2009). Tamoxifen® wird in der adjuvanten Therapie
beim Mammakarzinom eingesetzt. Es senkt die Rezidivrate und erhdht die Uberlebenszeit
(Lao Romera et al. 2011, Baum et al. 1992). Bei metastasierten Mammakarzinomen wird es
palliativ eingesetzt. Die Wirkung von Tamoxifen® ist bei postmenopausalen Frauen sehr
grof3, bei primenopausalen Frauen ist die Wirkung eingeschrankt, so dass die endokrine
Therapie hdufig mit einer Ovarektomie kombiniert wird, um den Erfolg zu erhéhen. Zudem

wird bei Frauen mit besonders hohem Erkrankungsrisiko (gehéduftes Auftreten in der
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Familienanamnese) Tamoxifen® auch prophylaktisch eingesetzt, da die Nebenwirkungen
vergleichsweise gering sind. Allerdings tritt bei einem nicht unerheblichen (40-50%) Teil
der Patientinnen eine Resistenz gegeniiber Tamoxifen® auf. Es wird eine primére oder
auch De-novo-Resistenz von einer sekunddren oder auch erworbenen Resistenz
unterschieden (Shou et al. 2004). Die primire Form liegt bei Ostrogenrezeptor-positiven
(ER- positiven) Karzinomen vor, die sich schon bei der ersten Behandlung resistent zeigen.
Bei der sekundiren Form entwickelt sich nach einer Phase, in welcher der Tumor auf die
Therapie gut anspricht, im Verlauf der weiteren Behandlung eine Resistenz. Diese
Resistenzen kdnnen darauf beruhen, dass die Tumorzellen Coaktivatoren exprimieren, z. B.
AIB1 (Osborne und Schiff 2003), die Rezeptoren mutiert sind oder eine verdnderte
Signaltransduktion, z. B. PAX2, vorliegt (Hurtado et al. 2008). Ein weiterer
Ostrogenrezeptor-Antagonist ist Toremifen®, welches mit Tamoxifen® eng verwandt ist
und zur Therapie von metastasierten, Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen
eingesetzt wird. Eine zweite Gruppe sind die Aromatasechemmer, welche den
Enzymkomplex Aromatase blockieren und ihre Wirkung unabhingig vom
Ostrogenrezeptor entfalten. Aromatase kommt im Ovar, aber auch im Muskel und
Fettgewebe vor. AuBlerdem findet man diesen Enzymkomplex auch im Tumorgewebe des
Mammakarzinoms. Die Aromatase ist eines der Schliisselenzyme in der Synthese des
kérpereigenen Ostrogens. Bei den Aromatasehemmern unterscheidet man reversible und
irreversible = Hemmstoffe. Zu den  reversiblen = Aromatasechemmern  gehort
Aminoglutethimid. Dieses hemmt lediglich die Aromatase in den peripheren Geweben, ist
hingegen nicht in der Lage, das ovarielle Enzym zu hemmen. Daher eignet sich ein
Therapieeinsatz nur postmenopausal nach Versiegen der ovariellen Hormonproduktion oder
nach durchgefiihrter Ovarektomie.

Neuere Therapieverfahren machen sich die Eigenschaft zu Nutze, dass Tumorzellen
Defekte bestimmter Gene aufweisen, die von Vorteil fiir das Wachstum und das Uberleben
von Tumorzellen sind. Zu den bekanntesten Genen zidhlt HER2/Neu. Da dieses
membransténdige Protein gut durch Medikamente erreicht wird, bietet sich der Rezeptor als
optimales Ziel fiir eine sogenannte genspezifische Therapie an. Im Falle von HER2/Neu
wird ein monoklonaler Antikorper (Trastuzumab; Herceptin®) eingesetzt. Herceptin®
wurde 1998 von der Food and Drug Administration (FDA) zugelassen und gilt als
Paradigma fiir die neue Klasse der genspezifischen Therapeutika. Wird Herceptin® in

Kombination mit einer Chemotherapie eingesetzt, konnen zum Teil spektakuldre Erfolge
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erzielt werden. Im Durchschnitt fiihrt die Behandlung mit Herecptin® zu einer 5-monatigen
Lebensverldngerung, selbst bei Patientinnen mit metastasiertem Karzinom (Stebbing et al.
2000). Zurzeit wird in klinischen Studien die Anwendbarkeit von Herceptin® auch bei der
adjuvanten Therapie beim nicht-metastasierten Mammakarzinom untersucht (Gianni et al.
2011).

Zusammenfassend ergibt sich flir die Behandlung des Mammakarzinoms ein breites
Spektrum an therapeutischen Moglichkeiten. Entscheidend fiir die Auswahl eines
Therapieregimes sind neben Alter der Patientin, Lokalbefund und Metastasierungsgrad
molekulargenetische Klassifizierungen des Tumorgewebes. Dabei spielt die Bestimmung
des Ostrogen- bzw. Progesteron-Rezeptorstatus und die Detektion der Her2/Neu-Rezeptor-

Expression beim Mammakarzinom eine entscheidende Rolle.

1.3 Genetik des Mammakarzinoms

1.3.1 Tumorentstehung
Tumorerkrankungen entstehen als Folge von genetischen Verdnderungen (Mutationen) in

einzelnen Zellen. Verschiedene Mutationsformen sind bekannt. Man unterscheidet auf
DNA-Ebene Punktmutationen (Austausch einer Base gegen eine andere), Deletionen
(Verlust einer oder mehrerer Basen), Insertionen (Einbau einer oder mehrerer Basen),
Duplikationen (Verdoppelung eines Gens oder Sequenzen eines Gens), und
Amplifikationen (Vermehrung eines Gens oder eines ganzen Genomabschnitts). Sind ganze
Chromosomen oder Abschnitte von Chromosomen betroffen, so spricht man von
Chromosomenaberrationen.

Die Ursachen von Genmutationen sind vielféltig. Sie konnen spontan entstehen. Die
Mechanismen ihrer Entstehung gehen dann meist auf zellulire Ereignisse oder
Stoffwechselprozesse zuriick (z. B. Fehler der DNA-Polymerase bei der DNA-Replikation,
zufdllige spontane Verdnderungen in den Basen der DNA, die auf deren Instabilitdt beruhen
oder Fehler beim crossing-over wihrend der meiotischen Rekombination). Mutationen
konnen allerdings auch durch Strahlung (ionisierende Strahlung oder UV-Strahlung) oder
chemische Mutagene (z.B. Tabak, RuB, Anilinfarben) induziert werden.

Diese genetischen Verdnderungen konnen zur Tumorentstehung beitragen, tun dies aber
nicht zwingend. Thre Kanzerogenitdt hdngt vor allem davon ab, auf welcher Ebene der
DNA sie stattfinden. So ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich eine Mutation phéanotypisch
auswirkt, hoher, wenn sie ein Exon betrifft, als wenn sie innerhalb eines Introns liegt.

Entscheidend ist auch, in welche Prozesse (z. B. Zellproliferation) das Genprodukt, fiir
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welches das mutierte Gen kodiert, involviert ist. Inzwischen ist eine Vielzahl von Genen,
die an der Tumorentstehung beteiligt sind, bekannt. Hierbei lassen sich Gene, die durch
Mutation oder Fehlregulierung direkt an der malignen Transformation einer Zelle beteiligt
sind (Onkogene) unterscheiden, von Genen, die durch den Verlust ihrer Funktion zur
malignen Entartung beitragen (Tumorsuppressorgene). Onkogene sind beispielsweise das
BCL2-Gen bei Lymphomen, das MYC-Gen beim Burkitt-Lymphom und auch eine
Amplifikation des ERBB-2-Gens beim Mammakarzinom und bei Glioblastomen. Bekannte
Tumorsuppressorgene sind p53 bei kolorektalen und anderen Karzinomen und das RB1-
Gen beim Retinoblastom. Dennoch reicht eine einzige Mutation eines zelluldren Gens meist
nicht aus, um eine Zelle maligne entarten zu lassen. Da entartete Zellen mehrere
Eigenschaften (z. B. substratunabhingiges und immortalisiertes Wachstum, fehlende
Kontaktinhibition, fehlende Alterung der Zellen) besitzen miissen, um erfolgreich klonal
expandieren zu konnen, miissen normalerweise mehrere Mutationen innerhalb eines
Zellklons stattfinden. Dafiir spricht auch, dass die Haufigkeitsgipfel vieler Tumoren im
fortgeschrittenen Alter liegen. So werden Mutationen, die fiir die maligne Entartung eines
Zellklons nétig sind, nach und nach iiber einen langen Zeitraum erworben. Diesen Prozess
beschreibt das sogenannte Stufenmodell der Karzinogenese. Ein recht anschauliches
Beispiel hierfiir ist die Adenom-Karzinom-Sequenz bei der Entwicklung kolorektaler
Karzinome. Diese beschreibt, dass die meisten kolorektalen Karzinome iiber Stufen
genetischer Mutationen (z. B. eine Mutation im KRAS-Gen oder im APC-Gen) aus
Adenomen, den sogenannten Darmpolypen, resultieren (Vogelstein et al. 1988).

Auch fiir das Entstehen des Mammakarzinoms wird ein dhnlicher Prozess angenommen.
Arbeitsgruppen um Sjoblom (Sjoblom et al. 2006) und Wood (Wood et al. 2007)
beschrieben im Durchschnitt 14 Mutationen, die beim Tumorgeschehen des
Mammakarzinoms eine Rolle spielen. Interessanterweise ergab sich fiir jeden untersuchten
Tumor (das Kollektiv wurde gebildet aus elf Mammakarzinomen und zwei normalen
Referenzgeweben) eine individuelle Genkartierung, deren genaue Betrachtung zu gewissen
Uberschneidungen der Genmutationen beziehungsweise den Genprodukten fiihrte. Eine
Vielzahl der detektierten Gene kodierte fiir Transkriptionsfaktoren, Zelladhdsionsproteine
oder Signaltransduktionswege. Besonders hédufig fanden sich beim Mammakarzinom Gene
bzw. Genprodukte, die in Signalkaskaden unter Beteiligung von Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K) und von Nuklearem Faktork B (NF-kB) eingreifen.

Neben diesen spontan entstandenen Mammakarzinomen mit zahlreichen, genetischen

Verinderungen der Chromosomen existiert zudem eine erbliche Form mit erhdhter
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Disposition fiir Mammakarzinome. Dieses sogenannte familidire Mammakarzinom
beobachtet man bei circa 5-10% aller Brustkrebspatientinnen. Es zeichnet sich durch ein
besonders frithes Erkrankungsalter und durch einen hiufig beidseitigen Befall der Mammae
aus. Zugrunde liegen diesem zwei Dispositionsgene; das BRCA1-Gen (englisch: breast
cancer-1) mit seinem Genlokus auf dem Chromosom 17g21 und das BRCA2-Gen auf dem
Chromosom 13q12-13. Beschrieben wurden diese von Miki (Miki et al. 1994) und Wooster
(Wooster et al. 1995).

Hinsichtlich der Tumorgenese des Mammakarzinoms im Allgemeinen bestehen
unterschiedliche Modelle: Bombonati verdffentlichte 2011 eine Zusammenfassung der
gangigen Theorien (Bombonati und Sgroi 2011). Wellings postulierte 1973 das lineare
Modell, welches, insbesondere beim Entstechen des duktalen Karzinoms, einen

mehrstufigen, linearen Prozess der Tumorgenese beschreibt (Wellings und Jensen 1973).

Normal

Abbildung 1: Modell der klassischen Tumorprogression (Abbildung modifiziert entnommen aus: Bombonati
und Sgroi 2011). Gezeigt ist die Entstehungskaskade eines invasiv-duktalen Karzinoms (IDC) ausgehend von
der normalen epithelialen Zelle (Normal) iiber die flat epithelial Atypia (FEA), die atypical ductal
Hyperplasia (ADH) und das duktale Carcinoma in situ (DCIS).

Ergédnzt wurde dieses durch zwei weitere Modelle. Das Modell der klonalen Evolution
besagt, dass eine Tumorzelle auf ihrem Weg von der normalen Zelle eine Vielzahl von
Mutationen akkumuliert, welche ihr im Sinne der natiirlichen Selektion einen
Uberlebensvorteil liefert und somit zur Tumorgenese fiihrt. Der weitere Weg beschreibt
einen Prozess der genetischen Instabilitit und der unkontrollierten Proliferation, welcher
neue Tumorzellen mit weiteren Mutationen und Eigenschaften generiert; ein Prozess, der
als Tumorprogression bezeichnet wird. Angenommen wird, dass zum einen
Subpopulationen entstehen, welche weitere Uberlebensvorteile (z. B. Resistenz gegeniiber
Apoptose, Bereitschaft zur Invasivitidt und Metastasierung) entwickeln, zum anderen aber
auch Subpopulationen aufkommen, die schwinden. So wiirde es zum Entstehen von
tumoraler Heterogenitit kommen. Diese konnte dann wiederum als Erkldrungsansatz fiir
das Entstehen einer Therapieresistenz, im Sinne eines Selektionsdruckes, oder eines

Rezidivs nach Tumorfreiheit dienen.
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Das zweite Modell wird als Tumor-Stammzell-Hypothese bezeichnet. Dieses beruht auf der
Annahme, dass eine Tumor-Stammzelle aus einer Organ-ansdssigen Stamm- oder
Progenitorzelle entsteht. Somit besitzt diese Eigenschaften der Selbsterneuerung und kann
im weiteren Prozess der Differenzierung unterschiedliche Tumorformen ausbilden. Ein
kleiner Anteil eines Tumors besteht weiterhin aus diesen Tumor-Stammzellen. Zur
Tumorprogression und Metastasierung kidme es, wenn es zur Aussaat einer Tumor-
Stammzelle kommt. Auch das Auftreten eines Rezidivs wire darin begriindet, dass die
Tumor-Stammzelle mdglicherweise von der Therapie unbeeinflut bleibt. Wiederum
miisste man von tumoraler Heterogenitét hinsichtlich vieler Eigenschaften je nach weiterer

Differenzierung der Tumor-Stammzelle ausgehen (Campbell und Polyak 2007).

