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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Definition

Diagnose Brustkrebs! Diese Diagnose betrifft jéhrlich Uber eine Million Frauen
weltweit. In Deutschland ist das Mammakarzinom mit 26,8% der haufigste
bdsartige Tumor der Frau, gefolgt vom Kkolorektalen Karzinom (17,4%),
Bronchialkarzinom (6,1%), Malignomen des Uterus (5,5%) und der Ovarien (4,8%)
[3, 24]. Etwa jede 10. Frau erkrankt im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs.
Allerdings ist die Krebsinzidenz auf nationaler Ebene nur ein geschatzter Wert, da
in Deutschland noch keine absolute, flachendeckende Registrierung existiert [23].
Das Robert-Koch-Institut und die Arbeitsgemeinschaft Bevdlkerungsbezogener
Krebsregister geben 424.250 Krebsneuerkrankungsfalle flr das Jahr 2002 an,
davon 206.000 Frauen. FOr das Mammakarzinom wurde die Zahl der
Neuerkrankungen deutscher Frauen im Jahr 2002 auf 55.150 geschatzt [3]. 1998
waren es noch 46.295 Frauen [23] und 1985 lag die Zahl der Neuerkrankungen
bei nur ca. 22.000 [6]. Diese starke Zunahme ist unter anderem Ergebnis der
stetig steigenden durchschnittlichen Lebensdauer, da das Alter den gréBten
Risikofaktor darstellt. Auch der zunehmende Einfluss von mutagenen und
karzinogenen Faktoren auf die Menschen spielt dabei eine vermutlich groBe Rolle.
Durch den vermehrten Einsatz bestimmter diagnostischer Verfahren wie dem
Mammographie-Screening kann die Diagnose des Brustkrebses wesentlich friiher
gestellt werden. Somit nimmt die Anzahl der Friihstadien einen immer grdéBeren
Anteil der Gesamtzahl an Neuerkrankungen ein. [3]

Unter dem Begriff ,Brustkrebs” oder ,Mammakarzinom* werden unterschiedliche
Krankheitsbilder zusammengefasst. Diese sind zwar alle primar in der Brust
lokalisiert, jedoch kann durch Metastasierung eine Ausbreitung Uber den
gesamten Kérper stattfinden. AuBerdem kénnen die Tumore sehr unterschiedliche
biologische Verhaltensmuster aufweisen, die aus einer Reihe
molekulargenetischer Ereignisse entstehen, namlich aus der Aktivierung von
Onkogenen und der Inaktivierung von Tumor-Suppressor-Genen. Dies resultiert in
der Dysfunktion oder ganzlichen Inhibition von fir die Reparatur und Stabilitat der
DNA verantwortlichen Proteine [58]. Wie der Primartumor, so ist auch sein
Metastasierungsverhalten von Patientin zu Patientin unterschiedlich.
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1.2 Problematik: Grundlagen zur Therapieentscheidung

Sowohl die hohe Inzidenz des Mammakarzinoms, als auch die Vielfaltigkeit seines
Erscheinungsbildes machen die Wichtigkeit seiner genauen Erforschung deutlich.
Therapie und Prognose stltzen sich immer starker auf histopathologische
Faktoren, die im Tumorgewebe durch die pathohistologische Aufarbeitung
nachgewiesen werden. Dazu gehéren unter anderem sowohl das HER-2/neu-Gen
als auch die Ostrogen- und Progesteronrezeptoren. Aber auch die
Topoisomerase-ll-a rickt diesbezliglich immer weiter in den Vordergrund. Diese
Parameter sind die therapeutischen Zielpunkte fir z.B.Antikérper (Trastuzumab),
antihormonelle Medikamente (z.B. Tamoxifen, Aromataseinhibitoren) und spezielle
Chemotherapeutika (z.B. Anthrazykline) [46] und dadurch wichtige Faktoren fir
die Vorhersage des Erfolges [59]. |hre Bestimmung, sowie die Bestimmung fast
aller biologischen Marker, wird Ublicherweise am Tumormaterial des Prim&rtumors
durchgefuhrt. Die Marker-Bestimmung der Metastasen ist momentan kein
Standardverfahren. Allerdings besteht das Hauptziel der Therapie des
metastasierten Mammakarzinoms in der Bekdmpfung der Metastasen, welche sich
biologisch und pathologisch vom Primartumor unterscheiden kdénnten. Oft
entstehen Metastasen erst einige Jahre nach der Primaroperation des Tumors;
trotzdem basiert die dann folgende Therapie auf den Merkmalen des
Primartumors. Folglich besteht die Annahme, dass sich der biologische und
histopathologische Charakter wahrend des Metastasierungsprozesses nicht

verandert.

Im Falle unterschiedlicher Verhaltensmuster zwischen Primartumor und Metastase
wilrde dies eine enorme Einschrankung der Wirksamkeit der Therapie bedeuten.
Eine Patientin mit einem HER-2/neu-negativen Primartumor, aber HER-2/neu-
positiven Metastasen wird derzeit nicht mit Trastuzumab, einem gegen den HER-
2/neu-Rezeptor gerichteten monoklonalen Antikérper, behandelt, obwohl sie einen
ganz entscheidenden Vorteil davon hatte. Umgekehrt wiirde eine Patientin, deren
Primartumor HER-2/neu positiv war, eine Trastuzumab-Therapie erfahren, obwohl
die spater entdeckten Metastasen womdglich HER-2/neu-negativ sind und die
Therapie somit keinerlei Nutzen flr die Patientin hatte. Dieselbe Problematik ergibt
sich mit allen anderen biologischen Markern, also auch mit den Hormonrezeptoren
und der Topoisomerase-ll-a. Patientinnen wirden félschlicherweise mit
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Antikérpern, antihormonellen Medikamenten oder Anthrazyklinen behandelt
werden, hatten jedoch keinen Nutzen davon, sondern nur die -oft kardialen-
Nebenwirkungen, die insbesondere bei den anthrazyklinbasierten Therapien nicht
zu vernachlassigen sind [64]. Aus Grinden der Nutzen-Risiko-Abwagung ist es
notwendig zu untersuchen, ob das Expressionsverhalten der biologischen Marker
im Primartumor auch dem der Metastase entspricht. Sollte dies der Fall sein, und
somit den Ergebnissen von Tanner et al. (2001) und Durbecq et al. (2003)
entsprechen [17, 92], kann das bisherige Verfahren bestatigt werden. Wére aber
der Status der einzelnen Marker in den Metastasen nicht identisch mit dem Status
des Primartumors, kdnnten viele Patientinnen in Zukunft besser und erfolgreicher
therapiert werden als bisher.

In dieser Arbeit wird anhand des formalin-fixierten, paraffin-eingebetteten
Tumorgewebes von 121 Patientinnen untersucht, ob das Expressionsverhalten
der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren, sowie das Expressions-  und
Amplifikationsverhalten des HER-2/neu- und Topoisomerase-ll-a-Gens von
Primartumor und ipsilateralen, axillaren Lymphknotenmetastasen konkordant ist.

Seite 3
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2 Grundlagen

2.1 Pathomorphologie des Mammakarzinoms

Grundsatzlich wird das invasive vom nicht invasiven Karzinom unterschieden.
Letzteres wird durch den Erhalt einer intakten Basalmembran und somit fehlender

Stromainvasion definiert.

2.1.1 Nicht invasive Karzinome

Die nicht-invasiven Karzinome werden auch als in situ Karzinome bezeichnet.
Zwei verschiedene Typen lassen sich unterscheiden: Das duktale carcinoma in
situ (DCIS und das zur Kategorie der lobuldaren Neoplasie zahlende lobulare
carcinoma in situ (CLIS). [50]

Lobulare Neoplasie

In der aktuellen Fassung der WHO-Klassifikation der Tumoren der Mamma wurde
der Begriff der lobuldren Neoplasie eingefihrt. Unter diesem Begriff wird das
gesamte Spektrum atypischer Epithelproliferationen verstanden, die aus
terminalen duktulo-lobuldren Einheiten abstammen und durch die Proliferation von
zumeist kleinen und oft lockeren kohasiven Zellen charakterisiert werden. Der
Begriff lobulare Neoplasie ist somit eine Zusammenfassung der atypischen
lobularen Hyperplasie (ALH) und des lobularen Carcinoma in situ (CLIS) [103] und
stellt 1 — 3% aller Mammakarzinome dar [102, 35]. Da das CLIS nur selten zu
Kalzifikationen fihrt und deswegen nicht tastbar ist, wird es meist als
Zufallsbefund bei der Abklarung anderer Auffalligkeiten der Brust entdeckt.
Nachfolgende, sich daraus entwickelnde invasive Karzinome treten mit einem
relativen Risiko von 6,9 — 12 im Vergleich zu Frauen ohne lobulédre Neoplasie auf
[2, 36]. Die lobuldre Neoplasie stellt zwar einen Risikofaktor, jedoch keine
obligatorische Prakanzerose, flr die Entwicklung eines invasiven Karzinoms,
sowohl der ipsilateralen als auch der kontralateralen Brust dar. Das nachfolgende
invasive Karzinom kann sowohl vom lobuldren als auch vom ductalen Typus sein.
[103]
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Duktales carcinoma in situ, DCIS

Die WHO definiert das intraduktale Karzinom als eine neoplastische intraductale
Lasion, die durch eine erhdhte epitheliale Proliferation charakterisiert ist [103].
Zwar ist der exakte natlrliche Verlauf des DCIS nur begrenzt bekannt, aber man
weiB3 heute, dass das DCIS eine prakanzerése Lé&sion darstellt. Sollte es
unbehandelt bleiben, kann sich daraus mit einem relativen Risiko von 8-11 ein

invasives Karzinom vom duktalen Typ entwickeln [103].

In den letzten Jahren wurde die Diagnose der in situ Karzinome der weiblichen
Brust vermehrt gestellt. Der Grund daflir sind die verbesserten und regelmaBigen
FriherkennungsmaBnahmen, die die intraduktalen Karzinome mit mammo-
graphisch darstellbaren Kalzifikationen (70-95%) detektieren [22].

2.1.2 Invasive Karzinome

Invasive Karzinome werden nach den Vorgaben der Aktuellen WHO-Klassifikation
histologisch typisiert [103]. Unter der Vielzahl der in Tabelle 1 aufgelisteten
invasiven Karzinome ist das invasiv-ductale mit 65-80% das am haufigsten
vorkommende. Dieser Tumortyp ist als ,not otherwise specified” ein Karzinom, das
keiner der anderen Kategorien zugeordnet werden kann und in Gber 50% seiner

Masse ein nicht-spezialisiertes Muster zeigt [59].

Am zweithaufigsten tritt das invasiv-lobulare Karzinom mit 6-15% auf, gefolgt von
den medullaren Karzinomen (3%). Einen nachweislich gunstigeren Verlauf mit
einer Funf-Jahres-Uberlebensrate von ungefahr 95% nehmen das tubuldre (1-
15%), papillare (1-7%) und muzinése (1-2%) Karzinom [20, 25, 48, 59]. Die
restlichen Karzinomformen treten in einer Haufigkeit von weniger als 1% auf und

werden hier nicht gesondert beschrieben.
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Invasives duktales Karzinom, not otherwise specified (NOS)

-gemischter Typ
-pleomorphes Karzinom
-Karzinom mit osteoklastenartigen Riesenzellen
-Karzinom mit chorionkarzinomartigen Merkmalen
-Karzinom mit melanotischen Merkmalen
Invasives lobulares Karzinom
Tubulares Karzinom
Invasives kribriformes Karzinom
Medullares Karzinom
Muzinéses Karzinom und andere muzinreiche Tumoren
-muzindses Karzinom
-Zystadenokarzinom und zylinderzelliges muzindses Karzinom
-Siegelringzell-Karzinom
Neuroendokrine Tumoren
-solides neuroendokrines Karzinom
-atypischer Carcinoidtumor
-kleinzelliges Karzinom
-groBzelliges neuroendokrines Karzinom
Invasives papillares Karzinom
Invasives mikropapilldres Karzinom
Apokrines Karzinom
Metaplastische Karzinome
-rein epitheliale metaplastische Karzinome
Plattenepithelkarzinom
Adenokarzinom mit Spindelzell-Metaplasie
Adenosquamdses Karzinom
Mukoepidermoides Karzinom
-gemischtes epithelial-/mesenchymales metaplastisches Karzinom
Lipidreiches Karzinom
Sekretorisches Karzinom
Onkozytares Karzinom
Adenoid-zystisches Karzinom
Azinuszell-Karzinom
Glykogenreiches Klarzellkarzinom
Sebazebses Karzinom

Inflammatorisches Karzinom

Tabelle 1: WHO-KIlassifikation der invasiven Mammakarzinome [103]
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2.1.3 Prognosefaktoren

Mit dem Ziel, den Krankheitsverlauf jeder Patientin in Bezug auf Rezidiv- und
Metastasierungsrisiko individuell mdglichst genau abschatzen zu kdénnen, stitzt
man sich auf gewisse Prognosefaktoren. Diese sind zum Zeitpunkt der Diagnose
verfigbar und betreffen den Verlauf der Erkrankung ohne zusatzliche
TherapiemaBnahmen. Laut den Consensus-Statements der AGO 2007 [1], St.
Gallen 2007 [32], NIH 2001 [63] und der American Association of Clinical
Oncology (ASCO 2007) [37] beinhalten diese das Ausbreitungsstadium eines
Tumors, welches in Form der TNM-Klassifikation angegeben wird, das
Wachstumsmuster, bestehend aus histopathologischem Typ und Grading, und
den Steroidhormonrezeptorstatus. Der Einbruch in Blut- oder LymphgefaBe weist
auf eine schlechte Prognose hin. Noch nicht endgultig geklart ist die unabhangige
prognostische Relevanz einer HER-2/neu Uberexpression [37]. Aufgrund ihrer

Bedeutung werden die Prognosefaktoren im Folgenden kurz erlautert.

2.1.3.1 TNM-Klassifikation

Der (derzeit) aussagekraftigste Prognosefaktor beim Mammakarzinom ist nach
wie vor der axillare Lymphknotenstatus. Das Rezidiv- bzw. Mortalitatsrisiko
korreliert direkt mit der Anzahl der metastatisch befallenen Lymphknoten. So
betragt die 10-Jahres-Uberlebensrate bei negativen Axillar-Lymphknoten 72-80 %,
bei 1-3 positiven Lymphknoten 38-63 % und bei mehr als 4 befallenen
Lymphknoten nur noch 13-27 % [9]. Um eine pathologische Klassifikation der
regionaren Lymphknoten durchfiihren zu kénnen, missen mindestens die
Lymphknoten von Level | und Il reseziert werden [59]. Laut Carter et al. (1989)
steht auch die TumorgréBe in direkter Verbindung mit dem Gesamtlberleben [9].

Stadieneinteilungen haben den Sinn, klinische und prognostische Kriterien fir die
Auswahl der geeigneten Therapie zu gewinnen. AuBerdem lassen sich so
verschiedene Behandlungsarten miteinander vergleichen.

FOr solide Tumoren hat sich die weltweit einheitliche TNM-Klassifikation
durchgesetzt. Sie unterliegt standiger Bearbeitung und wird den neuesten
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klinischen Erkenntnissen laufend angepasst. Die letzte Aktualisierung der derzeit
gultigen TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms erfolgte zuletzt 2002 [96].

