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Zusammenfassung:

Einleitung: Tumorinfiltrierende Lymphozyten (tumor-infiltrating lymphocytes, TILS)
und Ki-67 fungieren als prognostische Faktoren und besitzen die F&higkeit ein
Ansprechen auf neoadjuvante Chemotherapie (NACT) vorherzusagen. Wir
untersuchten in dieser Arbeit die Veranderung in TILs und Ki-67 wéahrend NACT in
gepaarten seriellen Biopsien (pratherapeutisch und intermediar). Dabei analysierten
wir den Einfluss dieser Verdnderungen und den Einfluss des Tumorgehalts in
intermediaren Biopsien auf die pathologische Komplettremission (pCR) und das
krankheitsfreie Uberleben (DFS).

Material und Methoden: Das Patientenkollektiv (n= 297) wurde retrospektiv aus

Patientinnen der Studien GeparQuattro, GeparQuinto und GeparSixto, fur die sowohl
pratherapeutische (TA) als auch intermediare Biopsien (TB) verfugbar waren,
zusammengestellt. Die Ki-67-Expression wurde immunhistologisch bestimmt. TILs
und der Tumorgehalt wurden auf HE-Schnitten ausgewertet.

Ergebnisse: In 71% der Falle (n=207) waren in der intermedidren Biopsie
Tumorzellen nachweisbar (iTu+). iTu+ korrelierte mit einer Resterkrankung (RD)
nach abgeschlossener NACT (Chi-Quadrat-Test: p<0,001). In 29% der Falle (n=90)
waren in der intermediaren Biopsie keine Tumorzellen nachweisbar (iTu-). 50% der
Falle (n=45) aus der iTu- Gruppe zeigten eine pathologische Komplettremission
(PCR). Ein Anstieg in TILs war mit einer erhdohten pCR-Rate assoziiert (Odds Ratio
[OR]= 1.035; 95%-Konfidenzintervall [KI]: 1.014 - 1.057; p=0,001). Ein Anstieg in Ki-
67 sagte eine verminderte pCR-Rate vorher (OR= 0.957; 95%-KI: 0.928 - 0.986;
p=0,004). In der triple-negativen Subgruppe war iTu- (log-rank-Test: p=0,04) und ein
Anstieg in TILs (OR= 0.98; 95%-KI: 0.963 - 0.997; p=0,024) mit einem verbesserten
krankheitsfreien Uberleben assoziiert. Ein Anstieg in Ki-67 korrelierte in dieser
Subgruppe mit einem schlechteren krankheitsfreien Uberleben (Hazard Ratio= 1.024;
95%-KI: 1.001 - 1.047; p=0,040).

Schlussfolgerung: Die Auswertung von Tumorgehalt, TILs und Ki-67 in intermediaren

Biopsien lieferte prognostische und pradiktive Informationen. Ob intermediare
Biopsien zur verbesserten Prognoseeinschatzung oder Evaluation des

Therapieansprechens eingesetzt werden sollten, werden weitere Studien zeigen.

Mammakarzinom, Ki-67, TILs, Tumorgehalt, Prognosefaktoren, pCR



Abstract:

Introduction: Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) and Ki-67 have a prognostic
function and predict response in neoadjuvant chemotherapy (NACT). We examined
in this study the changes in TILs and Ki-67 during NACT in paired serial biopsies
(pretherapeutical and intermediate). Further we analysed the influence of those
changes and the influence of the tumor area in intermediate biopsies on the
pathological complete response (pCR) and the disease-free survival (DFS).

Methods: Patients (n= 297) taking part in the GeparQuattro, GeparQuinto and
GeparSixto study, for which the preterapeutical (TA) and intermediate biopsies (TB)
were available, were chosen retrospectively. The Ki-67 expression was evaluated by
immunohistochemistry. TILs and the tumor area were measured on HE-slides.
Results: In 71% (n=207) of the cohort there were tumorcells detected in the
intermediate biopsy (iTu+). iTu+ predicted a residual disease (RD) after NACT (chi-
squared test: p<0,001). In 29% (n=90) of the cohort there were no tumor cells
detected in the intermediate biopsy (iTu-). 50% (n=45) of iTu- cases reached
pathological complete response (pCR). An increase in TILs was associated with a
higher probability of pCR (odds ratio [OR]=1.035; 95% confidence interval [CI]: 1.014
- 1.057; p=0,001). An increase in Ki-67 predicted a reduced pCR rate (OR=0.957,;
95%CI: 0.928 - 0.986; p=0,004). In the triple-negative subgroup iTu- (log-rank-test:
p=0,04) and an increase in TILs (OR=0.98; 95%CI. 0.963 - 0.997; p=0,024)
correlated with an improved disease-free survival (DFS). An increase in Ki-67 proved
to be a prognostic factor for reduced DFS (hazard ratio=1.024; 95%CI: 1.001 - 1.047,
p=0,040).

Conclusion: The evaluation of the tumor area, TILs and Ki-67 in intermediate
Biopsies is of prognostic and predictive value. Further studies will investigate,
whether intermediate biopsies can be used to improve prognostic assessment or

evaluate response to NACT.

Breast cancer, Ki-67, TILs, tumor area, prognostic factors, pCR



1. Einleitung

1.1. Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist weltweit die haufigste maligne Erkrankung der Frau, gefolgt
von dem Bronchial- und Kolorektalkarzinom [1]. Jahrlich sind 2,1 Millionen Frauen
weltweit von der Erkrankung betroffen [2]. In Deutschland erkranken jahrlich 71 640
Frauen an Brustkrebs [3]. Im Schnitt erkrankt jede achte bis zehnte Frau im Laufe
ihres Lebens an einem Mammakarzinom. Laut Schatzungen starben 627 000 Frauen
weltweit im Jahre 2018 an Brustkrebs [2]. Bei Frauen im Alter von 20 bis 59 Jahren
ist das Mammakarzinom die haufigste Krebstodesursache, insgesamt ist es die
zweithaufigste maligne Erkrankung, die bei Frauen zum Versterben fiihrt, nach dem
Bronchialkarzinom. Die Stadien-uibergreifende 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei
90%, auch bei axillarer Lymphknotenmetastasierung betragt die 5-JUR noch 85%,
erst bei Fernmetastasierung sinkt die 5-JUR stark ab, auf 27% [1]. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt in Deutschland bei 64 Jahren [4]. Es kann eine grol3e Varianz
beziglich der unterschiedlichen Ethnizitdten der Frauen beobachtet werden, im
Allgemeinen sind kaukasische Frauen haufiger betroffen als solche aus Afrika, Asien

oder dem lateinamerikanischen Raum [5].

1.2. Risikofaktoren des Mammakarzinoms

Ungefahr zwei Drittel der Mammakarzinome weisen eine verstarkte Expression von
Ostrogen- und Progesteronrezeptoren auf [6]. Viele Risikofaktoren basieren auf der
Wirkung des Ostrogens. So begiinstigt eine frilhe Menarche, spate Menopause,
wenige Schwangerschaften, spate erste Schwangerschaft und die Einnahme einer
Hormonersatztherapie in der Postmenopause die Entstehung des Mammakarzinoms.
Der Effekt des Ostrogens basiert vor allem auf zwei Wirkungsweisen. Einerseits
direkt durch die Bindung an den Ostrogen-Rezeptor, wodurch es zur gesteigerten
Proliferation kommt und so die Wahrscheinlichkeit fir Mutationen steigt. Die zweite
Wirkungsweise beruht auf der Verstoffwechselung von Ostrogen zu Chinon-
Metaboliten, welche einen oxidativen Effekt haben [6]. Eine weitere &tiologische
Komponente des Mammakarzinoms ist genetisch bedingt. Eine positive
Familienanamnese geht mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko einher. Ungefahr 5-

10% der Mammakarzinome sind hereditar bedingt und beruhen auf einer Mutation
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des BRCA1- oder BRCA2-Gens. Beide diese Gene sind Tumorsuppressorgene,
welche unter anderem an der Zellzyklus-Kontrolle und an DNA-Reparatur-Vorgéngen
beteiligt sind [7]. Das lebenslange Risiko von Mutationstragerinnen an Brustkrebs zu
erkranken, betragt zwischen 60-85% [8]. Auch der Lebensstil kann Einfluss auf die
Tumorentstehung nehmen. So sind Adipositas, Alkohol und Rauchen ebenfalls mit

einem erh6hten Brustkrebsrisiko verbunden [6].

1.3. Pathologie des Mammakarzinoms

Es werden verschiedene Vorstufen des Mammakarzinoms unterschieden, welche ein
unterschiedliches Risiko bergen, in ein invasives Karzinom Uberzugehen. Die
atypische duktale Hyperplasie, die atypische lobulare Hyperplasie und das lobulare
carcinoma-in-situ (LCIS) z&ahlen zu den pramalignen Mammalasionen. Das duktale
carcinoma-in-situ (DCIS) gilt als prainvasive Lasion [9].

Das invasive Mammakarzinom kann in unterschiedliche histologische Typen geman
WHO-Klassifikation eingeteilt werden. Am haufigsten ist das invasive Karzinom vom
nicht speziellen Typ (NST; friher: invasiv duktales Karzinom), welches in 40-75% der
Falle vorkommt. Am zweith&ufigsten ist das invasiv lobulare Mammakarzinom mit 5-
15% [10].

Zudem wird das Mammakarzinom in verschiedene intrinsische Subtypen eingeteilt,
welche durch RNA-Expressionsprofile definiert sind [11]. Unterschieden werden die
Gruppen Luminal, HERZ2-enriched, basal-like und normal-like [12]. Wichtige
Therapieentscheidungen werden anhand dieser Subgruppen getroffen. Da es aus
praktischen Grinden jedoch nicht moglich ist, bei jedem Patienten eine RNA-
Expressionsanalyse zu machen, werden den intrinsischen molekularen Subgruppen
bestimmte immunhistologische Phanotypen des Mammakarzinoms zugewiesen.
Auch wenn diese nicht vollkommen miteinander Ubereinstimmen, ist die
immunhistologische Charakterisierung dennoch in Therapiefragen entscheidend [13,

14]. Die wichtigsten, klinisch-relevanten Subgruppen sind:

e Luminale Subgruppe

Ungefahr zwei Drittel aller Mammakarzinome lassen sich in die beiden luminalen
Subgruppen A und B einteilen. Beide Gruppen zeichnen sich in der Immunhistologie
durch eine Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren aus. Jedoch

weisen Luminal B-Tumoren eine geringere Hormonrezeptor-Expression auf als
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Luminal A-Tumoren und sind von einer héheren proliferativen Aktivitat, hoherem
histologischen Grading und schlechterer Prognose gepragt [15]. In der S3-Leitlinie
Mammakarzinom wird die Differenzierung zwischen Luminal A und B anhand des Ki-
67-Index empfohlen [14]. Die Gruppe der Luminal B-Tumoren kann weiter eingeteilt

werden in HER2-positiv und -negativ [13, 15].

e HERZ2-enriched

HER2/neu gehoért zu den transmembranaren Rezeptor-Tyrosinkinasen, welche
Zellwachstum stimulieren und Apoptose hemmen kdnnen [16]. Ungefahr 18-20% der
Mammakarzinome weisen eine erhdohte Expression von HER2 auf [17]. Karzinome
dieser Gruppe weisen ein aggressives Wachstum auf und haben nach dem triple-

negativen Karzinom die schlechteste Prognose [15].

e Basal-like

Ungefahr 15-20% der Patienten erkranken an einem Tumor dieser Gruppe.
Patientinnen mit einer Mutation des BRCA1-Gens entwickeln haufiger basal-like
Karzinome [18]. Die Hauptmerkmale dieser Gruppe sind ein negativer
Hormonrezeptorstatus, keine Uberexpression von HER2 und die Expression von
basalen Zytokeratinen. Zum Grof3teil gleicht diese Gruppe dem Immunphanotyp des
triple-negativen Mammakarzinoms [19]. Oft sind jingere Patientinnen von einem
triple-negativen Tumor betroffen. Tumoren dieser Art sind meist gréRer und bereits
lymphatisch metastasiert bei Diagnosestellung. Karzinome, die in diese Gruppe
fallen, weisen das aggressivste Wachstum auf und haben, trotz oft gutem
Ansprechen auf neoadjuvante Chemotherapie, die schlechteste Prognose [20]. Eine

weitere Untergruppe der basal-like Tumoren ist der Claudin-low-Typ [21].

1.4. Diagnostik und Staging des Mammakarzinoms

Frauen sollte ab dem 30. Lebensjahr jahrlich im Rahmen der Krebsfriherkennung
eine klinische Untersuchung der Brust (Inspektion, Palpation der Brust und der
Lymphabflusswege) angeboten werden [14]. Zwischen dem 50. und 69. Lebensjahr
wird jede Frau in Deutschland alle zwei Jahre zum  Brustkrebs-
Friherkennungsprogramm mittels Mammographie eingeladen [22]. Die Befunde der
Mammographie werden nach der standardisierten BI-RADS-Klassifikation (Breast

Imaging Reporting and Data System) eingeteilt. Bei unklaren
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Mammographiebefunden oder sehr dichtem Brustdriisengewebe kann zusatzlich die
Mammasonographie zur weiteren Abklarung erfolgen [23]. Bei einer Einstufung des
Mammographiebefunds in  BI-RADS 4  (verdachtig, 23% bis 34%
Malignomwahrscheinlichkeit) oder BI-RADS 5 (hochverdéchtig, 95%
Malignomwahrscheinlichkeit) ist eine histologische Abklarung angeraten [24], welche
in Form einer sonographisch-gesteuerten Stanzbiopsie oder stereotaktisch-
gestutzten Vakuumbiopsie erfolgt [14]. An dem bioptisch gewonnenen Material
werden unter anderem der histologische Tumortyp, der Differenzierungsgrad, die
Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren, Ki-67 und HER2 ermittelt
[13]. Bei klinischem Verdacht auf eine Metastasierung, aggressiver Tumorbiologie
(HER2-positiv, triple-negativ), ab einem Tumorstadium von N+ oder >T2 oder vor
geplanter systemischer Chemo- oder Antikdrpertherapie wird die Durchfiihrung eines
Ganzkorperstagings mittels Skelettszintigraphie und CT-Thorax/Abdomen empfohlen
[14]. Die Einteilung des Mammakarzinoms erfolgt anhand der TNM-Klassifikation der
UICC, welche sich nach Tumorgro3e, Lymphknotenbefall und Metastasierung richtet.
Zusammengefasst werden diese Kriterien in die UICC-Stadien, welche von
prognostischem Wert sind und nach welchen sich die Therapie richtet [25].

1.5. Therapie des Mammakarzinoms

e Operative Therapie

Ein integraler Bestandteil der Therapie des primaren Mammakarzinoms ist die
Tumorresektion mit tumorfreien Resektionsrandern (RO-Status), wodurch die Rate
der Lokalrezidive stark gesenkt werden kann [13, 26]. Diese operative Therapie kann
in den meisten Fallen in Form einer brusterhaltenden Therapie durchgefiihrt werden
und ist, bei anschlielender Strahlentherapie, der Mastektomie bezlglich des
Uberlebens gleichwertig [27]. Bei ungiinstigem Tumor-Brust-Verhaltnis, positiven
Schnittrdndern auch nach Nachresektion, dem inflammatorischem Mammakarzinom
oder Kontraindikationen zur postoperativen Strahlentherapie erfolgt eine
Mastektomie [28, 29]. Simultan erfolgt bei sonographisch und klinisch unauffalliger
Axilla ein axillares Staging mit Hilfe der Resektion des Sentinellymphknotens, meist
nach Radionuklid-Markierung. Bei Lymphknotenbefall muss je nach T- und N-

Stadium eine Axilladissektion oder eine axillare Bestrahlung erwogen werden [30].
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e Strahlentherapie

Nach brusterhaltender Therapie erfolgt eine perkutane Radiotherapie, um ein
gleichwertiges Ergebnis wie bei Mastektomie bezuglich Lokalrezidiven
sicherzustellen [31]. Eine lokale Dosisaufsattigung (Boost-Bestrahlung) senkt das
Risiko fur Lokalrezidive, hat jedoch kein Effekt auf das Gesamtuberleben, sodass
dies laut der aktuellen S3-Leitlinie von 2019 nur bei jungen Frauen (</= 50 Jahre)
oder bei Frauen alter als 51 Jahre bei erhohtem Rezidivrisiko (>T1, G3, HER2-
positiv, triple-negativ) empfohlen wird [14, 32]. Je nach Tumorstadium oder
Tumorbiologie wird die Bestrahlung der regionalen oder axillaren Lymphknoten, der

Lymphabflusswege oder die Bestrahlung nach Mastektomie empfohlen [14].

e Endokrine Therapie

Eine endokrine Therapie sollten alle Patienten mit einem Ostrogenrezeptor- und/oder
Progesteronrezeptor-positiven Mammakarzinom erhalten [33]. Bei den meisten
pramenopausalen Frauen wird Tamoxifen eingesetzt [14]. Bei postmenopausalen

Frauen werden Aromatasehemmer angeraten [34].

e Chemotherapie

Patienten mit einem triple-negativen Tumor, HER2-positiven Tumor (ab pT1lb oder
bei G3 oder ER/PR-negativ oder Ki-67 hoch) oder Luminal B-Tumor mit hohem
Ruckfallrisiko (G3 oder Ki-67 hoch oder pN+ oder junges Erkrankungsalter) wird eine
Chemotherapie empfohlen. Die Verabreichung der Chemotherapie kann sowohl
praoperativ (neoadjuvant) als auch postoperativ (adjuvant) erfolgen [14]. Bei lokal
fortgeschrittenen, primér inoperablen Tumoren oder dem inflammatorischen
Mammakarzinom ist die neoadjuvante systemische Chemotherapie der Standard.
Von Vorteil ist eine Chemotherapie, welche ein Anthrazyklin (z.b. Epirubicin) und ein
Taxan (z.b. Paclitaxel oder Docetaxel) enthalt [35-38]. Bei triple-negativen
Mammakarzinomen kommen zusatzlich Platinsalze (z.b. Carboplatin) zum Einsatz
[14].

e Antikdrpertherapien und neue zielgerichtete Therapien
Bei Mammakarzinomen mit einer Uberexpression von HER2 und einer TumorgroRe
von Uber 1 cm wird die Gabe von Trastuzumab (monoklonaler Antikdrper gegen

HER?2), beginnend simultan zur Chemotherapie fir ein Jahr, empfohlen [39]. Ab einer
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TumorgréRe von Uber 2 cm oder einem N+-Stadium wird die zusatzliche Gabe von
Pertuzumab (monoklonaler Antikérper gegen HER?2) als vorteilig betrachtet [14]. Bei
Fernmetastasen, Rezidiven, Progress oder dem Nichtansprechen unter endokriner
oder zytostatischer Therapie stehen weitere Antikérpertherapien und zielgerichtete
Therapien zur Verfigung, unter anderem CDK4/6-Inhibitoren, mTor-Inhibitoren,
VEGF-Antikorper [14].

