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Zusammenfassung v

Zusammenfassung

Mammakarzinome sind in Deutschland die h&ufigste maligne Tumorerkrankung bei
Frauen. Entitaten, die bis 2019 histologisch als medullare Mammakarzinome klassifi-
ziert wurden, treten in nur rund 1 % der Neudiagnosen pro Jahr auf; sie kommen je-
doch in einem deutlich jingeren Alter vor als duktale, jetzt als Mammakarzinome of no
special type (NST) bezeichnete, oder lobulare Karzinome. Fur die Therapieplanung
werden Biopsien zum TNM-Staging, zum Grading, zur Rezeptorcharakterisierung und

ggf. zur Genexpressionsanalyse entnommen.

An dieser Stelle setzt die hier vorliegende Arbeit an, um tber zusétzliche Bestimmung
von drei Biomarkern (Cluster of differentiation 3 (CD3), Forkhead Box Protein 3 (FoxP3),
Programmed cell death ligand 1 (PD-L1)) im Tumorgewebe, weitere Prognosemuster
und mogliche Therapieansatze, aul3erhalb der etablierten Routinemarkerbestimmun-
gen, fur die Zukunft zu schaffen. Die Umklassifikation der vormals eigenen Gruppe der
medullaren Mammakarzinome, nun als Unterteil der invasiven Mammakarzinome NST,
durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO) im Jahre 2019 fiel in die Experimental-
phase dieser Arbeit. Fir diese Abhandlung wurde die alte Einteilung aber beibehalten,
weil genau jene medullare Subgruppe von Brustkrebs hier im Mittelpunkt des Interesses

lag.

Aus Biopsien von 70 Probandinnen mit medullarem Mammakarzinom der Kliniken der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen und der Frauenklinik Minchen wurden ne-
ben den Standardbestimmungen bestehend aus histologischem Subtyp (typisch
medullare Mammakarzinome, atypisch medullare Mammakarzinome, invasive
Mammakarzinome NST mit medullaren Eigenschaften) und der Rezeptor-basierten
Klassifizierung (Ostrogen-Rezeptor (ER), Progesteron-Rezeptor (PR), Human epider-
mal growth factor receptor 2 (HER2), Ki-67), die drei Biomarker CD3, FoxP3 und PD-
L1 in einer neuen Triplex-Farbung gemeinsam angeféarbt. Die CD3- und FoxP3-Ex-
pression wurde mit einem Immunreaktiven Score (IRS) und die PD-L1-Expression mit

einem Immun-cell-(IC)-Score quantifiziert.

Die drei Biomarker wurden in allen Subtypen medullarer Mammakarzinome exprimiert.
Aufgrund der vielen ,Lost to Follow Up“ Falle der einbezogenen Patientinnen waren
keine detaillierten Untersuchungen zum Uberleben maglich. Es waren aber keine of-
fensichtlichen Zusammenhange zwischen der medianen Uberlebenszeit und den un-

tersuchten Parametern erkennbar. Im Rahmen der Spearman-Korrelationsanalyse
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wurde ein hochsignifikant positiver Zusammenhang zwischen der FoxP3- und PD-L1-
Expression detektiert. Zusatzlich wurden positive Korrelationen des FoxP3-IRS und
des PD-L1-IC-Scores zum Proliferationsmarker Ki-67 nachgewiesen. Tendenziell kor-

relierte auch die CD3- und FoxP3-Expression im medullaren Mammagewebe.

Nach der alten histologischen WHO-KIlassifizierung von 2012 bestand eine positive
Korrelation zwischen der Subkategorie des typisch medullaren Mammakarzinoms und
der PD-L1-Expression. Aul3erdem waren typisch medullare Mammakarzinome haufi-
ger HER2- und PR-negativ.

Die vorliegende Analyse unterstreicht die Bedeutung des Immun-Checkpoint-Inhibitors
PD-L1 zur Charakterisierung medullarer Mammakarzinome. Zudem scheint eine his-
tologische Klassifizierung zusétzlich zur Rezeptor-basierten molekularen Klassifikation

fur die Prognosestellung bei medullaren Mammakarzinomen sinnvoll.
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Vorwort

Obwohl die Diagnose klassisch medullares Mammakarzinom nur etwa 1% aller
Mammakarzinome ausmacht, ist das mittlere Erkrankungsalter fur medulléare
Mammakarzinome mit 45-52 Jahren ungeféahr 10 Jahre unter dem Durchschnittsalter
fur invasiv duktalen Brustkrebs, nun als invasives Mammakarzinom of no special type
(NST) Kklassifiziert, und trifft demnach die Patientinnen in einer Lebensphase in der sie
wahrscheinlich beruflich und/oder sozial maximal eingebunden sind. Rund 26% dieser
medullaren Brusttumoren werden im Gegensatz zum, einstmals als invasiv duktales
Mammakarzinom eingeordneten, invasiven Mammakarziom NST, sogar noch vor dem

35. Lebensjahr diagnostiziert [1].

Das bedeutet, ca. 700 Frauen bekommen in Deutschland pro Jahr die Neudiagnose
medullarer Brustkrebs. Diese I6st Unsicherheiten und Angste aus und verandert den
privaten, beruflichen und emotionalen Alltag der betroffenen Frauen und deren Fami-

lien grundlegend.

Auf Grund dessen beschatftigt sich die hier vorliegende Dissertation mit dieser Uber-
schaubar kleinen Subgruppe des Mammakarzinoms und deren Rezeptoreigenschaf-
ten. Dabei liegt bei diesen durchgefiihrten Experimenten ein Fokus auf den in der
Brustkrebstherapie bedeutenden Rezeptoren (Ostrogen-Rezeptor (ER), Progesteron-
Rezeptor (PR), Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)) und diagnosti-
schen/prognostischen Markern Cluster of differentiation 3 (CD3), Forkhead Box Pro-
tein 3 (FoxP3) und Programmed cell death ligand 1 (PD-L1).



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Tumorpathogenese

Malignitaten sind ein Charakteristikum multizellularer Organismen und werden auch in
einfachen Spezies (z. B. in Nesseltieren) gefunden [2—4]. Mit zunehmender Komplexi-
zitat und Langlebigkeit steigt das Mutationsrisiko fiir einen Organismus bei Zellteilun-
gen auch durch Akkumulation extrinsischer Faktoren. Die dabei entstehenden Zellva-
rianten konnen maligne Charakteristika entwickeln [2]. Wahrend der
Tumorentwicklung kommt es zu tiefgreifenden Veranderungen des Genoms (Mutatio-
nen in Onko- und Tumorsuppressorgenen, epigenetische Alterationen). Der maligne
Phanotyp wird laut Hanahan und Weinberg auf zellularer Ebene durch folgende Kenn-

zeichen charakterisiert:

— Unempfindlichkeit gegeniiber Wachstumsinhibitoren (evading growth suppressors)
— Vermeidung von kérpereigenen Immunreaktionen (avoiding immune destruction)
— Unlimitiertes Replikationspotential (enabling replicative immortality)

— Tumorstimulierende begleitende Entztindung (tumor promoting inflammation)

— Gewebeinvasion und Metastasierung (activating invasion and metastasis)

— Fortwahrende Angiogenese (inducing angiogenesis)

— Genomische Instabilitat und Mutation (genome instability and mutation)

— Vermeidung von Apoptose (resisting cell death)

— Dysregulation der zellularen Energiekontrolle (deregulation cellular energetics)

— Fortwahrende Proliferation (sustaining proliferative signaling)

Diese allgemeinen Malignitatscharakteristika kommen nicht in allen Tumoren gleich-
zeitig vor [5—7]. Das aus der Chaostheorie und Mathematik stammende Konzept eines
komplexen und intervenierenden Systems kann auf naturliche Systeme (z. B. Immun-
system, neurale Netzwerke im Gehirn, Tumorentwicklung) tbertragen werden [2, 8—
10]. Die Komplexizitat bei der Tumorentwicklung ergibt sich daraus, dass maligne Zel-
len sich nicht nur durch ein verdndertes Proliferationsverhalten auszeichnen, sondern
besondere Charakteristika entwickeln, die auf spezifischen Veranderungen in ihren
Genen und Signalwegen beruhen. Die Aufgabenteilung der Zelllinien in einem Tumor
kann zum Therapieversagen und zur Rezidivbildung fuhren (siehe Kapitel 4). Aul3er-
dem wechselwirken Tumorzellen mit den Stromazellen in ihrer Umgebung und I6sen

beispielsweise Entziindungen aus. Tumorwachstum und Metastasierung sind somit
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nicht ausschliellich eine Folge der endogenen Eigenschaften von Tumorzellen, son-
dern beruhen auf einem Zusammenspiel der Tumorzellen mit dem Tumorstroma be-
stehend aus normalen Zellen (z. B. Fibroblasten, Granulozyten, Makrophagen, En-

dothelzellen, Lymphozyten) und der extrazellularen Matrix (ECM) [5-7].

Auch beim medullaren Mammakarzinom bestimmt die Tumormikroumgebung die
Prognose mit. Laut einer Theorie liegt beim (medullaren) Mammakarzinom mdoglicher-
weise eine evolutiondre Fehlanpassung vor. Der nicht saisonal festgelegte monatliche
Ostrus, der eine friilhe humane Entwicklung darstellt und im Tierreich unbekannt ist,
bedeutet zwar einen Fruchtbarkeitsvorteil, aber auch ein erhdhtes Risiko fur
Mammakarzinome aufgrund des monatlich wiederkehrenden hormonbedingten
proliferativen Stresses im Brust- und Ovarial-Gewebe. In urspringlicheren Gesell-
schaftsformen wurde dieses Risiko durch schiitzende Faktoren wie friihe Schwanger-
schaften, langes Stillen der Kinder, eine vorwiegend frugale Diat und mehr korperliche

Bewegung ausgeglichen [2, 11, 12].

1.2 Epidemiologie
Krebserkrankungen in Deutschland

Im Jahre 2020 sind laut einer Schatzung 275.000 Manner und 244.000 Frauen an
Krebs neu erkrankt.2016 erkrankten dagegen lediglich 258.520 Manner und 233.570
Frauen in Deutschland an Krebs; die krebsbedingten Sterbefélle lagen flur beide Ge-
schlechter zusammen bei 229.827. Von 1999-2013 sanken die Krebserkrankungsra-
ten bei den Uber 75-Jahrigen leicht, daflr stiegen sie im jungen Erwachsenenalter (15—
44 Jahre) an. In allen Altersgruppen gehen die Sterberaten deutlich zurtick, am starks-
ten jedoch bei den unter 55-Jahrigen. Anfang der 1970er Jahre erkrankten in Deutsch-
land nur halb so viele Menschen an Krebs wie heute. Dennoch hat die Zahl der Krebs-
sterbefalle nur geringfligig zugenommen und ist bei Frauen seit Mitte der 1990er Jahre

etwas rucklaufig [13].

Brustkrebserkrankungen in Deutschland und Europa

2016 wurde bei 68.950 Frauen und bei 710 Mannern eine Malignitat der Brustdrise
diagnostiziert (siehe Tabelle 1). Unter den Mammakarzinom-bedingten Sterbefallen

waren 18.570 Frauen und 166 Manner.
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Tabelle 1: Inzidenz, Mortalitat und Pravalenz bzw. Uberlebensraten fir maligne Erkrankungen der
Brustdriise in den Jahren 2015 und 2016 mit Prognose fiir 2020 [14]

Inzidenz 201§ 2016 Prognose fir 2020
Frauen Minner Frauen Mainner Frauen Minner
Neuerkrankungen 69.630 600 68.950 710 69.700 750
rohe Erkrankungsrate 167,7 1,5 165,2 1,7 167.6 1.8
standardisierte Erkrankungsrate'-? 113,7 1.0 112,2 1.1 110,4 11
mittleres Erkrankungsaliter3 64 72 64 12
Mortalitit 2015 2016 2017
Frauen Minner ‘ Frauen Manner Frauen Minner
Sterbefille 18.136 159 18.570 166 18.401 192
rohe Sterberate 43,7 04 445 0,4 43.9 05
standardisierte Sterberate'-? 23,0 0,2 ' 23,4 03 22,9 0,3
mittleres Sterbealter? 75 75 75 2 76
Pravalenz und Uberlebensraten 5 Jahre 10 Jahre
Frauen Manner Frauen Manner
Pravalenz 313.500 2.600 584.900 4.200
absolute Uberlebensrate (2015-2016)4 ‘ 79 (78-82) 62| 66 (65-69) 46
relative Uberlebensrate (2015—-2016)4 V 87 (86-90) 77| 82 (31-86) 72

! je 100.000 Personen 2 altersstandardisiert nach alter Europabevolkerung 3 Median 4 in Prozent (niedrigster und hochster Wert der einbezogenen Bundeslander)

Brustkrebs stellt in Deutschland bei Frauen mit rund 69.000 Neuerkrankungen jahrlich
die haufigste Krebserkrankung dar. Bei ca. 6000 Patientinnen wird jedes Jahr zudem
ein Carcinoma in situ festgestellt. Damit erhélt eine von acht Frauen im Laufe ihres
Lebens eine Mammakarzinom-Diagnose. Bei der Erstdiagnose sind drei von zehn Pa-
tientinnen junger als 55 Jahre. In den neuen Bundeslandern sind die Neuerkrankungs-
und Sterberaten nach wie vor niedriger als in den alten Bundeslandern, lediglich bei
Frauen unter 55 Jahren gleichen sich die Raten an.

Frauen ab 30 Jahren steht im Rahmen des Brustkrebsfriiherkennungsprogrammes
eine jahrliche Tastuntersuchung beim Gynakologen zu [14]. Im Alter von 50 bis 69
Jahren haben sie in zweijahrigen Abstdnden die Mdglichkeit, eine Rontgenuntersu-
chung der Brust durchfihren zu lassen (Mammographie-Screening). Diese Brust-
krebsfriherkennungsmafinahme wurde zwischen 2005 und 2009 im deutschen Ge-
sundheitswesen eingefuhrt. Die daraus folgende frihere Diagnosestellung von
Mammakarzinomen fuhrte zu einem kurzfristigen Anstieg der Erkrankungsraten, die

aber anschliel3end wieder zurtickgingen [13].

45 % der Mammakarzinom-Neuerkrankungen betreffen die Screening-Altersgruppe.
Dagegen manifestiert sich das medullare Mammakarzinom etwa 10 Jahre friher als

das invasiv duktale Karzinom, heute Mammakarzinom NST genannt [1]. Auch werden
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bei Patientinnen (50-69 Jahre), die ins Screening-Programm fallen, meist Fruhstadien
der Karzinome (in-situ und Stadium 1) diagnostiziert. Ein Anzeichen des Erfolgs des
Screenings ist die abnehmende Zahl an Diagnosen in fortgeschrittenen Stadien [13].
Zusammenfassend wurde durch das Mammographie-Screening die krebsspezifische
Mortalitat um ca. 10 % reduziert [15].

Die Inzidenz von Mammakarzinomen zeigt in Europa ein deutliches Ost-West-Gefélle,
mit um die Halfte niedrigeren Raten in osteuropaischen Landern (z. B. Ungarn, Polen,
Bulgarien). Auch sudeuropéaische Lander, wie Spanien, Portugal und Griechenland,
zeigen niedrigere Inzidenzen. Die Inzidenz in Deutschland liegt knapp tber dem EU-
Wert (siehe Abbildung 1, oben). Auch bei der Mortalitat liegt Deutschland leicht Uber
dem EU-Durchschnitt; allgemein sind die Ost-West-Unterschiede weniger deutlich als
bei der Inzidenz. Die geringsten Sterberaten gibt es in Spanien, Portugal, Schweden
und Finnland (siehe Abbildung 1, unten) [13].

160
+ 140
+ 120
+ 100
80
+ 60
40
+ 20
0

30

25

Abbildung 1: Altersstandardisierte Neuerkrankungsraten (oben) und Sterberaten (unten) je 100.000
Frauen in den Mitgliedsstaaten der EU fir 2011-2013 [13]
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Epidemiologie des medullaren Mammakarzinoms

Wie beschrieben, erfolgt die Erstdiagnose beim medullaren Mammakarzinom haufiger
bei jungeren Frauen (45-52 Jahre) als beim vormals invasiv duktalen Karzinom. Rund
26 % der Betroffenen sind jlinger als 35 Jahre. Insgesamt umfasst diese histologische
Untergruppe des Mammakarzinoms weniger als 1 % aller Brustkrebsfalle; hohere
Werte resultieren daraus, dass atypisch medullare Karzinome und/oder invasive
Mammakarzinome No special type (NST) mit medullaren Eigenschaften hinzugezahlt

werden [1].

In der vorliegenden Dissertation wurden die drei histologischen Untergruppen des
medullaren Mammakarzinoms untersucht. Wahrend der Durchfiihrung der Experimente

erfolgte eine Neueinteilung der medullaren Mammakarzinome (siehe Kapitel 1.3.1).

1.3 Mammakarzinome

1.3.1 Klassifikation Mammakarzinome

Histologisch dominierte das invasiv duktale Mammakarzinom, jetzt invasives
Mammakarzinom NST, gefolgt vom invasiv lobularen Karzinom, dem tubularen und
muzindsen Karzinom und schliel3lich dem medullaren Karzinom [16]. Hierbei handelt
es sich um die alte Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) von 2012
(siehe Tabelle 2). Die neue WHO-KIlassifikation aus dem Jahr 2019 (siehe Tabelle 3)
wurde Mitte 2020 — in der Experimentphase der hier gemachten Studie — publiziert.
Die entsprechenden Unterschiede dieser Klassifizierungen sind in den untenstehen-
den Grafiken verdeutlicht. In der vorliegenden Abhandlung wurden die drei medullaren
Subtypen nach der WHO-Klassifikation 2012 analysiert, da diese medullare Gruppe
auch in der neuen Einteilung nicht verschwunden ist, sondern unter dem neuen Namen

der Mammakarzinome NST weiter existiert.
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Tabelle 2:  Einteilung der Weltgesundheitsorganisation (WHO) von Mammakarzinomen 2012 [1]

Invasives Mammakarzinom

-Invasives Mammakarzinom ohne speziellen Typ (NST)
-Invasives lobuldres Mammakarzinom
-Tubuldres Mammakarzinom
-Kribriformes Mammakarzinom
-Muzinéses Mammakarzinom
-Mammakarzinom mit medullédren Eigenschaften
-Medullédres Mammakarzinom
-Atypisches medulldres Mammakarzinom
-Invasives Mammakarzinom NST mit medulldren Merkmalen
-Mammakarzinom mit apokriner Differenzierung
-Mammakarzinom mit Siegelringzellen
-Invasives mikropapilldres Mammakarzinom
-Metaplastisches Mammakarzinom NST
-Gemixtes metaplastisches Mammakarzinom

-Myoepitheliales Mammakarzinom

Karzinome, die bis 2019 als Mammakarzinome mit medullaren Eigenschaften klassifi-
ziert wurden, werden in der neuen Klassifikation der Gruppe der invasive breast carci-
noma of no special type (IBC-NST) zugeordnet (siehe Tabelle 4). IBC-NST mit
medulléarer Struktur bedeutet, dass sie alle bestimmte Charakteristika, wie immunre-
aktive Mikroumgebung, Triplenegativitat und Assoziation mit der Breast-cancer early
onset (BRCA) 1 Mutation, mitbringen (siehe auch Kapitel 1.4.6.). Diese Karzinome
werden als Teil des tumor-infiltrierenden lymphozytenreichen Brustkrebsspektrum an-
gesehen. Unbewusst wurde deshalb vor 2019 genau jene Gruppe als ,medullar” klas-
sifiziert [17].
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Tabelle 3: Klassifikation invasiver Mammakarzinome nach der Einteilung der Weltgesundheitsorga-
nisation (WHO) von 2019 [17]

Klassifikation invasiver Mammakarzinome (WHO 2019)

* [nvasives Mammakarzinom ohne speziellen Typ/NST -=::=
* Mikroinvasives Mammakarzinom

* Lobulares Karzinom

* Tubulares Karzinom

* Kribriformes Karzinom

* Muzindses Karzinom

* Muzindses Zystadenokarzinom

* Invasives mikropapilldres Karzinom

» Karzinom mit apokriner Differenzierung

* Metaplastisches Karzinom

Seltene und speicheldriisenartige Tumoren (,,salivary gland-type*):
* Azinuszellkarzinom

» Adenoid-zystisches Karzinom

» Sekretorisches Karzinom

* Mukoepidermoides Karzinom

* Polymorphes Adenokarzinom

 Tall-Cell-Karzinom mit reversibler Polaritat (TCCREP)

Tabelle 4: Einteilung der Subklassifikationen Invasives Mammakarzinom ohne speziellen Typ (IBC-
NST) gemaf der Richtlinie Weltgesundheitsorganisation (WHO) 2019 [17]

IBC-NST Einteilung

-IBC-NST mit medullarer Struktur <_'

-IBC-NST mit neuroendokriner Differenzierung

-IBC-NST mit osteoklast-dhnlichen stromalen Riesenzellen
-IBC-NST mit pleomorpher Struktur

-IBC-NST mit chorionkarzinomatdser Struktur

-IBC-NST mit melanotischer Struktur

-IBC-NST mit onkozytomatischer Struktur

-IBC-NST mit lipidreicher Struktur

-IBC-NST mit glykogenreicher klarer Zellenstruktur

-IBC-NST mit talgartiger Struktur
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1.3.2 Risiko- und Schutzfaktoren

Neben einer frihen Menarche und einer spaten Menopause werden auch lebensstil-
bezogene Faktoren (z. B. Ubergewicht, hoher Alkoholkonsum, mangelnde Bewegung)
und medizinische Parameter (z. B. langer andauernde Hormonersatztherapie, Ver-
wendung von Kombinationspraparaten (Ostrogen/Progesteron) zur Verhitung) als Ri-
sikofaktoren fir Mammakarzinome beschrieben [13]. Weitere Risikofaktoren sind eine
Strahlentherapie des Brustkorbs im Kinder- und Jugendalter, ein sehr dichtes Brust-
gewebe, bestimmte gutartige Brustveranderungen (z. B. Cytosarcoma phylloides)
oder eine vorangegangene Brustkrebserkrankung. In geringerem Ausmalf3 gehort auch
Rauchen dazu [14, 18].

Frihe und mehrfache Schwangerschaften und damit einhergehende lange Stillzeiten
werden dagegen als schitzend angesehen. Das niedrigere Alter der Frauen bei der
Geburt des ersten Kindes und eine insgesamt hohere Geburtenrate in der ehemaligen
DDR gelten als Grunde fur die Brustkrebssterblichkeitsunterschiede (siehe Abbil-

dung 2) zwischen alten und neuen Bundeslandern [13].

