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1. Einleitung

Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist weltweit die hadufigste maligne Krebserkrankung und die
héufigste Krebstodesursache der Frau. Insgesamt fiir Frauen und Ménner, ist der
Brustkrebs nach dem Lungenkrebs die zweithdufigste Tumorerkrankung weltweit (1).

1.1. Epidemiologie

Mit einem Anteil von 30% an allen soliden Tumoren und knapp 70.000 Neuerkrankungen
pro Jahr in Deutschland, ist Brustkrebs mit Abstand die haufigste Krebserkrankung und
mit 17,5% die haufigste Krebstodesursache bei Frauen (2). Durch die Einfilhrung des
Mammographie-Screenings im Jahr 2005 sind die Erkennungsraten von Brustkrebs stark
angestiegen. Die altersstandardisierte Inzidenz hat im Vergleich zu den 1980er-Jahren um
50% zugenommen (3, 4).

In Deutschland erkrankt statistisch gesehen jede 8. Frau in ihrem Leben an Brustkrebs.
Bei Diagnosestellung sind 30% der Frauen jlinger als 55 Jahre alt. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren (2). Das Lebenszeitrisiko fiir einen Mann an
Brustkrebs zu erkranken ist mit 0,1% im Vergleich zu Frauen mit 12,8% deutlich
niedriger (1, 5).

Trotz steigender Inzidenz konnte sowohl die 5- als auch die 10-Jahres-Uberlebensrate
aufgrund von verbesserten diagnostischen Verfahren und individueller Therapie
verlingert werden. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei Frauen bei 88% und bei
Mainnern bei 77%. Die Zunahme der Inzidenz und die gleichzeitige Verbesserung der
Uberlebensrate fiihrt zu einem Privalenzanstieg. Dies trifft vor allem auf die Altersgruppe
zwischen 50-69 Jahren zu, da diese Zielgruppe durch das Mammographie-Screening
erfasst wird (2).

1.2. Risikofaktoren

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist noch nicht vollstéindig geklirt.

Brustkrebs kann genetisch bedingt sein und eine positive Familienanamnese steigert das
Erkrankungsrisiko um das 2- bis 9-fache (1-3, 6). Eine familidre Belastung liegt in 5-10%
aller Brustkrebserkrankungen vor und die hdufigsten Genmutationen liegen in den
Tumorsupressor-Genen Breast Cancer 1 und 2 (BRCA1 und 2) oder im PTEN-Gen
(Cowden-Syndrom) (7, 8). Ein weiterer Risikofaktor ist ein bereits diagnostiziertes
Mammakarzinom der Gegenseite. Fiir diese Patientinnen ist das Risiko, ein
Mammakarzinom der anderen Brust zu entwickeln, etwa doppelt so hoch als das
Brustkrebsrisiko der Gesamtbevolkerung (3, 6, 9).

Neben hereditiren Faktoren haben Umweltfaktoren und hormonelle Einfliisse einen
groBBen Stellenwert. Bei einer frithen Menarche und/oder einer spaten Menopause entsteht
ein langer aktiver Hormonhaushalt, welcher die Entstehung von Brustkrebs begiinstigen
kann. Zusitzlich konnen das Fehlen von Geburten oder eine spite erste Geburt, sowie das
Fehlen von einer Stillzeit, das Brustkrebsrisiko steigern. Eine Hormonersatztherapie, zum
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Beispiel (z.B.) aus einer Kombination von Ostrogen und Gestagen in der Postmenopause,
sind mit einem erhohten Brustkebsrisiko assoziiert. Adipositas, Bewegungsmangel,
Alkohol-Abusus und Nikotinkonsum fiihren ebenfalls zu einem nennenswerten
Risikoanstieg (3, 10-12). Tamimi et al. beschreiben, dass ein Drittel der postmenopausal
auftretenden Krebserkrankungen in den United States of America (USA) durch
beeinflussbare Risikofaktoren ausgelost werden und daher vermeidbar wéren (13). Des
Weiteren konnen chemische oder physikalische Einfliisse auf das Brustdriisenepithel
einwirken. Daraus konnen sich zunéchst gutartige Verdnderungen der Brustdriise bilden,
wie z.B. die gewohnliche duktale Hyperplasie (UDH), die atypische duktale Hyperplasie
(ADH), das duktale carcinoma in situ (DCIS) und die lobulére intraepitheliale Neoplasie
(LIN/LCIS), welche im Verlauf maligne entarten kdnnen (14, 15).

1.3. Symptome

Beschwerden beim Mammakarzinom treten meist erst in einem fortgeschrittenen Stadium
auf und konnen sich auf verschiedene Art priasentieren. Am hiufigsten wird ein Knoten
in der Brust getastet. Bei einem gut tastbaren Knoten kann differenziert werden zwischen
einem glatt begrenzten, gut verschieblichen, derben Knoten, wie es z.B. bei einem
benignen Tumor wie dem Fibroadenom vorkommt oder einen eher unscharf begrenzten,
nicht verschieblichen Knoten mit eventuell weiteren Symptomen, welcher auf ein
malignes Geschehen hindeuten kann (16). Lokale Verdnderungen der Haut konnen
Hauteinziehungen, Hautddeme, Orangenhaut (Peau d'orange), Exulzeration und
Rotungen bis zur Entziindung der Haut, wie z.B. beim inflammatorischen
Mammakarzinom sein. Es kann zu Mamillenretraktion, Mamillenentrundung und zu
verdidchtigem Sekretabgang aus der Mamille kommen. Die Brust kann sich asymmetrisch
durch das Tumorwachstum oder durch Verhirtung formveréndern und vergroflern. Auch
die Lymphknoten im axillairen und supraklavikuldren Lymphabflufigebiet konnen an
GroBe zunehmen und verhdrten. Symptome konnen auch auBBerhalb der Brust auftreten,
wie Riickenschmerzen und Gewichtsverlust (17). Bei Diagnosestellung und im Verlauf
der Therapie konnen weitere Beschwerden auftreten wie Fatigue, Depression,
Schlafstérung, Konzentrationsschwéche (18).

Im spédteren Stadium konnen Symptome durch Organmetastasierung auftreten oder sich
auch als die ersten bemerkbaren Symptome prisentieren. Die Metastasierung lduft
lymphogen und hdmatogen ab (19). Bei der lymphogenen Metastasierung werden zuerst
die regionalen ipsilateralen axilldren Lymphknoten infiltriert. Durch die Lokalisation des
Musculus pectoralis minor kann dies in drei Level eingeteilt werden. Level 1 befindet
sich lateral, Level 2 im Bereich und Level 3 medial des Musculus pectoralis minor. Zu
Level 3 zdhlen auch ipsilaterale infraklavikuldre und supraklavikuldre Lymphknoten.
Weitere entfernte Lymphknoten werden als Fernmetastasen (M1) gewertet (20). Eine
hidmatogene Streuung (M1) tritt am hdufigsten im Skelettsystem (51%), in der Lunge
(17%), im Gehirn (16%) und in der Leber (6%) auf (21).



1.4. Diagnostik

Ziel der Sekundirprévention ist es, das Mammakarzinom in einem moglichst frithzeitigen
Stadium zu erkennen und eine Therapie einzuleiten. Diese frithdiagnostische Maflnahme
sorgt fiir eine Senkung der Mortalitédt (22, 23). Die Fritherkennung durch ein Abtasten
der Brust mitsamt regionaler Lymphknoten beim Frauenarzt beginnt in Deutschland mit
30 Jahren.

Bei Auffilligkeiten wird unter dem 40. Lebensjahr eine Sonographie und gegebenenfalls
eine sonographisch gesteuerte Stanzbiopsie oder Vakuumbiopsie zur histologischen
Sicherung durchgefiihrt. Bei nicht eindeutigem Ergebnis folgt wie auch bei Frauen ab 40
Jahren eine Mammographie. Wenn noch nicht durchgefiihrt, kann eine Sonographie bei
eingeschrinkter Beurteilbarkeit der Mammographie ergénzend helfen, gefolgt von einer
Untersuchung mittels Kontrastmittel-Magnetresonanztomografie (KM-MRT) bei
weiterhin fraglichem Befund. Zusétzlich sollte bei einer auffélligen Sekretion aus der
Mamille eine Galaktographie durchgefiihrt werden. Folgende Empfehlungen sind den
deutschen Leitlienen zu entnehmen, welche auf der aktuelle Studienlage basiert (24). In
einem systemischem Review von 2016 in den USA wurde die Bedeutung der
Sekundirpravention erneut validiert (25).

Eine Stanzbiopsie ist wichtig fiir die histologische Sicherung des Tumors und kann bereits
Informationen tiber den Tumortyp, das Grading, den Hormonstatus, den human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2/neu)-Status und den proliferativen Index (Ki-67) geben
(26).

Aufgrund einer Nutzen-Risiko-Abwigung empfiehlt sich fiir die Altersgruppe 40-49
Jahre eine individuelle Risikoanalyse beziiglich einer frithzeitigen Mammographie (25,
27). Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass zum einen die Mortalitdtsreduktion durch die
Mammographie fiir Frauen zwischen 40 und 49 Jahren niedriger ist als fiir Frauen
zwischen 50 und 69 Jahren und zum anderen in der Altersgruppe 40-49 Jahre hiufiger
falsch-positive und falsch-negative Befunde zu verzeichnen sind. In Deutschland wird
das Mammographie-Screening erst fiir die Altergruppe 50-69 Jahren empfohlen. Fiir
Mainner gelten diese Empfehlungen nicht (2, 28). Dariiber hinaus wird, dhnlich wie in der
amerikanischen Leitlinie, ein Screening ab 70 Jahren angeboten (22). Eine relative
Risikoreduktion bei regelméBigen Screenings von 15-20% konnte beobachtet werden (27,
29). Das intensive Screening kann gegebenbenfalls zu einer Uberdiagnostizierung fiihren,
bei welcher invasive und nicht-invasive Brustkrebsformen diagnostiziert und behandelt
werden, welche wihrend des Lebens nicht klinisch aufgefallen wiren. Die
Wabhrscheinlichkeit, dass es sich bei einem diagnostizierten Brustkrebs um eine
Uberdiagnose handelt, liegt circa bei 30% (27). Ein vielversprechendes Verfahren
aufgrund eines Sensitivititsgewinns und einer guten Spezifitit konnte die digitale Brust-
Tomosynthese (DBT) fiir zukiinftige Routineverfahren sein, welche eine Mammographie
in 2-Dimensionalitidt (D) und 3D darstellt. Die European Society of Breast Imaging
(EUSOBI) nennt die DBT ein Verfahren zur verbesserten Krebserkennung und fiir eine
Verringerung der Riickrufrate. Auflerdem soll es durch Nutzung dieser neueren Methode
zu einem Riickgang von Intervallkarzinomen kommen, einer auftretenden
Krebserkrankung innerhalb von 12 Monaten nach einem unauffilligen Mammographie-
Screening (30, 31).



