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1. Einleitung

Das Mammakarzinom ist der haufigste Tumor bei Frauen. Circa 10% aller Frauen erkranken
wahrend ihres Lebens an Brustkrebs. In Deutschland kam es 2016 zu circa 69.000
Neuerkrankungen und zu 18.100 Mammakarzinom bedingten Todesfallen (Zentrum fur
Krebsregisterdaten, 2016). Mammakarzinome werden heute, zumindest in westlichen
Gesellschaften typischerweise friih entdeckt.

Dies geschieht durch die Selbstuntersuchung der Frauen oder aber im Rahmen umfangreicher
Mammografie-Screening-Programme, wie sie heute in vielen Landern existieren. Falls ein
verdachtiger Knoten in der Mamma ertastet oder radiologisch erkannt wird erfolgt in der Regel
eine diagnostische Biopsie. Wird ein Tumor diagnostiziert, wird dieser chirurgisch entfernt. Die
meisten Karzinome lassen sich heute brusterhaltend operieren. Die komplette Mastektomie
findet heutzutage nur noch bei ungunstiger oder multizentrischer Lage des Tumors,
inflammatorischem Mammakarzinom, inkompletter Resektion oder explizitem Wunsch des
Patienten Anwendung (Stauber and Weyerstahl, 2007).

Das weitere Prozedere hangt dann von den Befunden ab, welche der Pathologe am entfernten
Mammagewebe erhebt. Falls der Tumor nicht im Gesunden reseziert wurde, erfolgt eine
Nachresektion oder gegebenenfalls eine Nachbestrahlung. Wenn der Tumor auf Grund der
vom Pathologen erhobenen Befunde als potentiell aggressiv eingeschatzt wird, erfolgt eine
adjuvante Therapie, deren Art ebenfalls durch die vom Pathologen erhobenen Befunde
bestimmt wird. Die histopathologische Untersuchung von entfernten Mamma Tumoren ist
somit fir Frauen von entscheidender Bedeutung. Der Pathologe bestimmt nicht nur, ob der
chirurgische Resektionsrand tumorfrei ist oder nicht — dieser Befund entscheidet daruber ob
eine Nachresektion/Bestrahlung notwendig ist — sondern erhebt auch prognostische relevante
Daten. Hierzu gehdéren das Tumorstadium (pT), der Status der Lymphknoten- sowie
Fernmetastasen (pN und pM) und der Differenzierungsgrad nach Bloom, Richardson, Ellis
(BRE-Grad). Daruber hinaus werden immunhistochemische Untersuchungen durchgefuhrt zur
Bestimmung des Ostrogen-  und Progesteronstatus, zur  Messung der
Tumorwachstumsgeschwindigkeit (Ki-67-Labeling Index) und es wird der HER2 Status
bestimmt, entweder immunhistochemisch oder durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(Bocker et al., 2008).

Die immunhistochemischen sowie die FISH Befunde haben grof3en Einfluss auf die Art der
adjuvanten Therapie. Ist der Tumor HERZ2 positiv, wird eine adjuvante Behandlung mit einem
Antikdérper gegen HER2-Protein durchgefiihrt (Trastuzumab, Herceptin). Wenn Ostrogen-
und/oder Progesteronrezeptoren im Tumorgewebe nachweisbar sind, spricht dies fur eine

erhdhte Wahrscheinlichkeit eines Ansprechens auf eine antihormonelle Therapie mit



sogenannten Aromatasehemmern wie Anastrozol oder Ostrogenrezeptormodulatoren wie
Tamoxifen (Early Breast Cancer Trialists' Collaborative et al., 2011).

Der Ki-67-Labeling Index ist fur die Frage, ob eine Therapie notwendig ist oder nicht von
erheblicher Bedeutung. Ein Ki-67 Antikérper markiert ein Protein, welches in allen Zellkernen
zu finden ist, die sich in der G1-, S- oder Mitosephase des Zellzyklus befinden (Scholzen and
Gerdes, 2000). Der prozentuale Anteil der Ki-67 positiven Zellen erlaubt somit eine
Abschatzung der Wachstumsgeschwindigkeit eines Tumors. Ist der prozentuale Anteil der Ki-
67 positiven Zellen (Ki-67-Labeling Index) groRer als 25% wird von einem prognostisch eher
ungunstigen Tumor ausgegangen (Petrelli et al., 2015). Dieser Befund ist dann ein weiteres
Argument fur eine adjuvante Therapie. Die typischen Kriterien fur die Entscheidung bei einer
Frau mit Mammakarzinom eine adjuvante Therapie durchzufihren sind in Tabelle 1 dargestellt
(S3-Leitlinie Mammakarzinom, 2020):

Tabelle 1: Neoadjuvante Therapieoptionen beim Mammakarzinom

Adjuvante Indikation Substanzen
Therapiemoglichkeiten (1. Wahl)

Kombination aus

Inflammatorisches Mammakarzinom, Lokal X
Anthracyclin und

Chemotherapie fortgeschrittentes Stadium, Inoperabilitat

exprimierende Zellkerne

Taxan
IHC: GleichmaRige Membranreaktion
- . in > 10 % der Zellen
Antikorpertherapie | ¢ gpy: verhaltnis der Gene HER2/CEP17 22 | 1rastuzumab
und mehr als 6 HERZ2 Signale pro Zelle
Immunhistochemische Farbung zeigt >1% (Pr‘.:'\rrir;noo)qf:Ssal)
Antihormontherapie Progesteron- oder Ostrogenrezeptor b
Aromatasehemmer

(Postmenopausal)

In den letzten Jahren hat sich als zusatzliches Kriterium fur die Entscheidung fur oder gegen
eine adjuvante Therapie die Durchfiihrung sogenannter Gen-Panel Untersuchungen etabliert.
Bei diesen Verfahren werden Sets von weniger als 100 Genen auf der RNA-Ebene in Tumoren
untersucht. Etablierte Gen-Panels zum Zweck der Prognoseabschatzung von
Mammakarzinomen sind beispielsweise Oncotype TX (Sparano et al., 2015), Mammaprint (Xin
et al., 2017) oder Endopredict (Fitzal et al., 2015).

Durch die oben genannten Therapiekonzepte hat sich die Prognose des Mammakarzinoms in

den letzten Jahrzehnten verbessert. Laut des Berichtes zum Krebsgeschehen (Barnes et al.,



2016) in Deutschland ist die Mortalitat trotz einer gestiegenen Inzidenz (durch erwahnte

Screeningmethoden) rucklaufig (Abb. 1).
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Abbildung 1: Inzidenz und Mortalitat fir Mammakarzinom nach Altersgruppe, Deutschland, 1999-
2013/2014 (Barnes et al., 2016)

Die medikamentdsen Therapien, die heute beim Mammakarzinom etabliert sind, richten sich
direkt gegen Tumorzellen, entweder indem sie in den Zellteilungsprozess eingreifen oder aber
gegen spezifische, fur die Tumorzelle relevante molekulare Mechanismen agieren, wie
beispielsweise Ostrogen- und Progesteronrezeptor vermittelte Zellvorgange. Oder sie richten
sich gegen Tumorzell-spezifische Strukturproteine wie das HER2-Protein welches in circa 10-
15% der Mammakarzinome exprimiert wird (Chan and McGregor, 2012). Neuere
Krebsmedikamente verfolgen einen anderen Ansatz, sie unterstitzen das korpereigene
Immunsystem bei der Bekdmpfung des Tumors. Die meisten diesbezlglichen auf dem Markt
befindlichen Medikamente richten sich gegen das PD1/PD-L1 System. Die Wirkungsweise des
PD1/PD-L1 Systems ist in Abbildung 2 dargestellt (Wu et al., 2019):




(A) Tumor tolerance when PD-1/PD-L1 interaction

TCR/KIR  MHC/Pep
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(inactive)

(B) Tumor clearance when the interaction blocked
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Abbildung 2: Wirkungsweise PD-L1 aus Wu et al.: ,PD-L1 Distribution and Perspective for Cancer
Immunotherapy-Blockade, Knockdown, or Inhibition® (Wu et al., 2019)

PD1 (Programmed Cell death protein 1) ist ein Rezeptor, der bei aktiven Entzindungszellen
exprimiert wird, mit dem Ziel, dass durch die Interaktion mit dem PD-1 Liganden die
Immunantwort physiologisch gebremst wird (Parry et al., 2005). Der Zweck dieses
Mechanismus ist es, den Organismus/Menschen vor UberschieRenden Immunantworten zu
schitzen. Der PD-1/PD-L1 Mechanismus ist flir den Menschen also von vitaler Bedeutung.
Allerdings hat sich herausgestellt, dass dieser Mechanismus im Falle einer Tumorerkrankung
auch die Immunantwort auf Tumoren kompromittiert. Darliber hinaus sind viele Tumoren
offensichtlich dazu in der Lage Liganden von PD-1/PD-L1 selber zu exprimieren, sodass der
Tumor selbst die Immunantwort gegen sich hemmen kann (Haanen and Robert, 2015).



