Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina

Programa de Pés-Graduagcao em Medicina: Ciéncias Médicas

Topoisomerase ll-a e Her-2 em Tumores Malignos de Mama e de

Ovario

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Médicas da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul para a obtengéo do titulo de Doutor

Aluno: Max Senna Mano

Porto Alegre, RS

2006



Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina

Programa de Pés-Graduagcao em Medicina: Ciéncias Médicas

Topoisomerase ll-a e Her-2 em Tumores Malignos de Mama e de

Ovario

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Médicas da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul para a obtengéo do titulo de Doutor

Aluno: Max Senna Mano

Porto Alegre, RS

2006



Ficha Catalografica

M825t Mano, Max Senna
Topoisomerase ll-a e Her-2 em tumores malignos de mama e
de ovario / Max Senna Mano. — 2006.
310f. :il.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Faculdade de Medicina. Programa de P6s-Graduagdo Medicina:
Ciéncias Médicas. Porto Alegre, BR-RS, 2006.

1. Neoplasias mamarias 2. Neoplasias ovarianas 3. DNA
topoisomerases tipo Il 4. Genes erbB-2 5. Quimioterapia 6.
Amplificacdo de genes I. Titulo.

NLM: WP 840

Catalogacao Biblioteca FAMED/HCPA




Agradecimentos

A amiga Daniela Dornelles Rosa, por ter-me orientado na realizagéo desta tese, pela

sua competéncia extraordinaria, e por ser sempre tao positiva;

A profa. Sandra Costa Fuchs, por ter-me aceitado como aluno, apesar da barreira da

distancia, pela sua paciéncia na organizacéo dos detalhes praticos;

Ao prof. Gilberto Schwartsmann, por ser um exemplo de dedicagao a ciéncia, por ter

elevado o conceito da medicina brasileira no exterior;

A profa. Martine Piccart, por ter-me proporcionado a oportunidade de realizar este

trabalho no Instituto Jules Bordet;

Ao prof. e amigo Ahmad Awada, pela nossa amizade, e por ter suscitado o meu

interesse na pesquisa clinica;

Ao Programa de Pés-Graduacéo - Ciéncia Médicas da UFRGS.




Dedicatorias

A minha esposa, Cétia, pelo nosso profundo amor e carinho, por ter sido uma
companheira incansavel nas aventuras que a vida nos proporcionou, por ser um
exemplo de paciéncia e serenidade; por ser, frequentemente, o meu proprio ponto de

equilibrio;

A minha mée, Elci, por acompanhar o nosso progresso tio de perto e vibrar de
maneira tao sincera com cada etapa vencida, por ter sempre uma palavra positiva,
tdo importante nas horas dificeis; por ter tido a paciéncia de fazer as corre¢cdes

gramaticais da presente tese;

Ao meu pai, Paulo, por ser um batalhador, por ter-me proporcionado a oportunidade

de ter chegado até este ponto, por vibrar com o progresso das nossas carreiras;

Ao meu irméo, Alex, pela sua gentileza, pela nossa amizade e companheirismo

sinceros, que manteremos até o final das nossas vidas;

Aos meus sogros, Guido e Tania, por terem feito da minha esposa o que ela é, pela

nossa amizade, por terem-me acolhido tdo carinhosamente na familia.




Lista de Abreviaturas da Tese

Her-2: receptor epidérmico humano 2

T2A: topoisomerase ll-a

CO: cancer de ovario

CM: cancer de mama

BRCAA1: gene supressor de tumor localizado no cromossomo 17
BRCAZ2: gene supressor de tumor localizado no cromossomo 13
FIGO: International Federation of Gynecology and Obstetrics
QT: quimioterapia

CC: cirurgia de citorreducgao

Her-2: receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano
uPA: ativador do plasminogénio do tipo uroquinase

PAI-1: inibidor de ativagao de plasminogénio

HT: hormonoterapia

RT: radioterapia

CMF: ciclofosfamida, metotrexate e 5-fluorouracil

CD-20: antigeno celular marcador de linhagem B

K-RAS: proto-oncogenes da familia RAS

KIT: receptor tirosino-quinase

PDGFRA: receptor alfa do fator de crescimento derivado de plaquetas

EGFR: receptor do fator de crescimento epitelial



LMC= leucemia mielocitica crbénica

GIST= tumor estromal gastro-intestinal

FISH= hibridizagao in situ fluorescente

CISH= hibridizacao in situ cromogénica

PCR= reacdo em cadeia por polimerase

IHC= imuno-histoquimica

NSCLC= cancer de pulmao nao de pequenas células
CMF= ciclofosfamida, metotrexate, 5-fluorouracil

CEP17= centrébmero 17



Lista de Tabelas da Tese

Tabela 1. Estadiamento do cancer de ovario de acordo com a FIGO.............ccoou....... 26

Tabela 2. Grupos de estadiamento..............uueiiiiiiiiiiiiii e, 27

Tabela 3a. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definicdes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (tumor Primario).........cccccuuuurimmrreiieieeieeeeeee e 30

Tabela 3b. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definicdes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (linfonodos regionais)............coeuvvevviiiiieeeeeeeeeeen.. 31

Tabela 3c. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definicbes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (linfonodos regionais—classificagdo patoldgica)..32

Tabela 3d. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definicdes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (Metastases a distancia)..........ccccevvvvvvicceeeennnnn. 33

Tabela 4. Sobrevida de 5 anos aproximada para pacientes com cancer de mama, de

acordo com 0 €Stadio CHINICO AJCC. ... e e 34



Sumario

TS0 o OO 14
Y 015 1 =T OSSP 17
PR 1 (o T 18 oo SRR 20
2. ReViS80 da lIteratura...........ooo oo 23
2.1 Cancer de oVaArio (CO)..... ... 23

2.1.1 EpIdemiologia.........cooiiiiiiiiee e 23

2.1.2 Dados hiStOlOQICOS. .........uuuuiiiiiiiiiiiieeee e 24

2.1.3 Estadiamento € prognOStiCO.........uuuueiiiiiiiiiiiiiieieie e 24

214 Tratamento........uueieiiieiiee e 27

2.2 Cancer de mama (CM)........uuiiiiiiiiiiee s 28

2.2.1 EPIdemiologia.........cooiiiiiiiie e 28

2.2.2 Dados hiStOlOQICOS. ........uuuuiiiiiiiiiiiiiieee e 28

2.2.3 Estadiamento € prognOStiCO.........uuueriiiiiiiiiiiiieeieie e 29

2.2.4 Tratamento........uueeeeiiiiiee e 33

3. Justificativa doS @STUAOS...........uuiiiiiiiiiie e 35

3.1 Importédncia da identificagdo de marcadores biologicos no CO e

(o] pTe7e] (0] o | o7 o 1 OO PP PPPPPPPPPPPPPR 35
3.1.1.1 QUIMIOLErapia........uvueeieeiee e 35
3.1.1.2 HOrmoNOterapia. ......ccccoueeeeeeeeeeeeeeeeeere e 38



3.1 A8 CUSTO. . 38

3.1.1.4 Relagao custo-beneficio desfavoravel........................... 39

3.1.2 Padroes de expressao de genes..........ceeeeeveeiviieeeeeeeiiiieeeeeeeeennan, 40

3.1.3 Her-2 e topoisomerase -0 (T2A)......cccoeeieeiiieieiiieeieeeeen 40

4. REFEIENCIAS. ... . e 43
B, ODJELIVOS. ... it —————— 57
5.1 Objetivos do primeiro artigo..........ccoeeeieiiiiiiiiicce e 57

5.2 Objetivos do segundo artigo...........cooovmiiiiiiiiiiiie e 57

5.3 Objetivos do terceiro artigo........cccoeeeeeeiiiiiiiiieccee e 57

6. Artigos em inglés

6.1 Artigo 1 €M INGIES... .o 58

B.1.1 ADSIraCK......coe i 61

6.1.2 INtrodUCHION. ... 63

6.1.3 Her-2 amplifification and overexpression...........ccccceeeeeeevvvnnnnnn.... 65
6.1.4 Her-2 as a prognostic marker in solid tumours........................ 68

6.1.5 Her-2 as a predictive marker..............coeeeeeiiiiiiiiiiiiiieee e, 68

6.1.6 The 17912-921ampliCoN...........ccccoeeeeereieieeeeiieeeeeeeeeeee e, 71

6.1.7 T2A gene and protein (T2A enzyme) as predictors of response to

cytotoxic chemotherapy ... 72
6.1.8 CONCIUSION.....coiiiiiiiiiie ettt e 76
6.1.9 REfErenCes........ouviiiiiiii e 78
6.1.10 Figures and tables...........cccoeiiiiiiieiiiiieeee e 103
6.2 Artigo 2 €M INGIES.......cco i 110

10



B. 2.1 A S aACT . .. 112

6.2.2 Article OUtliNe...... ..o 114
6.2.3 INtroduCtioN.........ooii 116
6.2.4 Patients and methods. ... 119
B.2.5 RESUIES.....eeiiieii et 124
6.2.6 DiSCUSSION......uuiiiiiiiiiiiiiii et 130
6.2.7 REfErenCeS......c.cuviiiiiiiie e 137
6.2.8 Figures and tables...........oouuiiiiiiiii 144
6.3 Artigo 3 €M INGIES... oo 149
6.3.1 ADSIracCt. ... 152
6.3.2 INtrodUCHION. ... 154
6.3.3 Material and methods. ... 156
6.3.4 RESUIES.....eeiiiiieeiiee ettt 160
6.3.5 DISCUSSION. ...ttt 163
6.3.6 REfEreNCeS........uviiiiiiiiie e 170
6.3.7 Figures and tables..............uiiiiiiiiiiiii e, 177

7. Artigos em portugués

7.1 Artigo 1 €M POMUQUES.......uiiiii i 182
711 RESUMIO.c. ittt 185
7. 1.2 INtrOAUGA0. .....eeiiiieiie e e 187
7.1.3 Amplificacado e superexpressao do Her-2...........ccccceeeeevvvvnnnnnn... 189

7.1.4 Her-2 como um marcador prognéstico em tumores

SO OIS . . e 192

11



7.1.5 Her-2 como um marcador preditivo.............ccceeeeiivieiiieeeeeeeeinn, 193
7.1.6 O amplicon 17Q12-027....uueeeieeee et 196

7.1.7 Gene e proteina (enzima) T2A como marcadores preditivos de

resposta a quimioterapia citotoXica............ccoevviviiiiiiiiiiii 197
7.1.8 CONCIUSAO. .....eiiiiiiiiiee e 201
7. 1.9 REfEréNCias. ......c.uuuiiiiiiiiii e 204
7.1.10 Figuras e tabelas. ..o, 229
7.2 Artigo 2 €M POMUQUES........eueiiiiiiiie e e e e e e 236
7.2.1 RESUMIO. ...ttt 238
7.2.2 SUMANIO....eeiiiiee ittt e e et e e e e e eneeeene 240
47285 TN L1 oo [F o7 o TP 242
7.2.4 Pacientes € MEtOdOS...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 245
7.2.5 ReSURAAOS. ... 250
7.2.6 DISCUSS80. .. ..eitiii it 255
7.2.7 REfEréNCias. ........ouiuiiiii e 262
7.2.8 Figuras e tabelas............ooooviiiiiiiiiiii 269
7.3 Artigo 3 €M POMUGUES.......oiiiii i 274
7.3 RESUMO. .. 277
7.3.21INtrodUGAO. ... 279
7.3.3 Material € Metodos.........cviiiiiiii 281

12



T.3.4 RESUIAUOS. ... 285

7.3.5 DISCUSSE0......coi ittt 289
7.3.6 REfEreNCIas. ......cuuuiiiiiii i 296
7.3.7 Figuras e tabelas...........coooouiiiiiiiiii e 303
8. CONCIUSOES € PEISPECLIVAS. ... .uuuiiiiiee i et 308

13



Resumo

Introducdo. O receptor epidérmico humano 2 (Her-2) e a topoisomerase-lla. (T2A)
sdo dois marcadores biologicos importantes, ambos tendo um valor prognéstico e
preditivo potencial em pacientes com tumores solidos. A amplificagdo dos genes Her-
2 e T2A séo eventos independentes, embora o ultimo seja mais frequente em
tumores com amplificacdo do Her-2 (34-90%), do que em tumores sem amplificagao
do Her-2 (5-10%). Existe uma melhor correlagdo entre amplificacdo e
superexpressao do Her-2 no cancer de mama (CM) do que em outros tumores. No
entanto, no CM, a correlagado entre amplificacao e superexpressao da T2A tem sido
inconsistente, e existe uma caréncia de tais dados em outros tipos de tumores. A
expressao da proteina T2A tem mostrado uma boa correlacdo com o indice de
proliferacdo tumoral, particularmente no CM.

Objetivos. Artigo 1: Sintetizar o conhecimento atual sobre a importancia dos
marcadores Her-2 e T2A nos tumores solidos. Artigo 2: Investigar a prevaléncia de
amplificacdo e superexpressao do Her-2 e da T2A, a correlagao entre estas variaveis
e a correlagdo entre as variaveis e estagio clinico, em amostras de cancer de ovario
(CO) fixadas em parafina. Artigo 3: Investigar a prevaléncia de amplificagdo da T2A,
assim como a correlacdo entre esta variavel e a expressao da proteina T2A e do
marcador de proliferacdo celular Ki-67, em amostras de CM fixadas em parafina,
mostrando uma amplificacdo do Her-2.

Métodos. Artigo 1: Os dados foram identificados através de busca em bases de

dados eletrénicas (medline), livros de resumos de congressos e referéncias de
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artigos de revisao e originais. Artigo 2: 73 amostras de CO foram testadas para
amplificacdo e superexpressao do Her-2 e T2A, por hibridizagao in situ fluorescente
(FISH) e imuno-histoquimica (IHC), respectivamente. Artigo 3: 103 amostras de CM,
com amplificacdo do Her-2, foram testadas para amplificacdo do gene T2A (por
FISH) e superexpressao das proteinas T2A e Ki-67 (por IHC).

Resultados. Artigo 2: Com base nos pontos de corte >1.5 e >2 (relagao
copias/CEP17), as taxas de amplificagdo do Her-2 foram 15/64(23.4%) e
8/64(12.5%), versus 16/64(25%) e 5/64(7.8 %) para a T2A. Encontramos somente
3/72(4.2%) casos de superexpressao do Her-2(3+), contra 15/70(21.4%) para a T2A
(marcagem em >10% das células). Foi observada uma modesta correlagéo entre
amplificacdo e superexpressdo da T2A (p= 0.01) e uma forte correlacdo entre
amplificacdo da T2A e do Her-2, quando analisados como variaveis continuas
(p<0.001). A amplificagao da T2A correlacionou-se com estagio FIGO avancgado (p=
0.02). Artigo 3: Uma amplificagdo do gene T2A foi observada em 36.9%(38/103) dos
casos. Os niveis de amplificagdo do Her-2 (numero de cépias) nédo se
correlacionaram com a amplificagdo da T2A. A porcentagem média de células
positivas para a T2A (por IHC) foi de 5% e 10%, para casos T2A nao-amplificados e
amplificados, respectivamente. Uma correlagdo fraca, mas ainda significativa, foi
observada entre amplificacdo do gene T2A e porcentagem de células T2A-positivas
por IHC (Spearman=0.23, p=0.02); a correlacdo entre estas duas variaveis foi mais
forte em tumores Ki-67 positivos.

Conclusdes. Artigo 2 : A avaliagao da amplificacdo e da superexpressédo do Her-2 e

da T2A, por FISH e IHC, respectivamente, é realizavel em amostras de CO. Foi
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observada uma boa correlagdo entre a amplificacdo dos genes Her-2 e T2A, mas a
correlacao entre amplificagcdo do gene e superexpressao da proteina foi fraca para
ambos marcadores. As taxas de amplificacdo dos genes Her-2 e T2A sao mais
elevadas quando nao é realizada corregdo para o numero de copias do CEP17.
Parece existir uma boa correlacdo entre amplificagdo da T2A e estagio clinico
avangado. Estudos adicionais serao necessarios para determinar o melhor ponto de
corte para estes marcadores. Artigo 3: Contrariamente ao Her-2, a amplificacdo do
gene T2A nao parece necessariamente levar a superexpressao da proteina no CM.
Outros fatores, como o indice de proliferacdo celular, podem interferir na sintese da
proteina T2A. Embora a maioria dos casos de aberracbes do gene T2A ocorram em
tumores Her-2 positivos, os niveis de amplificacdo do Her-2 ndo se correlacionaram

com a amplificacdo do gene T2A.

Palavras-chave: topoisomerase-lla, Her-2, amplificagao, superexpressao, tumores

solidos, cancer de ovario, quimioterapia, cancer de mama.
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Abstract

Background. The human epidermal receptor 2 (Her-2) and topoisomerase-lla (T2A)
are two important biomarkers, with potential prognostic and predictive value in
patients with solid tumours. Her-2 and T2A gene amplification are separate events,
although the latter is more frequently seen in Her-2 amplified (34-90%) than in Her-2
non-amplified (5-10%) tumours. There is a better correlation between Her-2
amplification and protein overexpression in breast cancer (BC) than in other tumour
types. Nevertheless, there is a doubtful correlation between T2A amplification and
overexpression in BC, with virtually no data available in other tumour types. In BC,
the expression of the T2A protein has shown a good correlation with tumour
proliferation rate.

Objectives. Article 1: To summarise the available literature on Her-2 and T2A in solid
tumours. Article 2: To investigate the prevalence of Her-2 and T2A amplification and
overexpression, the correlation between these variables and with clinical stage, in
paraffin-embedded samples of ovarian cancer (OC). Article 3: To investigate the
prevalence of T2A amplification, as well as the correlation between this variable and
the expression of T2A protein and the proliferation marker Ki-67, in paraffin-
embedded samples of Her-2 amplified BC.

Methods. Article 1: The data were identified through search in electronic databases
(medline), abstract books and references from review and original articles. Article 2:
73 samples of OC were tested for Her-2 and T2A amplification and overexpression,

by fluorescence in situ hybridisation (FISH) and immunohistochemistry (IHC),
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respectively. Article 3: 103 samples of Her-2 amplified BC were tested for T2A
amplification (by FISH) and overexpression (by IHC), and Ki-67 expression (by IHC).
Results. Article 2: Based on cut-offs of 21.5 and =2 (ratio copies/CEP17),
amplification rates for Her-2 were 15/64(23.4%) and 8/64(12.5%) versus 16/64(25%)
and 5/64(7.8%) for T2A. We found only 3/72(4.2%) cases of Her-2
overexpression(3+) versus 15/70(21.4%) for T2A (staining in >10% of the cells).
There was a modest correlation between T2A amplification and overexpression
(p=0.01) and a strong correlation between T2A and Her-2 amplification when these
markers were analysed as continuous variables (p<0.001). T2A amplification
significantly correlated with advanced FIGO stage (p=0.02). Article 3: T2A gene
amplification was observed in 36.9%(38/103) of the Her-2 amplified samples. Her-2
amplification level (i.e. copy number) was not predictive of T2A amplification. The
median percentage of T2A positive cells for T2A non-amplified and amplified cases
were 5% and 10%, respectively. A weak but still significant correlation was observed
between T2A gene amplification level and percentage of positively stained cells
(Spearman=0.23, p=0.02), the observed correlation being higher in patients with
positive staining for Ki-67.

Conclusions. Article 2: The assessment of Her-2 and T2A amplification and
overexpression by FISH and IHC, respectively, is feasible in OC samples. There was
a good correlation between Her-2 and T2A gene amplification, but the correlation
between gene amplification and protein overexpression was poor for both markers.
Amplification rates were higher in the absence of correction for the number of copies

of the CEP17. Finally, we found a good correlation between T2A amplification and
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advanced disease stage. Further studies should aim to determine the optimal cut-offs
for these markers. Article 3: Contrary to Her-2, T2A gene amplification does not
always lead to protein overexpression in BC. Other factors, especially tumour
proliferation rate, may interfere with the T2A protein status. Although the majority of
the cases of T2A gene aberrations are seen in Her-2 positive tumours, the level of

Her-2 amplification does not predict for T2A amplification.

Key Words: topoisomerase-lla, Her2, amplification, overexpression, solid tumours,

ovarian cancer, chemotherapy, breast cancer.
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1. Introdugao

A quimioterapia tem adquirido uma importancia crescente no manejo de
pacientes com tumores sélidos. No entanto, nos estagios iniciais, o beneficio obtido
com sua adicdo pode ser modesto, com efeitos adversos que nao devem ser
subestimados. Na doenca avangada, ainda é considerada o pilar do tratamento, mas
a sua utilizacdo deve ser considerada levando-se em conta o risco de efeitos toxicos,
custo e questdes ligadas a qualidade de vida.

O efeito apenas modesto da quimioterapia no prognédstico pode ser explicado,
ao menos em parte, pela auséncia de alvos moleculares relevantes. A baixa
especificidade da maioria dos tratamentos anti-neoplasicos resulta em uma certa
‘diluicdo’ do seu efeito global, além de explicar, em grande parte, os efeitos toxicos
frequentemente associados a utilizagdo destas drogas. Este panorama poderia ser
melhorado pela identificagdo de alvos moleculares relevantes para as drogas anti-
neoplasicas, o que ajudaria a identificar pacientes com maior probabilidade de
beneficiarem-se de um certo tratamento. Esta abordagem tem sido empregada com
sucesso no desenvolvimento de varios compostos anti-neoplasicos, particularmente
no caso dos novos agentes bioldgicos [1-11]. Além disso, uma melhor selegdo dos
pacientes poderia levar a uma melhor racionalizacdo dos recursos financeiros
destinados a area da saude.

Por esta razdo, existe, atualmente, um grande interesse na investigagao de
marcadores preditivos de resposta a quimioterapia, um tratamento potencialmente

mais toxico do que terapias hormonais e biologicas. Resultados promissores tém
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sido obtidos com a técnica de avaliacdo do padrao de expressado de genes [12-15],
que €&, no entanto, relativamente complexa e onerosa e que ainda precisa ser
validada no contexto clinico [16]. Outros marcadores bioldgicos, de realizagdo mais
simples, e que tém sido largamente investigados como fatores preditivos de resposta
a quimioterapia (neste caso, as antraciclinas), sdo os genes Her-2 e topoisomerase-
lloo (T2A) e as suas respectivas proteinas. Embora, atualmente, a superexpressao
e/ou amplificacdo do Her-2 sejam amplamente aceitos como fatores prognosticos no
CM, o seu papel como fator preditivo de resposta a quimioterapia citotdxica ndo esta
bem estabelecido. A explicacdo para isto pode vir de um melhor entendimento da
biologia do amplicon Her-2, que é sede de uma série de genes importantes como o
da T2A, frequentemente co-amplificado ou deletado em tumores com amplificagcao
do Her-2, e que pode ser o verdadeiro marcador preditivo de resposta as
antraciclinas. Entre os diversos eventos genéticos de interesse que podem ocorrer
neste sitio cromossémico, a relagdo entre a amplificagdo dos genes Her-2 e T2A
permanece pouco estudada. No CM, a correlagdo entre a amplificagédo do gene e a
expressao da proteina Her-2 é excelente, mas tal relagdo ndo tem sido claramente
demonstrada em outros tumores sdlidos. A correlagdo entre a amplificagdo do gene
e a expressao da proteina T2A tem sido estudada no CM, com resultados variaveis,
mas existem poucos dados em outros tumores sélidos.

Em resumo, o estudo da relag&o entre estas variaveis — amplificacdo do gene
e expressao da proteina Her-2 e T2A — da mesma forma que da relagao entre estas
variaveis e outros parametros clinico-biolégicos, em tumores de mama e ovario, tem

sido uma linha de pesquisa tradicional na nossa instituigdo, tendo um valor preditivo
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e prognostico potencial nestes dois tipos de tumores. Isto justifica, portanto, a

escolha deste tema para desenvolvimento da tese.
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2. Revisao da literatura

2.1 Cancer de ovario (CO)

2.1.1 Epidemiologia

O CO é considerado uma importante causa de mortalidade no sexo feminino a
nivel mundial [17]. No entanto, a incidéncia parece ser maior em paises ocidentais
desenvolvidos; na América do Norte, por exemplo, o CO é considerado a quinta
causa de mortalidade por cancer em mulheres [18,19]. Somente nos Estados
Unidos, o numero estimado de novos casos em 2006 & de 20.180, com 15.310
mortes previstas [20]. Na Europa, o CO é considerado o quinto tumor maligno mais
frequente em mulheres [21]. Existem poucos dados sobre a real incidéncia de CO no
Brasil, mas assumindo que esta siga a mesma tendéncia do cancer de mama (CM),
especula-se que a incidéncia deva ser mais elevada nas regides de maior

desenvolvimento sécio-econdmico, como Sul e Sudeste.

A grande maioria dos casos de CO sao diagnosticados no periodo da peri- e
pds-menopausa, com um pico de incidéncia aos 60 anos [22]. Os tumores epiteliais
malignos de ovario sdo raramente vistos antes dos 20 anos de idade. Enquanto 90%
dos casos de CO séao ditos ‘esporadicos’, aproximadamente 10% s&o ‘hereditarios’
(associados a uma mutacdo dos genes BRCA1 ou BRCAZ2). Estes ultimos ocorrem

numa idade média 10 anos inferior a dos casos esporadicos [23].
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2.1.2 Dados histologicos

Os tumores malignos de ovario sdo histologicamente divididos em epiteliais,
germinativos e de células da granulosa. Apesar da localizagdo em comum, estes trés
tipos representam entidades distintas. Somente os tumores epiteliais (carcinomas),
de longe os mais frequentes (90%), serédo abordados neste trabalho. Estes ultimos
podem ser ainda subdivididos em serosos, endometridides, mucinosos e de células
claras [24]. Algumas vezes, os carcinomas de ovario apresentam caracteristicas
histolégicas mixtas (de varios dos subtipos acima); outras vezes, a distingdo é
impossivel, como no caso de tumores pouco diferenciados. Os tumores epiteliais
malignos primarios do peritbnio sdo extremamente semelhantes ao CO, em relagao
aos aspectos histologicos e ao comportamento clinico e, em geral, sdo abordados de

forma idéntica [25]; estes tumores também foram incluidos no presente trabalho.

2.1.3 Estadiamento e progndstico

Infelizmente, os diversos métodos de rastreamento do CO tém-se mostrado
pouco eficazes. Além disso, a doenca tende a evoluir de forma ‘silenciosa’ nos
estagios iniciais [26]. Em vista disto, em cerca de 80% dos casos o diagndstico &
feito somente em estagios tardios (estagios Ill e IV, de acordo com a International
Federation of Gynecology and Obstetrics [FIGO]; tabelas 1 e 2) [27,28]. O
prognédstico deste grupo de pacientes € considerado reservado, com uma sobrevida
média de apenas 2-4 anos, mesmo com tratamento adequado [29,30]. Em cerca de

20% dos casos nos quais a doencga é fortuitamente diagnosticada em estagio inicial
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(FIGO I ou Il), o prognéstico melhora de forma significativa, com taxas de sobrevida
em 5 anos superiores a 70% (quase comparaveis as do CM n&o-metastatico) [31].
Nos estagios mais precoces, alguns fatores tém sido associados a um maior risco de
recidiva, como tipo histolégico (células claras ou mucinoso), alto grau histologico,
presenca de invasao da serosa e/ou aderéncias, citologia peritoneal positiva [32] e,
possivelmente, niveis séricos de CA-125 (em pacientes com estagio 1) [33]. No caso
de recidiva, o prognostico €& bastante desfavoravel; o tratamento torna-se
essencialmente paliativo, embora a administragdo de quimioterapia (QT) venha

sendo associada a um certo aumento da sobrevida neste contexto [34,35].
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Tabela 1. Estadiamento do cancer de ovario de acordo com a FIGO. (Cortesia da

Dra. Daniela Dornelles da Rosa)

Categoria TNM Estagio FIGO

Tumor primario (T)

X Tumor primario ndo pode ser avaliado
T0 Sem evidéncia de tumor primario
T1 I Tumor limitado aos ovarios (um ou ambos)
Tumor limitado a um ovario; capsula intacta, sem tumor na
T1a 1A superficie ovariana. Sem células malignas no liquido de

ascite ou no lavado peritonial*

Tumor limitado a ambos os ovarios; capsula intacta, sem
T1b B tumor na superficie ovariana. Sem células malignas no

liguido de ascite ou no lavado peritonial*

Tumor limitado a um ou ambos os ovarios, com qualquer um

T1c IC dos .seguin'tes: ruptgra de czglps_ula, tumor na superficie
ovariana, células malignas no liquido de ascite ou no lavado
peritonial

T2 I Tgmpr envo_lve um ou ambos o0s ovarios, com extensio
pélvica e/ou implantes

T2a 1A E;tenséo 9/ou implgntgs no Gtgro elou trompa(s): ng
células malignas no liquido de ascite ou no lavado peritonial

T2b B E;tenséo e/ou impla’ntgs em outrps tecidos pélvicos.. ng
células malignas no liquido de ascite ou no lavado peritonial

Toc G Extgnséo pélyicg elou implantes (T2a ou T2t?) com células
malignas no liquido de ascite ou no lavado peritonial

T3 I Tumorle_nvolve um ou amb(_)s 0s ovérjos, com metastases
peritoniais fora da pelve confirmadas microscopicamente

T3a A Metastases pe’ritpniais microscopicas extra-pélvicas (sem
tumor macroscopico)

T3b B Metastases peritoniais m_acrqscépicias extra-pélvicas, com 2
cm ou menos na sua maior dimensao
Metastases peritoniais extra-pélvicas, com mais de 2 cm na

T3c lc sua maior dimensdo e/ou metastases em linfonodos
regionais

*Nota: a presenga de ascite ndo afeta o estadiamento, a ndo ser que haja células malignas.
Nota: metastases para capsula do figado s&o consideradas T3/estadio Ill; metastases para

parénquima hepatico sdo consideradas M1/estadio IV. Derrame pleural deve ter citologia positiva
para ser considerado M1/estadio IV.
Linfonodos regionais (N)

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais
N1 C Metastases em linfonodos regionais
Metastases a distancia (M)
MX Metastases a distancia nao podem ser avaliadas
MO Auséncia de metastases a distancia
M1 \% Metastases a distancia (exclui metastases peritoniais)
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Tabela 2. Grupos de estadiamento (Cortesia da Dra. Daniela Dornelles Rosa)

Estagio | T NO MO
Estagio 1A T1a NO MO
Estagio IB T1b NO MO
Estagio IC T1c NO MO
Estagio Il T2 NO MO
Estagio IIA T2a NO MO
Estagio 1IB T2b NO MO
Estéagio IIC T2c NO MO
Estéagio Il T3 NO MO
Estagio llIA T3a NO MO
Estagio IIIB T3b NO MO
Estéagio IlIC T3c NO MO

Qualquer T N1 MO
Estagio IV Qualquer T Qualquer N M1

2.1.4 Tratamento

Em geral, o tratamento do CO consiste em uma cirurgia de citoredugéo (CC)
maxima, seguida de QT com um sal de platina combinado a um taxano [29,30,36].
Em alguns casos, a QT pode preceder a cirurgia. E um fato atualmente bem
estabelecido que, pacientes nas quais uma CC maxima pdde ser obtida (doenga
residual <1-2 cm), terdo uma sobrevida mais longa [37]. Mais recentemente, e mais
particularmente neste subgrupo de pacientes, a QT intraperitoneal mostrou-se
superior a QT sistémica [38,39]. Na doenca recorrente sensivel a platinas (recidiva >
6 meses apds o término da QT de primeira linha), a carboplatina, associada ao

paclitaxel ou a gemcitabina, s&o atualmente considerados tratamentos de escolha
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[34,35]. O papel da cirurgia no tratamento da doencga recorrente € considerado

incerto [40-42].

