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Einleitung

1 Einleitung

Weltweit erkranken jahrlich ca. 1.7 Millionen Frauen an einem Mammakarzinom. Etwa eine
halbe Millionen Menschen verstirbt jahrlich an dessen Folgen. Damit stellt das
Mammakarzinom nach dem Bronchialkarzinom insgesamt die zweithdufigste maligne
Tumorerkrankung und die mit Abstand haufigste Tumorerkrankung der Frau weltweit dar [1].

Die Anzahl der invasiven Neuerkrankungen in Deutschland wird pro Jahr auf ca. 70 000 und
die der neu diagnostizierten in situ Tumore auf ca. 6 000 geschatzt. Damit besteht allein in
Deutschland fur Frauen ein Lebenszeitrisiko von ca. 13 % an einem Mammakarzinom zu
erkranken. Das mittlere Erkrankungsalter liegt dabei im Median bei 64 Jahren. In etwa 1 % der

Neuerkrankungen sind Manner betroffen [2].

Infolge verbesserter Fruherkennungsmallnahmen und der Verfugbarkeit -effizienter
systemischer Therapien konnte in den meisten Industrienationen im Verlauf der letzten Jahre
eine sinkende Mortalitdt von Patientinnen mit einem Mammakarzinom beobachtet werden.
Dennoch stellt das Mammakarzinom auch dort weiterhin die zweithaufigste (nach dem
Bronchialkarzinom) und in schlechter entwickelten Landern sogar die haufigste

Krebstodesursache der Frau dar [3].

Neben dem initialen Lymphknoten (LK)-Befall und dem Tumorstadium stellt insbesondere das

Auftreten eines lokoregionaren Rezidivs einen starken unabhangigen Risikofaktor flir das
Gesamtuberleben von Brustkrebspatientinnen dar. Das Ziel eines jeden kurativen

Behandlungskonzeptes ist daher die Minimierung des Lokalrezidivrisikos [4, 5].

Im klinischen Alltag wird auf der Basis klinisch-pathologischer Eigenschaften (Grading,
Staging, Nodalstatus), molekularer Eigenschaften (ER, PgR, HER2, Ki-67) und unter anderem
kommerzieller ~ Signaturen (z.B. Oncotype DX®, MammaPrint®, EndoPredict®
oder Prosigna ®), die Aggressivitat von Tumoren und damit letztlich die Rezidivierungs- bzw.
Metastasierungsneigung vorhergesagt. Basierend darauf erfolgt, immer unter
Berlcksichtigung der jeweiligen Patientenwiinsche, die Wahl eines entsprechenden

Therapieregimes [6].

Bei allen nicht fortgeschrittenen, d. h. lokoregionar begrenzten Mammakarzinomen steht die

vollstdndige operative Tumorentfernung (d.h. RO-Status = Tumorresektion in sano) im
Vordergrund der Therapie [6-8]. Je nach Tumoreigenschaften konnen (neo)adjuvant
Chemotherapeutika, Antikorpertherapien oder eine antihormonelle Therapie eingesetzt

werden [6]. Bei dem Nachweis einer Fernmetastasierung (M1) hingegen besteht eine palliative



Einleitung

Therapieintention, mit dem Fokus der Behandlung auf der Systemtherapie. In speziellen Fallen
ist auch hier eine operative Therapie sinnvoll (z.B. bei primdr metastasierten

Mammakarzinomen oder symptomatischen Knochen- oder Hirnmetastasen) [9].

1.1 Prognostische und pradiktive Faktoren

Um der Heterogenitat des Mammakarzinoms bei der Therapiewahl gerecht zu werden, erfolgt
diese zunehmend personalisiert auf der Basis eines individuell ermittelten
Nutzen-Risiko-Profils. Dazu werden klinisch etablierte prognostische und préadiktive Faktoren
validiert (s. Tabelle 1, S. 3).

Prognostische Faktoren korrelieren mit dem krankheitsfreien oder dem Gesamtiiberleben
einer Patientin, sofern diese nach der operativen Tumorentfernung keine weitere adjuvante
Therapie erhalt. Damit geben prognostische Faktoren Aufschluss Uber den zu erwartenden

natlrlichen Krankheitsverlauf [10].

Prédiktive Faktoren hingegen geben Hinweise Uber das potentielle Ansprechen eines Tumors
auf eine jeweilige adjuvante systemische Therapie und stellen damit einen therapierelevanten
Parameter dar [10, 11].

Ziel ist die Identifikation derjenigen Patientinnen, die tatsachlich von einer adjuvanten Therapie
profitieren wirden und solcher, bei denen man darauf verzichten kann. Denn insbesondere
Chemotherapien besitzen ein breites Nebenwirkungsprofil mit zum Teil lebensbedrohlichen

Komplikationen, sodass eine Ubertherapie méglichst vermieden werden sollte [12].
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Tabelle 1: Ubersicht der klinisch etablierten prognostischen und pradiktiven Faktoren

[10, 13]

Prognostische Faktoren

Pradiktive Faktoren

pTNM-Status
- lokoregionare Tumorausdehnung
- lokoregionarer Lymphknotenbefall
- Fernmetastasierung

Histologisches Grading (G)

ER/PgR-Status

HER2-Status

Proliferationsmarker Ki-67

ER/PgR/HER2/Ki-67 als Surrogatmarker flr
intrinsische Subtypen

Resektionsrandstatus

Histologischer Typ (kolloid, muzinds etc.)
Peritumorale LymphgefaBinvasion
Alter

Multigenexpressionstests

- MammaPrint® (70 gene signature)

- Oncotype DX ® (21 gene recurrence
score)

- EndoPredict ® (11 gene signature)

- Prosigna ® (PAM50 — 50 gene assay)

Endokrine Therapie

» Steroidhormonrezeptorstatus:
- Ostrogenrezeptor (ER)
- Progesteronrezeptor (PgR)

Antiostrogene Therapie
» Menopausenstatus

Anti-HER2-Therapie
» HERZ2-Status

Adjuvante Chemotherapie
» Oncotype DX ®(21 gene recurrence
score)

Neoadjuvante Chemotherapie
Pradiktive Faktoren, die einen signifikanten
Vorhersagewert fir das Eintreten einer
pCR* nach NACT** besitzen:
- Junges Alter
- cT1-cT2
- NO
- nicht-lobularer Subtyp
- G3
- Negativer ER- und PgR-Status
- Positiver HER2-Status
- Triple-negative breast cancer
(TNBC)
Frihes klinisches Ansprechen

* pathologische Komplettremission; ** neoadjuvanter Chemotherapie

Neben der TNM-Klassifikation sind insbesondere das Grading, der Hormonrezeptor- und

HER2-Status von entscheidender Bedeutung flr die prognostische Stadiengruppierung [14].
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1.1.1  TNM-Klassifikation

Die TNM-Klassifikation stellt eine international einheitliche Systematik zur Beschreibung der
anatomischen Ausbreitung maligner Tumore dar. Anhand ihrer erfolgt zudem die Einteilung in
die durch die Union for International Cancer Control (UICC) formulierten Tumorstadien.

Folgende Kriterien werden in der TNM-Klassifikation bericksichtigt:

[T] — Gréle und Ausdehnung des Primartumors
[N] — Befall regionarer Lymphknoten

[M] — Vorhandensein von Fernmetastasen

Dabei wird mittels der den Buchstaben hintenangestellten Ziffern auf das jeweilige Ausmalf}
der Tumorausdehnung (T1-4), die Anzahl und Lage betroffener Lymphknoten (N1-3) sowie
das Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen (MO/M1) hingewiesen. Des Weiteren
wird zwischen einer auf klinischen und pathologischen Untersuchungen basierenden
TNM-Klassifikation unterschieden. Der jeweiligen Klassifikation wird dann das entsprechende

Prafix ,c“ fur clinical oder ,p* flr pathological vorangestellt [15].

Stadieneinteilung des Mammakarzinoms nach UICC [15]:

Stadium 0  Tis* NO MO

Stadium | T1 NO MO, TO/T1 N1mi** MO

Stadium Il TO/T1 N1 MO, T2 NO/N1 MO, T3 NO MO

Stadium Il TO/T1/T2 N2 MO, T3 N1/N2 MO, T4 NO/N1/N2 MO, jedes T N3 MO
Stadium IV  jedes T, jedes N, M1

* Tumor in situ
** Mikrometastase

Mit der Bestimmung des Lymphknotenstatus erfasst die TNM-Klassifikation den bisher
starksten prognostischen Faktor fir den Krankheitsverlauf bei Mammakarzinompatientinnen.
Das krankheitsfreie Uberleben sowie das Gesamtiiberleben verringern sich dabei mit der
Anzahl der betroffenen Lymphknoten, wobei das Auftreten von Lymphknotenmetastasen stark

mit der TumorgréRe korreliert [16, 17].

1.1.2 Grading (G)

Alle invasiven Karzinome der Brust werden, basierend auf der histologischen Evaluation von
Mitoserate, Kernpleomorphie und Tubulusausbildung (als Ausdruck glandularer
Differenzierung), in drei Differenzierungsgrade (G1-G3) eingeteilt. G1 beschreibt ein
Tumorgewebe, das gut differenziert erscheint und sich nur leicht von normalem

Brustdriisengewebe unterscheidet. G3 hingegen beschreibt ein schlecht differenziertes

4
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Gewebe, das stark von der normalen Gewebemorphologie abweicht. Damit gilt, je héher das
Grading, desto schlechter die Differenzierung des Tumorgewebes [18]. Zwischen dem
Differenzierungsgrad und dem Gesamtiberleben von Brustkrebspatientinnen besteht eine
signifikante inverse Korrelation. Damit stellt das histologische Grading einen wichtigen
prognostischen Faktor dar und bestimmt entscheidend die adjuvante Therapieplanung mit
[19].

1.1.3 Hormonrezeptorstatus (HR-Status)

Sowohl der Ostrogen- (ER) als auch der Progesteronrezeptor (PgR) zahlen zu der Familie der
Steroidhormonrezeptoren, womit sie gleichzeitig der Superfamilie der intrazellularen
Rezeptoren zugeteilt werden kénnen. Die Steroidrezeptoren liegen im Zytosol der Zelle vor
und translozieren nach Ligandenbindung (Ostrogen bzw. Progesteron) in den Zellkern, wo sie
als Transkriptionsfaktor fungieren [20]. Die Bestimmung des Ostrogen- und
Progesteronrezeptors gehort schon seit Langem zum Standard der

Mammakarzinomdiagnostik. Etwa 70-75 % der invasiven Brusttumore weisen einen positiven

Hormonrezeptorstatus auf [21]. Als positiv wird ein Hormonrezeptorstatus dann gewertet,
wenn in =2 1 % der Tumorzellkerne einer oder beide Rezeptoren nachgewiesen werden kénnen

[22]. |hr Nachweis erfolgt immunhistochemisch und hat neben einer eher geringen
prognostischen vor allem eine starke pradiktive Bedeutung. Denn das Level der ER- und
PgR-Expression steht in einer direkten Korrelation mit dem Ansprechen auf eine

(Anti-)JHormontherapie [21].

1.1.3.1 Ostrogenrezeptor (ER)

Es werden Ostrogenrezeptoren vom Alpha- (ERa) und Beta-Typ (ERB) unterschieden [23]. Im
Rahmen der Mammakarzinomtherapie ist insbesondere der Subtyp Alpha' von Bedeutung. Er
stellt einen durch Ostrogene aktivierbaren nukledren Transkriptionsfaktor dar, der das
Wachstum und die Differenzierung von Epithelzellen des Brustdriisengewebes reguliert. Damit
induzieren Ostrogene bei ER exprimierenden Tumorzellen ein unkontrolliertes Zellwachstum
[21]. Ansatzpunkt der endokrinen Therapie ist daher zum einen die Blockade des ER sowie
zum anderen die Suppression der Ostrogenproduktion. Eine endokrine Therapie ist bei allen
Patientinnen mit nachweisbarer ER-Expression indiziert. Die Wahl des zur endokrinen
Therapie eingesetzten Medikaments wird durch den Menopausenstatus der Patientin

bestimmt. Zur Verfiigung stehen Tamoxifen (ein selektiver Ostrogen-Rezeptor-Modulator

(SERM)), Aromataseinhibitoren (Al, supprimieren die Produktion von Ostrogen), wie z.B.

' Der Einfachheit halber wird fiir den ER-alpha (ERa) im Verlauf die Bezeichnung ER benutzt.
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Letrozol und als ergdnzende Therapieoption die ovarielle Suppression (,ovarian function
suppression“ (OFS)) mittels GnRH-Analoga (GnRHa) oder bilateraler Ovarektomie [13]. Die
adjuvante endokrine Therapie stellt bei HR-positiven Patientinnen eine der effektivsten
Therapieoptionen dar. Sowohl Rezidiv- als auch Sterberate werden unabhangig von
Patientenalter, Tumorstadium und Vortherapie mit dem Einsatz einer Hormontherapie
signifikant gesenkt [24, 25].

1.1.3.2 Progesteronrezeptor (PgR)

Auch der Progesteronrezeptor spielt in der Regulation von Proliferation und Wachstum von
Tumorzellen eine entscheidende Rolle. Seine Expression wird ER-abhangig reguliert. Doch
trotz dieser Korrelation besteht eine unvollstéandige Ubereinstimmung der Expressionsmuster

beider Rezeptortypen, was in der Existenz vier moglicher Phanotyp-Kombinationen resultiert:

o ER+/PgR+
e ER+/PgR-
e ER-/PgR+
e ER-/PgR-

Die vier Phanotyp-Kombinationen gehen hierbei jeweils mit einem signifikant
unterschiedlichen Ansprechen auf eine adjuvante Hormontherapie einher. Tumore vom
ER+/PgR+-Phanotyp beispielsweise zeigen eine wesentlich geringere Rezidivrate mit
entsprechend besserem Outcome als Tumore vom ER+/PgR--Phanotyp, was bei der
Messung nur eines Parameters nicht ersichtlich gewesen ware. Der alleinige pradiktive Wert

der PgR-Bestimmung ist jedoch weiterhin Gegenstand kontroverser Diskussion [21, 26].

1.1.4 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2)

Das humane HER2-Gen (auch HER2/neu oder ERBB2) liegt auf Chromosom 17 und kodiert
fir das HER2-Protein — einen membranstandigen Tyrosin-Kinase-Rezeptor, welcher der
Familie der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren (epidermal growth factor receptor
(EGFR)) angehoért. HER2 stellt eine normale, von zahlreichen gesunden Epithelzellen
exprimierte Komponente dar und reguliert mittels enzymatischer Aktivitat seiner intrazellularen
Doméne Zellfunktionen wie Proliferation und Apoptose. Damit stellt das HER2-Gen ein

klassisches Protoonkogen dar [27].

Studien konnten zeigen, dass es im Rahmen der malignen Tumortransformation bei etwa 15 %

aller Brustkrebspatientinnen zu einer, meist auf einer HER2-Genamplifikation basierenden
Uberexpression von HER2 kommt [21, 28, 29]. Eine HER2-Uberexpression wird hierbei mit

einer erhohten Zellproliferation, einer verringerten Apoptose, einem intermediaren bis hohen

6
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Grading, einem positiven Lymphknoten- sowie negativen Hormonrezeptorstatus und einer
verstarkten Tumorinvasivitat assoziiert [27, 30]. Sowohl Abweichungen auf Gen- als auch auf
Protein-Ebene werden daher mit einem aggressiveren Krankheitsverlauf, einer héheren
Rezidivrate und einem kiirzeren Gesamtuberleben in Verbindung gebracht [28]. Gleichzeitig

erlaubt eine HER2-Positivitat jedoch den Einsatz einer zielgerichteten HER2-Therapie, z. B.

mittels der monoklonalen Antikérper Trastuzumab und Pertuzumab oder dem Antikorper-
Wirkstoff-Konjugat Trastuzumab-Emastin. lhr Einsatz fuhrt zu einer statistisch signifikanten
Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens und Gesamtiberlebens [31-35]. Aufgrund
der herausragenden prognostischen sowie pradiktiven Bedeutung des HER2-Status ist seine
Bestimmung im Rahmen der Diagnostik und Therapieplanung des Mammakarzinoms obligat
[27, 30, 36, 37]. Der Nachweis einer HER2-Positivitdt erfolgt hierbei mittels
immunhistochemischer Verfahren (Nachweis einer Protein-Uberexpression) und/oder

In-situ-Hybridisierung (ISH, Nachweis einer Genamplifikation) [29].

1.1.5 Ki-67-Proliferationsindex (Ki-67-Pl)

Das nukleare Zellzyklus-Antigen Ki-67 ist ein Proliferationsmarker, dessen histopathologische
Bestimmung einer verbesserten Prognoseabschatzung und adjuvanten Therapieplanung des
Mammakarzinoms dient. Ki-67 wird nur in bestimmten Zellzyklus-Phasen proliferierender
Zellen exprimiert. Mittels immunhistochemischer Verfahren und dem Einsatz eines
monoklonalen Antikérpers kann so die Wachstumsfraktion einer Zellpopulation bestimmt

werden. Typischerweise zeigen gut differenzierte Tumore (G1) eine niedrige (<10 %) und
schlecht differenzierte Tumore (G3) eine hohe (= 25%) Ki-67-Expression [38]. Hohe

Ki-67-Werte werden wiederum mit einer erhéhten Rezidiv- sowie Mortalitatsrate assoziiert [39].
Doch trotz des nachgewiesenen, unabhangigen prognostischen Wertes einer
Ki-67-Bestimmung ist sein Einsatz als Prognosefaktor in Fachkreisen umstritten. Kritisiert wird
insbesondere, dass die Studien, die eine prognostische Relevanz des Ki-67-Wertes
untersuchten, keine einheitlichen Cut-off-Werte flir die Differenzierung der verschiedenen
Risikogruppen verwendeten. Daneben besteht beziiglich des optimalen Vorgehens bei der
Bestimmung und Interpretation des Ki-67-Wertes Uneinigkeit [40]. Dennoch sprechen sich die
deutsche Leitliniengruppe [13] und Arbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie (AGO)
[10], insbesondere im Rahmen der Stratifizierung von Hochrisikopatientinnen in Luminal
Tumoren (HR-positive, HER2-negative Mammakarzinome), fir die Hinzunahme des Ki-67-PI
zu den konventionellen Prognosemarkern aus. Basierend auf den Ergebnissen einer

Metaanalyse von Petrelli et al. [39], wird bei einer Ki-67-Positivitdt von = 25 % ein erhdhtes

Risiko angenommen. Neben einer prognostischen Bedeutung besitzt die Héhe des

Ki-67-Wertes fur Patientinnen mit einem Luminal Tumor (HR-positives, HER2-negatives
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Mammakarzinom) auch eine pradiktive Aussagekraft. So konnten verschiedene prospektive
Studien zeigen, dass Frauen mit einem Mammakarzinom vom Luminal-Subtyp einen gréReren
Nutzen von einer Chemotherapie haben, wenn der Tumor gleichzeitig eine hohe anstatt eine
niedrige Proliferationsaktivitat aufweist [41-43]. Demzufolge dient die Bestimmung von Ki-67
nicht nur einer verbesserten Prognoseabschatzung, sondern auch einer verbesserten

Nutzen-Risiko-Abwagung im Rahmen der individuellen Therapieplanung.