_ 36,1

_18,5
_16,0

Abbildung 2: Altersstandardisierte Sterberate je 100.000 Frauen an Brustkrebs nach Bundesland,
2012-2014 [13]

Ab dem 50. Lebensjahr einer Frau spielt auch der Vitamin-D-Status flr das

Mammakarzinom-Risiko eine Rolle. Laut der danischen Krebsgesellschaft fordert ein

Vitamin-D-Mangel nicht nur die Osteoporose, sondern erhght auch das Krebsrisiko, da

das Vitamin an der Regulation des Zellwachstums beteiligt ist [19].
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Der wichtigste Risikofaktor ist jedoch ein fortgeschrittenes Alter [20—22]. Ein frihes
Alter bei der Erstdiagnose von Brustkrebs stellt wiederum einen Risikofaktor fur Re-
zidive und den Tod dar [23-27].

1.3.3 Klinische Symptomatik

Ein tastbarer Knoten in der Brust ist meist das erste klinische Symptom von
Mammakarzinomen. Weiter kbnnen Hautretraktionen, Mamilleninversionen, Absonde-
rungen aus der Brustwarze und/oder Gro3en-, Farb-, Textur- und Umrissveranderun-
gen der Brust auftreten. Extreme Falle zeigen zudem Ulzerationen, Erytheme und
Odeme. In seltenen Fallen prasentiert sich ein Mammakarzinom nur durch eine Ver-
groBerung der axillaren Lymphknoten, ohne pathologische Veranderungen an der
Brust selbst. Da diese Symptome auch durch benigne Krankheiten der Brust hervor-
gerufen werden kénnen, ist eine exakte Diagnose erforderlich [1, 17]. Im Zuge der
gesetzlichen Friherkennung wird in Deutschland Frauen ab 30 Jahren im 2-Jahres-
Intervall eine Mammauntersuchung mit Inspektion und Palpation inklusive des Brust-

lymphabflussgebietes beim Gynékologen angeboten [28, 29].

1.3.4 Diagnose

Mammographie: Wie erwahnt, wird Frauen von 50-69 Jahren in Deutschland eine
Mammographiekontrolle der Brust alle zwei Jahre im Mammakarzinom-Friherken-
nungsprogramm angeboten [13, 28]. Obwohl der Altersgipfel bei der Neudiagnose
medullarer Mammakarzinome nicht mit dem Alter der Mammographiescreening-be-
rechtigten Frauen Ubereinstimmt wird diese Diagnosemethode hier erwahnt, da sie
ungeachtet davon, ob ein Knoten oder eine pathologische Brustveranderung durch
eine klinische Prasentation gesichert ist oder im Rahmen des Screenings entdeckt
wird, den ersten Diagnoseschritt nach einer Anamnese und einer klinischen Brustun-
tersuchung mit Inspektion und Palpation darstellt [1, 20-22, 29-34]. Da die aktuali-
sierte europaische Brustkrebsleitlinie der EU-Kommission eine Empfehlung zur Mam-
mographie fur Frauen von 45—-74 Jahre enthélt, ist in Deutschland mit entsprechenden

Veranderungen im nationalen Mammographieprogramm zu rechnen [35].

Sonographie: Die Mammasonographie wird bei hoher mammographischer Dichte ein-
gesetzt, um den klinischen und mammographischen Befund zu vervollstéandigen [29, 36—
38]. Weiter dient die Sonographie der Abklarung unklarer Mammographie- bzw. Mag-

netresonanztomographie-(MRT)-Ergebnisse der Mamma der Kategorien O, IlI, IV und V,
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nicht aber als alleinige Diagnosemethode [29, 36—41]. Besonderen Mehrwert hat die So-
nographie bei der Unterscheidung zwischen soliden und zystischen Prozessen, um beim

Vorliegen einer Zyste eine Biopsie zugunsten einer Punktion zu vermeiden [42].

Biopsie: Die histologische Abklarung der Diagnose bzw. die Einordnung des
Mammakarzinoms sollte auch bei priméar mit Mammographie und/oder MRT gesicher-
ten Befunden via sonographisch gesteuerter Stanzbiopsie erfolgen [29, 43]. Bei feh-
lendem Herdbefund aber vorliegendem Mikrokalk wird die stereotaktische Vakuumbi-
opsie empfohlen [29, 43]. Lediglich in Ausnahmefallen steht die primére, offene

diagnostische Exzisionsbiopsie zur Verfigung [29, 43, 44].

Magnetresonanztomographie: Der Einsatz der MRT zur Diagnosestellung wird derzeit
ausschliel3lich bei Patientinnen empfohlen, bei denen Untersuchungen mit konventio-
neller Mammographie, Sonographie und perkutaner Biopsie keine eindeutigen Befunde
erbracht haben [29, 45]. Bei einem diagnostizierten Mammakarzinom wird eine MRT nur
in begriindeten Fallen pratherapeutisch durchgefuhrt [29, 46—48]. Laut einer multizentri-
schen, randomisierten, kontrollierten Studie aus den Niederlanden [49] hat die MRT ei-

nen signifikanten Mehrwert bei Patientinnen mit extrem dichtem Brustgewebe.

Tomosynthese: Eine vielversprechende Diagnosemethode, die in Zukunft als ergan-
zendes Screening in Betracht kommt, ist die digitale Brust Tomosynthese (DBT). Wah-
rend die konventionelle Mammographie mit Réntgenstrahlen nur in zwei Ebenen ar-
beitet, durchleuchtet bei der Tomosynthese eine sich drehende Rontgenquelle aus
verschiedenen Winkeln das Brustgewebe. Spater werden diese Aufnahmen im Com-
puter zu einem 3D-Modell zusammengefuhrt. Laut dem prospektiven populationsba-
sierten Malmo Breast Tomosynthesis Screening Trial (MBTST) besitzt dieses Verfah-

ren eine héhere Sensitivitat als die Mammographie [51-53].

1.3.5 TNM/Staging

Zur Bestimmung des Primartumorstadiums hat sich das TNM-System etabliert. Hierbei
steht der Buchstabe T fur die TumorgrofRe, N fur die befallenen Lymphknoten und M
fir Metastasen (siehe Tabelle 5). Die Union Internationale Contre le Cancer (UICC)
hat die Kriterien zur besseren Ubersicht in Stadien zusammengefasst. Die unter-
schiedlichen Stadien beeinflussen die Therapieplanung und Prognose (siehe Kapitel
1.5.3). Das Staging richtet sich vornehmlich nach der Gré3e des Tumors und berick-

sichtigt, ob und wie weit sich der Krebs vom primaren Krankheitsherd in der Mamma
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ausgebreitet hat (siehe Abbildung 3). Meist erfolgt das Staging nach der operativen

Entfernung des Tumors und der Untersuchung der Lymphknoten [54, 55].

Tabelle 5: TNM Klassifikationen [16]
Stadium Primartumor Lymphknotenstatus Fernmetastasen
0 Tis NO (keine) MO
| T1lmic NO MO
Tla(1-5mm) NO MO
T1b (6 - 10 mm) NO MO
T1lc (11 - 20 mm) NO MO
A T0, T1lmic, T1 N1 (1-3 LK in der Axilla und/ MO
oder der ipsilateralen Mam-
maria-Intema-Region)
T2 (21- 50 mm) NO MO
s T2 N1 MO
T3 (=51 mm) NO MO
1A TO, Tlmic, T1, T2 N2 (4-9 LK in der Axilla) MO
T3 N1 MO
ns T4 (Infiltration der Brustwand und/oder der Haut, NO -2 MO
und/oder ipsilaterale Satellitenmetastasen und/oder
inflammatorisches Mammakarzinom)
nc alleT N3 (=210 LK n der Axilla und/ MO
oder Befall infra- oder supra-
klavikularer LK)
v alleT alleN M1 (Metastasen auBer-

halb der Brust und der
benachbarten LK-Regio-
nen
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Abbildung 3: Einteilungskategorien des TNM-Stagings [55]

1.3.6 Grading

Das aktuelle histopathologische Grading von Tumorgewebe basiert auf dem System
von Bloom, Richards und Scarff, das zur besseren Handhabung von Elston und Ellis
[56, 57] modifiziert wurde. Die Abweichung des histologischen Differenzierungsgrads
einer Gewebeprobe vom physiologischen Gewebebild erlaubt Ruckschlisse auf die
Malignitat und Prognose eines malignen Tumors. Unterschieden werden drei histolo-
gische Grade (manchmal auch vier). Lasst sich der Differenzierungsgrad nicht beur-
teilen, wird das Ergebnis mit ,G9" angegeben. Zu den Kriterien des Gradings gehdren
die Tubulus- und Driusenbildung im Tumorgewebe, nukledre Pleomorphien und die
Anzahl der Mitosefiguren (siehe Tabelle 6). Die genannten Parameter weisen auf eine
schlechtere Differenzierung, einen héheren histologischen Grad und eine schlechtere
Prognose hin. Medullare Mammakarzinome zeigen jedoch Abweichungen von dieser
Regel (siehe Kapitel 1.5.4). Der Score (Zahlenwert) beim Grading gibt demnach an,
inwieweit sich die Tumorzellen aus einer Biopsie im Aussehen und Wachstumsmuster
von normalen Brustgewebezellen unterscheiden. Bei einer vierstufigen Einteilung ist

bei G4 eine Zuordnung zum Ausgangsgewebe nicht mehr méglich.
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Tabelle 6: Grading — Kriterien nach Elston und Ellis (links) [1, 56] und Differenzierungsgrade (rechts)

[55]
Feature Score Grading Differenzierung des malignen Gewebes
Tubule and gland formation G1
Maijority of tumour (> 75%) 1 -
Moderate degree (10-75%) 2
Little or none (< 10%) 3 G3
Nuclear pleomorphism

G4 Indifferenziertes Gewebe
Small, regular uniform cells 1
Moderate increase in size

and variability 2
Marked variation 3
Mitotic counts
Dependent on microscope
field area 1-3

Final grading
Add scores for gland formation,

nuclear pleomorphism and
mitotic count:

Grade 1 Total score, 3-5
Grade 2 Total score, 6 or 7
Grade 3 Total score, 8 or @

1.4 Molekulare Marker von Mammakarzinomen

Bei der Neudiagnose eines Mammakarzinoms werden in der Regel verschiedene Re-
zeptoren im Tumorgewebe analysiert. Die Untersuchungen erfolgen an Gewebemate-
rial, das bei einer Biopsie oder Tumorentfernung gewonnen wurde. Diese biologischen
Tumormarker (z. B. Rezeptoren) helfen dabei, die Malignitat des Tumors und damit
die Prognose flr die Patientin abzuschatzen und erlauben eine individuelle zielgerich-

tete Therapie der Patientin [58].

Zu den wichtigsten Markern z&ahlen die Rezeptoren firr Ostrogen (ER) und Progesteron
(PR). Diese Hormone kénnen das Wachstum von Brustkrebszellen férdern, indem sie
nach Bindung an ihre Rezeptoren ein Wachstumssignal initiieren. Zur Bestimmung der
Hormonabhéangigkeit des Wachstums eines Mammakarzinoms wird die Anzahl Rezep-
tor-positiver Zellen und die Anzahl der Hormonrezeptoren pro Zelle bestimmt. Tragen
mehr als ein Prozent aller Tumorzellen spezifische Rezeptoren gilt der Tumor als hor-

monempfindlich und wird als ER-positiv (ER+) und/oder PR+ bezeichnet.

Das Wachstum hormonabh&ngiger Tumorzellen lasst sich durch Hormonentzug ver-
langsamen oder stoppen. Ist eine (Anti-)Hormontherapie bzw. endokrine Therapie
moglich, kann eventuell auf eine fir die Patientin belastende Chemotherapie verzichtet
werden [58].
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Grann et al. schatzten den Uberlebensvorteil aufgrund zielgerichteter Therapien von
Patientinnen mit ER+- und/oder PR+-Tumoren auf rund 10 % im Vergleich zu Patien-
tinnen mit ER-/PR-negativen Tumoren. Dieser Uberlebensvorteil beruht darauf, dass
ER-/PR-negative Tumoren hohere Proliferationsraten und mehr Zellen in der S-Phase
aufweisen und damit eine kleinere Wahrscheinlichkeit haben, auf Hormontherapien

anzusprechen [59-77]

1.4.1 Ostrogen-Rezeptor (ER)

Das Steroidhormon Ostrogen beeinflusst bei der Frau die Bildung und Entwicklung der
Geschlechtsorgane (z. B. Aufbau einer neuen Schleimhaut im Uterus im Rahmen des
Zyklus, sowie Starkung des Dickenwachstums der Uterusmuskulatur). In der Zervix
fordern Ostrogene die Zunahme und die Spinnbarkeit des Zervixsekrets und die Ab-
nahme der Viskositat des Zervixschleims. Ebenso I6st Ostrogen eine Proliferation des
Vaginalepithels und des Brustdriisengewebes aus. Die geschlechtsspezifischen Merk-
male von Frauen (z. B. Klang der Stimme, Verteilungsmuster des subkutanen Fettge-
webes) unterliegen ebenfalls der Ostrogen-Kontrolle. Bei Mannern und Frauen fordert
Ostrogen das Skelettwachstum tber die Stimulation von Osteoblasten und schiitzt so
vor Arteriosklerose und Osteoporose. Ostrogene werden hauptséchlich in den Ovarien
und in den Granulosazellen der Ovarienfollikel gebildet, aber auch in der Plazenta und
in den Nebennieren bzw. bei Mannern in den Hoden. In geringerem Ausmall ist das

Muskel-, Nerven- und Fettgewebe an der Ostrogen-Produktion beteiligt.

Die Gruppe der Ostrogene umfasst verschiedene Vertreter wie Ostradiol, Ostratriol
und Ostron. Im Blut wird Ostrogen an Plasmaproteine (Sexualhormon-bindendes-Pro-
tein (SHBG)) bzw. an Albumin gebunden transportiert [78]. Humane Zellen exprimieren
zwei ER (Era und ErB). Era kommt vornehmlich in Ovar-, Mamma-, Vagina-, Cervix-,
Uterus-, Leber- und Hypophysengewebe sowie in der Herz- und Skelettmuskulatur vor;
Erp dagegen in der Prostata, im Zentralen Nervensystem (ZNS) sowie im Hoden-,
Lungen, Urogenitaltrakt- und Ovargewebe [79-81]. Laut Gronemeyer et al. stimuliert
Era als aktivierender Faktor nach Bindung von Ostradiol-173 Mammakarzinom-Zellen
zur Proliferation, wahrend der aktivierte Erf3 eher anti-proliferative Effekte hat und so-

mit die Auswirkungen von Era abmildert [82—-83].

Beispielsweise ist Tamoxifen ein hormonantagonisierendes Medikament bei Ostro-

gen-abhangigen Mammakarzinomen. Tamoxifen verhindert bzw. verlangsamt das
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Wachstum dieser Karzinome durch Bindung an den ER und wird als adjuvantes The-

rapeutikum zusammen mit Zytostatika verwendet [78].

1.4.2 Progesteron-Rezeptor (PR)

Progesteron ist ein Zwischenprodukt der Synthese weiterer Steroidhormone und der
wichtigste Vertreter der Gestagene. Gebildet wird Progesteron im Corpus luteum des
Ovars und in der Plazenta.

Im weiblichen Organismus férdert Progesteron beim monatlichen Zyklus den Anstieg
der Korpertemperatur um 0,4-0,6 °C und steigert zusammen mit Ostrogenen die
Proliferations- und Sekretionsbereitschaft der Alveoli der Brustdriusen. Aul3erdem be-
reitet Progesteron die Uterusschleimhaut auf die Einnistung der befruchteten Eizelle
vor, indem es das Drisenwachstum (Sekretionsphase) sowie die Einlagerung von Gly-
kogen in die Stromazellen der Schleimhaut stimuliert und den Tonus des Myometriums
absenkt. Nach der Ovulation bewirkt Progesteron in der Zervix die Schliel3ung des
Muttermunds sowie eine Mengenabnahme und eine verminderte Spinnbarkeit bzw.
héhere Viskositat des Zervixschleims. Bei einer fehlenden Befruchtung nach der Ovu-
lation fuhrt der Progesteron-Abfall zu degenerativen Veranderungen, welche die
Menstruation nach sich ziehen. Bei einer Befruchtung der Eizelle unterstitzt Proges-
teron die Nidation und die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft. Ein Absinken des
Progesteron-Spiegels hat einen Schwangerschaftsabbruch zur Folge. Wie Ostrogen

wird Progesteron im Blut an ein Protein (Transcortin) gebunden transportiert.

Im Gegensatz zu Ostrogen wirkt Progesteron iiber einen einzigen PR, welcher wie der
ER Wachstumssignale an Tumorzellen sendet [78]. Beim PR existieren zwei weitge-
hend identische Isoformen; dem PRA fehlen jedoch am N-Terminus 164 Aminosauren,
wodurch diese Isoform kirzer ist als PRB. Im gesunden (Brust-) Gewebe liegen beide
Isoformen in gleichem Mengenverhdltnis vor. Die Transformation zu malignem Ge-
webe wird von einem zunehmenden Missverhaltnis zwischen PRA und PRB begleitet.

Laut Mote et al. entsteht hier haufig eine PRA-Dominanz [84-87].

1.4.3 Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)

Durch die Bindung von Wachstumsfaktoren an den transmembranen HER2 wird eine
intrazellulare Signalkaskade ausgeldst, welche die Zelle zur Teilung und Differenzie-
rung anregt. Dieser Vorgang ist fur die normale Entwicklung und das Wachstum des

Mammagewebes essentiell. Der HER2 wird nahezu in allen Zelltypen mit Ausnahme
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von Zellen hamatopoetischen Ursprungs exprimiert. Eine erhdohte HER2-Expression
wird mit Malignitat und einer schlechteren Prognose beim Mammakarzinom in Verbin-
dung gebracht. Eine vermehrte Synthese des Onkoproteins HER2 betrifft 25—30 % al-
ler Brustkrebspatientinnen.

Eine hohe HER2-Dichte auf der Zelloberflache von Mammakarzinomen geht mit einem
schnelleren Tumorwachstum, einem aggressiveren Verlauf der Krebserkrankung und
einer reduzierten Wirksamkeit einer Tamoxifen-Therapie einher. Gezielte, gegen
HER2 gerichtete Therapeutika (z. B. Herceptin) blockieren den Rezeptor und hemmen
so das Zellwachstum. Dadurch verbessert sich die schlechtere klinische Prognose fur
HER2+-Tumoren (kiirzeres krankheitsfreies Uberlebensintervall und geringeres Ge-
samtiberleben) [58, 78, 88-114]. Diverse Studien belegen, dass der HER2-Status
haufig positiv mit dem ER-Status verknupft ist; besonders grol3 ist die Korrelation bei
Patientinnen mit genetisch betrachtet orientalischen Wurzeln [88, 115-119].

Die zielgerichtete adjuvante Behandlung fiur HER2+-Tumoren erfolgt mit einem mono-
klonalen Antikérper (AK) (Trastuzumab, Handelsname Herceptin), der tUber die Blo-
ckade des Rezeptors das Wachstum des Tumors und die Angiogenese in den Tumor-
metastasen hemmt. Bei einer Kombination mit anderen antineoplastischen

Behandlungen zeigt Trastuzumab einen synergistischen Effekt [78, 105, 107, 120-125].

1.4.4 Ki-67

Bei Ki-67 handelt es sich nicht um einen Rezeptor. Das Protein wird aber in der Tu-
morbiologie als Marker fir sich teilende Zellen verwendet. Ki-67 wird in den aktiven
G(1)-, S-, G(2)- und M-Phasen des Zellzyklus exprimiert, ist aber in der G(0)-Phase
von ruhenden Zellen nicht nachweisbar, da es in der Interphase im Zellkern gelagert
wird. Deswegen markiert die Ki-67-Farbung im Tumorgewebe die Wachstumsfraktion
einer Zellpopulation. Der Ki-67-Nachweis wird zur Bestimmung molekularer Subgrup-
pen von Mammakarzinomen standardméafig eingesetzt [126—128]. Beim Grading von
Mammakarzinomen stellt der Ki-67-Nachweis neben der Tubulusformation und dem
nuklearen Pleomorphismus ein Kriterium dar. Der Ki-67-Status bestimmt mit, ob eine
additive Chemotherapie und/oder eine endokrine Therapie fir Hormonrezeptor-posi-
tive Mammakarzinome sinnvoll ist. Je héher der Ki-67-Index ist, umso schlechter ist
die Prognose und der Kklinische Verlauf. Laut einer etablierten histologischen Klassifi-
kation wird die Ki-67-Expression in niedrig (<10 % der Zellen), mittel (10-25 % der
Zellen) und hoch (>25 % der Zellen) eingeteilt.
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Die Ki-67-Expression ist in malignem Gewebe gegeniber gesundem Gewebe signifi-
kant erhoht. Ein hoher Ki-67-Index korreliert mit einer niedrigen Differenzierung des
Gewebes, einer héheren Metastasierungsrate und einem hoheren Staging des Tu-
mors. Manche Wissenschatftler halten Ki-67 fir einen unabhéangigen Prognosefaktor
fur das Uberleben der Patientin und/oder dem Auftreten von Rezidiven [29, 126—140].

1.4.5 Rezeptor-basierte molekulare Subgruppen von Mammakarzinomen

Aus den Expressionsprofilen der oben genannten Rezeptoren und Ki-67 ergeben sich
molekulare Tumorgruppen (siehe Tabelle 7), welche die Therapieoptionen mitbestim-
men. Die Subklassifikation erlaubt eine bessere Prognose bezuglich der Wirksamkeit
von Therapieansétzen als die blol3e histologische Betrachtung des Tumorgewebes
(siehe Kapitel 1.5.2) [141].

Tabelle 7. Rezeptor-basierte molekulare Subklassifizierung von Mammakarzinomen [16]

Molekularer Subtyp Subgruppe Definition (Approximation mit Surrogatpara- Anmerkungen
metern)

Luminal A * ER und PgR positiv Juminal A-like”
* HER2 negativ
* Ki67 niedrig

Luminal B HER2 negativ * ER positiv und eines der folgenden Kriterien .luminal B-like” HER2 negativ
> PgR negativ

Ki67 hoch

HER2 positiv * ER positiv .luminal B-like” HER2 positiv
* HER2 Uberexprimiert oder amplifiziert
* Ki67 niedrig oder hoch

HER-2 enriched * HER2 Uberexprimiert oder amplifiziert
* ER und PgR negativ

Basal like * ER und PgR negativ weitgehende Uberlappung mit
« HER2 negativ dem‘tnple (dreifach) negativen
Karzinom

Legende:
ER - Ostrogenrezeptor, HER2 - Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, Ki67 - PgR - Progesteronrezeptor,

1.4.6 Genexpressionsanalyse

Ein Genexpressionstest untersucht individuelle Genaktivitaten, die mit der Tumorer-
krankung in Zusammenhang stehen. Bei ca. 30 % der Patientinnen mit einem
Mammakarzinom im jungen Alter (circa 20.000 Frauen pro Jahr) ist anhand der etab-
lierten Subklassifizierung (siehe Tabelle 7) keine eindeutige Therapieempfehlung

maoglich. Genexpressionstests erlauben préazisierte Aussagen zum Tumorrtckfallri-
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siko. Nach einer Brustkrebstherapie (Operation und/oder Hormontherapie) wird bei Pa-
tientinnen mit durch eine Genexpressionsanalyse festgestelltem geringen Sterberisiko
(durch ein Rezidiv bzw. einer Fernmetastase) auf die belastende Chemo-/Strahlenthe-

rapie verzichtet und somit eine Ubertherapie vermieden.

