Aus der Universitatsklinik und Poliklinik fur Gynak ologie des
Universitatsklinikums Halle (Saale)
(Direktor: Prof. Dr. med. habil. C. Thomssen)

Nachweis des HER2-Status in Stanzbiopsie und
korrelierendem OP-Praparat bei Mammakarzinomen: Ein
Vergleich der drei etablierten Methoden (HercepTest [,

CISH, FISH)

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin (Dr. med.)

vorgelegt
der Medizinischen Fakultat

der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

von Vera Wolf, geb. Spohn

geboren am 09.01.1981 in Halle (Saale)

Gutachter:  Prof. Dr. med. Christoph Thomssen
Prof. Dr. med. Hans-Jurgen Holzhausen
Prof. Dr. med. Hans-Heinrich Kreipe (MH Hannover)

23.10.2012
06.05.2013



Referat und bibliographische Beschreibung

Einleitung: Es wurden bereits viele Studien zum Algorithmus der HER2 Bestimmung
veroffentlicht. Aber nur eine multizentrische Studie hat sich mit der Verlasslichkeit aller drei
etablierten Methoden beziglich der beiden Gewebetypen beschéftigt. Wir haben die
Ergebnisse der drei Methoden Immunhistochemie (IHC, HercepTest™), Fluorescenz in-situ
hybridisierung (FISH, Pathvysion™) und Chromogenic in-situ hybridisierung (CISH, ZytoDot
SPEC) innerhalb eines Kollektives unserer Klinik fir Stanzbiopsie und zugehoriges Resektat

miteinander verglichen.

Methoden: Die Stanzbiopsie und das zugehorige Resektat von 222 Patienten mit
Primartherapie an unserer Klinik zwischen 01/03-06/08 wurden retrospektiv mittels IHC,
FISH und CISH beziglich dem HER2-Status analysiert.

Ergebnisse: Trotz der starken Korrelation zwischen Stanzbiopsie und Resektat mit der IHC
(k: 0,74) und den ISH (k: 0,80-0,84), zeigt sich eine Tendenz Uber alle Methoden, dass das
Resektatkollektiv mehr HER2 positive Falle nachweist. Mittels zusatzlicher Analyse der IHC
2+ Falle mit ISH fanden wir denselben Anteil (22/222) HER2 positiv bestatigter Falle unter
den IHC 2+/3+ Féllen im Stanzbiopsie- und Resektatkollektiv. Die Korrelation zwischen IHC
und ISH fiel schlechter aus (k: 0,66-0,73). 19-24% der IHC 3+ Ergebnisse waren ISH
negativ. Dahingegen konnten wir eine gute Konkordanz (98%; k: 0,90-0,92) zwischen CISH-

und FISH-Ergebnissen nachweisen.

Schlussfolgerungen:  Mit der IHC der Stanzbiopsie wurden alle HER2 positiven Félle, die
im Resektat bestimmt wurden, detektiert. Dies unterstitzt die Zuverlassigkeit der
Bestimmung des HERZ2 Status anhand der Stanzbiopsie. Demgegeniiber zeigt die
Bestimmung mit der ISH im Resektat Vorteile aufgrund des groRReren Ausschnittes des
Tumors. Die IHC korrelierte mit der ISH nicht ausreichend, um den IHC 3+ und 0/1+ Féallen
alleinig vertrauen zu konnen. Da die CISH-Ergebnisse mit denen der FISH gut
Ubereinstimmten, sollte die CISH besser als die FISH zur HER2 Bestimmung geeignet sein,

da sie weniger teuer und aufwendig ist.

Wolf, Vera: Nachweis des HER2-Status in Stanzbiopsie und korrelierendem OP-Préparat
bei Mammakarzinomen: Ein Vergleich der drei etablierten Methoden (HercepTestO, CISH,
FISH).

Halle an der Saale, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2012
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Tiefkuhlfrost gelagert

Poly(oxy-1,2-ethandiyl)- Monododekansaure-Sorbitylester, ein nichtionischer

Polyoxyethylen Surfactant, verhindert die unspezifische Bindung bei
Immunoassays

Vil
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1 EINLEITUNG
1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist die haufigste maligne Tumorerkrankung der Frau (2004:
27,8 %) mit prognostisch 74500 Neuerkrankungen 2012 in Deutschland.
Durchschnittlich jede 8. Frau erkrankt in ihrem Leben an Brustkrebs. Erschwerend
kommt hinzu, dass das Mammakarzinom gleichzeitig mit anteilig 18 % die haufigste
Todesursache in der Gruppe der malignen Tumoren bei Frauen ist [1-3]. Die
Inzidenz ist seit 1980 leicht angestiegen. Dabei sinken die Rezidiv- und
Mortalitdtsrate geringfiigig. Ursachlich wird diese Entwicklung als Folge der
optimierteren Préaventions- und Therapiemal3nahmen vermutet. Die 2008 vom
Robert Koch-Institut geschatzte relative 5 Jahres-Uberlebensrate betragt 86 % .

In der Diagnostik des Mammakarzinoms kommen verschiedene Methoden wie die
klinische Untersuchung, bildgebende Verfahren und letztlich die bioptische
Sicherung zum Einsatz. Neben der histologischen Sicherung werden dabei auch
prognostische und pradiktive Faktoren bestimmt. Die Stanzbiopsie ist zur
Diagnosesicherung des Mammakarzinoms unerlasslich. Die Ergebnisse der
gewonnenen Gewebeprobe sollten trotz des zumeist geringen Anteils am
Gesamttumor zuverlassig sein, da das weitere therapeutische Vorgehen von ihnen
abhéangt. Insbesondere bei einem neoadjuvanten Therapieansatz ist dies enorm
wichtig, auch weil dies wegen der zunehmenden Bestrebung brusterhaltend zu
therapieren, immer mehr zum Einsatz kommt. Beim Eintreten einer kompletten
Remission infolge einer neoadjuvanten Therapie bietet das Stanzgewebe die
einzige Madglichkeit, die Tumoreigenschaften zu definieren. Wenngleich eine
Anderung des Tumorprofils im Therapieverlauf nicht auszuschlieRen ist. AuRerdem
konnte die Stanze potentiell bessere Aussagen uUber Tumoreigenschaften bieten, da
eine leichtere und damit auch bessere Fixierung des Stanzgewebes diskutiert wird
[4, 5]. Natirlich ist auch eine komplette Entfernung des Tumors durch die Stanze
madglich. Somit ist die histopathologische Diagnostik anhand der Stanzbiopsie
mafdgebend fur die Therapieentscheidung.

Zahlreiche Prognoseparameter konnen aus dem entnommenen Tumorgewebe
ermittelt werden. Dazu zahlen unter anderem die Tumorgrofl3e, der Nodalstatus, das
Grading, der Hormonrezeptorstatus, der HER2-Status, das Vorliegen von

Metastasen, uPA/PAI-1 und bestimmte Marker der Zellteilungsaktivitat wie Ki-67.
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Neue Parameter der Forschung sind beispielsweise GLI1 (glioma-associated
oncogene homolog 1), Cyclin D1b und p53 Mutationen. Auch Genexpressions-
Profiltests wie MammaPrint® (http://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/reviews/
K070675.pdf) oder Oncotype DX® (http://www.genomichealth.com) spielen
zunehmend eine Rolle [6-8].

Dabei ist ein Prognosefaktor ein Parameter, der zum Diagnose- oder
Operationszeitpunkt mit dem Gesamtiberleben, das hei3t dem Auftreten eines
Rezidivs oder einer Metastasierung korreliert. Dagegen ist ein pradiktiver Faktor mit
dem Ansprechen auf eine Therapie assoziiert [9]. Jedoch kann auch ein
Prognoseparameter einen pradiktiven Wert haben. Da beide Definitionen nicht
immer klar voneinander zu trennen sind, ist davon auszugehen, dass die
Uberexpression des Wachstumsfaktorrezeptors HER2 neben der Pradiktion des
Therapieansprechens auf Trastuzumab auch eine a priori ungunstigere Prognose
anzeigt [9-11].

1.2 Der Humane Epidermale Growth Factor Receptor HER 2

1.2.1 Nomenklatur

Bei etwa 10 — 15 % aller Mammakarzinome kann eine Amplifikation des HER2-Gens
oder eine Uberexpression des HER2-Proteins nachgewiesen werden. Das HER-
2/neu Gen wurde erstmals durch Shih et al., 1981 beschrieben [12]. Der Zusatz neu
stand dabei fir den Nachweis in Neuroglioblastoma von Ratten und wurde zum Teil
auch zur Bezeichnung des Gens gebraucht. Durch die weitere Forschung gelangte
man zur Erkenntnis, das dieses Gen eine groRe Ahnlichkeit mit dem EGFR (HER 1)
hat, welches den Epidermalen Growth Factor Receptor kodiert [13-16]. Ebenso
wurde entdeckt, das HER2 groRe Homologie mit dem Transformationsgen des
Erythroblastosevirus der Vogel zeigt. Daher stammt die Bezeichnung c-erbB2 [17].
Da verschiedene Arbeitsgruppen parallel an der Charakterisierung von HER2
beteiligt waren, erklart sich auch die Vielzahl an Bezeichnungen, wobei ,HER2*

aktuell die Gebrauchlichste ist.

1.2.2 Funktion

Das menschliche HER2-Gen befindet sich auf dem Chromosom 17q12-21.32 [18,
19]. Das Gen kodiert fur ein 185 kDa Transmembran-Glykoprotein (p185) mit
intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitdt, welches der Familie der EGFR (epidermal

growth factor receptor) zugeordnet wurde. Zu dieser Familie homologer
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Membranrezeptoren mit intrazytoplasmarer Tyrosinkinaseeinheit gehdren auf3erdem
der schon genannte EGFR (HER1), HER3 und HERA4.

Kein Ligand

NH2

L1 und L2 cysteinfreie Domane |
Ligandbindungsstellen

Domanel ll
S$1 und S2 cysteinreiche .
Di . . tell extrazelluldre
imerisierungstellen Domine Il Domane
Domane IV

Tyrosinkinase

intrazelluldre
Domadne

C-terminaler Bereich mit

COOH Phosphorylierungsstellen

HER2

Abbildung 1-1 Aufbau von HER 2 nach Stryer, L.: Biochemie, Spektrum der
Wissenschaft Verlagsgesellschaft mbH, Heidelberg, 5. Auflage, 1035, (1990).

HER2 besteht aus einer extrazellularen und einer intrazellularen Doméane, welche
mittels einer Transmembrandomane verbunden sind wie in Abbildung 1-1
dargestellt. Die extrazellulare Einheit besteht aus zwei cysteinfreien
Ligandenbindungsstellen und zwei cysteinreichen Dimerisierungsabschnitten. Diese
Einheiten werden fortlaufend auch als Doméane I-1V Klassifiziert. Der intrazellulére
Anteil besteht aus einer Tyrosinkinaseeinheit mit C-terminalen
Phosphorylierungsstellen.

Die Bindung eines extrazellularen Liganden fihrt zur Bildung von Hetero- oder
Homodimeren, aktiviert so die intrazellulare Tyrosinkinase, welche dann spezielle
Zielproteine phosphoryliert und dartber Signalkaskaden wie in Abbildung 1-1
dargestellt, initialisiert. Die epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren werden durch

Anlagerung von Liganden (beispielsweise EGF, TGFa, Heregulin) an die
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Zellmembran reguliert: Abbildung 1-2 [19, 20]. Lediglich fur HER2 konnte bis heute
kein spezifischer Ligand gefunden werden, so dass man davon ausgeht das er
keinen eigenen Liganden besitzt [21]. Bei HER3 fehlt dagegen die intrinsische
Tyrosinkinaseaktivitat [22]. HER2 entfaltet seine Wirkung durch Bildung von Homo-
oder Heterodimeren mit sich selber oder den anderen HER. Dabei ist HER2 der
bevorzugte Bindungspartner der anderen HER-Rezeptoren, weil HER2 im
Gegensatz zu den anderen immer in der offenen Bindungskonfiguration vorliegt
(Domaine Il ist immer zur Dimerisierung bereit), welche die anderen erst nach
Ligandenanlagerung zeigen [23, 24]. Aul3erdem sind die mit HER2 gebildeten

Dimere in ihrer Signalstarke den anderen Komplexen tberlegen [25].

EGF, TGFa )
Amphiregulin, Beta-Cellulin, Epiregulin, Hereguline NRG (Neuregulme).-z, .
HB (heparinbinding-EGF) NRG-3, Beta-Cellulin, Hereguline
Kein Ligand
NH2 NH2 NH2

II\IHZ

extrazellulldr

intrazellular

COOH COOH COOH COOH

Inaktive Tyrosinkinase

HER1 HER2 HER3 HER4

Abbildung 1-2 Die HER Familie mit entsprechenden Liganden nach
http://www.epgonline.org/images/nclc/2022_01.gif.

Nach Dimerisierung kommt es zu einer Autophosphorylierung der
zytoplasmatischen Tyrosinkinase gefolgt von einer Initialisierung verschiedenster
Signalkaskaden: Abbildung 1-3 [23, 26, 27]. An die phosphorylisierte Bindungsstelle
kénnen sich bestimmte Proteine wie Grb2, Shc, Src und PI3K anlagern, welche den
MAPK oder AKT-Pfad initialisieren [28]. Die HER2-Aktivierung fihrt zu
Zellwachstum. Wahrend der Embryogenese ist HER2 an der Brustentwicklung,
somit insbesondere an der Zelldifferenzierung beteiligt. Dartber hinaus verhindert
die HER2-Uberexpression die Induktion von Apoptose der Zelle. Bei iilbermaRiger

Aktivierung fordert HER2 die maligne Transformation, die Invasion (Adhasion,
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Migration), die Metastasierung und die Angiogenese (VEGF wird hochreguliert) der
Zellen [29, 30].

Ligand HER HER2

Dimerisation

mutated p53

Vligration Adhesion Growth Proliferatior

Abbildung 1-3 HER 2 pathways nach Park, J.W., Neve, R.M., Szollosi, J. & Benz,
C.C. (2008). Unraveling the biologic and clinical complexities of HER2. Clin Breast
Cancer, 8, 392-401 und Meric-Bernstam, F. & Hung, M.-C. (2006). Advances in
Targeting Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 Signaling for Cancer
Therapy 10.1158/1078-0432.CCR-06-1732. Clinical Cancer Research, 12, 6326-
6330.

1.2.3 Uberexpression und Genamplifikation

Entsprechend seiner Funktion handelt es sich demnach bei dem HER2-Gen um ein
Protoonkogen, da dessen UberméaRige Aktivierung an der Tumorigenese von Zellen
beteiligt sein kann. Dabei geht man von einer verstarkten und verlangerten
Signaltransduktion von zur Tumorentwicklung beitragenden Transmittern [20], einem
verstarktem Recycling von HER2 assoziierten Dimeren mit Prasentation an der
Zellmembran und einer ligandenunabhangigen Rezeptoraktivierung [31] aus.

HER2 ist in ca. 10-15 % der invasiven Mammakarzinome Uberexprimiert [32-34].
Beim DCIS wird der Anteil der Uberexprimierenden Zellen sogar mit 40-60 %
angegeben [35, 36]. In der Arbeit von Roses et al. (2009) korrelierte eine HER2

Uberexpression im DCIS mit dem Vorliegen invasiver Foci. Dies spricht fur die
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bedeutende Rolle von HER2 bei der Tumorigenese [36]. Gegenteilige Ergebnisse
lassen hier keine abschlieRende Bewertung zu [37, 38].

Eine Uberexpression von HER2 im Bereich der Zellmembran konnte beispielsweise
auch bei Magen-, Ovarial, Harnblasen-, Pankreas-, Lungen- und
Gallenblasenkarzinomen festgestellt werden [39]. Dabei ist das Protein bis zu
100fach gegeniiber dem Normzustand exprimiert [40]. Diese Uberexpression wurde
wiederum auf eine Amplifikation des HER2-Gens zurlickgefuhrt, da dies stark
miteinander korreliert [41, 42]. Jedoch sind auch Falle bekannt, bei denen trotz
eindeutiger Proteintberexpression keine Genamplifikation nachgewiesen werden
konnte und vice versa [43, 44]. Eine HER2 Uberexpression lasst sich auRerdem u.a.
auf der Zellmembran von Kardiomyozyten und benignen Mammaepithelzellen

nachweisen.
1.2.4 Testalgorithmus

Der genaue Algorithmus zur Bestimmung von HER?2 ist aktuell wie in

Abbildung 1-4 dargestellt festgelegt.
Testalgorithmus HER2

Mammakarzinomgewebe

IHC zum Nachweis einer Uberexpression (von der FDA zugelassen HercepTest™, CB11, TAB4B5)

A 4 A 4 \ 4

0, 1+ 3+
negativ positiv

2+
aquivok

’

Retestung mit ISH

ISH (FDA zugelassen FISH, CISH) Amplifikation = positiv

Mono: nur HER2 Sonde: >6 Kernsignale positiv

Dual: zusatzliche Sonde fir Zentromer von Chromosom17
HER2/Chr. 17 ratio 22,0 positiv
oder
HER2/Chr. 17 ratio 22,2 positiv
HER2/Chr. 17 ratio 1,8-2,2 &quivok

Abbildung 1-4 Testalgorithmus HER2 nach Wolff et al., 2007[45].

Der positive HER2-Status ist aktuell definiert bei Vorliegen einer
immunhistochemischen Uberexpression von 3+ nach DAKO Score [45, 46].

Von der FDA zugelassene Antikdrper zur Durchfiihrung der Immunhistochemie sind
dabei:
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1) DAKO HercepTest™, Danemark,

2) BioGenex InSite™ Her-2/neu Mouse Monoclonal Antibody (Clone CB11) Kit,
BioGenex Laboratories, Inc., Norris, CA;

3) PATHWAY™ HER2 (Clone CB11), mouse monoclonal antibody, Ventana
Medical Systems, Inc, Tucson, AZ;

4) PATHWAY® anti-HER-2/Neu (4B5), rabbit monoclonal antibody, Ventana
Medical Systems, Inc, Tucson, AZ.

Auch der Nachweis der Amplifikation des HER2-Gens mittels ISH ist zum Nachweis

eines positiven HER2-Status moglich. Hierbei sind von der FDA zugelassen:

1) FISH mit DakoCytomation HER2 FISH pharmDx™ Kit, Danemark,

2) FISH mit PathVision®- HER2/neu-DNA- Sonden Kit, Abbott, USA

3) CISH von SPOT-Light® HER2 CISH™ Kit, Invitrogen Corporation, Carlsbad,
CA.

4) CISH mit HER2 CISH pharmDx(TM) Kit, DAKO, Danemark

Diesbezuglich féallt auf, dass eine Vielzahl von Antikdrpern und DNA-Sonden
existieren, die ebenfalls eine gute Ubereinstimmung und Reproduzierbarkeit
aufweisen, jedoch keine generelle Empfehlung erhalten [47].

Bei Vorliegen eines IHC 2+ Ergebnisses ist generell der Nachweis einer
Amplifikation von HER2 mittels ISH zusatzlich notwendig. Die ASCO-CAP Leitlinien
verlangen erst die Durchfiihrung der IHC und lediglich bei IHC 2+ Ergebnis die
zusatzliche Durchflhrung einer ISH [45].

