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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist das hdufigste Malignom der Frau in Deutschland. Jahrlich
erkranken iiber 46 000 Frauen an Brustkrebs, davon etwa 19 000 im Alter unter 60
Jahren. Das Mammakarzinom ist fiir knapp 26% aller Krebsneuerkrankungen bei
Frauen und fiir mehr als ein Drittel (36%) der Neuerkrankungen bei Frauen unter 60
Jahren verantwortlich. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 63 Jahren, mehr als drei
Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter an Krebs insgesamt [Arbeitsgemeinschaft

Bevoélkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland 2002].

1.2 Atiologie des Mammakarzinoms

Die Genese des Mammakarzinoms ist multifaktoriell. Genetische, hormonelle und

exogene Faktoren sind in unterschiedlichem Ausmal} daran beteiligt.

1.2.1 Familidre Disposition

5-10% aller Mammakarzinome sind genetisch determiniert [Wilcox-Honnold 1998].
Familidre Mutationen der beiden Tumorsuppressorgenen BRCA1 auf dem Chromosom
17q [Hall et al. 1990, Narod et al. 1991, Miki et al. 1994] und BRCA2 auf dem
Chromosom 13q [Wooster et al. 1994] bewirken einen Funktionsverlust dieser Gene.
Dies fiihrt zu einem erhéhten Erkrankungsrisiko. Das Risiko von Frauen, deren Mutter
oder Schwester an Brustkrebs erkrankt ist, steigt um den Faktor zwei gegeniiber Frauen
ohne positive Familienanamnese. Bei zwei Erkrankungsfillen unter Verwandten ersten
Grades ist eine Risikoerhohung um das vier- bis sechsfache nachgewiesen worden

[Chang-Claude et al. 1994, Chang-Claude et al. 1995, Becher und Chang-Claude 1996].
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Frauen mit genetischen Mutationen haben auch ein hoheres Risiko, an einem

Ovarialkarzinom zu erkranken [Easton et al. 1993, Ford et al. 1994, Easton et al. 1995].

1.2.2 Hormonelle Faktoren

Die ovariellen Hormone, insbesondere die Ostrogene, spielen eine bedeutende Rolle in
der Brustkrebsentwicklung [Henderson et al. 1988]. Viele etablierte Risikofaktoren
lassen sich als Folge einer verstirkten oder verlingerten Ostrogenwirkung
interpretieren. So erhdhen eine frilhe Menarche sowie eine spite Menopause das
Mammakarzinomrisiko ebenso wie Kinderlosigkeit beziehungsweise Geburt des ersten
Kindes nach dem 30. Lebensjahr. Auch langjidhrige orale Kontrazeption und langjahrige
Ostrogensubstitution im Klimakterium fiihren zu einer méBigen Risikoerhdhung [Harris
et al. 1992, Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 1996, Kelsey
und Bernstein 1996, Ross et al. 2000].

Adipositas und Ubergewicht sind vor allem bei postmenopausalen Frauen als
Risikofaktor einzustufen [Hunter und Willet 1993, Huang et al. 1997, Brandt et al.
2000], da die Umwandlung des Nebennierenrindenhormons Androstendion zu Ostrogen

in der Postmenopause hauptsichlich im Fettgewebe stattfindet [Siiteri et al. 1981].

1.2.3 Biologische Faktoren

Bestimmte proliferative Vorerkrankungen der Brust, wie beispielsweise die proliferative
Mastopathie mit atypischer Hyperplasie, gehen mit einem erhohten Risiko einher, an
einem Mammakarzinom zu erkranken. Trifft dies dariiber hinaus mit einer familidren

Vorgeschichte zusammen, ist das Risiko zusétzlich erhdht [Dupont et al. 1993].
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1.2.4 Exogene Faktoren

RegelmafBiger Alkoholkonsum stellt einen Risikofaktor dar [Willet et al. 1987, Harris et
al. 1992], wobei eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zu beobachten ist [Schatzkin und
Longecker 1994]. Auch ionisierende Strahlung hat einen Einfluss auf das
Mammakarzinomrisiko. So traten bei Uberlebenden der Atombombenabwiirfe in Japan
gehiuft Brustkrebserkrankungen auf [Preston et al. 1987].

Eine Risikosenkung kann durch Steigerung der korperlichen Aktivitét erreicht werden
[Bernstein et al. 1994, Thune et al. 1997, Rockhill et al. 1999, Friedensreich et al.
20017].

1.3. Prognostische und pridiktive Faktoren

Die Bestimmung der prognostischen Faktoren beim Mammakarzinom dient dem Ziel,
den Krankheitsverlauf fiir die individuelle Patientin prospektiv moglichst genau
abschidtzen zu konnen. Hiervon unterschieden werden miissen die sogenannten
priadiktiven Faktoren, die Therapieerfolg und Therapieansprechen vorhersagen [Harbeck

etal. 2001].

1.3.1 Prognostische Faktoren

Etablierte Prognosefaktoren

Zu den etablierten Prognosefaktoren zéhlen das TNM-Stadium, die Tumormorphologie,
das Grading sowie die Steroidhormonrezeptoren.

Bis heute ist der axillire Lymphknotenstatus beim Mammakarzinom der stirkste
Prognosefaktor fiir Rezidiv und Uberleben [Harbeck et al. 2001]. Hierbei korreliert
nicht nur die Tatsache, ob ein Befall der axilliren Lymphknoten vorliegt, sondern auch

die Anzahl befallener Lymphknoten mit dem Rezidivrisiko [Carter et al. 1989]. Die
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TumorgroBe korreliert positiv mit dem Risiko der Fernmetastasierung [Cowen et al.
1998]. Obwohl auch schon sehr kleine Tumoren eine Fernmetastasierung aufweisen
konnen, verschlechtert sich die Prognose mit zunehmender Tumorgréf3e deutlich [Carter
etal. 1989].

Auch morphologische Kriterien sind von hoher prognostischer Bedeutung. Definierte
Sonderformen, wie beispielsweise tubuldre, papilldre oder muzindse Karzinome, haben
eine signifikant bessere Prognose als duktale. Ein Tumoreinbruch in die Lymph- oder
BlutgefiaBe weist auf eine schlechte Prognose hin [Harbeck et al. 2001]. Weiterhin
besteht eine eindeutige Abhingigkeit zwischen histologischem Grading und
rezidivfreiem Uberleben. Das von Bloom und Richardson (1957) inaugurierte Grading
beriicksichtigt die Kernpolymorphie, das Wachstumsmuster und die Mitoserate. Die
Prognose verschlechtert sich von G1 (hoher Differenzierungsgrad) bis G3 (niedriger
Differenzierungsgrad) kontinuierlich [Contesso et al. 1987].

Die Bestimmung der Steroidhormonrezeptoren wurde Ende der 70er Jahre etabliert
[Knight et al. 1977, Héhnel et al. 1979]. Im Hinblick auf die prognostische Relevanz
zeigte sich eine Korrelation zwischen positivem Hormonrezeptorstatus und ldngerem
Uberleben [Eskelinen et al. 1992]. Von den Patientinnen mit negativem
Ostrogenrezeptorstatus haben diejenigen mit positivem Progesteronrezeptorstatus

ebenfalls einen Uberlebensvorteil [Bernoux et al. 1998].

Neue Prognosefaktoren

Neben den etablierten Prognosefaktoren werden zahlreiche neue Faktoren hinsichtlich
threr prognostischen Bedeutung untersucht. Nur fiir wenige dieser Faktoren ist der
klinische Nutzen durch entsprechende Publikationen begriindet, so dass ihre
Bestimmung beim primidren Mammakarzinom sinnvoll erscheint.

Der Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA) und der Plasminogenaktivator-Inhibitor
Typ 1 (PAI-1) sind tumorassoziierte Proteolysefaktoren, die am Abbau des
Tumorstromas und der Basalmembran beteiligt sind und so zur Invasions- und
Metastasierungsfahigkeit von Tumorzellen beitragen [Andreasen et al. 1997]. Hohe

Konzentrationen von uPA und/oder PAI-1 im Primértumor gehen mit einem erh6hten
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Rezidivrisiko sowie einer kiirzeren Uberlebenszeit einher [Foekens et al. 1992,
Grondahl-Hansen 1995, Grondahl-Hansen 1997].

Auch die Priasenz disseminierter epithelialer Tumorzellen im Knochenmark gilt als
prognostisch relevanter Faktor. Diese Zellen entgehen der klinischen Routinediagnostik
(einschlieBlich der Analyse der axilliren Lymphknoten) und sind womoglich fiir die
Fernmetastasierung primér nodal-negativer Mammakarzinome verantwortlich [Braun et
al. 2000, Braun et al. 2001, Gerber et al. 2001].

Die prognostische und pradiktive Relevanz des im Rahmen dieser Arbeit untersuchten

Proto-Onkogens HER-2/neu wird unter 1.4.4 nédher erldutert.

1.3.2 Pridiktive Faktoren

Die einzigen evidenzbasierten pradiktiven Faktoren, die nach heutigem Kenntnisstand
zur Erstellung von Therapiekonzepten beim Mammakarzinom eingesetzt werden
sollten, sind der  Ostrogenrezeptor- und der Progesteronrezeptorstatus
(Tamoxifentherapie) sowie der HER-2/neu-Status (Herceptin®-Therapie; siche 1.4.5)
[Harbeck et al. 2001].

1.4 HER-2/neu

1.4.1 Onkogene und Proto-Onkogene

Voraussetzung flir die Entstehung eines Tumors ist eine Fehlfunktion normaler
zelluldrer Mechanismen, die zumeist die Wachstumsregulation betreffen.

Onkogene sind von normalen Zellgenen abgeleitet, die Proto-Onkogene genannt
werden. Die meisten dieser Gene kodieren flir Bestandteile der zelleigenen
Signaliibertragungswege. Es finden sich hierbei Beispiele fast aller Molekiilklassen, die

normalerweise in komplexen Transduktionswegen der Weiterleitung von Signalen
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dienen, die bei physiologischem Bedarf fiir die Entstehung und Differenzierung von
Zellen sorgen. Durch verschiedene Mutationen konnen sie sich jedoch so verdndern,
dass sie verstirkt und somit unphysiologisch aktiv sind. Die Grundtypen genetischer
Verianderungen, die ein Proto-Onkogen zum Onkogen machen, umfassen die
Punktmutation, die Chromosomentranslokation und die Uberexpression durch eine
Genamplifikation [Harbeck et al. 2001].

HER-2/neu, auch c-erbB-2 genannt, ist ein Proto-Onkogen mit Lokalisation auf dem
langen Arm des Chromosoms 17 (Genlocus 17q12-21.32) [Coussens et al. 1985,
Popescu et al. 1989]. Es kodiert fiir einen transmembranen Glykoproteinrezeptor mit
einem Molekulargewicht von 185 kDa und intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivitit, der
eine groBBe Homologie zum epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) aufweist

[Padhly et al. 1982, Bargmann et al. 1986, Slamon und Clark 1988, De Potter 1994].

1.4.2 HER-Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren

Der HER-2/neu-Rezeptor gehdrt zu einer Familie von Tyrosinkinase-Rezeptoren mit
den vier Subtypen HER-1 (identisch mit EGFR), HER-2, HER-3 und HER-4 [Lupu et
al. 1995], die am Zellwachstum und der Zelldifferenzierung beteiligt sind [Hynes und
Stern 1994]. Sie binden zwar unterschiedliche Wachstumsfaktoren, zeigen jedoch alle
ein gemeinsames Funktionsprinzip: die Bindung eines extrazelluldren Liganden
induziert die Aktivierung einer intrazelluliren Tyrosinkinase, die spezifische
Zielproteine phosphoryliert und dadurch einen komplexen
Signaltransduktionsmechanismus in Gang setzt. Dieser beeinflusst die DNA-
Transkription, die Proteinbiosynthese und letztendlich die proliferative Aktivitit eines

Tumors [Hynes und Stern 1994, Lohrisch und Piccart 2001].
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1.4.3 Genamplifikation und Proteinuberexpression

Normale Brustepithelzellen haben zwei HER-2/neu-Genkopien und zwischen 20 000
und 50 000 HER-2/neu-Rezeptoren. HER-2/neu-iiberexprimierende Tumorzellen
besitzen hingegen bis zu zwei Millionen Rezeptoren auf ihrer Zelloberfliche [Slamon
und Pegram 2001].

Der HER-2/neu-Rezeptor ist in 20-30% aller Mammakarzinome {iberexprimiert

[Slamon et al. 1987, Slamon et al. 1989a, Press et al. 1993, Revillion et al. 1998]. In den

meisten Fillen beruht eine HER-2/neu-Uberexpression auf einer Amplifikation des

HER-2/neu-Gens [Hynes und Stern 1994, Pauletti et al. 1996], die in einer frithen Phase

der Tumorgenese des Mammakarzinoms auftritt [Barnes et al. 1992, Liu et al. 1992].

Die Amplifikation des HER-2/neu-Gens fiihrt zu einer erhohten Konzentration von

HER-2/neu-mRNA und damit zu einer verstirkten Synthese und Uberexpression des

HER-2/neu-Rezeptors an der Zelloberflache (Abb. 1) [Hynes et al. 1989, Hynes 1993].

In der Folge ist die Anzahl der HER-2/neu-Rezeptoren auf der Oberfliche HER-2/neu-

positiver Zellen um eine Vielfaches hoher als auf normalen Brustepithelzellen [Lewis et

al. 1993].

Die Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptors hat vermutlich verschiedene

Auswirkungen, die zur Onkogenese fiihren:

- Verstirkte und verldngerte intrazelluldre Signaltransduktion, ausgehend von HER-
2/neu-Heterodimeren [Baulida et al. 1996, Karunagaran et al. 1996, Alroy und
Yarden 1997], die nach Bindung eines Liganden durch Dimerisierung zweier
benachbarter Rezeptoren entstehen.

- Verstirktes Recycling von HER-1 zur Zelloberfliche, das zu einer verstirkten
Signaltransduktion flihrt [Levkowitz et al. 1998, Klapper et al. 2000].

- Aktivierung und Suppression zahlreicher Signaltransduktionswege, die flr die
Entwicklung und das Wachstum von Tumoren moglicherweise eine Rolle spielen
[Sliwkowski et al 1999, Allred und Swanson 2000].

- Ligandenunabhingige Rezeptoraktivierung bei einer hohen Uberexpression, die zu

einer verstiarkten Zellproliferation fiihrt [Pegram und Slamon 2000].
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HER-2/neu-Status: Genamplifikation und Proteiniiberexpression

(A)
HER-2/neu-Proteinrezeptor
HER-2/neu-mRNA
Zytoplasma
Zellkern
HER-2/neu-Genkopie
Plasmamembran
(B)

Abbildung 1. HER-2/neu-Status: (A) In einer normalen Epithelzelle mit diploidem
Chromosomensatz liegt das HER-2/neu-Gen in zweifacher Kopie vor. Auf der Zelloberfliche
finden sich nur sehr wenige Rezeptoren. (B) Eine HER-2/neu-positive Tumorzelle hingegen
exprimiert 10 bis 100 mal mehr HER-2/neu-Rezeptoren auf ihrer Plasmamembran. In der Regel
liegt dieser Proteiniiberexpression eine Amplifikation des Gens zugrunde.
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1.4.4 Prognostische und pradiktive Relevanz

Uber die prognostische Bedeutung des HER-2/neu-Onkogens wurde erstmals 1987
berichtet [Slamon et al. 1987]. Ein positiver HER-2/neu-Status weist auf einen
aggressiveren, rascher metastasierenden Phénotyp und damit eine schlechtere Prognose
der Mammakarzinomerkrankung hin. Dies driickt sich in einem verkiirzten rezidivfreien
Uberleben sowie einer verkiirzten Gesamtiiberlebenszeit aus [Slamon et al. 1987,
Slamon et al. 1989a, Gusterson et al. 1992, Toikkanan et al. 1992, Seshadri et al. 1993,
Hynes und Stern 1994, Press et al. 1997, Revillion et al. 1998]. Eine Amplifikation
beziehungsweise Uberexpression ist hiufiger bei axillirem Lymphknotenbefall, hoher
Proliferationsrate, negativem Ostrogenrezeptorstatus sowie hohem Grading des
Primértumors [Kallioniemi et al. 1991, Lovekin et al. 1991, McCann et al. 1991, Rilke
et al. 1991, Winstanley et al. 1991]. Ob ein positiver HER-2/neu-Status auch
unabhéngig von anderen Prognosefaktoren prognostische Relevanz besitzt, ist allerdings
noch nicht endgiiltig geklért [Revillon et al. 1998, Jacobs et al. 1999].

Die teilweise widerspriichlichen Angaben zum Stellenwert von HER-2/neu als
Prognosefaktor beim nodal-negativen Mammakarzinom sind vermutlich groBtenteils auf
technische und methodische Unterschiede in der Bestimmung des HER-2/neu-Status
zuriickzufiihren [Slamon et al. 1989b, Bianci et al. 1993, Press et al. 1994b].

Auch in anderen malignen Tumoren wie dem Ovarial- [Berchuck et al. 1990, Meden
und Kuhn 1997], Pulmonal- [Kern et al. 1990], Endometrium- [Hetzel et al. 1992,
Saffari et al. 1995], Speicheldriisen- [Press et al. 1994a] und Magenkarzinom [Ranzani
et al 1990] konnen  HER-2/neu-Genamplifikationen  beziehungsweise
Proteiniiberexpressionen nachgewiesen werden. Hier bedeutet dies ebenfalls eine

schlechtere Prognose beziiglich des rezidivfreien sowie des Gesamtiiberlebens.

Eine pridiktive Bedeutung hat ein positiver HER-2/neu-Status beim metastasierten
Mammakarzinom in Bezug auf das Ansprechen einer Immuntherapie mit dem
monoklonalen Antikdrper Herceptin® (siehe 1.4.5) [Allred et al. 1998, Pegram et al.
1998, Ross und Fletcher 1998, Slamon et al. 2001]. Wesentlich unklarer ist der Einfluss
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einer HER-2/neu-Uberexpression auf die Resistenz oder Sensitivitit gegeniiber einer

Chemo- oder Hormontherapie [Konecny et al. 2000].

1.4.5 Trastuzumab (Herceptin®)

Trastuzumab (Handelsname: Herceptin®; Roche Ltd., Basel, Schweiz / Genentech Inc.,
South San Francisco, USA) ist ein rekombinanter, humanisierter, monoklonaler Anti-
HER-2/neu-Antikorper vom IgG1-kappa-Typ, der gentechnisch aus einem spezifischen
Mausantikorper und einem unspezifischen menschlichen IgG hergestellt wird [Shepard
et al. 1991, Carter et al. 1992].