Beispiele fur solche Genexpressionstests sind Oncotype DX, Endopredict, Prosigna
und Mammaprint. Eine zusatzliche Gewebebiopsie ist nicht nétig, da Gewebematerial
verwendet wird, das vor oder wahrend einer Operation entnommen wurde. Nach ca.

zwei Wochen sind die Ergebnisse dieser Tests gemeinhin verfiigbar [142—-147].

Ein weiteres Beispiel fUr eine pathogenetische Analyse ist die Bestimmung einer po-
tentiellen BRCA 1 oder BRCA 2 Keimbahnmutation. Diese spielt weniger bei der The-
rapieplanung, sondern starker bei der humangenetischen Beratung von Familienmit-
gliedern von Krebspatienten eine Rolle. Auch die hier untersuchten medullaren
Mammakarzinome sind in circa 13 % der Félle mit einer BRCA1-Mutation assoziiert
[148, 149].

Diese Genanalyse ist aber nicht Betrachtungsgegenstand der in der vorliegenden Ar-

beit durchgefuhrten Experimente und wird lediglich der Vollstandigkeit halber genannt.

1.4.7 Marker der experimentellen Triplex-Farbung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde eine neue Triplex-Farbung mit onko-
logischen Biomarkern (CD3, FoxP3 und PD-L1) genutzt, die zusatzliche Informationen
bezliglich der Diagnostik, Prognose und Therapie der medullaren Mammakarzinome

liefern konnte.

CD3

Bei CD3 handelt es sich um einen aus vier Polypeptidketten (zwei epsilon-Ketten, einer
gamma-Kette und einer delta-Kette) bestehenden Membranproteinkomplex. Zusam-
men mit dem T-Zell-Rezeptor (TCR) und zwei zeta-Ketten bildet CD3 den TCR-CD3-
Komplex. Dieser Komplex erkennt an Major-Histocompatibility-Complex (MHC) ge-
bundene Antigene. Bei Bindung werden die T-Zellen aktiviert. Dabei kommt es zur
Proliferation der T-Zellen und zur Aktivierung von Effektorfunktionen der T-Lymphozy-
ten. Dazu zahlen zytolytische Aktivitdten und die Sekretion von Signalmolekulen (z. B.
Interleukine, Interferon-(IFN)-y, Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Transforming-growth-
factor-(TGF)-B) [150-153]. CD3+-T-Zellen spielen bei Autoimmunerkrankungen, Infek-

tionskrankheiten und Malignitaten eine wichtige Rolle [154].
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Meist dient die CD3-Farbung von Gewebeproben der Identifikation lymphoider Patho-
logien (z. B. T-Zell-Lymphom, Natural-Killer-(NK)-Cell-Lymphom, Hodgkin-Lymphom).
Die Analyse des Expressionsmusters hilft bei der Klassifizierung der Erkrankung und

bei der Planung einer geeigneten Therapie [153, 151].

Eine Behandlung mit monoklonalen AK gegen CD3 wird aktuell zur Unterdrickung der
Rejektion von Transplantaten (Niere, Herz, Leber) eingesetzt [155]. Die klinischen Er-
folge bei einer Behandlung von Diabetes Typ 1 mit monoklonalen AK gegen CD3 be-
statigten sich in Phase Il Analysen nur teilweise [156—158]. Neuere Untersuchungen
lassen allerdings doch einen positiven Effekt monoklonaler AK gegen CD3 bei der Pra-

vention von Diabetes Typ 1 vermuten [153].

Auch bei mild bis moderat betroffenen Covid-19 Patienten konnte eine anti-CD3-
Therapie wirksam sein. Foralumab, ein nasal verabreichter monoklonaler AK gegen
CDa3, fordert die Auflosung von durch Covid-19 hervorgerufenen Lungeninfiltraten und
senkt die Inflammationsmarker im Blut der Patienten, wie aus einer brasilianischen
Pilotstudie hervorgeht [159].

Bei CD3+ medullarem Brustkrebs kdnnte in Zukunft eine rekombinante anti-CD3 Na-
nobody-Therapie hilfreich sein. In vivo Versuche an Mausen belegen eine Suppression
des Tumorwachstums durch die Unterdriickung der Angiogenese in der Malignitat.
Laut Moradi-Kalbolandi et al. fuihrt die Behandlung mit anti-CD3 Nanobodies zu einer
durch korpereigene zytotoxische T-Zellen vermittelten Abnahme der Karzinomprolife-
ration [160, 161].

Forkhead Box Protein 3 (FoxP3)

Die Forkhead-Box-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die basale Zellfunktionen
(z. B. Proliferation, Wachstum, Ausdifferenzierung, Lebensdauer) steuern und bei der

embryonalen Entwicklung eine entscheidende Rolle spielen [162—-164].

Das in der vorliegenden Dissertation untersuchte FoxP3 reguliert als Transkriptions-
faktor die Effektorfunktionen, die Stabilitdt und die Verbreitung regulatorischer T Zellen
(Tregs) im menschlichen Immunsystem. Aul3erdem beeinflusst FoxP3 die Expression
verschiedener Proteine, wie Interleukin 2, Interleukin 17 und Interferon-y, was zur Un-
terdriickung von Effektor- und Helfer- T-Zellen sowie zur Expansion von Tregs fuhrt.
Tregs wirken dampfend auf die angeborene und adaptive Immunantwort und spielen

eine Schlusselrolle bei der Bekdmpfung von Autoimmunitat.
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FoxP3 ist an der immun-induzierten Bek&dmpfung von Tumorzellen und Autoimmuner-
krankungen beteiligt. Die Ursache des Immundysregulation-Polyendokrinopathie-
Enteropathie-X-chromosomal-(IPEX)-Syndroms sind FoxP3-Mutationen auf dem X-
Chromosom. Tierversuche belegen, dass FoxP3+-Tregs den Schweregrad von Er-
krankungen wie Multiple Sklerose, chronisch-entztindliche Darmerkrankungen, Diabe-
tes, Asthma, Nierenerkrankungen und Thyreoitiden verringern. Bei Patienten mit Au-
toimmunerkrankungen (z. B. Systemischer Lupus erythematodes (SLE)) sind FoxP3+-

Tregs dysfunktional.

Bei Patienten mit soliden Tumoren blockiert ein lokal erhéhter FoxP3-Spiegel die Un-
terdriickung der karzinomatdsen Zellen durch das Immunsystem. Ein hoher Anteil an
FoxP3+- Zellen wirkt sich demnach negativ auf die Prognose aus. Bei in vivo und in
vitro Experimenten zum medullaren Mammakarzinom wurde durch eine FoxP3-Uber-
expression das Zellwachstum zwar gehemmt, aber das Gesamtuberleben verringert.
FoxP3 kann somit als prognostischer Faktor fir eine Metastasierung dienen. Erhéhte
Mengen an FoxP3 im Tumorgewebe fordern durch die Hemmung der T-Zell-Prolifera-
tion die Tumorgenese und stéren somit die koérpereigene Anti-Tumor-Immunantwort
[165-179].

Programmed cell death ligand 1 (PD-L1)

PD-L1 ist ein Transmembranprotein in aktivierten Immunzellen und Tumorzellen. Der
Hauptrezeptor fur PD-L1 ist PD-1. Daneben bindet PD-L1 auch an B7 auf der Oberfla-
che von CD8+-T-Zellen. PD-L1 wird in grof3en Mengen in der Lunge, im Herzen, in der
Plazenta und in der Skelettmuskulatur exprimiert und in geringerem Mal3e auch in Le-
ber, Milz, Nieren, Thymus und aktivierten T- und B-Zellen, dendritischen Zellen, Mo-

nozyten und Keratinozyten.

Die physiologische Funktion von PD-L1 ist der Schutz vor autoreaktiven T-Zellen, da
bei der PD-1-PD-L1-Interaktion die T-Zell-Aktivierung und die durch zytotoxische T-
Lymphozyten vermittelte Lyse dieser Zellen verhindert wird. Dieser Mechanismus ver-

hindert eine exzessive und/oder chronische autoimmune Inflammation.

Manche solide Tumoren zeigen eine hohe PD-L1-Expression und entgehen dadurch
der durch aktivierte T-Zellen ausgel6sten Immunantwort (Immunevasion). Damit sind
hohe PD-L1-Konzentrationen mit einer negativen Prognose assoziiert. Im Rahmen ei-
ner Immuntherapie verhindern PD-L1-AK die Bindung an den PD-1 und restaurieren

somit die Effektorfunktion der T-Zellen. Auch Tumoren, die kein PD-L1 exprimieren,
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kénnen gegentuber PD-L1-AK sensitiv sein und auf eine solche Immuntherapie anspre-
chen. Umgekehrt gibt es PD-L1+-Tumoren, die nicht auf eine Therapie mit PD-L1-AK-

reagieren (siehe Kapitel 4).

Zu den therapeutisch eingesetzten PD-L1-AK gehdren Atezolizumab (Bronchialkarzi-
nom, fortgeschrittenes Urothelkarzinom), Durvalumab (nicht kleinzelliges Lungenkar-
zinom (engl. non small cell lung carcinoma, NSCLC)) und Pembrolizumab (NSCLC,
endozervikales Adenokarzinom, Urothelialkarzinom, Plattenepithelzervixkarzinom und
Triple-negativer Brustkrebs (engl. triple negative breast cancer, TNBC)). Die PD-L1-
AK-Therapie wird auch bei fortgeschrittenen Tumoren genutzt [180-196].

1.5 Besonderheiten des medullaren Mammakarzinoms

1.5.1 Makroskopisches Erscheinungsbild

Der durchschnittliche Durchmesser von medullaren Mammakarzinomen betréagt bei
der Erstdiagnose 2—-2,9 cm. Makroskopisch ist der weiche bis halbfeste Tumor gut vom
gesunden Brustgewebe abgrenzbar. Die Schnittflache préasentiert sich homogen grau
und fast saftig. Das oftmals fleischig hervorquellende Tumorgewebe wird von zentral
liegenden Nestern mit Nekrosen und Hamorrhagien durchzogen, die manchmal zu ei-

ner zystischen Degeneration fuhren [1, 197, 198].

1.5.2 Histologisches Erscheinungsbild

Medullare Mammakarzinome werden histologisch nach den Ridolfi-Kriterien beurteilt

und mussen die folgenden funf Punkte erfullen:

1. Synzytiales Wachstumsverhalten: Mehr als 75 % der Tumorzellen wachsen in
Strangen von pleomorphen Zellen, die in anastomosierenden Trabekeln arrangiert
sind (siehe Abbildung 4).

2. Zirkumskription: Der Tumor ist mikroskopisch nach allen Seiten gut abgrenzbar
und konvex (siehe Abbildung 4).

3. Abwesenheit von Komponenten eines duktalen Carcinoma in situ (DCIS): Wenn
im Tumor Anzeichen fir ein DCIS-Wachstum vorkommen, sollten sie entweder
lediglich in einem Mikroskopiefeld und auch nur peripher auftauchen oder véllig
getrennt von der Tumormasse liegen.

4. Abwesenheit von mikroglandularen Formationen: Jegliche Prasenz einer Driisen-

formation innerhalb des Tumors wird als mikroglandulére Formation gewertet.
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5. Moderate bis hervorstechende diffuse mononukleare Infiltration: Die Intensitat die-
ser mononuklearen Entziindungsreaktion wird von Ridolfi auf einer Skala von 0—4
kategorisiert (siehe Abbildung 4).

Tumoren die alle funf Kriterien aufweisen, werden als ,typisch medullare Mammatu-
moren bezeichnet. Karzinome die zwingend Kriterium 1 und wenigstens drei der vier
anderen Kiriterien erflllen, gelten als ,atypisch medullare® Karzinome. ,Invasive
Mammakarzinome NST mit medullaren Eigenschaften® erflillen entweder das erste

Kriterium nicht oder weniger als drei der vier anderen Punkte [197, 199].

f
+

o

Abbildung 4: Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung eines medullaren Mammakarzinoms
A: (low power view) ausgedehnte lymphozytische Infiltrate, serpentinenartig synzytiale
Krebszellformationen, scharfe Abgrenzbarkeit des Tumors von der Peripherie [148], B:
(high power view) synzytiales Tumorwachstum, hoher nuklearer Polymorphismus und
zahlreiche Mitoseaktivitaten [148]

1.5.3 Therapie

Operative Therapie

Primar wird bei allen nicht fortgeschrittenen Tumoren eine brusterhaltende Therapie
angestrebt. Die Tumorresektion in sano (RO Status) bildet die Basis fur eine positive
Prognose. Eine brusterhaltende Therapie mit anschlieRender Radiotherapie der ge-
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samten Brust ist in Bezug auf das Uberleben der Patientin mit der alleinigen Mastek-
tomie vergleichbar. Bei inkompletter Entfernung des Tumors, inflammatorischen Kar-
zinomen (Ausnahme: medullare Mammakarzinome), einer Kontraindikation zur Nach-
bestrahlung oder bei einem ausdrtcklichen Wunsch der aufgeklarten Patientin wird
eine Mastektomie durchgefuhrt [29].

Therapie der Axilla

Bei der Beurteilung der Axilla wird eine variable Anzahl (10—25) der zum Tumor ipsilateralen
Achsellymphknoten chirurgisch entnommen und pathohistologisch aufgearbeitet, um vor-
handene Lymphknotenmetastasen nachzuweisen und zu entfernen. Das axillare Staging
kann bei vorliegender Fernmetastasierung entfallen (siehe Abbildung 5), da eine palliative
Therapie erfolgt. Eine Entfernung der Sentinellymphknoten wird jedoch bei lokoregional Pri-
marerkrankten mit negativem Tast- und Sonographiebefund und bei Patientinnen im An-
schluss an eine primér systemische Therapie (PST) empfohlen. Auf eine radikale Axilla-
Dissektion kann bei Patientinnen mit pT1-pT2/cNO-Tumoren, die nach der brusterhaltenden
Therapie eine perkutane Radiotherapie erhalten haben und bei denen in der Sentinel-Lym-
phonodektomie lediglich ein oder zwei positive Sentinel-Lymphknoten nachgewiesen wur-
den, verzichtet werden. Bei einer Mikrometastasierung wird auf eine Therapie der Lymph-
abflussgebiete ganzlich verzichtet. Eine radikale Axilla-Dissektion wird fur Patientinnen mit

Mastektomie bzw. bei einem pratherapeutischen cN1-Status empfohlen [29].

Chemo- und adjuvante Therapieformen

Die an die Operation anschlieRende Therapie des medullaren Mammakarzinoms un-
terscheidet sich bei keiner der drei Formen (klassische Form, atypisch medullares
Mammakarzinom, Mammakarzinom NST mit medullaren Eigenschaften) von der Be-
handlung von Mammakarzinomen mit einem anderen histologischen Subtyp. Jedoch
hat die Prognose eines medullaren Mammakarzinoms deutlich positivere Tendenzen
(siehe Kapitel 1.5.4). Im Hinblick auf die postoperative Therapie ist die molekulare
Subtypisierung (siehe Kapitel 1.4.5) und die Genexpressionsanalyse (siehe Kapitel
1.4.6) wichtiger als die histologische Klassifizierung. Bei der postoperativen Behand-
lung wird aulRerdem zwischen einer lokoregional begrenzten Primarerkrankung und

einem rezidivierten und/oder metastasierten Mammakarzinom unterschieden [29]:

Lokoregional begrenzte Primarerkrankung: Die Rezeptor-basierte molekulare Sub-
typsierung (siehe Kapitel 1.4.5, Tabelle 7) bestimmt den klinischen Verlauf und das An-
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sprechen auf die Therapie entscheidend mit und wird daher fiir die individuelle Therapie-
planung genutzt. Bei den meisten Subtypen wird eine Chemotherapie durchgefihrt, le-
diglich bei Typ Luminal A ist eine endokrine Therapie nach der Operation ausreichend.

Bei HER2+-Tumoren wird die Chemotherapie um eine Anti-HER2-Therapie ergéanzt [29].

Rezidiviertes und/oder metastasiertes Mammakarzinom: Ein lokoregionales Re-
zidiv wird regional therapiert. Eine komplette Exzision des Rezidivtumors wird ange-
strebt. Postoperative Radiotherapie verbessert die lokale Tumorkontrolle und wirkt sich
positiv auf das Uberleben der Patientin aus. Gelingt die lokale Tumorkontrolle, ist von
einem Langzeitiberleben trotz Rezidivbildung des Mammakarzinoms auszugehen.
Bei Inoperabilitdt muss eine Radiotherapie erfolgen. Obwohl prospektive randomisierte
Studien zur Wirksamkeit fehlen, kann auch nach lokaler chirurgischer Therapie/Strah-
lentherapie eine adjuvante Chemotherapie erwogen werden [29, 200]. Beim Auftreten
von Fernmetastasen ist vornehmlich eine systemische medikamentdse Therapie und
Chemotherapie angezeigt. In Abhangigkeit von der Verbreitung der Fernmetastasen
sind lokale TherapiemafRnahmen maglich. Primar handelt es sich um eine palliative
Versorgung der Patientin unter Einbindung multiprofessioneller und interdisziplinarer
Ansatze [29].

Abbildung 5 stellt die therapeutischen Optionen bei einem Mammakarzinom zusam-

menfassend dar.
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Abbildung 5: Flussdiagramm zur Mammakarzinombehandlung [16]
Blau: kurative Therapie, gelb: palliative Therapie; ‘BET = Brusterhaltende Therapie,
2SNLE = Wéchterlymphknotenbiopsie (Sentinel Node Technik), 2Eine Axilla-Dissektion
ist bei dieser Indikation nur selten erforderlich, “BSC = Best Supportive Care

1.5.4 Prognose des medullaren Mammakarzinoms

Obwohl medullare Mammakarzinome ein aggressives Tumorwachstum und -verhalten
zeigen (z. B. hohes Grading, Aneuploidie, oft Triple-negativ) ist hier eher eine Tendenz
zu einer besseren Prognose vorhanden als beim invasiv duktalen, jetzt invasivem
Mammakarzinom NST oder lobularen Karzinomen mit vergleichbarem Grading [201—
207]. Klinisch und radiologisch kdnnen medullare Mammatumoren leicht mit benignen
Fibroadenomen verwechselt werden [208]. Die rezidivfreie 10-Jahres-Uberlebensrate
von medullaren Mammakarzinomen liegt bei tiber 80 % [1, 204, 206]. Laut Mateo et al.
betragt die 10-Jahres-Uberlebensrate nach einer Chemotherapie bei medullarem
Brustkrebs 93-95 % [209]. Allgemein reagieren Tumoren mit lymphoplasmatischem
Infiltrat besser auf Chemotherapeutika. Daher wird vermutet, dass medullare
Mammakarzinome auch aufgrund ihrer prominenten Entziindungsreaktion eine ge-
meinhin bessere Prognose haben [1, 202, 203, 210, 211]. Dies gilt nicht fir medullare
Mammakarzinome mit einem Durchmesser > 3 cm, mit Lymphkotenmetastasen

und/oder bei Patientinnen mit BRCAl1-Mutation. Bei einem Befall von mehr als vier
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Lymphknoten ist ein Rezidiv bzw. der Tod dieser Patientinnen innerhalb von funf Jah-

ren wahrscheinlich [204].

Fur das atypisch medullare Karzinom gelten die Aussagen zur Prognose nur einge-
schrankt. Das Gesamtuiberleben ist gegentber einem typisch medullaren Mammakar-

zinom deutlich reduziert [212].

1.6 Zielsetzung und Fragestellung

Medullare Mammakarzinome besitzen eine Tendenz zur besseren Prognose als ver-
gleichbare invasiv duktale, nun invasive Mammakarzinome NST genannt, oder lo-
bulare Mammakarzinome. Betroffen sind aber meist Frauen jingeren Alters, welche
die Mammakarzinom-Diagnose mitten im Leben stehend trifft [1, 201]. Das langfristige
Ziel der vorliegenden Dissertation ist die Verbesserung der Therapieoptionen fur Pati-

entinnen mit medullaren Mammakarzinomen durch die molekulare Charakterisierung.
Dazu sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Exprimiert das Tumorgewebe von medullaren Mammakarzinomen CD3, FoxP3
und PD-L1?

2. Bestehen zwischen der Rezeptor-basierten molekularen Subklassifizierung und
CD3, FoxP3 bzw. PD-L1 signifikante Assoziationen, die Schlussfolgerungen auf
die Prognose bzw. auf die Wirksamkeit therapeutischer Ansétze (targeted therapy)
erlauben?

3. Bestehen auch zwischen den histologischen Subgruppen des medulléaren
Mammakarzinoms (WHO 2012) und CD3, FoxP3 bzw. PD-L1 signifikante Assozi-
ationen, die Ruckschlusse auf die Prognose bzw. auf die Wirksamkeit therapeuti-
scher Ansatze (targeted therapy) erlauben?

4. Ermoglicht das Expressionsprofil der Biomarker ein Fazit tber die Tumormikroum-

gebung von medullaren Mammakarzinomen?
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Das hier verwendete Patientenkollektiv besteht aus 70 Patientinnen der Kliniken der
Ludwig-Maximilians-Universitat und der Frauenklinik Miinchen, die in den Jahren 1998
bis 2018 in den genannten Hausern in Behandlung waren. Um geeignete medullare
Mammakarzinome im Archiv des Pathologischen Instituts ausfindig zu machen, wurde
als Suchsoftware das Programm PathoPro angewandt. Fur die Subtypisierung der
Mammakarzinome wurden vorhandene Hamatoxylin-Eosin-Schnitte unter dem Licht-
mikroskop begutachtet. Die Einteilung erfolgte dabei in klassisch medullare
Mammakarzinome, atypisch medullare Mammakarzinome und Mammakarzinome
NST mit medullaren Eigenschaften. Zugehdrige in Formalin fixierte und in Paraffin ein-
gebettete Gewebeblocke wurden aus den Archiven der LMU und der Frauenklinik
Minchen geordert, um Schnitte fur die Versuchsreihen herzustellen. Dabei wurden
Paraffinblocke mit einem moglichst hohen Anteil an reprasentativem Tumorgewebe
ausgewahlt. Relevante Daten der Karzinome (z. B. Grading, TNM-Klassifikation,
Follow-Up) stammten aus den Datenbanken des Pathologischen Instituts der LMU, der

Frauenklinik Minchen und des Tumorregisters Minchen.