Schwach positiv exprimierte Falle (IHC 2+, aquivok) zeigen haufig eine Polyploidie
des Chromosom 17, welche mittels Dual In Situ Hybridisierung mit einer
zusatzlichen Sonde fir das Zentromer von Chromosom 17 nachgewiesen werden
kann. Uberwiegt der Einfluss der Polyploidie gegeniiber der HER2-Amplifikation
(HER2/CEP17-Ratio<2,0, bzw. <1,8) ist von einem negativen HER2-Status
auszugehen. Erlangt man ein aquivokales Ergebnis in der ISH, empfiehlt sich die
Auswertung zusatzlicher Zellen oder die Retestung. Zusammenfassend zeigt sich
dabei die Notwendigkeit der permanenten Qualitatssicherung der HER2-
Bestimmung. Dies muss intern durch mitgefiihrte Referenzproben und randomisierte
Mehrfachbestimmung von unterschiedlichem Tumormaterial wie bei heterogenen
Tumoren generell empfohlen, umgesetzt werden. Zuséatzlich sollte aber eine
Teilnahme der Institute an Ringversuchen oder bei Bedarf eine Fremdbestimmung

zur Zweitmeinung erfolgen.




KaPITeL 1 EINLEITUNG

1.2.5 Pradiktiver und prognostischer Wert

Die Uberexpression von HER2 geht mit einer schlechteren Prognose einher [33, 48-
50]. Es ist noch immer umstritten, ob es sich dabei lediglich um einen
Prognosefaktor bei nodalpositiven Patienten handelt oder ob dies auf alle HER2
positiven Patienten zutrifft [51-54]. Die meisten Studien gehen jedoch auch von
einer generell schlechteren Prognose HER2 positiver Tumoren aus [49, 55-58].
HER2 Positivitat wird haufiger bei gréReren Tumoren, Lymphknotenbefall, héherem
Grading, sowie verminderter Expression von Steroidrezeptoren gefunden [59-61].
Wobei andere Publikationen die Unabhangigkeit von Tumorgréf3e, Grading,
Nodalstatus oder Patientenalter proklamieren [62-64]. Bei positivem HER2-Status
findet man anteilig vermehrt die Entwicklung von Hirnmetastasen (in 25-48 %). Dies
kann Folge der generell grol3eren Aggressivitat als auch der Akzeptanz der Blut-Hirn
Schranke der Therapeutika sein [65-67]. Zusatzlich hat HER2-Positivtat einen
pradiktiven Charakter, beispielsweise hinsichtlich des positiven Ansprechens auf
bestimmte Chemotherapien (vermehrtes Anthrazyclinansprechen, vermutlich durch
Nachbarschaft vom Topoisomerase Il alpha- Gen bei gleichzeitiger Amplifikation
[68]) und natirlich fur die zielgerichtete Therapie mittels Trastuzumab und Lapatinib.
Hinsichtlich einer antihormonellen Therapie (Tamoxifen) wird ein vermindertes
Ansprechen bei HER2 und Hormonrezeptor positiven Patienten vermutet [34, 69-
73], da die Aktivierung von HER2 uber p38 (MAPK pathway) eine ubermaRige
Aktivierung des ER zur Folge haben kann [52, 74-76]. Bei Aromatasehemmern gibt
es dazu widerspruchliche retrospektive Ergebnisse. Zum einen wurde ein besseres
Ansprechen der speziellen Kohorte im Vergleich zu Tamoxifen gezeigt [77],
andererseits gab es widersprichliche klinische Ergebnisse, die keinen Unterschied
nachweisen konnten [78, 79]. Man wird weitere prospektive Resultate abwarten
missen, um eine Klarung zu erreichen [80].

Zusammenfassend wird fir HER2 ein pradiktiver Wert vermutet, klinisch relevant ist
dies aber bis dato nur fur die Behandlung mit anti-HER2 Wirkstoffen (Trastuzumab,
Lapatinib etc.)[9].

1.3 Therapie HERZ2 positiver Mammakarzinome

Mit der Charakterisierung des HER2-Epitops wurde die Moglichkeit fir eine
zielgerichtete Therapie entwickelt. Wenn Tumorzellen HER2 als Ziel (target)
Uberexprimien, werden aufgrund der spezifischen Blockade der dadurch gestorten
Signalkaskade diese Tumorzellen in ihrem Wachstum gehemmt und gegebenenfalls

zerstort. Durch diese zielgerichtete Therapie konnte die Prognose insgesamt
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deutlich verbessert werden. Man geht von weniger systemischen Nebenwirkungen
des Medikaments aus, da die Proteine, ihre Wirkung nur dort entfalten, wo HER2

vorkommit.
1.3.1 Trastuzumab

Als erstes HER2 zielgerichtetes Medikament wurde Trastuzumab (Herceptin®,
Genentech, South San Franzisko, CA) (1998 in USA, 2000 in Deutschland)
zugelassen. Es handelt sich dabei um einen humanisierten rekombinanten
monoklonalen 150 kDa Antikdrper, welcher kompetitiv an die Extrazellulardomane
des HER2-Rezeptors bindet [81]. Trastuzumab blockiert dadurch die Bildung von
Dimeren, vermindert damit die Signalweitergabe und flhrt zur Immunreaktion mit
folgender Zytolyse sowohl durch Aktivierung der zellularen Immunitat [82] als auch
durch eine komplementabhéngige Immunreaktion gegen die Zelle [83]. Es
veranlasst Uber p27Kipl und p21 einen Zellzyklusarrest in der G1 Phase und damit
die Apoptose der Zellen [84]. Uber die verstarkte Aktivitat von PTEN wird der PI3K
pathway gehemmt. Der HER2-Rezeptor wird auRerdem nach Bindung verstarkt
internalisiert und durch Endozytose abgebaut. Durch diese Verminderung der
HER2-Menge auf der Zellmembran wirkt Trastuzumab der eigentlichen
Uberexpression entgegen. Das Zellwachstum und die GefaRRneubildung (Hemmung
der Angiogenese durch Blockierung proangiogenetischer Faktoren und Induktion
von Anti-Angiogenesefaktoren [85]) werden ebenfalls gehemmt. Die DNA-
Reparaturmechanismen nach Chemotherapie oder Radiatio werden eingeschrankt
und die Apoptose verstarkt induziert [86]. Auch die Abspaltung der ECD wird
vermindert [87, 88].

Die erste Zulassung bei Wirksamkeitsnachweis bei fortgeschritten metastasiertem
Mammakarzinom alleine und in Kombination mit Chemotherapie erlangte
Trastuzumab in Deutschland im Jahr 2000 [89]. Dann folgte nach entsprechenden
Studienergebnissen 2006 auch die Zulassung fur die adjuvante Therapie [90, 91].
Eine Empfehlung fir den off label use bei neoadjuvantem Einsatz wurde u.a. von
der AGO Mamma 2011 bei signifikant groRerer Ansprechrate bei Kombination von
Paclitaxel mit Trastuzumab herausgegeben mit nun folgender Zulassung 2012 [92,
93].

Bei adjuvantem Einsatz im Frihstadium wurde eine 50 % Reduktion des
Rezidivrisikos, als auch eine Verringerung des Risikos am Mammakarzinom zu
sterben um ein Drittel beschrieben [84, 90, 91, 94]. Bei first line Einsatz bei
metastasiertem Mammakarzinom ist eine alleinige Ansprechrate von 26 % [95] und

in Kombination mit Chemotherapie von 63-79 % [96] beschrieben.
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Zentrale Studien mit Trastuzumab zeigten eine Verbesserung des Ansprechens von
32 % auf 50 % bei Chemotherapie versus Chemotherapie mit Trastuzumab-Gabe
(n=469, Patienten mit IHC 2+ und 3+ eingeschlossen) [97]. Damit wurde die
Prognose der HER2 positiven Patienten drastisch verbessert. Dies hat zum Wandel
in der Einschatzung der Aggressivitat HER2 positiver Tumoren mit Separierung der
Jriple negativen® Mammakarzinome gefihrt.

Wabhrscheinlich tritt jedoch bei allen Tumoren irgendwann im Verlauf der Therapie
eine Trastuzumabresistenz auf [95, 97]. Piccart-Gebhart et al. gehen davon aus, das
ca. 15 % aller HER2 positiven Mammakarzinome eine primare Resistenz aufweisen
[90].

Aufgrund der Uberexpression von HER2 auf Myokardzellen ergibt sich die
geringgradige Kardiotoxozitdt mit Folge einer im Allgemeinen reversiblen dilatativen
Kardiomyopathie in 1-4,5 % der Falle [98, 99]. An einem Mausmodel konnte gezeigt
werden, das HER2-HER4 Heterodimere nach akuten Stress-Signalen einen
Myozyten-Uberlebenspfad initialisieren [100]. Deshalb sind Patienten mit kardialen
Einschrankungen vor einer moglichen Therapie zu identifizieren. Weitere mdgliche
Nebenwirkungen sind anaphylaktische Reaktionen, grippeartige Symptome,

periphere Odeme, Exantheme, Schlafstérungen, sowie gastrointestinale Symptome.
1.3.2 Lapatinib

Seit 2008 gibt es bei HER2 positivem Tumor in Deutschland ein zweites
zugelassenes  Medikament namens  Lapatinib  (Tyverb®, GW572016,
GlaxoSmithKline, Research Triangle Park, NJ, USA). Es handelt sich dabei um ein
sogenanntes ,small molecule”, welches die intrazellulare Tyrosinkinase von
HER1(EGFR) und HER2 hemmen kann. Es bindet reversibel an der ATP-
Bindungsstelle. Es hemmt die Aktivierung von Akt und MAPK. Die Zulassung
erstreckt sich auf die Anwendung bei metastasierten Patienten nach dem Einsatz
von Anthrazyklinen, Taxanen und Herceptin in einer Kombination mit Capecitabin.

Vorteil von Lapatinib gegeniber Trastuzumab ist die orale Einnahme, die
Uberwindung der Blut/Hirnschranke und die Wirksamkeit bei einem Verlust der
extrazellularen Doméne. Auch die Tamoxifensensitivitit kann mit Lapatinib
verbessert werden [101]. Nachteilig ist, das aufgrund der zusétzlichen Blockade von
EGFR (HER1) auch zusatzliche Nebenwirkungen eine Rolle spielen kodnnten.
Diarrh6e, Hauttoxizitat, Fatigue und Leberwerterhéhung sind dabei vorrangig zu
nennen. Die kardiale Toxizitat scheint weniger ausgepragt als unter Trastuzumab zu

sein, wenngleich sie nicht definitiv ausgeschlossen werden kann. Doch der

10
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Vergleich ist durch die meist primar gelaufene Trastuzumabtherapie aufgrund eines

mdglichen Selektionsfehlers erschwert [102].

1.3.3 Therapieresistenz

Ein aktuelles Forschungsthema ist die Resistenz gegeniiber Anti-HER2 gerichteten
Therapien. Dabei kdnnen Verdnderungen des HER2-Rezeptors eine Rolle spielen.
Zum Beispiel kann sich die ECD (p95) ablosen [88] oder ein membranassoziiertes
Glykoprotein namens MUC4 kann sterisch die Anlagerung von Trastuzumab
verhindern [103, 104]. Die Zellen kénnen aber auch alternative Signalwege mittels
Uberexpression von IGF1R [105, 106] oder VEGF einschlagen. Auch mittels
Signalweitergabe tUber HER1/HER3 oder HER1/HER1 Dimere oder infolge erhéhter
Ligandenkonzentrationen kann der blockierte HER2- Signalweg umgangen werden.
Ebenso konnen die beteiligten Effektoren des HER2-Signalweges in der Zelle, wie
reduzierte Level von PTEN [107] oder p27kip1 [108] und erhdhte Level von Akt [109,
110] HER2 gerichtete Therapien einschranken [101]. Interessant ist dabei die
Feststellung, das HER2 hoch amplifizierte Mammakarzinome (HER2/Chr.17 ratio

15-22) haufiger eine Resistenz auf Trastuzumab zeigen [111, 112].

1.3.4 Neue Therapieoptionen — Zukunft

Der Ausblick auf neue Therapieansatze ist vielversprechend. Es sind unter vielen
Anderen Pertuzumab (Omnitarg®, ein Antikérper gegen die Dimerisierungsdoméne
von HER?2), T-DM1 - ein Konjugat aus Trastuzumab und der zytotoxischen Substanz
Emtansin, RADOO1 (Everolismus®, mTOR Inhibitor), neue Tyrosinkinaseinhibitoren
(Neratinib und Pazopanib), sowie E75 - ein adjuvanter Impfstoff gegen HERZ2 in der
Testung [87, 113-115]. Dabei sind die Kombinationen aus zielgerichteten
Substanzen  miteinander, als auch mit anhaftenden  zytotoxischen

Chemotherapeutika sehr interessante Ansatze.
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KaPITeL 1 EINLEITUNG

1.4

11

1.2

13

3.1

3.2

3.3

Zielstellung

Welche Validitat (Spezifitat/Sensitivitat) besitzt die HER2-Bestimmung mittels
HercepTest™, CISH und FISH am stanzbioptischen Material bei
Patientinnen mit resektatgesichertem Mammakarzinom?

Wie grof3 sind dabei die pradiktiven Vorhersagewerte des HER2-Status des
stanzbioptischen Materials bei Patienten mit resektatgesichertem
Mammakarzinom?

Wie sind die Ergebnisse der einzelnen Methoden zur HER2-Bestimmung von
Stanze und Resektat miteinander assoziiert (Konkordanz (beobachtete

Ubereinstimmung), sowie zufallskorrigierte Ubereinstimmung)?

Wie sind die HER2-Status Ergebnisse der drei Methoden HercepTest™,
CISH und FISH innerhalb des Stanz- und OP-Kollektives miteinander
assoziiert (je zwei miteinander: Konkordanz (beobachtete Ubereinstimmung),

sowie zufallskorrigierte Ubereinstimmung)?

Welche Validitat besitzt die Hormonrezeptorbestimmung (Ostrogenrezeptor
und Progesteronrezeptor) anhand von stanzbioptischem Material bei
Patienten mit resektatgesichertem Mammakarzinom?

Wie grol3 sind die pradiktiven Vorhersagewerte des Hormonrezeptor-Status
des stanzbioptischen Materials bei Patienten mit resektatgesichertem
Mammakarzinom?

Wie sind die Ergebnisse des Hormonrezeptor-Status von Stanze und
Resektat miteinander assoziiert (Konkordanz (beobachtete

Ubereinstimmung), sowie zufallskorrigierte Ubereinstimmung)?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tumorkollektiv

Es wurden ausschlief3lich Patienten in die Studie aufgenommen, die im Zeitraum
von Anfang 2003 bis 2008 in der Universitatsklinik fur Gynékologie (Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg) aufgrund eines Mammakarzinoms operiert wurden. Die
Stanzbiopsien der Mammakarzinome wurden dabei entweder in der dortigen
Ambulanz oder in der Universitatsklinik fur Radiologie entnommen.

Fur die sonographisch gestitzte Stanzbiopsie wurde in unserer Ambulanz das
Achieve® Automatic Biopsy System CA 1411, ein koaxiales programmierbares
automatisches Biopsie-System, 14 G x 1lcm. (Cardinal Health, Vaughan, Kanada)
verwendet. Damit erfolgte die Entnahme von 5-6 Zylindern.
Bei sonographisch gestitzten Stanzen in der Mammographie-Abteilung
(Universitatsklinik fir Radiologie) wurde entweder auf das gleiche System oder auf
eine sonographisch gestitzte Vakuumbiopsie: Biopsy Probe Vacora Biopsiesystem
10118 (10 G x 118 mm) (Bard Biopsy Systems, Tempe, AZ, USA), (ebenfalls 5-6
Zylinder) zurtickgegriffen. Mammographisch und MRT gestutzte Stanzbiopsien
erfolgten mit dem Vakuumstanzsystem Mammotome® MST11B (11Gauge)
(Biopsys, Irvine, CA, USA) bei Entnahme von 10-20 Stanzzylindern.

Die Stanz- und Resektatgewebe wurden unmittelbar nach Entnahme (spatestens 15
Minuten danach, aufgrund der Praparateradiographie) in 4 %-iger neutral gepufferter
Formalinlésung fur mindestens 2 (Stanzen), bzw. 6 (Resektate) bis maximal 48
Stunden fixiert und dann in Paraffin eingebettet. Im Durchschnitt lagen drei bis
sechs Stanzzylinder in Paraffin vor. Abhé&ngig war die Anzahl dabei von der
Stanzbiopsiemethode als auch von der makroskopischen Einbettung durch das
Institut fur Pathologie. Aul3erdem wurden zumeist drei Stanzzylinder an das
Forschungslabor der Universitatsklinik fir Gynékologie (Leitung Herr Prof. Dittmer)
abgegeben.

Alle Proben wurden retrospektiv aus dem Institut fir Pathologie (Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg) rekrutiert, wo sie zuvor bereits histopathologisch
ausfihrlich im elektronischen Befundsystem (PAS, Computersystem Paschmann)
beschrieben worden waren. Bei diesem Kollektiv wurde auf die Rekrutierung von
neoadjuvant therapierten Patienten, sowie von Paaren mit wenig Resttumor im
Block verzichtet. Es handelt sich in allen Fallen um Mammagewebe mit

Karzinomanteilen. Dabei wurden Blocke ausgewahlt, bei denen bereits fur die
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histopathologische Diagnostik der HercepTest™ routinemaRig durchgefiihrt wurde.
Bei den 90 Fallen, wo kein HercepTest™-Ergebnis vorlag, wurde die Auswahl nach
lichtmikroskopischer Beurteilung der Praparate und in Bezug auf Lokalisation der
Stanzhéhle im Tumor getroffen und die Immunhistochemie mit dem HercepTest™
Kit der Firma DAKO nachgefertigt. Im Anschluss wurden die Proben mittels CISH im
Labor des Institutes fiur Pathologie der MLU Halle-Wittenberg analysiert. Danach
fuhrte ich eine priméare Beurteilung der Proben durch. Anschlielend fand eine
verblindete Bewertung durch einen erfahrenen Pathologen (Prof. Dr. med. H.-J.
Holzhausen) des Institutes fur Pathologie (Martin-Luther-Universitdt Halle-
Wittenberg) statt. Nach der Auswertung wurden alle Blocke in das Institut fr
Pathologie des Universitatsklinikums Carl Gustav Carus Dresden geschickt, wo die
FISH-Testung einschlie3lich ihrer Auswertung ebenfalls verblindet durchgefiihrt

wurde.

2.2 Zusammensetzung des Kollektives

Es wurden alle Testergebnisse ausgewertet. Insgesamt konnten wir von 222
Patientinnen ausgehen, von denen wir jeweils ein HercepTest™-Ergebnis der
Stanze und des zugehorigen OP-Resektates vorweisen konnten. Davon konnten wir
bei 211 Patienten eine CISH bei beiden Préparatetypen erfolgreich durchfiihren. In

185 Fallen konnten wir ein komplettes FISH-Ergebnis hinzufiigen.

Tabelle 2-1 Zusammensetzung des Kollektives

Stanzen Resektate Paare
ges. 222 222 222
IHC ER 222 204 204
IHC PgR 222 202 202
HercepTest™ 222 222 222
CISH 218 216 211
FISH 202 193 185

IHC ER Immunhistochemie Ostrogenrezeptor, IHC PgR Immunhistochemie Progesteronrezeptor

Es wurden 208 Stanz-/OP-Gewebepaare zur FISH-Durchfiihrung versandt. Drei
Féalle fehlten bei Versendung der Blocke.