T...bedeutet GréBe des Tumors und seine Beziehung zur Umgebung
N...bezeichnet das Ausmaf des regionalen Lymphknotenbefalls

M...gibt an, ob Fernmetastasen vorliegen

Im klinischen Alltag dominiert bei Gberwiegend primar operativem Vorgehen die
pathologische postoperative pTNM — Klassifikation (Tabelle 2). Der Zusatz (sn)
sollte beigefigt werden, wenn die pN-Klassifikation alleine auf dem Ergebnis einer
Sentinellymphknoten-Biopsie beruht [59].

pT — Primartumor

pTX Primartumor kann nicht beurteilt werden
pTO Kein Anhalt fir Prim&rtumor
Tis carcinoma in situ
pT1 Tumor 2 cm oder weniger in gréBter Ausdehnung
pT1mic Microinvasion von 0,1 cm oder weniger in gréBter Ausdehnung
pTia 0,5 cm oder weniger in gréBter Ausdehnung
pTib Mehr als 0,5 cm, aber maximal 1 cm in gréBter Ausdehnung
pTic Mehr als 1 cm, aber maximal 2 cm in gréBter Ausdehnung
pT2 Tumor mehr als 2 cm, maximal 5 cm in gréBter Ausdehnung
pT3 Tumor mehr als 5 cm in gréBter Ausdehnung
pT4 Tumor jeder GrdBe mit direkter Ausbreitung auf Brustwand oder Haut
pT4a Mit Ausdehnung auf die Brustwand
Tab Mit Odem, Ulzeration der Brusthaut oder Satellitenmetastasen der Haut der
P gleichen Brust
pT4c Kriterien 4a und 4b gemeinsam
pT4d Entzindliches (inflammatorisches) Karzinom
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pN — Reqionare Lymphknoten

pNX Regionédre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
pNO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen
pN1mi Mikrometastasen (gréBer als 0,2 mm, maximal 2 mm groB)
pN1
pNia Metastasen in 1-3 ipsilateralen axillaren Lymphknoten
pN1b Metastasen in ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit

entdeckt wurden, aber nicht klinisch auffallig waren.

mikroskopischen Metastasen, die bei der Sentinellymphknoten-dissektion

pNic Metastasen in 1-3 ipsilateralen axillaren Lymphknoten und in ipsilateralen

aufféallig waren

pN2
pN2a Metastasen in 4-9 ipsilateralen Lymphknoten, zumindest eine gréBer als 2 mm in
max. Ausdehnung
pN2b Metastasen in klinisch auffélligen ipsilateralen Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna bei Fehlen axillarer Lymphknotenmetastasen.
pN3
pN3a Metastasen in mindestens 10 ipsilateralen axillaren Lymphknoten; oder in
ipsilateralen infraklavikuldren Lymphknoten
pN3b Metastasen in klinisch auffélligen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna
bei Vorliegen von mindestens einem positiven axilladren Lymphknoten; oder in
mehr als 3 axilldren Lymphknoten und in Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna  mit mikroskopischen Metastasen, die durch Sentinellympnknoten-
Dissektion entdeckt wurden, aber klinisch nicht auffallig waren
pN3c Metastasen in ipsilateralen supraklavikularen Lymphknoten .

pM — Fernmetastasen

pMX Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
pMO Keine Fernmetastasen
pM1 Fernmetastasen

Tabelle 2: pTNM-Klassifikation des Mammakarzinoms [96]

Lymphknoten entlang der A.-mammaria interna mit mikroskopischen Metastasen,

die bei der Sentinellymphknoten-Dissektion entdeckt wurden, aber nicht klinisch
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2.1.3.2 Histologisches Grading

Die Beurteilung des Malignitédtsgrades invasiver Mammakarzinome wird als
histologisches Grading bezeichnet. Angewandt wird das von Bloom and
Richardson vorgeschlagene Grading, modifiziert nach Elston und Ellis [21]. Die zu
beurteilenden  Kriterien sind dabei Mitoserate, Kernpleomorphie und
Tubulusausbildung (Tabelle 3). Im Laufe der Jahre konnte eine Abhangigkeit von
niedrigem histologischen Grading zu rezidivfreiem Uberleben festgestellt werden
[59].

Merkmale Kriterien Scorewerte
Tubulusausbildung > 75% 1
10-75% 2
<10%
Kernpleomorphie gering 1
mittelgradig 2
stark
Mitoserate 0-5/10 HPF 1
6-11/ 10 HPF 2

ab 12/10 HPF

Summenscore: 3-9

HPF= high power field (= 400fache VergrdBerung im Mikroskop).

Summenscore Malignitatsgrad  G-Gruppe Definition

3,4,5 gering G1 gut differenziert
6,7 maBig G2 maBig differenziert
8,9 hoch G3 schlecht differenziert

Tabelle 3: Kriterien des Gradings fiir das Mammakarzinom nach Elston und Ellis [21]
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2.1.3.3 Histologische Wachstumsmuster

Die Brust ist vorwiegend von Drisen-, Fett- und umgebendem Bindegewebe
aufgebaut. Das Drisengewebe besteht wiederum aus den Drisenlappchen
(lobularer Anteil) und den Drisengangen (duktaler Anteil) [50].

Die histologische Klassifikation bezieht sich ausschlieBlich auf den histologischen
Phanotypus des Tumors, der vom Pathologen unter dem Mikroskop bestimmt
wird. Sind unterschiedliche Tumorkomponenten ausgepragt, so werden diese
zwar erwahnt, der dominierende Anteil wird aber diagnostisch in den Vordergrund
gestellt. Von einem ,reinen” Karzinom-Typ ist laut EU-Leitlinien nur dann die
Rede, wenn mindestens 90% des Tumors das jeweils charakteristische Muster
aufweisen. Ein gemischter Typ liegt demnach dann vor, wenn der Anteil der
zweiten Komponente mehr als 10% betragt [19].

Das Wachstumsmuster eines Karzinoms wird als prognostischer Faktor gewertet.
Verschiedene histologische Typen wie der muzindse, papillare oder tubulare
Typus stehen fir eine gute Prognose der Patientin mit einer Finf-Jahres-
Uberlebensrate von ungefahr 95%. Diese haben allerdings nur eine sehr geringe
Inzidenz von ca. 2-15% an der Gesamtheit aller Mammakarzinome [25, 48].

2.1.3.4 Hormonrezeptoren

Die Abwesenheit von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren ist zumeist mit einer
schlechteren  Differenzierung des Tumors einhergehend. In  diesem
Zusammenhang werden haufiger frihe Rezidive und ein schlechteres
Gesamtuberleben verzeichnet [94]. Da der Steroidhormonrezeptorstatus vor allem
auch ein wichtiger therapierelevanter Faktor ist, wird auf genauere Details im

Kapitel ,Pradiktive Faktoren“ eingegangen.
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2.1.4 Pradiktive Faktoren

Die Faktoren, die das Ansprechen einer Therapie und deren Erfolg vorhersagen,
werden pradiktive Faktoren genannt. Es sind bis heute nur drei solcher Faktoren
bekannt, die evidenz-basiert sind und zur Erstellung eines Therapiekonzeptes
eingesetzt  werden  sollten: Hormonrezeptorstatus ~ (Ostrogen-  und
Progesteronrezeptor), Menopausenstatus und HER-2/neu-Status [59]. Da der
Hormonrezeptor- und HER-2/neu-Status in dieser Arbeit untersucht werden, wird

im Folgenden genauer auf diese beiden pradiktiven Faktoren eingegangen.

2.1.4.1 Hormonrezeptoren

Wie bereits erwahnt, kdnnen die biologischen Verhaltensmuster verschiedener
Mammakarzinome sehr variieren. Bei 60 — 80 % der Brusttumoren kann ein
positiver Nachweis von Ostrogenrezeptoren erbracht werden. Dagegen kdénnen
Progesteronrezeptoren nur in ca. 40% der Mammakarzinome gefunden werden
[53, 66]. Grundsatzlich gilt, dass die Expression beider Hormonrezeptoren ein
Kennzeichen einer hdéheren Tumordifferenzierung ist. Dies bedeutet, dass das
Rezeptor- und Aktivierungssystem noch intakt ist [66]. Besonders die
Ostrogenrezeptoren werden als primarer Ansatzpunkt fir antihormonelle, speziell
antiéstrogen wirksame Medikamente genutzt. Bei der Rezeptorbestimmung ist
allerdings ein rein positives oder rein negatives Ergebnis nicht ausreichend. Es
konnte nachgewiesen werden, dass Patientinnen, deren Mammakarzinome ein
hohes Level an Ostrogenrezeptoren zeigten, wesentlich besser von einer
antiéstrogenen Therapie profitierten als Patientinnen mit niedrig positiven
Ergebnissen [31, 39, 80]. Jedoch werden alle Tumoren mit einer Positivitat von
mindestens 1% der Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptor als potentiell
endokrin sensitiv betrachtet [93].

Bei einem Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptor positiven Tumor besteht eine
hohe Wahrscheinlichkeit, dass eine endokrine Therapie, z.B. mit Tamoxifen
(Selektiver Ostrogen Rezeptor Modulator SERM), gut anschlagt. Ist nur der
Ostrogenrezeptor positiv, besteht eine Remissionsrate von 50%. Im Gegensatz
dazu liegt die Remissionsrate weitaus niedriger (15%) wenn beide Rezeptoren
negativ sind [49]. Allerdings sprechen Mammakarzinome mit negativem
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Rezeptorstatus auf eine Chemotherapie deutlich besser an als hormonrezeptor-
positive Tumoren [30].

2.1.4.2 HER-2

Das HER-2/neu-Gen ist das am haufigsten amplifizierte Onkogen des
menschlichen Brustkrebses. Es wird zu einem Onkogen, wenn es Uberexprimiert
wird, wenn also eine Zelle zu viel des entsprechenden Rezeptorproteins produziert
[34]. Das humane HER-2/neu-Gen, auch c-erbB-2 oder neu genannt, kodiert ein
185-kDa Protein, das haufig als HER-2/neu-Protein, HER-2-Rezeptor oder
p185"ER2 pezeichnet wird. Als eine Membranrezeptor-Tyrosinkinase zeigt das
HER-2/neu-Protein Rezeptorhomologie mit dem Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR oder HER1) [15, 70]. Als normale Komponente des
menschlichen Organismus wird das HER-2/neu-Gen von einer Vielzahl von
Epithelzellen exprimiert und ist ein wichtiger Mediator fir das Zellwachstum, die
Differenzierung und die metabolischen Ablaufe der Zelle [70]. Es liegt in allen
normalen diploiden Zellen in zwei Kopien vor. Das HER-2/neu-Gen ist auf
Chromosom 17921 lokalisiert [88] und bei ca. 20 — 25 % aller Mammakarzinome
amplifiziert [82, 84]. Die Uberexpression dieses HER-2/neu-Rezeptors ist die
direkte Folge der Amplifikation (Abbildung 1 [86]) und Bestandteil des Prozesses

der malignen Transformation und der Tumorprogression [84, 90].

HER2 gene amplification

Chromosome 17
e
l S e’

HERZ gene (normal copy number) HERZ mRMLA (normald amount) HERZ protein {normal amourt)
.M-__’.r‘-
.L'r- " / '
" " it -
L—.-l"- L -"\-‘,.:t_
-
o o
N i

HERZ gene Larnplified copy nsmbser) HERZ mEMNA (moreased amounit) HERZ protein cwerespression

Abbildung 1: Die HER-2 Gen-Amplifikation resultiert in einer kontinuierlichen
Uberexpression des HER-2 Proteins auf der Zelloberflache [86]
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Dem HER-2/neu-Gen kommt eine immer gréBere Bedeutung flr die Behandlung
von Brustkrebspatientinnen zu, da es pradiktiv fir das Ansprechen auf eine
Therapie mit dem humanisierten Antikérper Trastuzumab (Herceptin TM) ist.
Dieser ist gegen das HER-2/neu-Onkoprotein gerichtet und sowohl in der

metastasierten, als auch seit 2006 in der adjuvanten Situation zugelassen [59].

Auf der anderen Seite geht sowohl die HER-2/neu-Uberexpression als auch
dessen Amplifikation mit einer erhéhten Aggressivitat [82, 95] und verkirzten
krebsfreien und allgemeinen Uberlebenszeit [69] einher, und scheint pradiktive
Bedeutung fir die Sensitivitat auf die konventionelle systemische Therapie zu
haben. Es wurden HER-2/neu-Rezeptor amplifizierte und Uberexprimierte
Mammakarzinome beobachtet, die weniger sensitiv, manchmal auch resistent
gegenuber einer endokrinen Behandlung (z.B. Tamoxifen) reagierten [8]. Die in
diesen Geweben oft niedrigen absoluten Werte von Ostrogenrezeptoren kénnten
eine mogliche Erklarung hierfir sein [54]. Obwohl die Wirksamkeit der
konventionellen CMF-Therapie (Cyclophosphamid, Methotrexat und Fluoruracil)
gegeben ist, so wird Uber eine bessere Wirksamkeit einer Anthrazyklin- und

Taxanhaltigen Therapie bei diesen Patientinnen berichtet [73].

2.1.4.3 Topoisomerase-ll-a

Die Topoisomerase-Il-a ist weder ein pradiktiver noch ein prognostisch gesicherter
Faktor. Da wunsere Untersuchungen auch diesen biologischen Marker

miteinbeziehen, wird er hier kurz erlautert:

Nicht nur die veranderte Regulation des HER-2/neu-Rezeptors, sondern auch die
der Topoisomerase-ll-a konnte in verschiedenen Neoplasien, und vor allem auch
im humanen Mammakarzinomgewebe, gezeigt werden. Topoisomerase-ll-a ist ein
Schlissel-Enzym in der DNA-Replikation und spielt somit eine wichtige Rolle
wahrend des Zellzyklus. Es katalysiert die Entspiralisierung der DNA bei der
Replikation, indem es Doppelstrangbriiche einfiigt. Dadurch kann sich die DNA
entwickeln. Bevor die Replikation fortgesetzt wird, fligt die Topoisomerase-Il-a die

Strange wieder zusammen [10, 100].
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Das Topoisomerase-ll-a Gen ist auf Chromosom 17q12-g21 lokalisiert, in
unmittelbarer Nachbarschaft zum HER-2/neu-Onkogen (siehe Abbildung 2). Es ist
zu ca. 30% in HER-2/neu amplifizierten Fallen koamplifiziert [45, 72, 92].
Verschiedene Studien konnten die Sensitivitdt maligner, Topoisomerase-ll-a
amplifizierter Zellen gegeniber Anthrazyklin-basierenden Therapieformen

bestatigen [

14, 44, 72].
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Abbildung 2: Nachbarschaft von HER-2 und Topoisomerase-ll-a auf Chromosom 17 [83]
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2.2 Therapie des Mammakarzinoms

Hohe Bedeutung hat die Arbeit des Pathologen gerade im Hinblick auf die
Therapiemodalitdten zur Behandlung eines Mammakarzinoms. Er begutachtet
jene Parameter, die fUr eine individuell geschneiderte Therapie ausschlaggebend
sind. Einfluss auf die lokale sowie systemische Behandlung des
Mammakarzinoms haben wie bereits erwahnt der histologische Tumortyp,
standardisiertes histologisches Grading und die pTNM-Klassifikation. Im Hinblick
auf das operative Vorgehen und die Bestrahlung haben zusatzlich das Vorliegen
einer peritumoralen GefaBinvasion, das Vorhandensein multipler Tumorherde
sowie der Sicherheitsabstand zwischen Tumor und Schnittrand eine groBe
Bedeutung [59]. Fdr die systemische Therapie ist vor allem der
Lymphknotenstatus, sowie Hormonrezeptor- und HER-2/neu-Status entscheidend
[59]. Auch dem Amplifikationsgrad des Topoisomerase-Il-a-Gens wird immer mehr

Bedeutung zugemessen |

14].