Anders als iibliche Chemotherapien reagiert Herceptin® spezifisch mit HER-2/neu-
positiven Tumorzellen; es bindet mit hoher Affinitit an die extrazellulire Doméine des
HER-2/neu-Rezeptors [Shak 1999]. Durch diesen Mechanismus wird die Proliferation
HER-2/neu iiberexprimierender Tumorzellen sowohl in vitro als auch in vivo gestoppt
[Hudziak et al. 1989, Lewis et al. 1993, Baselga et al. 1998]. Herceptin® ist kein
klassisches Zellgift. Auch nichtproliferierende Tumorzellen werden von der Therapie
erfasst, wenn sie das HER-2/neu-Protein iiberexprimieren. Die Wachstumshemmung ist
multifaktoriell: so spielen die Blockade des HER-2/neu-Signaltransduktionsweges, die
Aktivierung der zelluldren Zytotoxizitdt und eine ausgeprigte Angiogenesehemmung
eine bedeutende Rolle [Slamon et al. 1987, Shepard et al. 1991, Pegram et al. 1997,
Izumi et al. 2002].

In den USA ist Trastuzumab seit Herbst 1998 von der FDA (Food and Drug
Administration, USA) und in der EU seit Sommer 2000 zur Behandlung des
metastasierten Mammakarzinoms zugelassen. Es konnte gezeigt werden, dass
Herceptin® bei Tumoren mit positivem HER-2/neu-Status ein wirksames adjuvantes
Therapeutikum ist [Baselga et al. 1998, Shak 1999], dessen Einsatz zur Verlangerung
des progressionsfreien Uberlebens um durchschnittlich etwa 3 Monate sowie des

Gesamtiiberlebens um durchschnittlich etwa 5 Monate fiihrt [Slamon et al. 2001].
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1.4.6 Diagnostische Methoden

Die Bestimmung einer HER-2/neu-Genamplifikation beziehungsweise
Proteiniiberexpression im Tumorgewebe kann mittels folgender Methoden durchgefiihrt
werden [Ross und Fletcher 1998, Jacobs et al. 1999]:
1. Bestimmung einer Genamplifikation

- Southern-Blot

- Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

- Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
2. Bestimmung einer Proteiniiberexpression

- Western-Blot

- ELISA

- Immunhistochemie (IHC)

Die Blotting-Verfahren weisen den Nachteil auf, dass sie durch das Verhéltnis Tumor-
zu Stromakomponente in der untersuchten Probe und der daraus resultierenden
Probenverunreinigung durch normale Stroma-DNA beeinflusst werden [Ross und
Fletcher 1999, Pauletti et al. 2000]. Zudem erfordern sie mehr Gewebe und
Frischmaterial als andere Tests [Hoang et al. 2000]. Daher sind die IHC (siche 2.2.3)
und die FISH (siehe 2.2.2) sowohl am Paraffin- als auch am Gefrierschnitt gegenwirtig
von groBerer Bedeutung [McCormick et al. 2002]. Sie ermoglichen die Erhebung des
HER-2/neu-Status fiir individuelle Zellen oder Zellpopulationen bei gleichzeitiger
Erhaltung der Gewebearchitektur [Pauletti et al. 2000].

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Antikorpertherapie mit Trastuzumab ist eine
zuverldssige Bestimmung des HER-2/neu-Status. In der Regel geschieht dies
immunhistochemisch mit einem standardisierten Test. Festgelegt wurde ein IHC-Score
(siche 2.2.4.3) von 0 (nicht exprimiert) bis 3+ (stark iiberexprimiert). HER-2/neu 3+-
positive Patientinnen profitieren am meisten von der Herceptin®-Therapie. Zudem
zeigen Patientinnen mit 2+-positiven Tumoren bei gleichzeitig bestehender HER-2/neu-

Genamplifikation die gleiche klinische Ansprechrate wie Patientinnen, deren Karzinom
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in der IHC stark positiv (3+) reagiert [Kallioniemi et al. 1992, Schaller et al. 1999, Mass
et al. 2000, Schaller und Untch 2002]. Daher wird mittlerweile allgemein international
empfohlen, Patientinnen mit einem IHC-Score von 3+ als geeignet fiir eine Herceptin®-
Therapie zu betrachten und dariiber hinaus Patientinnen mit einem IHC-Score von 2+
mit FISH nachzutesten, wobei bei den FISH-positiven Fillen ebenfalls eine
Herceptin®-Therapie indiziert ist (Abb. 2) [Ellis et al. 2000, Hoang et al. 2000, Jimenez
et al. 2000, Mass et al. 2000, Wang et al. 2000, Lebeau et al. 2001, Tubbs et al. 2001,
Perez et al. 2002].

HER-2/neu-Testalgorithmus

’7 Tumorgewebeprobe ﬁ
IHC ’7 FISH

[34] [2¢] -]

Herceptin®-
Therapie

Nachtesten ‘

Herceptin®-
mit FISH |

Therapie

Herceptin®-
Therapie

Abbildung 2. HER-2/neu-Testalgorithmus zur Identifizierung der fiir eine Herceptin®-Therapie
geeigneten Patientinnen.
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1.5 Fragestellung

Das derzeit international empfohlene Routinevorgehen zur Bestimmung des HER-

2/neu-Status von Mammakarzinomen besteht primdr in der Untersuchung der

Proteinrezeptorexpression mittels IHC an Formalin-fixierten, in Paraffin-eingebetteten

Gewebeproben. Bei einem immunhistochemischen Score von 0, 1+ oder 3+ kann eine

Therapieentscheidung auch ohne Kenntnis des HER-2/neu-Genstatus getroffen werden.

Bei einem Score von 2+ hingegen sollte eine Nachtestung mittels FISH erfolgen, wobei

bei den FISH-positiven Féllen wie bei einem Score von 3+ eine Herceptin®-Therapie

indiziert ist.

In der Routine wird die FISH-Féarbung wie die IHC hauptsidchlich am Paraffinschnitt

durchgefiihrt. Die  Untersuchung ist allerdings auch an zytologischen

Tumorabklatschpraparaten moglich, die durch geringeren Aufwand und Zeiteffizienz in

der Priparatherstellung und -firbung sowie durch die Moglichkeit der Beurteilung

ganzer Zellkerne Vorteile aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit soll der HER-2/neu-Status an Tumorabklatschpriparaten von

Mammakarzinomzellen mittels FISH bestimmt und mit der immunhistochemischen,

membranassoziierten Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptorproteins von Formalin-

fixierten, in Paraffin-eingebetteten Gewebeproben verglichen werden.

Die Fragestellungen lauten:

1. Istdie FISH an Tumorabklatschpriparaten von Mammakarzinomen durchfiihrbar?

2. Was sind die Vor- und Nachteile von Tumorabklatschpréparaten?

3. Sind die Ergebnisse der FISH-Firbung an Tumorabklatschpriparaten mit den
Ergebnissen der immunhistochemischen Farbung an Paraffinschnitten vergleichbar?

4. Was sind die Vor- und Nachteile beider Methoden?

5. Wie ist die klinisch-pathologische Relevanz beider Methoden zu beurteilen?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Mammakarzinomgewebe

Untersucht wurden 150 Mammakarzinome von Patientinnen, die an der Universitéts-
Frauenklinik Tiibingen zwischen November 1999 und Februar 2002 operiert wurden.
Einziges Auswahlkriterium war die Diagnose eines histologisch gesicherten, invasiven
Mammakarzinoms. Dabei handelte es sich in 89 (59,3%) Féllen um ein duktales, in 28
(18,7%) um ein lobulares, in 20 (13,3%) um ein duktulo-lobuléres, in 2 (1,3%) um ein
klarzelliges, in 5 (3,3%) um ein medulléres, in 3 (2,0%) um ein muzindses sowie in 3
(2,0%) um ein gemischtes duktales und lobuldres Karzinom. Das Grading (nach Bloom
und Richardson 1957) wurde durch den Pathologen 3 mal (2,0%) als G1, 102 mal
(68,0%) als G2 und 41 mal (27,3%) als G3 eingestuft. In 4 (2,7%) Féllen lag keine
Angabe vor, da bei Rezidiven kein Grading und Staging durchgefiihrt wurde. Das Alter
der Patientinnen lag zum Operationszeitpunkt zwischen 27 und 80 Jahren bei einem
Median von 58 Jahren. Diese Daten sowie Angaben zum Tumorstaging, zum
Ostrogenrezeptor- und zum Progesteronrezeptorstatus (Tab. 1) wurden aus der
Routinediagnostik  der Universitdts-Frauenklinik Tiibingen {ibernommen. Thre

Bestimmung erfolgte durch das Institut fiir Pathologie der Universitit Tiibingen.
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Mammakarzinomgewebe

Tabelle 1. Patientinnenalter und histopathologische Merkmale der untersuchten

Anzahl %
Patientinnen insgesamt 150 100,0
Alter
<35 8 5.3
36-50 43 28,7
51-54 15 10,0
>55 84 56,0
Median 58
Histologie
duktal 89 59,4
lobulér 27 18,0
duktulo-lobular 21 14,0
klarzellig 2 1,3
medullér 5 3,3
muzinds 3 2,0
gemischt duktal / muzinds 3 2,0
Grading
Gl 3 2,0
G2 102 68,0
G3 41 27,3
Rezidiv' 4 2,7
Staging (UICC? 1997)
pT1 75 50,0
pT2 59 39,3
pT3 8 53
pT4 4 2,7
pNO 77 51,3
pNla 3 2,0
pN1b 59 39,3
pN2 3 2,0
pNx® 4 2,7
Rezidiv' 4 2,7
Hormonrezeptorstatus
ER positiv 121 80,7
ER negativ 29 19,3
PR positiv 106 70,7
PR negativ 44 29,3

"Bei Rezidiven wurde kein Grading und Staging durchgefiihrt.

2UICC: Internationale Gemeinschaft gegen den Krebs.

3pNx: Axilliire Lymphknoten konnten nicht beurteilt werden.
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2.1.2. Kit

PathVysion™ HER-2/neu DNA Sonden-Kit Vysis Inc., Downers Grove, USA
fiir 50 Tests

1. LSI HER-2/neu SpectrumOrange (low copy number E. coli Vektor) / CEP17
SpectrumGreen DNA-Sonde (E. coli Plasmid), 500 ul

2. DAPI-Gegenfarbung (1000ng/ml 4,6-Diamidino-2-phenylindol in
Phenylendiamindihydrochlorid, Glycerin und Puffer), 600 pl

3. NP-40,4 ml

4. 20x SSC-Salz, 66 g

2.1.3 Chemikalien

Ethanol 99,9% Merck, Darmstadt

Wasser, destilliert (Ampuwa®) Fresenius Kabi, Bad Homburg

2.1.4 Losungen

20x SSC, 250 ml 20x SSC-Salz, 66 g

(3M Natriumchlorid, 0,3M Natriumcitrat, pH 5.3)  destilliertes Wasser

2x SSC/0,1% NP-40, 500 ml 20x SSC (pH 5,3), 50 ml
destilliertes Wasser, 450 ml
NP-40, 500 pl

0,5x SSC/0,1% NP-40, 500 ml 20x SSC (pH 5,3), 12,5 ml

destilliertes Wasser, 487,5 ml
NP-40, 500 pl
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70%iges Ethanol, 250 ml

99,9%iges Ethanol, 175 ml
destilliertes Wasser, 75 ml

80%iges Ethanol, 250 ml

99,9%iges Ethanol, 212,5 ml
destilliertes Wasser, 37,5 ml

2.1.5 Geriite

Denaturierungs-/Hybridisierungssystem

(HyBrite™)

Vysis Inc., Downers Grove, USA

Einfachbandpassfilter (Orange, Green und DAPI)

Vysis Inc., Downers Grove, USA

Fluoreszenzmikroskop BX60

Olympus, Hamburg

Hardware (Power Macintosh G3)

Apple Computer Inc., Cork, Irland

Kamera (Typ FK 7512/Q)

Pierer GmbH, Diisseldorf

Mikrozentrifuge (Biofuge pico)

Heraeus, Osterode

Pipetten, verschiedene Volumina (Reference®)

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe (Pipetus®-akku)

Hirschmann, Eberstadt

Quecksilberdampflampe, 100 Watt
(Typ USH-102D)

Ushio Inc., Tokio, Japan

Software (Quips® PathVysion, SmartCapture VP,
Version 1.4)

Vysis Inc., Downers Grove, USA

Vortex-Mixer

Cenco, Breda, Niederlande

Wasserbad

Gesellschaft fiir Labortechnik
mbH, Burgwedel
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2.1.6 Verbrauchsmaterial

Deckgliser, verschiedene Gréf3en

Langenbrinck, Teningen

Fixationsspray (Merckofix®)

Merck, Darmstadt

Foto-Klebstoff

Herma, Filderstadt

Handschuhe (Safeskin satin plus)

Kimberly-Clark, Roswell, USA

Immersionsdl fiir Fluoreszenzmikroskopie

Olympus, Hamburg

Messpipetten (20 ml)

Hirschmann, Eberstadt

Objekttrager, silanisiert (Superfrost®)

Langenbrinck, Teningen

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Alufolie

Nagellack

2.1.7 Sonstiges

Diamantschreiber

Roth, Karlsruhe

Farbekivetten

Langenbrinck, Teningen

Laborthermometer, geeicht

Roth, Karlsruhe

Laborwecker

Roth, Karlsruhe

Messzylinder, verschiedene Volumina

Hirschmann, Eberstadt

Pinzette

Roth, Karlsruhe
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2.2 Methoden

2.2.1 Tumorabklatschpriparate

Als Untersuchungsmaterial dienten Mammakarzinomgewebe, die im Rahmen von
Probeexzisionen, Tumorektomien und Quadrantenresektionen bei brusterhaltender
Therapie oder im Rahmen von Mastektomien gewonnen wurden.

Die Herstellung der Tumorabklatschpriaparate erfolgte durch das histopathologische
Labor des Institutes fiir Pathologie der Universitit Tiibingen. Dazu wurde eine frische
Schnittfliche des operativ entnommenen Tumorgewebes fiinf- bis zehnmal leicht auf
verschiedene Stellen eines silanisierten Objekttragers gedriickt, wobei von einem Tumor
mindestens drei Préparate angefertigt wurden. Die Fixierung erfolgte mit zytologischem
Fixationsspray. AnschlieBend wurden die Priaparate an der Luft getrocknet und bis zur

Féarbung mittels FISH bei —20°C aufbewahrt.

2.2.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

2.2.2.1 Grundlagen

Die ersten Publikationen zur Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) erschienen
Mitte bis Ende der 80er Jahre [Cremer et al. 1986, Pinkel et al. 1986, Lichter et al. 1988,
Pinkel et al. 1988]. Diese Methode stellt eine Verbindung von klassischer
Chromosomenanalyse und molekularen Methoden dar [Passarge 2001]. Sie dient unter
anderem zum Nachweis numerischer und struktureller Chromosomenaberrationen in
Metaphase- und Interphasekernen, zur Detektion von Genamplifikationen, Deletionen
und Translokationen und zur Lokalisation viraler Integrationsorte [Hyytinen et al.
1994]. Ferner wird die FISH zur Genkartierung und zur Analyse der

Nukleusorganisation eingesetzt [Hanke et al. 1997].
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FISH-Untersuchungen konnen an Zellsuspensionen, die auf Objekttridgern fixiert sind,
an Paraffinschnitten und an Gefrierschnitten durchgefiihrt werden [Pasternak 1997].

Die Technik beruht auf der Fahigkeit einstringiger DNA, sich mit komplementiren
Basensequenzen zu einem  doppelstrangigen  Abschnitt zusammenzulagern
(Hybridisierung). Die native Doppelstrangstruktur der  Kern-DNA wird unter
geeigneten Bedingungen (thermisch bei 70-95°C) zerstort (Denaturierung), die
entstehenden Einzelstringe werden anschlieBend mit einer einstrdngigen DNA-Sonde
(etwa 500 Basenpaare umfassende Genfragmente) hybridisiert (Abb. 3). Die
Hybridisierung findet punktuell an der Stelle statt, wo Sonde und DNA des Priparats
komplementér sind, nicht jedoch in allen anderen Bereichen [Gray und Pinkel 1992,
Hanke et al. 1997, Passarge 2001, Petrides 2003].

Zum Auffinden des Hybridisierungsorts auf dem Chromosom muss die DNA-Sonde
direkt oder indirekt markiert sein. Sie kann mit fluoreszierenden Molekiilen direkt
gekoppelt werden, was in der Regel durch den Einbau markierter Nukleotide geschieht.
Bei der indirekten Markierung wird die Sonde durch Immunofluoreszenz sichtbar
gemacht, wobei die dabei bindenden Antikdrper die zur Detektion notwendigen
Fluoreszenzfarbstoffe tragen.

Die Verfligbarkeit verschiedener Fluorochrome, die farbdifferente Signale geben,
ermoglicht die gleichzeitige Verwendung multipler Sonden (Sondenmischung).
Dadurch sind in einer einzelnen Zelle verschiedene DNA-Abschnitte auf
Chromosomen darstellbar. Die Analyse der Hybridisierungssignale erfolgt
fluoreszenzmikroskopisch mit Hilfe einer Quecksilberdampflampe und speziellen

Exzitationsfiltern [Hanke et al. 1997, Pasternak 1997].
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Prinzip der FISH-Technik

(A)

A / A v
4.l~ Fluorochrom
r <

direktmarkierte Sonde _'_'_'_'_

native Doppelstrangstruktur der Kern-DNA

(B)

einstringige Kern-DNA

©

Abbildung 3. Prinzip der FISH-Technik. (A) Die Kern-DNA und die mit einem Fluorochrom
direktmarkierte Sonde werden zusammen unter geeigneten Bedingungen inkubiert. (B)
Denaturierung: Die native Doppelstrangstruktur der Kern-DNA wird zerstort. (C) Hybridisierung:
Die Sonde bindet an den komplementiren Abschnitt der einstringigen Kern-DNA.
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2.2.2.2 HER-2/neu DNA Sonden-Kit

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete standardisierte PathVysion™ HER-2/neu
DNA Sonden-Kit der Firma Vysis wurde von der FDA (Food and Drug Administration,
USA) zur Untersuchung des HER-2/neu-Genstatus bei Mammakarzinomen freigegeben.
Es basiert auf der Dual-color-FISH-Technik mit zwei verschiedenfarbig markierten
Sonden zur Detektion zweier Chromosomenabschnitte. Dies ermdglicht die
gleichzeitige Bestimmung der HER-2/neu-Genkopien und der Anzahl des Chromosoms
17 durch Auszdhlen der fluoreszierenden Sondensignale.