Bei der Vorbereitung zur Hybridisierung war in 10 Resektatfdllen und drei
Stanzfallen kein Tumor oder zu wenig Resttumor nachweisbar. In sechs weiteren

Fallen war die Hybridisierung trotz mehrfachen Versuches erfolglos geblieben.
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Davon waren zwei Stanzfalle. Jeweils zwei Stanzblécke und Resektatblocke wurden
aufgrund ihres Fehlens im Kollektiv nicht hybridisiert.

Die folgenden Tabellen ( Tabelle 2-2 bis 2-5) geben einen Uberblick iber die
Verteilung des pT-Status, des pN-Status, den Differenzierungsgrad, sowie des

histologischen Subtyps im Kollektiv.

Tabelle 2-2 Verteilung des pT-Status des Kollektives nach [116].

pT-Status Anzahl Prozent
pTla 6 2,7
pT1b 35 15,8
pTlc 92 41,4
pT2 78 35,1
pT3 5 2,3
keine Angabe 6 2,7

pT entsprechend [116]
Anzumerken ist, dass im Kollektiv keine pT4 Falle eingeschlossen sind, da hier

klinisch zumeist ein neoadjuvanter oder palliativer Therapieansatz beschlossen
wurde. Damit ware bei diesen Fallen keine adaquate Auswertung im Rahmen

Vergleich der Stanze und des Resektates mdglich gewesen.

Tabelle 2-3 Verteilung des pN-Status im Kollektiv nach Singletary et al. 2002[117]

pN-Status Anzahl Prozent
pNO 151 68,0
pN1 39 17,6
pN2 11 5,0
pN3 7 31
keine Angabe 14 6,3

Tabelle 2-4 Verteilung des Grading innerhalb der Resektate nach Elston & Ellis [118];

G = Grading
Grading Anzahl Prozent
Gl 45 20,3
G2 131 59,0
G3 38 17,1
keine Angabe 8 3,6
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Tabelle 2-5 Verteilung des histologischen Subtypes innerhalb der Resektate

Histologie Anzahl Prozent
duktal 175 79,2
lobular 24 10,9
duktulolobular 8 3,6
basalzellartig 2 0,9
medullar 2 0,9
tubular 5 2,3
muzinds 3 1.4
siegelringartig 1 0,5
papillar 1 0,5
keine Angabe 1 0,5

2.3 Labormaterialien

2.3.1 Chemikalien, Antikorper und Kits

Tabelle 2-6 Chemikalien, Antikdrper und Kits

AEC-Chromogen-Substratlosung

Zytomed Systems, Berlin

BT-Puffer:
6,2 g Natriumhydrogencarbonat
0,1 g tri-Natriumcitrat x 2H,O

in 500 ml destilliertem Wasser

Merck, Darmstadt

CISH — Zyto Dot SPEC HER2 Probe
Kit

Zytomed Systems, Berlin

Ethanol 96 %

Mallinckrodt Baker, Deventer,

Niederlande

FISH — PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit

Abbott Molecular, Abbott Park, Illinois,
USA

Hamalaun nach Mayer:
1 g Hamatoxylin

0,2 g Natriumjodat

Merck, Darmstadt
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50 g Aluminiumkaliumsulfat
50 g Chloralhydrat
1 g Zitronensaure

auf 1000 ml destilliertes Wasser

HercepTest™(DAKO) Kit

DAKO, Glostrup, Danemark

Immunhistochemie-Kit

Zytomed Systems, Berlin

Natriumcitratpuffer pH 6,0:

9ml 0,1 M Zitronensaure

41 ml 0,12 M Natriumcitrat

auf 500 ml destilliertes Wasser (pH

einstellen)

Merck, Darmstadt

Natriumthiocyanatldsung 1M in

destilliertem Wasser

Merck, Darmstadt

Ostrogen Rezeptor Antikorper (Clone
SP1)

Lab Vision Corporation, Fremont,
Kalifornien,
USA

PBS (phosphate buffered saline)
0.01 M phosphate buffer, 0.0027 M
potassium chloride and 0.137 M
sodium chloride, pH 7.4, at 25 °C.

Sigma, Deisenhofen

Pepsinldsung:
1g Pepsin vorsichtig in 10ml

destilliertem Wasser gelost

Merck, Darmstadt

Pepsin-HCL-L6sung:
85 ul Pepsinlésung mit 915 pl HCL
(pH 2,0) mischen

Merck, Darmstadt

Progesteron Rezeptor Antikorper
(Clone SP2)

Lab Vision Corporation, Fremont,
Kalifornien,
USA

SSC Puffer (20-fach)
einfach:

0.150 M Natriumchlorid,
0.015 M Natriumcitrat

Merck, Darmstadt
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TBS Puffer

8,8 g NaCl (Endkonzentration 150

mM), Sigma, Deisenhofen

2,42 g Tris-HCI (20 mM) in 1000 ml
H20

Xylol

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer,

Niederlande

2.3.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2-7 Geréte und Verbrauchsmaterialien

Abzug

Trox Technik, Neukirchen-Viuyn

Dampfgarer Multi Gourmet Braun®

Braun GmbH, Kronberg/Taunus

Deckglaser

Menzel-Glaser, Braunschweig

Fixo Gum (Rubber Cement)

Zytomed-Systems, Berlin

ISH-Hybridizer "Thermo Brite"

Zytomed Systems, Berlin

Magnetriihrer MR3001

Heidolph Instruments, Schwabach

Mikroskop BX40 F4

Olympus, Hamburg

Mikroskop Axioplan 2, Objective Plan-
apochromat _100=1:40, Filter Double
band pass filter set 23

Zeiss (Oberkochen)

Objekitrager Super Frost Plus®

Menzel-Glaser, Braunschweig

Pipetboy

Integra Biosciences, Fernwald

Pipettenspitzen

Greiner, Nirtingen

Reaktionsgefalie

Eppendorf, Hamburg

Shandon Coverplates™

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Zentrifuge 5810R

Eppendorf AG, Hamburg
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2.4 Immunhistochemie Ostrogenrezeptor SP1 und
Progesteronrezeptor SP2 (Lab Vision Corporation)

2.4.1 Grundlagen

Das immunhistochemische Verfahren erfolgte mit der indirekten Avidin-Biotin-
Komplex-Methode. Nach der Bindung des monoklonalen Antikdrpers (Kaninchen
anti-Mensch gegen ER bzw. PgR gerichteter Antikérper) an das entsprechende
Epitop erfolgt die Zugabe eines biotinylierten Sekundarantikdrpers. Die danach
verabreichte Peroxidase konjugiert mit Streptavidin-Molekilen reagiert mit dem
gebundenen Biotin. Durch die Zugabe des AEC Chromogen, welches durch die

Peroxidase lokal zur Anfarbung fiihrt, erfolgt die Visualisierung des Epitopes.

2.4.2 Durchfihrung und Auswertung

Die Durchfuhrung erfolgte manuell mit konventionellen Shandon Coverplates™, den
Primarantikérpern der Firma Lab Vision Corporation und dem Immunhistochemie Kit
der Firma Zytomed®. Nach der Herstellung 2-4 um dicker Schnitte wurden die
Praparate auf Superfrost-Objekttrager aufgezogen. AnschlieRend wurden die
Schnitte bei 58°C fur mindestens 2 Stunden getrocknet. Es folgte die
Entparaffinierung im Xylol-Bad fur zweimal 10 Minuten und die anschlieRende
Hydratation in absteigender Ethanolreihe bis 100 % destilliertes Wasser.
AnschlieBend wurde mit PBS fur 2x3 Minuten gespult. Zur Demaskierung der
Antigene (epitope retrieval) wurden die Schnitte in Natriumcitratpuffer pH 6,0 (L0mM
Natriumcitratpuffer: 14,7g Tri-Natriumcitrat auf 500ml destilliertes Wasser mit -21ml
IN HCL auf pH 6 eingestellt) fur 40 Minuten bei 95°C im Dampfgarer erhitzt. Fur
weitere 20 Minuten verblieben sie zum Abkuhlen bei Raumtemperatur.

Es wurde mit destilliertem Wasser gespult und fur 10 Minuten in 3 % H,O, inkubiert,
Danach wurden die Objekttrager in die Shandon Coverplates™ eingelegt und erneut
mit destilliertem Wasser, sowie fur 3x1 Minute mit PBS gespult. Nachdem der
Primarantikérper entsprechend der Versuchsvorschrift der Firma Lab Vision
Corporation auf 1:400 verdunnt wurde, erfolgte die Inkubation der Schnitte fur 30
Minuten. AnschlieRend wurden vier Tropfen des biotinylierten Ziege anti-Kaninchen
Sekundarantikorpers fur 10 Minuten Dauer aufgetropft. Es folgten vier Tropfen des
Streptavidin konjugiert mit der Meerrettichperoxidase fir weitere 10 Minuten. Nach
erneutem Waschen mit PBS fur 3x3 Minuten wurden die Objekttrager aus den
Coverplates ausgespannt. In horizontaler Lage erfolgte die Inkubation mit frisch

zubereitetem AEC-Chromogen-Substrat (Aminoethylcarbazol) fir 10 Minuten. Nach
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einem Spllgang in der Klvette mit Leitungswasser wurde fir 5 Minuten mit

Hamalaun nach Mayer gegengefarbt. AbschlieBend wurde erneut mit
Leitungswasser gesplult.

Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop nach folgenden Kriterien (Tabelle 2-8):
Die Farbeintensitat (SI) der Anfarbung und der Prozentsatz positiver Zellkerne
werden gegeneinander aufgetragen. Die zugewiesenen Punkte werden jeweils
miteinander multipliziert und ergeben den IRS. Alle Praparate mit einem IRS-

Ergebnis > 2 zeigen dabei einen positiven Befund.

Tabelle 2-8 Immunreaktiver Score Hormonrezeptoren nach Remmele, W. & Stegner,
H. (1987) [119].

Farbeintensitat
Prozentsatz positiver Keine Schwache MaRige Starke
Zellkerne Farbreaktion Farbreaktion | Farbreaktion |Farbreaktion
= 0 Punkte = 1 Punkt = 2 Punkte = 3 Punkte
keine positiven Zellkerne =
0 Punkte IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS=0
<10 % positive Zellkerne =
1 Punkt IRS=0 IRS=1 IRS=2 IRS=3
10-50 % positive Zellkerne
= 2 Punkte IRS=0 IRS=2 IRS=4 IRS=6
51-80 % positive Zellkerne
= 3 Punkte IRS=0 IRS=3 IRS=6 IRS=9
>80 % positive Zellkerne =
4 Punkte IRS=0 IRS=4 IRS=8 IRS=12

Immunreaktiver Score (IRS): Sl(stain intensity) x PP (Prozentsatz positiver Zellkerne)

2.5 Immunhistochemie - HercepTest™(DAKO)

2.5.1 Grundlagen

Der HercepTest™ ist ein immunhistochemisches Verfahren bei dem ein polyklonaler
Antikbrper gegen das C- terminale Ende des HER2- Proteins zu einem

Mammakarzinomprdparat hinzugegeben wird. Nach Bindung des primaren
Antikorpers (polyklonal, Kaninchen anti-HER2) erfolgt die Zugabe eines zweiten
Peroxidase markierten Antikdrpers (visualization

reagent, LOsung beinhaltet:

sekundaren polyklonalen Antikorper (Ziege-anti-Kaninchen) und Meerrettich-
Peroxidase mit einem Gertlst aus Dextran Polymer). Es wird DAB als Chromogen
hinzugefiigt. Die gebundene Peroxidase bewirkt die Oxidation von DAB, welches
dadurch polymerisiert und zu einem sichtbaren braunlichem Produkt umgesetzt

wird.
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2.5.2 Durchflihrung und Auswertung

Die Methode wurde nach folgendem Protokoll mit dem Kit der Firma DAKO
durchgefuhrt:

Es wurden Schnitte von einer Préparatdicke von 4 pm hergestellt und auf
Superfrost-Objekttrager aufgezogen. Anschlie3end wurden die Schnitte bei 58°C fur
zwei Stunden getrocknet. Es folgte die Entparaffinierung im Xylol-Bad fur 2x10
Minuten und die anschlieRende Hydratation in absteigender Ethanolreihe bis 100 %
destilliertes Wasser. Danach wurden die Schnitte bei 96°C fir 40 Minuten in Epitope
Retrieval Solution (verdinnt auf 1:10) im Wasserbad inkubiert. Nach dem Abkiihlen
in TBS fur 20 Minuten wurden die Praparate nochmals mit TBS gespult. Die
Blockade der endogenen Peroxidase erfolgte durch Inkubation mit Peroxidase-
Blocking-Reagenz fur funf Minuten. Jetzt inkubierte man nach Zugabe von 100 pl
Rabbit Anti-Human-HER2-Antikorper fur 30 Minuten bei Raumtemperatur und spilte
im Anschluss mit TBS fur funf Minuten.

Im Anschluss erfolgte die Zugabe des sekundéaren Antikorpers (Visualisations
Reagenz) und 30-minltige Inkubation bei Raumtemperatur. Es wurde abermals mit
TBS fur 5 Minuten gespult. Es folgt die Zugabe von 10 ul Chromogen-Lésung mit
DAB fir 10 Minuten. Nach dem Spulen mit destilliertem Wasser wurde mit saurem
Hamalaun gefarbt und durch Spilen mit Leitungswasser die Farbung geblaut.

Nach Dehydrierung in ansteigender Ethanolreihne (70, 96 und 2100 %) und
anschlieBender Inkubation in Xylol fir 2x2 Minuten wurden die Paparate mit
Mounting Solution eingedeckt. Dabei wurden zur Qualitéatskontrolle jeweils eine
positive und negative hausinterne Kontrolle, sowie der mitgelieferte
Kontrollobjekttrager mitgefihrt.

Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop nach folgenden Bewertungskriterien:

Tabelle 2-9 Bewertungskriterien nach DAKO zur Bestimmung des HER2-Status mit
dem HercepTest™ (nach HercepTest™ Gebrauchsanweisung (Code K5204 [120)).

HER-2

Farbung Zellmembran Score - :
Uberexpression

Keine oder < 10 % der Tumorzellen 0 Negativ
Schwache oder unvollstandige in > 10 % der .

1+ Negativ
Tumorzellen

——— . 5

Schwache bis mafig komplette in > 10 % o4 schwach positive
der Tumorzellen
Starke komplette in > 10 % der Tumorzellen 3+ stark positive
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Je nach Prozentsatz der angefarbten Zellen werden die Falle den vier Kategorien
zugeordnet. Praparate mit einem 3+ Ergebnis sind als positiv werten. Alle Praparate
mit einem indifferenten Score von 2+ missen zusatzlich entweder mittels FISH oder
CISH hinsichtlich der Genamplifikation untersucht werden.

Charakteristische Darstellungen der immunhistochemischen Anfarbung der
Mammakarzinomzellen fir den HercepTest™ im vorliegenden Kollektiv sind

exemplarisch in Abbildung 2-1 zu sehen.

Abbildung 2-1 Charakteristische Darstellung der immunhistochemischen Anféarbung
der Mammakarzinomzellen A HercepTest™ Score 0, B HercepTest™ Score 1+, C
HercepTest™ Score 2+, D HercepTest™ Score 3+.

2.6 CISH - Chromogen In Situ Hybridisierung - Zyto Dot SPEC
HER2 Probe Kit (ZYTOMED-SYSTEMYS)

2.6.1 Grundlagen

Die CISH vereint molekularbiologische Technik mit dem immunhistochemischen
Nachweis. Nach entsprechender Denaturierung liegt die Doppelstrang-DNA in 2
Einzelstrangen vor. Mittels Digoxigenin-markierten Nukleinsauren, die an ihren

komplementéren Basenstrang in der DNA binden, kann das entsprechende Gen,
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hier HER2 (17q12), hybridisiert und somit detektiert werden. AnschlieRend wird ein
anti-DIG Antikdrper (monoklonal, Maus) zugegeben. Es folgt eine Inkubation mit
einem  Anti-Maus-HRP-Aminosauren-Polymer  (monoklonal, Ziege). Durch
Hinzugabe der Chromogen-L6sung (DAB) wird der durch die Peroxidase markierte

Bereich sichtbar gemacht.

2.6.2 Durchfihrung und Auswertung

Diese Methode wurde nach folgendem leicht abgewandeltem Protokoll der Firma
ZYTOMED-SYSTEMS durchgefihrt:

Denaturierung und in situ Hybridisierung (1. Tag)

Es wurden von jedem Gewebeblock Mikrotomschnitte von 5 pm Schnittdicke
angefertigt. Diese wurden auf Superfrost- Objekttrager gezogen. Anschlie3end
wurden die Schnitte bei 37°C getrocknet. Es folgte die Entparaffinierung. Daflr
wurden die Schnitte bei 67°C fur 15 Minuten inkubiert. Dann wurden sie fur 2x15
Minuten in Xylol, danach 3x3 Minuten in 100 % Ethanol inkubiert und 3x2 Minuten in
destilliertem Wasser gewaschen.

Die Praparate wurden in erwarmter Heat Pretreatment Solution EDTA bei 95°C im
Dampfgarer fur 15 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden sie fur 3x2 Minuten in
destilliertem Wasser gewaschen. Daraufhin wurde das Gewebe bedeckend 8°C
gekihltes Pepsin auf die luftgetrockneten Objekttrager gegeben und bei
Raumtemperatur fir 5 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert.

Die nachfolgenden Inkubationsschritte wurden soweit nicht anders angegeben in
einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Es erfolgte abermals ein
Waschgang mit destilliertem Wasser fir 3x2 Minuten.

Mittels ansteigender Ethanolreihe (70, 96 und 100 %) wurden die Schnitte
dehydriert. Danach wurde tropfenweise HER2-Sonde auf die Deckglaser gegeben
und die Schnitte damit eingedeckt. Der Deckglasrand wurde mit Fixogum Kautschuk
Kleber versiegelt.

Es folgte die Denaturierung fir 10 Minuten bei 98°C und die anschlie3ende
Hybridisierung fur ca. 23 Stunden bei 37°C.

Chromogene Markierung (2.Tag)

Am folgenden Tag wurde nach abgeschlossener Hybridisierung der Kleber manuell
und die Deckglaser beim Waschen mit Wash Buffer SSC fur 5 Minuten entfernt.
Dann wurden die Objekttrager im Wash Buffer SSC fir 5 Minuten bei 75-80°C in der

Mikrowelle erhitzt.
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Es folgte ein Waschgang in destilliertem Wasser, sowie die Inkubation in 3 % H,O,
fir 10 Minuten. AnschlieBend wurde fur 3x2 Minuten in PBS/Tween gewaschen.

Auf die Schnitte wurden zwei Tropfen Blocking Solution aufgetropft und fur 10
Minuten inkubiert. Nach vorsichtigem Abtupfen der Solution wurden zwei Tropfen
MouseAnti-DIG auf die Schnitte gegeben und fir 30 Minuten inkubiert. Dann erfolgte
wieder ein Waschgang in PBS/Tween. Es wurden zwei Tropfen Anti-Mouse-HRP-
Polymer aufgetropft und fir 30 Minuten inkubiert.