Das Verstandnis Uber die Tumorbiologie des Mammakarzinoms hat sich in den
letzten Jahren stark gewandelt: ,Vom urspriinglichen Verstandnis einer lokalen
Tumorerkrankung, die vornehmlich mit lokalen MaBnahmen zu beherrschen ist,
hin zum aktuellen Bild einer haufig chronischen-systemischen Tumorerkrankung
mit lokaler Komponente und friher systemischer Disseminierung, deren Schicksal
vor allem durch systemische TherapiemaBnahmen beeinflusst werden kann® [48].
Daher wird heutzutage in den meisten Féllen ein kombiniertes Therapiekonzept
aus Operation, systemischer Therapie und Radiotherapie angewandt. Aufbau,
Abfolge und Ausfihrung der verschiedenen Therapiebldcke ist von den jeweiligen
Tumoreigenschaften und den individuellen Indikationsstellungen verschiedener
Patientinnen abhéangig.
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2.2.1 Primar systemische Therapie

Alle  medikamentésen Therapieformen, die nach der histologischen
Diagnosestellung eines Mammakarzinoms und vor Durchfiihrung jeglicher
operativer MaBnahmen angewandt werden, werden als primar systemische
Therapie (PST) bezeichnet [48]. Diese auch als neoadjuvante oder
Induktionstherapie bezeichnete praoperative medikamentése Behandlung wurde
frGher nur aus operationstechnischen Griinden durchgefiihrt, wie zum Beispiel bei
einem ungunstigen Tumor-Brust-Verhaltnis, beim inflammatorischen Karzinom
oder bei inoperablen Patientinnen. Die Uberlebensrate von Patientinnen mit
neoadjuvanter systemischer Therapie und Patientinnen mit adjuvanter Therapie
waren vergleichbar. Aus diesem Grund wurde in den letzten Jahren die primar
systemische Therapie immer haufiger bei primar operablen Mammakarzinom-
Patientinnen angewendet. So konnte die Rate brusterhaltender Operationen
erhdht werden. Die systemische Therapie kann durch zytostatische Medikamente
erfolgen, oder aus einer antihormonellen Therapie bei positivem Hormonrezeptor-
Status bestehen. [48]

2.2.2 Operative Therapie

Grundsatzlich ist die brusterhaltende Operation anzustreben, um der Patientin die
psychische Krankheitsbewaltigung zu vereinfachen. Dabei sollte der Tumor im
Gesunden entfernt werden, mit einem Sicherheitsabstand von mindestens 1 mm
fir die invasive, 5-10 mm flr die intraductale Komponente. Mithilfe der
Schnellschnittuntersuchung kann gegebenenfalls sofort nachreseziert werden. Ist
es nicht méglich, den Tumor im Gesunden zu entfernen, so muss ggf. eine
modifizierte radikale Mastektomie folgen. Diese ist auBBerdem indiziert, wenn ein
unginstiges Tumor-Brust-Volumenverhaltnis vorliegt, das Mammakarzinom vom
inflammatorischen Typ ist, bei Multizentrizitdt, bei ausgedehnter intraduktaler
Komponente und wenn Kontraindikationen flr eine postoperative Radiotherapie
vorliegen [5, 48, 55].

Die Abklarung der axillaren Lymphknotensituation (derzeit wichtigster pradiktiver

Faktor) ist auf jeden Fall Bestandteil der operativen Therapie. Heutzutage wird die

Seite 17



Grundlagen: Therapie des Mammakarzinoms

Methode der Sentinellymphknoten-Dissektion - wenn immer mdéglich - anstelle der
routinemaBigen Ausrdumung der Lymphknotenlevel | und Il durchgefiihrt. Da die
Sentinellymphknoten, die sogenannten Wachter-Lymphknoten, die ersten
Drainageabflussstationen darstellen, werden diese histologisch untersucht. Sind
diese negativ, wird mit 90 — 95% Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen, dass
alle nachfolgenden Lymphknoten ebenfalls negativ sind. Voraussetzung fir dieses
Vorgehen st allerdings eine TumorgréBe kleiner als 3 cm, ein Kklinisch
nodalnegativer Befund, eindeutig identifizierbare Wachterlymphknoten durch
Patentblau oder Technetium, keine Voroperationen an der Brust und keine
Multizentrizitdt. Zusatzlich muissen die  Wachterlymphknoten  eindeutig
identifizierbar sein. Dies erfolgt derzeitig primar Uber 99mTc-markiertes
Radiokolloid und bzw. oder lymphgéangiger Farblésung wie z.B. Lymphazurin [4].
Obwohl Langzeitergebnisse von groBangelegten Studien zur Sicherheit und
Verlasslichkeit von Sentinel-Lymphknoten-Operationen ausstehen, ist dieses
Vorgehen unter Beachtung der Einschlusskriterien zum Standardverfahren
geworden. Das Ziel ist nicht zuletzt die mit einer axillaren Lymphonodektomie
verbundene  Morbiditdt (z.B. Lymphddem) zu verringern. Ist der
Sentinellymphknoten positiv, oder sind die Voraussetzungen fir dieses Vorgehen
nicht erflllt, muss eine Entfernung von mindestens 10 Lymphknoten aus den
axillaren Lymphknotenlevel | und Il, also alle Lymphknoten lateral und kaudal des
M. pectoralis major sowie zwischen lateralem und medialem Rand des M.
pectoralis minor, durchgefihrt werden [5, 48, 55].

2.2.3 Adjuvante Therapie

Das Mammakarzinom wird als eine primar systemische Erkrankung mit lokaler
Komponente betrachtet. Selbst kleinste Karzinome kdnnen Mikrometastasen
entwickeln, die noch vor einer Operation und anschlieBender Bestrahlung gestreut
werden. Die lokalen TherapiemaBnahmen kénnen diesen Vorgang nicht mehr
rickgangig machen. Aus diesem Grund mulssen systemische Therapien in Form
von Medikamenten in die Behandlung mit eingebunden werden. Deren Ziel ist es,
bei einer Patientin, die klinisch und nach bildgebenden Untersuchungen tumorfrei
ist, das Risiko eines Rezidivs der Erkrankung zu verringern [59].
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Bei der Indikationsstellung zur adjuvanten Therapie sollten dabei folgende
Kriterien berlcksichtigt werden:
- Individuelles Risiko fur Lokalrezidiv und Fernmetastasierung
- zu erwartende Effektivitat entsprechend den Ergebnissen groBer
prospektiver Studien und der Metaanalysen der Early Breast Cancer
Trialists’ Collaborative Group [18]
- individuelles Risiko fir therapieassoziierte Nebenwirkungen
- Praferenz der Patientin nach ausfihrlicher Aufklarung des zu erwartenden

Nutzens und Gewinns bezlglich der Lebensverlangerung

Ziel ist es, fur jede einzelne Patientin die richtige Therapie zu finden, um eine
Uber- oder Unterbehandlung zu vermeiden. In einem ausfiihrlichen Arzt-Patienten-
Gesprach sollte die Wahl der adjuvanten Therapie, deren Prognose, Effektivitat

und mégliche Nebenwirkungen erértert werden [51].

2.2.3.1 Adjuvante Endokrine Therapie

Beim hormonrezeptorpositiven Mammakarzinom zahlt die endokrine Therapie bis
auf eine Mindergruppe mit sehr gunstiger Prognose (TumorgréBe < 1cm, G1,
Her2/neu negativ, postmenopausal) als eine wichtige und nebenwirkungsarme
Saule. Wie zuvor erwahnt betrifft dies ca. 70 % aller Betroffenen [50].

Der medikamentésen Therapie stehen Tamoxifen (Pra-und Postmenopause),
GnRH-Analoga (Pramenopause) und Aromatasehemmer (Postmenopause) zur
Verfligung [48, 50]. Tamoxifen ist ein sogenannter selektiver Ostrogen-
rezeptormodulator (SERM) und wird bei pradmenopausalen Patientinnen
zusammen mit Gonadotropin-Releasing-Hormon-Agonisten (GnRH-Analoga) in
einer Kombinationstherapie oder auch als Monotherapeutikum eingesetzt.
Aromatasehemmer der 3. Generation (Anastrozol, Letrozol, Exemestan) wirken
der Bildung von Steroidhormonen durch eine periphere Hemmung der
Aromataseaktivitat entgegen und sind zu einem festen Bestandteil der adjuvanten
Therapie bei  postmenopausalen  Patientinnen  mit  rezeptorpositivem
Mammakarzinom geworden [5, 50]. Die Aromatase katalysiert als Schllisselenzym

die Umwandlung von Androgenen zu Ostrogen. AuBerdem erwies sich diese
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relativ.  nebenwirkungsarme  Therapie mit Hormonantagonisten  einer
nebenwirkungsreichen Chemotherapie zumindest gleichwertig oder sogar

Uberlegen [26].

2.2.3.2 Adjuvante Chemotherapie

Fir die adjuvante Chemotherapie kommen Medikamente aus unterschiedlichen
Substanzklassen und deswegen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen zum
Einsatz. Allerdings kann nicht jede Form von Brustkrebs mit einer Chemotherapie
behandelt werden. Voraussetzung zur Applikation einer Chemotherapie ist die
Belastbarkeit  des Korpers. Liegen schwerwiegende internistische
Grunderkrankungen (z.B. Leberfunktionsstérung, kardiale Dysfunktion) vor, kann
gof. eine erfolgversprechende Therapie nicht verordnet werden. Beachtenswert
vor, wahrend und nach einer Chemotherapie bleiben auch Nebenwirkungen, die
therapieassoziert entstanden sind (z.B. Neuropathie, Hoérstérung, kardiale
Dysfunktion). Besonders junge Frauen muissen Uber die vorlbergehende, teils

auch permanente Orvarialinsuffizienz aufgeklart werden [59].

Um bessere Remissionsraten und Uberlebensraten zu erreichen, werden
Ublicherweise verschiedene Zytostatika miteinander kombiniert und gelten dann
als sogenannte Polychemotherapie. Anthrazykline und Taxane sind wichtige
Substanzen, die einen hohen Stellenwert in der adjuvanten Behandlung
eingenommen haben. Sie gehdren zu den wirksamsten Substanzen in der
Therapie des Brustkrebses [72]. Resistenzentwicklungen kénnen allerdings das

jeweilige Zytostatikum in seiner Effektivitat begrenzen [40].

2.2.3.3 Adjuvante monoklonale Antikorpertherapie

Seit einigen Jahren ist Trastuzumab (Herceptin®) in der klinischen Anwendung.
Trastuzumab ist ein humanisierter Antikérper, dessen Wirkung sehr stark
abhangig vom HER-2/neu-Rezeptor-Status des Tumors ist [12, 85, 98]. Exprimiert
eine Zelle UberméaBig viele HER-2/neu-Rezeptoren, so werden dieser Zelle
laufend Proliferationssignale Ubermittelt. Der Antikérper geht mit dem Rezeptor
einen Rezeptor-Ligand-Komplex ein. Dadurch wird die Signalkaskade

Seite 20



Grundlagen: Therapie des Mammakarzinoms

unterbrochen und eine zytostatische Wirkung wird vermittelt. Darlber hinaus
werden diese Zellen vom kdérpereigenen Immunsystem erkannt und angegriffen
[90]. Vier groBangelegte Studien konnten zeigen, dass durch die Hinzunahme von
Trastuzumab in die adjuvante Therapie in bis zu ca. 50% Ruckfélle vermieden
werden kdnnen [77, 83, 87]. Wegen dieser Uberaus motivierenden Erfolge wurde
Trastuzumab in der adjuvanten Therapie fir Patientinnen mit HER-2/neu positiven

Mammakarzinomen zugelassen [81].

2.2.3.4 Adjuvante Radiotherapie

Der Stellenwert der Radiotherapie ist darin erkennbar, dass lediglich durch die
Hinzunahme der Radiotherapie ein brusterhaltendes operatives Vorgehen
vertretbar wurde. Nach den Daten der Early Breast Cancer Trialists’ Group kann
bei brusterhaltendem, operativem Vorgehen mit zusatzlicher Bestrahlung eine zur
Mastektomie vergleichbare Sicherheit bezliglich eines Lokalrezidivs gewahrleistet
werden. Nicht zuletzt konnte gezeigt werden, dass sogar eine Verbesserung des
Gesamtuberlebens mit der Radiotherapie erzielt werden konnte. [18]

Die Entscheidung, ob die Lymphabflusswege und die Thoraxwand bestrahlt
werden sollten, ist abhangig von der LymphgeféBinvasion und dem Status der
Lymphknoten, und wird deswegen individuell getroffen [5]. Innovative
Therapiekonzepte der Teilbrustbestrahlung kommen derzeit in internationalen
Studien zur Anwendung. Ziel ist es, eine Ubertherapie durch die perkutane

Ganzbrustbestrahlung zu vermeiden [67].
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2.3 Farbemethoden und Detektionssysteme in der Pathologie

2.3.1 Immunhistochemie

Das Reagenz der Immunhistochemie ist der Antikérper. Dieser bindet an zell-
spezifische Proteine. Durch verschiedene Visualisierungsmethoden kénnen die
Antikérper-Bindungsstellen quantitativ unter dem Mikroskop beurteilt werden. Je
nachdem welche Antikérper eingesetzt werden, kdnnen verschiedene biologische
Marker sichtbar gemacht und mittels der Immunhistochemie charakterisiert

werden.

2.3.1.1 Markierte Antikorper-Methoden

Direkte Methode

Die einfachste Farbemethode in der Immunhistochemie ist die direkte Methode,
bei der ein enzymmarkierter Primar-Antikbrper mit dem Gewebe-Antigen reagiert.
Diese Methode ist zwar &uBerst rasch durchgefihrt und zeigt nur begrenzt
unspezifische Reaktionen, aber der Nachteil ist eine sehr geringe
Signalverstarkung [7].

Zwei-Schritt indirekte Methode

Bei dieser Methode bindet ein enzymmarkierter Sekundar-Antikbrper an den
unkonjugierten Primar-Antikérper. Da eine Vielzahl von Primar-AntikGrpern aus
einer Spezies mit dem gleichen Sekundar-Antikérper kombiniert werden kann, ist
diese Methode flexibler. Eine gute Signalverstarkung wird dadurch bewirkt, dass
meistens mehrere Sekundar-Antikbrper mit verschiedenen Epitopen der Primar-
Antikdrper reagieren [7].

Drei-Schritt indirekte Methode

Noch mehr Signalverstarkung wird durch die drei-Schritt indirekte Methode
erreicht, bei der sowohl der Sekundar- als auch der Tertiar-Antikbrper mit dem
gleichen Enzym versehen sind. Dabei ist der Tertiar-Antikbrper gegen den
Sekundér-Antikdrper, und dieser gegen einen unkonjugierten Priméar-Antikdrper
gerichtet [7].
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2.3.1.2 Loésliche Enzym-Immunkomplex-Methoden

APAAP / PAP-Methode

Diese Methode beruht auf einem léslichen Enzym-Immunkomplex, der aus der
alkalischen Phosphatase und einem gegen die alkalische Phospatase gerichteten
Antikérper, der Anti-alkalischen Phosphatase, besteht (APAAP). Alternativ kann er
auch aus der Peroxidase und der Anti-Peroxidase (PAP) bestehen. Der l6sliche
Enzym-Immunkomplex haftet sich an den unkonjugierten Sekundar-Antikérper,
welcher wiederum gegen den unkonjugierten Primar-Antikdrper gerichtet ist.
Durch Zugabe eines Visualisierungsreagenzes und dessen enzymatische
Umsetzung entsteht eine sichtbare Farbung [

89].

(Strept)-Avidin-Biotin-Methode

Auch bei dieser Methode ist der Primar-Antikdrper unkonjugiert, daflir ist jedoch
der Sekundar-Antikérper biotinyliert, d.h. mit Biotin markiert. Besteht der
Enzymkomplex aus Avidin (oder Streptavidin) und Biotin, wird diese Methode ABC
(bzw. SABC)-Methode genannt. Spielt das enzymmarkierte Streptavidin in einem
Enzym-Konjugat die Hauptrolle, spricht man von der LSAB-Methode [42].

2.3.1.3 Polymerkonjugat-Methoden

Das Polymerkonjugat ist mit Enzymen und Antikérpern markiert, und besteht aus
einem Dextranmolekll (Polysaccharid-Ruckgrat). Dadurch kann eine sehr gute
Signalverstarkung erreicht werden. Beispiele hierflir sind EPOS und EnVision. Bei
der Enhanced Polymer One Step Methode (EPOS) wird der Primar-Antikdrper an
das enzymmarkierte Dextranpolymer geknlpft. Im Gegensatz dazu ist EnVision
eine Methode, bei der der Sekundar-Antikérper mit dem Tragermolekil verbunden

wird.

Der Nachteil der Immunhistochemischen Bestimmung liegt darin, dass technische

Artefakte gehauft auftreten, und dass durch die Gewebevorbehandlung und die
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Anwendung verschiedener Antikdrper unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden
[71].