Medikamente, die sich gegen PD-1 oder PD-L1 richten, sind Antikdrper. Die zugelassenen
Medikamente (Stichtag 25.06.2020) sind in Tabelle 2 dargestellt (Heinzerling et al., 2019):

Tabelle 2: Zugelassene PD-L1/PD-1-Antikdrper (*Nur USA) Stichtag: 25.06.2020

Medikament Wirkungsansatz | Indikation

Nivolumab PD-1 Melanom, NSCLC, klassisches Hodgkin
Lymphom, Urothelkarzinom,

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-

Bereiches
Pembrolizumab PD-1 Melanom, NSCLC, klassisches Hodgkin
Lymphom, Urothelkarzinom
Avelumab PD-L1 Merkelzellkarzinom
Atezolizumab PD-L1 NSCLC, Urothelkarzinom
Durvalumab* PD-L1 Lungenkarzinome, Urothelkarzinom
Cemiplimab* PD-1 Plattenepithelkarzinome

Insbesondere beim Melanom haben diese Medikamente spektakulare Erfolge erzielt.
Metastasierende Melanome waren noch vor wenigen Jahren flur betroffene Patienten ein
Todesurteil, werden aber heute in circa einem Drittel aller Falle wahrscheinlich dauerhaft
geheilt (Simeone and Ascierto, 2017). Derartige Befunde haben das Interesse an sogenannten
Immun-Checkpoint-Inhibitoren bei Pharmafirmen, Arzten und Patienten geweckt. Ein groRer
Teil der onkologischen Medikamentenentwicklung in Pharmafirmen beschaftigt sich heute mit
Immuntherapien. Medikamente gegen das PD-1/PD-L1 System sind heute zugelassen fiir das
maligne Melanom, Nierenzellkarzinome, Harnblasenkarzinome und nicht-kleinzellige
Lungenkarzinome (s. Tab. 2). Bei vielen anderen Tumorarten laufen derzeit klinische Studien
und es ist damit zu rechnen, dass sich die Zahl der durch Immun-Checkpoint-Inhibitoren
behandelbaren Tumoren demnachst deutlich erweitert. Trotz der spektakularen Erfolge von
Immun-Checkpoint-Inhibitoren bleibt die Tatsache bestehen, dass die Mehrzahl der
behandelten Patienten beziehungsweise Tumoren nicht in relevanter Art und Weise auf eine
Behandlung anspricht (Yi et al., 2018).

Dies wirft die Frage auf, welche Patienten mit diesen immer noch sehr teuren Medikamenten
behandelt werden sollen und welche nicht. Studien haben gezeigt, dass insbesondere der
Nachweis einer PD-L1 Expression im Tumorgewebe oder in tumorassoziierten
Entzindungszellen mit einem vermehrten Ansprechen auf eine Therapie mit Immun-
Checkpoint-Inhibitoren assoziiert ist (Gonzalez-Ericsson et al., 2020). Bei den meisten

Medikamenten, beziehungsweise Tumorarten, ist der Nachweis einer PD-L1 Expression
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Voraussetzung fiur eine Therapie. Der Grenzwert, welcher eine Indikation fir eine PD-L1
Therapie darstellt, ist von der Art des Tumors abhangig. So konnte zum Beispiel beim
Nierenzellkarzinom kein Einfluss einer PD-L1 Expression auf die Wirksamkeit der PD-L1-
Inhibitoren festgestellt werden, weshalb die Leitlinie eine Therapie ,unabhangig vom PD-L1-
Status® empfiehlt (S3-Leitlinie  Nierenzellkarzinom, 2017). Im nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom hingegen wird von signifikant besseren Ergebnissen berichtet, je hoher der
Anteil PD-L1-positiver Tumorzellen ist (Borghaei et al., 2015). Auch die aktuelle S3-Leitlinie
des Lungenkarzinoms (2018) empfiehlt beim NSCLC eine anti-PD-L1 Therapie bei einer PD-
L1-Expression Uber 50%, Grundlage dieser Empfehlung ist die KEYNOTE-024 Studie (Reck
et al., 2019).

Beim Mammakarzinom sind derzeit einige Medikamente in Erprobung, zu einer Zulassung ist
es aber noch nicht gekommen (Stichtag: 01.08.2019). Auffallig ist bei der Durchsicht der
Literatur zur PD-L1 Expression in Mammakarzinomen, dass die publizierten Daten
aulderordentlich divergent sind. So fanden Burugu et al. (2017) in einer Kohorte von 2918
Tumoren an einem Mammakarzinom Tissue-Microarray eine Positivitatsrate von 0,82%. Einen
ahnlichen Befund publizierten Ali et al. (2015) mit 1,7% an 3916 Tumoren. Am anderen Ende
des Spektrums gibt es Arbeiten, welche mehr oder weniger zeitgleich entstanden sind von
Hou et al. (2018), der an einer Serie von 123 Tumoren eine Positivitatsrate von 70,7% oder
von Dirix (2017), welcher an 136 Patienten 62,5% positive Falle fand. Die letztgenannten
Studien hatten im Gegensatz zu den Studien von Burugu und Ali nicht Tissue-Microarrays,
sondern Grof¥flachenschnitte verwendet, was dafur sprechen konnte, dass eine Heterogenitat
bei der PD-L1 Expression des Mammakarzinoms besteht, wodurch sie an Tissue-Microarrays
nicht adaquat erkannt werden kann. Allerdings gibt es auch TMA-Studien, die ebenfalls sehr
hohe Positivitdtsraten fanden, wie beispielsweise Baptista et al. (2016) an 56,6% positive
Tumoren in 195 Fallen oder Botti (2017), die an 238 Fallen immerhin 32,3% PD-L1 positive
Mammakarzinome beschrieben. Angesichts der groRen therapeutischen Erfolge von PD1/PD-
L1-Hemmern und der Haufigkeit des Mammakarzinoms beziehungsweise von
Mammakarzinom bedingten Todesfallen ist es sehr bedeutend, ob nun eine PD-L1 Expression
in weniger als 1% oder mehr als 60% der Tumoren vorkommt. Das Ziel der vorliegenden
Doktorarbeit war es daher, die PD-L1 Expression an einem System von Tissue-Microarrays
zu untersuchen, das nicht nur dazu geeignet ist, eine grof3e Zahl von Tumoren zu untersuchen,
sondern auch eine systematische Untersuchung der Tumorheterogenitat, durch die

Verwendung sogenannter Heterogenitats Tissue-Microarrays ermoglicht.



2. Material und Methoden
2.1. Patienten und Tissue-Microarrays

Fur die vorliegende Untersuchung standen zwei unterschiedliche Tissue-Microarrays zur
Verflgung, ein Prognose Tissue-Microarray und ein sogenannter Heterogenitats Tissue-
Microarray. Der Prognose Tissue-Microarray enthielt Proben von insgesamt 1545
Patientinnen. Das mittlere Patientenalter war 62,4 [+13] Jahre (Median 63 Jahre) . Die
Nachbeobachtungszeit war im Durchschnitt 47 [+22] Monate (Median 49 Monate). Alle
Tumoren waren am Institut fur Pathologie des Klinikums Osnabrick zur Untersuchung gelangt.
Operiert wurden die Patientinnen in dem Franziskushospital-Harderberg (Niels-Stensen-
Kliniken) Georgsmarienhutte in den Jahren 2007 bis 2010. Die Tumoren wurden alle von
erfahrenen Gynakopathologen am Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf nachbeurteilt bezlglich histologischen Typs und BRE-Grad. Die Nachbeurteilungen
wurden von PD Dr. Eike Burandt und Frau Professor Annette Lebeau vorgenommen. Die

pathologischen Daten zum Tumorkollektiv des Prognosearrays sind in Tab. 3 dargestellt:

Tabelle 3: Tumorkollektiv des Prognose Tissue-Mikroarrays

Prognose Tissue-Mikroarray n=
Patienten 1499

Histologischer Subtyp

Invasives Karzinom, kein spezieller Typ (NST) 1265
Invasives lobulares Karzinom 170
Muzindses Karzinom 36
Karzinom mit medullaren Eigenschaften 11
Tubulares Karzinom 9
Basalzellkarzinom 5
Invasives papillares Karzinom 3
pT

pT1 764
pT2 535
pT3 61
pT4 78
N

NO 670
N1 455
M

0 276
1 142
Grading

1 232
2 805
3 457
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Der Heterogenitats Tissue-Microarray stammt von Patientinnen, welche am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf operiert wurden, beziehungsweise am Institut fur
Pathologie des UKE zur Untersuchung gelangten. In einer konsekutiven Serie von 530
Mammakarzinomen lief3en sich 167 Tumoren identifizieren, welche so ausgedehnt waren,
dass mindestens 4 Paraffinblécke Tumorgewebe enthielten. Von diesen 167 Tumoren wurden
8 Tumorstanzen pro Patientin entnommen. Dabei wurde darauf geachtet, dass die
entnommenen Stanzen von Lokalisationen waren, die moglichst weit voneinander entfernt
lagen. Wenn 8 oder mehr Blocke vorhanden waren, wurden alle 8 Stanzen aus jeweils einem
unterschiedlichen Block entnommen. Wenn weniger als 8 Paraffinblocke pro Patientin
vorlagen, mussten von mindestens einem dieser Tumorblécke zwei Stanzen entnommen
werden, wobei darauf geachtet wurde, dass die beiden vom gleichen Block enthommenen
Stanzen mdoglichst weit voneinander entfernt lagen. Die pathologischen Daten zum

Tumorkollektiv des Heterogenitatsarray sind in Tab. 4 dargestellt:

Tabelle 4: Tumorkollektiv des Heterogenitats Tissue-Mikroarrays

Heterogenitats Tissue-Mikroarray n=
Patienten 267

Histologischer Subtyp

Invasives Karzinom, kein spezieller Typ (NST) 204
Invasives lobulares Karzinom 52
Tubulares Karzinom 2
Muzindses Karzinom 2
Invasives papillares Karzinom 2
Karzinome mit apokriner Differenzierung 1
pT

pT1 79
pT2 128
pT3 17
pT4 30
N

NO 103
N1 101
Grading

1 32
2 148
3 78
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2.2. PD-L1 Immunhistochemie

Die fUr die Studie verwendeten Tissue-Microarray Schnitte wurden alle am gleichen Tag
hergestellt, wobei die TMA-Blocke an einem HM 355s Mikrotom der Firma Thermo Fisher
Scientific geschnitten wurden. Die Schnittdicke betrug 3 Mikrometer. Die Farbung der
Praparate erfolgte gleichzeitig in einem Dako Farbeautomat. Die Schnitte wurden
deparaffiniert und einem Hitze induzierten ,Antigen Retriever” Prozess bei 37°C fur 60 Minuten
ausgesetzt. Fur die Immunfarbung wurde ein PD-L1 Antikérper von Cell Signaling
Technology® (Hase, Polyklonal, Klon (E1L3N®)XP®, Referenznummer #13684, Verdiinnung
1:200) verwendet. Das Farbeprotokoll ist hier stichpunktartig dargestellit:

I.  Vorbereitung
1. 4 ym Schnitte anfertigen
2. 30 Minuten Entparaffinierung im Brutschrank
3. Behandlung mit 98°C bei einem pH-Wert von 9
4. 5 Minuten spilen mit TBST-Puffer
Il. Peroxidase Block
1. 5 Minuten Behandlung mit Peroxidase Blocking Reagent von DAKO (Envision
Flex-Kit 8002)
2. 2x 5 Minuten Spuilen mit TBST-Puffer
1. Antikoérper-Inkubation
1. 20 Minuten Behandlung mit PD-L1 1:200 bei Raumtemperatur
2. Spulen mit TBST-Puffer
3. 15 Minuten Behandlung mit Linker rabbit (DAKO K8009) bei Raumtemperatur
4. Spulen mit TBST-Puffer
5. 20 Minuten Behandlung mit Flex HRP (DAKO EnVision Flex-Kit 8002) bei
Raumtemperatur
6. 2x Spulen mit TBST-Puffer
IV. Chromogen
1. 10 Minuten Behandlung mit DAB-Chromogen (DAKO EnVision Flex-Kit 8002)
bei Raumtemperatur
Spulen mit TBST-Puffer
5 Minuten Behandlung mit Hamatoxylin (DAKO K8008) bei Raumtemperatur
Spulen mit TBST-Puffer
Spulen mit Aqua dest.
Waschen in aufsteigende Alkoholreihe (80%, 90%, 96%, 100%, Xylol)

Eindeckeln mit Folie

N o o bk~ b
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Zur Visualisierung des Antikdrpers wurde der Envision KIT (Dako, Glostrup, Ref.: K5005,
Danemark) angewendet. Die Auswertung der PD-L1 Farbung wurde von Frau Dr. med. Sarah
Bonk vorgenommen. Diese erfolgte separat fur tumorassoziierte Makrophagen und
Tumorzellen, wobei der Grenzwert flir die Definition eines PD-L1 positiven Karzinoms das

Vorliegen von mehr als einem Prozent positiven Tumorzellen oder Entziindungszellen war.

2.3. Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit der JMP 12.0 Software (SAS Institute Inc, NC, USA)
vorgenommen. Mehrfelder Tabellen und Chi-Quadrat-Tests wurden durchgefihrt, um
Assoziationen zwischen kategorischen Variablen zu untersuchen, wie beispielsweise
zwischen PD-L1 Expression und dem Tumorstadium oder dem BRE-Grad. Kaplan-Meier-
Kurven wurden hergestellt unter Verwendung von 60 Monaten als Endpunkt. Ein Log-Rank-
Test wurde angewendet, um zu klaren, ob zwischen bestimmten Kategorien signifikante

Unterschiede bestehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Prognose TMA

3.1.1.Technische Aspekte

Von 1488 Proben waren 892 auswertbar (59.54%). Die Ubrigen Stanzen enthielten entweder

keine eindeutigen Tumorzellen oder waren auf dem entsprechenden TMA-Schnitt nicht

vorhanden.

3.1.2. PD-L1 Farbung in Tumor und Entziindungszellen

Eine PD-L1 Farbung liel} sich in Tumorzellen bei 57 von 892 Patientinnen (6,39%)
nachweisen. Die Farbeintensitat war in 0,2% der Falle als stark, 0,7% als mafig und in 5,5%
der Falle als schwach interpretiert worden. Beispiele von PD-L1 positiven Mammakarzinomen

sind in den Abbildung 3 dargestellt.

Abbildung 3 a/b: PD-L1 positive Mammakarzinome mit PD-L1 Farbung in 10-30% der Tumorzellen

Eine Anfarbung von Entzindungszellen fand sich in 48 Patientinnen (3,2%). In der
Uberwiegenden Mehrzahl der Félle fand sich in den Gewebeproben eine PD-L1 Farbung
entweder in Tumor- oder in Entziindungszellen. Eine Anfarbung von beiden konnte in keinem
Fall mit Sicherheit diagnostiziert werden. Insgesamt war der prozentuale Anteil PD-L1 positiver
Tumoren somit 6,3 %. Die Haufigkeit der PD-L1 Positivitdt in den verschiedenen
Tumorsubtypen ist in Tabelle 5 dargestellt. Dabei fallt auf, dass keines von 77 lobuldren

Karzinomen eine PD-L1 Positivitat in Tumorzellen aufwies.
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Tabelle 5: PD-L1 Farbung in Mammakarzinom Subtypen

Entitdten n PD-L1 positiv (%)
Invasives Karzinom, kein spezieller Typ (NST) 789 6,59%
Invasives lobuldres Karzinom 77 0%
Muzindses Karzinom 12 0%
Karzinom mit medullaren Eigenschaften 6 16,67%
Basalzellkarzinom 5 60%
Invasives papillares Karzinom 2 50%
Tubuldres Karzinom 1 0%

Eine PD-L1 Positivitat fand sich lediglich in einem Fall eines lobularen Karzinoms in
Entzindungszellen. Der Vergleich des PD-L1 Status mit histopathologischen und klinischen
Parametern wie pT, pN, M und dem BRE-Grad ergab nur fir den BRE-Grad einen signifikanten

Zusammenhang (siehe Tab. 6).

