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Prognostische Relevanz der Amplifikation der
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c-myc in breast cancer :
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Zusammenfassung:

Parameter der Tumorbiologie haben als Kriterien fiir die Prognose des priméren
Mammakarzinoms und fiir die Therapiewahl Eingang in die Klinik gefunden. Mit der
Entdeckung von Onkogenen und ihrer Mutationen wurden neue spezifische Parameter
fiir eine Individualisierung von Prognose und konventioneller Therapie erhalten. An
128 primédren Mammakarzinomen ermittelten wir die Amplifikation der Onkogene erb
B-2 und c-myc mit einer von uns entwickelten Methode der differentiellen Poly-
merasekettenreaktion (PCR). 29% der Tumoren waren T1, 43% waren Ostrogenrezeptor
positiv und 48% der Patientinnen N-, 41% prdmenopausal. Die Lédnge des metastasen-

. freien Intervalls war negativ korreliert mit einer erb B-2 Amplifikation (> 3, p < 0.05) im
gesamten Patientengut, bei Patientinnen, die adjuvant eine Chemotherapie (CMF)
erhielten und bei prognostisch giinstigen postmeno-pausalen Patientinnen. Patientin-
nen mit Tumoren mit c-myc Amplifikationen (> 3) hatten ein verkiirztes Gesamtiiber-
leben (p < 0.05) und verstarben friiher nach adjuvanter Chemotherapie (p < 0.05) Keine
Korrelationen bestanden fiir beide Onkogene zur TumorgréB8e, zum Lymphknotenstatus,
zum Hormonrezeptorstatus und zum histologischen Typ. Die Studie zeigt, da38 Amplifi-
kationen der Onkogene erb B-2 und c-myc in primdren Mammakarzinomen die
Identifikation von “high-risk” Patientinnen erméglicht und damit innerhalb dieses
Kollektivs neue Therapieentscheidungen erforderlich machen kénnte.

Schliisselworter:
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Summary:

Consensus meetings in Europe have agreed on the use of the prognostic factors
node involvement, estrogen receptor status and menopausal status in deciding on
therapeutic strategies. Gene amplification is one mechanism of oncogene activation
which develops during invasion and metastasis. We have usedthe differential polymerase
chain reaction to identify amplification of the erb B-2 and c-myc oncogenes in 128
primary breast carcinomas. Data were evaluated using Kaplan-Meier lifetable analysis
in the Wilcoxon test. The presence of more than 3 copies of erb B-2 was significantly
correlated with shorter disease-free survival of patients with both primary and metastatic
tumors. Amplification of c-myc was significantly correlated with decreased overall
survival of both patient groups. Patients receiving adjuvant chemotherapy (CFVM
regime) and combined chemotherapy and radiotherapy in whom erb B-2 was amplified
relapsed more quickly. Amplification of c-myc in this group was associated high-risk
patients among those who were clinically at low risk. Thus metastatic disease developed
more quickly in patients with erb B-2 amplification who had otherwise good clinical
prognostic factors, e.g. positive progesterone receptor status and who were postmeno-
pausal. Larger studies confirmed our conclusion that amplification of erb B-2 identifies
patients with a poor prognosis who are unlikely to benefit from adjuvantchemotherapy.
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Unser noch junges Wissen Uber die Funktion und Struk-
tur von Onkogenen hat tiefere Einblicke in die Entste-
hung und Ausbreitung von Krebserkrankungen gebracht.
1983 erschien die erste Publikation Gber die Amplifikation
des myc-Onkogens in einem humanen Tumor (1). Die
Bedeutung der Amplifikation des c-myc fiir das Mamma-
karzinom zeigte sich in einer ersten Untersuchung von
Escotetal. 1982(2). Ein Drittel der untersuchten Tumoren
wiesen eine Kopienzahl des c-myc-Onkogens zwischen 2
und 15 auf. Sie gehorten alle zum histologischen Typ der
invasiven duktalen Karzinome. In klinischen Studien
wurden diese ersten Ergebnisse belegt und eine positive
Korrelation zwischen der Amplifikation des c-myc und
der Progredienz der Erkrankung und der Uberlebenszeit
sowohl fir das nodal-positive als auch fiir das nodal-
negative Mammakarzinom festgestellt (3, 4). Das Expres-
sionsprodukt des c-myc Onkogens wird in Tumoren mit
Amplifikationen Gberexprimiert. Es stellt ein kernstandi-
ges Phosphoprotein darund wird fiir die Zellproliferation
bendtigt. Fehlt das myc-Protein, wird die Zelle dem
Zellteilungszyklus entzogen. Uber die Funktion des myc-
Proteins ergibt sich eine Beziehung zu einem weiteren
Onkogen fiir das Mammakarzinom, dem c-erb B-2. Das
Expressionsprodukt des c-erb B-2 Gens stellt einen dem
Epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGF-R) verwand-
tes Membranprotein dar. In einer Tumorzellinie wurde
eine negative Regulation des c-erb B-2 liber das myc-