1.1.6 Intrinsische Subtypen

Schon Anfang des neuen Jahrtausends konnten Perou et al. erstmals auf der Basis von
Genexpressionsanalysen bzw. cDNA-Microarrays vier sogenannte intrinsische Subtypen
(luminal A, luminal B, HER2-enriched, basal-like) des Mammakarzinoms definieren. Die
identifizierten Subtypen korrelierten dabei nicht nur mit immunhistochemisch nachweisbaren
Phanotypen, sondern wiesen zudem eine signifikante prognostische sowie therapeutische
Relevanz auf [44, 45]. Es zeigte sich, dass das Rezidivrisiko neben klinisch-pathologischen
Faktoren (wie z.B. Tumorgrdfle, Nodalstatus, Grading, Patientenalter) mafRgeblich von

molekularpathologischen Eigenschaften des Primartumors abhing [46, 47].

Da sich Microarrayanalysen jedoch als schwer in die tagliche Diagnostik integrierbare Methode
zur Subtypisierung darstellten, wurden immunhistochemische Algorithmen erarbeitet, die die
durch RNA-Expressionsprofile definierten Subtypen nachbilden und damit deren indirekte

Bestimmung ermoglichen (s. Tabelle 2) [48, 49].

Tabelle 2: Klinisch-pathologische Definition der intrinsischen Subtypen anhand
immunhistochemischer Surrogatmarker [50]

Intrinsischer | Klinisch-
Subtyp pathologische ER PgR HER2 Ki-67
Definition
. Luminal A-like _ C
Luminal A (LA) + + niedrig
. Luminal B-like _ *
Luminal B (LB) + + hoch
HER2-positiv _ _ .
HER2- (non-luminal) * jeder Wert
enriched HER2-positiv + + + jeder Wert
(luminal)
o Triple-negativ _ _ _ .
Basal-like (TN) jeder Wert

*Derzeit besteht kein internationaler Konsens Uber einen Cut-off-Wert fiir Ki-67. Die deutsche Leitliniengruppe
orientiert sich an einer Metaanalyse von Petrelli et al. [39] und empfiehlt einen Cut-off-Wert von 25 %.

Somit erfolgt die Subtypisierung im klinischen Alltag meist Uber die immunhistochemische

Bestimmung des Expressionsmusters von ER, PgR, HER2 und dem Proliferationsmarker
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Ki-67. Alternativ besteht die Mdglichkeit der direkten PAM-50 (Prosigna®) basierten
Subtypisierung. Eine kommerzielle Signatur, die anhand des Expressionsmusters von 50
festgelegten Genen einen der vier Subtypen des Mammakarzinoms bestimmt [51, 52]. Nicht
immer liefern die beiden zur Subtypisierung eingesetzten Verfahren (Genexpressionsanalysen
und IHC) hierbei exakt deckungsgleiche Ergebnisse. So stellen sich z.B. nicht alle

triple-negativen als basal-like Tumoren dar und andersherum [53].

Etwa 70 % aller Mammakarzinome stellen sich HR-positiv dar und kénnen somit dem Luminal

A- oder Luminal B-Subtyp (mit Ausnahme des HER2-positiven (luminal) Subtyps) zugeordnet
werden [50]. HR-positive Tumore besitzen generell eine bessere Prognose als HR-negative
Tumore (HER2-positiv, triple-negativ), wobei der Luminal A-Subtyp insgesamt die beste
Prognose aufweist. HER2-positive und insbesondere triple-negative Tumore sind im Vergleich
durch ein erhohtes Rezidivrisiko, ein kirzeres krankheitsfreies Intervall sowie

Gesamtuberleben gekennzeichnet [47, 54, 55].

Die intrinsische  Subtypenbestimmung dient nicht nur einer verbesserten

Prognoseabschatzung, sondern auch der  Formulierung subtypenabhangiger

Therapieprinzipien (s. Abbildung 1).

Luminal-like Triple-negativ
(ER und/oder PgR positiv, HER2-positiv (ER, PgR und HER2
HER2 negativ) negativ)

A 4

Nodalstatus/Tumorgrofie;
Grading; Ki-67;

Genexpressionstests

Luminal A Luminal B
oder oder
low-risk* high-risk*

falls 2
pT1b, pNO

Y
- - Chemotherapie
Endokrine Chemotherapie + anti-HERg Chemotherapie
Therapie + Endokrine Therapie + Endokrine Therapie

* die Einteilung in low- und high-risk erfolgt auf der Basis von Genexpressionstests

Abbildung 1: Prinzipien der systemischen (neo)adjuvanten Therapie in Abhangigkeit
vom intrinsischen Subtyp (mod. n. [56])
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1.1.7 Multigenexpressionsanalysen

In einigen Fallen besteht trotz Berlicksichtigung der zuvor beschriebenen klassisch klinischen
und histopathologischen Parameter bezliglich der adjuvanten Chemotherapieindikation noch
Unsicherheit. Insbesondere bei HR-positiven und HER2-negativen Brustkrebspatientinnen
reicht deren alleinige Bewertung fiir eine sichere Risikostratifizierung und adjuvante
Therapieplanung meist nicht aus [57]. In diesen Situationen finden in der Klinik zunehmend

kommerzielle Signaturen, wie z.B. Oncotype DX®, MammaPrint® EndoPredict® oder
Prosigna® Verbreitung. Die Genexpressionstests sollen nicht nur die Aggressivitat von

Tumoren bestimmen, sondern vor allem zu einer genaueren Vorhersage eines
Therapieerfolges fiihren [57, 58]. Ihr Einsatz ermdglicht Arzten die bessere Abschatzung eines
modglichen Chemotherapienutzens und damit eine sicherere Entscheidungsfindung bei der
jeweiligen Therapiewahl. Genomische Testergebnisse, die auf ein geringes Rezidivrisiko
schlielten lassen, ermutigen Arzte zunehmend dazu, auf eine Chemotherapie zu verzichten
und damit ein flr die Patientin wesentlich weniger aggressives Therapieregime zu wahlen [57].

Cardoso et al. [58] konnten sogar zeigen, dass bei Vorliegen diskordanter Ergebnisse (d. h.

die Patientin weist ein hohes klinisches und gleichzeitig niedriges genomisches Rezidivrisiko
auf) auf eine Chemotherapie verzichtet werden kann, ohne die Patientin damit einem
bedeutend héheren Rezidivrisiko auszusetzen. Der Einsatz der Assays ermdglicht somit die
Reduktion der Chemotherapielast insbesondere derjenigen Patientinnen, die nur einen

geringen absoluten Nutzen von einer Chemotherapie hatten [57, 59].

1.2 Das lokoregionare Rezidiv

Das Wiederauftreten einer Tumorerkrankung nach Therapie eines friheren Mammakarzinoms
wird als Rezidiverkrankung bezeichnet. Hierbei koénnen zwei Manifestationsformen
voneinander unterschieden werden. Zum einen das lokalregionar begrenzte Rezidiv und zum

anderen die Fernmetastasierung.
Das lokoregionare Rezidiv fasst wiederum zwei Formen des Rezidivs zusammen:

Das lokale Rezidiv ist definiert als das Wiederauftreten der Primarerkrankung in Form eines
epithelialen invasiven Tumors oder duktalen Carcinoma in situ (DCIS) in der ipsilateralen Brust
(nach brusterhaltender Operation — sog. intramammares Rezidiv) oder an der ipsilateralen
Thoraxwand (nach modifizierter radikaler Mastektomie — sog. Brustwandrezidiv).

Das regiondre Rezidiv ist definiert als das Wiederauftreten der Primarerkrankung in
ipsilateralen axillaren, supra-, infraklavikularen oder intramammaren Lymphknoten sowie

Lymphknoten entlang der Mammaria-interna-Gefale [60].
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1.2.1 Risikofaktoren fiir das Auftreten eines lokoregiondren Rezidivs

Das Auftreten von lokoregionaren Rezidiven nach brusterhaltender Therapie oder
Mastektomie hangt vor allem von den bei Erstdiagnose vorliegenden Risikofaktoren ab.

Tabelle 3 gibt eine Ubersicht tiber die mit einem lokoregionéren Rezidiv assoziierten Faktoren.

Tabelle 3: Lokoregionares Rezidiv - Risikofaktoren bei Primardiagnose [10, 13]

¢ Patienteneigenschaften
- junges Alter
- Ubergewicht (Body-Mass-Index)
¢ nicht optimale Ersttherapie
- R1-Resektion des Primartumors
- unterlassene Strahlentherapie (falls adjuvant indiziert)
o fortgeschrittene Tumorerkrankung
- pT>2cm
- Anzahl befallener axillarer Lymphknoten
e biologische Tumoreigenschaften
- Grading G3
- vaskulare Invasion (Hamangiosis, Lymphangiosis)
- ausgedehnte intraduktale Komponente
- HR-negativ
- HER2-positiv oder triple-negativ

- erhohter Proliferationsmarker (z. B. Ki-67)

¢ inflammatorisches Mammakarzinom
e Multifokalitat

HR, Hormonrezeptor

1.2.2 Inzidenz und Prognose

Die Inzidenz lokoregionarer Rezidive variiert je nach Zutreffen der in Tabelle 3 aufgefiihrten
Risikofaktoren stark [61-63]. Ein kirzlich veroéffentlichtes Review von Spronk et al. [63] gibt

nach einem medianen Follow-Up von 10.5 Jahren, eine mediane kumulative Lokalrezidivrate
von 6.2 % (Streuungsbreite (SB): 1.9-11.1 %) an. Die Haufigkeiten und Uberlebensraten der

verschiedenen lokoregionaren Rezidivformen wurden von Haffty et al. [64] untersucht und sind

in Tabelle 4 auf Seite 12 dargestellt.
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Tabelle 4: Inzidenz und Prognose der verschiedenen lokoregionaren Rezidive [10, 64]

Lokalisation Haufigkeit (%) 5-Jahres-Uberleben (%)
nach 10 Jahren

Ipsilaterales Rezidiv (nach 5-10 65
Brusterhaltung + Radiatio)

Thoraxwandrezidiv (nach 4 50
Mastektomie)

Ipsilaterales Axillarezidiv 1 55
(nach Axilladissektion)

Prognostisch gelten sowohl flir das intramammare als auch fiir das Thoraxwandrezidiv einige
der primaren Prognosefaktoren (s. Tabelle 1, S. 3) weiter. Dabei werden insbesondere ein
negativer initialer (im Rahmen der Primarerkrankung) Lymphknoten-Status, eine kleine
Tumorgrofe des Rezidivs, eine vollstandige Entfernung des Rezidivtumors (R0O-Resektion)
und ein sog. ,spates“ Rezidiv (krankheitsfreies Intervall > 2 Jahre) als positive prognostische
Faktoren gewertet [4, 5, 65, 66]. Alle Formen des lokoregiondren Rezidivs korrelieren mit

einem signifikant hoheren Risiko flr Fernmetastasen und einer brustkrebsassoziierten
Mortalitat [4, 5].

1.2.3 Therapie des lokoregionaren Rezidiv

Vor der Therapieplanung sollte eine erneute patho-histologische Reevaluation des
Rezidivtumors (ER, PgR, HER2, Ki-67) durchgefuhrt sowie eine Fernmetastasierung mittels
Re-Staging ausgeschlossen werden [10, 37]. Liegt ein isoliertes lokoregionares Rezidiv vor (in
50-70 % der Falle), d.h. es konnte keine simultane Fernmetastasierung nachgewiesen
werden, wird in der Regel ein kurativer Therapieansatz verfolgt [67]. Bei der Therapie der
Rezidiverkrankung stehen &ahnliche Therapieoptionen wie zur Behandlung der
Primarerkrankung zur Verfugung. Der Fokus liegt auch hier auf der lokalen Tumorkontrolle
durch eine R0O-Resektion. Ob eine adjuvante Bestrahlung und Systemtherapie erfolgt, muss
individuell entschieden und von der jeweiligen Vortherapie bei Erstdiagnose und des erneut

bestimmten HR- bzw. HER2-Status abhangig gemacht werden [10, 37].
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Das Auftreten eines lokoregionaren Rezidivs stellt einen starken unabhangigen
Prognosefaktor dar, der mit einem ungunstigen Langzeit-Outcome assoziiert ist [68]. Dennoch
besteht bei einer optimalen Rezidivtherapie die Chance auf Heilung. Das Wissen Uber die
genauen Tumoreigenschaften der Rezidiverkrankung stellt dabei einen essenziellen Baustein
einer optimalen Therapieplanung dar. Lange Zeit galten die bei Primarerkrankung erhobenen
Tumoreigenschaften auch als Grundlage fiir Therapieentscheidungen im Rahmen einer
Rezidiverkrankung. Heute weily man, dass es nicht selten im Verlauf der Tumorprogression zu
einer Veranderung des Biomarkerprofils und damit gleichzeitig des intrinsischen Subtyps
kommt [69, 70]. Die publizierten Angaben Uber die Haufigkeit einer solchen Rezeptor- bzw.
Subtypendiskordanz zwischen Primartumor und Lokalrezidiv divergieren hierbei stark und sind

aufgrund des haufig retrospektiven Studiencharakters nicht ausreichend verlasslich.

Ziel der vorliegenden Studie war es, einen Tissue Microarray (TMA) aus Tumorgewebeproben
von Mammakarzinompatientinnen vor und nach Rezidivierung zu erstellen. Dieser TMA sollte
dann in einem zweiten Schritt auf die subtypendefinierenden molekularen Marker (ER, PgR,
HER2, Ki-67) erneut untersucht werden. Unterschiede in der Markerpositivitdt und im
intrinsischen Subtyp vor und nach Rezidivierung sollten als Endpunkt der Studie bestimmt
werden. Falle, in denen kein Gewebematerial fur die TMA-Herstellung gesichert werden

konnte, wurden auf der Basis retrospektiv erhobener Rezeptorstatus ausgewertet.
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2 Material und Methoden

2.1 Gewebekollektiv

Basierend auf einer Patienten-Datenbank (IBM® SPSS® Statistics Version 21) der Klinik fir
Gynakologie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf (UKE) konnten innerhalb der
Jahre 1994 bis 2015 337 Patientinnen mit einem Rezidiv eines Mammakarzinoms erfasst
werden. In Kooperation mit dem pathologischen Institut des UKE konnten wiederum 135
Rezidivfalle identifiziert werden, in denen die Patientin sowohl bei Primar- als auch
Rezidiverkrankung im UKE operativ behandelt und entsprechendes Gewebematerial (in Form
eines Exzidats oder Abladats) archiviert wurde. Da fur diese Arbeit ausschlieRlich
lokoregionare Erstrezidive mit invasiver und/oder intraduktaler Komponente von Relevanz
waren, wurden von den 135 identifizierten Rezidivfallen wiederum 35 ausgeschlossen

(s. Abbildung 2, S. 15). Damit wurden insgesamt 100 Rezidivfalle in die Auswertung dieser

Arbeit einbezogen. Um die fur die TMA-Herstellung geeigneten Tumorblocke zu identifizieren,
erfolgte zunachst ein pathologisches Review der entsprechenden Hamatoxylin-Eosin (HE)
gefarbten Gewebeschnitte. Anschlielend wurden die fur die TMA-Herstellung als geeignet
befundeten Tumorblécke aus dem Archiv der Pathologie herausgesucht. Insgesamt konnten
so von den urspringlich 100 identifizierten Tumorpaaren 49 fur die TMA-Herstellung genutzt
und erneut auf ausgewahlte histopathologische Marker (ER, PgR, HER2, Ki-67) untersucht
werden. In den 51 Fallen, in denen kein Gewebematerial von Primar- und Rezidivtumor
sichergestellt werden konnte, erfolgte der Vergleich der Rezeptorstatus auf der Basis
retrospektiv erhobener Daten. Das Flussdiagramm in Abbildung 2 auf Seite 15 gibt einen

detaillierten Uberblick tiber den Selektionsvorgang des Patientenkollektivs.

Die fur die 100 Patientinnen erhobenen klinisch-pathologischen Daten wurden ebenfalls
retrospektiv aus Akten und Datenbanken der Klinik fir Gyndkologie und Pathologie sowie dem
Klinischen Krebsregister am Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf enthommen. Zuletzt
wurde im Oktober 2016 ein Follow-Up der Datenbank erstellt. Vor der Nutzung klinischer Daten
und Gewebeproben fiir Studienzwecke wurde ein Votum der Ethikkommission (PV4787) der

Arztekammer Hamburg eingeholt.
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(" Patientinnen mit einer Brustkrebsrezidiverkrankung )
zwischen 1994-2015
L n= 337 Y

A

(" Patientinnen von denen Gewebematerial in Form )

eines Exzidats bzw. Abladats sowohl von Primar-
als auch Rezidiverkrankung archiviert wurde

\_ n=135 Y,

/ Patientinnen, die von der Studie ausgeschlossen "\
wurden, weil
» eine neoadjuvante Therapie erfolgte,

A

[ Das fir diese Arbeit relevante Patientenkollektiv ]

n=100

» kein lokoregionares Erstrezidiv (z. B.
kontralaterales Rezidiv, Zweitrezidiv)
» oder ein mannliches Geschlecht vorlag

n= 35 P

(" Patientinnen von denen keine Gewebeschnittpaare
fur das pathologische Review gesichert werden

v
Patientinnen von denen HE gefarbte
Gewebeschnittpaare* fir das pathologische
Review gesichert werden konnten
n= 80

konnten
\_ n= 20 Y,

A 4

(" Patientinnen von denen keine Tumorblockpaare fiir

> die TMA-Herstellung gesichert werden konnten

L n= 31 Y

A 4
Patientinnen von denen Tumorblockpaare* flr die
TMA-Herstellung gesichert werden konnten,
sodass eine erneute Bestimmung der jeweiligen
histopathologischen Marker erfolgen konnte.
n=49

(" Patientinnen von denen kein Gewebematerial fiir
die TMA-Herstellung gesichert werden konnte,
sodass die Auswertung auf Basis retrospektiv

erhobener Daten erfolgte.

\_ n= 51 J

Abbildung 2: Selektion des Patientenkollektivs. *Ein Gewebeschnitt- bzw. Tumorblockpaar
liegt vor, wenn sowohl von Primarius als auch korrespondierendem Lokalrezidiv ein Schnitt

bzw. Block vorliegt.

15



Material und Methoden

2.2 Tissue Microarray (TMA)

Viele Gene bzw. Genprodukte und Signalwege, die Zellproliferation, -teilung
und -differenzierung kontrollieren, spielen in der Entwicklung von Karzinomen oder anderen
Erkrankungen eine zentrale Rolle [71]. Eine effiziente Identifikation und Validierung solcher
potenzieller Kandidatengene erfordert die Analyse grofRer Fallzahlen [72].