Die LSI HER-2/neu DNA-Sonde ist eine 190 kb grole, mit dem Fluorochrom
SpectrumOrange direktmarkierte spezifische DNA-Sonde fiir den Genlocus von HER-
2/neu auf dem Chromosom 17 (17q11.2-q12). Die 5,4 kb grofle, mit dem Fluorochrom
SpectrumGreen direktmarkierte CEP17-Sonde bindet spezifisch an die alpha-Satelliten-
DNA-Sequenz im Zentromerbereich von Chromosom 17 (17pll.1-ql1.1). Die
Darstellung des Chromosoms 17 ermdglicht die Erkennung einer Chromosom 17-
Aneuploidie und damit die Differenzierung zwischen einer tatsidchlichen
Genamplifikation und vermehrten HER-2/neu-Genkopien aufgrund einer erhdhten
Anzahl des Chromosoms 17 (Chromosom 17-Polyploidie).

Die Sondenmischung des Férbekits enthélt zusétzlich blockierende DNA und ist zur
einfacheren Handhabung und damit schnelleren Diagnostik in Hybridisierungspuffer

vorgemischt und vordenaturiert.

2.2.2.3. Durchfithrung

Die Férbeschritte erfolgten in Anlehnung an die dem Sonden-Kit beigefiigte Anleitung.
Nach Riicksprache mit der Firma Vysis wurden verschiedene Abdnderungen
vorgenommen, um das auf Paraffinschnitte ausgerichtete Férbeprotokoll an

zytologische Abklatschpriparate anzupassen.
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Tag 1

Waschvorgang zur Vorbehandlung

1. In einer Firbekiivette den Waschpuffer 2x SSC/0,1% NP-40 im Wasserbad auf
37°C erwarmen.

2. Mit einem Diamantschreiber die zu hybridisierende Fliche auf der
Objekttragerunterseite markieren. Diese sollte moglichst gleichmdBig mit
abgeklatschten Zellen bedeckt sein.

3. Nach Temperaturkontrolle die Objekttrager 20-30 Minuten lang in den auf 37°C
erwdrmten Puffer tauchen. Nicht mehr als 5 Objekttriger auf einmal in eine
Férbekiivette geben.

Entwésserung

4. Die Objekttrager aus der Waschlosung nehmen und direkt fiir 2 Minuten in eine
70%ige Ethanollosung bei Raumtemperatur setzen.

5. Uberschiissiges Ethanol anschlieBend durch Aufsetzen der Objekttrigerunterkanten
auf ein saugfdhiges Papiertuch entfernen.

6. Die Schritte 4 und 5 mit 85%igem Ethanol, dann mit 99,9%igem Ethanol
wiederholen.

7. Die Objekttragerunterseiten mit einem Papiertuch trockenwischen.

8. Im HYBrite™ die Objekttrager bei 45°C 2-5 Minuten lang trocknen.

Das HYBrite™-System der Firma Vysis ermoglicht das Trocknen, Denaturieren und
Hybridisieren von Prédparaten im Dunkeln bei individuell festlegbarer konstanter

Zeit und Temperatur.

Vorbereitung der Sondenmischung (Komponenten der Sondenmischung siehe 2.2.1)

9.

Die Sondenmischung (wihrend des Waschvorgangs und der Entwésserung) auf
Raumtemperatur anwirmen lassen, so dass die Viskositdt abnimmt und genaueres

Pipettieren mdoglich ist.
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10. Auf einem Vortex-Mixer die Sonde durchmischen. Anschlieend kurz in einer
Mikrozentrifuge zentrifugieren, um den Inhalt auf den Boden des Sondenr6hrchens

zu bringen.

Denaturierung und Hybridisierung

11. Je 10 pl der Sondenmischung auf Deckglédser (22mmx22mm) pipettieren.

12. Ein Deckglas auf die zu hybridisierende Flidche jedes Objekttragers so aufbringen,
dass sich die Sondenlosung gleichmiBig ausbreitet. Luftblasen miissen vermieden
werden, da sie die Hybridisierung verhindern.

13. Die Deckgldser mit Foto-Klebstoff umranden. Dieser sollte sowohl den
Deckglasrand als auch den umliegenden Bereich des Objekttrigers iiberdecken und
somit das Deckglas abdichten.

14. Die Objekttrager in den auf Denaturierung und Hybridisierung programmierten
HYBrite™ einlegen und das Programm starten:

Denaturierung: 5 Minuten bei 73°C,

Hybridisierung: >16 Stunden bei 37°C (iiber Nacht).

Tag 2

Waschvorgang nach Hybridisierung

15. In einer Férbekiivette die Waschlosung 0,5x SSC/0,1% NP-40 im Wasserbad auf
72+1°C erhitzen.

16. Den Puffer 2x SSC/0,1% NP-40 in eine zweite Féarbekiivette geben

(Raumtemperatur) und diese zum Schutz der Fluoreszenz mit Alufolie umwickeln.
17. Die Objekttrager aus dem HYBrite™ nehmen und den Foto-Klebstoff mit einer
Pinzette vorsichtig abziehen.
18. Die Objekttrager 5 Minuten lang in den raumtemperierten Puffer geben, damit sich

die Deckgléser losen.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Noch haftende Deckglidser vorsichtig mit einer Pinzette abnehmen. UbermiBige
Fliissigkeit durch Aufsetzen der Objekttragerkanten auf ein saugfahiges Papiertuch
entfernen.

Nach Temperaturkontrolle die Objekttrager 2 Minuten lang in die auf 72+1°C
erhitzte Waschlosung tauchen.

Die Objekttrager bei Raumtemperatur 2 Minuten lang erneut in den Puffer 2x
SSC/0,1% NP-40 geben und anschlieBend wieder {iiberschiissige Fliissigkeit mit
einem Papiertuch aufsaugen.

Die Objekttrager an der Luft im Dunkeln trocknen lassen.

Je 10 pl der DAPI-Gegenfarbung (Darstellung der Zellkerne) auf die Deckgléser
(24mmx32mm) pipettieren.

Ein Deckglas auf den zu untersuchenden Bereich jedes Objekttragers aufbringen.
Die DAPI-Gegenfiarbung sollte sich ohne Luftblasen moglichst gleichméBig
verteilen.

Die Deckglasrander mit Nagellack versiegeln.

Aufbewahrung der Priparate

26.

27.

Hybridisierte Objekttrager bis zur Auswertung beziehungsweise zum Archivieren
im Dunkeln bei —20°C autbewahren.
Vor der Betrachtung unter dem Fluoreszenzmikroskop die Objekttriger auf

Raumtemperatur erwérmen lassen.

2.2.2.4 Auswertung

Die Durchfithrung und Auswertung der FISH-Farbung erfolgte in Zusammenarbeit mit

Frau cand. med. Regine Arnold, so dass alle Priparate jeweils von zwei Untersuchern

beurteilt wurden. Strittige Félle wurden gemeinsam mit einem in der FISH-Auswertung

routinierten Pathologen besprochen.
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Fluoreszenzmikrosokopie

Zur Auswertung diente ein Fluoreszenzmikroskop Typ BX60 der Firma Olympus unter
Verwendung  einer 100  Watt-Quecksilberdampflampe ~ und  geeigneten
Einfachbandpassfiltern zur Detektion des HER-2/neu-Sondensignals (SpectrumOrange),
des CEP17-Sondensignals (SpectrumGreen) sowie der DAPI-Gegenfarbung (blau
fluoreszierender Farbstoff zur Kernfirbung). Bei 10facher beziehungsweise 40facher
Vergroflerung wurden auf den angefdrbten Tumorabklatschpriparaten zellreiche Areale
mit dem DAPI-Filter aufgesucht; die Signalauswertung erfolgte bei 100facher

Vergroferung mit Immersionsol.

Auswertkriterien

Gezdhlt wurden in jedem Préparat sowohl die HER-2/neu- als auch die CEP17-Signale
in 60 morphologisch intakten, nicht {iberlappenden Tumorzellkernen durch
méanderformiges Abfahren des Objekttragers. Eventuell ebenfalls im Préparat
enthaltene Lymphozyten, Granulozyten, Makrophagen, Fibroblasten/Fibrozyten und
epitheliale Zellen wurden anhand ihrer Kernmorphologie von der Auswertung
ausgeschlossen. Tumorzellkerne mit nicht eindeutig feststellbaren Grenzen, mit
Signalen von geringer Intensitdt oder mit stark fluoreszierendem Hintergrund wurden
nicht gezdhlt. Ebenfalls erfolgte keine Auswertung von Zellkernen ohne Signal oder mit
Signalen von nur einer Farbe. Eine Zelle wurde also nur beriicksichtigt, wenn
mindestens ein deutliches HER-2/neu- und ein deutliches CEP17-Signal innerhalb klar
erkennbarer Kerngrenzen vorhanden waren. Zwei Signale gleicher GroBle mit einem
Abstand kleiner oder gleich des Durchmessers der Einzelsignale wurden als ein Signal
(gesplittetes Signal) gewertet (Abb. 4). Um auf verschiedenen Farbeebenen liegende
Signale zu erfassen, war ein stindiges Durchfokussieren der Tumorzellkerne

erforderlich.
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Beispiele und Richtlinien zum Auszihlen der HER-2/neu-Sondensignale

2 HER-2/neu-Signale und 2 CEP17-Signale.

3 HER-2/neu-Signale und 4 CEP17-Signale.

0 o
C 3 G © .> Keine Auswertung. Die Zellkerne sind iiberlappend. Einige
— O

2 Signale kdnnen nicht eindeutig zugeordnet werden.

( Keine Auswertung. Der Zellkern enthélt nur HER-2/neu-Signale
\. . und keine CEP17-Signale.

2 HER-2/neu-Signale und 1 CEP17-Signal.
Ein HER-2/neu-Signal ist gesplittet.

5 b 2 HER-2/neu-Signale und 3 CEP17-Signale.
Ein HER-2/neu-Signal und ein CEP17-Signal sind gesplittet.

Abbildung 4. Beispiele und Richtlinien zum Auszihlen der Signale in Anlehnung an die
Empfehlungen der Firma Vysis.
¢ = HER-2/neu-Sondenignal, 0 = CEP17-Sondensignal.

HER-2/CEP17-Ratio

Fiir jeden Tumorzellkern wurde ein Zahlenpaar bestehend aus der Signalanzahl fiir das
HER-2/neu-Gen und fiir das Chromosom 17-Zentromer ermittelt und in eine
Auswertungstabelle (Tab. 2) eingetragen. Die Ermittlung der HER-2/CEP17-Ratio
erfolgte aus dem Signalverhiltnis von HER-2/neu zu CEP17 aus 60 gezdhlten
Tumorzellkernen, indem die Gesamtzahl der HER-2/neu-Signale durch die Gesamtzahl
der Chromosom 17-Signale geteilt wurde. Wie im Protokoll des Sonden-Kits der Firma
Vysis vorgegeben, lag eine HER-2/neu-Genamplifikation bei einer Ratio > 2,0 vor,

wobei Werte zwischen 1,8 und 2,2 Grenzwerte darstellten und mit Vorsicht zu
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interpretieren waren. Die Ratio ermoglicht die Differenzierung zwischen einer
tatsdchlichen Genamplifikation und vermehrten HER-2/neu-Signalen aufgrund einer

erhohten Zahl des Chromosoms 17 (Chromosom 17-Polyploidie).

Durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl

Bei anderen HER-2/neu-Testsystemen (zum Beispiel Inform™ HER-2/neu Gene
Detection System; Ventana Medical Systems/Oncor Inc., Tucson/Gaithersburg, USA)
wird nur die Anzahl der HER-2/neu-Sondensignale pro Tumorzellkern bestimmt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl pro
Tumorzellkern fiir jedes Mammakarzinom durch Division der Gesamtzahl der HER-
2/neu-Signale  durch 60 (Zahl der gewerteten  Tumorzellkerne  pro
Tumorabklatschpréparat) berechnet. Ein Ergebnis von durchschnittlich > 4 bis < 10
HER-2/neu-Signalen pro Tumorzellkern wurde als ,,Jlow level“-Amplifikation und von
durchschnittlich > 10 HER-2/neu-Signalen pro Tumorzellkern als ,high level*-
Amplifikation gewertet.

Tabelle 2. Auswertung der Fluoreszenzsignale

CEP17*
HER-2/neu'[ 1 2 3 4 5 ] 6 | 7] 8 | 9 |10+ ]| TOTAL

O (R[N | A (RN =

10
11-15
16-20
21-30
31-40
41-60

61+
TOTAL
'HER-2/neu: Anzahl der HER-2/neu-Sondensignale im ausgezihlten Tumorzellkern.
2CEP17: Anzahl der Chromosom 17-Sondensignale im ausgezihlten Tumorzellkern.
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Dokumentation

Eine exemplarische Dokumentation charakteristischer Tumorzellkerne erfolgte fiir jedes
Priparat digital per Computer mit der Software Quips® PathVysion der Firma Vysis.
Dabei wurden die Bilder der drei verschiedenen Filter fiir DAPI, SpectrumOrange
beziehungsweise SpectrumGreen mit einer geeigneten Kamera einzeln aufgenommen

und anschlieBend digital zu einem Bild zusammengefiihrt.

2.2.3 Immunhistochemie

2.2.3.1 Grundlagen

Die Immunhistochemie (IHC) ermoéglicht den Nachweis bestimmter Proteine
(Antigene) in Gewebeschnitten mit Hilfe spezifischer Antikorper. Hierbei binden
sogenannte Primdrantikdrper mit ihrem F(ab)-Fragment an Proteine, die sich
beispielsweise auf der Zellmembran oder im Zytoplasma befinden. Diese
Primérantikdrper konnen je nach Herstellungsart monoklonal und damit gegen ein
bestimmtes Epitop eines Proteins oder polyklonal und damit gegen verschiedene
Proteinepitope gerichtet sein. Verunreinigungen in Form von Antikdrpern gegen andere
Proteine konnen sogenannte unspezifische Signale bedingen und falsch positive
Ergebnisse vortduschen.

An Formalin-fixierten Geweben ist oftmals eine Antigendemaskierung ndtig. Durch
Ausbildung kovalenter Bindungen zwischen Proteinen und dem Formalin kommt es zu
einer Proteindenaturierung mit sterischen Konformationsénderungen wie beispielsweise
einer Proteinentfaltung. Dadurch sind die Zielproteinepitope der Antikdrper verdeckt
und konnen nicht erkannt werden. Die Antigendemaskierung renaturiert die Proteine
meist iiber eine thermische Vorbehandlung im Pufferbad und legt so die maskierten
Epitope wieder frei.

Um den an das gesuchte Protein gebundenen mono- oder polyklonalen Antikorper

darzustellen, wird ein sogenannter Sekundédrantikoérper auf das Schnittpriparat
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aufgebracht, der an das Fc-Fragment des Primidrantikérpers bindet. Der
Sekundérantikdrper ist mit einem Enzym gekoppelt, das einen zugegebenen Farbstoff
chemisch umsetzt und so den Ort lichtmikroskopisch sichtbar macht, an dem sich das
gesuchte Protein befindet [Loffler und Wiederanders 2003].

Die im Routinebetrieb des Institutes fiir Pathologie der Universitit Tiibingen
angewandte Avidin-Biotin-Komplex- (ABC-) Methode [nach Hsu et al. 1981] zur
Detektion des Primdrantikorpers ist eine signalverstirkende und damit die Sensitivitit
der Untersuchung erh6hende Methode. Sie nutzt die starke Affinitdt zwischen Avidin
und Biotin. An den Primérantikorper bindet ein Sekundér- (oder Briicken-) Antikorper,
an dessen Fc-Fragment Biotin kovalent gebunden ist. Ein anschlieBend aufgetragener
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex reagiert wiederum mit dem biotinylierten Ende des
Sekundéarantikorpers (Abb. 5). Nach Zugabe des Farbstoffes Diaminobenzidin (DAB)
wird dieser durch die Peroxidase zu einem braunen Niederschlag im Bereich des

Enzymkomplexes umgesetzt, der lichtmikroskopisch sichtbar ist.

Avidin-Biotin-Komplex-Methode

@ @
[ ] @ [
N\

x a~ ®

Avidin Biotin Peroxidase

/ \ OPx;4° 2% /\

AA Avidin- Biotin- Biotinylierter Antigen
Peroxidase-Komplex Antikorper

Abbildung 5. Avidin-Biotin-Komplex-Methode.
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2.2.3.2 Paraffinschnitte

Die Herstellung der Paraffinschnitte war nicht Inhalt der vorliegenden Arbeit und
erfolgte durch das Institut fiir Pathologie der Universitét Tiibingen. Dazu wurden die fiir
die immunhistochemische Firbung bestimmten Mammakarzinomgewebeproben in
phosphatgepuffertem 4%igem Formalin (pH 7,2) liber 24 Stunden fixiert, maschinell
iiber einer aufsteigende Alkoholreihe dehydriert und danach mit Xylol als Intermedium
sowie Paraffin infiltriert. Im Anschluss daran wurde das Gewebe in kleine
Paraffinblocke gegossen, von denen sich nach Abkiihlen und Erstarren des Paraffins mit
einem Schlittenmikrotom bei etwa —10 bis 0°C Schnitte mit einer Dicke von 4 pm
anfertigen lieBen. Diese wurden auf silanisierte Objekttriger aufgezogen. Die

Antrocknung der Paraffinschnitte erfolgte iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C.

2.2.3.3 AntikOrper

Zum Nachweis des HER-2/neu-Rezeptorproteins wurden der monoklonale Antikdrper
CB11 der Firma Novocastra (Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle, England) und
der polyklonale Kaninchen Anti-human c-erbB-2 Onkoprotein-Antikérper der Firma
Dako (Dako, Hamburg) verwendet. Beide Antikorper binden an die intrazelluldre
Doméne des transmembranen HER-2/neu-Rezeptors und wurden mit der ABC-Methode
(Vectastain® Universal Elite ABC Kit; Vector Laboratories, Burlingame, USA)
detektiert (Tab. 3), die im immunhistochemischen Labor des Institutes fiir Pathologie

der Universitédt Tiibingen im Routinebetrieb angewandt wird.