Breast Stem Cell
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Molecular
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Abbildung 2: Modell der molekularpathologischen Tumorprogression (Abbildung modifiziert entnommen
aus: Bombonati und Sgroi 2011) Die Brust-Stammzelle (Breast Stem Cell) besitzt die Eigenschaft zur
Selbsterneuerung (gebogener schwarzer Pfeil) und bildet eine gemeinsame Progenitorzelle (Common
Progenitor) aus. Diese wiederum differenziert zur myoepithelialen bzw. luminalen Progenitorzelle
(Myoepithelial/Luminal Progenitor). Als Endprodukt des Differenzierungsprozesses entstehen die
unterschiedlichen Brustzelltypen: myoepitheliale (Myoepithelial Cells), luminale (Luminal Cells) und duktale
(Ductal Epithelial Cells) Zellen. Der Differenzierungsprozess wird iiber parakrine Sekretion des RANK-
Liganden von den differenzierten, Ostrogen- und Progesteron-regulierten, duktalen Zellen gesteuert.
Hinsichtlich der Karzinogenese miindet der Differenzierungsprozess in einer unten detailliert beschriebenen

molekularpathologischen Einteilung der unterschiedlichen Brustkrebsformen.

Interessanterweise  orientieren sich die jiingsten  Studienergebnisse an den
molekularpathologischen Subtypen des Mammakarzinoms und zeigen, dass die

Tumorprogression in starkem Zusammenhang mit dem histologischen Grading steht
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(Bombonati und Sgroi 2011). Letztendlich scheinen die Modelle der Tumorgenese und
Progression zu {iberlappen und sollten im Zusammenspiel dem Verstindnis der (molekular)
pathologischen Grundlagen dienen. Die aktuelle Studienlage beschreibt friihe, genetische
Alterationen, die sowohl in den Vorstufen (z. B. DCIS) als auch in den invasiven
Karzinomen gefunden werden. In diesem Sinne ist eine Arbeit von Buerger, Otterbach und
Simon insbesondere in Bezug auf duktale Karzinome und deren Vorstufen, zu bewerten.
Auffilligkeiten hinsichtlich bestimmter DNA-Verluste bzw. -Zugewinne und hinsichtlich
des histologischen Gradings konnten in Zusammenhang gebracht werden mit der
Entwicklung eines DCIS in eine invasive Brustkrebsform. Die untersuchten Tumore wiesen
einen hohen Grad an Ubereinstimmung hinsichtlich des Differenzierungsgrades auf. So
scheint ein Entwicklungspfad u. a. iiber einen Verlust von Chromosom 16q in gut bis
méBig differenzierte Vorstufen und Karzinome zu miinden, wéhrend der alternative Pfad z.
B. iiber einen Zugewinn von 11ql3 iiber miBig bis schlecht differenzierte prdinvasive

Lisionen in G2- bis G3-Karzinomen verlduft (Buerger et al. 1999).

1.3.2 Genetische Subtypen
Das Genexpressionsmuster, welches mit DNA-Microarrays aus dem Tumorgewebe

bestimmt werden kann, lidsst eine neue molekulare Tumorklassifikation zu (Carey et al.
2006). Es werden hier fiinf verschiedene genetische Subtypen des Mammakarzinoms
unterschieden:
-Hormonrezeptorpositive Tumoren mit geringer Aggressivitit (Luminal-A, 62,5%),
-Hormonrezeptorpositive Tumoren mit hoherer Aggressivitdt (Luminal-B, 18%),
-HER2-positive Tumoren (erbB2-Phinotyp, 9,9%) und
-Hormonrezeptor- und HER2-negative Karzinome mit Basalzell-Eigenschaften
(basal, 8,4%),
-Hormonrezeptor- und HER2-negative Karzinome ohne Basalzell-Eigenschaften
(normal, 1,4%). (Arrechea Irigoyen et al. 2011)
Diese Einteilung, die mdglicherweise in Zukunft zunehmend pradiktive Aussagen
hinsichtlich des Therapieansprechens (z. B. gegeniiber einer endokrinen oder systemischen
Chemotherapie), des Krankheitsverlaufs und der Prognose zulassen wird, ist aktuell

Bestandteil vieler Studien.

1.3.3 Amplifikationen
Das Vorhandensein einer erhdhten Kopiezahl einzelner Gene oder ganzer Genomabschnitte

bezeichnet man als Amplifikation. Dadurch sind DNA-Abschnitte hidufiger als im normalen
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diploiden Chromosomensatz reprisentiert und kdnnen zu einer starken Uberexpression der
zugehorigen Genprodukte fithren. Beim Vorhandensein einer solchen Amplifikation eines
Genomabschnittes, welcher beispielsweise fiir wachstumsregulierende Prozesse einer Zelle
verantwortlich ist, kann der mutierten Zelle durch die Uberexpression der Genprodukte (z.
B. Wachstumsfaktoren, Hormonrezeptoren) ein Wachstums- bzw. Uberlebensvorteil
gegeben sein. Der molekulare Mechanismus, der diesen chromosomalen Instabilititen
zugrunde liegt, ist nicht vollstindig bekannt. Die gingigste Theorie fiir das Entstehen
mitotischer Abnormalitdten und spezifischer genomischer Rearrangements ist der
sogenannte ,,Breakage Fusion Bridge“-Mechanismus (Narayanan und Lobachev 2007).
Dieser beschreibt einen Reparaturmechanismus nach einem Strangbruch und dem Verlust
eines Telomers wéhrend der Mitose durch die Fusion beider Schwesterchromatiden und
dem erneuten Anbau der Telomerregion. So entstehen nach Abschluss der Mitose eine
Tochterzelle mit amplifiziertem Genmaterial und eine Tochterzelle, die gekennzeichnet ist
durch einen Verlust dieses Materials.

Gingige Methoden, um Amplifikationen auf genetischer Ebene zu detektieren, sind unter
anderem die 1992 erstmals beschriebene, vergleichende genomische Hybridisierung
(Comparative Genomische Hybridisierung, CGH) (Kallioniemi et al. 1992), die

weiterentwickelte Array-CGH sowie die Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung.

1.3.3.1 Comparative Genomische Hybridisierung (CGH)
Die zu untersuchende DNA wird gegen eine normale Referenz-DNA gemessen. Beide

unterschiedlich Fluoreszenz-markierten DNAs werden auf Metaphase-Chromosomen
hybridisiert, wo sie um Bindungsstellen an der DNA konkurrieren. Die Auswertung erfolgt
fluoreszenzmikroskopisch und orientiert sich an den verschiedenen fluoreszierenden
Signalen zwischen der normalen Probe und derjenigen mit den DNA-Zugewinnen bzw. -
Verlusten. Dabei stellt die konventionelle CGH ein rein qualitatives Verfahren dar. Ein
Nachteil besteht im limitierten Auflosungsvermdgen. DNA-Verdnderungen, die kleiner als
5-10 MB sind, konnen nicht detektiert werden.

Die Array-CGH (aCGH) ist eine Weiterentwicklung der konventionellen CGH und bedient
sich vorgefertigter Mikroarrays (Solinos-Toldo et al. 1997): als Targets dienen auf der
Oberflache eines Glasobjekttragers definierte DNA-Fragmente. Die Fragmente sind so
ausgewdhlt, dass sie das menschliche Genom moglichst gleichmiBig repriasentieren. Fiir die
Analyse werden etwa gleiche Mengen der Patienten- und einer genomischen Referenz-

DNA auf dem Array hybridisiert. Da die DNA-Proben von Patient und Referenz mit
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unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, fithrt eine numerische Verdanderung
im Patientengenom {iber eine Verschiebung im Hybridisierungsverhiltnis zu einer
Farbverschiebung des Fluoreszenzsignals einzelner Fragmente. Dieses Verfahren ist
wesentlich hochaufldsender als die konventionelle CGH. Es kénnen Genomabschnitte mit

bis zu <1 MB dargestellt werden.

1.3.3.2 Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH)
Die Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) wurde Anfang der 80er Jahre erstmals

beschrieben (Langer-Safer et al. 1982) und gewann seitdem an Bedeutung. Hauptséichliche
Einsatzgebiete sind heutzutage die prd- und postnatale Chromosomenanalyse sowie
Anwendungen in der molekularen Pathologie, der Himatologie und der Krebsforschung.
Die FISH kann numerische und strukturelle Chromosomenverinderungen an
Metaphasechromosomen aus kultivierten Zellen sowie direkt an Interphasezellkernen und
sogar in Gewebeproben, die iiber Jahrzehnte archiviert wurden, nachweisen. Die
Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung basiert auf der Basenpaarung von markierten DNA-
Sonden mit ihren komplementidren DNA-Zielsequenzen. Sie lauft in mehreren Schritten ab;
zunichst findet die Markierung entweder direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff oder
indirekt mit einem primér nichtfluoreszierenden Produkt statt. Anschlieend wird die DNA
aus ihrer doppelstrangigen Struktur gebracht, sie wird denaturiert. In weiteren Schritten
wird die Sonden-DNA an der komplementiren DNA hybridisiert und ein Uberschuss an
ungebundener DNA wird durch eine Waschung entfernt. Zur besseren Darstellung wird
durch den Einsatz eines Komplementarfarbstoffes (zum Beispiel DAPI) die zellulire DNA
gegengefarbt. Direkt Fluoreszenz-markierte DNA gibt nun unter dem Einsatz eines
entsprechenden Fluoreszenzmikroskopes deutliche Signale, widhrend der Einsatz eines
nichtfluoreszenzgekoppelten Reagens einen weiteren Arbeitsschritt bendtigt. Die
markierten DNA-Sonden miissen mit einem Fluoreszenz-markierten Antikorper gekoppelt

werden.

1.3.4 Her2/Neu-Amplifikation
Zu den wohl bekanntesten Amplifikationen zdhlt Her2/Neu, welches fiir einen

Oberflachenwachstumsrezeptor mit Tyrosinkinaseaktivitit kodiert. Das Her2/Neu-Gen liegt
bei ca 20-30% der Mammakarzinome amplifiziert vor (Burandt und Sauter 2010). Das
heiflt, anstelle der ,normalen* zwei Genkopien konnen in amplifizierten Tumorzellen
dutzende bis iiber hundert Genkopien vorliegen. Die Her2/Neu-Amplifikation fiihrt zu einer

massiv vermehrten Expression des Her2/Neu-Rezeptorproteins auf der Zelloberfldche. Die
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Rezeptormolekiile werden durch Homo- oder Heterodimerisierung mit anderen, eng
verwandten Rezeptoren (Mitgliedern der sogenannten Epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor-Familie: Herl, Her2 und Her4) aktiviert und fiihren so zu einem
permanenten Wachstumsstimulus flir die Tumorzellen. Weil der Her2/Neu-Rezeptor in
normalem menschlichen Gewebe so gut wie nicht exprimiert wird, das Tumorwachstum in
starkem Mall vom Her2/Neu-Rezeptor abhingt, und weil Her2/Neu als membranstandiges
Protein gut durch Medikamente erreichbar ist, bietet sich der Rezeptor als optimales Ziel
fiir eine sogenannte genspezifische Therapie an. Eine wichtige Ausnahme bildet der
Herzmuskel, welcher ebenfalls Her2/Neu exprimiert. Somit erkldrt sich die seltene
Komplikation der Kardiomyopathie in Folge einer Therapie mit Herceptin®, die dann den
Abbruch der Therapie erfordert (Singer et al. 2008). Erstaunlicherweise werden Her2/Neu-
Amplifikationen nicht ausschlieBlich beim Mammakarzinom sondern auch bei Tumoren
der Harnblase (Wang et al. 2007), der Gallenwege (Nakazawa et al. 2005) und des
Osophagus (Reichelt et al. 2007) gefunden. Ob eine Herceptin®-Therapie auch bei diesen

Tumoren wirksam ist, ist gegenwértig Gegenstand laufender klinischer Studien.

1.3.5 Ostrogenrezeptoren und ESR1-Amplifikation
Die Abhéngigkeit vieler Mammakarzinome von weiblichen Geschlechtshormonen durch

die Uberexpression des Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptors ist schon lange bekannt und
wird seit gut 30 Jahren auch medikamentos genutzt (Adelson et al. 2011).