2.2 Cancer de mama (CM)

2.2.1 Epidemiologia

Os tumores malignos de mama constituem a doenga maligna mais frequente
em mulheres na maior parte dos paises desenvolvidos, assim como em algumas
regides da América do Sul. Nos Estados Unidos, o numero de novos casos
estimados para 2006 € de 212.920, com 40.970 mortes previstas [43]. No Brasil,
segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), a estimativa para 2006 é de
aproximadamente 48.000 novos casos; a maior incidéncia é observada nas regides
Sul e Sudeste. Os maiores valores das taxas médias de incidéncia anuais ajustadas
por idade por 100 mil mulheres foram vistos em Sao Paulo (1997-1998: 94,0); Distrito
Federal (1996-1998: 86,1) e Porto Alegre (1993-1997: 66,5) [44]. As taxas de
incidéncia do CM aumentam com a idade, alcangando seu pico na faixa etaria de 65

a 70 anos.

2.2.2 Dados histolégicos

A grande maioria dos tumores malignos de mama sao do tipo epitelial (70-

80% carcinomas ductais, 10-20% carcinomas lobulares, além de outros tipos
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histolégicos mais raros) [45]. Somente os tumores epiteliais serdo abordados neste

trabalho.

2.2.3 Estadiamento e progndstico

Em geral, o CM ¢é associado a um progndstico favoravel, particularmente
quando diagnosticado em estagios iniciais. Pacientes com menos de 35 anos,
tumores maiores, invasao de linfonodos axilares, invasdo linfo-vascular, tumores
altamente proliferativos e/ou outras caracteristicas biolégicas (como auséncia de
receptores hormonais, superexpressdo do Her-2, presenga de marcadores de
invasividade como ativador do plasminogénio do tipo uroquinase [uPA] e inibidor de
ativacao de plasminogénio [PAI-1]) [46] estdo sujeitas a um maior risco de recidiva e
Obito e, em geral, devem ser tratadas de maneira mais agressiva. Ja o CM
metastatico deve ser visto como uma doencga incuravel, associado a uma sobrevida
meédia de 2-4 anos. Detalhes sobre o estadiamento do CM e taxas de sobrevida por

estagio podem ser encontrados nas tabelas 3a,3b,3c e 4.
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Tabela 3a. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definicdes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (tumor primario)

Tumor primario (T)

Categoria TNM

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis CDIS, CLIS, ou doenga de Paget do mamilo sem invasao do tecido mamario normal
Tis (CDIS): carcinoma ductal in situ
Tis (CLIS): carcinoma lobular in situ
Tis (Paget's): doenca de Paget do mamilo sem tumor [doenga de Paget do mamilo com
tumor é classificada de acordo com o tamanho do tumor]
CDIS= carcinoma ductal in situ; CLIS= carcinoma lobular in situ

T1 Tumor <2.0 cm em sua maior dimensao

T1mic Microinvasdo <0.1 cm em sua maior dimensao

T1a Tumor >0.1 cm mas <0.5 cm em sua maior dimenséao

T1b Tumor >0.5 cm mas <1.0 cm em sua maior dimenséao

T1c Tumor >1.0 cm mas <2.0 cm em sua maior dimensdo

T2 Tumor >2.0 cm mas <5.0 cm em sua maior dimensao

T3 Tumor >5.0 cm em sua maior dimenséo

T4 Tumor de qualquer tamanho com extensao direta para (a)parede toracica ou (b)pele,
somente como descrito abaixo

T4a Extensdo para a parede toracica, ndo incluindo o musculo peitoral

T4b Edema (incluindo “peau d'orange”) ou ulceragdo da pele da mama, ou ndédulos
cutaneos satélites na mesma mama

T4c Ambos T4a and T4b

T4c T4d: Carcinoma inflamatorio
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Tabela 3b. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definicdes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (linfonodos regionais)

Linfonodos regionais (N)

Categoria TNM

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (por exemplo, previamente removidos)

NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1 Metastase(s) para linfonodo(s) axilar(es) ipsilateral(is) movel(is)

N2 Metastase(s) para linfonodo(s) axilar(es) ipsilateral(is) fixo(s) uns aos outros, ou para
linfonodos mamarios internos (clinicamente suspeitos*) na auséncia de metastases
linfonodais clinicamente evidentes

N2a Metastase(s) para linfonodo(s) axilar(es) ipsilateral(is) fixo(s) uns aos outros ou em
outras estruturas

N2b Metastases somente em linfonodos mamarios internos clinicamente suspeitos* e na
auséncia de metastases linfonodais clinicamente evidentes

N3 Metastases para linfonodo(s) infraclavicular(es) ipsilateral(is) com ou sem
envolvimento axilar, ou para linfonodo(s) mamario(s) interno(s) ipsilateral(is)
clinicamente suspeito(s)* e na presenga de metastases linfonodais clinicamente
evidentes; ou metastase(s) para linfonodo(s) supraclavicular(es) ipsilateral(is) com ou
sem envolvimento axilar ou mamario interno

N3a Metastase(s) para linfonodo(s) infraclavicular(es) ipsilateral(is)

N3b Metastase(s) para linfonodo(s) mamario(s) interno(s) ipsilateral(is) e envolvimento
linfonodal axilar

N3c Metastase(s) para linfonodo(s) supraclavicular(es) ipsilateral(is)

* Clinicamente suspeito é definido como detectado por exames de imagem (excluindo linfocintilografia) ou
por exame clinico ou grosseiramente visiveis no exame anatomopatoldgico
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Tabela 3c. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definicdes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (linfonodos regionais— classificagéo patoldgica)

Linfonodos regionais (N) — classificagao patologica (pN)*

Categoria TNM
oNX Linfonodo(s) regional(is) ndo pode(m) ser avaliado(s) (por exemplo, ndo ressecados ou
previamente removidos)
oNO pNO: Auséncia de metastase(s) histolégica(s) para linfonodo(s) regional(is), sem
exame adicional para células tumorais isoladas (CTI**)
Metastases para 1-3 linfonodo(s) axilar(es), e/ou mamario(s) interno(s) com doencga
pN1 microscopica detectada por dissecgdo de linfonodo sentinela mas nao clinicamente
suspeito™***
pN1mi Micrometastases (>0.2 mm mas £2.0 mm)
pN1a Metastases para 1-3 linfonodos axilares
oN1b Metéastases para linfonodos mamarios internos com doenga microscopica detectada
por disseccao de linfonodo sentinela mas néo clinicamente suspeito****
Metastases para 1-3 linfonodos axilares e mamarios internos com doencga
microscopica detectada por dissecgdo de linfonodo sentinela mas nao clinicamente
pN1ic suspeitos*™** (se associado com >3 linfonodos axilares positivos, os linfonodos
mamarios internos sado classificados como pN3b, para melhor refletir a extensao
tumoral)
Metéastases para 4-9 linfonodos axilares, ou para linfonodos mamarios internos
pN2 clinicamente suspeitos*** na auséncia de metastases linfonodais axilares iplaterais
fixas umas as outras ou a outras estruturas vizinhas
pN2a Metastases para 4-9 linfonodos axilares (ao menos 1 depésito tumoral >2.0 mm)
oN2b Metastases para linfonodos mamarios internos clinicamente suspeitos**** na auséncia

de metastases para linfonodos axilares

Metéastases para 10 ou mais linfonodos axilares, ou para linfonodos infraclaviculares,
ou para linfonodos mamarios internos ipsilaterais clinicamente suspeitos**** na

pN3 presenga de 1 ou mais linfonodo(s) axilar(es) positivo(s); ou para mais de 3 linfonodos
axilares com metastases microscépicas (clinicamente negativas) nos linfonodos
mamarios internos; ou linfonodos supraclaviculares ipsilaterais

Metastases para 10 ou mais linfonodos axilares (ao menos 1 depésito tumoral >2.0

N3a . ; : ;
P mm), ou metastases para linfonodos infraclaviculares
Metéastases para linfonodos mamarios internos clinicamente suspeitos**** na presenca
oN3b de 1 ou mais linfonodo(s) axilar(es); ou em mais de 3 linfonodos axilares e em

linfonodos mamarios internos com doenga microscépica detectada por dissecgao do
linfonodo sentinela mas n&o clinicamente suspeito****

pN3c Metastases para linfonodos supraclaviculares ipsilaterais

* Essa classificagdo é baseada na dissecgdo de linfonodos axilares com ou sem dissecg¢édo de linfonodo
sentinela. A classificagdo baseada somente na dissec¢do de linfonodo sentinela sem dissecg¢do axilar
subsequente é designada’sn” (de linfonodo sentinela, por exemplo, pNO(I+) (sn).

** Células tumorais isoladas (CTIl) s&o definidas como células Unicas ou pequeno grupo de células (cluster)
(0.2 mm), geralmente detectadas por imunohistoquimica (IHC) ou métodos moleculares mas que podem ser
verificadas por coloragdo de H&E. Em geral, CTls ndo apresentam evidéncia de atividade maligna, como
proliferagdo ou reacdo estromal.

- pNO(I-): Auséncia de metastase(s) histolégica(s) para linfonodo(s) regional(is), IHC negativa

- pNO(I+): Auséncia de metastase(s) histoldgica(s) para linfonodo(s) regional(is), IHC positiva, auséncia de
cluster >0.2 mm

- pNO(mol-): Auséncia de metastase(s) histolégica(s) para linfonodo(s) regional(is), marcadores moleculares
negativos (RT-PCR)***

- pNO(mol+): Auséncia de metastase(s) histolégica(s) para linfonodo(s) regional(is), marcadores moleculares
positivos (RT-PCR)***

***RT-PCR: transcriptase reversa -reagdo em cadeia de polimerase.

**** Clinicamente suspeito é definido como detectado por exames de imagem (excluindo linfocintilografia) ou
por exame clinic
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Tabela 3d. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definicdes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (Metastases a distancia)

Metastases a distancia (M)

Categoria TNM
MX Metastases a distancia ndo podem ser avaliadas
MO Auséncia de metéstases a distancia
M1 Metastases a distancia

Tabela 4. Sobrevida de 5 anos aproximada para pacientes com cancer de mama, de

acordo com o estadio clinico AJCC (Fonte: American Cancer Society)

Estagio Sobrevida relativa a 5 anos

0 100%

| 98%
A 88%
B 76%
A 56%
B 49%

v 16%

O rastreamento tem-se mostrado uma medida eficaz na redugcdo da

mortalidade por CM [47]. Infelizmente, a porcentagem de casos diagnosticados em

estagio localmente avangado ou metastatico ainda € relativamente alta nos paises

em desenvolvimento, em relagao aos paises desenvolvidos.

2.2.4 Tratamento
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O tratamento do CM nao-metastatico deve ser sempre considerado como
potencialmente curativo, consistindo em um procedimento de ressecg¢ao cirurgica
(algumas vezes realizado inicialmente, outras vezes apds um periodo de tratamento
sistémico), seguido, em alguns casos, de radioterapia (RT), frequentemente de QT
(em geral contendo uma antraciclina [1], com ou sem a adi¢ao de um taxano [48-54])
e de uma hormonoterapia (HT), no caso de pacientes com tumores responsivos a
manipulagées hormonais (isto €, com expressao de receptores hormonais) [1]. Mais
recentemente, o anticorpo monoclonal trastuzumab tem sido também empregado em
pacientes com tumores que apresentam superexpressao e/ou amplificacdo do Her-2
[65-58].

No entanto, apesar da disponibilidade de tratamentos sistémicos cada vez
mais eficazes, o CM metastatico continua sendo uma doenca letal. Em geral, estas
pacientes sao tratadas de maneira paliativa, com a utilizagdo sequencial de
tratamentos do tipo HT, QT e RT, além de um numero crescente de tratamentos

biolégicos [2-4,59].
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3. Justificativa dos estudos

3.1 Importancia da identificagdo de marcadores bioldégicos no CO e no CM

Embora a cirurgia tenha um papel importante no manejo de grande parte dos
tumores solidos, outras modalidades de tratamento tém-se mostrado eficazes e
complementares a cirurgia neste contexto. No CO, por exemplo, a QT pré ou poés-
operatoria tem tido um papel fundamental no aumento da sobrevida das pacientes
[29,30]. J&a no CM, além da QT [1], deve-se também destacar o papel importante da
HT [1], da RT [1] e, mais recentemente, de novos tratamentos biolégicos como o

trastuzumab [55-58].

3.1.1 Obstaculos a uma mais ampla utilizacdo dos tratamentos oncoldgicos
Apesar destes dados encorajantes, uma série de obstaculos tém dificultado a

utilizagao rotineira de alguns destes tratamentos, discutidos em detalhe a seguir.

3.1.1.1 Quimioterapia

No caso da QT, um dos inconvenientes € o risco de efeitos toxicos, muitas
vezes as custas de ganhos de sobrevida relativamente modestos. No CM nao-
metastatico, por exemplo, a QT resulta em um ganho absoluto de sobrevida de
apenas 2-3% em pacientes pdés-menopausicas, € de 8-12% em pacientes pré-
menopausicas [1]. No entanto, os efeitos adversos imediatos sdo bem conhecidos,

incluindo alopecia, mielotoxicidade (neutropenia/infecgao, anemia e
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trombocitopenia), fadiga, mucosite, émese, flebite periférica, eventos
tromboembdlicos [60], menopausa precoce [61], além de problemas psicologicos e
cognitivos diversos [62]. Para os taxanos, é preciso ainda acrescentar o risco de
neuropatia periférica sensitiva e dores Osteo-articulares [48-54]. Existem, também,
alguns efeitos adversos tardios potencialmente graves, como a cardiomiopatia (0.3-
1.5%) [63,64] e a leucemia secundaria (0.2-1.7%) [65-67] com as antraciclinas, e a
neuropatia sensitiva persistente no caso dos taxanos [48-54]. E importante salientar
que a administracdo de antraciclinas resulta num ganho absoluto de sobrevida de
apenas 4% em relagdo aos regimes sem antraciclinas (em geral, ciclofosfamida,
metotrexate e 5-fluorouracil [CMF] ou variagcbes deste esquema) [1]. Similarmente, a
adi¢ao de taxanos parece resultar num ganho absoluto de menos de 5% (em termos
de reducao do risco de recidiva), com um impacto ainda incerto sobre a sobrevida a
longo prazo [48-54]. Estes fatos nos levam a questionar o valor da utilizagao
sistematica destas drogas, particularmente em pacientes com um menor risco de
recidiva [46].

No CO avancgado, a QT tem tido um papel central no manejo da doenga, com
um impacto inquestionavel no aumento da sobrevida das pacientes [68]. Em
estagios mais precoces, o aumento da sobrevida € mais modesto, de ordem de
aproximadamente 10% [31]. No CO, a administracdo de QT resulta em efeitos
adversos imediatos semelhantes aos descritos para o CM (acima), além de um risco
provavelmente maior de neuropatia periférica persistente [69], devido ao maior
numero de ciclos de paclitaxel administrados, e/ou a utilizacdo ocasional de

cisplatina em vez da carboplatina. Embora o papel da QT no CO seja atualmente
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inquestionavel, o beneficio pode ser pequeno em pacientes com tumores em estagio
inicial (estagio I, histologia favoravel, grau I/ll), nas quais o risco de recidiva & baixo.
Finalmente, os resultados (controversos) de alguns estudos randomizados recentes,
questionando o valor da adigdo do paclitaxel aos sais de platina no CO avancado
[70,71], da mesma forma que o papel incerto do primeiro no tratamento do CO inicial
(estagio | e lla), reforcam a necessidade de se identificar fatores preditivos de
resposta a estes agentes potencialmente téxicos.

Até recentemente, existia ainda um certo interesse na investigagao do papel
das antraciclinas no CO, baseado principalmente em dados de uma antiga (e
contestada) meta-analise, que mostrou uma modesta superioridade de regimes
contendo antraciclinas em relagao ao tratamento padrao na época (ciclofosfamida e
cisplatina) [72]. Além disso, no estudo ICON-2, o regime cisplatina, ciclofosfamida e
doxorubicina (PAC) foi considerado equivalente a carboplatina (AUC=6) [73],
enquanto no estudo ICON-3, o bragco experimental (carboplatina ou PAC, segundo
escolha do investigador) mostrou-se tao eficaz quanto o brago controle (carboplatina-
paclitaxel) [70]. Mesmo que, até o momento, nenhum estudo tenha provado o valor
da adicdo de uma terceira droga no tratamento do CO [74,75], baseado nos dados
acima, dois grandes ensaios randomizados foram recentemente realizados,
investigando o valor da adigdo da epirubicina ao regime carboplatina-paclitaxel.
Infelizmente, os resultados destes estudos foram negativos [76,77], mas nao se
pode atualmente excluir que alguns pacientes, cujos tumores apresentam certas
caracteristicas bioldgicas, possam ter um beneficio seletivo com a adicdo destas

drogas.
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3.1.1.2 Hormonoterapia

Embora o tamoxifeno venha sendo considerado a HT de escolha para
pacientes com CM de qualquer idade e estagio clinico, este dogma tem sido
questionado devido a aparigdo dos inibidores da aromatase, cuja eficacia tem sido
superior a do tamoxifeno em ensaios clinicos randomizados, mais particularmente
em pacientes pos-menopausicas [78-84]. No entanto, estes agentes tém sido
associados a um risco maior de osteoporose [85-87], sintomas Osteo-articulares [78-
84] e dislipidemia [88]. Na maior parte dos estudos, o efeito destas drogas (em
termos de redugao do risco de recidiva) foi relativamente modesto (13-40%), e o

impacto sobre a sobrevida ainda nao foi claramente demonstrado.

3.1.1.3 Custo

Um outro aspecto a ser considerado € o aumento galopante do custo dos
tratamentos oncoldgicos, uma questdo particularmente importante para paises em
desenvolvimento, mas também para paises desenvolvidos com sistemas de saude
baseados numa filosofia ‘igualitaria’ (ou seja, essencialmente financiados por fundos
publicos) [16]. Infelizmente, o custo tem-se tornado um fator limitante a utilizacdo de
certos tratamentos a nivel populacional, como no caso dos novos agentes hormonais
utilizados no tratamento do CM [78-84], ou dos novos compostos bioldgicos,
indicados para tratamento de varios tipos de tumores sélidos e hematolégicos [2-

4,6,7,89,90].
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3.1.1.4 Relagao custo-beneficio desfavoravel

Uma das explicagcdes para o efeito frequentemente modesto dos tratamentos
oncoldgicos é a falta de critérios que permitam a identificacdo de individuos com
maior probabilidade de se beneficiar de uma determinada intervencao, o que resulta
numa certa ‘diluicao’ do efeito do tratamento administrado. Neste contexto, a
identificacdo de alvos terapéuticos relevantes poderia permitir uma melhor
individualizagdo dos tratamentos contra o cancer, resultando numa melhor
racionalizacdo dos recursos financeiros, numa redu¢ao do numero de pacientes
desnecessariamente expostos a terapias potencialmente toxicas e, talvez, numa
melhora dos resultados obtidos com alguns tipos de tratamento, até entao
considerados de eficacia limitrofe, quando utilizados em uma populacdo nao
selecionada.

A pesquisa nesta area tem sido intensa e alguns resultados promissores tém
sido relatados. Em tumores hematoldgicos, por exemplo, o anticorpo monoclonal
rituximab foi especificamente desenvolvido para uso em linfomas nao-Hodkinianos
que exprimem o antigeno CD-20 [89]; ja o inibidor da tirosino-quinase imatinib deve
ser empregado unicamente em casos de pacientes com leucemia linfocitica crénica
positiva para o cromossomo Philadelphia [6]. Em tumores sdélidos, o imatinib tem
mostrado uma excelente atividade em tumores estromais gastro-intestinais, mas
somente na presenga de uma mutagao do KIT (CD 117) ou PDGFRA [7]. Dois outros
agentes ‘anti-EGFR (receptor do fator de crescimento epitelial) — os inibidores da
tirosino-quinase erlotinib e gefitinib — tém mostrado uma atividade modesta em

pacientes nao selecionados com cancer de pulmao nao de pequenas células, mas
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estudos recentes tém sugerido um beneficio mais robusto ou, por vezes, mesmo
restrito a pacientes com tumores apresentando uma mutacdo ou amplificacdo do
gene EGFR, uma superexpressao da proteina EGFR e uma auséncia de mutacao do
gene K-RAS [8-11]. No CM, deve-se citar o exemplo dos tratamentos hormonais,
exclusivamente para pacientes com tumores que exprimem receptores hormonais [1]
e 0 anticorpo monoclonal trastuzumab, ativo somente em pacientes com tumores
mostrando uma superexpressao e/ou amplificacdo do Her-2 [2,3]. Na maioria dos
exemplos acima, a identificacdo de vias que sejam relevantes para a sobrevida das
células tumorais, da mesma forma que a identificacao de
tratamentos especificamente direcionados para certos ‘alvos’, em algum ponto
destas vias, provavelmente expliquem o sucesso no desenvolvimento destes

compostos.

3.1.2 Padrbes de expressao de genes

Existe atualmente um grande interesse na investigacdo de padrdes de
expressao de genes como fatores progndsticos e preditivos em tumores sélidos e
hematolégicos [12-15]. No entanto, estas técnicas tém-se mostrado complexas e
custosas, e serao dificilmente realizaveis em larga escala fora de centros de
referéncia, ressaltando a necessidade de identificar-se testes mais simples e

facilmente reproduziveis.

3.1.3 Her-2 e topoisomerase ll-a (T2A)
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O Her-2 é um gene localizado no brago longo do cromossomo 17, responsavel
pela sintese da proteina de mesmo nome, que, por sua vez, pode ser detectada na
superficie das células tumorais. O interesse maior deste gene € o seu valor
prognoéstico em diversos tumores solidos, da mesma forma que o seu valor preditivo
de resposta ao tratamento com compostos ‘anti Her-2’ (como o anticorpo monoclocal
trastuzumab e o inibidor da tirosino-quinase lapatinib) e, de uma forma menos clara,
mas ainda em investigagao, a certos tipos de QT (mais particularmente no CM).

A topoisomerase ll-a (T2A) € um gene localizado a vizinhanga do Her-2 [91],
no braco longo do cromossomo 17. O gene T2A é responsavel pela sintese da
proteina de mesmo nome, que, por sua vez, € uma enzima com um papel importante
no controle do processo de replicagao celular, além de ser o alvo de um grupo de
agentes de QT conhecidos por inibidores da T2A (antraciclinas, etoposide e
teniposide). Embora a expressao da enzima T2A nao parecga ser um fator preditivo
confiavel de resposta a estes agentes, estudos tém sugerido que a amplificagdo do
gene T2A possa ser um poderoso fator preditivo de resposta as antraciclinas.

A maior parte dos dados atualmente disponiveis para estes dois marcadores
sdo provenientes de estudos em CM. O nosso grupo € um entre varios que se tem
dedicado ao estudo destes marcadores, principalmente no CM, mas ocasionalmente
em outros tumores sélidos, como no caso de um estudo pioneiro realizado em
tumores epiteliais malignos de ovario (apresentado a seguir). Apesar da sua
proximidade no genoma, existe, na verdade, uma relagdo complexa entre a
expressao destes dois genes, e parece haver uma relagdo igualmente complexa

entre a expressao destes genes e das suas respectivas proteinas nos diferentes
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tumores soélidos. Um bom exemplo da complexidade do processo de regulacdo da
expressao da proteina T2A nos tumores solidos s&o os dados gerados por alguns
autores, sugerindo que a expressao desta enzima seja altamente dependente da
proliferacdo celular, medida, por exemplo, pela expressao do marcador Ki-67 [92].
Um melhor entendimento destes processos € uma etapa fundamental na elucidagao

da utilidade clinica destes dois marcadores, justificando a atual linha de pesquisa.
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5. Objetivos

5.1 Artigo 1
Sintetizar o conhecimento atual sobre a importancia dos marcadores biolégicos Her-

2 e T2A na biologia dos diversos tumores solidos.

5.2 Artigo 2
Investigar a prevaléncia de amplificagao e superexpressao do Her-2 e da T2A, assim

como a correlagao entre estas variaveis, em amostras de CO fixadas em parafina.

5.3 Artigo 3

Investigar a prevaléncia de amplificacdo do gene T2A, assim como a correlagao
entre esta variavel e a expressao da proteina T2A e do marcador de proliferagao
celular Ki-67, em amostras de CM fixadas em parafina mostrando uma amplificagao

do gene Her-2.
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Abstract

Her2 and topoisomerase-lla. (T2A) gene amplification are separate events, although
the latter is more frequently seen in Her2 amplified (34-90%) than in Her2 non-
amplified (5-10%) tumours. There is a better correlation between Her2 amplification
and protein overexpression in breast cancer (BC) than in other tumour types. This
marker is also considered a powerful prognostic factor in BC, with similar data
emerging in other solid tumours such as bladder, ovarian, endometrial, gastro-
oesophageal and non-small cell lung cancer. Her2 amplification and/or
overexpression are highly predictive of response to HER2-targeted compounds such
as trastuzumab and lapatinib but have been inconsistent predictors of response to
cytotoxic chemotherapy. There is also evidence that these tumours are relatively
resistant to anti-oestrogen therapy (tamoxifen) but not to oestrogen deprivation (e.g.
with aromatase inhibitors). T2A aberrations are uncommon events in solid tumours,
with an overall prevalence of approximately 10%. T2A amplification has shown
inconsistent correlation with T2A protein expression in preclinical and clinical studies,
mainly because non-genetic events such as proliferation rate can also affect protein
expression. Expression of T2A protein has not been shown to reliably predict
response to T2A inhibitors, despite the fact that this enzyme is the direct target for
these compounds. In BC, T2A amplification appears to be a good predictor of
response to anthracyclines, but these data are still in the process of validation. The

significance of T2A deletions is currently under investigation, but contrary to what was
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previously thought, it may also predict benefit from treatment with T2A inhibitors. The

prognostic significance of T2A aberrations is currently unknown.

Key words: topoisomerase-lla, Her2, gene amplification, protein overexpression,

solid tumours
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Introduction

Surgery remains the only potentially curative treatment for the majority of patients
diagnosed with solid tumours at early stage. However, chemotherapy has been
increasingly used as an adjunct to surgery. In early stage disease, the benefit
obtained with the addition of chemotherapy is often modest albeit toxicity and cost
may be significant. For patients with advanced disease, chemotherapy remains the
mainstay of treatment but the potential benefit must also be carefully balanced
against the risk of toxicity, cost and issues related to quality of life.

One of the explanations for the modest impact of chemotherapy on outcome
may be the lack of reliable targets, so that few patients derive a major benefit from
the treatment whilst many others derive no benefit altogether, which results in a sort
of ‘dilution’ of the overall treatment effect. Being relatively ‘untargeted’, cytotoxic
drugs may damage not only cancer cells, but also normal and healthy tissue,
resulting in toxicity and undesirable side effects. This situation could be much
improved by the identification of relevant drug targets that would help to select
patients most likely to benefit from a given treatment. There are some successful
examples in oncology: hormonal therapy for breast cancer (BC) which is effective
only for patients whose tumours express hormonal receptors [1]; novel biologic
therapies such as tratuzumab [2,3] and lapatinib [4], both targeting Her2
overexpressing and/or amplified BC; rituximab for CD-20+ non-Hodgkin lymphoma
[5]; imatinib for patients with Philadelphia chromosome-positive chronic myeloid

leukaemia (CML) [6] and for patients with KIT or PDGFRA mutated gastrointestinal
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stromal tumours (GIST) [7]; small anti- epidermal growth factor receptor (EGFR)
tyrosine kinase inhibitors (TKI) such as erlotinib and gefitinib which have shown
activity mainly in subgroups of patients with non small cell lung cancer (NSCLC)
whose tumours harbour either an EGFR mutation, amplification, protein
overexpression and lack K-RAS mutations [8-11]. Although most of the novel
biological agents have not been associated with prohibitive toxicity, the cost of these
compounds may greatly restrict their widespread use in clinical practice so that the
identification of relevant targets has become a crucial step in their clinical
development.

There has also been a great deal of interest in the investigation of predictive
markers of response to cytotoxic chemotherapy, which is potentially more toxic than
hormonal and biological therapies. The most promising results have been seen with
the technique of gene array, in which gene signatures predictive of response to
docetaxel [12], paclitaxel [13], doxorubicin [14], gemcitabine/epirubicin/docetaxel
[15] have already been reported. However, these techniques are complex (usually
requiring frozen tissue), time consuming and costly and therefore unlikely to become
widely available in the near future [16]. Furthermore, most such ‘signatures’ are still
awaiting validation in prospective clinical trials.

Other potentially simpler and more cost-efficient ‘targets’ that have been
extensively investigated as potential predictors of response to anthracyclines are the
Her2 and topoisomerase-lla (T2A) genes and the respective proteins encoded by
these genes. Although Her2 is now widely accepted as powerful prognostic marker in

BC and possibly also in other solid tumours, its role as a predictor of response to
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cytotoxic chemotherapy has not been firmly established. The explanation for this may
come from a better understanding of the biology of the Her2 amplicon, which
harbours several important genes including T2A, frequently co-amplified or deleted in
Her2 amplified tumours and believed to be the ultimate predictor of responsiveness to
anthracyclines. In this article, we review the evidence supporting these conclusions
and provide some insight into the complex function and oncogenic potential of these

two important genes in solid tumours.

Her-2 amplification and overexpression

The Her2 gene is located at the long arm of the chromosome 17 (17912-921). The
most popular test for assessing Her2 amplification is fluorescence in situ hybridisation
[FISH] [17]. However, other techniques can also be employed such as chromogenic
in situ hybridisation [CISH] and real time polymerase chain reaction [PCR], which in
some studies have been shown to be more cost-efficient and less laborious [18-20].
In daily practice, one common approach is to screen patients for protein
overexpression with immunohistochemistry (IHC) and confirm the presence of gene
amplification only for cases with scores of 2+ [21,22,23]. However, the identification
of the protein (usually by IHC) can be subject to more variability. The risk of error can
be minimised when IHC is performed in laboratories with extensive experience in
Her2 testing [24]. Although FISH has been considered more reproducible than IHC,
the artificial nature of the cut-off (> 2 copy number ratio), derived in the pioneering

Her2 FISH study [25] and still widely used, should also be taken into account.
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The oncogenic potential of mammary cells may include point mutations,
truncation of proteins, and amplification of non-mutated proto-oncogenes. In BC, the
main mechanism appears to be gene amplification [26]. Her2 amplification causes a
dramatic increase in the risk of heterodimer formation with other members of the
EGFR family in the cell surface. Heterodimer formation is believed to be at least in
part responsible for the activation of this survival pathway [26]. However, Her2
amplification also increases the formation of Her2 homodimers, which are presumed
to be oncogenic, and in some studies have even been suggested as the main
oncogenic mechanism [27, 28]. Her2 amplification can be found in around 15-30% of
BC, and in most studies has been associated with poor histological features and
aggressive behaviour [17,18,29-37] although other authors have not confirmed these
findings [22]. Similar data is also available in other solid tumours such as endometrial
cancer, in which Her2 amplification and/or overexpression correlated with higher
histological grade and tumour stage [38].