Erst die Einfihrung der Tissue Microarray-Technik durch Kononen et al. erméglichte die
simultane in situ Analyse von bis zu 1 000 Gewebeproben auf DNA-, Protein- oder RNA-Ebene
[73, 74]. Hierbei finden vor allem die Immunhistochemie (IHC) und Fluoreszenz- oder
RNA-in-situ-Hybridisierung (FISH, RNA-ISH) Anwendung [75]. Durch das Vorfinden exakt
gleicher experimenteller Bedingungen fiir alle Tumorproben und der Madoglichkeit der
simultanen Auswertung durch eine Person stellt die TMA-Technik nicht nur eine extrem zeit-
und kosteneffiziente Methode dar, sondern gewabhrleistet vor allem ein enorm hohes Mal} an
Standardisierung und Reproduzierbarkeit [72]. So schaffte die TMA-Technik die
Voraussetzung fur die Subtypisierung vieler Tumore und etablierte sich als unverzichtbares

Werkzeug der translationalen Forschung [71].

2.2.1 Herstellung des Mamma-Arrays

Als Donormaterial fur die TMA-Herstellung dienten die 98 (49 Matches) im Archiv der
Pathologie gesicherten, formalinfixierten und paraffineingebetteten (FFPE)
Tumorgewebeproben sowie fiinf Referenzgewebeproben von Brustdriisennormalgewebe. Vor
der eigentlichen Array-Konstruktion erfolgte die Anfertigung eines Stanzschemas, sodass die
Gewebestanzen im Verlauf den jeweiligen Patientendaten zugeordnet werden konnten
(s. Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Mamma-Arrays. Abschnitt A umfasst alle 49
Gewebestanzen der Primar-, Abschnitt B alle 49 Gewebestanzen der Rezidiverkrankung. Als
Referenz enthalt Abschnitt C 5 Gewebestanzen von Brustdriisennormalgewebe.
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Die Auswahl des richtigen Entnahmeareals aus dem Spenderblock ist fur die Konstruktion
eines Array-Blocks von essenzieller Bedeutung. Daher wurde im Rahmen des pathologischen
Reviews ein reprasentatives Tumorareal auf dem zum jeweiligen Donorblock

korrespondierenden HE-Schnitt markiert.

Die eigentliche TMA-Konstruktion erfolgte dann in drei Schritten (s. Abbildung 4):

1. Zunachst wurden mit Hilfe eines halb-automatisierten Stanzgerates in einen leeren,
sog. Empfangerparaffinblock (Rezipient) Ldécher entsprechend des vorgefertigten
Array-Schemas gebohrt (in der Abbildung nicht dargestellt).

2. Dann wurde jedem Spenderblock (Donor) in dem zuvor auf dem HE-Schnitt markierten

Tumorareal ein Gewebszylinder mit einem Diameter von 0.6 mm entnommen (a).

3. Dieser wurde im Anschluss in den vorbereiteten Empfangerparaffinblock (Rezipient)

eingebracht (b).

Abbildung 4: TMA-Konstruktion. Quelle: Kononen et al.; Nat.Med., 1998 [71].

Der so entstandene TMA besteht aus einem Block mit insgesamt 98 Tumor- und 5

Normalgewebestanzen.

Fir die weitere Aufarbeitung mittels immunhistochemischer Verfahren und
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurden 4 ym dicke Schnitte des Mamma-Arrays

angefertigt und auf einem Objekttrager fixiert (s. Abbildung 4, Schritt c). Fir jeden der

nachzuweisenden Biomarker wurde jeweils ein TMA-Gewebeschnitt angefertigt.
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2.3 Immunhistochemie (IHC)

Die erste erfolgreiche Anwendung einer immunhistochemischen Methode geht auf das Jahr
1941 zurlck. Damals gelang Coons und Mitarbeitern der Nachweis von
Pneumokokkenantigenen in Gewebeschnitten mit Hilfe spezifischer Fluorescein-markierter
Antikoérper [76]. Inzwischen gehdrt die IHC zum methodischen Standardrepertoire in der
wissenschaftlichen und klinisch-diagnostischen Pathologie. Das Prinzip beruht auf einer
Antigen-Antikdrper-Reaktion und ermdglicht den Nachweis aller (nuklearer, zytoplasmatischer
und membrandser) Zellantigene. Besonders bei der Differenzierung von Karzinomen in
verschiedene Immunphanotypen kommt der IHC eine zunehmend wichtige Bedeutung zu.
Auch die Subtypisierung des Mammakarzinoms basiert auf der Anwendung
immunhistochemischer Verfahren und spielt damit im Rahmen der Diagnose- und

Prognosestellung sowie insbesondere der Therapieplanung eine entscheidende Rolle.

2.3.1 Immunhistochemie angewandt am Mamma-TMA

Mit dem Ziel der intrinsischen Subtypenbestimmung erfolgte die immunhistochemische

Expressionsanalyse folgender Antigene:

o Ostrogenrezeptor (ER)

e Progesteronrezeptor (PgR)
o Ki-67

e HER2

Um mdglichst hoch standardisierte Bedingungen zu schaffen, wurden die Schnitte des
Mamma-Arrays alle an einem Tag und in einem Experiment auf das jeweilige Antigen
untersucht. Der Nachweis erfolgte dann durch den Einsatz antigenspezifischer Antikdrper
(s. Tabelle 5, S. 20).

Vor der eigentlichen immunhistochemischen Farbung missen die in formalinfixierten und
paraffineingebetteten (FFPE) Gewebeschnitte einer Entparaffinierung, Rehydrierung und
einem heat induced epitope retrieval (HIER) unterzogen werden. Hierbei kommt es durch
Hitzeeinwirkung zur Lésung fixationsbedingter Proteinvernetzungen (Crosslinking) und damit
zu einer Demaskierung (Retrieval) von Antigenstrukturen. Das Antigen Retrieval (AR)
ermdOglicht daher oft erst die spatere Antigenbindung durch einen Antikorper. Bei Peroxidase
basierten IHC-Farbungen wird in einem nachsten Schritt die endogene Peroxidase mittels
Wasserstoffperoxid (H2O2) blockiert. Damit sollen unspezifische bzw. falsch positive
Farberesultate vermieden werden. Es folgt die Inkubation der Gewebeschnitte mit dem
jeweiligen Primarantikdrper (s. Abbildung 5 und 6, S. 19, Schritt 1). Anschlieend findet die

Immunodetektion (Nachweis einer Primarantikdrperbindung) statt. Hierbei werden
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Sekundarantikdrper (sog. Bruckenantikbrper oder engl. link antibodies (LINKER);
s. Abbildung 5, Schritt 2) eingesetzt. Diese sind gegen das Fc-Fragment des antigenbindenden
Primarantikdrpers gerichtet und stellen so eine Verbindung zwischen dem Primarantikdrper
und dem nachfolgenden Reagenz her. Alternativ kdnnen direkt Peroxidase- und Antikorper-
gekoppelte Polymerkonjugate eingesetzt werden (s. Abbildung 6, Schritt 2). Die Notwendigkeit
eines LINKER-Einsatzes ist von dem nachzuweisenden Antigen abhangig und dient dazu, das
Signal des gebundenen Primarantikdrpers um ein Vielfaches (vier- bis funffach) zu verstarken.
Die Visualisierung des gebundenen Antikdrpers erfolgt anschlieend durch Hinzugabe eines
chromogenen Substrats (hier: 3,3'-Diaminobenzidin (DAB), s. Abbildung 5, Schritt 4 und
Abbildung 6, Schritt 3). Dabei wird das zunachst farblose Substrat durch die
polymergebundene Peroxidase (hier: horseradish peroxidase (HRP)) in einen braunen

Farbkomplex umgewandelt.

Polymerkonjugate:

Dextranmolekuil

DAB

o Antikorper
Sekundarantikérper
Primarantikérper. (LINKER) Braunes
Prazipitat
Antigen\ /JL\ \
ANAAAN . 4 4
1. 2 3. 4.

Abbildung 5: IHC mit LINKER-Einsatz. Mod. n. Kanidis; 2011 [77]. 1. Inkubation mit dem
Primarantikorper, 2. Inkubation mit dem Sekundarantikorper (LINKER), 3. Inkubation mit dem

HRP- und antikérpermarkiertem Polymerkonjugat, 4. Hinzugabe des chromogenen Substrats
(DAB)

Polymerkonjugat:

&)
Dextranmolekiil
>4

N (\
Fc-Fragment HRP Braunes

AN Antikérper DAB Prazipitat

Primérantik(")rpe"\Jk .
Antigen / \
SAANAANN

1. 2 3.

Abbildung 6: IHC ohne LINKER-Einsatz. Mod. n. Kanidis; 2011 [77]. 1. Inkubation mit dem
Primarantikorper, 2. Inkubation mit dem HRP- und antikdrpermarkiertem Polymerkonjugat, 3.
Hinzugabe des chromogenen Substrats (DAB)
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Detaillierte, an das jeweilige Antigen angepasste Farbeprotokolle sind nachfolgend dargestellt:

IHC-Farbung von ER, PgR und Ki-67

Die IHC-Farbung der Antigene ER, PgR und Ki-67 erfolgte nach einem einheitlichen Protokoll.
Lediglich
Sekundarantikorper (LINKER) eingesetzt. Sowohl die Vorbehandlung als auch die sich

im Rahmen des PgR-Nachweises wurde zur Signalverstarkung ein
anschliefende IHC-Farbung der Gewebeschnitte erfolgte vollautomatisiert mittels PT Link

(pre-treatment system) und dem Autostainer Link 48 der Firma Dako. Tabelle 5 und 6 stellen

alle verwendeten Antikorper und Reagenzien dar.

Tabelle 5: Verwendete Antikorper ERa/PgR/Ki-67-IHC

Klon

Clone EP1
(Dako IR084)

Antigen Primarantikorper

ERa FLEX Monoclonal Rabbit
Anti-Human Estrogen
Receptor a (Ready-to-Use)

Sekundarantikorper

Anti-Human Ki67 Antigen

(Dako IR626)

PgR FLEX Monoclonal Mouse Clone PgR636 | EnVision ™ FLEX + Mouse
Anti-Human Progesterone (Dako IR068) (LINKER)
Receptor (Ready-to-Use) (Code-Nr. K8021)

Ki-67 FLEX Monoclonal Mouse Clone MiBi1

(Ready-to-Use)

Tabelle 6: Verwendete Reagenzien und Kits ER/PgR/Ki-67-IHC

Firma
Dako, Gastrup, Danemark

Reagenzien/Kits
EnVision ™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x)

EnVision ™ FLEX Wash Buffer (20x)

EnVision ™ FLEX Peroxidase-Blocking Reagent
Dako FLEX Ready-to-Use (RTU) Primary Antibodies
EnVision ™ FLEX + Mouse (LINKER)

EnVision ™ FLEX/HRP Detection Reagent
EnVision ™ FLEX DAB + Chromogen

EnVision ™ FLEX Substrate Buffer

EnVision ™ FLEX Hematoxylin

Ethanol Ph Eur (1 Liter)

Ethanol 70 % (vergallt)

Ethanol 80 % (vergallt)

Ethanol 90 % (vergallt)

Ethanol 96 % (vergallt)

Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
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Reagenzvorbereitung

e EnVision ™ FLEX Target Retrieval Solution (TRS), High pH (50x)
Verdunnung: 1:50: 1 L: 20 mL TRS + 980 mL destilliertes Wasser
e EnVision™ FLEX Wash Buffer (20x)
Verdinnung: 1:20: 1 L: 50 mL Wash Buffer + 950 mL destilliertes Wasser
e EnVision™ FLEX Substrate Working Solution
1 mL EnVision™ FLEX Substrate Buffer + 1 Tropfen EnVision ™ FLEX DAB +

Chromogen

e Ethanolserie: drei Gefalke mit einer 70 %—80%—-90% —-96 % Ethanollésung

vorbereiten

Protokoll

1. Vorbehandlung (vollautomatisiert)
Entparaffinierung, Rehydrierung und hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (HIER) der
Objekttrager nach dem 3-in-1-Verfahren im PT Link (Dako):

e Nach Herstellung der Arbeitsldsung durch Verdlinnung der konzentrierten EnVision ™
FLEX Target Retrieval Solution (50x), PT Link Tanks mit Arbeitslésung fiillen und auf
85 °C erwarmen

e Sobald die Arbeitslésung in den PT Link Tanks eine Temperatur von 85 °C erreicht hat,
werden die auf Objekttrager aufgebrachten, formalinfixierten, paraffineingebetteten
Gewebeschnitte in die Arbeitslosung eingebracht

e Arbeitslosung weiter auf 95 °C erhitzen

e Sobald die Arbeitslésung in den PT Link Tanks eine Temperatur von 95 °C erreicht hat,
Objekttrager fur weitere 15 Minuten inkubieren

¢ Dann die Autostainer-Gestelle mit den Objekttragern aus den PT Link Tanks nehmen,
in verdinnte EnVision ™ FLEX Wash Buffer (20x) Lésung stellen und fir 5 Minuten bei

Raumtemperatur (RT) abkihlen lassen

AnschlieRend Autostainer-Gestelle mit den Objekttradgern in den Autostainer Link 48 (Dako)

einsetzen und mit der Behandlung bei RT fortsetzen.
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2. Peroxidase Block

Objekttrager mit EnVision ™ FLEX Wash Buffer (20x) spulen

Objekttrager 5 Minuten in 200 yL EnVision ™ FLEX Peroxidase-Blocking Reagent
(H202) inkubieren

Objekttrager mit EnVision ™ FLEX Wash Buffer (20x) spulen

3. Antikorperinkubation

Objekttrager 20 Minuten in 200uL des jeweiligen Ready-to-Use (RTU)
Primarantikorpers (s. Tabelle 5, S. 20) inkubieren
Objekttrager mit EnVision ™ FLEX Wash Buffer (20x) sptilen

Folgende zwei Schritte nur bei IHC-Nachweis von PgR:
- Objekttrager 15 Minuten in 200 pL EnVision ™ FLEX+Mouse (LINKER) inkubieren

- Objekttrager mit EnVision ™ FLEX Wash Buffer (20x) sptlen
Objekttrager 20 Minuten in 200 puL EnVision ™ FLEX/HRP Detection Reagent

(Labelled Polymer) inkubieren
Objekttrager mit EnVision ™ FLEX Wash Buffer (20x) spulen

Spulung mit EnVision ™ FLEX Wash Buffer (20x) wiederholen

4. Visualisierung

Hinzugabe des Chromogens (Substrat):

Objekttrager 10 Minuten in 400 yL EnVision ™ FLEX Substrate Working Solution
inkubieren
Objekttrager mit EnVision ™ FLEX Wash Buffer (20x) spulen

5. Gegenfarbung

Blaufarbung der Zellkerne:

Objekttrager 5 Minuten in 200 pL EnVision ™ FLEX Hematoxylin inkubieren
Objekttrager 5 Minuten mit EnVision ™ FLEX Wash Buffer (20x) spilen

Objekttrager mit destilliertem Wasser spllen

Objekttrager unter flielendem Leitungswasser spilen

6. Fixation

Objekttrager mit einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 % —80 % —90 % —96 %)
dehydrieren

Schnittpraparate werden automatisch mit Folie eingedeckt
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IHC-Farbung von HER2:

Fur den IHC-Nachweis einer Uberexpression des HER2-Proteins wurde der HercepTest ™
eingesetzt. Nach einer manuellen Vorbehandlung (Entparaffinierung, Rehydrierung und
Antigen Retrieval (AR)) des formalinfixierten und paraffineingebetteten Gewebeschnitts
erfolgte die IHC-Farbung ebenfalls vollautomatisiert mit dem Autostainer Link 48 der Firma
Dako.

Tabelle 7: Verwendeter Antikérper HER2-IHC

Antigen Primarantikorper
HER2 Rabbit Anti-Human HERZ2 Protein
(Dako SK001)

Tabelle 8: Verwendete Reagenzien und Kits HER2-IHC

Reagenzien/Kits Firma

Dako Kit-HercepTest ™ for Automates Link Platforms Dako, Gastrup, Danemark
HercepTest ™ Epitope Retrieval Solution (10x) Dako, Gastrup, Danemark
Dako Wash Buffer (10x) Dako, Gastrup, Danemark
HercepTest ™ Peroxidase-Blocking Reagent Dako, Gastrup, Danemark
HercepTest ™ Rabbit Anti-Human HER2 Protein Dako, Gastrup, Danemark
HercepTest ™ Visualization Reagent Dako, Gastrup, Danemark
HercepTest ™ DAB Substrate Buffer Dako, Gastrup, Danemark
HercepTest ™ DAB Chromogen Dako, Gastrup, Danemark
EnVision ™ FLEX Hematoxylin Dako, Gastrup, Danemark
Ethanol Ph Eur (1 Liter) VWR, Darmstadt

Ethanol 70 % (vergallt) VWR, Darmstadt

Ethanol 80 % (vergallt) VWR, Darmstadt

Ethanol 90 % (vergallt) VWR, Darmstadt

Reagenzvorbereitung:

e HercepTest ™ Epitope Retrieval Solution (10x)
Verdinnung: 1:10: 1L: 100 mL HercepTest ™ Epitope Retrieval Solution + 900 mL

destilliertes Wasser
e Dako Wash Buffer (10x)
Verdinnung: 1:10: 1L: 100 mL Dako Wash Buffer + 900 mL destilliertes Wasser
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Substrat-Chromogenlésung (DAB)

Mischung: 25 uL HercepTest ™ DAB Chromogen + 1 mL HercepTest ™ DAB Substrate
Buffer

Ethanolserie: drei Gefalke mit einer 70%—-80%—90%—96 % Ethanollésung

vorbereiten

Protokoll

1. Vorbehandlung (manuell)

1.1 Entparaffinierung und Rehydrierung (erfolgt bei RT)

Objekttrager in ein Xylolbad stellen und 5 Minuten inkubieren. Den Vorgang dreimal in
einem frischen Bad wiederholen.

Objekttrager fir 1 Minute in 100 % Ethanol eintauchen. Den Vorgang einmal in einem
frischen Bad wiederholen.

Objekttrager fur 1 Minute in 96 % Ethanol eintauchen. Den Vorgang einmal in einem
frischen Bad wiederholen.

Objekttrager fur 1 Minute in 80 % Ethanol eintauchen. Den Vorgang einmal in einem
frischen Bad wiederholen.

Objekttrager fur mindestens 30 s mit destilliertem Wasser spulen.

1.2 Antigen Retrieval (AR)

Coplin-Schalen (Farbeschalen) mit der verdinnten HercepTest ™ Epitope Retrieval
Solution (10x) fullen und in ein Wasserbad stellen.

Wasserbad auf 95 °C erwarmen.