Alle Daten der Patientinnen sind in dieser Arbeit anonymisiert.

2.2 Untersuchungsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

— Deckglaser ,Thermo Scientifict, 24x60mm, Fa. Merzel Glaser (Braunschweig, D.)

EppendorfgefalRe, 15ml, Fa. Eppendorf AG (Hamburg, D.)

Messzylinder, 1000ml, Fa. Vitlab (Grossostheim, D.)

Beschichtete Objekttrager ,,Q Path®, Fa. Waldemar Khnittel (Braunschweig, D.)
Pipettenspitzen ,eTIPS* Standard, Fa. Eppendorf AG (Hamburg, D.)

Gerate
— Dampfkochtopf, Fa. Fissler GmbH (Idar-Oberstein, D.)
Digitale Mikroskopkamera, Fa. JVC KY-F55BE (Yokohama, J.)

Inkubationsschrank, Fa. Memmert (Schwabach, D.)

Lichtmikroskop, Fa. Leitz Diaplan (Wetzlar, D.)
Pipetten, Fa. Eppendorf AG (Hamburg, D.)
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— Mikrowelle, Fa. Miele (Gutersloh, D.)

Antikorper

— Primar-AK: CD3, Fa. DCS (Hamburg, D.), CI0O08C002

— Primar-AK: FoxP3, Fa. Abcam (Cambridge, UK), ab20034
— Primar-AK: PD-L1, Fa. DCS (Hamburg, D.), PI516C002

Chemikalien

— Destilliertes Wasser (Aqua dest), Apotheke Innenstadt LMU Minchen

— Ethanol 100 %, 96 %, 70 %, Apotheke Innenstadt LMU Miinchen

— Leitungswasser

— Roti-Histol, Fa. Carl Roth (Karlsruhe, D.)

— 3’3’ Diaminobenzidin (DAB)+, Fa. Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

— ImmPACT VIP, Fa. Vector (Burlingame, USA)

— Protein Block, Fa. Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

— Vector Blue, Fa. Vector (Burlingame, USA)

— Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Puffer, Fa. Agilent Technologies (Santa
Clara, USA)

— Target Retrieval Mikrowellenpuffer, Fa. Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

— VectaMount Permanent Mounting Medium, Fa. Vector (Burlingame, USA)

— 7,5 % Wasserstoffperoxid, Apotheke Innenstadt LMU Miinchen

— Xylol, Apotheke Innenstadt LMU Minchen

Detektionssysteme

— ImmPress HRP Reagent Kit Anti-Rabbit IgG, Fa. Vector (Burlingame, USA)
— ZytoChem Plus AP Polymer anti-Mouse, Fa. Zytomed Systems (Berlin, D.)

2.3 Methoden

2.3.1 Grundlagen der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie erlaubt den Nachweis von Molekilen (z. B. Peptide, Proteine)
in Geweben Uber eine Antigen-AK-Reaktion. Ein Gewebeschnitt, in dem ein Antigen
nachgewiesen werden soll, wird mit einer L6sung mit einem gegen das Antigen spezi-
fischen AK inkubiert. Der AK lagert sich an das Antigen in der Zelle oder im extrazel-
lularen Raum an [213]. Uber einen mit einem Marker gekoppelten Sekundar-AK, der

den Antigen-spezifischen AK erkennt, wird das Antigen sichtbar gemacht und kann im
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Lichtmikroskop quantifiziert werden. Mit dieser Methode wurden die hier verwendeten
Gewebeschnitte im immunhistochemischen Labor der LMU gefarbt und anschlieRend

auf ihre ER-, PR-, HER2- und Ki-67-Expression Uberprift und kategorisiert.

2.3.2 Durchfuhrung der Triplexfarbung (CD3, FoxP3, PD-L1)

Gewebeprobenaufarbeitung
Die in Paraffinblocke eingebetteten Praparate wurden mit einem Schlittenmikrotom in
2—-3 um dicke Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden auf gut haftende, beschichtete

Objekttrager aufgebracht und tber Nacht bei 50 °C in einem Brutschrank gelagert.

Entparaffinierung
Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte 30 min in Xylol und anschlie3end jeweils 5
min in 100 %igem, 96 %igem und 70 %igem Ethanol sowie abschlieBend 5 min in

Aqua dest geschwenkt.

Vorbehandlung
Die Gewebeschnitte wurden bei 750 Watt zweimal 15 min in einer Mikrowelle erhitzt,
anschlieend 20 min bei Raumtemperatur (RT) abgekuhlt und danach zweimal fir 5

min in einer TRIS-Pufferlosung gesplilt.

Blockierung der endogenen Peroxidasen

Zur Ausschaltung der endogenen Peroxidasen wurden die Schnitte 10 min in einer
7,5 %igen wassrigen Wasserstoffperoxid-Losung inkubiert, anschlielRend 10 min unter
flieRendem Wasser und dann zweimal fir 5 min in TRIS-Puffer gespdilt.

Erster Teil der Triplex-Farbung

Nach dem Auftropfen eines Protein-Block-Reagenz wurde der Uberstand auf den Gla-
sern abgekippt und die Schnitte 10 min lang bei RT gelagert. Der erste Schritt der neu
entwickelten Farbung war die Inkubation (60 min, RT) der Gewebeschnitte mit dem
primaren AK-Mix fur CD3 (1:100) und FoxP3 (1:60). Danach wurden die Schnitte zwei-
mal fir 5 min in TRIS-Puffer gespult. Nach der Zugabe von Polymer-Mix (ImmPress
HRP Reagent Kit Anti-Rabbit IgG und ZytoChem Plus AP Polymer anti-Mouse zu glei-
chen Teilen) wurden die Schnitte 30 min bei RT inkubiert und anschlie3end erneut
zweimal fur 5 min mit TRIS-Puffer gespult. Nach Einwirkung des Vector Blue Chromo-

gens (20 min, RT) wurden die Gewebeschnitte erst 5 min unter flieRendem Wasser
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und anschlielend 5 min in TRIS-Puffer gespult. Nach Zugabe der DAB+-L6sung wur-

den die Schnitte nochmals gewassert.

Elution

Die Elution fand in einem Dampfgarer statt. Die Schnitte wurden 10 min in Aqua dest
erhitzt und dann durch Aqua dest auf RT abgekunhlt. Anschlie3end wurden die Gewe-
beschnitte zweimal fur 5 min in TRIS-Puffer gespdlt.

Zweiter Teil der Triplex-Farbung

Nach einer Inkubation mit Protein-Block-Reagenz (10 min, RT) und Abkippen des Uber-
standes wurden die Schnitte 60 min bei RT mit dem primaren AK fur PD-L1 (1:90) in-
kubiert; danach erfolgte eine zweimalige Spulung in TRIS-Puffer fur jeweils 5 min. An-
schlielRend wurden die Schnitte mit dem Polymer (ImmPress HRP Reagent Kit Anti-
Rabbit IgG) 30 min lang bei RT inkubiert und zweimal je 5 min mit TRIS-Puffer gespiilt.
Weiter erfolgte eine Inkubation mit ImmPACT VIP Chromogen (5 min, RT) und eine
Spulung 5 min unter flieRendem Wasser. Nach weiteren kurzen Spulschritten in 70 %
Alkohol, 96 % Alkohol und 100 % Alkohol wurden die Schnitte 5 min mit Roti-Histol be-

handelt. Die Eindeckung erfolgte mit dem VectaMount Permanent Mounting Medium.

2.3.3 Mikroskopische Auswertung der Gewebeschnitte

Alle in dieser Dissertation verwendeten Gewebeschnitte waren auswertbar. Damit wur-
den hier 70 Biopsien von 70 Patientinnen, wie beschrieben bearbeitet (siehe Kapitel
2.3.1) und analysiert.
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Hamatoxylin-Eosin-Féarbung
Abbildung 6 zeigt die Hamatoxylin-Eosin-Farbung eines medullaren Mammakarzi-

noms.

Abbildung 6: Medullares Mammakarzinom in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung
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pod

Gewebeschnitte wurden als PR+ bzw. ER+ bezeichnet, wenn mehr als 1 % aller Tu-
morzellen in der immunhistochemischen Farbung positiv waren (siehe Abbildung 7).

Material und Methoden
PR- und ER-Farbung

T (VRS «e.wnu.!c 2
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?

Abbildung 7: Progesteron- (A + B) und Ostrogen- (C + D) Farbung eines medullaren Mammakarzi-

noms
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HER2- und Ki-67-Farbung

Zur Klassifizierung einer Gewebeprobe als HER2+ musste der Rezeptor in mindestens

30 % der Tumorzellen nachweisbar sein (siehe Abbildung 8 A, B). Gewebeschnitte

galten als Ki-67+, wenn mindestens 14 % der Tumorzellen angefarbt wurden (siehe
Abbildung 8 C, D).
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Abbildung 8: Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)- (A + B) und Ki-67- (C + D) Féar-
bung eines medullaren Mammakarzinoms
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Triplex-Farbung (CD3, FoxP3 und PD-L1)

Mit der in der vorliegenden Dissertation entwickelten Triplex-Farbung lassen sich in
einem Gewebeschnitt die Biomarker CD3, FoxP3 und PD-L1 nachweisen (siehe Ab-
bildung 9). Zur mikroskopischen Beurteilung wurde fiir CD3 und FoxP3 der immunre-
aktive Score (IRS) nach Remmele und Stegner verwendet. Der IRS entspricht dem
Produkt aus Farbeintensitat (0—3 Punkte) und Anzahl der gefarbten Zellen (0-4

Punkte, siehe Tabelle 8). Maximal sind somit 12 Punkte erreichbar.

Tabelle 8: Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner — Bewertung der Farbeintensitét
und des Anteils positiver Zellen [79]

Farbeintensitat Anteil positive Zellen (%)
0 keine Farbung Keine
1 schwach 1-10
2 mittel 11-50
3 stark 51-80
4 / 81-100

Fur PD-L1 wurde ein Immune Cell (IC) Score ermittelt. Dieser IC-Score gibt den Anteil
der Flache des Karzinoms in Prozent an, der durch PD-L1+ tumorinfiltrierende Immun-
zellen (dendritische Zellen, Lymphozyten, Granulozyten, Makrophagen) gebildet wird.
Bei einem IC-Score > 1 % wird die Gewebeprobe als PD-L1+ bewertet [214].

Fur alle drei Triplex Marker wurden sowohl Tumorzellen als auch bindegewebige

Stromazellen in dieser Experimentenreihe ausgewertet.
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Abbildung 9: Triplex-Farbung eines medullaren Mammakarzinoms — Anfarbung der CD3+-Zellen
braun, der FoxP3+-Zellen blau und der PD-L1+ Zellen violett
CD3 = Cluster of differentiation 3, FoxP3 = Forkhead Box Protein 3, PD-L1 = Pro-
grammed cell death ligand 1

2.3.4 Statistische Auswertung

Die statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm SPSS 24 (Statistical Pack-
age for Social Sciences 24) durchgefuhrt.

Zu Beginn wurden die Haufigkeit des Vorkommens der Standardmarker ER, PR, HER2
und Ki-67 in den verwendeten Gewebeproben ermittelt. Diese Daten dienten der Klas-
sifizierung der Tumoren in , Triple negative®, ,HER2 Typ®, ,Luminal A“, ,Luminal B mit
HER2 negativ® und ,Luminal B mit HER2 positiv*.

Weiter folgte eine Analyse der Biopsien nach der Einteilung der medullaren
Mammakarzinome in die histologischen Subgruppen (WHO 2012): ,typisch medullar,

»2atypisch medullar” und ,Mammakarzinom NST mit medullaren Eigenschaften®.

Der Lebensstatus der Probandinnen wurde aufgrund der zahlreichen ,Lost-to-Follow-
up“ Félle lediglich durch den Median der Uberlebenszeit der Patientinnen angegeben;
eine Kaplan-Meier-Analyse war deshalb entbehrlich. Dieser Median der Uberlebens-

zeit wurde fir die histologischen Subgruppen und fir die Rezeptor-basierten Subtypen
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ermittelt. Zudem wurde innerhalb der histologischen Subgruppen die mediane Uberle-
benszeit in Abhangigkeit des CD3- bzw. FoxP3-IRS sowie des PD-L1-IC-Scores be-

stimmt.

Die Uberpriifung der potentiellen Signifikanz der Assoziation der untersuchten Para-
meter erfolgte anhand von Spearman-Korrelationsanalysen sowie Chi-Quadrat-Tes-
tungen. Aufgrund der fast gleichlautenden Berechnungsformeln wurde auf eine Pear-

son-Tabelle verzichtet, da diese keinen effektiven Mehrwert liefert.

P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet; P-Werte < 0,01 als hoch-
signifikant. Mit Hilfe des Cramers-V wurden die jeweiligen Effektstarken der Signifikan-
zen dargestellt. Es gilt ein Wert von 0,1 als klein, ein Wert von 0,3 als mittel und ein

Wert von 0,5 als grol3.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertungen der Standardmarker (ER, PR, HERZ2, Ki-67)

Von den 70 ausgewerteten Patientinnen zeigte weniger als die Halfte (n=27, 38,6 %)
einen ER+-Tumor. Auch PR+-Tumoren waren in der Minderheit (n=20, 28,6 %). Nur
ein Viertel der Patientinnen hatte einen HER2+-Tumor (n= 17, 24,3 %). Dagegen war
das Verhaltnis von Ki-67+- (n=36, 51,4%) und Ki-67-negativen Tumoren (n=34,
48,6 %) fast ausgeglichen (siehe Abbildung 10).

Ostrogen-Rezeptor (ER) negativ 61,4
positiv 27 38,6

Progesteron-Rezeptor (PR) negativ 50 71,4
positiv 20 28,6

Human epidermal growth factor receptor 2 [MiElEWY 53 75,7
(HER2) positiv 17 24,3
negativ, <14 % 34 48,6

positiv, >14 % 36 51,4

HER2 Ki-67

=m o

Abbildung 10: Klassifizierung der Tumoren nach den Standardmarkern Ostrogen-Rezeptor (ER),

Progesteron-Rezeptor (PR), Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) und
Ki-67 (n=70)
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3.2 Klassifizierung der medullaren Mammakarzinome nach
Rezeptor-basierten molekularen Subgruppen

Die grofdte Untergruppe im vorliegenden Kollektiv stellten mit 35 Tumorproben (50 %)
TNBC dar. ,TNBC* sind typisch fur klassisch medullare Mammakarzinome. 15 Tumor-
proben (21,4 %) wurden als ,Luminal B mit HER2 negativ* klassifiziert, neun Tumor-
proben (12,9 %) als ,Luminal A“ und acht Tumorproben (11,4 %) mit ,Luminal B mit
HER2 positiv“. Nur drei Patientinnen (4,3 %) gehorten dem ,HER2-Typ“ an (siehe Ab-
bildung 11).

Rezeptor-basierte molekulare Subgruppen Anteil (%)

50,0

omae e e
o

100,0

Klassifizierung

W Basal like (Triple neg)
B HERZ-Typ
Oruminal &
B Luminal B {Her2 neg)
OLuminal B (Her2 pos)

Abbildung 11: Klassifizierung der Tumoren nach den Rezeptor-basierten molekularen Subgruppen
(n=70)
HER2 = Human epidermal growth factor receptor 2
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3.3 Einteilung der medullaren Mammakarzinome nach
histologischem Subtyp

Die meisten Tumorproben (55,7 %, n=39) entsprachen nach der WHO-Einteilung von

2012 einem typisch medullaren Mammatumor. 24,3 % (n=17) der Biopsien wurden als

Mammakarzinome NST mit medullaren Eigenschaften klassifiziert. Atypisch medullare

Tumoren waren mit 20 % (n=14) am seltensten vertreten (siehe Abbildung 12).

55,7
14 20,0
17 24,3
70 100,0

Subtype

W typisch medullar
B atypisch medulldr

m| mit meculldren
Eigenschaften

Abbildung 12: Klassifizierung der Tumoren nach Subtyp (n=70)

3.4 Uberlebensstatus und Median der Uberlebenszeit der
Probandinnen

Insgesamt ging bei 38 der 70 Patientinnen im Laufe der Jahre der Zugriff auf ihre Daten

verloren (Lost-to-Follow-up). Damit standen von 54,3 % der Patientinnen keine Uber-

lebensdaten zur Verfigung. Von 45,7 % (n=32) waren die Daten bis zum Ende der
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Erfassungsperiode im Jahre 2018 bekannt. Bis zum Ende der Erfassungsperiode ver-
starben neun Patientinnen (12,9 %), 23 (32,9 %) waren 2018 noch am Leben. Bezo-
gen auf die vorhandenen Daten (n=32) betrug der Anteil der Uberlebenden 71,9 %
(siehe Abbildung 13).

Uberlebensstatus Anzahl Anteil (%) Anteil (%) bezogen auf vor-
handene Daten

Lebensstatus

W ieht
Htot

Abbildung 13: Uberlebensstatus am Ende der Erfassungsperiode

Aufgrund der begrenzten Anzahl an Uberlebensdaten, die fiir diese Dissertation zur
Verfugung standen, wurden lediglich mediane Uberlebenszeiten berechnet. Der er-
reichbare Maximalwert lag bei 16 Jahren (siehe Tabelle 9). Diese Patientinnen waren
2018 am Leben. Bei den Patientinnen mit dem Subtyp ,typisch medullares Mammakar-
zinom*“ zeigten Patientinnen mit den Unterklassifizierungen ,Luminal A“ und ,Luminal

B mit HER2 negativ* das langste mediane Uberleben (16 Jahre). Probandinnen mit
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dem gleichen Subtyp, aber mit der Unterklassifizierung ,HER2 Typ® bzw. ,TNBC* tber-
lebten im Median nur 10,5 Jahre bzw. 9,75 Jahre. Patientinnen mit dem Subtyp ,aty-
pisch medullares Mammakarzinom® und den Klassifizierungen ,Luminal B mit Her2
negativ®, ,Luminal B mit HER2 positiv* und ,TNBC" waren ebenfalls 2018 noch am
Leben (mediane Uberlebenszeit: 16 Jahre). Beim gleichen Subtyp mit der Klassifizie-
rung ,Luminal A* verstarben die Patientinnen dagegen im Median 3,5 Jahre nach der
Diagnosestellung. Patientinnen mit einem ,Mammakarzinom mit medullaren Eigen-
schaften® und der Unterklassifizierung ,Luminal A“ Gberlebten ebenfalls im Median 16
Jahre. Beim gleichen Subtyp und der Klassifizierung ,Luminal B mit HER2 negativ® lag
das mediane Uberleben bei 8 Jahren nach der Diagnose. Eine kiirzere Uberlebenszeit
mit 7,5 Jahren zeigten Patientinnen mit diesem Subtyp bei einer Klassifizierung als
»,TNBC" oder ,Luminal B mit HER2 positiv* (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Mediane Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Subtyp und von den Rezeptor-basierten
Subgruppen

Rezeptor-basierte molekulare Subgrup-mediane Uberlebenszeit

pen (Jahre)
typisch medullar Luminal A 16,00
Luminal B (HER2 neg) 16,00
HER2 Typ 10,50
Triple Negative (TNBC, Basal like) 9,75
atypisch medullar Luminal A 3,50
Luminal B (HER2 neg) 16,00
Triple Negative (TNBC, Basal like) 16,00
Luminal B (HER2 pos) 16,00
mit medulldren Eigenschaften Luminal A 16,00
Luminal B (HER2 neg) 8,00
Triple Negative (TNBC,Basal like) 7,50
Luminal B (HER2 pos) 7,50

HERZ2 = Human epidermal growth factor receptor 2
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3.5 Marker der experimentellen Triplex-Farbung
3.5.1 CD3

Uberlebenszeit

Patientinnen mit einem ,typisch medullaren® oder einem ,atypisch medulla-
ren“ Mammakarzinom und einem CD3-IRS-Score von 4 erreichten im Median die ma-
ximale Uberlebenszeit von 16 Jahren. Bei niedrigeren CD3-IRS-Score-Werten sank
die mediane Uberlebenszeit auf 9 Jahre (CD3-IRS-Score = 2, ,typisch medullare” Tu-
moren) oder auf 3,5 Jahre (CD3-IRS-Score = 1 ,atypisch medullare” Karzinome). Bei
Patientinnen mit Mammakarzinomen ,NST mit medullaren Eigenschaften® ergab sich
ein anderes Bild. Hier tberlebten die Probandinnen mit einem CD3-IRS-Score von 1
am langsten (16 Jahre). Patientinnen mit einem CD3-IRS-Score von 2 (5,5 Jahre) oder
mit dem CD3-IRS-Score von 4 (7 Jahre) zeigten ein deutlich kiirzeres Uberleben (siehe
Tabelle 10).

Tabelle 10: Mediane Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Mammakarzinom-Subtyp und vom Immun-
reaktiven Score (IRS) der Cluster of differentiation 3 (CD3) Expression

Subtyp CD3-IRS mediane Uberlebenszeit
(Jahre)

typisch medullar CD3-IRS 2 9,00
4 16,00
atypisch medullar CD3-IRS 4 16,00
1 3,50
mit medulldren Eigenschaften CD3-IRS 2 5,50
4 7,00
1 16,00

Verteilung des CD3-IRS in den Rezeptor-basierten Subgruppen

Insgesamt traten im Kollektiv 35 TNBC auf (siehe Tabelle 11 und Abbildung 14). Am
haufigsten waren in dieser Gruppe CD3-IRS-Score-Werte von 6 (n=12) oder von 4
(n=9) vertreten. 15 der untersuchten Mammakarzinome waren der Subgruppe ,Lumi-
nal B mit HER2 negativ* zuzuordnen. Auch hier zeigten die meisten Tumoren einen
CD3-IRS-Score von 6 (n=6). Neun Tumoren entsprachen der Subgruppe ,Luminal A%
in dieser Gruppe dominierte ein CD3-IRS-Score von 4 (n=5). Acht Patientinnen wurden

in die Subgruppe ,Luminal B mit HER2 positiv* klassifiziert; davon zeigte die Halfte
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(n=4) einen CD3-IRS-Score von 4. Die drei Probandinnen mit dem Subtyp ,HER2
Typ“ hatten entweder einen CD3-IRS-Score von 6 (n=2) oder 4 (n=1).