2.3.2 Nukleinsaureassays

2.3.2.1 Southern und Northern Blot

Der é&lteste Nukleinsdure-Assay, Southern Blot, wurde nach seinem Erfinder
Edwin Southern benannt. Eine spéater entwickelte Variante des ,Blotten“ wurde
durch Wortspielerei als Northern Blot bezeichnet. Wahrend beim Southern Blot die
DNA die Grundlage bildet, wird beim Northern Blot RNA verwendet. Bei beiden
Verfahren werden die Nukleinsduren an kinstlichen Oberflachen fixiert, bleiben
dort aber trotzdem fur die Hybridisierung verfigbar. Mittels Elekktrophorese
werden sie getrennt und durch einen ,Abklatsch auf eine Membran aus
Nitrozellulose oder Nylon Ubertragen. Dieser Schritt wird als ,Blotting Prozess*
bezeichnet. In einer Lésung, die eine zur DNA bzw. RNA komplementare Sequenz
als Sonde enthalt, erfolgt die Inkubation. Die Hybridisierung ist dann erfolgreich,
wenn diese Sonde an die gesuchte Sequenz auf der Nitrozellulose bindet [58].

2.3.2.2 In situ Hybridisierung

Wie schon die Bezeichnung erahnen lasst, werden die Nukleinsauren bei dieser
Methode in der Zelle fixiert. Statt sie zuerst extrahieren zu muissen, werden sie
somit am Ort ihres natlrlichen Vorkommens gehalten. Die Morphologie des
Gewebes wird dadurch bewahrt [65]. Ansonsten handelt es sich, wie bei den
bereits beschriebenen Oberflachentests, um die prazise Anlagerung einer
einstrangigen DNA-Sonde an komplementéare Zielsequenzen. Der groBe Vorteil
dieser Methode besteht jedoch darin, dass die hybridisierende Sonde in der Zelle
bzw. im Gewebe lokalisiert werden kann. Das Problem der eingeschrankten
Zuganglichkeit der Nukleinsauren in die Gewebeschnitte wird entweder durch
proteolytische Vorbehandlung oder Hitzevorbehandlung gelést (Target Retrieval).
Das Ergebnis der Hybridisierung der Sonde mit der entsprechenden zellularen
DNA-Sequenz kann direkt unter einem Mikroskop betrachtet werden. Somit
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kénnen spezifische Nukleinsdure-Sequenzen in zytologischen Ausstrich-

praparaten oder histologischen Schnittpréparaten sichtbar gemacht werden.

Es stehen unter anderem die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) und die
Chromogene in situ Hybridisierung (CISH) zur Verfligung. Sie unterscheiden sich
in dem Reagenz, welches unter dem Mikroskop betrachtet werden kann [7, 58].

2.3.2.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung FISH

Um die Hybridisierungsergebnisse sichtbar zu machen, wird bei der Fluoreszenz
in situ Hybridisierung ein fluoreszierender Farbstoff verwendet, der nur im
Dunkelmikroskop  betrachtet werden kann. Mit zwei unterschiedlich
fluoreszierenden Farben wird sowohl der gesuchte Genlocus als auch der
Zentromerbereich des Chromosoms angeféarbt. Anhand der Zahlenverhaltnisse
von Zentromerbereich und Genlocus kann der Nachweis von numerischen und
strukturellen Chromosomenaberationen, wie Translokation, Deletion oder
Amplifikation, erbracht werden. Da der Fluoreszenzfarbstoff schnell verblasst,
mussen die Praparate zur Dokumentation aufwandig mit einer Digitalen Kamera

fotografiert werden [29, 91].

2.3.2.4 Chromogene in situ Hybridisiertung CISH

Im Gegensatz dazu wird fir die Chromogene in situ Hybridisierung ein im
herkbmmlichen Lichtmikroskop sichtbarer brauner Farbstoff verwendet. Ein
weiterer Vorteil bei CISH ist die Méglichkeit, simultan zur Auswertung die
Histopathologie zu verifizieren, was bei der FISH-Untersuchung aufgrund der
Dunkelheit nicht méglich ist. Jede normale, nicht amplifizierte Zelle enthalt zwei
braune Punkte. Alle Zellen, die viele Punkte oder richtige Cluster enthalten, gelten
als amplifiziert [28, 91].
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2.3.2.5 Sonden und Markierungsmethoden

Far die Hybridisierung stehen generell verschiedene Sonden zur Auswahl:

DNA = Desoxyribonukleinsaure: Sie ist in verschiedenen GréBen einsetzbar, ist
am besten charakterisiert und durch die
Polymerasekettenreaktion (PCR) hochverflig-

bar.

RNA = Ribonukleinsaure: Da die RNA einzelstrangig ist, muss diese

nicht denaturiert werden.

PNA = Peptidnukleinsaure: Anstelle des Zucker - Phosphat - GerUstes
besteht die PNA aus einem Ruickgrat von
Amidverbindungen.  Der  Vorgang des
Hybridisierens lauft deutlich schneller ab. Die
PNA ist sehr effektiv bei der Diskriminierung
von Basen-Paarungsfehlern.

Fir den Markierungsvorgang mit dem Visualisierungsreagenz gibt es
unterschiedliche Mdglichkeiten. Der Marker kann entweder direkt bei der
Polymerisation der Sonde eingebaut werden, oder aber im Anschluss daran durch
eine entsprechende Kinase angefigt werden. Ebenso kdénnen Linker eingesetzt
werden, die den Marker an die Sonde binden Es besteht auch die Mdglichkeit, den
Marker synthetisch an das 5’ bzw. 3’-Ende anzuhangen. [7]
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3 Patientinnen und Methodik

Grundlage dieser Arbeit sind die Daten von 121 Patientinnen mit in die
lokoregiondren Lymphknoten metastasiertem Mammakarzinom, deren Operation
im Zeitraum Dezember 1999 bis April 2002 im Rotkreuzklinikum - Frauenklinik -
Minchen, unter der Leitung von Prof. Dr. med. Wolfgang Eiermann, erfolgte. Bei
allen Patientinnen handelte es sich um die Erstdiagnose eines Mammakarzinoms.
Die damalige Aufarbeitung und Beurteilung der Exzidate erfolgte in der
pathologischen Gemeinschaftspraxis Dr. med. Bernhard Hégel, Dr. Dr. med.
Clemens Becker und Dr. med. Michaela Beer.

3.1 Datenerhebung

Die Datenerfassung erfolgte durch Einsicht der Patientenakten im Archiv der
Gemeinschaftspraxis Pathologie Dr. med. B. Hégel, Dr. Dr. med. C. Becker und
Dr. med. M. Beer. Anhand der Patientennummern wurden die damals
angefertigten Hamatoxylin-Eosin-(HE)-gefarbten Schnitte erneut beurteilt und
reprasentative,  formalin-fixierte,  paraffin-eingebettete = Tumorblécke  der
Primartumoren und der Lymphknotenmetastasen fur die vorliegenden

Untersuchungen bereitgestellt.

3.2 Einschlusskriterien

Die Datenanalyse umfasst Patientinnen, die folgende Kriterien aufwiesen:

1.) histologisch gesichertes invasives Mammakarzinom der Frau

2.) Operation im Zeitraum Dezember 1999 bis April 2002

3.) gentigend archiviertes invasives Tumormaterial des Prim&rtumors

4.) genlgend archiviertes invasives Tumormaterial in den ipsilateralen axillaren

Lymphknoten. Mikrometastasen wurden ausgeschlossen.

Unter Bericksichtigung dieser Kriterien wurden insgesamt 121 Patientinnen in die

Auswertung aufgenommen. Mit Hilfe der Immunhistochemie wurden Ostrogen-
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und Progesteronrezeptorstatus, HER-2/neu sowie Topoisomerase-Il-a bestimmt.
Zusatzlich wurde die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) und Chromogene
in situ Hybridisierung (CISH) fir HER-2/neu und Topoisomerase-Il-a durchgefiihrt.

3.3 Herstellung des Untersuchungsmaterials

Um madglichst identische Untersuchungsbedingungen und somit eine bessere
Vergleichbarkeit zwischen Primartumor und Metastase zu schaffen, wurden aus
den originalen Paraffin-Blécken neue, sogenannte Hybridblécke, hergestellt
(Abbildung 3).

Abbildung 3: Hybridblécke aus Primartumor- und Lymphknotengewebe

Anhand der archivierten HE-Schnitte von Metastase und Primartumor wurden die
jeweils invasiven Karzinombereiche markiert, die entsprechenden Paraffinbl6cke
zugeordnet, und die markierten Stellen mit einer 6mm-Stanze herausgestanzt. Die
gestanzten Praparate wurden auf einer Heizplatte von Paraffin befreit, wodurch
eine bessere Verbindung zu dem neuen Paraffinblock erzielt werden konnte. Um
eine hdhere Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins der invasiven Komponenten
zu erreichen, wurde jeder Hybridblock mit jeweils zwei Prim&rtumorstanzen (oben)
und zwei Metastasen-Stanzen (unten) aus frischem Paraffin hergestellt. Auf der
Vorderseite wurden die Blécke mit Fallzahl 1-121 bezeichnet. Dadurch wurde
gleichzeitig gewéhrleistet, dass durch versehentliches Drehen der Blbcke
Primartumor und Metastase nicht vertauscht werden konnten. AnschlieBend
wurden die Paraffin-Blocke tiefgefroren, um spater daraus 3 um didnne Schnitte
anzufertigen. Der jeweils erste Schnitt wurde mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt, um
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zu kontrollieren, ob der invasive Teil des Tumors tatsdchlich in der Stanze
enthalten ist.

Zusétzlich wurden von jedem Fall sofort sechs weitere Schnitte auf Histobond-
Objekttrager fur die Immunhistochemie und FISH aufgezogen. Dieses Vorgehen
erwies sich im Nachhinein als groBer Vorteil, da in einigen Bldcken nur noch sehr
dinnes Tumormaterial vorhanden war, und dieses bei mehrfachem Anschneiden
der Blécke vorzeitig verloren gegangen ware. Die Entscheidung, zusatzlich zur
Fluoreszenz in situ Hybridisierung auch die Chromogene in situ Hybridisierung mit
in die Arbeit einzubeziehen, fiel erst spater. Aus diesem Grund wurden die daflr
bendtigten Schnitte zu einem spéateren Zeitpunkt separat angefertigt.

Die fertig auf die Objekttrager aufgezogenen Schnitte enthielten oben stets die
Stanzen des Primartumors, und unten die der Lymphknotenmetastasen
(Abbildung 4).

Abbildung 4: Objekttrager mit je 2 Primartumor- und Metastasenstanzen (Fall 22 und 23, hier
bereits mit HercepTest gefarbt)
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3.4 Immunhistochemie

3.4.1 Bestimmung von Estrogenrezeptor (ER), Progesteronrezeptor
(PR) und Topoisomerase-ll-a

Der immunhistochemische Nachweis des Ostrogen- und Progesteronrezeptors,
sowie der Topoisomerase-ll-a, erfolgte mit Klon 6F11 und Klon 16, sowie Klon
SWT3D1, der Firma DCS, Innovative Diagnostik Systeme, Hamburg. Der
Mechanismus des Sichtbarwerdens beruht auf der Peroxidase/Anti-Peroxidase-
Reaktion (PAP), wie unter ,Farbemethoden® bereits beschrieben.

Technische Durchflihrung:

Die Schnitte wurden Uber Nacht bei 50-60° Celsius im Brutschrank inkubiert,
anschlieBend 20 Minuten in Xylol und der absteigenden Alkoholreihe mit 100%,
96% und 70% Alkohol entparaffiniert. Die Spllung der Praparate erfolgte in
destilliertem Wasser. In der Peroxidase-Block-L6sung (H2O; : Aqua dest. =1 : 10)
verweilten die Schnitte 10 Minuten. Dieser Schritt ist erforderlich, da die
Diaminobenzidin-(DAB)-Methode auf der Peroxidase Reaktion basiert, und
deswegen zur Vermeidung unspezifischer Farbungen vorher alle endogenen
Peroxidasen blockiert werden missen. Da die Epitope der Rezeptoren durch den
Fixierungs-und Einbettprozess teilweise maskiert werden und diese somit vom
Antikérper nicht mehr erkannt werden kénnen, muss eine Antigen-Demaskierung
durchgefiihrt werden. Diese erfolgte durch Kochen in Citratpuffer (Citratpuffer :
Aqua dest. = 1 : 10; 6 Minuten) im Schnellkochtopf. Nach 20 Minuten, in denen die
Schnitte im Citratpuffer abkuhlten, wurden sie im System ,Coverslip“ der Firma
Shada mit Deck Kiivette aufgestellt und mit Tris-Puffer 0,01M gespilt. Das
Auftropfen der Primarantikérper (Verdinnung: Topoisomerase-ll-a: 1:50; ER:
1:60; PR: 1:100) erfolgte nach 10 Minuten, die Inkubation dieser bendtigte
abgedeckt 60 Minuten. Danach wurde wieder mit Tris-Puffer gespilt und weitere
10 Minuten gewartet. Der im Anschluss daran aufgetropfte Sekundéarantikérper
von DCS musste weitere 15 Minuten einwirken. Nach erneuter Spllung der
Schnitte mit Tris-Puffer wurde das Peroxidase-Label aufgetropft und 15 Minuten
inkubiert. Bevor das DAB-Reagenz aufgebracht wurde, mussten die Schnitte
wiederholt mit Tris-Puffer gespult werden.
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Nach einer 20 minttigen Inkubationszeit wurden die Positiv-Kontrollen unter dem
Mikroskop Uberprift, um den regelrechten Verlauf der Reaktion sicherstellen zu
kénnen. Wahrend der gesamten Zeit wurde sehr genau darauf geachtet, dass die
Schnitte unter keinen Umstanden austrockneten. Im Anschluss wurden die
Schnitte mit destilliertem Wasser gespult und 5 Sekunden in Mayer's Hamatoxylin
(Fa. Merck) gegengefarbt. Nach einer weiteren Sekunde in HCL-Alkohol (70%)
wurden die Praparate erneut unter flieBendem Leitungswasser gespdult,
durchwanderten die aufsteigende  Alkoholreihe  (70%, 96%, 100%
Isopropylalkohol), Xylol, und wurden dann mit Eukit, einem xylolhaltigen
Eindeckmedium, eingedeckt.

Auswertung ER und PR:
Die Auswertung des Ostrogen- und Progesteronrezeptor-Status erfogte

semiquantitativ unter Berlcksichtigung der Féarbeintensitat und dem Prozentsatz
positiver Zellkerne. Die Féarbeintensitat wurde mit 0 Punkten (keine Farbreaktion)
bis 3 Punkte (starke Farbereaktion) angegeben. Der Prozentsatz positiver
Zellkerne wurde mit 0 Punkten (keine positiven Kerne), 1 Punkt (weniger als 10%
positive Kerne), 2 Punkte (10 — 50% positive Kerne), 3 Punkte (51 — 80% positive
Kerne) und 4 Punkte (mehr als 80% positive Zellkerne) bewertet. Das Ergebnis
wurde durch das Produkt dieser beiden Zahlenwerte (0-12) gebildet und als

immunreaktiver Score (IRS) entsprechend Remmele und Stegner angeben |

75].

Um Klinisch relevante Abweichungen der Hormonrezeptorwerte von Primartumor
und entsprechender Lymphknotenmetastase feststellen zu kdnnen, wurden fir
beide Steroidhormonrezeptoren die IRS-Werte 0 und 1 als negativ gewertet. Alle
Werte ab 2 wurden positiv bewertet. Quantitative Abweichungen zwischen
Primartumor und Metastase wurden durch Bildung von Gruppen niedriger (1 bis 2
IRS-Punkte), mittlerer (3 bis 4 IRS-Punkte) und hoher Abweichung der
Rezeptorpositivitét (5 und mehr IRS- Punkte) erfasst.

Als diskordante Ergebnisse wurden nur Falle gewertet, die entweder einen
positiven  Primartumor bei negativer Metastase oder eine positive
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Lymphknotenmetastase bei negativem Primartumor aufwiesen. Weiterhin wurden
Falle mit einem Unterschied von 8 oder mehr IRS Punkten zwischen den
Praparate-Paaren als diskordant angesehen.