Amplifikation und Uberexpression fiir die Prognose des
nodal-positiven Mammakarzinoms nach (6). Kontrovers
wird die klinische Relevanz des c-erb B-2 fiir das nodal-
negative Mammakarzinom in der Literatur diskutiert (7,
8,9, 10). Es (iberwiegen allerdings die Aussagen, daf3 das
c-erb B-2 fiir das nodal-negative Mammakarzinom keine
prognostische Bedeutung hat. Die Ergebnisse der inter-
nationalen (Ludwig) Brustkrebs Studiengruppe (10) mit
1506 Paqgtienten belegen. hingegen einen negativen
pradiktiven Wert der c-erb B-2 Expression im Karzinom-
gewebe fiir das Ansprechen auf Polychemotherapie,
sowohl fiir das nodal-positive als auch fiir das nodal-
negative Mammakarzinom. Daf? mit Hilfe der c-erb B-2
Amplifikation bzw. Uberexpression Subgruppen mit ho-
hem Risiko in Patientenkollektiven mit ansonsten guinsti-
gen Prognosefaktoren identifiziert werden konnten, er-
gaben die Studien von Paik(11) und Alired (12). Paik fand,
daf} Patientinnen mit Tumoren mit dem Malignitatsgrad
I und einer c-erb B-2 Uberexpression ein verkirztes
krankheitsfreies Intervall hatten. In der Gruppe der nodal-
negativen Patientinnen mit T1/2, estrogenrezeptor-posi-
tiven Tumoren in der Studie von Alired waren wenige mit
einer c-erb B-2 Amplifikation, die jedoch ein sehr kurzes
rezidivfreies Intervall hatten.

Wirstellenin dieser Arbeitden Nachweis der Genamplifi-
kationen der Onkogene c-erb B-2 und c-myc mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion (PCR) als Prognosefaktoren
des Mammakarzinoms vor (13, 14). Fiir diesen Ansatzim
Gegensatz zur Bestimmung der Proteine spricht die

Stabilitdt des Analyten DNA,
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Abb. 1: Differentielle PCR an Mammakarzinom-Proben mit Amplifikation w
Protein beobachtet. Denis Slamon berichtete 1987 iiber - ,
Patientenkollektiv

eine Pilotstudie in der er eine negative Korrelation zwi-
schen dem Grad der Amplifikation des c-erb B-2 Genes
und dem krankheitsfreien Intervall und der Uberlebens-
zeit nodal-positiver Brustkrebspatientinnen nach opera-
tiver Therapie feststellte (5). Er lies dieser Arbeit 1989
eine zweite umfangreichere folgen. An 526 Mamma-
karzinomen weist er darin die Bedeutung der c-erb B-2
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Wir haben die Besitmmung der Onkogenamplifikation
von c-erb B-2 und c-myc mit Hilfe der differentiellen PCR
an 128 primaren Mammakarzinomen durchgefiihrt. Das
durchschnittliche Follow-up betrug 26 Monate. Das

Staging ergab, daB 68% der Tumoren T1 bzw. T2 waren |
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und 32% T3/T4. Nodal-negativ waren 48%, nodal-positiv
52%. Das Grading ergab, daf3 46% der Tumoren G1 oder
G2 waren, wahrend 37% G3 waren (14% waren ohne
Grading), 14% der Tumoren wiesen bereits zum Zeit-
punkt der Primartherapie eine Fernmetastasierung auf.
43% der Tumoren waren Ostrogenrezeptor-positiv (Grenz-
werte > 10fmol/mg) und 37% waren progesteronrezeptor-
positiv (Grenzwert > 10 fmol/mg). 41% der Patientinnen
waren pramenopausal.