Entparaffinierte Gewebeschnitte in die vorgewarmte HercepTest ™ Epitope Retrieval
Solution (10x) eintauchen.

Objekttrager 40 Minuten bei 95 °C inkubieren.

Coplin-Schalen aus dem Wasserbad nehmen und Objekttrager 20 Minuten in
HercepTest ™ Epitope Retrieval Solution (10x) bei RT abkiihlen lassen.

HercepTest ™ Epitope Retrieval Solution (10x) abgieRen und Objekttrager mit Dako
Wash Buffer (10x) spulen.

AnschlieRend Autostainer-Gestelle mit den Objekttragern in den Autostainer Link 48 (Dako)

einsetzen und mit der Behandlung bei RT fortsetzen.
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2. Peroxidase Block
e Objekttrager 5 Minuten mit Dako Wash Buffer (10x) spilen
e Objekttrager 5 Minuten in 200 yL HercepTest ™ Peroxidase-Blocking Reagent (H20:)
inkubieren

e Objekttrager 5 Minuten mit Dako Wash Buffer (10x) spllen

3. Antikorperinkubation

e Objekttrager 30 Minuten in 200 puL HercepTest ™ Rabbit Anti-Human HER2 Protein
inkubieren
e Objekttrager 5 Minuten mit Dako Wash Buffer (10x) spullen

e Objekttrager 30 Minuten in 200 yL HercepTest ™ Visualization Reagent (Labelled
Polymer) inkubieren

e Objekttrager zweimal fiir jeweils 5 Minuten mit Dako Wash Buffer (10x) spilen

4. Visualisierung

Hinzugabe des Chromogens (Substrat):
e Objekttrager 10 Minuten in 200 pL Substrat-Chromogenlésung (DAB) inkubieren
¢ Objekttrager mit destilliertem Wasser sptilen
e Objekttrager mit Dako Wash Buffer (10x) spulen

5. Gegenfarbung

Blaufarbung der Zellkerne:
e Objekttrager 8 Minuten in 200 pL EnVision ™ FLEX Hematoxylin inkubieren
e Objekttrager mit Dako Wash Buffer (10x) spulen
e Objekttrager mit destilliertem Wasser spulen

e Objekttrager unter flieRendem Leitungswasser spilen

6. Fixation
e Objekttrager mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 % —80 % —90 % —96 %)
dehydrieren

e Schnittpraparate werden automatisch mit Folie eingedeckt
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2.3.2 Auswertung und Interpretation der IHC-Farbungen

Die Auswertung der IHC-Farbungen erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops und basierte auf

entsprechenden antigenspezifischen etablierten Scoring Systemen.

2.3.2.1 Bewertung des Hormonrezeptorstatus (HR-Status)

Die Quantifizierung der nuklearen Expressionsstarke von ER und PgR erfolgte nach Remmele
und Stegner. Hierbei wurde jeweils der Prozentsatz positiver Tumorzellkerne (Werte von 0 bis
4) und die durchschnittliche Farbeintensitat (Werte von 0 bis 3) bestimmt. Durch die
Multiplikation der beiden Faktoren wurde anschliefend der sogenannte Immunreaktive Score
(IRS) gebildet. Dieser konnte dementsprechend einen Wert zwischen 0 und 12 annehmen. Ein

IRS <2 wurde als ER- bzw. PgR-negativ und ein IRS > 2 als ER- bzw. PgR-positiv bewertet.

2.3.2.2 Auswertung des Ki-67-PI

Die Beurteilung des Ki-67-PI erfolgte durch semiquantitatives Schatzen des Prozentsatzes
Ki-67-positiver Tumorzellen bezogen auf die Gesamtzahl der Tumorzellen. Die Farbeintensitat

wurde in der Beurteilung nicht berticksichtigt.

2.3.2.3 Bewertung des HER2-Status

Die Bewertung des HER2-Status auf Basis der IHC-Farbung erfolgte zum einen durch die

Beurteilung der Farbeintensitat (schwach — stark) und zum anderen durch die Beurteilung des
Farbemusters (inkomplett —zirkular) der Zellmembran. Unter Berucksichtigung beider

Parameter wurde dann ein Score zwischen 0 bis 3+ ermittelt. Ein Score von 0 und 1+ wurde
als negativ, ein Score von 2+ als schwach positiv (unsicher) und ein Score von 3+ als stark
positiv gewertet. Um bei Vorliegen eines IHC-Scores von 2+ trotzdem eine sichere Aussage
bezlglich des HER2-Status treffen zu kénnen, wurde der HER2-Status ebenfalls mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) analysiert. Bei gleichzeitigem Vorliegen eines
positiven FISH-Ergebnisses wurde der HER2-Status als positiv und bei gleichzeitigem

Vorliegen eines negativen FISH-Ergebnisses als negativ beurteilt.
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2.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die FISH ermdglicht den selektiven Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen bzw. Gene in den
Zellkernen des zu untersuchenden Gewebes. Insbesondere in der Tumorzytogenetik nimmt
die FISH eine herausragende Bedeutung ein. Hier dient sie der Detektion von chromosomalen

Veranderungen, wie z. B. Deletionen (Gen-Verluste), Amplifikationen (Gen-Vermehrung) oder

Translokationen (Gen-Briiche und Gen-Fusionen), die gehauft mit dem Auftreten bestimmter
Tumorerkrankungen assoziiert sind. Die Technik der FISH basiert auf der Paarung bzw.
Hybridisierung fluoreszenzmarkierter DNA-Sonden (Nukleinsauresonden) mit der jeweiligen
Ziel-DNA. Ihre Anwendung an formalinfixierten und paraffineingebetteten Gewebeschnitten
erfordert eine vorherige Entparaffinierung und proteolytische Vorbehandlung. Erst dann kann
nach Denaturierung der Ziel-DNA eine erfolgreiche Hybridisierung der DNA-Sonden
gewahrleistet werden. An die Hybridisierung schlie3t sich ein stringenter Waschprozess an,
um nicht bzw. unspezifisch gebundene FISH-Sonden zu entfernen. Abschliefend werden die
Zellkerne mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), einem blau fluoreszierendem DNA-Farbstoff,
gegengefarbt. So kdnnen die andersfarbig fluoreszierenden Sonden bei der Auswertung gut
gegen den Zellkern abgegrenzt werden. Abbildung 7 veranschaulicht grob die auf die
Vorbehandlung folgenden Schritte der FISH.

Hinzugabe der fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden

v

Abbildung 7: Ablauf der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung. Mod. n. Berger J; 2011 [78].
A: Denaturierung der Ziel-DNA und der DNA-Sonden, B: Hybridisierung der DNA-Sonden mit
der Ziel-DNA, C: Waschung, Gegenfarbung des Zellkerns und Detektion im
Fluoreszenzmikroskop.

241 FISH angewandt am Mamma-TMA

Fir den Nachweis einer HER2-Genamplifikation wurde das kommerziell erhaltliche
PathVysion HER2-DNA-Sonden-Kit Il (PathVysion Il) der Firma Abbott eingesetzt. Das Kit
ermoglicht den gleichzeitigen Nachweis des auf Chromosom 17 liegenden humanen HER2
(ERBB2) -Gens und das als Referenz dienenden Zentromers von Chromosom 17 (CEP17).
Im Rahmen der HER2-FISH-Auswertung kann so zwischen einer tatsachlichen

HER2-Genamplifikation und einer auf einer Chromosom 17 Polysomie (s. Abbildung 8, S. 31)
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begriindeten HER2-Signalvermehrung (gilt nicht als Amplifikation) unterschieden werden. Alle

verwendeten Sonden sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Verwendete Sonden HER2-FISH

Sondenziel Zytogenetische Sondenname Fluoreszenzfarbstoff
Lokalisation
Z 17 17p11.1-g11.1 Vysis CEP17 U
entromer p11.1—-q11. SpectrumGreen grun

Vysis LSI

HER2 (ERBB2) 17q11.2-12 HER-2/neu orange
SpectrumOrange

Tabelle 10: Verwendete Reagenzien und Kits HER2-FISH
Reagenzien/Kits Firma

Pepsin (ready-to-use)

Xylol

Dako Histology FISH Accessory Kit

Pre-Treatment Solution (20x)

Stringent Wash Buffer (20x), saline-sodium citrate buffer
Fluorescence Mounting Medium (DAPI — ready-to-use)
Wash Buffer (20x), Tris/HCI buffer
PathVysion HER2-DNA-Sonden-Kit Il
Ethanol Ph Eur (1 Liter)

Ethanol 70 % (vergallt)

Ethanol 80 % (vergallt)

Ethanol 96 % (vergallt)

Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
Dako, Gastrup, Danemark
Abbott, lllinois, USA
VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

J. T. Baker, Center Valley,
USA

Reagenzvorbereitung

e Pre-Treatment Solution (20x)
Verdunnung: 1:20, 1 L: 50 mL Pre-Treatment Solution + 950 mL destilliertes Wasser

e Stringent Wash Buffer (20x)
Verdunnung: 1:20, 1 L: 50 mL Stringent Wash Buffer + 950 mL destilliertes Wasser

e Wash Buffer (20x)
Verdunnung: 1:20, 1L: 50 mL Wash Buffer + 950 mL destilliertes Wasser

e Ethanolserie: drei Gefalle mit einer 70 % — 80 % — 96% Ethanollésung vorbereiten

28



Material und Methoden

Die Durchflihrung der FISH erfolgte in Anlehnung an die dem Dako Histology FISH Accessory
Kit beigefugten Anleitung, wobei einzelne Abanderungen vorgenommen wurden. Die

einzelnen Farbeschritte sind im Folgenden detailliert aufgefiihrt.

Protokoll Tag 1

1. Vorbehandlung
1.1 Entparaffinierung und Rehydrierung
e TMA-Schnitt dreimal flir 5 Minuten in Xylol stellen
e TMA-Schnitt zweimal fur 5 Minuten in Ethanol 96 % stellen

e  TMA-Schnitt 3 Minuten mit Tris/HCI-Waschpuffer bei Raumtemperatur (RT) spilen

1.2 Proteinandau

e Kivette mit Pretreatment-Lésung fillen und in einem Wasserbad auf 95 °C erwarmen

e TMA-Schnitt in die vorgeheizte Pretreatment-Lésung einbringen und fir 10 Minuten
inkubieren

e Kivette aus dem Wasserbad entfernen und TMA-Schnitt 15 Minuten in Pretreatment-
Lésung bei RT abkiihlen lassen

e  TMA-Schnitt zweimal fiir 3 Minuten mit Tris/HCI-Waschpuffer bei RT splilen
5—8 Tropfen Pepsin direkt auf den TMA-Schnitt geben und 3 — 5 Minuten im Hybrit bei
37 °C inkubieren

e TMA-Schnitt zweimal flir 3 Minuten mit Tris/HCI-Waschpuffer bei RT sptilen

1.3 Dehydrierung
e TMA-Schnitts mittels aufsteigende Ethanolreihe entwassern: jeweils 2 Minuten in
70 % — 80 % — 96 % Ethanol stellen

e TMA-Schnitt fir 10 Minuten lufttrocknen lassen

2. DNA-Denaturierung und FISH-Sonden Hybridisierung
e Etwa 8 uL der Sondenlésung (PathVysion HER2-DNA-Sonden-Kit Il) direkt auf den

TMA-Schnitt auftragen, ein Deckplattchen (18 x 18 mm) auflegen und mit Fixogum
abdichten
e DNA-Denaturierung: TMA-Schnitt 5 Minuten bei 72 °C im Hybrit

e Hybridisierung der FISH-Sonden: tiber Nacht bei 37 °C

29



Material und Methoden

Protokoll Tag 2

3. stringenter Waschprozess
e Zwei Kuvetten mit SSC (saline sodium citrate) -Waschpuffer fullen: 1. Kuvette bei RT,

2. Klvette im Wasserbad auf 65 °C erwarmen

e Fixogum von den Deckplattchen entfernen

e TMA-Schnitt mit Deckplattchen bei RT in 1. Klivette stellen, bis sich das Deckplattchen
IOst

e TMA-Schnitt fir 5 Minuten bei 65 °C in 2. Kuvette stellen

e  TMA-Schnitt fur zweimal 3 Minuten bei RT in Tris/HCI-Puffer spilen
e TMA-Schnitt durch eine aufsteigende Ethanolreihe entwassern: jeweils zwei Minuten
in 70 % — 80 % — 96 % Ethanol stellen

e TMA-Schnitt fir 10 Minuten lufttrocknen lassen

4. Gegenfarbung
e 10 L 4’,6-Diamidine-2-phenylindole (DAPI) auf den TMA-Schnitt auftragen
e Deckplattchen (24 x 32 mm) auflegen

2.4.2 Auswertung und Interpretation der HER2-FISH

Fir die Auswertung der HER2-FISH wurde ein Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss vom
Typ Imager.A1 verwendet. Um die unterschiedlich fluoreszierenden Signale von HER2-Sonde
(SpectrumOrange), CEP17-Sonde (SpectrumGreen) und DAPI-Gegenfarbung (blau
fluoreszierende Zellkerne) zu detektieren, wurden entsprechende FluoreszenZfilter eingesetzt.
Die Signalauswertung erfolgte anschliefend bei einer 640fachen VergroRerung. Hierbei
wurden nur Zellen mit optimalen nukledren Signalen evaluiert. Zellen, die infolge einer
unzureichenden Hybridisierung nur ein schwaches oder kein HER2-Signal in den
Tumorzellkernen aufwiesen, wurden von der Analyse ausgeschlossen. Die Auswertung
erfolgte anschlielend durch Schatzung der durchschnittichen HER2- und Zentromer
17-Signalzahl. In Fallen, in denen kein eindeutiger Amplifikationsstatus erhoben werden
konnte, wurde die HER2- und Zentromer 17-Signalzahl fir 20 Tumorzellen ausgezahlt und
anschlieltend eine HER2/CEP17-Ratio gebildet, indem die Gesamtzahl aller HER2-Signale
durch die Gesamtzahl aller CEP17-Signale geteilt wurde. Um ein falsch-negatives Ergebnis
durch einen Zugewinn der perizentromeren Region des Chromosom 17 auszuschlief3en,

wurde zudem die mittlere HER2-Signalzahl pro Zelle bestimmt. Eine Ratio von 22.0 wurde

dann als HER2-positiv, eine Ratio < 2.0 mit einer mittlere HER2-Signalzahl pro Zelle = 6

ebenfalls als HER2-positiv und mit einer mittleren HER2-Signalzahl pro Zelle < 4 als
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HER2-negativ bewertet. Bei Vorliegen einer Ratio < 2 und einer mittleren HER2-Signalzahl pro
Zelle zwischen 4 und 6 wurden weitere 20 Zellen beurteilt. Abbildung 8 zeigt Beispiele fur ein
negatives und positives FISH-Ergebnis sowie fir eine HER2-Signalvermehrung infolge einer

Chromosom 17 Polysomie.

Abbildung 8: Auswertung der HER2-FISH bzw. der Sondensignale mittels
Fluoreszenzmikroskopie. A: HER2-Amplifikation (HER2-positiv); B: HER2-
Signalvermehrung (orange) infolge einer Chromosom 17 (griin) Polysomie; C: Regelrechtes
(HER2-negatives) FISH-Ergebnis mit zwei orangen (HER2) und zwei griinen (Zentromer 17)
Signalen.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Die klinisch-pathologischen Charakteristika des ausgewahlten Patientenkollektivs (n= 100) bei

Erst- und Rezidivdiagnose sind Tabelle 11 auf Seite 33 zu entnehmen.

Das mediane Alter bei Erstdiagnose (ED) lag bei 55 Jahren (Streuungsbreite (SB): 29-87
Jahren), wobei 33 Patientinnen jinger und 67 Patientinnen alter als 50 Jahre waren. Eine
Patientin wies simultan zum Zeitpunkt der ED eine Fernmetastase (Leber, n= 1) auf. In 83.8 %
der Primartumore zeigte sich eine mittlere bis schlechte Differenzierung (G2—G3). Histologisch
dominierte ein invasiv-duktales Tumorwachstum (61.0 %). Die Therapie des Primartumors
erfolgte in 82.0 % der Falle brusterhaltend und in 18.0 % der Falle durch eine vollstandige

Entfernung des Brustdriisengewebes (Mastektomie/Ablatio).

Das mediane Alter bei Rezidivdiagnose lag bei 64 Jahren, wobei die jlingste Patientin 38 und
die alteste Patientin 89 Jahre alt war. Das mediane Zeitintervall zwischen Erst- und
Rezidivdiagnose lag im Gesamtkollektiv bei 63 Monaten (SB: 2-232 Monate). Insgesamt
entwickelten 80 Patientinnen ein intramammares, 15 Patientinnen ein Thoraxwand- und 5
Patientinnen ein Axillarezidiv. In 9 der 100 Rezidivfalle konnte zum Zeitpunkt der
Rezidivdiagnose gleichzeitig eine Fernmetastasierung diagnostiziert werden (Knochen, n=4;
Leber, n=3; Lunge, n=2). Auch bei Rezidiverkrankung dominierte eine mittlere (G2) bis
schlechte (G3) Tumordifferenzierung (91.6 %) sowie ein invasiv-duktales Tumorwachstum
(57.9 %). Die Therapie des lokoregionaren Rezidivs erfolgte in 49.0 % der Falle durch ein

ablatives, in 31.0 % der Falle durch ein erneutes brusterhaltendes Verfahren und in 15.0 %

bzw. 5.0 % der Falle durch eine Thoraxwand- bzw. Axillaexzision.
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Tabelle 11: Klinisch-pathologische Charakteristika des ausgewahliten

Patientenkollektivs (n=100) bei Erst- und Rezidivdiagnose

Primarius Rezidiv
Parameter n*(%)** n*(%)**
Ort des Rezidivs
Intramammar 80 (80.0)
Thoraxwand 15 (15.0)
Axilla 5(5.0)
Alter
Median 55 64
Streuungsbreite (SB) 29-87 38-89
<50 33 (33.0) 23 (23.0)
=250 67 (67.0) 77 (77.0)
Menopausenstatus
Pramenopausal 32 (37.6)
Postmenopausal 53 (62.4)
Unbekannt 15
UICC Stadien
Stadium 0 (Tis*NO) 1(11.1) 12 (12.5)
Stadium 1 (T1NO) 2(42.4) 50 (52.1)
Stadium 2 (T1N1) (T2NO0/1) (T3NO) 5(35.4) 19 (19.8)
Stadium 3 (T1/2N2) (T3N1/2) (T4NO-2) oder jedes T N3 0(10.1) 6 (6.3)
Stadium 4 (M1) 1(1.0) 9(9.4)
Unbekannt 1 4
Histologischer Grad
G1 16 (16.2) 7 (8.4)
G2 42 (42.4) 42 (50.6)
G3 41 (41.4) 34 (41.0)
Unbekannt 1 17
Histologischer Typ
Invasiv-duktal 1(61.0) 55 (57.9)
Invasiv-lobular 7(17.0) 2 (12.6)
DCIS/CLIS* 1(11.0) 12 (12.6)
Sonstiges 1(11.0) 6 (16.8)
Unbekannt 0 5
OP-Art
Brusterhaltende Therapie (BET) 82 (82.0) 31 (31.0)
Mastektomie/Ablatio 18 (18.0) 49 (49.0)
Exzision Thoraxwand 0 15 (15.0)
Exzision Axilla 0 5 (5.0)
Unbekannt 0 0

Anmerkung: * n= Anzahl, entspricht nicht immer dem vollstdndigen Patientenkollektiv, da in Einzelfallen keine Daten
vorlagen. ** Die Prozentangabe bezieht sich jeweils auf die Anzahl der auswertbaren Falle. Tis, Tumor in situ; DCIS,

Duktales Carcinoma in situ; CLIS, Carcinoma lobulare in situ.
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3.2 Rezeptor- und Subtypendiskordanzen zwischen Primartumor und Lokalrezidiv

Die Auswertung der einzelnen Diskordanzraten fiur den ER, PgR, HER2, Ki-67 und den daraus
gebildeten intrinsischen Subtypen erfolgte fir die beschriebene Patientenpopulation (n=100)
innerhalb zweier Kollektive. Fur das eine Kollektiv (n= 51) basierte die Auswertung hierbei auf
retrospektiv erhobenen Daten und flir das andere Kollektiv (n=49) auf den mittels
TMA-Herstellung erneut bestimmten Rezeptorstatus. Fir den Vergleich der intrinsischen
Subtypen wurden die Tumore anhand der Surrogatparameter ER, PgR, HER2 und Ki-67 in

folgende vier Subtypen eingeteilt:

- Luminal A (LA; Hormonrezeptor-positiv, HER2-negativ und Ki-67 < 25 %)
- Luminal B (LB; Hormonrezeptor-positiv, HER2-negativ und Ki-67 = 25 %)
- HER2-positiv (Hormonrezeptor-positiv/-negativ, HER2-positiv)

- Triple-negativ (TN; Hormonrezeptor-negativ, HER2-negativ)

Infolge einer zum Teil inkompletten Dokumentation bzw. Auswertbarkeit der Biomarker konnte
nicht in jedem Fall der Rezeptorstatus bzw. intrinsische Subtyp bestimmt werden. Die
Diskordanzraten fir die einzelnen Biomarker und den intrinsischen Subtyp werden im

Folgenden fur beide Kollektive separat dargestellt.