Tabelle 6: PD-L1 Anfarbung beim Mammakarzinom und Tumor Phanotyp

PD-L1 n negativ (%) schwach (%) moderat (%) stark (%) [
Alle Entitaten 892 93.6 5.5 0.7 0.2
Histologische Subtypen 0.021
Invasives Karzinom, keinTsy;:)e(z’Legl_?; 789 93.4 58 05 0.3
Invasives lobuldres Karzinom 77 100.0 0.0 0.0 0.0
Muzindses Karzinom 12 100.0 0.0 0.0 0.0
Karzinom n;lt medL:}IIé'}lt'en 6 833 0.0 16.7 0.0
igenschaften

Basalzellkarzinom 5 40.0 40.0 20.0 0.0
Invasives papillares Karzinom 2 50.0 50.0 0.0 0.0
Tubulares Karzinom 1 100.0 0.0 0.0 0.0

pT 0.1664
pT1 421 94.3 5.0 0.5 0.2
pT2 351 93.7 5.4 0.9 0.0
pT3 34 82.4 14.7 0.0 29
pT4 56 96.4 1.8 1.8 0.0

pN 0.5793
pNO 375 93.9 5.9 0.3 0.0
pN1 174 95.4 4.0 0.6 0.0
pN2 104 96.2 29 1.0 0.0

M 0.6636
0 123 92.7 5.7 1.6 0.0
1 91 95.6 3.3 1.1 0.0

G <0.0001
1 124 100.0 0.0 0.0 0.0
447 97.5 2.5 0.0 0.0
319 85.6 11.9 1.9 0.6
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Sowohl bei Betrachtung aller Tumoren (Tab. 6) als auch bei Betrachtung der groften

homogenen Subgruppe der Tumoren ohne speziellen Typ (NST= no special type, siehe Tab.

7) bestand allerdings ein markanter statistischer Zusammenhang zwischen einem hohen BRE-

Grad und dem Nachweis einer PD-L1 Positivitat. Dieser Unterschied war im Ubrigen sowonhl

fur PD-L1 positive Entzlindungszellen sowie auch fur PD-L1 positive Tumorzellen signifikant

(siehe Tab. 7 und 8).

Tabelle 7: PD-L1 Anfarbung beim Mammakarzinomsubtyp NST und Tumor Phanotyp

PD-L1 n negativ (%) schwach (%) moderat (%) stark (%) p

| 7@ @ 5

pT 0.047
pT1 387 94.6 4.9 0.3 0.3
pT2 311 93.6 5.8 0.6 0.0
pT3 22 72.7 22.7 0.0 45
pT4 43 95.3 23 23 0.0

pN 0.06359
pNO 331 93.4 6.3 0.3 0.0
pN1 157 94.9 4.5 0.6 0.0
pN2 51 96.1 3.9 0.0 0.0
pN3 38 94.7 2.6 2.6 0.0

M 0.6834
0 109 91.7 6.4 1.8 0.0
1 79 94.9 3.8 1.3 0.0

G <0.0001
1 117 100.0 0.0 0.0 0.0
2 376 97.3 27 0.0 0.0
3 295 85.8 12.2 1.4 0.7
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Tabelle 8: PD-L1 Anfarbung in Histiozyten bei Mammakarzinom und Tumor Phanotyp

PD-L1 n negativ (%) schwach (%) moderat (%) stark (%) p
Alle Entitaten 892 96.8 3.2 0.0 0.0
Histologische Subtypen 0.0159
Invasives Karzinom, keinTsy;:)e(z’Legl_lef; 1265 965 35 0.0 0.0
Invasives lobuldres Karzinom 170 99.4 0.6 0.0 0.0
Muzindses Karzinom 36 100.0 0.0 0.0 0.0
Kerznom L vechetion | 11 81.8 18.2 0.0 0.0
Tubulares Karzinom 9 100.0 0.0 0.0 0.0
Basalzellkarzinom 5 80.0 20.0 0.0 0.0
Invasives papillares Karzinom 3 100.0 0.0 0.0 0.0
pT 0.4721
pT1 764 97.0 3.0 0.0 0.0
pT2 535 95.9 4.1 0.0 0.0
pT3 61 96.7 3.3 0.0 0.0
pT4 78 98.7 1.3 0.0 0.0
pN 0.8572
pNO 670 96.4 3.6 0.0 0.0
pN1 278 97.1 29 0.0 0.0
pN2 177 96.6 3.4 0.0 0.0
M 0.3239
0 276 971 29 0.0 0.0
1 142 98.6 14 0.0 0.0
G <0.0001
1 232 100.00 0.0 0.0 0.0
2 805 98.5 1.5 0.0 0.0
3 457 92.1 7.9 0.0 0.0

In Tumorzellen fand sich eine PD-L1 Positivitat in 0 von 124 G1 Tumoren (0%), in 11 von 447
G2 Tumoren (2,5%) und in 45 von 319 G3 Tumoren (14,4%; p<0,0001). In Entzindungszellen
fand sich keine PD-L1 Positivitdt in 124 G1 Tumoren (0%), aber in 13 von 464 G2 Tumoren
(2,8%) und in 38 von 331 G3 Tumoren (11,5%; p<0,0001).
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3.1.3. Prognoserelevanz

Die Untersuchung der prognostischen Bedeutung der zur Verfigung stehenden Parameter
zeigt, dass sowohl pT-Status, BRE-Grad, pN- und M-Status hochsignifikant mit der Prognose
assoziiert sind, wobei dies sowohl bei gleichzeitiger Betrachtung aller Tumortypen (Abbildung
4 a-d) als auch bei isolierter Betrachtung der NST Tumoren (Abbildung 5 a-d) gilt.

Keine Assoziation zur Prognose fand sich allerdings fur den PD-L1 Status. Dies galt fur alle
Tumoren (Abbildung 6a) wie auch fur die Subgruppe des NST (Abbildung 6b).
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Abbildung 4 a-d: Gesamtiiberleben vs (a) pT, (b) pN, (c) M und (d) BRE-Grad
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3.2. Heterogenitiats TMA

Der untersuchte Heterogenitats TMA enthielt 2133 Tumorgewebeproben (bis zu 8 pro Patient)
von 267 Patienten. 1238 Gewebeproben (58%) von 241 Patienten (90,2%) waren auswertbar.
Nicht Auswertbarkeit war wiederum bedingt durch entweder Fehlen von eindeutigen
Tumorzellen im Gewebe oder komplettes Fehlen von Gewebe an dem entsprechenden TMA
Spot. Eine Positivitat fur PD-L1 fand sich auf Tumorzellen in 15 von den 978 interpretierbaren
Spots (1,21%). Auf Entziindungszellen der TMA Spots fand sich keine Anfarbung. Insgesamt
belief sich die Positivitatsrate des Heterogenitats Tissue-Microarrays bezogen auf Patienten
auf 2,48%, bei 6 von 241 auswertbaren Fallen.

Die Untersuchung mehrerer Proben pro Patient fihrte zu einer Erhdhung der Positivitatsrate.
Bei Patienten mit 1 bis 3 auswertbaren TMA Spots war die Positivitatsrate 0,91%, bei Patienten
mit 4 bis 5 auswertbaren Gewebespots war die Positivitatsrate 1,64%, bei Patienten mit mehr
als 6 auswertbaren Gewebespots lag die Rate bei 2,43%. Eine bekannte hamatogene
Metastasierung lag in unserem Tumorkollektiv nicht vor.

Die PD-L1 Befunde sind fir die sechs Patienten mit mindestens einem PD-L1 positivem Spot
in Abbildung 20 dargestellt. Die Darstellung macht deutlich, dass die PD-L1 Expression
regelhaft heterogen ist. Bei einem der Patienten fand sich eine PD-L1 Positivitdt in allen
Stanzen, allerdings war bei diesem nur eine Stanze auszuwerten, sodass eine mogliche
Homogenitat oder Heterogenitat nicht zu beurteilen war. Tatsachlich waren nur bei 4 von 6
Patientinnen mit nachweisbarer PD-L1 Expression im Tumor mehr als ein Gewebespot positiv.
Die histopathologischen Befunde des Heterogenitats Tissue-Microarray sind in Tabelle 10

aufgefthrt.