Nach dem letzten Waschgang mit PBS/Tween wurde die Farbstofflosung, die direkt
aus 1 ml DAB Solution B und einem Tropfen DAB Solution A hergestellt wurde, auf
die Schnitte groRziigig bedeckend gegeben und letztmalig fir 30 Minuten inkubiert.
Die Schnitte wurden in eine Kivette tberfihrt und bei laufendem Leitungswasser fir
2 Minuten gewaschen. Diese Waschprozedur wurde nach 5 Minuten Gegenféarbung
in HAmalaun nach Mayer wiederholt.

Nach Dehydrierung in ansteigender Ethanolreine (70, 96 und 100 %) und
anschlieRender Inkubation in Xylol fir 2x 2 Minuten wurden die Praparate mit
Mounting Solution eingedeckt.

Auswertung

Die lichtmikroskopische Auswertung der Untersuchungsgegenstéande erfolgte zuerst
in der Ubersicht bei 10-facher und im Anschluss zur Detailbeurteilung bei 40-facher
VergroBerung. Es wurden nach Gesamtbeurteilung des Praparates in einem
reprasentativen Bereich mindestens 30 Zellen im Detail beurteilt. Die Signale kamen
als braune Punkte zur Darstellung. Signalhaufen (Cluster) oder = 6 Signale
(Genkopien) pro Zelle in mehr als 50% der Zellen entsprachen einer
Uberamplifikation. Wir legten infolge der u(berwiegenden Berichte und nach
Empfehlung des Beipackzettels diese Grenze von = 6 Kernsignalen in der CISH flr
eine eindeutige Amplifikation des HER2-Gens fest [121-125] Bei grenzwertigen
Befunden von 4-6 Signalen pro Zelle erfolgte in der Regel eine erneute Beurteilung
des Befundes mit Auszéhlung weiterer Zellen. Die Zuordnung konnte daraufhin
zweifelsfrei erfolgen.

In Abbildung 2-2 haben wir exemplarisch 2 Falle der Anfarbung im Rahmen der

CISH-Diagnostik unseres Kollektives dargestellt.
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Abbildung 2-1 Charakteristische Darstellung der Anfarbung der HER2-Signale im
Zellkern mittels CISH, A Mammakarzinomzellen mit im Durchschnitt 2 Signalen =
HER2 nicht amplifiziert, B Mammakarzinomzellen mit > 5 HER2- Signalen = HER2
amplifiziert, z.T. Clusterbildung.
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2.7 FISH - Fluoreszenz In Situ Hybridisierung — HER-2 DNA
Probe Kit (PathVysion Kit, Abbott)

2.7.1 Grundlagen

Es handelt sich hierbei um eine mit der CISH vergleichbare molekularbiologische
Technik. Grundlage ist ebenfalls die Anlagerung einer zum DNA Abschnitt
komplementaren Sonde fir HER2 (detektiert 17pl11.2-q12 SpectrumOrange). Zur
Darstellung wird aber eine Fluoreszenzmarkierung der Sonde angewendet.
Aulerdem ist es moglich durch Einsatz einer zweiten Sonde bei unterschiedlicher
Farbfluoreszenz ebenfalls die Zentromer-Region des Chromosoms 17 (CEP17:
detektiert 17p11.1-g11.1 SpectrumGreen) zu markieren und dabei eine Aneuploidie
der Zelle auszuschliel3en.

Die Durchfiihrung und Auswertung der Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung erfolgte
durch das Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Carl Gustav Carus,
Dresden, da dieses Institut diese Untersuchung als eines von wenigen Zentren
deutschlandweit  routinemafig  durchfuhrt.  AuBerdem konnten wir  bei
entsprechender Verblindung die Daten als zusétzliche externe Qualitatskontrolle

nutzen.

2.7.2 Durchfihrung und Auswertung

Die Hybridisierung wurde mit dem Kit der Firma Abbott nach folgendem Protokoll
durchgefuhrt:

Denaturierung, In-situ-Hybridisierung (1.Tag)

Paraffinschnitte mit einer Schnittdicke von max. 4 pm wurden auf Objekttrager
gezogen und bei 60°C mindestens zwei Stunden oder Uber Nacht im Warmeschrank
getrocknet. Zunachst wurden die Schnitte entparaffiniert. Sie wurden fir 30 Minuten
in Xylol bei 45°C und danach in absteigender Alkoholreihe (fir 10 Minuten in 100 %
Ethanol, fiir 3 Minuten in 90 % Ethanol und fiir abermals 3 Minuten in 70 % Ethanol)
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte luftgetrocknet.
Nun erfolgte die Zugabe wvon je 200 pl vorgewdrmter (80°C) 1M
Natriumthiocyanatlosung auf jeden Objekttrager. Es wurde mit einem Deckglas
24x60 mm versiegelt und fur 58 Minuten in einer feuchten Kammer im
Warmeschrank bei 80°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte fir 3 Minuten
mit destilliertem Wasser gespult und dabei das Deckglas entfernt. Es folgte die
Zugabe von je 200 pl einer Pepsin-HCI-Loésung und nach Versiegelung mit einem

Deckglas 24x60 mm eine Inkubation in der feuchten Kammer bei 37°C fur 58
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Minuten. Daraufhin wurden die Schnitte in destilliertem Wasser fur 3 Minuten
gewaschen und anschlieBend fur 20 Minuten bei 80°C im Warmeschrank
vorbereitet. Nach Zugabe von je 14 pl Sonde und einem Deckglas von 15x15 mm
wurden die Schnitte fur 10 Minuten bei 80°C weiter denaturiert. AnschlieRend
wurden sie mit Fixogum Kautschuk Kleber versiegelt und Gber Nacht bei 37°C in
einer feuchten Kammer gelagert.

Fluoreszenz-Markierung (2.Tag)

Am Folgetag wurde ausschlie3lich in Dunkelheit gearbeitet. Die Schnitte wurden
dreimal fur 10 Minuten in SSC-Puffer (1:10 verdunnt) bei 42°C gewaschen. Danach
folgte ein Waschschritt fir 1 Minute in 50 ml BT-Puffer + 50 pl Tween20 bei 42°C.
Die Schnitte wurden luftgetrocknet. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von ca. 40 pl
DAPI-Counterstain und Eindeckelung mit einem Deckglas von 20x20 mm. Die
Rander wurden mit Nagellack versiegelt. Die Objekttrager wurden in
Histologiemappen im Kihlschrank bis zur Auswertung aufbewabhrt.

Auswertung

Die Auswertung erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop. Die Histomorphologie
wurde anhand eines HE-Schnittes nachempfunden, um wirklich nur invasive
Tumorzellen bei der Auswertung einzubeziehen. Die Zellkerne stellten sich aufgrund
der DAPI-Farbung leuchtend blau dar. Das HER2-Signal kam orange-rot und das
Signal far das Zentromer von Chromosom 17 grin zur Darstellung. Nach
Auszéhlung von 20 Interphase Zellkernen wurden die durchschnittliche Sighalanzahl
von HER2 und Chromosom 17 miteinander ins Verhaltnis gesetzt. Die Falle wurden
ab einer HER2/CEP17-Ratio von = 20 als amplifiziert bewertet. Bei grenzwertigen
Fallen mit einer Ratio von 1.8-2.2 erfolgte die Nachbeurteilung durch Auszéhlung

weiterer 20 Falle.

2.8 Auswertung und Statistik

Die Auflistung aller Daten erfolgte mittels Microsoft Excel®. AnschlieRend wurden sie
mit Unterstitzung durch Herrn Prof. A. Stang, Institut fur Klinische Epidemiologie der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg mit SAS/STAT® Software statistisch
ausgewertet. Mittels der Konkordanz (observed agreement) beschrieben wir die
beobachtete Ubereinstimmung der betrachteten Ergebnisse. Als statistisches Maf zur
Bewertung  der  zufallskorrigierten Ubereinstimmung  (Interrater-Reliabilitat)
verwendeten wir Cohens Kappa (k). Dies kann zur Einschatzung der Ubereinstimmung

von zwei verschiedenen Tests fur die Bestimmung von HERZ2 in Abhangigkeit von der
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zufallig erwarteten Ubereinstimmung der Ergebnisse angewandt werden. Bei mehr als
zwei Testergebnissen, die kategorial zu ordnen sind, kann man Fleiss” Kappa
(weighted kappa) benutzen, welches bei der Berechnung die Ordnung der Werte
einbezieht.

Es gibt verschiedene Einstufungen der Ergebnisse des k-Wertes. Greve und
Wentura beschrieben k-Werte von 0,40 bis 0,60 als annehmbar, Werte unter 0,40
sollten jedoch mit Skepsis betrachtet werden. Interrater-Reliabilitatswerte von K =
0,75 erscheinen gut bis ausgezeichnet [126].

Landis und Koch [127] schlagen dagegen folgende Einteilung vor:

K<0= -schlechte Ubereinstimmung,

K = 0-0,20 -etwas Ubereinstimmung,

K =0,21-0,40 -ausreichende Ubereinstimmung,

K =0,41-0,60 -mittelmalige Ubereinstimmung,

K =0,61-0,80 -beachtliche Ubereinstimmung,

K =0,81-1,00 -fast bis vollkommene Ubereinstimmung.

Die Ergebnisse der Stanzbiopsie wurden dem Goldstandard, den Ergebnissen des
Resektates gegenlbergestellt mit Ermittlung der Werte flr Sensitivitat, Spezifitat,
sowie der positiven bzw. negativen pradiktiven Werte basierend auf der 4-Felder-
Tafel.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Kaorrelation der Steroidrezeptor-Ergebnisse von Sta nze
und Resektat

Die Steroidrezeptoren werden von der Zelle im Zellkern exprimiert. Sie lassen sich
demnach auch als kernstandige Anfarbung mittels Immunhistochemie (Firma: Lab
Vision Corporation, Antikérper: Ostrogenrezeptor clone SP1, Progesteronrezeptor
clone SP2) nachweisen. Die Auswertung erfolgte nach dem Remmele-Stegner
Score und ergab die folgenden Ergebnisse (Tabelle 3-1) hinsichtlich der Korrelation

des Ostrogenrezeptor-Status von Stanze und Resektat [119].

Tabelle 3-1 Korrelation des Ostrogenrezeptor(ER)-Status von Stanze und Resektat

ER Resektat

Stanze neg (IRS 0-2) pos (IRS>2) Total
neg (IRS 0-2) 32 2 34

pos (IRS>2) 11 159 170
Total 43 161 204

IRS=Immunreaktiver Score

Dabei konnte in 83,3 % der Stanzfélle und in 78,9 % der Resektate ein positiver
Ostrogenrezeptorstatus aufgezeigt werden (Tabelle 3-1). Die Korrelation des ER-
Status war mit einem kappa von 0,79 nahezu perfekt bei einer Konkordanz von
94 % (Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2 Ubereinstimmung des Ostrogenrezeptor(ER)-Status von Stanze und OP-

Resektat
95 % Konfidenzintervall
Konkordanz 0,94 (n=191) 0,89-0,96
K 0,79 0,69-0,90

Betrachtet man im Detail die Falle mit diskrepantem ER Ergebnis im Vergleich
Stanze versus Resektat der Patienten (siehe Tabelle 3-3 und Tabelle 3-4) so
wurden mehr Félle in der Stanze als ER positiv diagnostiziert, welche dann im
Resektat ein negatives ER Expressionsmuster zeigten. Die zwei Félle mit negativem
ER Stanzergebnis und positivem ER Resektatergebnis standen durchweg positiven

Hormonrezeptor-Ergebnissen gegeniuber (Tabelle 3-3).
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Tabelle 3-3 Darstellung der Félle Stanze ER negativ/OP ER positiv mit PgR (n=2)

ER-IRS PogR-IRS

Stanze Resektat Stanze Resektat
0 12 12 12

2 12 3 12

ER=0strogenrezeptor, PgR=Progesteronrezeptor, IRS=Immunreaktiver Score

Demgegentuber standen 11 Falle mit positivem ER und negativem PgR, von denen drei
Falle auch in den Restbefunden nach IRS keine positive Anfarbung zeigten und somit
madglicherweise in der Stanze falsch positiv sein kdnnten. Nach aktueller Forderung
bereits 1 % Anfarbung der Zellen als Hormonrezeptorpositivitdt zu definieren, blieb

lediglich ein eventuell falsch positiver Fall Ubrig.

Tabelle 3-4 Darstellung der Féalle Stanze ER positiv/OP ER negativ mit PgR (n=11)

ER-IRS PgR-IRS

Stanze Resektat Stanze Resektat
3 0 6 0
9 0 0 12
8 0 0 9
6 0 9 6
6 0 12 9
9 2 4 9
12 0 9 3
12 2 12 6
4 0 1 0
6 2 0 0
12 0 0 0

ER=0Ostrogenrezeptor, PgR=Progesteronrezeptor, IRS=Immunreaktiver Score
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3.1.1 Korrelation des Progesteronrezeptor(PgR)-Stat us von Stanze

und OP-Resektat
Bei der Korrelation des Progesteronrezeptor(PgR)-Status von Stanze und OP-
Resektat war dieser in 64,8% der Stanz- und den Resektatfallen positiv
nachweisbar (siehe Tabelle 3-5). Eine Ubereinstimmung zwischen Stanze und
Resektat konnte allerdings nur in 86 % der Falle gezeigt werden (siehe Tabelle 3-6).

Darauf bezogen ergab sich ein kappa von 0,7.

Tabelle 3-5 Korrelation des Progesteronrezeptor(PgR)-Status von Stanze und

Resektat
PgR Resektat
Stanze neg (IRS 0-2) pos (IRS>2) Total
neg (IRS 0-2) 57 14 71
pos (IRS>2) 14 117 131
Total 71 131 202

IRS=Immunreaktiver Score

Tabelle 3-6 Ubereinstimmung des Progesteronrezeptor(PgR)-Status von Stanze und
OP-Resektat

95 % Konfidenzintervall

Konkordanz 0,86 (n=174) 0,8-0,9

K 0,70 0,59-0,8

Betrachtet man die diskordanten ER negativen/PgR positiven Féalle (Tabelle 3-7 und
Tabelle 3-8), so findet man mehr moglicherweise falsch negative Befunde auf Seiten

der Resektate.

Tabelle 3-7 Darstellung der Stanzbiopsie- Félle ER negativ/PgR positiv (n=3)

ER-IRS PgR-IRS

Stanze Resektat Stanze Resektat
0 12 12 12

2 12 3 12

0 0 4 4

ER=Ostrogenrezeptor, PgR=Progesteronrezeptor, IRS=Immunreaktiver Score
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Tabelle 3-8 Darstellung der Resektatfalle-Falle ER negativ/PgR positiv (n=8)

ER-IRS PgR-IRS

Stanze Resektat Stanze Resektat
0 0 4 4

8 0 0 9

6 0 9 6

9 0 0 12

6 0 12 9

12 0 9 3

9 2 4 9

12 2 12 6

ER=0strogenrezeptor, PgR=Progesteronrezeptor, IRS=Immunreaktiver Score

Bei Darstellung der héchstwahrscheinlich unrealistischen Félle mit einem negativen ER
bei positivem PgR fiel auf, das das negative Ergebnis im Rahmen der ER Bestimmung

sicher eher auf einer fehlerhaften IHC basierte.

3.2 Kaorrelation der HER2-Ergebnisse von Stanze und
Resektat

3.2.1 Korrelation des HER2-Status von Stanze und Re sektat mittels
HercepTest™

Wir nahmen die Gegentberstellung der Daten primar fur die einzelnen IHC score
Werte vor (Tabelle 3-9) und fassten diese dann durch Einschluss in die
ubergeordneten Gruppen weiter zusammen (Tabelle 3-11 und 3-15). Drei von 21 als
positiv bewerteten Stanzbefunden waren im Resektat negativ, entsprechend einer
Falsch-Positiv-Rate von 1,9 %. Vier Falle (8 mit IHC 2+) von 161 (201) als negativ
bewerteten Stanzbefunden waren im Resektat positiv, entsprechend einer Falsch-
Negativ-Rate von 18 % (bzw. 31 % bei zuséatzlicher Wertung der IHC 2+ Félle als

negativ).
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Tabelle 3-9 Korrelation des HER2-Status von Stanze und Resektat mittels

HercepTest™
HercepTest™ Resektat

Stanze 0 1+ 2+ 3+ Total

0 73 13 0 86

1+ 43 32 11 4 90

2+ 6 8 25

3+ 2 1 0 18 21

Total 124 54 18 26 222

Tabelle 3-10 Ubereinstimmung des HER2-Status von Stanze und Resektat mittels

HercepTest™

95 % Konfidenzintervall

Konkordanz

0,59 (n=130)

0,52-0,65

Weighted k

0,53

0,44-0,62

Bei Korrelation der HercepTest™-Ergebnisse von Stanze mit dem Resektat ergab

sich eine Konkordanz von 58,6 % mit einem kappa von 0,53 (siehe Tabelle 3-10).

Tabelle 3-11 Korrelation des kategorialen HER2-Status von Stanze und Resektat
mittels HercepTest™ (neg = 0; 1+; aqu = 2+; pos = 3+)

HercepTest™ Resektat

Stanze neg aqu pos Total
neg 161 11 4 176
aqu 14 7 4 25
pos 3 0 18 21
Total 178 18 26 222

Tabelle 3-12 Ubereinstimmung des kategorialen HER2-Status von Stanze und OP-
Resektat mittels HercepTest™

95 %
Konfidenzintervall
Konkordanz 0,84 (n=186) 0,78-0,88
Weighted k 0,62 0,49-0,75
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Bei rein kategorialer Betrachtung der Ergebnisse erhielten wir eine grof3ere
83,8% mit 0,62 durch die

Zusammenfassung der 0 und 1+ Resultate (siehe Tabelle 3-11 und 3-12).

Ubereinstimmung  von einem kappa von

Tabelle 3-13 Anteile Ergebnisse HercepTest™ in Stanze und Resektat (neg = 0O;

1+; 4qu = 2+; pos = 3+)

HercepTest™ neg aqu pos
Stanze 79,3 % 113 % 9,4 %
Resektat 80,2 % 8,1 % 11,7%

Es zeigte sich ein Anteil der definitiven HER2-Positivitat (HercepTest™ 3+) von
9,4 % im Stanzkollektiv und 11,7 % im Resektatkollektiv (sieche Tabelle 3-9). Beim
Vergleich der HercepTest™-Ergebnisse gab es 17 kategorial diskordante Falle,
welche in der Stanze ein positives/aquivokes und im Resektat ein negatives
Ergebnis erbrachten, sowie umgekehrt 15 Falle (Tabelle 3-11). Davon waren jeweils
nur zwei Falle mit mindestens einem positiven Ergebnis in der ISH nachweisbar
(Tabelle 3-14).

Tabelle 3-14 Darstellung der diskordanten Falle bei Korrelation HercepTest Stanze vs.