Standardprotokoll differentielle PCR (Abb. 1)

Samtliche Untersuchungen wurden aus kryokonservier-
temn histologisch gesichertem Tumormaterial durchge-
fihrt. Die DNA wurde dabei nach einer phenolfreien
Standardmethode (lsoquick, BTS) isoliert. Die PCR wur-
dein einem Ansatzvon 50 ul durchgefiihrt. Dabei wurden
100 ng - 1 mg genomische DNA aus den Tumoren einge-
setzt. Die Konzentration der Primer betrug 0,25 nmol/l.
Die Konzentration der Nukleotide 200 nmol/l, die Aktivitat
der Taq-Polymerase war 1 U/Ansatz. Es wurden insge-
samt 32 Zyklen durchgefiihrt in folgenden Schritten:
Denaturierung 1 Min.94°, Annealing 1 Min. 62°, Extension
1 Min. 72°. Zum Einsatz in einem Reaktionsgefal kamen
aquimolare Mengen des Primerpaares gegen c-erb B-2
(Exon 5, P1: 24 bp, P2: 23 bp) bzw. c-myc (Exon 3, P1: 23
bp, P2: 24 bp) und jeweils 1 Referenzgen, in unserem
Falle gegen B-Globin (P1: 24 bp, P2: 23 bp). Die Lange der
PCR-Produkte betrug 116 bp fiir das erb B-2 und 108 bp
fir das c-myc, die des Referenzgens 248 Basenpaare. Ein
Aliquot des Reaktionsansatzes wurde anschlieBend auf
ein 20%iges Polyacrylamidgel aufgetragen. Das Gel wur-
de nach der Elektrophorese mit Silber gefarbt. Die Aus-
wertung des gefarbten und fixierten Gels wurde mit
einem Digitalscanner durchgefiihrt und mit einem Soft-
wareprogramm die Intensitdt der Bande fiir das Onkogen
und die Intensitat der Bande fiir das Referenzgel ermittelt
(Scanpack, Biometra, Gottingen). Aus dem Flacheninte-
gral dieser beiden Banden wurde der Quotient ermittelt,
der ein MaR der mittleren Kopienzahl des Onkogens im
Tumorgewebe darstefit: Das Standardprotokoll der
differentiellen PCR dauert ca. 4 Stunden.

Der Variationskoeffizientin der Serie fiir die Bestimmung
des erb B-2 betrug 17,5% und der fiir das c-myc 12,2% fiir
die Durchfiihrung des Standardprotokolls mit 32 Zyklen
PCR bei einer Annealingtemperatur von 62° bezogen auf

Tab. 1: Variationskoeffizienten der differentiellen PCR in Abhéngig-
keit von der Anza_h_l der Zyklen

Zyklen VK erb B-2 . VK o-myf:
29 29,0 195
30 24,0 15,8
32 17,5 12,2
34 23,6 11,8

eine durchschnittliche Kopienzahl von 1. Der Variations-
koeffizient wurde an Leukozyten- und Mammatumor-
kulturzellen-DNA (MCF-7, Sk Br3) ermittelt (Tab. 1).

Aufgrund der Prazision der Methode haben wir die ermit-
telten Quotienten semiquantitativ ausgewertet. Dabei
wurde ein Quotientvon < 3als , nichtamplifiziert” gewer-
tet. ,MaRig amplifiziert” wurde angegeben bis < = 10,
und > 10 ,stark amplifiziert”.

Biomathematische Methoden

Eine Korrelationsanalyse mit klinischen und biochemi-
schen Faktoren fihrten wir mit Hilfe des Chi?-Quadrat-
Tests und des Wilcoxon-Tests durch. Mit der Lifetable
Analyse nach Kaplan-Meier wurde die Beziehung zwi-
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Abb. 2: Onkogenamplifikationen; Primére Tumoren (n = 128)
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Abb. 3: Hiufigkeitsverteilung von Staging, Grading und Hormon-
rezeptorstatus bezogen auf die erb B-2 Prognosegruppen

schen_ Genamplifikation und krankheitsfreiem Interval
bzw. Uberlebenszeit ermittelt.

Ergebnisse

) A Genamplifikationen des c-erb B-2

Esergab sich in unserem Kollektiv, wie in Abbildung 2 er-
sichtlich, folgende Verteilung der Amplifikationen fir
das erb B-2: 83,3% der Tumoren waren nicht amplifiziert,
7% maRig amplifiziert und 9,7% stark amplifiziert.

Lab.med. 18: 257 (1994) 257



. Originalie

Mit Hilfe des Chi2- und des Wilcoxon-Tests wurden in un-
serem Patientenkollektiv keine statistisch signifikanten
Korrelationen zwischen dem Grad der Amplifikation von
c-erb B-2 den Parametern TumorgroBe, Nodalstatus,
histomorphologisches Grading, Estrogen- und Pro-
gesteronrezeptor nachgewiesen. Die Abbildung 3 ergibt
eine Zusammenfassung der statistischen Analyse.