Tabelle 9: PD-L1 positive Falle und Anzahl der untersuchten Stanzen

- Positive Stanzen Gesamtanzahl untersuchter
Heterogenitats TMA
(Untersuchte Stanzen) Stanzen
Pat. A 3 7
Pat. B 3 8
Pat. C 4 5
Pat. D 1 1
Pat. E 1 7
Pat. F 4 7
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Tabelle 10: PD-L1 Anfarbung im Heterogenitats TMA und Tumor Phanotyp

Heterogenitdts TMA n negativ (%) positiv (%)
Histologischer Subtyp
Invasives Karzinom, kein spezieller Typ
(NST) 204 97.5 25
Invasives lobuldres Karzinom 52 100.0 0.0
Tubuléres Karzinom 2 100.0 00
Muzindses Karzinom 2 100.0 0.0
Invasives papillares Karzinom 2 100.0 0.0
Karzinome mit apokriner Differenzierung 1 0.0 100.0
pT
pT1 79 98.7 13
pT2 128 96.9 3.1
pT3 17 94.1 5.9
pT4 30 100.0 0.0
N
NO 103 97.1 2.9
N1 101 97.0 3.0
Grading
! 32 100.0 0.0
2 148 100.0 0.0
3 78 96.2 38




4. Diskussion

Die zentrale Methode dieser Doktorarbeit war die Tissue-Microarray Technik. Das Verfahren
wurde vor 20 Jahren zum ersten Mal von Kononen et al. (1998) publiziert und hat sich seither
zu einer vielfach genutzten Methode zur Untersuchung grofRer Patientenkollektive entwickelt.
Tatsachlich sind heute immunhistochemische Untersuchungen grélRerer Patientenserien,
welche nicht an Tissue-Microarrays durchgefuhrt wurden, selten geworden. Die Tissue-
Microarray Methode fihrt zu einer massiven Effizienzsteigerung derartiger Untersuchungen
(Simon and Sauter, 2002). Das Verfahren ist recht simpel. Von tumorenthaltenden
Gewebeblocken werden kleine, meist 0,6 mm im Durchmesser messende Stanzen
entnommen und dann in einen leeren Paraffinblock eingebracht, in den vorher entsprechende
Ldcher gestanzt wurden. Die exakte Deponierung der Gewebeproben bestimmter Patienten
an einem genau definierten Ort im TMA (mithilfe eines Koordinatensystems) erlaubt die
Zuordnung jedes einzelnen Gewebeelements zu einem bestimmten Patienten.
Typischerweise enthalten Tissue-Microarray Blocke zwischen 500 und 700 Patientenproben.
Diese 700 Patientenproben kénnen nun mit der gleichen Reagenzienmenge und Arbeitskraft
immunhistochemisch untersucht werden, wie es bei konventionellen Untersuchungen fir
einen einzigen Tumor notig ware. Arbeitskraft und Reagenzienmengen werden somit um einen
Faktor 500-700 reduziert (Simon and Sauter, 2003). Neben Kosteneinsparungen und
Geschwindigkeitssteigerung der Untersuchungen bestehen weitere Vorteile, welche im
Wesentlichen zu einer maximal moglichen Standardisierung der immunhistochemischen
Untersuchung fihren (Al Kuraya et al., 2004). Alle Proben einer Studie werden namlich unter
unubertreffbar identischen Bedingungen untersucht. Dazu gehdren die allgemein bekannten
relevanten Parameter wie Reagenzienkonzentrationen, Reagenzientemperaturen oder
Inkubationszeiten, aber auch ,weiche” Parameter, welche ebenfalls die Farbeintensitat
beeinflussen wie die Schnittdicke und die Zeitspanne zwischen Herstellung des Schnittes und
der immunhistochemischen Farbung. Wahrscheinlich ist auch die Auswertung von Tissue-
Microarrays einfacher zu standardisieren als die Auswertung von Grof3schnitten, denn die
untersuchbare Gewebemenge ist in Studien bei denen Grof3schnitte untersucht werden
zwischen Patienten sehr unterschiedlich. Manche Praparate enthalten nur wenig Tumor,
andere enthalten reichlich Tumor. Gerade bei heterogenen Befunden ist die
Wahrscheinlichkeit einer Positivitat bei groReren Tumorproben hoher als bei kleineren (Ahmed
and Gravel, 2018). Im Ubrigen steigt auch die Wahrscheinlichkeit von Farbeartefakten mit der
immunhistochemisch gefarbten Gewebemenge an. Relevante Daten, die zeigen, dass
Schnitte im Vergleich zu Tissue-Microarrayschnitten ein hdoheres Artefaktrisiko aufweisen
stammen aus einer Studie von Torhorst et al. (2001). In dieser Untersuchung an mehr als 500
Mammakarzinomen auf GrofRRschnitten und an Tissue-Microarrays fand sich flr p53 eine

deutlich héhere Rate der Positivitdt an Grof3schnitten (42,8%) als an Tissue-Microarrays
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(15,2%-20,9%). Da die p53 Positivitat an Tissue-Microarrays hochsignifikant mit der Prognose
assoziiert war, eine derartige Assoziation flr die haufiger positiven GroR3schnitte aber nicht
gefunden werden konnte, wurde gefolgert, dass die p53 Daten wegen Artefakten an den
Grolischnitten weniger aussagekraftig waren als an den TMAs. Fiur Pathologen, welche
immunhistochemische Farbungen an Tumoren auswerten, haben die Tissue-Microarrays auch
den Vorteil, dass eine grol3e Zahl von Praparaten auf einem Schnitt sichtbar sind, sodass in
Grenzfallen immer wieder zwischen der Farbeintensitat verschiedener Tumoren verglichen
werden kann. Die Moglichkeit des permanenten Vergleichens ermdglicht es wahrscheinlich,
die Farbeintensitaten standardisierter zu beurteilen, als bei der einzelnen Beurteilung der
GroBschnitte’. Die groRte ,Schwache® ist die Limitation von Tissue-Microarrays, heterogene
Befunde nachzuweisen (Jawhar, 2009). Verschiedene Untersucher haben deswegen friher
vorgeschlagen, fur Tissue-Microarrays nicht nur einen 0,6 mm messenden Gewebezylinder zu
verwenden sondern multiple, meist drei bis vier Zylinder (Tennstedt et al., 2012, Sauter, 2010).
Am Institut fir Pathologie des UKE werden Tissue-Microarrays immer mit nur einem
Gewebeelement pro Patient hergestellt. Ein wesentlicher Grund hierfur ist, dass man es
vermeiden mochte, eine unterschiedliche Anzahl von auswertbaren Gewebestanzen pro
Patient zu haben. Je mehr Stanzen von einem Patient zur Untersuchung kommen, desto héher
wird die Chance, ein positives Ergebnis zu erzielen, einerseits wegen maoglicher
Gewebeheterogenitat, andererseits aber auch wegen moglicher Artefaktfarbungen. Die
Verwendung eines TMAs mit ausschlieBlich einem Spot pro Patienten fihrt dazu, dass wie in
unserem Fall einzelne Patienten nicht auswertbar sind, weil entweder die Stanze keine
Tumorzellen enthalt oder aber kein Gewebespot auf dem TMA Schnitt vorhanden ist. Letzteres
ist meist durch die fehlende Standardisierung der Lange der in die TMA eingebrachten Zylinder
bedingt. Diese Lange ist definiert durch die Dicke des Gewebestlicks welches in dem
Spenderblock liegt. Die Dicke der eingebetteten Gewebestlcke ist in keinem Pathologieinstitut
standardisiert. Wenn die Zahl der in einem TMA befindlichen Patienten grof3 genug ist um
statistisch relevante Aussagen zu erzielen, ist es nicht stérend, dass ein Teil der Patienten,
auch wenn dieser 50% betragt, fur die Studie ausfallt. Das beste Beispiel hierflr ist der
Hamburger Prostatakarzinom Tissue-Microarray mit mehr als 17.500 Patienten. Die meisten
Studien, die mit diesem TMA durchgefuhrt werden, fuhren am Ende nur zu 13.000-14.000
interpretierbaren Daten (Bonk et al., 2019, Gerhauser et al., 2018, Hoflmayer et al., 2019).
Diese Zahl ist aber immer noch deutlich groRer als in vergleichbaren Studien, welche an
anderen Orten durchgefiuihrt werden. Viele Forscher verwenden Grolischnitte lieber als
Tissue-Microarrays, wenn sie heterogene Befunde beflrchten oder solche untersuchen
wollen. Hierbei ist anzumerken, dass auch die Verwendung von Gro3schnitten keine Garantie

dafur ist heterogene Befunde zu finden. Naturgemal stammt Material eines Grof3schnittes aus