Auswertung Topoisomerase-ll-a:

FiOr die Auswertung der Topoisomerase-ll-a wurde von allen Féllen jeweils ein
Primartumor und eine Metastase unter dem Mikroskop mit einer VergréBerung um
den Faktor 10 fotografiert. Gewahlt wurden jeweils reprasentative Ausschnitte,
anhand derer mindestens 200 Zellen abgezahlt wurden. Nur die Zellen mit
schwarzen und dunkelbraunen Zellkernen wurden positiv gewertet und im
Verhaltnis zu allen Zellen gezéahlt. Entsprechend den Vorgaben des Antikdrper-
Herstellers (DCS, Innovative Diagnostik Systeme, Hamburg) wurde das Gewebe
ab einem Wert von = 20% positiver Zellen als Uberexprimiert betrachtet.

3.4.2 Bestimmung des HER-2/neu-Rezeptors

Die Immunhistochemische Bestimmung des HER-2/neu-Rezeptors wurde mit dem
HercepTest (DakoCytomation, California Inc.) durchgefiihrt. Dieser ist ein
semiquantitativer immunhistochemischer Assay fir die Bestimmung der
Uberexpression des HER-2 Proteins in Mammakarzinom-Geweben.

Technische Durchflihrung:

Die Inkubation Gber Nacht, die Rehydrierung und die Epitopdemaskierung erfolgte
entsprechend dem Verfahren zur Bestimmung des Ostrogen- und
Progesteronrezeptors: Die Schnitte wurden bei 50-60° Celsius im Ofen fir 30-60
Minuten erhitzt, um das Paraffin zu schmelzen. Daraufhin wurden die Objekttrager
in ein Xylenbad fir ca. 5 Minuten eingelegt, durchliefen anschlieBend die
absteigende Alkoholreihe und wurden in destillietem Wasser rehydriert. Die
Epitopdemaskierung erfolgte in einem Wasserbad bei 95-99 °Celsius, wobei die im
Kit enthaltene Epitope retrieval solution mit destilliertem Wasser im Verhaltnis 10 :
1 angesetzt wurde. Die Schnitte wurden darin 40 Minuten lang inkubiert und
kihlten anschlieBend 20 Minuten in der Epitopdemaskierungslésung ab. Die
Spillung der Praparate wurde mit 1:10 verdiinntem Waschpuffer durchgefiihrt. Im
Anschluss erfolgte 5 Minuten lang die Inkubation mit Peroxidase-
Blockierungsreagenz. Erneut wurde mit Waschpuffer gespult. Die Inkubation mit
dem nun aufgetragenen primaren Kaninchenantikérper gegen das humane HER-
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2-Protein benétigte 30 Minuten. Es erfolgte eine weitere Spulung mit Waschpuffer.
Das anschlieBend aufgetropfte Visualisierungsreagenz beruht auf der Dextran-
Technologie und besteht sowohl aus sekundaren Ziegen-Anti-Kaninchen-
Immunglobulinmolekilen, als auch aus Meerrettichperoxidase-Molekilen. Diese
sind mit einer gemeinsamen Dextranpolymer-Hauptkette verknipft. Nach weiteren
30 Minuten wurde das Visualisierungsreagenz mit Waschpuffer abgespdult.
SchlieBlich wurden die Objekttrager mit Substrat-Chromogen-Lésung betropft,
dessen enzymatische Umsetzung in der Bildung eines sichtbaren
Reaktionsproduktes am antigenen Ort resultierte. Nach weiteren 10 Minuten
Einwirkzeit wurde erneut gespllt. Die Gegenfarbung erfolgte mit Mayer's
Hamatoxylin (Fa. Merck). AbschlieBend wurden die Praparate wie bei dem
Verfahren fir die Ostrogen- und Progesteronbestimmung nach einer Sekunde im
HCL-Alkohol (70%) mit flieBendem Leitungswasser gespilt, mit Hilfe der
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%,100% Ethanol) und Xylol dehydriert und
mit Eukit eingedecki.

Bei jedem Farbedurchgang wurden die von DakoCytomation mitgelieferten
Kontrollobjekttrager zur Bestatigung der ordungsgemaBen Funktion aller
Reagenzien, sowie eigene Positivkontrollen zur Verifizierung der Effektivitat des
Fixierverfahrens und der Epitopdemaskierung mitgefarbt. Zusatzlich wurden
entsprechend der Gebrauchsanleitung des Herstellers in jedem Durchlauf
Negativkontrollen untersucht, um eine Kit-Kreuzreaktivitdit mit Zellen bzw.
Zellbestandteilen auszuschlieBen und die Spezifitat der Markierung des Target-
Antigens durch den primaren Antikérper zu belegen.

Auswertung:
Die Interpretation des HercepTests erfolgte entsprechend den Vorgaben des

Herstellers durch Bewertung der Farbeintensitat und des Farbemusters der
Membran [38]. Als negativ wurden die Score-Werte 0 (keine Farbung oder
Membranfarbung in weniger als 10% der Zellen) und 1+ (sehr schwache,
unvollstandige Membranfarbung in mehr als 10% der Tumorzellen) definiert. Ein
Score-Wert von 2+ wurde fiir eine schwach positive Uberexpression vergeben,
also bei mehr als 10% der Tumorzellen, wenn diese eine schwache bis
mittelgradige, komplette Anfarbung der Zellmembran aufwiesen. Mit einem Score
Wert von 3+ (stark positiv) wurden Praparate bewertet, die eine intensive Farbung
der gesamten Zellmembran in mehr als 10% der Tumorzellen zeigten.
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Zytoplasmatisch gefarbte Tumoranteile, sowie nicht maligne Epithel- und
Stromazellen mit Rezeptorbesatz, wurden von der Bewertung ausgeschlossen,
um das Ergebnis nicht zu verfalschen.

3.5 in situ Hybridisierung

Das Untersuchungsmaterial fir die Fluoreszenz und Chromogene in situ
Hybridisierung zum Nachweis einer HER-2/neu Amplifikation bestand aus allen
Fallen, die im HercepTest eine Uberexpression zeigten (2+ und 3+). Da bereits in
friheren Studien eine Amplifikation der Topoisomerase-ll-a in HER-2/neu nicht
amplifizierten Fallen ausgeschlossen wurde [17, 45, 52, 72], wurden die in situ
Hybridisierungen zum Nachweis einer Topoisomerase-ll-a Amplifikation erst zu
einem spateren Zeitpunkt und nur an HER-2/neu amplifizierten Fallen
durchgefihrt.

3.5.1 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die technische Durchfihrung erfolgte mit dem PathVision Kit von Vysis (Abbott
Molecular Inc., lllinois), der fir formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete
Gewebeproben humaner Mammakarzinom-Gewebe zum Nachweis einer
Amplifikation des HER-2/neu-Gens mittels FISH konzipiert ist. Der Locus Specific
Identifier LSI, auch Locus-spezifische HER-2/neu DNA-Sonde genannt, ist eine
spezifische DNA-Sonde fir den Genlocus HER-2/neu (17q11.2-q12), die direkt mit
SpectrumOrange, einem orange fluoreszierender Farbstoff, markiert ist. Sie hat
eine Lange von 190 kD. In einer zweiten Versuchsreihe wurde das PathVision Kit
fir den Nachweis einer Topoisomerase-ll-a-Amplifikation desselben Herstellers
verwendet. Die spezifische DNA-Sonde fir den Genlocus Topoisomerase-ll-a ist
ebenfalls direkt mit SpectrumOrange markiert. Mit SpectrumGreen ist die
zentromerspezifische DNA-Sonde direkt markiert. Diese Fluoreszenz-DNA-Sonde
hat eine Lange von 5,4 kD und ist fir die alpha-Satellit-DNA-Sequenz im
Zentromerbereich von Chromosom 17 (17p11.1-q11.1) spezifisch. [29]

In diesem Kit sind die Sonden in Hybridisierungspuffer vorgemischt und
vordenaturiert, was die Handhabung erheblich erleichtert. Zusatzlich enthalten die

Sonden nicht-markierte Blockierungs-DNA. Diese dient dazu, die Sequenzen in
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den Ziel-Loci zu unterdriicken, die auch in anderen Chromosomen enthalten sind.
Der Test ermdglicht bereits den Nachweis von nur 2 bis 8 Kopien des Onkogens,
erfordert nur wenig Tumormaterial und ist nicht radioaktiv [29].

Beide Versuchsreihen liefen nach denselben Regeln und unter gleichen
Bedingungen ab.

Vorbehandlung:

Die Schnitte wurden 3 mal hintereinander jeweils 10 Minuten in Xylol geschwenki.
Nach 2 jeweils 5 minltigen Ethanolbadern (100%) wurden sie auf Filterpapier
luftgetrocknet. Im Anschluss wurden die Praparate 20 Minuten in 0,2 normalem
HCL gehalten, um sie danach jeweils 3 Minuten mit Aqua dest. und Waschpuffer
zu spulen. Bei 80° Celsius wurden sie fiir 30 Minuten in der Pretreatment-Ldsung
erhitzt. Erneutes Spullen erfolgte mit destilliertem Wasser (1 Minute) und mit
Waschpuffer (2 mal, jeweils 5 Minuten). AnschlieBend wurden die Schnitte bei
37°Celsius im Protease-Puffer fir 12 Minuten erwarmt, um die DNA in ihre
einstrangige Form zu denaturieren. Mit Waschpuffer wurde erneut 2 mal jeweils 5
Minuten gespdlt. Die Schnitte durchliefen daraufhin die aufsteigende Alkoholreihe
(70%, 85%, 100% Ethanol) und wurden in einem Hybridisierungsgerat (HY-Brite)
bei 37° Celsius 3 Minuten getrocknet. In der Zwischenzeit wurde der bei -20°
Celsius tiefgefrorene Locus Specified Identifier auf Raumtemperatur erwarmt und
in einem daflr vorgesehenen Gerat (Vortexer) gemischt. Um den Inhalt auf den
GefaBboden zu bringen, wurde er kurz in der Mikrozentrifuge zentrifugiert und

anschlieBend noch einmal vorsichtig gemischt.

Hybridisierung:

Bereit zur Hybridisierung wurden je 10 ul der Sonde auf die Objekttrager pipettiert
und sofort mit einem Deckglas abgedeckt. Um ein mdgliches ,Luftziehen® zu
verhindern, wurden die Rander mit einem Fotokleber abgedichtet. Im HY-Brite
Programm Nr. 1 wurden die Schnitte zuerst bei 85°Celsius fir 3 Minuten, dann bei
37°Celsius fur 18 Stunden inkubiert. Da die Sonden mit SpectrumGreen bzw. mit
SpectrumOrange fluorophor-markiert sind und deswegen unter Lichteinwirkung
ausbleichen, wurde ab dem Zeitpunkt der Sondenvorbereitung mit minimaler
Lichteinwirkung gearbeitet.
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Posthybridisierungsphase:

In der Posthybridisierungsphase wurde zunachst der Fotokleber vorsichtig entfernt
und die Deckglaser im Posthybridisierungs-Waschpuffer bei Raumtemperatur
herunter genommen. Uberschiissiger Puffer wurde abgetropft. Die Schnitte
wurden fir 2 Minuten in Posthybridisierungs-Waschpuffer bei 72° Celsius getaucht
und anschlieBend in der Dunkelkammer luftgetrocknet.

Die Kontrastfarbung bestand aus DAPI, 4,6-Diamidino-2-phenylindol (je 10 pl).
Dies ist ein blau-fluoreszierendes Reagenz aus Phenylendiamin-Dihydrochlorid,
Glycerin und Puffer. Als letzter Schritt wurden Deckglaser aufgelegt und mit Lack
fixiert. Bis zur Auswertung wurden die Schnitte dunkel und kihl aufbewahrt und
innerhalb einer Woche ausgezahilt.

Auswertung:
Die Auswertung erfolgte entsprechend der Gebrauchsanleitung des PathVision

Kits (Vysis) unter dem Mikroskop bei 100facher VergréBerung [29]. Mindestens 20
Zellen aus reprasentativen Arealen wurden ausgezahlt. Dazu wurden bei jedem
Zellkern die Zahl der LSI HER-2/neu bzw. der LS| Topoisomerase-ll-a (orange
Signale) und die Anzahl der Zentromer-(CEP-17)-Signale (grine Punkte)
bestimmt. Ab einem Quotienten der ermittelten Zahlenwerte LSl : CEP > 2,0
galten die Zellen als amplifiziert. Weiterhin wurde nach Pauletti et al. (1996)
zwischen schwach und hoch amplifiziert unterschieden. Dazu wurden die
Gensignale nicht im Verhaltnis gesehen, sondern in ihrer absoluten Anzahl
erfasst. Schwache Amplifikation: Gensignale in mehr als 10% der Zellkerne 4 < x <
10, Quotient LSI : CEP > 2,0 und hohe Amplifikation: Gensignale in mehr als 10%
der Zellkerne > 10, Quotient LSI : CEP > 2,0. [68]
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3.5.2 Chromogene in situ Hybridisierung (CISH)

Zum Nachweis wurde das ZytoDotSPEC HER2 Probe Kit und fir Topoisomerase-
[l-a das ZytoDotCISH Implementation Kit (ZytoVision GmbH, Bremerhaven)
verwendet. Die Sonde aus diesem Kit besteht aus Digoxigenin-markierten
Polynukleotiden, die spezifisch gegen die Sequenzen des HER-2/neu- bzw.
Topoisomerase-ll-a-Gens gerichtet sind. Die Hybridisierung der Digoxigenin -
markierten DNA-Sonde wird Uber einen priméaren, nicht-markierten Antikérper
nachgewiesen. Dieser primare Antikdrper wird von einem sekundaren, mit
Meerrettichperoxidase konjugierten Antikérper detektiert. Erst die Umsetzung von
Diaminobenzidin (DAB) flihrt zur Entstehung permanenter, brauner Signale. Sie
kénnen im Lichtmikroskop mit einer 40-fachen Trockenlinse betrachtet werden
[28].

Vorbehandlung:

Die Vorbereitung der Praparate fir die Hybridisierung bestand aus
Entparaffinieren und Proteolyse. Dazu wurden die Gewebe auf 4 um geschnitten
und auf einer Warmeplatte fir 10 Minuten bei 70 °Celsius gewarmt. Zuerst wurden
sie in Xylol (3 mal 15 Minuten) und 100% Ethanol (3 mal 2 Minuten) entparaffiniert
und anschlieBend mit Aqua dest. 3 mal 2 Minuten gewaschen. Die Objekttrager
wurden daraufhin in die Pretreatment-Losung Gberflhrt (94° Celsius, 10 Minuten)
und 3 mal 2 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. Nach Hinzufligen des
Pretreatment-Enzyms wurden die Praparate flr weitere 10 Minuten bei 37 °Celsius
im HY-Brite inkubiert. Wieder wurden die Objekttrager griindlich mit destilliertem
Wasser gewaschen und anschlieBend in der aufsteigenden Alkoholreihe (70%,
85%, 95%, 2 mal 100%) flr jeweils 2 Minuten dehydriert. Die Trocknung erfolgte
fir 20 Minuten an der Luft.

Denaturierung und Hybridisierung:

Jeweils 15 pl der Sonde wurden zentral auf das Gewebe pipettiert und mit einem
Deckglas und Fotokleber verschlossen. Im HY-Brite wurden die Praparate bei 94°
Celsius 3 Minuten lang denaturiert und anschlieBend bei 37° Celsius tber Nacht
hybridisiert.
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Stringentes Waschen:

Nach erfolgter Hybridisierung wurden die Deckgldser am nachsten Tag vorsichtig
entfernt, die Objekttrager in 0,5 SSC Puffer im Wasserbad bei 75° Celsius fir 5
Minuten gewaschen und anschlieBend 3 mal 2 Minuten mit destilliertem Wasser
gespult.