Anhand der klinischen Verléufe wurde mit den Onkogen-
amplifikationen eine univariate statistische Analyse des
krankheitsfreien Intervals und der Uberlebenszeit nach
operativer Primartherapie nach Kaplan-Meier durchge-
fiihrt. Sie ergab fiir das c-erb B-2 einen Zusammenhang
mit dem krankheitsfreien Uberleben der Patienten. Pati-
enten mit maRiger oder starker Amplifikation des c-erb
B-2 zeigten ein signifikant verkiirztes krankheitsfreies
Uberleben. Nahezu alle Patienten mit einer Fernmetasta-
sierung zum Zeitpunkt der Primartherapie hatten eine
maRige oder starke c-erb B-2 Genampilifikation (p <0.05).

% (n=54)
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Abb. 4:Erb B-2 Amplifikation und krankheitsfreies Intervall postmeno-
pausaler Patientinnen
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Abb. 5: Erb B-2 Amplifikation und krankheitsfreies Interval nach
CMF-Therapie

In der prognostisch giinstigen Gruppe der postmeno-
pausalen Patientinnen fand sich eine prognostisch weni-
ger griinstige Gruppe mit einem signifikant kiirzeren
krankheitsfreien Intervall, die eine c-erb B-2 Amplifikation
aufwies (p < 0.01) (Abb. 4). Der Erfolg einer adjuvanten
Chemotherapie (CMF-.Therapie) korrelierte mitder Ampli-
fikation des c-erb B-2. Patientinnen, die im Primartumor
" maRig oder starke Amplifikation des c-erb B-2 Onkogens
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Abb. 6: Héufigkeitsverteilung von Staging, Grading und Hormon-
rezeptorstatus bezogen auf die c-myc Prognosegruppen

aufwiesen, hatten unter adjuvanter Therapie einen signi-
fikant kirzeres krankheitsfreies Intervall, als Patienten
die keine Amplifikationen des c-erb B-2 aufwiesen (p <
0.01) (Abb. 5).

B. Genamph’fikationen des c-myc

80,3% der Tumoren hatten keine, 8,9% hatten eine maRi-
ge und 10,8% eine starke c-myc Amplifikation (Abb. 2).

Der Grad der Amplifikation des c-myc korreliert in unse-
ren Untersuchungsgut nicht mit der TumorgréRRe, dem
Nodalstatus, dem histomorphologisches Grading, sowie
dem Estrogen- und Progesteronrezeptorstatus. Die Ab-
bildung 6 gibt eine Zusammenfassung der Analyse. Eine
statistische Analyse des krankheitsfreien Intervals bzw.
der Uberlebenszeit nach operativer Therapie wurde auch
fiir das c-myc durchgefiihrt. Fiir das c-myc ergab sich ein
Zusammenhang zwischen der Amplifikation des c-mycs
und der Uberlebenszeit der Patientinnen. Patientinnen
mit einer maRigen oder starken c-myc Amplifikation
hatten ein signifikant kiirzeres Uberleben nach Primar-
therapie als Patientinnen, die Tumoren ohne eine Ampli-
fikation des c-myc aufwiesen (p < 0.05).

Fiir die Patientinnengruppe mit einer c-myc Amplifikation
ergab sich eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit. Die
Uberlebenszeit der nodal-positiven Patientinnen nach
adjuvanter Therapie, die eine maBige oder starke Ampli-
fikation des c-myc Onkogens aufwiesen, war signifikant
kiirzer, als das der Patientinnen, die keine Amplifikation
des c-myc Onkogens aufwiesen (p < 0.05).

C. c-erb B-2 und c-myc Amplifikationen

Nur 7% der von uns untersuchten Tumoren wiesen so-
wohl eine c-erb B-2 als auch eine c-myc Amplifikation auf.
Das bedeutet 35% der Tumoren hatten eine Onkogen-
amplifikation. Eine Korrelation zwischen dem Grad der
Amplifikation der beiden Gene konnte von uns mit Hilfe
des Chi%-Tests nicht festgestellt werden. Die Gruppe der
Patientinnen mit Tumoren, die beide Gene amplifiziert
hatten, ist aufgrund der selten auftretenden Koamplifi-
kation der beiden Onkogene fir eine Validierung der Pro-
gnose noch zu klein.
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Diskussion