" Quelle: Prof. Guido Sauter, persénliche Mitteilung
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einem definierten, zusammenhangenden Areal in einem Tumor. Fur optimierte
Heterogenitatsstudien ware es demnach winschenswert, nicht einen zufallig ausgewahlten
Grof3schnitt zu untersuchen, sondern zumindest Teile von multiplen oder im Optimalfall allen
Gewebeblocken eines Tumors. Diesem Gedanken folgend hat die Arbeitsgruppe am Institut
fur Pathologie des UKE vor Jahren ein Konzept entwickelt, welches Heterogenitats Tissue-
Microarrays genannt wurde (Burandt et al., 2014). Bei diesem Verfahren werden Tissue-
Microarrays speziell dazu hergestellt die Heterogenitat von Tumoren zu untersuchen. Zu
diesem Zweck werden von bis zu acht verschiedenen Tumorblocken jeweils eine
Gewebeprobe entnommen und auf einen Tissue-Microarray aufgebracht. Zwar werden bei
diesem Verfahren wiederum nur 0,6 mm. messende Gewebefragmente untersucht. Die
Annahme ist aber, dass wenn ein heterogener Befund Relevanz erlangen sollte, dann sollte
er mindestens an einem Ort - dem Ort an dem er auftritt - zu einer Expansion des betreffenden
Klons fihren und somit mindestens in einer Ecke eines Tumors eine gewisse GrofRRe erreichen.
Heterogenitats TMAs wurden beim Prostatakarzinom (Krohn et al., 2014), Mammakarzinom
(Tramm et al., 2018) oder beim Magenkarzinom (Stahl et al., 2015a) erfolgreich angewendet
und konnten jeweils eine gute Einordnung der Heterogenitat verschiedener Parameter
erlauben. Beispielsweise wurde beim Kolonkarzinom gezeigt, dass der p53 Status hochgradig
homogen ist, wahrend eine HER2 Amplifikation, wenn sie vorkommt, in den meisten Fallen
nur kleine Subpopulationen betrifft (Stahl et al., 2015b). Die hohe Homogenitat der p53
Positivitat passt gut zu dem Konzept, dass eine p53 Mutation — die Ursache fur die
immunhistochemische p53 Positivitat — eine entscheidende molekulare Veranderung ist,
welche prinzipiell zum Zeitpunkt des Ubergangs von einem Adenom zu einem invasiven
Karzinom auftritt (Ohue et al., 1994). Damit ist zu erwarten, dass in einem invasiven Karzinom

diese Veranderung in der Regel homogen vorliegen sollte.

In der vorliegenden Studie wurde ein hoher experimenteller Aufwand betrieben um die
kontroversen Daten der Literatur zu klaren. Die Untersuchung von insgesamt 1138
Gewebeproben aus Karzinomen ergab, dass die PD-L1 Positivitat beim Mammakarzinom ein

relativ seltenes und hochgradig heterogenes Ereignis darstellt (Tab. 11).

Tabelle 11: PD-L1 Anfarbung der Tumoren der Tissue-Microarrays

Arravs n PD-L1 PD-L1 PD-L1

y negativ positiv positiv in %
Prognose TMA 892 835 57 6,39%
Heterogenitats TMA 246 240 6 2,43%
Summe 1138 1075 63 5,53%
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Insgesamt sprechen die Befunde auch im Vergleich zu anderen Tumoren eher gegen eine
relevante Rolle von PD-L1 beim Mammakarzinom. Dies gilt fur die rein numerischen Befunde,
unsere Positivitatsrate liegt bei 5,5%, aber auch die Tatsache dass die meisten positiven
Tumoren eine nur schwache Expression zeigten. Dariber hinaus deuten die Daten aus
unserem Heterogenitatsarray darauf hin, dass der PD-L1 Status einer relativ hohen
Heterogenitat unterliegt. Unter der Annahme eines meist heterogenen PD-L1 Status haben wir
die frihere Literatur separat fur TMA-Studien und GrofRschnittstudien in Saulendiagrammen
zusammengefasst (Abb. 7).
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Abbildung 7: PD-L1 Anfarbung in %
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Die insgesamt 16 TMA-Studien zeigen eine Variabilitat von unter 1% bis 56,6%, wobei die
Studie mit 56,6% (Baptista et al., 2016) einen Ausreil3er darstellt. Die Studie scheint ein mehr
oder weniger konsekutives Patientengut zu betreffen ohne eine erkennbare Selektion. Andere
Autoren, die den gleich Antikérper wie Baptista et al. verwendeten, (Rabbit, polyclonal,
AbCam) hatten auch uberdurchschnittlich hohe Werte berichtet. So fand Li et al. (2018)
19,64% Positivitat in 112 Fallen, Park et al. (2016) 52,9% in 308 Fallen und Muenst et al.
(2014) 23,8% bei 650 Fallen. Die meisten TMA Studien hatten relativ konstant Werte zwischen
12 und 20% ergeben. Dies sind nur wenige Prozent mehr als in unserer Studie. Besonders
auffallig sind die beiden Studien von Burugu (n=2918) und Ali (n=3916), welche 1,7%
beziehungsweise 0,8% positive Falle in sehr grolRen Patientenkollektiven berichteten. Eine
mdgliche Erklarung kénnte die Verwendung alterer TMA Schnitte sein. In beiden Publikationen
wird nicht beschrieben, wie lange die Zeit zwischen der Herstellung der TMA Schnitte und der
immunhistochemischen Farbung dauerte. Es ist bekannt, dass die Farbeintensitat vieler
Antikorper bereits nach einer zweiwochigen Lagerung von TMA Schnitten massiv abnimmt
(Mirlacher et al., 2004). Dieser Umstand ist nicht allgemein bekannt, viele Institutionen
schneiden daher TMAs auf Reserve und verwenden sie erst, wenn eine Studie ansteht.?

Der niedrigste Wert in einer GroRschnittstudie ist 8,8% in einer Publikation von Dirix et al.
(2017). Generell zeigen einige der Grof3schnittstudien Werte zwischen 13 und 24%, was in
etwa unseren Befunden an den TMAs entspricht. Dann gibt es eine zweite Gruppe von
GroRschnittstudien mit stark ansteigenden Werten von 32 bis 71,5%. Einige dieser Studien
untersuchen aber selektionierte Patientenkollektive, wie zum Beispiel in der Studie von Hou et
al. (2018) mit einer Positivitdt von 70,2% in HER2 positiven Tumoren. HER2 positive
Karzinome sind zu einem sehr hohen Teil Grad 3 Tumoren. Die signifikante Assoziation des
PD-L1 Status mit dem BRE-Grad in unserer Studie macht deutlich, dass in G3 Tumoren eine
hohere Rate PD-L1 positiver Falle zu erwarten ist. Auffallig ist auch, dass die Studien mit
digitaler Quantifizierung von PD-L1 wie zum Beispiel die Studie von Schalper et al. (2014)
besonders hohe Werte PD-L1 positiver Tumoren fanden. Schalper berichtete in seiner Studie
Uber 55,7% positiver Tumoren.

Eine weitere Mdglichkeit flr Diskrepanzen sind die Verwendung unterschiedlicher Antikdrper
und Auswertekriterien. In Tabelle 12 sind fur die 31 von uns als besonders relevant
empfundenen Publikationen jeweils die verwendeten Antikdrper und die Kriterien fir die

Definition einer Positivitat dargestellt:

2 Quelle: Prof. Guido Sauter, persénliche Mitteilung
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Tabelle 12: IHC Studien: Genutzte Antikdrper und Cut-Offs