Resektat aus Tabelle 3-11 mit mindestens einem positivem ISH-
Ergebnis (n=4)

HercepTest ™ CISH FISH

Stanze Resektat Stanze Resektat Stanze Resektat
1+ 2+ neg pos neg pos (4,3)
1+ 2+ pos pos neg (1,95) pos (2,53)
2+ pos pos pos (2,92) pos (2,33)
3+ 0 pos pos pos (3,99) pos (2,38)

Bei Betrachtung von Tabelle 3-14 mit diesen 4 diskordanten Fallen wird ersichtlich,
dass jene Félle mit positivem HercepTest™-Ergebnis der Stanze in der IHC der
Resektate keine positive Farbereaktion zeigten. Vermutlich kam im Resektat ein
falsch negatives IHC Ergebnis zum Tragen. Bei den anderen beiden Fallen, zeigte
sich in der Stanze zumindest eine Tendenz zur HER2-Expression. In diesen beiden
Fallen fiel die immunhistochemische F&arbereaktion in der Stanze schwacher und
somit auch negativ aus, so dass man behaupten kann, dem positiven Ergebnis im
Resektat lag ein wesentlicher Zugewinn an Tumorausschnitt zugrunde. Da es bei
diesen Fallen auch eine Inhomogenitat der ISH-Ergebnisse gab, sind eventuell die

Expression und damit auch die HER2-Amplifikation ebenfalls auf die intratumorale
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Heterogenitat zurtickzufihren. Bei Analyse der HER2/Chr.17 Ratio fiel zumindest
fast durchweg eine Zahl im Bereich von 2,2-4,0 auf, welche zwar die Amplifikation
bewies, aber doch im unteren Bereich (,low level amplification“) lag und damit nahe
der Grenze.

Tabelle 3-15 Korrelation des HER2-Status von Stanze und OP-Resektat mittels

HercepTest™
HercepTest ™ Resektat
Stanze 0-2+ 3+ Total
0-2+ 193 8 201
3+ 3 18 21
Total 196 26 222

Von den acht Fallen in Tabelle 3-15, die in der Stanze kleiner als score 3+ und im
Resektat 3+ waren, zeigten nur die Falle (n=4) in der ISH einen positiven Befund,
die in der Stanze mit 2+ sowieso zu Uberpriifen wéaren. Alle anderen Falle (n=4)
waren demnach im Resektat mdglicherweise falsch positiv. Innerhalb der anderen
drei diskordanten Féalle aus Tabelle 3-15, die 3+ in der Stanze und kleiner 3+ im
Resektat waren, befand sich kein 2+ Fall und nur ein Fall der ISH positiv war. Somit
gab es auch auf Seite der Stanze zwei Félle gegenitber 4 Fallen in der
Resektatgruppe, die moglicherweise falsch positive Ergebnisse im HercepTest™
zeigten.

Tabelle 3-16 Ubereinstimmung des HER2-Status von Stanze und OP-Resektat mittels

HercepTest™
95 % Konfidenzintervall
Konkordanz 0,95 (n=211) 0,91-0,97
K 0,74 0,59-0,89

Bei Reduktion bzw. Kategorisierung der Herceptest™score Ergebnisse auf 0-2+ und
3+ bei der Gegenuberstellung von Stanze und Resektat ergab sich eine Konkordanz
von 95% (siehe Tabelle 3-16). Diese Zuverlassigkeit der Aussage des
HercepTests™ durch die Stanze wurde durch den kappa-Wert von 0,74 (siehe
Tabelle 3-16) bestatigt. Spezifitat, sowie der negativ pradiktive Wert (siehe Tabelle
3-17) erreichten sehr hohe Werte. Dagegen fielen die Sensitivitdt und der positiv
pradiktive Wert als reduziert auf, was an den IHC 2+ Féllen der Stanze lag, die dem
negativen Kollektiv zugeordnet wurden, aber im Regelfall eine Uberpriifung mittels
ISH erfahren (Tabelle 3-17).
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Tabelle 3-17 Validitat und Vorhersagewerte des HER2-Status von Stanze gegenuber
dem OP-Resektat mittels HercepTest™

95 % Konfidenzintervall
Sensitivitat 0,69 0,48-0,86
Spezifitat 0,98 0,96-1,00
Positiv pradiktiver Wert 0,86 0,64-0,97
Negativ pradiktiver Wert 0,96 0,92-0,98

3.2.2 Korrelation des HER2-Status von Stanze und OP -Resektat

mittels CISH

Bei Gegenuberstellung der Ergebnisse ergab sich ein Anteil der CISH HER2-
positiven Resektate bei 27 Fallen von 12,8 % gegenuber 22 positiven Fallen in der

Stanzgruppe (10,4 %).

Tabelle 3-18 Korrelation des HER2-Status von Stanze und OP-Resektat mittels CISH

Resektat
Stanze CISH- CISH+ Total
CISH- 183 6 189
CISH+ 1 21 22
Total 184 27 211

Bei Betrachtung der sieben diskordanten Falle bei Korrelation des HER2-Status von
Stanze und OP-Resektat mittels CISH (siehe Tab. 3-18) gab es folgende

Kombinationen:

Tabelle 3-19 Darstellung der diskordanten Félle aus Tabelle 3-18 Korrelation des
HER2-Status von Stanze und OP-Resektat mittels CISH (n=7)

HercepTest ™ CISH FISH

Stanze Resektat Stanze Resektat Stanze Resektat
0 0 pos neg pos (2,15) neg

1+ 0 neg pos pos (2,63) pos (3,08)
1+ 1+ neg pos neg pos (3,9)
1+ 1+ neg pos neg (1,83) pos (2,81)
1+ 2+ neg pos neg pos (4,3)
3+ 3+ neg pos pos (3,18) pos (3,72)
3+ 3+ neg pos neg pos (3,2)

(neg = keine Amplifikation HER2;
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In Tabelle 3-19 war die HER2/CEP-17 Ratio bei nachweisbarer Amplifikation noch
im unteren Bereich bei maximal 4,3. Bei Bewertung der Ergebnisse ist es
wahrscheinlich, dass die CISH bei den 3+/3+ Fallen versagt hatte und daher ein
falsch negatives Ergebnis zeigte. Es standen sechs Falle mit einem positiven CISH
Nachweis im Resektat einem Fall mit grenzwertig positiver Amplifikation in der
Stanze gegeniber. Bei den funf fettgedruckten Fallen (Tabelle 3-19) zeigte sich die
Diskordanz zwischen Stanze und Resektat auch im Rahmen der FISH-Diagnostik
bestéatigt.

Bei Vergleich der CISH-Ergebnisse von Stanze und OP-Resektat fiel eine nahezu
perfekte Ubereinstimmung in 97 % der Félle bei einem Kappa von 0,84 auf (Tabelle
3-20).

Tabelle 3-20 Ubereinstimmung des HER2-Status von Stanze und OP-Resektat

mittels CISH
95 %
Konfidenzintervall
Konkordanz 0,97 (n=201) 0,93-0,99
K 0,84 0,72-0,96

Hinsichtlich der Validitat der HER2-Bestimmung mittels CISH an der Stanze, erkennt
man eine beeintrachtigte Sensitivitat von 0,78, welche einer sehr guten Spezifitat

von 0,99 gegenubersteht (siehe Tab. 3-21).

Tabelle 3-21 Validitat und Vorhersagewerte des HER2-Status der Stanze gegenuber
dem OP-Resektat mittels CISH

95 % Konfidenzintervall
Sensitivitat 0,78 0,58-0,91
Spezifitat 0,99 0,97-1,00
Positiv pradiktiver Wert 0,95 0,77-1,00
Negativ pradiktiver Wert 0,97 0,93-0,99
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3.2.3 Korrelation des HER2-Status von Stanze und OP -Resektat

mittels FISH

Ingesamt zeigten bei Gegenuberstellung der Ergebnisse der FISH 15,7 % der
Resektatfalle (29 /185) und 11,9 % der Stanzbioptate (22/185) eine HER2-
Amplifikation.

Tabelle 3-22 Korrelation des HER2-Status von Stanze und OP-Resektat mittels FISH

Resektat
Stanze FISH- FISH+ Total
FISH- 155 8 163
FISH+ 1 21 22
Total 156 29 185

Tabelle 3-23 Ubereinstimmung des HER2-Status von Stanze und OP-Resektat

mittels FISH
95 % Konfidenzintervall
Konkordanz 0,95 (n=176) 0,91-0,98
K 0,80 0,67-0,92

Die Ubereinstimmung des HER2-Status von Stanze und OP-Resektat mittels der FISH

Methode wird bei einer Konkordanz von 95 % und einem kappa-Wert von 0,80
statistisch bestatigt (Tabelle 3-23). Bei einem kappa-Wert von 0,84 mit der CISH,

kénnte man behaupten, das die CISH die Methode mit der wahrscheinlich grof3ten
des HER2-Status ist. Die

Konfidenzintervalle der kappa Werte beider Methoden waren aber Uberlappend.

Ubereinstimmung

und damit

Zuverlassigkeit

Tabelle 3-24 Darstellung der diskordanten Félle aus Tabelle 3-22 Korrelation des
HER2-Status von Stanze und OP-Resektat mittels FISH (n=9)

HercepTest ™ CISH FISH

Stanze Resektat Stanze Resektat Stanze Resektat
0 0 neg neg neg (1,57) pos (2,2)
0 0 neg neg neg (1,83) pos (2,3)
0 0 pos neg pos (2,15) neg (1,17)
1+ 1+ neg neg neg (1,65) pos (2,31)
1+ 1+ neg pos neg (1,29) pos (3,9)
1+ 1+ neg pos neg (1,83) pos (2,81)
1+ 2+ neg pos neg (1,37) pos (4,3)
1+ 2+ pos pos neg (1,95) pos (2,53)
3+ 3+ neg pos neg (0,99) pos (3,7)

(neg = keine Amplifikation HER2;

pos = positive Amplifikation HER2; in Klammern HER2/CEP17-Ratio)
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Die funf fettgedruckten Félle aus Tabelle 3-24 wiesen darauf hin, dass Stanz- und
OP-Gewebe hier definitv.  bei beiden ISH einen unterschiedlichen
Amplifikationsstatus hatten. Hinsichtlich der Validitdt der FISH als diagnostischer
Test (siehe Tab. 3-25) war die Sensitivitat von 0,72 fur die Stanze mit dem Wert der
CISH vergleichbar. Bei Bestimmung des HER2-Status mittels ISH kamen bei der
CISH der Resektate noch sechs von insgesamt 27 positiven Fallen gegeniber der
Stanzbestimmung hinzu und bei der FISH noch acht von insgesamt 29 positiven
Féllen. Dabei blieb nur ein Fall bei beiden unbericksichtigt, welcher lediglich in der

Stanze ein positives Ergebnis zeigte.

Tabelle 3-25 Validitat und Vorhersagewerte des HER2-Status der Stanze gegenuber
dem OP-Resektat mittels FISH

95 % Konfidenzintervall
Sensitivitat 0,72 0,53-0,87
Spezifitat 0,99 0,96-1,0
Positiver pradiktiver Wert 0,95 0,77-1,0
Negativer pradiktiver Wert 0,95 0,91-0,98

3.3 Vergleich der Methoden jeweils miteinander
3.3.1 Vergleich des HercepTest™ mit der CISH der St anzbiopsie

Bei dem Vergleich des HercepTest™ mit der CISH der Stanzbiopsie zeigte sich bei

einer guten Konkordanz von 94 % nur ein K von 0,66 (Tabelle 3-27).

Tabelle 3-26 Assoziation des HercepTest™ (positiv = 3+) mit der CISH der
Stanzbiopsie

HercepTest ™ (3+)
CISH - + Total
- 189 6 195
+ 7 15 22
Total 196 21 217
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Tabelle 3-27 Ubereinstimmung des HercepTest™ (positiv = 3+) mit der CISH der
Stanzbiopsie

95 % Konfidenzintervall

Konkordanz 0,94 0,9-0,97

K 0,66 0,5-0,83

Bei Betrachtung der diskordanten Falle HercepTest™ (positiv = 3+) versus CISH

(siehe Tab. 3-28) gibt es folgende Kombinationen:

Tabelle 3-28 Darstellung der diskordanten Félle aus Tabelle 3-26 Assoziation des
HercepTest™ (positiv = 3+) mit CISH der Stanzbiopsie (n=13)

HercepTest ™ CISH FISH

Stanze Resektat Stanze Resektat Stanze Resektat
3+ 0 neg neg neg neg

3+ 1+ neg neg neg neg

3+ 3+ neg neg neg neg

3+ 3+ neg neg fehlt neg

3+ 3+ neg pos pos pos

3+ 3+ neg pos pos pos

2+ 0 pos pos pos pos

2+ 3+ pos pos pos pos

2+ 3+ pos pos pos pos

2+ 3+ pos pos pos pos

2+ 3+ pos pos neg neg (1,83)
1+ 2+ pos pos neg (1,95) pos

0 0 pos neg pos neg

(neg = keine Amplifikation HER2; pos = positive Amplifikation HER2; in Klammern HER2/CEP17-Ratio)

Es fallt auf, dass innerhalb der HercepTest™ 3+ Gruppe sich allein sechs Falle
nachweisen liel3en (28,6 %), die mittels CISH keine Amplifikation zeigten (Tabelle 3-
28). Nach Sichtung aller ISH Ergebnisse blieben davon vier Félle tbrig. Dies war ein
Anteil von 19,05 % der definitiv Gberexprimierten Gruppe, welcher kein Korrelat auf
DNA Ebene hatte. Daraus wurde ersichtlich, dass man nicht nur 2+ sondern auch
die 3+ Félle in die zusatzliche ISH-Diagnostik mit einbeziehen sollte. Dabei wiirde
nur noch der letzte Fall aus der Erfassung herausfallen. Zusétzlich waren zwei von
173 Fallen der HercepTest Gruppe 0 und 1+ in der CISH amplifiziert. Dies entsprach

einem geringen Anteil von 1,16 %.
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3.3.2 Vergleich des HercepTest™ mit der FISH der St

anzbiopsie

Tabelle 3-29 Assoziation des HercepTest™ (positiv = 3+) mit der FISH der

Stanzbiopsie

HercepTest ™ (3+)
FISH - + Total
- 176 4 180
+ 6 16 22
Total 182 20 202

Tabelle 3-30 Ubereinstimmung des HercepTest™ (positiv = 3+) mit der FISH der

Stanzbiopsie

95 %
Konfidenzintervall
Konkordanz 0,95 (n=192) 0,91-0,98
K 0,73 0,58-0,89

Bei Betrachtung der diskordanten Félle HercepTest™ (positiv = 3+) versus FISH der

Stanzbiopsie (siehe Tab. 3-31) gibt es folgende Kombinationen:

Tabelle 3-31 Darstellung der diskordanten Falle aus Tabelle 3-29 Assoziation des
HercepTest™ (positiv = 3+) mit der FISH der Stanzbiopsie (n=10)

HercepTest ™ CISH FISH

Stanze Resektat Stanze Resektat Stanze Resektat
2+ 0 pos pos pos pos

2+ 3+ pos pos pos pos

2+ 3+ pos pos pos pos

2+ 3+ pos pos pos pos

0 0 pos neg pos (2,15) neg (1,17)
1+ 0 neg pos pos (2,63) pos (3,0)
3+ neg neg neg neg

3+ 1+ neg neg neg neg

3+ 3+ neg neg neg neg

3+ 3+ neg pos neg pos (3,2)

(neg = keine Amplifikation HER2; pos = positive Amplifikation HER2; in Klammern HER2/CEP17-Ratio
bei grenzwertig diskordanten Befunden)

Auch hier zeigten sich nur zwei Félle von 162 in der HercepTest™ Gruppe (0 und

1+), die mit der FISH amplifiziert waren, was wie schon bei der CISH in der
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Stanzgruppe einem gréRenmafig ahnlichem Anteil von 1,23 % entsprach. In der 3+
HercepTest Gruppe fanden wir vier Falle, welche mit der FISH keine Amplifikation

zeigten. Somit entsprach dies einem Anteil von 20 %.

3.3.3 Vergleich des HercepTest™ mit der CISH des Re sektates

Tabelle 3-32 Assoziation des HercepTest™ (positiv = 3+) mit der CISH des

Resektates
HercepTest ™ (3+)
CISH - + Total
- 183 6 189
+ 7 20 27
Total 190 26 216
Tabelle 3-33 Ubereinstimmung des HercepTest™ (positiv = 3+) mit der CISH des
Resektates
95 % Konfidenzintervall

Konkordanz 0,94 0,9-0,97
K 0,72 0,58-0,86

Bei Betrachtung der diskordanten Falle HercepTest™ (positiv = 3+) versus CISH
des Resektates (siehe Tab. 3-34) gibt es folgende Kombinationen:

Tabelle 3-34 Darstellung der diskordanten Falle aus Tabelle 3-32 Assoziation des
HercepTest™ (positiv = 3+) mit der CISH des Resektates (n=13)

HercepTest ™ CISH FISH

Stanze Resektat Stanze Resektat Stanze Resektat
3+ 3+ neg neg fehlt neg

3+ 3+ neg neg neg neg

1+ 3+ neg neg neg neg

1+ 3+ neg neg neg neg

1+ 3+ neg neg neg neg

1+ 3+ fehlt neg fehlt fehlt

3+ 0 pos pos pos pos

2+ 0 pos pos pos pos

1+ 0 neg pos pos (2,63) pos (3,0)
1+ 2+ pos pos neg (1,95) pos (2,53)
1+ 2+ neg pos neg pos (4,3)
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1+ 1+ neg pos neg pos (3,9)

1+ 1+ neg pos neg (1,83) pos (2,81)

(neg = keine Amplifikation HER2; pos = positive Amplifikation HER2; in Klammern HER2/CEP17-Ratio)

Abermals zeigte sich ein geringer Anteil von 2,87 % der O und 1+ HercepTest
Gruppe (5/174 Fallen) in der Amplifikation positiv. Dem standen sechs Falle von 26
(23,08 %) gegenuber, die Uberexprimiert waren, aber keine Amplifikation zeigten.
Lediglich zwei von 16 Fallen (12,5 %) der 2+ exprimierten Gruppe wiesen mittels
CISH eine HER2-Amplifikation auf.