In BC, numerous studies have demonstrated an excellent correlation between
Her2 gene amplification and protein overexpression [39]. Both methods can reliably
identify patients most likely to benefit from treatment with the HER2 targeted
monoclonal antibody trastuzumab [40]. It is important to point out that several large
scale studies have demonstrated equivalence between the four most commonly used
tests — namely FISH, CISH and PCR (for gene amplification) and IHC (for protein
overexpression) in predicting the outcome of BC patients treated with anthracyclines
[18,41,42] as well as benefit from trastuzumab [43]. In other solid tumours, the

correlation between gene amplification and protein expression has been less clear.
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Our group and others have previously demonstrated a poor correlation in ovarian
carcinoma [44-47], with similar data available in endometrial cancer [38].
Nevertheless, a good correlation has been occasionally reported in other tumour
types, such as gastric [48] and oesophageal cancer [49]. Furthermore, true cases of
HER2 overexpression (3+, Herceptest®) were uncommon in ovarian tumours
[44,50,51], although lower staining may be more commonly found. Similar findings
were reported in NSCLC, in which very few cases of true Her2 amplification or
overexpression were found, and with no obvious correlation between gene and
protein expression [52-55]. In other words, amplifications as they are defined in BC
are relatively infrequent in other tumour types such as ovarian, gastric, endometrial
and NSCLC. Many studies have been biased by the lack of findings, which has
tempted the authors to use less stringent criteria for amplification and overexpression
[44,52,53]. These findings, together with the unclear prognostic value of Her2
(discussed below), and the generally disappointing results obtained with trastuzumab
in other tumour types suggest that this marker does not play such a significant role in
tumour development and progression in patients with non breast malignancies,
raising doubts about its relevance as a target for novel anti-cancer compounds in
other solid tumours. Three possible exceptions — in which Her2 amplification and/or
overexpression appear to be more prevalent and where the role of trastuzumab is still
under investigation are oesophageal, gastric (particularly of intestinal type) and
endometrial cancer (with particular interest in the serous papillary type and high

grade tumours in general).
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Her-2 as a prognostic marker in solid tumours

The EGFR family plays an important role in tumour development and growth in many
tumour types. The prognostic value of Her2 in breast and gynaecologic malignancies
has been described in a memorable work published almost two decades ago [56].
Ever since, data has been accumulating and it is now widely accepted that patients
with early or advanced BC whose tumours are amplified and/or overexpressed for
HER2 carry a poor prognosis [67]. The most convincing evidence comes from the
adjuvant trastuzumab ftrials, in which a large number of (prospectively followed)
patients with Her2-positive disease not treated with trastuzumab (control arms) had
an extremely high risk of early recurrence and death [43,58-60]. In all these studies,
this pejorative effect of Her2 amplification and/or overexpression on outcome
appeared to be reverted by trastuzumab, though longer follow-up is necessary for a
full understanding of the biologic behaviour of trastuzumab-treated Her2 positive BC
in the long term. However, the association between Her2 and prognosis has been
conflicting in other tumour types. Such an association has been reported in gastric
and gastro-esophageal junction [61], oesophageal [49,62], endometrial [38]
(particularly in cases of ‘pure’ pappillary serous histology [38,63,64]), ovarian [51],
NSCLC [65,66] and bladder cancer [67], but the level of evidence is certainly lower

than for BC [57].

Her-2 as a predictive marker
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The growing understanting of the importance of EGFR family in cancer has opened a
window of opportunities for the investigation of novel compounds targeting one or
several points of this pathway. Trastuzumab, a 95% humanised monoclonal antibody
targeted against the extracelular domain of the HER2 receptor, was the first anti-
EGFR compound to show evidence of clinical activity. In phase |l studies of heavily
pretreated BC patients, trastuzumab resulted in response rates (RR) of 15% [2], and
25-35% in the first line [3,68]. Although this was not anticipated, only patients with
higher levels of HER2 protein overexpression (3+ by IHC; Herceptest®) or gene
amplification derived a meaningful benefit from trastuzumab [2,3]. In combination with
chemotherapy, trastuzumab resulted in higher RR, improved time to progression
(TTP) and overall survival (OS) [69,70]. Most importantly, in the adjuvant setting,
trastuzumab resulted in a dramatic reduction in the risk of recurrence (of
approximately 50%) and death [43,58-60,71] when used concurrently [43,58,60] or
sequentially with chemotherapy [59] in patients with Her2 amplified and/or
overexpressed BC, and is now also considered standard treatment in this setting. As
previously mentioned, the activity of trastuzumab has been usually disappointing in
other tumour types such as ovarian [50], endometrial [72] and lung cancer [53-
55,73], though there are anecdotal reports of responses in endometrial [74] and
gastric cancer [75]. Trastuzumab’s low activity in other solid tumours may be due
either to the rarity of true Her2 amplification and/or overexpression or simply to the
lack of biological significance of this pathway in these types of cancer. However, it is
possible that the activity of trastuzumab has been underestimated in some of these

trials, because of inclusion of non-eligible patients (i.e. not truly Her2-positive).
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Molecular targeted therapy is a ‘tailored medicine’, so that small prevalences should
not preclude carefully selected patients from benefiting from potentially active
treatment. Of interest, Her2 amplification has been shown to be predictive of
response to the anti-EGFR small molecule TKI gefitinib, in a retrospective study of
patients with NSCLC [76].

Besides the use of monoclonal antibodies, novel approaches for targeting the
HER2 (other than monoclonal antibodies) have been intensively investigated, such as
anti-HER2 vaccines, small anti-HER2 molecules, antibodies with radionuclides and
vaccines with cytokine therapy [77]. Some of these novelties are now in late clinical
development and may be commercially available in the near future. Lapatinib, for
instance, a dual HER1/HER?2 inhibitor that has been developed mainly for use in Her2
amplified and/or overexpressed BC, has shown promising results in phase Il studies
(even in tumours resistant to trastuzumab) [78,79] and also in a phase lll trial in
combination with capecitabine in patients progressing after anthracyclines, taxanes
and trastuzumab [4]. This oral compound is being further evaluated in the adjuvant
and neoadjuvant settings in two large multinational trials run by the Breast
International Group and NCCTG, as well as in other tumour types such as head and
neck and endometrial cancer. Of note, probably due to the small size of the molecule,
lapatinib has also shown evidence of activity against brain metastases [80].

In the late 1990s, there was a great deal of interest in the investigation of Her2
amplification and /or overexpression as markers of sensitivity to certain types of
cytotoxic chemotherapy and hormonal therapy. Indeed, a number of retrospective

studies suggested that Her2 amplification and/or overexpression were markers of
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increased sensitivity to anthracyclines and resistance to cyclophosphamide,
methotrexate and 5-fluorouracil (CMF) and tamoxifen (table 1). However, other
studies have not supported these findings (table 1). There is also some data
suggesting that Her2 may be mainly a predictive marker of benefit from dose-dense
[93] or dose-intensive anthracycline-based chemotherapy [41,81], but this hypothesis
still needs to be validated by further studies. The TOP ftrial, currently recruiting
patients in Belgium, Luxebourg, France and Brazil, is a prospective study specifically
designed to investigate the relation between T2A, Her2 and other biologic markers
and responsiveness to anhracyclines. Finally, despite contradictory evidence from
preclinical studies [120], recent studies have suggested that Her2 amplification
and/or overexpression may be a strong predictive marker of response to taxanes

(table 1).

The 17q12-q21 amplicon

The human chromosomal locus 17g12-g21 harbours, in addition to Her2, a number of
other relevant genes (table 2). Among these genes, T2A may be particularly
important in cancer. This gene encodes for the T2A enzyme, which is vital for the cell
cycle because of its important role of resolving topological problems of DNA
metabolism (transcription, recombination, replication, chromosomal segregation)
during the cell division. This enzyme is also the target of a number of cytotoxic

agents, namely T2A inhibitors (anthracyclines, etoposide, teniposide) [26].
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Experiments have shown that when both Her2 and T2A are amplified, they are
in fact located in different amplicons [126]. This means that the so called ‘Her2
amplicon’ is in fact composed of at least two different amplicoms, and that Her2 and
T2A amplification are separate events (i.e. not explained by amplification of a large
chromosomal segment as previously thought). In other studies, the number of copies
of Her2 and T2A were not identical, thus providing further support for this conclusion
[34,39]. Similar data is available in other solid tumours such as gastric and pulmonary
cancer [127,128].

Another gene of potential interest in this chromosomal site is the HSD17B1,
which encodes for the enzyme involved in the process of formation of androgens and
oestrogens (catalization E1 — E2). Amplification of this gene has been hypothesised
as a potential explanation for the resistance to tamoxifen frequently observed in Her2
amplified BC [129].

Although Her2 amplification remains the primary event in the 17q21
chromosome locus, other genetic events at this site may occur more commonly than
previously thought even when Her2 is not amplified. In BC, the prevalence of T2A
aberrations in Her2 non-amplified tumours is in the range of 5-10% and has also

been reported in gastric, lung and bladder cancer (table 3).

T2A gene and protein (T2A enzyme) as predictors of response to cytotoxic

chemotherapy
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The T2A gene and encoded protein have been known for over two decades, but their
importance as potential markers of response to cytotoxic agents has been intensively
investigated in the last decade only. Extensive research has been undertaken in BC,
with some data also becoming available to other solid tumours.

The T2A enzyme occurs in 2 isoforms: T2a 170kd and T2 18kd, which are
encoded by different genes located at 1721 and 3p, respectively [138]. T2 has no
cycle dependency, and its function is currently unknown. T2A is cycle dependent; it
peaks during G2/M and decreases at the end of the mitosis. Expression of T2A is
only seen in proliferating cells [139-141], and this is in line with the data showing that
a number of non genetic events (high proliferation rate as measured by MIB-1 or Ki-
67), aggressive clinical course, advanced clinical stage) can also induce T2A
expression [142,143]. This may in part explain the inconsistent results of studies
assessing the utility of T2A enzyme in predicting response to T2A inhibitors
[85,144,145], as well as the inconsistent correlation between T2A gene amplification
and protein expression [44,139,144,146]. It has also been suggested that Her2
amplification can directly activate the T2A enzyme [89,147]. However, it is important
to point out that the T2A protein is probably the primary molecular target of T2A
inhibitors, such as anthracyclines; this binding is believed to stabilise the DNA

double-strand breaks, which leads to apoptosis.

In a number of preclinical studies, T2A protein expression correlated with
response to T2A inhibitors [132,148-154]. In previous studies, T2A amplification
correlated well with increased T2A protein expression [132,136] and with increased

sensitive to T2A inhibitors [129,155], whilst T2A deletion correlated with lower levels

73



of protein expression and with resistance to T2A inhibitors [132,150]. In the clinical
setting, the correlation between increased T2A expression and sensitivity to T2A
inhibitors has been difficult to demonstrate [139], mainly because this enzyme is
highly cell cycle-dependant and has been considered a marker of cell proliferation
[146], which is itself highly predictive of response to chemotherapy [156-159].
However, technical differences may in part explain these discrepancies: studies in
which the protein was assessed by IHC have shown a better correlation with cell
proliferation [146] than with gene amplification [139], whilst studies in which the
protein was evaluated by western blot have shown a clear correlation between gene
and protein expression [132]. In addition, a study using flow cytometry reported that

more than 50% of the T2A-positive cells were in GO/G1 phase [160].

Initial reports suggested that T2A gene aberrations (i.e. gene amplification or
deletion) could be found in up to 90% of Her2 amplified breast tumours [126,132].
More recent studies have reported rates of 32-57% (table 3). Overall, T2A
amplification should be considered an uncommon event in BC, with a prevalence of
approximately 5-10% in the most important studies [22,89,135]. T2A aberrations
have been more commonly assessed by FISH (with the possibility of performing Her2
and T2A in a single test, with the use of a triple probe), though one recent study
suggested a 100% concordance between FISH and PCR [19]. Chromogenic in situ
hybridazation has also been succesfully employed in other studies [161]. As a note of
caution, the problem of ‘artificial cut-off may be particularly relevant for T2A; although
a copy number ratio of > 1.5 has been proposed to define amplification in BC, this

cut-off has not been fully validated. In particular, the analytical accuracy of FISH
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assays in detecting T2A deletions on formalin-fixed tissued sections has never been
examined in deeper detail, and may in part explain the variations seen in different
clinical studies.

A number of studies has evaluated the role of T2A amplification as a predictive
marker of response to anthracyclines in BC. Most of these studies were retrospective
in nature (table 4), and have usually supported the hypothesis that T2A amplification
is the actual event predicting response to anthracyclines in Her2 amplified tumours in
both early (table 4) and advanced BC [134,144,155,162]. In the large adjuvant trial
BCRIG 006, in which the correlation between response to anthracyclines and T2A
aberrations was prospectively planned, only patients with T2A amplification appeared
to benefit from the addition of anthracyclines, although these results were preliminary
and require further follow-up and validation before they can be applied into clinical
practice [130]. The design and results of this landmark study are summarised in
figure 1. The previously mentioned study TOP, in which approximately 400 patients
with hormonal receptor negative, non-metastatic BC will be treated with preoperative
epirubicin 100 mg/m? (given every 3 weeks for 4 cycles if tumours >2cm, or every 2
weeks with growth factor support for 6 cycles if tumours >5cm or inflammatory BC), is
specifically designed to answer this question.

T2A deletions remain one of the most intriguing genetic events occurring in the
17q12-g21 amplicon. Although previous studies have associated T2A deletions with
resistance to T2A inhibitors [132,150], recent studies have shown just the opposite

[22,155]. The overall prevalence of T2A deletions in BC has varied from 2-11% in
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different studies (these variations can be partly explained by population heterogeneity
and use of different types of probes).

The prognostic value of T2A aberrations in solid tumours is currently unknown.
Studies in BC have failed to shown any correlation, but the number of patients
available for these analyses was extremely small [18,135]. However, T2A genetic
changes have been reported to correlate with poor histological features such as high
grade [34,135] and absence of hormonal receptors [34]. One recent study suggested
that patients with muscle-invasive bladder cancer whose tumours amplified and/or

overexpressed T2A carried a worse prognosis [67].

Conclusion

Her2 and T2A gene amplification are separate events, though the latter occurs much
more frequently in Her2 amplified (32-90%) than in Her2 non-amplified (5-10%)
cancer cells. Her2 amplification correlates well with protein overexpression in BC but
usually not in other tumour types. Her2 amplification and/or overexpression are
powerful prognostic factors in BC, with similar data emerging in other solid tumours
such as bladder, ovarian, endometrial, gastro-oesophageal and NSCLC. Her2
amplification and/or overexpression are highly predictive of response to HER2
targeted compounds such as trastuzumab and lapatinib but have been inconsistent
predictors of response to cytotoxic chemotherapy. There is growing (though at times

conflicting) evidence that Her2 amplified and/or overexpressed tumours are relatively
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resistant to anti-oestrogen therapy (tamoxifen) but not to oestrogen deprivation (e.g.
with an aromatase inhibitor).

T2A aberrations are considered uncommon events in BC, with an overall
prevalence of approximately 10%. T2A amplification has shown a rather inconsistent
correlation with T2A protein expression in preclinical and clinical studies, mainly
because non-genetic events such as proliferation rate can also affect protein
expression. In line with these findings, T2A protein expression has not been a reliable
predictor of benefit from T2A inhibitors, despite the fact that the T2A enzyme is the
direct target of these compounds. Numerous studies have shown that T2A
amplification can reliably predict benefit from treatment with T2A inhibitors,
particularly anthracyclines. Such data is only available in BC, and is currently being
validated by prospective studies. The significance of T2A deletions is still under
investigation, but contrary to what was previously though, it may also be predictive of
benefit from cytotoxic therapy with T2A inhibitors. The prognostic significance of T2A

aberrations is currently unknown.
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Table 1. Her2 amplification and/or overexpression as predictors of benefit from
chemotherapy and hormonal therapy in breast cancer.

Author n Design and Result
method
Paik et al 638 Retrospective (IHC) | Predicted benefit from
1998[30] LN+ and ER- anthracyclines (DFS only)
Thor et al 397 (set | Retrospective (IHC | Predicted benefit from dose-
1998[81] A) + and PCR) intensive anthracycline-based CT
595 (set
B)
Petit et al 119 Retrospective (IHC | Failed to predicted benefit from
2004[82] and PCR) anthracycline-based CT
Neoadjuvant
Bitran et al 25 Retrospective (IHC) | Failed to predicted benefit from high-
1996[83] dose anthracycline-based CT
Coon et al 35 Retrospective (IHC | Amplification, but not
2002[84] and FISH) overexpression, predicted response
Neoadjuvant to anthracycline-based CT
Di Leo et al 481 Retrospective (IHC) | Trend only
2001[85] LN+
Knoop et al 805 Retrospective (IHC | Failed to predicted benefit from
2005[22] and FISH if IHC++) | anthracycline-based CT
Paik et al 2034 Retrospective (IHC) | Trend only
2000[86]
Albain et al 782 Retrospective (IHC) | Predicted benefit from anthracycline-
2004[87] LN+,ER and/or based CT
PgR+
Anthracyclines | Tanner et al 391 Retrospective Failed to predict benefit from dose-
gae‘gg‘é?u”\}ai’:d 2006[18] (CISH) intensive anthracycline-based CT
settingjs) heavily LN+ (ove)r a standard dose anthracycline
arm
Colozza et al 266 Retrospective Trend only
2005[88] (IHC)
Pritchard et al 639 Retrospective Predicted benefit from a highly dose-
2006[41] (FISH, IHC and intensive anthracycline regimen
PCR)
Premenopausal,
LN+
Di Leo et al 454 Retrospective Trend only
2002[89] (FISH)
Moliterni et al 506 Retrospective (IHC) | Trend only
2003[90]
De Laurentiis et al | 123 Retrospective (IHC) | Predicted benefit from anthracycline-
2001[91] based CT
Dressler et al 524 Retrospective Predicted benefit from doxorubicin
2005[42] (IHC,FISH and dose-escalation
PCR)
Arnould et al 332 Retrospective (IHC) | Superiority of dose-intensive
2003[92] anthracycline-based CT is
independant of Her2 status
Del Mastro et al 731 Retrospective (IHC) | Predicted benefit from dose-dense

2005[93]

anthracycline-based CT (over a
standard anthracycline regimen)
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Table 1 (cont.)

Gregory et al 268 Retrospective (IHC) | HER2 overexpression associated
2000[94] Neoadjuvant with resistance to chemoendocrine
therapy
Tetu et al 458 Retrospective (IHC) | Absence of HER2 overexpression
1998[95] was associated with benefit from
Anthracyclines longer course of chemotherapy
ﬁi‘g:é?unjai?d Clahsen et al 441 Retrospective (IHC) | Failed to predict benefit from 1 cycle
settings) 1998[96] Premenopausal, LN- | of perioperative anthracycline-based
CT
Rozan et al 167 Retrospective (IHC) | Failed to predict benefit from
1998[97] Neoadjuvant anthracycline-based CT
Fritz et al 225 Retrospective Failed to predict benefit from
2005[98] (IHC) anthracycline-based CT
Niskanen et al 127 Retrospective Failed to predict responsiveness to
Anthracyclines | 1997[99] anthracyclines
(Srgt‘fit:;tat'c Sjéstrom et al 103 Retrospective Failed to predict responsiveness to
1998[100] anthracyclines
Jarvinen et al 55 Retrospective Associated with lower
1998[101] responsiveness to anthracyclines
Gusterson et al 262 Retrospective (IHC) | HER2 was associated with
1992[29] resistance to CMF
Menard et al 324 Retrospective (IHC) | Associated with resistance to CMF
CMF 2001[102]
Miles et al 274 Retrospective (IHC) | Associated with resistance to CMF
1999[103]
Allred et al 613 Retrospective (IHC) | Associated with resistance to CMF
1992[104]
Laurentiis et al 1059 Meta-analysis Her2 positive tumous are more
2005[105] (various methods) resistant to endocrine therapy
MBC
Carlomagno etal | 145 Retrospective (IHC) | Associated with resistance to
1996[106] tamoxifen
Sjogren et al 315 Retrospective (IHC) | Associated with resistance to
1998[107] tamoxifen
Ferrero-Pous et al |488 Retrospective (IHC) | Associated with resistance to
2000[108] tamoxifen
. Pinto et al 306 Retrospective (IHC) | Associated with resistance to
Tamoxifen | 2001[109] tamoxifen
De Placido et al 433 Retrospective (IHC) | Associated with resistance to
2003[110] tamoxifen
Ellis et al 36 (for Retrospective (IHC) | HER1/HERZ2 associated with
2001[111] this Neoadjuvant resistance to tamoxifen, but not to
subgroup aromatase inhibitors
analysis)
Smith et al 34 (for Retrospective (IHC | Her2 associated with resistance to
2005[112] this and FISH in tamoxifen, but not to aromatase
subgroup | selected cases) inhibitors
analysis) | Neoadjuvant
Berry et al 651 Retrospective (IHC, | Not associated with resistance to
2000[113] PCR and FISH) tamoxifen
Elledge et al 205 Retrospective (IHC) | Failed to correlate her2 positivity
1998[114] with resistance to tamoxifen
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Table 1 (cont.)

Learn et al 121 Retrospective (IHC) | Predictive benefit from preoperative
2005[115] docetaxel
Di Leo et al 176 Retrospective (IHC | Her2 positive tumours were more
2004[116] and FISH) sensitive to docetaxel than to
MBC doxorubicin
Taxanes Gonzales-Angulo |71 Retrospective Failed to predict responsiveness to
et al 2004 [117] (FISH) preoperative taxanes
Konecny et al 297 Retrospective Her2 amplification may predict
2004[118] (FISH) benefit from taxane-containing
MBC regimens
Van Poznak etal |144 Retrospective (IHC) | Failed to predict responsiveness to

2002[119]

MBC

taxanes

DFS= disease-free survival; IHC= immunohistochemistry; FISH= fluorescence in situ hybridization;
CISH= chromogenic in situ hybridization; PCR= polymerase chain reaction; MBC= metastatic breast
cancer; ER= oestrogen receptor; LN+= lymph node positive; LN-= lymph node negative; CT=
chemotherapy; CMF= cyclophosphamide, methotrexate, 5-fluorouracyl
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Table 2. Relevant genes found at the 17g12-g21 amplicon

Luoh et al 2002[121]
Hyman,Wolf 2002[122]
Clark,Edwards 2002[123]
Kauraniemi,Sauter 2003[124]
Jacobson,Morrison
2004[125]

HER2 Human epidermal receptor 2
T2A Topoisomerase Il a

THRA1 Thyroid hormone receptor o
RARA Retinoid acid receptor a

MLNs 50,51,62 and MLN
64/CAB1

Steroidogenic acute
regulatory protein-related
protein

PBP/PARBPT/TRAP-220

Peroxisone proliferator-
activated receptor-binding
protein

TRAP-100

Thyroid hormone receptor-
associated protein complex
component 100

GASTRIN

GRB7 Growth factor receptor-
bound protein 7

DARPP-32 Dopamine and cAMP-

regulated phosphoprotein

HOXB2 and HOXB7

Homebox genes 2 and 7

JUP Junction plakoglobin

CrkRS CDC2-related protein
kinase-7

TCP titin cap protein

PNMT Phenilethanolamine N-

methyltransferase

MGC9753 and MGC14832

Two hypothetical proteins

Aiolos and HSD17B1

17B-hydroxysteroid
dehydrogenase type 1
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Table 3. Prevalence of T2A aberrations in Her2 amplified and non-amplified breast

cancer.

Author

| Rates of T2A aberrations

| Tumour type

Her2 amplified

Press et al 2005[130]

~40%
(35% A+, 4% deletions)

2120 early breast cancer
patients, all with Her2
amplified tumours

Bofin et al 2003[131]

80% (aspirates)

Jarvinen et al 2000[132] 80-90%
Jarvinen et al 1999[126]

Durbecq et al 2003[133] 38%
Di Leo et al 2002[89] 51%
Olsen et al 2004[39] 53%

Knoop et al 2006[22]

57% (of Her2 +ve, some
assessed by IHC only)

Breast cancer

Villman et al 2006[134] 32%

Park et al 2006[135] 33%

Tanner et al 2006[18] 37%

Hicks et al 2005[34] 50%

Bhargava et al 50%

2005[136]

Murthy et al 2005[19] 42%

Simon et al 2003[67] 56% Bladder
Varis et al 2004[137] 100% Gastric
Tanner et al 2005[61] 63% Gastric

68% Gastro-oesophageal junction
Her2 non-amplified

Simon et al 2003[67] 17% Bladder
Varis et al 2004[137] 0 Gastric

Bofin et al 2003[131]

10% (aspirates)

Bhargava et al
2005[136]

5%

Breast cancer

Hicks et al 2005[34] 5%
Knoop et al 2005[22] 7,6%
Jacobson et al 24%
2004[125]

Park et al 2006[135] 7,7%
Coon et al 2002[84] 0
Olsen et al 2004[39] 13%
Durbecq et al 2003[133] 0
Villman et al 2006[134] 4%
Jarvinen et al 2000[132] 0

Jarvinen et al[126]

T2A= topoisomerase lla; CT= chemotherapy: A+= amplification; +ve=positive
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Table 4. Studies correlating response to anthracyclines with T2A aberrations

Author n Design, Result
method and
population
Coon et al 35 Retrospective | T2A A+ predicted benefit
2002[84] (IHC and FISH) | from anthracyclines
Neoadjuvant
Di Leo et al 354 |Retrospective |Superiority of anthracyclines
2002[89] (FISH) over CMF in Her2-amplified
Adjuvant patients could be confined to
the subgroup of T2A-
amplified tumours
Park et al 67 Retrospective | T2A A+ predicted benefit
2003[161] (CISH) from anthracyclines
T2A and Neoadjuvant
responsivenes | Knoop et al 773 |Retrospective |T2A A+ (and possibly
sto 2005[22] (IHC and FISH |deletion) seemed to predict
anthracyclines if IHC++) benefit from anthracycline-
(adjuvant or Adjuvant based therapy
neoadjuvant |Press et al 2120 | Prospectively | Benefit from anthracyclines
setting) 2005[130] planned (FISH) | seemed to be restricted to
Adjuvant, LN+ | T2A co-amplified tumours
or LN- high risk
Tanner et al 391 |Retrospective |T2A A+ predicted benefit
2006[18] (CISH) from dose-intensive
Adjuvant, anthracycline-based CT
heavily LN+ (over a standard dose
anthracycline arm)
Petit et al 119 |Retrospective |Failed to predicted benefit
2004[82] Neoadjuvant from anthracyclines

T2A= topoisomerase lla; IHC= immunohistochemistry; FISH= fluorescence in situ hybridization; CISH=
chromogenic in situ hybridization; LN+= lymph node positive; LN-= lymph node negative; CT=
chemotherapy; CMF= cyclophosphamide, methotrexate, 5-fluorouracyl; A+= amplification
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Figure 1. Design of BCRIG 006 [60,130].

> AC g3w x4 — D q3w x4

n= 3,222 L, ACq3w x4 - D g3w x4 + T glw — T g3w until 1 year
Her2 +ve

L » D+CB 3w x6 + T glw — T g3w until 1 year

The advantage for the addition of anthracyclines was confined to tumours that were T2A co-
amplified (~35%; n=2,120 available for this analysis)

n= number of patients; A= doxorubicin; C= cyclophosphamide; D= docetaxel; CB= carboplatin; q3w=
every 3 weeks; qlw= weekly; T= trastuzumab; +ve= positive; BCIRG= Breast Cancer Research
International Group
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Abstract

Objectives. Topoisomerase ll-alpha (T2a) is being actively investigated as a potential
predictive marker of response to anthracyclines in breast cancer (BC). Although the
role of T2a inhibitors as upfront and salvage treatment for epithelial ovarian
carcinoma (EOC) remains unclear, we speculated that a small subgroup of ovarian
cancer patients could derive a selective benefit from these agents. In this study, we
investigated the actual rates of T2a and HER-2 amplification and overexpression by
fluorescence in situ hybridisation (FISH) and immunohistochemistry (IHC),

respectively.

Methods. Seventy-three samples of chemotherapy-naive patients with EOC were
selected from our archives. FIGO stage and histology were available for most

patients.

Results. Based on arbitrary cut-offs of 2 1.5 and = 2 (ratio copies/centromere17),
amplification rates for HER-2 were 15/64 (23.4%) and 8/64 (12.5%) versus 16/64
(25%) and 5/64 (7.8%) for T2a. We found only 3/72 (4.2%) cases of HER-2
overexpression (3+) versus 15/70 (21.4%) for T2a (staining of > 10% of the cells).
There was a modest correlation between T2a amplification and overexpression (P =
0.01) and a strong correlation between T2a and HER-2 amplification when these
markers were analysed as continuous variables (P < 0.001). T2a amplification

significantly correlated with advanced FIGO stage (P = 0.02).
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Conclusion. The assessment of HER-2 and T2a amplification and overexpression by
FISH and IHC, respectively, is feasible in EOC. These tests can be used for large-
scale evaluation of the potential predictive and prognostic value of these markers in
the future. Further studies with a special focus on T2a are needed to determine the

best cut-offs for potential clinical use in the future.

Author Keywords: Author Keywords: Ovarian cancer; Topoisomerase ll-alpha;

HER-2; Chemotherapy
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Introduction

Ovarian cancer is one of the leading causes of cancer death in women [1].
Unfortunately, the disease is diagnosed in advanced stages in 70-80% of the cases.
Most patients receive upfront platin—taxane combinations [2,3], but median survival
remains as low as 24 months, with most patients eventually relapsing and needing
salvage chemotherapy. In platin-refractory disease, numerous agents have shown
comparable activity (response rates ranging from 15% to 30%). In this setting, the
modest activity of topoisomerase Il inhibitors such as anthracyclines and etoposide is
also well documented [4-6]. In first line treatment, randomised trials have failed to
establish a clear role for anthracyclines [7-9]. The possibility that a subgroup of
patients, such as those with amplified and/or overexpressed T2a, might derive a

selective benefit from these agents has not yet been investigated.

T2a is a gene located on the locus g21 of chromosome 17, responsible for
coding a nuclear enzyme that plays a crucial role in the cell cycle and is also the
target of several chemotherapeutic agents, such as etoposide, teniposide, novobiocin
and anthracyclines [10]. In breast cancer (BC), T2a amplification is seen to be closely
associated with HER-2 amplification. This finding has led to speculation that T2a
might be the actual predictive factor of response to anthracyclines, instead of HER-2
[11]. Indeed, a correlation between T2a amplification and response to anthracyclines
has already been reported in the clinical setting by Isola et al. [11] and Di Leo et al.

[12,13]. Whether gene amplification or protein overexpression (or any combination of
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both) might be the best potential predictive factor of response to topoisomerase |l

inhibitors remains a source of debate [14].

So far, there is limited data on the actual rates of T2a amplification in epithelial
ovarian carcinoma (EOC), and no studies have used fluorescence in situ
hybridisation (FISH), a reliable, reproducible and widely available test for DNA
assessment (allowing testing on paraffin-embedded tissue) [15,16]. In contrast, the
T2a protein appears to be overexpressed in 30—70% of the EOCs [16-19], depending
on the method used. Pre-clinical data have supported T2a protein overexpression as
a potential predictive factor of response to topoisomerase Il inhibitors in EOC [17,20],
but to our knowledge, the potential predictive value of T2a amplification has never
been investigated. As in BC, one study found no correlation between T2a gene
amplification and expression, but so far the relationship between HER-2 and T2a

amplification has not been explored [16,21].

HER-2 amplification has been reported in around 15% of BC, and in this
disease, there seems to be a good correlation between amplification and protein
overexpression. HER-2 amplification has also been demonstrated in EOC, but some
of these studies used methods other than FISH [22-24]. In contrast, and contrary to
initial reports, rates of protein overexpression appear to be very low in ovarian

carcinomas when assessed by immunohistochemistry (IHC) [25].

In this study, we primarily investigated the actual rates of T2a and HER-2 gene
amplification and protein overexpression (as assessed by FISH and IHC,

respectively), and whether gene amplification might be the principal determinant of
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T2a and HER-2 protein overexpression in EOC. We also evaluated the relationship
between T2a and HER-2 amplification and explored the potential prognostic value of

these parameters by correlating them with FIGO stage.
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Patients and methods

Patient selection

Seventy-three paraffin-embedded tumour samples from patients with EOC operated
at the Institut Jules Bordet from 1987 to 2002 were selected, based on the regular
gynaecologic surgical lists. Only one patient was not chemotherapy-naive (this
information became available only after the analysis). Information on histology and
FIGO stage was available for 73 and 71 patients, respectively. The clinical and

pathological characteristics are shown in Table 1.