Der Ostrogenrezeptor gehdrt zur Familie der Steroidrezeptoren und befindet sich im
Zytoplasma (nicht auf der Zelloberfldche) der hormonabhéngigen Zellen. Auf molekularer
Ebene bindet Ostrogen nach Passage der Zellmembran an diesen zytoplasmatischen
Rezeptor, welcher durch die Ligandenbindung phosphoryliert und dadurch aktiviert wird.
Aktivierte Rezeptormolekiile bilden Dimere und wandern in den Zellkern, wo sie ihre
Funktion als Transkriptionsfaktoren entfalten konnen. Dabei initiieren sie nach Bindung an
die DNA die Expression bestimmter Gene, deren Genprodukte im Falle des
Brustdriisengewebes ein Wachstum der Brustdriisenzellen verursachen. In menschlichen
Geweben finden sich zwei unterschiedliche Ostrogenrezeptoren (ER), welche jeweils von
einem eigenen Gen kodiert werden und in den verschiedenen Geweben durchaus
unterschiedliche Expressionsmuster aufweisen (Pfaffl et al. 2001). Diese werden als ER-
alpha (Gen 6g25.1) und als ER-beta (Gen 14q22-q24) bezeichnet. Die beiden kodierenden
Gene heiBen ESR1 bzw. ESR2. Zunichst wurde im Jahr 1958 der Ostrogenrezeptor ER-
alpha beschrieben (Enmark und Gustafsson 1999). 1996 wurde (Kuiper et al. 1996) der
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zweite Ostrogenrezeptor ER-beta erstmalig isoliert. Beide Rezeptortypen zeigen
biochemisch gewisse Ahnlichkeiten und weisen einen hohen Grad an Homologitit im
Aufbau der ligandenbindenden ,,activation function-2“ (AF-2) und der DNA-bindenden
Doméne auf. Unterschiede zeigen sich in der Struktur der ,,activation function-1“- (AF-1)
Doméne. Hierbei scheint die Aktivitit von sogenannten ,,estrogen response elements* bei
ER-alpha viel groBler zu sein als bei ER-beta (Cowley und Parker 1999). Wihrend dem ER-
alpha eine durch Ostrogene stimulierte Proliferation der Zielgewebe zugeschrieben wird, ist
iiber die Funktion und klinische Relevanz des ER-beta wenig bekannt. Es wird
angenommen, dass ER-beta in seiner Funktion der des ER-alpha entgegenwirkt und somit
zu einer Reduktion der proliferationsfordernden Stimuli fiihrt (Omoto et al. 2003).

Im Falle des ESR1-Gens konnte mehrfach gezeigt werden, dass dieses in bis zu 20% der

Mammakarzinome amplifiziert vorliegt (Holst et al. 2007, Tomita et al. 2009).

1.4  Metastasierung

Die Invasivitit und die Fiahigkeit, Metastasen auszubilden, ist ein wesentliches Merkmal
maligner Tumore. Hierbei dringen Tumorzellen in einem mehrstufigen Prozess zunichst in
das benachbarte Gewebe ein, was mit einer Zerstorung (Destruktion) der normalen
Gewebestruktur einhergeht. Dieser Vorgang wird als Invasion bezeichnet und 148t sich in
drei Phasen gliedern: Der Auflosung von Zell-Zell-Kontakten, dem enzymatischen Umbau
und der aktiven Bewegung der Tumorzelle, auch als Lokomotion bezeichnet. Im Falle des
Mammakarzinoms beschrieben Levental et al. eine Alteration der Integrin-Signalkaskade,
welche es der Karzinomzelle ermdglicht tiber eine Verdnderung der Kollagenvernetzungen
die extrazelluldre Matrix zu modifizieren (Levental et al. 2009). Angenommen wird, dass in
den meisten Karzinomtypen der Schritt der Invasion in einem kohdsiv-multizelluldren
Verband stattfindet; ein Prozess, der als kollektive Invasion bezeichnet wird. Denkbar ist
auch eine Invasionskaskade einzelner Tumorzellen. Zwei Modelle werden hierbei
unterschieden: Die mesenchymale Invasion ist abhédngig von Interaktionen der Protease,
Aktin- und Myosinfibrillen sowie von Intergrinen, wohingegen das Modell der amdboiden
Invasion unabhéngig ist von diesen Proteininteraktionen und iiber die Rho/ROCK-Kaskade
ablduft (Friedl und Wolf 2003). Ergidnzt wurde diese Einteilung von Thiery et al. durch die
sogenannte epitheliale-mesenchymale Transition: Die Karzinomzelle verldsst durch
Verdnderungen des Proteinmusters den epithelialen Verband, indem sie mesenchymale
Eigenschaften annimmt. Die Tumorzelle vermindert die Expression von E-Cadherin,

welches fiir den Zellverband in Epithelien verantwortlich ist, und exprimiert mesenchymale
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Transkriptionsfaktoren, wie ZEB1 und ZEB2. Vermittelt wird dieser Prozess durch miR-
200 (Thiery et al. 2009). Angekommen im umgebenden Gewebe, muss sich die Tumorzelle
mit einer Vielzahl von Stromazellen auseinandersetzen. Im Falle des Mammakarzinoms
konnte gezeigt werden, dass gewisse Stromazellen fiir das Tumorwachstum stimulierende
Botenstoffe aussenden; zum Beispiel IL-6 durch Adipozyten (Dirat et al. 2011).

Die eigentliche Metastasierung (griechisch: metastasis= Wegzug) im ndchsten Schritt ist
die Verschleppung von Tumorzellen des Primértumors in andere Korperregionen mit
Ausbildung einer Tochtergeschwulst (Metastase, Filia). Diese erfolgt nach einer
Metastasierungskaskade. Zuerst dringt die Tumorzelle in den Metastasierungsweg ein, es
kommt zur Intravasation. Dies geschieht wie bei der Invasion iiber dhnlich komplexe
Prozesse. Involviert sind hier unter anderem Wachstumsfaktoren: Der Cytokin-
transforming growth factor-beta, TGFP (Giampieri et al. 2009) und der Epidermal growth
factor, EGF (Wyckoff et al. 2007). Darauf folgt die Verschleppung der Tumorzelle, die
durch die anatomischen Strukturen in gewissem Malle vorgegeben ist. Anschliessend tritt
die Zelle aus dem Metastasierungsweg aus. Es findet die sogenannte Extravasation statt.
Wiéhrend dieser Vorginge muss sich die Tumorzelle mit vielen Immunreaktionen
auseinandersetzen. Der Grofteil der Tumorzellen {iberlebt den Weg der Metastasierung
nicht. Die Verschleppung kann lymphogen, hdmatogen oder kavitdr erfolgen. Bei der
lymphogenen Metastasierung kommt es zur Tumorausbreitung liber die Lymphwege mit
Tumoransiedlung in den Lymphknoten und Lymphbahnen. In den Lymphknoten fiihrt das
Tumorwachstum zur Verdrangung und Infiltration des lymphatischen Gewebes; es kommt
zu einer tumordsen Vergroferung. Dabei kdnnen Lymphknotenstationen hintereinander
befallen sein, es ist aber auch moglich, dass einzelne Stationen iibersprungen werden.
SchlieBlich finden Tumorzellen iiber den Ductus thoracicus Anschluss an den Blutkreislauf.
Bei der hidmatogenen Metastasierung kommt es zum FEintritt der Tumorzellen ins
Blutsystem durch die direkte Intravasation von maligne entarteten Zellen in Kapillaren und
kleine Venen. Im Blutkreislauf angekommen, wird die Zelle mit der Blutzirkulation
transportiert. Die Tumorzelle, auf ihrem Weg durch die Blutbahn als zirkulierende
Tumorzelle (Nagrath et al. 2007) bezeichnet, muss sich erneut mit Immunprozessen,
Scherkréften uvm. auseinandersetzen. Ein wesentlicher Schutzmechanismus scheint hierbei
die Ausbildung eines ummantelnden Thrombus zu sein. Ein Prozess, der durch die
Expression von Tissue Factor in Interaktion mit Thrombozyten stattfindet (Joyce und
Pollard 2009). Durch Haftung der Zelle am Endothel kommt es zur Arretierung und

anschliefend zur Extravasation. Ein Prozess, der bei Mammakarzinomzellen am Beispiel
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der pulmonalen Filialisierung untersucht wurde. Hier scheint die Expression von
Metadherin die Bindung an pulmonale Blutgefifle zu ermdglichen (Brown und Ruoslahti
2004). Dabei penetriert die Tumorzelle den Kapillarfilter und emigriert aus dem
GefiBsystem. Zunichst ging man davon aus, dass diese Kaskade Ahnlichkeiten mit der
Intravasation aufweist. Durch die unterschiedliche Zusammensetzung der anderen
Korpergewebe fehlen hier jedoch die zur Intravasation am Ort des Primédrtumors anséssigen
Zellen und das entsprechende Mikromilieu. Beispielsweise fehlen im Falle des
Mammakarzinoms die an der Intravasation beteiligten Tumor-assoziierten Makrophagen in
anderen Korperregionen. Gupta et al. beschrieben erneut anhand der pulmonalen
Filialisierung ein spezielles Genexpressionsmuster, u. a. unter Beteiligung von
Angiopoietin-like-4, welches die pulmonale GefiBwand hyperpermeabel und somit
penetrierbar fiir die Tumorzelle machte (Gupta et al. 2007). Interessanterweise konnten
Tumorzellen mit eben diesem Genexpressionsmuster die Extravasation in Blutgefd3en des
Knochens nicht bewiltigen (Padua et al. 2008). Es ist davon auszugehen, dass jedes
Zielgewebe, bzw. dessen Blutgefdfle, iiber einen individuellen Mechanismus penetriert
wird. Somit ist der Weg zur Bildung von Tochtergeschwulsten in anderen Korperregionen
geebnet. Dort angekommen, muss sich die Tumorzelle (dann auch als Mikrometastase
bezeichnet) mit den neuen Gegebenheiten des Gewebes auseinandersetzen und muss sich
diesen anpassen, bzw. passt das Mikromilieu des fremden Gewebes durch Aussendung
bestimmter Signale durch den Priméartumor, u. a. Lysyl Oxidase (Erler et al. 2009), den zur
Absiedlung notwendigen Bedingungen an. AnschlieBend beginnt sie mit der Proliferation
und somit der Ausbildung einer klinisch detektierbaren Metastase, der sogenannten
Makrometastase. Ein Prozess, den Fidler als metastatische Kolonisation bezeichnet (Fidler
2003). Auch dieser unterliegt dulerst komplexen Gegebenheiten. Bereits Paget entdeckte
vor 120 Jahren, dass unterschiedliche Tumorarten bestimmte Zielgewebe zur
Metastasierung bevorzugen. Er formulierte die Seed-and-Soil-Hypothese (Valastyan und
Weinberg 2011). Aus heutiger Sicht ist deutlich, dass fiir diese revolutionidre Beobachtung
wahrscheinlich fiir jedes Zielgewebe individuell giiltige, molekularpathologische Prozesse
eine Rolle spielen. Beim Mammakarzinom sind bereits einige der verantwortlichen Gene
zur Ausbildung von Filiae im Knochen (Kang et al. 2003), der Lunge (Minn et al. 2005),
dem Gehirn (Bos et al. 2009) und der Leber (Tabari¢s et al. 2011) bekannt.
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Abbildung 3: Verantwortliche Genprodukte fiir die Ausbildung von Fernmetastasen beim Mammakarzinom

(Abbildung modifiziert entnommen aus: Valastyan und Weinberg 2011).

Die Metastasierung beim Mammakarzinom erfolgt hdufig schon recht friith, sodass bei
Diagnosestellung der Tumor schon gestreut hat. Das Mammakarzinom streut lymphogen,
wie auch hidmatogen. Bei der lymphogenen Metastasierung sind vor allem die
Lymphknotenstationen entlang der Vena axillaris betroffen. Die Lymphknoten der Axilla
werden dabei in drei Etagen eingeteilt. Eine erste Etage im unteren Abschnitt der Axilla
beinhaltet die Lymphknoten lateral des Musculus pectorales minor. In der zweiten Etage,
der mittleren Axilla, liegen die Lymphknoten zwischen dem lateralen und medialen Rand
des Musculus pectorales minor. Ebenfalls gehoren die intrapectoralen Lymphknoten zur
mittleren Axilla. Zur dritten Etage, der oberen Axilla, zdhlen die Lymphknoten medial des
Musculus pectorales minor.

Himatogen streut das Mammakarzinom am haufigsten ins Skelettsystem (70%), in die

Lunge (60%) und in die Leber (50%).

1.5  Ziel der Studie
In einer 2007 durchgefiihrten Studie konnte gezeigt werden, dass auch das Gen fiir den

Ostrogenrezeptor-alpha (ESR1) in etwa 20% aller Mammakarzinome amplifiziert vorliegt,
und dass Tumore mit ESR1-Amplifikation besonders gut auf die Therapie mit Tamoxifen®
ansprechen (Holst et al. 2007). Des Weiteren zeigten auch benigne und préinvasive

Lisionen ESR1-Amplifikationen. Papillome wiesen in 36%, duktale Hyperplasien in 8%,
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DCIS in 35% und LCIS in 33% eine Amplifikation auf. Das Auftreten dieser genetischen
Alteration auch bei den Mammakarzinomvorstufen 14sst vermuten, dass das ESR1-Gen und
dessen Produkt, der Ostrogenrezeptor-o., eine Schliisselfunktion in der Tumorgenese und
dessen Progression hat. Ferner scheint diese Amplifikation ein sehr frithes Ereignis in der
Tumorentstehungskaskade des Mammakarzinoms zu sein.

In diesem Zusammenhang ist bedeutsam, dass etwa 10% der Patientinnen trotz anfanglich
gutem Ansprechen auf die Tamoxifen®therapie innerhalb der ersten fiinf Jahre nach
Diagnosestellung ein Rezidiv erleiden (Forbes et al. 2008). Es wiére durchaus denkbar, dass
der ESR1-Amplifikationsstatus einen Einfluss auf die Entwicklung einer Resistenz haben
konnte.