1.6. Prognostische und pradiktive Faktoren des Mammakarzinoms

Wichtige und lang etablierte Prognosefaktoren des Mammakarzinoms sind
histopathologische Merkmale wie die TumorgroRe, der Lymphknotenbefall,
Fernmetastasierung, der Resektionsrandstatus, die peritumorale
LymphgefaRinvasion gemall der aktuellen TNM-Klassifikation der UICC, der
histologische Typ gemalR der WHO-Klassifikation und das histologische Grading
gemal Elston und Ellis [40]. Das Alter spielt ebenfalls eine wichtige prognostische
Rolle, ein Alter unter 50 Jahren ist mit einem besseren Ansprechen auf
Chemotherapie assoziiert, ein Alter unter 35 ist jedoch mit einem hoheren
histologischen Grading und einem schlechteren Gesamtuberleben verbunden [40,
41]. Die verschiedenen intrinsischen Subtypen weisen ebenfalls eine sehr
unterschiedliche Prognose auf, die beste Prognose haben Luminal A-Tumoren,
gefolgt von Luminal B- und HER2-positiven Tumoren, die schlechteste Prognose
zeigt die Gruppe der basal-like Tumoren [42]. Es existieren verschiedene
prognostische Multigentests, welche vor allem beim Hormonrezeptor-positiven,
HERZ2-negativen und nodal-negativen Mammakarzinom zum Einsatz kommen, wenn
unter Ricksichtnahme der histopathologischen Prognosefaktoren keine eindeutige
Entscheidung fur oder gegen eine adjuvante Chemotherapie getroffen werden kann
[13, 43-45]. Die am haufigsten in Deutschland eingesetzten Multigentests sind
Oncotype DX® (Genomic Health; Redwood City, California, United States of
America), EndoPredict® (Myriad Genetics, Inc; Salt Lake City, Utah, United States of
America), Prosigna® (Nanostrings technologies; Seattle, Washington, United States
of America) und MammaPrint® (Agendia Laboratories, Amsterdam, Niederlande)
[14]. Die American Society of Clinical Oncology (ASCO) hat eine Biomarker-Leitlinie
zur Entscheidungshilfe fir oder gegen eine adjuvante Chemotherapie publiziert,
welche ebenfalls diese vier zuletzt genannten Tests zur Entscheidungsfindung

empfiehlt [46]. In Deutschland wurde der Oncotype DX® kirzlich auch in den
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Leistungskatalog der gesetzlichen Krankenkassen aufgenommen [47]. Die
Multigentests identifizieren Niedrigrisikopatienten, welche von einer adjuvanten
Chemotherapie sehr wahrscheinlich nicht profitieren wirden. In  prospektiv-
retrospektiven Studien konnte fur EndoPredict®, Oncotype DX® und Prosigna®
gezeigt werden, dass diese drei Tests Patientinnen, unabhangig von klinisch-
pathologischen Faktoren wie TumorgréRe, Alter, Nodalstatus, erkennen, welche ein
Fernmetastasen-Risiko bei rein endokriner Therapie von kleiner als 10% in den

nachsten zehn Jahren haben [48-56].

1.7. Tumorinfiltrierende Lymphozyten als neuer
histopathologischer Prognosefaktor

Zwischen Wirtsimmunzellen und der malignen Entartung von Zellen bestehen
vielfaltige Interaktionen, welche die Tumorentstehung unterstitzen, Tumorzellen
eliminieren oder hemmen koénnen. Diese sehr kontraren Funktionen des
Immunsystems entstehen, da verschiedene immunologische Zelltypen mit den
Tumorzellen interagieren. Verschiedene Arbeitsgruppen haben diesen Prozess des
,<Immunoediting“ beschrieben. Wahrend dieses Prozesses durchlauft die Tumorzelle
verschiedene Stadien: Eliminierung (elimination) — Gleichgewicht (equilibrium) —
Entkommen (escape). Das Entkommen der Tumorzelle vor dem Immunsystem ist
das Stadium, in dem der Tumor progressiv wachsen und so klinisch erkennbar
werden kann [57].

Verschiedenste Marker fur das Immunsystem in unterschiedlichen malignen
Erkrankungen konnten bereits identifiziert werden. Eine Weise, das Immuninfiltrat in
Tumoren zu beschreiben, ist die ,immune contexture®. Diese setzt sich aus den
verschiedenen Arten der adaptiven Immunzellen, deren Dichte, Lokalisation und
funktionelle Ausrichtung zusammen. Die Zusammensetzung dieses Immuninfiltrat
nimmt Einfluss auf die Prognose und das Therapieansprechen der Patienten [58, 59].
Ein anderer Marker fir das Immunsystem sind stromale tumorinfiltrierende
Lymphozyten (TILs), welche vor allem in den vergangenen Jahren in der
Mammakarzinom-Forschung an Bedeutung gewonnen haben. Wahrend des
Brustkrebs-Wachstums kann ein Zuwachs an Zellen des angeborenen und
erworbenen Immunsystems beobachtet werden. Vor allem B- und T-Lymphozyten
und Makrophagen machen einen Grof3teil der Population aus [60]. Auch im

Mammakarzinom fallt auf, dass Immunzellen, je nach Untergruppe, entweder den
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Tumor eliminieren oder hemmen kdnnen oder dem Tumor beim Wachstum behilflich
sein konnen. So zeigen CD8+ zytotoxische T-Zellen [61], CD4+ Thl-Zellen [62], M1-
Makrophagen, naturliche Killerzellen und DC1-Dendritische Zellen eine negative
Wirkung auf den Tumor [63]. M2-Makrophagen, DC2-Dendritische Zellen [63], CD4+
TH2-Zellen [64] und N2-Granulozyten wurden mit einem tumorférdernden Effekt in
Zusammenhang gebracht. CD4+ regulatorische T-Zellen [65, 66] und CD4+ Thl7
Zellen [67] konnten sowohl mit einem negativen Einfluss auf den Tumor als auch mit
einer tumorférdernden Auswirkung in Zusammenhang gebracht werden, wobei deren
Zusammenspiel durch die sezernierten Faktoren ebenfalls eine grof3e Rolle spielt.
Zellen der myeloiden Zellreihe sind vor allem durch die Faktoren, die diese
produzieren, dafir mitverantwortlich, ob ein Mikroklima, welches tumorférdernd ist
oder zur Hemmung bzw. Elimination des Tumors beitragt, entsteht [63].

Trotz dieses multifaktoriellen Zusammenspiels und der teils gegenséatzlichen Wirkung
der Leukozyten, konnte eine hohe Anzahl von tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TILs) in HE-Schnitten, ohne die genaue Zuordnung in Leukozyten-Subgruppen, eine
bessere Prognose im Mammakarzinom vorhersagen [68]. Auch in anderen
Tumorentitdten, wie zum Beispiel dem Melanom, dem kolorektalen Karzinom und
dem Ovarialkarzinom konnte gezeigt werden, dass TILs das Tumor-Wachstum
einschranken kénnen und mit einer besseren Prognose korrelieren [69]. In HER2-
positiven Tumoren und triple-negativen Tumoren korrelierte eine erhéhte Anzahl an
TILs mit einem verbesserten Uberleben [70]. Sowohl in adjuvanten als auch in
neoadjuvanten Studien konnte gezeigt werden, dass TILs ein besseres Ansprechen
auf die Therapie beim Hormonrezeptor-negativen und HER2-positiven
Mammakarzinom vorhersagen konnen [68, 71-73]. Denkert et al. konnte zeigen, dass
eine erhdhte Anzahl an TILs ein verbessertes Ansprechen auf eine neoadjuvante
Chemotherapie in allen Subtypen voraussagen kann [70]. In neoadjuvanten Studien
war zudem eine hohe Anzahl an TILs mit dem Erreichen einer pathologischen
Komplettremission nach neoadjuvanter Chemotherapie (OR=2.81; p<0.001)
assoziiert, noch deutlicher war der Zusammenhang in der triple-negativen Kohorte
(OR=4.67; p< 0.001) [68]. Eine hohe Anzahl an TILs kann haufiger in aggressiveren
und stark proliferierenden Mammakarzinomen, vor allem den triple-negativen und
HER2-positiven Subtypen gefunden werden und Kkorreliert mit einem hdheren
Grading [72, 74]. Die routinemafRige Bestimmung von TILs wird bereits beim triple-

negativen Mammakarzinom in der neuen Leitlinie der St.-Gallen Konsensus-
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Konferenz empfohlen, vor allem aufgrund ihrer prognostischen Aussagekraft [75].
Um als eine Entscheidungsgrundlage fir oder gegen eine neo-/adjuvante
Chemotherapie zu dienen, fehlen noch die entsprechenden Studien [75]. TILs
wurden zudem 2019 in die aktuelle 5. Edition der WHO-Klassifikation als

histopathologischer Prognosefaktor aufgenommen [76].

1.7.1. Strategien zur Verbesserung der Auswertung von tumorinfiltrierenden
Lymphozyten

In den unterschiedlichen Studien zu tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) wurden
verschiedene Methoden verwendet, um TILs zu bestimmen. Zudem waren die
Herangehensweisen an die Auswertung der TIL-Daten und die verwendeten
Grenzwerte sehr unterschiedlich [68, 77]. Um die Auswertung zu verbessern und zu
standardisieren, hat die internationale TILs-Arbeitsgruppe Empfehlungen zur TIL-
Auswertung veroffentlicht, welche in Abbildung 1 zusammengefasst sind [77].

Um die Variabilitstt zwischen den Forschern zu bestimmen, wurden von der
internationalen immunoonkologischen Biomarker Arbeitsgruppe zwei Ringstudien
durchgefuhrt [78]. 120 pratherapeutische Biopsien aus der GeparSixto-Studie der
German Breast Group (GBG) wurden in den Ringstudien ausgewertet. An der ersten
Ringstudie nahmen 32 Pathologen von 27 Instituten aus neun Landern teil. An der
zweiten Ringstudie arbeiteten 28 Pathologen mit. Voraussetzung war, dass die
Pathologen vor der ersten Ringstudie die in Abbildung 1 genannten Empfehlungen
zur TIL-Auswertung lasen und bei deren Auswertung bertcksichtigten. In der ersten
Ringstudie wurden digitalisierte Schnitte auf eine Webseite hochgeladen und die
Pathologen sollten fur jeden Schnitt die stromalen TILs semiquantitativ in Prozent
angeben. In der ersten Ringstudie konnte eine gewisse Ubereinstimmung gezeigt
werden, jedoch wurde der festgesetzte Endpunkt nicht erreicht. Es erfolgte eine
Fehleranalyse der ersten Ringstudie, wodurch versucht wurde, eine Verbesserung
der Standardisierung der zweiten Ringstudie zu erreichen. In der zweiten Ringstudie
wurden die digitalisierten Bilder mit Hilfe einer neu entwickelten Software zur
Bildprasentation evaluiert, welche als Basis fur den in dieser Arbeit benutzten TILs
Quantifier diente. Es wurden dieselben Empfehlungen wie in der ersten Ringstudie
eingehalten, zusatzlich wurde festgelegt in welcher Vergrof3erung die Schnitte
evaluiert werden sollen und dass mindestens drei Areale bertcksichtigt werden

missen. Ahnlich wie beim TILs Quantifier, konnte man bei der in der zweiten
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Ringstudie verwendeten Software, den TIL-Wert eingeben und zum direkten
Vergleich wurde ein Referenzbild mit einem Beispiel der gewahlten
Lymphozytendichte prasentiert. Die Referenzbilder basierten auf den Tumorproben
aus der ersten Ringstudie, welche die hochste Ubereinstimmung aufwiesen und so
den Konsens einer grol3en Gruppe von internationalen Pathologen reprasentierten.
Mit einem Drehregler konnte der TIL-Wert eingegeben werden, wodurch das
entsprechende Referenzbild fir den gewéhlten Wert préasentiert wurde und die
Pathologen so die Bilder vergleichen und den Wert anpassen konnten, bis die grof3te
Ubereinstimmung zwischen dem zu evaluierenden Bereich und dem Referenzbild
gefunden wurde. In der Studie wurde die Interobserver-Variabilitdt mit Hilfe des
Intraklassen-Korrelationskoefizienten (ICC) berechnet. Ein ICC von >0,7 wurde als
signifikant erachtet. Das 95%-Konfidenzintervall (KI) sollte oberhalb des ICC von 0,7
liegen. In der ersten Ringstudie war der ICC 0,70 (95%-KI: 0,62-0,78), somit wurde
der Endpunkt der Studie nicht erreicht. Nachdem die Auswertung durch die
Fehleranalyse aus der ersten Ringstudie verbessert werden konnte, gelang es in der
zweiten Ringstudie ein ICC von 0,89 (95%-KI: 0,85-0,92) zu erreichen. Ein ICC von
0,89 bedeutet, dass 89% der Varianz des Lymphozyten-Wertes auf einer
tatsachlichen biologischen Varianz zwischen den Tumoren basieren und nur 11% der
Varianz auf einem Artefakt aufgrund unterschiedlicher Auswertungen der Pathologen
beruht. Somit konnte gezeigt werden, dass eine Software zum Vergleich mit
Referenzbildern fir den Prozess der Standardisierung der Auswertung von TILs

hilfreich sein kann [78].
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Abb. 1: Empfehlungen zur Auswertung von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILS)
im Mammakarzinom [77]

1)
2)
3)
4)
5)

6)
7

8)

9)

TILs sollten im stromalen Gewebe ausgewertet werden (= % der stromalen TILs). Der
Nenner, welcher die Prozente der stromalen TILs bestimmt, ist die Flache des stromalen
Gewebes und nicht die Anzahl der stromalen Zellen.

TILs sollten nur innerhalb der Tumorgrenzen evaluiert werden.

TILs auRRerhalb des Tumors, in der Umgebung von DCIS und normalen Lobuli sollten
ausgeschlossen werden.

TILs in Tumorarealen mit Schnittartefakten, Nekrose, ausgeprégter Fibrose und in der
vorhergehenden Biopsiestelle sollten ausgeschlossen werden.

Alle mononuklearen Zellen sollten in die Auswertung einflie3en, Granulozyten sollten
ausgeschlossen werden.

Ein Schnitt (4-5um, VergréRerung x200-400) pro Patient wird als ausreichend betrachtet.
Ganze Schnitte sollten wenn mdglich gegentber Biopsien bevorzugt werden.
Pratherapeutische Biopsien kdnnen vor neoadjuvanter Chemotherapie verwendet werden.
In die Auswertung sollte der durchschnittliche TIL-Gehalt einflie3en. Man sollte sich nicht
nur auf Bereiche mit zahlreichen TILs fokussieren.

TILs sollten als kontinuierliche Variable angegeben werden, da so eine genauere
statistische Analyse maoglich ist. In der Praxis werden die meisten Pathologen selten einen
Wert wie zum Beispiel 13,5% notieren, sondern zu den nachstgelegenen 5-10% aufrunden,
in diesem Beispiel 15%. Der Pathologe sollte den TIL-Wert so detailgetreu wie mdglich
angeben.

10) TILs sollten als kontinuierlicher Parameter ausgewertet werden. Das Prozent von stromalen

TILs ist ein semiquantitativer Parameter, z.b. ein stromaler TIL-Wert von 80%, heil3t, dass
80% der stromalen Flache dicht mit Lymphozyten bedeckt sind. Fir die Auswertung muss

jedoch beachtet werden, dass Lymphozyten keine soliden Aggregate bilden. Bei einem TIL-

Wert von 100% besteht daher auch leeres stromales Gewebe zwischen den Lymphozyten.
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Tumorinfiltrierende Lymphozyten

Abb. 2: Beispielbilder der ausgewerteten Bereiche fur TILs, der im Rahmen dieses
Projektes erfolgten Evaluation. Der entsprechende TIL-Wert ist im Bild in Prozent

angegeben.
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1.8. Ki-67: wichtiger Biomarker fiir Therapieentscheidungen

Ki-67 ist ein Biomarker fur Proliferation, ein nukleares Antigen, welches in sich
teilenden Zellen exprimiert wird, in ruhenden Zellen jedoch nicht nachgewiesen
werden kann. Es wurde von Gerdes et al. im Jahre 1983 an einer Hodgkin-
Lymphom-Zelllinie entdeckt. Der Name setzt sich zusammen aus Ki als Abklrzung
fur die Universitat Kiel, an welcher es entdeckt wurde und der Nummer 67 fur die
Klon-Nummer des monoklonalen Maus-Antikérpers auf der 96-well-plate, welcher
das Antigen detektiert hatte [79]. Das Gen, welches Ki-67 kodiert, liegt auf
Chromosom zehn (10g25-ter) und besteht aus 15 Exons, sowie 14 Introns und
insgesamt 29 965 Basenpaaren [80]. Zwei Isoformen des Antigens mit einem
molekularen Gewicht von jeweils 345 und 395 kDa sind bekannt [80]. Der Nutzen des
Antigens Ki-67 erklart sich durch die unterschiedliche Expression wahrend des
Zellzyklus. Zellen exprimieren das Antigen in der G1-, S-, G2- und M-Phase, jedoch
nicht in der Ruhephase GO. Es kann ein Anstieg der Expression beobachtet werden,
in der G1 und S-Phase ist die Expression niedrig, am hdchsten ist die Expression
wahrend der Mitose, wo das Protein mit den kondensierten Chromosomen
verbunden ist [81]. Wéahrend der Interphase ist das Protein in den dichten Fibrillen
des Zellkerns verpackt. Studien haben gezeigt, dass Ki-67 eine Rolle in der
Polymerase-l abhangigen ribosomalen RNA-Synthese spielt. Rahmanzadeh et al.
konnte zeigen, dass bei Inaktivierung von Ki-67 die Polymerase-l abhéngige
ribosomale RNA-Synthese inhibiert wird [82, 83]. Obwohl dadurch anzunehmen ist,
dass Ki-67 eine wichtige Rolle in der Zellteilung spielt, ist die exakte Funktion des
Antigens jedoch noch weitgehend unerforscht.