Immunfarbung:

Zur Hemmung der endogenen Peroxidase wurden die Praparate 10 Minuten in
Wasserstoffperoxid (3%) getaucht, mit Aqua dest. gespilt und die Blocking-
Solution auf die Objekttrager aufgetropft. Nach 10 mindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Blocking Solution vorsichtig abgeschittelt. 2 Tropfen
des Priméarantikdrpers wurden jeweils auf die Objekttrager aufgebracht und bei
Raumtemperatur far 60 Minuten inkubiert. Vor dem Auftropfen des
Sekundérantikdrpers wurden die Praparate mit PBS/Tween gewaschen (3 mal 2
Minuten). Auch der Sekundarantikbrper wurde bei Raumtemperatur flr eine
Stunde inkubiert. Bevor das DAB-Chromogen auf die Objekttrager pipettiert und
bei Raumtemperatur fir 30 Minuten inkubiert wurde, erfolgte eine erneute Spilung
der Praparate mit PBS/Tween (3 mal 2 Minuten). Mit destilliertem Wasser wurde
die Reaktion gestoppt und mit Mayer's Hamatoxylin Solution erfolgte die
Gegenfarbung. In der aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 85%, 95%, 2 mal 100%
Ethanol) und Xylol (2 mal 2 Minuten) wurden die Gewebe dehydriert und nach
erfolgter Lufttrocknung blasenfrei eingedeckt.

Auswertung:
Das Hybridisierungssignal der Chromogenen in situ Hybridisierung erscheint als

braunes punktférmiges Signal, welches sich deutlich vom Zellhintergrund (mit
Hamatoxylin gegengeféarbt) abhebt. Mit einer 20fachen VergréBerung wurden, wie
bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung, mindestens 60 Zellen eines
reprasentativen Bereichs ausgezahlt. Bei Vorkommen von mehr als zwei
einzelnen braunen Punkten oder bei Auftreten von kleinen oder groBen ,Clustern®
wurde das Gewebe als amplifiziert betrachtet [28]. In Abbildung 5 ist die
Amplifikation des HER-2/neu durch viele braune Punkte (links) und Cluster

(rechts) zu erkennen.
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Abbildung 5: HER-2/neu Amplifikation erkennbar durch viele braune Punkte pro Zelle (links)
und Cluster (rechts)

3.5.3 Mikroskopausristung:

Zur Auswertung der Ergebnisse der Fluoreszenz in situ Hybridisierung wurde ein
Auflichtfluoreszenzmikroskop verwendet. Die Anregungslichtquelle bestand aus
einer 100-Watt-Quecksilberdampflampe. Das Mikroskop verfigte Uber einen
Multibandpassfiltersatz. Im Gegensatz dazu wurden samtliche
immunhistochemischen Farbungen, sowie die Chromogene in situ Hybridisierung
unter einem Standard-Lichtmikroskop ausgewertet.
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3.6 Statistische Methoden

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests wurde festgestellt, ob die Abweichungen der
Ergebnisse zwischen Primartumor und Lymphknotenmetastase zufallig

aufgetreten oder wesentlicher Natur sind.

Man geht von der Hypothese aus, dass die Haufigkeiten der
Nichtlbereinstimmungen nur eine zufallige Stichprobenschwankung zeigen. Diese
Hypothese wird als Nullhypothese (Hp) bezeichnet.

Der Wert Chi Quadrat (,¥?) und die daraus resultierende Irrtumswahrscheinlichkeit

p wurde fir jede Versuchsreihe in Microsoft Excel berechnet. Dazu wurden far
jeden Rezeptor die Anzahl der positiv gewerteten Primartumore (erwartete
Haufigkeit) und die Anzahl der davon positiven Metastasen (tatsachliche
Haufigkeit), sowie die negativen Primartumore (erwartete Haufigkeit) und die
dazugehdrigen negativen Lymphknotenmetastasen (tatsadchliche Haufigkeit)
(siehe Tabelle 4) in folgende Formel eingesetzt:

e (A —E )
2 ij ij
=22

i=1 j=1 i

wobei gilt:
A; = tatsachliche Haufigkeit in der i-ten Zeile, j-ten Spalte
Ejj = erwartete Haufigkeit in der i-ten Zeile, j-ten Spalte
r = Zeilenanzahl

c = Spaltenanzahl [78]
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Anzahl positiver

Primartumoren

Anzahl negativer

Primartumoren

Davon positive
Metastasen

Davon negative

Metastasen

Tabelle 4: Tabelle zur Berechnung des Zz

Der Chi Quadrat Test gibt die Wahrscheinlichkeit flir eine Chi-Quadrat-Verteilung
mit df = (r - 1)(c - 1) Freiheitsgraden zurick, in diesem Fall also mit einem

Freiheitsgrad.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,05 entspricht einem Chi Quadrat Wert von
3,841.
Irrtumswahrscheinlichkeit verworfen und von einem signifikanten Ergebnis

Das bedeutet, dass nur dann die Nullhypothese mit 5%iger

gesprochen werden kann, wenn das berechnete £ 2 groBer als der Tabellenwert

X 21.005= 3,841 und dadurch p < 0,05 ist [78].
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4 Ergebnisse

Folgende Daten und klinische Parameter der 121 Patientinnen wurden erhoben

und ausgewertet:

- Tumorgrading

- Patientenalter bei Operation
- Histologischer Tumortyp

- Ostrogenrezeptorstatus

- Progesteronrezeptorstatus
- HER2/neu-Status

- Topoisomerase-ll-a-Status

Samtliche neu hergestellte Schnittpraparate zur Bestimmung von Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus, HER-2/neu- und Topoisomerase-Il-a-Status wurden in
getrennten Durchlaufen far Primartumor und Metastase ausgewertet, um eine
Beeinflussung des Betrachters zu vermeiden. Alle Falle wurden jeweils von zwei
unterschiedlichen Untersuchern bewertet. Bei Diskordanz wurde der Fall erneut
betrachtet und ein Konsens erreicht.

Tumorgrading, Patientenalter bei Operation, sowie der histologische Tumortypus
wurden ausgewertet, um aufzuzeigen, dass diesbeziiglich keine Selektion flr
diese Arbeit stattgefunden hat. Diese Parameter sind im vorliegenden Kollektiv
absolut zufallig verteilt. Die einzige durchgeflihrte Selektion war die Auswahl von
Patientinnen mit metastasietem Mammakarzinom in die ipsilateralen

Lymphknoten. Mikrometastasen wurden ausgeschlossen.
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4.1 Tumorgrading

Die Haufigkeit der Differenzierungsgrade nach Bloom und Richardson verteilte
sich wie folgt:

Im untersuchten Kollektiv von 121 Praparaten fanden sich 7 (5,83 %) gut
differenzierte Karzinome (G1), gefolgt von den schlecht differenzierten (G3), die in
48 Fallen (40,0 %) gefunden wurden. Mit 65 (54%) Patienten war der GroBteil der
Mammakarzinome maBig differenziert (G2).

4.2 Altersverteilung

Der GroBteil der Patientinnen war zum Zeitpunkt der Primaroperation zwischen 41
und 60 Jahre alt (58%). Nur ein sehr geringer Anteil (3%) war zu diesem Zeitpunkt
zwischen 30 und 40 Jahre. Mit zunehmendem Alter wurde der Anteil der
Patientinnen immer geringer (Diagramm 1).

Prozentualer Anteil der Altersklassen
81-90 Jahre 30-40 Jahre

71-80 Jahre 7% 3%
12%

41-50 Jahre
30%

61-70 Jahre
20%

51-60 Jahre
28%

Diagramm 1: Prozentualer Anteil der Altersklassen

Unter dem Median wird der Wert verstanden, bei dem 50% einer zu
untersuchenden Gesamtheit unter, und 50% Uber diesem Wert liegen. In dieser
Studie liegt der Median bei 56 Jahren. Die Quartile betragt im vorliegenden
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Kollektiv 49 Jahre, d.h. 25% der Patientinnen waren bei Primaroperation jinger als
49 Jahre, und 75% waren alter.

4.3 Histologischer Tumortyp

Unter den Primartumoren waren 83 (68,6%) ductale, 21 (17,4%) lobulare, 7 (5,8%)
medullare, 4 (3,3%) tubulolobulare Karzinome, sowie jeweils ein (0,8%) apokrines,
mikropapillares, metaplastisches, ducto-lobuldres und muzinéses Karzinom.
Letztere wurden in Diagramm 2 unter ,Rest® zusammengefasst. Zu einem

Tumorgewebe konnten keine Angabe gemacht werden.

Absolute Verteilung des histologischen Tumortyps

Tubulolobular;4  Rest;5  Keine Angabe; 1
Meduléar; 7

Lobular; 2

Ductal; 83

Diagramm 2: Absolute Verteilung des histologischen Tumortyps
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4.4 HER-2/neu

4.4.1 HercepTest (Immunhistologie)

Von 121 Féllen konnten 117 bezlglich des HER-2/neu-Rezeptors ausgewertet
werden. 4 Falle mussten ausgeschlossen werden, da in dem Schnittpraparat kein

Tumorgewebe mehr enthalten war.

Insgesamt wurden 90 Félle (76,9%) negativ (0 oder 1+) gewertet. Von den 27
positiv gewerteten Fallen (23,1 %) waren 11 schwach positiv (2+) und 16 Félle

stark positiv (3+).

16 Primartumore konnten mit 3+ bewertet werden. Bei 3 (18,8%) dieser Falle
wurde die korrelierende Metastase mit 2+ gewertet, die restlichen 13 (81,2%) Falle
zeigten dieselben Ergebnisse (3+) wie ihre Primartumoren. Weiterhin wurden 11
Primartumore mit 2+ benotet. 7 (63,7%) der dazugehdrigen Metastasen wurden
ebenfalls mit 2+, 3 (27,3%) wurden mit 3+, und 1 (9,1%) mit 1+ bewertet.

Von den restlichen 90 Fallen zeigten 14 (12,0%) den Wert 1+, davon wurden
wiederum nur 9 (64,3%) korrespondierende Lymphknoten ebenfalls mit 1+
beurteilt. Die Wertung der Metastasen der restlichen 5 Primartumoren ergab 3 mal
0 und jeweils 1 mal 2+ und 3+ (vergleiche Abbildung 6).

Der Rest der Primarkarzinome (n=76, 65,0 %) wurde mit 0 bewertet. 8 (10,5%)
dazugehdrige Metastasen zeigten 1+, 1 Fall (1,3%) zeigte ein schwach positives
Ergebnis (2+). Alle Ubrigen Lymphknotenmetastasen waren ebenfalls 0.
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Abbildung 6: Diskordantes Ergebnis (Fall 80): Primartumor HER-2/neu negativ (1+, oben),
Lymphknotenmetastase positiv (3+, unten)

Setzt man eine Grenze, die nur zwischen positiv (2+, 3+) und negativ (0, 1+)
unterscheidet, so kann von einem einzigen (0,8%) positiven Primartumor berichtet
werden, dessen Metastase negativ war, und 3 (2,6%; p = 0,711)) negative
Primartumoren, deren korrespondierende Lymphknotenmetastasen ein positives
Ergebnis zeigten. Somit ergibt sich eine Konkordanz von 96,6 %. Diagramm 3
zeigt die diskordanten Falle in roter, die konkordanten Ergebnisse in griiner Farbe.
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Expressionsverhalten des HER-2/neu

MetastasG negatiy

Metastase positiv

primartu™ @» Kkonkordante Félle
@ giskordante Falle

Diagramm 3: Expressionsverhalten des HER-2/neu in Primédrtumor und Metastase

Eine weitere Aufschlisselung in Tabelle 5 zeigt die genaue Verteilung der
Bewertungen des HercepTests:

Priméartumor: 3+ 2+ 1+ 0
Metastase:
3+ 13 3 1 -
2+ 3 7 1 1
1+ - 1 9 8
0 - - 3 67

Tabelle 5: Uberexpression des HER-2/neu Rezeptors
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4.4.2 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Alle 16 der mit 3+ bewerteten Primartumore waren amplifiziert (93,7%), davon 14
(87,5%) hoch (siehe Abbildung 7) und 2 (12,5%) schwach amplifiziert.

Abbildung 7: HER-2/neu hoch ampilifizierter Primartumor (oben) und Lymphknoten-

metastase (unten), Fall 50

Von den 11 immunhistochemisch 2+ gewerteten Karzinomen zeigten 10 (90,9%)
eine Amplifikation. Davon waren 6 (54,5%) hoch, 4 (36,4%) schwach und einer
(9,1%) nicht amplifiziert. Unter den schwach amplifizierten Fallen gab es einen
Fall, dessen Lymphknoten auch denselben Amplifikationsgrad aufwies, aber
immunhistochemisch ein negatives Ergebnis zeigte (1+).
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3 Falle zeigten einen hoch bzw. schwach amplifizierten Primartumor, der in der
Immunhistochemie allerdings negativ ausfiel (1+ und 0). Die dazugehdrigen
Metastasen reagierten in der Immunhistochemie positiv (2+ bzw. 3+), weswegen
die Praparate auch in die FISH-Untersuchung mit eingeschlossen wurden. Die
Metastasen zeichneten sich mit demselben Amplifikationsgrad ihrer

Primartumoren aus.

Die unterschiedlichen Expressionsverhalten von Primartumor (PT) und
Lymphknotenmetastase (LK) sind in Diagramm 4 anschaulich dargestellt. Die
Falle, die als amplifiziert gekennzeichnet sind, sind wie bereits beschrieben,

jeweils in Primartumor und Metastase amplifiziert.

Uberexpression und Amplifikation des HER-2/neu

davon amplifiziert in FISH

davon amplifiziert in CISH

HercepTest
<e° & P
OGQ "e 5\
ot P 3! N
‘\«\ \e\e‘ (00 GQ"G
'8\'\“ ‘\((\ ‘e\e e ®)
& N © A
\/\(\(\ 9 ) = W @ HercepTest
< \)(\6 \)(\(\\’ \/\(\(\e \(\Qo‘b\ @ davon amplifiziert in CISH
© C Qoé»\\\ ' AV @ davon amplifiziert in FISH
< <

Diagramm 4: Uberexpression und Amplifikation des HER-2/neu
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4.4.3 Chromogene in situ Hybridisierung (CISH)

Dieselben 29 Félle, die in der Fluoreszenz in situ Hybridisierung amplifiziert waren,
zeigten in der Chromogenen in situ Hybridisierung ebenfalls eine Amplifikation
(siehe Diagramm 4). In allen Fallen waren Primartumor und korrespondierende
Metastase amplifiziert. Eine Unterscheidung zwischen starker und schwacher

Amplifikation wurde nicht gemacht.

Insgesamt waren 29 der 30 (96,7%) HercepTest positiven Félle in FISH und CISH
amplifiziert. Bezogen auf das Geamtkollektiv sind dies 24,8%.

Alle Falle zeigten trotz teilweise differierender HercepTest Ergebnisse denselben
Grad der Amplifikation in den entsprechenden Metastasen. Dieser kann also
zwischen Primartumor und Metastase mit einer Konkordanz von 100% angegeben
werden. AuBerdem waren die Ergebnisse von CISH absolut konkordant zu den
Ergebnissen von FISH (100%).
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4.5 Topoisomerase-ll-a

4.5.1 Immunhistochemie

Es konnten insgesamt 116 Falle ausgewertet werden. 5 Falle wurden aufgrund
mangelndes Tumorgewebes ausgeschlossen.

10 der 116 Falle reagierten positiv, davon 6 Falle, deren Primartumor und
Lymphknotenmetastase positiv waren. 2 der restlichen 4 Falle zeigten nur im
Primartumor eine Positivitdt (Abbildung 8). Die anderen 2 waren nur in der

Lymphknotenmetastase positiv, im Primartumor negativ.

Abbildung 8: Uberexpression (22,8%) der Topoisomerase-ll-a im Primartumor (links),
negative Lymphknotenmetastase (15%) (Fall 84)

Die Ubrigen 106 (91,4%) Falle waren in jeweils beiden Gewebepraparaten negativ.
Méchte man das Konkordanzverhalten zwischen  Primartumor und
Lymphknotenmetastase ermitteln, so waren insgesamt 4 Falle diskordant (3,4%;
p=0,464), die dbrigen 112 Falle (96,6%) zeigten jeweils gleiches
Expressionsverhalten in Primartumor und Metastase (vergleiche Diagramm 5).
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Expressionsverhalten der Topoisomerase-ll-alpha

120

100

MetastaSe negatiy
Vetastase positiy

primartu® @» konkordante Falle
@D diskordante Félle

Diagramm 5: Expressionsverhalten der Topoisomerase-Il-a zwischen Primartumor und

Metastase

4.5.2 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Nur drei Falle zeigten sowohl im Primartumor als auch im Lymphknoten eine
schwache Amplifikation (Abbildung 9). Alle drei Prima@rtumore waren

immunhistochemisch Uberexprimiert, allerdings nur zwei der Metastasen.