3.21 Auswertung von Einzelrezeptor- und Subtypendiskordanzen zwischen

Primartumor und Lokalrezidiv auf der Basis retrospektiv erhobener Daten

Tabelle 12 auf Seite 35 gibt einen Uberblick tiber die aus Datenbanken der Gynékologie und
Pathologie erhobenen Rezeptorstatus und den daraus gebildeten Tumorsubtypen. Fir die
Primartumore konnte in 92.2 % (47/51) der ER-, in 90.2 % (46/51) der PgR-, in 70.6 % (36/51)

der HER2- und in 43.1 % (22/51) der Ki-67-Status ermittelt werden. Fur die Rezidivtumore
konnte jeweils in 90.2 % (46/51) der ER- sowie PgR-, in 70.6 % (36/51) der HER2- und in
54.9 % (28/51) der Ki-67-Status erhoben werden. Basierend auf den einzelnen Rezeptorstatus

gelang in 58.8% (30/51) der Primar- und 56.9% (29/51) der Rezidivtumore eine
Subtypenbestimmung.

Ein Vergleich des jeweiligen Rezeptorstatus zwischen Primarius und Rezidiv konnte fur den
ERin 82.4 % (42/51), den PgR in 80.4 % (41/51), den HER2 in 52.9 % (27/51) und den Ki-67-PI
in 31.4 % (16/51) der 51 Gewebepaare erfolgen. Fur den intrinsischen Subtyp lagen in 41.2 %

(21/51) der 51 Falle vergleichbare Daten vor. Die Darstellung der jeweiligen Kon- bzw.
Diskordanzraten erfolgt im Anschluss flr jeden Biomarker bzw. den intrinsischen Subtyp

separat.
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Tabelle 12: Retrospektiv erhobene Biomarkerstatus und intrinsische Subtypen bei
Erst- und Rezidivdiagnose (n= 51)

Primarius Rezidiv
Parameter n* (%)** n* (%)**
ER
Bekannt 47 (100) 46 (100)
Positiv 34 (72.3) 34 (73.9)
Negativ 13 (27.7) 12 (26.1)
Unbekannt 4 5
PgR
Bekannt 46 (100) 46 (100)
Positiv 31(67.4) 28 (60.9)
Negativ 15 (32.6) 18 (39.1)
Unbekannt 5 5
HER2
Bekannt 36 (100) 36 (100)
Positiv 17 (47.2) 11 (30.6)
Negativ 19 (52.8) 25 (69.4)
Unbekannt 15 15
Ki-67
Bekannt 22 (100) 28 (100)
< 25 % (niedrig proliferierend) 12 (54.5) 18 (64.3)
2 25 % (hoch proliferierend) 10 (45.5) 10 (35.7)
Unbekannt 29 23
Intrinsischer Subtyp
Bekannt 30 (100) 29 (100)
Luminal A 7 (23.3) 12 (41.4)
Luminal B 2(6.7) 3(10.3)
HER2-positiv (HR+/HR-) 17 (56.7) 11 (37.9)
Triple-negativ 4 (13.3) 3 (10.3)
Unbekannt 21 22

Anmerkung: * n= Anzahl, entspricht nichtimmer dem vollstandigen Patientenkollektiv, da in Einzelfallen keine Daten
vorlagen. ** Die Prozentangabe bezieht sich jeweils auf die Anzahl der auswertbaren Falle; ER, Ostrogenrezeptor;
PgR, Progesteronrezeptor; HR, Hormonrezeptor.

35




Ergebnisse

3.2.1.1 Ostrogenrezeptor (ER)

In 82.4 % (42/51) der insgesamt 51 Falle konnte der ER-Status sowohl fir den Primar- als
auch den korrespondierenden Rezidivtumor erfasst werden. Hierbei wiesen die Primartumore
in 73.8% (31/42) der Falle einen ER-positiven und in 26.2% (11/42) der Falle einen

ER-negativen Status auf. Die Rezidivtumore zeigten wiederum in 71.4 % (30/42) der Falle
einen ER-positiven und in 28.6 % (12/42) der Falle einen ER-negativen Status. Von den initial
ER-positiven Primartumoren (n= 31) zeigten 87.1 % (27/31) auch bei Rezidiverkrankung einen

ER-positiven Rezeptorstatus (positiv konkordant). In 12.9 % (4/31) konnte ein Wechsel zu
einem ER-negativen Rezidivtumor verzeichnet werden (positiv zu negativ). Von den initial
ER-negativen Primartumoren (n=11) zeigten 72.7 % (8/11) der Rezidivtumore ebenfalls einen
ER-negativen Rezeptorstatus (negativ konkordant). In 27.3 % (3/11) erfolgte ein Wechsel zu
einem ER-positiven Rezidiviumor (negativ zu positiv). Insgesamt lagen somit fur die 42
vergleichbaren Félle in 16.6 % (7/42) diskordante und in 83.4 % (35/42) konkordante

ER-Status zwischen Primarius und Lokalrezidiv vor.

Rezidiv
n= 42

Primarius
n= 42

n= 27
(87.1 %)

n=4

(12.9 %) Diskordant Konkordant

7142 35/42
(16.6 %) (83.4 %)

n=3
(27.3 %)

n=8
(72.7 %)

Abbildung 9: Kon- bzw. Diskordanzraten des ER-Status zwischen Primartumor und
Lokalrezidiv auf der Basis retrospektiv erhobener Daten. ER, Ostrogenrezeptor.
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3.2.1.2 Progesteronrezeptor (PgR)

Vergleichbare Daten fur den PgR lagen in 80.4 % (41/51) der insgesamt 51 Falle vor. Hiervon
wiesen 68.3 % (28/41) der Primartumore einen positiven und 31.7 % (13/41) einen negativen
PgR-Status auf. Bei Rezidiverkrankung wiederum zeigten 58.6 % (24/41) der Tumore einen
PgR-positiven und 41.4 % (17/41) einen PgR-negativen Status. Von den initial PgR-positiven
Primartumoren (n=28) wiesen 71.4% (20/28) auch bei Rezidiverkrankung einen
PgR-positiven Rezeptorstatus auf (positiv konkordant). In 28.6 % (8/28) der Falle konnte

hingegen ein Wechsel zu einem PgR-negativen Rezidivtumor verzeichnet werden (positiv zu
negativ). Von den initial PgR-negativen Primartumoren (n=13) blieben 69.2 % (9/13) auch bei
Rezidiverkrankung PgR-negativ (negativ konkordant). In 30.8 % (4/13) der Falle konnte ein
Wechsel zu einem PgR-positiven Rezidivtumor beobachtet werden (negativ zu positiv).

Insgesamt lagen somit in 29.3 % (12/41) der vergleichbaren Falle (n=41) diskordante und in

70.7 % (29/41) konkordante PgR-Status zwischen Primarius und Lokalrezidiv vor.

Rezidiv
n=41

Primarius
n= 41

n= 20
(71.4 %)

n=28
(28.6 %)
Diskordant Konkordant
12/41 29/41
(29.3 %) (70.7 %)

n=4
(30.8 %)

n=9
(69.2 %)

Abbildung 10: Kon- bzw- Diskordanzraten des PgR-Status zwischen Primartumor und
Lokalrezidiv auf der Basis retrospektiv erhobener Daten. PgR, Progesteronrezeptor.
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3.2.1.3 HER2

Fir den HER2-Status lagen in 52.9 % (27/51) der 51 Falle vergleichbare Daten vor. 48.1 %
(13/27) der Primartumore wiesen dabei einen HER2-positiven und 51.9 % (14/27) einen
HER2-negativen Status auf. Die Rezidivtumore zeigten wiederum in 37.0 % (10/27) der Falle
einen positiven und in 63.0% (17/27) einen negativen HER2-Satus. Von den initial
HER2-positiven Primartumoren (n=13) wiesen 61.5 % (8/13) auch bei Rezidiverkrankung
einen HER2-positiven Rezeptorstatus auf (positiv konkordant). In 38.5 % (5/13) der Falle

zeigte sich hingegen ein Wechsel zu einem HER2-negativen Rezidivtumor (positiv zu negativ).
Von den initial HER2-negativen Primartumoren (n=14) zeigten 85.7 % (12/14) auch bei
Rezidiverkrankung einen HER2-negativen Rezeptorstatus (negativ konkordant). In 14.3 %
(2/14) der Falle konnte ein Wechsel zu einem HER2-positiven Rezidivtumor verzeichnet
werden (negativ zu positiv). Insgesamt lagen somit in 25.9 % (7/27) der vergleichbaren Falle

diskordante und in 74.1 % (20/27) konkordante HER2-Status vor.

Rezidiv
n= 27
Primarius
n= 27 8
n=
HER2 % 61.59%)
HER2+ | n=13 n=5
HER2 = | (33.5%)
Diskordant Konkordant
7127 20/27
(25.9 %) (74.1 %)
n=2
HERZ* 11 (143 %)
HER2 - | n=14
n=12
LERZ (85.7 %)

Abbildung 11: Kon- bzw. Diskordanzraten des HER2-Status zwischen Primartumor und
Lokalrezidiv auf der Basis retrospektiv erhobener Daten.
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3.2.1.4 Ki-67

Fir den Ki-67-Status lagen in 31.4 % (16/51) der 51 Falle vergleichbare Daten vor. Sowohl bei
Primar-, als auch bei Rezidiverkrankung wiesen 43.7 % (7/16) der Tumore einen hohen (high,
Ki-67-PI = 25.0 %) und 56.3 % (9/16) einen niedrigen (low, Ki-67-PI < 25.0 %) Ki-67-PI auf.
Von den initial hoch proliferierenden Primartumoren (n=7) wiesen 57.1 % (4/7) auch bei
Rezidiverkrankung einen hohen Proliferationsindex auf (positiv konkordant). In 42.9 % (3/7)
der Falle hingegen wechselte ein hoch proliferierender Primar- zu einem niedrig
proliferierenden Rezidivtumor (positiv zu negativ). Von den initial niedrig proliferierenden
Primartumoren (n=9) zeigten 66.7 % (6/9) auch bei Rezidiverkrankung einen niedrig
proliferierenden Tumor (negativ konkordant). In 33.3 % (3/9) konnte ein Wechsel zu einem
hochproliferierenden Rezidivtumor beobachtet werden (negativ zu positiv). Insgesamt lagen
somit in 37.5 % (6/16) der vergleichbaren Falle diskordante und in 62.5 % (10/16) konkordante
Ki-67-Status vor.

Rezidiv
n=16
Primarius
n=16 Ki67 |n=4
high (57.1 %)
Ki-67 _ Ki-67 n=3
high | =7 low | (42.9 %)
Diskordant Konkordant
6/16 10/16
(37.5 %) (62.5 %)
. Ki-67 n=3
KI-67 | =9 high | (33.3 %)
low
Ki-67 n==6
low (66.7 %)

Abbildung 12: Kon- bzw. Diskordanzraten des Ki-67-Pl zwischen Primartumor und
Lokalrezidiv auf der Basis retrospektiv erhobener Daten.
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3.2.1.5 Intrinsischer Subtyp

In 41.2 % (21/51) der 51 Falle konnte basierend auf den erhobenen Einzelrezeptorstatus ein
intrinsischer Subtyp sowohl fur den Primar- als auch den korrespondierenden Rezidivtumor

gebildet werden. Die Primartumore wiesen zu 28.6 % (6/21) einen Luminal A, zu 9.5 % (2/21)
einen Luminal B, zu 57.1 % (12/21) einen HER2-positiven und zu 4.8 % (1/21) einen triple-
negativen Subtyp auf. Die Rezidivtumore hingegen wiesen zu 28.6 % (6/21) einen Luminal A,
zu 9.5 % (2/21) einen Luminal B, zu 47.6 % (10/21) einen HER2-positiven und zu 14.3 % (3/21)
einen triple-negativen Subtyp auf. Primartumore vom Luminal A-Subtyp (n=6) wiesen in
66.6 % (4/6) auch bei Rezidiverkrankung einen Luminal A-Subtyp auf. In jeweils 16.7 % (1/6)

erfolgte ein Wechsel zu einem Rezidivtumor vom Luminal B- bzw. HER2-positiven Subtyp.

Primartumore vom Luminal B-Subtyp (n=2) zeigten in 50.0 % (1/2) der Falle auch bei
Rezidiverkrankung einen Luminal B-Subtyp. In den anderen 50.0 % (1/2) erfolgte ein Wechsel
zu einem HER2-postiven Subtyp. Primartumore vom HER2-positiven Subtyp (n=12) zeigten
in 66.6 % (8/12) auch bei Rezidiverkrankung einen HER2-positiven Subtyp. In jeweils 16.7 %
(2/12) der Falle wechselte ein HER2-positiver Primartumor zu einem Luminal A- bzw.
triple-negativen Subtyp. Im direkten Subtypenvergleich zeigten demnach 33.3 % (7/21) der 21
Tumorpaare diskordante und 66.7 % (14/21) konkordante Ergebnisse.

Rezidiv
n= 21
o LA n=4 (66.6 %)
Primarius
n=21 LB | n=1(16.7 %)
HER2 + | n=1 (16.7 %)
= LA
n=6 LB | n=1(50.0 %)
HER2 + | n=1(50.0 %)
Diskordant Konkordant
n=2 LB 7121 14121

(33.3 %) (66.7 %)

LA n=2 (16.7 %)

n=12 | HER2 +

HER2 + | n=8 (66.6 %)

TN n=2 (16.7 %)

N n=1 (100 %)

Abbildung 13: Kon- bzw. Diskordanzraten von intrinsischen Subtypen zwischen
Primartumor und Lokalrezidiv auf der Basis retrospektiv erhobener Daten. LA, Luminal
A; LB, Luminal B; HER2 +, HER2-positiv; TN, triple-negativ.
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Tabelle 13: Zusammenfassung der auf Basis von retrospektiven Daten ermittelten
Kon- bzw. Diskordanzraten von ER, PgR, HER2, Ki-67 und intrinsischen Subtypen
zwischen Primarius und Lokalrezidiv (n= 51)

Biomarker/intrinsischer Subtyp n* (%)**
ER Vergleichbar 42 (100)
Konkordant 35 (83.4)
Positiv > Positiv 27 (64.3)
Negativ > Negativ 8 (19.1)
Diskordant 7 (16.6)
Positiv > Negativ 4 (9.5)
Negativ > Positiv 3(7.1)
Unbekannt 9
PgR Vergleichbar 41 (100)
Konkordant 29 (70.7)
Positiv > Positiv 20 (48.8)
Negativ > Negativ 9(21.9)
Diskordant 12 (29.3)
Positiv > Negativ 8 (19.5)
Negativ > Positiv 4 (9.8)
Unbekannt 10
HER2 Vergleichbar 27 (100)
Konkordant 20 (74.1)
Positiv > Positiv 8 (29.6)
Negativ > Negativ 12 (44.5)
Diskordant 7 (25.9)
Positiv > Negativ 5(18.5)
Negativ > Positiv 2(7.4)
Unbekannt 24
Ki-67 Vergleichbar 16 (100)
Konkordant 10 (62.5)
high > high 4 (25.0)
low > low 6 (37.5)
Diskordant 6 (37.5)
high > low 3(18.7)
low > high 3(18.7)
Unbekannt 35
Intrinsischer Vergleichbar 21 (100)
Subtyp Konkordant 14 (66.7)
LA — LA 4 (19.0)
LB — LB 1(4.8)
HER2+ — HER2+ 8 (38.1)
TN — TN 1(4.8)
Diskordant 7 (33.3)
LA — LB 1(4.8)
LA — HER2+ 1(4.8)
LB — HER2+ 1(4.8)
HER2+ —» LA 2 (9.5)
HER2+ — TN 2 (9.5)
Unbekannt 30

Anmerkung: * n= Anzahl, entspricht nicht immer dem vollstdndigen Patientenkollektiv, da in Einzelfallen keine Daten
vorlagen. ** Die Prozentangabe bezieht sich jeweils auf die Anzahl der auswertbaren Falle; ER, Ostrogenrezeptor;
PgR, Progesteronrezeptor; LA, Luminal A; LB, Luminal B; HER2 +, HER2-positiv; TN, triple-negativ.
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Tabelle 13 auf Seite 41 fasst die ermittelten Diskordanzraten zusammen. Vergleichbare Daten

lagen fur den ER-, PgR-, HER2- und Ki-67-Status in jeweils 82.4 % (42/51), 80.4 % (41/51),
52.9 % (27/51) und 31.4 % (16/51) der 51 Gewebepaare vor. Fur den ER zeigten sich hierbei
in 16.6 % (7/42), den PgR in 29.3 % (12/41), den HER2 in 25.9 % (7/27) und den Ki-67-PI in
37.5 % (6/16) diskordante Rezeptorstatus. Ein Vergleich des intrinsischen Subtyps konnte in
41.2% (21/51) der 51 Tumorpaare erfolgen. Hier zeigte sich in 33.3% (7/21) der

vergleichbaren Falle ein Wechsel im intrinsischen Subtyp.
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3.2.2 Auswertung von Einzelrezeptor- und Subtypendiskordanzen zwischen

Primartumor und Lokalrezidiv auf der Basis von TMA-Ergebnissen

Eine Ubersicht (iber die Auswertbarkeit der einzelnen Immunfarbungen ist in Tabelle 14
gegeben. Insgesamt wurden funf TMA-Gewebeschnitte hergestellt. Je TMA-Gewebeschnitt
wurden jeweils 49 Primartumor-, 49 Rezidivtumor- und finf Normalgewebespots untersucht
(s. Abbildung 3, S. 16). In der folgenden Darstellung der Ergebnisse blieb das Normalgewebe
(funf Gewebespots je TMA-Gewebeschnitt) unbertcksichtigt. Insgesamt wurden so 490
Tumorgewebespots (98 je TMA-Gewebeschnitt) untersucht. In 26.7 % (n= 131) der 490
Gewebespots konnte kein Ergebnis erzielt werden, weil entweder einzelne Gewebespots
fehlten, zu wenige oder keine Tumorzellen im Gewebespot vorlagen oder im Rahmen der
FISH-Analyse kein Sondensignal erfasst werden konnte. Folglich wurden insgesamt 73.3 %

(n=359) der initial 490 Gewebespots in die Auswertung miteinbezogen.