Falls ein bereits fortgeschrittenes Tumorstadium vorliegt oder ein erhohtes
Fernmetastasierungsrisiko besteht, wie beispielsweise bei Lymphknotenmetastasen, einer
TumorgroBe iiber 2 cm (>T2), einer aggressiven Tumorbiologie, wie bei dem Triple-
negativen oder HER2/neu-positiven Mammakarzinom, sollte die Suche nach
Metastasierung begonnen werden. Dies wird mithilfe eines bildgebenden
Ganzkorperstagings von Knochen, Lunge und Leber mittels Computertomographie (CT)
von Thorax und Abdomen durchgefiihrt und durch Sonographie und Skelettszintigraphie
erginzt (32). Ein Positronen-Emissions-Tomographie (PET)-CT kann zusétzlich bei
Unklarheiten durchgefiihrt werden und bei einem Verdacht auf Metastasen im zentralen
Nervensystem wird die cerebrale Magnetresonanztomographie (¢cMRT) noch in das
Staging mit aufgenommen (33).



1.5. Therapie

Ziel der chirurgischen Therapie ist bei einem nicht fortgeschrittenen Mammakarzinom
die Entfernung im Gesunden mit tumorfreien Resektionsrdndern (R0). Dabei wird, wenn
moglich, eine brusterhaltende Therapie (BET) angestrebt mit anschlieBender
Bestrahlung, da eine alleinige Mastektomie keinen Uberlebensvorteil bietet (34, 35). Eine
postoperative Bestrahlung nach einer BET senkt die Rezidivrate und die Mortalitét (36,
37). Eine Mastektomie ist indiziert bei ansonsten nicht resezierbarem Tumor,
ungilinstigem Tumor-Brust-Verhéltnis, inflammatorischem Mammakarzinom, bei
Kontraindikation der Bestrahlung oder Patientenwusch nach ausfiihrlicher Aufkldrung
(38).

Durch die sekunddre Prdvention kdnnen Tumore der Brust bereits in einem frithen
Tumorstadium diagnostiziert werden. Dadurch werden auch weniger radikale
Therapieansitze mdglich, wie z.B. eine Sentinellymphknoten-Entfernung fiir das axillire
Staging (39).

Eine neoadjuvante Therapie wurde erstmalig durchgefiihrt bei Patientinnen, welche unter
einem fortgeschrittenen, nicht resezierbaren oder auch inflammatorischen Brustkrebs
litten, der durch diese Chemotherapie ,,schrumpfte* und dann chirurgisch entfernt werden
konnte. Die damit einhergehende Mdglichkeit einer Entfernung des Tumors im Gesunden
(RO-Resektion) verbessert die Prognose (40-42). Auch die adjuvante Therapie hat das
Ziel die Prognose des Patienten zu verbessern und die rezidivfreie Zeit zu verldngern (43).
Die neoadjuvante und die adjuvante Therapie kann sowohl aus Radiotherapie als auch
aus systemischer Therapie bestehen. Bei einer systemischen Therapie kann, je nach
Patientenprofil, zwischen einer Chemotherapie, einer Antikdrpertherapie und einer
Antihormontherapie gewihlt werden (44).

Fiir das Mammakarzinom existieren diverse prognostische und préadiktive Faktoren (siehe
Absatz 1.6), anhand derer die Patientinnen stratifiziert werden konnen. Durch die
interdisziplindre Besprechung der Patientinnen mit der Diagnose Brustkrebs in einem
Tumorboard, wird ein individuelles Behandlungskonzept nach aktuellen Standards und
Literaturergebnissen auf den Patienten zugeschnitten. Dies hat das Ziel, die
Uberlebenszeit, aber auch die Lebensqualitit zu verbessern, da eine aggressive
Tumorbekédmpfung auch mit vielen Nebenwirkungen einhergeht. Neben der akuten
Toxizitdt, wie z.B. starke Ubelkeit, Erbrechen, Alopezie und Fatigue wihrend einer
Chemotherapie, sind auch lebensbedrohliche Langzeitschiden wie eine schwere
Herzinsuffizienz oder Leukdmie zu beobachten. Dabei wird die Lebensqualitit massiv in
Mitleidenschaft gezogen (45).
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1.6. Prognose

Prognosefaktoren korrelieren, unabhidngig von der Therapie, mit dem Verlauf einer
Erkrankung, z.B. mit der Uberlebensrate, dem Rezidivauftreten und der Metastasierung.
Ein priadiktiver Faktor hingegen kann das Ansprechen und somit die Wirksamkeit einer
bestimmten Therapie beeinflussen. Eine adjuvante Chemotherapie erzielt bei einem Teil
der Patientinnen mit Mammakarzinom eine lebensverlingernde Wirkung, allerding auf
Kosten einer teilweise nicht unerheblichen Morbiditit. Es ist deswegen von groBler
Bedeutung, die Indikationsstellung zur adjuvanten Therapie optimal zu gestalten. Hierfiir
bedarf es einer bestmdglichen Einschitzung des Aggressionspotentials eines Tumors,
beziehungsweise der zu erwartenden Patientenprognose. Die klassischen
Prognoseparameter sind (p)T, (p)N, sowie der Differenzierungsgrad G des Tumors. Diese
3 wichtigen Prognosefaktoren wurden auch in dem Nottingham-Prognose-Index (NPI)
zusammengestellt. Die Einteilung erfolgt in eine gute, méBige und schlechte Prognose.
Hierdurch konnen Risikopatientinnen erleichtert erfasst werden (46, 47).

Der zuverléssigste morphologische prognostische Parameter ist davon der
Lymphknotenstatus (N-Kategorie). Die 10-Jahres-Uberlebensrate betriigt bei nicht
befallenen Lymphknoten 84%, im Vergleich zu 42% bei {iber 4 befallenen
Lymphknoten (48). Zusétzlich wird unterschieden zwischen der Anzahl der befallenen
Lymphknoten und ob Nicht-Sentinel-Lymphknoten befallen sind, welches mit einer
schlechteren Prognose einhergeht (48-51).
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=] e, 424 n
e, 288 " Ry
o e ey 11 ég
2 e - . (=285) )%
i e n2
(= 449)
0 * p <0.0001
T —T T T T
0 5 10 15 20
Years after surgery (1946-1980 C.i1H.)
n0 - keine regiondren Lymphknoten befallen - 10 Jahres Uberlebensrate: 84%
nla - Metastasen in 1-3 axilliren Lymphknoten - 10 Jahres Uberlebensrate: 70%
nl B - Metastasen in 4 oder mehr axilldren Lymphknoten - 10 Jahres Uberlebensrate: 42%
n2 - 1 oder mehr subklaviculdre Lymphknoten - 10 Jahres Uberlebensrate: 29%

Abbildung 1: Uberleben beim Mammakarzinom und Lymphknotenstatus (pN) (48)
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Die Tumorgrofe ist ein wichtiger prognostischer Faktor, da eine GroBe von unter 1 cm
mit einer guten Prognose einhergeht und umgekehrt das Risiko fiir ein Rezidiv mit dem
Durchmesser des Primértumors steigt. So hat sich in einem Beobachtungszeitraum von
30 Jahren ein Rezidivrisiko von 25% bei einer TumorgroBe von unter 2 cm gezeigt,
welches bei einer Tumormasse von 4-4,9 cm auf 50% ansteigt (52). Zwischen der Grofle
des Priméirtumors und der Anzahl von Lymphknotenmetastasen, dem Malignitatsgrad des
Tumors oder einem hohen Ki-67 gibt es eine signifikante positive Korrelation (53).

Der Malignititsgrad (Grading) wurde bereits von Robert B. Greenough im Jahr 1925 als
prognostischer Faktor im Zusammenhang mit dem Uberleben demonstriert. Erweitert von
Bloom und Richardson wurde das Grading und somit der Atypiegrad basierend auf die
Ausbildung von Tubuli, dem Grad der Kernatypien und die Mitosefrequenz festgelegt
(54, 55). Auch in aktuellen Studien zeigt sich, dass das Grading, unabhingig von
TumorgroBe und Lymphknotenstatus, einen Effekt auf das klinische Outcome des
Patienten hat (56, 57).

Der histologische Tumortyp gibt ebenfalls eine unterschiedliche Prognose vor. Zum
Beispiel hat das inflammatorische Mammakarzinom, mit einer durchschnittlichen
Uberlebenszeit von 2,9 Jahren, eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit als lokal
fortgeschrittene nicht-inflammatorische Brustkrebsformen mit 6,4 Jahren (58). Die
relative 10-Jahres-Uberlebensrate betrigt 78% beim metaplastischen Karzinom, 85%
beim Karzinom vom nicht-speziellen Typ (NST), 86% beim invasiv-lobuldren Karzinom,
92% beim papilldren Karzinom, 93% beim medulliren Kariznom und 96% beim
muzindsen Karzinom (59).

Das Alter geht in die Prognose mit ein, da besonders junge und alte Patientinnen mit einer
neu aufgetretenen Brustkrebserkrankung eine kiirzere Uberlebensdauer aufweisen (59,
60).

Eine weiterer negativer prognostischer Faktor ist eine Infiltration in Lymph- und
Blutgefifle (61-64). Gerade bei Brustkrebsformen, bei denen keine Lymphknoten
befallen sind und der Tumor klein ist (T1), zeigt sich bei einem Befall der Lymph- und
BlutgefiBe dennoch ein signifikant erh6htes Rezidivrisiko und ein erhdhtes Risiko fiir die
Bildung von Fernmetastasen (65).

Der Hormonrezeptorstatus des Tumors gibt viele Informationen iiber die Prognose, als
auch zum Ansprechen auf eine endokrine Therapie (66-69). Zu bestimmen sind die
Hormonrezeptoren Ostrogenrezeptor (ER) und Progesteronrezeptor (PR). Die
Hormonrezeptoren werden immunhistochemisch mittels Immunhistochemie (IHC)
nachgewiesen. Bei einer auftretenden nukledren Positivitit von tiber 10% wird der Tumor
mit positivem Ostrogen- beziehungsweise Progesteronstatus beschrieben (70, 71). Die
pradiktive Aussagekraft wird erhoht, wenn beide Hormonrezeptoren bestimmt werden
(72).

Der Her2/neu-Status ist ebenfalls ein prognostischer und auch pridiktiver Marker. Eine
Amplifikation des Onkogens c-erb-B2 (Her-2/neu) fiihrt zu einer Uberexpression von
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transmembrandsen Gykogenrezeptoren, welche wachstumsstimulierend wirken. Dies
wird in 10-34% aller Mammakarzinome nachgewiesen und geht mit einer schlechten
Prognose einher. Die Therapie besteht aus einem monoklonalen Antikorper Trastuzumab
(Herceptin®) gegen diesen Rezeptor (73-76).

Ki-67 ist ein Marker fiir die Proliferationsaktivitit und markiert die in Teilung
befindlichen Zellen. Mittels Ki-67-IHC wird der Prozentsatz der sich teilenden Zellen
bestimmt (proliferativer Index). Ein hoher Ki-67-Labeling Index ist mit einer erhdhten
Rezidivrate und verkiirztem Uberleben assoziiert (77).