Abbildung 9: Amplifikation der Topoisomerase-ll-a im Primartumor von Fall 73
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4.5.3 Chromogene in situ Hybridisierung (CISH)

Im Gegensatz zu FISH waren bei CISH insgesamt 13 Félle (44,8%) amplifiziert,

jeweils im Primartumor und der Lymphknotenmetastase. 9 dieser Falle wurden

schon in der Immunhistochemie positiv bewertet. Die restlichen 4 Falle reagierten

in der Immunhistochemie negativ mit Werten von 15% +/- 2% positiv gefarbter

Zellen.

100

Anzahl der Falle

Uberexpression und Amplifikation der Topoisomerase-ll-alpha

davon amplifiziert in FISH
davon amplifiziertin CISH

Immunhistochemie (IH C)

,\(\\ C
’8.\\“ '\<\\ .
© o @ Immunhistochemie (IH C)
<
AN o @ davon amplifiziert in CISH
9
A ° ® davon amplifiziert in FISH

Diagramm 6: Uberexpression und Amplifikation der Topoisomerase-Il-a

Diagramm 6 stellt die Verteilung der amplifizierten Falle in Bezug zu den
immunhistochemischen Ergebnissen dar. Der Grad der Amplifikation zeigte

sowohl bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung als auch bei der Chromogenen

in situ Hybridisierung eine Konkordanz von 100% zwischen Primartumor und
zugehdriger Lymphknotenmetastase.
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4.6 Ostrogenrezeptor (ER)

Primartumor und Metastase unterschieden sich in inrem Expressionsverhalten des
Ostrogenrezeptors fast nicht. In 25 von 117 auswertbaren Fallen (21,4%) zeigte
der Primartumor zwar einen héheren Wert an ER als die Metastase, allerdings nur
um 2 (9 Falle = 7,7%), 4 (15 Falle = 12,8%) und 6 (1 Fall = 0,8%) IRS-Punkte.
Umgekehrt waren die Rezeptor-Werte der Lymphknoten im Vergleich zum
Primartumor in 21 (17,9%) Fallen um 2 (13 Félle = 11,1%), 4 (7 Falle = 6,0%) und
6 (1 Fall = 0,9%) IRS-Punkte erhdht. In diesen Fallen kann demnach nicht von
einem diskordanten Verhalten gesprochen werden, da Primartumor und
Lymphknotenmetastase positiv reagierten. Die Quantitat der Rezeptorexpression

differierte nur leicht.

In 68 Fallen (58,1%) waren die Score-Werte der jeweiligen Praparate-Paare
identisch. Von 117 Patientinnen konnte nur bei 3 (2,6%) eine Diskrepanz zwischen

negativ und positiv festgestellt werden (Abbildung 10).

W, I BTSN
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. . 1 X g ._is;u

[
-~

Abbildung 10: Fall 70: Ostrogenrezeptor negativer Primartumor (IRS=0; links) und positive
Metastase (IRS=4; rechts)
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Es liegt somit eine nicht signifikante Diskordanz von 2,6% (p = 0,69) des
Expressionsverhaltens der Ostrogenrezeptoren zwischen Priméartumor und

Lymphknotenmetastase vor.

Verteilung der Ostrogenrezeptorpositivitat

2,6%

18,0%

21,4%
59,0%

OPT<LK
mPT>LK
B PT=LK
m Diskordante Falle

Diagramm 7: Konkordanz des Ostrogenrezeptorwertes zwischen Primartumor (PT) und
Lymphknotenmetastase (LK)

Diagramm 7 zeigt die diskordanten Falle in rot (2,6%). Die Summe der blauen
Felder bezeichnet alle konkordanten Félle, davon stellt der dunkelblaue Abschnitt
diejenigen Falle dar, die absolut identische Ergebnisse zwischen Primartumor und
Metastase zeigten (PT = LK). Mittelblau sind die Falle mit h6herem Primartumor-
Score (PT > LK), hellblau die mit héherem Lymphknoten-Score dargestellt (PT <
LK).
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4.7 Progesteronrezeptor (PR)

Auch die Auswertung des Progesteronrezeptors zeigte nur geringe Unterschiede
des Rezeptorstatus zwischen primdrem Mammakarzinom und den

korrespondierenden Lymphknotenmetastasen.

116 Praparate standen flr die Auswertung der Progesteronrezeptoren zur
Verfagung. 22 (19,0%) Primartumore zeigten einen um 2 (8 Félle = 6,9%) bzw. 4
(14 Falle = 12,1%) IRS-Punkte erhdéhten Progesteronwert als ihre
korrespondierenden Lymphknoten. Umgekehrt konnten Metastasen-Werte
beobachtet werden, die im Vergleich zu den entsprechenden Primartumoren um 2
(3 Falle = 2,6%), 4 (4 Félle = 3,5%) und 6 (1 Fall = 0,9%) IRS-Punkte erhdht
waren. Auch hier waren die Unterschiede in der Quantitdt des
Expressionsverhaltens nur gering, so dass nicht von dikordanten Fallen die Rede

sein kann.

Zu 70,7% (82 Félle) zeigten Primartumor und Lymphknoten identische
Ergebnisse. Insgesamt waren 4 (3,5%) Falle diskordant. 3 davon zeigten einen
negativen Progesteronrezeptor-Status in der Metastase bei einem IRS-Wert von 2
(2 mal) bzw. 9 (1 mal, siehe Abbildung 11) im Prim&rtumor.
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Abbildung 11: Fall 116: Progesteronrezeptor positiver Primartumor (IRS=9, links) und
negative Lymphknotenmetastase (IRS=0, rechts)
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Ein negativer Primartumor bei gleichzeitig positivem Metastasenstatus mit einem

IRS von 2 kam nur einmal vor.

Verteilung der Progesteronrezeptorpositivitat

3,5% 6,9%

70,7%

OPT < LK
@ PT > LK
B PT =LK
B Diskordante Falle

Diagramm 8: Konkordanz des Progesteronwertes zwischen Primartumor (PT) und
Lymphknotenmetastase (LK)

Wie in Diagramm 7 zeigt auch Diagramm 8 die diskordanten Ergebnisse in rot
(3,5%; p = 0,71). Die konkordanten Ergebnisse stellen sich durch die Summe
samtlicher Grin-Flachen dar. Davon sind die absolut identischen Score-Werte
zwischen Primartumor und Metastase dunkelgriin markiert (70,7%). Die Falle, in
denen der Primartumor den héheren Wert aufwies, sind in hellgrin (PT > LK), die

gegensatzlichen Falle (PT < LK) in mintgriin gezeichnet.
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5 Diskussion

Die Bedeutung und der hieraus resultierende Stellenwert des Mammakarzinoms
ist durch dessen Haufigkeit bedingt. Mit unterschiedlichen Behandlungsstrategien
soll nach Primardiagnose des frihen, lokal begrenzten Mammakarzinoms dessen
systemische Ausbreitung und somit Metastasierung verhindert werden.

Das HER-2/neu Onkogen nimmt bereits lange einen besonderen Stellenwert in
der Vorhersage des Aggressionsverhaltens des Mammakarzinoms ein. Sein
Protein, der transmembrane Wachstumsfaktorrezeptor HER-2/neu, ist das Ziel der
Therapie mit Trastuzumab, ein monoklonaler, humanisierter AntikGrper.
Trastuzumab wurde anfangs lediglich zur Therapie beim metastasierten, Her-2
positiven Mammakarzinom eingesetzt [48]. Vier groBe Studien konnten jedoch
mittlerweile zeigen, dass durch die Hinzunahme von Trastuzumab in die adjuvante
Therapie auch des nichtmetastasierten Mammakarzinoms sehr positive
Ergebnisse in Bezug auf die Ruckfallrate erreicht werden [77, 83, 87]. Die
neuesten Studienergebnisse zeigen, dass Patientinnen mit metastasiertem
Brustkrebs, die nach Trastuzumab-Therapie ein Fortschreiten der Erkrankung
erleiden, von einer fortgesetzten Trastuzumab-Gabe zusammen mit dem
Zytostatikum Capecitabin im Vergleich zur alleinigen Zytostatika-Gabe profitieren
[99].

Aktuell besteht eine rege Diskussion Uber die Bedeutung einer Ko-Amplifikation
des Topoisomerase-ll-a-Gens, zumal eindeutige Hinweise bestehen, dass der
Therapieerfolg mit Anthrazyklinen hiervon abhangig ist [72]. In den 80iger und
Beginn der 90iger Jahre erreichten Anthrazykline einen sehr hohen Stellenwert in
der systemischen Therapie des Mammakarzinoms. Eine geflrchtete
Nebenwirkung blieb neben akut toxischen Einflissen wie Gewebsdestruktion bei
Paravasaten vor allem die kardiale Nebenwirkung. In Vergleichsstudien konnten
Heilungsverbesserungen mit anthrazyklinhaltigen Chemotherapeutika im Vergleich
zu dem damaligen Standardregime CMF (Cyclophosphamid/ Methotrexat/ 5-
Fluoruracil) gezeigt werden [43, 57, 60, 61].
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Als die alteste Form der ,targeted therapy“ ist ohne Zweifel die ,Anti-
Hormontherapie® anzusehen. Die Bestimmung der Hormonrezeptoren am
Primartumor ist als Basisuntersuchung zu fordern. Tamoxifen als bisher
wichtigstes Medikament wirkt als Selektiver Estrogen Rezeptor Modulator
(SERM). Allerdings entwickeln einige Tumorzellen eine Resistenz und beginnen
erneut zu wachsen. Die Ursachen hierfir sind bisher im Detail nicht bekannt. Eine
weitere bedeutende Gruppe in der anti-hormonellen Therapie stellen die
Aromataseinhibitoren dar. In groB angelegten Studien wurde deren Uberlegenheit
gegenblber Tamoxifen mehrfach gezeigt [11, 13, 41, 47].

Um die bestmégliche Behandlungsstrategie finden zu kénnen, wird das
Tumorgewebe auf verschiedene biologische Marker untersucht, was heute bereits
routinemaBig geschieht. Allerdings werden diese Untersuchungen auch beim
metastasierten Mammakarzinom fast ausschlieBlich am Gewebe des
Primartumors durchgefihrt und die entsprechende Therapie davon abgeleitet.
Folglich besteht allgemein die Annahme, dass sich der Biomarker-Status wahrend
der Progression der Erkrankung nicht veréandert. Nicht auszuschlieBen ist jedoch,
dass die Metastasen ein anderes biologisches Verhalten aufweisen als der
Primartumor, insbesondere dann, wenn sie zeitlich gesehen erst viel spater

auftreten.

Das Ziel dieser Arbeit war der Vergleich des Expressionsverhaltens der
biologischen ~ Marker HER-2/neu, Topoisomerase-ll-a, Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren, sowie zusatzlich des Amplifikationsverhaltens von HER-
2/neu und Topoisomerase-ll-a zwischen Primartumor und den jeweiligen

ipsilateralen, axillaren Lymphknotenmetastasen.

Die Grundlage dieser Untersuchungen bestand aus dem Tumorgewebe von 121
Patientinnen, deren Primartumoren im Rotkreuzklinikum Minchen - Frauenklinik,
unter der Leitung von Prof. Dr. W. Eiermann, im Zeitraum zwischen Dezember
1999 und April 2002 exzidiert wurden. Alle Patientinnen wiesen mindestens eine
ipsilaterale  Lymphknotenmetastase auf. Im  Gegensatz zu vielen
vorangegangenen Studien, die die urspringlichen Paraffin-Blécke verwendeten
[17, 92], wurden in dieser Arbeit durch Herausstanzen reprasentativer
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Tumorareale aus den urspringlichen Tumor- und Metastasengeweben neue
Hybridblécke hergestellt. Dieses Vorgehen gewaéhrleistete identische Verhaltnisse
bei den Farbeprozessen fur Primartumor und entsprechender Lymphknoten-
metastase und somit eine entscheidende Minimierung der Fehlerrate. Daraus
resultierte eine hohe Qualitat der Vergleichbarkeit zwischen Primartumor und
Metastase. Die vom Primartumor unabhangige Bewertung der Metastasen in
einem separaten Durchgang garantierte eine vom Ergebnis des Primartumors

unbeeinflusste Evaluation der Lymphknoten.

Ein weiterer Vorteil ist die Anwendung verschiedenster Methoden fir den
Nachweis von HER-2/neu und Topoisomerase-ll-a (Immunhistochemie, FISH,
CISH). Im Gegensatz zu Studien, die nur mit ein oder zwei unterschiedlichen
Nachweismethoden arbeiteten [17, 27], konnten in dieser Analyse die Ergebnisse
der einen Methode durch die anderen beiden Verfahren bestatigt oder relativiert
werden. Durch Wiederholung des Farbevorgangs samtlicher diskordanter Falle
wurden technische Fehler diesbeziglich ausgeschlossen.

Die diskordanten Félle kénnen prinzipiell mit dem biologischen Phanomen der
Tumorheterogenitat erklart werden. Wenn auch eher selten, so kann es doch
vorkommen, dass eine Ansammlung eines Zellklons zum Beispiel in einem Her-2
negativen Tumorgewebe Her-2 Uberexprimiert und darGber hinaus die Fahigkeit
besitzt zu metastasieren. Dieser neoplastische Klon kann im Tumorgewebe so
klein sein, dass er bei der Aufbereitung des Gewebes nicht angeschnitten und
deshalb auch nicht diagnostizierbar ist. In diesem Fall wirde der Tumor auf eine
Trastuzumab-Therapie nicht ansprechen, die von dem Klon ausgehenden
Metastasen aber mdglicherweise schon. Andererseits ware es auch mdglich, dass
beim Stanzen der Bldocke per Zufall nur der negative, nicht exprimierende
Tumorteil aus dem Gewebe gestanzt wurde und dadurch das unterschiedliche
Expressionsverhalten der biologischen Marker begriindet liegt. Auch eine bei der
damaligen Aufbereitung erfolgte Uberfixation der Lymphknoten ist eine Erklarung
fir unterschiedliches Expressionsverhalten. Dies hatte ein schlechteres
Ansprechen der Farbung im Uberfixierten Gewebe zur Folge. Das Vorkommen
dieses Phanomens bei verschiedenen Untersuchungen (z.B. Ostrogenrezeptor-

und Progesteronrezeptorstatus) desselben Falles (Fall 116) stlitzt diese Erklarung.
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Auch die Auswirkungen einer Chemotherapie kénnen ein Grund sein, dass sich
das biologische Verhalten einzelner Zellen veréndert. Sollte ausgerechnet von
diesen Zellen aus die Metastasierung erfolgen, so wirden die histopathologischen
Tests unterschiedliche Ergebnisse zwischen Primartumor und Metastase ergeben.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten nur sehr geringe Diskordanzen der
jeweiligen biologischen Marker zwischen Primartumor und

Lymphknotenmetastase.

Unter den Hormonrezeptoren bestand lediglich eine nicht signifikante Diskordanz
von 2,6% (p = 0,71) fur den Ostrogenrezeptor und 3,5% (p = 0,69) fir den
Progesteronrezeptor (siehe Diagramm 7 und Diagramm 8). Es wurde ein Fall
beobachtet, der im Primartumor sowohl fiir den Ostrogenrezeptor, als auch fiir den
Progesteronrezeptor einen Score von 9 IRS-Punkten erreichte, wahrend die
Lymphknotenmetastasen in beiden Fallen negativ bewertet wurden. Das
umgekehrte Verhalten zeigten die anderen diskordanten Falle, mit jeweils
negativen Werten im Primartumor bei positiven Werten fir die lokoregionéaren

Metastasen.