3.3.4 Vergleich des HercepTest™ mit der FISH des Re sektates

Tabelle 3-35 Assoziation des HercepTest™ (positiv = 3+) mit der FISH des

Resektates
HercepTest ™ (3+)
FISH - + Total
- 158 6 164
+ 10 19 29
Total 168 25 193

Tabelle 3-36 Ubereinstimmung des HercepTest™ (positiv = 3+) mit der FISH des

Resektates
95 % Konfidenzintervall
Konkordanz 0,92 (n=177) 0,87-0,95
K 0,66 0,50-0,81

Bei Betrachtung der diskordanten Féalle HercepTest™ (positiv = 3+) versus FISH

des Resektates (siehe Tab. 3-37) gibt es folgende Kombinationen:

Tabelle 3-37 Darstellung der diskordanten Falle aus Tabelle 3-35 Assoziation des
HercepTest™ (positiv = 3+) mit der FISH des Resektates (n=16)

HercepTest ™ CISH FISH

Stanze Resektat Stanze Resektat Stanze Resektat
3+ 0 pos pos pos pos

2+ 0 pos pos pos pos

1+ 2+ pos pos neg (1,95) pos (2,53)
1+ 0 neg pos pos (2,63) pos (3,0)
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1+ 1+ neg pos neg (1,83) pos (2,81)
1+ 1+ neg pos neg (1,29) pos (3,9)
1+ 2+ neg pos neg (1,37) pos (4,3)
1+ 1+ neg neg neg (1,65) pos (2,31)
0 0 neg neg neg (1,83) pos (2,33)
0 0 neg neg neg (1,57) pos (2,2)
2+ 3+ pos pos neg (1,23) neg (1,85)
3+ 3+ neg neg fehlt neg

1+ 3+ neg neg neg neg

1+ 3+ neg neg neg neg

1+ 3+ neg neg neg neg

3+ 3+ neg neg neg neg

(neg = keine Amplifikation HER2; pos = positive Amplifikation HER2; in Klammern HER2/CEP17-Ratio)

Bei Korrelation der HercepTest- mit den FISH-Ergebnissen der Resektate zeigten
sich zwei von 14 Fallen der 2+ HercepTest™-Gruppe amplifiziert (14,29 %). In der O
und 1+ Gruppe waren dies acht von 154 Fallen (5,19 %). Anteilig waren 2,4 %
(Werte von 1,2-4,8 %) der Gruppe der HercepTest™ 0 ISH positiv. Innerhalb der
Gruppe der HercepTest™ 1+ waren 3,1 % positiv mittels ISH (Werte von 1,1-6,1 %).
Und schlieBlich in der Gruppe HercepTest™ 2+ fanden sich nur 16,7 % ISH-positive
Falle. Innerhalb der 3+ Gruppe waren dabei sechs Falle von 25 nicht amplifiziert
(24 %). Nach Sichtung der IHC 2+ und 3+ Falle innerhalb des Stanz- und
Resektatkollektives waren in der Stanze 17 Falle der 3+ Gruppe und funf Falle der
2+ Gruppe durch die ISH Ergebnisse als HER2 positiv bestatigt wurden (insgesamt
22 Falle von 46 Fallen). In der Resektatgruppe waren 20 innerhalb der 3+ Falle und
zwei innerhalb der 2+ Falle durch die ISH bestatigt wurden und damit ebenfalls
insgesamt 22 Falle hierbei von 44 Fallen. Von diesen 22 Fallen waren 20 in beiden

Gruppen in dieser amplifizierten/Uberexprimiert oder aquivoken Gruppe enthalten.

3.3.5 Assoziation des HER2-Status mittels CISH und FISH der

Stanzbiopsie
Tabelle 3-38 Assoziation des HER2-Status mittels CISH und FISH der Stanzbiopsie

CISH
FISH - + Total
- 177 2 179
+ 2 20 22
Total 179 22 201
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Tabelle 3-39 Ubereinstimmung des HER2-Status mittels CISH und FISH der
Stanzbiopsie

95 % Konfidenzintervall

Konkordanz 0,98 (n=197) 0,95-0,99

K 0,90 0,8-1,0

Bei Betrachtung der diskordanten Félle gab es folgende Kombinationen:

Tabelle 3-40 Darstellung der diskordanten Félle aus Tabelle 3-38 Assoziation des
HER2-Status mittels CISH und FISH der Stanzbiopsie (n=4)

HercepTest ™ CISH FISH

Stanze Resektat Stanze Resektat Stanze Resektat
3+ 3+ neg pos pos (3,18) pos (3,72)
1+ 0 neg pos pos (2,63) pos (3,08)
2+ 3+ pos pos neg (1,23) neg (1,85)
1+ 2+ pos pos neg (1,95) pos (2,53)

(neg = keine Amplifikation HER2; pos = positive Amplifikation HER2; in Klammern HER2/CEP17-Ratio)

Die ersten zwei Falle lieRen vermuten, dass die CISH bezlglich der Stanze dort
versagt hatte. Andererseits zeigten beide Falle eine Amplifikation im low level
Bereich. Auch die anderen zwei Falle zeigten grenzwertige Befunde, deren

Diskordanz sich darin begriindete.

3.3.6 Assoziation des HER2-Status mittels CISHund ~ FISH des
Resektates
Tabelle 3-41 Assoziation des HER2-Status mittels CISH und FISH des Resektates
CISH
FISH - + Total
- 163 1 164
+ 3 26 29
Total 166 27 193

Tabelle 3-42 Ubereinstimmung des HER2-Status mittels CISH und FISH des
Resektates

95 % Konfidenzintervall

Konkordanz

0,98 (n=189)

0,94-0,99

K

0,92

0,84-1,0
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Bei Betrachtung der diskordanten Falle CISH versus FISH des Resektates (siehe

Tab. 3-43) gibt es folgende Kombinationen:

Tabelle 3-43 Darstellung der diskordanten Félle aus Tabelle 3-41 Assoziation des
HER2-Status mittels CISH und FISH des Resektates (n=4)

HercepTest ™ CISH FISH

Stanze Resektat Stanze Resektat Stanze Resektat
0 0 neg neg neg (1,57) pos (2,2)
0 0 neg neg neg (1,83) pos (2,33)
1+ 1+ neg neg neg (1,65) pos (2,31)
2+ 3+ pos pos neg (1,23) neg (1,85)

(neg = keine Amplifikation HER2; pos = positive Amplifikation HER2; in Klammern HER2/CEP17-Ratio)

Die Korrelation von CISH mit FISH war mit einem k von 0,92 innerhalb der
Resektatgruppe am gréfdten (Tabelle 3-42). Man konnte dabei von einer fast
perfekten Ubereinstimmung ausgehen. Wobei die drei Falle, die in der FISH
zusatzlich positiv waren, auch nur grenzwertige HER2/Chr.17 Ratios im Resektat
hatten und damit im Vergleich zu den Ergebnissen der anderen Testmethoden zu
hinterfragen waren (Tabelle 3-43). Im vollstdndigen Resektatkollektiv (alle
Ergebnisse der ISH gegeben) war der Anteil an HER2- Positivitat mit maximal 14 %
bzw. 15 % bei der FISH und CISH am groften. Dem standen lediglich 12 % der
HER?2 positiven Stanzen gegentber.

Bei Auswertung des Gesamtkollektives beziglich der Falle IHC 3+ und/oder ISH+
ergaben sich 40 HER2 positive Félle unter den insgesamt 222 Féllen. Dies
entspricht einem Anteil von 18 %. Bei Betrachtung der Stanzergebnisse ergab sich
ein Anteil von 13,1 %, sowie bei den Resektatergebnissen von 16,2 % mit IHC 3+

und/oder ISH+.

3.3.7 Weitere Assoziation des HER2-Status/Sonderfal le

Innerhalb der in Stanze und Resektat bestatigten G1 Tumore (n=36 Falle) fand sich
nur ein HER2 amplifizierter Fall: 1+/0 np (2,63) pp (3,0). Die Amplifikation war
sowohl in der Stanze als auch im Resektat nachweisbar. Zusatzlich war dieser Fall
hormonrezeptorpositiv (ER+ IRS 12/PgR+ IRS 6).

In der Untergruppe der 24 lobuldren Karzinomen gab es einen Fall, der in beiden
Gewebsproben im HercepTest™ 3+, sowie in der ISH komplett negativ und
beziglich ER/PgR positiv war. Ein weiterer zeigte lediglich mit der ISH im Resektat
eine HER2-Amplifikation (1+/1+ nn (1,29) pp (3,9) ER+/PgR+).
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In den 15 Fallen, die im Resektat ER IRS 12/PgR IRS 12 waren, also hoch
Hormonrezeptor-positiv waren, gab es keinen Nachweis einer HER2-Amplifikation,
jedoch zwei Falle die mittels HercepTest™ 3+ im Resektat, aber nur 1+ in der
Stanze zeigten.

Betrachtet man die 24 Falle, die in der Stanze ER und PgR IRS 12 waren, gab es
beziuglich HER2 nur den einen grenzwertig amplifizierten Fall 1+/2+ pn(1,95)pp
(2,53), sowie einen Fall, welcher lediglich im HercepTest™ in der Stanze 3+
aufwies. Dieser zeigte im Resektat gar keine Anfarbung beim HercepTest™ 0. Auch
hier gab es zwei Falle, welche im Resektat einen HercepTest™ von 3+ gegeniber
1+ in der Stanze aufwiesen. Bei Reduktion auf die sieben Falle welche in Stanze
und Resektat ER /PgR IRS 12 waren, blieb nur ein Fall tbrig, welcher im Resektat

3+ und in der Stanze 1+ war. Ein amplifizierter Fall war nicht darunter.
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4 DISKUSSION

4.1 Aktueller Testalgorithmus HER2

Die Zuverlassigkeit der Bestimmung der Tumoreigenschaften aus der Stanze oder
dem zugehorigem Resektat beim Mammakarzinom ist von enormer Wichtigkeit. Die
Ergebnisse bilden die Grundlage fur die Auswahl der geeigneten Therapie fur die
einzelne Patientin. Der Bestimmung der Hormonrezeptoren und der HER2-
Expression/Amplifikation kommt dabei eine besondere Bedeutung zu. In der hier
vorgelegten retrospektiven Studie wurde der Bestimmungsalgorithmus des HER2-
Status mit den verschiedenen Methoden, als auch anhand der zwei Gewebeproben
naher evaluiert. Trotz der erheblichen wissenschaftlichen und therapeutischen
Bedeutung, gibt es gegenwartig keine Studie, die mit einer ahnlichen Fallzahl aus
einem monozentrischen Kollektiv und in diesem Umfang das Thema untersucht hat.
Besondere Bedeutung hat die Verlasslichkeit der Bestimmung aus Stanzbiopsien,
da bei HER2-positiver Erkrankung die neoadjuvante Therapie eine bevorzugte
Therapieoption darstellt. Nachdem Buzdar et al., 2005 erstmals eine deutliche
Besserung der neoadjuvanten Ansprechrate durch Hinzunahme von Trastuzumab
zeigen konnten [128], wurde dies bei Verbesserung der Rate der pathologischen
Komplettremissionen von 15,7 % auf 31,7 % in der GeparQuattro-Studie (Phase III)
betatigt [129] wie auch in der NOAH-Studie (Phase IllI) mit einer Steigerung von
22 % auf 43 % [130]. Erste Ergebnisse der NEO-ALTTO (Phase IlI-Studie) zeigten
nach neoadjuvanter Therapie eine pathologische Komplettremission bei
Hinzunahme der Kombination von Trastuzumab mit Lapatinib in 51,3 % gegeniber
der Halfte bei Monotherapie mit den Substanzen [131]. Auch im Rahmen der CHER-
LOB Phase Il Studie wurden bei dieser Kombination &hnliche Anteile der
Komplettremission  beschrieben [132]. Dabei wurde die pathologische
Komplettremission als Prognoseparameter bestatigt [133].

Ein positiver HER2-Status besteht bei einer immunhistochemischen Uberexpression
von 3+ und/oder einer mittels ISH nachgewiesenen Amplifikation des Gens. Bei
Vorliegen eines schwach positiven Ergebnisses (IHC 2+) in der Immunhistochemie
ist der Amplifikationsnachweis zusatzlich nétig, da lediglich 15-48 % dieser Befunde
tatsachlich amplifiziert sein sollen [134, 135]. Im Rahmen unsere Studie ergab sich
dafiir ein Durchschnittswert von 19 %. Die deutschen als auch die amerikanischen
ASCO/CAP Leitlinien verlangen erst die Durchfihrung der IHC und lediglich bei IHC
2+ Ergebnis die zuséatzliche Durchfuihrung einer ISH [45, 46, 136]. Im Durchschnitt
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waren 24 % der HercepTest™ 3+ Félle unseres Kollektives ISH negativ. Andere
Autoren beschrieben einen Anteil von 5-22 % nicht amplifizierten Proben innerhalb
der 3+ Gruppe und propagieren deshalb auch die Uberprifung der IHC 3+ Befunde
mittels ISH [134, 135, 137]. Auch eine alleinige Durchflihrung einer ISH steht zur
Diskussion [45], da selbst in der Gruppe der IHC O und 1+ zwischen 2-8 %
amplifiziert sein kénnen [134, 135]. In unserem Kollektiv zeigten 1,16-5,19 %
(gemittelt: 2,61 %) der Falle dieser Untergruppe eine Amplifikation. Schon Press et
al. 1997 und Persons et al. 2000 postulierten die hohere Spezifitat und Sensitivitét
der HER2-Bestimmung mittels FISH gegenuber der IHC [48, 138]. Schliel3lich
forderten auch klinische Studien eine Bestatigung des positiven HER2-Status durch
eine zentrale ISH-Testung [139, 140]. Ebenso gibt es Empfehlungen bestimmter
Lander (z.B. Australien) und Institutionen generell nur nach positiver ISH-Testung
eine HER2 gerichtete Therapie zu veranlassen [141-144]

Die Vorgehensweise bei der Analyse des HER2-Status bei Vorliegen einer Stanze
und des zugehdrigen Resektates bei Mammakarzinompatienten, insbesondere bei
diskrepanten Ergebnissen ist nicht definitiv geklart. Wie beschrieben ist die
Verlasslichkeit der Diagnose aus der Stanzbiopsie bei neoadjuvantem
Therapieansatz von groRRer Bedeutung. Insbesondere auch bei Auftreten einer
pathologischen Komplettremission. Eine Anderung des Tumorprofils ist bei aktueller
Datenlage ebenfalls nicht auszuschlieRen [145]. Auch das ,Wegstanzen* und damit
die komplette Entfernung des Tumors durch die Stanzbiopsie kann nicht
ausgeschlossen werden. Daher mufd man bei neoadjuvantem Therapievorgehen auf
die Diagnose aus der Stanze vertrauen und diese ohnehin durch das Resektat
erneut Uberprifen [145]. Fur die Bestimmung aus der Stanze spricht, die oft
beschriebene bessere Fixierung [146, 147] und eine Entnhahme zumeist aus der
Invasionsfront [148]. Dem steht der Vorteil des Resektates einen doch grof3eren und
damit reprasentativeren Tumorausschnitt zeigen zu kdnnen gegenuber.

Die ASCO/CAP Leitlinien verlangten 2007 aul3erdem die Beschrankung der
Immunhistochemie von IHC 3+ auf die Falle mit mehr als 30 % einheitlich intensiv
angefarbten Zellen [45]. Dies konnte sich jedoch noch nicht generell durchsetzen,
da die Uberprifung dieser These durch eine Korrelation mit dem
Therapieansprechen noch aussteht [120, 149]. Die Korrelation der IHC mit der FISH
soll sich durch die empfohlene Anderung aber deutlich verbessern [150-152]. Dies
erklart sich dadurch, dass mehr 3+ Félle der 2+ Gruppe zugeordnet werden. Studien
die bei guter Fallzahl die alten Dako Richtlinien den ASCO/CAP Richtlinien zur
Festlegung des IHC scoring in Korrelation zur FISH gegeniberstellten, konnten

keinen wesentlichen Unterschied feststellen [153, 154].
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Kontrovers ist auch, ab welchem Ergebnis der Mono-ISH (nur die Sonde fur die
HER2-Region) von einer Amplifikation des HER2 Gens auszugehen ist. Die
Mehrzahl entsprechender Studien setzt eine Grenze von = 6 Kernsignalen in der
CISH fur eine eindeutige Amplifikation des HER2-Gens fest [121-123]. Andere
Autoren akzeptieren bei der Durchfiihrung einer ISH mit nur einer Sonde fur HER2
die Amplifikation erst ab 7 Kernsignalen. Hierbei wird empfohlen, die nur 4-6 Signal
gebenden Karzinome zusatzlich mit einer Zentromer-Chromosom 17 Sonde zu
untersuchen, um eine mdgliche Polyploidie, die in diesem Bereich haufiger
vorkommt, auszuschlieRen [45, 155, 156]. Bei Durchfiihrung einer ISH mit der
zusatzlichen Sonde fir das Chromosom 17 Zentromer geht man einerseits ab einer
HER2/CEP17-Ratio von 2,0 von einer Amplifikation aus. Zum Anderen wird jedoch
ein Verhéltnis von 1,8-2,2 als aquivoker Bereich definiert. Dieses Ergebnis muss
dann mittels einer Auszéhlung weiterer 20 Zellen oder einer erneuten Untersuchung
Uberprift werden. Letztendlich gibt es fir die bleibend &quivoken Falle keine
Festlegung, wie hinsichtlich einer moglichen Therapie entschieden werden soll [45,
124, 157]. Bezuglich einer Klassifizierung in niedrig (low level), mittelgradig
(intermediate level), sowie hoch (high level) amplifiziert findet man ebenfalls keine
einheitliche Regelung, obwohl die Unterteilung haufig vorgenommen wird [158-161].
Die FISH-Methode wurde haufig als Goldstandard angesehen [134, 162, 163]. Diese
Ansicht teilen jedoch nicht alle Autoren [45, 164].

4.2 Vergleich der Biopsie- mit den Resektat-Ergebnisse  n

Da zumeist das Resektat zur Bestimmung des HER2-Status verwendet wird, haben
wir neben der Korrelation der Ergebnisse von Stanze und Resektat auch die
Uberprifung der Stanzergebnisse gegeniiber dem angenommenen Goldstandard
des Resektates durchgefiihrt.

Der Anteil der HER2-Positivitdt mit dem HercepTest™ Ergebnis 3+ lag bei 9,5 %
(21/222) im Stanzkollektiv und 11,7 % (26/222) im Resektatkollektiv. Im Rahmen der
CISH Diagnostik zeigten sich 10,1 % (22/217) fur die Stanze und 12,5 % (27/216)
fur die Resektate HER2 positiv. Der Anteil an HER2 positiven Fallen mit der FISH
ergab 15% (29/193) innerhalb des Resektatkollektives und 10,9 % (22/202)
innerhalb der Stanzgruppe. Dabei wird der tatsédchliche Anteil HER2-Positivitat
unserer Klinik sicher geringfigig hoher sein, da bestimmte Félle nicht in der
vorliegenden Studie erfasst wurden. Aufgrund der Verschickung von
Gewebeblécken von Patienten, die an anderen Studien teilnahmen (Studien:
GeparQuattro, GAIN, HERA, [162, 165, 166]) war es in 15 Féllen nicht mdglich
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ausreichend Gewebe fir unser Vorhaben vorzuweisen. AulRerdem hatten wir Falle,
die einer neoadjuvanten oder palliativen Therapie zugefuhrt wurden, nicht in die
vorliegende Studie eingeschlossen. Zum einen die neoadjuvanten Falle, da 1) unter
Therapie eine Anderung im Tumorprofil nicht auszuschlieRen ist und 2) bei
palliativem Ansatz die Falle ohne Stanze und/oder ohne korrelierendes Resektat.

Insgesamt entsprachen unsere Werte unter Berlcksichtigung des Erfassungsfehlers
sicherlich den relativ niedrigen statistisch erfassten Werten des Gesamtkollektivs
unserer Klinik der Jahre 2003-2008 mit einer HER2-Positivitat von 15,86 % [167].
Dabei wurde in 40 % der IHC 2+ Falle kein ISH-Ergebnis angegeben. Demnach
befindet sich unser Anteil HER2 positiver Falle (40/222; 18 %, unter Einbeziehung
aller Falle IHC3+ und/oder ISH+; nur Stanzergebnisse: 13,1%; nur
Resektatergebnisse: 16,2 %)) im vorbeschriebenen Anteil fir HER2-Positivitat [33,
34, 168, 169]. Dabei ist die Studie von Liebrich et al. fir unser Kollektiv am
reprasentativsten, da sie sich auf 4651 Patienten in Sachsen auf das Jahr 2007
bezog. Die Kollegen beschrieben bei diesem aktuellen groRen Kollektiv einen
ahnlichen Anteil von 17,5 % HER?2 positiver Patienten mit IHC 3+ und/oder ISH+.