Eine mdgliche Hypothese wire, dass die Amplifikation nicht in allen Tumorzellen vorliegt,
sondern heterogen in verschiedenen Subklonen eines Tumors verteilt vorkommt. In diesem
Fall konnten auch die Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen einen unterschiedlichen ESR1-
Status aufweisen, je nachdem ob die Metastase von einem ESR1-amplifizierten oder einem
nicht-amplifizierten Klon ausgegangen ist oder beides zugleich auftritt. Im Falle einer
solchen Heterogenitdt konnten zwar die ESRI1-amplifizierten Metastasen gut auf die
Therapie ansprechen, die Amplifikations-negativen Metastasen jedoch nicht, wodurch sie
frither oder spiter zu einem Rezidiv fiihren wiirden.

Moglicherweise konnte auch ein Verlust der ESR1-Amplifikation verantwortlich fiir die
Resistenzentwickung gegeniiber einer antihormonellen Therapie sein.

Die Komplexitit der Tumorgenese, Progression und Metastasierung aus heutiger Sicht mit
den oben vorgestellten, molekulargenetischen Grundlagen verdeutlicht, dass hypothetisch
viele Moglichkeiten genetischer Instabilititen hinsichtlich eines Zugewinns oder aber auch
eines Verlustes an DNA zwischen Primértumoren und deren Metastasen, aber auch
innerhalb eines Primértumors oder zwischen den Metastasen denkbar sind.

Insbesondere da die systemische Therapie, zumeist nach chirurgischer Entfernung des
Primirtumors, auf die in der Diagnostik nicht untersuchten Metastasen abzielt, wire ein
Wandel hinsichtlich des ESR1-/ER-Status fatal.

Ziel unserer Studie war es deshalb, den ESR1-Amplifikationsstatus im Primértumor mit

demjenigen der Fernmetastasen und innerhalb der einzelnen Tumorgewebe zu vergleichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Tissue Micro Array (TMA)-Herstellung
Durch das Tumor-Array-Verfahren konnen bis zu tausend verschiedene Gewebeproben in

Form von Gewebezylindern mit einem Durchmesser von 0,6 mm in einem einzigen
Paraffinblock und somit auf einem Objekttrdger untergebracht und anschlieBend untersucht
werden. Dabei wird von jeder Gewebeprobe mit Hilfe eines H&E-gefarbten Schnittes eine
histologisch definierte Region des Tumorgewebes bestimmt, die spiter das Donorgewebe
fiir den Tissue Micro Array darstellt. Die Gewebezylinder werden mit einem Array-
Stanzgerdt gewonnen, welches zwei an der Spitze geschirfte Hohlzylinder aufweist. Dabei
wird die kleinere der beiden Nadeln mit einem dufleren Durchmesser von 0,6 mm dazu
verwendet Locher in die 20 x 40 mm messenden Empfanger-Paraffinblocke zu stanzen,
wohingegen die groBere der beiden Nadeln mit einem inneren Durchmesser von 0,6 mm
dem Ausstanzen von Tumorgewebestiicken aus ,,Donor-Blocken und dem Einbringen
dieser Zylinder in den Empfinger-Paraffinblock dient. So entspricht der innere
Durchmesser dieser zweiten Nadel dem &uBleren Durchmesser der diinneren Nadel und
gewidhrleistet somit, dass der ausgestanzte Gewebezylinder genau in das vorgefertigte Loch
im Empfanger-Paraffinblock passt. Ein verstellbarer "Eindring-Stopper" sichert eine

konstante Lénge von Zylindern und vorgefertigten Lochern im Empfangerblock.

Abbildung 4: Gewinnung der auf dem Tissue Micro Array aufgebrachten Gewebezylinder aus dem ,,Donor-

Gewebe™ mit einem Array-Stanzgerit und Einbringung in den Empfanger-Paraffinblock (Recipient).
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Abbildung 5: Konstruktion eines Tissue Micro Array. Mit Hilfe eines speziellen Gerites (Arrayer, Stanzgerit
A) werden mit einer Hohlnadel Gewebezylinder (0,6 mm Durchmesser) aus einem Gewebeblock (Donor
block) (Autopsiematerial der Mammakarzinompatientinnen, Pathologie des Kantonsspitals Basel) entfernt.
Die Abbildungen B-D zeigen, wie die Gewebezylinder in einen leeren Paraffinblock (Recipient block)

eingebracht werden.

Abbildung 6: Himatoxylin-Eosin-gefarbter Schnitt eines Tissue Micro Arrays. Der Durchmesser eines

einzelnen Gewebezylinders betrdgt 0,6 mm.

2.2 Mammakarzinom-Fernmetastasen-Array
In einem ersten Schritt bei der Herstellung des Tissue Micro Arrays bestimmten wir mit

Hilfe eines H&E-gefiarbten Schnittes eine definierte Region des Tumorgewebes und
entnahmen aus diesem ,,Donor-Gewebe* einen 0,6 mm durchmessenden Gewebezylinder
und brachten diesen auf einen Empfénger-Paraffinblock auf. So entstand ein TMA mit
insgesamt 815 Gewebeproben von 815 unterschiedlichen Tumorgeweben. Da jedem
,Donor-Gewebe* vier Gewebezylinder entnommen wurden, ergaben sich letztendlich vier
verschiedene TMAs, die in gleicher Anordnung Gewebeproben der jeweiligen ,,Donor-
Gewebe* aufwiesen. Somit untersuchten wir insgesamt 3260 (815 x 4) Gewebezylinder in

der sich anschliessenden Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung.
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Dabei wurden 160 Patientinnen fiir diese Studie aus insgesamt 12.000 Autopsien,
durchgefiihrt am Kantonsspital Basel zwischen 1982 und 2004, nach folgenden
Auswahlkriterien ausgesucht:
- metastasierendes Mammakarzinom,
- Zeitraum zwischen Eintritt des Todes und der Autopsie < 24 Stunden.

Von diesen 160 Patientinnen wiesen neun eine, 22 zwei, 26 drei, 18 vier, 20 fiinf und 65
mehr als fiinf himatogene Metastasen auf. Im Durchschnitt ergaben sich fiinf himatogene
Metastasen pro Patientin. Die meisten Metastasen stammten aus der Lunge (n=106), der
Leber (n=95) und aus dem Knochenmark (n=87). Gewebebldcke von den dazugehorigen
Primértumoren der Mamma waren in 58 Fillen der insgesamt 160 Patientinnen verfligbar
und wurden in die Studie mit einbezogen. Alle Gewebeproben waren Formalin-fixiert (4%
gepufferte wassrige Losung). Fiir die Weiterverarbeitung wurden von jedem Donor-
Gewebe (Primdrtumor bzw. Metastase) vier Gewebezylinder aus unterschiedlichen
Lokalisationen innerhalb des Tumorgewebes entnommen und auf einen Tissue Micro Array
(TMA) aufgebracht, sodass sich fiir die Analyse insgesamt vier in der Anordnung der
Gewebezylinder identische TMA-Replikate ergaben. Eine schematische Darstellung ist in
Abbildung 3 dargestellt. Wir gingen so vor, um nicht nur potentielle Unterschiede zwischen
den jeweiligen Tumorgeweben (Heterogenitédt zwischen unterschiedlichem Tumorgewebe),
sondern auch innerhalb eines jeden Tumorgewebes (Heterogenitidt innerhalb -eines
Tumorgewebes) untersuchen zu konnen. Die Zusammensetzung der TMAs ist in Tabelle 1

dargestellt.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Metastasen-TMA.

\Anzahl Gewebeproben
Gewebetyp TMA #1 TMA #2 TMA #3 TMA #4
Priméartumor 58 58 58 58
Metastasen 757 757 757 757
total 815 815 815 815
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des TMA-Aufbaus. Jedem Tumorgewebe (Primary: Primértumor,
Meta 1 bis n: Metastase 1 bis n) werden vier Proben entnommen und in gleicher Reihenfolge auf die TMAs

eins bis vier aufgebracht. Es entstehen vier Replikatarrays.

23 FISH-Analyse
Fir die zweifarbige FISH-Analyse (ESRI1-Signal: griin, Zentromer 6-Signal: orange)

wurden 4 um dicke TMA-Schnitte eingesetzt. Diese wurden vor der Hybridisierung
entparaffiniert und proteolytisch vorbehandelt. Dies geschah gemdll des Protokolls des
,Paraffin Pretreatment Reagent Kit“ (Abbott, Illinois, USA). Zur Hybridisierung wurde
eine selbst hergestellte digoxigenierte BAC-Sonde (BAC RP-11450E24, RZPD,
Deutschland), welche das ESRI1-Gen umfasst, verwendet. Als Referenz wurde eine
kommerzielle Sonde fiir das Zentromer des Chromosoms 6 (Spectrum Orange,
Vysis/Abbott, Illinois, USA) eingesetzt. Die Markierung der selbst hergestellten DNA-
Sonde mittels Nick-Translation wurde mit dem ,,Nick Translation System* (Invitrogen/Life
Technologies, New York, USA) durchgefiihrt. Die Hybridisierung sowie die nachfolgenden
Waschprozeduren erfolgten gemi3 dem Protokoll des Herstellers, mit den von der Firma

erhiltlichen Reagenzien. Die Detektion der hybridisierten TMA-Schnitte geschah mit dem
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,Fluorescent Antibody Enhancer Set“ (Roche, Basel, Schweiz). Die Schnittpriparate
wurden danach mit 0,2mM 4'5-Diamino-2-Phenylindol (DAPI, Invitrogen/Life
Technologies, New York, USA) gegengefarbt. Im Folgenden werden die einzelnen
Arbeitsschritte und Laborprotokolle zur Durchfiihrung der FISH dargestellt. Diese
umfassen:

- FISH-Sondenherstellung (pBac-E. coli-Klon-Kultivierung, DNA-Extraktion aus

der E. coli-Kultur, DNA-Markierung mittels Nick-Translation)

- Paraffinpretreatment und proteolytische Vorbehandlung der TMA-Schnitte

- Hybridisierung

- Waschung

- Detektion

- Auszihlung der Gensignale mit einem Fluoreszenzmikroskop

2.3.1 FISH-Sondenherstellung

2.3.1.1 DNA-Gewinnung
Verwendete Materialien:

* pBac-E.coli-Klon: RZPD-Nr.: RP-11450E24 (C122127D6); stab-Stock-Kultur

¢ Kulturmedium: 25g Luria-Broth-Base (LB-Medium) (25g/1 dH20); autoklaviert

* Aantibiotikum: Chloramphenicol (34mg/ml Ethanol absolut)

Laborprotokoll: pBac-E.coli-Klon-Kultivierung

a) 10 ml LB-Medium in einen 100 ml-Erlenmeyerkolben fiillen

b) Zugabe von 30 ul Chloramphenicol

c) Mit abgeflammter Pinzette einen autoklavierten Zahnstocher fassen und Abstrich
aus der stab-stock-Kultur (RZPD-Nr.: RP-11450E24 (C122127D6)) machen

d) Animpfen des Mediums durch Zugabe des Zahnstochers

e) Inkubation der beimpften Kultur bei Raumtemperatur und 200 rpm im
Schiittelinkubator fiir 48 Stunden

f) Umimpfen von 10 pl der gewonnenen Kultur in einen mit 10 ml LB-Medium
gefiillten 100 ml-Erlenmeyerkolben, erneute Zugabe von 30 pul Chloramphenicol

g) Inkubation der beimpften Kultur bei 37°C und 200 rpm im Schiittelinkubator {iber
12 Stunden

2.3.1.2 DNA-Extraktion
Die DNA wurde aus einer pBAC-E.coli-Flissigkultur mit Hilfe des ,,QIAprep Spin
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Miniprep Kit* (Qiagen, Kalifornien, USA) nach leicht modifiziertem Protokoll extrahiert.
Alle verwendeten Reagenzien und die ,,QIAprep Spin Sdulen® waren im Extraktions-Kit
enthalten. Der DNA-Gehalt sowie der DNA-Reinheitsgrad der gewonnenen pBac.-E. coli-
Klone wurden mit einem Nanodrop®-Photometer gemessen. Hierbei wurden zur
Weiterverarbeitung nur Proben der pBac-E.coli-Fliissigkultur verwendet, die mindestens
einen DNA-Gehalt von 30 ng/ul und einen Reinheitsgrad von wenigstens 1,90 aufwiesen.
Verwendete Materialien:
* pBac-E.coli-Fliissigkultur (RZPD-Nr.: RP-11450E24 (C122127D6))
,»QIAprep Spin Miniprep Kit“ von Qiagen (inklusive aller Reagenzien und der
,QIAprep Spin-Siulen®)
Laborprotokoll (modifiziert): DNA-Extraktion aus pBac-E-coli-Klon-Fliissigkultur
a) 2 ml der Flissigkultur im 2 ml-Tube in einer Tischzentrifuge (~17.900 xg) fiir 120
sec bei 13.000 rpm pelletieren
b) Erneute Zugabe von 1 ml der Fliissigkultur, Wiederholung der Zentrifugation
c) Pellet in 250 pl Puffer P1 vollstidndig resuspendieren
d) Zugabe von 250 pl Puffer P2 und vorsichtiges Mischen durch 4 bis 6-maliges
Invertieren
e) Ziigige Zugabe (nicht linger als 5 Minuten) von 350 ul Puffer N3 und sofortiges,
vorsichtiges Mischen durch 4 bis 6-maliges Invertieren
f) 10 Minuten zentrifugieren bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge
g) Uberstand in eine ,,QIAprep Spin-Siule® iiberfiihren
h) 1 Minute Zentrifugation bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge
1) Durchfluss verwerfen
1) »QIAprep Spin-Sdule* mit 500 ul Puffer PE beladen und 1 Minute zentrifugieren
bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge
k) Durchfluss verwerfen
) ,,QIAprep Spin-Sdule* erneut mit 500 pl Puffer PE beladen und 1 Minute
zentrifugieren bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge
m) Durchfluss verwerfen
n) ,,QIAprep Spin-Sédule* erneut 1 Minute bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge
zentrifugieren
0) ,,QIAprep Spin-Séule* in ein 1,5 ml-Tube setzen
p) ..QIAprep Spin-Sdule* mit 50 pl auf 70°C erwirmten Puffer EB beladen

q) 1 Minute inkubieren (bei Raumtemperatur)
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r) 1 Minute zentrifugieren bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge

s) Aufbewahrung im 1,5 ml-Tube bei 4°C

2.3.1.3 DIG-Nick-Translation zur FISH-Sondenherstellung

Die DIG-Nick-Translation ist eine Methode zum gleichmiBigen Einbau markierter
Nukleotide in den DNA-Doppelstrang, wobei die DNA gleichzeitig auf die optimale
Fragmentlinge  zur  Hybridisierung  eingestellt ~wird. Diese kann  durch
Agarosegelelektrophorese kontrolliert werden.
Verwendete Materialien:
,Nick Translation System* (Invitrogen)