2.2.3.4 Auswertung

Die immunhistochemischen Scores wurden aus den Routinebefunden des Institutes fiir

Pathologie der Universitit Tiibingen {ibernommen.
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Die Auswertung der Praparate durch den Pathologen erfolgte semiquantitativ gemal des
Dako-HercepTest-Scores (Tab. 4). Demnach wurde die Anzahl der HER-2/neu-
exprimierenden Zellen in Prozent bestimmt und die Vollstindigkeit der
Membranfarbung sowie deren Intensitit bewertet. Eine mogliche zytoplasmatische

Féarbung fand keine Beriicksichtigung in der Auswertung.

Tabelle 3. Immunhistochemischer Nachweis des HER-2/neu-Rezeptorproteins

Antikorper CB11 Dako polyklonal

Klonalitit Monoklonal Polyklonal

Herkunft Maus Kaninchen

Epitopbindungsstelle Intrazelluldre Doméne des Intrazelluldre Domiéne des
HER-2/neu-Rezeptors HER-2/neu-Rezeptors

Verdiinnung 1:200 1:2 000

Detektion Avidin-Biotin-Komplex-Methode | Avidin-Biotin-Komplex-Methode

Gegenfirbung Héamatoxylin nach Harris Héamatoxylin nach Harris

Tabelle 4. Dako-HercepTest-Score zur Bewertung der immunhistochemischen Farbung beim

Nachweis von HER-2/neu

Einschéitzung der
Art der Anfiarbung IHC-Score HER-2/neu-
Uberexpression
Keine Féarbung oder eine Membrananfirbung in 0 Neeativ
weniger als 10% der Tumorzellen. &
Eine schwache oder kaum sichtbare unvollstandige n Negativ
Membrananfarbung in mehr als 10% der Tumorzellen. &
Eine schwache bis méafige vollstindige .
. 2+ Schwach posit
Membrananfarbung in mehr als 10% der Tumorzellen. chrwaci posttty
Eine starke vollstindige Membrananfarbung in .\
+
mehr als 10% der Tumorzellen. 3 Stark positiv
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3. ERGEBNISSE

3.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

3.1.1 FISH-Ergebnisse

Mittels FISH wurden 150 Tumorabklatschprdparate von invasiven Mammakarzinomen
angefarbt. Dazu diente das auf der Dual-color-FISH-Technik basierende PathVysion™
HER-2/neu DNA Sonden-Kit der Firma Vysis mit spezifischen DNA-Sonden fiir den
Genlocus von HER-2/neu sowie den Zentromerbereich des Chromosoms 17.

Die FISH-Fiarbung war in 133 (88,7%) Fillen erfolgreich. Die iibrigen 17 Priparate
konnten auch nach Wiederholung der FISH nicht ausgewertet werden. Vor allem im
Filter fir das Fluorochrom SpectrumOrange lag in diesen Fillen ein stark
fluoreszierender Hintergrund sowie sehr schwache bis nicht erkennbare HER-2/neu-
Sondensignale vor, die Auswertkriterien (siehe 2.2.2.4) wurden somit nicht erfiillt.

Eine komplette Ubersicht der Ergebnisse und histopathologischen Tumormerkmale aller

untersuchten Mammakarzinome ist im Anhang (sieche 7.4) detailliert aufgefiihrt.

HER-2/CEP17-Ratio
Die HER-2/CEP17-Ratio wurde ermittelt, indem das Signalverhiltnis von HER-2/neu

zu CEP17 aus 60 gezédhlten Tumorzellkernen gebildet wurde. Dies erfolgte durch
Division der Gesamtzahl an HER-2/neu-Signalen durch die Gesamtzahl an CEP17-
Signalen. Eine Ratio > 2 wurde nach den Vorgaben der Firma Vysis als
Genamplifikation definiert.

Nach den beschriebenen Richtlinien waren 119 (89,5%) Fille der im Rahmen dieser
Arbeit mittels FISH erfolgreich angefdarbten, 133 invasiven Mammakarzinome nicht
amplifiziert, wihrend 14 (10,5%) Fille eine HER-2/neu-Genamplifikation aufwiesen
(Tab. 5). Die HER-2/CEP17-Ratio lag in den nicht-amplifizierten Féllen zwischen 0,7

und 1,9 und in den amplifizierten Féllen zwischen 3,0 und 9,3 (Abb. 6).
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Tabelle 5. FISH-Ergebnisse: HER-2/CEP17-Ratio

HER-2/CEP17-Ratio Anzahl %
<2 119 89,5
>2 14 10,5
Gesamt 133 100
Verteilung der HER-2/CEP17-Ratio
100 T
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| Amplifikation
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HER-2/CEP17-Ratio

Abbildung 6. Verteilung der HER-2/CEP17-Ratio unter den nicht-amplifizierten (weifle Sdulen)

und amplifizierten (schwarze Sédulen) Fillen.
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Durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl

Durch Division der HER-2/neu Signale durch 60 (Zahl der gewerteten Tumorzellkerne
pro Tumorabklatschprdparat) wurde die durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl
pro Tumorzellkern fiir die 133 ausgewerteten Tumorabklatschpréparate berechnet. Ein
Ergebnis von durchschnittlich > 4 bis < 10 HER-2/neu-Signalen pro Tumorzellkern
wurde als ,low level“-Amplifikation und von durchschnittlich > 10 HER-2/neu-
Signalen pro Tumorzellkern als ,,high level“-Amplifikation gewertet.

Im untersuchten Kollektiv lag in 107 (80,5%) Féllen keine Amplifikation vor
(durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl < 4). In 26 (19,5%) Fillen konnte eine
Amplifikation nachgewiesen werden, wobei es sich in 12 (9,0%) Fillen um eine ,,low
level“~-Amplifikation und in 14 (10,5%) Féllen um eine ,high level“-Amplifikation
handelte (Tab. 6). Die durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl lag in den nicht-
amplifizierten Féllen zwischen 1,1 und 3,9, in den niedrig-amplifizierten Féllen

zwischen 4,1 und 6,7 und in den hoch-amplifizierten Fillen zwischen 10,6 und 28,1

(Abb. 7).

Tabelle 6. FISH-Ergebnisse: Durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl

Durchschnittliche HER-2/neu-
. Anzahl %
Genkopienzahl / Zellkern
<4 107 80,5
>4 bis<10 12 9,0
>10 14 10,5
Gesamt 133 100
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Verteilung der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl
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10,1 - 15,0
15,1-20,0
20,1 -25,0

Durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl / ZK

Abbildung 7. Verteilung der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl pro Tumorzellkern
unter den nicht-amplifizierten (weifle Siulen) und amplifizierten (schwarze Siulen) Fillen.

Vergleich der HER-2/CEP17-Ratio  mit der durchschnittlichen HER-2/neu-

Genkopienzahl pro Tumorzellkern

Innerhalb der untersuchten 133 Mammakarzinomgewebeproben konnte eine
Amplifikation nach Definition der HER-2/CEP17-Ratio in 14 (10,5%) Fillen und nach
Definition der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl in 26 (19,5%) Fillen
nachgewiesen werden. Konkordante Ergebnisse fanden sich in 121 (90,1%) der
insgesamt 133 Fille.

Die 119 Fiélle mit einer HER-2/CEP17-Ratio < 2 (keine HER-2/neu-Genamplifikation)
zeigten in Bezug auf die durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl pro
Tumorzellkern in 107 (89,9%) Fillen keine (Abb. 8-A und 8-B) und in 12 (10,1%)
Fallen eine ,,low level“-Amplifikation (Abb. 8-C und 8-D). In den {ibrigen 14 Fillen mit
einer HER-2/CEP17-Ratio > 2 (HER-2/neu-Genamplifikation) lag in 100% eine ,,high
level“-Amplifikation (Abb. 8-E und 8-F) beziiglich der durchschnittlichen HER-2/neu-
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Genkopienzahl vor (Tab. 7). Damit waren alle ,,Jow level“-amplifizierten Fille nach den
die Chromosom 17-Anzahl miteinbeziehenden Kriterien der HER-2/CEP17-Ratio nicht
amplifiziert, wihrend alle ,,high level“-amplifizierten Fille eine erhohte Ratio im Sinne

einer Genamplifikation aufwiesen.

Tabelle 7. Vergleich: HER-2/CEP17-Ratio < durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl

Durchschnittliche HER-2/neu- HER-2/CEP17-Ratio Gesamt
Genkopienzahl / Zellkern <2 >2
<4 107 -- 107
>4 bis<10 12 -- 12
>10 -- 14 14
Gesamt 119 14 133

3.1.2 Vergleich der HER-2/CEP17-Ratio  bei unterschiedlicher Anzahl der

ausgewerteten Tumorzellkerne

Die im Rahmen der FISH-Auswertung gezdhlten 60 Tumorzellkerne wurden fiir jedes
der 133 erfolgreich angefarbten Mammakarzinome in drei Gruppen zu je 20 Zellkernen
aufgeteilt und sowohl die durchschnittliche HER-2/CEP17-Ratio aus 60
Tumorzellkernen als auch die HER-2/CEP17-Ratio der einzelnen Gruppen bestimmt.

Lag die Durchschnittsratio im nicht-amplifizierten Bereich unter 1,7, so betrug die
Abweichung der Rationes der einzelnen Gruppen pro Fall nicht mehr als 0,2. Etwa 81%
der Fille zeigten eine Abweichung in der Ratio zwischen den einzelnen Gruppen und
der Durchschnittsratio von maximal 0,1 und etwa 90% von maximal 0,2 (Tab.8-A).
Unter den Féllen mit einer grenzwertigen Durchnittsratio von 1,7 bis 1,9 fand sich eine
Abweichung von 0,1 bis 0,5 zwischen den Rationes der einzelnen Gruppen und der
Durchschnittsratio. Bei Féllen mit einer amplifizierten Durchschnittsratio {iber 3,0
betrug die Abweichung bis zu 1,7 (Tab. 8-B). Die letztgenannte Gruppe umfasste
ausschlieBlich Falle mit ,,high level“-Amplifikationen, bei denen die hohe Abweichung



Ergebnisse 38

durch dicht liegende, nicht sicher erfassbare HER-2/neu-Signale (Cluster) bedingt und

damit auswertungstechnisch begriindet war.

Tabelle 8. Vergleich der HER-2/CEP17-Ratio bei unterschiedlicher Anzahl der ausgewerteten
Tumorzellkerne

A
Differenz der Ratio
Anzahl % der einzelnen Gruppen|Durchschnittsratio'| HER-2/neu / ZK?
zur Durchschnittsratio

24 18,0 0,0 0,7-1,3 1,6-5,0
84 63,2 0,1 0,7-1,9 1,3-54
12 9,0 0,2 0,9-5.8 1,8-16,7
3 2,2 0,4 1,7-5,6 1,9-13,0
3 2,2 0,5 1,9-45 11,4 - 14,7
2 1,6 0,7 5,0-54 3,9-21,0
1 0,8 0,8 6,7 28,1

4 3,0 >1 6,3-93 12,9-234

'Durchschnittsratio: HER-2/CEP-17-Ratio aus 60 ausgewerteten Tumorzellkernen.
’HER-2/neu / ZK: Durchschnittliche HER-2/neu Genkopienzahl pro Tumorzellkern.

(B)
Differenz der Ratio
Anzahl % Durchschnittsratio der einzelnen Gruppen
zur Durchschnittsratio
116 87,2 1,0- 1,6 0,0-0,2
3 2,3 1,7-1,9 0,1-0,5
14 10,5 3,0-9,3 0,2-1,7

"Durchschnittsratio: HER-2/CEP-17-Ratio aus 60 ausgewerteten Tumorzellkernen.
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HER-2/neu-Genstatus in exemplarisch dokumentierten Tumorzellkernen

Abbildung 8. HER-2/neu-Genstatus in exemplarisch dokumentierten Tumorzellkernen. Firbung
mittels Dual-color-FISH mit spezifischen DNA-Sonden fiir den Genlocus von HER-2/neu (rot) und
den Zentromerbereich von Chromosom 17 (griin). Kerngegenfirbung mit DAPI (blau).

(A) und (B): Normaler HER-2/neu-Genstatus mit < 4 HER-2/neu-Genkopien pro Tumorzellkern.
(C) und (D): ,,low level“~-Amplifikation mit > 4 bis < 10 HER-2/neu-Genkopien pro Tumorzellkern.
(E) und (F): ,,high level“-Amplifikation mit > 10 HER-2/neu-Genkopien pro Tumorzellkern.
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3.2 Immunhistochemie

3.2.1 IHC-Ergebnisse

Fiir die mittels FISH angefdrbten 150 invasiven Mammakarzinome wurden die THC-
Scores aus den Routinebefunden des Institutes fiir Pathologie der Universitit Tiibingen
iibernommen. Die immunhistochemische Féirbung des HER-2/neu-Rezeptorproteins
erfolgte mit dem monoklonalen Antikdrpern CB11 der Firma Novocastra oder dem
polyklonalen Kaninchen Anti-human c-erbB-2 Onkoprotein-Antikorper der Firma
Dako. Zur Detektion dieser Antikorper diente die Avidin-Biotin-Komplex-Methode
(Vectastain® Universal Elite ABC Kit der Firma Vector Laboratories).

Nach den Vorgaben des Dako-HercepTest-Scores (siche 2.2.3.4: Tab. 4) wurde in
jedem Priparat die Anzahl der HER-2/neu-exprimierenden Zellen in Prozent bestimmt
sowie die Vollstindigkeit und Intensitdt der Membranfarbung ohne Beriicksichtigung
einer moglichen zytoplasmatischen Farbung bewertet. Anhand dieser Kriterien
beurteilte der Pathologe 15 (10,0%) der Formalin-fixierten, in Paraffin-eingebetteten
Gewebeproben als stark positiv (3+), 30 (20,0%) als schwach positiv (2+) und 104
(69,3%) als negativ (0 und 1+) beziiglich einer HER-2/neu-Proteiniiberexpression. In
einem Fall (0,7%) mit positiver Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptorproteins war
eine sichere Festlegung auf schwach oder stark positiv nicht moglich, woraus ein

HercepTest-Score von 2+ - 3+ resultierte (Tab 9).

Tabelle 9. IHC-Ergebnisse: Dako-HercepTest-Score

Anzahl % FISH erfolgreich %
IHC-negativ 104 69,3 90 67,7
0 59 39,3 49 36,9
1+ 45 30,0 41 30,8
IHC-positiv 46 30,7 43 32,3
2+ 30 20,0 27 20,3
2+-3+ 1 0,7 1 0,7
3+ 15 10,0 15 11,3
Gesamt 150 100,0 133 100,0
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Unter den mit Hilfe der FISH-Methode erfolgreich angefarbten, 133 Gewebeproben
zeigten 90 (67,7%) Fille einen negativen HercepTest-Score von 0 oder 1+. Die
insgesamt 43 (32,3%) positiven Tumoren wurden in 27 (20,3%) Fillen mit 2+, in einem

(0,7%) Fall mit 2+ - 3+ und in 15 (11,3%) Fallen mit 3+ bewertet (Tab 9).

3.3 Vergleich der Proteiniiberexpression und Genamplifikation von HER-2/neu

3.3.1 Vergleich der Ergebnisse des Dako-HercepTest-Scores mit der HER-2/CEP17-

Ratio

Beim Vergleich der Ergebnisse des Dako-HercepTest-Scores mit der HER-2/CEP17-
Ratio zeigten 14 der 15 Fille (93,3%) mit einem Score von 3+ eine Genamplifikation
mit erhohter HER-2/CEP17-Ratio von > 2. Andererseits wies keiner der Tumoren mit
einer schwach (2+) oder einer nicht sicher festlegbaren (2+ - 3+) positiven
Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptorproteins eine Amplifikation auf. Auch fand
sich unter den 90 Féllen mit negativem Score von 0 oder 1+ eine normale HER-
2/CEP17-Ratio von < 2 und damit keine Amplifikation des HER-2/neu-Gens (Tab. 10).
Damit zeigten alle 14 Mammakarzinome mit amplifiziertem HER-2/neu-Status eine

stark positive Proteiniiberexpression in der immunhistochemischen Farbung.

Tabelle 10. Vergleich: HercepTest-Score — HER-2/CEP17-Ratio

HercepTest- HER-2/CEP17-Ratio
Score <2 >2 Gesamt

0 49 -- 49

1+ 41 -- 41
2+ 26 -- 27

2+ -3+ 1 -- 1
3+ 1 14 15
Gesamt 118 14 133
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3.3.2 Vergleich der Ergebnisse des Dako-HercepTest-Scores mit der durchschnittlichen

HER-2/neu Genkopienzahl pro Tumorzellkern

Beim Vergleich der Ergebnisse des Dako-HercepTest-Scores mit der durchschnittlichen
HER-2/neu-Genkopienzahl pro Tumorzellkern wiesen alle (100%) 14 ,high level*-
amplifizierten Mammakarzinome (durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl > 10)
eine stark positive Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptorproteins und damit einen
HercepTest-Score von 3+ auf.

Unter den 12 Féllen mit einer ,,low level“-Amplifikation (durchschnittliche HER-2/neu-
Genkopienzahl > 4 bis < 10) fanden sich 5 (41,7%) Félle mit einer schwach positiven
(2+) und 6 (50,0%) Fille mit einer negativen Proteiniiberexpression (0 oder 1+). Einer
(8,3%) der ,,Jlow level“-amplifizierten Fille konnte mit einem HercepTest-Score von 2+

- 3+ nicht sicher zugeordnet werden (Tab. 11).

Tabelle 11. Vergleich: HercepTest-Score < durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl

HercepTest- Durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl / Zellkern Gesamt
Score <4 >4 bis<10 >10
0 46 3 -- 49
1+ 38 3 -- 41
2+ 22 5 -- 27
2+ -3+ -- 1 -- 1
3+ 1 - 14 15
Gesamt 107 12 14 133
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3.3.3 Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 0 (Abb. 9-A)

48 (98,0%) der 49 invasiven Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 0
wiesen eine normale HER-2/CEP17-Ratio von 0,7 bis maximal 1,3 auf, wobei diese in
42 (84,0%) Féllen zwischen 0,9 und 1,1 lag.

Ein Fall ohne Nachweis einer HER-2/neu-Proteiniiberexpression wies eine Ratio von
1,7 auf; die durchschnittliche Signalkombination von 1,9/1,1 fiir die durchschnittliche
HER-2/neu-Genkopienzahl / durchschnittliche Chromosom 17-Zahl zeigte jedoch einen
nicht-amplifizierten HER-2/neu-Status.