Tabelle 14: Auswertbarkeit der fiinf TMA-Gewebeschnitte (n= 49)

Primarius Rezidiv

Parameter n* (%)** n* (%)**
ER-IHC

Auswertbar 39 (100) 33 (100)

Positiv 27 (69.2) 14 (42.4)

Negativ 12 (30.8) 19 (57.6)

Nicht auswertbar 10 16

Kein Gewebe 2 1

Keine Tumorzellen 8 15
PgR-IHC

Auswertbar 39 (100) 33 (100)

Positiv 22 (56.4) 13 (39.4)

Negativ 17 (43.6) 20 (60.6)

Nicht auswertbar 10 16

Kein Gewebe 2 1

Keine Tumorzellen 8 15
Ki-67-IHC

Auswertbar 40 (100) 31 (100)

< 25 % (niedrig proliferierend) 38 (95.0) 29 (93.5)

2 25 % (hoch proliferierend) 2 (5.0) 2 (6.5)

Nicht auswertbar 9 18

Kein Gewebe 1 2

Keine Tumorzellen 8 16
HER2-IHC

Auswertbar 42 (100) 31 (100)

Negativ (0, 1+) 35 (83.3) 25 (80.6)

Unsicher (2+) 1(2.4) 2 (6.5)

Positiv (3+) 6 (14.3) 4 (12.9)
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Nicht auswertbar 7 18

Kein Gewebe 2 2

Keine Tumorzellen 5 16
HER2-FISH

Auswertbar 39 (100) 32 (100)

Negativ 31 (79.5) 27 (84.4)

Positiv 8 (20.5) 5 (15.6)

Nicht auswertbar 10 17

Kein Gewebe 5 9

Keine Tumorzellen 4 4

Kein Signal 1 4
Intrinsischer Subtyp

Auswertbar 37 (100) 31 (100)

Luminal A 23 (62.2) 13 (41.9)

Luminal B 1(2.7) 0

HER2-positiv (HR+/HR-) 7 (18.9) 5(16.1)

Triple-negativ 6 (16.2) 13 (41.9)

Nicht auswertbar 12 18

Anmerkung: * n= Anzahl, entspricht nicht immer dem vollstandigen Patientenkollektiv, da in Einzelfallen keine Daten
auswertbar waren. ** Die Prozentangabe bezieht sich jeweils auf die Anzahl der auswertbaren Félle; ER,
Ostrogenrezeptor; PgR, Progesteronrezeptor; IHC, Immunhistochemie; FISH, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung;
HR, Hormonrezeptor.
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3.2.2.1 Ostrogenrezeptor (ER)

Fiar 51.0 % (25/49) der 49 Gewebepaare konnte der ER-Status sowohl fur den Primar- als
auch den korrespondierenden Rezidiviumor bestimmt werden. Hierbei wiesen die
Primartumore in 68.0 % (17/25) der Falle einen positiven und in 32.0 % (8/25) der Falle einen
negativen ER-Status auf. Die Rezidivtumore zeigten hingegen in 48.0 % (12/25) der Falle

einen ER-positiven und in 52.0 % (13/25) der Falle einen ER-negativen Status. Von den initial
ER-positiven Primartumoren (n= 17) zeigten 64.7 % (11/17) auch bei Rezidiverkrankung einen
ER-positiven Status (positiv konkordant). In 35.3 % (6/17) erfolgte ein Wechsel zu einem
ER-negativen Status (positiv zu negativ). Von den initial ER-negativen Primartumoren (n=8)
wiesen 87.5 % (7/8) auch bei Rezidiverkrankung einen ER-negativen Status auf. In 12.5%
(1/8) wechselte ein ER-negativer Primartumor zu einem ER-positiven Rezidivtumor. Insgesamt
lagen demnach in 28.0 % (7/25) diskordante und in 72.0 % (18/25) konkordante ER-Status

zwischen Primarius und Lokalrezidiv vor.

Rezidiv
n=25

Primarius
n= 25

n=11
(64.7 %)

n=6
(35.3 %)

Diskordant Konkordant

7125 18/25
(28.0 %) (72.0 %)

n=1
(12.5 %)

n=7
(87.5 %)

Abbildung 14: Kon- bzw. Diskordanzraten des ER-Status zwischen Primartumor und
Lokalrezidiv auf Basis der TMA-Ergebnisse. ER, Ostrogenrezeptor.
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3.2.2.2 Progesteronrezeptor (PgR)

Vergleichbare Daten fur den PgR lagen in 51.0 % (25/49) der 49 Gewebepaare vor. Hiervon
wiesen 64.0 % (16/25) der Primartumore einen positiven und 36.0 % (9/25) einen negativen
PgR-Status auf. Im Vergleich zeigten 48.0 % (12/25) der Rezidivtumore einen PgR-positiven
und 52.0 % (13/25) einen PgR-negativen Status. Von den initial PgR-positiven Primartumoren
(n=16) wiesen 62.5 % (10/16) auch bei Rezidiverkrankung einen PgR-positiven Status auf
(positiv konkordant). In 37.5 % (6/16) erfolgte ein Wechsel zu einem PgR-negativen Status
(positiv zu negativ). Von den initial PgR-negativen Primartumoren (n=9) wiesen 77.8 % (7/9)
auch bei Rezidiverkrankung einen PgR-negativen Status auf. In 22.2 % (2/9) der Falle konnte
ein Wechsel zu einem PgR-positiven Status beobachtet werden (negativ zu positiv). Insgesamt
zeigten somit 32.0 % (8/25) der vergleichbaren Félle diskordante und 68.0 % (17/25)

konkordante Rezeptorstatus zwischen Primarius und Lokalrezidiv.

Rezidiv
n=25

Primarius
n= 25

n=10
(62.5 %)

n=6
(37.5 %)

Diskordant Konkordant

8/25 17/25
(32.0 %) (68.0 %)

n=2
(22.2 %)

n=7
(77.8 %)

Abbildung 15: Kon- bzw. Diskordanzraten des PgR-Status zwischen Primartumor und
Lokalrezidiv auf Basis der TMA-Ergebnisse. PgR, Progesteronrezeptor.
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3.2.2.3 HER2

Fir den HER2-Status lagen in 57.1 % (28/49) der Falle vergleichbare Daten vor. 14.3 % (4/28)
der Primartumore wiesen einen HER2-positiven und 85.7 % (24/28) einen HER2-negativen
Status auf. Gleichermalien verhielt sich die Verteilung bei den Rezidivtumoren. Von den initial

HER2-positiven Primartumoren (n= 4) wiesen 75.0 % (3/4) auch bei Rezidiverkrankung einen
HER2-positiven Status auf (positiv konkordant). In 25.0 % (1/4) der Falle erfolgte ein Wechsel

zu einem HER2-negativen Rezidivtumor (positiv zu negativ). Von den initial HER2-negativen

Primartumoren (n=24) zeigten 95.8 % (23/24) auch bei Rezidiverkrankung einen negativen
Rezeptorstatus (negativ konkordant). In 4.2 % (1/24) der Falle konnte ein Wechsel zu einem
HER2-positiven Status beobachtet werden (negativ zu positiv). Insgesamt lagen somitin 7.2 %
(2/28) der vergleichbaren Falle diskordante und in 92.8 % (26/28) konkordante Rezeptorstatus

zwischen Primarius und Lokalrezidiv vor.

Rezidiv
n= 28
Primarius n=3
n=28 HER2+ | (75 g o)
HER2 - | n=1 .
Diskordant Konkordant
HER2 + n=4 (25.0 %)
2/28 26/28
(7.2 %) (92.8 %)
n=1

HERZEN (4 5 o)

HER2- [n=24

n=23

HERZ - | (95,8 %)

Abbildung 16: Kon- bzw. Diskordanzraten des HER2-Status zwischen Primartumor und
Lokalrezidiv auf Basis der TMA-Ergebnisse.

47



Ergebnisse

3.2.24 Ki-67

Ein Vergleich des Ki-67-Status zwischen Primartumor und Lokalrezidiv konnte in 49.0 %
(24/49) der Falle erfolgen. 8.3 % (2/24) der Patientinnen wiesen bei Primarerkrankung einen
hoch (Ki-67-Pl = 25.0 %) und 91.7 % (22/24) einen niedrig proliferierenden (Ki-67-Pl < 25.0 %)
Tumor auf. Im Rahmen der Rezidiverkrankung zeigte sich eine identische Verteilung.
Insgesamt lagen zu 100 % (24/24) konkordante Ki-67-Status zwischen Primarius und

Lokalrezidiv vor.

Rezidiv
] . n=24
Primarius n=2
n= 24 Ki-67 + (100 %) Konkordant
Ki-67 + |(n=2 24/24
(100 %)
Ki-67 - [ n=22
. n= 22
Ki-67 - (100 %)

Abbildung 17: Kon- bzw. Diskordanzraten des Ki-67-Status zwischen Primartumor und
Lokalrezidiv auf Basis der TMA-Ergebnisse.
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3.2.2.5 Intrinsischer Subtyp

In 42.9% (21/49) der 49 Gewebepaare konnte basierend auf den erneut bestimmten
Rezeptorstatus ein intrinsischer Subtyp sowohl flr den Primar- als auch den

korrespondierenden Rezidiviumor gebildet werden. Die Primartumore wiesen zu 61.9 %
(13/21) einen Luminal A-, zu 14.3 % (3/21) einen HER2-positiven und zu 23.8 % (5/21) einen
triple-negativen Subtyp auf. Die Rezidivtumore zeigten in 47.6 % (10/21) der Falle einen
Luminal A-, in 19.1 % (4/21) einen HER2-positiven und in 33.3 % (7/21) einen triple-negativen
Subtyp. Von den Primartumoren mit einem Luminal A-Subtyp (n=13) zeigten 76.9 % (10/13)
auch bei Rezidiverkrankung einen Luminal A-Subtyp. In 15.2% (2/13) wechselte ein
Primartumor vom Luminal A-Subtyp zu einem triple-negativen und in 7.7 % (1/13) zu einem

HER2-posiitiven Subtyp. Primartumore vom HERZ2-positiven und ftriple-negativen Subtyp

zeigten bei Rezidiverkrankung zu 100 % konkordante intrinsische Subtypen. Folglich konnten

insgesamt in 14.3 % (3/21) der vergleichbaren Falle diskordante und in 85.7 % (18/21)

konkordante intrinsische Subtypen zwischen Primarius und Lokalrezidiv verzeichnet werden.

Rezidiv
n= 21
Primarius
n= 21
LA n=10 (76.9 %)
HER2 + =1 (7.7 %
LA n=13 n ( %)
TN n=2(15.4 %)
Diskordant Konkordant
3/21 18/21
(14.3 %) (85.7 %)
HER2 + | n=3
HER2 + | n=3 (100 %)
TN n=5

TN n=5 (100 %)

Abbildung 18: Kon- bzw. Diskordanzraten von intrinsischen Subtypen zwischen
Primartumor und Lokalrezidiv auf Basis der TMA-Ergebnisse. LA, Luminal A; HER2+,
HER2-positiv; TN, triple-negativ.
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Tabelle 15: Zusammenfassung der auf TMA-Basis ermittelten Kon- bzw.
Diskordanzraten von ER, PgR, HER2, Ki-67 und intrinsischen Subtypen zwischen
Primarius und Lokalrezidiv (n= 49)

Parameter n* (%)**
ER
Vergleichbar 25 (100)
Konkordant 18 (72.0)
Positiv > Positiv 11 (44.0)
Negativ > Negativ 7 (28.0)
Diskordant 7 (28.0)
Positiv > Negativ 6 (24.0)
Negativ > Positiv 1(4.0)
Nicht auswertbar 24
PgR
Vergleichbar 25 (100)
Konkordant 17 (68.0)
Positiv > Positiv 10 (40.0)
Negativ > Negativ 7 (28.0)
Diskordant 8 (32.0)
Positiv > Negativ 6 (24.0)
Negativ > Positiv 2 (8.0)
Nicht auswertbar 24
HER2
Vergleichbar 28 (100)
Konkordant 26 (92.8)
Positiv > Positiv 3 (10.7)
Negativ > Negativ 23 (82.1)
Diskordant 2(7.2)
Positiv > Negativ 1(3.6)
Negativ > Positiv 1(3.6)
Nicht auswertbar 21
Ki-67
Vergleichbar 24 (100)
Konkordant 24 (100)
high > high 2 (8.3)
low > low 22 (91.7)
Diskordant 0
Nicht auswertbar 25
Intrinsischer Subtyp
Vergleichbar 21 (100)
Konkordant 18 (85.7)
LA —> LA 10 (47.6)
HER2+ —» HER2+ 3(14.3)
TN — TN 5(23.8)
Diskordant 3(14.3)
LA — HER2+ 1(4.8)
LA — TN 2 (9.5)
Nicht auswertbar 28

Anmerkung: * n= Anzahl, entspricht nichtimmer dem vollstandigen Patientenkollektiv, da in Einzelfallen keine Daten
auswertbar waren. ** Die Prozentangabe bezieht sich jeweils auf die Anzahl der auswertbaren Falle; ER,
Ostrogenrezeptor; PgR, Progesteronrezeptor; LA, Luminal A; HER2+, HER2-positiv; TN, triple-negativ.
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Tabelle 15 auf Seite 50 fasst die basierend auf den TMA-Ergebnissen ermittelten
Diskordanzraten zusammen. Vergleichbare Daten lagen fur den ER und PgR jeweils in 51.0 %
(25/49), fur den HER2 in 57.1 % (28/49) und fur den Ki-67-Pl in 48.9 % (24/49) der 49
Gewebepaare vor. Diskordante Ergebnisse konnten fiir den ER in 28.0 % (7/25), den PgR in
32.0 % (8/25) und den HER2 in 7.2 % (2/28) der vergleichbaren Falle nachgewiesen werden.
Fir den Ki-67-Status lagen ausschlieBlich konkordante Ergebnisse vor. Ein Vergleich des
intrinsischen Subtyps zwischen Primarius und Lokalrezidiv konnte in 42.9 % (21/49) der Falle

durchgefuhrt werden. Ein Subtypenswitch zeigte sich in 14.3 % (3/21) der Falle.

3.3 Vergleich der Ergebnisse von HER2-FISH und HER2-IHC

Die Bestimmung des HER2-Status erfolgte flir die 49 Primar- und 49 Rezidivtumore sowohl
mittels IHC als auch FISH. Fur 73.5% (36/49) der Primar- und 59.2% (29/49) der
Rezidivtumore konnte mittels beider Verfahren ein Ergebnis flir den HER2-Status erzielt
werden. Folglich konnte fir insgesamt 65 Tumore ein Vergleich der mittels IHC und FISH
erzielten HER2-Ergebnisse erfolgen. In 94.0 % (61/65) der Falle zeigten beide Testverfahren
ein Ubereinstimmendes HER2-Ergebnis. Diskordante Testergebnisse lagen demnach in 6.0 %
(4/65) der vergleichbaren Falle vor. Von den vier diskordanten Fallen, zeigten hierbei drei ein
unsicheres immunhistochemisches Ergebnis (Score 2+), wobei in zwei Fallen gleichzeitig ein
negatives und in einem Fall ein positives FISH-Ergebnis vorlag. In einem Fall konnte bei einem
negativen immunhistochemischen Ergebnis gleichzeitig ein positives FISH-Ergebnis

nachgewiesen werden.

Tabelle 16: Vergleich der Ergebnisse von HER2-FISH und HER2-IHC

HER2-IHC
01+ 2+ 3+ Gesamt
T nedativ Anzahl 51 2 53
(72} g % der Gesamtzahl (78.6 %) (3.0 %) — (81.6 %)
(1
&
% ositiv Anzahl 1 1 10 12
P % der Gesamtzahl (1.5 %) (1.5 %) (15.4 %) (18.4 %)
Gesamt Anzahl 52 3 10 65
% der Gesamtzahl (80.1 %) (4.5 %) (15.4 %) (100 %)

Anmerkung: IHC, Immunhistochemie; FISH, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
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4 Diskussion

Die in verschiedenen Publikationen angegebenen Inzidenzraten fur das Auftreten eines
lokoregionaren Rezidivs variieren je nach bewertetem Patienten- und Tumorkollektiv stark [54,
55, 62, 79-81]. Spronk et al. [63] konnten in einem 2018 verdffentlichten Review ein medianes
kumulatives Lokalrezidivrisiko von 6.2 % (SB: 1.9—11.1 %, medianes Follow-up von 10.5
Jahren) ermitteln. Die Vorhersage eines individuellen Rezidivrisikos bleibt dennoch schwierig.
Die von einem Lokalrezidiv betroffenen Frauen stellen hinsichtlich der Entwicklung von
Fernmetastasen und Mortalitdt eine Hochrisikogruppe dar [9, 82, 83]. Bei einer optimalen
Therapie besteht dennoch eine Chance auf Heilung. Lange orientierte sich das bei Eintreten
einer Rezidiverkrankung gewahlte Therapieregime an den bei Primarerkrankung erhobenen
Rezeptorstatus. Seit den 70er Jahren konnte in Studien jedoch wiederholt gezeigt werden,
dass es zwischen Primar- und Rezidivtumoren eines Mammakarzinoms zu einem Wechsel im
Biomarkerprofil und damit auch im intrinsischen Subtyp kommen kann [84-86]. Da das
Biomarkerprofil maRgeblich die Wahl der Therapie bestimmt, wird heutzutage, wann immer
maoglich, eine Reevaluation des Biomarkerstatus bei Eintreten einer Rezidiverkrankung
angestrebt, um eine optimale Therapie gewahrleisten zu kénnen [9, 37, 87]. Trotz der
wachsenden Evidenz fir eine gewisse Diskordanzrate im Biomarkerprofil bzw. im intrinsischen
Subtyp zwischen Primarius und Lokalrezidiv eines Mammakarzinoms wird bis heute
kontrovers Uber die Haufigkeit eines solchen Auftretens diskutiert [83, 86, 88-94]. Im Fokus
der Kritik steht insbesondere, dass ein Grofteil der Veroffentlichungen mit Angaben zu
Diskordanzraten auf der Analyse retrospektiv erhobener Daten basiert [86]. Eine Ubertragung
dieser Ergebnisse auf die ,Jetzt-Zeit® erscheint hierbei aufgrund der sich stetig
weiterentwickelnden, sensitiveren Nachweisverfahren (andere Farbemethoden, andere

Antikérper, andere Vorbehandlung) schwierig.