In der Routinediagnostik wird die Expression von Ki-67 mittels Immunhistologie
evaluiert. Verschiedene Antikdrper wurden getestet und stehen zur Verfigung, wie
MIB-1, MM-1, Ki-S5 und SP6. Der meistverwendete Antikorper-Klon zurzeit ist MIB-1
[84]. Immunhistologisch kann mit der Farbung mittels eines Ki-67-Antikoérpers eine
Zellkern-Farbung beobachtet werden, jegliche Intensitat der Farbung wird als positive
Zelle gewertet. Die internationale ,Ki-67 in breast cancer working group“ hat
Richtlinien zur optimierten Ki-67-Auswertung veroffentlicht [85]. Diese Empfehlungen
sind in Abbildung 3 zusammengefasst.

Bis dato konnte Ki-67 in allen sich teilenden Zellen nachgewiesen werden und es ist
keine Zelllinie bekannt, die Ki-67 nicht bei der Zellteilung exprimiert [86]. Die

Expression von Ki-67 ist in verschiedenen Tumorarten mit einer schlechten
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Prognose vergesellschaftet. Eine erhdhte pratherapeutische Ki-67-Expression konnte
unter anderem im Urothel-, Prostata- und Zervixkarzinom ein schlechteres
Gesamtiiberleben und kiirzeres krankheitsfreies Uberleben vorhersagen [87-89].

Jedoch ist Ki-67 in keiner anderen Tumorentitat bezuglich des prognostischen und
pradiktiven Werts so gut erforscht wie beim Mammakarzinom. Eine hohe
pratherapeutische Ki-67-Expression im Mammakarzinom hat einen negativen
prognostischen Wert. Mehrere Meta-Analysen konnten bestéatigen, dass ein hoher
pratherapeutischer Ki-67-Index ein unabhangiger prognostischer Faktor fir ein
schlechteres Uberleben ist [85, 90-92]. Betrachtet man die pradiktive Rolle des
Markers im neoadjuvanten Setting, so geht der Effekt in die entgegengesetzte
Richtung. In neoadjuvanten klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass ein
hoher pratherapeutischer Ki-67-Index eine pathologische Komplettremission
vorhersagt, welche mit einer besseren Prognose verbunden ist [93, 94]. In
adjuvanten Studien ist die Vorhersagekraft von Ki-67 fur ein Therapieansprechen
jedoch nicht so eindeutig. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass ein hoher
Ki-67-Index den Nutzen von zytotoxischer Therapie im Hormonrezeptor-positiven,
HER2-negativen Mammakarzinom vorhersagte [95-98]. In anderen Studien, konnte
die pradiktive Funktion fur Ki-67 nicht bestéatigt werden [99, 100]. In der
neoadjuvanten GeparTrio-Studie konnte die Analyse des prognostischen Effekts des
Ki-67-Index der Subtypen interessante Ergebnisse liefern. Patienten mit
Hormonrezeptor-positiven Tumoren hatten bei einer hohen Ki-67-Expression eine
schlechte Prognose, Patienten mit Hormonrezeptor-negativen Tumoren hatten
jedoch bei hoher Ki-67-Expression eine bessere Prognose. Verknupft mit den
Ergebnissen von Metaanalysen, dass die pCR-Rate im Hormonrezeptor-negativen
Mammakarzinom mit einer besseren Prognose verbunden ist, jedoch nicht im
Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinom, entwickelte Denkert et al. durch diese
Beobachtung eine Einteilung der Mammakarzinome in drei verschiedene Gruppen: 1)
Gering proliferierende Tumore, mit einer niedrigen Ki-67-Expression, die nicht auf
eine Chemotherapie ansprechen, jedoch trotzdem eine gute Prognose aufweisen. 2)
Hoch proliferative Tumore, mit einer hohen Ki-67-Expression, die ein gutes
Ansprechen auf Chemotherapie zeigen und eine gute Prognose haben. 3) Hoch
proliferative Tumore, mit einer hohen Ki-67-Expression, die nicht auf Chemotherapie
ansprechen und mit einer schlechten Prognose assoziiert sind [101]. Da das
Patientenkollektiv von adjuvanten Studien stets aus verschiedenen dieser Typen
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besteht, ist dies eine Erklarung fur die nicht eindeutige pradiktive Rolle von Ki-67 im
adjuvanten Setting [101].

Uber lange Zeit war die schlechte Reproduzierbarkeit zwischen den Kliniken ein
Problem fir die Etablierung von Ki-67 als zuverlassigen Biomarker in der klinisch-
diagnostischen Praxis [46]. Diesem Problem hat sich die internationale ,Ki-67 in
breast cancer working group“ angenommen und Empfehlungen zur Auswertung
veroffentlicht (siehe Abb. 3) [85]. Die Arbeitsgruppe zeigte, dass nach
Implementierung der Empfehlungen und entsprechender Einarbeitung in die
Auswertung, der Intraklassen-Korrelationskoeffizient ~ von 0,71 (95%-
Konfidenzintervall [KI]: 0,47-0,78) auf 0,92 (95%-KI. 0,88—-0,96) gesteigert werden
konnte [85]. Die Reproduzierbarkeit der Ki-67-Auswertung ist in den Tumoren mit
einem niedrigen (<10%) und hohen (>25%) Ki-67-Index gut, die groiten
Abweichungen zeigen sich vor allem im mittleren Bereich (10-25%) [102, 103]. In
diesem mittleren Bereich kann vor allem die Auswertung von vier bis funf zufallig
ausgewahlten Gesichtsfeldern die Reproduzierbarkeit des Index verbessern [104,
105]. Ein Kiritikpunkt, den Petrelli et al. in seiner Meta-Analyse auffuhrt, ist die
Verwendung von sehr unterschiedlichen Grenzwerten in den verschiedenen Studien
[90]. Petrelli et al. konnte in einer Metaanalyse zeigen, dass das Gesamtiiberleben
bei einem Ki-67-Index >/= 25% signifikant schlechter war, als bei einem Ki-67-Index
< 25% (Hazard Ratio [HR]=2,05; 95%-KI: 1,66-2,53, p<0,00001) [90]. Diese Daten
werden in der deutschen S3-Leitlinie Mammakarzinom als Teil der Grundlage fur die
Empfehlung genannt, dass bei einem Ki-67-Index von >/= 25% von einem erh6hten
Risiko ausgegangen werden kann. In der mittleren Gruppe von 10-25% ist die
Verwendung von Ki-67 fur Therapieentscheidungen laut der S3-Leitlinien-Gruppe
nicht sicher [14]. Ein Ki-67-Index von <10% wird beim Hormonrezeptor-positiven,

HER2-negativen Mammakarzinom als niedrig eingestuft [14].
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Abb. 3: Empfehlungen zur Ki-67-Auswertung im Mammakarzinom [85]

Praanalytik

Sowohl Schnitte von Biopsien als auch von OP-Préparaten sind akzeptable Proben;
wenn Indices verglichen werden sollen, soll vorzugsweise fuir die zu vergleichenden
Falle dasselbe Material verwendet werden.

TMAs (tissue microarrays) konnen im Rahmen von klinischen oder epidemiologischen
Studien verwendet werden.

Die Fixierung in neutral gepuffertem Formalin sollte nach den gleichen Empfehlungen
wie fur Steroid-Rezeptoren erfolgen.

Nach der Vorbereitung der Schnitte sollten diese nicht langer als 14 Tage bei
Raumtemperatur gelagert werden. Farbungen, welche nach einer langeren
Lagerperiode erfolgen, sollten mit Vorsicht betrachtet werden.

Analytik

Jede Farbe-Runde sollte Positiv- und Negativ-Kontrollen enthalten; positive Zellkerne
von gutartigen Zellen mit Mitosefiguren dienen als Qualitatsmerkmal fir die Farbung.
Eine Antigen-Demaskierung ist fiir die Farbung notwendig; nach Datenlage ist die
warme-induzierte Demaskierung meistens mit Hilfe von Mikrowellen als Methode
vorzuziehen.

Der Antikorper-Klon MIB-1 ist zurzeit zu beflirworten.

Auswertung

In ganzen Schnitten sollten drei HPFs (high-power fields; 40x Objektiv) zur Auswertung
ausgewahlt werden, welche das Spektrum der Farbung von der Ubersicht der ganzen
Sektion repréasentieren.

Um eine prognostische Aussage treffen zu kénnen, soll die Invasionsfront des Tumors
in die Auswertung eingeschlossen werden.

Falls pharmakodynamische Vergleiche zwischen Biopsien und OP-Préparaten
gemacht werden, soll der Ki-67-Index am OP-Préparat auf einem Querschnitt des
ganzen Tumors ausgewertet werden.

Falls Zellherde mit starker und zahlreicher Ki-67-Farbung vorhanden sind, sollten diese
in den Wert des Ki-67-Index der Sektion miteinfliel3en.

Nur eine Zellkern-Farbung gilt als positiv, die Intensitat der Farbung ist nicht relevant.
Bei der Auswertung sollen mindestens 500 Zellen ausgewertet werden (vorzugsweise
mindestens 1000 Zellen), auB3er ein Studienprotokoll gibt Grinde an, wieso weniger
Zellen akzeptabel sind.

Automatisierte Methoden der Bildanalyse zur Ki-67-Auswertung missen noch in der
klinischen Anwendung erprobt werden.

Datenverarbeitung

Der Ki-67-Index soll in Prozent der positiv gefarbten Zellen von der Gesamtzellzahl
angegeben werden.

Die statistische Auswertung soll die logarithmische Normalverteilung, welche dem Ki-
67-Wert unterliegt, berticksichtigen.

In Studien, welche die Therapiewirksamkeit vergleichen, ist der beste Endpunkt die
prozentuale Suppression von Ki-67-positiven Zellen.

Der beste Endpunkt, um in Studien das verbleibende Rezidiv-Risiko anzugeben, ist der
Anteil von Ki-67-positiven Zellen wahrend der Therapie.

Grenzwerte fiir Prognose, Pradiktion und Uberwachung sollten nur angewendet
werden, wenn die Ergebnisse des Labors gegenlber den Ergebnissen von Studien,
welche den entsprechenden Grenzwert ermittelt haben, validiert wurden.
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1.8.1. Vereinfachung und Standardisierung der Ki-67-Auswertung durch eine
Software zur Bildanalyse

Die in dieser Arbeit verwendete Bildanalyse-Software beruht auf einem von Wienert
et al. entwickelten Modell zur Detektion und Segmentierung von Zellkernen aus
digitalisierten Schnitten zur automatisierten Bildanalyse [106]. Das Programm
evaluiert die Schnitte basierend auf einer Zell-Nukleus-Segmentierungs-Methode.
Zuerst werden alle geschlossenen Konturen erkannt, indem die Software das
gewéhlte Areal scannt und maximale Unterschiede zwischen den Intensitats-Stufen
der Farbung feststellt. Dieser Schritt fihrt meist zu mehreren Uberlappenden
Konturen. In einem zweiten Schritt werden die Konturen durch einen ,Konturen-Wert"
evaluiert, dieser berechnet sich aus der relativen ,Wichtigkeit“ der Objekte und einer
Variable, die fur die Passgenauigkeit der Konturen steht. In einem dritten Schritt wird
ein Bild aus nicht-Uberlappenden Segmenten erstellt. Um einzelne Zellkerne zu
erkennen, welche sich in Verbédnden befinden, werden konkave Grenzen der
Konturen identifiziert und die Objekte an Grenzen von zwei Konkavitaten getrennt
[106]. Zellkerne werden als solche durch das zellkernspezifische Hamatoxylin
innerhalb der Kontur erfasst. Um die Leistung der Methode zu testen, wurde ein
Datenset aus verschiedenen Bildern vorbereitet, deren Zellen von einem Pathologen
definiert wurden.

Von Klauschen et al. wurde die Methode zur automatisierten Ki-67-Index-Auswertung
weiterentwickelt [107]. Dieses Programm diente als Basis zur Entwicklung des in
dieser Arbeit verwendeten KI67 Quantifier. In dem Programm wurde die Erkennung
von Brustkrebszellen verbessert, indem die Skala der ZellkerngroRen in einer
Prasegmentierung geschatzt wurde. Die urspriingliche Methode der Lokalisation der
Zelinuklei basierte auf dem Konzept, dass die Objekte in einem Schnitt in zwei
Intensitatsstufen eingeteilt werden koénnen. Diese Methode wurde durch eine
Methode ersetzt, welche alle Objekte mit einer minimal positiven Hamatoxylin-
Intensitat und einem positiven Intensitatsgradienten registriert. Basierend auf diesen
Intensitatsgradienten wird ein Histogramm erstellt, welche Objekte in den
Vordergrund und welche Objekte in den Hintergrund gehdren. Um Ki-67-positive und
Ki-67-negative Zellen zu erkennen, kommt eine Farb-Dekonvolution, welche die
immunhistologische Farbung von der Gegenfarbung trennt, zum Einsatz [107]. Ein
Schwellenwert um Ki-67-positive Zellen zu ermitteln, wird automatisch berechnet.

Liegt der Wert fur einen Zellkern 5% Uber dem Schwellenwert, wird dieser als positiv
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erachtet. Zwischen Tumorzellen und stromalen Zellen wird anhand einer Skala der
typischen Zellkerngrol3e der Tumorzellen unterschieden. AbschlieBend kdénnen
Areale, welche von dem Programm nicht richtig eingestuft wurden, manuell von
einem Pathologen exkludiert werden. Das Ziel der Studie von Klauschen et al. war
die Methode zur automatisierten Bildanalyse zur Ermittlung des Ki-67-Index, durch
die oben beschriebene Software, gegeniber einem manuell von Pathologen
ermittelten Ki-67-Index zu validieren. Der Intraklassen-Korrelationskoeffizient (ICC)
zwischen den automatisch und manuell ermittelten Indices betrug 0,93, somit konnte
eine starke Ubereinstimmung zwischen der automatisierten und manuellen Methode
bewiesen werden [107]. Der Vorteil dieser Software zur Bildanalyse gegeniber den
meisten anderen Methoden ist, dass keine manuelle Kalibrierung durch den Nutzer
oder ein Lernprozess der Software zum richtigen Erkennen der Zellkerne notwendig
ist. Ein Vorteil der Software zur Bildanalyse gegenuber der manuellen Methode ist
eine grofRe Zeitersparnis. Die manuelle Auszahlung des Ki-67-Index bendétigt
meistens sechs bis zehn Minuten pro Schnitt, wohingegen die beschriebene
Methode 30 bis 40 Sekunden zum Berechnen eines Ki-67-Index bendtigt [107].
Obwohl in der Studie von Klauschen et al. eine groRe Ubereinstimmung in den
Gesamtergebnissen zwischen dem automatisiert und manuell ermitteltem Ki-67-
Index gezeigt werden konnte, wurde vor allem im mittleren Bereich des Ki-67-Index

eine hohe Interobserver- und Intraobserver-Variabilitat beschrieben [102].
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Abb. 4: Beispielbilder der Ki-67-Farbung und die entsprechende Auswertung des
KI67 Quantifiers, der im Rahmen dieses Projektes erfolgten Evaluation. Der

entsprechende Ki-67-Index ist im Bild angegeben.
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1.9. Prognostische Faktoren des Therapieansprechens nach

neoadjuvanter Chemotherapie

1.9.1. Die pathologische Komplettremission als Marker fir ein sehr gutes
Therapieansprechen

Die pathologische Komplettremission (pCR= pathological complete response) ist eine
Abwesenheit von invasiven Tumorzellen im OP-Praparat nach neoadjuvanter
Chemotherapie und gibt wichtige Hinweise auf die Prognose der Erkrankung. In der
Vergangenheit wurden verschiedene Definitionen von pCR verwendet, welche die
Lymphknoten miteinschlossen oder nicht. In einer Metaanalyse von zwo6lf Studien mit
insgesamt 11 955 Patienten konnte gezeigt werden, dass pCR, definiert als das
Fehlen von invasiven Tumorzellen in Mamma und Lymphknoten, ein Prognosefaktor
fur ein verbessertes Gesamtuberleben (ypTO ypNO: Hazard Ratio [HR]= 0,36; 95%-
Kl: 0,30-0,44; ypTO/is ypNO: HR=0,36; 95%-Kl: 0,31-0,42) und ereignisfreies
Uberleben ist (ypTO ypNO: HR=0,44, 95%-Kl: 0,39-0,51; ypT0/is ypNO: HR=0,48;
95%-KI: 0,43-0,54) [108]. Diese Studie beschéftigte sich auch mit der Frage, ob pCR
ein neuer Surrogatmarker fur den Therapieerfolg beim Mammakarzinom sein kénnte,
sodass neue Chemotherapien schneller von Behérden bewilligt werden konnten.
Wurden die Daten auf Versuchsebene in Abhangigkeit der verschiedenen
Behandlungsgruppen analysiert, konnte eine erhohte Rate an pCR in einer
Behandlungsgruppe, kein verlangertes Uberleben in dieser Gruppe vorhersagen
[108]. Es bestehen jedoch Unterschiede in den Subtypen beim Zusammenhang von
pCR mit dem Klinischen Verlauf. Im triple-negativen und HER2-positiven
Mammakarzinom ist die pCR als Surrogatmarker fur die Wirksamkeit einer
Chemotherapie bzw. Anti-HER2-Therapie anerkannt [109]. Dies sind auch die
Subtypen, welche die hochsten pCR-Raten aufweisen [110, 111].