(A) HercepTest-Score 0 (n=49)

Ratio 4,0

HER-2
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Abbildung 9-A. HER-2/neu-Genstatus mit Verteilung der durchschnittlichen HER-2/neu
Genkopienzahl sowie der durchschnittlichen Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern bei einem
HercepTest-Score von 0.

HER-2: Durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl pro Tumorzellkern.

CEP17: Durchschnittliche Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern.

Gestrichelte Linien: Schwellenwert zur ,,Jlow level“- beziehungsweise ,,high level“-Amplifikation bei
durchschnittlich > 4 beziehungsweise > 10 HER-2/neu-Genkopien pro Tumorzellkern.



Ergebnisse 44

Beziiglich der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl pro Tumorzellkern zeigten
drei (6,1%) der untersuchten Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 0 eine
»low level“~-Amplifikation mit Werten von 4,1, 4,3 beziehungsweise 4,6. Allerdings
wies die erhohte durchschnittliche Zahl der Chromosom 17-Signale pro Tumorzellkern
von 3,6, 4,1 bezichungsweise 4,1 und die hiufigste HER-2/CEP17-Signalkombination
von 4/4, 4/4 beziehungsweise 3/3 in diesen Tumoren auf eine Polyploidie (siche 3.4)
hin und fiihrte in jedem der drei Félle zu einer normalen HER-2/CEP17-Ratio von 1,1,

1,0 beziehungsweise 1,1.

3.3.4 Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 1+ (Abb. 9-B)

39 (95,1%) der 41 Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 1+ wiesen eine
normale HER-2/CEP17-Ratio von 0,7 bis maximal 1,4 auf, wobei diese in 30 (73,2%)
Féllen zwischen 0,9 und 1,1 lag.

Zwei (4,9%) Tumoren mit negativer HER-2/neu-Proteiniiberexpression zeigten eine im
Grenzwertbereich liegende Ratio von 1,9. In einem der beiden Félle fand sich eine
durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl von 3,9, die nur knapp unter dem fiir eine
»low level“~-Amplifikation geforderten Schwellenwert von durchschnittlich > 4 HER-
2/neu-Signalen pro Tumorzellkern lag. Die normale durchschnittliche Zahl der
Chromosom 17-Signale von 2,1 und die hédufigste HER-2/CEP17-Signalkombination
von 4/2 wiesen auf eine grenzwertige ,,low level“-Amplifikation mit einer Vermehrung
um 2 HER-2/neu-Gensignale pro Tumorzellkern hin. Ferner fanden sich in diesem Fall
Signalkombinationen bis 8/4.

Im zweiten Tumor mit einer grenzwertigen Ratio von 1,9 lag die durchschnittliche
HER-2/neu-Genkopienzahl mit 4,4 iiber dem fiir eine ,low level“-Amplifikation
geforderten Schwellenwert von durchschnittlich > 4 HER-2/neu-Signalen pro
Tumorzellkern. In diesem Fall fand sich eine durchschnittliche Zahl der Chromosom
17-Signale von 2,4. Die HER-2/CEP17-Signalkombination zeigte Werte bis 8/4 mit
einer Haufung bei 3/2 und 4/2, was auf eine Vermehrung um 1-2 HER-2/neu-

Gensignale pro Tumorzellkern hindeutete.



Ergebnisse 45

Innerhalb der Gruppe von Mammakarzinomen mit einem HercepTest-Score von 1+
fanden sich zwei weitere, beziiglich der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl
pro Tumorzellkern ,,Jow level“-amplifizierte Fille mit Werten von 4,1 beziechungsweise
4,2. Wie schon bei den Fillen mit einem HercepTest-Score von 0 und ,,low level-
Amplifikation war auch hier die durchschnittliche Zahl der Chromosom 17-Signale pro
Tumorzellkern in beiden Karzinomen auf 3,8 beziehungsweise 3,9 erhoht, was
zusammen mit dem Wert der hdufigsten HER-2/CEP17-Signalkombination von jeweils
4/4 auf einen Ploidie-Status der Tumorzellen hinwies. Ferner fand sich in beiden

Tumoren eine normale HER-2/CEP17- Ratio von jeweils 1,1.

(B) HercepTest-Score 1+ (n=41)
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Abbildung 9-B. HER-2/neu-Genstatus mit Verteilung der durchschnittlichen HER-2/neu
Genkopienzahl sowie der durchschnittlichen Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern bei einem
HercepTest-Score von 1+,

HER-2: Durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl pro Tumorzellkern.

CEP17: Durchschnittliche Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern.

Gestrichelte Linien: Schwellenwert zur ,,Jlow level“- beziehungsweise ,,high level“-Amplifikation bei
durchschnittlich > 4 beziehungsweise > 10 HER-2/neu-Genkopien pro Tumorzellkern.
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3.3.5 Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 2+ (Abb. 9-C)

Alle (100%) 27 Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 2+ wiesen eine
normale HER-2/CEP17-Ratio von 1,0 bis maximal 1,5 auf, wobei diese in 15 (57,7%)
Féllen 1,0 oder 1,1 betrug und in 9 (34,3%) Fillen zwischen 1,2 und 1,4 lag.

(C) HercepTest-Score 2+ (n=27)

N NN
s N X
1 1 1
T T T

- N N
® OoON
1 1 1
T T T

HER-2
—
A

Abbildung 9-C. HER-2/neu-Genstatus mit Verteilung der durchschnittlichen HER-2/neu-
Genkopienzahl sowie der durchschnittlichen Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern bei einem
HercepTest-Score von 2+,

HER-2: Durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl pro Tumorzellkern.

CEP17: Durchschnittliche Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern.

Gestrichelte Linien: Schwellenwert zur ,,Jlow level“- beziehungsweise ,,high level“-Amplifikation bei
durchschnittlich > 4 beziehungsweise > 10 HER-2/neu-Genkopien pro Tumorzellkern.

Beziiglich der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl lag in 5 (18,5%)
Mammakarzinomen mit einem HercepTest-Score von 2+ eine ,low level“-
Amplifikation mit Werten von 4,5, 5,0, 5,4, 5,4 bezichungsweise 6,7 vor. Die
durchschnittliche Zahl der Chromosom 17-Signale von 3,3, 3,8, 3,9, 39
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beziehungsweise 4,9 und die hidufigste HER-2/CEP17-Signalkombination von 5/4, 5/4
und 6/4, 5/4 und 6,4, 4/3 beziehungsweise 7/5 wiesen in diesen Fillen auf eine ,,low
level“-Amplifikation mit einer Vermehrung um 1-2 HER-2/neu-Signale pro
Tumorzellkern bei gleichzeitig bestehendem Ploidie-Status hin. Allerdings ergab die
Berechnung der HER-2/CEP17-Ratio normal Werte von 1,3, 13, 1,4, 14

beziehungsweise 1,4.

3.3.6 Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 2+ - 3+

Ein Mammakarzinom zeigte eine positive Uberexpression des HER-2/neu-
Rezeptorproteins, deren Intensitdt keine sichere Festlegung des HercepTest-Scores
zulieB3. Die durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl lag mit 4,3 iiber dem fiir eine
»low level“~-Amplifikation geforderten Schwellenwert von durchschnittlich > 4 HER-
2/neu-Signalen pro Tumorzellkern. Die hdufigsten HER-2/CEP17-Signalkombinationen
von 4/2 und 4/3 sowie die normale Ratio von 1,6 deuteten in diesem Fall dhnlich wie in
den ,low level“-amplifizierten Fillen mit einem HercepTest-Score von 2+ auf eine
Vermehrung um 1-2 HER-2/neu-Signale hin. Trotz der positiven Proteiniiberexpression
lag weder eine erhohte HER-2/CEP17-Ratio noch eine erhohte durchschnittliche HER-
2/neu-Genkopienzahl im Sinne einer ,,high level“-Amplifikation vor, wie sie fiir Fille

mit einem HercepTest-Score von 3+ klassisch wire.

3.3.7 Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 3+ (Abb. 9-D)

14 (93,3%) der 15 Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 3+ wiesen eine
deutlich erhohte HER-2/CEP17-Ratio von 3,0 bis maximal 9,3 auf. Innerhalb dieser
Tumoren fanden sich beziiglich der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl
ausschlieBlich ,high level“-amplifizierte Falle mit Werten von 10,6 bis 28,1. Ein Fall
dieser Gruppe lag mit 10,6 knapp iiber dem fiir eine ,high level“-Amplifikation
geforderten Schwellenwert von durchschnittlich > 10 HER-2/neu-Signalen pro
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Tumorzellkern. Bei einer grenzwertigen ,,high level“~-Amplifikation war allerdings zu
bedenken, dass eine dichte Lagerung der HER-2/neu-Signale, die sogenannte
Clusterbildung, eine regelhafte Auszidhlung erschwert oder unmdglich macht und aus
diesem Grund geringere HER-2/neu-Signalzahlen und damit auch geringere HER-

2/CEP-17-Rationes resultieren konnen.

(D) HercepTest-Score 3+ (n=15)
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Abbildung 9-D. HER-2/neu-Genstatus mit Verteilung der durchschnittlichen HER-2/neu
Genkopienzahl sowie der durchschnittlichen Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern bei einem
HercepTest-Score von 3+.

HER-2: Durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl pro Tumorzellkern.

CEP17: Durchschnittliche Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern.

Gestrichelte Linien: Schwellenwert zur ,,Jlow level“- beziehungsweise ,,high level“-Amplifikation bei
durchschnittlich > 4 beziehungsweise > 10 HER-2/neu-Genkopien pro Tumorzellkern.

In einem (6,7%) der untersuchten Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von
3+ fand sich eine normale HER-2/CEP17-Ratio von 1,1 mit ebenfalls normaler
durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl von 3,4. Damit lag trotz stark positiver

Proteiniiberexpression keine Amplifikation des HER-2/neu-Gens vor. Ferner wies
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dieser Fall mit einer durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl von 3,1 und einer
hiufigsten HER-2/CEP17-Signalkombination von 3/3 eine Polyploidie der Tumorzellen

auf.

3.4 Polyploidie und HER-2/neu-Status

Die Kenntnis des Ploidie-Status der Tumorzellen ist fiir die Beurteilung des HER-2/neu-
Status von Bedeutung. FISH- und IHC-Ergebnisse lassen sich bei bekannter
durchschnittlicher Zahl des Chromosoms 17 pro Tumorzellkern leichter interpretieren,
da so zwischen einer tatsdchlichen Genamplifikation und vermehrten HER-2/neu-
Signalen aufgrund einer Chromosom 17-Polyploidie differenziert werden kann.

In die Gruppe der polyploiden Mammakarzinome wurden alle Félle aufgenommen, die
pro Tumorzellkern durchschnittlich mindestens 3,0 Signale des Chromosoms 17
aufwiesen (Abb. 10). Nach diesem Kriterium zeigten 9 (18,0%) der 49 Fille mit einem
HercepTest-Score von 0, sieben (17,1%) der 41 Félle mit einem HercepTest-Score von
1+, acht (29,6%) der 27 Félle mit einem HercepTest-Score von 2+ und neun (60,0%)
der 15 Fille mit einem HercepTest-Score von 3+ eine Polyploidie der Tumorzellen
(Tab. 12).

Unter den 24 polyploiden Karzinomen mit einem HercepTest-Score von 0 bis 2+
zeigten 10 Félle eine ,,low level“~-Amplifikation beziiglich der durchschnittlichen HER-
2/neu-Genkopienzahl, die HER-2/CEP17-Ratio betrug jedoch aufgrund der ebenfalls
erhohten Zahl der Chromosom 17-Signale maximal 1,4. Die anderen 14 Félle wiesen
weder im Sinne der HER-2/CEP17-Ratio noch im Sinne der durchschnittlichen HER-
2/neu-Genkopienzahl eine Amplifikation des HER-2/neu-Gens auf.

Eine erhohte HER-2/CEP17-Ratio von 3,1 bis 6,8 sowie eine ,high level“-
Amplifikation beziiglich der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl pro
Tumorzellkern fanden sich hingegen in 8 der 9 polyploiden Tumoren mit einer starken
HER-2/neu-Proteiniiberexpression (3+); nur ein Fall dieser Gruppe zeigte eine normale

HER-2/CEP17-Ratio von 1,1.
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Abbildung 10. Verteilung der durchschnittlichen Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern unter
den nicht-polyploiden (weifle Sdulen) und polyploiden (schwarze Siulen) Fillen.

Tabelle 12. Polyploidie und HER-2/neu-Status

Anzanl | HercepTest | HER2/CEPIT- | (ppyn ) 7t | HER-2/meu / ZK2
Score Ratio
9 0 09-1,1 3,1-4,1 32-46
7 1+ 0,7-14 3,0-39 2,5-54
8 2+ 1,0- 1.4 3,0-49 3,1-6,7
9 3+ 1,1-68 3,0-54 3,4-28,1

'CEP 17 / ZK: Durchschnittliche Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern.
’HER-2/neu / ZK: Durchschnittliche HER-2/neu Genkopienzahl pro Tumorzellkern.
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4. DISKUSSION

4.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

4.1.1 FISH am Tumorabklatschpriparat

Um eine hohe Qualitdt mit der gewiinschten Methode erreichen zu konnen, muss
geeignetes Material verfiigbar sein. Fiir die FISH sollte das Material als diinne Schicht
vorliegen, optimal ist eine Einzellage der Zellen. AuBlerdem sollte mdglichst wenig
Hintergrund vorhanden sein, der durch Eigenfluoreszenz die Signalintensitit
beeinflussen kann.

Anders als im Schnittpréparat liegen die Tumorzellen im Tumorabklatschpraparat meist
einzeln oder in Gruppen aus wenigen Zellen in Einzelzellage auf dem Objekttriger,
wodurch eine leichtere Beurteilung der Kerngrenzen ermoglicht wird. Zudem koénnen
im Gegensatz zu Schnittpriaparaten ganze Tumorzellkerne untersucht werden. Ein
weiterer  Vorteil der Tumorabklatschpriparate liegt in der schnelleren
Priparatherstellung. So muss im Vergleich zum Schnittpraparat keine zeitaufwendige
Paraffineinbettung und Schnittanfertigung erfolgen. Zusitzlich kann das Protokoll der
FISH-Férbung abgekiirzt werden. Paraffinschnitte miissen wéhrend der Vorbehandlung
in mehreren Schritten vollstdndig vom Paraffin befreit werden, was bei der Verwendung
von Tumorabklatschpraparaten entfallt.

Die im Rahmen dieser Arbeit aufgetretenen Schwierigkeiten waren auf verschiedene
Ursachen zuriickzufithren. Manche Tumorabklatschprdparate enthielten nur wenige
Tumorzellen. Bei kleinen Karzinomzellen ohne HER-2/neu-Genamplifikation war eine
sichere Abgrenzung zu anderen zelluldren Gewebebestandteilen nicht immer moglich,
da die im Tumorabklatschpriparat meist einzeln liegenden Zellen nicht in ihrem
histologischen Kontext beurteilt werden konnten. War die Tumorschnittfliche beim
Abklatschen der Gewebeprobe zu feucht, kam es zu vermehrten Ablagerungen
proteinreicher und damit unspezifisch fluoreszierender Fliissigkeit auf dem
Objekttrager, welche die Intensitit der Sondensignale schwichte. Dieser storende

Hintergrund war besonders im Einzelbandpassfilter fiir das Fluorochrom
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SpectrumOrange zu beobachten und fiihrte zu extrem schwachen HER-2/neu-Signalen,
die dadurch entweder nicht sicher beurteilbar oder sogar nicht mehr sichtbar waren.

Um eine Wiederholung der FISH-Féarbung mdoglich zu machen, sollten von Anfang an
mehrere Tumorabklatschpriparate hergestellt und entsprechend gelagert werden.
Grundsitzlich lassen sich zwar auch Farbungen an Tumorabklatschpriparaten
wiederholen, besser ist allerdings eine Wiederholung der Untersuchung an neuem, noch
nicht behandeltem Material. Aufgrund der routinemiBigen Aufbewahrung von
Paraffinblocken entfillt dieser zusétzliche Asservierungsaufwand beim Paraffinschnitt.
Zudem lassen sich am Paraffinmaterial durchschnittlich bis zu 200 weitere
Untersuchungen durchfiihren.

Sowohl das Tumorabklatschprédparat als auch der Paraffinschnitt weisen ihre eigenen
Vor- und Nachteile auf. Beide Methoden sind fiir die FISH hinsichtlich der
Durchfiihrbarkeit und Auswertung geeignet.

4.1.2 Vor- und Nachteile der FISH

Die FISH-Methode ermdglicht den Nachweis einer Amplifikation des HER-2/neu-Gens.
Derzeit sind zwei kommerziell erhiltliche, standardisierte FISH-HER-2/neu-Testkits
von der FDA (Food and Drug Administration, USA) zur Untersuchung des HER-2/neu-
Genstatus zugelassen. Sie ermoglichen eine einfache Durchfiihrbarkeit der FISH-
Farbung. Das Inform™-Kit der Firma Ventana/Oncor enthélt nur eine DNA-Sonde fiir
den HER-2/neu-Genlocus, wihrend das PathVysion™-Kit der Firma Vysis zusétzlich
eine DNA-Sonde fiir den Zentromerbereich des Chromosoms 17 beinhaltet. Mit beiden
Verfahren kann im Gegensatz zum Southern-Blot die HER-2/neu-Genkopienzahl in
individuellen Tumorzellkernen bestimmt werden, wihrend fiir eine Differenzierung
zwischen tatsdchlicher Genamplifikation und vermehrten HER-2/neu-Genkopien
aufgrund einer Chromosom 17-Polyploidie nur die Dual-color-FISH-Technik des
PathVysion™-Kits geeignet ist. Eine Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptorproteins
ohne nachweisbare Genamplifikation, die zumindest in einem kleinen Teil der Félle (3-

10%) auftritt [Slamon et al. 1989a, Kallioniemi et al. 1992, Pauletti et el. 1996, Persons
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et al. 1997, Jacobs et al. 1999, Jimenez et al. 2000, Lebeau et al. 2001] wird mittels
FISH allerdings nicht erfasst.

Gegeniiber der Immunhistochemie zeigt die FISH eine hdhere Sensitivitdt und
Spezifitdt [Pauletti et al. 1996, Press et al. 1997, Ross und Fletcher 1999] sowie eine
hohere Reproduzierbarkeit [Jacobs et al. 2000, Persons et al. 2000]. AuBlerdem ist diese
Methode aufgrund einer relativen Stabilitit der DNA gegeniiber Unterschieden in der
Gewebefixierung und —verarbeitung weniger empfindlich als die Immunhistochemie
[Greer et al. 1991, Wang et al. 2000].