In der hier vorgestellten Arbeit wurde das Biomarkerprofil (ER, PgR, HER2, Ki-67) von
gepaarten Primar- und Lokalrezidivtumoren eines Mammakarzinoms erneut unter hoch
standardisierten Bedingungen bestimmt. Mit der Herstellung eines TMAs, einer der meist
angewandten Gewebehochdurchsatzmethoden, konnte dies gewahrleistet werden. Insgesamt
wurden 49 gepaarte Tumorproben (Primarius und Lokalrezidiv) zur gleichen Zeit mit der
gleichen Methode auf entsprechende Biomarker untersucht und durch denselben Pathologen
bewertet, sodass einige wichtige, auf die Diskordanzrate Einfluss nehmende, praanalytische
und analytische Variablen (z. B. eine unterschiedliche Vorbehandlung der Gewebeproben, der
Gebrauch unterschiedlicher Antikérper fir die IHC bzw. FISH oder eine Interobserver-
Variabilitat bei der Auswertung der Proben) ausgeschlossen werden konnten [22, 95]. In den
Fallen, in denen kein Gewebematerial fir die TMA-Herstellung gesichert werden konnte

(n=51), erfolgte eine Auswertung der Diskordanzraten basierend auf retrospektiv erhobenen
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Rezeptorstatus. In dieser Arbeit wurden somit zwei Kollektive getrennt auf inre Biomarker- und

Subtypendiskordanzraten untersucht.

4.1 Beschreibung der Studienkohorte

Die fUr das ausgewahlte Patientenkollektiv (n= 100) erhobenen klinisch-pathologischen Daten
werden im Folgenden auf ihre Validitat Gberpruft. Das mediane Alter bei Erst- und
Rezidivdiagnose lag in unserer Studie bei 55 bzw. 64 Jahren. Im Vergleich dazu gab das
Robert-Koch-Institut mit 64 Jahren ein deutlich héheres medianes Erkrankungsalter bei
Erstdiagnose flr die Gesamtheit aller Brustkrebspatientinnen an [2]. In Anbetracht der
Tatsache, dass sich unsere Studie ausschlieBlich auf Patientinnen mit der Entwicklung eines
Lokalrezidivs konzentrierte, ist davon auszugehen, dass die Primartumore unseres
Patientenkollektivs generell durch eine erhdhte Aggressivitdt gekennzeichnet waren und
mdglicherweise deshalb zu einer frilheren Ersterkrankung flihrten. Damit ist das jingere Alter
bei Primardiagnose in unserer Studie am ehesten als Selektionsbias zu werten. Bestarkt wird
diese Annahme dadurch, dass Studien, die sich ebenfalls nur auf Patientenkollektive mit der
Entwicklung einer Rezidiverkrankung bezogen, weitestgehend ahnliche Angaben fiir das Alter
bei Primar- und Rezidivdiagnose machten [54, 70, 88, 89, 96].

Die Dauer des Intervalls von der Erst- bis zur Rezidivdiagnose betrug in unserer Studie im
Mittel 74 und im Median 63 Monate (SB: 3—-232 Monate) und lag damit im Vergleich zu anderen
Studienergebnissen im oberen Mittelfeld [70, 88, 91, 92]. Generell variierten die in der Literatur
vorzufindenden Angaben Uber die Dauer des Intervalls von der Erst- bis zur Rezidivdiagnose
stark. So zeigte eine Studie von Thompson et al. [88] ein mittleres Intervall von 106.7 Monaten
und eine Studie von Montagna et al. [83] ein medianes Intervall von 31.2 Monaten. Am ehesten
I&sst sich diese Heterogenitat darauf zurtuckfuhren, dass sich die in den jeweiligen Studien
untersuchten Tumore bei Primardiagnose wesentlich in ihren Tumorcharakteristika und damit
gleichzeitig in ihrer Prognose bzw. Aggressivitat unterschieden [46, 47, 97] . So zeigte sich der
Anteil hormonrezeptorpositiver Primartumore mit einer tendenziell besseren Prognose und
einem entsprechend langerem rezidivfreien Intervall [46] in der von Thompson et al. [88]
durchgefuhrten Studie deutlich hdéher als in unserer Studie. Gleichzeitig war der Anteil von
triple-negativen Primartumoren mit einer tendenziell schlechteren Prognose [46] in der von
Montagna et al. [83] untersuchten Studienkohorte wesentlich hdher als in unserer Studie.
Darlber hinaus kénnten die unterschiedlichen Angaben fir die Dauer des Intervalls von
Primar- bis Rezidivdiagnose dadurch beeinflusst worden sein, dass sich einige der zum
Vergleich herangezogenen Studien in ihre Auswertung nicht ausschlieRlich auf Lokalrezidive,

sondern auch auf Fernmetastasen bezogen [70, 88, 91].
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4.2 Biomarker- und Subtypendiskordanzen zwischen Primarius und

Lokalrezidiv eines Mammakarzinoms

Verschiedene retro- sowie prospektive Studien beschreiben zwischen Primar- und
Rezidivtumoren eines Mammakarzinoms Diskordanzen in der Biomarkerexpression (ER, PgR,
HER2 und Ki-67) und im intrinsischen Subtyp. Nur wenige Studien differenzieren in ihrer
Auswertung hierbei zwischen Lokalrezidiv und Fernmetastase, sodass sich die angegebenen
Diskordanzraten haufig auf beide Formen der Rezidiverkrankung beziehen [69, 91, 98].
Studien, die fir die jeweiligen Rezidivformen separate Diskordanzraten ermittelten, gaben

zwischen Primarius und Lokalrezidiv Diskordanzraten zwischen 5.5 % und 23.1 % fiir den ER,
zwischen 12.0 % und 33.0 % fir den PgR, zwischen 1.1 % und 26.3 % fir den HER2 und
zwischen 18.8 % und 40.0 % fir den Ki-67-Pl an [83, 86, 88-94, 99]. Fir den intrinsischen

Subtyp lagen nur sehr wenige Studien vor, die sich ausschliellich auf die Diskordanzrate
zwischen Primarius und Lokalrezidiv konzentrierten. Die zum Vergleich herangezogenen
Diskordanzraten bezogen sich daher mehrheitlich auf beide Formen der Rezidiverkrankung
und lagen zwischen 21.0 % und 24.7 % [69, 70, 83, 89, 98].

Auch in dieser Arbeit wiesen einige der untersuchten Tumorpaare diskordante ER-, PgR-,
HER2- und Ki-67-Ergebnisse sowie einen intrinsischen Subtypenswitch auf. Da die ermittelten
Diskordanzraten in unserer Arbeit zum einen auf der Erhebung retrospektiver Daten und zum
anderen auf den Ergebnissen einer TMA-Auswertung basierten, werden die Ergebnisse im
Folgenden fiir beide Kollektive getrennt diskutiert und in den Kontext der aktuellen Studienlage

eingeordnet.

Das auf retrospektiven Daten basierende Kollektiv zeigte mit 37.5% (6/16) die hochste
Diskordanzrate fir den Ki-67-Pl, gefolgt vom PgR mit 29.3 % (12/41), dem HER2 mit 25.9 %
(7/27) und abschlieRend dem ER mit 16.6 % (7/42). Die Anzahl an negativ-Konversionen
(n=20; ER: 4 Falle, PgR: 8 Falle, HER2: 5 Falle, Ki-67: 3 Falle) Gberstieg dabei die der positiv-
Konversionen (n=12; ER: 3 Falle, PgR: 4 Falle, HER2: 2 Falle, Ki-67: 3 Falle), wobei am
haufigsten ein PgR-Verlust (n=8) auftrat. Zu leicht abweichenden Ergebnissen kamen Aurilio

et al., die in einer umfangreichen Metaanalyse zwischen Primarius und lokoregiondrem

Rezidiv gepoolte Diskordanzraten von 26.0 % (95 % Konfidenzintervall (KI): 21.0-32.0 %) fir
den PgR, von 16.0 % (95 % KI: 11.0-22.0 %) fur den ER und von 6.0 % (95 % KI: 3.0-9.0 %)

fir den HER2 angaben. Fir den ER und PgR zeigten sich damit tbereinstimmende, flr den
HER2 jedoch deutlich niedrigere Diskordanzraten als in unserer Studie. Der am haufigsten

beobachtete Rezeptorwechsel war konkordant zu unseren Ergebnissen ein PgR-Verlust.
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Ebenfalls verzeichneten Aurilio et al. insgesamt haufiger einen Rezeptorverlust als -zugewinn.
Hinsichtlich des Ki-67-Pl konnten Montagna et al. [83] in einer retrospektiven Studie (n= 279)
zwischen Primarius und lokoregionarem Rezidiv eine Diskordanzrate von 18.8 % nachweisen.
Hauptsachlich erfolgte der Switch durch einen Zugewinn von Ki-67 im Rahmen der
Rezidiverkrankung. Anders als in unserer Studie wurde fur die Differenzierung von hoch bzw.
niedrig proliferierenden Tumoren jedoch ein Cut-off-Wert von 14.0 % anstatt 25.0 % gewahlt,
sodass ein Vergleich nur eingeschrankt mdglich war. Fir den ER und PgR wiesen Montagna
et al. [83] mit 9.0 % und 22.0 % ahnlich hohe und flir den HER2 mit 4.0 %, wie Aurilio et al.
deutlich niedrigere Diskordanzraten als in unserer Studie nach. Zusammenfassend lasst sich
feststellen, dass die von uns ermittelten Diskordanzraten fir den ER und PgR weitestgehend
den Ergebnissen anderer retrospektiver Studien entsprechen. Die von uns ermittelten

Diskordanzraten fur den Ki-67-Pl und den HERZ2 hingegen lagen im Vergleich deutlich hoher.

Die Analyse der TMA-Ergebnisse unseres Kollektivs ergab mit 32.0 % (8/25) die hochste
Diskordanzrate fur den PgR, gefolgt von 28.0 % (7/25) fir den ER und von 7.2 % (2/28) fir

den HER2. Fir den Ki-67-Pl lagen ausschlieRlich konkordante Ergebnisse vor. Damit zeigten
sich im Vergleich zum retrospektiven Datenvergleich fir den ER und PgR &hnlich hohe und
fur den HERZ2 sowie Ki-67 deutlich niedrigere Diskordanzraten. Ebenso kam es wie in ersterem

Kollektiv haufiger zu einem Rezeptorverlust (n=13; ER: 6 Falle, PgR: 6 Falle, HER2: 1 Fall)
als -zugewinn (n= 4; ER: 1 Fall, PgR: 2 Falle, HER2: 1 Fall). Insgesamt bestatigen unsere

Ergebnisse damit friihere Publikationen, die ebenfalls haufiger einen Wechsel im Hormon- als
im HER2-Status sowie haufiger einen Rezeptorverlust als -zugewinn beobachteten [70, 89,
92, 93]. So zeigte eine prospektive Studie von Thompson et al. [88], in der ebenfalls basierend
auf einer TMA-Konstruktion die Biomarker von Primarius und Lokalrezidiv reevaluiert und
verglichen wurden, Diskordanzraten von 25.0 % fur den PgR, von 10.2 % fur den ER und von
2.3 % fur den HER2. Auch Sho Shiino et al. [89] und Idirisinghe et al. [93] konnten, basierend
auf einer matched-pair-Analyse (n= 104 und n= 45) Diskordanzraten von 24.0 % bzw. 33.0 %
fir den PgR, von 15.4 % bzw. 13.0 % fir den ER und von 3.8 % bzw. 2.0 % fir den HER2
ermitteln. Fir den Ki-67-Pl wiesen Carreno et al. [94] mittels einer TMA-basierten
matched-pair-Analyse mit 25 Patientinnen eine Diskordanzrate von 40.0 % nach und zeigten

damit im Vergleich zu unserer Studie deutlich abweichende Ergebnisse. In 7 von 10 Fallen
kam es in Carrenos Studie zu einem Switch von einem niedrig zu einem hoch proliferierenden

Tumor, wobei auch in dieser Studie ein anderer Cut-off-Wert (10.0 %) flr hoch- bzw.

niedrigproliferierende Tumore als in unserer Studie (25.0 %) gewahlt wurde.
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In der Zusammenschau der Ergebnisse lassen sich flr beide untersuchten Kollektive trotz der
ausgepragten Heterogenitat der Analysemethodik, Parallelen in der Verteilung der einzelnen
Biomarkerdiskordanzraten erkennen. In Analogie zu einer Vielzahl frGherer Publikationen
stellte sich fur beide Kollektive eine hohe Diskordanzrate fir den PgR infolge eines
PgR-Verlustes dar, wobei insgesamt haufiger ein Rezeptorverlust als -zugewinn verzeichnet
wurde [86, 88, 90]. Daruber hinaus zeigte sich sowohl fir das auf TMA- als auch fir das auf
retrospektiven Daten basierende Kollektiv in 3 der 7 (43.0%) bzw. 4 der 7 (57.0%)
diskordanten ER-Félle jeweils ein gleichgerichteter Wechsel im PgR. Dies bestarkt die
Annahme, dass die PgR-Expression durch den ER reguliert werden kdnnte [26]. Hinsichtlich
der ermittelten Diskordanzraten fir den HER2 und den Ki-67-PI divergierten die Ergebnisse
beider Kollektive hingegen deutlich. Mogliche Grinde daflir werden spater in dieser Arbeit
diskutiert.

Basierend auf den erhobenen Biomarkerstatus konnte fur beide untersuchten Kollektive in
jeweils 21 Fallen ein intrinsischer Subtypenvergleich zwischen Primarius und Lokalrezidiv
erfolgen. Ein Subtypenswitch trat fir das auf retrospektiven Daten basierende Kollektiv in
33.3 % (7/21) (s. Abbildung 13, S. 40) und fur das auf TMA-Ergebnissen basierende Kollektiv
in 14.3 % (3/21) (s. Abbildung 18, S. 49) der vergleichbaren Falle auf. Frihere Publikationen
geben fiur den intrinsischen Subtyp zwischen Primarius und Rezidiverkrankung
Diskordanzraten zwischen 21.0 % und 24.7 % an. Im Vergleich liegen die von uns ermittelten

Subtypendiskordanzraten damit fir das auf retrospektiven Daten basierende Kollektiv etwas
hoher und fir das auf TMA-Ergebnissen basierende Kollektiv etwas niedriger.
Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen beobachteten friihere Publikationen ebenfalls
haufiger einen Subtypenswitch bei Primartumoren vom Luminal- und HER2-Subtyp als bei
Primartumoren vom TN-Subtyp [69, 70, 83, 89, 98]. Im Unterschied zu unserer Studie bezogen
sich die zum Vergleich herangezogenen Publikationen [69, 70, 89, 98] jedoch mehrheitlich auf
alle Arten der Rezidiverkrankung und unterschieden folglich nicht zwischen einer
Subtypendiskordanz zwischen Primarius und Lokalrezidiv und Primarius und Fernmetastase.
Darlber hinaus erfolgte zumeist keine Bestimmung des Ki-67-Wertes, sodass die
Subtypendefinition ausschlieRlich auf der Erhebung der Surrogatparameter ER, PgR und
HER?2 basierte. Eine Differenzierung der Subtypen Luminal A (ER-/PgR-positiv, HER2-negativ,
Ki-67 niedrig) und Luminal B (ER-/PgR-positiv, HER2 negativ, Ki-67 hoch) auf der Basis des

Ki-67-Wertes erfolgte damit, anders als in unserer Arbeit, nicht.

Die in der Literatur diskutierten Hypothesen, die den Mechanismus eines Biomarker- bzw.
Subtypenswitches zwischen Primarius und Rezidiverkrankung erklaren sollen, sind vielfaltig.

Unter anderem werden die Art der Fixierung und Vorbereitung der IHC-Farbung bzw. FISH,
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unterschiedliche Cut-off-Werte fiir positive Rezeptorstatus, eine Interobserver-Variabilitat [22,
95, 100], eine intratumorale Heterogenitat [101], eine therapiebedingte Veranderung der
Tumorzelle [102], eine genetische Instabilitat der Tumorzelle oder eine klonale Selektion einer
Tumorzellsubpopulation [103, 104] als Grinde angefiihrt. Wie anfangs beschrieben,
versuchten wir einige der aufgeflihnrten Faktoren durch die Konstruktion eines TMAs
auszuschalten. Doch insbesondere die flr das retrospektive Kollektiv ermittelten
Diskordanzraten, kdnnten durch einige der genannten Griinde beeinflusst worden sein. So
zeigte sich bei einem direkten Vergleich der einzelnen Biomarkerdiskordanzraten, dass das
auf retrospektiven Daten basierende Kollektiv deutlich héhere Diskordanzraten fiir den HER2

(25.9 % vs. 7.2 %) und den Ki-67-PI (37.5 % vs. 0 %) aufwies, als das auf TMA-Ergebnissen

basierende Kollektiv. Ursachlich hierflr kdnnten unter anderem oben genannte technisch-
analytische Faktoren sein. Denn ein Grofdteil der Biomarkerbestimmungen des retrospektiven
Kollektivs, vor allem die der Primartumore, lag teilweise Jahre oder sogar Jahrzehnte zurlick.
Gleichzeitig kam es im Verlauf zu einer Weiterentwicklung der zum Einsatz kommenden
Testverfahren, Fixierungsmethoden, Reagenzien, Antikorper und Bewertungsalgorithmen
[22]. Insbesondere die Empfehlungen zur HER2- [29, 105] und Ki-67-Bestimmung [106, 107]
unterlagen wiederholt Veranderungen, wobei fiir die Bestimmung und Evaluation des Ki-67-PI
bis heute keine einheitliche internationale Leitlinie vorliegt [40]. Es stellt sich daher die Frage,
wie verladsslich und reproduzierbar die retrospektiv erhobenen Ergebnisse der
immunhistochemischen Farbungen bzw. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen wirklich sind
[22, 40, 87, 108]. Unter anderem Amir at al. [109] berichteten nach einer Reevaluation der
Tumorproben von sich deutlich zum Originalbericht unterscheidenden Diskordanzraten.
Zumindest teilweise erscheint die Entstehung von diskordanten Biomarkerergebnissen,
insbesondere fiir retrospektive Daten, durch technisch-analytische Fehler erklarbar. Dennoch
weisen verschiedene Gegebenheiten darauf hin, dass noch andere Faktoren in der
Entstehung von Biomarkerdiskordanzen eine Rolle spielen. So geben Aurilio et al. [86] zu
bedenken, dass die Anzahl an Rezeptorverlusten und -zugewinnen sowie die Diskordanzraten
fir die einzelnen Rezeptoren bei einem rein zufalligen Entstehen aufgrund technisch-
analytischer Fehler, annahernd gleich hoch sein mussten. Das Gegenteil ist jedoch der Fall.
Studien berichten in der Mehrzahl der Falle von einer héheren Anzahl an Rezeptorverlusten
als -zugewinnen und von sich deutlich unterscheidenden Einzelrezeptordiskordanzraten, mit
der hochsten Diskordanzrate in der Regel flir den PgR, gefolgt vom ER und abschlieliend dem
HER2 [83, 86, 88, 89, 92].