Immunohistochemistry

T2a protein expression was evaluated by IHC as described previously [12]. Briefly,
the sections were dewaxed, rehydrated and incubated for 30 min in 0.5% hydrogen
peroxide (H2O3) in methanol. After pretreatment (0.1% trypsine in 0.1% CaCl, pH 7.8
for 10 min at 37°C), non-specific staining was blocked by incubating in 10% normal
serum for 1 h at 4°C and performing all steps in buffer PBS/0.1%BSA/1%Tween 20.
After incubation with the primary antibody (1 pug ml™" overnight at 4°C, clone KiS1,
Boerhinger-Manheim), the sections were incubated at room temperature with a
secondary biotinylated anti-mouse antibody for 30 min, and Streptavidin-HRP
(Zymed) (1/20) for 10 min. 3'-3 diaminobenzidine was used as a chromogen. The

sections were counterstained with Mayer's haematoxilin. Negative controls composed
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serial sections incubated with buffer alone instead of the primary antibody. As no
scoring system has been defined for T2a, the analysis was only based on percentage
of positively stained cells, as evaluated by the pathologist. Analyses were carried out
in a blinded fashion (protein evaluation unaware of the gene status and vice versa).
In cases with marked heterogeneity, the zones with the most intense staining were
considered. In BC, a cut-off of > 10% staining cells (IHC) has been proposed,
although this remains controversial. The appropriate cut-off is not known in EOC.
Therefore, we analysed the T2a protein primarily as a continuous variable, although
we also performed an illustrative, exploratory analysis based on the two arbitrary cut-

offs of > 10% and > 10% of stained cells.

HER-2 was evaluated by IHC with the mouse monoclonal antibody CB-11,
dilution 1/40 (Novocastra, Newcastle, UK), according to the following procedures:
sections from paraffin-embedded blocks routinely fixed in neutral buffered formalin
were cut on poly-L-lysine-coated slides. The slides were dewaxed and rehydrated.
The tissue was pre-treated in a water bath at 94°C for 30 min in 10 mmol/l ethylene
diamine tetraacetic acid buffer (EDTA), pH8. The sections were then stained with the
Ventana Nexes System using standard Nexes reagents and biotin endogen blockers
(Ventana Medical Systems, Tucson, Az). The sections were incubated for 30 min at
37°C with the primary antibody and 10 min at 37°C with the biotinylated secondary
antibody before incubation with avidin-peroxydase for the same amount of time. The
chromogen was the 3'-3 diaminobenzidine. All the products needed for these steps
were included in the DAB detection kit provided by the manufacturer. The slides were

then counterstained with Mayer's haematoxylin, dehydrated and mounted.
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Membranous staining was defined as positivity. The scoring system used was that of
the Herceptest (DAKO, Carpinteria, CA). The assessment was based on the
percentage of positively stained cells and staining intensity. Analyses were carried
out in a blinded fashion (protein evaluation unaware of the gene status and vice-
versa). We analysed HER-2 as a continuous variable, although we also performed
two exploratory analyses using the cut-offs of 2+/3+ and 3+, according to previous

studies in BC and EOC.

Fluorescence in situ hybridisation

FISH assays were performed using the Vysis Multi-color T2a Spectrum orange, HER-
2 Spectrum green and CEP17 Spectrum aqua probe (Vysis, Chicago, IL, USA) as
previously described [26]. Briefly, the sections were deparaffined and incubated in
pretreatment buffer at 80°C for 30 min. Enzymatic digestion was carried out with
pepsin (10-20 min at 37°C), and the slides were dehydrated in graded dilutions of
ethanol. The probe (10 pl) was applied to the slides under coverslips. The slides were
co-denatured on a hot plate (73°C for 5 min), followed by overnight hybridisation at
37°C. After being stringently washed (2XSSC/0.3% Nonidet P-40 at 73°C for 2 min),
the slides were counterstained with 10 uyl of 0.2 pM 4,6-diamino-2-phenylindole
(DAPI) in antifade solution (Vectashield, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA).
FISH was evaluated using an Olympus BX51 epifluorescence microscope equipped
as previously described [27]. The Invasive parts of the tumour were surrounded on

the slides with a diamond, superimposed by HE-stained sections previously analysed
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by a pathologist (DL). Signals from at least 60 non-overlapping nuclei with intact
morphology were evaluated to determine the mean number of signals/cell (ratio
between the mean number of T2a or HER-2 signals and the mean number of
chromosome 17 centromere signals [copies/CEP17]). In BC, amplification of the
HER-2 gene has been defined as a relative copy number ratio = 2 [28]. In EOC, two
small studies have used a cut-off of > 1.5. In contrast, T2a amplification has never
been assessed by FISH in EOC, although in BC, a relative copy number ratio of =2 1.5
has already been proposed as a cut-off [28]. Since little experience exists with the
FISH test in EOC, we analysed these markers primarily as continuous variables. In
addition, we performed exploratory analyses of HER-2 and T2a amplification, using
either a cut-off of > 1.5 or > 2.0 to illustrate the potential impact this could have on the

final results.

Potential limitations related to sample age

We have previously evaluated the potential influence of block age on the results
during our previous retrospective studies. The non-parametric correlation coefficients
between the biologic marker's distribution and block age did not show any significant
influence of the latter, either by IHC or FISH (Spearman coefficients between 0 and
0.18, non-significant). Therefore, we have no evidence that age could have

influenced our results.
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Statistical methods

The purpose of this analysis is essentially descriptive. The univariate distribution of
the continuous variables were described by position (mean and median) and
dispersion parameters (standard deviation and range). Binary variables were
described by the observed rates of protein overexpression and/or gene amplification.
The association between two continuous variables was assessed by calculating ranks
Spearman's correlation coefficients (with significance testing on the equality to zero of
these coefficients). Rates of positivity of binary variables were done on pairs using

McNemar tests.
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Results

HER-2 by IHC

Seventy-two cases were available for this analysis (one was excluded due to
technical problems, related to problems with tissue conservation). The most recurrent
score was 0 (n = 52, 72%); the distribution of scores is shown in Fig. 1. Considering
as positive those cases with > 2+, 6/72 (8.3%), tumours were defined as HER-2
overexpressing. Taking only the 3+ (as currently accepted in BC tumours), the HER-2

positivity rate was 4.2% (3/72 cases).

HER-2 by FISH (copies/CEP17)

Sixty-three cases were available for this analysis (nine were excluded due to
problems with tissue conservation and one case was assessed as amplified but
without any accurate measure of the ratio copies/CEP17 and therefore not taken into
account in calculating the parameters of the observed distribution of HER-2). The
median and mean FISH values were 1.20 and 1.40, respectively (with a standard
deviation of 0.63, the variable ranged from 0.96 to 3.46). Their distribution is shown in
Fig. 1. In the analysis of the continuous distribution of this variable, one amplified
case was not taken into account because the amplification could not be quantified (n

= 63). Considering as positive those cases with a ratio of copies/CEP17 > 1.5, 15/64
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(23.4%), tumours were amplified. With a cut-off of > 2, the amplification rate dropped

to 12.5% (8/64 cases).

HER-2 by FISH (without correction for CEP17)

Sixty-four cases were available for this analysis (with nine excluded due to problems
with tissue conservation). When the number of CEP17 copies was not taken into
account, the median and mean FISH scores were 2.70 and 3.26, respectively (with a
standard deviation of 2.04, the variable ranged from 1.00 to 11.60). Their distribution
is shown in Fig. 2. As above, in calculating the parameters of the observed
distribution, one amplified case was not taken into account because the amplification
could not be quantified (n = 63). Regarding as positive those cases with > 4 gene
copies (as suggested in BC), 21/64 (32.8%), tumours were determined to be HER-2-

amplified.

Association between HER-2 gene amplification and protein overexpression (as

assessed by FISH and IHC, respectively)

Sixty-two pairs were available for this analysis (nine FISH and one IHC were
excluded due to problems with tissue conservation, and one amplified case was
excluded because it could not be quantified). The Spearman's rank correlation
coefficient had a value of 0.14 and was statistically not different from 0 (P = 0.27)

(Fig. 3). This means that, when analysed as a continuous variable, there was no
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significant correlation between these two variables. In an exploratory analysis, these
assessments were also dichotomized and compared as binary variables (HER-2 IHC
> 2+, HER-2 IHC > 3+, HER-2 FISH > 1.5, HER-2 FISH > 2). The proportion of
positivity was compared using the McNemar tests (63 pairs available: nine FISH and
one IHC excluded due to problems with tissue conservation). In conclusion, the rates
of amplification or overexpression were low, and there was no clear correlation

between the different methods of assessment.

T2a by IHC

Seventy cases were available for this analysis (with three cases excluded due to
problems with tissue conservation). Scores are expressed as the percentage of
stained cells. The most recurrent score was 0 (n = 21, 30%), and the median and
mean values were 5.00% and 7.50%, respectively. Considering as positive those
cases with > 10% of stained cells, 15/70 (21.4%) tumours resulted in being T2a

overexpressing.

T2a by FISH (copies/CEP17)

Sixty-four cases were available for this analysis (nine cases were excluded due to
problems with tissue conservation). The median and mean FISH scores were 1.15
and 1.34, respectively (with a standard deviation of 0.53, the variable ranged from

0.95 to 3.29), with their distribution shown in Fig. 4. Cases were viewed as positive
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when the ratio of copies/CEP17 was > 1.5 and 16/64 (25%) tumours were thus
amplified. With a higher cut-off of > 2, the amplification rate dropped to 7.8% (5/64

cases).

T2a by FISH (> 4 copies)

Sixty-three cases were available for this analysis (10 FISH excluded due to problems
with tissue conservation). When the ratio with the number of CEP17 copies was not
taken into account, the median and mean FISH scores were 2.70 and 3.12016,
respectively (with a standard deviation of 1.75, the variable ranged from 1.00 to 6.90).
Their distribution is shown in Fig. 2. Considering as positive those cases with > 4

gene copies, 20/63 (31.7%) tumours were T2a-amplified.

Association between T2a gene amplification and protein overexpression (as

assessed by FISH and IHC, respectively)

Sixty-three pairs were available for this analysis (nine FISH and one IHC were
excluded due to problems with tissue conservation). The Spearman's rank correlation
coefficient had a value of 0.31 and this was statistically different from 0 (P = 0.01) Fig.
5, which means that there was a modest association between these two variables
when analysed as continuous. In an exploratory analysis, these assessments were
also dichotomized and compared as binary variables (T2a IHC > 10%, T2a IHC >

10%, T2a FISH > 1.5, T2a FISH > 2). The proportion of positivity was compared
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using the McNemar tests (63 pairs available, with nine FISH and one IHC excluded
due to problems with tissue conservation). In conclusion, as for HER-2, there was no

correlation between the different methods of assessment.

Association between HER-2 and T2a amplification

When analysed as continuous variables, there was an excellent correlation between
HER-2 and T2a amplification (FISH) (with or without correction for the CEP17;
Spearman's correlation coefficients of 0.83 [P < 0.001; n =63] and 0.93 [P < 0.001; n
= 62], respectively (for HER-2, 9 FISH were excluded due to technical problems
[problems with tissue conservation], and another because it could not be quantified;
for T2a, 10 FISH were excluded [due to problems with tissue conservation], and
another because it could not be quantified) (Fig. 6). Conversely, the association
between HER-2 and T2a protein overexpression (IHC) was poor (correlation

COEFFICIENT = 0.09, P=0.48; n=70) Fig. 7.

Associations of the variables with FIGO stage

HER-2 overexpression (2+/3+) was associated with FIGO stages | and Il (P = 0.01,
Fisher's exact test). Conversely, T2a amplification (FISH) correlated with advanced
FIGO stage (lll and IV). All cases of amplification (regardless of the definition, i.e.,

copies/CEP17 > 1.5, > 2.0 or copies > 4) were seen in FIGO Ill/IV tumours. This
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association reached statistical significance only when uncorrected for CEP17 (P =

0.02). There were no other detectable associations.
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Discussion

Amplification of the HER-2 gene is seen in around 15% of breast carcinomas, and the
FISH test, which allows testing on paraffin-embedded tissue, has been widely used in
the clinical practice. In BC, a cut-off of > 2 copies/CEP17 or > 4 copies (without
correction for CEP17) has been used to define gene amplification. In EOC, HER-2
amplification rates range from 20% to 30% [29- 32] with methods other than FISH,
although Van der Zee et al. [16] found only one case of amplification among 86
cases. By FISH, amplification rates range from 32% to 71% (a cut-off of > 1.5
copies/CEP17 was used in most of these studies) [23,33-36]. In our study, we found
median and mean FISH values of 1.20 and 1.40, respectively. With a cut-off of > 2,
amplification rates were 12.5% [8/64] (versus 23.4% [15/64] with a cut-off of > 1.5).
The assessments were frequently complicated by heterogeneity and high rates of
CEP17 polysomy. In fact, 13/64 (20.3%) or 8/64 (12.5%) tumours (cut-off > 2 and >
1.5, respectively) were considered non-amplified despite the presence of >4 copies of
the gene. Using the number of gene copies (> 4) without correction for CEP17 to
define amplification, 32.8% (21/64) of the cases were considered as HER-2-amplified.
The importance of this finding is that the uncorrected number of gene copies seems
to be more representative of the genetic abnormality in the OC cells. Of note, some
experts continue to question the utility of the number of CEP17 copies in the clinical

practice.
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The HER-2 protein is overexpressed in 15-20% of breast carcinomas, and
IHC has been the most widely used test for this assessment. In EOC and peritoneal
surface epithelial neoplasms (SEN), HER-2 overexpression was reported in 25-30%
of the cases, though figures ranged from 9% to 65% in different series [37-41]. Some
[22,35,36,39], but not all [34,35,42] of these studies also suggested that HER-2
overexpression might be a poor prognostic factor in EOC and SEN. However, the
actual rates of overexpression seem to be much lower. In the largest study (n = 837),
the GOG Group found only 11.4% and 4% of 2+/3+ and 3+ overexpression,
respectively [25], which are very close to our results (2+/3+ = 8.3% [6/72] and 3+ =
4.2% [3/72]). Interestingly, we found no correlation between HER-2 amplification and
protein levels, suggesting that many cases of gene amplification do not result in gene
expression, contrary to current knowledge in BC. Similar findings were also reported
by Fajac et al. [24]. It is possible that, as seen with T2a, factors other than gene
amplification might influence HER-2 protein expression, as part of a complex
regulation process. Of interest, in the GOG trial, HER-2 overexpressing (2+/3+)
tumours showed very low response rates to trastuzumab, a HER-2-targeted
monoclonal antibody. In summary, current evidence suggests that the HER-2
pathway does not play an important role in the survival of EOC cells and is therefore

unlikely to become an interesting therapeutic target.

When assessed by FISH, the T2a gene is amplified in around 5-10% of breast
carcinomas, usually in HER-2 co-amplified tumours. It has also been suggested that
T2a amplification may be the actual predictive marker of response to anthracyclines

in BC, instead of HER-2 [11]. Actually, pre-clinical and clinical data have supported
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the assumption that T2a plays a central role in determining the sensitivity of tumour
cells to T2a-targeted agents [43,12,13]. A cut-off of > 1.5 copies/CEP17 has been

defined in BC [12,13].

So far, amplification of the T2a gene has not been investigated in EOC
[16,17]. Most studies have evaluated m-RNA levels or the T2a protein directly, by
methods other than FISH. The potential disadvantage is that protein levels may be
dependent on other factors such as the proliferation rate [42]. On the other hand,
others could argue that the protein is the actual target of T2a inhibitors [26]. In our
study, T2a amplification was assessed by FISH. Using a cut-off of > 1.5
copies/CEP17 (as defined in BC), 25% (16/64) of the cases was regarded as
amplified. With a slightly higher cut-off of > 2, amplification rates would be as low as
7.8% (5/64). The assessments were also complicated by heterogeneity. The rates of
CEP17 polysomy were also high, such that in 11.1% (7/63) and 23.8%(15/63) of the
cases, the ratio T2a copies/CEP 17 was < 1.5 and < 2 (non-amplified), respectively,
despite the presence of > 4 copies of the gene. Using the uncorrected number of
gene copies to define amplification, 31.7% (20/63) of the cases would be considered
as amplified. These findings might reflect the genetic, histological and biological
diversity typical of EOC. As for HER-2, it could also be speculated that the
uncorrected number of gene copies best reflects the genetic abnormality of the cell.
Additional studies are needed before a reliable cut-off can be proposed. As in BC, we
found an excellent correlation between T2a and HER-2 amplification (either corrected

or uncorrected for CEP17 copies), when analysed as continuous variables (Fig. 6).
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Topoisomerase lla protein overexpression has been reported in 30% to 70% of
EOC. A number of different methods have been used, for example, reverse PCR
[20], Western blot [17] and IHC [18,24,44]. Higher levels of T2a have also been
reported in ovarian germ cell tumours, one of the most sensitive neoplasms to the
T2a inhibitor etoposide [45]. In the present study, using a cut-off of > 10% of staining
cells (as previously proposed in BC), we found 15/70 (21.4%) cases of T2a
overexpression. We point out that the assessments were sometimes cumbersome
due to marked immunostaining heterogeneity. Of note, previous studies have found
no correlation between T2a amplification and overexpression in both ovarian [16,17]
and BC [15]. One possible explanation is that factors other than T2a gene
amplification might be playing a role in the complex process of T2a protein
expression. In contrast, our results suggest a modest correlation between T2a gene
amplification and protein overexpression, which should be interpreted with caution

due to the small sample size in this study (Fig. 5).

Using the cut-offs of > 2 for HER-2 gene, > 1.5 for T2a gene and > 10% for
T2a protein, 62.5% (5/8) of the HER-2-amplified tumours were co-amplified for T2a,
but 68.75% (11/16) of T2a-amplified tumours did not show HER-2 amplification. Only
12.5% (1/8) of the HER-2 amplified tumours overexpressed T2a. With a cut-off of >
1.5 for HER-2 amplification, 80% (12/15) of the tumours was co-amplified for T2a,
while only 20% of those overexpressed T2a. These findings suggest that OC cannot
be compared to BC where only 4% of T2a gene amplifications was observed in HER-
2 non-amplified cases. Again, we point out the limitations of comparisons based on

arbitrary cut-offs. As stated earlier, when analysed as continuous variables, the
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correlation between HER-2 and T2a amplification was excellent. Of interest, we found
no cases of T2a deletion in our study, at least with the definition used in BC (ratio <

0.67).

With regard to the biologic significance of gene amplification without protein
overexpression, it could be argued that the former represents an acquired genetic
defect of the cell, while the latter only reflects its protein content at a precise time.
Therefore, gene alteration, even without protein overexpression, may still be a marker
of altered biology, which could be associated with prognosis and/or response to
therapy. Topoisomerase lla protein regulation, for instance, is a complex process and
highly related to the proliferative stage of a tumour, such that a tumour with no protein
overexpression despite gene amplification could potentially overexpress the protein if
its proliferative stage changes. In BC, we have previously demonstrated that T2a
amplification is correlated with T2a expression only in proliferative tumours (defined

as positive immunostaining for Ki-67).

In our study, we observed a correlation between T2a amplification and
advanced stage (FIGO IIl/IV), reaching statistical significance (P = 0.02, Fisher's
exact test) only when uncontrolled for CEP17. No cases of T2a amplification were
seen among the early stages (FIGO I/Il). The potential implications of this finding are
(1) it could mean that T2a overexpression has a prognostic significance or that it is a
late event and (2) advanced disease could be more responsive to certain types of
chemotherapy, if T2a actually has a predictive value. Conversely, HER-2

overexpression seemed to correlate with early FIGO stage (P = 0.01, Fisher's exact
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test). These data should also be interpreted with caution due to the small sample size
(only 14 FIGO I/l patients available for this analysis). Nevertheless, concerning the
possibility of HER-2 overexpression being an early event in EOC, we point out the
high rates of HER-2 overexpression in intraductal breast carcinomas, a potential

precursor of invasive disease.

In conclusion, the assessment of T2a and HER-2 amplification and
overexpression by FISH and IHC, respectively, is feasible in paraffin-embedded
samples of EOC. We confirmed the association between HER-2 and T2a
amplification in EOC, as also seen in BC. Contrary to previous reports, we observed
a modest correlation between T2a amplification and protein overexpression but,
conversely, no correlation between HER-2 gene amplification and expression in
ovarian carcinomas. Chromosome 17 polysomy is a frequent finding in EOC, such
that an increased number of amplified cases are seen when the number of gene
copies is not corrected for CEP17 copies. Finally, T2a amplification seemed to
correlate with advanced FIGO stage. Further studies are needed to explore the
prognostic significance of T2a amplification. We are also planning a clinical trial to
prospectively evaluate the role of T2a as a predictive factor of response to

anthracyclines in EOC.
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Table 1. Patients' characteristics

Histology %
SErous (N=83). i 72,6
MUCINOUS (NZ4)....coiiiiieeeeee e 5,5
MiIXEA (NZ1).eeeeiiieeeeeeeee et e 1,4
Endometrioide (N=6)..........cooovimiiiiiiiiiieee e 8,2
Clear cell (N=3).. e 4.1
Indiferenciated (N=6).............coovmmmiiiiiiiii e 8,2
Total (N=73) oo 100,0

FIGO stage

I ) OSSR 17,8

(N e 1,4
HE(NZ44) oo 60,3
IV (NZ13) e 17,8
UNKNOWN (NZ2) it 2,7
Total (N=73) oo 100,0
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Fig. 1. HER-2 gene amplification and protein overexpression (by FISH and IHC,

respectively).
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Fig. 3. No correlation between HER-2 amplification (FISH) and
overexpression (IHC) (assessment as continuous variables); Spearman's

COEFFICIENT = 0.14 (statistically not # 0; P = 0.27; n = 62).
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Fig. 5. Modest correlation between T2a amplification (FISH) and overexpression

(IHC) (assessment as continuous variables). Spearman's COEFFICIENT = 0.31

(statistically # 0; P =0.01; n = 63).
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Fig. 6. Excellent correlation between HER-2 and T2a (by FISH), with (on the left) and

without (on the right) correction for CEP17. Spearman's COEFFICIENT = 0.83

(statistically # 0; P < 0.001; n = 63) and 0.93 (statistically # 0; P < 0.001; n = 62),

respectively.
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Fig. 7. No correlation between HER-2 and T2a overexpression (as assessed by IHC);

Spearman's coefficient 0.09 (statistically not # 0, P = 0.48; n = 70).
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Abstract

Topoisomerase-lla (topo-Il) is a molecular target for topo-Il inhibitors, which makes it
a potential predictive marker of responsiveness to these agents. We aim to correlate
topo-Il gene and protein status on 103 HER-2 amplified breast cancer samples.
Paraffin-embedded blocks were screened by FISH for topo-/I gene amplification
(topo-II: CEP17 ratio = 1.5; triple probe by Vysis inc.) and analyzed by IHC for topo-Il
protein expression (continuous variable; clone KiS1) and Ki-67 (positive if > 25% of
stained cells; clone MIB-1). Topo-ll gene amplification was observed in 36.9%
(38/103) of the HER-2 amplified study population. HER-2 amplification level (e.g.
copy number) was not shown to be predictive for topo-/I amplification. The median
percentage of topo-Il positively stained cells by IHC for topo-II non-amplified and
amplified cases were 5% and 10%, respectively. A weak but significant correlation
was observed between topo-II gene amplification level and percentage of positively
stained cells (Spearman's ranks correlation coefficient of 0.23, p=0.02), the observed
correlation being higher in patients with positive staining for Ki-67. Contrary to HER-2,
where gene amplification is almost always correlated with protein overexpression in
breast cancer, topo-/l gene amplification apparently does not always lead to protein
overexpression, at least when the latter is evaluated by IHC. Other factors,
specifically the tumor proliferation status, may interfere with the topo-Il protein status.
Although the great majority of topo-Il gene aberrations occur in HER-2 positive

tumors, the level of HER-2 amplification does not predict for topo-/I amplification.
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Introduction

Breast cancer is a heterogeneous disease with high individual variability as far as
response to treatment is concerned. The evaluation of the molecular target(s) of a
specific drug in a tumor sample can be an important tool for selecting the optimal
chemotherapy regimen for the individual patient. A better selection of patients can, in
turn, lead to an increase of drugs’ efficacy while avoiding side effects in patients who

are not anticipated to have a treatment benefit.

Topoisomerase-ll-a (topo-ll) is a key enzyme in DNA metabolism, with an
important role in DNA replication, cell cycle progression, recombination and
chromosome segregation [1]. It is the target enzyme for anthracyclines, one of the

most effective but also toxic anti-cancer drugs in the treatment of breast cancer.

In vitro studies have shown that topo-Il gene amplification leads to
overexpression of the topo-ll protein and that sensitivity to topo-Il inhibitors is
dependent on the expression level of topo-Il protein in target cancer cells [2-9].
However, the regulation of topo-Il expression in solid tumors is still not completely
understood and some preliminary data suggest that the correlation between topo-//
gene amplification and protein overexpression evaluated by IHC is seen in only about

60% of cases [10,11].

To assess the correlation between gene amplification and protein

overexpression in the present study, topo-Il gene and protein status were evaluated
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by fluorescence in situ hybridization (FISH) and immunohistochemistry (IHC),
respectively. Since topo-Il gene aberrations are rarely found in Her-2 (Neu/c-erbB2)
negative tumors [2,12,13], a series of 103 Her-2 amplified breast cancer samples
was selected as the study samples. Topo-Il protein is known to be a good marker of
proliferation in both normal and neoplasic tissues and cells [14]. Therefore, its
expression was also correlated with the expression of the proliferation marker Ki-67,

analyzed by IHC.
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Material and methods

Patient selection

Archival tumor samples of 103 patients with Her-2 amplified breast carcinomas were
collected at the Jules Bordet Institute and biological markers evaluated. Her-2 and
topo-Il genes were analyzed by FISH, whereas topo-ll protein and Ki-67 were

analyzed by IHC.

Fluorescence in situ hybridization (FISH).

FISH assays were done with the Vysis Multi-color Topo-I/l Spectrum orange, Her-2
Spectrum green and CEP17 Spectrum aqua probe as previously described [15]. The
probe was provided free of charge by Vysis, Chicago, IL, USA. Briefly, the sections
were deparaffined and incubated in pre-treatment buffer at 80°C for 30 min.
Enzymatic digestion was carried out with pepsin (10-20 min at 37°C) and the slides
were dehydrated in graded dilutions of ethanol. The probe (10ul) was applied to the
slides under coverslips. The slides were co-denatured on a hot plate (73°C for 5 min),
followed by overnight hybridization at 37°C. After stringency washed (2XSSC/0.3%
Nonidet P-40 at 73°C for 2 min), the slides were counterstained with 10ul of 0.2uM
4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) in antifade solution (Vectashield, Vector

Laboratories, Inc., Burlingame, CA). FISH was evaluated using an Olympus BX51

156



epifluorescence microscope equipped as previously described [16]. The invasive part
of the tumor was circled on the slides with a diamond by superposition with
haematoxylin-stained sections previously analyzed by a pathologist (D.L.). Signals
from at least 60 non-overlapping nuclei with intact morphology were evaluated to
determine the mean number of signals/cell (ratio between mean number of topo-II or
Her-2 signals and the mean number of chromosome 17 centromere signals).
Amplification of Her-2 gene was defined as a relative copy number ratio = 2 [16].
Amplification of topo-Il gene was defined as a relative copy number ratio = 1.5,

according to previously reported studies [12,17].

Immunohistochemistry (IHC)

Topo-Il protein expression was evaluated by IHC as described previously [18].
Briefly, the sections were dewaxed, rehydrated and incubated for 30 min in 0.5%
hydrogen peroxide (H202) in methanol. After pre-treatment (0.1% trypsine in 0.1%
CaCl2 pH 7.8 for 10 min at 37°C), non specific staining was blocked by incubating in
10% normal serum for 1h at 4°C and performing all steps in buffer
PBS/0.1%BSA/1%Tween 20. After incubation with the primary antibody (1pg ml”
overnight at 4°C, clone KiS1, Boerhinger-Manheim), sections were incubated at room
temperature with a secondary biotinylated anti-mouse antibody for 30 min and
Streptavidin-HRP (Zymed) (1/20) for 10 min. 3’-3 diaminobenzidine was used as a
chromogen. Sections were counterstained with Mayer's haematoxilin. Negative

controls comprised serial sections incubated with buffer alone instead of primary
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antibody. Tonsil samples were used as positive control. As no cut-off for positivity has
been validated yet to define topo-ll overexpression, we analysed this variable as a
continuous one. Analyses were carried out in a blinded fashion (topo-Il protein

evaluation was unaware of the topo-Il gene status and vice-versa).

Ki-67 evaluation was carried out routinely by IHC using the monoclonal mouse
antibody MIB-1 (1/50, DAKO, Carpinteria, CA). In brief, the sections were dewaxed
and rehydrated. Then a microwave (two times ten minutes at 650W) antigen retrieval
method in citrate buffer pH6 was implemented before using the Ventana Nexes
automated immunostainer with standard Nexes reagents (Ventana Medical Systems,
Tucson, Az). An index > 25% corresponded to a proliferating tumor. This cut-off was
calculated as the median of the percentage of cells with positive staining (each
individual percentage based on the percentage of positive cells in each evaluated

sample).

Statistical evaluation

The available data consisted in the observations of four variables assimilated to
continuous variables although the measurement is discrete but with many categories
for the evaluations done by IHC. For three of these variables (Her-2 and topo-Il gene
amplification, Ki-67 protein status), there exists a threshold in the literature for
considering amplification or positivity. These variables were then treated using a

continuous representation or a binary one according to the published thresholds. For

158



topo-ll protein status, assessed by IHC, there is no standard cut-off for positivity. This

variable was then only analyzed as a continuous one.

As the continuous observations could not be considered as sampled from a
normal distribution (confirmed by Kolmogorov-Smirnov tests), we used then non-
parametric methods to analyze the results. Spearman's ranks correlation coefficients
were calculated to analyze two continuous variables, Mann-Whitney tests were used
to compare the distributions of a continuous variable according to a binary one and
Fisher exact tests allowed to test the association between two binary variables. All

reported p values are two-tailed and the significance level was set to 5%.
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Results

Characteristics of the Her-2 amplified population

Topo-Il FISH analyses were performed in 103 paraffin-embedded blocks of Her-2
amplified breast carcinomas. The median gene/centromere-17 ratios were 6.7 [range:

2.04-14.6] for Her-2 and 1.08 [range: 0.35- 9.1] for topo-II (table 1).

Topo-Il and Ki-67 protein evaluation were carried out by IHC. Analyses were
not contributive in 5 samples and 7 samples, respectively. The median percentage of
positively stained cells was of 10% [range: 0-50] for topo-Il and 15% [range: 0-69] for
Ki-67. One third of the Her-2 amplified breast carcinomas population was highly

proliferative and presented >25% of cells with positive staining for Ki-67 (table 1).