Die Durchfiihrung der FISH-Technik setzt voraus, dass die anwendenden Labors iiber
eine spezielle Ausstattung wie beispielsweise ein Fluoreszenzmikroskop sowie eine
spezielle Expertise verfiigen. Zudem ist der Kosten- und Zeitaufwand deutlich héher im
Vergleich zur Immunhistochemie [Jacobs et al. 1999, Tanner et al. 2000, Wang et al.
2000, Hanna 2001, Lebeau et al. 2001, Leyland-Jones 2001, Perez et al. 2002].

4.1.3 FISH zur Bestimmung des HER-2/neu-Status

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Bestimmung des HER-2/neu-Status auf
Genebene durch Verwendung des PathVysion™ HER-2/neu DNA Sonden-Kit der
Firma Vysis. Zwei verschiedenfarbig Fluorochrom-direktmarkierte DNA-Sonden
ermoglichen die gleichzeitige Darstellung der HER-2/neu-Genkopien und der Anzahl
des Chromosoms 17.

Zur Auswertung der FISH-Fiarbung wurde die HER-2/CEP17-Ratio durch Division der
Gesamtzahl an HER-2/neu-Signalen durch die Gesamtzahl an CEP17-Signalen aus 60
gezdhlten Tumorzellkernen berechnet. Eine Ratio > 2 wurde als Amplifikation des
HER-2/neu-Gens gewertet, wobei Werte zwischen 1,8 und 2,2 Grenzwerte darstellten
und zum Ubergangsbereich gehdrten. Zudem wurde in Anlehnung an die Vorgaben des
Inform™-Kit der Firma Ventana/Oncor die durchschnittliche HER-2/neu-
Genkopienzahl pro Tumorzellkern bestimmt. Bei Werten > 4 lag eine Amplifikation

vor. Zusétzlich erfolgte eine Differenzierung zwischen ,low level“-amplifizierten
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beziehungsweise ,,high level“-amplifizierten Fillen bei durchschnittlich > 4 bis < 10
beziehungsweise > 10 HER-2/neu-Signalen pro Tumorzellkern.

Probleme bei der Auswertung gab es beim Vorliegen sogenannter gesplitteter Signale.
Wenn sich ein Einzelsignal in Form von zwei kleineren, rdumlich leicht getrennt
voneinander liegenden Signalen darstellte, war die Entscheidung oftmals schwierig, ob
es sich dabei um ein oder zwei HER-2/neu-Signale handelte. Dies galt auch unter
Beriicksichtigung der geringeren Fluoreszenzleuchtkraft von gesplitteten Signalen
verglichen mit nicht-gesplitteten Einzelsignalen. Besonders bei Zellkernen mit einer
HER-2/CEP17-Signalkombination < 1 (zum Beispiel 2/3) stellte sich bei gesplitteten
Signalen die Frage, ob eventuell doch zwei getrennte Einzelsignale vorliegen.

Da die Auswertung von 60 Tumorzellkernen in der Praxis bisweilen zeitaufwendig ist,
genligt nach den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit (siche 3.1.2) bei Fillen mit
einer HER-2/CEP17-Ratio bis 1,5 das Auszdhlen von 20 Tumorzellkernen zur
Ratiobildung. Dies gilt auch fiir Karzinome mit einer Ratio weit iiber 2,0, da in den
,»high level“-amplifizierten Fillen eine hohere Abweichung der Ratio von 1,0 oder mehr
durch Clusterbildung der HER-2/neu-Signale bedingt ist und keine Rolle in der
Therapieentscheidung spielt. Bei einer Ratio um den Grenzbereich von 1,6 bis etwa 2,4
sollten hingegen mindesten 60 Tumorzellkerne pro Fall ausgezdhlt werden, da in
diesem Bereich Schwankungen in der Auswertung zwischen normalem Genstatus und

einer HER-2/neu-Amplifikation entscheiden.

4.2 Immunhistochemie

4.2.1 IHC am Paraffinschnitt

Die Qualitit der IHC am Paraffinschnitt ist wesentlich von der Schnittdicke und der
Schnittqualitit abhéngig. Insbesondere bei fettreichen Karzinomgeweben kann durch
das Fett die Schnitterstellung erschwert sein; es resultieren eine Erhohung der

Schnittdicke und eine Verminderung der Schnittqualitdt. Die erhohte Schnittdicke fiihrt
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wiéhrend der Vorbehandlung leichter zu einer Ablosung des Paraffinschnittes vom
Objekttrager oder zu einem Umschlagen des Gewebes mit nachfolgend schlechter
Auswertbarkeit.

Eine Wiederholung der immunhistochemischen Firbung am Paraffinmaterial ist
unproblematisch; es konnen durchschnittlich bis zu 200 weitere Untersuchungen
durchgefiihrt werden. Da ein Paraffinblock routineméfig aufbewahrt wird, entsteht bei
der IHC am Paraffinschnitt kein zusdtzlicher Asservierungsaufwand. Gefrierschnitte
werden in der Routine nur noch dann eingesetzt, wenn keine sogenannten Paraffin-

gingigen Antikorper zur Diagnostik zur Verfiigung stehen.

4.2.2 Vor- und Nachteile der IHC

Die IHC ermdglicht den Nachweis einer Uberexpression des HER-2/neu-
Rezeptorproteins. Sie stellt ein relativ schnelles und vergleichsweise kostengiinstiges
Verfahren dar. Die Technik erfordert einen geringeren methodischen Aufwand als die
FISH und ist im allgemeinen in pathologischen Instituten etabliert [Hoang et al. 2000,
Pauletti et al. 2000, Wang et al. 2000, Leyland-Jones 2001, Perez et al. 2002]. Ferner
kann mittels IHC auch in den seltenen Féllen (3-10%) eine HER-2/neu-
Proteiniiberexpression nachgewiesen werden, in denen eine Genamplifikation fehlt
[Slamon et al. 1989a, Kallioniemi et al. 1992, Pauletti et el. 1996, Persons et al. 1997,
Jacobs et al. 1999, Jimenez et al. 2000, Lebeau et al. 2001].

Zur Bestimmung der HER-2/neu-Proteinexpression stehen viele verschiedene Anti-
HER-2/neu-Antikdrper mit einer hohen Variabilitit beziliglich der Sensitivitit und der
Spezifitit zur Verfiigung [Busmanis et al. 1994, Press et al. 1994b]. Aufler von der
Wahl der Antikorper sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung vom
praparativen Vorgehen, der Antigendemaskierung sowie Unterschieden in der
Gewebefixierung und der Gewebeverarbeitung abhédngig [Wang et al. 2000, Bartlett et
al. 2001, Hanna 2001, Leyland-Jones 2001]. So zeigen beispielsweise verschiedene
Antikorper je nach Fixierung verschiedene Férbeintensititen [Penault-Llorca et al.

1994].



Diskussion 56

Unterschiedliche Auswertungsschemata [Press et al. 1993, Press et al. 1994b, Allred et
al. 1998, Hanna 2001] und eine subjektive Bewertung der HER-2/neu-
Proteiniiberexpression [Hoang et al. 2000, Bartlett et al. 2001] erschweren einen
Vergleich verschiedener Ergebnisse. Derzeit ist von der FDA (Food and Drug
Administration, USA) nur ein kommerziell erhiltliches, standardisiertes HER-2/neu-
Testkit, der HercepTest™ der Firma Dako, zur immunhistochemischen Bestimmung der
Expression des HER-2/neu-Rezeptorproteins freigegeben. Die Vorteile des HercepTests
liegen in einem einfachen Protokoll, standardisierten Reagenzien sowie einem
standardisierten Auswertungsschema [Hanna 2001]. Bemingelt wird allerdings eine
Uberbewertung der HER-2/neu-Proteiniiberexpression mit falsch-positiven Ergebnissen
sowie eine geringe Spezifitit [Jacobs et al. 1999, Maia 1999, Roche und Ingle 1999,
Pauletti et al. 2000].

4.2.3 IHC zur Bestimmung des HER-2/neu-Status

Die Expression des HER-2/neu-Rezeptorproteins wurde in der vorliegenden Arbeit nach
den Kriterien des HercepTest-Scores (siche 2.2.3.4: Tab. 4) bewertet. Dieser Score
umfasst vier Einteilungen von 0 bis 3+. Wiahrend ein Score von 0 oder 1+ keine
Uberexpression darstellt, liegt hingegen bei einem Score von 2+ eine schwache und bei
einem Score von 3+ eine starke HER-2/neu-Proteiniiberexpression vor. Dabei erfordert
ein Score von 2+ eine schwache bis méBige, jedoch vollstindige Membranfarbung in
mehr als 10% der Tumorzellen, bei einem Score von 3+ muss die vollstindige
Membranfarbung kréftig ausgepragt sein. Theoretisch sind die einzelnen Gruppen klar
voneinander getrennt. In der Praxis ist eine Unterscheidung zwischen schwach, mifBig
und kréftig jedoch bisweilen sehr schwer zu treffen. Auch kann die Differenzierung
zwischen einer inkompletten und einer kompletten Zellmembrananfarbung und damit
zwischen einem Score von 1+ und 2+ Probleme aufwerfen. So wiére bei einem Score
von 2+ eine Herceptin®-Therapie zu iiberdenken, bei einem Score von 1+ wird nicht

therapiert.
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Die Bestimmung des semiquantitativen HercepTest-Scores durch den Pathologen war
unter anderem von der Wahl des Objektives (verschiedene Vergréferungen), von der
Wahl der Lichtstirke im Mikroskop und vom stidndigen Durchfokussieren des
Priaparates wihrend der Auswertung abhingig. Ohne Beurteilung der Zellmembran auf
mehreren  Schirfeebenen konnte  beispielsweise die  Vollstindigkeit einer
Membrananfarbung iibersehen werden. Bei Verwendung eines héheren Objektives und
einer groBeren Lichtstirke erschien die Farbung intensiver. Ferner resultierte aus einem
diinneren Gewebeschnitt eine geringere Signalintensitit, da das lichtmikroskopisch
sichtbare Signal der immunhistochemischen Farbung durch eine Aufsummierung von
Einzelsignalen entsteht. Die Problematik bei der Beurteilung des HercepTest-Scores,
speziell bei einer Differenzierung zwischen 1+ und 2+ beziehungsweise 2+ und 3+,
wurde im Rahmen von Fortbildungsveranstaltungen im Kollegenkreis bestitigt und

diskutiert.

4.3 Vergleich von FISH und IHC

In der vorliegenden Arbeit zeigten 104 (69,3%) der 150 untersuchten
Mammakarzinome einen HercepTest-Score von 0 oder 1+. Eine Uberexpression des
HER-2/neu-Rezeptorproteins fand sich in 46 (30,7) Fillen, wobei der HercepTest-Score
in 30 (20%) Fallen mit 2+, in einem (0,7%) Fall mit 2+ - 3+ und in 15 (10%) Féllen mit
3+ bewertet wurde. In der Literatur weisen durchschnittlich 20-30% der
Mammakarzinome eine HER-2/neu-Proteiniiberexpression auf [Slamon et al. 1987,
Slamon et al. 1989a, Press et al. 1993, Revillion et al. 1998]. Die Streubreite liegt
jedoch zwischen 5 und 55% [Revillion et al. 1998]. Wie bereits beschrieben (siche
4.2.2) liegen diese Unterschiede in der Verwendung verschiedener Antikdrper [Press et
al. 1994b, Lebeau et al. 2001], verschiedener Gewebefixierungen und
Gewebeverarbeitungen [Wang et al. 2000, Hanna 2001, Lebeau et al. 2001],
verschiedener Auswertungsschemata [Press et al. 1993, Press et al. 1994b, Allred et al.

1998, Hanna 2001] sowie in der Auswertung unterschiedlicher Tumorarten begriindet.
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So zeigen etwa 20-30% der invasiven duktalen Mammakarzinome laut Literatur eine
Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptorproteins, wihrend die invasiven lobuliren
Mammakarzinome in nur etwa 7% tiberexprimiert sind [Palacios et al. 1995, Revillion
et al. 1998, Edorh et al. 1999].

Der Anteil der amplifizierten invasiven Mammakarzinome lag nach den Kriterien der
HER-2/CEP17-Ratio bei 9% und damit deutlich unter dem erwarteten Wert von 20-
30%, wahrend nach den Kriterien der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl pro
Tumorzellkern 19,5% der untersuchten Tumoren eine Amplifikation aufwiesen.

Fiir die FISH und die IHC wird eine hohe Konkordanz beschrieben [Isola et al. 1999,
Jacobs et al. 1999, Hoang et al. 2000, Jimenez et al. 2000, Mass et al. 2000, Ridolfi et
al. 2000, Wang et al. 2000, Birner et al. 2001, Lebeau et al. 2001, Lehr et al. 2001,
Onody et al. 2001]. Unterteilt man jedoch die Proteiniiberexpression in schwach (2+)
und stark positiv (3+), so ergibt sich eine hohe Ubereinstimmung bei einem Score von
3+, wihrend bei einem Score von 2+ die Ubereinstimmung deutlich geringer ausfillt
[Hoang et al. 2000, Mass et el. 2000, Vogel et al. 2001].

Tumoren mit einer stark positiven Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptorproteins
weisen im allgemeinen in liber 90% der Fille eine Genamplifikation auf [Isola et al.
1999, Lebeau et al. 1999, Jimenez et al. 2000, Tanner et al. 2000, Wang et al. 2000,
Tsuda et al. 2001, McCormick et al. 2002]. Auch in der vorliegenden Arbeit waren
abgesehen von einer Ausnahme die Fille mit einem HercepTest-Score von 3+ mit einer
Amplifikation des HER-2/neu-Gens korreliert (93,3%).

Obwohl ein immunhistochemischer Score von 2+ als schwache Proteiniiberexpression
gewertet wird, findet sich nur in 12-35% der Fille eine Genamplifikation [Persons et al.
1997, Buehler et al. 2000, Kakar et al. 2000, Mass et al. 2000, Starr et al. 2000, Tanner
et al. 2000, Lebeau et al. 2001, Tsuda et al. 2001, Tubbs et al. 2001, Perez et al. 2002],
welche eigentlich die Ursache fiir die Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptorproteins
darstellen sollte. Im untersuchten Kollektiv der Tumoren mit einem HercepTest-Score
von 2+ fand sich nach den Kriterien der HER-2/CEP-17-Ratio kein Fall mit einer
Amplifikation des HER-2/neu-Gens, was sicherlich als zufallsbedingt zu bewerten ist.
Beziiglich der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl pro Tumorzellkern zeigten

allerdings 5 der untersuchten Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 2+
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sowie der Fall mit einem HercepTest-Score von 2+ - 3+ eine ,,low level“-Amplifikation
mit Werten von 4,3 bis 6,7. Die hdufigsten HER-2/CEP17-Signalkombinationen von 4/3
bis 7/5 wiesen auf eine Erhohung um 1-2 HER-2/neu-Signale pro Tumorzellkern hin,
die zu einer schwach positiven Proteiniiberexpression fiihrte und mit den HER-
2/CEP17-Rationes von 1,3 bis 1,6 nicht erkannt wurde. Vielleicht ist in solchen Fillen
die Absolutzahl der HER-2/neu-Signale pro Tumorzellkern zur Beurteilung des HER-
2/neu-Status besser geeignet, da durch die Bildung der HER-2/CEP17-Ratio eine
geringe Genamplifikation iibersehen werden kann.

Eine Proteiniiberexpression ohne nachweisbare Amplifikation des HER-2/neu-Gens war
in der vorliegenden Arbeit deutlich hdufiger als erwartet. So zeigten 23,7% (HER-
2/CEP17-Ratio < 2) beziehungsweise 21,5% (durchschnittliche HER-2/neu-
Genkopienzahl pro Tumorzellkern < 4) der nicht-amplifizierten Mammakarzinome eine
Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptorproteins, wobei nur ein Fall (2,3%) einen stark
positiven HercepTest-Score von 3+ aufwies. In der Literatur wird eine Spannbreite von
3-10% beschrieben [Slamon et al. 1989a, Kallioniemi et al. 1992, Pauletti et el. 1996,
Persons et al. 1997, Jacobs et al. 1999, Jimenez et al. 2000, Lebeau et al. 2001]. Die
auffillig hohen Werte der vorliegenden Untersuchung sind auf den monoklonalen
Antikorper CB11 der Firma Novocastra zuriickzufiihren, der im Institut fiir Pathologie
der Universitdt Tiibingen bis Anfang 2001 routineméfBig zur immunhistochemischen
Féarbung des HER-2/neu-Rezeptorproteins eingesetzt wurde. Es zeigte sich, dass bei
Verwendung des CBI11-Antikérpers in Verbindung mit dem sehr sensitiven ABC-
Detektionskit der Firma Vector bei gingigen Verdiinnungen mehr Fille mit einem
schwach positiven HercepTest von 2+ diagnostiziert wurden als mit dem polyklonalen
Antikérper der Firma Dako [Gaedcke 2003]. Diese Beobachtung wird durch die
Literatur einerseits bestétigt [Bartlett et al. 2001] und andererseits widerlegt [Lebeau et
al. 2001]. Die Entstehungsmechanismen einer HER-2/neu-Proteiniiberexpression in
nicht-amplifizierten Tumoren sind nicht vollstindig gekldrt. Diskutiert werden
verschiedene molekulare Ereignisse wie beispielsweise eine Aktivierung auf
Transkriptions- oder  Posttranskriptionsebene, die zu einer  gesteigerten
Rezeptorexpression auf der Zelloberflache fiihrt [Slamon et al. 1987, Earp et al. 1995].

Ferner Dbesteht die Moglichkeit von falsch-positiven  Ergebnissen  der
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immunhistochemischen Férbung [Tsuda et al. 2001]. Auch die Auswirkung einer
Chromosom 17-Polyploidie auf die HER-2/neu-Proteinexpression ist nicht sicher
geklirt; sie scheint jedoch bis auf wenige Ausnahmen keine signifikante Rolle zu
spielen [Wang et al. 2002]. In der vorliegenden Arbeit waren die polyploiden Félle
gleichméBig auf die vier verschiedenen HercepTest-Scores verteilt. Ein untersuchter
Tumor mit einer stark positiven Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptors (3+) ohne
erfassbare Genamplifikation wies eine Polyploidie mit durchschnittlicher Zahl des
Chromosoms 17 von 3,1 und haufigster HER-2/CEP17-Signalkombination von 3/3 auf.
Es ist in diesem Fall mit normaler HER-2/CEP17-Ratio von 1,1 nicht sicher
auszuschlieBen, dass der Ploidie-Status fiir die Proteiniiberexpression verantwortlich ist.
Wahrscheinlicher ist allerdings eine Transkriptionssteigerung mit erhdhten mRNA-
Konzentrationen, was mittels quantitativer RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR) oder
Northern Blot abgeklart werden miisste.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patientinnen mit HER-2/neu-
Proteiniiberexpression ohne Genamplifikation ist statistisch nicht von denjenigen
Patientinnen zu unterscheiden, die sowohl mittels THC als auch mittels FISH negativ
getestet wurden. Hingegen haben Patientinnen mit amplifizierten, jedoch
immunhistochemisch negativen Mammakarzinomen eine schlechtere
Uberlebenswahrscheinlichkeit als Patientinnen mit HER-2/neu-iiberexprimierenden
Tumoren ohne nachweisbare Genamplifikation [Pauletti et al. 2000].