Tabelle 11: Immunreaktiver Score (IRS) der Cluster of differentiation 3 (CD3) Expression in den Re-
zeptor-basierten Subgruppen

Rezeptor-basierte mole- CD3-IRS Gesamt

i PO IF P ICO

5 1 1 9
4 6 4 15
4 3 1 8
1 2 0 3
9 12 5 35
23 24 11 70

Balkendiagramm

IRS.CD3

g

Anzahl

T T
Luminal &  Luminal B {Her2Luminal B (Her2  Her2 Typ Triple Negative
neg) pos) l_‘%asal ike)

Klassifizierung

Abbildung 14: Haufigkeitsverteilung des Immunreaktiven Scores (IRS) der Cluster of differentiation 3
(CD3) Expression in den Rezeptor-basierten Subgruppen
HER2 = Human epidermal growth factor receptor 2
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Die statistische Analyse der 70 Falle ergab keinen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen dem CD3-IRS-Score und der Zugehorigkeit zu den Rezeptor-basierten Sub-
gruppen (Exakter Test nach Fisher: p=0,764). Auch laut Cramers-V war die Starke des
Zusammenhangs zwischen den beiden Variablen als gering zu bewerten (V=0,213,
siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Statistische Analyse des moglichen Zusammenhangs zwischen dem Immunreaktiven
Score (IRS) der Cluster of differentiation 3 (CD3) Expression und der Zugehorigkeit zu
den Rezeptor-basierten Subgruppen

Anzahl gultiger Asymptoti- Exakte Exakte Punkt-Wahr-
Falle sche Signifi- Signifi- Signifi- scheinlichkeit
n=70 kanz ka.n_z (2- ka.n_z (1-
(2-seitig) seitig) seitig)
Chi-Quadrat 12,7062 16 ,694 ,715
nach Pearson
Likelihood- 15,114 16 ,516 ,676
Quotient
Exakter Test 11,772 , 764
nach Fisher
Zusammen- ,273P 1 ,601 ,614 ,308 ,012
hang linear-
mit-linear

Anzahl gultiger Félle Wert Né&herungsweise Exakte Signifi-
n=70 Signifikanz kanz

Nominal- bzgl. Nominalmaf3
Cramer-V ,213 ,694 , 715
a. 21 Zellen (84,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 0,13.

b. Die standardisierte Statistik ist -0,523.

Verteilung des CD3-IRS in den Mammakarzinom-Subtypen

Die meisten der 39 ,typisch medullaren Mammakarzinome erreichten einen CD3-IRS-
Score von 6 (n=13) oder 4 (n=12). Acht Tumorproben dieses Subtyps zeigten sogar
einen CD3-IRS-Score von 9. In den 17 Tumorproben mit dem Subtyp ,Mammakarzi-
nom NST mit medullaren Eigenschaften waren CD3-IRS-Score-Werte von 4 (n=7)
und 6 (n=5) ebenfalls am haufigsten vertreten. Das Gleiche galt fur ,atypisch
medullare® Karzinome: IRS-CD3-Score 6 (n=6), IRS-CD3-Score 4 (n=4) (siehe Ta-
belle 13 und Abbildung 15).
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Tabelle 13: Immunreaktiver Score (IRS) der Cluster of differentiation 3 (CD3) Expression in den
Mammakarzinom-Subtypen
Mammakarzinom-Sub- CD3-IRS Gesamt

>’ e Je e Je e ]
1 5 12 13 8

typisch medullar

39
atypisch medullar 1 2 4 6 1 14
mit medullaren Eigenschaf- 1 2 7 5 2 17
ten
Gesamt 3 9 23 24 11 70

Balkendiagramm

IRS.CD3
|}
Mz
12,57 4
Ws
Og
10,07
=
I T
=
<L
5,07
257
0,.0-=
typisch medullar atypisch medullar mit medulldren
Eigenschaften
Subtype

Abbildung 15: Haufigkeitsverteilung des Immunreaktiven Scores (IRS) der Cluster of differentiation 3
(CD3) Expression in den Mammakarzinom-Subtypen

Auch hier ergab die statistische Analyse der 70 Félle keinen signifikanten Zusammen-

hang zwischen dem CD3-IRS-Score und der Zugehdorigkeit zu den Mammakarzinom-

Subgruppen (Exakter Test nach Fisher: p=0,926). Laut Cramers-V war die Starke des

Zusammenhangs zwischen den beiden Variablen gering (V=0,146, siehe Tabelle 14).



Ergebnisse 46

Tabelle 14: Statistische Analyse des moglichen Zusammenhangs zwischen dem Immunreaktiven
Score (IRS) der Cluster of differentiation 3 (CD3) Expression und der Zugehorigkeit zu
den Mammakarzinom-Subtypen

Anzahl gultiger Asymptoti- Exakte Exakte Punkt-Wahr-
Falle sche Signifi- Signifikanz Signifikanz scheinlichkeit
e kanz (2-seitig) (1-seitig)
(2-seitig)
Chi-Quadrat 2,9872 8 ,935 ,952
nach Pearson
Likelihood-Quo- 3,072 8 ,930 ,969
tient
Exakter Test 3,627 ,926
nach Fisher
Zusammenhang 1,039° 1 ,308 ,315 ,163 ,015

linear-mit-linear

Anzahl gultiger Félle Naherungsweise Exakte Signifi-
n=70 Signifikanz kanz
Nominal- bzgl. Nominalmaf3 Phi ,207 ,935 ,952
Cramer-V ,146 ,935 ,952

a. 9 Zellen (60,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 0,60.

b. Die standardisierte Statistik ist -1,019.

3.5.2 FoxP3

Uberlebenszeit

Sowohl bei einem FoxP3-IRS-Score von 1 als auch bei einem FoxP3-IRS-Score von
2 erreichten die Patientinnen mit ,typisch medullaren® Mammakarzinomen im Median
die maximale Uberlebenszeit von 16 Jahren. Das Gleiche galt fiir Patientinnen mit ei-
nem ,atypisch medullaren® Mammakarzinom und einem FoxP3-IRS-Score von 2. Pa-
tientinnen mit diesem Tumorsubtyp und einem FoxP3-IRS-Score von 3 Uberlebten im
Median dagegen nur 3,5 Jahre. Patientinnen mit Mammakarzinomen ,NST mit
medullaren Eigenschaften® zeigten variable FoxP3-IRS-Scores. Auch hier erreichten
Patientinnen mit einem FoxP3-IRS-Score von 2 die maximale Uberlebenszeit von 16
Jahren. Bei abweichenden FoxP3-IRS-Score-Werten war die Uberlebenszeit deutlich
reduziert (4: 8,5 Jahre, 1: 7,5 Jahre; 3: 7 Jahre, siehe Tabelle 15).
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Tabelle 15: Mediane Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Mammakarzinom-Subtyp und vom Immun-
reaktiven Score (IRS) der Forkhead Box Protein 3 (FoxP3) Expression

Mammakarzinom-Subtyp FoxP3-IRS mediane Uberlebenszeit
(QELIEG))

typisch medullar FoxP3-IRS 1 16,00
2 16,00
atypisch medullar FoxP3-IRS 2 16,00
3 3,50
mit medulldren Eigenschaften FoxP3-IRS 1 7,50
2 16,00
3 7,00
4 8,50

Verteilung des FoxP3-IRS in den Rezeptor-basierten Subgruppen

Am haufigsten waren Patientinnen mit TNBC vertreten (n=35). Rund ein Drittel dieser
Probandinnen (n=12) zeigte einen FoxP3-IRS von 6. Daneben waren in dieser Sub-
gruppe FoxP3-IRS-Werte von 2 (n=9) und 3 (n=6) relativ hdufig. Zwei Patientinnen
zeigten keine FoxP3-Expression (FoxP3-IRS 0). Unter den 15 Biopsien, die als ,Lumi-
nal B mit HER2 negativ® klassifiziert wurden, waren sechs mit einem FoxP3-IRS von 6
und vier mit einem FoxP3-IRS von 2. Bei Patienten mit ,Luminal A* Tumoren (n=9)
dominierte ein FOxP3-IRS von 2 (n=4), auch hier gab es eine Patientin mit einem
FoxP3-IRS von 0. Bei den Probandinnen mit dem Merkmal ,Luminal B HER2 posi-
tiv* (n=8) war ein FoxP3-IRS von 2 (n=3) am haufigsten vertreten. Zwei der drei Frauen
mit einem ,HER2 Typ“ Mammakarzinom hatten einen FoxP3-IRS von 6 und eine Pati-
entin einen FoxP3-IRS von 2 (siehe Tabelle 16 und Abbildung 16).
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Tabelle 16: Immunreaktiver Score (IRS) der Forkhead Box Protein 3 (FoxP3) Expression in den Re-
zeptor-basierten Subgruppen

Rezeptor-basierte FoxP3-IRS Gesamt
molekulare Subgrup-
pen 1 2 3 4
Luminal A 1 1 4 2 0 1 9
Luminal B (HER2 neg) 0 0 4 3 2 6 15
Luminal B (HER2 pos) 0 1 3 2 0 2 8
HER2 Typ 0 0 1 0 0 2 3
Triple Negative (TNBC, 2 5 9 6 1 12 35
Basal like)
Gesamt 3 7 21 13 3 23 70
Balkendiagramm
124 IRS.FOXP3
Mo
(W
Oz
[ ki
107 4
Hs

Anzahl

2

U-—
Luminal &  Luminal B (Her2Luminal B {(Her2  Her2 Typ  Triple Megative
neg) pos) &asal ike)

Klassifizierung

Abbildung 16: Haufigkeitsverteilung des Immunreaktiven Scores (IRS) der Forkhead Box Protein 3
(FoxP3) Expression in den Rezeptor-basierten Subgruppen
HER2 = Human epidermal growth factor receptor 2
Ahnlich wie fur CD3 ergab die statistische Analyse der 70 Falle keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem FoxP3-IRS und der Zugehdrigkeit zu den Rezeptor-

basierten Subgruppen (Exakter Test nach Fisher: p=0,891). Laut Cramers-V war die



Ergebnisse 49

Starke des Zusammenhangs zwischen den beiden Variablen gering (V=0,218, siehe
Tabelle 17).

Tabelle 17: Statistische Analyse des moglichen Zusammenhangs zwischen dem Immunreaktiven
Score (IRS) der Forkhead Box Protein 3 (FoxP3) Expression und der Zugehdorigkeit zu
den Rezeptor-basierten Subgruppen

Anzahl gultiger Asymptoti- Exakte Exakte Punkt-Wahr-
Falle sche Signifi- Signifi- Signifi- scheinlichkeit
n=70 kanz kanz (2- kanz (1-
(2-seitig) seitig) seitig)
Chi-Quadrat 13,3082 20 ,864 ,885
nach Pearson
Likelihood-Quo- 16,327 20 ,696 ,838
tient
Exakter Test 13,486 ,891
nach Fisher
Zusammenhang ,119P 1 ,730 , 746 374 ,014

linear-mit-linear

Anzahl gultiger Félle Wert Naherungsweise Exakte Signifi-
n=70 Signifikanz kanz
Nominal- bzgl. Nominalmaf} Phi ,436 ,864 ,885
Cramer-V ,218 ,864 ,885

a. 27 Zellen (90,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 0,13.

b. Die standardisierte Statistik ist 0,345.

Verteilung des FoxP3-IRS in den Mammakarzinom-Subtypen

Flnfzehn der 39 Probandinnen mit einem ,typisch medullaren Mammakarzinom er-
reichten einen FoxP3-IRS von 6 und zehn Patientinnen einen FoxP3-IRS von 2. Je-
weils sechs Gewebeproben wiesen einen FoxP3-IRS von 1 bzw. 3 auf und jeweils eine
einen FoxP3-IRS von 4 bzw. 0. In der zweitgrol3ten Gruppe der Mammakarzinome
,NST mit medullaren Eigenschaften“ (n=17) dominierten die FoxP3-IRS-Werte 6 und
3 (jeweils n=5). Auch hier gab es einen Fall mit einem FoxP3-IRS von 0. In der Gruppe
der ,atypisch medullaren Mammakarzinome (n=14) war ein FoxP3-IRS von 2 am hau-
figsten vertreten (n=8). Auch in dieser Gruppe war eine Biopsie FoxP3-negativ (siehe
Tabelle 18 und Abbildung 17).
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Tabelle 18: Immunreaktiver Score (IRS) der Forkhead Box Protein 3 (FoxP3) Expression in den
Mammakarzinom-Subtypen

Mammakarzinom- FoxP3-IRS G

[ ewew (=
samt
i ICH ER T T O C
1 6 10 6 1 15

typisch medullar

39
atypisch medullar 1 0 8 2 0 3 14
mit medullaren Eigen- 1 1 3 5 2 5 17
schaften
Gesamt 3 7 21 13 3 23 70
Balkendiagramm
15 IRS.FOXP3
Mo
&+
Oz
[
O«
Hs

105 |

Anzahl
|

5

typisch medullar atypisch medullar mit mecullEren
Eigenschaften

Subtype

Abbildung 17: Haufigkeitsverteilung des Immunreaktiven Scores (IRS) der Forkhead Box Protein 3
(FoxP3) Expression in den Mammakarzinom-Subtypen

Wiederum fehlte bei der statistischen Analyse der 70 Félle ein signifikanter Zusam-

menhang zwischen dem FoxP3-IRS und der Zugehdorigkeit zu den Mammakarzinom-

Subgruppen (Exakter Test nach Fisher: p=0,210). Laut Cramers-V war die Starke des

Zusammenhangs zwischen den beiden Variablen als mittel zu bewerten (V=0,311,
siehe Tabelle 19).
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Tabelle 19: Statistische Analyse des moglichen Zusammenhangs zwischen dem Immunreaktiven
Score (IRS) der Forkhead Box Protein 3 (FoxP3) Expression und der Zugehorigkeit zu
den Mammakarzinom-Subtypen

Anzahl gultiger Asymptoti- Exakte Exakte Punkt-Wahr-
Falle sche Signifi- Signifi- Signifi- scheinlichkeit
n=70 kanz ka.n.z (2- ka.n.z (2-
(2-seitig) seitig) seitig)
Chi-Quadrat 13,5132 10 ,196 ,189
nach Pearson
Likelihood-Quo- 14,075 10 ,170 ,260
tient
Exakter Test 11,940 ,210
nach Fisher
Zusammenhang ,052P 1 ,819 ,831 ,425 ,028

linear-mit-linear

Anzahl gultiger Falle Naherungsweise Exakte Signifi-
n=70 Signifikanz kanz
Nominal- bzgl. Nominalmaf3 Phi ,439 ,196 ,189
Cramer-V 311 ,196 ,189

a. 13 Zellen (72,2%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 0,60.

b. Die standardisierte Statistik ist -0,229.

3.5.3 PD-L1

Uberlebenszeit

PD-L1-negative Probandinnen mit ,typisch medullaren® Brusttumoren zeigten im Me-
dian eine Uberlebenszeit von 16 Jahren, PD-L1+-Patientinnen der gleichen Gruppe
nur von 10,5 Jahren. In der Gruppe ,atypisch medullare“ Tumoren tberlebten dagegen
PD-L1+-Patientinnen mit 16 Jahren deutlich langer als PD-L1-negative Probandinnen
(4 Jahre). Auch bei den Mammakarzinomen ,NST mit medullaren Eigenschaften® leb-
ten die Frauen mit PD-L1+-Tumoren im Median ein halbes Jahr l&nger als Patientinnen

mit PD-L1-negativen Tumoren (8 Jahre vs. 7,5 Jahre, siehe Tabelle 20).
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Tabelle 20: Mediane Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Mammakarzinom-Subtyp und vom Immun
Cell Score (IC) der Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) Expression

Mammakarzinom-Subtyp PD-L1-IC mediane Uberlebenszeit
(Jahre)

typisch medullar PD-L1-IC negativ 16,00
(<1 %)
positiv (>1 %) 10,50
atypisch medullar PD-L1-IC negativ 4,00
(21 %)
positiv (>1 %) 16,00
mit medulldren Eigenschaften PD-L1-IC negativ 7,50
(=1 %)
positiv (>1 %) 8,00

Verteilung des PD-L1-IC in den Rezeptor-basierten Subgruppen

Ein Grof3teil der untersuchten TNBC-Tumoren (n=35) waren PD-L1+ (n=26). Auch bei
den ,Luminal B mit HER2 negativen® Tumoren (n=15) dominierten PD-L1+-Féalle
(n=14). Das Gleiche galt fur ,Luminal B mit HER2+" Karzinome (n=5 von n=8) und
solche vom ,HER2 Typ“ (n=3 von n=3). Bei den ,Luminal A“ Tumoren waren hingegen
PD-L1-negative Falle haufiger (n=6 von n=9, siehe Tabelle 21 und Abbildung 18).

Tabelle 21: Immun Cell Score (IC) der Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) Expression in den
Rezeptor-basierten Subgruppen

Rezeptor-basierte molekulare Subgrup- PD-L1-IC Gesamt

6
1
3
0
9
19

Luminal A 3 9
Luminal B (HER2 neg)

Luminal B (HER2 pos)

HER2 Typ

Triple Negative (TNBC, Basal like) 26 35

Gesamt 51 70
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Balkendiagramm

2~ PDL1.IC

Mo
[

207

Anzahl

Luminal &  Luminal B (Her2Luminal B (Her2  Her2 Typ  Triple Megative
neg) pos) %ssal =]

Klassifizierung

Abbildung 18: Haufigkeitsverteilung des Immun Cell Scores (IC) der Programmed cell death ligand 1
(PD-L1) Expression in den Rezeptor-basierten Subgruppen (0 = PD-L1-negativ, 1 =
PD-L1-positiv); HER2 = Human epidermal growth factor receptor 2

Bei der statistischen Analyse der 70 Falle wurde ein signifikanter Zusammenhang zwi-

schen dem PD-L1-IC und der Zugehdrigkeit zu den Rezeptor-basierten Subgruppen

(Exakter Test nach Fisher: p=0,019) detektiert. Laut Cramers-V war die Starke des

Zusammenhangs zwischen den beiden Variablen als mittel zu bewerten (V=0,412,
siehe Tabelle 22).
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Tabelle 22: Statistische Analyse des moglichen Zusammenhangs zwischen dem Immun Cell Score
(IC) der Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) Expression und der Zugehdorigkeit zu
den Rezeptor-basierten Subgruppen

Anzahl gultiger Asymptoti- Exakte Exakte Punkt-Wahr-
Falle sche Signifi- Signifi- Signifi- scheinlichkeit
n=70 kanz ka.n.z (2- ka.n.z (2-
(2-seitig) seitig) seitig)
Chi-Quadrat 11,8772 4 ,018 ,017
nach Pearson
Likelihood-Quo- 12,561 4 ,014 ,021
tient
Exakter Test 10,647 ,019
nach Fisher
Zusammenhang ,999P 1 ,318 ,350 ,181 ,041

linear-mit-linear

Anzahl gultiger Félle Naherungsweise Exakte  Signifi-
n=70 Signifikanz kanz
Nominal- bzgl. Nominalmaf3 Phi 412 ,018 ,017

Cramer-V 412 ,018 ,017

a. 5 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 0,81.

b. Die standardisierte Statistik ist 1,000.

Verteilung des PD-L1-IC in den Mammakarzinom-Subtypen

Bei den ,typisch medullaren Mammakarzinomen® (n=39) waren 32 PD-L1+. Nur 7 der
Lypisch medullaren® Tumoren waren PD-L1-negativ. Auch bei den Mammakarzino-
men ,NST mit medullaren Eigenschaften® (n=10 von n=17) und bei den ,atypisch
medullaren“ Mammakarzinomen (n=9 von n=14) dominierten PD-L1+-Félle (siehe Ta-
belle 23 und Abbildung 19).

Tabelle 23: Immun Cell Score (IC) der Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) Expression in den
Mammakarzinom-Subtypen

Mammakarzinom-Subtypen PD-L1-IC Gesamt

typisch medullar 7 32 39
atypisch medullar 5 9 14
mit medulldaren Eigenschaften 7 10 17
Gesamt 19 51 70
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Abbildung 19: Haufigkeitsverteilung des Immun Cell Scores (IC) der Programmed cell death ligand 1
(PD-L1) Expression der Mammakarzinom-Subtypen (0 = PD-L1-negativ, 1 = PD-L1-

positiv)
Bei der statistischen Analyse der 70 Falle wurde kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem PD-L1-IC und der Zugehoérigkeit zu den Subtypen (Exakter Test nach
Fisher: p=0,145) detektiert. Laut Cramers-V war die Starke des Zusammenhangs zwi-

schen den beiden Variablen als gering zu bewerten (V=0,235, siehe Tabelle 24).
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Tabelle 24: Statistische Analyse des moglichen Zusammenhangs zwischen dem Immun Cell Score
(IC) der Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) Expression und der Zugehdorigkeit zu
den Mammakarzinom-Subtypen

Anzahl gultiger Asymptoti- Exakte Exakte Punkt-Wahr-
Falle sche Signifi- Signifi- Signifi- scheinlichkeit
n=70 kanz ka.n.z (2- ka.n.z (2-
(2-seitig) seitig) seitig)
Chi-Quadrat 3,8802 2 ,144 ,145
nach Pearson
Likelihood-Quo- 3,862 2 ,145 ,190
tient
Exakter Test 4,005 ,145
nach Fisher
Zusammenhang 3,621° 1 ,057 ,078 ,042 ,021

linear-mit-linear

Anzahl gultiger Félle Wert Naherungsweise Exakte Signifi-
n=70 Signifikanz kanz

Nominal- bzgl. Nominalmaf3

Cramer-V ,235 ,144 ,145

Anzahl der glltigen Féalle 70

a. 2 Zellen (33,3%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 3,80.

b. Die standardisierte Statistik ist -1,903.

3.6 Korrelationsanalyse — Parameter der Rezeptor-basierten
Subgruppen, des Subtyps und der Parameter der Triplex-
Farbung

Die Analyse erfolgte mit dem Spearman-Korrelationstest fur nicht-parametrische Gro-

Ben (Tabelle 25). Signifikante Korrelationen ergaben sich natirlicherweise zwischen

der Rezeptor-basierten Klassifikation und den darin enthaltenen Parametern HERZ,

ER, PR und Ki-67 bzw. auch teilweise fir diese Parameter untereinander. Weitere sig-

nifikante Zusammenhange bestanden zwischen dem PD-L1-IC-Score und dem

FoxP3-IRS (KK=0,317; p=0,007). Ki-67+-Proben zeigten signifikant hdhere PD-L1-IC-

Scores (KK=0,307; p=0,01) und auch FoxP3-IRS Werte (KK=0,320; p=0,007). Weiter

kénnen statistische Trends abgelesen werden (siehe Tabelle 25), die sich bei einer

groReren Probandengruppe eventuell als signifikante Unterschiede prasentieren konn-
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ten. Dazu zahlten die Paare CD3-IRS/FoxP3-IRS (p=0,060), PD-L1-IC/Subtyp des Tu-
mors (p=0,051), HER2-Expression/Subtyp des Tumors (p=0,086) sowie PR-
Expression/Subtyp des Tumors (p=0,092).