* Digoxigenin 11-dUTP (Roche)

* Polymerase I (Invitrogen)
Laborprotokoll (modifiziert): DIG-Nick-Translation zur FISH-Sondenherstellung
Pipettierschema fiir ein 0,5 ml-Tube:

e 5 ul ANTP-Mix ohne dTTP

* 1 ul Digoxigenin 11-dUTP

¢ 38 ul pBac-DNA-Losung

e 5 ul Pol I-DNase-Mix

* 1 ul Polymerase I

a) Ansatz gut durchmischen und danach herunterzentrifugieren

b) Inkubation fiir 90 Minuten bei 15°C im Thermocycler

c) Zugabe von weiteren 5 pl Pol I-DNase-Mix; mit der Pipette durchmischen

d) Inkubation fiir 15 Minuten bei 15°C im Thermocycler

e) Zugabe von 5 pul Stop Buffer

f) Vortexen und danach herunterzentrifugieren

g) Lagerung bei 4°C

2.3.1.4 Hybridisierung

Die Hybridisierung wurde mit einer selbst hergestellten, genspezifische Sonde (6q25.1;
RZPD Nr. RP-11450E24) und einer kommerziellen Sonde als Referenz fiir das Zentromer
des Chromosoms 6 (Spectrum Orange, Vysis/Abbott, Illinois, USA) durchgefiihrt. Dabei
wurde die kommerzielle Zentromersonde nicht in dem mitgelieferten Hybridisierungsmix
verdiinnt. Beide Sonden wurden gemeinsam in einem Gemisch mit humaner Cot-DNA

(zum Abblocken unspezifischer Bindungsstellen und repetitiver DNA-Sequenzen) und
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einem Hybridisierungsmix (Master-Mix 1.0) auf die TMA-Schnitte gegeben, mit diesen fiir
10 min bei 72°C codenaturiert und {iiber Nacht bei 37°C hybridisiert. Sowohl
Denaturierung, als auch Hybridisierung wurden im Hybrite (Abbott, Illinois, USA)
durchgefiihrt.
Verwendete Materialien:

* 2xSSC

e 20xSSC

¢ Cot-DNA

* Dextransulfat

* Enhancer Detection Kit (Roche, Basel, Schweiz)

¢ Ethanol

* Formamid (deionisiert)

* Hybrite (Abbott, [llinois, USA)

* NP40

* Tween 20

* Vectashield Mounting Medium for Fluorescence with DAPI; H-1200 (Vector)

* VP 2000 Pretreatment Reagent (Vysis)

* VP 2000 Protease Buffer (0,01N HCL) (Vysis)

* Xylol
Laborprotokoll: Paraffinpretreatment und proteolytische Vorbehandlung

a) TMA-Schnitte 3 x10 Minuten in Xylol stellen

b) 2 x5 Minuten in Ethanol (95%) stellen

¢) 3 Minuten auf Heizplatte (48°C) lufttrocknen

d) 15 Minuten in 80°C warmer Pretreatmentldsung (Wasserbad) inkubieren

e) 2 Minuten in dH20 waschen

f) 150 Minuten in 37°C warmer Proteaselosung (Wasserbad) inkubieren

g) 2 Minuten in dH20 waschen

h) 3 Minuten in Ethanol (70%) stellen

1) 3 Minuten in Ethanol (80%) stellen

j) 3 Minuten in Ethanol (95%) stellen

k) 3 Minuten auf Heizplatte (48°C) lufttrocknen
Laborprotokoll: Herstellen des Basis-Hybridisierungsmix (Master Mix 1.0)

a) 5 ml deionisiertes Formamid, 1,5 ml 20xSSC und 1 g Dextransulfat in ein kleines

Becherglas geben
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b) bei 60°C auf dem Heizriihrer riihren, bis sich das Dextransulfat gelst hat
c) Suspension mit HCI auf pH 7 einstellen
d) mit dH20 auf 7 ml auffiillen
e) bei 4°C aufbewahren
Hybridisierungsmix (20pnl)
* 14 pl Basis-Hybridisierungsmix (sieche oben)
* 2 ul Cot-DNA
* 4 ul Sonden-DNA
Laborprotokoll: Hybridisierung
a) Hybridisierungsmix auf den TMA geben
b) mit 24 x 32 mm Deckgléschen eindeckeln
c) mit Rubbercement versiegeln
d) bei 75°C fiir 10 Minuten im Hybrite denaturieren und dann iiber 12 Stunden bei
37°C im Hybrite inkubieren

2.3.1.5 Waschung

Im Anschluss an die Hybridisierung iiber 12 Stunden wurden die TMA-Schnitte stringent
gewaschen, um unspezifische Hybridisierungen zu entfernen.
Laborprotokoll Waschung:

a) TMA-Schnitte aus dem Hybrite entnehmen und Rubbercement und Deckgldschen

entfernen

b) Schnitte in Waschpuffer (2xSSC; 0,3% NP40) bei Raumtemperatur stellen

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

d) Schnitte kurz in dH20 waschen

¢) Schnitte im Dunkeln lufttrocknen

2.3.1.6 Detektion

Um moglichst deutliche Fluoreszenzsignale zu erhalten, wurden die Digoxigeninreste der
selbst hergestellten Sonde iiber einen Komplex von drei Antikorpern detektiert, wobei der
Tertidrantikorper fluoreszenzgekoppelt war. Hierzu wurde das ,,Enhancer Detection Kit*
(Roche, Basel, Schweiz) eingesetzt. Nach der Detektion wurden die Schnitte im Dunkeln
luftgetrocknet und dann mit DAPI (Vectashield Mounting Medium for Fluorescence with
DAPI; H-1200, Vector) und einem 24 x 32mm Deckglidschen eingedeckt.
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2.3.2 Auswertung

Die Auszdhlung der Gensignale erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes (Zeiss
Axioskop Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskop) mit entsprechenden Filtern innerhalb der
ersten zwolf Stunden nach erfolgreicher Hybridisierung der Tissue Micro Arrays. Jede
einzelne Gewebeprobe wurde hierbei zuerst in 10-facher VergroBerung durchgeschaut.
Anschliefend erfolgte in 100-facher VergroBerung die genaue Auszéhlung der Gen- und
Zentromersignale. Hierfiir wurden pro Gewebestiick circa 20 Zellkerne beriicksichtigt. Es
wurde dann ein Durchschnittswert flir die ermittelten Signale erhoben. Gewebeproben, die
entweder in der Hybridisierung nicht markiert worden waren oder auf denen kein oder zu
wenig Gewebematerial vorhanden war, wurden selbstverstiandlich nicht in die Auswertung
mit einbezogen und als nicht analysierbare Proben klassifiziert. Aus den ermittelten
Rohdaten wurde zur weiteren Verarbeitung und Klassifizierung der Gewebeproben eine
Ratio aus der Genkopiezahl der ESR1-Signale und der Anzahl der Zentromer 6-Signale
gebildet. Eine Ratio > 2, das heif3t, es lagen mindestens doppelt so viele ESR1-Signale wie
Zentromer 6-Signale vor, wurde als amplifiziert klassifiziert. Eine Gewebeprobe, die
rechnerisch eine Ratio < 2 erbrachte, wurde als nicht amplifiziert bzw. als normal
bezeichnet. Beispiele von Tumoren mit und ohne ESR1-Amplifikation sind in Abbildung 8
dargestellt.

8A T
Abbildung 8: ESR1-/Zentromer 6-Resultate der FISH-Untersuchung. 8A: ESR1-amplifizierte Tumorzelle
mit einer erhohten Genkopiezahl des ESR1 und einer ESR1/Zentromer-Ratio > 2. 8B: normale Kopiezahl des
ESR1-Gens und des Zentromers 6 mit einer ESR1/Zentromer-Ratio = 1.
Die griinen Signale markieren die ESR1-Gensequenz, die orangefarbenen das Zentromer 6. Die Zellkerne

wurden nach der Hybridisierung mit DAPI gegengefarbt und erscheinen dunkelblau.
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24 Immunhistochemie (IHC)

Um das Ostrogenrezeptor(ER)-a-Protein immunhistochemisch zu detektieren wurde der
Antikorper NCL-L-ER-6F11 (Novocastra, Newcastle, UK) verwendet. Die Schnitte
wurden entparaffiniert und fiir zwolf Minuten bei 120°C unter Druck in einem pHo6-
Citratpuffer (Retrievit #BS-1006-00, BioGenex, Kalifornien, USA) inkubiert. Nach
Blocken der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte im verdiinnten (1:1000)
Primérantikdrper bei 4°C {iber Nacht inkubiert. Um die Antikérperbindung nachzuweisen
wurde das ,,Vectastain ABC Elite Kit*“ (Vectastain, Kalifornien, USA) benutzt. Der Grad
der Positivitdt der IHC-Féarbung wurde nach Allred eingeteilt. Die ER-Farbung wurde in
eine Skala von vier Intensitéten (0-3), welche den Intensity Score (IS) ergab, unterteilt, der
Anteil an positiven Tumorzellen wurde in fiinf Stufen (0-5), den sogenannten Proportion
Score (PS), unterteilt. Einzelheiten sind der Tabelle 2 zu entnehmen. Die Kombination
beider Parameter resultierte im Total Score (TS), einer 8-Punkte-Skala, wobei alle Proben
mit einer Punktzahl iiber zwei als ER-positiv gewertet wurden.

Die Durchfithrung und Auswertung der Immunhistochemie wurde von Prof. Dr. med.
Guido Sauter, Chefarzt und Leiter des pathologischen Institutes, vorgenommen. Die
Resultate stellte er mir freundlicherweise fiir den Vergleich mit der durchgefiihrten FISH-

Untersuchung zur Verfiigung.

Tabelle 2: Der Allred-Score, eine Punkteskala von O bis 8 ist die Summe aus dem Proportion Score und dem

Intensity Score.

Stainig Score Anteil der positiv Intensity Score Durchschnittliche
% (=Proportion eingefarbten Zellen Intensitét der positiv
Score) eingefdrbten Zellen
0 keine 0 keine
1 <1/100 1 schwach
2 1/100 bis 1/10 2 mittel
3 1/10 bis 1/3 3 stark
4 1/3 bis 2/3
5 >2/3

2.5  Statistik
Um den Zusammenhang zwischen der ESR1-Genamplifikation und der ER-Expression

darzustellen, wurden die ,,Contingency table analysis“ und der Chi-Quadrat-Test

angewandt.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunhistochemie versus FISH
Um die Beziehung zwischen der ESR1-Amplifikation auf genetischer Ebene und dem ER-

Status auf zelluldrer Ebene zu untersuchen, wurden die FISH-Resultate aller untersuchten
Gewebeproben (n= 4 x 815= 3260) mit denen der IHC verglichen. Die IHC lieferte in
74,8% (2437/3260) ein interpretierbares Ergebnis, wohingegen die FISH-Analyse nur in
44,4% (1449/3260) erfolgreich war. In 823 Fillen fehlte das zu untersuchende Gewebe
entweder ganz oder lieferte zu wenig Material, d. h. zu wenige Tumorzellen fiir die
Untersuchungen, sodass in beiden Analyseverfahren diese Gewebeproben kein Ergebnis
erbrachten. Fehler wéhrend der Hybridisierung ergaben zu schwache Gen-Signale oder zu
starke Hintergrund-Signale, sodass weitere 988 Gewebeproben in der FISH-Analyse nicht
auswertbar waren. Ein Beispiel fiir einen Gewbespot mit ESR1-Amplifikation und ER-
Uberexpression ist in Abbildung 9 dargestellt. ESR1-Amplifikationen wurden in 17/75
(22,6%) der Primdrtumoren gefunden. ER-Proteinexpression zeigten 103/148 (69,6%)
Gewebeproben der insgesamt 46 auswertbaren Primédrtumoren. Der direkte Vergleich der
FISH- und der IHC-Resultate erbrachte eine hohe Korrelation zwischen ESRI-
Amplifikation und ER-Expression. Es exprimierten fast alle (93%) der ESR1-amplifizierten
Tumoren den Ostrogenrezeptor, wihrend nur die Hilfte der ESR1-normalen Tumore ein

detektierbares Level der ER-Expression hatten (p<0,0001).