In der Gruppe der immunhistochemisch negativen Mammakarzinome mit einem
HercepTest-Score von 0 oder 1+ zeigten alle Félle eine normale HER-2/CEP17-Ratio <
2; mnach den Kiriterien der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl pro
Tumorzellkern fand sich allerdings in 6 (6,7%) Tumoren eine ,low level“-
Amplifikation mit Werten von 4,1 bis 4,6. Die ebenfalls erhohte durchschnittliche Zahl
der Chromosom 17-Signale von 3,6 bis 4,1 und die haufigsten HER-2/CEP17-
Signalkombinationen von 3/3 oder 4/4 wiesen jedoch in 5 dieser Fille auf eine
Polyploidie der Tumorzellen hin. Nur in einem (1,1%) Fall mit einem HercepTest-Score
von 1+ deutete die grenzwertige HER-2/CEP17-Ratio von 1,9, die durchschnittliche
HER-2/CEP17-Signalkombination von 4,4/2,4 sowie die Haufung der HER-2/CEP17-
Signalkombination bei 3/2 und 4/2 auf eine Vermehrung um 1-2 HER-2/neu-Signale
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und damit auf eine geringe Amplifikation des HER-2/neu-Gens hin. FEine
Genamplifikation ohne erfassbare Proteiniiberexpression wird in der Literatur in 2-9%
der Fille berichtet [Slamon et al. 1989a, Ciocca et al. 1992, Jacobs et al. 1999, Hoang
et al. 2000, Lebeau et al. 2001, McCormick et al. 2002]. Griinde hierfiir konnten in einer
abnormen oder herunterregulierten Transkription oder Translation mit konsekutiv
abnormer Proteinproduktion beziehungsweise geringerer Proteinexpression liegen
[Lebeau et al. 2001]. Zudem besteht die Moglichkeit, dass die Behandlung des
Tumorgewebes durch Formalinfixierung und Paraffineinbettung zu einem
Antigenititsverlust der HER-2/neu-Rezeptoren fiihrt [Khan et al. 2002]. Ferner konnte
in diesen Féllen bei Verwendung der Mono-color-FISH-Technik mit ausschlielicher
Berechnung der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl pro Tumorzellkern eine

Chromosom 17-Polyploidie vorliegen [Jacobs et al. 1999].

4.4 Bewertung von FISH und IHC

Sowohl die FISH als auch die IHC sind aufgrund ihrer Durchfiihrbarkeit und
Auswertung zur Bestimmung des HER-2/neu-Status von Mammakarzinomzellen
geeignet.

Unter der Voraussetzung, dass fiir eine Therapie mit dem monoklonalen Anti-HER-
2/neu-Antikorper Herceptin® eine Amplifikation vorliegen muss, wire der FISH-Test
alleine zur Bestimmung des HER-2/neu-Status ausreichend. Fiir diese Methode stellt
das Tumorabklatschpridparat eine geeignete Alternative zum routinemdfig eingesetzten
Paraffinschnitt dar, wobei seine Vorteile in der schnelleren Priparatherstellung ohne
Formalinfixierung, Paraffineinbettung und Schnittanfertigung sowie dem weniger
aufwendigen Férbeprotokoll und der Auswertung ganzer Tumorzellkerne in
Einzelzellage begriindet sind. Allerdings ist beim Tumorabklatschpréparat die Anzahl
der anfertigbaren Préparate und damit durchfiihrbaren Farbungen limitiert und der
Asservierungsaufwand deutlich hoher als beim Schnittprdparat mit routineméafiger

Aufbewahrung der Paraffinblocke.
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Im Falle der alleinigen Verwendung der FISH-Technik wiirden jedoch jene
Mammakarzinome iibersehen, welche mit einer Uberexpression des Rezeptorproteins
ohne nachweisbare Genamplifikation einhergehen. Ferner ist der Materialwert eines
FISH-Tests mit etwa 60 Euro pro Fall erheblich héher im Verhéltnis zur IHC mit etwa
5-10 Euro pro Fall. Weitere Vorteile des immunhistochemischen Tests bestehen im
geringeren methodischen Aufwand und einer schnelleren Auswertung ohne spezielle
Auswertungstabellen oder Berechnungen von Rationes. Nachteilig wirkt sich bei der
IHC aus, dass durchschnittlich nur etwa ein Viertel aller Fille mit einer schwach
positiven Proteiniiberexpression (Score 2+) auch eine Genamplifikation aufweist und
dass eine eindeutige Bestimmung des immunhistochemischen Scores nicht immer
moglich ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestétigen das derzeit international empfohlene
und routinemdfig etablierte Vorgehen, zuerst alle Falle mittels IHC zu untersuchen.
Betriagt der Score 3+, so liegt mit iiber 90%iger Wahrscheinlichkeit eine Amplifikation
des HER-2/neu-Gens vor. Eine FISH-Untersuchung ist dann auch deshalb hinfillig, da
eine starke Rezeptoriiberexpression auf der Zellmembranoberfliche vorliegt und der
Tumor auf Herceptin® ansprechen miisste. Bei Fillen mit einem Score von 0 oder 1+
ist eine FISH-Testung ebenfalls nicht nétig, da eine Amplifikation ohne Uberexpression
kaum vorkommt. Selbst im Falle dieser Kombination diirfte sich eine Herceptin®-
Therapie eriibrigen, da der Antikdrper nicht an die Tumorzellen binden kann. Im
Gegensatz dazu ist eine FISH-Untersuchung bei Fillen mit einem Score von 2+ zum
Nachweis einer moglichen Genamplifikation sinnvoll, da immunhistochemisch schwach
positive (2+) und gleichzeitig amplifizierte Mammakarzinome die gleiche klinische
Ansprechrate wie immunhistochemisch stark positive (3+) Tumoren zeigen. Zudem
sollte eine FISH-Testung zusitzlich immer dann durchgefiihrt werden, wenn die

immunhistochemische Auswertung unsicher erscheint.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Die Kenntnis des HER-2/neu-Status von Mammakarzinomzellen ist zur Entscheidung
beziiglich einer Immuntherapie mit Herceptin® notwendig. Dieser humanisierte
monoklonale Antikorper ist gegen das HER-2/neu-Rezeptorprotein gerichtet, dessen
Uberexpression auf der Zellmembranoberfliche Voraussetzung fiir eine wirksame
Therapie ist. In den meisten Féllen beruht eine Proteinliberexpression auf einer
Amplifikation des HER-2/neu-Gens.

In der vorliegenden Arbeit wurde der HER-2/neu-Status von 150 Mammakarzinomen
mittels FISH untersucht und mit der immunhistochemischen, membranassoziierten
Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptorproteins verglichen.

Die Bestimmung einer Genamplifikation  mittels FISH  erfolgte an
Tumorabklatschpraparaten mit dem PathVysion™ HER-2/neu DNA Sonden-Kit der
Firma Vysis. Zur Beurteilung der Proteiniiberexpression mittels IHC an Formalin-
fixierten, in Paraffin-eingebetteten Gewebeproben diente der monoklonale Antikdrper
CB11 der Firma Novocastra oder der polyklonale Kaninchen Anti-human c-erbB-2
Onkoprotein-Antikorper der Firma Dako.

Die FISH war in 133 der 150 angefdrbten Tumorabklatschpriparate erfolgreich. Nach
den Kriterien der HER-2/CEP17-Ratio zeigten 10,5% der Fille eine Amplifikation des
HER-2/neu-Gens. Bei ausschlieflicher Bewertung der Absolutzahl des HER-2/neu-
Sondensignals mit Berechnung der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl pro
Tumorzellkern wiesen 9,0% der Félle eine ,,low level“- und 10,5% der Félle eine ,,high
level“-Amplifikation auf. Die immunhistochemischen Scores wurden aus den
Routinebefunden des Institutes flir Pathologie der Universitit Tiibingen iibernommen
und in 20,3% der Fille als schwach positiv (2+) und in 11,3% der Falle als stark positiv
(3+) beurteilt. In einem Fall (0,7%) war eine sichere Zuordnung nicht moglich (2+ -
3+). Eine stark positive Proteiniiberexpression ging bis auf eine Ausnahme immer mit
einer ,,high level"-Amplifikation einher. Unter den Mammakarzinomen mit schwach
positiver Proteiniiberexpression fand sich nur in 18,5% der Fille eine ,Jlow level“-
Amplifikation beziiglich der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl, wéhrend
die HER-2/CEP17-Ratio stets nicht-amplifizierte Werte aufwies.
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Sowohl die FISH als auch die IHC sind aufgrund ihrer Durchfiihrbarkeit und
Auswertung zur Bestimmung des HER-2/neu-Status von Mammakarzinomzellen
geeignet. Fiir die FISH-Methode stellt das Tumorabklatschpriparat eine geeignete
Alternative zum Paraffinschnitt dar, wobei seine Vorteile in der schnelleren
Préaparatherstellung ohne Formalinfixierung, Paraffineinbettung und Schnittanfertigung
sowie dem weniger aufwendigen Férbeprotokoll und der Auswertung ganzer
Tumorzellkerne in  Einzelzellage begriindet sind.  Allerdings ist beim
Tumorabklatschprdparat die Anzahl der anfertigbaren Priparate und damit
durchfiihrbaren Farbungen limitiert und der Asservierungsaufwand deutlich héher als
beim Schnittprdparat mit routineméfiger Aufbewahrung der Paraffinblocke. Im
Vergleich zur IHC weist die FISH eine hohere Sensitivitdt und Spezifitidt sowie eine
hohere Reproduzierbarkeit auf. Die FISH-Technik erfordert allerdings einen grofleren
methodischen Aufwand sowie eine spezielle Laborausstattung und Expertise. Zudem ist
der Kosten- und Zeitaufwand deutlich hoher als bei der IHC.

Der Ergebnisvergleich zwischen FISH und IHC zeigte eine hohe Korrelation (93,3%)
zwischen ,high level“-amplifizierten und stark positiv (3+) proteiniiberexprimierenden
Mammakarzinomen. In diesen Fillen bietet die FISH keine zusdtzlichen Informationen.
Im Falle einer schwach positiven (2+) Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptorproteins
sollte allerdings eine Nachtestung mittels FISH erfolgen, da sonst eine therapierelevante

Genamplifikation iibersehen werden konnte.
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7. ANHANG

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ABC Avidin-Biotin-Komplex

BRCA Brustkrebsgen (breast cancer gene)

°C Grad Celcius

CEP Chromosome enumeration DNA probe

DAB Diaminobenzidin

DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindol

DNA Desoxyribonukleinsiure

EGFR Epidermaler Wachstumstaktor-Rezeptor (epidermal growth factor
receptor)

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ER Ostrogenrezeptor

F(ab) Antigenbindendes Fragment (fragment antigen binding)

Fc kristallines Fragment (fragment crystalline)

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

HER Humaner epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (human epidermal

growth factor receptor)

Ig Immunglobulin

[HC Immunhistochemie

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

LSI Locus specific identifier

M Molar (Mol/Liter)

mg Milligramm

ml Milliliter

mRNA Messenger-Ribonukleinsdure

pl Mikroliter
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ng
NP
PCR
pH

PR
RT
SSC
Tab.
7K

Anzahl unabhéngiger Versuche

Nanogramm

Nonylphenyl-polyethylenglycol
Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)
negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration (Potentia hydrogenii)
Progesteronrezeptor

Reverse Transkriptase

Natriumchlorid / Natriumcitrat (standard saline citrate)
Tabelle

Zellkern



Anhang 86

7.2 Abbildungsverzeichnis

Seite
Abb. 1 8
HER-2/neu-Status: Genamplifikation und Proteiniiberexpression
Abb. 2 12
HER-2/neu-Testalgorithmus
Abb. 3 21
Prinzip der FISH-Technik
Abb. 4 27
Beispiele und Richtlinien zum Auszdhlen der HER-2/neu-Sondensignale
Abb. 5 30
Avidin-Biotin-Komplex-Methode
Abb. 6 34
Verteilung der HER-2/CEP17-Ratio unter den nicht-amplifizierten und
amplifizierten Fallen
Abb. 7 36
Verteilung der durchschnittlichen HER-2/neu-Genkopienzahl pro Tumorzellkern
unter den nicht-amplifizierten und amplifizierten Fallen
Abb. 8 39
HER-2/neu-Genstatus in exemplarisch dokumentierten Tumorzellkernen
Abb. 9
HER-2/neu-Genstatus mit Verteilung der durchschnittlichen HER-2/neu-
Genkopienzahl sowie der durchschnittlichen Chromosom 17-Zahl
A: bei einem HercepTest-Score von 0 43
B: bei einem HercepTest-Score von 1+ 45
C: bei einem HercepTest-Score von 2+ 46
D: bei einem HercepTest-Score von 3+ 48
Abb. 10 50

Verteilung der durchschnittlichen Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern
unter den nicht-polyploiden und polyploiden Fillen



Anhang 87
7.3 Tabellenverzeichnis

Seite
Tab. 1 15
Patientinnenalter und histopathologische Merkmale der untersuchten
Mammakarzinome
Tab. 2 28
Auswertung der Fluoreszenzsignale
Tab. 3 32
Immunhistochemischer Nachweis des HER-2/neu-Rezeptorproteins
Tab. 4 32
Dako HercepTest-Score zur Bewertung der immunhistochemischen
Féarbung beim Nachweis von HER-2/neu
Tab. 5 34
FISH-Ergebnisse: HER-2/CEP17-Ratio
Tab. 6 35
FISH-Ergebnisse: Durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl
Tab. 7 37
Vergleich: HER-2/CEP17-Ratio <> durchschnittliche HER-2/neu-
Genkopienzahl
Tab. 8 38
Vergleich der HER-2/CEP17-Ratio bei unterschiedlicher Anzahl der
ausgewerteten Tumorzellkerne
Tab. 9 40
[HC-Ergebnisse: Dako-HercepTest-Score
Tab. 10 41
Vergleich: HercepTest-Score < HER-2/CEP17-Ratio
Tab. 11 42
Vergleich: HercepTest-Score «» durchschnittliche HER-2/neu-
Genkopienzahl pro Tumorzellkern
Tab. 12 50

Polyploidie und HER-2/neu-Status



Anhang

7.4 Tabellarische Zusammenstellung der Ergebnisse und der histopathologischen Tumormerkmale aller 150 untersuchten
Mammakarzinome, geordnet nach dem immunhistochemischen HercepTest-Score

Mammakarzinome mit einem HercepTest von 3+

Fall| Alter | Histologie |Grading Staging Steroidhormone| Ratio HER-Z/neu?Gen Chromosor.n 17 Ha.uﬁg.ste
T N M HER-2/ZK|min-max|CEP17/ZK|min-maxKombination(en)
1] 79 IDC G2 pT2 pN1bii | MO | ER- | PR+ | 1,1 34 2-7 3,1 2-6 3/3
2 | 67 IDC G2 pTlc pNO | MO | ER+ | PR+ | 3,0 10,6 6-23 3,5 2-5 11-15/4
3 | 46 IDC G2 pT2 pNO MO | ER+ | PR+ | 3,1 16,7 5-27 5,4 1-8 16-20/6
4 | 55 ILC G2 pT2 pNlbi | MO | ER+ | PR- | 3,5 13,0 6-29 3,7 2-6 11-15/3, 11-15/4
51 61 IDC G3 pT2 pNlbi | MO | ER- | PR- | 3,8 14,7 10-23 3,9 3-6 11-15/4
6 | 34 ILC G2 pTlb pNx | M1 | ER+ | PR+ | 45 114 5-16 2,5 1-4 11-15/3
7 | 80 IDC G2 pT2 pN1bii | MO | ER+ | PR- | 5,0 14,6 6-29 3,0 1-5 11-15/3, 16-20/4
8 | 70 IDC G3 pTlmik | pNlbiii [pMx| ER- | PR- | 54 21,0 7-33 3,9 1-6 21-30/4
91 79 IDC G2 pT2 pNO |pMO| ER+ | PR+ | 5,6 11,1 7-15 2,0 1-3 11-15/2
10 | 65 IMeC G3 pTlc pNO |pMO| ER+ | PR- | 58 15,7 10-24 2,7 2-3 16-20/3
11| 50 IDC G3 ypTla | ypNO |yMO| ER+ | PR- | 6,3 15,1 7-23 24 1-4 11-15/2
12 | 51 IDLC G3 pT2 pNlbiii [pMO| ER+ | PR- | 6,7 28,1 19-41 4,2 3-6 21-30/4
13| 63 IDC G2 pT2 pNIbi | MO | ER+ | PR+ | 6,8 23,4 14-35 34 2-4 | 21-30/3, 21-30/4
14 | 60 IDC G2 pT2 pNlbiii | MO | ER+ | PR+ | 8,6 18,5 8-36 2,1 1-4 16-20/2
15| 50 IDC G3 pTla pNO MO | ER- | PR- | 93 12,9 7-28 1,4 1-2 11-15/1, 11-15/2

Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 2+ - 3+

Staging . . HER-2/neu-Gen Chromosom 17 Hiufigste
Steroidhormone| Ratio - - —=
T N M HER-2/ZK|min-max|CEP17/ZK|min-max|Kombination(en)

1 61 IDC G3 pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 1,6 4,3 2-8 2,8 2-5 4/2

Fall | Alter | Histologie Grading
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Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 2+
Fall [Alter'| Histologie” |Grading Staging Steroidhormone| Ratio HER-Z/r;eu?Gen S Chrom(zsor.n 17 3 Hf‘“ﬁg“e i
T N M HER-2/ZK’min-max’|CEP17/ZK"min-max’Kombination(en)