1.10. Mit dem Residual Cancer Burden (RCB) gelingt eine weitere
Stratifizierung der Resterkrankung

Abhangig von dem Ausmald der Resterkrankung in Brust und/oder Lymphknoten

variiert die Prognose der Patienten. Um das pathologische Ansprechen besser zu

kategorisieren, haben Symmans et al. den Residual Cancer Burden Index entwickelt

[112]. In diesen Index flieBen der zweidimensionale Durchmesser des primaren

Tumorbetts, der relative Anteil von invasivem Karzinom des primaren Tumorbetts, die
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Anzahl von metastasierten Lymphknoten und der Durchmesser der grofdten
Lymphknotenmetastase ein. Der Index unterteilt die Patienten in vier verschiedene
Kategorien: RCB-0 (pCR), RCB-I (minimale Resterkrankung), RCB-Il (moderate
Resterkrankung), RCB-Ill (ausgepragte Resterkrankung). In der Studie von
Symmans et al. hatten Patienten mit RCB-I eine ahnliche Prognose wie Patienten,
die eine pCR aufwiesen. Der Index zeigte sich als ein prognostischer Faktor

unabhéngig von anderen klinisch-pathologischen Merkmalen [112].

2. Zielstellung

Das Mammakarzinom wird heutzutage nicht mehr als eine homogene Entitat
gesehen, sondern in mehrere Subgruppen eingeteilt, die unterschiedlich therapiert
werden. Um die Individualisierung der Brustkrebstherapie weiter fortzuentwickeln,
kann es sehr hilfreich sein, die Adaptation der Tumorzellen und die Veranderung der
Interaktion mit dem Immunsystem durch die Chemotherapie besser zu verstehen.
Wir untersuchten in dieser Arbeit tumorinfiltrierende Lymphozyten und den Ki-67-
Index in pratherapeutischen Biopsien und in intermediaren Biopsien, welche wahrend
der neoadjuvanten Chemotherapie (NACT) entnommen wurden und verglichen diese
miteinander. Zusatzlich untersuchten wir den Tumorgehalt in intermediaren Biopsien

(TB). Folgende Fragen sollten mit dieser Arbeit beantwortet werden:

1) Wie veréandern sich TILs und Ki-67 wahrend der Chemotherapie im Vergleich von
pratherapeutischer und intermediarer Biopsie?

2) Korrelieren die Veranderungen in TILs, Ki-67 und der Tumorgehalt (iTu-/iTu+) in
der intermedi&ren Biopsie mit den immunhistologischen Subtypen?

3) Konnen Veranderungen in den Parametern oder eine Abwesenheit von
Tumorzellen in der intermedidren Biopsie (iTu-) eine pathologische
Komplettremission (pCR) vorhersagen?

4) Haben Veranderungen in TILs und Ki-67 oder iTu- Einfluss auf das

krankheitsfreie Uberleben?
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Patienten

Patientinnen aus GBG-Studien, in welchen Biopsien vor und wahrend der
Chemotherapie entnommen wurden, wurden flr das Patientenkollektiv in Betracht
gezogen. Folgende Studien wurden daher in Erwagung gezogen: GeparQuattro-
Studie, GeparQuinto-Studie und GeparSixto-Studie. Im Nachfolgenden werden diese
Studien genauer beschrieben. AnschlieRend wurde die Verfligbarkeit der Biopsien in
der Tumorbank geprift. War geeignetes Gewebe in der Tumorbank vorhanden, so
wurde die Patientin in die Studie eingeschlossen (Stichtag: 24.09.2015). Insgesamt
wurden 297 Patientinnen retrospektiv in die Studie eingeschlossen. Die schriftliche
Einverstandniserklarung zur Nutzung der Gewebeproben fir wissenschatftliche
Zwecke lag fur alle Patientinnen vor, ebenso die entsprechenden Bewilligungen der
Ethikkomission.

GeparQuattro GeparQuinto GeparSixto

Gesamtanzahl
1495 588 der Patientinnen
in Studie

Patientinnen von denen
pratherapeutische und
108 intermedidre Biopsien in
unserer Tumorbank
aufgelistet waren

Patientinnen fiir die
106 45 ; beide Biopsien
verfiigbar waren

Abb. 5: Konsortdiagramm der Zusammenstellung des Patientenkollektivs

GeparQuattro-Studie
Die GeparQuattro-Studie (G4, NCT 00288002) war eine prospektive randomisierte
neoadjuvante multizentrische Phase-llI-Studie, welche das Hinzufigen von

Capecitabin zur Chemotherapie mit Epirubicin, Cyclophosphamid und Docetaxel
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(EC-T) untersuchte. Zwischen August 2005 und Dezember 2006 wurden 1495
Frauen mit Mammakarzinom rekrutiert [113]. Alle eingeschlossenen Patientinnen
mussten einen Tumor aufweisen, dessen Tastbefund =2 cm war oder eine
sonographische Tumorgrof3e von 21 cm hatte. Patientinnen mit folgenden klinisch-
pathologischen Merkmalen konnten in die Studie eingeschlossen werden: entweder
lokal fortgeschrittene Karzinome mit Tumorstadium cT3 oder cT4; Tumoren mit
negativem Hormonrezeptorstatus, oder Tumoren, welche entweder
Ostrogenrezeptor-positiv oder Progesteronrezeptor-positiv waren mit Tumorstadium
cN+ (bei cT2) oder bei positiver Sentinel-Lymphknotenbiopsie (bei cT1). Alle
Patientinnen erhielten vier Zyklen EC. AnschlieBend erhielten die Patientinnen
randomisiert entweder nur vier Zyklen Docetaxel, oder vier Zyklen Docetaxel und vier
Zyklen Capecitabin gleichzeitig, oder vier Zyklen Docetaxel und anschlie3end vier
Zyklen Capecitabin. Alle Patientinnen mit einem HER2-positiven Tumor bekamen
Trastuzumab [113].

GeparQuinto-Studie

Die GeparQuinto-Studie (G5, NCT 00567554) war eine prospektive randomisierte
neoadjuvante multizentrische Phase-lll-Studie, welche 1948 Frauen zwischen
November 2007 und Juni 2010 rekrutierte. Alle eingeschlossenen Patientinnen
mussten einen Tumor aufweisen, dessen Tastbefund =2 cm war oder eine
sonographische Tumorgrof3e von =21 cm hatte. Patientinnen mit folgenden klinisch-
pathologischen Merkmalen konnten in die Studie eingeschlossen werden: entweder
lokal fortgeschrittene Karzinome mit Tumorstadium ¢T3 oder cT4; oder Tumoren mit
negativem  Hormonrezeptor-Status, oder Tumoren, welche  entweder
Ostrogenrezeptor-positiv oder Progesteronrezeptor-positiv waren mit Tumorstadium
cN+ (bei cT2) oder bei positiver Sentinel-Lymphknotenbiopsie (bei cT1). Alle
Patientinnen bekamen vier Zyklen EC. Alle Patientinnen mit einem HER2-negativen
Tumor wurden anschlie3end randomisiert, um zusétzlich Bevacizumab zu erhalten
oder keine zuséatzliche Therapie zu erhalten. Patientinnen, aus dieser HER2-
negativen Gruppe, bei welchen nach vier Zyklen EC * Bevazicumab kein
Therapieansprechen im Ultraschall oder in der klinischen Untersuchung beobachtet
werden konnte, wurde die Chemotherapie umgestellt. Patientinnen wurden

randomisiert, Paclitaxel mit oder ohne Everolimus zu erhalten[114]. Patientinnen mit
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einem HER2-positiven Tumor wurden randomisiert, Trastuzumab oder Lapatinib zu

erhalten.

GeparSixto- Studie

Die GeparSixto-Studie (G6, NCT 01426880) war eine prospektive randomisierte
neoadjuvante Phase-I1l-Studie, welche den Effekt vom Hinzufligen von Carboplatin zu
einer neoadjuvanten Chemotherapie mit Paclitaxel, Doxorubicin, Trastuzumab und
Lapatinib untersuchte. Zwischen August 2011 und Dezember 2012 wurden 588
Frauen rekrutiert. Eingeschlossen wurden Patientinnen mit einem HERZ2-positiven
oder triple-negativen Mammakarzinom im Tumorstadium cT2-4 oder cT1lc bei
klinischem oder histologisch gesichertem Lymphknotenbefall.

Die Kohorte wurde in zwei Gruppen randomisiert, eine Gruppe erhielt simultan
Carboplatin, die andere Gruppe erhielt keine zusatzliche Therapie. Alle Patientinnen
erhielten Paclitaxel und Doxorubicin einmal pro Woche fir 18 Wochen. Patientinnen
mit einem triple-negativen Mammakarzinom erhielten simultan Bevacizumab,
Patientinnen mit einem HER2-positiven Mammakarzinom erhielten simultan

Trastuzumab und Lapatanib [115].

3.1.2. Pratherapeutische und intermediare Biopsien

Die pratherapeutischen Biopsien wurden bei Diagnosestellung entnommen. Die
intermediaren Biopsien wurden in den Studien G4 und G5 nach vier Zyklen
Epirubicin und Cyclophosphamid entnommen, und in der Studie G6 nach zwei Zyklen

Paclitaxel und Doxorubicin entnommen.

3.1.3. Verwendete Materialien

Tabelle 1: Verwendete Materialien

Material Hersteller, Firmensitz

Monoklonaler Maus Ki-67-Antikérper DAKO, Glostrup, Danemark

MIB-1 #M7240

Xylol Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande
Ethanol Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande
Objekttrager Super Frost Plus Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland
Deckglaser Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland
Eindeckmittel Vitro Clud R. Langenbrinck — Labor- und

Medizintechnik, Emmendingen, Deutschland
Substanzen fir das Farbesystem Ventana Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona,
Discovery XT: United States of America
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- EZPrep
- LCS
- RiboWash
- RiboCC
- Reaction Buffer
- CC1 (Cell Conditioner)
- Antibody Diluent
- Hamatoxylin Il
- Bluing Reagent
- Universal secondary Antibody
- Amplifier A
- Amplifier B
Discovery DAB Map Kit, enthalt: Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona,
- Inhibitor D United States of America
- Blocker D
-  SA-HRP
- DAB Chromogen D
- DABH,0,D
- Copper D

3.1.4. Verwendete Geréate

Tabelle 2: Verwendete Gerate

Gerét Hersteller, Firmensitz

Farbesystem Ventana Discovery XT Ventana Medical Systems Inc, Tucson,
Arizona, United States of America

Mikroskopkamera Olympus DP 25 Olympus Optical, Hamburg, Deutschland

Mikroskop Olympus BX 53 Olympus Optical, Hamburg, Deutschland

3.2. Methoden

3.2.1. Histopathologische Untersuchung

Alle Gewebeproben wurden in 4% Formaldehyd fixiert und anschlieend in Paraffin
eingebettet. 5 um didnne Sektionen wurden angefertigt, welche mit Hamatoxylin-
Eosin (HE) gefarbt wurden. Die Beurteilung des Differenzierungsgrades erfolgte nach
dem Bloom-Richardson-Grading, modifiziert nach Elston und Ellis [116]. Die
TumorgréRe und der Lymphknotenstatus wurden gemal der Richtlinien der TNM-
Klassifikation der UICC der 7. Auflage beurteilt [25]. Bei jeder Patientin wurde der
Dako-Score hinsichtlich einer Uberexpression von HER2 mittels Immunhistologie
ermittelt. Ein Dako-Score von 0 und 1+ galt als negativ, ein Dako-Score von 3+ galt
als positiv. Bei einem Dako-Score von 2+ erfolgte zusatzlich eine Beurteilung
hinsichtlich einer mdglichen Genamplifikation von HER2 mittels Fluoreszenz-in-situ-
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Hybridisierung (FISH). Félle mit einem Dako-Score von 2+ und einer HER2-
Genamplifikation  galten ebenfalls als positiv. Der  Ostrogen- und

Progesteronrezeptorstatus wurde mittels Immunhistologie ermittelt.

3.2.2. Immunhistologie und Auswertung von Ki-67

Immunhistologie von Ki-67

Die immunhistologische Ki-67-Farbung wurde mit dem vollautomatischen
Farbesystem Ventana Discovery XT (Ventana Medical Systems Inc, Tucson,
Arizona, United States of America) durchgefuhrt. Alle Chemikalien fur die Farbung
wurden von der Firma Ventana bezogen. Um Ki-67 zu farben, wurde der MIB-1
Antikorper (Dako) in der Verdinnung 1:50 verwendet. Zuerst wurden Objekttrager mit
ungefarbten Sektionen in das Farbesystem platziert. Es erfolgte die Entparaffinierung
mit Hilfe der Ventana EZ Prep Entparaffinierungslosung bei 76°C. Fiur die
hitzeinduzierte Antigendemaskierung wurden die Praparate fir 60 Minuten auf 100°C
erhitzt und der Cell Conditioner (Ethylendiamintetraessigsaure- Puffer, pH-Wert 8,4)
von Ventana kam zum Einsatz. Fur die Antikdrper-Inkubation in einer Verdinnung
von 1:50, bei 37°C, wurden die Praparate fur 32 Minuten inkubiert. Um die Bindung
des Primarantikorpers sichtbar zu machen, wurde das Detektionskit ,Discovery DAB
Map Kit® von Ventana verwendet. Es erfolgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper ,Universal secondary antibody“ fur acht Minuten. Danach fand
die Inkubation mit DAB (Diaminobenzidin) -Chromogen und Wasserstoffperoxid (0,04
%iges H,0,) fur acht Minuten statt, um ein braunes Farbeprodukt zu erhalten. Zur
Intensivierung des Farbeprodukts erfolgte die Inkubation mit der Copper Losung (5¢/I
Kupfersulfat) fir vier Minuten. AnschlieBend erfolgte die Gegenfarbung mit
Hamatoxylin far acht Minuten und mit einer Bluing-Lésung flr vier Minuten, die
Dehydrierung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (2x70%, 80%, 96%, 3 x 100% je
Ethanol einmal eintauchen, letztes Ethanol 1 min.) und darauffolgend ein Xylolbad (1

min). Daraufhin erfolgte das Eindecken mit Vitro-Clud.

Automatisierte Auswertung des Ki-67-Index
Von den Proben wurden drei reprasentative Areale ausgewahlt, welche mit Hilfe
einer Mikroskop-Kamera (Olympus DP 25, Olympus Optical, Hamburg, Deutschland)

fotografiert wurden. Die Auswertung des Ki-67-Index erfolgte mit der automatischen
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Ki-67-Bildanalyse-Software, hierfir wurde das Programm K167 Quantifier von der
CognitionMaster Plattform (VMScope, Berlin, Germany) verwendet und die
Empfehlungen zur Ki-67-Auswertung der internationalen ,Ki-67 in breast cancer

working group” wurden berucksichtigt [85].

3.2.3. Auswertung der tumorinfiltrierenden Lymphozyten

Die Evaluation der tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) wurde an Hamatoxylin-
Eosin Farbungen vorgenommen. Diese wurden digitalisiert mit einer Mikroskop-
Kamera (Olympus DP 25, Olympus Optical, Hamburg, Deutschland) und die
Auswertung erfolgte mit Hilfe des TILs Quantifier-Programms der CognitionMaster
Plattform (VmScope, Berlin, Germany). Die Analyse erfolgte basierend auf den
Richtlinien zur standardisierten Evaluation von TILs in Brustkrebs, veroffentlicht von
Denkert et al. [77] (vergleiche Kapitel 1.7.1.). Der TILs Quantifier zeigte ausgewahlte
Referenzbilder fir den TIL-Gehalt abgestuft in 5%-Schritten an. Der TIL-Wert wurde
im direkten Vergleich des ausgewdahlten Tumorareals der Biopsie mit den
Referenzbildern, welche der TILs Quantifier anzeigt, ermittelt. Es wurden drei

reprasentative Tumorareale jeder Biopsie ausgewéhlt und bewertet.

3.2.4. Auswertung des Tumorgehalts

Der Anteil von invasiven Tumorzellen wurde in allen Schnitten bestimmt, indem der
Anteil der Tumorflache der Sektion der Biopsie in Prozent anteilig zur Gesamtflache
der Sektion angegeben wurde. Konnte in der intermedidren Biopsie keine invasive
oder nicht-invasive Tumorzelle dargestellt werden, wurde dieser Fall als iTu-
definiert. Waren invasive oder nicht-invasive Tumorzellen in der intermediéren

Biopsie vorhanden, wurde der Fall als iTu+ definiert.