4.2.1 Vergleich der Biopsie- mit den Resektat-Ergeb  nissen
bezuglich des HercepTest™

Die Korrelation des HER2-Status der Stanzbiopsie mit dem Resektat ergab eine nur
maRige Ubereinstinmung. Bei Zusammenfassung der Gruppe mit IHC 0 und 1+
wurde diese zuverlassiger. Bei der Betrachtung der Einzelergebnisse des
HercepTest™ fanden sich in der Stanzgruppe 60 Félle, bei denen das Scoring
hoher als im Resektat war. Diesen standen 32 Falle gegeniber, bei denen das
Scoring des Resektates hoher ausfiel. Dadurch kann man eine bessere Anfarbung
des HercepTest™ im Stanzkollektiv vermuten. In der Gruppe der diskordanten
Fallpaare gab es lediglich vier Paare, die in der ISH ein positives Ergebnis zeigten.
Dies wirde insgesamt doch fiir eine hohe Rate falsch positiver Anfarbungen der
HercepTest™ -Befunde sprechen. Betrachtet man aber die restlichen diskordanten
Falle, zeigten sich dabei nur wenige final falsch positive Befunde, wenn man sie
entsprechend dem aktuellen Algorithmus durch die ISH lberprifte. Dabei konnten
wir bei Prifung mit der ISH zwei potentiell falsch positive (HercepTest™ 3+; ISH
negativ) Falle im Stanzkollektiv gegentber vier in der Resektatgruppe aufzeigen.
Eine bessere und vollstandigere Fixierung des Stanzkollektives ist dabei eine
madgliche Ursache fir dieses Ergebnis [170]. Eine mogliche Unterschreitung der

minimalen Fixierungszeit bei den Stanzen, die manche Autoren anfiihren [171], liel3
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sich bei unseren Praparaten durch eine klare zeitliche Regelung (Stanze
mindestens 2 Stunden, Resektat zwischen 6-48 Stunden) ausschlieRen. Unsere
Fixierungszeiten entsprachen somit den Vorgaben aus der ASCO/CAP Leitlinie [45].
Demgegenuber kann man das Risiko falsch positiver Anfarbungen durch genaue
morphologische Untersuchung der gesamten Stanze minimieren [137, 172], so dass
Mann et al. (2005) die Stanzbiopsie zusammenfassend als zuverlassig in ihrer
Vorhersage des HER2-Status bewerten [170].

Wesentlicher Nachteil der Stanze ist, das nur ein kleiner Tumoranteil repréasentiert
wird. Dieser kann in seltenen Féllen so gering sein, dass eine zusatzliche
Rezeptorbestimmung unmdglich ist. Daher ist bei potentiell heterogenem Tumor die
Evaluierung mehrerer Stanzbioptate fir eine représentative Diagnose empfohlen.
Dabei variiert die optimale Anzahl an Stanzen aus dem Tumor, um eine maoglichst
reprdsentative Diagnose bieten zu kénnen, von zwei Stanzen [173] Uber drei
Stanzen [174] bis hin zur Forderung nach mindestens 6 Stanzen [136, 175, 176],
sowie auch in Abhangigkeit vom Durchmesser des Stanzzylinders [136, 177]. Die
erste Studie, die dabei auch die Prognoseparameter wie HER2, ER und PgR mit
einbezog, fordert mindestens vier Stanzen zu untersuchen [178]. Wir konnten in
unserer Studie auf durchschnittlich drei Stanzzylinder von 10, 11 oder 14 Gauge zur
Diagnosesicherung zurtickgreifen. Dabei bestatigten mindestens zwei der drei
Stanzzylinder ein positives Ergebnis, wenngleich eine detaillierte Auswertung
diesbezlglich nicht Bestandteil unserer Arbeit ist.

Die Ubereinstimmung zwischen Stanz- und OP-Ergebnis beziiglich des
HercepTest™ war nur bei Beschrankung der HER2-Positivgruppe auf die HER2 3+
Falle im Vergleich zu den restlichen Fallen verlasslich. Es ergab sich ein kappa von
0,74 bei einer guten Konkordanz von 95 %. Dabei ist bekannt, das die Konkordanz
selbst bei Interobservergleich bezuglich der HercepTest™-Ergebnisse in Studien
nur bei maximal 80-90 % lag [134, 162]. Der Nachweis des grof3eren Anteils an
HER2-Positivitat innerhalb des Resektatkollektives spricht fiir einen Vorteil des OP-
Resektates.

Andererseits fanden wir bei Durchsicht der 32 kategorial diskordanten Falle auf
beiden Seiten nur zwei Féalle, die im Rahmen der ISH ein positives Ergebnis
aufweisen konnen. Aul3erdem fielen bei Durchsicht der Gruppe 2+/3+ 22 Falle ( von
insgesamt 46 Féallen dieser Gruppe) innerhalb der Stanzen gegenlber 22 Fallen
innerhalb der Resektate (von insgesamt 44 Fallen) auf, die durch die ISH-
Ergebnisse als positiv bestéatigt wurden. Dies lasst daran zweifeln, dass das
Resektat bei der IHC wirklich Vorteile bietet und verstarkt die Zuverlassigkeit der

Bestimmung anhand der Stanzbiopsie trotz der geringen Sensitivitat und positiven
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Pradiktion bei Bestimmung des HER2-Status aus der Stanze. Bei ausgesprochener
Tumorheterogenitat bietet die zweizeitige Bestimmung in beiden Geweben den
Vorteil, den HER2-Status noch sicherer definieren zu kdnnen. Zum Ausschluss einer
fehlerhaften Therapieentscheidung aufgrund falscher IHC-Ergebnisse sind
demgegeniiber zur Uberprifung des Ergebnisses die ISH-Methoden verfugbar. Dies
wird bei Sicht auf die deutlich zuverlassigeren Aussagen durch die ISH noch

unterstutzt.

4.2.2 Vergleich der Biopsie- mit den Resektat-Ergebnissen
beztglich der CISH - Methode

Bei Betrachtung der Korrelation der CISH-Ergebnisse miteinander zeigte sich bei
einem kappa von 0,84 eine sehr groRe und damit zuverlassige Ubereinstimmung
der Ergebnisse von Stanze und Resektat. Im Gegensatz zu der sehr hohen
Spezifitét von 0,99 lag die Sensitivitat aber nur bei 0,78. Dies bedeutet, dass durch
die Diagnosesicherung anhand der Stanze der Anteil der als richtig erkannten HER2
Negativen sehr hoch ist. Jedoch fand die Stanze nur 78 % der Falle, die durch das
Resektat als HER2 positiv definiert waren. Dies bedeutet fir die HER2-Detektion
mittels CISH anhand der Resektate einen Zugewinn HER2 positiver Félle. Kann das
Ergebnis des Resektates dabei wirklich als Goldstandard angesehen werden? Dies
misste vergleichend mit der Korrelation des Therapieansprechens gezeigt werden.
Die guten pradiktiven Werte bestatigen allerdings die Zuverlassigkeit der Ergebnisse
anhand der Stanzbiopsie. Das Missverhaltnis zwischen HER2 positiver und
negativer Fallzahl barg bei geringer absoluter Fallzahl der HER2 Positiven
Schwierigkeiten in der Bewertung der Ergebnisse. Dadurch beeinflusste auf Seite

der HER2 Positiven ein diskrepanter Fall viel starker die Kalkulation.

4.2.3 Vergleich der Biopsie- mit den Resektat-Ergeb  nissen
beziglich der FISH Methode

Die Korrelation der FISH-Ergebnisse von Stanze und Resektat wies bei einem
kappa von 0,8 ebenfalls eine hohe Ubereinstimmung auf, wenn diese auch etwas
schwacher als bei der CISH ausfiel. Bei Uberpriifung der Stanzergebnisse mittels
der Ergebnisse aus dem entsprechenden Resektat erzielte man die gleiche
Spezifitéat von 0,99 bei einer noch geringeren Sensitivitdt von 0,72 im Vergleich zur
CISH. Da mittels Bestimmung anhand des Resektates auch im Rahmen der FISH

zusatzliche HER2 positive Falle detektiert wurden, kann man von einem Vorteil der
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Bestimmung aus dem Resektat ausgehen. Die pradiktiven Werte zeigten eine relativ
zuverlassige Bestimmung der FISH durch die Stanze an.

Insgesamt kdnnen beide ISH-Methoden in ihrer Vorhersagekraft durch das
Biopsieergebnis als vergleichbar bewertet werden, wobei die CISH bei unserer
Datenlage als geringfligig praziser einzuschatzen ist.

Generell zeigte sich, dass bei beiden ISH Methoden mit der Bestimmung aus dem
Resektat gegentiber der Stanze zusatzliche HER2 positive Falle detektiert wurden.
Diese Falle waren zum grof3ten Anteil in der CISH und FISH positiv. Dabei waren
viele diskordante Falle in ihrer HER2/CEP17-Ratio grenzwertig oder niedrig
amplifiziert. Eine Beobachtung, die auch schon andere Autoren gemacht haben
[179]. Bei der Durchsicht dieser Falle erschien die Anfarbung auch in sich beztglich

des HER2-Status relativ heterogen.

4.2.4 Vergleich der Biopsie- mit den Resektat-Ergeb  nissen
bezlglich der Steroidrezeptoren

Die Korrelation des Ostrogenrezeptor-Status von Stanze und Resektat war mit
einem kappa von 0,79 nahezu perfekt bei einer Konkordanz von 94 %. Dies
bedeutet, dass man durchaus auf die Vorhersage des Ostrogenrezeptors durch die
Stanze vertrauen kann. Wenn nicht sogar die Stanze Vorteile gegeniber dem
Resektat bietet, vor allem weil man anteilig mehr positive Stanzfélle gegentber der
Resektatgruppe fand. Dies begriinden Mann et al. (2005) mit der besseren Fixierung
der Stanzgewebe und demnach besseren Konservierung des entsprechenden
Epitops [170] Die einzigen drei Hormonrezeptor-positiven Félle, welche nicht durch
den Ostrogenrezeptor der Stanze detektiert wurden, wéren bei Uberpriifung mit dem
Progesteronrezeptor in beiden Gewebetypen aufgefallen.

Bei dem Vergleich des Progesteronrezeptor-Status der Stanze mit dem Resektat
ergab sich ein kappa von 0,7. Damit fiel die Vorhersage bezlglich des
Progesteronrezeptors durch die Stanzbiopsie gering schlechter als im Rahmen der
Ostrogenrezeptordiagnostik (kappa 0,79) aus. Dies kann mit der sehr heterogenen
Verteilung des Progesteronrezeptors zusammenhangen [180]. Der Anteil PgR
positiver Falle war bei beiden Gewebetypen identisch (64,8 %). Die Anteile beider
(83,3 % ER pos Stanze, 78,9 % ER pos Resektat) Steroidrezeptoren entsprachen
damit den Angaben zum Mammakarzinom aus der Literatur [158, 181]. Bei
Durchsicht der ER negativen Falle in einem Gewebetyp und Kontrolle mittels PgR,
zeigte sich durchweg bei positivem PgR Resektat Befund ein Anhalt fir daraus

abzuleitende Hormonrezeptorpositivitat durch Hinzunahme der anderen Befunde.
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Trotz der vorliegenden eingeschrankten Stichprobe kdnnte man die These ableiten,
die Ostrogenrezeptorbestimmung aus dem Stanzgewebe vorzunehmen und mit der
Progesteronrezeptor-Bestimmung aus dem Resektat gegen zutesten. Damit wirde
man weitestgehend alle Hormonrezeptor-positiven Félle detektieren, da man bei
diskrepantem Befund weiter untersuchen koénnte. Dies mifite aber an einem
grolReren Kollektiv prospektiv Uberprift werden. Dartber hinaus empfehlen Autoren
generell alle hormonrezeptornegativen Stanzen weiter zu Gberprifen [182]. Aktueller
Algorithmus an unserer Klinik war bis dato sowohl ER als auch PgR anhand beider

Gewebetypen zu bestimmen.
4.2.5 Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Me  thoden

Bei der Gegenuberstellung der drei Methoden zeichnen sich deutliche Unterschiede
ab. Der HercepTest™, generell die IHC bietet die kostenglnstigste Analyse. Es
bleiben aber immer die aquivoken 2+ Falle, welche zusatzlich mittels einer ISH zu
Uberprifen sind. Diese Gruppe weist haufiger heterogene Tumoren auf [183]. Auch
eine Polyploidie des Chromosom 17 soll dort vermehrt auftreten [184]. Aufgrund
unserer Ergebnisse ist die Prifung der 3+ Ergebnisse ebenfalls zu erwéagen, da in
dieser Gruppe bis zu 28,6 % ISH negativ waren. Da das Ansprechen dieser Falle
ungewiss ist, konnte man diese Falle eventuell mittels Zweitmeinung retesten
lassen. Bei fortbestehender Diskrepanz der Ergebnisse wéare die interdisziplindre
Beurteilung und Aufklarung des Patienten moglich. Den Kosten der HER2-Detektion
stehen bei falsch positiven Ergebnissen natirlich die Kosten der Therapie und ihre
entsprechenden potentiellen Nebenwirkungen gegentber. In einer amerikanischen
Kostenanalyse von Elkin et al. (2004), die bei Einsatz von Trastuzumab bei
metastasiertem Mammakarzinom, die Ergebnisse aus 10 Studien einbezog, kam
man ebenfalls zu dem Ergebnis auch die IHC 3+ Falle mit FISH zu Uberprifen [185].
Dies konnte auch durch eine Metaanalyse aus 17 Studien von Dendukuri et al.
(2007) bei Einsatz von Trastuzumab bei Mammakarzinom bestatigt werden [134].
Beide Studien gingen dabei von einem Nichtansprechen der FISH neg./IHC pos.
(3+) Falle aus.

Die semiquantitative Beurteilung der Anfarbung in der IHC ist mit einem gréReren
mdglichen subjektiven Fehler behaftet. Das Auszdhlen von Kernsignalen bei den
ISH-Methoden erlaubt hingegen eine objektivere Auswertung. Auch die Fixierung
des Gewebes hat einen mafigeblichen Einfluss auf die Anfarbung durch die IHC
[45]. Das HER2-Oberflachenantigen ist dabei dem Nachweis gegentber instabiler
als die DNA. Generell muss man darauf verweisen, das unsere durchgefiihrten

Bestimmungsmethoden entgegen der ASCO/CAP Leitlinie zumeist deutlich spater
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als sechs Wochen nach Gewebeentnahme erfolgten, was zu einem Verlust des

Epitopes fihren kann [45].

4.2.6 Vergleich CISH mit FISH

Der HER2-Nachweis mittels in situ Hybridisierung verursacht bis zu vierfach hohere
Kosten wie die IHC und ist deutlich zeitaufwéandiger und anspruchsvoller in der
Durchfiihrung. Dabei ist die CISH die schnellere und weniger storanfallige der
beiden ISH-Verfahren. Auch die Auswertung der CISH ist aufgrund der zeitgleich
evaluierbaren Histomorphologie mittels lichtmikroskopischer Ansicht und der
madglichen Archivierung gunstiger als bei der FISH. Die Auswertung der FISH-
Analyse erfordert ein Fluoreszenzmikroskop mit entsprechender Kamera, wobei die
zeitgleiche Beurteilung der Histomorphologie nicht mdglich ist.

Zu Beginn unserer Analyse 2006 war die CISH noch nicht allgemein anerkannt.
Mittlerweile liegen bereits etliche Studien wie in Tabelle 4-1 dargestellt zu ihrer
Evaluation vor, womit als Beginn die Studie von Tanner et al. 2000 genannt werden

muss.

Tabelle 4-1  Studienergebnisse mit Vergleich von CISH und FISH

CISH/FISH
Studie FallgréRe | Konkordanz kappa
in %

Arnould et al., 2003 [122] 75 96 0,97
Arnould et al. 2012 (CISH Stanze/FISH OP) [153] 234 98 0,96
Bhargava et al. 2005[186] 102 100 -
Bilous et al. 2004 50 94 -
Bilous et al. 2006 [187] 43 88 -
Cayre et al. 2007 [163] 55 92 0,76-0,88
Dandachi et al. 2002 [188] 38 100 -
Di Palma et al. 2007 [189] 161 100 0,91
Gong et al. 2009 226 99 -
Gong et al., 2005 [125] 80 91 0,93-1,0
Gupta et al. 2003 [190] 31 84 -
Hanna und Kwok 2006 [179] 254 95 0,91
Hauser- Kronberger und Dandachi 2004 [191] 173 100 -
Hyun et al. 2008 [192] 309 97 -
Isola et al. 2004 [193] 192 94 0,88
Laakso et al., 2006 [194] 44 91 0,82
Lin et al. 2005 [195] 25 92 -
Li-Ning -T et al. 2005 [196] 32 97 -
Loring et al. 2005 [197] 119 99 -
Mollerup et al. 2012 [198] 365 98 0,92
Park et al. 2003 [199] 188 94 0,84
Pederson & Rasmussen [200] 72 99 0,97
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Pothos et al. 2008 [201] 88 100 -
Riethdorf et al. 2011 [202] 399 95 0,83
Saez et al. 2006 [203] 200 95 0,86
Tanner et al. 2000 [204] 157 94 -
van de Vijver et al. 2003 208 90 -
van de Vijver et al. 2007 [205] 211 92 -
Vera-Roman und Rubio-Martinez 2004 [206] 50 94 -
Vocaturo et al. 2006 [207] 111 95 -
Wixom et al. 2004 [208] 31 97 -
Zhao et al. 2002 [209] 62 100 -

- = nicht angegeben
Die CISH zeigt dabei aufgrund der deutlichen Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der FISH ihre gleichwertige Stellung. Auch im Rahmen unserer
Untersuchung lie3 sich bei Gegenuberstellung der CISH- mit den FISH-Ergebnissen
der Stanzen die entsprechende Zuverlassigkeit der HER2-Bestimmung mit der CISH
mit einem «k von 0,90 und einer Konkordanz von 98 % beweisen. Dabei fiel k mit
0,92 bei ebenfalls 98 % Ubereinstinmung der Falle bei Gegeniiberstellung der
CISH- mit den FISH-Ergebnissen der Resektatgruppe noch leicht hoher aus. Dieses
Resultat liel3 sich gut in die Ergebnisse der Tabelle 4-1 einordnen und untersttitzt
die These, dass die CISH der FISH durchaus gleichwertig ist. Bereits im Jahr 2008
wurde die Methode der Dual-CISH zum Nachweis von HER2 und der
Zentromerregion von Chromosom 17 auch infolge klarer Forderung der Fachwelt
[179, 189] durch die FDA zugelassen [210]. Das Prinzip wurde bis hin zur
Automatisierung der Methode als auch zur Entwicklung der SISH weiterentwickelt
[142, 211]

CISH-Ergebnisse wurden bereits mehrfach, zumeist aber retrospektiv mit dem
Therapieansprechen der Patienten korreliert, manche Autoren sehen sie dabei auch
als prognostischen Faktor [62, 212-214].

Durch das Aufkommen der Dual-CISH ist die CISH mindestens gleichberechtigt,
wenn nicht zu bevorzugen. Wobei man hier den begrenzten Einsatz einer
Chromosom 17 Sonde bei den grenzwertigen Fallen, beispielsweise bei 4-6
Kernsignalen diskutieren kann [215]. Viele Autoren hingegen sehen die meisten
Polysomie-Falle im Bereich von 3-5 Signalen beim CISH, so dass eine Grenze ab 6
Signalen der Integration dieser Félle ins Positivkollektiv vorbeugt. Es besteht aber
dennoch ein Restrisiko, falsch positive Falle zu rekrutieren [123, 136, 216].