Tabelle 25: Spearman-Korrelationsanalyse — Parameter der Rezeptor-basierten Subgruppen, des
histologischen Subtyps und der Triplex-Férbung

Anzahl giiltiger Rezeptor-

n=70 basierte

Klassi-fika-

tion

CD3-IRS

Sig. (2-seitig)
FoxP3-IRS

Sig. (2-seitig)
PD-L1-IC

Sig. (2-seitig)
Rezeptor-ba-
sierte

Sig. (2-seitig)
Klassi-fika-

tion

Sig. (2-seitig)

Sig. (2-seitig)

Sig. (2-seitig)

Sig. (2-seitig)

Sig. (2-seitig)

**_ Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

*. Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).

CD = Cluster of differentiation, ER = Ostrogen-Rezeptor, FoxP3 = Forkhead Box Protein 3, HER2 =
Human epidermal growth factor receptor 2, KK = Korrelationskoeffizient, PD-L1 = Programmed cell
death ligand 1, PR = Progesteron-Rezeptor
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3.7 Zusammenhange zwischen den Parametern der Triplex-
Farbung und den Parametern der Rezeptor-basierten
Klassifikation

Weiter wurden magliche Korrelationen zwischen den Parametern der Triplex-Farbung

und den Standardrezeptoren untersucht. Dazu wurden der Phi- und der Cramer-V-

Wert ermittelt. Bei signifikanten Zusammenhangen wurde ein Chi-Quadrat-Test durch-

gefuhrt.

3.7.1 CD3versus Parameter der Rezeptor-basierten Klassifikation
Tabelle 26 stellt die CD3-IRS-Werte in Abhéngigkeit von der Expression der Parame-
ter der Rezeptor-basierten Klassifikation dar. Es wurden keine Hinweise auf signifi-

kante Zusammenhéange gefunden.

Tabelle 26: Cluster of differentiation (CD3) Immune reactive Score (IRS) Werte in Abhangigkeit von
der Expression der Parameter der Rezeptor-basierten Klassifikation — Kreuztabellen und
statistische Zusammenhénge

CD3-IRS

2 9 0 9

4 16 7 23

6 18 6 24

9 9 2 11

Gesamt 54 16 70
Anzahl der giltigen-Falle n=70 Wert Naherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi ,233 434 ,463
Nominalmaf} Cramer-V P

—

CD3-IRS

2 7 2 9

4 12 11 23

6 15 9 24

9 6 5 11

Gesamt 43 27 70
Anzahl der gultigen-Félle n=70 Wert Naherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi ,238 411 ,425

Nominalmaf

Cramer-V ,238 411 425
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CD3-IRS

2 7 2 9

4 14 9 23

6 18 6 24

9 8 3 11

Gesamt 50 20 70
Anzahl der gultigen-Falle n=70 Wert Naherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi ,200 ,593 ,639
Nominalmaf} Cramer-V P

—

CD3-IRS

2 6 3 9

4 8 15 23

6 11 13 24

9 6 5 11

Gesamt 34 36 70
Anzahl der gultigen-Falle n=70 Wert Néaherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi ,301 175 ,181
Nominalmaf CramerV 301 175 181

ER = Ostrogen-Rezeptor, HER2 = Human epidermal growth factor receptor 2, PR = Progesteron-
Rezeptor

3.7.2 FoxP3versus Parameter der Rezeptor-basierten Klassifikation

Tabelle 27 stellt die FoxP3-IRS-Werte in Abhangigkeit von der Expression der Para-
meter der Rezeptor-basierten Klassifikation dar.
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Tabelle 27: Forkhead Box Protein 3 (FoxP3) Immune reactive Score (IRS) Werte in Abh&éngigkeit von
der Expression der Parameter der Rezeptor-basierten Klassifikation — Kreuztabellen und
statistische Zusammenhénge

FoxP3-IRS

1 6 1 7

2 15 6 21

3 10 3 13

4 3 0 3

6 18 5 23

Gesamt 54 16 70
Anzahl der giltigen-Falle n=70 Wert Naherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi ,159 ,880 911
Nominalmaf} Cramer-V 1

—

FoxP3-IRS

1 5 2 7

2 12 9 21

3 6 7 13

4 1 2 3

6 16 7 23

Gesamt 43 27 70
Anzahl der giltigen-Falle n=70 Wert Naherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi 274 ,384 ,398
Nominalmafl} Cramer-V P

—

FoxP3-IRS

1 5 2 7

2 14 7 21

3 8 5 13

4 2 1 3

6 18 5 23

Gesamt 50 20 70
Anzahl der gultigen-Falle n=70 Wert Naherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi ,193 , 759 ,806

Nominalmaf

Cramer-V ,193 , 759 ,806
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3 0 3

FoxP3-IRS 0

1 5 2 7

2 11 10 21

3 8 5 13

4 0 3 3

6 7 16 23

Gesamt 34 36 70
Anzahl der gultigen-Falle n=70 Wert Naherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi ,405 ,042 ,031
Nominalmal CramerV 405 042 031

ER = Ostrogen-Rezeptor, HER2 = Human epidermal growth factor receptor 2, PR = Progesteron-
Rezeptor

Die Analyse deutete auf einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen dem
FoxP3-IRS-Wert und dem Ki-67-Wert hin (ndherungsweise Signifikanz: Phi und Cra-
mers-V 0,042; statistische Signifikanz: Phi und Cramers-V 0,031). Die asymptotische
zweiseitige Signifikanz des Likelihood-Quotienten ergab 0,016 und die zweiseitige
exakte Signifikanz dieses Quotienten betrug 0,026. Im exakten Test nach Fisher be-
trug die exakte zweiseitige Signifikanz 0,040 und der lineare Zusammenhang lag zwei-
seitig bei 0,007 und einseitig bei 0,004 (siehe Tabelle 28).

Tabelle 28: Statistische Analyse des potentiellen Zusammenhangs zwischen den Forkhead Box Pro-
tein 3 (FoxP3) Immune reactive Score (IRS) Werten und dem Ki-67-Wert

Anzahl gultiger Asymptoti- Exakte Exakte Punkt-Wahr-
Falle sche Signifi- Signifikanz Signifikanz scheinlichkeit
n=70 kanz (2-seitig) (1-seitig)
(2-seitig)
Chi-Quadrat 11,5002 5 ,042 ,031
nach Pearson
Likelihood-Quo- 13,953 5 ,016 ,026
tient
Exakter Test 10,608 ,040
nach Fisher
Zusammenhang 7,3340 1 ,007 ,007 ,004 ,001

linear-mit-linear

a. 6 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist
1,46.
b. Die standardisierte Statistik ist 2,708.
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3.7.3 PD-L1 versus Parameter der Rezeptor-basierten Klassifikation

Tabelle 29 stellt die PD-L1-IC-Werte in Abh&ngigkeit von der Expression der Parame-
ter der Rezeptor-basierten Klassifikation dar.
Tabelle 29: Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) Immun Cell (IC) Score Werte in Abhangigkeit

von der Expression der Parameter der Rezeptor-basierten Klassifikation — Kreuztabellen
und statistische Zusammenhange

PD-L1-IC
1 41 10 51
Gesamt 54 16 70
Anzahl der giltigen-Falle n=70 Wert Naherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi -,127 ,289 ,343
NominalmaR Cramer-V 1
—
PD-L1-IC
1 33 18 51
Gesamt 43 27 70
Anzahl der gultigen-Falle n=70 Wert Néaherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi -,110 ,356 414
Nominalmafd Cramer-V Al
—
PD-L1-IC
1 36 15 51
Gesamt 50 20 70
Anzahl der gultigen-Falle n=70 Wert Néaherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi ,030 , 799 1,000
Nominalmaf3 Cramer-V 0 1,000
—
PD-L1-IC
1 20 31 51
Gesamt 34 36 70
Anzahl der giltigen-Falle n=70 Wert Naherungsweise Signifikanz Exakte Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi ,307 ,010 ,015
Nominalmal CramerV 307 010 015

ER = Ostrogen-Rezeptor, HER2 = Human epidermal growth factor receptor 2, PR = Progesteron-
Rezeptor
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Die Analyse deutete auf einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen dem
PD-L1-IC-Wert und dem Ki-67-Wert hin (ndherungsweise Signifikanz: Phi und Cra-
mers-V 0,010; statistische Signifikanz: Phi und Cramers-V 0,015). Die asymptotische
zweiseitige Signifikanz des Likelihood-Quotienten ergab 0,009 und die zweiseitige
exakte Signifikanz dieses Quotienten betrug 0,015. Im exakten Test nach Fisher be-
trug die exakte zweiseitige Signifikanz 0,011 und der lineare Zusammenhang lag zwei-
seitig bei 0,015 und einseitig bei 0,010 (siehe Tabelle 30).

Tabelle 30: Statistische Analyse des potentiellen Zusammenhangs zwischen den Programmed cell
death ligand 1 (PD-L1) Immun Cell (IC) Score Werten und dem Ki-67-Wert

Anzahl gultiger Asymptoti- Exakte Exakte Punkt-Wahr-
Falle sche Signifi- Signifikanz Signifikanz scheinlichkeit
n=70 kanz (2-seitig) (1-seitig)
(2-seitig)

Chi-Quadrat 6,584 1 ,010 ,015 ,010

nach Pearson

Kontinuitats- 5,276 1 ,022

korrektur

Likelihood-Quo- 6,773 1 ,009 ,015 ,010

tient

Exakter Test ,015 ,010

nach Fisher

Zusammenhang 6,490¢ 1 ,011 ,015 ,010 ,008

linear-mit-linear
a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 9,23.
b. Wird nur fir eine 2 x 2-Tabelle berechnet

c. Die standardisierte Statistik ist 2,548.



Diskussion 64

4 Diskussion

4.1 Fragestellung und experimenteller Kontext

Die vorliegende Arbeit sollte einen Beitrag zur Optimierung der Prognose und damit
der therapeutischen Versorgung von Patientinnen mit ,IBC-NST mit medullarer Struk-
tur (frher ,medullare Mammakarzinome“ mit den Subgruppen ,medullares
Mammakarzinom®, ,atypisch medullares Mammakarzinom® und ,invasives
Mammakarzinom NST mit medullaren Merkmalen®) leisten. Dazu wurde die Expres-
sion dreier immunonkologischer Biomarker (CD3, FoxP3 und PD-L1) mittels einer
neuen Triplex-Farbung bestimmt. Mit Hilfe dieser Biomarker lassen sich moglicher-
weise biologische Eigenschaften des medullaren Mammakarzinoms identifizieren und
Informationen Uber die Erkrankungssituation generieren. Potentiell ergeben sich aus

den Daten auch Ansatzpunkte fur zukinftige Therapien oder prognostische Muster.

Die Messung der drei Biomarker (CD3, FoxP3 und PD-L1) in einer Farbung am selben
Gewebeschnitt garantierte eine hohe Prazision, eine intensive Nachbarschaftsanalyse
der entsprechenden Biomarker und ermdglichte eine Einteilung medullarer
Mammakarzinome Uber die rein histomorphologische Subtypisierung hinaus.

Medullare Mammakarzinome wurden von der WHO bis 2019 als eigener histologischer
Subtyp mit tendenziell glinstiger Prognose eingestuft. Da inzwischen bekannt ist, dass
es sich dabei um eine heterogene Gruppe von Karzinomen mit unterschiedlichem Out-
come handelt, erfolgte 2019 eine Neueinordnung durch die WHO. Aktuell werden
medullare Mammakarzinome tendenziell eher aggressiv behandelt. Eine verbesserte
Subtypisierung und ein daraus resultierendes optimiertes und besser auf die einzelne
Patientin und ihren Tumor abgestimmtes adjuvantes Behandlungsregime bzw. eine
JLargeted therapy“ ermdglichen ein wahrscheinlich nebenwirkungsarmeres Vorgehen,

das die aggressiven Anséatze (z. B. Chemotherapien) ersetzen konnte.

In dieser Dissertation wurden mogliche Zielmolekiile solcher innovativer Therapien un-
tersucht [142]. Analysiert werden sollte, ob CD3, FoxP3 und PD-L1 im Tumorgewebe
medullarer Mammakarzinome nachweisbar sind und ob diese Biomarker einen prog-
nostischen und somit moglicherweise einen therapeutischen Nutzen haben kénnten.
Weiter wurde die Expression dieser Biomarker in den Rezeptor-basierten molekularen
Subklassen und histologischen Subgruppen des medullaren Mammakarzinoms analy-

siert. Die Untersuchung der Expression der Biomarker lieferte auch neue Erkenntnisse
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zur Tumormikroumgebung von medullarem Brustkrebs, die bei der Implementierung

einer ,targeted therapy“ hilfreich sein kénnten.

Fur die Analysen wurden die Gewebeproben von 70 Patientinnen, die in der Frauen-
klinik Mnchen und den Kliniken der LMU aufgrund von medullaren Mammakarzino-
men in Behandlung waren, untersucht. Deren Gewebeproben wurden fiir die Experi-
mente neu aufgearbeitet, mikroskopisch begutachtet und histologisch in die Subtypen
.,medullares Mammakarzinom®, ,atypisch medullares Mammakarzinom“ und
,Mammakarzinom NST mit medullaren Eigenschaften“ eingeordnet. Weiter nahm man
die diagnostisch und therapeutisch wichtige Rezeptor-basierte molekulare Subklassi-
fizierung vor. Die Gewebeschnitte aller Patientinnen wurden einer Triplex-Farbung
(CD3, FoxP3 und PD-L1) unterzogen. Alle Gewebeschnitte waren auswertbar und

wurden entsprechend der Scoring-Systeme (siehe Kapitel 2) beurteilt.

4.2 Expression der Biomarker im Tumorgewebe

Die vorliegenden Experimente belegen die Existenz der Biomarker (CD3, FoxP3 und
PD-L1) im Gewebe von medullaren Mammakarzinomen. Zwar waren nicht immer alle
Biomarker gleichzeitig in einer Gewebeprobe nachweisbar, dennoch waren sie in
medull&ren Brusttumoren aber grundsétzlich vorhanden. Zwischen 1980-1990 galten
Mammakarzinome als immuntherapeutisch ,kalte” Karzinome. Speziell bei den TNBC
kam es aber in den vergangenen Jahren zu enormen Fortschritten im Bereich der Im-
muntherapie. Bei diesen neuen Therapieansatzen spielen haufig die hier untersuchten
Biomarker eine Rolle [215, 216].

Koletsa et al. studierten 2020 die stromale und intratumorale Expression von CD3,
CD8 und FoxP3 bei nach der Rezeptor-basierten Klassifizierung eingeteilten
Mammakarzinom-Patientinnen. Diese fur Tumor infiltrierende Lymphozyten (TILS)
spezifischen Marker stellen grundséatzlich wertvolle prognostische Faktoren dar. In der
Studie war jedoch ihre stromale und intratumorale Expression nicht signifikant ver-
schieden. Die Autoren vermuteten, dass sich die Ergebnisse durch die Implementie-

rung des Ki-67-Index und histologische Subtypisierungen verbessern lassen [217].

In der vorliegenden Dissertation wurden sowohl die Ki-67-Expression als auch die his-
tologischen Subtypen von Mammakarzinomen in die Analyse der Gewebeproben ein-

bezogen und es zeigt sich in den gemachten Experimenten ein statistisch signifikanter
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Zusammenhang zwischen Ki-67 Positivitat und erhdhten PD-L1 (KK=0,307; p=0,010)
bzw. FoxP3 (KK=0,320; p=0,007) Werten (siehe Kapitel 3.6, Tabelle 25).

FoxP3

Der Korper reagiert auf einen Tumor in der Regel mit einer Immunantwort; diese kann
aber auch das Tumorwachstum fordern, denn wie bereits beschrieben (siehe Kapitel
1.4.7) beeinflusst FoxP3 durch Expression von diversen Proteinen (Interleukin 2, In-
terleukin 17, Interferon-y) die Wirksamkeit von Effektor- und Helfer- T-Zellen negativ
und expandiert die Tregs, welche das angeborene und adaptive Immunsystem damp-

fen.

Bei Leber- und Ovarialkarzinomen ist ein hoher FoxP3-Wert im Tumorgewebe mit ei-
nem schlechteren Uberleben assoziiert [218]. Laut Demir et al. und Takenaka et al. ist
eine FoxP3-Expression im malignen Gewebe ein negativer prognostischer Marker
[219-221]. Ultraviolettes Licht férdert die Ausbildung von potentiell Hautkrebs verursa-
chenden FoxP3+-Zellen in den oberen Hautschichten. Beim Virus-induzierten Zervi-
kalkarzinom fordert FoxP3 die Entwicklung maligner Zellen. Damit spielt dieser Bio-
marker auch eine Rolle bei der Virus-Krebs-Achse [222-224].

Bei Mammakarzinomen scheint ein hoher FoxP3-IRS-Wert ebenfalls einen negativen
Effekt auf mégliche Rezidive und das Uberleben zu haben. Dies gilt vor allem, wenn
FoxP3 im tumorumgebenden Lymphinfiltrat und damit in der Tumormikroumgebung
auftritt [218, 225, 226]. FoxP3+-Zellen wurden im Tumor selbst, im umliegenden
Stroma und in Tumor-drainierenden Lymphknoten von Mammakarzinomen detektiert
[227]. In einer Meta-Analyse mit 14 Mammakarzinom-Studien und insgesamt 10.259
Patienten war eine hohe Infiltrationsrate des Tumors mit FoxP3+-Zellen mit einem ten-
denziell schlechteren Gesamtiiberleben assoziiert. Ein hoher FoxP3-IRS korrelierte
mit einem hohen histologischen Grad, einer ER-/HER2-Negativitat und einem kurzen
rezidivfreien Uberleben [219]. Dagegen zeigte FoxP3 keinen Effekt auf das Uberleben
bei analen Plattenepithelkarzinomen [218, 228] oder auf die Prognose bei Nierenkrebs
[224, 229]. Laut Sun et al. und Kim et al. besitzt FoxP3 auch beim Mammakarzinom
keinen prognostischen Wert [219, 230, 231]. Bei follikularen Lymphomen oder Karzi-
nomen im Kopf- und Nackenbereich korreliert ein hoher FoxP3-IRS dagegen positiv
mit dem Uberleben [218, 232, 233]. Nach Carreras et al. war auch beim follikularen
Lymphom die Infiltration FoxP3+-T-Zellen mit einem besseren Gesamtiberleben as-
soziiert [232].
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Bei hamatologischen Malignitdten bedeutet ein hoher FoxP3-Gehalt eine bessere
Prognose [232, 234]. In einer chinesischen Meta-Analyse (17 Studien, 3811 Patienten)
zu kolorektalen Karzinomen bestand eine positive Korrelation zwischen einem hohen
FoxP3-IRS im Infiltrat des Tumors und dem 1-, 3-, 5-und 10-Jahres-Uberleben, nicht
aber zum krankheitsfreien Uberleben [235].

Laut Higgins et al. kann FoxP3 bei Brustkrebs als positiver Biomarker dienen [219,
236], da er Tumorsuppressor-Eigenschaften aufweist. Die Unterdriickung der FoxP3-
Expression fuhrt zur Dysregulation von diversen Onkogenen, welche die Progression
von Brustkrebs fordern. Weiter spielt FoxP3 bei der Metastasierung von Mammakarzi-
nomen eine Rolle [177, 237-242].

In der hier vorliegenden Dissertation korellierte statistisch signifikant, wie bereits er-
wéhnt, ein hoher FoxP3 IRS mit hohen PD-L1 IC Werten (KK=0,317; p=0,007) und Ki-
67 Positivitat (KK=0,320; p=0,007) (siehe Kapitel 3.6, Tabelle 25). Sowohl eine grol3e
Wachstumsfraktion der Tumorzellen als auch hohe PD-L1 Werte werden als negative

Prognosemarker angesehen.

CD3

Auch das Vorhandensein von CD3+-Zellen im Tumorgewebe hat verschiedene Aus-

wirkungen.

Obwohl CD3 eigentlich eine Aktivierung der endogenen T-Zellen verursacht und die
Ausschaltung von CD3+ Zellen eine eigene Immunantwort (z. B. bei Organtransplan-
tationen) unterdruckt, scheinen CD3+ Zellen dennoch ein negativer Prognosemarker
zu sein (siehe Kapitel 1.4.7). Die Anzahl der CD3+-T-Zellen in einem Tumorgewebe
korreliert namlich positiv mit der TumorgroRe. Moglicherweise wird mit wachsender
TumorgréfRe mehr CD3 exprimiert. Mit einem hohen IRS-CD3 steigt die Wahrschein-
lichkeit eines Lymphknotenbefalls bei Brustkrebspatientinnen [243].

In der hier vorgelegten Arbeit stellt CD3 den einzigen Biomarker der Triplex-Farbung

dar, der keinerlei statistisch signifikante Korrelationen aufweisen konnte.

PD-L1

PD-L1 wurde als ein hoffnungsvoller Biomarker in Mammakarzinomen identifiziert.
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Im gesunden Gewebe stellt PD-L1 Positivitat einer Zelle namlich einen Schutz vor au-
toreaktiven T-Zellen dar und verhindert so die zytotoxische Lyse dieser PD-L1 expri-
mierenden Zelle. Das kann bei malignen Zellen, die ebenfalls PD-L1+ sind allerdings

fatal sein.

Vor allem in TNBC dient PD-L1 als Ansatzpunkt fir Immun-Checkpoint-Inhibitor-(ICl)-
Therapien. Ursprunglich wurde dieser Biomarker aber bei der Behandlung von Lun-
genkarzinomen verwendet [244, 245]. Die ICI-Behandlung hat sich vor allem in der
NSCLC- und Melanom-Therapie etabliert. Weitere vielversprechende Ansatze zielen
auf die Behandlung von Hals- und Kopfkarzinomen, Nierentumoren, gastrischen und
0sophagealen Karzinomen, kolorektalen Karzinomen, hepatozellularen Malignitaten,
Endometriumkarzinomen und auf TNBC ab [246]. Studien dokumentieren eine haufig
hohe PD-L1-Expression in soliden Tumoren (z. B. Lungenkrebs, Melanome, Ovarial-

karzinome und Kolonkarzinome) [181, 247].