Neben der Ursachenklarung eines Biomarker- bzw. Subtypenswitches stellt sich die Frage
nach dessen prognostischer und klinischer Implikation. Hierzu liegen in der Literatur
widersprichliche Angaben vor. Verschiedene retrospektive Studien gehen davon aus, dass

eine Biomarker- bzw. Subtypendiskordanz zwischen Primarius und Rezidiverkrankung mit
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einer signifikant schlechteren Prognose assoziiert ist. Insbesondere ein ER- oder HER2-
Verlust bzw. ein Wechsel zu einem TN-Subtyp wird hierbei mit einem reduzierten Uberleben
nach Rezidiverkrankung sowie einem reduzierten Gesamtiiberleben in Verbindung gebracht
[69, 70, 89, 99, 110]. Eine prospektive Studie von Amir et al. [109] hingegen konnte nach
Anpassung der Therapie an den jeweiligen Rezeptorstatus der Rezidiverkrankung keinen
signifikanten Unterschied im Gesamtiberleben zwischen Rezeptor-konkordanten (medianes
Uberleben: 27.6 Monate) und Rezeptor-diskordanten (medianes Uberleben: 30.2 Monaten)
Tumoren feststellen. Daher gehen Amir et al. vielmehr davon aus, dass die von verschiedenen
retrospektiven Studien mit einem reduzierten Uberleben in Verbindung gebrachte
Rezeptordiskordanz, nicht auf die Rezeptordiskordanz an sich, sondern auf eine inadaquate
Therapiewahl zurlickzufiihren ist. Zu einem ahnlichen Schluss kommen Liedtke et al. [110],
die das in ihrer Studie ermittelte reduzierte Uberleben von Patientinnen mit
rezeptordiskordanten Tumoren zumindest teilweise darin begriindet sehen, dass diese
aufgrund eines falsch-positiv oder falsch-negativ ermittelten Rezeptorstatus eine ineffektive
bzw. keine effektive Therapie erhielten. Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung eines
PgR-Verlustes liegen ebenfalls kontroverse Daten vor. Obwohl ein PgR-Verlust keinen
mafigeblichen Einfluss auf die therapeutische Entscheidungsfindung hat, werten verschiedene
Autoren den PgR-Status in ER-positiven Patientinnen als pradiktiven Marker fur das
Ansprechen auf eine endokrine Therapie. Folglich wird ein PgR-Verlust mit einem reduzierten
Ansprechen auf eine endokrine Therapie und einem damit verbundenen Shift zu einem
aggressiveren Phanotyp mit einem reduzierten Gesamtiberleben assoziiert [26, 86, 92, 109,
111]. Studiengruppen um Lindstrém et al. [90], Dieci et al. [70] oder die Early Breast Cancer
Trialists™ Collaborative Group [112] hingegen konnten einem PgR-Verlust keine prognostische
oder pradiktive Bedeutung zumessen. Ob die Hohe bzw. ein Zugewinn oder Verlust von Ki-67
im Rahmen der Rezidiverkrankung einen ahnlichen Einfluss auf die Prognose hat wie bei
Primarerkrankung, ist bisher unklar. Studien, die die Ki-67-Werte zwischen Primar- und
Rezidivtumoren untersuchten, verzeichneten zumeist eine Zunahme von Ki-67 im
Rezidivtumor [83, 94, 98]. Insgesamt lagen jedoch nur wenige vergleichbare Daten fir den
Ki-67-PI vor, was vermutlich am ehesten auf die bis heute mangelnde Standardisierung und
Reproduzierbarkeit der immunhistochemischen Bestimmung zurlickzufiihren ist [40]. Die
dringliche  Notwendigkeit einer internationalen Standardisierung und Leitlinien-
Implementierung zur Ki-67-Bestimmung wird hier nochmals deutlich. Denn insbesondere flr
Patientinnen mit einem Luminal-Tumor ist eine valide Ki-67-Bestimmung zur Differenzierung

der Subtypen Luminal A und Luminal B von groR3er, vor allem pradiktiver Bedeutung [41-43].

Inwiefern eine erneute Biomarkerbestimmung des Rezidivtumors tatsachlich die klinische
Entscheidungsfindung beeinflusst, wurde unter anderem von Amir et al. [109], Thompson et

al. [88], Bogina et al. [92] und Curigliano et al. [113] untersucht. Sie bestimmten den Anteil
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derjenigen  Patientinnen, deren  Therapieplanung sich  basierend auf den

Biomarkerergebnissen der Re-Biopsie dnderte. Dies war je nach Publikation in jeweils 14.0 %,
17.5%, 7.3 % und 12.1 % der untersuchten Gewebeproben der Fall, wobei ein Zugewinn im

ER- und HER-Status am haufigsten die Wahl der Therapie beeinflusste [87]. Ob sich ein an
den Rezeptorergebnissen der Rezidiverkrankung orientierender Therapieplan tatsachlich auf
das Uberleben von Patienten auswirkt, ist bislang ungeklart. Amir et al. [109] konnten, wie
oben bereits beschrieben, lediglich nachweisen, dass ein rezeptordiskordantes Ergebnis
zwischen Primarius und Rezidiv im Vergleich zu einem rezeptorkonkordanten Ergebnis keinen
Einfluss auf das Gesamtlberleben von Patientinnen hat, wenn eine entsprechende
Modifikation der Therapie erfolgt war. Die diesbezlglich geringe Datenlage ist vermutlich
darauf zurlickzufihren, dass sich die Durchflihrung von randomisiert kontrollierten Studien in

diesem Setting als schwierig erweist.

4.3 Methodenvergleich: HER2-IHC und HER2-FISH

Der HER2-Status ist, wie in der Einleitung bereits beschrieben, von wichtiger prognostischer
sowie pradiktiver Bedeutung. Seine korrekte Bestimmung ist daher obligat. Die derzeit
gangigsten Methoden zur Bestimmung des HER2-Status stellen die Immunhistochemie (IHC)
und die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) dar [105, 107]. Die IHC weist hierbei eine
HER2-Uberexpression auf Proteinebene und die FISH eine HER2-Genamplifikation auf
DNA-Ebene nach. Beide Verfahren werden von der American Society of Clinical
Oncology/College of American Pathologists (ASCO/CAP) als gleichwertig angesehen.
Grundvoraussetzung hierfir sind jedoch hochkonkordante Ergebnisse fir die FISH und die
IHC. Labore, die eine HER2-Bestimmung durchfiihren, sind daher dazu angehalten,
regelmaflig die Konkordanz zwischen den von ihnen eingesetzten Testverfahren zu
kontrollieren [29, 105, 114].

Um die Konkordanzrate beider Testverfahren in unserer Studie zu bestimmen, erfolgte die
HER2-Bestimmung fir das TMA-basierte Kollektiv sowohl mittels IHC als auch mittels FISH.
Fir beide Verfahren zeigten sich mit 94.0 % (61/65) in hohem Mal3e konkordante Ergebnisse.

Insgesamt lagen vier diskordante Ergebnisse vor. Davon stellte sich in drei Fallen ein
unsicheres IHC-Ergebnis (Score 2+) dar, unter deren Ausschluss sogar eine Konkordanzrate

von 98.4 % (61/62) erreicht werden konnte. In einem Fall konnte bei einem negativen

IHC-Ergebnis ein positives HER2-FISH-Ergebnis nachgewiesen werden. Als mdgliche
Ursache fir eine fehlende Uberexpression des HER2-Proteins trotz HER2-Genamplifikation
werden in der Literatur verschiedene Grunde diskutiert. Unter anderem werden eine
mangelhafte Gewebefixation mit einem Antigenverlust, eine nur geringe Genamplifikation, eine

Runterregulation der Transkription oder eine post-transkriptionale bzw. post-translationale
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Modifikation mit konsekutiv geringeren HER2-Proteinleveln oder aberranten Epitopregionen
als Grunde angefiihrt [115-117]. Insgesamt erflillten unsere Ergebnisse die Anforderungen der
ASCO/CAP [118] zufriedenstellend, sodass von einer hohen Genauigkeit und Reliabilitat der

von uns eingesetzten Testverfahren ausgegangen werden kann.

4.4 Limitationen

Diese Arbeit weist verschiedene Limitationen auf, die bei der Interpretation der Ergebnisse
berlcksichtigt werden sollten. Zum einen konnte nur fur einen Teil des insgesamt kleinen
Patientenkollektivs eine Untersuchung auf TMA-Basis erfolgen, sodass ein Grofteil unserer
Studienergebnisse ausschliellich auf retrospektiven Daten basiert, was die Aussagekraft der
Ergebnisse insgesamt mindert. Zum anderen definierten wir das Lokalrezidiv als einen in der
ipsilateralen Brust erneut auftretenden Tumor, ohne diesen in Bezug zu der Tumorlokalisation

(z. B. Quadrant) der Primarerkrankung zu setzen. Damit kann nicht ausgeschlossen werden,

dass die von uns als Lokalrezidiv gewerteten Tumore eigentlich Zweittumore mit einer
entsprechend eigenen Tumorbiologie darstellten. Zudem sind Fehler bei der Erhebung und

Auswertung der Daten nicht vollends auszuschlieRen.
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5 Zusammenfassung

Trotz effektiver Therapiemoglichkeiten entwickelt ein gewisser Anteil von Patientinnen nach
der Therapie eines primaren Mammakarzinoms ein Lokalrezidiv. Mal3geblich entscheidend flr
das Outcome dieser Patientinnen ist die Wahl einer optimalen Rezidivtherapie. Friher
orientierte sich diese an den bei Primarerkrankung erhobenen subtypendefinierenden
Biomarkerstatus (Ostrogenrezeptor (ER), Progesteronrezeptor (PgR), HER2 und Ki-67). Da
verschiedene Studien jedoch nachweisen konnten, dass zwischen Primar- und
Rezidiverkrankung diskordante Biomarkerstatus bzw. intrinsische Subtypen vorliegen kénnen,
erfolgt heutzutage, wann immer moglich, eine Reevaluation entsprechender
subtypendefinierender Marker. Trotz der zunehmenden Evidenz fir eine gewisse Rate an
diskordanten Rezeptorstatus bzw. intrinsischen Subtypen zwischen Primarius und
Rezidiverkrankung eines Mammakarzinoms wird bis heute kontrovers Uber die tatsachliche
Haufigkeit einer solchen Diskordanz diskutiert. Kritisiert wird insbesondere, dass ein Grolteil
der Studien mit Angaben zu diskordanten Rezeptorstatus auf retrospektiv erhobenen Daten
basiert, deren Verlasslichkeit als unzureichend beurteilt wird.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, einen Tissue Microarray (TMA) aus gepaarten
Tumorgewebeproben (Primartumor und Lokalrezidiv) zu erstellen. Dieser sollte dann in einem
zweiten Schritt auf die subtypendefinierenden molekularen Marker (ER, PgR, HER2 und Ki-67)
erneut untersucht und maogliche Diskordanzraten ermittelt werden. Insgesamt konnten wir 100
Patientinnen identifizieren, die zwischen 1994 und 2015 ein Lokalrezidiv entwickelten und
sowohl bei Primar- als auch Rezidiverkrankung im Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf
operativ behandelt wurden. Flr 49 Patientinnen konnte eine TMA-basierte Reevaluation
erfolgen. Fir 51 weitere Patientinnen erfolgte die Bestimmung der Diskordanzraten aufgrund
fehlenden Gewebematerials auf der Basis retrospektiv erhobener Daten.

In beiden untersuchten Kollektiven zeigten sich zu einem gewissen Anteil diskordante
Einzelrezeptorstatus bzw. intrinsische Subtypenswitches zwischen Primarius und Lokalrezidiv.
Die Analyse der TMA-Ergebnisse ergab dabei fiir den ER, PgR und HER2 eine Diskordanzrate
von jeweils 28.0%, 32.0% und 7.2%. Fur den Ki-67-Pl zeigten sich ausschlief3lich

konkordante Ergebnisse. Fur das auf retrospektiven Daten basierende Kollektiv stellten sich
fir den ER, PgR, HERZ2 und Ki-67-PI jeweils Diskordanzraten von 16.6 %, 29.3 %, 25.9 % und
37.5 % dar. Insgesamt fiihrten die diskordanten Einzelrezeptorstatus zwischen Primarius und

Lokalrezidiv fir das auf TMA-Ergebnissen basierende Kollektiv in 14.3 % und fur das auf
retrospektiven Daten basierende Kollektiv in 33.3 % der vergleichbaren Falle zu einem
Wechsel im intrinsischen Subtyp.

Damit konnten wir die Beobachtungen friiherer Publikationen bestatigen und demonstrieren,
dass auch unter hoch standardisierten Bedingungen eine gewisse Instabilitdt der Biomarker

im Verlauf des Tumorprogresses vorliegt. Die Ergebnisse bestatigen die dringende
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Notwendigkeit einer Re-Biopsie bei Eintreten einer Rezidiverkrankung, um eine optimale
Therapie gewahrleisten zu kdénnen. Diese wirde neben einer verbesserten pradiktiven
Genauigkeit hinsichtlich des Einsatzes spezieller zielgerichteter Therapien zudem
Fehldiagnosen und damit unnétige oder sogar falsche Therapien verhindern. Basierend auf
den Daten verschiedener Publikationen ist zudem anzunehmen, dass auch zwischen
Primarius und Fernmetastase ahnlich haufig diskordante Einzelrezeptorstatus bzw.
intrinsische Subtypen auftreten. Daher sollte in jedem Fall auch bei nicht mehr operativ
behandelbaren Rezidivfallen (M1) eine erneute Bestimmung der subtypenbestimmenden
Biomarker angestrebt werden. Welchen Effekt bzw. prognostischen Vorteil eine Re-Biopsie
mit Anpassung der Therapie an den Biomarkerstatus der Rezidiverkrankung hat, ist bisher
unklar. Es wird jedoch immer deutlicher, dass die molekulare Charakterisierung des
Rezidivtumors Arzte in ihren (Be-)Handlungsentscheidungen wesentlich beeinflusst. Um
entsprechende Zusammenhange zu klaren, bedarf es weiterer prospektiver, wenn maoglich

randomisierter Studien.
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6 Summary

Despite effective therapeutic options, a certain number of patients develop a local recurrence
after treatment for primary breast cancer. A decisive factor for the outcome of these patients
is the choice of an optimal recurrence therapy. Previously, the recurrence therapy was based
on the status of the subtype-defining biomarkers (oestrogen receptor (ER), progesterone
receptor (PgR), HER2 and Ki-67) determined for the primary tumour. However, various studies
have shown that the biomarker status and hence the intrinsic subtype of the recurrent disease
may differ from the primary tumour. For that reason, today, a re-evaluation of corresponding
subtype-defining markers is carried out whenever possible. Despite the increasing evidence
for discordant receptor statuses and intrinsic subtypes between primary and recurrent breast
cancer, its actual frequency is still controversially discussed. More precisely, most of the
available data on discordant receptor statuses has been collected in retrospective studies, the
reliability of which is judged to be insufficient.

Therefore, the aim of this work was to build a tissue microarray (TMA) from paired tumour
tissue samples (primary tumour and locoregional recurrence). In a second step, the TMA
should then be re-examined for the subtype-defining markers (ER, PgR, HER2 and Ki-67) and
corresponding rates of discordance determined. In total we were able to identify 100 patients
who developed a locoregional recurrence between 1994 and 2015 and were treated surgically
at the University Medical Center Hamburg Eppendorf in both primary and recurrent disease.
We performed a TMA-based evaluation for 49 patients and determined the discordance rates
for further 51 patients using retrospectively collected data due to missing tissue material.
Both in our TMA-based samples as well as in our samples based on retrospective data, we
found rates of discordant single-receptor statuses and intrinsic subtypes. The analysis of the
TMA results showed discordance rates for ER, PgR and HER2 in 28.0 %, 32.0 % and 7.2 %,
respectively. For Ki-67, the TMA-based collective showed exclusively concordant results. For
the collective based on retrospective data, the discordance for ER, PgR, HER2 and Ki-67 was

16.6 %, 29.3 %, 25.9% and 37.5 %, respectively. Overall, the discordant single-receptor

statuses between primary and locoregional recurrence led to a change in the intrinsic subtype
in 14.3 % of the TMA-based cases and in 33.3 % of comparable cases in the collective based
on retrospective data.

To conclude, we were able to confirm findings from previous studies regarding discordance
rates between primary and recurrent breast cancer. This demonstrates that even under highly
standardized conditions, there is an instability of the biomarkers in the course of tumour
progression. Hence, our results confirm the urgent need for a re-biopsy in case of recurrent
disease in order to ensure an optimal therapy. In addition to improved predictive accuracy
regarding the use of specific targeted therapies, a re-biopsy may also prevent misdiagnosis

and, accordingly, avert unnecessary or wrong therapies. Based on the data of various
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publications, we can assume that there is a similar frequency of discordant single-receptor
statuses and intrinsic subtypes between primary tumour and distant metastasis (M1).
Therefore, an analysis of the subtype-defining biomarkers should also be aimed at in patients
with recurrent disease who can no longer be treated surgically because of distant

metastasis (M1). The effects of a re-biopsy with a correspondent adaptation of therapy on

treatment outcome and prognosis are not conclusive yet. However, it is becoming increasingly
clear that the molecular characterization of the recurrent tumour has a significant influence on
physicians in their (treatment) decisions. In order to clarify corresponding correlations, further

prospective and if possible randomized studies are urgently needed.
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7 Abkurzungsverzeichnis
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CAP
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