Correlation between Her-2 and topo-Il gene status

Thirty-eight (36.9%) topo-II amplified samples were identified by FISH in this Her-2
amplified study population with a median amplification ratio of 3.7 [range 1.67-9.10]
(table 1 and Fig. 1). The exact ratio was unknown for one sample, otherwise identified
as an amplified one. The median Her-2 amplification ratio was of 6.17 [range: 2.04-
9.80] in the topo-Il amplified subgroup and of 7.11 [range: 2.74-14.60] in the fopo-II
non-amplified subgroup (Table 1). HER-2 amplification ratio (e.g. gene copy number)
appears then lower in patients with co-amplification of topo-/l gene. The observed

differences are statistically significant (Mann-Whitney test, p=0.002).
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Correlation between Topo-Il gene and protein status

Topo-Il IHC analyses were performed in topo-Il amplified and non-amplified samples
(Fig. 2). Analyses were not contributive for 1 (2.6%) of the 38 topo-I/l amplified
samples and 4 (6.2%) of the 65 topo-ll non-amplified samples. The median
percentage of topo-Il positively stained cells by IHC for evaluable topo-II amplified
and non-amplified cases was 10% [range: 0-40] and 5% [range 0-50], respectively
(table 1 and Fig. 2). The percentage of topo-Il positively stained cells is statistically
higher when topo-Il gene is amplified (Mann-Whitney test, p=0.006). When
considering both the percentage of topo-Il positively stained cells and the level of
topo-Il gene amplification (e.g. gene copy number) as continuous variables, topo-ll
protein content was significantly, although weakly, correlated to topo-Il gene

amplification ratio (Spearman’s ranks correlation coefficient of 0.23, p=0.02).

Correlation between Topo-Il and Ki-67 status:

As a measure of the cell proliferation index, which is known to influence the amount
of topo-Il protein, the proliferation marker Ki-67 was analyzed by IHC. As previously
reported, 1 (2.6%) of the 38 topo-Il amplified samples and 6 (9.2%) of the 65 topo-/I

non-amplified samples were not evaluable for Ki-67 by IHC (table 1).

Ten of the 38 (27%) topo-Il amplified cases and 18 of the 65 (30.5%) topo-/I
non-amplified cases were positive for Ki-67. The median percentages of Ki-67

positively stained cells for the topo-/I amplified and non-amplified cases were 20%
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[range: 0-69] and 15% [range: 0-55] respectively (Table 1). Ki-67 expression level is
not statistically different between the two populations (p=0.47). Consistently, no
significant correlation was observed between Ki-67 and fopo-I/l gene amplification

(correlation coefficient of —0.02; p=0.88).

The median percentage of topo-Il positively stained cells was of 10% in both
groups of Ki-67 positive and negative cases. There was no statistically significant
difference in the distribution of the percentage of topo-Il positively stained cells (p=
0.14). Nevertheless, when considering both marker's expression as continuous
variables, a significant correlation was reached between topo-Il protein expression

and Ki-67 (correlation coefficient of 0.34, p=0.001) (Fig. 3).

Considering Ki-67 positive cases, the topo-Il amplified subgroup presents a
significantly higher median percentage of topo-Il positive cells than the topo-I/l non-
amplified subgroup (25% versus 10% with a p-value of 0.005 for the Mann-Whitney
test). This conclusion did not remain valid for Ki-67 negative cases with no detectable
difference in the distributions of topo-Il protein level according to topo-Il gene

amplification (p=0.30) (Fig. 4).
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Discussion

Studies have shown that topo-/I gene amplification mainly occurs with concurrent
Her-2 amplification [2,12], and that the predictive value of Her-2 regarding
anthracycline-based chemotherapy may be possibly explained by the concomitant
amplification of the topo-Il gene [10,11,19]. Despite the close link between the Her-2
and topo-Il genes (closely located on the long arm of chromosome 17), the level of
Her-2 gene amplification (e.g. gene copy number) was not shown to be predictive of
topo-II amplification in this study. Moreover, the HER-2 amplification ratio appears
lower in patients with co-amplification of the topo-Il gene. This has already been
reported by Smith et al. [3] and may be related to the fact that early amplification
events involve large areas of a chromosome, and later events result in deletion of
large domains between genes, providing selective advantage. Thus, the most highly
amplified cases may have undergone many more events, eliminating ‘passenger’
genes, and the less amplified cases may then be more likely to show co-amplification

[20,21].

Unlike the Her-2 gene, where amplification is almost always associated with
overexpression of the protein in breast cancer (almost 100%) [22], topo-Il gene
amplification apparently does not always lead to overexpression of the protein, at
least when the latter is evaluated by IHC. In the present study, the percentage of
topo-Il positively stained cells was weakly correlated with the amplification level of the

topo-Il gene. Some discordance between topo-Il amplification and overexpression
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has recently been reported in another study, where four of the six samples with topo-
Il gene amplification did not show protein overexpression [10]. In ovarian carcinoma,
a weak correlation was observed between topo-/I gene amplification and protein
expression [23,24]. Additionally, in ovarian cancer many cases of Her-2 gene
amplification do not result in protein expression contrary to what is seen in breast
cancer [24,25]. MYC is another example for which no significant link was observed
between gene amplification and over ‘transcription’ as assessed by RT-PCR in breast
cancer [26]. MYC over ‘transcription’ is not generally due to an increased MYC gene
copy number but, as we observed for topo-Il, seems to be linked to Ki-67 activity [27].
The key message to retain is the fact that the correlation between gene amplification
and protein overexpression is greatly variable among different biological markers and,

even for the same marker among different tissue localization.

In breast cancer, where HER-2 protein levels seem to depend almost
exclusively on the corresponding gene status [28], topo-ll protein expression is
regulated at multiple stages (transcription, post-transcription, post-translation) by
several signaling factors. Transcriptional regulation has been demonstrated under
several circumstances, including heat shock syndrome [29], physiological stress
conditions such as glucose starvation and hypoxia [30], expression of some
oncogenes including ras [31], myb [32] and p53 [32,33], and cellular confluence [34].
Sequences within the topo-Il promoter influencing confluence-induced down-
regulation have been identified [35]. The impact of cell proliferation rate on
transcription seems indeed to be important, as a detectable difference in the

distributions of topo-Il protein level according to topo-/l gene amplification was

164



observed in our study, only in the high proliferative subgroup (defined as Ki-67
>25%). Nevertheless the proliferation index is unlikely to be the only determinant
factor since highly positively stained samples for topo-Il (up to 40% in topo-II
amplified and non amplified cases) were observed in Ki-67 negatives tumors, which

stresses the notion that topo-Il protein expression regulation is quite complex.

One of the most interesting potential down regulatory transcription factors for
the topo-Il promoter is the p53 protein. A major function of this tumor suppressor
protein is to induce cell cycle arrest at the G1 and /or G2 checkpoints in response to
DNA damage [36,37]. p53 is also an initiator of the apoptotic cell death pathway [38].
Overproduction of topo-ll in proliferating cells can result in inappropriate DNA
recombination. In p53 normal cells, this molecule will lead to cell cycle arrest and may
induce cell death via initiation of the apoptotic pathway. Furthermore, p53 can also
lead to down-regulation of topo-ll protein expression by directly repressing the
promoter [33]. Transcription from the topo-I/l promoter was shown to be decreased
(15-fold) by wild-type p53 in a concentration-dependent manner [39]. The loss or
inactivation of wild type p53 may reduce normal regulatory suppression of topo-Il and
contribute to abortive cell cycle checkpoints, accelerated cell proliferation, and
alterations in genomic stability (chromosomal rearrangement and /or gene

amplification) [39].

Additionally, topo-II protein exists in cells in a phosphorylated form and in vitro

studies have demonstrated a correlation between phosphorylation and topo-ll
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catalytic activity [40,41]. This post-translational regulation may further complicate the

assessment of topo-Il expression.

Finally, a potential and possibly important factor that could explain the sub-
optimal correlation between gene amplification and protein expression is linked to the
technical limitations of IHC. This problem has been recognized in previous studies
comparing FISH with IHC for HER-2 and has been attributed to protein degradation in
the paraffin-embedded material [42]. On the other hand, FISH defined as the ratio
between mean number of topo-// and CEP17 copy may miss some cases with high
number of topo-/l gene copy due to chromosome 17 polysomy. These cases were
defined as non-amplified whereas they present a high number of topo-II gene copy

potentially responsible for topo-Il protein overexpression.

Preclinical studies have shown that topo-Il gene amplification leads to
overexpression of the topo-Il protein, which in turn renders the cells more sensitive to
topo-ll inhibitors [2-9]. Our results suggest that, in breast tumors, the process is more
complex and that it might involve other cellular pathways including apoptosis and

proliferation.

Four distinct patterns with regard to topo-ll were identified: a) topo-Il gene
amplified/ protein overexpressed; b) topo-ll gene non-amplified/ protein
downregulated; c) topo-Il gene amplified/ protein downregulated; d) topo-Il gene non-
amplified/ protein overexpressed. While pre-clinical and early clinical data suggest

that the first two patterns might be useful to predict the response to anthracyclines,
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the correlation between anthracyclines efficacy and the last two topo-Il patterns is still

largely unexplored.

Biologically, the topo-Il protein status is crucial since it is the protein that is the
target of anthracyclines, a fact that strength its potential value as predictive marker, if
accurately evaluated. However since it largely mirrors tumor proliferation status it may
lack specificity and act only as a “general predictive marker” for response to
chemotherapy. Conversely, topo-/I gene status has the potential to be a more specific
marker, concerning anthracyclines, since it is not influenced by other factors. This
could imply that the FISH assay may be technically more robust for evaluating the
topo-ll status of tumors. Nevertheless, the predictive value of topo-Il amplification
when it does not translate into protein remains to be determined. It seems reasonable
to hypothesize that both topo-Il gene and protein might be useful tools to define the
tumor profile with regard to sensitivity to anthracyclines. Topo-Il protein status might
be particularly interesting in topo-/I non-amplified tumors (i.e. almost 95% of breast
cancer cases). Indeed, in such a large cohort it seems reasonable to hypothesize that
topo-ll protein evaluation might lead to the identification of those cases still sensitive

to anthracyclines, even in absence of gene amplification.

Two large clinical studies coordinated by our Institute and addressing the value
of topo-Il gene and protein status in predicting the efficacy of anthracyclines in breast
cancer patients, are ongoing. The first of the two clinical studies is a meta-analysis of
four trials, with a total of 4600 patients, which compared CMF to an anthracycline-

based therapy in the adjuvant treatment of breast cancer patients; a meta-analysis of
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the clinical data from the four trials and the collection, centralization of all tumors
samples and reassessment of Her-2 gene status are ongoing. Topo-ll gene and
protein status will be determined for all Her-2 positive and some Her-2 negative
patients participating in these trials. The second study, known as the TOP trial (i.e.
trial of principle) attempts to prospectively evaluate the predictive value of topo-Il
gene and protein in approximately four hundred patients with operable breast cancer.
These patients receive four cycles of single-agent epirubicin as neo-adjuvant
chemotherapy followed by breast cancer surgery. The study hypothesis is that the
pathological complete remission rate after the four cycles of neoadjuvant epirubicin
will be closely related to the topo-Il gene and protein status (pCR= 35-40% versus
10%). Moreover, this study will attempt to clarify the complex interaction existing
between topo-Il and p53, since p53 gene status will also be evaluated and correlated

with the topo-Il status and response to anthracyclines.

In summary, the present study raises the following hypotheses: a) topo-ll
protein evaluated by IHC is not necessarily overexpressed in the presence of gene
amplification; b) other factors, specifically the tumor proliferation status, may interfere
with the topo-Il protein status; c) although the great majority of topo-Il gene
aberrations occurs in Her-2 positive tumors, the level (e.g. copy number) of Her-2
gene amplification is not predictive for topo-Il gene amplification. Two ongoing
projects will hopefully help to better define the role of both HER-2 (the meta-analyses)

and topo-ll (both studies) as predictive markers of response to anthracyclines.
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Table 1: Biological markers evaluation

Topo-Il Ampl. Topo-Il Non-Ampl. Total Population
(Ratio >1.5) (Ratio < 1.5)
38 Pts. (36.9 %) 65 Pts. (63.1 %) 103 (100.0 %)
Her-2 FISH
37 Pts. (97.4 %) 64 Pts. (98.5 %) 101 Pts. (98.1 %)
Median Ratio 6.17 [2.04 — 9.80] 711 [2.74 - 14.60] 6.70 [2.04 — 14.60]
[Range] 5.98 7.69 7.06
Mean Ratio
1Pt (2.6 %) 1Pt (1.5 %) 2 Pts. (1.9 %)
Ratio UK
Topo-ll IHC

Median % [Range]
Mean %

37 Pts. (97.4 %)
10 [0 — 40]
15.16

61 Pts. (93.8 %)
5[0 — 50]
9.67

98 Pts. (95.1 %)
10 [0 - 50]
11.74

No. % UK 1Pt (2.6 %) 4 Pts. (6.2 %) 5 Pts. (4.9 %)
Topo-Il FISH

37 Pts. (97.4 %) 65 Pts. (100.0 %) 102 Pts. (99.0 %)
Median Ratio 3.70[1.67 — 9.10] 1.00 [0.35 - 1.46] 1.08 [0.35 -9.10]
[Range] 4.39 0.96 2.20
Mean Ratio

1Pt (2.6 %) 0Pt (0.0 %) 1Pt (1.0 %)

No. Ratio UK
KI 67

Median % [Range]
Mean %

<25%
Median % [Range]
Mean %

>25%
Median % [Range]
Mean %

No. % UK

37 Pts. (97.4)
20.0 [0 — 69]
20.59

27 Pts. (73.0 %)
10.0 [0 — 25]
12.04

10 Pts. (27.0 %)
42.5[30 — 69]
43.70

1Pt (2.6 %)

59 Pts. (90.8 %)
15.0 [0 — 55]
17.95

41 Pts. (69.5 %)
10.0 [0 — 25]
9.71

18 Pts. (30.5 %)
30.0 [26 — 55]
36.72

6 Pts. (9.2 %)

96 Pts. (93.2 %)
15.0 [0 — 69]
18.97

68 Pts. (70.8 %)
10.0 [0 — 25]
10.63

28 Pts. (29.2 %)
40.0 [26 — 69]
39.21

7 Pts. (6.8 %)
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Figure 1.

Correlation between HER-2 and Topo-Il a genes amplification
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Figure 2.

Correlation between levels of Topo-Il o gene amplification and protein overexpression
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Figure 3.

Correlation between Topo-Il a and Ki-67 proteins expression
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Figure 4.

Topo-Il o percentage distribution in Topo-Il o amplified and not amplified population
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7.1 Artigo 1 em portugués
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Resumo

A amplificagdo dos genes Her-2 e topoisomerase-lla (T2A) sao eventos
independentes, embora o ultimo seja mais frequentemente visto em tumores com
amplificagdo do Her-2 (34-90%) do que em tumores sem amplificacdo do Her-2 (5-
10%). Existe uma melhor correlagédo entre amplificacdo e expressao do Her-2 no
cancer de mama (CM) do que em outros tipos de tumores. O Her-2 é também
considerado um importante marcador prognéstico no CM, e dados similares tém sido
relatados em outros tumores sélidos, como de bexiga, ovario, endométrio, estbmago,
es6fago e pulmdo ndo de pequenas células (NSCLC). A amplificagdo e/ou
superexpressao do Her-2 sao preditivas de resposta a certos compostos anti HER-2,
como o trastuzumab e o lapatinib, mas os dados tém sido inconsistentes no que diz
respeito a predicdo de resposta a agentes citotoxicos. Estudos tém sugerido que
tumores Her-2 positivos sejam relativamente resistentes ao tratamento com anti-
estrogénios (tamoxifeno), mas ndo a deprivagao estrogénica (por exemplo, com um
inibidor da aromatase). Aberragbes da T2A s&o eventos infrequentes em tumores
sélidos, com uma prevaléncia de aproximadamente 10%. A amplificacdo do gene
T2A tem mostrado uma relagdo inconsistente com a expressdo da proteina em
estudos clinicos e pré-clinicos, principalmente porque eventos ndo-genéticos, como
indice de proliferacdo, também podem influenciar a expressdo da proteina. A
expressao da proteina T2A nao parece ser um fator preditivo confiavel de resposta
aos inibidores da T2A, apesar do fato de que a enzima é o alvo molecular destes

compostos. No CM, a amplificagdo da T2A parece ser preditiva de resposta as
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antraciclinas, mas estes dados ainda estdo em processo de validacao. O significado
biologico da delegao da T2A ainda ndo é bem conhecido, mas, contrariamente ao
que se pensava, tais eventos podem também ser preditivos de resposta aos
inibidores da T2A. Existem, atualmente, poucos dados sobre o valor progndstico das

aberragdes da T2A.

Palavras-chave: topoisomerase-lla, Her-2, amplificagdo, superexpressao, tumores

solidos
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Introducgao

A cirurgia tem sido considerada o unico tratamento potencialmente curativo para a
maioria dos pacientes com tumores sélidos, diagnosticados em estagio precoce. No
entanto, a quimioterapia tem sido cada vez mais utilizada, como tratamento
complementar a cirurgia. Nos estagios iniciais, o beneficio obtido com a adi¢cao da
quimioterapia tende a ser modesto, embora efeitos tdéxicos e custo sejam, por vezes,
significativos. Para pacientes com doenga mais avangada, a quimioterapia é
considerada o pilar do tratamento, mas o beneficio potencial precisa ser avaliado em
funcao do risco de efeitos adversos, custo e questdes ligadas a qualidade de vida.
Uma das explicagbes mais plausiveis para o impacto ndo mais que modesto
da quimioterapia pode ser a auséncia de alvos moleculares relevantes. O resultado
disto seria um beneficio robusto para uma minoria, mas nenhum beneficio
significativo para um grande numero de pacientes, resultando numa certa ‘diluicao’
do efeito global do tratamento. Sendo relativamente pouco especificos, os agentes
citotoxicos podem afetar ndo somente as células tumorais, mas também células e
tecidos normais, resultando em efeitos toxicos indesejaveis. Este quadro poderia ser
melhorado pela identificagcdo de alvos moleculares relevantes para as drogas anti-
neoplasicas, o que ajudaria a identificar pacientes com maior probabilidade de
beneficiar-se de um certo tratamento. Existem alguns exemplos, na oncologia, nos
quais esta abordagem se mostrou eficaz: 1) o tratamento hormonal do cancer de
mama (CM), eficaz somente em pacientes nos quais os tumores expressam

receptores hormonais [1]; 2) novas terapias bioldgicas, como o tratuzumab [2,3] e o
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lapatinib [4], especificamente para pacientes com CM Her-2 positivo; 3) o rituximab,
para pacientes com linfoma ndo-Hodgkin CD-20+ [5]; 4) o imatinib, especificamente
para pacientes com leucemia mieldide crénica (LMC) cromossomo Philadelphia-
positivo [6], e para pacientes com tumores estromais gastro-intestinais (GIST)
contendo uma mutacao do KIT ou PDGFRA [7]; 5) os inibidores da tirosino-quinase,
direcionados para o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) — como o
erlotinib e gefitinib — que tém mostrado uma maior atividade em subgrupos de
pacientes com cancer de pulmao nao de pequenas células (NSCLC), apresentando
seja uma mutacao, amplificacdo ou superexpressdao do EGFR, e uma auséncia de
mutacdo do K-RAS [8-11]. Embora a maioria dos novos agentes biologicos nao
venha sendo associada a efeitos adversos importantes, o custo destas drogas pode
restringir a sua aplicagao clinica, de forma que a identificagdo de alvos terapéuticos
relevantes se tornou uma etapa crucial no desenvolvimento clinico destes agentes.
Existe também um grande interesse na investigagdo de marcadores preditivos
de resposta a quimioterapia, um tratamento potencialmente mais téxico em
comparagao as terapias hormonais e biolégicas. Os resultados mais promissores
tém sido vistos com a técnica de avaliagdo do padrdo de expressao de genes,
através da qual ‘cartas genéticas’ preditivas de resposta ao docetaxel [12], paclitaxel
[13], doxorubicina [14] e gemcitabina/epirubicina/docetaxel [15] tém sido descritas.
No entanto, este método € relativamente complexo (em geral, necessitando
estocagem de material biolégico congelado) e oneroso, o que pode dificultar a sua

utilizagcao na pratica clinica diaria, principalmente fora de centros de referéncia [16].
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Além disso, a maioria destas ‘cartas genéticas’ esta ainda em processo de validacgao,
em estudos prospectivos.

Outros alvos terapéuticos potencialmente mais simples e menos onerosos,
que tém sido largamente investigados como marcadores preditivos potenciais de
resposta as antraciclinas, sdo os genes Her-2 e topoisomerase-lla (T2A) e as
respectivas proteinas, sintetizadas por estes genes. Embora, atualmente, o Her-2
seja universalmente aceito como um fator prognéstico no CM e, possivelmente,
também em outros tumores sodlidos, o seu papel como fator preditivo de resposta a
quimioterapia citotdéxica ndo esta bem estabelecido. A explicacédo para isto pode vir
de um melhor entendimento da biologia do amplicon Her-2, que é sede de uma série
de genes importantes como o da T2A, frequentemente co-amplificado ou deletado
em tumores Her-2 amplificados, e que pode ser o verdadeiro marcador preditivo de
resposta as antraciclinas. Neste artigo, nds revisamos as evidéncias levando as
conclusdes acima, e discutimos em mais detalhe a fungdo complexa e o potencial
oncogénico destes dois genes, particularmente importantes na biologia de varios

tumores soélidos.

Amplificagao e superexpressao do Her-2

O gene Her-2 esta localizado no brago longo do cromossomo 17 (17g12-g21). O

teste mais popular para analise da amplificacdo do Her-2 é a hibridizacao in situ

fluorescente [FISH] [17]. No entanto, outras técnicas podem ser também

empregadas, como a hibridizagdo in situ cromogénica [CISH] e a reagdo em cadeia
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por polimerase [PCR] que, em alguns estudos, se mostraram mais custo-efetivas e
menos laboriosas [18-20]. Na pratica diaria, a abordagem mais comum tem sido a de
rastrear pacientes para superexpressao da proteina por IHC e confirmar a
amplificacdo do gene somente para casos com escores de 2+ [21,22,23]. Entretanto,
a identificacdo da proteina (geralmente por IHC) pode estar sujeita a uma certa
variabilidade. O risco de erro € minimizado quando os testes sdo feitos por
laboratérios com ampla experiéncia na realizagao da técnica da IHC [24]. Embora o
FISH seja considerado de mais facil reprodutibilidade do que a IHC, a subjetividade
do ponto de corte (numero relativo de coépias >2), descrita no estudo pioneiro
analisando a técnica de FISH neste contexto [25], € um fato que deve ser levado em
conta.

O potencial oncogénico das células pode incluir mutagdes pontuais,
truncamento de proteinas, e amplificagao de proto-oncogenes ndo-mutados. No CM,
o principal mecanismo parece ser a amplificacdo de genes [26]. A amplificacdo do
Her-2 causa um aumento significativo no risco de formagao de heterodimeros com
outros membros da familia EGFR, na superficie celular. A formacdo de
heterodimeros parece ser, ao menos em parte, responsavel pela ativacdo desta via
de sinalizagao celular [26]. No entanto, a amplificacédo do Her-2 também aumenta a
formagdo de homodimeros do Her-2, presumidamente oncogénicos e que, segundo
alguns estudos, poderiam mesmo representar o principal mecanismo oncogénico
[27,28]. Amplificacdo do Her-2 pode ser encontrada em aproximadamente 15-30%
dos casos de CM e, na maioria dos estudos, tem sido associada a caracteristicas

histolégicas desfavoraveis e comportamento clinico agressivo [17,18,29-37], embora
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estes achados nao tenham sido confirmados por outros autores [22]. Dados
similares tém sido descritos em outros tipos de tumores, como o cancer de
endométrio, no qual a amplificacdo e/ou superexpressdao do Her-2 parece se
correlacionar com o grau histologico e o estagio da doenga [38].

No CM, varios estudos tém demonstrado uma excelente correlagdo entre
amplificacdo do gene Her-2 e superexpressao da sua proteina [39]. Ambos os
métodos sao capazes de identificar pacientes com maior probabilidade de beneficiar-
se de um tratamento com o anticorpo monoclonal anti Her-2 trastuzumab [40]. E
importante destacar-se que estudos clinicos demonstraram uma equivaléncia entre
0os quatro métodos mais comumente empregados — FISH, CISH e PCR (para
amplificacdo do gene) e IHC (para superexpressao da proteina) — na predigao de
resposta a um tratamento com antraciclinas [18,41,42] ou trastuzumab [43], em
pacientes com CM. Em outros tumores sodlidos, a correlagdo entre amplificacdo do
gene e expressao da proteina tem sido menos clara. O nosso grupo, assim como
outros autores, encontrou uma fraca correlagdo no carcinoma de ovario [44-47], e
dados similares foram relatados em outros tumores, como de endométrio [38].
Apesar disto, uma boa correlacido tem sido ocasionalmente descrita em carcinomas
de estdmago [48] e esbfago [49], por exemplo. Além disto, verdadeiros casos de
superexpressdao do HER-2 (3+, Herceptest®) foram infrequentes em tumores de
ovario [44,50,51], embora escores mais baixos (1+ ou 2+) sejam mais comumente
descritos. Dados similares foram relatados em NSCLC, com pouquissimos casos de
verdadeira amplificacdo ou superexpressao do Her-2 descritos e sem nenhum

padrao obvio de correlagao entre amplificagdo do gene e expresséo da proteina [52-
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55]. Em outras palavras, a amplificacdo do Her-2, como definida no CM, parece ser
um evento relativamente infrequente em outros tumores, como de ovario, estbmago,
endométrio e NSCLC, o que levou alguns autores a sugerir a utilizacdo de critérios
menos rigorosos para definicdo de superexpressao e/ou amplificacdo nestes tipos de
neoplasias [44,52,53]. Estes dados, somados ao valor prognostico incerto do Her-2
(discutido abaixo) e aos resultados decepcionantes dos estudos com o trastuzumab
em varios tumores, sugerem que este marcador tenha somente um papel secundario
na carcinogénese e no crescimento de tumores de origem extra-mamaria,
levantando duvidas sobre a sua relevancia como alvo terapéutico potencial de novos
compostos. na maioria dos tumores solidos. Deve-se, no entanto, citar trés possiveis
excegdes — nas quais parece haver uma maior prevaléncia de amplificagdo e/ou
superexpressao do Her-2 e nas quais o papel do trastuzumab esta atualmente em
investigacao — que sao os carcinomas de esbfago, estdbmago (particularmente do tipo
intestinal) e endométrio (especialmente do tipo papilar seroso e tumores de alto grau

histdgico em geral).

Her-2 como um marcador prognoéstico em tumores soélidos

A familia EGFR exerce um papel importante na carcinogénese e no desenvolvimento
tumoral em uma série de tumores solidos. O valor prognéstico do Her-2 nas
neoplasias malignas de mama e ginecoldgicas foi descrito num trabalho memoravel,
publicado ha quase duas décadas [56]. Desde entdo, numerosos outros estudos

foram realizados, de forma que, atualmente, existe pouco questionamento ao fato de

192



que pacientes com CM com amplificacdo e/ou superexpressao do Her-2 tém um pior
prognostico [57]. Talvez a evidéncia mais convincente sejam os proprios resultados
dos estudos do trastuzumab no contexto adjuvante, nos quais um grande numero de
pacientes (prospectivamente seguidas) com tumores Her-2 positivos, ndo tratadas
com trastuzumab (brago controle), tiveram um risco elevado de recidiva precoce e
obito [43,58-60]. Em todos estes estudos, o efeito negativo da amplificagdo e/ou
superexpressao do Her-2 no progndstico pareceu ser revertido pela administragao do
trastuzumab, embora um seguimento mais longo seja essencial para uma plena
compreensao do comportamento bioldgico, a longo prazo, dos tumores Her-2
positivos, precocemente expostos ao trastuzumab. Embora a relagcdo entre Her-2 e
prognostico venha sendo um ponto de controvérsia em outros tipos de tumores, tal
associacao foi descrita no cancer de estdmago e jungdo gastro-esofagica [61],
esb6fago [49,62], endométrio [38] (particularmente no caso de histologia papilar
serosa [38,63,64]), ovario [51], NSCLC [65,66] e bexiga [67], mas o nivel de

evidéncia é certamente mais baixo do que para o CM [57].

Her-2 como um marcador preditivo

A crescente compreensao da importancia da familia EGFR no cancer abriu uma
janela de oportunidades para a investigagdao de novos compostos, direcionados para
alvos em um ou varios pontos desta via de sinalizagao. O trastuzumab, um anticorpo
monoclonal 95% humanizado direcionado para o dominio extracelular do receptor

HER2, foi o primeiro agente a mostrar atividade clinica convincente. Em estudos de
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fase Il, realizados em pacientes com CM previamente tratado, o trastuzumab
resultou em taxas de resposta (TR) de 15% [2], contra 25-35%, quando utilizado
como tratamento de primeira linha [3,68]. Embora isto ndo tenha sido antecipado,
somente pacientes com niveis mais altos de superexpressao da proteina HER-2 (3+
por IHC; Herceptest®) e/ou amplificacdo do gene beneficiam-se do tratamento de
forma significativa [2,3]. Combinado a quimioterapia, o tratamento com trastuzumab
resultou em melhores TR, tempo de progressdo (TTP) e sobrevida global (OS)
[69,70]. Mais importante, no contexto adjuvante, a administracdo do trastuzumab
resultou numa dramatica reducdo do risco de recidiva (de ordem de 50%) e oébito
[43,58-60,71], quando usado de forma concomitante [43,58,60] ou sequencial a
quimioterapia [59] em pacientes com CM Her-2 amplificado e/ou superexpresso.
Como previamente assinalado, a atividade do trastuzumab tem sido decepcionante
em outros tipos de tumores, como de ovario [50], endométrio [72] e pulm&o [53-
55,73], embora existam relatos de respostas em tumores de endométrio [74] e
estdbmago [75]. A fraca atividade do trastuzumab em outros tumores sélidos pode ser
em parte explicada pela raridade de casos de verdadeira amplificacdo e/ou
superexpressao do Her-2, ou simplesmente pela irrelevancia desta via de sinalizagao
na biologia destes tumores. No entanto, € possivel que a atividade do trastuzumab
tenha sido subestimada em alguns destes estudos, devido a inclusdo de pacientes
néo-eligiveis (isto €, ndo verdadeiramente Her-2 positivos). A ‘terapia molecular
focada® é uma forma de medicina ‘personalizada’, de maneira que baixas
prevaléncias nao devem ser um impedimento a utilizacdo de tratamentos

potencialmente eficazes, em pacientes bem selecionados. E interessante assinalar
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que, em um estudo retrospectivo em pacientes com NSCLC, a amplificagao do Her-2
se mostrou preditiva de resposta ao inibidor da tirosino-quinase gefitinib [76].

Em paralelo ao desenvolvimento dos anticorpos monoclonais, novos tipos de
tratamento anti HER-2 tém sido investigados, como as vacinas e pequenas
moléculas anti HER-2, anticorpos ligados a radionuclideos e vacinas com citoquinas
[77]. Alguns destes agentes ja estdo em fase avangada de desenvolvimento clinico e
podem estar comercialmente disponiveis num futuro préximo. O lapatinib, por
exemplo, um duplo inibidor dos receptores HER-1/HER-2, desenvolvido
principalmente para uso em CM Her-2 positivo, tem mostrado atividade promissora
em estudos de fase Il (mesmo em tumores resistentes ao trastuzumab) [78,79] e de
fase lll (combinado a capecitabina, em pacientes com doenga progressiva apos
antraciclinas, taxanos e trastuzumab) [4]. Este composto oral esta agora sendo
investigado nos contextos adjuvante e neoadjuvante, em dois grandes estudos
internacionais coordenados pelo Breast International Group e NCCTG, assim como
em outros tumores, como de cabeca e pescoco e endométrio. E importante salientar
que, provavelmente devido ao pequeno tamanho da molécula, o lapatinib tem
mostrado evidéncia de atividade em metastases cerebrais [80].