In PD-L1 Uberexprimierenden Tumoren zeigt eine PD-L1-AK-Therapie eine deutliche
Wirksamkeit [187, 248], da sie die PD-1/PD-L1-vermittelte Immunsuppression wah-
rend der Tumorgenese hemmt [181, 247]. Eine verstarkte Expression von PD-L1 auf
Tumorzellen und des zugehérigen Rezeptors PD-1 in der Tumormikroumgebung for-
dert Uber eine verringerte Aktivitdt der T-Zellen die Tumorprogression. Eine ICI-
Therapie mit PD-L1-AK verhindert die Bindung des PD-L1 auf Tumorzellen an PD-1
auf der T-Zellenmembran und stellt so den Antitumoreffekt von T-Zellen wieder her
[249-251]. PD-L1 fordert die Apoptose von aktivierten gegen den Tumor gerichteten
T-Zellen und unterdrickt somit die kdrpereigene Anti-Tumor-Immunantwort. Physiolo-
gischerweise wird PD-L1 in den meisten Geweben, mit Ausnahme von Makrophagen
in den Tonsillen, der Leber und der Lunge, kaum exprimiert. Die Expression in ver-

schiedenen Tumorentitaten schwécht die T-Zellen Antwort [181, 247, 252].

Die Wirksamkeit von PD-L1-ICI nimmt mit der Expression von PD-L1 im Tumor zu.
Dies gilt vor allem beim Vorhandensein von Metastasen oder von mehr als 5 % PD-
L1+-Zellen im Tumor [253, 254]. Daher ist eine ICI-Therapie insbesondere in fortge-
schrittenen Krebsstadien vorteilhaft [249, 255, 256]. Bei der ICI-Therapie besteht aber
ein grol3es Risiko fur schwere bzw. fatale Nebenwirkungen, da sie auch auf gesunde
Organe wirkt. Weitere Nachteile sind die komplexen Produktionsprozesse, die hohen

Produktionskosten und die strengen Lagerrichtlinien der Medikamente. Zudem ist der
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ICI-Blockade-Effekt haufig transient, da der Tumor sekundare Resistenzmechanismen
entwickelt [251, 257-263].

Derzeit werden Mdglichkeiten untersucht, durch ICl-Kombinationsbehandlungen sy-

nergistische Effekte zu erzielen.

Die hochtoxische Chemotherapie bildete lange Zeit das Ruckgrat der nicht-operativen
Krebsbehandlung insbesondere auch bei TNBC. Eine neue Therapiemdglichkeit ist
eine Kombination aus Chemotherapie und ICI, wodurch sich méglicherweise die ext-

reme Toxizitdt von Chemotherapien verringern lasst [264].

Derzeit sind neun PD-1/PD-L1-Inhibitor-Medikamente auf dem Markt. Dazu z&hlen
sechs PD-1-Inhibitoren (Pembrolizumab, Nivolumab, Cemiplimab, Toripalimab, Sinti-
limab, Camrelizumab) und drei PD-L1-Inhibitoren (Atezolizumab, Durvalumab, Avel-
umab) [265].

Exemplarisch soll hier fuir eine Anti-PD-L1-Therapie das gut etablierte Atezolizumab
besprochen werden. Atezolizumab ist ein humanisierter, monoklonaler, Immunglobulin
G1 (lgG1) AK. Er verhindert die Bindung von auf Tumorzellen exprimiertem PD-L1 an
PD-1 auf T-Zellen und somit die Repression der Anti-Tumor-T-Zellantwort. Atezolizu-
mab ist gut vertraglich und zeigt gute klinische Ergebnisse bei metastasiertem TNBC
[266]. Als mdglicher Partner einer Kombinationstherapie mit PD-L1-AK kommen Platin-
basierte Chemotherapeutika (Cisplatin, Carboplatin, Oxaliplatin) in Frage. Diese Me-
dikamente zeigen jedoch zahlreiche Nebenwirkungen (z. B. Myelosuppression, Ne-
phrotoxizitat, Neurotoxizitat, gastrointestinale Reaktionen, Anaphylaxie und Zytopenie
(Leukopenie, Neutropenie, Thrombozytopenie und Anamie)). AuRerdem werden zu-

nehmende Therapieresistenzen bei Chemotherapien beobachtet [265, 267, 268].

Auch Platin-basierte Chemotherapien zeigen immunmodulierende Effekte. Sie erho-
hen den Immunogenic cell death (ICD) durch die Aktivierung von T-Zellen. Unter Pla-
tin-Therapie steigt die Zahl der gegen den Tumor gerichteten zytotoxischen T-Zellen
(CTL), wahrend die Anzahl immunsuppressiver T-Zellen sinkt. Diese Effekte erh6hen
vermutlich die Sensibilitdt des Tumors gegentiber PD-1/PD-L1-Inhibitoren. Zu bertick-
sichtigen ist aber auch, dass Platin-basierte Therapien die PD-L1-Expression verstar-
ken, was durch die ICI ausgeglichen werden kann.

Zur Etablierung effektiver und nebenwirkungsarmer Therapieregime ist die Analyse
der im Rahmen von Kombinationstherapien auftretenden wechselseitigen Effekte un-
verzichtbar [265].
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Wie bereits erwahnt, gibt es bei der hier vorliegenden Dissertation statistische Signifi-
kanzen von PD-L1 Positivitat und einem positiven Ki-67 Wert (KK=0,307; p=0,010).
Das lasst sich auch deutlich durch die Wirkung von PD-L1 erklaren. Dadurch, dass die
malignen Zellen, die PD-L1 exprimieren nicht durch autotoxische Zellen vom Kdrper
geklart werden kdnnen, haben sie die Moglichkeit in einer grof3en Anzahl in die Wachs-

tumsphase zu wechseln.

Ebenso besteht in den hier gemachten Experimenten ein statistisch signifikanter Zu-
sammenhang zwischen hohen PD-L1 IC Werten und hohen FoxP3 Scores (KK=0,317,
p=0,007) (siehe Kapitel 3.6, Tabelle 25). Mit einer erhéhten Expression von FoxP3 und
PD-L1 auf den malignen Zellen, versucht der Tumor wahrscheinlich einer Immunant-
wort optimal zu entkommen, da beide Marker dampfend auf das eigene Immunsystem

einwirken (siehe Kapitel 1.4.7).

4.3 Zusammenhang der Biomarkerexpression mit der Rezeptor-
basierten Klassifikation medullarer Mammakarzinome

In dieser Studie wurde auch tUberpruft, ob zwischen der Expression der Biomarker und

der Rezeptor-basierten Einteilung der medullaren Mammakarzinome ein Zusammen-

hang besteht. Die Halfte (50 %) der Biopsien waren ,TNBC®. Dieses Ergebnis spiegelt

die molekulare Charakterisierung medullarer Mammakarzinome wider, wonach

medullare Brustkrebsformen grundsatzlich mit einer PR-, ER- und HER2-Negativitat

assoziiert sind [198].

Im vorliegenden Kollektiv dominierten beim CD3-IRS-Score die Werte 4 und 6. CD3-
negative Biopsien kamen nicht vor. Die Hohe des CD3-IRS-Scores korrelierte nicht mit
der Zugehorigkeit der Biopsien zu den Rezeptor-basierten Subtypen. Auch der FoxP3-
IRS war nicht signifikant mit den Rezeptor-basierten Subtypen assoziiert; am haufigs-
ten zeigten die Biopsien FoxP3-IRS-Werte von 2 und 6. In drei Gewebeproben war
kein FoxP3 nachweisbar. Dagegen traten PD-L1+-Tumoren signifikant h&ufiger in den
als ,triple negative“ und ,Luminal B mit HER2 negativ“ klassifizierten Karzinomen auf
(p=0,019) (siehe Kapitel 3.5.3, Tabelle 22).

Friher wurden Mammakarzinome vor allem nach histopathologischen Kennzeichen
klassifiziert. Inzwischen werden neben histopathologischen insbesondere molekulare

Charakteristika berticksichtigt. Medullare Mammatumoren werden aktuell zu den NST-
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Brustkrebsformen gestellt. Ein zusatzliches Klassifizierungsmerkmal ist die hohe An-

zahl Tumor-infiltrierender Lymphozyten [269].

TNBC mit einem hohen CD3-IRS-Wert reagieren gut auf eine neoadjuvante Chemo-
therapie. Eine Bestimmung der CD3-Expression bei TNBC verbessert somit die Prog-
noseeinschatzung und erleichtert die Therapieplanung [270]. Laut einer weiteren Stu-
die zeigen TNBC bei einer eingeschrankten FoxP3-Expression verstarkte
lymphatische und angioinvasive Vorgange im Tumorgewebe, sowie eine starkere Me-

tastasierung in den Lymphknoten [271].

TNBC weisen unabhéngig von ihrem histologischen Subtyp aufgrund ihres aggressi-
ven Wachstumsverhaltens und wegen fehlender Ansatzpunkte fur gangige Immunthe-
rapien (PR, ER und HERZ2) eine schlechte Prognose auf. PD-1/PD-L1-ICI haben die-
ses Bild teilweise veréandert [272, 273]. Bei (metastasierten) TNBC werden diese ICI
im Rahmen von Mono- oder Kombinationstherapien eingesetzt. Durch die toxischen
Effekte der Kombinationen mit ICI kann es jedoch auch zu Todesféallen kommen. Eine
Kombinationstherapie aus Atezolizumab und Chemotherapeutika zeigt in TNBC nur
bei hohen PD-L1-Spiegeln eine bessere Wirksamkeit. AuRerdem wirkt diese Therapie
auf ER+-Tumoren [253]. In TNBC wird PD-L1 vermutlich starker exprimiert als in an-

deren Tumoren, da sie eine groRere Stammzellfahigkeit besitzen [248, 274, 275].

Laut Yilmaz et al. ist die Rezeptor-basierte Klassifizierung fur die Prognose einer

Brustkrebserkrankung wichtiger als die Histologie [276].

4.4 Zusammenhang der Biomarkerexpression mit der
histologischen Klassifikation medullarer Mammakarzinome
Zudem wurde in der vorliegenden Studie Uberprift, ob zwischen der Expression der
Biomarker und der ehemaligen histologischen Einteilung der medullaren Mammakar-
zinome ein Zusammenhang besteht. In diesem Kollektiv waren die typisch medullaren
Mammakarzinome mit 55,7 % am haufigsten vertreten. Dagegen wird in der Literatur
vermutet, dass nur ein Bruchteil der Mammakarzinome, die als medullare Karzinome
diagnostiziert werden, dem typisch medullaren Mammakarzinom entsprechen [277].
Bei der hier verwendeten Einteilung von Ridolfi et al. von 1977 gibt es neben den ty-

pisch medullaren Mammakarzinomen noch zwei weitere Gruppen (atypisch medullare
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Mammakarzinome, Mammakarzinome NST mit medullaren Eigenschaften, siehe Ka-
pitel 1.4.1). Diese zusétzliche Unterscheidung wird in der Literatur héufig nicht ge-
macht [197, 199, 278].

In der vorliegenden Abhandlung traten Mammakarzinome NST mit medullaren Eigen-
schaften etwas haufiger auf als atypisch medullare Mammakarzinome (24,3 % versus
20 %).

Weiter wichen die Ergebnisse beziiglich des Gesamtiberlebens von publizierten Lite-
raturdaten ab. Beim ,atypisch medullaren Mammakarzinom® erreichten die Patientin-
nen in drei der vier Rezeptor-basierten Kategorien die maximale Uberlebenszeit von
16 Jahren. Patientinnen mit ,atypisch medullaren Mammakarzinomen® schienen lan-
ger zu uberleben als Patientinnen mit ,typisch medullaren Mammakarzinomen® bzw.
.,Mammakarzinomen NST mit medullaren Eigenschaften®. Dagegen postulierten Qin
et al., dass typisch medullare Karzinome ein besseres Gesamtiberleben besitzen als

atypisch medullare Mammakarzinome [212].

Bei der Bewertung der Befunde ist die hohe ,Lost to Follow up“ Rate in der vorliegen-
den Studie zu beriicksichtigen, wodurch es zu Verzerrungen der Uberlebensraten ge-
kommen sein kann. Daher wurde auch auf eine Analyse einer potentiellen Assoziation
zwischen der CD3-, FoxP3- und PD-L1-Expression und dem Gesamtiberleben ver-

zichtet.

Im hier verwendeten Kollektiv bestand zudem, wie bereits erwahnt, keine signifikante
Korrelation zwischen den CD3- bzw. FoxP3-IRS-Werten und der Zugehoérigkeit zu ei-
nem histologischen Subtyp. In allen Gruppen waren die IRS-Werte beider Biomarker
heterogen verteilt. Dagegen war bei den typisch medullaren Mammakarzinomen der
PD-L1-IC-Score tendenziell hoher, dieser Zusammenhang verfehlte mit einem
p=0,051 nur knapp die statistische Signifikanz. Weiter waren bei den typisch medulla-
ren Mammakarzinomen tendenziell haufiger HER2- und PR-negative Tumoren vertre-
ten (p=0,086 bzw. 0,092). Dieser Befund deckt sich mit Literaturergebnissen, wonach
viele typisch medullare Mammakarzinome ,TNBC* und damit auch HER2- und PR-

negativ sind [198].

Laut Literatur riickt die histologische Klassifizierung vor allem bei TNBC gegeniber
der molekularen Subtypisierung bei der Diagnose- und Prognosestellung in den Hin-
tergrund. Dennoch kann auch die Histologie in diesem Kontext einen wertvollen Bei-
trag liefern [207].
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Medullare Karzinome haben eine Tendenz zur besseren Prognose als duktale
Mammakarzinome (heute invasive Mammakarzinome NST), obwohl sie eine hdhere
Expression des fiur Brustkrebs negativen Prognosemarkers FoxP3 aufweisen. Bei
medullaren Mammakarzinomen scheint weniger die Anzahl intratumoraler FoxP3+-
Zellen als die Ratio von CD8+- und FoxP3+-T-Zellen entscheidend zu sein. Im Kapitel
4.5 und dem Restmee wird die Bedeutung dieser Ratio noch einmal aufgefihrt [218,
225, 279].

In einer Studie zur PD-L1-Expression in TNBC, exprimierten in der Gruppe der
medullaren Mammakarzinome 83,3 % diesen Biomarker [280], wobei bei den TNBC
insgesamt nur 20 % der Falle PD-L1+ waren [281]. Weiter bestand eine positive Kor-
relation bei Brustkrebs allgemein zwischen PD-L1 und dem Proliferationsindex Ki-67

[280]. Dieser Zusammenhang wurde auch in der vorliegenden Arbeit detektiert.

Laut der quantitativen Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion-(RT-PCR) -
Validierungsstudie mit 526 Patienten von Romero et al. handelt es sich beim medulla-
ren Mammakarzinom um eine eigene abgrenzbare Entitat. Genetische Kennzeichen
sind im Vergleich zu anderen Mammakarzinomen eine Uberexpression von 92 Genen
und eine verminderte Expression von 154 Genen. Vor allem das pro-apoptotische Gen
BCL2L4 wurde im medullaren Brustkrebsgewebe verstarkt exprimiert. Zudem wiesen
die medullaren Karzinome eine hohere Rate an Mutationen im Gen fir den Tumorsup-

pressor p53 auf [282].

Da sich die Prognose und Behandlung von medullaren Mammakarzinomen und ande-
ren histologischen Subtypen mit gleichem Grading stark unterscheidet, schlagen
Zhang et al. vor, diesen histologischen Subtyp als eigenstandige Diagnose zu behalten
[283]. Laut Kim et al. weisen medullare, aber auch metaplastische Karzinome ein ab-
weichendes Verhalten gegentber anderen Mammakarzinomen, die ebenfalls als NST
klassifiziert werden, auf. Obwohl medullare Mammakarzinome haufig ,TNBC* sind, ha-

ben sie generell bessere Uberlebenschancen [207].

Laut den genetischen Analysen von Gulbahce et al. geh6ren medullare und metaplas-
tische Karzinome in die Gruppe jener Karzinome die ,high risk® Gene exprimieren.
Dieser Befund spricht daftir, dass die Histologie doch eine eigene Gruppe an medulla-
ren Mammakarzinomen definiert. Die Tatsache, dass sich die Prognosen von medulla-

ren und metaplastischen Mammakarzinomen trotz einer vergleichbaren genetischen
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Ausstattung stark unterscheiden, wirft die Frage nach den Ursachen fur diesen Unter-
schied auf; darauf wird auch in Kapitel 4.5 und dem Resimee naher eingegangen
[284].

Laut einem systematischen Review mit 15 Studien und 6404 Patientinnen profitieren
bei Patientinnen mit TNBC vor allem die Falle mit medullaren Mammakarzinomen von
einer Chemotherapie, da sie reich an TILs sind und somit eine ginstige Tumormikro-
umgebung aufweisen [212]. Moglicherweise ist dies also der entscheidende Faktor fur
die tendenziell bessere Prognose der histologischen Gruppe der medullaren
Mammakarzinome (siehe Kapitel 1.5.4). Eine Lymphozyten-reiche Tumorumgebung
und Tumorzusammensetzung stellt bei Ridolfi et al. ein Kriterium (Kriterium 5., siehe
Kapitel 1.5.2) fur die Klassifizierung eines Tumors als medullares Mammakarzinom dar
[197, 285].

Diese Uberlegungen rechtfertigen die Analysen der vorliegenden Dissertation, auch
wenn zwischen dem Marker CD3 und der histologischen Einteilung offensichtlich keine
Assoziation besteht und es sich nach den WHO-Richtlinien um eine tberholte Klassi-

fizierung handelt.

4.5 Tumormikroumgebung und Tumormikrozusammensetzung

Die vorliegende Studie adressierte auch die Frage nach der Tumormikroumgebung
medullarer Karzinome, da bei der Auswertung nicht zwischen Tumor- und Stromazel-
len unterschieden wurde. In den untersuchten Biopsien korrelierte, wie mehrfach er-
wahnt, die PD-L1- und FoxP3-Expression signifikant (p=0,007). Je mehr PD-L1+-
Zellen im Gewebe nachgewiesen wurden, umso groéf3er war der FoxP3-IRS. AulRer-
dem bestand eine positive Korrelation zwischen der FoxP3- und Ki-67-Expression
(p=0,007) sowie der PD-L1- und Ki-67-Expression (p=0,010) (siehe Kapitel 3.6, Ta-
belle 25).

Weitere mogliche Korrelationen zwischen den verschiedenen Parametern verfehlten
die statistische Signifikanz mdglicherweise aufgrund der geringen Subgruppenbeset-
zung. Ein tendenziell positiver Zusammenhang bestand zwischen dem CD3- und
FoxP3-IRS (p=0,06) (siehe Kapitel 3.6, Tabelle 25).

Laut Rosenberg et al. spielt die Tumormikroumgebung eine grol3e Rolle bei der Tu-
morprogression [286-288]. Nach Lv et al. steigt wahrend der Umwandlung eines DCIS

zu invasivem Brustkrebs die Infiltration des Tumors durch CD3+-T-Zellen, woraufhin
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dieser seine PD-L1-Expression erhoht, um dem Angriff des Immunsystems zu entge-
hen [288]. Dieser Zusammenhang konnte die in der vorliegenden Studie detektierte
Korrelation zwischen FoxP3 und PD-L1 erklaren, weil beide Marker fur eine Unterdri-

ckung des Immunsystems stehen.

Die Tumormikroumgebung spielt auch eine grofe Rolle bei der Progression von
TNBC. Daher ware die Analyse der Verteilungsmuster von CD3+- und FoxP3+-Zellen
am Ubergang von gesundem Gewebe zu Tumorgewebe und im zentralen Tumorge-
webe ein sinnvoller Ansatz. Die T-Zell-basierte Anti-Tumor-Immunantwort des Kdrpers
und die PD-L1-Expression des Tumors weisen grof3e Heterogenitaten auf. Die Hete-
rogenitat der Verteilung dieser Biomarker im Gewebe kdnnte auch die unterschiedliche
Wirkung von Immuntherapien erklaren [289]. Die Aussagekraft von PD-1/PD-L1-
Expressionsanalysen in TNBC hangt vom Zeitpunkt und von dem Ort der Biopsieent-
nahme ab.

Li et al. fanden beispielsweise eine deutlich hdhere Anzahl PD-L1+-Zellen in Lymph-
knotenmetastasen als in Lebermetastasen [290]. Diese Unterschiede sind bei der Ent-
scheidung fur oder gegen eine PD-L1-AK-Therapie zu beachten. Sinnvoll wére ein

Score aus Werten von an unterschiedlichen Stellen entnommenen Gewebeproben.

Bei medullaren Mammakarzinomen gleicht die TIL-reiche Tumormikroumgebung, wie
bereits erwahnt, negative prognostische Faktoren (TNBC, morphologisch aggressives
Wachstum, etc.) aus und fuhrt zu einer besseren prognostischen Ausgangslage als
bei vergleichbaren Tumoren [291]. Wenn die Tumormikroumgebung die Prognose be-
einflusst, gilt es nicht nur die Tumorzellen im Blick zu haben, sondern durch Modulie-
rung der Tumormikroumgebung die Bedingungen fur die endogene Immunabwehr zu
verbessern, beispielsweise uber die Generierung einer fur die Prognose gunstigen
CD8+/FoxP3-Ratio.

Es zeigt sich die Tumormikroumgebung auch heterogen und dynamisch beziglich des
Biomarkers FoxP3. Wéahrend in manchen Studien die Prognose von Brusttumoren
nicht von der FoxP3-Expression im Tumorgewebe abhing [221, 292—-294], sahen an-
dere Arbeiten einen signifikanten Zusammenhang zwischen der FoxP3-Expression
und der Prognose [179, 295, 296].

Laut der retrospektiven Kohortenuntersuchung von Zhao et al. waren hohe FoxP3-Le-

vel bei Brutkrebs mit einem hohen histologischen Grad, einer HER2-Positivitat, einem
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positiven Ki-67-Index, axillaren Lymphknotenmetastasen und einer schlechteren Prog-
nose assoziiert. Diese Assoziation mit einem hohen FoxP3-Level galt nicht, wenn ein
Lymphknotenbefall fehlte und das Gewebe HER2-negativ war [218, 225, 297].

Nach Anz et al. hat die FoxP3-Expression und damit die Bildung von Tregs allein wenig
Aussagekraft, sondern nur im Kontext gesehen mit der CD8+-Expression von cytoto-
xischen T-Zellen. Eine hohe CD8+/FoxP3+-Ratio im Tumorgewebe wirkt sich positiv
auf das Gesamtuberleben von TNBC-Patientinnen aus [279]. Dieser Zusammenhang
wird auch durch die Studie von Tavares et al. bestatigt [298]. Eine Umkehrung der
CD8+/FoxP3+ Ratio aus den Studien von Anz et al. und Tavares at al. ergibt sich aus
den Ergebnissen von Fukui et al., denn hier wird die FoxP3+/CD8+ Ratio bestimmit.
Sobald diese einen hohen Wert annimmt, sinkt das krankheitsfreie Uberleben der Pa-

tientinnen mit luminalen Mammakarzinomen.