3.3. Statistische Analyse

Fur die statistische Analyse wurde SPSS v25.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, United
States of America) verwendet. Die pathologische Komplettremission (pCR) wurde
definiert als die Abwesenheit von invasiven und nicht-invasiven Tumorzellen in Brust
und Lymphknoten (ypTO/ypNO). Die Zeit von Studieneinschluss bis zum Auftreten
eines lokoregionaren Rezidiv oder eines Rezidivs in Form von Fernmetastasen
wurde als krankheitsfreies Uberleben (DFS) definiert. Der Chi-Quadrat-Test und der
Fisher-Test wurden verwendet, um Korrelationen zwischen klinisch-pathologischen
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Parametern, pCR und iTu+ zu testen. Der Mantel-Haenszel-Test (chi-square test for
trends) wurde angewandt, um auf einen linearen Zusammenhang zwischen iTu+ und
dem Grading zu testen. Um den Einfluss von iTu-/iTu+ und pCR auf das
krankheitsfreie Uberleben zu analysieren, wurden Kaplan-Meyer-Kurven und der
Log-Rank-Test verwendet. Von den drei TIL-Werten und den drei Werten von Ki-67,
welche fur jede Probe ermittelt wurden, wurde der Durchschnitt berechnet. Um den
Einfluss des TIL-Wertes und des Ki-67-Index zu den unterschiedlichen Zeitpunkten
(TA und TB) auf die pCR zu testen, wurde die Odds Ratio mit logistischer Regression
berechnet. Die Veranderung in TILs und Ki-67 wurde nur in Fallen ausgewertet, bei
denen in der intermediaren Biopsie Tumorzellen nachweisbar waren (iTu+). Um die
Veranderung des TIL-Wertes und Ki-67-Index zu begutachten, wurde der Wert aus
der pratherapeutischen Biopsie, von dem Wert aus der intermedidren Biopsie
subtrahiert [ATILs(TB-TA) bzw. AKi-67(TB-TA)]. Um die Vorhersagekraft der
Veranderung des TIL-Wertes und des Ki-67-Index [ATILs(TB-TA) bzw. AKi-67(TB-
TA)] fur pCR zu testen, wurde die Odds Ratio fir eine gesteigerte pCR-Rate pro 1%
Veranderung des ATILS(TB-TA) bzw. AKi-67(TB-TA) mit logistischer Regression
berechnet. Um den Einfluss der Veranderung des ATILS(TB-TA) bzw. AKi-67(TB-TA)
auf das DFS zu evaluieren, wurde die Hazard Ratio fir Tod oder Rezidiv pro 1%
Veranderung des ATILs(TB-TA) bzw. AKi-67(TB-TA) mit der Cox-Regression
berechnet. Als Anstieg in TILs und Ki-67 wurde ein Zuwachs des Wertes um 20%
von TA zu TB definiert. Als Abfall wurde ein Ruckgang des Wertes um 20% von TA
zu TB definiert. Der Chi-Quadrat-Test und der exakte Fisher-Test wurden verwendet
um auf Korrelationen zwischen der Veranderung im TIL-Wert und Ki-67-Index und
histopathologischen Merkmalen zu testen. Ein P-Wert <0,05 wurde als statistisch
signifikant erachtet.

4. Ergebnisse

4.1. Patientencharakteristika

Insgesamt waren fur 297 Patientinnen pratherapeutische (TA) und intermediare
Biopsien (Biopsien die wahrend der Chemotherapie angefertigt wurden, TB)
verfugbar. Die Charakteristik des Patientenkollektivs stellte sich folgendermalfien dar
(Tabelle 3): 100 Patientinnen (33,7%) aus dem untersuchten Kollektiv nahmen teil an
der GeparQuattro-Studie, 139 Patientinnen (46,8%) an der GeparQuinto-Studie und
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58 Patientinnen (19,5%) an der GeparSixto-Studie. Das Medianalter der Frauen zum

Diagnosezeitpunkt war 48 Jahre (22 — 76 Jahre).

Tabelle 3: Charakteristik des Patientenkollektivs

Merkmal

Anzahl der Patientinnen

%

Gesamtkollektiv

Histologischer Typ

Kein spezieller Typ (NST)
Lobuléres Karzinom
Andere Karzinome

Tumorstadium
cT1
cT?2
cT3
cT4

Lymphknotenstatus
cNO
cN1
cN2
cN3
N/A

Grading
Gl

G2

G3

N/A

Immunhistologische Subgruppe
HR+/HER2-

HR-/HER2-

HER2+

Pathologische Komplettremission
ypTOypNO (pCR)
Resterkrankung (RD)

Tumorgehalt der intermedidren
Biopsien

iTu-

iTu+

Alter
</=60
> 60

297

268
23
6

25
181
42
49

125
158
11

148
136

138
87
72

62
235

90
207

254
43

100

90,2
7,7
2,0

8,4

60,9
14,1
16,5

42,1
53,2
3,7
0,7
0,3

2,7
49,8
45,8
1,7

46,5
29,3
24,2

20,9
79,1

28,8
71,2

85,5
14,5
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Tabelle 4: Verteilung der immunhistologischen Tumorsubgruppen in den
Studien

Immunhistologische GeparQuattro GeparQuinto GeparSixto
Subgruppe

HR+/HER2- 53 85 0

HR-/HER2- 19 43 25

HER2+ 28 11 33

4.2. Tumorzellgehalt in intermediéren Biopsien:

Therapieansprechen und Uberleben

4.2.1. Intermedidrer Tumorzellgehalt: Korrelation mit histopathologischen
Merkmalen
In 90 Fallen (30,3%) waren in der intermediaren Biopsie keine Tumorzellen (iTu-)
nachweisbar, in 207 Fallen (69,7%) konnten Tumorzellen in der intermediaren
Biopsie nachgewiesen werden (iTu+). iTu+ korrelierte mit dem Tumorstadium, am
haufigsten konnte iTu+ im Stadium T2 nachgewiesen werden, wobei die
Abwesenheit von Tumorzellen (iTu-) am haufigsten in T1 auftrat (Chi-Quadrat-Test:
p=0,015). Es konnte zudem eine Tendenz beobachtet werden, dass mit steigendem
Grading iTu+ seltener zu beobachten war, der Unterschied war jedoch nicht
signifikant (Mantel-Haenszel-Test: p=0,064). Weiters kam iTu+ haufiger in der
GeparQuinto-Studie vor (Chi-Quadrat-Test: p<0,001). Es konnten keine signifikanten
Zusammenhange zwischen iTu+ und dem Lymphknotenbefall oder dem

histologischen Typ dargestellt werden.
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Abb. 6: Prozent und Anzahl von intermedidren Biopsien, in denen Tumorzellen
nachgewiesen werden konnten (iTu+) je histopathogisches Merkmal [Tumorstadium;
Grading; Studie; Lymphknotenbefall: nodal-negativ (NO) oder nodal-positiv (N+);
histologischer Typ: NST: invasives Karzinom vom nicht speziellen Typ; ILC: invasiv

lobulares Karzinom, andere histologische Typen.]

iTu+ korrelierte mit dem

Tumorstadium (Chi-Quadrat-Test: p=0,015) und trat haufiger in der GeparQuinto-
Studie auf (Chi-Quadrat-Test: p<0,001).
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4.2.2. Intermediarer Tumorzellgehalt: Untersuchung in den Tumorsubgruppen
Der Nachweis von Tumorzellen in der intermediaren Biopsie (iTu+) korrelierte mit
dem Tumorsubtyp (Chi-Quadrat-Test: p<0,001). Bei 84% (n=116) aus der
Hormonrezeptor-positiven Subgruppe konnten in der intermediaren Biopsie
Tumorzellen (iTu+) gefunden werden. Diese Subgruppe zeigte somit die hochste
Rate an iTu+ Fallen. In der triple-negativen Subgruppe zeigten 62% (n=54) iTu+. Am

geringsten war die Rate an iTu+ in der HER2-positiven Subgruppe (51%; n=37).

100 Chi-Quadrat-Test
p=<0 001
a0
= =
S &0
(W]
o iTu+
o B4%
n=116
40 i
ux
n=207 o 0
51%
0 n=37
Gesamte
Kohorte HR+HERZ2- HR-/HERZ- HERZ+

Subtyp

Abb. 7: Prozent und Anzahl von intermediaren Biopsien, in denen Tumorzellen
nachgewiesen werden konnten (iTu+) je Tumorsubgruppe (HR+/HER2-=
Hormonrezeptor-positiver und HER2-negativer Subtyp; HR-/HER2-= triple-negativer
Subtyp; HER2+= HER2-positiver Subtyp). iTu+ konnte haufiger im HR+/HER2-
Subtyp nachgewiesen werden (Chi-Quadrat-Test: p<0,001).
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4.2.3. Intermediarer Tumorzellgehalt: Vorhersagekraft

far das

Therapieansprechen
Waren Tumorzellen (iTu+) in der intermedidren Biopsie auffindbar, so korrelierte dies

stark mit einer Resterkrankung (RD) nach neoadjuvanter Chemotherapie (Chi-

Quadrat-Test:

p<0,001), auch in den einzelnen Tumorsubgruppen war diese

Korrelation signifikant. Waren keine Tumorzellen in der intermedidren Biopsie

nachweisbar

(iITu-), so zeigten 50% der Falle eine pathologische Vollremission

(PCR) und 50% eine RD nach Abschluss der neoadjuvanten Chemotherapie.
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Abb. 8: Assoziation von einer

Resterkrankung (RD) nach neoadjuvanter

Chemotherapie mit dem Nachweis von Tumorzellen in der intermedidren Biopsie
(iTu+), dargestellt in den Tumorsubgruppen. iTu+ korrelierte mit RD (Chi-Quadrat-

Test: p<0,001).
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4.2.4. Intermediarer Tumorzellgehalt: Einfluss auf das Uberleben

Daten zum krankheitsfreien Uberleben (DFS) waren fiir alle Patientinnen verfiigbar.
Die Nachbeobachtungszeit betrug im Durchschnitt 52,2 Monate (0-126 Monate). 79
von 297 Frauen (25,3%) starben oder bekamen ein Rezidiv in der
Nachbeobachtungszeit. Die durchschnittliche Nachbeobachtungszeit bei Frauen, bei
denen es zu keinem Ereignis kam, lag bei 59,3 Monaten (0-126,3 Monate).

Eine Abwesenheit von Tumorzellen in der intermediaren Biopsie (iTu-) konnte in der
triple-negativen Subgruppe ein verlangertes krankheitsfreies Uberleben (DFS)
vorhersagen (Log-Rank-Test: p=0,04). In der gesamten Kohorten, der HER2-
positiven Subgruppe und der Hormonrezeptor-positiven Subgruppe konnte keine
signifikante Korrelation des krankheitsfreien Uberleben mit iTu-/iTu+ nachgewiesen

werden.
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Abb. 9: Einfluss der Abwesenheit (iTu-) und des Nachweises von Tumorzellen in der
intermediaren Biopsien (iTu+) auf das krankheitsfreie Uberleben, dargestellt als
Kaplan-Meier-Analyse. Es erfolgte eine Analyse fir die gesamte Kohorte und fir die
Tumorsubgruppen (HR+/HER2-= Hormonrezeptor-positive und HER2-negative
Subgruppe; HR-/HER2-= triple-negative Subgruppe; HER2+= HER2-positive
Subgruppe). iTu- korrelierte mit einem verbesserten krankheitsfreien Uberleben in
der triple-negativen Subgruppe (Log-Rank-Test: p=0,04)

44

krankheitsfreie Uberleben (Monate)




4.3. Pathologische Komplettremission: Einfluss auf das Uberleben

Zeigten Patientinnen eine pathologische Komplettremission (pCR) nach
neoadjuvanter Chemotherapie, so war dies in der triple-negativen Subgruppe mit
einem besseren Uberleben assoziiert (Log-Rank-Test: p=0,009). In der gesamten
Kohorte, der HER2-positiven Subgruppe und der Hormonrezeptor-positiven
Subgruppe konnte keine signifikante Korrelation mit dem krankheitsfreien Uberleben

dargestellt werden.
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Abb. 10: Einfluss der pathologischen Komplettremission (pCR) auf das
krankheitsfreie Uberleben, dargestellt als Kaplan-Meier-Analyse. Es erfolgte eine
Analyse fir die gesamte Kohorte und fur die Tumorsubgruppen (HR+HER2-=
Hormonrezeptor-positive und HER2-negative Subgruppe; HR-/HER2-= triple-
negative Subgruppe; HER2+= HER2-positive Subgruppe). pCR korrelierte mit einem
besseren krankheitsfreien Uberleben in der triple-negativen Subgruppe (Log-Rank-
Test: p=0,009).
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4.4. Tumorinfiltrierende Lymphozyten: Therapieansprechen und
Uberleben

4.4.1. Tumorinfiltrierende Lymphozyten: deskriptive Statistik in der
pratherapeutischen und intermedidren Biopsie

Der durchschnittliche TIL-Wert in der pratherapeutischen Biopsie (TA) war 12,5%. 26
Biopsien (8,8%) zeigten in TA ein TIL-Wert von 0%. In der Gruppe, die nach
Beendigung der Chemotherapie noch eine Resterkrankung (RD) aufwies, war der
durchschnittliche TIL-Wert in TA 10,7%. In der Gruppe, die ein sehr gutes
Ansprechen auf Chemotherapie in Form einer pathologischen Komplettremission
zeigte, war der durchschnittliche TIL-Wert in TA 19,4%. In der triple-negativen
Subgruppe betrug der durchschnittiche TIL-Wert in TA 17,3%, in der
Hormonrezeptor-positiven Subgruppe 8,2% in der HER2-positiven Subgruppe 15,2%.
Der durchschnittliche TIL-Wert in der intermediaren Biopsie (TB) betrug 15,2%; Zehn
Biopsien (4,9%) zeigten in TB einen TIL-Wert von 0%; der durchschnittliche TIL-Wert
war 5% in der Gruppe, die eine Resterkrankung nach Chemotherapie zeigte und
19,1% in der Gruppe, die eine pathologische Komplettremission nach
Chemotherapie zeigte. In der triple-negativen Subgruppe betrug der durchschnittliche
TIL-Wert in TB 24,7%, in der Hormonrezeptor-positiven Gruppe 9,7% und in der
HER2-positiven Gruppe 18,5%.
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Abb. 11: Verteilung der Haufigkeit (in Prozent) eines TIL-Wertes in der
pratherapeutischen Biopsie (TA)

40

30

Haufigkeit in Prozent

0 20 40 60 80 100
TIL-Wert in der intermediaren Biopsie (TB)

Abb. 12: Verteilung der Haufigkeit (in Prozent) eines TIL-Wertes in der intermediaren
Biopsie (TB)
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4.4.2. Tumorinfiltrierende Lymphozyten: Vorhersagekraft fur die pCR

Eine hohe Anzahl von TILs in der pratherapeutischen Biopsie (TA) und in der
intermediaren  Stanze (TB) zeigte eine Tendenz eine pathologische
Komplettremission (pCR) vorherzusagen, jedoch nur in wenigen Subtypen war diese
Korrelation signifikant. In der triple-negativen Subgruppe zeigte eine hohe Anzahl
von TILs in TB eine signifikante Korrelation mit pCR (Odds Ratio [OR]=1,35; 95%-
Konfidenzintervall [KI]: 1,06-1,76; p=0,017). In der HER2-positiven Subgruppe konnte
eine hohe Anzahl von TILs in TA eine pCR voraussagen (OR=1.39, 95%-KI: 1,02-
1,97; p=0,047). Die Odds Ratio fir eine gesteigerte pCR-Rate wurde pro 10%

Veranderung im TIL-Wert berechnet.

(TA) HR+/HER2- OR=1,37; 95%-KI: 0,53-2,79
(n=138) p=0,43

(TB)HR+/HER2- OR=1,55; 95%-KI: 0,79-2 60
(n=116) p=0,10

(TA) HR—/HER2- OR=1,13; 95%-KI- 0,89-1,44

(n=87) p=0,30
(TB) HR-/HER2- ® OR=1,35; 95%KI. 1,06-1,76
(n=54) p=0,017
TAJHER2+ ® OR=1,39; 95%-KI: 1,02-1,97
[ ]{ﬂ=?2} p=0,047

(TB)HER2+ OR=137; 95%-Kl: 0,96-1,95
(n=37) | | I | p=0,069

0.4 0.6 1 1.6 2.7
(Odds Ratio fir eine gesteigerte pCR-Rate pro 10% Veranderung und 95%-Kl

Abb. 13: Odds Ratio fur die Vorhersagekraft des TIL-Wertes in der
pratherapeutischen (TA) und in der intermediaren Biopsie (TB) fur pCR in der
gesamten Kohorte und aufgeteilt nach Tumorsubgruppen (HR+/HER2-=
Hormonrezeptor-positiv. und HERZ2-negativ; HR-/HER2-= triple-negativ; HER2+=
HER2-positiv). Ein hoher TIL-Wert in der triple-negativen Subgruppe in der
intermediaren Biopsie (OR=1,35; 95%-KI: 1,06-1,76; p=0,017) und ein hoher TIL-
Wert in der HER2-positiven Subgruppe (OR=1.39; 95%-KI: 1,02-1,97, p=0,047) in
der pratherapeutischen Biopsie korrelierte mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit einer
pCR.
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4.4.3. Tumorinfiltrierende Lymphozyten: Veranderung wahrend neoadjuvanter
Chemotherapie

Als Anstieg in TILs wurde ein Zuwachs des Wertes um 20% von TA zu TB definiert.
Als Abfall wurde ein Rickgang des Wertes um 20% von TA zu TB definiert. Die
Veranderung im TIL-Wert wurde nur bei Patientinnen berechnet, bei denen in TB ein
Nachweis von Tumorzellen gelang. Bei den meisten Patientinnen zeigte sich keine
relevante Veranderung im TIL-Wert [ATILS(TB-TA)] wahrend neoadjuvanter
Chemotherapie, insgesamt zeigte sich der TIL-Wert bei 86,5% (n=179) der
Patientinnen unverandert. Ein Abfall in TILs konnte in 4,3% (n=9) beobachtet
werden. Ein Anstieg im TIL-Wert zeigten 9,2% (n=19). Tabelle 5 zeigt die Verteilung
in den Subgruppen. Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen den
Haufigkeiten der Veranderung und den Subgruppen gefunden werden (exakter
Fisher-Test: p=0,082). Eine Veranderung des TIL-Wertes wéahrend neoadjuvanter
Chemotherapie korrelierte mit dem Tumorstadium, so kam ein Anstieg in TILs
haufiger im Stadium T1 vor (exakter Fisher-Test: p=0,006). Weiters konnte auch eine
signifikante Korrelation mit dem Grading dargestellt werden, je hoher das Grading,
desto wahrscheinlicher war ein Anstieg in TILs (Mantel-Haenszel-Test: p=0,016).
Zudem wiesen nodal-negative Patientinnen haufiger einen TIL-Anstieg auf (exakter
Fisher-Test: p=0,012). Das ATILsS(TB-TA) war nicht mit dem histologischen Typ
assoziiert (exakter Fisher-Test: p=0,205).