Abbildung 9: Gewebespots mit ESR1-Amplifikation (links, Zentromer 6 in orange und ESR1 in griin) und

starker nukledrer Expression des Ostrogenrezeptor-Proteins (rechts).
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3.2  Heterogenitiit innerhalb einer Gewebeprobe
In dieser Analyse wurden der ESR1-Amplifikationsstatus und die ER-Expression zwischen

verschiedenen Arealen einer Gewebeprobe (Primértumoren und Metastasen) verglichen.
Diese Areale waren auf den Replikatarrays 1-4 représentiert. In die Auswertung wurden
alle Gewebeproben eingeschlossen, bei denen wenigstens zwei Replikate analysierbar
waren (n=454 fiir die FISH- und n=141 fiir die IHC-Analyse). Die erste Auswertung ergab
eine intratumorale Heterogenitit in 54/454 (11,9%) Féllen in der FISH und in 49/141
(34,1%) Féllen in der Immunhistochemie. Die genauere Untersuchung zeigte, dass sich die
Diskrepanzen in der FISH aus nur geringfiigig unterschiedlichen Genkopieanzahlen (3-6
Signale) ergaben. Nach unseren vordefinierten Kriterien zédhlten die Gains mit drei
Gensignalen nicht zu den amplifizierten sondern zu den als normal gewerteten
Gewebeproben, sodass ein Tumor, der in der einen Probe eine Amplifikation (ratio ESR1:
Cen 6 = 2,0), in einer anderen Probe jedoch ein Gain enthielt, als diskrepant analysiert
wurde. Eine dhnliche Beobachtung ergab die genauere Betrachtung der IHC-Resultate. Hier
erklirten sich die Diskrepanzen aus nur geringfiigig unterschiedlichen Intensitéten in der
Immunfiarbung. Exemplarische Félle von 10 randomisiert ausgewdhlten Tumoren sind in

Tabelle 3 und Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 3: Zehn diskrepante Fille der IHC. Vier Gewebeproben eines jeden Tumors wurden auf einem Tissue
Micro Array (TMA) analysiert. Die Zahlen geben den Total Score (TS) nach Allred an, welcher sich aus der
Summe des Proportion Scores (PS) und des Intensity Scores (IS) ergibt. Ein positives Ergebnis ist definiert
durch einen TS = 3, wohingegen ein TS von 0-2 als negativ betrachtet wird. Grau unterlegte Werte zeigen ein

positives Ostrogenrezeptor (ER)-Ergebnis nach den o. g. Kriterien an. - = nicht analysierbar.

Tumor # ER Allred TS ER Allred TS ER Allred TS ER Allred TS
TMA #1 TMA #2 TMA #3 TMA #4
1 - 3 0 -
2 3 5 - 0
3 4 3 - 0
4 5 4 - 0
5 0 0 8 -
6 - 3 0 3
7 3 3 0 4
8 0 5 6 -
9 0 0 4 5
10 0 0 0 3
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Tabelle 4: Zehn exemplarische Fille der diskrepanten FISH-Ergebnisse. Vier Gewebeproben jedes Tumors
wurden im TMA-Format hinsichtlich der Genkopiezahlen fiir das ESR1-Gen sowie zur Kontrolle fiir das
Zentromer 6 untersucht. Die Zahlen geben die Genkopiezahlen fiir ESR1 bzw. die Anzahl des Zentromers 6
an. ESR1: Ostrogenrezeptor-alpha; C6: Zentromer 6; -: nicht analysierbar Grau unterlegte Werte zeigen eine

ESR1-Amplifikation nach den o. g. Kriterien an.

Tumor # TMA #1 TMA #2 TMA #3 TMA #4

ESR1 c6 ESR1 C6 ESRI1 C6 ESR1 C6
1 - - 3 2 4 2 2 2
2 - - 4-6 2 3-4 2 3 2
3 - - 4 2 - - 3-4 2
4 4 2 4 2 2 2 3 2
5 4 2 2 2 3-4 2 - -
6 2 2 2 2 ; - 4.6 2
7 3-4 2 - - 4 2 2 2
8 3-4 2 4 2 4 2 4-6 2
9 2-4 2 3-4 2 4 2 2 2
10 - - 34 2 2-4 2 4 2

33 Heterogenitit innerhalb der Fernmetastasen
In einer dritten Analyse wurde der ESRI1-Amplifikationsstatus und der

Ostrogenrezeptorstatus zwischen den unterschiedlichen Fernmetastasen einer Patientin
verglichen. Es wurde jeweils die erste analysierbare Gewebeprobe der TMAs 1-4 eines
jeden Tumors als Konsensus-Ergebnis genommen, um einen potentiellen statischen Bias zu
umgehen (s. o. ,Heterogenitit innerhalb einer Gewebeprobe®). Ein zusétzliches
Einschlusskriterium war das Vorhandensein von mindestens zwei auswertbaren Metastasen
einer Patientin.

Insgesamt waren in der FISH-Analyse weniger heterogene Fille zu finden als in der
Immunhistochemie. Innerhalb der 115 FISH-analysierbaren Patientinnen mit insgesamt 492
untersuchten Metastasen fanden sich 16 Patientinnen (13,9%) mit unterschiedlichem ESR1-
Status in den jeweiligen Metastasen. In der IHC wurde eine Heterogenitdt zwischen den
einzelnen Metastasen (n=657) in Bezug auf den ER-Status bei 42/141 Patientinnen (30,5%)
festgestellt. Bei ndherer Betrachtung der diskrepanten Félle fiel auf, dass bei 13/16 Féllen
in der FISH und bei 22/42 Fillen in der IHC die Unterschiede hauptsidchlich auf
geringfligige Diskrepanzen, z. B. leicht abweichenden Anzahl der ESRI1-Genkopiezahl
(Gain versus Amplifikation) in der FISH und diskrete Unterschiede in der Farbintensitdt in
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der IHC, zuriickzufiihren waren. Echte Diskrepanzen zeigten sich in der FISH bei drei
Patientinnen (Patientin # 5, 28, 84) und in der IHC bei 20 Fillen. Vier Patientinnen mit den

dazugehorenden FISH- und IHC- Resultaten sind exemplarisch in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Vier exemplarische Félle der diskrepanten FISH-Ergebnisse mit den entsprechenden Resultaten
der IHC. Vier Gewebeproben jedes Tumors wurden im TMA-Format hinsichtlich der Genkopiezahlen fiir das
ESR1-Gen sowie zur Kontrolle fiir das Zentromer 6 untersucht. Die Zahlen der linken Hilfte der Tabelle

geben die Genkopiezahlen fiir ESR1 bzw. die Anzahl des Zentromers 6 an.

ESR1: Ostrogenrezeptor-alpha-Gen; C6: Zentromer 6; -: nicht analysierbar; grau unterlegte Werte zeigen eine

ESR1-Amplifikation nach den o. g. Kriterien an.

Die rechte Hilfte der Tabelle zeigt den Total Score (TS) nach Allred an, welcher sich aus der Summe des
Proportion Scores (PS) und des Intensity Scores (IS) in der immunhistochemischen Untersuchung der
Ostrogenrezeptorexpression ergibt. Ein positives Ergebnis ist definiert durch einen TS = 3, wohingegen ein

TS von 0-2 als negativ betrachtet wird.

Grau unterlegte Werte zeigen ein positives Ostrogenrezeptor (ER)-Ergebnis nach den o. g. Kriterien an. - =

nicht analysierbar.

TMA TMA TMA TMA TMA TMA TMA TMA
#1 #2 #3 #4 #1 #2 #3 #4
Pat | Meta- ESR1 | C6 | ESR1 | C6 | ESR1 | C6 | ESR1 | C6 | ER ER ER ER
# stase Allred Allred Allred Allred
TS TS TS TS
1-5
5 Meta 1 - - - - - - 2 2 - 8 8 8
Meta 2 4 2 | 34 | 2| 34 |2 3 2 7 6 7 6
Meta 3 - - 3 2| 68 | 2 - - - - 7 -
Meta 4 4 2 - -] 68 | 2 2 2 8 7 8 -
Meta 5 - - - - - - - - - 0 0 0
80 | Meta 1 - - 2 2 2 2 - - - 4 6 7
Meta 2 4 2 2 2 2 2 2 2 7 4 5 4
Meta 3 - - - - - - 2 2 0 0 0 4
Meta 4 - - 2 2 2 2 2 2 5 0 4 4
Meta 5 - - - - - - - - - 0 0 0
99 | Meta 1 - - 4 2 - - - - 7 7 5 8
Meta 2 4-6 | 2 | 46 | 2 6 2 | 6-8 | 2 8 8 8 8
Meta 3 4-6 | 2 | 48 | 2 6 2 | 5-8 | 2 8 8 8 8
Meta 4 3 2 4 2 2 2 | 47 | 2 8 6 7 8
Meta 5 - - - - - - - - 0 6 6
100 | Meta 1 - - - - 3 2 - - 0 6 8 -
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Meta 2 - -] 46 | 2| 45 | 2 2 2 8 8 8 8
Meta 3 - - | 46 | 2| 46 | 2 - - 8 8 8 -
Meta 4 - - 2 2 - - - - - - 0 -
Meta 5 - - - - - - - - - - - -

34 Vergleich von Primirtumoren und den Fernmetastasen
In dieser Analyse wurden die Fernmetastasen mit ihren dazugehdrigen Primértumoren

hinsichtlich des ESR1-Amplifikationsstatus und des ER-Status verglichen. Dabei wurden
diejenigen Patientinnen in die Analyse einbezogen, die mindestens eine auswertbare
Metastase sowie einen auswertbaren Priméartumor besaflen. Von jedem Tumor wurde erneut
nur die erste auswertbare Gewebeprobe als Konsensusresultat iibernommen, um den
statistischen Fehler der intratumoralen Heterogenitit zu umgehen. In der FISH erfiillten 35
Patienten mit 149 unterschiedlichen Metastasen diese Kriterien. IHC-Daten waren von 52
Patientinnen mit 247 Metastasen verfligbar. In der FISH stimmten die Ergebnisse der
Primartumoren mit denen der Metastasen in hohem Malf3e iiberein. 30/35 Patienten (85,7%)
zeigten ein konkordantes Ergebnis. Die diskrepanten Félle waren erneut groBtenteils auf
sogenannte Borderline-Resultate zurlickzufiihren (Daten werden nicht gezeigt). Die
Ubereinstimmungen der IHC-Resultate waren deutlich geringer, nur 56% der
Primértumoren waren mit ihren zugehorigen Metastasen konkordant. Die Ergebnisse sind
im Einzelnen in Abbildung 10 und 11 sowohl fiir die FISH-Analyse als auch fiir die
immunhistochemische Untersuchung graphisch dargestellt.

Ein Hinweis fiir echte Heterogenitit wurde lediglich bei einer Patientin (Patientin # 104)
festgestellt. Diese Patientin zeigte Amplifikationen im Primédrtumor, hatte jedoch normale
Genkopiezahlen des ESR1 in allen acht auswertbaren Metastasen. Interessanterweise war
auch der ER-Status dieser Patientin heterogen. ESR1- und ER-Status dieser Patientin sind
in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 10: Vergleich des ESR1-Status zwischen Primértumor und den verschiedenen Fernmetastasen.
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Abbildung 11: Vergleich des ER-Status zwischen Primartumor und den verschiedenen Fernmetastasen.
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A: FISH-Ergebnisse der Patientin #104
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B: IHC-Ergebnisse der Patientin #104
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Abbildung 12: ESR1- und ER-Status der Patientin #104.

3.5  Analysierbarkeit innerhalb der verschiedenen Gewebetypen
Wiéhrend der Auswertung der Daten, stellte sich heraus, dass die verschiedenen

Gewebetypen, wie beispielsweise Lunge, Leber und Knochenmark, unterschiedlich gute
Ergebnisse in der FISH-Analyse =zeigten. Diese Tatsache ldsst sich durch
gewebespezifische Eigenschaften und somit auch durch das Verhalten gegeniiber
chemischen Reagenzien erkliren.

Besonders gut analysierbar zeigten sich Gewebe aus dem Ovar, den Lymphknoten, der
Haut und dem Gehirn, welche in 70 bis 90% auswertbare FISH-Ergebnisse lieferten.
Wesentlich schlechtere Resultate erbrachten Gewebeproben aus der Lunge, den Meningen,
dem Myokard sowie dem Knochenmark. Hier war die FISH-Analyse in weniger als 50%

der Fille auswertbar.
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Abbildung 13: Analysierbarkeit der unterschiedlichen Gewebetypen
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4 Diskussion

Betrachtet man die Komplexitit der Tumorgenese und Metastasierungskaskade, wie sie in
der Einleitung dieser Arbeit beschrieben ist, wird deutlich, dass ein Primirtumor auf dem
Weg seiner Tumorprogression und -metastasierung eine Vielzahl von Verdnderungen
hinsichtlich seiner Eigenschaften und letztlich seiner Genexpressionsmuster aufweist. Die
Bemiihungen der aktuellen Forschung, genaue Genkartierungen und -analysen auf diesem
mehrstufigen Prozess anzustreben, scheinen bei Weitem noch nicht abgeschlossen zu sein.
Vielmehr diirften aktuelles Verstindnis und bisher bestehende molekulargenetische
Resultate Puzzleteile eines Gesamtbildes sein.