Die Auswertung des HER-2/neu ergab eine absolute Konkordanz (100%)
zwischen Primartumor- und Metastasengewebe in der Fluoreszenz- und
Chromogenen in situ Hybridisierung (FISH und CISH). Auch die Ergebnisse von
FISH wund CISH zueinander waren absolut konkordant (100%), in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Wang et al. (2006), die ebenfalls eine
absolute Konkordanz der Ergebnisse von FISH und CISH feststellten [101].
Auffallend ist jedoch, dass 90,9% der im HercepTest 2+ gewerteten Praparate in
FISH und CISH amplifiziert waren. Dieses Ergebnis steht an sich nicht in Einklang
mit der Literatur, in der von einer Amplifikation in ca. 20-25% der schwach
positiven (2+) Falle berichtet wird [16, 56]. Diese Diskrepanz wird in der
angewandten Bewertung des HercepTests begriindet. Die Schwelle, um ein
Praparat mit 2+ zu bewerten, war in unseren Untersuchungen durch eine gewisse
unausweichliche Subjektivitat der Betrachter recht hoch angesetzt. Die Ergebnisse
aus den Ringversuchen 2001/2002 fir die Praxis Dr. Hogel, Dr. Dr. Becker und Dr.
Beer lagen allerdings fur den HercepTest mit 90% weit Uber dem Durchschnitt
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aller teilnehmenden Pathologen (84%) und wurden mit sehr gut bewertet [76].
Speziell bei den HercepTest 1+ Féllen ist auffallend, dass bis zu 23% aller
anderen Teilnehmer diese Falle mit 2+ bewerteten, wahrend die
Gemeinschaftspraxis Dr. Hogel jeden Fall korrekt als negativ beurteilte. Die in der
Literatur beschriebene Rate von 20-25% falsch-positiven Ergbenissen
(HercepTest 2+, nicht amplifiziert in FISH und CISH) ist also als ein Nebeneffekt
der groBzlgigen und dabei teilweise falsch-positiven Bewertung negativer, meist
1+ Falle anzusehen, wohingegen die niedrige Rate falsch-positiver 2+ Falle in

dem Kollektiv dieser Arbeit als besonders exakte Bewertung zu interpretieren ist.

Die immunhistochemische HER-2/neu Bestimmung mittels HercepTest lieferte
eine sehr geringe Anzahl diskordanter Ergebnisse. Von 117 auswertbaren
Praparaten zeigten 113 (96,6%) ein konkordantes Verhalten in Prim&rtumor und
Metastase. 3 der 4 diskordanten Félle zeigten in Primartumor und
Lymphknotenmetastase eine Amplifikation, obwohl in der Immunhistochemie nur
die Metastase positiv gewertet wurde.

Ahnliche Ergebnisse erzielten Gong et al (2005) in einer Studie mit 60
Patientinnen (43 lokoregiondre Rezidive und 17 distanten Metastasen). 42 von 43
(98%) und 16 von 17 (94%) der lokoregiondren und distantan Metastasen zeigten
ein konkordantes Ergebnis des HER-2 Status zum Primartumor [33]. Auch
Gancberg et al (2002) berichtet Uber 94% und 93% Konkordanz des HER-2 Status
zwischen Primartumor und distanten Metastasen (Immunhistochemie und FISH)
[27]. Regitnig et al (2004) erzielten zwar absolute Konkordanz zwischen
Primartumor und lokoregionaren Lymphknotenmetastasen, allerdings berichten sie
von einer Diskordanz in 48,4% zwischen Primartumor und distanter Metastase
[74]. Auch Zidan et al (2005) und Santinelli et al (2007) schreiben von
Diskordanzen von 14% und 21% zwischen Primartumor und Fernmetastasen [79,
104].

Trotz des geringen Prozentsatzes an diskordanten Fallen scheint eine Routine
Untersuchung der Lymphknotenmetastasen in unseren Augen sinnvoll. Die
Patientinnen, die davon profitieren werden, machen zwar in diesem Kollektiv nur

einen Anteil von 2,6% fur die HER-2 Untersuchung aus, bezogen auf die
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Gesamtzahl der an Brustkrebs erkrankenden Frauen in Deutschland sind dies
jedoch immerhin ca. 1400 Patientinnen pro Jahr. Ebenso viele Patientinnen
kénnten von einer Routine-Untersuchung der Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren in den metastatischen Lymphknoten und einer
dementsprechenden Therapie profitieren. Um genauere Empfehlungen ableiten zu
kénnen, sollten unbedingt weitere Untersuchungen mit einem mdglichst groBen
Kollektiv durchgefiihrt werden. Patientinnen mit lokoregionaren oder distanten
Metastasen sollten in Untergruppen unterschieden werden. Ebenfalls sollte auch
der Zeitpunkt der Therapie nicht vernachlassigt werden, da Varga et al (2005)
herausfanden, dass sich der HER-2 Status bei 13% der Patientinnen wahrend der

Therapie veranderte [97].

Waéhrend bei der Therapie mit Trastuzumab das Bestreben in die Richtung geht,
moglichst wenig Patientinnen mit HER-2 positiven Metastasen auszuschlieBen,
geht es bei der Untersuchung der Topoisomerase-ll-a vor allem darum,
herauszufinden, bei welchen Patienten auf eine anthrazyklinhaltige
Chemotherapie méglicherweise verzichtet werden kann. Da die Nebenwirkungen
der Anthrazykline eine nicht zu vernachlassigende Kardiotoxizitdt sowie
leukdmische Erkrankungen darstellen kdnnen, ist es von auBerordentlichem
Interesse, diese in MaBen zu halten [62]. Da dieser molekulare Marker den
Angriffspunkt der Anthrazykline darstellt, kbnnten durch den genauen Nachweis
der Uberexpression und Amplifikation der Topoisomerase-ll-a viele Patientinnen
vor der fUr sie wenig effektiven und potentiell kardiotoxischen Anthrazyklintherapie
bewahrt werden. Besteht jedoch bei einer Patientin eine Amplifikation und damit
Uberexpression der Topoisomerase-ll-a, ist diese, wie bereits in einigen Arbeiten
bestatigt, immer mit einer Amplifikation des HER-2/neu korreliert [17, 45, 52, 72].
Diese Patientin wirde einen erheblichen Nutzen aus einer Kombinationstherapie
aus Trastuzumab und Anthrazyklinen ziehen. Andererseits zeigten die Daten der
BCIRG 006-Studie [83] gleichwertige Heilungsergebnisse (DFS disease free
survival) zwischen dem athrazyklinfreien TCH-Arm (Taxotere-Carboplatin-
Herceptin) und dem anthrazyklin- / trastuzumabhaltigen (ACTH, Doxorubicin-
Cyclophosphamid-Taxotere-Herceptin) -Arm bei den Topoisomerase-ll-a-nicht
amplifizierten Patientinnen. Dies bedeutet, dass bei den Topoisomerase-Il-a-nicht
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amplifizierten, jedoch Her-2-amplifzierten Patientinnen mdoglicherweise auf die
Anthrazykline ganzlich verzichtet werden kdnnte.

Da auch hierbei unbedingt der Status der Metastasen bedacht werden sollte,
wurde der Nachweis der Topoisomerase-ll-a in die Untersuchung der
Tumorgewebe und ihrer entsprechenden Lymphknotenmetastasen mit

einbezogen.

Die immunhistochemische Untersuchung der Topoisomerase-ll-a erwies sich als
recht schwierig. Laut Angaben des Herstellers der Antikdrper (DCS, Innovative
Diagnostik Systeme, Hamburg) wurde der Schwellenwert der Positivitat bei 20%
dunkelbraun gefarbter Zellkerne festgelegt. Allerdings ist dies ein Wert, der bei der
Betrachtung unter dem Mikroskop nur gemittelt werden kann. Zwischen 17% und
23 % kann unter dem Mikroskop kein Unterschied gemacht werden (vergleiche
Abbildung 8). Somit ist der Anteil an falsch-positiven und falsch-negativen
Ergebnissen relativ hoch. Um diesem Problem bestmdglichst auszuweichen,
wurden reprasentative Ausschnitte fotografiert und am Computerbildschirm
ausgezahlt. Innerhalb dieses Ausschnittes bestand zwar eine relativ hohe
Reproduzierbarkeit, jedoch nimmt die Wahl des Ausschnittes entscheidenden
Einfluss auf das Ergebnis. Mit dieser Methode wurden 10 von 116 Patientinnen-
Fallen fir Topoisomerase-ll-a Uberexprimiert befunden. Die Diskordanz zwischen
Primarumor und Lymphknoten betrug 3,5% (p = 0,46).

Da die Amplifikation der Topoisomerase-ll-a in HER-2/neu nicht-amplifizierten
Fallen wie bereits weiter oben erwahnt in der Literatur schon mehrfach widerlegt
wurde [17, 45, 52, 72], wurden die in situ Hybridisierungen der Topoisomerase-Il-a
nur auf die HER-2/neu positiven Falle beschrankt.

Mit der Fluoreszenz in situ Hybridisierung wurden nur 3 Falle detektiert, die fur
Topoisomerase-ll-a amplifiziert waren. Im Gegensatz dazu konnten bei der
Chromogenen in situ Hybridisierung 13 amplifizierte Félle beobachtet werden,
darunter 9, die in der Immunhistochemie ebenfalls positiv waren. Die restlichen 4
amplifizierten Falle zeigten in der Immunhistochemie einen Wert von 15% +/- 2%,
womit wieder auf das Problem des Schwellenwertes fir Positivitdt hingewiesen
sei. Prozentual sind laut Chromogener in situ Hybridisierung 44,8% der HER-
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2/neu amplifizierten Falle ebenfalls fir Topoisomerase-ll-a amplifiziert. Dieses
Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit dem Studienergebnis von Tanner et al.
(2001), die von 46% Topoisomerase-ll-a-Amplifikation berichten [92]. Die
Konkordanz zwischen Primartumor und Lymphknoten lag fir FISH und CISH bei
100%, den Ergebnissen von Durbecq et al. (2003) entsprechend [17]. Die
Fluoreszenz in situ Hybridisierung konnte in dieser Studie nicht alle amplifizierten
Praparate detektieren. Es muss von technischen Mangeln ausgegangen werden,
obwohl das Vorgehen der Fluoreszenz in situ Hybridisierung exakt dem Vorgehen
bei der HER-2/neu-Bestimmung entsprach, welche erfolgreich durchgefihrt und
bewertet werden konnte. Ein Defekt der Sonde kann ausgeschlossen werden, da
die Positiv-Kontrollen in jedem Farbedurchlauf die entsprechende Amplifikation

aufwiesen.

Trotz positiver Erwartungen bezliglich des Stellenwertes der Topoisomerase-Il-a
sollten die Ergebnisse aus weiteren Studien abgewartet werden, um diesen
beurteilen zu kdnnen. Damit eine sinnvolle, aussagekraftige histologische
Untersuchung des Expressions- und Amplifikationsgrades der Topoisomerase-Il-a
gewahrleistet werden kann, wird es notwendig sein, die Diagnostik weiter zu
verbessern. Insbesondere der Schwellenwert der Positivitat sollte einheitlich auf
einen Wert festgelegt werden, der vom Pathologen unter dem Mikroskop ermittelt
werden kann. Erst dann ist eine zielgerichtete und limitierte Anwendung der
Anthrazykline, auch wenn diese im Moment aus der adjuvanten Standardtherapie
noch nicht wegzudenken sind, ein Ziel, das vor allem zur Vermeidung unndtiger

Nebenwirkungen bei unwirksamer Therapie angestrebt werden sollte.
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6 Zusammenfassung

Die Diagnose Brustkrebs betrifft jahrlich etwa 55.150 Frauen in Deutschland. Das
Mammakarzinom stellt somit die haufigste Krebsneuerkrankung und
Krebstodesursache der Frau dar. Die Wahl der geeigneten Therapie wird fir das
metastasierte Mammakarzinom anhand des pathologisch untersuchten Gewebes
des Primartumors getroffen. Die Untersuchung der biologischen Marker von Fern-
und lokoregionaren Lymphknotenmetastasen wird routinemaBig nicht
durchgefuhrt. Dies beruht auf der Annahme, dass sich der histopathologische
Charakter des Tumors in den Metastasen widerspiegelt, und sich selbst bei
Metastasierung nach einigen Jahren nicht verandert.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Konkordanz des Expressionsverhaltens von
HER-2/neu, Topoisomerase-ll-a und den Hormonrezeptoren Ostrogen- und
Progesteronrezeptor in Geweben von Primartumor und Lymphknotenmetastase
von 121 Patientinnen mit mindestens einer ipsilateralen axillaren
Lymphknotenmetastase. Zusatzlich wird das Amplifikationsverhalten von HER-
2/neu und Topoisomerase-ll-a in den HER-2/neu Uberexprimierten Féallen mittels
Fluoreszenz in situ Hybridisierung und Chromogener in situ Hybridisierung
analysiert. Die Tumorexzisionen sowie die Lymphknotendissektionen erfolgten im
Rotkreuzklinikum — Frauenklinik — Minchen, unter der Leitung von Prof. Dr. W.
Eiermann in der Zeit zwischen Dezember 1999 und April 2002.

Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigen Ergebnisse von hoher
Konkordanz (97,4% fiir Ostrogenrezeptor, 96,6% fiir Progesteronrezeptor, 96,6%
fur HER-2/neu und 96,5% fir Topoisomerase-ll-a) zwischen Primartumor und
Lymphknotenmetastase. Die Fluoreszenz und Chromogene in situ Hybridisierung
(FISH und CISH) zeigen sowohl fir HER-2/neu als auch fir Topoisomerase-Il-a
eine absolute (100%) Konkordanz zwischen Primartumor und Lymphknoten.
Beziglich des HER-2/neu sind die Ergebnisse von FISH und CISH untereinander
zu 100% konkordant. Im Gegensatz dazu detektiert CISH deutlich mehr

Topoisomerase-ll-a-amplifizierte Félle als FISH (13 vs. 3).
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Eine Routine-Untersuchung der metastatischen Lymphknoten auf HER-2/neu ist
trotz der hohen konkordanten Ergebnisse sinnvoll. Dies betrifft zwar nur einen
geringen prozentualen Anteil im vorliegenden Kollektiv (2,6%), pro Jahr sind dies
allerdings ca. 1400 Patientinnen in Deutschland. Weitere 1500 Patientinnen

kénnten von einer Hormonrezeptorbestimmung der Lymphknoten profitieren.

Um eine Beurteilung des Stellenwertes der Topoisomerase-ll-a zu ermdglichen,
sollte deren Auswertung durch weitere Studien verbessert und standardisiert
werden. Erst dann kann das Ziel der gerichteten und limitierten Anwendung von
Anthrazyklinen zur Vermeidung unnétiger Nebenwirkungen angestrebt und

verwirklicht werden.
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Personliche Daten

Name:
Wohnort:
Geburtsdatum:

Eltern :

Staatsangehdrigkeit:
Konfession:

Schulbildung
1987 — 1991

1991 — 1998
1998 — 1999

1999 — 2001

Studium
10/2001 — 10/2003

11/2003 — 1/2008

Gologan, Daniela Mirjam, geb. Michler
Minchen

02. 10. 1980 in Minster

Werner Michler, Architekt

Dr. Stefanie Bieber-Michler, geb. Bieber, Zahnarztin

deutsch
romisch katholisch

Grundschule Heimstetten
Gymnasium Kirchheim

Parish Hill High School, CT, USA
Abschluss: High School Graduation
Gymnasium Kirchheim

Abschluss: Allgemeine Hochschulreife (1,9)

Ludwig-Maximilian-Universitat Miinchen
Studium der Humanmedizin
Ludwig-Maximilian-Universitat Miinchen
Studium der Zahnmedizin

Staatsexamen bestanden am 30.01.2008

Beruflicher Werdegang
4/2008 — dato

Vorbereitungsassistenz Praxis Dr. Bieber-Michler,
Heimstetten
7/2008 — 10/2008 Vorbereitungsassistenz Praxis Dr. Schmidmer,

Miinchen

Minchen, den 3. Marz 2009
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