No final dos anos 90, comegou a haver um grande interesse na investigagao
da amplificacdo e/ou superexpressao do Her-2, como marcadores de responsividade
a certos tipos de quimioterapia citotoxica e hormonoterapia. Alguns estudos
retrospectivos sugeriram que a amplificacdo e/ou superexpressdo do Her-2
pudessem ser preditivas de resposta as antraciclinas e de resisténcia ao regime

ciclofosfamida, metotrexate, 5-fluorouracil (CMF) e ao tamoxifeno (tabela 1). No

195



entanto, outros autores relataram dados conflitantes (tabela 1). Alguns estudos tém
sugerido que o Her-2 possa ser principalmente um marcador de resposta a
quimioterapia com antraciclinas, administrada em dose densa [93] ou dose intensa
[41,81], mas esta hipotese ainda precisa ser validada. O estudo ‘TOP’, atualmente
recrutando pacientes na Bélgica, Luxemburgo, Franca e Brasil, € um ensaio clinico
prospectivo especificamente desenhado para investigar a relagcao entre T2A, Her-2
(e outros marcadores biologicos) e responsividade as antraciclinas. Finalmente,
apesar de dados preé-clinicos relativamente contraditérios [120], estudos recentes
tém sugerido que a amplificacdo e/ou superexpressdo do Her-2 possam ser

marcadores preditivos de resposta aos taxanos (tabela 1).

O amplicon 17g12-q21

O locus cromossémico humano 17q12-g21 contém, além do Her-2, varios outros
genes importantes (tabela 2). Entre estes, a T2A parece ser particularmente
importante no cancer. Este gene é responsavel pela sintese da enzima T2A, uma
proteina vital para o ciclo celular, em razao do seu papel na resolucéo de problemas
topolégicos do metabolismo do DNA (transcricdo, recombinagao, replicagao,
segregagao cromossdmica), durante a divisao celular. Esta enzima também é o alvo
molecular de uma série de agentes citotoxicos conhecidos por inibidores da T2A
(antraciclinas, etoposide, teniposide) [26].

Alguns experimentos tém mostrado que, quando ambos os genes Her-2 e T2A

estdo amplificados, eles estdo, na verdade, localizados em amplicons diferentes
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[126]. Isto significa que o chamado ‘amplicon Her-2’ é, na verdade, composto de,
pelo menos, dois amplicons diferentes, e que a amplificagdo do Her-2 e da T2A sao
eventos independentes (quer dizer, ndo explicados pela simples amplificagdo de um
segmento cromossémico extenso, como previamente suposto). Em outros estudos, o
nuamero de copias dos genes Her-2 e T2A nao foram idénticos, o que também
reforcaria a conclusao acima [34,39]. Dados similares tém sido relatados em tumores
gastricos e pulmonares [127,128].

Um outro gene de interesse potencial neste sitio cromossémico € o HSD17B1,
responsavel pela sintese de uma enzima envolvida no processo de formacao de
androgenos e estrogenos (catalizagdo E1 — E2). A amplificacdo deste gene é uma
explicagdo hipotética para a resisténcia ao tamoxifeno, frequentemente observada
em neoplasias de mama com amplificagao do Her-2 [129].

Embora a amplificacédo do Her-2 continue sendo considerada o evento central
no locus cromossOmico 17921, outros eventos genéticos podem ocorrer mais
frequentemente do que se supunha, mesmo na auséncia de amplificagao do Her-2.
No CM, a prevaléncia de aberragdes da T2A em tumores Her-2 nao-amplificados é
de ordem de 5-10% e tem sido relatada em neoplasias de estdmago, pulméo e

bexiga (tabela 3).

Gene e proteina (enzima) T2A como marcadores preditivos de resposta a

quimioterapia citotoxica
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O gene T2A e a proteina por ele sintetizada sao conhecidos ha mais de duas
décadas, mas a sua importancia como marcadores potenciais de resposta a certos
agentes citotoxicos tem sido mais intensamente investigada somente a partir da
ultima década. Embora a pesquisa tenha sido mais ampla no CM, alguns estudos
tém sido também realizados em outros tipos de tumores.

A enzima T2A ocorre em 2 isoformas: T2a 170kd e T2 18kd, que séo
sintetizadas por genes diferentes, localizados no 17921 e 3p, respectivamente [138].
A T2pB nao é ciclo celular-dependente, e sua fungao é atualmente desconhecida. Ja a
T2A é ciclo celular-dependente; ela atinge o seu pico durante G2/M, e diminui no
final da mitose. A expressao da T2A s6 é vista em células em proliferacao [139-141],
0 que é consistente com dados mostrando que certos eventos ndao genéticos (alto
indice proliferativo [avaliado por MIB-1 ou Ki-67], comportamento clinico agressivo,
estagio clinico avangado) também podem induzir a expressao de T2A [142,143]. Isto
pode, em parte, explicar os resultados inconsistentes de estudos avaliando a
utilidade da enzima T2A como marcador preditivo de resposta aos inibidores da T2A
[85,144,145], assim como a correlagado inconsistente entre amplificacdo do gene e
expressao da proteina T2A [44,139,144,146]. Também tem sido sugerido que a
amplificacdo do Her-2 possa diretamente ativar a enzima T2A [89,147]. Contudo, é
importante destacar que a proteina T2A ¢é, provavelmente, o alvo molecular primario
dos inibidores da T2A, como as antraciclinas; acredita-se que esta ligagao impeca a

quebra da dupla-cadeia de DNA, levando a apoptose.

Em alguns estudos pré-clinicos, a expressédo da proteina T2A correlacionou-

se com a resposta aos inibidores da T2A [132,148-154]. Outros autores sugeriram
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que a amplificacdo da T2A correlacionava-se com a expressao da proteina T2A
[132,136] e com uma maior responsividade aos inibidores da T2A [129,155],
enquanto a delegcdo da T2A correlacionava-se com niveis mais baixos de expressao
da proteina e resisténcia aos inibidores da T2A [132,150]. No contexto clinico, a
correlagao entre expressao da proteina T2A e responsividade aos inibidores da T2A
parece ser uma questdo mais complicada [139], principalmente devido ao fato de
que a enzima € altamente dependente do ciclo celular e tem sido considerada um
marcador de proliferacéo celular [146]. E importante destacar que, no CM, a prépria
proliferacdo celular tem sido considerada um marcador de resposta a quimioterapia
em geral [156-159]. Entretanto, diferencas técnicas podem explicar parcialmente
estas discrepancias: estudos nos quais a proteina foi analisada por IHC mostraram
uma melhor correlagdo com a proliferacao celular [146] do que com a amplificagcao
do gene [139], enquanto estudos nos quais a proteina foi avaliada por western blot
mostraram uma clara correlagao entre expressao da proteina e do gene [132]. Além
disso, um estudo utilizando o método de citometria de fluxo encontrou mais de 50%

das células T2A-positivas na fase G0/G1 [160].

Relatos iniciais sugeriram que aberracbes do gene T2A (isto é, amplificagao
ou delecdo do gene) seriam vistas em até 90% dos casos de carcinoma de mama
com amplificacdo do Her-2 [126,132]. Estudos mais recentes tém relatado taxas de
32-57% (tabela 3). Globalmente, a amplificacdo da T2A deve ser vista como um
evento infrequente no CM, com uma prevaléncia de aproximadamente 5-10%, nos
estudos mais importantes [22,89,135]. Aberragdes da T2A sdo mais frequentemente

avaliadas por FISH (com a possibilidade de realizar-se o Her-2 e T2A em um uUnico
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teste, com o uso de uma sonda tripla), embora um estudo recente tenha sugerido
uma concordancia de 100% entre FISH e PCR [19]. O CISH também tem sido
empregado com sucesso em outros estudos [161]. E preciso, no entanto, assinalar
que o problema de subjetividade do ponto de corte pode ser ainda mais importante
no caso da T2A; embora um numero relativo de cépias de > 1.5 tenha sido proposto
como definicdo de amplificacdo no CM, este ponto de corte ainda nao foi
completamente validado. Mais particularmente, a precisao analitica do método FISH
na deteccdo de delegcoes da T2A, em tecido fixado por formalina, ainda nao foi
detalhadamente estudada, o que pode explicar, em parte, os resultados variaveis
dos estudos até ent&o realizados.

Diversos estudos tém tentado avaliar o papel da amplificagcdo da T2A como
marcador preditivo de resposta as antraciclinas no CM. A maior parte destes estudos
sdo de natureza retrospectiva (tabela 4) e, em geral, tém confirmado a hipotese de
que a amplificacdo da T2A é o verdadeiro evento preditivo de resposta as
antraciclinas em tumores com amplificagdo do Her-2, tanto no CM precoce (tabela 4),
como no avangado [134,144,155,162]. No estudo adjuvante BCRIG 006, no qual a
correlagado entre resposta as antraciclinas e aberragdes da T2A foi planejada de
forma prospectiva, somente pacientes com tumores apresentando amplificagcdo da
T2A pareceram beneficiar-se da adicdo de antraciclinas. No entanto, estes
resultados sao ainda preliminares, necessitando um seguimento mais longo e
validacao, antes de poderem ser utilizados na pratica clinica diaria [130]. O desenho
e os resultados deste estudo importante estdo resumidos na figura 1. O estudo TOP

(previamente citado), no qual aproximadamente 400 pacientes com CM néo-
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metastatico e receptores hormonais negativos sdo tratadas com epirubicina 100
mg/m? pré-operatoria (a cada 3 semanas por 4 ciclos no caso de tumores >2cm, ou a
cada 2 semanas com suporte de fator de crescimento por 6 ciclos no caso de
tumores >5cm ou CM inflamatério), foi especificamente desenhado para responder a
esta questao.

A delegao da T2A é um dos eventos genéticos mais intrigantes do amplicon
17912-921. Embora estudos prévios tenham associado a delegdo da T2A a um maior
risco de resisténcia aos inibidores da T2A [132,150], estudos recentes tém sugerido
o inverso [22,155]. A prevaléncia de delegdes da T2A no CM varia de 2-11% em
diferentes estudos (estas variagbes podem ser parcialmente explicadas pela
heterogeneidade da populacao estudada e pelo uso de diferentes sondas).

O valor prognéstico das aberragdes da T2A em tumores sélidos é atualmente
desconhecido. Estudos realizados no CM n&o mostraram nenhuma correlagao
significativa, embora o numero de pacientes disponiveis para estas analises fosse
muito pequeno [18,135]. No entanto, alteragcdes do gene T2A se correlacionaram
com caracteristicas histoldégicas desfavoraveis em outros estudos, como alto grau
histolégico [34,135] e auséncia de receptores hormonais [34]. Um estudo recente,
realizado em pacientes com tumores de bexiga com invasao muscular, sugeriu que a
amplificacdo e/ou superexpressdo da T2A pode estar associada a um pior

prognéstico [67].

Conclusao
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A amplificacdo dos genes Her-2 e T2A sao eventos independentes, embora o ultimo
ocorra mais frequentemente em células tumorais Her-2 amplificadas (32-90%), do
que em Her-2 nao-amplificadas (5-10%). A amplificacdo do Her-2 correlaciona-se
com a superexpressao da proteina no CM, mas, frequentemente, ndo em outros
tipos de tumores. A amplificacdo e/ou superexpressao do Her-2 sdo marcadores
prognoésticos bem estabelecidos no CM, e dados similares tém emergido em outras
neoplasias como de bexiga, ovario, endométrio, gastro-esofagicas, e NSCLC. A
amplificacdo e/ou superexpressao do Her-2 sao altamente preditivas de resposta a
certos agentes biologicos anti HER-2, como o trastuzumab e o lapatinib, mas tém
sido marcadores preditivos inconsistentes de resposta a quimioterapia citotdxica.
Existe crescente evidéncia (por vezes conflitante) de que tumores com amplificagcao
e/ou superexpressao do Her-2 sejam relativamente resistentes aos anti-estrogenos
(tamoxifeno), mas nao a deprivagao estrogénica (por ex., com um inibidor da
aromatase).

Aberragbes da T2A sao eventos genéticos infrequentes no CM, com uma
prevaléncia de aproximadamente 10%. A amplificagdo da T2A tem mostrado uma
correlacao inconsistente com a expressado da proteina em estudos clinicos e pré-
clinicos, principalmente porque eventos ndo genéticos, como indice de proliferagéo,
podem também afetar a expressao da proteina. Nesta mesma linha, a expressao da
proteina T2A n&o se tem mostrado um marcador preditivo confiavel de resposta aos
inibidores da T2A, apesar do fato de que a enzima T2A é o alvo molecular destes
compostos. A amplificacdo da T2A parece ser preditiva de resposta aos inibidores da

T2A, particularmente as antraciclinas. Presentemente, estes dados sé estdo
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disponiveis para o CM, e ainda deverao ser validados por estudos prospectivos. O
significado da delecdo da T2A nao € bem conhecido, mas, contrariamente ao que se
pensava, estes eventos podem ser preditivos de resposta aos inibidores da T2A. O

valor prognostico de uma aberragao da T2A é atualmente desconhecido.
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Tabela 1. Amplificagdo e/ou superexpressdao do Her-2 como marcadores preditivos de resposta a
quimioterapia citotéxica e hormonoterapia no cancer de mama.

Autor n Desenho e método | Resultado
Paik et al 638 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resposta (somente
1998[30] LN+ e ER- DFS)
Thor et al 397 Retrospectivo (IHC | Preditivo de resposta a QT ‘dose
1998[81] (grupo A) |e PCR) densa’
+
595
(grupo B)
Petit et al 119 Retrospectivo (IHC | Nao foi preditivo de resposta a QT
2004[82] e PCR)
Neoadjuvante
Bitran et al 25 Retrospectivo (IHC) | Nao foi preditivo de resposta a QT
1996[83] em ‘altas doses’
Coon et al 35 Retrospectivo (IHC | Amplificagdo, mas nao
2002[84] e FISH) superexpressao, foi preditiva de
Neoadjuvante resposta a QT
DiLeo et al 481 Retrospectivo (IHC) | Valor preditivo limitrofe
2001[85] LN+
Knoop et al 805 Retrospectivo (IHC | Nao foi preditivo de resposta a QT
2005[22] e FISH se IHC++)
Paik et al 2034 Retrospectivo (IHC) | Valor preditivo limitrofe
2000[86]
Albain et al 782 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resposta a QT
2004[87] LN+,ER e/ou PgR+
Antraciclinas | Tanner et al 391 Retrospectivo Preditivo de resposta a QT ‘dose
g%fj’l’]\tg;ttoe . 2006[18] (CISH) intensa’ (em relagéo a um brago
neoadjuvante) !_N mgsswamente ‘doses usuais’)
invadidos
Colozza et al 266 Retrospectivo (IHC) | Valor preditivo limitrofe
2005[88]
Pritchard et al 639 Retrospectivo Preditivo de resposta a QT ‘dose
2006[41] (FISH, IHC e PCR) |intensa’
Pré-menopausicas,
LN+
DiLeo et al 454 Retrospectivo Valor preditivo limitrofe
2002[89] (FISH)
Moliterni et al 506 Retrospectivo (IHC) | Valor preditivo limitrofe
2003[90]
De Laurentiis et al | 123 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resposta a QT
2001[91]
Dressler et al 524 Retrospectivo Preditivo de resposta a escalada de
2005[42] (IHC,FISH e PCR) doses de doxorubicina
Arnould et al 332 Retrospectivo (IHC) | Superioridade da QT ‘dose intensa’
2003[92] foi independente do Her2
Del Mastro et al 731 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resposta a QT ‘dose
2005[93] densa’ (em relagcdo a um brago
‘doses usuais’)
Gregory et al 268 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resisténcia a quimio-
2000[94] Neoadjuvante hormonoterapia
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Tabela 1 (cont.)

Tetu et al 458 Retrospectivo (IHC) | Auséncia de superexpressao do
1998[95] HER-2 foi preditiva de resposta a QT
de mais longa duragao
Antraciclinas | Clahsen et al 441 Retrospectivo (IHC) | N&o foi preditivo de resposta a 1
(contexto 1998[96] Pré-menopausicas, |cyclo de QT peri-operatéria
adjuvante e LN-
neoadjuvante) ' Rozan et al 167 Retrospectivo (IHC) |N3o foi preditivo de resposta a QT
1998[97] Neoadjuvante
Fritz et al 225 Retrospectivo Nao foi preditivo de resposta a QT
2005[98] (IHC)
Niskanen et al 127 Retrospectivo N&o foi preditivo de resposta a QT
Antraciclinas | 1997[99]
gﬁggg";ﬁco) Sjéstrom et al 103 Retrospectivo Nao foi preditivo de resposta a QT
1998[100]
Jarvinen et al 55 Retrospectivo Preditivo de uma menor
1998[101] responsividade as antraciclinas
Gusterson et al 262 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resisténcia ao CMF
1992[29]
Menard et al 324 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resisténcia ao CMF
CME 2001[102]
Miles et al 274 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resisténcia ao CMF
1999[103]
Allred et al 613 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resisténcia ao CMF
1992[104]
Laurentiis et al 1059 Meta-analise Tumores Her-2 positivos sdo mais
2005[105] (varios métodos) resistentes a hormonoterapia
MBC
Carlomagno etal |145 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resisténcia ao
1996[106] tamoxifeno
Sjogren et al 315 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resisténcia ao
1998[107] tamoxifeno
Ferrero-Pous et al |488 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resisténcia ao
2000[108] tamoxifeno
. Pinto et al 306 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resisténcia ao
Tamoxifen | 5001[109] tamoxifeno
De Placido et al 433 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resisténcia ao
2003[110] tamoxifeno
Ellis et al 36 Retrospectivo (IHC) | HER-1/HER-2 preditivos de
2001[111] (disponiveis | Neoadjuvante resisténcia ao tamoxifeno mas néo
para esta ao letrozol
analise de
subgroupo)
Smith et al 34 Retrospectivo (IHC; | HER-2 Preditivo de resisténcia ao
2005[112] (disponiveis | FISH em casos tamoxifeno mas ndo ao anastrozol
para esta selecionados)
analise de .
subgroupo) | Neoadjuvante
Berry et al 651 Retrospectivo (IHC, | Nao foi preditivo de resisténcia ao
2000[113] PCR e FISH) tamoxifeno
Elledge et al 205 Retrospectivo (IHC) | Nao foi preditivo de resisténcia ao
1998[114] tamoxifeno
Learn et al 121 Retrospectivo (IHC) | Preditivo de resposta ao tratamento
Taxanos 2005[115] pré-operatério com docetaxel
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Tabela 1 (cont.).

Taxanos

DiLeo et al 176 Retrospectivo (IHC | Tumores Her-2 positivos foram mais
2004[116] e FISH) responsivos ao docetaxel do que a
MBC doxorubicina
Gonzales-Angulo |71 Retrospectivo Nao foi preditivo de resposta ao
et al 2004 [117] (FISH) tratamento pré-operatdrio com
taxanos
Konecny et al 297 Retrospectivo Possivelmente preditivo de resposta
2004[118] (FISH) a QT contendo taxanos
MBC
Van Poznak etal |144 Retrospectivo (IHC) | Nao foi preditivo de resposta aos

2002[119]

MBC

taxanos

DFS= sobrevida livre de doenca; IHC= imuno-histoquimica; FISH= hibridizag&o in situ fluorescente;
CISH= hibridizacgao in situ chromogénica; PCR= reagcédo de polimerase em cadeia; MBC= cancer de
mama metastatico; ER= receptor de estrogénio; LN+= linfonodo positivo; LN-= linfonodo negativo;
QT= quimioterapia; CMF= ciclofosfamida, metotrexate, 5-fluorouracil
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Table 2. Genes importantes encontrados no amplicon 17q12-q21

Luoh et al 2002[121]
Hyman,Wolf 2002[122]
Clark,Edwards 2002[123]
Kauraniemi,Sauter 2003[124]
Jacobson,Morrison
2004[125]

HER-2 Human epidermal receptor 2
T2A Topoisomerase-lla

THRA1 Thyroid hormone receptor «
RARA Retinoid acid receptor o

MLNs 50,51,62 and MLN
64/CAB1

Steroidogenic acute
regulatory protein-related
protein

PBP/PARBPT/TRAP-220

Peroxisone proliferator-
activated receptor-binding
protein

TRAP-100

Thyroid hormone receptor-
associated protein complex
component 100

GASTRIN

GRB7 Growth factor receptor-
bound protein 7

DARPP-32 Dopamine and cAMP-

regulated phosphoprotein

HOXB2 and HOXB7

Homebox genes 2 and 7

JUP Junction plakoglobin

CrkRS CDC2-related protein
kinase-7

TCP titin cap protein

PNMT Phenilethanolamine N-
methyltransferase

MGC9753 and MGC14832 | Two hypothetical proteins

Aiolos and HSD17B1 17 -hydroxysteroid

dehydrogenase type 1
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Table 3. Prevaléncia de aberragdes da T2A no cancer de mama Her-2 amplificado e

nao-amplificado.

Autor

| Taxas de aberragdes da T2A | Tipo de neoplasia

Her2-amplificado

Press et al 2005[130]

~40%
(35% amplificagdes, 4%
delecdes)

2120 pacientes com cancer
de mama nao-metastatico,
todos com tumores Her-2
amplificados

Bofin et al 2003[131]

80% (aspirados)

Jarvinen et al 2000[132]
Jarvinen et al 1999[126]

80-90%

Durbecq et al 2003[133]

38%

Di Leo et al 2002[89]

51%

Olsen et al 2004[39]

53%

Knoop et al 2006[22]

57% (dos casos Her-2+, alguns

avaliados somente por IHC) Mama
Villman et al 2006[134] |[32%
Park et al 2006[135] 33%
Tanner et al 2006[18] 37%
Hicks et al 2005[34] 50%
Bhargava et al 50%
2005[136]
Murthy et al 2005[19] 42%
Simon et al 2003[67] 56% Bexiga
Varis et al 2004[137] 100% Estébmago
Tanner et al 2005[61] 63% Estébmago
68% Juncédo gastro-esofagica

Her2 nao-amplificados

Simon et al 2003[67] 17% Bexiga
Varis et al 2004[137] 0 Estbmago
Bofin et al 2003[131] 10% (aspirados)

Bhargava et al 5%

2005[136]

Hicks et al 2005[34] 5%

Knoop et al 2005[22] 7,6%

Jacobson et al 24%

2004[125] Mama
Park et al 2006[135] 7,7%

Coon et al 2002[84] 0

Olsen et al 2004[39] 13%

Durbecq et al 2003[133] |0

Villman et al 2006[134] |4%

Jarvinen et al 2000[132] |0

Jarvinen et al[126]

T2A= topoisomerase-lla; (+)=

positive; IHC= imuno-histoquimica
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Tabela 4. Estudos correlacionando aberragdes da T2A e responsividade as

antraciclinas

Autor n Desenho, Resultado
método e
populagao
Coon et al 35 Retrospectivo Amplificacao da T2A foi
2002[84] (IHC e FISH) preditiva de resposta a QT
Neoadjuvante baseada em antraciclinas
Di Leo et al 354 |Retrospectivo Superioridade das
2002[89] (FISH) antraciclinas sobre o CMF
Adjuvante em pacientes com
tumores Her-2
amplificados pode ser
restrita ao subgrupo T2A
co-amplificado
T2A e Park et al 67 |Retrospectivo Amplificagédo da T2A foi
responsividade | 2003[161] (CISH) preditiva de resposta a QT
as antraciclinas Neoadjuvante baseada em antraciclinas
(aCd?S\t/Z):wt’?e o Knoop et al 773 |Retrospectivo Amplificagao (e
neoadjuvante) 2005[22] (IHC, e FISH se |possivelmente delegéo) da
IHC++) T2A foram preditivos de
Adjuvante resposta a QT baseada
em antraciclinas
Press et al 2120 |Analise Beneficio obtido com a
2005[130] prospectivament |utilizacao das antraciclinas
e planejada em pacientes com
(FISH) tumores Her-2 positivos
Adjuvante, LN+ | pareceu restrito aos
ou LN- alto risco |tumores T2A co-
amplificados
Tanner et al 391 |Retrospectivo Amplificacao da T2A foi
2006[18] (CISH) preditiva de resposta a QT
Adjuvante, LN+ |dose intensa baseada em
(massivamente |antraciclinas (em relag&o a
invadidos) um brago ‘doses usuais’)
Petit et al 119 |Retrospectivo Amplificagao ou
2004[82] (IHC e PCR) superexpressao da T2A
Neoadjuvante nao foram preditivas de

resposta a QT baseasa
em antraciclinas

T2A= topoisomerase-lla; IHC= imuno-histoquimica; FISH= hibridizagcdo in situ fluorescente; CISH=

hibridizagao

in situ cromogénica;

LN+=

linfonodo-positivo;

quimioterapia; CMF= ciclofosfamida, metotrexate, 5-fluorouracil

LN-= linfonodo-negativo; QT=
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Figura 1. Desenho do estudo BCRIG 006 [60,130].

n= 3,222
Her2+

—» AC q3w x4 — D q3w x4

L, AC 3w x4 — D qg3w x4 + T glw — T g3w por um total de 1 ano

, D+CB q3w x6 + T glw — T g3w por um total de 1 ano

A vantagem obtida com a adi¢cdo da doxorubicina pareceu restrita aos pacientes com
tumores T2A co-amplificados (~35%; n=2,120 disponiveis para esta analise)

n= numero de pacientes; A= doxorubicina; C= ciclofosfamida; D= docetaxel; CB= carboplatina; g3w=
cada 3 semanas; q1w= uma vez por semana; T= trastuzumab; (+)= positivo; BCIRG= Breast Cancer
Research International Group
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Resumo

Objetivos: A topoisomerase ll-alpha (T2a) tem sido ativamente investigada como um
potencial marcador progndéstico de resposta as antraciclinas no cancer de mama
(CM). Muito embora o papel dos inibidores T2a no tratamento do carcinoma de
ovario (CO) continue indefinido, nds hipotetizamos que um sub-grupo de pacientes
poderia obter um beneficio seletivo destes agentes. Neste estudo, investigamos as
taxas de amplificagcdo e superexpressdo da T2a e HER-2, por hibridizacéo in situ

fluorescente (FISH) e imuno-histoquimica (IHC), respectivamente.

Meétodos: Setenta e trés amostras de pacientes com CO, ndo previamente tratadas
com quimioterapia, foram selecionadas de nossos arquivos. Estagio FIGO e tipo
histolégico estavam disponiveis para a maioria das pacientes.

Resultados: Com base nos pontos de corte arbitrarios de > 1.5 e > 2 (relagao
copias/centromero17), as taxas de amplificacdo do HER-2 foram 15/64 (23.4%) e
8/64 (12.5 %), versus 16/64 (25 %) e 5/64 (7.8 %) para T2a. Encontramos somente
3/72 (4.2 %) casos de superexpressado para o HER-2 (3+), contra 15/70 (21.4%)
para a T2a (marcagem em >10% das células). Houve uma modesta correlagéo entre
amplificacdo e superexpressao da T2a (P= 0.01) e uma forte correlagdo entre a
amplificacdo da T2a e do HER-2, quando estes marcadores foram analisados como
variaveis continuas (P<0.001). A amplificagdo da T2a correlacionou-se
significativamente com estagio FIGO avangado (P= 0.02).

Conclusdo: A determinacdo da amplificagcao e superexpressao de HER-2 e T2a por

FISH e IHC, respectivamente, € possivel no CO. No futuro, estes testes poderao ser
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usados para uma avaliagdo em larga escala do valor preditivo e prognostico destes
marcadores. Estudos adicionais, com um foco especial na T2a, sdo necessarios para
uma melhor avaliagao dos pontos de corte.

2004 Elsevier Inc Todos os direitos preservados

Palavras-chave: Cancer de ovario (Ovarian cancer), Topoisomerase Il-alpha;

HER2; Quimioterapia (Chemoterapy)
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Introducgao

O cancer de ovario (CO) é uma das principais causas de morte em mulheres [1].
Infelizmente, a doenga é diagnosticada em estagios avangados em 70-80% dos
casos. A maior parte das pacientes recebem um sal de platina combinado a um
taxano como tratamento de primeira linha [2,3] mas, apesar disso, a sobrevida média
permanece tao baixa quanto 24 meses, com a maioria das pacientes eventualmente
necessitando quimioterapia para tratamento de doenga recorrente. Na doencga
resistente ou refrataria aos sais de platina, varios agentes tém mostrado atividade
clinica comparavel (taxas de resposta oscilando entre 15 a 30%). Neste cenario, a
modesta atividade dos inibidores T2a, tais como as antraciclinas e o etoposide,
também esta bem documentada [4-6]. No tratamento de primeira linha, estudos
randomizados tém falhado em estabelecer um papel claro para as antraciclinas [7-9].
No entanto, a possibilidade que um sub-grupo de pacientes tais como aqueles com
amplificacdo e/ou superexpressdo da T2a pudesse derivar um beneficio seletivo a
partir destes agentes, ainda nao foi investigada.

T2a € um gene localizado no locus g21 do cromosomo 17, responsavel pela
sintese de uma enzima nuclear que exerce um papel crucial no ciclo celular, e que é
também o alvo de varios agentes quimioterapicos, tais como etoposide, teniposide,
novobiocina e antraciclinas [10]. No cancer de mama (CM), a amplificagdo da T2a
esta estreitamente associada a amplificacdo do HER-2. Esta descoberta levou
pesquisadores hipotetizar que a T2a poderia ser o verdadeiro fator preditivo de

resposta as antraciclinas, ao invés do HER-2 [11]. De fato, a correlagdo entre
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amplificacdo da T2a e resposta as antraciclinas ja foi relatada no contexto clinico por
Isola et al [11] e Di Leo et al [12,13]. Se a amplificagdo do gene ou a superexpressao
da proteina (ou qualquer combinacdo de ambos) seria o melhor marcador
prognostico de resposta a inibidores da T2a, permanece uma fonte de debate [14].

Até aqui, ha somente dados limitados sobre as taxas de amplificacdo da T2a
no CO, e nenhum estudo utilizou hibridizagao in situ fluorescente (FISH), um teste
confiavel, reproduzivel e amplamente disponivel para avaliagdo do DNA (permitindo
a realizacao do teste em amostras de tecido embebidas em parafina) [15,16]. Em
contraste, a proteina T2a parece estar superexpressa em 30-70 % dos casos de CO
[16-19], dependendo do método utilizado. Dados pré-clinicos tém sustentado a
superexpressao da proteina T2a como um potencial fator preditivo de resposta a
inibidores da T2a no CO [17,20] mas, no nosso conhecimento, o valor preditivo da
amplificagdo da T2a nunca foi investigado. Assim como no CM, um estudo encontrou
nenhuma correlagcado entre amplificacdo e expressao da T2a, mas até aqui a relacéo
entre a amplificacdo do HER-2 e T2a nao foi explorada [16,21].

A amplificagdo do HER-2 tem sido relatada em cerca de 15% das neoplasias
de mama e, nesta doenca, parece haver uma boa correlacdo entre amplificacdo do
gene e superexpressao da proteina. A amplificacdo do HER-2 também tem sido
descrita no CO, mas alguns destes estudos usaram métodos outros que nédo FISH
[22-24]. Em contraste, e em contrario a relatos iniciais, as taxas de superexpressao
da proteina parecem ser muito baixas em tumores de ovario, quando avaliadas por

imuno-histoquimica (IHC) [25].
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Neste estudo, primeiramente investigamos as verdadeiras taxas de
amplificacdo dos genes T2a e HER-2 e de superexpressao das respectivas proteinas
(por FISH e IHC, respectivamente), e se a amplificagdo do gene seria o principal
determinante da superexpressdo das proteinas T2a e HER-2, no CO. Também
avaliamos a relagdo entre amplificagdo dos genes T2a e HER-2 e exploramos o
potencial valor prognostico destes marcadores, através de correlacdo com o estagio

clinico (FIGO).
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Pacientes e métodos

Selecao das pacientes

Setenta e trés amostras de CO embebidas em parafina foram selecionadas, com
base nas listas de cirurgias ginecoldgicas realizadas no Instituto Jules Bordet entre
1987 e 2002. Somente uma paciente havia sido previamente tratada com
quimioterapia (esta informagéo tornou-se disponivel somente depois da analise).
Informacgao sobre tipo histolégico e estagio FIGO estava disponivel para 73 e 71
pacientes, respectivamente. As caracteristicas clinicas e patolégicas sdo mostradas

no Quadro 1.