Wie verschiedene Arbeitsgruppen feststellen konnten, zeigen Mammakarzinome auf dem
Weg der Filialisierung unterschiedliche Genexpressionsmuster, je nachdem welches Organ
Ort der Metastasierung ist (Kang et al. 2003, Minn et al. 2005, Bos et al. 2009 und Tabaries
et al. 2011). Bereits diese Tatsache verdeutlicht, dass eine ganzheitliche Behandlung der
Fragestellung in weiter Ferne zu liegen scheint. So bildet jede durchgefiihrte Untersuchung
- wie auch die von uns durchgefiihrte Analyse des ESR1-Gens - einen wertvollen Beitrag
und liefert zusétzliche Informationen, die es ermdglichen, das Verstdndnis von Tumoren zu
erweitern.

Nachdem Nembrot 1990 erstmals eine Amplifikation des ESR1-Gens mittels Southern Blot
beschrieb, blieben weitere Details lange unentdeckt (Nembrot et al. 1990). Basierend auf
einer Matrix-CGH-Untersuchung wurden Alterationen des ESR1-Gens auf Chromosom
6925 festgestellt (Nessling et al. 2005). Anschlieend analysierten Holst et al. 2007 die
ESRI1-Amplifikation: eine FISH-Analyse von insgesamt 1739 Mammakarzinomen zeigte
eine ESR1-Amplifikationsrate von 20,6%. Zudem wurde diese Amplifikation auch in
benignen sowie prdinvasiven Lédsionen der Mamma detektiert (siche oben).

Die Privalenz der ESRI1-Amplifikation beim Mammakarzinom wurde in den
nachfolgenden Studien mit z. T. hochgradig diskrepanten Ergebnissen analysiert. Wéahrend
einige Arbeitsgruppen nur weniger als 5% Amplifikationen mit FISH und array-CGH
fanden (z.B. Brown et al. 2008, Vincent-Salomon et al. 2008, Horlings et al. 2008 und
Reis-Filho et al. 2008), beschrieben Ejlertsen etwa 13% und Tomita 22,6%
Amplifikationen (Ejlertsen et al. 2012, Tomita et al. 2009). Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie bestétigen eine hohe Amplifikationsrate von 23%. Vermutlich sind vor
allem methodische Unterschiede fiir diese diskrepanten Ergebnisse verantwortlich : Holst et
al. verwendeten ein manuelles Auszédhlsystem, wéihrend sich die Daten von Brown et al. auf

eine automatische, maschinelle Auszdhlung stiitzten, die urpsriinglich zur Auswertung von
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HER2-Amplifikationen konzipiert wurde. Da diese Amplifikationen typischerweise
hochgradig sind und durch grosse Signalcluster mit >20 Gensignalen leicht auffallen, ist
nicht verwunderlich, dass die im Vergleich geringgradige ESR1-Amplifikation (mit 4-6

Genkopien) durch eine solche Software nicht zuverldssig detektiert werden kann.

4.1 Technische Schwierigkeiten der ESR1-Analyse
Unsere Studie bestitigte die Amplifikationsrate der von Holst et al. beschriebenen 21%.

22,6% der Primirtumoren lagen als amplifiziert vor. Die gute Reproduzierbarkeit der
Amplifikationsrate der Ursprungsstudie von Frederik Holst durch die Auswertung eines
anderen Untersuchers (Helen Haas) spricht dafiir, dass eine zuverldssige Bestimmung der
Amplifikationsrate von ESRI trotz der geringen Kopiezahl der amplifizierten Tumoren
moglich ist, wenn der Auswerter von einem erfahrenen FISH-Experten trainiert wurde.
Hiufig war allerdings eine genaue Aussage dariiber, ob in einer amplifizierten
Gewebeprobe nun beispielsweise sechs oder acht Genkopien vorlagen, nicht sicher zu
treffen. Wir entschieden uns in solchen Situationen, einen Mittelwert als tatsdchlichen
Ziahlwert anzunehmen (im angefiihrten Beispiel ergab sich dann eine Signal-Anzahl von
sieben).

Auch Hintergrundsignale, ein wesentlicher Storfaktor bei der Auszdhlung einer selbst
hergestellten Gensonde, sind nicht ausser Acht zu lassen. Diese diirften bei anderen
Amplifikationen wie z. B. der Her2/Neu-Amplifikation mit groen Amplifikationsclustern
von mehr als zehn Genkopien weniger stark ins Gewicht fallen als bei unserer
Untersuchung. Die Eigenschaft der ESR1-Amplifikation, aus einem kleinen Amplicon zu
bestehen und zumeist nur wenige Genkopievermehrungen aufzuweisen, macht die Analyse
und genaue Auszdhlung schwierig. Diese technischen Probleme diirften heute bei
Vorhandensein einer kommerziell hergestellten ESR1-Sonde wie der SPEC ESR1/CEN 6
Dual Color Probe von ZytoLight® (ZytoVision GmbH) eine geringere Rolle spielen.
Wahrscheinlich wiirde unsere Untersuchung mit dieser kommerziell hergestellten
Gensonde genauere Resultate ergeben haben, die “Borderline”-Fille hitten sich

gegebenenfalls minimiert.

4.2 Heterogenitit
Das Hauptaugenmerk bei der Auswertung und Interpretation unserer Daten galt der

Heterogenitit der ESR1-Amplifikation. Insbesondere die Analyse der FISH-Daten zeigte
keinen Anhalt fiir relevante Heterogenitit. Diskrepanzen zeigten sich auf intratumoraler

Ebene in 11,9% (54/454 Fille), innerhalb der Fernmetastasen in 13,9% (16/115
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Patientinnen mit insgesamt 492 untersuchten Metastasen) und in 14,3% (5/35 Patientinnen
mit insgesamt 149 analysierten Metastasen) beim Vergleich der Primértumoren und deren
zugehdrigen Metastasen. Somit ergab sich anndherungsweise in 90% der FISH-Analysen
ein identisches FISH-Resultat, welches alle untersuchten Gewebeproben einer Patientin
eindeutig in die beiden Entitéten amplifiziert und nicht-amplifiziert zuordnet.

Die genauere Betrachtung dieser diskrepanten Félle deutete zudem darauf hin, dass viele
der Unterschiede eher auf technische Ursachen denn auf “echte” Heterogenitit
zuriickzufilhren waren. Zumeist resultierten die Unterschiede in der FISH-Analyse
hauptséchlich aus geringfligigen Variationen der ESR1-Kopiezahl. Nach den vordefinierten
Kriterien haben zum Teil kleinste Abweichungen in der Anzahl der Genkopien zu einer
unterschiedlichen Klassifizierung der Gewebeprobe (amplifiziert oder nicht-amplifiziert)
gefiihrt. Biologisch ist jedoch nicht anzunehmen, dass eine ESR1-Genkopie mehr oder eine
ESR1-Genkopie weniger tatsichlich einen tumorrelevanten Einfluss ausiibt. So sei hier
kurz auf ein Fallbeispiel, dessen FISH-Resultate in Tabelle 6 dargestellt sind, exemplarisch

verwiesen.

Tabelle 6: Fallbeispiel der Patientin #39. Vier Gewebeproben des Primértumors und der drei dazugehorigen
Metastasen wurden im TMA-Format hinsichtlich der Genkopiezahlen fiir das ESR1-Gen sowie zur Kontrolle
fiir das Zentromer 6 untersucht. Die Zahlen geben die Genkopiezahlen fiir ESR1 bzw. die Anzahl des
Zentromers 6 an. ESR1: Ostrogenrezeptor-alpha; C6: Zentromer 6; -: nicht analysierbar Grau unterlegte

Werte zeigen eine ESR1-Amplifikation nach den o. g. Kriterien an.

Pat #39 TMA #1 TMA #2 TMA #3 TMA #4
ESR1 Cé ESR1 Cé ESR1 Coé ESR1 Co
Prim - - 4-5 2 3-4 2 3 2
Meta #1 - - - - - - - -
Meta #2 - - 4 2 - - 3-4 2
Meta #3 4 2 4 2 2 2 3 2

Solche sogenannte Borderline (Grenz-)-befunde treten auch bei anderen Genen, zum
Beispiel bei Amplifikationen des HER2-Gens auf. Hier sind diese jedoch selten und werden
nur in etwa 2% der Tumore beschrieben (Sauter et al. 2009). Die weitaus liberwiegende
Zahl der Mammakarzinome zeigt beziiglich HER2 einen klaren Befund (amplifiziert oder
nicht-amplifiziert). Im Gegensatz dazu ist die Situation bei ESR1 markant komplizierter.
Durch die generell geringe Kopiezahl in ESR1-amplifizierten Tumoren (im Durchschnitt 5
bis 6 Kopien in dieser Studie) ist die Fraktion der Tumore, die mit nur 4 Genkopien gerade

an der Grenze zur Amplifikation liegen (3 Genkopien und 2 Zentromerkopien = nicht-
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amplifiziert, 4 Gen-Kopien und 2 Zentromerkopien = amplifiziert) wesentlich hoher. In
dieser Studie wurden 68 Gewebeproben identifiziert, die mit 4:2 Kopien gerade die
formalen Kriterien fiir eine Amplifikation erfiillten. Es sei hier vergleichend die Anzahl der
Signale des HER2-Gens beim Vorliegen einer Amplifikation erwihnt, welche
typischerweise bei mehr als 10-20 Kopien pro Zelle liegt (Lebeau et al. 2001).

Es ist also davon auszugehen, dass dieser nur geringe Amplifikationslevel die FISH-
Untersuchung des ESR1-Gens deutlich schwieriger macht. Zum einen féllt das
Vorhandensein von Hintergrundsignalen beim Auszdhlen einzelner Signale deutlicher ins
Gewicht, zum anderen ist die Unterscheidung zwischen einer nicht-amplifizierten und einer
amplifizierten Tumorzelle wesentlich schwieriger zu treffen. Es kommt leichter zu
fehlerhaften Auszdhlungen in beide Richtungen und zum Vorhandensein einer hohen
Anzahl der als “Borderline”-Félle bezeichneten Entitdt. Wie oben erwidhnt, sind die in
unserer Analyse als diskrepant aufgefallenen Fille bei genauerer Betrachtung also lediglich
auf geringfiigig unterschiedliche Genkopien zuriickzufiihren. “Echte” Heterogenitét besteht
praktisch nicht.

Als Ausnahme sei hier ein Fall aufgefiihrt, die Patientin #104, welche in den
Gewebeproben des Primédrtumors Amplifikationen zeigte und in den acht auswertbaren von
insgesamt zwolf vorhandenen Metastasen eine normale Genkopiezahl aufwies. Basierend
auf den FISH-Befunden wire zu erwarten, dass bei einer endokrinene Therapie zwar die
ER/ESR1 positiven Zellen des Primdrtumors ansprechen, jedoch vielleicht nicht die
negativen Zellen der Lymphknotenmetastasen. Insgesamt ist die Entwicklung einer
Therapieresistenz bisher nur unzureichend geklirt. Im Fall der Patientin #104 ergibt jedoch
die Betrachtung der immunhistochemischen Resultate keine wesentliche Korrelation des
ESRI1-Verlustes mit einem Verlust der ER-Expression. Die vier auswertbaren Proben des
Primértumors der Patientin zeigten insgesamt, die analysierbaren Metastasen zu einem
groflen Teil ein positives ER-Ergebnis in der Immunhistochemie. In diesem Fall scheint
also ein ER-positiver, jedoch ESR1 nicht-amplifizierter Tumorzellklon zur Metastasierung
gekommen zu sein. Andere Mechanismen der ER-a-Regulation, wie sie von Miyoshi 2010
beschrieben wurden, miissen hier fiir die Rezeptorexpression verantwortlich sein. Neben
der ESR1-Amplifikation sind erhéhte Promotoraktivitit auf transkriptionaler Ebene sowie
ein verminderter Abbau durch Ubiquitination und proteasomale Prozesse am ehesten

ursichlich fiir eine ER-o-Expression (Miyoshi et al. 2010).
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4.3 Klinische Relevanz
Die hohe Konkordanz (86%) der ESRI1-Amplifikation des Primértumors und der

korrelierenden Metastasen deutet nur auf wenig Heterogenitit hin. Nach Vorliegen unserer
Daten scheint es unwahrscheinlich, dass ein unterschiedlicher ESR1-Amplifikationsstatus
zwischen dem operativ entfernten Primdrtumor, an dem die molekulare Analyse
durchgefiihrt wird, und den Metastasen, die im Korper verbleiben und “ungetestet”
therapiert werden, fiir die Entwicklung einer Resistenz gegeniiber der antihormonellen
Therapie verantwortlich ist.

Auch bei der Untersuchung der Primartumoren kann davon ausgegangen werden, dass ein
positiver Befund an einer Biopsie genauso reprisentativ fiir den ESR1-Status des Tumors
ist wie ein negativer. In der vorliegenden Studie fanden sich keine klaren Hinweise fiir eine
signifikante intratumorale Heterogenitit: 88,1% der untersuchten Tumore zeigten ein
identisches ESR1-Resultat. Hierbei wurden jeweils zwei bis vier Gewebeproben aus
unterschiedlichen Bereichen des Tumors untersucht.