Tabelle 5: Verteilung der TIL-Veranderung in den Tumorsubgruppen (Angabe in
absoluten Haufigkeiten und proportional zur gesamten Subgruppe). Es besteht
keine signifikante Korrelation zwischen den Subgruppen und der Verdnderung
des TIL-Werts unter Chemotherapie (exakter Fisher-Test: p=0,082)

Tumorsubgruppe Abfall Keine Veranderung Anstieg
Gesamte Kohorte 9 (4,3%) 179 (86,5%) 19 (9,2%)
HR+/HER2- 3 (2,6%) 106 (91,4%) 7 (6,0%)
HR-/HER2- 4 (7,4%) 41(75,9%) 9(16,7%)
HER2+ 2 (5,4%) 32 (86,5%) 3 (8,1%)
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Abb. 14: Darstellung der Veranderung des TIL-Wertes [ATILsS(TB-TA)] fur jede
Patientin als Wasserfalldiagramm. Es wurden die Grenzwerte fir den Anstieg
[ATILS(TB-TA) >20%] und den Abfall [ATILs(TB-TA) < -20%] eingezeichnet.
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Abb. 15: Veranderung des TIL-Wertes jeder Patientin als Streudiagramm. Der TIL-
Wert jeder Patientin aus der pratherapeutischen Biopsie (x-Achse: TA) ist gegenuber
dem TIL-Wert aus der intermediéren Biopsie (y-Achse: TB) dargestellt. In Diagramm
A sind Patientinnen je nach Tumorsubgruppe markiert. In Diagramm B sind
Patientinnen markiert, je nachdem ob eine pathologische Komplettremission (pCR)
oder eine Resterkrankung (RD) nach neoadjuvanter Chemotherapie bestanden hat.

52



4.4.4. TIL-Veranderung: Vorhersagekraft fur die pCR

Zeigte sich ein Anstieg der TILs von der pratherapeutischen zur intermediaren
Biopsie [ATILS(TB-TA)], so korrelierte dies mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit eine
pathologische Komplettremission zu erreichen (OR=1.035; 95%-KI: 1.014 - 1.057,
p=0,001). In den einzelnen Subgruppen ist diese Korrelation nicht mehr signifikant.
Fur die Hormonrezeptor-positive Subgruppe betragt die OR 1.05 (95%-KI: 0.985 -
1.109; p=0,075), fur die triple-negative Subgruppe OR 1.021 (95%-KI. 0.997 - 1.047,
p=0,089) und fur die HER2-positive Subgruppe betragt die OR 1.035 (95%-KI: 0.979
- 1.094; p=0,205). Die Odds Ratio fur eine gesteigerte pCR-Rate wurde pro 1%
Veranderung im TIL-Wert berechnet.

Gesamte Kohorte : OR 1.035; 95% KI 1.014 - 1.057
= | (n=207) p=0,001
; HR+/HER2- ° OR 1.05; 95% K1 0.985 - 1.109
= | (n=116) p=0.075
= OR 1.021: 95% KI 0.997 - 1.047
{'j— HR-/HERZ2- —— ~0.089 0
I[["I:54] p=u,
HER2+ - OR 1.035 95% Kl 0.979 - 1.094
(n=37) p= 0,205
[ T | | | I 1
086 09 095 1 1.05 1.16

Odds Ratio fir eine gesteigerte pCR-Rate pro 1% Verdnderung und 95% Kl

Abb. 16: Odds Ratio fur die Vorhersagekraft des ATILs(TB-TA) fur pCR in der
gesamten Kohorte und aufgeteilt in  Tumorsubgruppen (HR+/HER2-=
Hormonrezeptor-positiv, HER2-negativ; HR-/HER2-= triple-negativ; HER2+= HER2-
positiv). Ein Anstieg in TILs korrelierte mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit eine
PCR zu erreichen (OR=1.035; 95%-KI: 1.014 - 1.057; p=0,001).
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4.4.5. TIL-Veranderung: Einfluss auf das Uberleben

In der univariaten Uberlebensanalyse des Einflusses des ATILs(TB-TA) auf das
krankheitsfreie Uberleben, konnte keine signifikante Hazard Ratio fir das gesamte
Patientenkollektiv berechnet werden (HR=0.986; 95%-KI: 0.969 - 1.003; p=0,111). In
der Subgruppen-Analyse konnte jedoch in der triple-negativen Subgruppe der
Anstieg von TILs ein verlangertes krankheitsfreies Uberleben vorhersagen (HR=0.98;
95%-KI: 0.963 - 0.997; p=0,024). In der Hormonrezeptor-positiven, HER2-negativen
Subgruppe (HR=1.007; 95%-KI: 0.97 - 1.044; p= 0,719) und in der HER2-positiven
Subgruppe (HR=0.987; 95%-KI: 0.934 - 1.043; p= 0,643) konnte keine signifikante
Korrelation gezeigt werden. Die Hazard Ratio fur Tod oder Rezidiv wurde pro 1%

Veranderung im TIL-Wert berechnet.

HR=0,986; 95%-KI: 0,969-1,003
Gesamte Kohorte —8— p=0,111
(n=207)
< HR=1,007; 95%-Kl: 0,97-1,044
¢ | HR+/HER2- —e— |p=0,719
E | (n=116)
g HR=0,98; 95%-Kl: 0,963-0,997
= | HR-/HER2- —— p=0,024
< | (n=54) “
HR=0,987; 95%-KI: 0,934-1,043
HER2+ o p:[}{343
(n=37) -
| T T T T | |
0.86 09 095 1 1.05 1.16

Hazard Ratio fir Tod oder Rezidiv pro 1% Veranderung und 95%-Kl

Abb. 17: Hazard Ratio fur Tod oder Rezidiv (HR) des ATILs(TB-TA) in der gesamten
Kohorte und aufgeteilt in Tumorsubgruppen (HR+/HER2-= Hormonrezeptor-positiv,
HER2-negativ; HR-/HER2-= triple-negativ; HER2+= HERZ2-positiv). In der triple-
negativen Kohorte konnte ein Anstieg in TILs ein verlangertes krankheitsfreies
Uberleben vorhersagen (HR=0.98; 95%-KI: 0.963 - 0.997; p=0,024).
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4.5. Ki-67: Therapieansprechen und Uberleben

4.5.1. Ki-67: deskriptive Statistik in der pratherapeutischen und intermediéren
Biopsie
Der Mittelwert der Anzahl der ausgewerteten Zellen fur die pratherapeutische Biopsie
(TA) betrug 1095 Zellen (120-2899 Zellen). EIf Falle (3,7%) zeigten in der
pratherapeutischen Biopsie (TA) keine Expression von Ki-67. In TA war der
durchschnittliche Ki-67-Wert 17,9%. In der Gruppe, die nach Beendigung der
Chemotherapie eine Resterkrankung (RD) zeigte, war der durchschnittliche Ki-67-
Wert 17,6%. In der Gruppe, die eine pathologische Komplettremission (pCR) zeigte,
war der durchschnittliche Ki-67-Wert 19,2%. In der triple-negativen Subgruppe betrug
der durchschnittliche Ki-67-Index in TA 28,6%, in der Hormonrezeptor-positiven und
HER2-negativen Gruppe 12,1%, in der HER2-positiven Gruppe 20,0%.
Der Mittelwert der Anzahl der ausgewerteten Zellen fir die intermediare Biopsie (TB)
betrug 829 Zellen (71-3096 Zellen). In der intermediaren Biopsie (TB) war der
durchschnittliche Ki-67-Wert 5,8%. In TB zeigten 10,4% (23 Félle) keine Expression
von Ki-67. In der Gruppe, die nach Beendigung der Chemotherapie eine
Resterkrankung (RD) zeigte, lag der durchschnittliche Ki-67-Wert bei 5,2%. In der
Gruppe, die eine pathologische Komplettremission (pCR) zeigte, war der
durchschnittliche Ki-67-Wert 5%. In der Hormonrezeptor-positiven und HER2-
negativen Subgruppe betrug der durchschnittliche Ki-67-Index in TB 6,1%, in der
triple-negativen Subgruppe 14,6%, in der HER2-positiven Subgruppe 6,3%.
Teilte man die Falle in die von der S3-Leitlinie Mammakarzinom empfohlenen
Gruppen des Ki-67-Index, so erhielt man folgende Verteilung fur TA: niedrig (Ki-67-
Index <10%): 33,0% (n= 98); intermediar (Ki-67-Index: 10-25%): 35,7% (n= 106);
hoch (Ki-67-Index >25%): 31,3% (n= 93). Fur TB =zeigte sich eine deutliche
Umverteilung zur niedrigen Ki-67-Gruppe.
Es zeigte sich folgende Verteilung: niedrig: 75,4% (157 Falle); intermediar: 15,0% (31
Falle); hoch: 9,2% (19 Falle).
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Abb. 18: Verteilung der Patientinnen der gesamten Kohorte in den Gruppen des Ki-
67-Index in der pratherapeutischen Biopsie (TA): niedrig (Ki-67-Index <10%),
intermediar (Ki-67-Index: 10-25%) und hoch (Ki-67-Index >25%)
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Abb. 19: Verteilung der Patientinnen der gesamten Kohorte in Gruppen des Ki-67-

Index in der intermedidren Biopsie (TB): niedrig (Ki-67-Index <10%), intermediar (Ki-
67-Index: 10-25%) und hoch (Ki-67-Index >25%)
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Abb. 20: Gegeniberstellung der Verteilung der Patientinnen in Gruppen des Ki-67-
Index in der pratherapeutischen und intermediaren Biopsie, aufgeteilt nach
Tumorsubgruppen (HR+/HER2-= Hormonrezeptor-positiv, HER2-negativ; HR-/HER2-

= triple-negativ; HER2+= HER2-positiv).
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4.5.2. Ki-67: Vorhersagekraft fir die pCR

Eine signifikante Korrelation von Ki-67 mit pCR konnte nur in der Hormonrezeptor-
positiven Subgruppe in der pratherapeutischen Biopsie gesehen werden. Eine hohe
Ki-67-Expression war mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit einer pCR assoziiert
(OR=1.06; 95%-KI: 1,00-1,11; p=0,039). In den restlichen Subgruppen zeigte sich
keine signifikante Korrelation. Die Odds Ratio fiir eine gesteigerte pCR-Rate wurde

pro 1% Veréanderung im Ki-67-Index berechnet.

(TA) HR+/HER2- o OR=1,06; 95% KI 1,00 - 1,11
(n=138) p=0,039
(TB) HR+/HER2- OR=098; 95% KI0,76 -1,07
p=0,82

(n=116)

(TA) HR-/HER2- OR=1,01;95% KI0,99-104

{n: 8?} p:D,EQ
(TB) HR-HER2- OR= 0,92, 95% KI 0,81-0,99
(n=54) p=0,08
(TA)HER2+ OR=1,00; 95% KI 0,97 - 1,04
(n=72) p=0,85
OR= 0,94 95% KI 067 - 1.07
(TB) HER2+ b
(n=37) 1 I ;
0.6 0.8 1 1.3

Odds Ratio fur eine gesteigerte pCR-Rate pro 1% Veranderung und 95% Kl

Abb. 21: Odds Ratio fur die Vorhersagekraft des Ki-67-Index in der
pratherapeutischen (TA) und in der intermediaren Biopsie (TB) fur pCR in der
gesamten Kohorte und aufgeteilt in Tumorsubgruppen (HR+/HER2-=
Hormonrezeptor-positiv, HER2-negativ; HR-/HER2-= triple-negativ; HER2+= HER2-
positiv). Ein hoher Ki-67-Index in der Hormonrezeptor-positiven Subgruppe in der
pratherapeutischen Biopsie korrelierte mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit eine
PCR zu erreichen (OR=1.06; 95%-KI: 1,00-1,11; p=0,039).
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4.5.3. Ki-67: Veranderung wahrend neoadjuvanter Chemotherapie

Als Anstieg im Ki-67-Index wurde ein Zuwachs des Wertes um 20% von TA zu TB
definiert. Als Abfall wurde ein Rickgang des Wertes um 20% von TA zu TB
festgelegt. Bei den meisten Patienten konnte keine relevante Veranderung des Ki-
67-Index [AKi-67(TB-TA)] wahrend der neoadjuvanten Chemotherapie beobachtet
werden. 75,4% (n=156) der Patientinnen zeigten keine Veranderung im Ki-67-Index.
Ein Abfall in der Ki-67-Expression konnte bei 22,2% (n=46) festgestellt werden. Ein
Anstieg konnte in 2,4% (n=5) nachgewiesen werden. In Tabelle 6 ist die Verteilung in
den Subgruppen dargestellt. In der Hormonrezeptor-positiven Subgruppe
(HR+/HERZ2-) blieb der Ki-67-Index haufiger unveréndert als in den anderen
Subgruppen (exakter Fisher-Test: p<0,001). Es konnte keine signifikante Korrelation
zwischen der Veranderung des Ki-67-Index und dem T-Stadium (exakter Fisher-Test:
p=0,222), N-Stadium (exakter Fisher-Test: p=0,264), histologischen Typ (exakter
Fisher-Test: p=0,118) und Grading (exakter Fisher-Test: p=0,153) gezeigt werden.

Tabelle 6: Verteilung der Ki-67-Veranderung [AKi-67(TB-TA)] in den
Tumorsubgruppen (Angabe in absoluten Haufigkeiten und proportional zur
entsprechenden Subgruppe). In der Hormonrezeptor-positiven Subgruppe
(HR+/HER2-) blieb der Ki-67-Index héaufiger unveradndert wahrend
neoadjuvanter Chemotherapie (exakter Fisher-Test: p<0,001).

Subgruppe Abfall Stabiler Wert Anstieg
HR+/HER2- 12 (10,3%) 104 (89,7%) 0 (0%)

HR-/HER2- 20 (37,0%) 30 (55,6%) 4 (7,4%)
HER2+ 14 (37,8%) 22 (59,5%) 1(2,7%)
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Abb. 22: Darstellung der Verdnderung des Ki-67-Index [AKi-67(TB-TA)] fur jede
Patientin als Wasserfalldiagramm. Es wurden die Grenzwerte fir den Anstieg
[AKi-67(TB-TA) >20%] und den Abfall [AKi-67(TB-TA) < -20%] eingezeichnet.
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Abb. 23: Veranderung des Ki-67-Index jeder Patientin als Streudiagramm. Der Ki-67-
Index aus der pratherapeutischen Biopsie (x-Achse: TA) ist gegenuber dem Ki-67-
Index aus der intermediaren Biopsie (y-Achse: TB) dargestellt; in Diagramm A sind
Patientinnen je nach Tumorsubgruppe markiert. In Diagramm B sind Patientinnen
markiert, je nachdem ob eine pathologische Komplettremission (pCR) oder eine
Resterkrankung (RD) nach neoadjuvanter Chemotherapie bestanden hat.

61



4.5.4. Ki-67-Veranderung: Vorhersagekraft fur die pCR

Ein Anstieg in der Ki-67-Expression war assoziiert mit einer geringeren
Wabhrscheinlichkeit nach Beendigung der Chemotherapie eine pCR zu erreichen
(OR=0.957; 95%-KI. 0.928 - 0.986; p=0,004). In den einzelnen Subgruppen war
diese Korrelation nicht signifikant. Fur die Hormonrezeptor-positive Subgruppe betrug
die OR 0.969 (95%-KI: 0.874 - 1.082; p=0,546), fur die triple-negative Subgruppe
betrug die OR 0.967 (95%-KI: 0.928 - 1.001; p=0,073) und fur die HER2-positive
Subgruppe betrug die OR 0.992 (95%-KI: 0.929 - 1.058; p=0,805). Die Odds Ratio

flr eine gesteigerte pCR-Rate wurde pro 1% Veranderung im Ki-67-Index berechnet.

OR=0,957; 95%-KI: 0.928-0,986
Gesamte Kohorte —e— p=0,004

= | (0=207) OR=0,969. 95%-KI 0,874-1 082
é HR+HER2- . p=0,546

= | (n=116) OR=0,967; 95%-KI- 0,928-1,001
i =0,073
£ |HR-HER2- — P~

1| (n=54) OR=0,992 95%-KI- 0.929-1 058
HER2+ o p=0.805
(n=37) | T T 1 1 | |
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Odds Ratio fir eine gesteigerte pCR-Rate pro 1% Veranderung und 95%-Kl

Abb. 24: Odds Ratio fur die Vorhersagekraft des AKi-67(TB-TA) fur pCR in der
gesamten Kohorte und aufgeteilt in den Tumorsubgruppen (HR+/HER2-=
Hormonrezeptor-positiv, HER2-negativ; HR-/HER2-= triple-negativ; HER2+= HER2-
positiv). Ein Anstieg im Ki-67-Index war mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit eine
PCR zu erreichen assoziiert (OR=0.957; 95%-KI: 0.928 - 0.986; p=0,004).
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4.5.5. Ki-67-Veranderung: Einfluss auf das Uberleben

In der univariaten Uberlebensanalyse des Einflusses des AKi-67(TB-TA) auf das
krankheitsfreie Uberleben, konnte keine signifikante Korrelation fur das gesamte
Patientenkollektiv gezeigt werden (HR=1.012; 95%-KI. 0.992 - 1.032; p=0,245). In
der Subgruppen-Analyse, konnte jedoch in der triple-negativen Subgruppe der
Anstieg des Ki-67-Index ein schlechteres krankheitsfreies Uberleben vorhersagen
(HR=1.024; 95%-KIl; 1.001 - 1.047; p=0,040). In der Hormonrezeptor-positiven
Subgruppe (HR=0.992; 95%-KI: 0.954 - 1.033; p= 0,705) und in der HER2-positiven
Subgruppe (HR=0.992; 95%-KI: 0.935 - 1.052; p=0,783) konnte keine signifikante
Korrelation gezeigt werden. Die Hazard Ratio fur Tod oder Rezidiv wurde pro 1%
Veranderung im Ki-67-Index berechnet.