Imuno-histoquimica

A expressdo da proteina T2a foi avaliada por IHC, conforme previamente descrito
[12]. Resumidamente, os espécimes foram desparafinados, rehidratados e
incubados por trinta minutos em peréxido de hidrogénio (H202) a 0.5 % em metanol.
Depois do pré-tratamento (0.1 % tripsina em 0.1 %CaCl2 pH 7.8 por 10 minutos, a
37°), a coloragdo nao especifica foi bloqueada pela incubagdo em soro normal a
10% por 1Th a 4°C; todos os passos foram desenvolvidos em solugdo tampao
PBS/0.1% BSA/1%Tween 20. Apos incubagdo com o anticorpo primario (1 ug ml™”
durante a noite a 4°C, clone kiS1, Boerhinger-Manheim), as laminas foram incubadas
a temperatura ambiente com um anticorpo secundario anti-murino biotinilado por 30

minutos, e estreptavidina-HRP (Zimed) (1/20) por 10 minutos. 3’-3 diaminobenzidina
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foi usado como cromogénio. As laminas foram contra-coradas com hematoxilina de
Mayer. Como controles negativos, foram utilizados cortes em série incubados
somente com solugdo-tampao, ao invés do anticorpo primario. Como nenhum
sistema de calculo foi até aqui definido para T2a, a analise foi baseada somente na
porcentagem de células positivamente coradas, conforme avaliado pelo patologista.
As analises foram executadas de forma cega (avaliagdo da proteina ignorando-se o
estado do gene e vice-versa). Em caso de importante heterogeneidade, as zonas de
mais intensa coloragéo foram consideradas. No CM, um ponto de corte de >10% de
células marcadas (IHC) foi proposto, muito embora isto permaneca controverso. O
ponto de corte apropriado ndo € conhecido no CO. Por esta razdo, nds analisamos a
proteina T2a primariamente como uma variavel continua, muito embora também
tenhamos executado analises exploratérias, baseadas nos dois pontos de corte

arbitrarios de >10% e >10% de células marcadas.

HER-2 foi avaliado por IHC com o anticorpo monoclonal murino CB-11,
diluicdo 1/40 (Novocastra, Newcastle, UK), de acordo com o0s seguintes
procedimentos: espécimes de blocos de tumores embebidos em parafina,
habitualmente fixados em formalina tamponada neutra, foram cortados em laminas
de poli-L-lisina. As laminas foram desparafinadas e rehidratadas. O tecido foi pré-
tratado num banho de agua a 94° C por 30 min em 10 mmol/l de &cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), pH8. As Iaminas foram, entdo, coloridas com o
Ventana Nexes System, usando reagentes Nexes padrao e bloqueadores
endégenos da biotina (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). As laminas foram

incubadas por trinta minutos a 37°C com o anticorpo primario e 10 min a 37°C com o
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anticorpo biotinilado secundario, antes de incubagdo com complexo avidina-
peroxidase pela mesma duragdo de tempo. O cromogénio foi o 3-3
diaminobenzidina. Todos os produtos necessarios para estes procedimentos
estavam incluidos no kit de deteccdo DAB fornecido pelo fabricante. As laminas
foram, entdo, contra-coradas com hematoxilina de Mayer, desidratadas e montadas.
Coloracao da membrana celular foi definida como positividade. O sistema de escore
ulilizado foi o do Herceptest (DAKO, Carpinteria, CA). A avaliacdo foi baseada na
porcentagem de células positivamente coradas e na intensidade da coloragédo. As
analises foram feitas de uma forma cega (avaliagdo da proteina ignorando-se o
estado do gene e vice-versa). N6s analisamos o HER-2 como uma variavel continua,
embora também tenhamos realizado duas analises exploratérias usando os pontos

de corte de 2+/3+ e 3+, de acordo com estudos prévios realizados em CM e CO.

Hibridizacgao in situ fluorescente (FISH)

As analises de FISH foram executadas usando o Vysis Multi-color T2a Spectrum
Orange, HER-2 Spectrum Green e CEP17 Spectrum aqua probe (Vysis, Chicago, IL,
USA), conforme previamente descrito [26]. Resumindo, os espécimes foram
desparafinados e incubados em pré-tratamento com solugcdo-tampéao a 80°C por 30
min. A digestdo enzimatica foi executada com pepsina (10-20 min a 37°C) e as
laminas foram desidratadas em diluicdes graduadas de etanol. A sonda (10 ul) foi
aplicada nas laminas sob protecdo. As laminas foram desnaturadas em conjunto
num prato quente (73°C por 5 min), seguido de hibridizagdo durante a noite a 37°C.

Depois de serem rigorosamente lavadas (2xssc/0.3% Nonidet P-40 a 73°C por 2
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min), as laminas foram contra-coradas com 10 yl de 0.2 yM de 4,6 diamino-2-fenil-
indol (DAPI) em solugcdo com antifade (Vectashield, Vector Laboratories, Inc,
Burlingame, CA). O FISH foi avaliado com uso de um microscopio de
epifluorescéncia Olympus BX51, equipado como previamente descrito [27]. As
partes invasivas do tumor foram circuladas nas laminas com um diamante,
sobrepostas pelos cortes hematoxilina-corados, previamente analisados por um
patologista (DL). Sinais de, no minimo, 60 nucleos nao sobrepostos com morfologia
intacta foram avaliados para determinar o numero médio de sinais/células (propor¢ao
entre o numero medio de sinais de T2a ou HER-2 e o numero médio de sinais de
centrébmero do cromossomo 17 [cépias/CEP17]). No CM, amplificagcdo do gene HER-
2 tem sido definida como uma relagao cépias/CEP17 >2 [28]. No CO, dois pequenos
estudos usaram um ponto de corte de >1.5. Em contraste, a amplificacdo da T2a nao
foi previamente avaliada por FISH no CO, embora no CM, um ponto de corte de >1.5
tenha sido proposto [28]. Uma vez que ainda existe pouca experiéncia com o teste
FISH no CO, nds analisamos estes marcadores primariamente como variaveis
continuas. Além disso, executamos analises exploratérias da amplificacdo do HER-2
e T2a, usando um ponto de corte de >1.5 ou >2.0, para ilustrar o impacto potencial

desta avaliagao nos resultados finais.

Limitagcoes potenciais relacionadas com a idade das amostras

Nos avaliamos previamente a influéncia potencial da idade das amostras nos
resultados, durante nossos estudos retrospectivos anteriores. Os coeficientes de

correlagdo nao paramétricos entre a distribuicdo dos marcadores bioldgicos e a
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idade dos blocos nao mostraram qualquer influéncia significativa da ultima, tanto por
IHC quanto por FISH (coeficientes de Spearman entre 0 e 0.18, nao significativo).
Portanto, é pouco provavel que a idade das amostras possa ter influenciado nossos

resultados.

Métodos estatisticos

O proposito desta analise é essencialmente descritivo. A distribuicdo univariavel das
variaveis continuas foi descrita por posicdo (média e mediana) e parametros de
dispersao (desvio padrao e amplitude). Variaveis binarias foram descritas pelas taxas
observadas de expressao de proteina e/ou amplificagado do gene. A associagao entre
duas variaveis continuas foi estabelecida calculando-se os coeficientes de correlagao
de postos de Spearman (com teste de significancia na igualdade a zero desses
coeficientes). Taxas de positividade de variaveis binarias foram feitas aos pares

usando-se testes de McNemar.
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Resultados

HER-2 por IHC

Setenta e dois casos foram disponibilizados para esta analise (um foi excluido devido
a problemas técnicos com a conservagao do tecido). O escore que mais se repetiu
foi 0 (n=52,72%); a distribuicdo das contagens € mostrada na Fig 1. Considerando
como positivos aqueles casos com escores >2+, 6/72 (8.3 %), tumores foram
definidos como HER superexpressos. Tomando somente casos 3+ (conforme

definido em CM), a taxa de positividade do HER-2 foi 4,2 % (3/72 casos).

HER-2 por FISH (cépias/CEP17)

Sessenta e trés casos foram disponibilizados para esta analise (nove foram
excluidos devido a problemas com a conservacgao do tecido, e um caso foi definido
como amplificado, mas sem nenhuma medida precisa da relagdo cépias/CEP17 e,
portanto, ndo levado em conta no calculo dos parametros de distribuicdo do HER-2).
Os valores medianos e médios do FISH foram 1.20 e 1.40, respectivamente (com um
desvio padrao de 0.63, esta variavel oscilou de 0.96 a 3.46). A distribuicao é
mostrada na Fig 1. Na analise da distribuicdo continua desta variavel, um caso
amplificado nao foi levado em conta, porque a amplificacdo ndo pdde ser
quantificada (n=63). Considerando como positivos aqueles casos com uma relagao
copias /CEP17 >1.5, 15/64 (23,4%) dos tumores foram considerados amplificados.

Com um ponto de corte de >2, a taxa de amplificagao caiu a 12.5% (8/64 casos).
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HER-2 por FISH(sem corre¢ao para CEP17)

Sessenta e quatro casos foram disponibilizados para esta analise (nove excluidos
devido a problemas com conservagao do tecido). Quando o numero de copias do
CEP17 nao foi levado em conta, os escores medianos e médios do FISH foram 2.70
e 3.26, respectivamente (com um desvio padrao de 2.04, esta variavel oscilou entre
1 e 11.60). A distribuicdo € mostrada na Fig 2. Conforme acima, ao calcular os
parametros da distribuicdo do HER-2, um caso amplificado ndo pbde ser levado em
conta, porque a amplificacdo ndo pbéde ser quantificada (n=63). Considerando como
positivos aqueles casos com >4 copias do gene (conforme sugerido no CM), 21/64

(32.8 %) tumores foram definidos como HER-2 amplificados).

Associagao entre amplificacao do gene HER-2 e superexpressao da proteina

(conforme avaliado por FISH e IHC, respectivamente)

Sessenta e dois pares foram disponibilizados para esta analise (nove testes FISH e
um IHC foram excluidos devido a problemas com a conservacido do tecido, e um
caso amplificado foi excluido porque a amplificacdo ndo péde ser quantificada). O
coeficiente de correlacdo de postos de Spearman teve um valor de 0.14 e nao foi
estatisticamente diferente de 0 (P=0.27)(Fig 3). Isto quer dizer que, quando
analisado como uma variavel continua, ndo houve correlagao significativa entre estas
duas variaveis. Numa analise exploratdria, estas avaliagdes foram também
dicotomizadas e comparadas como variaveis binarias (HER-2 IHC >2+, HER-2 IHC

>3+, HER-2 FISH >1.5, HER-2 FISH >2). A proporgao de positividade foi comparada
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usando testes McNemar (63 pares disponiveis: nove testes FISH e um IHC excluidos
devido a problemas com conservacdo do tecido). Concluindo, as taxas de
amplificacdo e superexpressao foram baixas e ndao houve correlagao clara entre os

diferentes métodos de avaliagao.

T2a por IHC

Setenta casos foram disponibilizados para esta analise (trés casos foram excluidos
devido a problemas com a conservacédo de tecido). Os escores foram expressos
como porcentagem das células marcadas. A contagem mais frequente foi 0 (n=21,
30%), e os valores medianos e médios foram de 5% e 7.50%, respectivamente.
Considerando como positivos aqueles casos com >10% de células marcadas, 15/70

(21,4%) dos tumores mostraram uma superexpressao da T2a.

T2a por FISH (cépias/ CEP17)

Sessenta e quatro casos foram disponibilizados para esta analise (nove casos foram
excluidos devido a problemas com a conservagao do tecido). Os escores medianos e
médios de FISH foram 1.15 e 1.34, respectivamente (com um desvio padrao de 0.53,
a variacao foi de 0.95 a 3.29), com sua distribuicdo mostrada na Fig 4. Os casos
foram considerados positivos quando a relacdo copias/CEP17 foi >1.5, com 16/64
(25%) dos tumores assim considerados amplificados. Com um ponto de corte mais

alto de >2, a taxa de amplificagao caiu para 7.8% (5/64 casos).
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T2a por FISH (>4 cépias)

Sessenta e trés casos foram disponibilizados para esta analise (10 FISH excluidos
devido a problemas com a conservagao do tecido). Quando a proporgao com 0O
numero de coépias CEP 17 nao foi levado em conta, a média de contagem e a
contagem intermediaria FISH foram 2.70 e 3.12016, respectivamente (com um
desvio padrao de 1.75, a variavel ficou entre 1.00 a 6.90). Sua distribuicao é
mostrada na Fig. 2. Considerando como positivos aqueles casos com >4 copias do

gene, 20/63 (31,7 %) dos tumores foram T2a-amplificados.

Associagdao entre a amplificagdo do gene T2a e expressdao da proteina

(avaliados por FISH e IHC, respectivamente)

Sessenta e trés pares foram disponibilizados para esta analise (nove testes FISH e
um IHC foram excluidos devido a problemas com a conservagao do tecido). O
coeficiente de correlagdo de postos de Spearman teve um valor de 0.31 e este foi
estatisticamente diferente de 0 (P=0.01) (Fig 5), o que quer dizer que houve uma
modesta associacdo entre estas duas variaveis quando analisadas de forma
continua. Numa analise exploratdria, estas avaliacbes foram também dicotomizadas
e comparadas como variaveis binarias (T2a IHC >10%, T2a IHC >10%, T2aFish
>1.5, T2a FISH >2). A propor¢do de positividade foi comparada usando testes
MCNemar (63 pares disponiveis, com nove testes FISH e um IHC excluidos devido a

problemas com a conservagdo do tecido). Concluindo, de maneira similar aos
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resultados obtidos para o HER-2, ndo houve correlagcao entre os diferentes métodos

de avaliagéo.

Associagao entre a amplificagdo dos genes HER-2 e T2a

Quando analisadas como variaveis continuas, houve uma excelente correlagcao entre
a amplificacdo dos genes HER-2 e T2a (FISH) (com ou sem corregcédo para o CEP
17; coeficientes de correlacdo de Spearman de 0.83[P<0.001; n=63] e 0.93
[P<0.001; n=62], respectivamente (para o HER-2, 9 testes FISH foram excluidos
devido a problemas técnicos problemas com a conservagao do tecido e um teste que
nao pdde ser quantificado; para T2a, 10 testes FISH foram excluidos devido a
problemas com a conservacgao do tecido e um teste que nao pdde ser quantificado)
Fig 6. De modo inverso, a associagao entre a expressao de proteina HER-2 e T2a

(IHC) foi pobre (coeficiente de correlagao= 0.09, P=0.48; n=70) Fig.7.

Associagao das variaveis com estagio FIGO

A superexpressao do HER-2 (2+/3+) foi associada com estagios FIGO | e 1l (P=0.01,
teste exato Fisher). De modo inverso, a amplificagdo da T2a (FISH) correlacionou-se
com estagio FIGO avancado (Il e 1V). Todos os casos de amplificagao
(independentemente da definigao utilizada, isto é, cépias/CEP17 >1.5, cépias/CEP17
>2.0 ou copias >4) foram vistos em tumores FIGO llI/IV. Esta associagado alcangou
significancia estatistica somente na auséncia de corregédo para CEP17 (P=0.02). Nao

houve outras associacdes detectaveis.
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Discussao

A amplificacédo do gene HER-2 é vista em cerca de 15% dos casos de CM e o
método FISH, que permite a realizagcdo do teste em tecido parafinado, tem sido
largamente utilizado na pratica clinica. No CM, um ponto de corte de >2
copias/CEP17 ou >4 copias (sem corregcao para CEP17) tem sido usado para definir
amplificacdo do gene. No CO, as taxas de amplificacdo do gene HER-2 variaram de
20% a 30% [29-32] com métodos outros que ndo o FISH, embora Van der Zee at al
[16] tenham encontrado somente um caso de amplificacdo entre 86 casos. Por FISH,
as taxas de amplificacdo variaram de 32% a 71% (um ponto de corte de >1.5
copias/CEP17 foi usado na maior parte destes estudos) [23,33-36]. No nosso
estudo, encontramos valores medianos e médios de FISH de 1.20 e 1.40,
respectivamente. Com um ponto de corte de >2, a taxa de amplificagéo foi de 12.5%
[8/64] (versus 23.4 %[15/64] com um ponto de corte de >1.5). As avaliagbes foram
frequentemente complicadas por heterogeneidade e altas taxas de polissomia do
cromossomo 17. Na realidade, 13/64(20.3%) ou 8/64 (12.5%) dos tumores (ponto de
corte >2 e >1.5, respectivamente) foram considerados ndo amplificados apesar da
presenca de >4 copias do gene. Usando o numero de copias do gene (>4) sem
corregao para CEP17 para definir amplificagdo, 32.8% (21/64) dos casos foram
considerados como HER-2 amplificados. A importdncia deste achado é que o
namero nao corrigido de copias do gene parece ser mais representativo da

anormalidade genética nas células de CO. No entanto, é preciso assinalar que
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algums estudiosos continuam a questionar a utilidade do numero de copias CEP17

na pratica clinica.

A proteina HER-2 esta superexpressa em 15-20% dos casos de CM, e a IHC
tem sido o teste mais largamente usado para a sua avaliagdo. No CO e nas
neoplasias epiteliais primarias do peritbnio (TPP), a superexpressdao do HER-2 tem
sido relatada em 25-30% dos casos, embora os numeros variem de 9% a 65% em
diferentes séries [37-41]. Alguns [22,35,36,39], mas nao todos [34,35,42] estudos
também sugeriram que a superexpressao do HER-2 pudesse ser um indicador de
pior prognostico em CM e TPP. No entanto, as verdadeiras taxas de superexpressao
parecem ser muito mais baixas. No maior estudo (n=837), o grupo GOG encontrou
somente 11.4 % e 4% de casos de superexpressdo 2+/3+ e 3+, respectivamente
[25], que estdo muito perto dos nossos resultados(2+/3+=8.3 % [6/72] e 3+=4.2 %
[3/72]). Interessantemente, nds encontramos nenhuma correlagao entre amplificagao
do gene HER-2 e niveis de proteina, sugerindo que muitos casos de amplificacéo do
gene nao resultam na expressao da proteina, contrario ao conhecimento corrente no
CM. Descobertas similares foram também reportadas por Fajac at al [24]. E possivel
que, conforme visto com a T2a, fatores outros além da amplificagcdo do gene possam
também influenciar a expressdo da proteina HER-2, como parte de um complexo
processo de regulacdo. De interesse, no estudo GOG, tumores HER-2-
superexpressos mostraram baixas taxas de resposta ao anticorpo monoclonal anti-
HER-2 trastuzumab. Resumindo, a evidéncia atual sugere que a via de sinalizagao
HER-2 nao exerce um papel importante na sobrevivéncia das células do CO sendo,

portanto, improvavel tornar-se um alvo terapéutico interessante nesta patologia.
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Quando avaliado por FISH, o gene T2a esta amplificado em cerca de 5-10 %
dos casos de CM, geralmente em tumores HER-2 co-amplificados. Também ja foi
sugerido que a amplificacdo da T2a possa ser o verdadeiro marcador preditivo de
resposta as antraciclinas no CM, ao invés do HER-2 [11]. De fato, dados pré-clinicos
e clinicos tém sustentado a hipotese que T2a exerca um papel central na
determinacdo da sensitividade de células tumorais a agentes inibidores da T2a

[43,12,13]. Um ponto de corte de >1.5 cépias/CEP17 foi definido CM [12,13].

Até aqui, a amplificacdo do gene T2a nao foi investigada no CO [16,17].
Muitos estudos tém avaliado os niveis m-RNA ou a proteina T2a diretamente. A
desvantagem potencial € que os niveis de proteina podem ser dependentes de
outros fatores, tais como o grau de proliferagao [42]. Por outro lado, outros poderiam
arguir que a proteina € o alvo direto dos inibidores da T2a [26]. No nosso estudo, a
amplificacdo da T2a foi avaliada por FISH. Usando um ponto de corte de >1.5
copias/CEP17 (conforme definido no CM), 25% (16/64) dos casos foram
considerados como amplificados. Com um ponto de corte levemente mais alto de
>2, a taxa de amplificagao foi tdo baixa como 7.8 % (5/64). A realizagdo dos testes
foi complicada pela heterogeneidade. As taxas de polissomia do cromossomo 17
(CEP17) também foram elevadas, tanto que em 11.1% (7/63) e 23.8% (15/63) dos
casos, a relacdo copias/CEP17 de T2a foi <1.5 e <2 (ndo aumentadas),
respectivamente, apesar da presenga de >4 copias do gene. Usando o numero nao
corrigido de copias do gene para definir amplificacéo, 31.7 % (20/63) dos casos
seriam considerados amplificados. Estas descobertas poderiam refletir a diversidade

genética, histologica e bioldgica tipica do CO. Como para HER-2, poder-se-ia
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especular que o numero nao corrigido de copias do gene melhor reflete a
anormalidade genética da célula. Estudos adicionais sdo necessarios antes que um
ponto de corte confiavel possa ser proposto. Como no CM, encontramos uma
excelente correlacdo entre amplificagdo dos genes T2a e HER-2 (tanto corrigido ou
nao corrigido para cépias CEP17), quando analisados como variaveis continuas (Fig

6).

A superexpressao da proteina T2a tem sido reportada em 30% a 70% dos
casos de CO. Um numero de métodos diferentes tem sido usado, por exemplo,
trancricao reversa por PCR [20], western blot [17] e IHC [18,24,44]. Niveis mais
elevados de T2a também tém sido reportados em tumores ovarianos de células
embionarias, uma das neoplasias mais sensiveis ao inibidor da T2a etoposide [45].
No presente estudo, usando um ponto de corte >10% das células marcadas (como
previamente proposto no CM), encontramos 15/70 (21,4 %) casos de
superexpressao da T2a. Salientamos que as avaliagdes foram frequentemente
dificultadas pela heterogeneidade da imunomarcagem. De nota, trabalhos anteriores
nao encontraram qualquer correlacdo entre amplificacdo e superexpressao da T2a
no CO [16,17] e CM (BC) [15]. Uma explicagao possivel é que fatores outros que
nao a amplificacédo do gene T2a possam também interferir no complexo processo de
regulacéo da expressao da proteina T2a. Em contraste, nossos resultados sugerem
uma modesta correlagdo entre a amplificagdo do gene e a expressao da proteina
T2a, que deve ser interpretada com cautela, devido ao pequeno tamanho da amostra

neste estudo (Fig 5).
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Usando os pontos de corte >2 para o gene HER-2, >1.5 para o gene T2a e
>10% para a proteina T2a, 62.5% (5/8) dos tumores HER-2 amplificados
apresentavam uma co-amplificacédo do gene T2a, mas 68,75% (11/16) de tumores
T2a amplificados nao apresentaram co-amplificacdo do gene HER-2. Somente
12.5% (1/8) dos tumores HER-2 amplificados apresentaram uma superexpressao da
T2a. Com um ponto de corte de >1.5 para definicdo de amplificagdo do HER-2, 80%
(12/15) dos tumores foram T2a co-amplificados, enquanto somente 20% destes
apresentaram uma superexpressao da proteina T2a. Estes dados sugerem que,
neste aspecto, o CO n&o pode ser comparado ao CM, no qual somente 4% dos
casos de amplificagdo do gene T2a foram observados em tumores HER-2 nao-
amplificados. Novamente, nés destacamos os limites de comparagcbdes baseadas em
pontos de corte arbitrarios. Conforme exposto anteriormente, quando analisados
como variaveis continuas, a correlagao entre amplificagdo dos genes HER-2 e T2a
foi excelente. De interesse, ndo encontramos casos de delecdo da T2a no nosso

estudo, quando a mesma definigao utilizada no CM foi aplicada (relagdo <0.67).

Com referéncia ao significado biolégico da amplificagdo do gene sem co-
expressado da proteina, poderia ser arguido que o primeiro representa um defeito
genético adquirido da célula, enquanto que o ultimo somente reflete seu conteudo de
proteina num tempo preciso. Portanto, a alteracdo do gene, ainda que sem
expressao de proteina, pode ainda ser um marcador de uma biologia alterada, que
poderia ainda ser associado com prognéstico e/ou resposta a terapia. A regulagao
da proteina T2a, por exemplo, € um processo complexo e altamente relacionado ao

estagio proliferativo do tumor, tanto que um tumor com nenhuma expressdo de
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proteina, ndo obstante a amplificacdo do gene, poderia potencialmente expressar a
proteina se o seu estagio proliferativo mudasse. No CM, ja demonstramos
anteriormente que a amplificagdo do gene T2a correlaciona-se com a expressao da
proteina somente em tumores proliferativos (definida como imunomarcagem positiva

para ki-67).

No nosso estudo, nés observamos uma correlagcéo entre amplificagao do gene
T2a e estagio avancado (FIGO IlI/IV), alcangando significancia estatistica (P=0.02,
teste exato Fisher) somente quando nao controlado para CEP17. Nenhum caso de
amplificacdo da T2a foi visto entre os tumores em estagio inicial (FIGO I/ll). As
implicagdes potenciais deste achado sao (1) é possivel que a superexpressao da
T2a tenha um significado prognéstico ou que ela seja uma ocorréncia tardia e (2) a
doenca avangada poderia responder melhor a certos tipos de quimioterapia, se T2a
de fato tivesse um valor preditivo. De modo inverso, a expressdao HER-2 pareceu
correlacionar-se com estagio FIGO precoce (P=0.01, teste exato de Fisher). Estes
dados devem ser interpretados com cautela devido ao pequeno numero de casos
(somente 14 pacientes FIGO I/ Il disponiveis para esta analise). Nao obstante, no
que diz respeito a possibilidade da superexpressdo do HER-2 ser um evento de
ocorréncia precoce no CO, destacamos as altas taxas de superexpressdo do HER-2

em tumores intra-ductais de mama, um precursor potencial da doenca invasiva.

Concluindo, a avaliacdo das taxas de amplificacdo e expressao do HER-2 e
T2a, por FISH e IHC, respectivamente, é praticavel em amostras parafinadas de CO.
O nosso trabalho confirmou a associagao entre amplificagdo dos genes HER-2 e T2a

no CO, como também descrito no CM. Contrariamente a relatos anteriores,
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observamos uma modesta correlagdo entre amplificacdo e superexpressao da T2a
no CO, mas nenhuma correlagao entre amplificagdo e superexpressao do HER-2. A
polissomia do cromossomo 17 € um achado frequente no CO, de forma que taxas de
amplificacdo significativamente maiores sao vistas se o numero de copias do gene
nao for corrigido para o numero de copias do CEP17. Finalmente, embora a
amplificagcdo da T2a parega correlecionar-se com estagio clinico avancado, mais
estudos sao necessarios para explorar o significado prognéstico da amplificacdo do
gene T2a no CO. O nosso grupo esta também planejando um estudo clinico para
avaliar de maneira prospectiva o papel da T2a como marcador preditivo de resposta

as antraciclinas no CO.
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Quadro 1. Caracteristicas das pacientes

Tipo histolégico %
SEroS0 (N=53)...uuuiiiiiii e 72,6
MUCINOSO (NT4)....uuiiiiiiiiieeeee et 5,5
MiIXEO (M=) 1,4
Endometridide (N=6).........cccooiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeee s 8,2
Células claras (N=3)......ccuuvuuiiiiiiiieeeeee e 4.1
Indiferenciado (N=6).........ccoooiiiiiiiiiiieeeee e 8,2
Total (N=73) coeieeeeeeeeeeee e 100,0

Estagio FIGO
I ) PR 17,8
E(NZT) e 1,4
HE(NZ44) Lo 60,3
IV (NZ13) e 17,8
Desconhecido (N=2) ....ceieeeeiiieiieeeeeeeee e 2,7
Total (N=73) oo 100,0
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Fig. 1. Amplificagdo do gene e superexpressao da proteina HER-2 (por FISH e IHC,

respectivamente).
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Fig. 3. Auséncia de correlagao entre amplificagdo (FISH) e superexpressao

(IHC) do HER-2 (analizados como variaveis continuas); Coeficiente de

correlagao de Spearman= 0.14 (estatisticamente nao diferente de 0; P = 0.27;

n=62).
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Fig. 5. Modesta correlagao entre a amplificagcao (FISH) e a superexpressao (IHC) da

T2a (analizados como variaveis continuas); Coeficiente de correlacdo de Spearman=

0.31(estatisticamente diferente de 0; P= 0.01; n=63)
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Fig 6. Excelente correlagao entre a amplificacdo dos genes HER-2 e T2a (por FISH),

com (a esquerda) e sem (a direita) correcao para o CEP17. Coeficiente de

Spearman=

0.83

(estatisticamente diferente de O0;

P<0.001;

(estatisticamente diferente de 0; P<0.001; n=62), respectivamente.
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Fig 7. Auséncia de correlagcao entre a superexpressao do HER-2 e da T2a (por

IHC); coeficiente de Spearman 0.09 (estatisticamente nao diferente de 0, P=0.48;

n=70).
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7.3 Artigo 3 em portugués
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Resumo

A topoisomerase-lla (topo-Il) € um dos alvos moleculares dos inibidores da topo-ll, e
tem sido considerada um possivel marcador preditivo de resposta a estes agentes. O
objetivo do presente trabalho é de investigar a correlagdo entre a amplificagdo do
gene e a expressao da proteina topo-Il em 103 amostras de cancer de mama HER-2
amplificados. Os tumores foram avaliados por FISH para amplificacdo do gene topo-
Il (relagdo topo-ll : CEP17 =21.5; sonda tripla da Vysis inc.) e, por IHC, para
expressao da proteina topo-Il (variavel continua; clone KiS1) e Ki-67 (considerado
positivo no caso de marcagem em >25% das células; clone MiIB-1). Uma
amplificagdo do gene topo-Il foi observada em 36.9% (38/103) dos casos. Os niveis
de amplificagdo do HER-2 (niumero de copias) ndao mostraram nenhuma correlagao
com a amplificagdo da topo-ll. A porcentagem média de células positivas para a
topo-Il por IHC foi de 5% e 10%, para casos topo-ll ndo-amplificados e amplificados,
respectivamente. Uma correlagéo fraca, mas ainda significativa, foi observada entre
os niveis de amplificacdo do gene topo-Il e a percentagem de células positivas por
IHC (coeficiente de correlagdo de Spearman 0.23, p=0.02); a correlagdo entre estas
duas variaveis foi mais evidente em tumores Ki-67-positivos. Contrariamente ao
HER-2, no qual, no cancer de mama, a amplificagdo quase sempre se correlaciona
com a superexpressao da proteina, a amplificagdo do gene topo-ll ndo parece
necessariamente levar a uma superexpressao da proteina, ao menos quando esta

ultima é avaliada por IHC. Outros fatores, como o indice de proliferacao celular,
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podem interferir na sintese da proteina topo-Il. Embora a grande maioria dos casos
de aberragdes do gene topo-ll ocorram em tumores HER-2 positivos, os niveis de
amplificacdo do HER-2 nao predizem uma maior probabilidade de amplificagdo da

topo-II.

Palavras-chave: cancer de mama, topoisomerase-lla, amplificacéao,

superexpressao.
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Introducgao

O cancer de mama (CM) é uma doenga heterogénea, particularmente no que diz
respeito a resposta ao tratamento. A avaliagdo de alvos moleculares das drogas anti-
neoplasicas em amostras de tumores pode ser de grande auxilio na sele¢cdo do
tratamento mais adequado ao paciente. Uma melhor ‘individualizagcado’ do tratamento
pode, por sua vez, aumentar a eficacia deste ultimo e, ao mesmo tempo, reduzir o
risco de efeito adversos, baseada na idéia que individuos com baixa probabilidade

de resposta ndo devem ser expostos ao tratamento.