Interessanterweise zeigte keiner der klar amplifizierten oder nicht-amplifizierten Fille
diskrepante Resultate hinsichtlich des ESR1-Status zwischen den Primirtumoren und den
dazugehorigen Metastasen. Wie Holst et al. bereits 2007 das Vorhandensein von ESR1-
Amplifikationen auch bei Mammakarzinomvorstufen beschrieben, ist dariiber hinaus davon
auszugehen, dass die Entwicklung einer ESR1-Amplifikation ein recht frithes Ereignis in
der Tumorgenese des Mammakarzinoms ist und es beim Vorhandensein dieser Alteration
bleibt.

Dass ESRI-amplifizierte und nicht-amplifizierte Anteile innerhalb eines Primarius als
moglicher Ausgangspunkt fiir eine Resistenzentwicklung gegeniiber einer antihormonellen
Therapie (z. B. mit Tamoxifen®) durch Bildung von amplifizierten und nicht-
amplifizierten Metastasen nebeneinander bestehen, bestitigt sich nicht. Auch die
Hypothese, dass sich aus einem ESRI1-amplifizierten Mammakarzinom in Folge einer
antihormonellen Therapie (im Sinne eines Selektionsdruckes) eine nicht-amplifizierte
Metastase ausbildet, ldsst sich anhand unserer Daten nicht bestétigen.

Des Weiteren scheint die histologische Untersuchung auch eines kleinen Gewebestiickes
eines Tumors, wie sie beispielsweise bei einer Feinnadelbiopsie durchgefiihrt wird, ein
durchaus reprédsentatives Ergebnis hinsichtlich des ESRI1-Status des gesamten
Tumorgewebes zu liefern.

SchlieBlich wird die genaue Analyse der Resistenzentwicklung gegeniiber der endokrinen

Therapie durch diese Arbeit nicht geklart und bedarf weiterer, grofer angelegter Studien.
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4.4  ESRI1-FISH im Vergleich zur ER-IHC
Im direkten Vergleich der ESRI1-Amplifikation mit der ER-Expression konnten wir

vorausgegangene Untersuchungsergebnisse, die eine hohe Ubereinstimmung der ESRI1-
Amplifikation mit einer ER-Expression in der IHC vermerkten (Holst et al. 2007),
bestdtigen. Auch in unserer Analyse zeigten 93% der ESRI1-amplifizierten
Mammakarzinome ein positives ER-Resultat in der IHC. Sogar die Tumore mit einer
geringen ESRI1-Amplifikation mit Kopiezahlen von 4-6 =zeigten zu einem hohen
Prozentsatz (circa 80%) einen maximalen Allred-Score von 7-8. Allerdings bestétigen die
mehr als 50% der stark IHC-positiven Fille, bei denen keine erhohte ESR1-Genkopiezahl
vorlag, dass die ESR1-Amplifikation nur einer von mehreren Mechanismen zur vermehrten
Expression des ER-Rezeptors ist.

Allerdings ergab die Auswertung der Daten der Immunhistochemie eine hohere
Heterogenitit als die FISH-Analyse: Gemaéss IHC zeigte sich intratumorale Heterogenitit in
34,1% (49/141 Fille), innerhalb der Fernmetastasen in 30,5% (42/141 Félle) und beim
Vergleich der Primértumoren und deren Fernmetastasen immerhin in 54% (52
Primértumore mit 247 analysierten Metastasen) der untersuchten Fille. Der detaillierte
Vergleich der IHC-Ergebnisse innerhalb individueller Tumoren zeigte jedoch, das es sich
auch hier vor allem um technische Artefakte handeln diirfte. So fallen ER-negative
Bereiche eines Tumors in der Regel durch eine komplette Abwesenheit jeglicher Farbung
auf. Es ist zu vermuten, dass vor allem eine suboptimale Fixierung in einigen
Tumorbereichen zu einem Versagen der Immunfirbung gefilhrt hat. Solche
Fixierungsprobleme beruhen oft auf Eigenarten des Gewebes (z. B. Fetthaltigkeit) bzw.
ungeniigende Fixierungszeit, die es verhindert, dass das Fixierungsmittel alle Teile des
Gewebes gleichmadssig durchdringt (Sauter et al. 2009).

Zudem ist damit zu rechnen, dass Gewebe aus Autopsiematerial (z. B. Fernmetastasen) oft
eine stark verschlechterte Qualitdt ausweisen (z. B. durch beginnende Autolyse) und daher
nicht mehr optimal immunreaktiv sind. Zwar ,.leidet* die FISH-Analyse in gleichem Masse
wie die IHC an ,,schlechtem® Gewebe, jedoch kdnnen hier keine falsch-negativen Befunde
auftreten: Sollte eine Gewebeprobe nicht fiir eine FISH-Analyse geeignet sein, so sind
keinerlei Signale zu sehen. Ein echter FISH-negativer Befund (im Sinne einer nicht
vorhandenen Amplifikation) 146t sich jedoch klar von einem solchen ,,Analyse-Versager
anhand der sichtbaren normalen zwei Gensignale unterscheiden. Im Gegensatz dazu kann
bei der Immunhistochemie nicht zwischen einem negativen Befund aufgrund eines

Versagens der Analyse oder echter negativer Expression unterschieden werden. Tatséchlich
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zeigt der Vergleich der FISH und IHC Daten am Fall #104 (siche Abbildung 12A und
12B), dass nur wenige Gewebespots mit der FISH interpretierbar waren, jedoch viele (und
darunter zahlreiche IHC-negative) mit der IHC. Tapia hat am Beispiel von HER2 gezeigt,
dass Gewebeproben, die nicht mit FISH Interpretierbar sind, typischerweise auch
unzuverlédssige Ergebnisse mit IHC zeigen (Tapia et al. 2004). Zusammenfassend deuten
die Befunde dieser Arbeiten also darauf hin, dass die vergleichsweise hohe ,,Heterogenitat™

mit der ER-IHC in der vorliegenden Studie eher technisch bedingt ist.

4.5  Einordnung in die aktuelle Studienlage
Die meisten Daten zur Untersuchung moglicher Heterogenititen beim Mammakarzinom

findet man beziiglich des Her2-Gens. Hier sind die Gen-Amplifikationen sowohl
intratumoral als auch zwischen unterschiedlichen Tumorgeweben weitestgehend homogen.
In FISH-Analysen des Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus im Vergleich zu den
korrespondierenden =~ Mammakarzinomen  des  pathologischen  Institutes  des
Universititsspitals Basel fanden sich keine Hinweise auf echte Diskrepanzen, insbesondere
nach Korrektur der “Borderline”-Félle (Tapia et al. 2007).

Unsere Daten sprechen gegen das Vorhandensein echter, signifikanter Heterogenitét auch
beziiglich des ESR1-Status, sodass man schlieen kann, dass die Entwicklung einer ESR1-
Amplifikation ein frithes Ereignis in der Karzinomentstehung ist. Diese Annahme
untermauert die zentrale Rolle des Ostrogen-Rezeptors in der
Mammakarzinomklassifizierung und der standardisiert durchgefiihrten Routinediagnostik,
welche feingewebliche, immunhistochemische und zunehmend auch molekulargenetische
Untersuchungen einer Probebiopsie enthélt. Durch die Homogenitit der ESRI-
Amplifikationen beim Brustkrebs eignet sich der Ostrogen-Rezeptor also hervorragend zum
Einsatz der systemischen Therapie.

Moglicherweise werden in der Zukunft stirkere Diskrepanzen mit signifikanten
Heterogenititen anderer Genamplifikationen gefunden. Bekannt ist bereits ein
Resistenzmechanismus beim  Prostatakarzinom: Nach antihormoneller Therapie
(Orchiektomie, LHRH-Analoga oder Ostrogene) wird eine zuvor nicht bekannte
Amplifikation des Androgen-Rezeptors beobachtet (Visakorpi et al. 1995). So konnten
auch andere Heterogenitidten einen starken negativen Einfluss auf die zur Therapie

genutzten Zielstrukturen haben und zu einem Versagen einer Behandlung fiihren.
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5 Zusammenfassung

Die erhobenen Daten ergeben keinen Anhalt fiir relevante Heterogenitit hinsichtlich des
ESR1-Status. Die ESR1-Amplifikation ist innerhalb eines Tumorareals (=intratumoral)
homogen verteilt. Ebenso entspricht die ESRI1-Genkopiezahl der Primértumoren
weitestgehend derjenigen der Fernmetastasen (=intertumoral). Diese Tatsache lésst
annehmen, dass sich der Amplifikationsstatus weder endogen im Verlauf der
Tumorprogression (beispielsweise wihrend der Metastasierung) noch exogen z. B. unter
einer antihormonellen Therapie (z. B. mit Tamoxifen®) verandert.

Da ESRI1-Amplifikationen bereits in pridinvasiven Mammaldsionen gefunden werden
(Holst et al. 2007), scheint die ESRI1-Amplifikation ein recht frithes, entscheidendes
Ereignis in der Tumorgenese zu sein. Unsere Daten, die zwar keine Aussage iliber den
ESR1-Status moglicher Mammakarzinomvorstufen unserer Patientinnen treffen konnen,
stellen jedoch eine Erweiterung der Erkenntnis dar: Sie zeigen, dass der ESR1-Status der
Mammakarzinommetastasen, der oft erst Jahre nach Stellung der Erstdiagnose ermittelt
wird, dem des Primarius entspricht. Damit kristallisiert sich heraus, dass die ESRI-
Amplifikation dem Tumor nicht nur in der Initiierung des Tumorgeschehens, sondern auch
in den folgenden Schritten der Tumorprogression Uberlebensvorteile verschafft und es
somit beim Vorhandensein dieser Amplifikation bleibt. Vielleicht 6ffnet gerade diese
Konstanz die Moglichkeit fiir weiterfithrende Therapiestrategien bzw. Denkansitze.

Die erstmals 2007 von Holst et al. beschriebene Amplifikationsrate von 21% konnte
bestitigt werden (Holst et al. 2007). Die in unserer FISH-Analyse ermittelte
Amplifikationsrate betrug 22,6%. Diese Daten deuten auf eine gute Reproduzierbarkeit der
durchgefiihrten FISH-Analyse hin, auch unter der Verwendung der selbst hergestellten,
storanfilligen Bac-Gensonde. Unter standardisierten Bedingungen mit einer kommerziellen
Sonde diirfte die Reproduzierbarkeit und Aussagekraft der Untersuchungsergebnisse noch
zuverldssiger sein.

Im direkten Vergleich der Immunhistochemie mit der Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung
zeigte sich die IHC als weniger zuverléssig. Sie lieferte in 35,6% der Fille inhomogene
Resultate, wohingegen die FISH nur in 12,4% der Fille Diskrepanzen aufwies. Allerdings
war die Korrelation von ESR1-amplifizierten und ER-positiven Tumoren mit 93% hoch.
50% der ER-positiven Tumore wiesen keine ESR1-Amplifikation auf. Dieses Ergebnis ist
nicht {iberraschend und gut vereinbar mit den von Miyoshi beschriebenen, alternativen
Regulationsmechanismen der ER-Expression (siche oben). Hervorzuheben ist jedoch, dass

insbesondere die therapieentscheidenden Beriihrungspunkte der FISH-Analyse und der
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Immunhistochemie, nédmlich die in der Diagnostik ermittelte Aussage, ob ein
Mammakarzinom  ER-positiv ~ bzw.  ESRl-amplifiziert  ist,  {ibereinstimmen.
Dementsprechend ist sicherlich leitliniengerechtes Vorgehen in der Routinediagnostik des
Mammakarzinoms mit regelmdBig durchgefiihrter immunhistochemischer Untersuchung
und ergdnzender ESRI-FISH-Analyse sinnvoll. Zweifelsfrei sollte die Moglichkeit der
FISH-Untersuchung bei geringsten Unklarheiten vermehrt angewendet werden.

Die Resistenzentwicklung gegeniiber einer antihormonellen Therapie bleibt
bedauerlicherweise auch nach Auswertung unserer Daten unbeantwortet. Ein denkbarer
genetischer Shift mit Verlust der ESR1-Amplifikation als Antwort auf eine antihormonelle
Behandlung bestitigt sich bei hoher Konkordanz des ESRI1-Status nicht. Wichtige
Erkenntnisse liefert jedoch die Konstanz der ESR1-Resultate hinsichtlich der Diagnostik
und der Rolle der ESR1-Amplifikation: Wie bereits zuvor vermutet scheint die ESRI1-
Amplifikation bei ihrem Auftreten ein sehr frithes und durchaus wichtiges Ereignis in der
Tumorentwicklung und -progression zu sein (Holst et al. 2007). Zeigt ein primires
Mammakarzinom bei Diagnosestellung eine ESR1-Amplifikation, so ist diese auch Jahre
spiater an den autoptisch gewonnenen Fernmetastasen nachzuweisen. Wéhrend die
Tumorzellen im Krankheitsverlauf im Rahmen der Filialisierung und im Verlauf der Zeit
(hdufig Jahre) einige Genalterationen durchgemacht haben diirften, bleibt der ESR1-Status
unverindert.

Um genauere Aussagen z. B. iiber unterschiedliches Therapieansprechen oder
Resistenzentwicklungen bei Mammakarzinomen machen zu kdnnen, sind jedoch weitere

Studien und Untersuchungen erforderlich.
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