Zusitzlich kdnnen die Invasionsfaktoren Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA)
und dessen Inhibitor Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1), welche am Abbau
von Tumorstroma und Basalmembran mitwirken, untersucht werden. Die Bestimmung
der tumorassoziierten Proteolysefaktoren erfolgt mittels Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) aus dem Tumorgewebe. Die Invasion und Metastasierung des Brustkrebs
wird mithilfe des uPA-Rezeptors unterstiitzt. Kann uPA oder PAI-1 in erhdhter
Konzentration im Primartumor nachgewiesen werden, steigt das Metastasierungsrisiko
und die Gesamtiiberlebenszeit sinkt. So kann bei Patientinnen mit fehlendem
Lymphknotenbefall, positivem Hormonrezeptorstatus, negativem Her2/neu-Status und
zusétzlich niedriger uPA oder PAI-1 Konzentration eine bessere Prognose erwartet
werden, was die Uberlegung rechtfertigt, ob bei diesen Patientinnen eine adjuvante
Chemotherpie einen zusétzlichen Nutzen mit sich bringt (78, 79).

Zahlreiche andere molekulare Parameter wurden in der Literatur als prognoserelevant
beim Mammakarzinom beschrieben. Dazu gehdren beispielsweise Kirsten rat sarcoma
viral oncogene (KRAS) messanger Ribonukleinsdure (mRNA) Expression (80),
BRCA1/2-Mutation (81), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGFR1) Expression
(82), lysophosphatidylcholine acyltransferase 1 Expression (LPCATT1) (83), Phosphatase
und Tensin homolog (PTEN) Deletion (84), 8p-Deletion (85, 86), siehe zusitzlich
aufgelistete prognoserelevante Deletionen in Tabelle 1, Amplifizierung von c-MYC bei
8q (87), murine mammary tumor virus integration site (INT2) und HSTF1 bei 11q13 (88),
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) (89), EBF4 und HRASLS (90), Auftreten
von Single Nucleotid Polymorphismen (SNP) wie UDP-Glucuronyltransferase 1Al
(UGT1AT1) , Cytochrom P2B6, Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1
(MAP3K1), HCNI und ABCBI (91). Von besonderer praktischer Bedeutung sind heute
kommerzielle, teilweise von der Amerikanische Food and Drug Administration (FDA)
zugelassene Prognosetests, welche gleichzeitig eine Vielzahl von Genen auf der RNA
Ebene untersuchen. Zu diesen Tests gehoren MammaPrint® (70 Gene), OncoType DX®
(21 Gene) und EndoPredict® (11 Gene), welche alle bei bestimmten Situationen von
Klinikern angefordert werden. Diese Testverfahren beruhen auf, vor mehr als 15 Jahren
erhobenen, RNA-Expressionsdaten von verhiltnismiBig kleinen Patientenkollektiven
(92-98). Der Nachteil dieser Verfahren ist, dass ihre Ergebnisse vom Reinheitsgrad des
Tumors und der Art der Beimischung nicht-neoplastischer Zellen abhéngig sind (99). Die
Methoden basieren auf der Quantifizierung tumorrelevanter RNAs, welche allerdings
auch in Normalgewebe oder in Entziindungszellen exprimiert werden konnen. Es ist
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davon auszugehen, dass diese RNA basierten Tests bald abgeldst werden von moderneren
Verfahren, welche sich beispielsweise Techniken wie Next-Generation-Sequenzing
(NGS) bedienen und insbesondere beim Nachweis von Mutationen reproduzierbarere
Ergebnisse liefern werden. Da die Reproduzierbarkeit molekularer Tests ein wichtiger
Faktor ist, stellt auch die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) eine potentiell
niitzliche Methode zur Evaluation von Prognosefaktoren dar. Frithere Studien am
Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) hatten gezeigt, dass der Nachweis von
Deletionen beim Prostatakarzinom, wie die Deletion von PTEN (100, 101), 13q (102),
16q und 6q (103, 104), 12p (105), 8p (106), 18q (107) und die Kodeletion von 16q23,
PTEN (108), 3p13 (109, 110), aber auch beim Mammakarzinom erhebliche prognostische
Bedeutung besitzt. Beim Mammakarzinom wurde dies fiir Deletionen von 8p (85) und
10923 mit PTEN (84) gezeigt. Eine Zusammenfassung von Studien zur Prognoserelevanz
von Deletionen ist in Tabelle 1 gezeigt.
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Tabelle 1: Prognoserelevanz von Deletionen beim Mammakarzinom

Studie Erstautor Jahr | Deletion Anzahl (n) |p-Wert bei schlechter Prognose | Lit.
Ragnarsson et al. 1996 | 1p 232 p=0.021 [3] (111)
Ragnarsson et al. 1999 | 1p 238 p<0.001 [3] (112)
Janssen et al. 2003 [ 1p & 16q 76 p=0.95[3] (113)
Janssen et al. 2009 | 1p31 158 p=0.97[2] (114)
Borg et al. 1992 | 121 (PEM) 124 p=0.059 [1] (115)
Seute et al. 2001 [ 6q 44 p=0.041[1] [4] (116)
Bicche et al. 1992 | 7q31 245 p=0.0036 [3]; p=0.00022 [2] (117)
Kristjansson et al. 1997 [ 7q21-35 238 Nicht signifikant [3] (118)
Lebok et al. 2015 [ 8p 2197 p<0.0001 [3] (85)
Sigbjornsdottir et al. | 2000 | 8p 201 p=0.012 [3] (86)
Eiriksdottir et al. 1995 | 9p 201 p=0.236 [3] (119)
Lebok et al. 2016 [ 9p21 2197 p=0.0720 [3] (120)
Lebok et al. 2015 [ 10q 2197 p=0.0090 [3] (84)
Dellas et al. 2002 | 11p 40 p<0.002 [3] (121)
Climent et al. 2007 [11q 185 p<0.0001 [1] ; Nicht signifikant [3] ]| (122)
Wingyvist et al. 1995 | 11g23 96 p=0.0004 [3] (123)
Eiriksdottir et al. 1998 | 13q12-13 139 p<0.001 [1] (124)
Seute et al. 2001 [ 13q 44 p=0.034[1] (116)
Andersen et al. 1992 | 13q 59 Nicht signifikant [3] (125)
siehe Tabelle zu 16q 16q [4] siehe Tabelle 8
Andersen et al. 1992 | 17p 59 Nicht signifikant [3] (125)
Thompson et al. 1998 | 17p13 (imbalance) 91 p=0.008 [1] ,p=0.08 [3] (126)
Nedelcheva 1998 | 17p (GSTM1) 239 p=0.036 [3] (127)
Kristensen et al.
Nagai et al. 1994 | 17p (D17S5) 67 p=0.007 [1] (128)
Nagai et al. 1995 | 17p (D17S5) 105 p=0.002 [1]/[3] (129)
Nagai et al. 1995 | 17p (tp53) 105 p=0.35[1V/[3] (129)
Nagai et al. 1995 | 17q (D17S250-THRA1) | 105 p=0.81[1}/[3] (129)
Nagai et al. 1995 | 17q (D17S776- 105 p=0.74 [1V/[3] (129)
D17S579)
Nagai et al. 1995 | 17q (distal D17S733) 105 p=0.89 [1V/[3] (129)
Andersen et al. 1992 | 17q 59 Nicht signifikant [3] (125)
Climent et al. 2002 [ 18p 34 p=0.003 univariate, (130)
p=0.006 multivariate [1]
Dellas et al. 2002 | 18q 40 p<0.004 [3] (121)

[1]relapse-free survival
= disease-free survival
[2]metastasis-free
survival

[3] overall survival

[4] gute Prognose

(Eine Ausnahme und damit eine
signifikant gute Prognose liegt
bei 16q und 6q vor)
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Die Region 16922 ist eine weitere beim Mammakarzinom héufig deletierte Region, wobei
die Deletionen meistens sehr grof3 sind und héufig auch den gesamten langen Arm
betreffen. 16q-Deletionen sind bei verschiedenen Tumorarten hochsignifikant mit einer
ungiinstigen Prognose assoziiert (103, 108, 131-140). Beim Mammakarzinom sind die
diesbeziiglichen Daten allerdings anders. Mehrere Studien hatten eine signifikant bessere
Prognose bei 16q deletierten Tumoren als bei nicht deletierten Tumoren gezeigt (116,
141-145). Allerdings variiert die Zahl der nachgewiesenen Deletionen innerhalb von
diesen Studien teils erheblich und die verwendeten Methoden wie loss of heterozygosity
(LOH) (141, 146-150) und array- comparative genomic hybridization (a-CGH) (99, 116,
142-144) sind fehleranfillig. Bisher wurden beim Mammakarzinom nur wenige FISH-
Studien zum Nachweis von 16q22-Deletionen durchgefiihrt. Eine Studie umfasste nur 46
Félle ohne Prognosedaten. Hierbei wurde die g/p-Ratio fiir Chromosom 16 untersucht,
um die Anzahl der Kopienverdnderungen der beiden Chromosomenarme (q= grofler Arm,
p=kleiner Arm) unabhingig von allgemeinen Verdnderungen in der Ploiditit der
Tumorzellen zu untersuchen. Dabei zeigte sich bei Low-grade-Tumoren eine hohere
Tendenz fiir einen Verlust von 16q (151).

Eine andere Studie untersuchte mittels FISH Zelllinien bei 21 Brustkrebspatientinnen,
jedoch ohne Angabe von Prognose oder Prozentsatz der Deletion (152). Eine Studie zur
Untersuchung von Alterationen von Chromosom 1 und 16 wurde an 26 papilldren
Brustkrebsformen mittels multicolor FISH durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich eine erhohte
Deletionshdufigkeit bei intracystischen papilldiren Mammakarzinomen von Grad 1 (153).
In einer weiteren Studie wurden n=18 Proben mit einer bereits nachgewiesenen 16q-
Deletion in der LOH-Analyse nochmalig mit der FISH-Analyse untersucht.
Interessanterweise zeigte sich in der FISH-Analyse lediglich bei n=9 (38.9%) dieser
Proben ein tatsdchlicher Nachweis einer 16q-Deletion (147). Die FISH-Methode ist der
Goldstandard fiir die Untersuchung von quantitativen Genomverdnderungen, da eine
préizise Quantifizierung von Genen und Chromosomen auf Einzelzellniveau moglich ist
und Verunreinigung durch nicht-neoplastische Zellen mit einer visuellen Kontrolle
ausgeschlossen werden (154-156).