1 | 64 IDLC G2 pTlc pNO pMx | ER+ | PR+ | 1,0 2,3 1-4 2,2 1-4 2/2

2 | 61 IDC G2 pT1b pNO MO | ER+ | PR+ | 1,0 3,1 2-4 3,2 2-4 4/4

3] 53 IDC G2 pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 1,0 2,2 1-4 2,1 1-4 2/2

4| 67 IDC G2 pT2 pNlbi | pMx | ER+ | PR+ | 1,0 2,0 1-3 2,0 1-3 2/2

5| 54 ILC G3 pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 1,0 2,0 1-4 2,0 1-4 2/2

6 | 66 IDC G2 pT1b pNO pMx | ER+ | PR+ | 1,1 3,7 2-5 3,5 2-4 4/4

7 | 47 ILC G2 pT2 | pNlbiii | pMx | ER+ | PR+ | 1,1 2,2 1-4 2,0 1-2 2/2

8 | 74 ILC G3 pT2 pNO MO | ER+ | PR- 1,1 2,0 1-4 1,9 1-4 2/2

9 | 44 IDC G2 pT1b pNO MO | ER+ | PR+ | 1,1 3,6 2-5 3,3 2-4 4/4

10 | 70 IMuC Gl pT2 pNO pMO | ER+ | PR+ | 1,1 2,0 1-3 1,8 1-2 2/2

11| 62 IDC/R -- -- -- -- ER+ | PR+ | 1,1 2,0 2-3 1,9 1-2 2/2

12 | 66 IMuC G2 pT2 pNO MO | ER+ | PR+ | 1,1 2,5 1-4 2,3 1-4 2/2

13 | 58 IDC G3 pT2 | pNlbiii | pMO | ER- | PR- 1,1 2,4 2-4 2,2 1-3 2/2

14 | 47 IDC G3 pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 1,1 2,5 1-4 2,3 1-4 2/2

15| 60 IDLC G3 pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 1,1 2,2 1-4 2,0 1-3 2/2

16 | 64 IDC G3 pT2 pN1bi MO | ER- | PR+ | 1,2 3,5 2-9 3,0 1-5 2/2,4/3,4/4
17 | 57 IDC G2 pT2 pNla MO | ER+ | PR+ | 1,2 32 2-6 2,8 2-3 3/3,4/3

18| 71 ICIC G2 pT2 pNO pMx | ER+ | PR- 1,3 5,0 3-7 3,8 2-4 4/4, 5/4 ,6/4
19 | 61 IDC G2 pT1b pNO pMx | ER+ | PR+ | 1,3 4,5 2-6 3,3 1-5 5/4
20 | 50 IDC G2 pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 13 3,4 1-6 2,6 2-4 2/2,4/3
21 | 55 IDC G3 pTlc | pNlbii | MO | ER- | PR+ | 13 3,0 1-5 2,2 1-4 3/2
22 | 27 |[IDC/IMuC| G2 pT2 pNlbi | pMx | ER+ | PR+ | 1,3 2,6 1-5 2,1 1-4 3/2
23 | 44 IMeC G3 pT2 pNO MO | ER- | PR- 1,4 2,1 1-4 1,5 1-3 2/1,2/2
24 | 55 IDC G2 pT4 pN1bi MO | ER+ | PR+ | 1,4 5,4 2-8 3,9 2-6 5/4, 6/4
25 | 65 ICIC G2 pTlc | pNlbiii | MO | ER+ | PR+ | 14 6,7 4-9 4,9 2-7 7/5
26 | 56 IDC G3 pTlc pNO MO | ER+ | PR- 1,4 5,4 2-20 3.9 1-14 4/3
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27 | 62 IDC G2 | pTlc pNO pMO ER + PR + 15 | 30 | 25 | 21 | 14 | 32
28 | 80 IDLC G2 | pTic pNO MO ER + PR + ~ - — - ~ ~
29 | 61 IDLC G3 pTlc pN1bii MO ER + PR - — - - - - —
30 | 41 IDC G2 pT2 pNO MO ER + PR + - - — - — -

Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 1+

Fall |Alter'| Histologie” |Grading Staging Steroidhormone| Ratio HER-Z/I;eu?Gen 5 Chrom(;sor-n 17 3 H:-luﬁgste 4
T N M HER-2/ZK’min-max’|CEP17/ZK"|min-max’Kombination(en)
1| 54 IDC/R -- -- -- -- ER- | PR- | 0,7 2,5 2-4 3,5 2-4 2/3,2/4
2 | 41 IDC G2 pT1b pNO MO | ER+ | PR+ | 0,8 2,1 1-4 2,7 1-3 2/3
3170 IDC G3 pT2 | pNlbiii | pMO | ER+ | PR+ | 09 2,6 1-5 2,8 1-5 2/2
4 1 49 ILC G2 pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 1,0 2,0 1-3 1,9 1-3 2/2
5| 54 IDC G2 pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 1,0 1,9 1-2 1,9 1-2 2/2
6 | 59 IDC G2 pTlc | pNIlbi MO | ER- | PR- 1,0 3,6 2-7 3,5 2-5 3/3, 4/4
7 | 42 IDC G2 pT2 pNO pMx | ER+ | PR- 1,0 3,0 2-5 2,9 1-5 2/2,3/3, 4/4
8 | 46 IDC G2 pTlc pNO pMx | ER+ | PR+ | 1,0 2,2 2-4 2,2 1-4 2/2
9| 63 IDC G2 pT2 | pNlbiii | MO | ER+ | PR+ | 1,0 1,9 1-3 1,9 1-2 2/2
10 | 41 IDC G2 pT2 | pNlbiii | MO | ER+ | PR+ | 1,0 2,2 1-4 2,2 1-4 2/2
11 | 46 IDC G3 pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 1.0 2,0 1-3 2.0 1-4 2/2
12 | 57 IDC G2 pT1b pNO MO | ER+ | PR- 1,0 1,9 1-3 1,9 1-2 2/2
13| 35 IDC G2 ypT3 | ypNlbi | yMO | ER- | PR- 1,0 2,0 1-3 1,9 1-2 2/2
14 | 54 IDLC G2 pTlc | pNlbi MO | ER+ | PR+ | 1,0 2,7 2-4 2,7 2-4 2/2
15| 68 IDLC Gl pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 1,0 2,0 1-4 1,9 1-2 2/2
16 | 63 IDC G2 pT1b pNO MO | ER+ | PR+ | 1,0 1,9 1-5 1,9 1-3 2/2
17 | 58 IDC G2 pTlb | pNIlbi MO | ER+ | PR+ | 1,1 2,2 2-4 2,0 1-4 2/2
18 | 50 IDC G2 pTlc | pNlbi MO | ER+ | PR+ | 1,1 2,8 2-4 2,5 1-4 2/2
19 | 38 ILC G2 pTlc | pNlbi MO | ER+ | PR+ | 1,1 2,1 2-4 1,9 1-3 2/2
20 | 76 IDC G2 pT2 pNO MO | ER- | PR- 1,1 2,8 2-4 2,6 1-3 3/3
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2158 mC | G2 | »pTlc pNO pMO ER- | PR+ |11 |20 13| 18] 13 2/2
2 32] ™MeCc | G3 pT2 pNO pMO ER- | PR- | 11|13 ]| 12|12 12 1/1
2332 mCc [ G2 | pTIc pNla pMO ER+ | PR+ | 11 |13 ] 13|12 ] 12 1/1
24 (76| 1mDC | G3 pT2 pNO Ml ER+ | PR+ | 1,1 |41 |25 |38/ 15 4/4
25|54 IDC | G3 pT2 pNO MO ER- | PR- | 1,1 |35 ] 26|32 25 3/3,4/3, 4/4
26|41 mC [G2| p13 pN1bi MO ER+ | PR+ | 1,1 |20 14| 19| 12 22
27|41 DLC | G3 pT2 pN1biii MO ER+ | PR+ | 1,1 |23 ] 15|20/ 14 22
2871 we [ G2 | pTic pNO MO ER+ | PR+ | 11|21 ] 14|19 14 22
29 46| DLC | G2 | pTlc pNO MO ER+ | PR+ | 1,1 |20 14|19 14 22
3050 IDC | G2 | pTic pNO MO ER+ | PR+ | 1,1 |20 13|19 13 22
3165 IDLC | G2 | pT2 pN1bi MO ER+ | PR+ | 1,1 |42 |35 |39 35 4/4
32/42] IDC | G3 pT2 pN1bi MO ER+ | PR- | L1 |11 ]|12]|11]12 1/1
3358 IDC | G2 | pTlc pN1biv MO ER- | PR- | 122524 |20 2 2/2,3/2
3451 1ILC | G2 | ypTlc ypN1bi ypMl | ER+ | PR+ | 12| 22| 15[ 19] 13 22
35|72 DLC [ G2 | pT2 pNO pMO ER+ | PR+ |12 35|27 3025 3/3,4/3
36|73 IDC | G3 pT3 pN2 pMx ER+ | PR+ | 13|37 |24 28] 24 4/3
37 [35] IMeC | G3 pT2 pNO MO ER- | PR- | 1326 ]| 16|21 | 14 2/2
3838 IDC | G2 | pTic pNO MO ER+ | PR+ | 13|23 | 14| 18] 12 22
39/67] IDC | G3| pTic pN1bi pMx ER- | PR- |13 |22 14| 17] 14 2/1,2/2
40| 63| IDC | G2 | pTlc pNO MO ER+ | PR+ | 19|39 18|21 14 4/2
4164 IDC [ G2 | pTlc pNO MO ER+ | PR+ | 19 |44 | 18 |24 | 14 32
2162 e [ G2 | prTic pN1bii MO ER+ | PR+ | — | — | - | - | - -
43]5] mCc |[G2| pTIc pN1biii MO ER- | PR- | - | - | - | - | - —
44 65| IDC | G3| ypT3 ypN1biii yMO ER+ | PR+ | — | — | - | - | - —

45 51| LC | G2 | p12 pNO MO ER+ | PR+ | — | — | — | — | - —
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Mammakarzinome mit einem HercepTest-Score von 0

Fall [Alter'| Histologie” |Grading Staging Steroidhormone| Ratio HER-Z/r;eu:Gen S Chrom(:sor.n 17 S Hf‘“ﬁgs“" 4
T N M HER-2/ZK’min-max’|CEP17/ZK"min-max’Kombination(en)

1| 51 IDC G2 |ypT4| ypN2 |ypMl| ER+ | PR+ | 0,7 2,0 2 2,7 2-4 2/3

2 | 61 ILC G2 pT2 pN1bi MO | ER+ | PR+ | 0,7 1,6 1-2 2,3 2-3 2/2

3] 39 IDC G3 pT2 | pNl1biii MO ER- | PR- | 0,8 2,2 1-4 2,6 2-4 2/2

4 | 61 ILC G2 | pTlc| pNlbi MO ER- | PR+ | 0,8 1,6 1-3 1,9 1-2 1/2,2/2
5| 78 |IDC/IMuC| G2 pT2 pNO MO | ER+ | PR+ | 09 3,2 2-4 34 1-5 3/4, 4/4
6 | 63 ILC G2 | pTlb pNO MO | ER+ | PR- | 0,9 1,8 1-3 2,0 1-3 2/2

7 | 52 ILC G3 pT3 pNx M1 | ER+ | PR+ | 0,9 1,8 1-4 2,0 1-3 2/2

8 | 46 IDC G2 | pTlc| pNlbiii MO | ER+ | PR+ | 1,0 2,3 2-6 2,3 1-5 2/2

9 | 52 IDC G2 | pTlc| pNIlbi MO | ER+ | PR+ | 1,0 1,7 1-4 1,7 1-4 1/1,2/2
10 | 58 ILC G2 | pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 1,0 2,1 1-6 2,0 1-5 2/2
11| 30 IDC/R -- -- -- -- ER+ | PR+ | 1,0 1,9 1-3 1,9 1-2 2/2
12| 75 IDC G2 | pTlc pNO MO | ER+ | PR- 1,0 1,3 1-3 1,2 1-2 1/1
13 ] 72 IDLC G3 | ypT4 | ypNlbiii | ypM1 | ER+ | PR+ | 1,0 2,1 1-4 2,0 1-4 2/2
14| 61 IDC G2 pT2 | pNlbiii | pMO | ER+ | PR+ | 1,0 2,2 1-5 2,2 1-4 2/2
15| 50 ILC G2 | pTlc pNO MO | ER+ | PR+ | 1,0 1,9 1-2 1,9 1-2 2/2
16 | 52 ILC G2 pT2 | pNlbiii MO | ER+ | PR+ | 1,0 1,9 1-4 1,9 1-4 2/2
17 | 43 ILC G2 pT2 pNO MO | ER+ | PR+ | 1,0 3,3 2-5 3,3 1-4 4/4
18 | 41 ILC G2 | pTlb pNx MO | ER+ | PR+ | 1,0 2,0 1-4 2,1 1-4 2/2
19 | 63 ILC G2 | pTlb pNO MO | ER+ | PR- 1,0 1,9 1-3 1,8 1-2 2/2
20 | 59 IDC G2 pT2 pNO MO | ER+ | PR- 1,0 2,0 1-4 2,1 1-4 2/2
21 | 31 IDC G2 pT2 pNla MO | ER+ | PR+ | 1,0 3,6 2-5 3,5 2-4 4/4
22 | 70 IDLC G2 | pTlc pNO MO | ER+ | PR- 1,0 2,0 1-4 2,0 1-4 2/2
23 | 43 IDC G3 | pTlc pNO MO ER- | PR- 1,0 2,2 1-5 2,1 1-5 2/2
24 | 60 ILC G2 pT2 pN1bi pMx | ER+ | PR+ | 1,0 1,8 1-3 1,9 1-4 2/2
25 | 78 IDC G2 pT2 | pNlbiii | pMx | ER+ | PR- 1,0 1,9 1-3 1,9 1-2 2/2
26 | 62 IDLC G3 pT3 | pNlbiii MO | ER+ | PR+ | 1,0 3,7 2-6 3,5 2-5 3/3, 4/4
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27 | 50 IDC G2 pT2 pNO MO ER + PR + 1,0 | 26 | 1-5 | 2,5 | 1-5 2/2
28 | 72 IDC G3 pTlc pNO MO ER + PR + 10 | 43 | 2-6 | 41 | 2-6 4/4,5/5
29 | 58 IDC G2 pT2 pNO MO ER - PR - 1,0 | 20 | 1-3 | 2,0 | 1-3 2/2
30 | 61 IDLC G2 pT2 pN1bii MO ER + PR + 1,0 | 29 | 24 | 28 | 24 3/3
31 | 47 IDC G3 | pT4b pN2 MO ER + PR + 1,1 | 46 | 3-7 | 41 | 2-7 3/3
32 | 76 ILC G2 | pTlc pNO pMx ER - PR + L1 |21 (14|19 | 14 2/2
33 | 54 ILC G2 pT2 pN1biii MO ER + PR + 1,1 [ 22| 14|20 | 14 2/2
34 | 40 IMuC Gl pTla pNx pMx ER + PR + L1 |21 |14]19 ] 13 2/2
35 | 47 IDC G2 | pTlc pN1bi MO ER - PR - L 1,8 |13 ] 1,7 |13 2/2
36 | 62 IDC G2 | pTlc pNO pMO ER + PR + L1 | 29|26 |25 ]| 14 3/3
37 | 70 IDC G2 | pTlc pNO MO ER + PR + 1,1 | 41 | 2-6 | 3,6 | 2-5 4/4
38 | 52 ILC G2 pT3 pN1bi pMO ER + PR + L1 |20 13|19 |12 2/2
39 | 63 IDC G3 pT2 pNO MO ER + PR + 1,1 | 33| 1-6 | 3,1 | 1-6 3/3
40 | 77 IDC G2 | pTlc pN1biii MO ER + PR + L1 {2013 ]19 | 12 2/2
41 | 49 IDC G2 | ypT2 ypN1bii yMO ER + PR - L1 | 33|25 |31 14 3/3,4/4
42 | 74 IDC / IMuC G2 pT2 pNO MO ER + PR + LI |22 (14|19 | 14 2/2
43 | 60 IDLC G2 pT2 pNO MO ER + PR + L1 | 25|14 |24]| 14 2/2
44 | 58 IDC G2 | pTlc pN1bi MO ER + PR + 1,1 | 2,1 | 24|20 | 14 2/2
45 | 40 IDC/R - -- -- - ER + PR + 1,1 | 30| 26 | 28 | 1I-5 3/3
46 | 72 IDLC G2 | pTlc pNO MO ER + PR + L1 |20 |13 ]19 | 13 2/2
47 | 44 IDC G2 | pTlc pNO MO ER + PR + 1,2 123 |24 ]20 ]| 14 2/2
48 | 59 IDC G3 pTlc pNO MO ER + PR - 13124 14]19 ]| 13 2/2,3/2
49 | 38 IDLC G2 pTlc pN1biii MO ER + PR + L7119 | 14| 11| 12 2/1
50 | 68 IDC G3 pT2 pN1biv MO ER - PR - - - -- - -- -

51 | 60 IDC G2 | pTlc pNO MO ER + PR + - - -- - -- -

52 |75 ILC G2 pT2 pNO pMO ER + PR + - - -- -- -- -

53 | 38 IMeC G3 pTlc pNO pMx ER - PR - -- -- -- -- -- --
54 | 42 IDLC G3 pT2 pN1biii MO ER - PR - -- -- - - -- -

55 | 68 IDLC G2 pT2 pN1bii MO ER + PR + -- - - - -- -
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56 41 ILC G2 pTlc pNO MO ER + PR + S [ D R R
57 48 IDC G2 pT2 pNO MO ER + PR + S IR I N R
58 75 ILC G2 ypT3 ypN1biv yMo ER + PR - R [ [ (R (N
59 62 IDC G3 ypT2 ypNO yMoO ER - PR - SN (R [ (R (S

Alter: Alter der Patientin zum Operationszeitpunkt.

2Histologie: IDC: invasives duktales Karzinom; ILC: invasives lobuldres Karzinom; IDLC: invasives duktulo-lobuliares Karzinom; ICIC
Klarzellkarzinom; IMeC: invasives medullares Karzinom; IMuC: invasives muzindses Karzinom.

’HER-2/ZK: Durchschnittliche HER-2/neu-Genkopienzahl pro Tumorzellkern.

*CEP17/ZK: Durchschnittliche Chromosom 17-Zahl pro Tumorzellkern.

*min-max: Minimale bis maximale Signalanzahl pro Tumorzellkern im untersuchten Mammakarzinom.

SHiufigste Signalkombination(en): Hiufigste HER-2/CEP17-Signalkombination(en) im untersuchten Mammakarzinom.

: invasives
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