Definition PD-
Autor (Jahr) Antikorper L1 positiv
Rabbit primarer AK (Cell Signaling Technology, >1,5%
AiErken et al. (2017) | Beverly, MA) Anfarbung
Rabbit monoklonaler AK ( E1L3N, Cell Signalling >1%
Ali et al. (2015) Technology, catalogue #13684) Anfarbung
Rabbit primarer monoklonaler AK (SP142; Spring > 10%
Botti et al. (2017) Bioscience Corp.) Anfarbung
Mouse monoklonaler AK (5H1, Catalogue > 5%
Mittendorf et al. (2014) |#MABC1115) Anfarbung
Rabbit polyklonaler AK (ab58810; Abcam, H-Score, Cut-
Muenst et al. (2014) Cambridge, UK) Off 99%
Rabbit monoklonaler AK ( E1L3N, Cell Signalling H-Score, Cut-
Bae et al. (2016) Technology, catalogue #13684) Off 99%
Rabbit monoklonaler AK ( E1L3N, Cell Signalling > 5%
Qin et al. (2015) Technology, catalogue #13684) Anfarbung
Rabbit polyklonaler AK (ab58810; Abcam, H-Score, Cut-
Park et al. (2016) Cambridge, UK) Off 199%
Rabbit monoklonaler AK ( E1L3N, Cell Signalling >1%
Mori et al. (2017) Technology, catalogue #13684) Anfarbung
Rabbit polyklonaler AK (ab58810; Abcam, Allred Score
Baptista et al. (2016) | Cambridge, UK) >2
Rabbit polyklonaler AK (ab58810; Abcam, H-Score, Cut-
Li et al. (2016) Cambridge, UK) Off 99%
Rabbit monoklonaler AK ( E1L3N, Cell Signalling > 5%
Sun et al. (2016) Technology, catalogue #13684) Anfarbung
Rabbit monoklonaler PD-L1 AK (clone SP142;
catalog #M4420; Spring Bioscience, Pleasanton, >1%
Dill et al. (2017) CA) Anfarbung
jegliche
Ghebeh et al. (2006) | Mouse monoklonaler AK (MIH1 clone; ebioscience) | Anfarbung
Rabbit polyklonaler AK (ab58810; Abcam, >10%
Ogiya et al. (2016) Cambridge, UK) Anfarbung
Rabbit monoklonaler PD-L1 AK (clone SP263, > 1%
Hou et al. (2018) Ventana Medical Systems, Inc, Tuc- son, AZ) Anfarbung
> 1%
Burugu et al. (2017) Rabbit monoklonaler PD-L1 AK (clone SP142) Anfarbung
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Rabbit monoklonaler PD-L1 AK (clone SP142;
catalog #M4420; Spring Bioscience, Pleasanton, H-Score, Cut-
Wang et al. (2017) CA) Off 99%
> 1% und
Rabbit monoklonaler PD-L1 AK (73-10 pharmDx; >10%
Dirix et al. (2017) Dako, Carpinteria, CA, USA) Anfarbung
Polyklonaler AK (#4059, ProScience, Poway, jegliche
Kitano et al. (2017) California, USA). Anfarbung
> 1%
Parkes et al. (2017) Rabbit monoklonaler PD-L1 AK (SP142, Roche) Anfarbung
Rabbit monoklonaler PD-L1 AK (clone SP142, > 5%
Joneja et al. (2017) Spring Bioscience) Anfarbung
Rabbit monoklonaler PD-L1 AK (clone SP142; >10%
Guo et al. (2016) Ventana, Tucson, AZ) Anfarbung
Polyklonaler AK (22C3, Merck & Co., Kenilworth, > 1%
Nanda et al. (2016) NJ) Anfarbung
Rabbit Polyklonaler AK (Cat. # ABF133 EMD > 5%
Choi et al. (2018) Millipore, Temecula, CA, USA) Anfarbung
Rabbit polyklonaler AK (ab58810; Abcam,
Lietal. (2018) Cambridge, UK) IRS >2
Moderate
Polyklonaler AK (22C3, Merck & Co., Kenilworth, Anfarbung
Chen et al. (2017) NJ) (23/5)
Rabbit monoklonaler PD-L1 AK (clone SP142;
catalog #M4420; Spring Bioscience, Pleasanton, >1%
Mills et al. (2017) CA) Anfarbung
Rabbit monoklonaler PD-L1 AK (clone SP263, > 1%
Karnik et al. (2018) Ventana Medical Systems, Inc, Tuc- son, AZ) Anfarbung
Thompson et al. Rabbit monoklonaler PD-L1 AK (clone SP142; > 5%
(2016) Spring Bioscience, Pleasanton, CA, USA) Anfarbung
Cimino-Mathews et al. | Mouse monoklonaler AK (5H1, Catalogue > 5%
(2016) #MABC1115) Anfarbung

Dass selbst ahnliche Auswertungsverfahren unterschiedliche Ergebnisse zutage fordern, zeigt
Abbildung 8, welche anhand von ausgewahlten IHC-Studien zeigt, dass bei einem teils
geringeren Cut-Off-Wert flur PD-L1-Positivitat trotzdem geringere Haufigkeiten von PD-L1

Anfarbungen auftreten konnen.
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Abbildung 8: Anfarbung von Tumorzellen und Cut-Off Werte?

Die Auflistung macht deutlich, wie heterogen die verwendeten Verfahren zur PD-L1
Bestimmung sind. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die groen Diskrepanzen zwischen
verschiedenen Studien durch unterschiedliche Farbungen verschiedener Laboratorien bedingt
sind. Ein weiterer Aspekt fir Variabilitat von Farbungen kénnten verwendete Fixationsmittel
sein, bei vielen Studien stammen die Proben aus =zahlreichen verschiedenen
Pathologielaboratorien, teilweise aus verschiedenen Landern. Die HER2-Immunhistochemie
ist das bekannteste Beispiel fur eine klinisch relevante immunhistochemische Anfarbung, die
dann falsch positiv wird, wenn das Gewebe wahrend der Fixationsphase Alkohol exponiert
war. Eine Alkoholexposition kann durch eine absichtlich durchgefiihrte Alkoholfixation bedingt
sein, wie diese fruher in verschiedenen Laboratorien durchgefiihrt wurde. Die Alkoholfixation

fuhrt im Gegensatz zur Formalinfixierung nicht zu einem sogenannten Cross-linking der

3 Anmerkung: die Studie von Dirix et al. (2018) nutzte sowohl 10 % als auch 1 % als Grenzwert.
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Proteine sondern zu einer Koagulation (Bancroft, 2008). Die beiden Prozesse fiihren zu
unterschiedlicher Verflgbarkeit von Proteinepitopen. Im Falle von HER2 werden
Mammaepithelien - auch normale - nach Alkoholfixation positiv (Hanley et al., 2009).
Unbeabsichtigte Alkoholfixierung kann auch in modernen Laboratorien dann erfolgen wenn
das Tumorgewebe ungenigend in Formalin fixiert wird. Wird (vermeintlich) bereits
formalinfixiertes Gewebe in einem Pathologieinstitut verarbeitet, so durchlauft das Gewebe
aufsteigende Alkoholreihen im Rahmen des Versuchs einer Dehydrierung. In diesem Prozess
wird nicht formalinfixiertes Gewebe nachtraglich Alkoholfixiert. Dieser Vorgang ist immer noch
ein klinisches Problem bei der immunhistochemischen HER2 Diagnostik. Inwieweit eine

unbeabsichtigte artifizielle Alkoholfixation die PD-L1 Diagnostik beeinflusst, ist nicht bekannt.

Auffallend in dieser Studie ist die besonders starke Beziehung zwischen dem BRE-Grad und
der PD-L1 Expression, wahrend das Tumorstadium (pT) nicht eindeutig mit dem PD-L1 Status
korreliert. Dies konnte dadurch bedingt sein, dass der BRE-Grad eindeutig unmittelbar mit der
.Malignitat eines Tumors vergesellschaftet ist. Der BRE-Grad wird héher, je mehr Mitosen, je
mehr zytologische Atypie und je weniger Drusenstrukturen im Tumor vorhanden sind (Elston
and Ellis, 1991). All diese Aspekte sind eindeutige Entdifferenzierungsphanomene. Das pT-
Stadium ist in der Hinsicht weniger eindeutig mit der Tumormalignitat assoziiert. Im Prinzip
spiegelt das pT-Stadium in erster Linie die TumorgréRe wider. Die TumorgréfRe ist nicht nur
davon abhangig, wie schnell ein Tumor wachst, sondern auch wie frih dieser erkannt wurde.
Es ist nicht zu erwarten, dass ein spat entdeckter, an sich wenig aggressiver Tumor, der aber
genlugend Zeit hatte eine gewisse Grofde zu erreichen, biologisch anders sein sollte, als ein
gleichartiger Tumor, der fruher in einem kleinen Zustand entdeckt wurde. Auch sind die
Kriterien fur die Definition der pT-Stadien recht arbitrar, entscheidende Schwellenwerte liegen
bei 2 und 5 cm. Prinzipiell muss nicht erwartet werden, dass ein Tumor der 2,1 cm im
Durchmesser misst (pT2), sich biologisch erheblich anders verhalt als ein Tumor, der 1,9 cm
im Durchmesser aufweist (pT1). Im Prinzip sprechen diese Befunde dafur, dass der BRE-Grad
ein Parameter fur die Wachstumsgeschwindigkeit, Aggressivitdt und Entdifferenzierung eines
Tumors ist, wahrend das Tumorstadium mit diesen biologischen Parametern weniger

korreliert.