1.7. Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die prognostische Bedeutung der 16q22-
Deletion an einem groflen Patientenkollektiv mittels der ,,Goldstandard*“-Methode
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zu kldren. Dazu wurde ein Tissue-Microarray (TMA)
mit insgesamt 2.222 Mammakarzinomen untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Der TMA beinhaltet 2.517 Brustdriisengewebe. 2.222 Gewebe sind Mammakarzinome
und 295 Gewebe normales Brustdriisengewebe oder préikarzindses Brustdriisengewebe.
Diese wurden im Zeitraum von 1985 bis 1999 an der Universitdtsklinik Basel und an dem
Stadtspital Triemli in Ziirich operiert. Die wesentlichen Charakteristika der Patienten sind
in Tabelle 2 dargestellt. Alle Tumoren wurden nach dem pTNM-System klassifiziert, der
histologische Grad wurde nach dem Bloom-Richardson-Elston System (BRE) festgelegt
und der Tumortyp nach der WHO Klassifikation (WHO 2012) definiert. Lymphknoten
waren bei 1.867 der 2.222 Patientinnen gleichzeitig zur Untersuchung des Primarius
entnommen worden. Verlaufsdaten standen von 1.982 der 2.222 Patientinnen zur
Verfiigung. Das mediane Alter betrug 62 Jahre (zwischen 26 - 101 Jahre). Die mittlere
Nachbeobachtungszeit war 68 Monate. Die minimale Nachbeobachtungszeit betrug 1
Monat, die maximale betrug 176 Monate. Daten zu allfilligen adjuvanten
Chemotherapien oder Radiotherapien standen nicht zur Verfiigung.

Tabelle 2: Patientenkollektiv des verwendeten Tissue-Microarrays

Patientenkollektiv auf dem

TMA

n Auswertbar n
Alle Proben aufdem TMA 2517 1965
Histologische Einteilung
Invasives Karzinom vom Nicht-speziellen Typ (NST) 1552 1228
invasiv lobulédres Karzinom 312 253
medulldres Karzinom 58 52
kribriformes Karzinom 65 46
muzindses Karzinom 69 59
tubulédres Karzinom 56 40
papillédres Karzinom 30 25
apokrines Karzinom 15 13
andere Subtypen 43 37
unbekannt 22 13
insgesamt 2222 1766
BRE Grad
1 579 442
2 929 744
3 714 579
Tumorstatus
pT1 823 611
pT2 1023 831
pT3 124 108
pT4 242 207
Nodalstatus
pNO 952 741
pN1 794 640
pN2 121 103
Hormonstatus
ER negativ 474 296
ER positiv 1544 905
PR negativ 1265 743
PR positiv 661 414
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2.2. Tissue-Microarray-Methode

Die Tissue-Microarray-Methode erlaubt die gleichzeitige Untersuchung von hunderten
Tumoren auf einem einzigen Objekttriger. Grundlage fiir die Herstellung eines TMA ist
das Vorhandensein eines tumorhaltigen Spenderblocks, aus dem mit einer Hohlnadel ein
0.6 mm in Durchmesser messender Gewebezylinder entnommen wird. Der entnommene
Gewebezylinder wird danach in einen TMA-,Empfiangerblock™ eingelagert, wo an
vordefinierten Koordinaten zuvor Locher angefertigt wurden. Jeder entnommene
Gewebezylinder wird in ein vorher bestimmtes Loch im Empféngerblock deponiert.

Zur sicheren Orientierung werden TMA grundsitzlich asymmetrisch und mit
unterschiedlich groBen Sektoren aufgebaut. Abbildung 2 =zeigt die am
Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf typischerweise verwendete
Organisationsstruktur eines TMA-Blocks. Die gut 600 Proben, welche in einem TMA
eingebracht werden, werden in 6 unterschiedlich groe Sektoren aufgeteilt. Die 6
Sektoren werden mit GroB8buchstaben (A-F) definiert, die Zeilen mit Zahlen und die
Spalten mit Kleinbuchstaben.
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Abbildung 2: TMA — Aufbau (UKE)

Das Tissue-Microarray-Verfahren ist besonders geeignet fiir die Pseudonymisierung oder
Anonymisierung von Gewebematerialien fiir Forschungszwecke. Potentiell
patientenidentifizierende Biopsienummung, welche auf Gewebeblocken normalerweise
sichtbar sind, werden nur wihrend der Herstellungsphase eines TMA bendtigt. Danach
lauft die Identifikation der einzelnen Tumoren allein {iber das TMA-Koordinatensystem.
Die wihrend der Herstellungsphase verwendete Biopsienummung oder andere
Patientenidentifizierungscharakteristika, konnen danach entweder ausgeblendet werden
(Pseudonymisierung) oder werden definitiv geloscht (Anonymisierung). Ein Ausschnitt
aus der Nachanonymisierung entstandenen Datenfiles ist in Tabelle 3 dargestellt. Hier
sind die Patienten durch die Koordinate und das Alter definiert. Dazu kommen
Informationen zu histologischem Typ, BRE Grad, pT, pN, Uberlebenszeit in Monaten
sowie molekulare Daten. Fiir die vorliegende Untersuchung standen Daten zu Deletionen
von 6ql5, 8p21, 9p21, 10g23, 11g23, 13q14, und 17p13, Amplifikationen von cMYC,
Cyclin D1 (CCND1), Murine Double Minute 2 homolog (MDM2), sowie die Expression
von Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor und Her2/neu zur Verfiigung.
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Tabelle 3: Ausschnitt eines anonymisierten TMA-Datenfiles

- 16q22-
Ei\:fk;lummer Koordinaten | Histotyp Alter BGI::; pT | pN :ﬁﬁﬂ:&;u Deletion vs.
normal
A A 10a NST 39 2 2 1 120 normal
A A 10c NST 75 3 2 0 113 Deletion
A A 10e NST 80 / 4 2 59 normal
A Allg NST 58 1 2 [0 199 normal
A A 12f medulldres Karzinom 64 3 2 0 100 normal
A A 18d NST 41 3 2 1 55 Deletion
A A 19d muzindses Karzinom 68 2 1 0 101 normal
A A 19h NST 58 2 2 1 99 normal
A A 19i NST 56 2 2 1 89 normal
A A 20f NST 56 / 1 0 111 normal
A A2f NST 65 3 1 0 133 Deletion
A A 2h medulldres Karzinom 56 3 / 0 139 Deletion
A A 5d lobuléres Karzinom 38 / 2 1 138 normal

Der bereits frither hergestellte TMA enthielt Proben von insgesamt 2.222 Tumoren,
welche auf 6 TMA Blocke verteilt wurden und Karzinome vom nicht-speziellen Typ
(NST), lobuldre, medulldre, kribriforme, muzindse, tubulédre, papilldre, apokrine
Karzinome, sowie Karzinome mit duktalen, lobuldren und tubuldren Merkmalen und
andere seltene Tumorformen enthielten. Alle TMA-Blocke enthielten zusitzlich eine
Standardkontrollsektion mit Normalgeweben von Brust, Niere, Nebenniere, Magen,
Dickdarm, Endometrium, Nebenhoden, Herz, Niere, Lunge, Pankreas, Parotis, Plazenta,
Prostata, Haut, Milz, quergestreifte Muskulatur, Schilddriise und Thymus. Die 6 TMA
Blocke sind in Abbildung 3 dargestellt. Die Abbildung 4 zeigt eine Ubersichtsaufnahme
eines mittels Himatoxylin-Eosin-Fiarbung (HE) gefarbten Schnittbildes von Array-Block
A. Abbildung 5 zeigt eine Detailaufnahme von 4 Mammakarzinomen bei stirkerer
Vergroflerung.

Abbildung 3: Das Patientenkollektiv
bestehend aus 6 TMA-Blocken

Abbildung 4: Ubersichtsaufnahme eines
HE Schnittes von Array-Block A
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Abbildung 5: Detailaufnahme von 4 Mammakarzinomen bei stirkerer VergroBerung

Klinisch pathologische Daten zu Abbildung 5:

Spot 1 (Koordinate B11G): tubulédres Karzinom; pT2; pN2; BRE Grad 1; Alter 68 Jahre
Spot 2 (Koordinate B10G): NST; pT1; pNO; BRE Grad keine Angabe; Alter 57 Jahre
Spot 3 (Koordinate B9C): NST: pT2; pNO; BRE Grad 3; Alter 50 Jahre

Spot 4 (Koordinate A111): NST, pT3; N2; BRE Grad 3; Alter 65 Jahre
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2.3. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Fiir die FISH-Untersuchung wurden frisch hergestellte 2.5 pm dicke Schnitte der TMA-
Blocke verwendet. Eine Vorbehandlung des Gewebes mit einer proteolytischen Losung
wurde unter Verwendung eines kommerziell erhdltlichen Kits durchgefiihrt (Paraffin-
Pretreatment-Reagent Kit, Abbott, Wiesbaden, Deutschland). Die TMA-Schnitte wurden
danach deparaffinisiert, luftgetrocknet und in einer aufsteigenden Alkohollosung (70%,
85%, 100%) dehydriert.

Danach wurden die Schnitte fiir 5 Minuten bei 74°C in 70% Formamid 2XSSC-L6sung
denaturiert.

Die fiir die Region 16q22 ausgewdihlte FISH-Sonde wurde selbst hergestellt aus zwei
Bakterienklonen (BAC-Klon 1 = RP11-401A12 und BAC-Klon 2 = RP11-470N03).
Diese FISH-Sonde war ausgewihlt worden, weil sie zentral an die beim Mammakarzinom
bekannte 16q22-Deletionsregion komplementér bindet.

Die Zentromersonde ist eine Referenzsonde und bindet an die Stelle 16q11.2 , CEP16
(D16Z3). Dies ist eine kommerzielle Zentromer-16-Probe (Katalog Nummer #05J10-016
Abbott, Wiesbaden, Deutschland). Fiir die FISH-Untersuchung wurde eine
Doppelfluoreszenzmarkierung gewdéhlt. Die 16q22-Probe wurde Spektrum-Orange
markiert und zusammen mit der Spektrum-Griin markierten Referenzsonde hybridisiert.
Die Hybridisierung erfolgte {iber Nacht bei 37°C in einer feuchten Kammer. Danach
wurden die Schnitte gewaschen und mit 0.2 pmol 4',6-Diamidin-2-phenylindol in einer
,»Antifade“-Losung gegengefdrbt. Die gefdarbten Préparate wurden unter Verwendung
eines Epifluoreszenzmikroskopes manuell interpretiert und fiir jedes Praparat wurden die
Zentromer-16- und 16q22-Kopienzahl fiir die pridominante Population registriert. Eine
16g22-Deletion wurde dann diagnostiziert, wenn sich in mindestens 60% der
Tumorzellen weniger 16q22- als Zentromer-16-Signale fanden. Beispiele einer 16q22-
Deletion sind in Abbildung 6 dargestellt. Tumoren ohne 16q22-Deletion sind in
Abbildung 7 gezeigt. Ein vollstindiges Fehlen von 16q22-Signalen in Tumorzellen wurde
dann als homozygote 16q22-Deletion bewertet, wenn in benachbartem Normalgewebe
eindeutige 16q22-Signale sichtbar waren. Tumoren, welche keine auswertbaren 16q22-
Signale zeigten, weder in Tumorzellen noch in Normalzellen, wurden wegen
insuffizienter Hybridisierung von der Untersuchung ausgeschlossen. Die fiir diese Studie
ausgewdhlten Schwellenwerte zur Definition von heterozygoten und homozygoten
Deletionen basierten auf einer fritheren Untersuchung, wo unter Verwendung dieser
Kriterien fiir Deletion von PTEN eine 100 prozentige Konkordanz mit Array-CGH-Daten
erzielt werden konnte (101).
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Abbildung 6: FISH-Tumorpraparat mit 16q22-Deletion

Abbildung 7: FISH-Tumorpraparat ohne 16q22-Deletion

2.4. Statistik

Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem JMP-9 Programm (SAS-Institut
incorporated, North Carolina, USA) durchgefiihrt. Der Chi-Quadrat-Test (y>-Test) oder
ein Mehrfeldertest wurde zur Untersuchung der Beziehung zwischen 16q22-Deletionen
und kategorischen Variablen, wie z.B. klinisch pathologische Parameter, Deletionen und
Amplifikationen, durchgefiihrt. Zur Untersuchung der Auswirkung von molekularen oder
klinischen Parametern auf das Patienteniiberleben wurden Kaplan-Meier-Kurven
hergestellt und die mogliche Signifikanz von Verlaufsunterschieden mit einem Log-
Rank-Test evaluiert.
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3.