Innerhalb der diskordanten Falle bei Vergleich der Methoden fallt haufig eine
grenzwertige HER2/Chr.17 Ratio von 1,8 bis 2,2 auf. Neue Studien missen laut
Arnould et al. (2003) darlegen, ab welchem Niveau der Amplifikation eine HER2

gerichtete Therapie wirkt, sowie bei welchen Kombinationen [122]. AuRerdem gibt
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es neue Erkenntnisse, welche die Benutzung von nur einer Sonde fir das
Zentromer von Chromosom 17 zum Beweis einer Polysomie von Chromosom 17
anzweifeln, da auch im Bereich des Zentromers Amplifikationen von Genen
vorkommen. Hier konnte anhand von 20 aqgivokalen Fallen in drei Féllen ein falsches

Ergebnis der Dual-FISH gezeigt werden [217].

4.2.7 HercepTest™, CISH und FISH

Fraglich bleibt, wie mit den eindeutig Uberexprimierten, nicht amplifizierten Fallen
hinsichtlich einer moglichen Therapie verfahren werden soll. Dieser Prozentsatz
belief sich von 20 % (FISH, Stanze) lUber 24 % (beide, Resektat) bis zu 28,6 %
(CISH, Stanze). Gown et al. (2008) haben einen Anteil von 30 % gefunden, Vera-
Roman & Rubio-Martinez (2004) beschrieben sogar einen Anteil bis 50 % [5, 123].
Auch der Anteil von amplifizierten Fallen, die sich im Bereich des HercepTest™ 0
und 1+ befinden, muss diskutiert werden. Unsere Ergebnisse zeigten
durchschnittlich einen Anteil von 1,2 %. Kann eine zielgerichtete Therapie denn
greifen ohne Prasentation des Zieles durch die Zelle?

Einige retrospektive Studien fanden dieselbe Prognose fur FISH pos./IHC neg. Falle
wie fur FISHpos./IHCpos. [216, 218]. Wohin gegen FISH neg./IHC pos. eher den
FISH neg./IHC neg. Fallen entsprachen. Auch Seidman et al. (2001) gehen davon
aus, das die FISH neg./IHC pos. (HercepTest™ 3+) Falle ein schlechteres
Ansprechen als die FISH pos. Falle haben, auch wenn sie nur das
Gesamtansprechen auf Taxol/Herceptin betrachten [47]. Hofmann et al. (2008)
zeigten hingegen bei 19 metastasierten Mammakarzinom-Patienten, die ein
partielles oder vollstandiges Ansprechen auf first line Trastuzumab mono aufwiesen,
eine hohere Sensitivitat fir den HercepTest™ 3+ als fur die positive FISH [219].
Eine Polysomie des Chromosoms 17 wird bei den ISH-Methoden, welche dafir eine
Zentromersonde zusatzlich hybridisieren, detektiert. Schatzungsweise bis zu einem
Drittel der Mammakarzinome sind aneuploid. Bei einer Polysomie des Chromosoms
17 gehen die meisten Autoren von einer Vermehrung des HER2-Gens ohne Effekt
im Sinne einer Uberexpression fur die Zelle aus. Manche Autoren gehen von keinem
Therapieansprechen fir diese Falle aus [220-222]. Vanden Bempt et al. (2008)
konnten bei 104 Fallen (in 46% ihrer Patientenkohorte) mit einer Polysomie von
Chromosom 17 keinen Fall mit einer IHC 3+ nachweisen [222] Dagegen konnten sie
viele schwach positiv exprimierte Falle (IHC 2+, aquivok) in dieser Gruppe
aufzeigen. Dem stehen die Ergebnisse anderer Autoren gegeniber, die sogar
Anteile von 47-86 % polysomer Falle innerhalb der IHC pos./FISH neg. Gruppe
beschrieben [223-225]. Hofmann et al. (2008) zeigten daruber hinaus in der Gruppe
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der IHC pos. (3+)/FISH neg. Félle zwei Félle einer Polysomie von Chromosom 17,
welche neben noch einem nicht polysomen Fall von insgesamt 9 IHC pos./FISH
neg. Fallen (7 % der IHC 3+ Falle) auf Trastuzumab Monotherapie angesprochen
hatten [219]. Auch Kaufmann et al. (2007) fanden einen therapeutischen Nutzen von
Trastuzumab in einer Kombination mit Paclitaxel bei einer Subgruppe Chr. 17
polysomer Patienten ohne HER2-Positivitat (12 von 19 Patienten zeigten ein
Ansprechen). Die Ansprechrate war dabei signifikant groRer als beim alleinigen
Einsatz von Paclitaxel [226]. Sogar in einer Subgruppe der NSABP-B 31 Studie von
174 Patienten, die bereits eingeschlossen waren, aber im Rahmen der zentralen
Retestung nicht mehr IHC 3+ und/oder FISH positiv waren, konnte ein signifikanter
Effekt durch die adjuvante Hinzunahme von Trastuzumab nachgewiesen werden
[227]. Dartber hinaus kénnen Tumoren HER2 auch ohne Amplifikation des
dazugehorigen Gens uUberexprimieren. Dies kann aus einer voribergehend
gesteigerten Transkription [42, 44] oder aus einem verminderten Abbau der m-RNA
resultieren [42, 59, 228]. Diese Ergebnisse widersprechen einer Bewertung der ISH
als Goldstandard der HER2-Bestimmung.

Mittels zusatzlicher Analyse der IHC 2+ Falle mit der ISH fanden wir den selben Anteil
(22/222) HER2 positiv bestatigter Falle unter den IHC 2+/3+ Féllen im Stanzbiopsie-
und Resektatkollektiv. Dies spricht fur die Zuverlassigkeit der Stanzbiopsie bei der IHC.
Es zeigten 19-24 % der IHC 3+ Falle mit der ISH keine Amplifikation. Deshalb ist zu
fordern, dass bei Gegeniberstellung der HercepTest™-Ergebnisse mit den ISH-
Ergebnissen mindestens die 2+ und 3+ Falle anhand des Resektates zu Uberprifen
sind. Letztlich ist aber auch durch die generelle Gegenuberstellung mit dem Préaparat-
Ergebnis ein Erkenntniszugewinn zu erwarten. Gerade weil sich bei den diskordanten
Fallen vielfach grenzwertige HER2/CEP17-Ratios nachweisen lassen, vermuten wir
auch aufgrund der vorbeschrieben mikroskopischen Erfahrung heterogene Tumoren
besonders im diesem Bereich der Falle mit grenzwertigen Befunden. Je mehr
Ergebnisse, desto sicherer ist der Konsens zur Definition des HER2-Status. Bei
diskordanten Ergebnissen bleibt der Abgleich mit dem Therapieansprechen zentrales

Instrument der Validierung.

4.2.8 HER2 negative Sonderfélle

Es gibt Ubersichten, welche Tumoren keine, beziehungsweise duRerst selten eine
HER2-Positivitdt zeigen sollen. So wird erwogen, G1, lobuldre als auch stark
ER/PgR positive Tumoren nicht beziglich einer HER2-Amplifikation zu untersuchen

[229]. Dabei besteht das Risiko aufgrund einer fehlerhaften Diagnose einen
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Folgefehler einzugehen. Die 2011 AGO Mamma Leitlinie empfiehlt beispielsweise
IHC 3+ Ergebnisse in einer G1 oder G2 Stanzbiopsie mittels einer FISH oder einer
erneuten IHC an dem Resektat zu Uberprifen [136]. 2012 wurde dann die generelle
Uberprifung von 3+ Stanzbiopsie-Befunden erwogen [230]. Innerhalb der in Stanze
und Resektat definitiv bestatigten G1 Tumore (n=36 Falle) fand sich nur ein
mehrfach HER2 amplifizierter Fall. Zusétzlich war dieser Fall Hormonrezeptor positiv
(ER pos. IRS 12/PgR pos. IRS6).

Unter den 24 lobularen Karzinomen unseres Kollektives war ein Fall nachweisbar,
der in beiden Gewebsproben im HercepTest™ 3+, in der ISH komplett negativ und
beziglich der ER/PgR positiv war. Ein weiterer wies nur mit der ISH des Resektates
eine HER2-Amplifikation auf.

Innerhalb der 15 Falle, die im Resektat ER IRS 12/PgR IRS 12 waren, also hoch
Hormonrezeptor-positiv, gab es keinen Nachweis einer HER2 Amplifikation, jedoch
zwei Falle die mittels HercepTest™ 3+ im Resektat, aber nur 1+ in der Stanze
zeigten. Dies lasst den Verdacht auf eine falsch positive Anfarbung des Resektates
aufkommen. Betrachtet man die 24 Falle, die in der Stanze ER IRS 12/PgR IRS 12
waren, gab es bezlglich HER2 nur einen grenzwertig amplifizierten Fall 1+/2+
pn(1,95)pp (2,53) ohne definitive Uberexpression, sowie einen Fall, welcher lediglich
eine Uberexpression in der Stanze mit IHC 3+ aufwies. Dieser zeigte im Resektat
gar keine Anfarbung beim HercepTest™. Auch hier gab es zwei Falle, welche im
Resektat einen HercepTest™ von 3+ gegenlber 1+ in der Stanze aufwiesen.
Andererseits sind die Fallzahlen dieser Subgruppen zu gering, um daraus generelle
Schlisse abzuleiten. Demgegentber gibt es Studien, die auch bei niedrigem
Grading, lobuléren Karzinomen, sowie stark Hormonrezeptor positiven Karzinomen
eine HER2 Positivitat nachwiesen [187, 199].

4.2.9 Ausblick

Generell muss das Ansprechen HERZ2 positiver Tumoren auch hinsichtlich der
neuen Therapieansdtze mit Lapatinib, Pertuzumab und T-DM1 Uberprift werden
[114, 231]. Erstrebenswert sind zusétzliche Erkenntnisse im Rahmen neuer Studien,
warum nicht alle HER2 positiven Patienten auf die Therapie reagieren und weshalb
auch HER2 negative Patienten profitieren kdnnen. Aktuelle Studien laufen natrlich
leider nur mit den Einschlusskriterien IHC 3+ und/oder FISH positiv. Dabei wird es
unmaglich, zum Beispiel die Chromosom-17-polysomen HER2 negativen Patienten
beziglich des Therapie-Ansprechens zu Uberprifen. Press et al. haben zwei

Studien retrospektiv bezuglich ihres HER2-Status mit IHC und FISH bei jeweiligem
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Therapieansprechen auf Lapatinib Gberprift. Dabei fiel auf, dass nur die FISH
positiven Falle (darunter auch IHC 0 und 1+) auf Lapatinib ansprachen [232].

Die Kombination von bestimmten ,targeted”, also zielgerichteten Therapien stellt
einen neuen und vielversprechenden Weg dar. So zeigte ja bereits Lapatinib
zusammen mit Trastuzumab ein besseres Ansprechen als bei alleinigem Einsatz
[233-235]. Auch die Hinzunahme von Pertuzumab bei Progression unter Herceptin
bei metastasiertem Mammakarzinom zeigte ein Ansprechen [114, 236]. Die
neoadjuvante NeoSphere Studie konnte sogar ein komplette Remission in 45,8 %
auf die Kombination aus Docetaxel, Trastuzumab und Pertuzumab nachweisen
[237]. Wie auch die neoadjuvante NeoALTTO-Studie eine Rate der
Komplettremission von sogar 54,3 % bei Kombination von Paclitaxel, Trasuzumab
und Lapatinib zeigen konnte [235]. Daraufhin wird die generell neoadjuvante
Therapie des HER2 positiven Mammakarzinoms diskutiert, was die absolute
Notwendigkeit der Zuverlassigkeit der Diagnose aus der Stanzbiopsie aufzeigt [237].
Hier werden laufende Studien, die zielgerichtete Substanzen miteinander
kombinieren noch weitere Mdglichkeiten nachweisen [238, 239]. Der Einsatz von
Kombinationstherapien kénnte auflerdem das Auftreten von Therapieresistenzen
vermindern.

In der Erforschung der Resistenzmechanismen hat man Ursachen, wie die sterische
Verdnderung des HER2-Rezeptors [88, 103, 104], die Initiierung alternativer
Sighalwege [105, 106] und die Veranderung des zu hemmenden Signalweges
aufgrund veranderter Expression bestimmter Effektoren gefunden [101, 107, 108,
110]. Bei Mammakarzinomen mit hoher HER2-Amplifikation (HER2/Chr.17 ratio 15-
22) wurde dabei ein erhéhtes Resistenzrisiko beziiglich Trastuzumab gezeigt [111,
112]. Dabei ist nicht genau geklart wie diese Resistenzen entstehen und wie sie zu
Uberwinden sind.

Auch der prospektiv gewonnene Verlauf des HER2-Status unter und nach den
jeweiligen Therapien konnte dabei neue Erkenntnisse bringen. Der wichtigste
Aspekt bei der Definition der zuverldssigsten HER2-Bestimmung ist dabei die
Erforschung der Korrelation der HER2-Bestimmungsmethoden mit ihren
Ergebnissen und dem jeweiligen Therapieansprechen. Wobei aber die
Resistenzmechanismen eine direkte Abh&ngigkeit des Therapieansprechens vom
HER2-Status relativieren. Die Zukunft liegt moglicherweise in der ausfihrlichen
Charakterisierung der Tumoren auf DNA-Ebene und/oder auf mMRNA Niveau wie mit
neu vorgesteliten Methoden der RISH, der Stellaris” fluorescence in situ
hybridization und QuantiGene® ViewRNA ISH tissue assay [240-242].
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde bei 185 Patienten der HER2-Status in der Stanzbiopsie und
dem zugehdrigen Resektat des Mammakarzinoms mit den zwei Methoden CISH
und FISH bestimmt. Anhand der zusatzlichen groRenteils aus der Routinediagnostik
Ubernommenen Ergebnisse der immunhistochemischen Diagnostik (HercepTest™)
konnten alle drei Bestimmungsmethoden zweiseitig miteinander korreliert werden.
AulBerdem wurden die ebenfalls aus der Routinediagnostik Ubernommenen
Hormonrezeptorbefunde aller Falle analysiert. Dabei wurden die Ergebnisse aus
dem Stanzgewebe auch hinsichtlich inrer Vorhersagekraft und Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen der Resektate verglichen. Es zeigte sich eine groRRere Préavalenz
der HER2 positiven Félle im Kollektiv der Resektate. Dies wurde auf die mogliche
Tumorheterogenitat, die in dem zumeist groReren Tumorausschnitt im Resektat mit
grolRerer Wahrscheinlichkeit zum Nachweis kommt, zuriickgefuihrt. Bei zusatzlicher
Untersuchung der IHC 2+ Falle mittels ISH zeigte sich dabei die Stanze gegeniber
dem Resektat bei der HER2-Bestimmung mit der IHC gleichberechtigt. CISH und
FISH korrelierten innerhalb der Gewebekohorten sehr gut miteinander. AuRerdem
zeigte die CISH in unserem Kollektiv die grof3te Konkordanz zwischen den
Ergebnissen der Stanzbiopsie und des Resektates (kappa 0,84). Die CISH wurde
2008 durch die FDA zugelassen und ist damit der FISH mindestens gleichwertig bei
zusatzlich methodischen und finanziellen Vorteilen. Aufgrund der nur méaRigen
Konkordanz der Stanze mit dem Resektat im Rahmen der immunhistochemischen
HER2-Bestimmung und eines relevanten Anteils ISH negativer IHC 3+ Falle
empfehlen wir die Durchfihrung einer ISH bei IHC 2+ wund 3+ am
Stanzbiopsiematerial. Bei bleibend diskrepanten Féllen muss eine weiterfiihrende
Diagnostik, sowie eine Einzelfall-Diskussion zwischen Kliniker und Pathologen und
eine Aufklarung des Patienten beziglich der Entscheidung (ber eine HER2
gerichtete Therapie erfolgen.

Die Ergebnisse der Ostrogenrezeptoren anhand der Stanzbiopsie zeigten sich in
unseren Ergebnissen als reprasentativ. Dabei kann anhand des Resektates die
Kontrolle mittels Bestimmung der Progesteronrezeptoren erfolgen. In unserer
Kohorte waren bei diesem Algorhitmus alle mutmalllich Hormonrezeptor-positiven
Félle detektiert wurden. Bei kleiner Fallzahl und retrospektivem Ansatz ist dies

prospektiv zu tberprifen.
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1.

10.

Die exakte Definition des Algorithmus der HER2-Bestimmung ist von enormer
Bedeutung, da das Mammakarzinom die haufigste Tumorerkrankung als auch

die haufigste Todesursache in der Gruppe der malignen Tumoren der Frau ist.

Der positive HER2-Status ist in weniger als 20 % der Mammakarzinome

nachweisbar.

Der HER2-Status ist ein Prognosefaktor fur das Mammakarzinom.

Der HER2-Status ist ein préadiktiver Faktor fur das Ansprechen auf die

zielgerichtete Therapie mit Trastuzumab und Lapatinib.

Fur die neoadjuvante Therapie ist die Zuverlassigkeit der Diagnostik anhand

der Stanzbiopsie enorm wichtig.

Die CISH zeigt eine hohe Konkordanz bei guter zufallskorrigierter
Ubereinstimmung der Ergebnisse anhand der Stanze mit denen des

Resektates.

Die FISH zeigt eine hohe Konkordanz bei guter zufallskorrigierter
Ubereinstimmung der Ergebnisse anhand der Stanze mit denen des

Resektates.

Dennoch detektiert das Resektat mehr ISH positive Falle, begriindbar im

grolReren Tumorausschnitt.

Die CISH Ergebnisse innerhalb der Stanze und Resektatgruppe stimmen
anhand der Konkordanz und zufallskorrigierten Ubereinstimmung sehr gut mit
den FISH Ergebnissen uberein. Die CISH ist demnach der FISH mindestens

gleichwertig bei methodischen und finanziellen Vorteilen.
Unser Kollektiv ist bei einem Anteil von 18 % HER2 positiver Patienten (IHC3+

und/oder ISH positiv) mit dem Gesamtkollektiv unserer Klinik als auch

regionalen statistischen Erfassungen vergleichbar.
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11.

12.

13.

14.

15.

Unser Kollektiv ist hinsichtlich der Korrelation CISH/FISH den Studien aus der

Literatur vergleichbar.

Der HER2-Status sollte mittels IHC Bestimmung aus der Stanzbiopsie oder des

Resektates und folgender ISH des Resektates erfolgen.

Solange das Ansprechen der IHC3+/ISH negativen Félle umstritten ist, missen
diese als HER2 positiv angesehen werden. Demnach ist immer eine

immunhistochemische Untersuchung der Mammakarzinome durchzufiihren.

Die Bestimmung der Hormonrezeptoren kann sowohl aus Stanze als auch

Resektat erfolgen. Und sollte bei negativem Ergebnis weiter Giberprift werden.
Bei neoadjuvantem Therapievorgehen sollten generell ER, PgR und HER2 von

beiden Gewebetypen bestimmt werden, da eine Komplettremission als auch

eine Anderung des Expressionsprofils nicht auszuschlieRen sind.
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