Insgesamt deuten unsere Daten darauf hin, dass das PD1/PD-L1 Regelsystem zumindest in
BRE-Grad 1 und 2 Tumoren von untergeordneter Bedeutung sein durften. Die relativ hohe
Haufigkeit in G3-Tumoren, welche ohnehin die aggressivsten Mammakarzinome sind, konnte
aber dafiir sprechen, dass diese Tumorgruppe von einer Therapie mit Anti-PD1 oder Anti-PD-
L1 Antikdrpern profitieren kénnte. Entsprechende Studien sind auch im Gang. Eine Gruppe

der Yale School of Medicine, Conneticut untersucht beispielsweise derzeit einen
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neoadjuvanten Therapieansatz basierend auf einer Kombination von Paclitaxel und dem PD-
L1 Inhibitor Durvalumab bei verschiedenen Mammakarzinomen.* Das National Cancer
Institute der Vereinigten Staaten von Amerika fuhrt derzeit eine Studie bezuglich der
Kombination von PD-L1 Inhibitoren mit Etinostat bei inoperablen Karzinomen durch.®
Bezuglich Therapien mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren sehen wir wahrscheinlich aktuell nur
die Spitze des Eisberges. Die gegenwartige Erkenntnislage zeigt, dass Medikamente gegen
PD1 und PD-L1 zumindest bei einigen Tumoren einen substanziellen Effekt erzielen.
Allerdings gibt es auf menschlichen Immunzellen mehrere analoge Regelsysteme wie
beispielsweise TIGIT (Chauvin et al., 2015), CD137 (Lynch, 2008) und CTLA-4 (Hodi et al.,
2010).

Bereits die Kombination von Anti PD1/PD-L1 Medikamenten mit klassischen Chemotherapien
oder anderen Tumortherapien hat teilweise einen synergistischen Effekt gezeigt (Hung et al.,
2018). Fir die Zukunft darf gehofft werden, dass Kombinationen von Checkpoint-Inhibitoren
die verschiedenen Regelsysteme gleichzeitig angreifen eine Rolle spielen kénnten. Ein
Problem wird in dieser Situation aber sein, dass zur Zeit verhaltnismallig viele derartige
Medikamente entwickelt werden und es mdglicherweise nicht genug Patienten geben wird, um
alle moglichen Kombinationen zu testen. Dies unterstreicht die besondere Rolle der
Diagnostik. Es ist fur den Erfolg der Immuntherapien von essenzieller Bedeutung, dass die
Pathologen Wege finden, diese Checkpoint-Inhibitoren und ihre relevanten Liganden adaquat
zu untersuchen.

Zusammenfassend zeigen die Daten unserer Studien, dass PD-L1 bei Mammakarzinom eher
selten, meist heterogen und vor allem in Grad 3 Tumoren exprimiert wird. Im Vergleich zu
anderen Tumorarten scheint die PD-L1 Expression beim Mammakarzinom eher gering und
von untergeordneter biologischer Bedeutung zu sein. Dennoch konnte auf Grund der hohen
Haufigkeit des Mammakarzinoms zumindest in Subgruppen (zum Beispiel G3-Tumoren) eine
Anti PD1/Anti PD-L1 Therapie natzlich sein.

4 Quelle: ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02489448 Stand: 05.03.2020
5 Quelle: ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02453620 Stand: 05.03.2020
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5. Zusammenfassung

Therapien mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren sind aus der modernen Onkologie nicht mehr
wegzudenken. Zahlreiche Medikamente inhibieren PD1 oder PD-L1, ein Regelsystem welches
dazu dient, UberschielRende Entziindungen zu verhindern, aber auch die Immunantwort auf
Tumorgewebe hemmt. Tumoren sprechen insbesondere dann gut auf eine derartige Therapie
an, wenn PD-L1 im Tumorgewebe oder in assoziierten histiozytdren Zellen Uberexprimiert
wird. Die Haufigkeit mit der dies in Mammakarzinomen passiert, wird in der Literatur sehr
widerspruchlich angegeben. Die Haufigkeit reicht von unter 1% bis Uber 70%. Zur Klarung der
Frage, wie haufig PD-L1 in Mammakarzinomen exprimiert wird und ob eine besonders hohe
Heterogenitat der PD-L1 Expression zu diesen diskrepanten Ergebnissen beitragt wurden
zwei Tissue-Microarray-Systeme immunhistochemisch mit einem Antikorper von Cell
Signaling Technology® (Hase, Polyklonal, Klon (E1L3N®)XP®, Referenznummer #13684,
Verdunnung 1:200) gegen PD-L1 untersucht. Tissue-Microarray 1 umfasste 892 auswertbare
Mammakarzinome mit assoziierten Prognosedaten. Tissue-Microarray 2 war ein
Mammakarzinom Heterogenitatsarray mit jeweils acht Stanzen aus unterschiedlichen Blocken
von besonders groen Mammatumoren. Die Untersuchung am Prognosearray ergab eine PD-
L1 Positivitdt in Tumorzellen in 6,4% und in intratumoralen Histiozyten in 3,2%. Die PD-L1
Positivitat war hochsignifikant mit dem BRE-Grad assoziiert. Grad 1 Tumoren waren in 0%,
Grad 2 Tumoren in 2,5 % und Grad 3 Tumoren in 14,4 % PD-L1 positiv (p<0.0001). Die PD-
L1 Expression war nicht mit dem pT-Stadium, pN, dem vorliegen hdmatogener Metastasen
oder der Patientenprognose assoziiert. Die Heterogenitatsuntersuchung von bis zu 8
Entnahmeorten bei 241 Patienten ergab bei 6 Patienten (2,48%) eine PD-L1 Positivitat. Die
PD-L1 Positivitat war in allen Fallen heterogen. In je 2 PD-L1 positiven Tumoren waren 1,3,
und 4 Proben (von 1-8) positiv. Die Befunde dieser Untersuchung zeigen, dass PD-L1
Expression beim Mammakarzinom selten ist und meist hochgradig heterogen. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass das Mammakarzinom weniger geeignet ist fur eine Therapie mit
Medikamenten gegen PD1 oder PD-L1 als viele andere Tumoren. Die deutlich groRere
Haufigkeit der PD-L1 Expression in den besonders aggressiven G3 Tumoren |3sst allerdings
hoffen, dass moglicherweise in diesem Patienten Subset eine Therapie mit in das PD1/PD-L1
System eingreifenden Immun-Checkpoint-Inhibitoren erfolgreich sein kénnte. Entsprechende

Studien sind derzeit in Arbeit.
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6. Abstract

Therapies with checkpoint inhibitors have become an essential part of modern oncotherapy.
Various drugs inhibit PD-1 or PD-L1, a signaling mechanism, which suppresses excessive
reactions of the immune system, but as well downregulates the response on tumor cells.
Especially tumors or associated histiocytes with a high level of PD-L1 expression show a good
sensitivity on aforementioned therapy. The prevalence of PD-L1 expression in breast cancer
described in studies is very contradictory, as it reaches from 1% to 70%. Two tissue
microarrays were stained with an PD-L1 antibody by Cell Signaling Technology® (rabbit,
polyclonal, clone (E1L3N®)XP®, ref. #13684 dilution 1:200), to determine how often PD-L1 is
expressed in breast cancer, as well as to find out if a heterogeneous expression contributes to
such discrepant results. Tissue microarray 1 included 892 evaluable breast cancers with
associated prognostic data. Tissue microarray 2 was a breast cancer heterogeneity array with
each eight punches from different blocks of especially big breast cancers. The staining of the
prognostic microarray resulted in PD-L1 prevalence of 6,4% in tumor cells and 3,2% in
histiocytes. The PD-L1 positivity was highly significant associated with the BRE-grading. Grade
1 tumors were in 0 %, grade 2 tumors were in 2,5 % and grade 3 tumors were in 14,4 % PD-
L1 positive (p<0.0001). A PD-L1 expression was neither with the TNM staging, nor with the
patients prognosis associated. The heterogeneity examination of up to 8 punches of 241
patients showed positivity in 6 patients (2,48%). The PD-L1 positivity was heterogeneous in
each of the cases. In each 2 tumors 1,3 or 4 punches were positive (1 to 8 Punches were
taken). The findings of this study show, that PD-L1 positivity in breast cancer is rare and
heterogeneous. They furthermore suggest, that an anti PD-L1 therapy is less suitable for
breast cancer, than for many other types of tumors. The noticeable higher prevalence of PD-
L1 expression in grade 3 tumors gives hope, that a checkpoint inhibitor therapy could be

successful for this subset of patients. Corresponding studies are in progress.
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