3.1.

Ergebnisse

Validierung der klinischen Verlaufsdaten

Zur Kldrung der Qualitét der klinischen Verlaufsdaten wurden zunéchst bereits etablierte
Prognoseparameter mit den klinischen Verlaufsdaten in Bezug gesetzt. Diese
Untersuchungen zeigen die hohe Qualitiit der Uberlebensdaten. Der Nodalstatus (pN) war
hochsignifikant mit dem Gesamtiiberleben (Abbildung 8, p<0.0001) und dem
tumorspezifischen Uberleben assoziiert (Abbildung 9, p<0.0001). Auch der BRE Grad
(G1-3) war hoch signifikant vergesellschaftet mit einem ungiinstigen Gesamtiiberleben
(Abbildung 10, p<0.0001) und einem tumorspezifischen Uberleben (Abbildung 11,
p<0.0001). Fiir das Tumorstadium (pT) fand sich ebenfalls ein hochsignifikanter
Zusammenhang zwischen einem fortgeschrittenem Stadium und einer ungiinstigen
Prognose. Dies galt fiir den Endpunkt Gesamtiiberleben (Abbildung 12, p<0.0001), wie
auch fiir das tumorspezifische Uberleben (Abbildung 13, p<0.0001).

Gesamtiiberleben

0.6
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= pN1 (n=793
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Abbildung 8: Gesamtiiberleben und Nodalstatus (pN)

Gesamtiiberleben
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Abbildung 9: Tumorspezifisches Uberleben und
Nodalstatus (pN)
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3.2. Technische Auswertbarkeit

Von 2.222 auf dem Array vorhandenen Tumorproben erwiesen sich 1.213 beziiglich dem
Nachweis einer 16q22-Deletion als auswertbar. Bei 45,4% unserer 2.222 Proben konnte
kein Deletionsstatus erhoben werden. Die Griinde fiir nicht auswertbare Gewebeproben
waren das Fehlen eindeutiger Tumorzellen, eine ungeniigende Hybridisierungsqualitit
oder aber das vollstandige Fehlen von Gewebe an dem untersuchten Gewebespot.

3.3. FISH-Ergebnisse

Eine Deletion von 16q22 fand sich bei 179 (14,8 %) unserer 1.213 in der FISH
auswertbaren Tumoren. Alle Deletionen waren heterozygot. Homozygote Deletionen
waren in keinem der Priparate nachweisbar. Die Deletionshdufigkeit variierte
geringgradig zwischen den histologischen Tumortypen (Tabelle 4). Dabei fillt
insbesondere auf, dass lobuldre Karzinome mit 7,9% deletierten Fillen signifikant
weniger hdufig 16q22-Deletionen aufweisen als Tumoren vom Nicht-speziellen Typ
(NST) (16%, p=0.0206). Auch bei Karzinomen mit duktalen, lobulidren und tubuléren
Aspekten, waren 16q22-Deletionen selten nachweisbar, doch war dieser Unterschied im
Vergleich zu NST-Tumoren aufgrund der geringen Fallzahl statistisch nicht signifikant
(p=0.1852).

Tabelle 4: 16q22-Deletion und verschiedene Tumortypen beim Mammakarzinom

Tumor Subtyp Anzahl (n) 16922 normal 16q22-Deletion  p-Wert (vs. NST)
n % n %

Invasives Karzinom vom Nicht-speziellen Typ (NST) 911 765 83,97 146 16,03

invasiv lobuldres Karzinom 101 93 92,08 8 7,92 0.0206
medulldres Karzinom 46 38 82,61 8 17,39 0.8077
kribriformes Karzinom 28 24 85,71 4 14,29 0.8016
muzindses Karzinom 24 20 83,33 4 16,67 0.9331
tubulédres Karzinom 13 11 84,62 2 15,38 0.9498
papillédres Karzinom 18 16 88,89 2 11,11 0.5548
apokrines Karzinom 8 7 87,5 1 12,5 0.7797
Karzinom mit duktalen, lobuldren und tubuldren Kennzeichen 27 25 92,59 2 7,41 0.1852
andere seltene Subtypen 15 15 100 0 0 0.0227
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Die Beziehung von 16q22-Deletionen zum Tumorphénotyp ist fiir alle Tumore in Tabelle
5 zusammengefasst und flir NST-Tumoren in Tabelle 6 separat dargestellt. Die
Darstellung zeigt, dass keine relevanten Assoziationen zum histologischen Grad, dem pT-
und dem pM-Stadium vorliegen. Es findet sich aber eine signifikante Beziehung zur
Expression des Progesteronrezeptors (p=0.0002), allerdings nicht des Ostrogenrezeptors
(p=0.1015). Auch bei der Limitierung der Untersuchung auf das grofite Subkollektiv von
Tumoren (NST) zeigte sich ein dhnlicher Befund. Es ergab sich keinerlei Beziehung
zwischen 16q22-Deletionen und den pathologischen Parametern. Es fand sich eine
signifikant hohere 16q22-Deletionsrate in Ostrogenrezeptor positiven Tumoren
(p=0.0479) und vor allem in Progesteronrezeptor positiven Tumoren (p=0.0003).

Tabelle 5: 16q22-Deletion und Phinotyp beim Mammakarzinom

Anzahl (n) 16922 normal 16q22-Deletion p-Wert
n % n %
Alle Tumoren 1034 85,2 179 14,8
BRE Grad
1 201 166 82,6 35 17,4 0.4726
2 451 389 86,3 62 13,8
3 461 390 84,6 71 15,4
pT
1 418 365 87,3 53 12,7 0.2131
2 563 476 84,6 87 15,5
3 65 57 87,7 8 12,3
4 137 110 80,3 27 19,7
pN
0 503 434 86,3 69 13,7 0.9231
+ 437 378 86,5 59 13,5
ER
negativ 380 332 87,4 48 12,6 0.1015
positiv 788 660 83,8 128 16,2
PR
negativ 706 621 88,0 85 12,0 0.0002
positiv 414 330 79,7 84 20,3

Tabelle 6: 16q22-Deletion und Phdnotyp beim NST-Mammakarzinom

Anzahl (n) 16922 normal 16q22-Deletion p-Wert
n % n %
NST-Tumoren 765 84,0 146 16,0
BRE Grad
1 131 25 19,1 106 80,9 0.5043
2 331 49 14,8 282 85,2
3 372 63 16,9 309 83,1
pT
1 315 42 13,3 273 86,7 0.168
2 423 70 16,6 353 83,5
3 46 7 15,2 39 84,8
4 111 25 22,5 86 71,5
pN
0 359 53 14,8 306 85,2 0.9318
+ 344 50 14,5 294 85,5
ER
negativ 282 36 12,8 246 87,2 0.0479
positiv 596 107 18,0 489 82,1
PR
negativ 526 67 12,7 459 87,3 0.0003
positiv 319 71 22,3 248 77,7

25



Die Untersuchung der prognostischen Relevanz der 16q22-Deletion ergab bei allen
Tumoren eine Tendenz zu einer etwas gilinstigeren Prognose bei 16q22-deletierten
Tumoren im Vergleich zu nicht deletierten Tumoren. Dies galt sowohl fiir das
Gesamtiiberleben (Abbildung 14) als auch fiir das tumorspezifische Uberleben
(Abbildung 15). Diese Ergebnisse erreichten aber keine statistische Signifikanz. Ein
analoges Bild ergab sich bei separater Untersuchung der NST-Karzinome. Auch hier fand
sich, sowohl beziiglich des Gesamtiiberlebens (Abbildung 16) als auch des
tumorspezifischen Uberlebens (Abbildung 17), eine Tendenz zu giinstigerer Prognose bei
16qg22-deletierten Tumoren, aber diese Unterschiede waren nicht statistisch signifikant.
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Die Untersuchung der nodalpositiven NST-Karzinome ergaben den gleichen Befund.
Tendenziell verliefen die 16q22-deletierten Karzinome etwas besser, der Unterschied
erreichte aber weder beziiglich Gesamtiiberleben (Abb. 18) noch beziiglich des
tumorspezifischen Uberlebens statistische Signifikanz (Abbildung 19). Die separate
Untersuchung der nodalnegativen NST-Karzinome ergab ebenfalls keinerlei signifikante
Unterschiede, weder beziiglich Gesamtiiberleben (Abbildung 20) noch beziiglich des
tumorspezifischen Uberlebens (Abbildung 21).
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3.4. 16q22-Deletionen und andere molekularen Parameter

Die Beziehung zwischen 16q22-Deletionen und anderen frither untersuchten Deletionen
am gleichen Tumorkollektiv ist in Abbildung 22 dargestellt. Die Darstellung zeigt, dass
16q22-Deletionen tendenziell mit den meisten anderen Deletionen assoziiert sind. Dieser
Unterschied erreicht allerdings nur fiir die Deletionen von 8p21 (p=0.0045) und 13q14
(p=0.0434) statistische Signifikanz. Zuvor an dem Basler Tumorkollektiv untersuchte
Genamplifikationen sind in Abbildung 23 dargestellt. Diese Darstellung zeigt, dass
16g22-Deletionen mit einem geringeren Risiko einer Cyclin-D1-(CCND1)-
Amplifikation assoziiert sind, aber mit den anderen Amplifikationen keine statistischen
Zusammenhénge aufweisen.