A topoisomerase-lla (topo-ll) € uma enzima envolvida no processo de
metabolismo do DNA, desempenhando um papel importante na duplicacédo do DNA,
progressao do ciclo celular, recombinagéo e segregagao cromossomial [1]. A topo-ll
€ o alvo biologico das antraciclinas, um dos agentes quimioterapicos mais eficazes

no tratamento do CM, mas ,ao mesmo tempo, um dos mais toxicos.

Estudos in vitro mostraram que a amplificagdo do gene topo-ll leva a
superexpressao da proteina topo-ll e que a sensibilidade aos inibidores da topo-Il é
dependente dos niveis de expressdo da proteina topo-Il nas células tumorais [2-9].
No entanto, o processo de regulacdo da expressao da topo-Il nos tumores sélidos
ainda é parcialmente desconhecido, e existem dados preliminares sugerindo que
uma correlagdo entre a amplificagdo do gene e a superexpressao da proteina topo-Il
(avaliada por imuno-histoquimica [IHC]) seria observada em somente 60% dos casos

[10,11].
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No presente estudo, de forma a poder-se estabelecer a correlacdo entre a
amplificacdo do gene e a superexpressao da proteina topo-ll, estes dois parametros
foram avaliados por hibridizacao in situ fluorescente (FISH) e IHC, respectivamente.
Visto que aberragcdes do gene topo-ll sdo raramente vistas em tumores Her-2(Neu/c-
erbB?2) negativos [2,12,13], uma série de 103 amostras de CM Her-2 amplificado foi
selecionada dos nossos arquivos. A proteina topo-Il tem sido descrita como um
marcador de proliferacdo celular em tecidos normais e neoplasicos [14]. Por esta
razao, a expressao da topo-ll também foi correlacionada com a expressdo do

marcador de proliferagao Ki-67, também analisado por IHC.
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Materiais e métodos

Selecao das pacientes

Cento e trés amostras de CM Her-2 amplificado foram selecionadas dos arquivos do
servigo de anatomo-patologia do Instituto Jules Bordet, para analise de marcadores
bioldgicos. Os genes Her-2 and topo-ll foram analisados por FISH, enquanto as

proteinas topo-Il e Ki-67 foram analisadas por IHC.

Hibridizagao in situ fluorescente (FISH)

As analises de FISH foram executadas usando a sonda Vysis Multi-color T2a
Spectrum Orange, HER-2 Spectrum Green e CEP 17 Spectrum Aqua (Vysis,
Chicago IlI, USA), conforme previamente descrito [15]. A sonda foi fornecida
gratuitamente pela empresa ‘Vysis’. Resumindo, os espécimes foram desparafinados
e incubados em pré-tratamento com solugao-tampao a 80°C por 30 min, a 80°C, por
30 min. A digestao enzimatica foi realizada com pepsina (10-20 min a 37°C), e as
laminas foram desidratadas em diluicdes graduadas de etanol. A sonda (10ul) foi
aplicada nas laminas sob protecdo. As laminas foram desnaturadas em conjunto em
um prato quente (73°C por 5 min), seguido de hibridizagdo durante a noite, a 37°C.
Depois de serem rigorosamente lavadas (2xssc/0.3% Nonidet P-40 a 73°C por 2
min), as laminas foram contra-coradas com 10 yl de 0.2 yM de 4,6 diamino-2-fenil-

indol (DAPI) em solugdo com antifade (Vectashield, Vector Laboratories, Inc,
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Burlingame, CA). O FISH foi avaliado com uso de um microscopio de
epifluorescéncia Olympus BX51, equipado como previamente descrito [16]. As
partes invasivas do tumor foram circuladas nas laminas com um diamante,
sobrepostas pelos cortes hematoxilina-corados, previamente analisados por um
patologista (DL). Sinais de, no minimo, 60 nucleos nao sobrepostos com morfologia
intacta foram avaliados para determinar o numero médio de sinais/células (proporcao
entre o numero medio de sinais de T2a ou HER-2 e o numero médio de sinais de
centrémero do cromossomo 17 [cOpias/CEP17]). Amplificagdo do gene Her-2 foi
definida como um numero relativo de cépias =2 [16]. Amplificagdo do gene topo-Il foi
definida como um numero relativo de copias =21.5, conforme estudos previamente

publicados [12,17].

Imuno-histoquimica (IHC)

A expressao da proteina topo-Il foi avaliada por IHC, como previamente descrito
[18]. Brevemente, os espécimes foram desparafinados, rehidratados e incubados por
trinta minutos em perdxido de hidrogénio (H202) a 0.5 % em metanol. Depois do
pré-tratamento (0.1 % tripsina em 0.1 %CaCl2 pH 7.8 por 10 minutos, a 37°), a
coloracéo nao especifica foi bloqueada pela incubagdo em soro normal a 10% por 1h
a 4°C; todos os passos foram desenvolvidos em solugdo tampao PBS/0.1%
BSA/1%Tween 20. Apds incubagdo com o anticorpo primario (1ug ml™ durante a
noite a 4°C, clone kiS1, Boerhinger-Manheim), as laminas foram incubadas a

temperatura ambiente com um anticorpo anti-murino biotinilado por 30 minutos, e
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estreptavidina-HRP (Zimed) (1/20) por 10 minutos. 3’-3 diaminobenzidina foi usado
como cromogénio. As laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer.
Como controles negativos, foram utilizados cortes em série incubados somente com
solugdo-tampao, ao invés do anticorpo primario. Amostras de amigdala foram
usadas como controle positivo. Como nenhum ponto de corte foi até entdo validado
para definir ‘positividade’ da superexpressao da topo-Il, ndés analisamos esta variavel
de forma continua. As analises foram realizadas de maneira cega (o resultado da
avaliagdo da proteina topo-ll era desconhecida a pessoa que analisava a

amplificagdo do gene, e vice-versa).

A avaliacédo do Ki-67 foi feita por IHC, utilizando-se o anticorpo monoclonal
murino MIB-1 (1/50, DAKO, Carpinteria, CA). Resumidamente, os espécimes foram
desparafinados e rehidratados. Em seguida, um método de recuperagao antigénica
por micro-ondas (duas vezes 10 min a 650W) em citrato tampao pH6 foi aplicado,
antes do uso do imuno-marcador automatizado ‘Ventana Nexes’, com reagentes
‘Nexes’ padrao, recomendados pelo fabricante (Ventana Medical Systems, Tucson,
Az). Um indice de >25% foi usado para definicdo de ‘tumor proliferativo’. Este ponto
de corte foi calculado como a média da porcentagem de células marcadas (cada
porcentagem individual baseada na porcentagem de células positivas em cada

amostra analisada).
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Analise estatistica

O estudo consiste na observacao de quatro variaveis similares a variaveis continuas,
embora a medida seja discreta, mas com muitas categorias para as avaliagdes feitas
por IHC. Para trés destas variaveis (amplificagdo dos genes Her-2 e topo-ll,
expressao da proteina Ki-67), existe um ponto de corte descrito na literatura para
definicdo de amplificagao ou positividade. Estas variaveis foram tratadas por meio de
uma representacdo continua ou binaria, de acordo com os pontos de corte. Para a
proteina topo-Il, analisada por IHC, ndo existe um ponto de corte estabelecido para
definicdo de positividade. Portanto, esta variavel foi somente analisada de forma

continua.

Visto que as observagdes continuas nao puderam ser consideradas como
oriundas de uma distribuicdo normal (confirmadas por testes de Kolmogorov-
Smirnov), usamos métodos nao paramétricos para analisar os resultados. Os
coeficientes de correlacdo de postos de Spearman foram calculados para analisar 2
variaveis continuas; testes de Mann-Whitney foram usados para comparar as
distribuicdes de uma variavel continua de maneira binaria, e testes exatos de Fisher
permitiram a avaliagao da associacao entre duas variaveis binarias. Todos os valores

de ‘p’ foram bilaterais e o nivel de significancia foi estabelecido a 5%.
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Resultados

Caracteristicas da populagao Her-2 amplificada

Analises do gene topo-ll foram realizadas, por FISH, em 103 amostras parafinadas
de carcinomas de mama Her-2 amplificados. Os valores médios da relacédo cépias do
gene / CEP17 foram de 6.7 [intervalos de confidéncia (IC): 2.04-14.6] para o Her-2 e

1.08 [IC: 0.35- 9.1] para a topo-II (tabela 1).

A avaliagédo das proteinas topo-ll e Ki-67 foi realizada por IHC. As analises
foram nao-contributivas em 5 e 7 amostras, respectivamente. A porcentagem média
de células marcadas (positivas) foi de 10% [IC: 0-50] para a topo-Il e 15% [IC: 0-69]
para o Ki-67. Um tergco dos tumores foram considerados altamente proliferativos,

com >25% das células positivas para o Ki-67 (tabela 1).

Correlagao entre os genes Her-2 e topo-ll

Entre os 103 casos de carcinomas de mama Her-2 amplificados, 38 (36.9%) foram
considerados topo-Il amplificados por FISH. O valor médio de amplificacéo foi de 3.7
[IC: 1.67-9.10] (tabela 1 e Fig. 1). O valor de amplificagdo exato foi desconhecido no
caso de uma amostra, que foi, no entanto, identificada como amplificada. O valor
médio de amplificacdo do Her-2 foi de 6.17 [IC: 2.04-9.80] no grupo topo-Il
amplificado e de 7.11 [IC: 2.74-14.60] no grupo topo-Il ndo-amplificado (Tabela 1).

Portanto, os valores de amplificagdo do HER-2 (isto €, a relagdo numero de copias
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do gene / CEP17) pareceram menores em amostras apresentando uma co-
amplificagdo do gene topo-ll. As diferengcas observadas foram estatisticamente

significativas (teste de Mann-Whitney, p=0.002).

Correlagao entre o gene e a proteina topo-li

Analises imuno-histoquimicas da topo-ll foram realizadas em amostras topo-Il
amplificadas e nao-amplificadas (Fig. 2). As analises foram nao contributivas em 1
(2.6%) das 38 amostras topo-Il amplificadas e 4 (6.2%) das 65 amostras topo-Il néo-
amplificadas. A porcentagem média de células positivas para a topo-ll por IHC
(casos avaliaveis), nas amostras topo-Il amplificadas e nao-amplificadas, foi de 10%
[IC: 0-40] e 5% [IC: 0-50], respectivamente (tabela 1 e Fig. 2). A porcentagem de
células positivas para a topo-ll foi estatisticamente maior na presenca de uma
amplificacdo do gene topo-ll (teste de Mann-Whitney, p=0.006). Considerando-se a
porcentagem de células topo-Il positivas e os niveis de amplificagdo do gene topo-Il
(isto é, a relagdo numero de cépias do gene / CEP17) como variaveis continuas, a
expressao da proteina topo-ll correlacionou-se de maneira fraca, mas ainda
significativa, com a amplificacdo do gene topo-ll (coeficiente de correlagdo de

Spearman 0.23, p=0.02).

Correlagao entre a topo-ll e Ki-67
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O marcador de proliferacao celular Ki-67, que pode também influenciar a sintese da
proteina topo-II, foi analisado por IHC. Como citado acima, 1 (2.6%) das 38 amostras
topo-ll amplificadas e 6 (9.2%) das 65 amostras topo-Il ndo-amplificadas nao

puderam ser avaliadas para expressao do Ki-67 (tabela 1).

Dez (27%) das 38 amostras topo-ll amplificadas e 18 (30.5%) das 65
amostras topo-ll ndo-amplificadas foram positivas para o Ki-67. A porcentagem
média de células positivas para o Ki-67 nas amostras topo-ll amplificadas e nao-
amplificadas foi de 20% [IC: 0-69] e 15% [IC: 0-55], respectivamente (Tabela 1). Os
niveis de expressao do Ki-67 nao foram estatisticamente diferentes entre estas duas
populagdes (p=0.47). Nao foi observada nenhuma correlagao significativa entre a
expressao do Ki-67 e a amplificacdo do gene topo-Il (coeficiente de correlagdo de —

0.02; p=0.88).

A porcentagem média de células positivas para a topo-Il foi de 10%, para
ambos os grupos de tumores Ki-67 positivos e negativos. Nao foi observada
qualquer diferenga significativa na distribuicdo da porcentagem de células topo-ll
positivas (p= 0.14). No entanto, quando estes dois marcadores foram analisados
como variaveis continuas, uma correlagado significativa foi observada entre a

expressao da topo-Il e do Ki-67 (coeficiente de correlagao 0.34, p=0.001) (Fig. 3).

Considerando-se somente os casos Ki-67-positivos, o grupo topo-li
amplificado apresentou uma maior porcentagem média de células topo-Il positivas,
em relagao ao grupo topo-Il ndo-amplificado (25% contra 10%; p=0.005 pelo teste de

Mann-Whitney). Esta conclusdo n&o permaneceu valida para os casos Ki-67
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negativos, nos quais ndo houve diferenca significativa na distribuicdo dos niveis de

proteina topo-Il, de acordo com a amplificacao do gene topo-ll (p=0.30) (Fig. 4).
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Discussao

Alguns estudos tém sugerido que a amplificacdo do gene topo-ll ocorre
principalmente em tumores Her-2 amplificados [2,12], e que o valor preditivo do Her-
2 em relacédo a resposta a quimioterapia com antraciclinas pode ser explicado pela
co-amplificagao do gene topo-Il [10,11,19]. Apesar da relagcao intima entre os genes
Her-2 e topo-Il (de localizagdo préxima no brago longo do cromossomo 17), os
valores (niveis) de amplificacdo do Her-2 (relacdo numero de copias do
gene/CEP17) ndo se mostraram preditivos da amplificagcdo do gene topo-ll, neste
estudo. Além disso, os valores de amplificacdo do Her-2 parecem menores em
pacientes com co-amplificagao do gene topo-ll. Este fato ja havia sido constatado por
Smith et al [3], e pode ser devido ao fato que eventos iniciais no processo de
amplificagdo envolvam areas relativamente extensas de um cromossomo, enquanto
eventos tardios resultem na delegcdo de areas extensas localizadas entre os genes,
resultando num processo de vantagem seletiva. Portanto, os casos com valores de
amplificacdo mais elevados podem ter sofrido um numero maior de eventos,
eliminando genes ‘passageiros’; desta forma, os casos com valores de amplificagao

menores teriam uma maior probabilidade de co-amplificacédo [20,21].

Contrariamente ao gene Her-2, no qual a amplificagdo € quase sempre
associada a superexpressao da proteina (proximo de 100% dos casos, no CM) [22],
a amplificacdo do gene topo-ll ndo leva necessariamente a superexpressao da

proteina, ao menos quando esta ultima é avaliada por IHC. No presente estudo, a
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porcentagem de células topo-ll positivas mostrou uma fraca correlagdo com os
valores de amplificagdo do gene topo-ll. Recentemente, um outro estudo também
mostrou uma certa discordancia entre amplificagao e expressao da topo-ll, visto que
quatro de seis amostras topo-ll amplificadas ndo mostraram suprexpressdao da
proteina [10]. Em amostras de carcinoma de ovario, uma fraca correlagao foi
observada entre amplificacdo e expressao da topo-Il [23,24]. Além disso, no cancer
de ovario, varios casos de amplificagao do Her-2 nao resultaram em superexpressao
da proteina, contrariamente ao que tem sido descrito no CM [24,25]. MYC é um
outro exemplo no qual nenhuma relagdo significativa foi observada entre
amplificacdo do gene e transcricdo (avaliadas por RT-PCR, em amostras de CM)
[26]. A super-transcrigdo do MYC nao parece ser consequéncia de um maior numero
de cépias do gene mas, de maneira similar as nossas proprias observagdes em
relagdo a topo-ll, parece ser mais ligada a atividade do Ki-67 [27]. Em resumo, a
correlagdo entre amplificagdo do gene e superexpressao da proteina é complexa e
variavel entre os diferentes marcadores biolégicos, podendo, inclusive, para um

mesmo marcador, variar em fungao do tecido de origem da neoplasia.

No CM, no qual os niveis de expressao da proteina HER-2 dependem quase
que exclusivamente do numero de cépias do gene Her-2 [28], a expressdo da
proteina topo-Il é regulada em multiplas etapas (transcrigdo, pds-transcri¢ao, pos-
translacéo), por diversos tipos de sinais. A regulagao, a nivel transcricional, tem sido
demonstrada em diversas cincunstancias, incluindo a sindrome do choque térmico
[29], condi¢des de estresse fisiolégico como abstinéncia de glucose e hipdxia [30],

expressao de certos oncogenes como ras [31], myb [32] e p53 [32,33], e confluéncia

290



celular [34]. Sequéncias internas do promotor da topo-Il que influenciam a regulacao
decrescente confluéncia-induzida também tém sido identificadas [35]. O impacto da
proliferacdo celular na transcricdo parece ser importante, visto as diferencas
significativas detectadas, no nosso estudo, nos niveis de expressao da proteina
topo-ll, em fungao da amplificacdo do gene topo-Il (correlagao significativa somente
no grupo de amostras altamente proliferativas, definido como Ki-67 >25%). No
entanto, o indice proliferativo ndo deve ser o unico fator determinante, visto que
amostras altamente positivas para a topo-Il (até 40% dos casos, em tumores topo-ll
amplificados e nao-amplificados) foram também observadas em tumores Ki-67-
negativos, reforcando a nocao de que a expressao da proteina topo-ll € um processo

relativamente complexo.

Um dos fatores implicados na regulagao descendente da transcricdo para o
promotor da topo-Il é a proteina p53. A principal fungao desta proteina supressora de
tumores é induzir a parada do ciclo celular nos pontos de checagem G1 e/ou G2, em
resposta a um dano ao DNA [36,37]. A proteina p53 é também um iniciador do
processo de morte celular programada conhecido por apoptose [38]. A
superproducao de topo-Il em células proliferativas pode resultar em recombinagao
inadequada do DNA. Em células com niveis normais de p53, esta ultima pode levar a
parada do ciclo celular e morte celular através da indu¢cao da apoptose. Além disso,
a proteina p53 pode também levar a uma regulagado descendente da expressao da
proteina topo-ll, através de uma represséao direta do promotor [33]. A transcricdo do
promotor da topo-ll pode ser reduzida (15 vezes) pela proteina p53 funcional, de

uma maneira concentragao-dependente [39]. A perda ou inativagao da proteina p53
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funcional pode reduzir a supressao regulatéria normal da topo-Il e contribuir com a
abolicdo de pontos de checagem normais, aumento da proliferacdo celular, e
alteragcdes na estabilidade do gendbma (re-arranjamento cromossomial e/ou

amplificacdo de genes) [39].

Adicionalmente, a proteina topo-Il ocorre nas células numa forma fosforilada,
e estudos in vitro tém mostrado uma correlacdo entre fosforilagdo e atividade
catalitica da topo-Il [40,41]. Esta regulagcdo pdés-translacional pode complicar ainda

mais a avaliagao da expressao da topo-Il.

Finalmente, um outro fator que pode também explicar a fraca correlagao entre
amplificacdo e superexpressao da topo-ll é a limitacdo técnica do método IHC. Este
problema ja foi citado em outros estudos comparando os testes FISH e IHC para
deteccao do Her-2, e foi atribuido a degradacao da proteina no material armazenado
em blocos de parafina [42]. Por outro lado, o método FISH, definido como a relagao
entre 0 numero médio de copias do gene e do CEP17, pode falhar em identificar
casos de tumores com numero elevado de coépias do gene topo-ll, devido a uma
polissomia do cromossomo 17. No nosso estudo, estes casos foram definidos como
nao-amplificados, mesmo se eles apresentavam um numero alto de cépias do gene
topo-ll, que pode ser ao menos parcialmente responsavel pela sintese da proteina

topo-ll.

Estudos pré-clinicos mostraram que a amplificagcdo do gene topo-ll leva a
superexpressao da proteina, que, por sua vez, tornaria as células mais sensiveis aos

inibidores da topo-Il [2-9]. Os nossos resultados sugerem que, em carcinomas de
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mama, este processo seja mais complexo e deva envolver outras vias celulares,

incluindo apoptose e proliferagao.

Quatro padrdes distintos foram identificados, no que diz respeito ao marcador
bioldgico topo-Il: a) gene topo-Il amplificado/ proteina superexpressa; b) gene topo-ll
nao-amplificado/ proteina nao-superexpressa; c) gene topo-ll amplificado/ proteina
nao-superexpressa; d) gene topo-ll nao-amplificado/ proteina superexpressa.
Embora dados clinicos e pré-clinicos preliminares sugiram que os primeiros dois
padrées possam ser uteis como marcadores preditivos de resposta as antraciclinas,

a utilidade dos ultimos dois padrdes € atualmente desconhecida.

Do ponto de vista biolodgico, a expressao da proteina topo-Il € crucial, pois
esta € o alvo molecular das antraciclinas. Este fato reforca o interesse na
investigacao da topo-Il como um marcador preditivo potencial. No entanto, visto que
a expressao da proteina é principalmente um indicador do indice de proliferagao
tumoral, € possivel que ela deva ser considerada somente como um marcador
inespecifico de resposta a quimioterapia. Por outro lado, talvez a amplificagdo do
gene topo-ll seja um marcador mais especifico de resposta as antraciclinas, por nao
ser influenciado por outros fatores. Por esta razao, o FISH pode ser considerado um
método mais interessante para avaliagao da topo-ll em tumores. Contudo, o valor
preditivo da amplificacdo da topo-ll, na auséncia de superexpressdo da proteina,
ainda n&o é bem conhecido. E possivel, portanto, formular-se a hipétese que ,tanto o
gene quanto a proteina topo-Il, possam ser fatores preditivos potenciais de resposta

as antraciclinas. A proteina topo-ll pode ser um marcador bioldgico interessante

293



principalmente em tumores topo-ll ndo-amplificados (aproximadamente 95% dos

casos de CM).

Dois grandes estudos, coordenados pelo Instituto Jules Bordet, estdo
atualmente avaliando o valor preditivo do gene e da proteina topo-Il, em relacéo a
eficacia das antraciclinas em pacientes com CM. O primeiro € uma meta-analise de
quatro estudos, com um total de 4600 pacientes, que compararam o regime CMF a
um tratamento baseado em antraciclinas no contexto adjuvante; além da coleta dos
dados clinicos, havera também uma coleta de material bioldgico, que sera analisado
de forma centralizada. Analises do gene e da proteina topo-ll serdo realizadas em
todos os tumores Her-2 positivos, e em algumas amostras de tumores Her-2
negativos. O segundo estudo, conhecido como ‘TOP’ (isto &, trial of principle),
consiste numa avaliagdo prospectiva do valor preditivo do gene e da proteina topo-ll
em aproximadamente 400 pacientes, diagnosticados com CM operavel. Estes
pacientes recebem 4 ciclos de epirubicina como tratamento neoadjuvante, seguido
de cirurgia. A hip6tese do estudo é que as taxas de resposta patolégica completa,
apos 4 ciclos de epirubicina, serdao maiores em pacientes com tumores topo-ll
positivos (pCR= 35-40% versus 10%). Além disso, o estudo também devera avaliar a

interacdo complexa entre os marcadores biolégicos topo-Il e p53.

Em resumo, o presente estudo formula as seguintes hipéteses: a) a proteina
topo-ll, avaliada por IHC, ndo esta necessariamente superexpressa na presencga de
uma amplificagdo do gene topo-ll; b) outros fatores, mais especificamente a

proliferagdo tumoral, podem interferir com a expressao da proteina topo-Il; c) embora
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a grande maioria dos casos de aberragdes do gene topo-ll ocorram em tumores Her-
2 positivos, os valores de amplificagcdo (numero de copias) do gene Her-2 nao
parecem ser preditivos da amplificagdo do gene topo-Il. Dois projetos atualmente em
andamento na nossa instituicdo poderao levar a uma melhor compreensao do papel
do HER-2 (a meta-analise) e da topo-Il (ambos os estudos), como fatores preditivos

de resposta as antraciclinas.

Reconhecimento: Os autores gostariam de agradecer “Les Amis de I'Institut Jules

Bordet” pelo suporte ao presente estudo.
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Tabela 1. Avaliacdo dos marcadores biologicos

Topo-Il Ampl.
(Relagao >1.5)

38 Pts. (36.9 %)

Topo-Il Nao-Ampl.

(Relacao < 1.5)

65 Pts. (63.1 %)

Populagéao Total

103 (100.0 %)

Her-2 FISH

Mediana da Relacgao
[Amplitude]

Média da Relagao

Relagdo UK

37 Pts. (97.4 %)
6.17
[2.04 — 9.80]
5.98

1Pt (2.6 %)

64 Pts. (98.5 %)
7.11
[2.74 — 14.60]
7.69

1Pt (1.5 %)

101 Pts. (98.1 %)
6.70
[2.04 — 14.60]
7.06

2 Pts. (1.9 %)

Topo-ll IHC

37 Pts. (97.4 %)

61 Pts. (93.8 %)

98 Pts. (95.1 %)

Mediana% [Amplitude] 10 [0 —40] 5[0 -50] 10 [0 - 50]
Média % 15.16 9.67 11.74
No. % UK 1Pt (2.6 %) 4 Pts. (6.2 %) 5 Pts. (4.9 %)
Topo-Il FISH

Mediana da Relagao
[Amplitude]

Média da Relagao

No. Relagao UK

37 Pts. (97.4 %)
3.70
[1.67 — 9.10]
4.39

1Pt (2.6 %)

65 Pts. (100.0 %)
1.00
[0.35 — 1.46]
0.96

0 Pt. (0.0 %)

102 Pts. (99.0 %)
1.08 [0.35 — 9.10]

2.20

1Pt (1.0 %)

Kl 67

Mediana% [Amplitude]
Média %

<25%

Mediana% [Amplitude]
Média %

>25%

Mediana% [Amplitude]
Média %

No. % UK

37 Pts. (97.4)
20.0 [0 - 69]
20.59

27 Pts. (73.0 %)
10.0 [0 — 25]
12.04

10 Pts. (27.0 %)
42.5[30 — 69]
43.70

1Pt (2.6 %)

59 Pts. (90.8 %)
15.0 [0 — 55]
17.95

41 Pts. (69.5 %)
10.0 [0 — 25]
9.71

18 Pts. (30.5 %)
30.0 [26 — 55]
36.72

6 Pts. (9.2 %)

96 Pts. (93.2 %)
15.0 [0 — 69]
18.97

68 Pts. (70.8 %)
10.0 [0 — 25]
10.63

28 Pts. (29.2 %)
40.0 [26 — 69]
39.21

7 Pts. (6.8 %)
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Figura 1. Correlagao entre a amplificacdo do Her-2 e da T2A

Topo-ll o / FISH
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10
| cut-off
9 A °.
8 -
7 -
6 1 ° %: ’
5 °
4 __ o ° R & °
3 ' o °0 ©
2 °
° Cut-Off
1 - ° ° ooo ° ogo G&Sc@ o 9 o00® 8 o:o%& ® 8 Oo °
ZG' ) g‘g > © ° e
0 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
HER-2 / FISH

Note: certain points can correspond to several patients, those presenting

identical results (or approximative) for the presented markers.

304



Figura 2. Correlacéo entre os niveis de amplificagdo do gene e a superexpressao da

proteina T2A

Correlation between levels of Topo-Il a. gene amplification and protein overexpression
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Figura 3. Correlagao entre a expressao das proteinas topo-Il e Ki-67

Correlation between Topo-Il a and Ki-67 proteins expression
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Figura 4. Distribuicdo da expressado da topo-ll na populagédo topo-ll amplificada e

nao-amplificada

Topo-Il o percentage distribution in Topo-Il o amplified and not amplified population
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8. Consideracgoes finais e perspectivas

Os dois estudos originais, realizados pelo nosso grupo e descritos em detalhe

acima, levaram as seguintes conclusdes:

Artigo 2 (CO).

A avaliagao da amplificacdo e da superexpressdo do Her-2 e da T2A, por
FISH e IHC, respectivamente, é realizavel em amostras de CO fixadas em parafina.
Foi observada uma boa correlacdo entre a amplificacdo dos genes Her-2 e T2A,
quando analisadas como variaveis continuas. A correlagao entre amplificacdo dos
genes Her-2 e T2A e suas respectivas proteinas foi, em geral, fraca. A amplificagao
do Her-2 parece ser mais frequente do que a sua superexpressao, mas as taxas de
amplificagdo variam em fungao do ponto de corte utilizado. As taxas de amplificacao
dos genes Her-2 e T2A sdo mais elevadas quando nao é realizada corregao para o
numero de coépias do CEP17, devido, provavelmente, a uma alta prevaléncia de
casos de polissomia do CEP17 nesta doenca. Além disso, a realizacdo dos testes
foi, por vezes, complicada pela heterogeneidade na marcagem. Finalmente,
encontramos uma boa correlagdo entre amplificagdo da T2A e estagio clinico
avangado, sugerindo que a primeira possa ser um marcador prognoéstico nesta
doenca, ou simplesmente um evento de ocorréncia tardia na evolugdo do CO. No
entanto, o numero de casos analisados neste estudo foi insuficiente para sustentar

tais conclusoes.
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No futuro, a amplificacdo e/ou superexpressao do Her-2 e da T2A, analisadas
por FISH e IHC, respectivamente, poderao ser utilizadas para uma avaliagdo em
mais larga escala do valor preditivo e prognéstico destes marcadores no CO. No
entanto, estudos adicionais serdo necessarios para determinar o melhor ponto de
corte para estes marcadores. O nosso grupo pretende realizar outros estudos
translacionais, avaliando o valor destes marcadores, particularmente da amplificagao
da T2A, na predi¢cédo de resposta a quimioterapia baseada em antraciclinas, como a
doxorubicina liposomal peguilada (frequentemente utilizada como tratamento de
segunda ou terceira linha no CO), ou a epirubicina, que, em dois estudos
randomizados, nao mostrou qualquer vantagem sobre o tratamento padrdo numa
populacdo de pacientes nao-selecionadas. Finalmente, tais estudos deverao
investigar a hipotese que pacientes com doenca mais avancada se beneficiem
particularmente de um tratamento contendo antraciclinas, devido a uma maior
prevaléncia de amplificacdo da T2A nestes tumores. Os nossos dados também
sugerem que o valor prognéstico da amplificagdo da T2A no CO deva ser mais

amplamente investigado.

Artigo 3 (CM).

Uma amplificagdo da T2A foi observada em 37% das amostras com
amplificacdo do Her-2, o que é compativel com resultados de outros estudos.
Contrariamente ao Her-2, no qual, ao menos no CM, a amplificagdo do gene quase
sempre se correlaciona com a superexpressao da proteina, a amplificagcdo do gene

T2A nao parece necessariamente levar a superexpressdo da proteina, ao menos
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quando esta ultima é avaliada por IHC. Outros fatores, como o indice de proliferagao
celular, podem interferir na sintese da proteina T2A. Embora a grande maioria dos
casos de aberragdes do gene T2A ocorram em tumores Her-2 positivos, 0s niveis de
amplificacdo do Her-2 n&o se correlacionaram com a amplificacdo do gene T2A.

Os resultados deste estudo sugerem que, visto que a expressao da proteina
T2A parece ser mais um reflexo da proliferagao celular, a amplificagcdo do gene T2A
possa ser um marcador preditivo mais especifico de resposta as antraciclinas no CM.
O nosso grupo esta atualmente realizando dois grandes projetos, com o objetivo de
validar estes dados: 1) uma meta-analise de 4 estudos randomizados, originalmente
desenhados para avaliar o papel das antraciclinas no CM, com coleta de material
para avaliacdo centralizada dos marcadores biolégicos; e 2) um estudo prospectivo,
no contexto neoadjuvante, desenhado especificamente para confirmar o valor

preditivo da amplificacdo da T2A.
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