AulRerdem scheint diese Ratio signifikant an die Tumorgrof3e (>2cm), das Vorhandensein

von Lymphknotenmetastasen und einen positiven Ki-67 Index gekoppelt zu sein [299].

Auch bei der Entwicklung von Leberkarzinomen sind hohe FoxP3+- und geringe
CD8+-T-Zellzahlen mit einer schlechten Prognose assoziiert. Dabei spielt das Vorlie-
gen einer Hepatitis keine Rolle. Ausgehend von hohen CD8+ T-Zellzahlen und niedri-

gen FoxP3+-Zellzahlen kehrt sich das Verhaltnis im Laufe der Tumorgenese um [218].

Das Immunsystem in der Tumormikroumgebung spielt fir das Wachstum, die Progres-
sion und Eliminierung von Mammakarzinomen eine grof3e Rolle [266]. Vom Immun-
system detektierte Tumor-assoziierte Antigene (TAAsS) kdnnen eine Immunantwort
hervorrufen, die unter bestimmten Bedingungen den Tumor wirkungsvoll bekampft. In
diesem Kontext haben TILs einen prognostischen Wert. Bei den TILs handelt es sich
um ein Gemisch aus verschiedenen Immunzellen (z. B. T- und B-Lymphozyten, Mak-
rophagen). In Abhangigkeit vom dominanten Zelltyp entwickelt sich in der Tumormikro-
umgebung ein gegen den Tumor gerichtetes oder ein entzindliches, den Tumor for-
derndes Milieu. Eine hohe Anzahl an TILs ist aber mit einem besseren
Gesamtluberleben bei TNBC-Patientinnen assoziiert. Auch zeigen Tumorzellen in der
Tumormikroumgebung haufig eine PD-L1-Uberexpression [266, 300—303].

Wird der Tumor lediglich operativ entfernt und keine begleitende systemische Therapie
durchgefthrt, bestimmt die Tumormikroumgebung die Prognose bezlglich des Auftre-

tens von Rezidiven und des Uberlebens. Dies gilt auch fiir Falle, in denen noch keine
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Metastasen nachweisbar sind. Eine hohe Anzahl an TILs aktiviert die endogene Anti-
tumor-Immunantwort, auch ohne eine adjuvante Chemotherapie [207]. An der Antitu-
mor-Immunantwort sind nicht nur T-Zellen sondern auch B-Zellen beteiligt, wie eine

Studie an Melanomen zeigt [304].

Daneben verandert sich auch die Kollagenstruktur in der Tumormikroumgebung wéah-
rend der Tumorgenese. Auch bezuglich der Auspragung der Kollagenfasern bilden

medullare Karzinome mit zwei weiteren Karzinomarten eine eigene Gruppe [305].

Ein Immunprofiling der individuellen Tumormikroumgebung kdnnte das Verstandnis
Uber das Zusammenspiel von Tumorzellen und Immunsystem verbessern. Aktuell wer-
den schon Immuninfiltrationsraten Uber Biomarker bestimmt, um Patienten fur Immun-
therapien auszuwéahlen. Darliber hinaus sollten Untersuchungen durchgefuihrt werden,
welche die Frage klaren, warum manche Patienten nicht auf bestimmte Immunthera-
pien ansprechen oder ein Rezidiv entwickeln. Die vorliegende Dissertation tragt dazu
bei, die Komplexizitat der Tumormikroumgebung bzgl. CD3, FoxP3 und PD-L1 darzu-

stellen.

4.6 Ausblick und Resiimee

Mit rund 70 000 Neuerkrankungen pro Jahr ist das Mammakarzinom bei Frauen in
Deutschland die derzeit haufigste maligne Tumorerkrankung. Trotz des Rickgangs
der brustkrebsbedingten Sterblichkeit seit Ende der 1990er-Jahre stellt das
Mammakarzinom mit 17,6 % in Deutschland immer noch die haufigste krebsbedingte
Todesursache bei Frauen dar [14, 306]. Die ehemalige histologische Untergruppe der
medullaren Mammakarzinome umfasst lediglich 1 % der Neuerkrankungen an Brust-
krebs. Dennoch erhalten circa 700 Frauen pro Jahr in Deutschland eine entspre-
chende Diagnose. Die Raritdt medullarer Mammakarzinome erschwert die Daten-
sammlung, die fur evidenzbasierte Behandlungsplane unverzichtbar ist. Die geringe
Haufigkeit medullarer Mamakarzinome hat auch in dieser Dissertation die Grof3e des

Patientenkollektivs begrenzt.

Werden alle, als NST klassifizierte Mammakarzinome, mit dem gleichen Behandlungs-
plan therapiert, besteht das Risiko einer Uber- oder Untertherapie fuir einige Subgrup-
pen. Daher sind Untersuchungen von einzelnen Untergruppen dieser NST-Einteilung
sinnvoll [307].
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Vielfaltige Forschungsanséatze zielen darauf ab, die in dieser Arbeit untersuchten Bio-
marker (CD3, FoxP3 und PD-L1) prognostisch und/oder therapeutisch zu implemen-
tieren. In der vorliegenden Studie wurde versucht solche Prognosemuster fir die

medullaren Mammakarzinome zu finden.

Die meisten Ansatze befinden sich derzeit aber noch auf einer experimentellen Stufe.
Als mogliche Verbesserung der bestehenden Behandlungsregime sollen einige dieser

Ansatze im Folgenden vorgestellt werden (Stand Januar 2022).

Eine anti-CD3-Nanobody-Therapie kdnnte tber die Verminderung der Angiogenese
im Tumorgewebe, das Tumorwachstum stoppen. Sharif Khatibi et al. haben hierzu ein
vielversprechendes Mausmodell mit Brustkrebszellen und einem rekombinanten ,anti-
CDeg nanobody* kreiert [160].

Weiter ist der CD3 Biomarker ein interessantes Zielmolekul bei einer Herceptin-Resis-
tenz. Herceptin wird als adjuvantes Therapeutikum bei HER2+-Mammakarzinomen
eingesetzt. Neben einer in einigen Fallen vorhandenen Priméarresistenz entwickeln bis
zu 70 % der Patientinnen eine Resistenz im Laufe der Behandlung. Eine zusatzliche
Gabe des Anti-CD3-AK M802 erhalt in diesen Fallen die Wirksamkeit von Herceptin.
Als Folge der Behandlung werden mehr CD3+-Immunzellen rekrutiert und mehr

HER2+-Tumorzellen eliminiert [308].

Eine weitere Mdglichkeit zur Steigerung der Wirksamkeit von Immuntherapien ist die
Gabe von Reoviren. T-Zell spezifische AK wirken nur dann, wenn der Tumor mit ent-
sprechenden CD3+-Zellen angereichert ist. Groeneveldt et al. konnten durch die Ver-
abreichung onkolytischer Reoviren eine starkere CD3+-T-Zellen Antwort auslésen.
Dadurch erhoht sich die Wirkung neoadjuvanter Immuntherapien auch in vom Priméar-

tumor entfernt gelegenen Metastasen [309].

FoxP3 induziert die Apoptose in Brustkrebs-, Ovarialkrebs- und Kolonkarzinomzellen.
Ein Fusionsprotein, das FoxP3 direkt zu den Karzinomzellen leitet, zeigt eine dosisab-
hangige Anti-Tumor-Wirkung. Im Mausmodell gab es keine Evidenz fir erhebliche sys-

temische Nebenwirkungen dieser Therapie [310].

Da FoxP3 in vielen humanen Brustkrebsarten mutiert ist oder fehlt, wére auch eine
Substitution von Wildtyp FoxP3 ein mdglicher therapeutischer Ansatz. Weil FoxP3
aber auch gleichzeitig die Anti-Tumor-Wirkung des Immunsystems inhibiert und somit
das Gesamtuberleben verringert, ware die Entfernung der FoxP3+-Zellen ebenfalls

eine zielfuhrende Strategie [224, 311]. In diesem Kontext stellt sich die Frage, warum
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FoxP3, wie oben beschrieben, trotz seiner Anti-Tumor-Wirkung in vielen Brustkrebstu-
moren exprimiert wird. Moglicherweise ist fur diesen scheinbaren Widerspruch das in
Mammakarzinomen Uberexprimierte Galectin-1 verantwortlich. Eine erhdhte Expres-
sion dieses Proteins ist mit einer erhdhten Metastasierungsgefahr bei Tumorerkran-
kungen sowie mit einer vermehrten Proliferation und Angiogenese im Tumorgewebe
assoziiert. Galectin-1 interagiert mit FoxP3 zu einem Komplex, wodurch FoxP3 seine
urspringliche Anti-Tumor-Funktion verliert [237, 312-314]. Dieser Mechanismus
konnte die gegenséatzlichen Befunde zur Wirkung von FoxP3+-Zellen bei Tumorerkran-
kungen erklaren. Moglicherweise bestimmt das Ausmalfd der Komplexbildung im in-
divuduellen Patienten, ob FoxP3 die Prognose bei Mammatumoren verbessert oder

verschlechtert.

Ein weiteres aussichtsreiches Zielmolekul zur Optimierung der Mammakarzinom-Be-
handlung ist die ICI PD-L1 Therapie. ICI-Inhibitoren, wie PD-1/PD-L1-AK, heben die
inhibierende Wirkung von PD-L1 auf T-Zellen auf, so dass diese ihre Anti-Tumor-Akti-

vitat wiedergewinnen.

Neuere Ansatze zielen darauf ab, die Wirksamkeit ICI-basierter Therapien durch ad-
juvante Zusatze zu verbessern. Eine Moglichkeit ist die zusatzliche Inhibition der PD-
L1-Expression durch das Ausschalten des Signal transducer and activator of transcrip-
tion 3 (STAT3). Diese Methode wurde bereits Uberwiegend positiv bei hamatologi-
schen Malignitaten wie Lymphomen und myeloproliferativen Neoplasmen untersucht
[247, 315-318].

Fang et al. identifizierten den multifunktionalen Wachstumsfaktor Progranulin als einen
fur die Uberexpression von PD-L1 auf Tumorzellen verantwortlichen Parameter. Pro-
granulin ist somit ein weiterer Ansatzpunkt fir neue diagnostische und therapeutische
Strategien [319].

Auch die ,Nanodrug MS NPs“ bestehend aus Metformin (Diabetes-Therapeutikum)
und einem als Chemotherapeutikum eingesetzten DNA-Topoisomerase-I-Inhibitor (7-
Ethyl-10-Hydroxycamptothecin (SN38) zielt darauf ab, die PD-L1-Expression zu ver-
ringern [249]. Metformin verbessert die Prognose und das Uberleben von Krebspati-
enten, indem es PD-L1 glykosylisiert und fur die Degradierung im endoplasmatischen
Retikulum markiert. In ersten Analysen unterdriickte MS NPs bei einer guten Biokom-
patibilitat die Metastasenbildung und totete Tumorzellen ab [249, 320-323].
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MicroRNAs modulieren post-transkriptional die Genexpression. Bei der Expression
von PD-L1 spielen zahlreiche microRNAs eine Rolle. Diese microRNAs beeinflussen
das Differenzierungs- und Proliferationspotential von Krebsstammzellen und die The-
rapieresistenz von Brustkrebszellen. Derzeit wird das therapeutische Potential der
microRNA-873 bei Brustkrebs analysiert [248, 324—-330].

Hyperangiogenese hangt wahrscheinlich eng mit einer ICI-Therapieresistenz zusam-
men. Neben weiteren Faktoren, wie eine Gewebehypoxie und eine hohe Angiogenese-
rate, fordert eine hohe Expression des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors A
(VEGFA) die Tumorprogression. Bei Melanomen wurde der Zusammenhang zwischen
der PD-L1-ICI-Therapieresistenz und der erhohten VEGFA-Expression bereits vermu-
tet. In 32—82 % der Félle treten bei Kombinationstherapien mit PD-L1-ICI aber ernste
Nebenwirkungen auf. Allerdings ist speziell die Toxizitat einer anti-angiogenen Thera-
pie kombiniert mit einer PD-L1-Blockade unbekannt. Die Wirksamkeit einer anti-angi-
ogenen Therapie erfordert zudem eine Hypervaskularisation im Tumorgewebe, was

eine vorherige Abklarung voraussetzt [313, 331-338].

Andere Experimente zielen darauf ab, durch Ubiquitinylierung, Phosphorylierung
und/oder Glykosylierung die Stabilitdt von PD-L1 auf Tumorzellen zu verringern. Yang
et al. entdeckten zufallig, dass durch eine Palmitoylierung die PD-L1-Stabilitat ab-
nimmt und Tumorzellen wieder empfanglicher fir einen T-Zellen-Angriff macht [187,
339-341].

Der Rezeptor fur PD-L1/PD-1 wird post-translational glykosyliert. Die bisher verwen-
deten AK besitzen nur eine geringe Affinitat fir das glykosylierte PD-1. In Zukunft soll-
ten AK generiert werden, die besser an glykosyliertes PD-1 binden [342]. Bei der Aus-
wahl von geeigneten Patienten fir eine ICI-Therapie ist eine enzymatische
Deglykosylierung von PD-1 zur Steigerung der AK-Bindung und damit der Signalinten-
sitdt moglich. Dieses Verfahren verhindert eine Einstufung von Patienten als ungeeig-

net (PD-1-negativ) aufgrund unzureichend bindender AK [343].

Die Therapie von TNBC mittels PD-L1 Blockade wird durch zahlreiche starke Neben-
wirkungen (z. B. Myokarditis und diffuse Melanosis cutis) begrenzt. Zur Vermeidung
systemischer Effekte wére eine intratumorale Applikation der Medikamente win-
schenswert. Yang et al. nutzten mit Adenoviren infizierte mesenchymale Stromazellen,
die sich bevorzugt in Metastasen ansiedeln und dort ein bispezifisches Protein sezer-

nieren, das einerseits PD-L1 blockiert und andererseits CD3+-T-Zellen aktiviert [344].
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Bislang wurden PD-L1-ICI Therapien meist im metastasierten Stadium angewandt. Die
Immunsensitivitdt und Anzahl der TILS in Mammakarzinomen nimmt aber im Laufe der
Zeit ab. Mdglicherweise ist es daher zielfuhrender, die ICI-Therapie in einem Stadium
zu starten, wenn noch viele TILs im Tumor vorhanden sind, bei denen PD-L1/PD-1
sinnvoll blockiert wiirde. Gegen ein solches Vorgehen sprechen die hohen Kosten ei-
ner derartigen Therapie und die ausreichende Effektivitat der Standardtherapie bei vie-
len Patienten [345]. Diese Argumentation ist jedoch ethisch diskutabel, weil eine vor-

herige Prognose der Wirksamkeit der Standardtherapie kaum mdglich ist.

Eine Kombinationstherapie aus dem anti-PD-L1-AK Atezolizumab und Paclitaxel (als
Albumin-gebundener Nanopartikel) wurde 2019 von der amerikanischen Food and
Drug Administration (FDA) fur PD-L1+ fortgeschrittene und/oder metastasierte TNBC

zugelassen [346].

Die komplexe Datenlage wirft die Frage auf, welche Ansatzpunkte fiir PD-1/PD-L1-ICI-
Therapien weiterverfolgt werden sollten. Eine PD-1/PD-L1-ICI-Monotherapie ist auf-
grund der geringen Responseraten, wie bereits erwahnt, wenig zielfuhrend [254, 346—
351].

Bei der Kombination von PD-1/PD-L1-ICI und Chemotherapeutika muss zwischen me-

tastasierten Mammakarzinomen und Tumorfrihstadien unterschieden werden.
Fur metastasierte Krebsstadien werden derzeit drei Kombinationsregimes tberpruft:

— Chemotherapeutikum + Atezolizumab (PD-L1-AK)

— Paclitaxel-Nanopartikel + Atezolizumab (zugelassen durch die FDA)

— Chemotherapeutikum (Paclitaxel oder Gemcitabine/Carboplatin) + Prembolizumab
(PD1-AK)

Die Kombination aus einem Chemotherapeutikum und Prembolizumab wurde in einer
randomisierten Phase Il Doppelblindstudie (KEYNOTE-355 Studie) Uberpruft. Die viel-
versprechenden Ergebnisse deuten auf eine Verbesserung der Behandlung von me-
tastasierten TNBC hin [186, 264, 346, 352-356].

In frihen Stadien des Mammakarzinoms werden andere Ansatze verfolgt. Die Idee
dabei ist, ICI bereits in einem Stadium einzusetzen, in dem noch ausreichend Immun-
zellen vorhanden sind, die durch die PD-L1-Blockade aktiviert werden konnen (siehe

oben).
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Der ,I-SPY2 Trial* untersucht eine Kombination von Paclitaxel mit Pembrolizumab
(PD-1-AK) und Cyclophosphamid [357]. Diverse Kombinationsmdglichkeiten mit Ate-
zolizumab werden in den Trials ,NeoTRIPaPDL1“und ,NSABP B-59/GBG96-
GeparDouze® analysiert [346]. Die randomisierte Phase Il Doppelblindstudie ,IMpas-
sion031“ deutet an, dass Atezolizumab kombiniert mit einem Chemotherapeutikum
auch in frihen TNBC-Stadien ungeachtet des PD-L1-Status bei einem akzeptablen

Sicherheitsprofil das Gesamtiuberleben verlangert [358].

Die ,GB 89-GeparNuevo® Studie (randomisierte Phase |l Untersuchung) mit dem PD-
L1 AK Durvalumab befindet sich derzeit in der Follow-Up-Phase [359, 360].

AuRerdem scheint eine Kombination aus PD-1/PD-L1-ICI und VEGFA-Inhibitoren er-
folgversprechend zu sein (siehe oben). Anti-angiogenetische Therapien fordern die
Maturation dendritischer Zellen, wodurch sich die Tumorvaskularisation normalisiert
und Hochendothelvenolen bilden. Die Folge dieser Hochendothelvenolen ist eine er-
héhte Immunzellinfiltration im Tumor und die Wiederherstellung einer immunsuppres-
siven Tumormikroumgebung. Die gebildeten tertiaren lymphoiden Strukturen ermégli-

chen dem Kérper eine starkere Anti-Tumor-Immunantwort.

Aus solchen Uberlegungen resultieren weitere mogliche Partner fir ICI-
Kombinationstherapien. In der multizentrischen Phase I
~WJOG9917B/NEWBEAT" Studie zeigte eine Kombination aus Nivolumab (PD-1-AK)
und Bevacizumab (VEGFA-AK) [332, 361-367] vielversprechende Ergebnisse fur Pa-
tientinnen mit HER2-negativen metastasierten Tumoren [368]. In der
»,1OPACO/KEYNOTE-162“ Studie wurden TNBC mit einem Mix aus ICI und Polyade-
nosindiphosphateribose-Polymerase-(PARP)-Inhibitoren, die zur Behandlung bei
durch BRCA1-Keimbahnmutation hervorgerufenen Tumoren eingesetzt werden, be-
handelt [369]. Folglich wurden die besten Ergebnisse bei Patientinnen mit BRCA1-
Mutation gefunden [367]. Weiter existieren therapeutische Ansatze aus ICI-
Kombinationen mit AKT-Inhibitoren, Anti-HER2-Therapien, Inhibitoren der Cyclin-ab-
hangigen Kinasen (CDK) 4/6 und Dectin-1 Agonisten. Die ,SAFIR02“ Studie unter-
sucht die ICI-Wirksamkeit nach Radio- oder Chemotherapie [370-375].

Laut aktueller Datenlage ist der alleinige immunhistochemische Nachweis von PD-L1
in TNBC kein geeigneter Biomarker fur das Ansprechen auf eine PD-1/PD-L1-ICI. Die
Identifizierung zusatzlicher Biomarker aus der Tumormikroumgebung ist fur eine ge-

zielte auf die individuelle Patientin abgestimmte Immuntherapie unverzichtbar [214].
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Die vorliegende Dissertation liefert einen Beitrag zur intensiven Nachbarschaftsana-
lyse der Biomarker CD3, FoxP3 und PD-L1 im malignen Mammagewebe unterschied-

licher medullarer Subtypen und Rezeptor-basierter Gruppen.

Obwohl 13 % der medullaren Mammakarzinome BRCAL assoziiert sind und BRCA1
ein wichtiger Prognosemarker ist (siehe Kapitel 1.3.1. und 1.4.6.), wurde in der vorlie-
genden Arbeit auf eine BRCAL und -2-Analyse, wie bereits erwahnt, verzichtet [148,
276, 376]. Die CD3-, FoxP3- und PD-L1-Expression der Mikrotumorumgebung in Ab-
hangigkeit vom Vorkommen von BRCA1/2-Mutationen kdnnte in einer weiterfihrenden
Studie berlcksichtigt werden.

Ebenso fehlte in der vorliegenden Arbeit eine Analyse des Biomarkers CD8. Laut Anz
et al. beeinflusst das Verhaltnis von CD8+- zu FoxP3+-Zellen die Uberlebensprognose
von Brustkrebspatientinnen [279]. Auch hier sollten sich weiterfuhrende Analysen an-
schlie3en.

Eine zusatzliche Limitierung ist die geanderte histologische Einteilung der medulléren
Mammakarzinome durch die WHO im Jahre 2019 wahrend der Experimentphase die-
ser Dissertation. Wie die Ergebnisse dieser Experimente belegen, ist diese Neueintei-
lung durchaus zielflihrend, da die Rezeptor-basierte Klassifizierung von Mammakarzi-
nomen im Hinblick auf die Therapieplanung immer mehr an Bedeutung gewinnt. Die
Beibehaltung der histologischen Untergruppe der invasiven Mammakarzinome NST

mit medullaren Eigenschaften ist aufgrund der besseren Einordnung aber sinnvoll.

Als moglicher weiterer Zukunftsausblick bleibt auRerdem die Frage spannend ob, falls
die Tumormikroumgebung tatsachlich entscheidend ist bei der kérpereigenen Immun-
reaktion gegen eine Malignitat und aufgrund dessen bei medullaren Mammakarzino-
men eine Tendenz zur besseren Prognose vorhanden ist als bei Tumoren mit gleich
aggressivem Wachstum und &hnlicher Gradierung, nicht nur der therapeutische Angriff
auf die Tumorzellen selbst eine Uberlebensverbesserung bewirken kénnte, sondern
auch das artifizielle Kreieren einer vergleichbaren Tumormikroumgebung wie sie bei

medullaren Mammakarzinomen vorhanden ist.
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