Die Bezichung zu frither untersuchten Proteinen, welche immunhistochemisch am
gleichen TMA untersucht worden waren, zeigt fiir die Proteine p53, p16, Mitochondrially
Encoded Cytochrome C Oxidase II (MTCO2), RNA-binding protein 3 (RBM3),
LPCATI, forkhead box P1 (FOXP1) und Her2/neu keine statistischen Zusammenhinge
mit dem Vorliegen einer 16q22-Deletion (Abbildung 24).
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4. Diskussion

Mit insgesamt 1.766 erfolgreich untersuchten Mammakarzinome, davon 1.213
erfolgreich in der FISH-Analyse, ist die vorliegende Studie die grofte jemals
durchgefiihrte Studie zur Bedeutung der 16q22-Deletion beim Mammakarzinom. Die
umfangreiche Untersuchung wurde begiinstigt durch die Tissue-Microarray-Methode,
welche die Untersuchung groBer Patientenkollektive wesentlich vereinfacht. Die
Maoglichkeit, 600 Tumoren auf einem einzigen Objekttrdger zu untersuchen, ist besonders
dann vorteilhaft, wenn aufwendige Methoden wie eine Fluoreszenz-in-Situ-
Hybridisierung zur Anwendung kommen und wenn teure Reagenzien verwendet werden
miissen. Nachdem der Tissue-Microarray bereits fertiggestellt vorlag, konnten die
gesamten experimentellen Arbeiten zur Studie in 4 Tagen durchgefiihrt werden. Dass
1.213 von 2.222 auf dem Tissue-Microarray aufgebrachten Tumoren am Ende ein
auswertbares FISH-Ergebnis zeigen, spricht fiir eine hohe Qualitdt der verwendeten
Reagenzien und Protokolle. Der Erfolg einer FISH-Untersuchung héngt in hohem
Ausmal} von der Qualitit der Formalinfixation ab. Je ldnger das Gewebe in Formalin
gelegen hatte, desto schwicher sind unter normalen Bedingungen die FISH-Signale
(157).

Wenn das Gewebe nur kurzzeitig Formalin fixiert wurde oder beispielsweise vor der
Formalinfixierung im Schnellschnitt tiefgefroren worden war, fiihrt die normale FISH-
Prozedur nicht selten zu einer ,,Uberverdauung“ des Gewebes mit nicht oder schwierig
auswertbaren FISH-Signalen. Aus den genannten Griinden miissen FISH-
Untersuchungen in der diagnostischen Situation zu einem relevanten prozentualen Anteil
unter Anpassung des Protokolls in Richtung geringere oder stringentere Vorbehandlung
wiederholt werden (Prof. Dr. G. Sauter, personliche Mitteilung). Um die wertvollen
Tissue-Microarray-Blocke nicht zu schnell aufzubrauchen, werden derartige
Protokolloptimierungen bei Tissue-Microarray-Untersuchungen zu Forschungszwecken
in der Regel nicht durchgefiihrt, sodass eine Auswertbarkeitsquote um die 79%, wie in
unserer Studie fiir ein technisch sehr gutes Ergebnis spricht.

Der am héufigsten wahrgenommene ,,Nachteil* der Tissue-Microarray-Methode ist die
Limitierung des untersuchten Gewebes. Pro Karzinom werden nur jeweils ein 0,6 mm im
Durchmesser messendes Gewebestiick untersucht. Verschiedene Autoren haben
vorgeschlagen, die Representativitit der Tissue-Microarray-Untersuchung durch
Verwendung von Gewebeproben mit groBerem Durchmesser (1-2 mm) oder durch die
Verwendung mehrerer Gewebespots pro Tumor zu erhdhen (158-161). Diese
Mafnahmen ergeben aber auch signifikante Nachteile. Eine Erhohung des Durchmessers
reduziert die Zahl, der auf einem Gewebeblock aufnehmbaren Proben, von 600 auf 72.
Dadurch schrénkt es einen der grofiten Vorteile der Tissue-Microarray-Technik, ndmlich
die grofle Zahl der gleichzeitig untersuchten Proben, um einen Faktor groBer 8 ein. Zudem
ist es fragwiirdig, ob heterogene Befunde in einem mehrere Zentimeter groen Tumor,
sich in einem 2 mm grofen Gewebestiick besser identifizieren liessen, als in einem 0.6
mm groflen Gewebestiick. Die Verwendung von mehreren Proben pro Patient fiihrt zu
einer ungleichen Gewebemenge, die pro Patient zur Untersuchung gelangt. Werden
beispielsweise 3 Gewebespots pro Tumor in einen TMA gebracht, werden nicht bei jedem
Patienten auch 3 Gewebespots auswertbar sein, sodass bei einem solchen ,,3-Spot-pro-
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Tumor-TMA* pro Patient 1, 2 oder 3 Gewebespots in die Auswertung eingehen kdnnen.
Dabei ist bei Patienten mit mehr auswertbaren Spots die Wahrscheinlichkeit eines
positiven Ergebnisses grofler als bei Patienten mit nur einem auswertbaren Gewebespot
(162-164). Da aber nicht alle immunhistochemischen Féarbungen auf einem Tissue-
Microarray echte, spezifische Farbungen sind, steigt durch die Verwendung mehrerer
Spots auch das Risiko einer unspezifischen, falschen Positivitdt. In der einzigen uns
bekannten Studie, bei der am gleichen Mammakarzinom-Patientenkollektiv
Prognosemarker sowohl am Tissue-Microarray als auch an GroBschnitten untersucht
worden waren, hatte sich fiir p53 eine Prognoserelevanz nur am Tissue-Microarray (bei
24% positiven Fillen), nicht aber am GroBschnitt (bei 43% positiven Féllen) gefunden
(162). Dies deutet darauf hin, dass ein Grofteil der am GrofBschnitt erzielten positiven
Ergebnisse eine unspezifische Fiarbung darstellte.

Die in dieser Studie gefundene Héaufigkeit von 16q22-Deletionen lag bei allen Tumoren
bei 14,8% und fiir die groBite Gruppe (NST-Tumore) bei 16%. Diese Zahl war etwas
geringer als die in der Datenbank des ,,The Cancer Genom Atlas (TCGA)®, in welcher
an mehr als 1000 Mammakarzinomen eine Héufigkeit der 16q22-Deletion von 21,4%
beschrieben wurde. Noch grofere Hiufigkeiten der 16q22-Deletion fanden sich in
mehreren Studien, welche Loss of Heterozygosity (LOH)-Analysen durchfiihrten.
Samtliche friihere Studien zu 16q-LOH beim Mammakarzinom sind in Tabelle 7
zusammengefasst. Die Untersuchungen betreffen 10-712 Félle und beschreiben
Deletionshdufigkeiten von 24-71%. Aus methodischen Griinden ist davon auszugehen,
dass in LOH-Studien beschriebene Héaufigkeitswerte nicht der Realitét entsprechen. Die
LOH-Analyse basiert auf der Messung von Unterschieden in der Prévalenz von
maternalen und paternalen Allelen in Tumorzellen, wobei Allel-Inbalanzen nicht nur
durch eine Deletion eines Alleles, sondern auch durch einen Zugewinn eines Alleles z.B.
im Rahmen einer Trisomie oder einer Genamplifikation bedingt sein konnen (165). Die
FISH-Untersuchung représentiert den Goldstandard fiir die Untersuchung von
numerischen Genomaberrationen an Gewebeschnitten (155, 166, 167). Dabei wird eine
Einzelzellanalyse durchgefiihrt, wobei fiir jede einzelne Tumorzelle die Zahl der
Chromosomen (Zentromere) und der analysierten Gene vergleichend betrachtet werden
konnen. Ein wesentlicher Vorteil der FISH-Technik liegt darin, dass die Daten nicht
durch eine mogliche Beimengung nicht-neoplastischer Zellen kompromittiert werden
konnen, da die nicht neoplastischen Zellen als solche erkannt und von der Untersuchung
ausgeschlossen werden konnen (156, 168, 169).
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Tabelle 7: LOH-Analysen von 16g-Deletion beim Mammakarzinom

Studie

Erstautor Jahr Fille (n) 16g-Deletion (%) | Lit.
Cleton-Jansen et al. 2001 712 52 (146)
Cleton-Jansen et al. 2004 104 24 (147)
Hansen et al. 1998 199 61 (141)
Skirnisdottir et al. 1995 150 58 (170)
Berx et al. 1995 49 63 (171)
Lindblom et al. 1993 82 28 (172)
Dorion-Bonnet et al. 1995 46 41 (173)
Cleton-Jansen et al. 1994 79 63 (174)
Tsuda et al. 1994 78 49 (175)
Caligo et al. 1998 36 44 (176)
Driouch et al. 1997 77 60-65 (177)
Takita et al. 1992 312 55 (178)
Sato et al. 1991 219 51 (149)
Larsson et al. 1990 52 39 (179)
Tsuda et al. 1996 37 43-71 (148)
Tsuda et al. 1995 60 54 (180)
Deng et al. 1994 59 48 (181)
Sato et al. 1990 79 45 (182)
Chalmers et al. 2001 10 60 (183)

Der bedeutendste statistische Befund unserer Untersuchung ist ein deutlicher
Hiufigkeitsunterschied der 16q22-Deletion zwischen NST-Karzinomen und lobuldren
Karzinomen (16% vs. 7,9%, p=0.0206). Diese Befunduntersuchung passt zu den
bekannten erheblichen biologischen Unterschieden zwischen lobuldren und NST-
Karzinomen. Viele molekulare Parameter unterscheiden sich substantiell zwischen NST-
und lobuldren Karzinomen. So kommen beispielsweise Genamplifikationen und
insbesondere die therapeutisch relevante HER2/neu-Amplifikation bei lobulédren
Karzinomen nur selten vor (184). Deutliche Unterschiede zwischen lobuldren und NST-
Karzinomen wurden beispielsweise auch fiir die CDH1-Mutation gefunden, wobei diese
Mutation in mehreren Studien beim NST-Karzinom in 2-6% der Fille und beim lobuldren
Karzinom in 50-70% der Fille gefunden wurde (185-189).