HR=1.012: 95%KI- 0,992-1,032
Gesamte Kohorte —— p=0,245

z (n=207) HR=0992° 95% KI- 0,954-1.033
@ | HR+HER2- ——— p=0,705

s | (0=116) HR=1.024: 95%-KI- 1.001-1.047
2 | HR-HER2- —— p=0,040

< | (n=54) = ——

HR=0,992: 95%-KI- 0,935-1 052
HER2+ . p=0,783
(n=37) i T T 1 1 | |
0.86 09 095 1 1.05 1.16
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Abb. 25: Hazard Ratio fur Tod oder Rezidiv (HR) des AKi-67(TB-TA) in der gesamten
Kohorte und aufgeteilt in Tumorsubgruppen (HR+/HER2-= Hormonrezeptor-positiv,
HER2-negativ; HR-/HER2-= triple-negativ; HER2+= HER2-positiv). In der triple-
negativen Subgruppe sagte ein Anstieg des Ki-67-Index wéhrend neoadjuvanter
Chemotherapie ein schlechteres krankheitsfreies Uberleben vorher (HR=1.024; 95%-
Kl: 1.001 - 1.047; p=0,040).
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4.6. Zusammenhang der Verdnderungen des TIL-Wertes und des

Ki-67-Index wahrend neoadjuvanter Chemotherapie

Tabelle 9 stellt die Veradnderungen in TILs und Ki-67 wahrend neoadjuvanter
Chemotherapie gegentber. Es gab keine signifikante Korrelation zwischen den
Veranderungen der Parameter wahrend neoadjuvanter Chemotherapie (exakter
Fisher-Test: p= 0,174).

Tabelle 7: Das ATILs(TB-TA) und AKi-67(TB-TA) im Vergleich. Es gibt keine
signifikante Korrelation zwischen der Verdnderung im TIL-Wert und Ki-67-Index
wahrend neoadjuvanter Chemotherapie (exakter Fisher-Test: p=0,174).

ATILs:  ATILs: ATILS:
Abfall Keine Verdnderung Anstieg

A Ki-67: Abfall 3 35 8
A Ki-67: Keine 6 139 11
Veranderung
A Ki-67: Anstieg 0 5 0
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Abb. 26: Gegenuberstellung des ATILS(TB-TA) (x-Achse) und des AKi-67(TB-TA) (y-
Achse) jeder Patientin. Patientinnen sind nach zugehériger Tumorsubgruppe
markiert.
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5. Diskussion

5.1. Der Nachweis von Tumorzellen in der intermediaren Biopsie
als negativer Responsemarker

Der Nachweis von Tumorzellen in der intermedidren Biopsie (iTu+) korrelierte stark
mit einer Resterkrankung nach Chemotherapie (Chi-Quadrat-Test: p<0,001). 92%
der Patientinnen, bei denen in der intermedidren Biopsie Tumorzellen nachweisbar
waren, zeigten auch nach Beendigung der neoadjuvanten Chemotherapie (NACT)
eine Resterkrankung (RD). Der Nachweis von iTu+ konnte daher, unter der
Voraussetzung einer standardisierten Probenentnahme, als ein Mittel dienen,
Patienten, die nicht auf Chemotherapie ansprechen, schon wahrend der
Chemotherapie zu identifizieren.

In 28,8% (90 Falle) konnten in der intermediaren Biopsie keine invasiven
Tumorzellen (iTu-) gefunden werden. Die Gruppe die iTu- aufwies, wies zu 50% eine
pathologische Komplettremission (pCR) auf und zu 50% eine Resterkrankung (RD)
nach Therapieende. iTu- eignete sich daher nicht als ein Marker um eine pCR
vorherzusagen. Eine mdgliche Ursache hierfur kdnnte bei der Probenentnahme
liegen. Das Entnehmen einer Biopsie kann sich bei bereits teilweisem pathologischen
Ansprechen auf Chemotherapie, aufgrund der heterogenen Regression, als
schwierig erweisen und es ist anzunehmen, dass der Tumor bei der
Probenentnahme in manchen Fallen verfehlt wurde. iTu- war haufiger in kleinen
Tumoren (T1) zu sehen. Dies ist eine Korrelation, die auch bei der pCR zu
beobachten ist. Das klinische Tumorstadium hat die grof3te unabhéngige
Vorhersagekraft fur pCR [117]. iTu- war zudem, genauso wie die pCR, haufiger in
HER2-positiven Tumoren zu sehen [110]. Dies konnte mdglicherweise auf ein
schnelleres Ansprechen auf die Chemotherapie bei HERZ2-positiven Tumoren
zurtckzufiihren sein. Die Tendenz, dass der Nachweis von Tumorzellen in der
intermediaren Biopsie bei steigendem Grading seltener zu beobachten war, konnte
vor allem mit der Tatsache zusammenhangen, dass iTu+ seltener im HER2-positiven
und triple-negativen Mammakarzinom nachgewiesen werden konnte, beides
Subtypen, die oft ein héheres Grading aufweisen. Eine weitere Gemeinsamkeit, die
iTu- mit pCR verbindet, ist die Uberlebensanalyse. In der triple-negativen Subgruppe
hatten Patientinnen, die iTu- aufwiesen, ein verbessertes krankheitsfreies Uberleben

gegenuber den Patientinnen, die iTu+ zeigten. Eine mogliche Erklarung hierfar
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kénnte sein, dass fiur Patienten mit HER2-positiven und Hormonrezeptor-positiven
Tumoren weitere adjuvante Therapien verfligbar sind, die einen Einfluss auf das
Uberleben haben.

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass der Einfluss von pCR auf das
Uberleben ebenfalls in der triple-negativen Subgruppe am groRten ist [108, 118].
Zum Vergleich fuhrten wir eine Uberlebensanalyse der pCR in unserer Kohorte
durch. In dieser Arbeit korrelierte eine pCR nur in der triple-negativen Kohorte mit

einem verlangerten krankheitsfreien Uberleben.

5.2. Tumorinfiltrierende Lymphozyten als prognostischer und
pradiktiver Faktor

In der HER2-positiven Subgruppe war eine hohe Anzahl an tumorinfiltrierenden
Lymphozyten (TILs) in der pratherapeutischen Biopsie (TA) mit einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit einer pCR verbunden. In der triple-negativen Subgruppe konnte
ein erhdhter Wert in der intermediaren Biopsie (TB) eine gesteigerte pCR-Rate
vorhersagen. Ein Anstieg in TILs war in dieser Arbeit in der gesamten Kohorte mit
einer hoheren Rate an pCR assoziiert. Eine mogliche Erklarung fir den
Zusammenhang des TIL-Anstiegs mit einer hoheren pCR-Rate ist, dass ein TIL-
Anstieg vor allem beim triple-negativen Mammakarzinom zu beobachten ist und
diese Gruppe ohnehin bereits eine hohere pCR-Rate hat. Die triple-negative
Subgruppe war die einzige Subgruppe, in welcher der Anstieg in TILs ein
verlangertes krankheitsfreies Uberleben vorhersagen konnte.

Verglichen mit anderen Arbeiten, wurden die Veranderungen in TILs bis dato
hauptséchlich nach Abschluss der NACT im OP-Préaparat untersucht. Die meisten
dieser Studie zeigten, dass ein hoher posttherapeutischer TIL-Wert genau so wie ein
hoher pratherapeutischer TIL-Wert mit einem besseren Uberleben und einer hoheren
Ansprechrate auf die Therapie assoziert ist [119]. Wie auch in dieser Arbeit,
unterstitzen einige Daten die Relevanz von TILs vor allem im triple-negativen
Subtyp. In einer Studie mit 278 triple-negativen Mammakarzinomen hatte die Gruppe
mit einem hohen posttherapeutischen TIL-Wert eine 5-Jahresiiberlebensrate von
91%, wohingegen jene, bei der Gruppe mit einem niedrigen posttherapeutischen TIL-
Wert, bei lediglich 55% lag [120]. Der Einfluss von posttherapeutischen TILs konnte
jedoch auch im Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinom bestatigt werden. Auch

der Anstieg des TIL-Wertes als kontinuierlicher Marker korrelierte mit einem
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verbesserten rezidivfreien Uberleben [121]. Eine Studie konnte den Einfluss des TIL-
Anstiegs auf das Gesamtiiberleben, ahnlich wie in dieser Studie, auch vor allem fir
die triple-negative Subgruppe zeigen [70]. Diese Daten sind vergleichbar mit den
Ergebnissen dieser Studie und machen deutlich, dass nicht nur die Anzahl von
pratherapeutischen TILs wichtige Informationen liefert, sondern dass auch die
posttherapeutischen Veranderungen Relevanz haben und Therapieentscheidungen
beeinflussen konnten.

Betrachtet man die Leukozyten im Mammakarzinom in ihren Subgruppen, dann wird
deutlich, dass vor allem das Verhaltnis von CD8+ T-Zellen zu regulatorischen T-
Zellen (CD8/FOXP3 ratio [CFR]) eine groRRe Rolle spielt. In verschiedenen Studien
konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer hohen posttherapeutischen Anzahl
von CD8+ T-Zellen und einer niedrigen Anzahl von regulatorischen T-Zellen eine
bessere Prognose aufweisen [122, 123]. Auch ein Anstieg im CFR nach
Chemotherapie ist ein Uberlebensverbessernder Faktor und wurde mit einer

verringerten Neoangiogenese in Verbindung gebracht [124, 125].

5.3. Immunstimulation durch Chemotherapie

Eine Erklarung fir den TIL-Anstieg oder einen hohen posttherapeutischen TIL-Wert
und deren Benefit, kbnnte die immunstimulierende Wirkung einer Chemotherapie
sein, die eine gegen den Tumor gerichtete Immunantwort des Patienten auslost.
Daten aus dem Tiermodell unterstiitzen diese Theorie. Untersucht man die Wirkung
von Antrazyklinen an Tumorgewebe von immunkompetenten und immundefizienten
Mausen, so konnen Anthrazykline nur eine optimale Wirkung bei funktionalem
Immunsystem entfalten [126]. Auch in dem Zusammenhang kommen die
unterschiedlichen Funktionen der Leukozyten zu tragen. Waren unterschiedliche T-
Zell-Subgruppen (unter anderem CD8+ T-Zellen) im Tumorgewebe nicht vorhanden,
so konnte Doxorubicin nicht sein ganzliches zytotoxisches Potential entwickeln [127].
Bei der Abwesenheit von B-Zellen und NK-Zellen konnte dies jedoch nicht
beobachtet werden [126].

Die immunologische Wirkung der unterschiedlichen Zytostatika beruht auf
verschiedenen Mechanismen. Epirubicin  und Cyclophosphamid induzieren
immunogenen Zelltod, Cyclophosphamid vernichtet regulatorische T-Zellen und
Taxane ermdglichen es dem Immunsystem, maligne Zellen einfacher zu erkennen

[126]. Die immunstimulierende Wirkung wurde zudem nicht nur bei verschiedenster
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zytostatischer Therapie (Anthrazykline, Taxane, Cyclophosphamid) beobachtet,

sondern auch bei Trastuzumab und endokriner Therapie [128-130].

5.4. Immunotherapie als neue Therapieoption

Einerseits konnte die posttherapeutische Bestimmung von TILs behilflich sein, eine
Entscheidung fur oder gegen eine postneoadjuvante Chemotherapie zu treffen. Ein
niedriger posttherapeutischer TIL-Wert ist mit einer schlechteren Prognose
verbunden, und konnte somit behilflich sein, die Patienten zu identifizieren, welche
von einer postneoadjuvanten zytotoxischen Therapie profitieren koénnten.
Andererseits ist anzunehmen, dass ein hoher posttherapeutischer TIL-Wert eine
Antwort des Immunsystems wiederspiegelt, welche durch Immunotherapie zusatzlich
stimuliert werden konnte. Die Bestimmung der posttherapeutischen TILs koénnte
helfen, diese Gruppe von Patienten =zu identifizieren, die von einer
postneoadjuvanten Immunotherapie profitieren konnten. Eine vielversprechende
Therapie, die die Behandlung des metastasierten Melanom deutlich verbessert hat,
sind Immun-Checkpoint-Inhibitoren. Die Wirkung von Antikérpern, die das
Programmed Cell Death Protein-1 (PD-1) oder den Programmed cell death 1 ligand 1
(PD-L1) hemmen, werden derzeit im Mammakarzinom untersucht. Tumoren sind
fahig Uber die Expression von PD-L1 aktivierte T-Zellen zu eliminieren, indem PD-L1
an den Rezeptor PD-1 der T-Zellen bindet und deren Proliferation hemmt [131].
Werden PD-L1 oder PD-1 gehemmt, so wird eine Immunantwort, welche gegen das
Tumorwachstum gerichtet ist, unterstitzt. Im metastasierten Melanom zeigen PD-1-
und PD-L1-Inhibitoren sehr gute Ergebnisse [132]. Obwohl in der Phase-IlIb-Studie
KEYNOTE-086 der PD-1-Antikbrper Pembrolizumab, getestet an metastasierten
triple-negativen Mammakarzinomen, nur eine geringe allgemeine Ansprechrate von
53% erreichen konnte [133], zeigte die Phase-lll-Studie KEYNOTE-522
vielversprechende Ergebnisse. In der Studie wurde die Gabe von Pembrolizumab
zusammen mit neoadjuvanter Chemotherapie am triple-negativen Mammakarzinom
getestet, und es konnte in der Zwischenanalyse beobachtet werden, dass die
Gruppe, die Pembrolizumab erhalten hatte, eine signifikant hohere Rate an pCR
aufwies [134]. Bereits praklinische Daten wiesen daraufhin, dass durch
vorangehende Chemotherapie oder Bestrahlung eine Immunantwort initiiert werden
konnte, die durch die Therapie mit PD-1- und PD-L1-Antikdrpern weiter verstarkt

werden koénnte. Es konnte gezeigt werden, dass Doxorubicin eine gegen den Tumor
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gerichtete Immunreaktion initiiert, indem es hilft, myeloide Suppressorzellen zu
eliminieren, die Produktion von Interferon Typ 1 steigert und einen immunogenen
Zelltod induziert [127, 135, 136]. Cyclophosphamid kann, durch eine Vernichtung von
regulatorischen T-Zellen und der Wiederherstellung der Effektorfunktion von T-Zellen
und NK-Zellen, eine gegen den Tumor gerichtete Immunantwort begtinstigen [137].
Cisplatin unterstitzt die Immunreaktion, indem es die MHC-1-Expression steigert und
die T-Zell-Funktion stimuliert [138, 139]. Diese Mechanismen hatte man sich in der
Phase-1I-Studie Tonic zunutze gemacht. In der Studie wurde untersucht, ob eine
Induktion mit Bestrahlung, Cyclophosphamid, Cisplatin und Doxorubicin die
Ansprechrate auf PD-1-Inhibitor Nivolumab im triple-negativen Mammakarzinomen
erhoht [140]. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem nach einer Induktion mit
Cisplatin und Doxorubicin die allgemeinen Ansprechraten verbessert waren. Zudem
konnte in Genexpressionsanalysen nachgewiesen werden, dass durch die Induktion
mit Doxorubicin und Cisplatin Gene, die an der PD-1- und PD-L1-Expression beteiligt
sind, hochreguliert wurden [140]. In der Phase-llI-Studie IMpassion-130, die 902
unbehandelte Patienten mit einem triple-negativen Mammakarzinom einschloss,
wurde die Wirkung des PD-L1-Antikdrpers Atezolizumab nach Induktion mit Nab-
Paclitaxel gegen ein Placebo plus Nab-Paclitaxel getestet und es konnte gezeigt
werden, dass Atezolizumab das krankheitsfreie (HR=0.80; 95%-Kl: 0.69-0.92;
p=0.002) und das Gesamtiiberleben signifikant verlangerte (HR=0.84; 95%-KI: 0.69 -
1.02; p=0.08) [141]. Eine weitere Substanz, die das Uberleben beim metastasiertem
Melanom deutlich verlangern konnte und nun zur Standardtherapie gehort, sind
CTLA-4-Inhibitoren [142]. Das cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 wird vor
allem von regulatorischen T-Zellen exprimiert und ist ein inhibierender Rezeptor, der
durch eine kompetetive Bindung an CD28 wirkt. CD28 ist ein Rezeptor, der von T-
Zellen exprimiert wird und durch den die T-Zell-Aktivitat stimuliert werden kann. Dies
erfolgt durch die Bindung von CD28 mit den Liganden CD80 und CD86 von
antigenprasentierenden Zellen [143]. CTLA-4-Inhibitoren werden momentan in

Pilotstudien am Mammakarzinom getestet.

5.5. Ki-67 als positiver Responsemarker und negativer

Prognosefaktor

Ein hoher Ki-67-Index in der pratherapeutischen Biopsie in der Hormonrezeptor-

positiven, HER2-negativen Subgruppe war in dieser Arbeit mit einer hdheren
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Wahrscheinlichkeit einer pCR assoziiert. Dies deckt sich mit mehreren
neoadjuvanten Studien, in denen ein hoher pratherapeutischer Ki-67-Index mit einer
héheren Wahrscheinlichkeit einer pCR nach Beendigung der NACT in Verbindung
gebracht werden konnte [93, 94]. Zudem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass ein Ki-67-Anstieg wahrend NACT mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit einer
pPCR verbunden ist und dass Patienten der triple-negativen Subgruppe, welche einen
Anstieg in der Ki-67-Expression zeigten, ein schlechteres krankheitsfreies Uberleben
hatten.

Wird wéhrend der Chemotherapie ein Anstieg in der Ki-67-Expression beobachtet, ist
daraus zu schlieRen, dass der Tumor trotz zytotoxischer Therapie ein steigendes
Wachstum zeigt, welches die schlechtere Prognose dieser Gruppe erklart. Eine
mogliche Erklarung fir den Anstieg in der Ki-67-Expression wéahrend der
Chemotherapie ist, dass die Patienten bereits vor Chemotherapie einen hoch-
proliferativen Tumor hatten, welcher resistent gegeniber den Zytostatika war und im
Laufe der Therapie an proliferativer Aktivitdt zugenommen hatte. Eine andere
Moglichkeit ist, dass der Tumor dieser Patienten bereits initial aus unterschiedlichen
Populationen von Tumorzellen bestand, einer Zellreihe die ein gutes Ansprechen
zeigte und einer aggressiver wachsenden Tumorzellreihe, welche im Laufe der

Therapie die Uberhand gewann.