Amplifikationen des c-erb B-2 und des c-myc Onkogens
sind relativ haufige Ereignisse in Mammakarzinomen.
Wir fanden in unserem Patientenkollektiv in 16,7% der
Falle einec-erb B-2undin 19,7% eine c-myc Amplifikation.
Diese Ergebnisse sind in guter Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen der Studie von Berns et al. an 1052
Tumorproben, in den 15,1% eine c-erb B-2 und 16,1%
eine c-myc Amplifikation hatten (3). In nur 7% der Gewe-
be mit Amplifikationen wurde von uns beide Gene in
erhohter Kopienzahl gefunden. Die Anzahl der Kopien,
ermittelt mit Southern Blotting, wird fiir das c-erb B-2 in
der Literatur zwischen 3 und 43 und fir das c-myc zwi-
schen 3 und 18 angegeben (3, 4). In unserem Kollektiv
konnten wir eine ahnliche Verteilung feststellen. Das
Maximum fiir das c-erb B-2 lag bei 50 und fiir das c-myc
bei 30 bezogen auf die Kopie des 3-Globins als Referenz-
gen. Die genannte Studie von Berns beschreibt wie
andere Autoren eine negative Korrelation zwischen dem
Grad der c-erb B-2 Ampilifikation und dem Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus (3), den wir nicht bestatigen
kénnen. Die Amplifikationsgrade maRig (>3- <= 10) und
stark (> 10) waren in unserer Untersuchung nicht mitdem
Nodalstatus, der TumorgrofRe und dem histomorpho-
logischen Grading korreliert. In den Studien einiger an-
derer Autoren wird von einer positiven Korrelation zwi-
schen der Anzahl der befallenen Lymphknoten und dem
Grad der c-erb B-2 und c-myc Amplifikation berichtet (5,
6). Bezogen auf die prognostische Bedeutung der Ampli-
fikation von c-erb B-2 und c-myc ist zu sagen, dal3 das c-
erb B-2 in unserem Patientengut lediglich mit dem krank-
heitsfreien Intervall negativ korreliert, das c-myc hinge-
gen negativ mit dem Uberlebenszeitraum nach opera-
tiver Therapie in Zusammenhang stand. Die in der Einlei-
tung erwahnte grof3e Studie der Therapiestudiengruppe
unter der Leitung von A. Goldhirsch ergab sowohl fir das
krankheitsfreie Intervall als auch fiir die Uberlebenszeit
eine signifikante Korrelation mit dem Grad der Uber-
expression des c-erb B-2 (10). Auch in unserem Kollektiv
konnten mit Hilfe der Bestimmung der Amplifikationen
von c-erb B-2 und c-myc Hoch-Risikopatientinnen mit
guten klinischen Prognosefaktoren identifiziert werden.
In unserer Studie korrelierte der Erfolg der Chemotherapie
negativ mit der Amplifikation des c-erb B-2 bzw. des c-
myc. Fiir das c-erb B-2 wurde dieses Ergebnis in der
internationalen Ludwig Therapiestudie ebenfalls beob-
achtet (10). Hier fand sich sogar ein dosisabhéngiger
Effekt. Die Differenz des krankheitsfreien Intervalls in der
Gruppe der Patientinnen mit 6 Zyklen adjuvanter Polyche-
motherapie und Tumoren mit und ohne c-erb B-2 Uber-
expression war am gréften. In zwei 1992 veréffentlich-
ten Studien wurde eine multivariate Analyse der progno-
stischen Bedeutung der Amplifikation des c-myc durch-
gefiihrt. Beide Studien kommen zu dem Ergebnis, dal
die Amplifikation des c-myc ein unabhéangiger Prognose-
faktorinsbesondere fiir das nodal-negative und éstrogen-
rezeptor-positive Mammakarzinom st (3, 4). Desweiteren
wiesen in unserer Studie Patienten mit klinisch glinsti-
gen Prognosefaktoren, z.B. die postmenopausalen Pati-
entinnen mit c-erb B-2 oder c-myc Amplifikationen eine
schlechtere Prognose auf. Eine Beobachtung, die bisher

in der Literatur nicht berichtet wurde. Aufgrund unserer
Ergebnisse sollten die beiden Onkogene c-erb B-2 und c-
myc simultan bestimmt werden. Zum einen, da in unse-
rer Studie das c-erb B-2 mit dem krankheitsfreien Interval
des c-myc mit der Uberlebenszeit korreliert, und zum
anderen gehoren beide einer intrazellularen Reaktions-
kaskade an, so dal? hier komplementdre Aussagen mog-
lich sind. Die schnelle und reproduzierbare Durchfiih-
rung der differentiellen PCR zur Bestimmung der Ampli-
fikationen von c-erb B-2 und c-myc kénnte ihren Einsatz
als Parameterin der Routinediagnostik des Mammakarzi-
noms in der Zukunft moglich erscheinen lassen.
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