Eine klinische Bedeutung lief3 sich fiir die 16q22-Deletion in unserem Patientenkollektiv
nicht nachweisen. Die 16q22-Deletion war weder mit dem BRE-Grad noch mit dem pN-
oder pT-Status oder der Patientenprognose assoziiert. Dieser Befund steht im Gegensatz
zu den meisten anderen Studien, welche die Prognoserelevanz der 16q22-Deletion beim
Mammakarzinom untersucht haben. Sdmtliche Studien, welche die Beziehung von 16q-
Deletionen und der Prognose beim Mammakarzinom untersucht haben, sind in Tabelle 8
dargestellt.
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Tabelle 8: Studie zu 16g-Deletion und Patientenprognose beim Mammakarzinom

Erstautor Jahr |[n | Methode | % 16q Assoziation | Ass. pN |negativ Ass. BRE | Ass. gute | Lit.
Deletion | (Ass.) ja/nein Ass. pM Grad Prognose
Phénotyp ja/nein ja/nein
ja/nein
Tsuda et al. 1997 |26 |FISH 92 % intrazytisch | nein / jaGradI |/ (153)
papillar
untersucht
Hansen etal. | 1998 |199 |LOH 16923.2- |nein nein ja nein p=0.002 [(141)
24.2: (p=0.0005)
61%
Skirnisdottir | 1995 | 150 | LOH Allelic ja PR positiv | nein nein nein p=0.6198 [(170)
et al. imbalance | (p=0.028)
16q22:
58%
Nordgard et 2008 [112 [SNP- [38% ja Luminal A |/ / / p=0.007 |[(142)
al. CGH (p=0.001)
Roylance et |2006 |106 |a-CGH | 16q: nein nein nein jaGl p=0.02 (143)
al. 44%, any héufiger
loss: p=0.006
16q 82%
Lindblomet |1993 |82 |LOH 28 % nein nein nein nein p<0.0003 [(172)
al. (1]
Seute et al. 2001 (44 |CGH 16q23.2- |/ / / / p=0.020 |[(116)
24.2:
20 %
Hislopetal. [2002 |40 |CGH [20% / / / / p=0.002 |[(144)
Lida et al. 1997 |210 |LOH 67 % nein nein nein nein / (190)
Zudaire et al. (2002 (70 [CGH 21% ja ER pos janeg LK |/ nein ja (145)
(p<0.001) (p=0.025)
Cleton- 2001 [712 |LOH 16q: 52% | Ja ER pos / / nein / (146)
Jansen et al. 16q22: (p=0.04)
8%
Wangetal. |[2004 (89 |SNP 16q23- Ja Luminal A |/ / / / (191)
CGH |24:57% | (p=0.001)
Farabegoli et [2004 |46 |CGH 16q12- Ja ER/PR pos |nein / nein p=0.916 [(192)
al. qter 59% | p=0.02
Natrajan et 2009 (93 |CGH 16qter: Ja negativ / / / / (193)
al. 37% Ass. basal-
like,
Her2/neu,
Luminal
p=0.0271

Prognostischer Wert beziiglich Disease-free survival = Relapse-free survival von Mammakarzinomen mit 16g-Deletion
[1] = einziger p-Wert fiir negatives outcome, wobei sich dieses Kollektiv aus familidrem Brustkrebs zusammen stellt

Obwohl die meisten Studien wesentlich kleinere Patientenzahlen untersuchten als die hier
prasentierte Studie, konnte in einigen fritheren Studien eine Assoziation von 16q22-

Deletion und einer giinstigeren Prognose gefunden werden.
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Der fehlende Nachweis einer prognostischen Bedeutung der 16q22-Deletion ist
insgesamt unerwartet, da die meisten chromosomalen Deletionen, welche an ausreichend
groflen Patientenkollektiven untersucht wurden, sich auch als prognostisch relevant
erwiesen haben. Dies gilt beispielsweise fiir Deletionen von 3p13, 5q21, 6q, 8p, 1023,
12p, 13q, 16923, 18q beim Prostatakarzinom (100-110, 194) oder Deletionen von 8p, 9p
und 10q beim Mammakarzinom (84, 85, 120). Alle die genannten Prostata- und
Mammakarzinom-Studien wurden am Institut der Pathologie am UKE, unter
Verwendung identischer Protokolle und Auswertungskriterien, durchgefiihrt. Die
fehlende Prognoserelevanz der 16g-Deletion beim Mammakarzinom ist auch angesichts
der Haufigkeit dieser Deletion von Interesse. Tabelle 9 zeigt eine Darstellung der
Hiufigkeiten von Deletionen im TCGA-Mammakarzinom-Kollektiv, in welchem die
16g22-Deletion als dritthdufigste Deletion rangiert. Bei der 16q-Deletion handelt es sich
damit um eine besonders hiufige und gleichzeitig biologisch/klinisch besonders wenig
relevante Deletion. Welche Gene durch eine 16q22-Deletion inaktiviert, beziehungsweise
kompromittiert werden, ist nicht ganz klar. Tabelle 10 zeigt eine Liste der hdufigsten
mutierten 16g-Gene beim Mammakarzinom, welche auf einem kombinierten
International Cancer Genom Consortium/The Cancer Genom Atlas (ICGC/TCGA)
Datensatz von 2.509 Fillen basiert. Das am hdufigsten mutierte Gen ist das epitheliale
Cadherin-1 (E-Cadherin, CDHI). Eine Funktionsstorung von E-Cadherin ist ein
diagnostisches Kriterium fiir das Vorliegen eines lobuliren Mammakarzinoms und
schlieBt ein NST-Karzinom weitgehend aus (195-197). Da 16g22-Deletionen allerdings
bei NST-Karzinomen deutlich hdufiger sind als bei lobuldren Karzinomen, ist es so
unwahrscheinlich, dass CDHI1 ein Hauptziel der 16g22-Deletion ist. Auch die anderen
Gene wie Core Binding Factor Beta (CBFf), SET Domain Containing 1A (SETD1A),
FA Complementation Group A (FANCA), CCCTC-binding Factor (CTCF) und SIAH E3
Ubiquitin Protein Ligase 1 (SIAH1) sind zu selten mutiert, um im Fall von 16q22-
Deletionen eine biallelische Inaktivierung erwarten zu lassen. Zudem liegen SETDI1A
und SIAH1 sowie auch FANCA deutlich von dem in dieser Studie untersuchten 16q22-
Locus entfernt (198-200). Insgesamt ist die 16q-Deletion meist sehr grofl und betrifft
nicht selten den ganzen Arm. Eine zusammenfassende Darstellung des Ausmalles von
16g-Deletionen beim Mammakarzinom ist in Abbildung 25 dargestellt. Am ehesten ist
davon auszugehen, dass zumindest die allermeisten 16q22-Deletionen mehrere
krebsrelevante Gene beinhalten. Es erscheint wahrscheinlich, dass die gleichzeitig
reduzierte Expression von mehreren moglicherweise miteinander interagierenden Genen
im Falle von groflen Deletionen eine krebsbegiinstigende Wirkung ausiiben (201, 202).
Dies auch als Haploinsuffizienz bezeichnete Prinzip hat in den letzten Jahren das
Knudson‘sche Konzept abgelost, welches besagt, dass Deletionen nur in Kombination
mit der gleichzeitigen Inaktivierung des zweiten Alleles (beispielsweise durch eine
Mutation) einen krebsfordernden Effekt ausiiben (7wo-Hit-Hypothesis) (103, 202-205).
Dass 16qg-Deletionen meist sehr groB3 sind, wurde in vielen fritheren Publikationen
erkannt. In Abbildung 26 sind Schemata aus 9 verschiedenen Publikationen reproduziert,
welche das Ausmal der 16g-Deletionen mittels Comparative Genomic Hybridisation
untersucht hatten (145, 192, 206-212).
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Tabelle 9: Haufigkeit der Deletionen im TCGA-Mammakarzinom-Kollektiv

8p21

16q term.

16q12-22

1122

17p13

13q14

22913

6q12-22

9

15q11-14

3p21-pl4

1p36

4p

21pl1

18q23

5q11-14

4932

16q11-12

14q23-31

10923

19p13

18p11

11p

12p

7p

7q

1p21

20p

2036

9q

Deletionen (%)

Deletion (%)
8p21 29,9
16qterm. | 25,5
16q12-22 21,4
11g22 18,3
17p13 16,6
13q14 13,8
22ql3 12,6
6q12-22 10,6
9p 9,2
15q11-14 8,8
3p21-pl4 82
1p36 8,1
4p 8,0
18q23 7,7
21pl1 7,7
5ql1-14 7,6
4q32 7,5
l6ql1-12 7,1
14q23-31 6,3
10923 6,2
19p13 6,1
11p 5,7
18pll 5,7
12p 5,0
7p 4,1
1p21 4,0
7q 4,0
2936 3,3
20p 3,3
9q 2,7
2p 2,4
0:0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0

100,0

1 Deletionen (%)
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Tabelle 10: Am haufigsten mutierte Gene auf Chromosom 16q

Gene Mutiert (n) Frequenz Is Cancer Gene | Cytoband
(Source:OncoKB)

CDH1 236 9.4% Yes 16q22.1
CBFB 109 4.3% Yes 16q22.1
SETDIA 69 2.8% Yes 16pl1.2
FANCA 60 2.4% Yes 16q24.3
CTCF 54 2.2% Yes 16q21-22.3
SIAH1 1 <0.1% No 16q12.1

Daten aus dem (ICGC/TCGA) Metabric Dataset, n=2,509

Abbildung 25: Deletion und Amplifikation des Chromosoms 16 (ICGC/TCGA Dataset)

Daten aus dem (ICGC/TCGA) Metabric-Dataset.

Blau = Deletion, Rot = Amplifikation.
Der obere Abschnitt stellt den kleinen Arm (16p) von Chromosom 16 dar, der untere Abschnitt den groflen
Arm (16q). Dies zeigt deutlich eine Mehrheit von Amplifikationen bei 16p und das Ausmaf von Deletionen

bei 16q.

16p

---Centromer---

16q
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Abbildung 26: Daten zu 16q-Deletionen aus Studien mittels Comparative Genomic Hybridisation (CGH)

Die vertikalen Balken links des Chromosoms zeigen Regionen chromosomaler Deletion. Die vertikalen
Balken rechts des Chromosoms zeigen Regionen chromosomaler Amplifikation. Jeder dieser Balken
illustriert einen Tumor und dessen betroffene Region auf einem Chromosom.
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Eine der wesentlichen Stirken der Tissue-Microarray-Methode liegt in der relativen
Einfachheit, groe Tumorkollektive auf einen molekularen Parameter zu untersuchen, so
dass nach Durchfithrung zahlreicher Studien schnell ein Patientenkollektiv mit einem
groflen Satz von molekularen Daten entstehen kann. Frithere Untersuchungen an dem
Basler-Mammakarzinom-Tissue-Microarray hatten bereits genomische Amplifikationen
und Deletionen, aber auch die Expression relevanter Proteine evaluiert.

Samtliche friiher an diesem Tissue-Microarray untersuchten Parameter, wie die 8q21-
Amplifikation (213), Amplified In Breast 1 (AIB1, NCoA3)-Amplifikation (214), die
Amplifikation von CCND1, ERBB2/Her2, MYC wie auch die Expression von Ostrogen-
und Progesteronrezeptor (164, 215, 216), MDM2-Amplifikation (217), Estrogen receptor
alpha (ESR1)-Amplifikation (218), PTEN-Deletion (84), 8p-Deletion (85), Reelin-
Protein (219), Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule (ALCAM)-Protein (220),
LPCATI1-Protein (83), Branched-Chain Amino Acid Transaminase 1 (BCAT1)-Protein
(221), VEGFR-Protein (82), Class III B-tubulin (TUBB3)-Protein (222), Bladder Cancer-
Associated Protein (BLCAP)-Protein (223), C-X-C Chemokine Receptor Type 4
(CXCR4) -Rezeptorprotein (224) hatte eine signifikante Assoziation mit der Prognose
ergeben.