5.5.1. Frihe Veradnderungen des Ki-67-Index wahrend Chemotherapie

Nur wenige publizierte Studien haben die Veranderung des Ki-67-Index an
intermediaren  Biopsien untersucht. Diese Studien sind in Tabelle 8
zusammengefasst. Wie auch in dieser Studie, waren in den meisten Fallen der
Studien aus Tabelle 8 wahrend der Chemotherapie ein Abfall der Ki-67-Expression
zu beobachten. Jedoch korrelierte die Veranderung in der Ki-67-Expression nur in
einer Arbeit signifikant mit dem Therapieansprechen. In der Studie von Burcombe et
al. korrelierte ein niedrigerer intermediarer Ki-67-Index mit dem Kklinischen
Ansprechen, hingegen ein héherer intermediarer Ki-67-Index mit dem pathlogischen
Ansprechen. Diese Zusammenhénge sind unerwartet, da eine pathologische
Regression des Tumors von einer verminderten Proliferationsrate begleitet sein sollte
[144]. Da das klinische und pathologische Ansprechen in der Studie jedoch auch
nicht mit einander korrelierten, ist fraglich ob die gewahlte Klassifikation des

Ansprechens in der Studie von Burcombe zuverlassige Surrogatmarker darstellen
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[144]. Anzumerken ist, dass die Fallzahlen, in den in Tabelle 8 aufgelisteten Studien,
im Vergleich zu dieser Studie kleiner sind. Zudem erfolgte die statistische
Auswertung der Veranderung des Ki-67-Index und der Korrelation mit dem
Ansprechen sehr unterschiedlich. In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang mit der
pathologischen Komplettremission (definiert als ypTOypNO) beurteilt, in den
genannten Arbeiten wurden jedoch unterschiedliche Definitionen von pathologischem
und klinischen Ansprechen betrachtet. Nur in einer der aufgelisteten Studien wurde
der Einfluss der Veranderung des Ki-67-Index unter Chemotherapie auf das
Uberleben untersucht. Die Implikationen einer frilhen Veranderung des Ki-67-Index

unter Chemotherapie bleiben noch abschlielend zu klaren.

Tabelle 8: Korrelation der Veranderung der Ki-67-Expression mit klinischem
oder pathologischem Ansprechen, evaluiert in intermediaren Biopsien wahrend
neoadjuvanter Chemotherapie.

Autor Patienten und Zeitpunkt der Veranderung von Ki-
Therapie intermediaren 67 und Korrelation
Biopsie mit Ansprechen und
Uberleben
Sharmaet 30 Patienten, 24-48h und Keine signifikante
al. [145], neoadjuvante 21 Tage nach Korrelation von Ki-67-
2009 Chemotherapie Therapiebeginn Veranderungen mit
(Regime nicht pathologischem
erwahnt) Ansprechen
Chuah et 100 Patienten, 3 Wochen nach dem  Keine signifikante
al. [146], 6 Zyklen, ersten und zweiten Veranderung von Ki-67
2011 alternierend Zyklus der Therapie
Doxorubicin und
Docetaxel
Burcombe 27 Patienten, 3 Wochen nach Korrelation von
et al. [144], 5-Fluorouracil, Therapiebeginn niedrigerem
2006 Epirubicin und intermediarem Ki-67-

Cyclophosphamid

Index mit klinischem
Ansprechen;

Korrelation von
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hoherem
intermedidrem Ki-67-
Index mit

pathologischem

Ansprechen
Magbanua 28 Patienten, ein 24-96 Stunden nach  Keine signifikante
et al. [147], Anthrazyklin, gefolgt Therapiebeginn Korrelation zwischen
2015 von einem Taxan der Ki-67-Veranderung
(genaues Regime und dem
nicht erwahnt) pathologischem

Ansprechen und dem
rezidivfreiem

Uberleben

5.5.2. Veranderungen des Ki-67-Index nach Chemotherapieende

Weitaus mehr Studien beschaftigten sich mit der Veranderung des Ki-67-Index nach
Abschluss der Chemotherapie und untersuchten diese Veradnderung am OP-
Praparat. In der GeparTrio-Studie wurde an 667 Patienten der Ki-67-Index vor und
nach Chemotherapie immunhistologisch bestimmt und es konnte gezeigt werden,
dass der Ki-67-Index nach Chemotherapie von einem gréRerem prognostischen Wert
ist, als der pratherapeutische Ki-67-Index oder die Veranderung des Ki-67-Index
[148]. Von Minckwitz et al. zeigte, dass ein hoher Ki-67-Index nach Beendigung der
Chemotherapie mit einem erhéhten Risiko fur ein Rezidiv oder Tod verbunden war
(Log-Rank-Test: p<0,0001), verglichen mit Patienten, die nach Therapieende einen
niedrigen oder intermedidren Ki-67-Index aufwiesen. In der Hormonrezeptor-
positiven Subgruppe hatte zudem die Kombination des posttherapeutischen Ki-67-
Index und pCR eine groRere prognostische Aussagekraft als die pCR alleine [148].
Eine weitere retrospektive Studie hatte den pra- und posttherapeutischen Ki-67-Index
an 455 gepaarten Proben untersucht und konnte nachweisen, dass auch die
Veranderung des Ki-67-Index eine wichtige Rolle spielt. Je héher der Abfall des Ki-
67-Index war, desto besser war das rezidivfreie Uberleben [149]. Auch eine
Metaanalyse von 49 Studien mit insgesamt 14 076 Patienten kam zu dem Schluss,
dass ein hoher posttherapeutischer Ki-67-Index (HR= 2.24; 95%-KI: 1.82—-2.75) und
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ein Anstieg im Ki-67-Index (HR=2.13; 95%-KI: 1.51-3.02) mit einem schlechterem
Uberleben assoziiert war [150].

Diese Daten bestéatigen, dass nicht nur der préatherapeutische Ki-67-Index eine
Relevanz hat, sondern dass der Ki-67, ermittelt im OP-Praparat nach
Chemotherapie, ebenfalls Beachtung verdient. Der posttherapeutische Ki-67-Index
kénnte helfen, eine Gruppe von Patienten zu identifizieren, die von einer
postneoadjuvanten zytostatischen Therapie profitieren koénnten. Durch die
zusatzliche Betrachtung des posttherapeutischen Ki-67-Index, konnte die
Indikationsstellung noch differenzierter erfolgen. Der Vorteil der Evaluation des Ki-67-
Index wahrend der Chemotherapie ware hierbei, dass ein Chemotherapie-Regime,

auf das ein Patient nicht anspricht, friihzeitig gewechselt werden kdnnte.

5.6. Limitierungen der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden 297 Biopsie-Paare untersucht, damit handelt es
sich um eine der gréf3ten Studien, die die Veranderungen von Biomarkern wéhrend
der neoadjuvanten Chemotherapie an intermedidaren Biopsien untersucht hat.
Dennoch ist die Grof3e der einzelnen Subgruppenkohorten lediglich moderat. Eine
Validierung der Daten an einer grof3eren Kohorte sollte erfolgen, sodass die Effekte
in den einzelnen molekularen Subtypen besser evaluiert werden konnen. Eine
weitere Limitierung der Arbeit war, dass nicht fur alle Patientinnen aus den
ausgewahlten Studien intermediare Biopsien vorlagen. Die Evaluation von
Biomarkern an Biopsien birgt aul3erdem ein gewisses Bias-Risiko. Durch Biopsien
kann die Heterogenitat des Tumors, welche unter anderem durch die heterogene
Regression bei neoadjuvanter Chemotherapie verursacht sein kann, schlecht erfasst
werden. Die Zusammenstellung dieser Kohorte erfolgte zudem retrospektiv. Daraus
kénnte sich ein Selektionsbias ergeben, da nur Patientinnen eingeschlossen wurden,

fur die jeweils eine pratherapeutische und eine intermediére Biopsie verfugbar waren.

5.7. Postneoadjuvante Chemotherapie bei Patienten mit einer

schlechten Prognose
Patienten, die eine pCR nach neoadjuvanter Chemotherapie zeigen, haben eine gute
Prognose und ein verlangertes Uberleben [118]. Weisen Patienten jedoch keine pCR
auf, kann die Prognose je nach Residualtumor differieren. Patienten mit einer

ausgedehnten Resterkrankung weisen eine schlechte Prognose auf [151]. Eine
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postneoadjuvante endokrine Therapie beim Hormonrezeptor-positiven
Mammakarzinom oder eine postneoadjuvante Antikdrpertherapie, mit Trastuzumab
und Pertuzumab, beim HER2-positiven Mammakarzinom gehoért bereits zum
Therapiestandard. In verschiedenen klinischen Studien wurde getestet, ob auch eine
adjuvante Chemotherapie nach erfolgter neoadjuvanter Chemotherapie einen
zusatzlichen Benefit bei Patienten, die keine pCR erreichten, bringt. In der CREATE-
X-Studie (Capecitabine for Residual Cancer as Adjuvant Therapy) wurde an
Patienten mit einem HERZ2-negativen Mammakarzinom und einer Resterkrankung
nach neoadjuvanter Chemotherapie mit Anthrazyklinen und/oder Taxanen getestet,
ob Capecitabin als postneoadjuvante Chemotherapie die Prognose verbessert. Die
5-Jahres-Uberlebensrate stieg durch die zusatzliche Therapie von 83,6% auf 89,2%
(HR=0.59; 95%-KI: 0.39-0.90; p=0.01). Im triple-negativen Mammakarzinom konnte
die 5-Jahres-Uberlebensrate durch Capecitabin am deutlichsten verbessert werden,
von 70,3% auf 78,8% (HR=0.52; 95%-KI: 0.30-0.90) [152]. In der Katherine-Studie
wurde bei HERZ2-positiven Patienten ein Konjugat aus Trastuzumab und dem
Zytostatikum Emantasin (T-DM1) getestet. In der Zwischenanalyse konnte gezeigt
werden, dass fur die Patienten aus der T-DM1-Gruppe das Risiko eines Rezidivs
oder von Tod 50% niedriger war als in der Gruppe, die nur Trastuzumab erhielt
(HR=0.50; 95%-KI: 0.39-0.64; p<0.001) [153].

Um eine Ubertherapie zu vermeiden, bedarf es einer sorgfaltigen Auswahl der
Patienten, die von einer postneoadjuvanten Chemotherapie profitieren. Dabei kdnnte
die posttherapeutische Bestimmung von TILs und Ki-67 behilflich sein. In einer
Studie wurde untersucht, welchen prognostischen Wert ein Index bestehend aus
RCB (Residual Cancer Burden) und Ki-67 hat. Es konnte gezeigt werden, dass die
Integration beider Werte von groRerer prognostischer Aussagekraft ist als
ausschliellich RCB oder Ki-67 [154]. Auch die zusatzliche Betrachtung von
posttherapeutischen TILs kdnnte helfen, die Prognose der Patienten weiter zu

stratifizieren [155].

5.8. Translationale Forschungsmadglichkeiten in neoadjuvanten
Studien

Eine neoadjuvante Chemotherapie bietet eine einzigartige Madoglichkeit,
molekularbiologische Veranderungen der Tumorzellen im Tumor selbst zu

untersuchen. In dieser Studie wurde die Veranderung von Biomarkern zwischen der
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pratherapeutischen Biopsie gegeniber einer intermediaren Biopsie, entnommen
wahrend der neoadjuvanten Chemotherapie, untersucht. Weitaus mehr Studien
beschéaftigen sich jedoch mit dem Vergleich von pra- und posttherapeutischen
Gewebeproben. Pratherapeutische Biopsien und posttherapeutische Gewebeproben
werden bereits routinemaflig im Behandlungsverlauf einer Patientin entnommen,
sodass vor allem die einfachere Umsetzbarkeit ein Grund fir die Vielzahl an Studien,
die diese vergleichen, ist. Andererseits kann nach Abschluss der Chemotherapie das
umfassende Bild der Verdnderungen in der Tumorbiologie besser erfasst werden.
Dennoch konnte auch der Verlauf der Veranderungen wéhrend der Chemotherapie
einen zusatzlichen Wissenszuwachs bringen, da die dynamischen Veranderungen

unter der Therapie hier besser erfasst werden kdénnen.

5.8.1. Intermediére Biopsien zu Forschungszwecken

Chuah et al. hat die Expression von COX-2, ein Enzym, welches an der
Tumorgenese und Angiogenese beteiligt ist, in seriellen Biopsien zu vier
verschiedenen Zeitpunkten wahrend neoadjuvanter Chemotherapie untersucht und
gezeigt, dass viele Tumoren durch Chemotherapie keine COX-2-Expression mehr
aufweisen. Diese Veranderung der COX-2-Expression war signifikant mit dem
klinischen Therapieansprechen assoziiert. Zudem konnte Chuah et al. beobachten,
dass diese Veranderung der Expression vor allem zwischen dem dritten und letzten
Zyklus aufgetreten ist, eine Information, die nur durch Biopsien zu verschiedenen
Zeitpunkten wahrend der Chemotherapie gewonnen werden kann und so
maoglicherweise helfen konnte, die optimale Léange der Chemotherapie zu eruieren
[146].

Intermediare Gewebeproben konnten zudem eine gute Mdoglichkeit sein, zu
untersuchen, wie sich die Genexpression im Tumor durch Chemotherapie verandert.
Eine Studie untersuchte dies an seriellen Biopsien und konnte bereits nach dem
ersten Zyklus Veranderungen in der Expression von Genen des Immunsystems und
der Zellteilung feststellen. Eine verringerte Expression von Zellzyklusinhibitoren und
eine erhohte Expression von proliferativen Genen war mit einem schlechteren
Uberleben assoziiert. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass eine erhohte

Expression von Interferonen die Rezidivrate ansteigen lasst [147].
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5.9. Evaluation des frihen Ansprechens wé&hrend neoadjuvanter
Chemotherapie

In dieser Arbeit korrelierte der intermedidre Nachweis von invasiven Tumorzellen
stark mit einer Resterkrankung nach Abschluss der Chemotherapie. Intermediare
Biopsien konnten also behilflich sein, Patienten, deren Tumor nicht auf die
Chemotherapie anspricht, zu identifizieren. Die Hypothese, dass diese Patienten von
einer Umstellung des Chemotherapieregime profitieren, wurde in Studien bereits
untersucht.

In der GeparTrio-Studie bekamen Patienten, die nach zwei Zyklen Docetaxel,
Doxorubicin und Cyclophosphamid (TAC) kein klinisches oder sonographisches
Ansprechen zeigten, entweder weitere vier Zyklen TAC oder vier Zyklen Vinorelbin
und Capecitabin (NX). Die Studie wurde unter der Annahme konzipiert, dass es sich
bei NX um ein nichtkreuzresistentes Regime handle. Es konnte kein verbessertes
pathologisches Ansprechen bei Wechsel auf ein nichtkreuzresistentes Regime
festgestellt werden, die pCR-Rate war 5,3% in der TAC-Gruppe und 6% in der NX-
Gruppe [156]. Das krankheitsfreie Uberleben war in der NX-Gruppe jedoch signifikant
langer (HR=0.6; 95%-KI: 0.43-0.82, p=0.001), das Gesamtuberleben wiederum nicht
(HR=0.85; 95%-KI: 0.57-1.27, p=0.4) [157]. Eine andere Studie, die sich die frihe
Evaluation des Therapieansprechens zu nutze gemacht hat, war die Aberdeen-
Studie. In der Studie wurde nach vier Zyklen Cyclophosphamid, Doxorubicin,
Vincristin und Prednisolon (CVAP) das klinische Therapieansprechen evaluiert. Alle
Patienten, die nicht auf die Chemotherapie angesprochen hatten, erhielten vier
Zyklen Docetaxel. Die Patienten, die auf die Chemotherapie ansprachen, wurden
randomisiert, entweder weitere vier Zyklen CVAP oder ebenfalls vier Zyklen
Docetaxel zu erhalten. In der Studie konnte gezeigt werden, dass die Gruppe, die
Docetaxel erhielt, ein verlangertes Uberleben zeigte (p=0,05) [158]. Die pCR-Rate in
der Gruppe der Nicht-Ansprecher blieb jedoch trotz Wechsel des
Chemotherapieregime niedrig. Die pCR-Rate bei den Nicht-Ansprechern lag bei 2%
gegenuber 31% bei Ansprechern, die zusatzlich Docetaxel erhielten, und 15% bei
den Ansprechern, die weitere vier Zyklen CVAP erhielten [158]. Die Uberlebensdate
sollten jedoch vorsichtig betrachtet werden, da es sich um eine relativ kleine
Studienkohorte handelte. Auch war die Studie nicht konzipiert, einen
Uberlebensvorteil durch den Wechsel eines Chemotherapieregime bei Nicht-

Ansprechern zu untersuchen, da es keine Kontroll-Gruppe bei den Nicht-
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Ansprechern gab. In der GeparTrio-Studie konnte eine Verbesserung des
krankheitsfreien Uberlebens bei Modifikation der Therapie beobachtet werden, das
Gesamtiiberleben und das pathologische Ansprechen zeigten sich jedoch nicht
signifikant verbessert [156]. In der Aberdeen Studie konnte gezeigt werden, dass ein
Gabe von Taxanen bei Therapieansprechen einen deutlichen Vorteil hat [158]. Eine
taxanhaltige Chemotherapie gehért heutzutage zum Therapiestandard. Bei Nicht-
Ansprechern war die pCR-Rate auch bei Therapieumstellung gering [158]. Obwohl
die Modifikation der Therapie einen Nutzen zeigte, sind weitere Studien notwendig
um den Vorteil einer Evaluation des frihen Ansprechens und anschlieRenden

Therapieumstellung zu untersuchen.

5.10. Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass es sinnvoll sein kann, das
Ansprechen auch in intermediaren Biopsien zu untersuchen. Das Chemotherapie-
Regime konnte bei Patientinnen, die in der intermedidren Biopsie ein schlechtes
Ansprechen zeigen, angepasst werden, und die Prognose der Patientinnen kdnnte

so verbessert werden.
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