Dies macht deutlich, dass dieser Mammakarzinom-Tissue-Microarray geeignet ist, um
molekulare Prognosemarker zu identifizieren und zeigt auch die Ausnahmestellung der
16g-Deletion als eine hédufige, aber klinisch nicht relevante molekulare Verdnderung.
Da die biologische Funktion der 16q22-Deletion beim Mammakarzinom nicht komplett
verstanden ist, sollte der Vergleich mit besser verstandenen molekularen Verdnderungen
einen moglichen funktionellen Zusammenhang aufzeigen. Leider zeigte die 16q22-
Deletion aber keine besonders engen Zusammenhinge mit einer oder mehreren der frither
untersuchten molekularen Faktoren. Auffilligster Befund war eine Tendenz zu mehr
Deletionen anderer Loci in Tumoren mit 16q22-Deletionen. Dies diirfte dadurch zu
erkldren sein, dass Deletionen gehduft in Tumoren entstehen, welche einen Defekt in der
Reperatur von DNA-Doppelstrangbriichen aufweisen. Derartige Defekte fithren dann zu
einer erhohten Wahrscheinlichkeit von Deletionen aller Art und dementsprechend auch
zu signifikanten Assoziationen zwischen verschiedenen Deletionen (225, 226). Die
grofite statistische Signifikanz fand sich fiir den Zusammenhang zwischen der 16q22-
Deletion und der Expression von Progesteronrezeptor. Andere Untersucher hatten einen
derartigen Zusammenhang ebenfalls gefunden (170). Eine mechanistische Ursache fiir
diesen Zusammenhang ist in der Literatur nicht bekannt. Allerdings passt eine mogliche
Interaktion mit Mechanismen, welche die Progesteronrezeptorexpression steuern, zu
einer Sonderrolle der 16q22-Deletion beim Mammakarzinom. Die meisten Studien,
welche 16q22-Deletion beim Mammakarzinom untersucht hatten, hatten eine giinstige
Prognose von 16q22-deletierten Tumoren gezeigt. Bei anderen Tumorarten sind 16q-
Deletion in der Regel mit ungiinstiger Prognose assoziiert (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Negative prognostische Assoziation von 16g-Deletion bei Karzinomen auflerhalb der Brust

Erstautor Jahr | Tumor n 16q | Ass. pT Ass. Ass. pN Ip-Wert bei Lit.

Del |ja/nein Grading ja/nein schlechter

% ja/nein IPrognose
Kluth et al. 2017 |Prostata 7894 |28 |ja ja ja p<0.0001 [1] |(103)

(p<0.0001) [(p<0.0001) |(p<0.0001)
Kluth et al. 2015 |Prostata 7482 |21 |ja ja ja p<0.0001 [1] |(108)
(p<0.0001) [(p<0.001) |(p<0.0001)
Elo et al. 1999 | Prostata 44 50 |/ ja (p<0.05) |/ p=0.072 [3] (227)
Nishida et al. (2002 [HCC 49 33 |/ / / p<0.001 [2] (131)
Kihanaetal. | 1996 |Endometrium 58 40 |nein ja nein p=0.0003 [3] |(132)
(p=0.038)
Partheen et al. | 2004 | Ovarialkrebs 98 24 |/ ja (p<0.05) |/ p<0.05[3] (133)
Rogersetal. |2017 |AML 52 35 |/ / / p=0.0002 [3] |(134)
Jenner etal. |2007 |Multiples 861 14- |/ / / p=0.025 [3] (135)
Myelom 18
Walker et al. {2010 |Multiples 372 (35 |/ / / INicht (228)
Myelom signifikant [3]
Messahel et | 2009 | Wilmstumor 426 |15 |nein / / p=0.001 [1] (136)
al. (p=0.62) p=0.02 [3]
Grundy et al. | 1994 | Wilmstumor 232 (17 |/ / / p=0.01[1] (137)
p<0.0001 [3]
Spreaficoet [2013 [ Wilmstumor 125 |12 |/ / / p=0.94[1] (229)
al.
Skotnicka- 2000 [ Wilmstumor 66 21 |ja(p<0.05) [nein / p<0.05[3] (138)
Klonowicz et (p>0.05) p=0.0024 [4]
al.
Jiang et al. 1998 |Nierenkarzinom |[615 |32 |/ / / p=0.1[3] (230)
Coco et al. 2011 [Medulloblastom |86 16 |/ / / p=0.58 [1] (139)
p<0.05 [3]

Ozakietal. |2001 |Ewing Sarkom |62 21 |/ / / p<0.001 [3] (140)

Negativ prognostischer Wert beziiglich 16q-Deletion. Sortiert nach Krebsart.

Hepatocelluldares Carcinom (HCC), akute myeloische Leukdmie (AML), [1] relapse-free survival = disease-free
survival; [2] metastasis-free survival; [3] overall survival; [4] frequency-of-death

Zusammengefasst zeigen die Daten unserer Untersuchung, dass die 16q22-Deletion beim
Mammakarzinom hiufig vorkommt, aber keine klinisch relevante prognostische
Bedeutung aufweist. Die vergleichende Untersuchung von 16q22-Deletionen mit
insgesamt 22 klinischen und molekularen Parametern (histologisches Grading, pT-
Kategorie, pN-Kategorie, Her2/neu (IHC und FISH), Ostrogenrezeptor,
Progesteronrezeptor, proliferativer Index/Ki67, p53 (IHC), p16, CCND1, MDM2, c-myc,
MTCO02, RBM3, LPCATI1, FOXP1, 6q15, 8p21, 9p21, 10g23, 17p13, 13q14) ergab als
herausragenden Befund eine enge Assoziation mit der Expression von
Progesteronrezeptor und einem verminderten Auftreten einer Cyclin-D1-Amplifikation.
Eine funktionelle Erkldrung hierfiir ist nicht bekannt. Der Befund passt aber zur
Sonderrolle der 16g22-Deletion beim Mammakarzinom, wo diese Deletion tendenziell
mit glinstiger Prognose assoziiert ist, bei den meisten anderen Tumoren aber mit einer
schlechten Prognose und einer raschen Tumorprogression.
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5. Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist der hiufigste maligne Tumor bei Frauen. Die Therapie besteht
iiblicherweise aus einer operativen Entfernung des Tumors mit anschlieBender
Bestrahlung und je nach Risikosituation einer darauffolgenden adjuvanten
Chemotherapie. Um die Indikation zur Chemotherapie zuverldssiger stellen zu konnen,
besteht ein Bediirfnis nach neuen, besseren Prognosemarkern.

Die 16q22-Deletion gehort zu den haufigsten Deletionen beim Mammakarzinom. Zur
Kldrung der prognostischen Bedeutung der 16q22-Deletion wurde ein Tissue-Microarray
bestehend aus 2.222 Mammakarzinomen mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) mit Sonden fiir 16g22 (in Rot) und Centromer 16 (in Griin) untersucht. Von 1.766
untersuchten Gewebeproben waren 1.213 (68,7%) in der FISH auswertbar. Eine
heterozygote Deletion von 16922 fand sich in 14,8 Prozent der 1.213 auswertbaren
Tumoren. Homozygote Deletionen wurde nicht beobachtet. Die 16q22-Deletion war
signifikant hdufiger in Karzinomen vom nicht-speziellen Typ (NST) (16%) als in
lobuldren Karzinomen (7,9%) (p=0.0206). 16q22-Deletionen waren weder im
Gesamtkollektiv aller Tumoren noch in den NST-Tumoren mit der pT-Kategorie, dem
Nodalstatus oder dem BRE-Grad assoziiert.

16g22-Deletionen zeigten sowohl in allen Tumoren als auch der Untergruppe der NST-
Tumoren eine Tendenz zu glinstigerer Prognose, doch erreichte dieser Befund weder bei
der Verwendung des Endpunktes Gesamtiiberleben (p=0.1183) noch beim Endpunkt
tumorspezifisches Uberleben (p=0.3738) statistische Signifikanz. Der Vergleich von
16g22-Deletion mit den molekularen Parametern p53, pl16, MTCO2, RBM3, LPCAT]I,
FOXP1, Deletionen von 6ql5, 9p21, 10q23, 11g23, 17p13 und Amplifikationen von
cMYC, MDM2, Her2/neu, ergab im Gesamtkollektiv aller Tumoren einen signifikanten
Zusammenhang von 16q22-Deletionen mit einer vermehrten Expression vom
Progesteronrezeptor (p=0.0002), Deletionen von 8p21 (p=0.0045), Deletionen von 13q14
(p=0.0434) und verminderte Amplifikation von Cyclin D1 (CCND1) (p=0.008). Die
positive Beziehung zum Progesteronrezeptor und das geringere Risiko einer Cyclin-D1-
Amplifikation, welche mit einem erhohtem Rezidivrisiko und einem hoheren
Mortalitdtsrisiko assoziiert ist (231), passt zu der bekannten Sonderrolle der 16q22-
Deletion beim Mammakarzinom, wodurch diese Deletion im Gegensatz zu anderen
Tumoren nicht mit einer ungiinstigen Prognose, sondern vielleicht sogar mit einer eher
giinstigen ~ Prognose assoziiert ist. Das Fehlen einer statistisch signifikanten
Prognoserelevanz der 16q22-Deletion spricht aber gegen eine klinische Nutzbarkeit der
Analyse der 16q22-Deletion beim Mammakarzinom.
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6. Abstract

Breast cancer is the most common cancer in woman. Therapy includes surgical removal
of the cancer followed by adjuvant therapy. Nowadays, the increasing use of individual
therapy demands the accurate prediction of recurrence risk. 16q deletion is the third most
common deletion in breast cancer. As previously presented in other malignancies like
prostate or kidney cancer, 16q deletion appears to have a predictive function.

To clarify its importance as a prognostic marker for breast cancer patients, a tissue
microarry (TMA) with 2.222 breast cancers was analyzed by fluorescence in-situ
hybridization (FISH). 16q22 heterozygous deletions was found in 14,8% of 1.213
analyzable breast cancers. There were no homocygous deletions. 16q22 deletion was seen
more often in breast cancers of no special type (NST) (16%) than in lobular breast cancers
(7,9%) (p=0.0206). No significant association was observed between 16q22 deletion and
histological subtypes, nodal status, tumor stage and BRE grade. A tendency towards a
good prognosis was found in 16q22-deleted cancers but showed no statistical significance
in overall survival (p=0.1183) and tumorspecific survival (p=0.3738).

A comparison between 16q22 deletion and other molecular parameters like p53, p16,
MTCO2, RBM3, LPCATI1, FOXP1, deletions of 6q15, 9p21, 10923, 11923, 17p13 and
amplifications of cMYC, MDM2, Her2/neu showed a significant association of 16q22
deletion with a higher expression of progesteron receptor (p=0.0002), lower risk of Cyclin
DI1/CCND1 amplification (p=0.008), deletion of 8p21 (p=0.0045) and deletion of 13q14
(p=0.0434).

Positive association with expression of progesterone receptor and reduced amplification
of Cyclin D1 might be linked to better prognosis of breast cancer patients with 16q22
deletion. This emphasizes a special role of 1622 deletion in breast cancer. Our study
shows tendencies towards 16q22 deletion being a positive prognostic marker.
Nevertheless, 16q22 deletion cannot be used as a reliable independent prognostic marker
as it failed to show a significant association with survival.
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