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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom stellt sowohl in Deutschland als auch weltweit die haufigste maligne
Erkrankung der Frau dar. Insgesamt sind jahrlich 2,1 Millionen Frauen betroffen (World
Health Organisation, 2018). GemaR den letzten veroffentlichten Krebsregisterdaten des
Robert Koch-Instituts aus 2016 wurden in Deutschland 68.950 Neuerkrankungen
verzeichnet mit einer altersstandardisierten Inzidenzrate von 112,2/100.000 Personen. So
betragt das Risiko einer Frau innerhalb ihres Lebens zu einem Zeitpunkt an Brustkrebs zu
erkranken 12,2 %. Mit einer Mortalitatsrate von 23,4/100.000 Personen ist das
Mammakarzinom ebenfalls die haufigste Krebs-bedingte Todesursache von Frauen in

Deutschland (Robert Koch-Institut, 2019).

1.2 Prognostische Faktoren

Ein prognostischer Faktor ermoglicht eine Aussage Uber den natirlichen Verlauf einer
Erkrankung. Ein zu einem bestimmten Zeitpunkt erhobener Parameter korreliert mit dem
weiteren Uberleben, falls keine weitere Therapie erfolgt. Hiervon abzugrenzen sind
pradiktive Faktoren, die eine Aussage zum Ansprechen auf eine bestimmte Therapie
ermoglichen (Cianfrocca und Goldstein, 2004). Prognostisch flir das Mammakarzinom ist
zunachst die Grofle des Primartumors, dessen signifikanter prognostischer Wert in einer
groflen Analyse des Nationalen Krebs Instituts der USA (NCI, National Cancer Institute)
anhand ihrer Datenbank ,Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER)“ aus dem Jahr
2005 mit Gber 72.000 eingeschlossenen Patientinnen dargelegt werden konnte (Rosenberg
et al., 2005). Weiterhin konnte bereits in einer 1989 publizierten Analyse der SEER mit tGber
24.000 Patientinnen bei Vorliegen eines Lymphknotenbefalls ein signifikanter

prognostischer Wert nachgewiesen werden, der sich sowohl additiv zur TumorgréRe als
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auch unabhangig hiervon belegen lasst (Carter et al., 1989). Zusammengefasst werden
diese Prognosefaktoren in der TNM-Klassifikation, die die anatomische Ausbreitung des
Karzinoms beschreibt und so eine Beurteilung des Tumorstadiums erlaubt (Amin et al.,
2017; Wittekind et al.,, 2004). Eine Differenzierung des histologischen Typus eines
Mammakarzinoms erfolgt gemaR aktueller WHO-Klassifikation nach dem Anteil der
vorliegenden speziellen Differenzierung (Lakhani et al., 2012). Abgesehen von dem am
haufigsten vorliegenden nicht-speziellen Typ (NST, no special type) gehen einige
histologische Typen mit einer glinstigeren Prognose einher, wobei jedoch die Abgrenzung
eines ,,reinen” Typs mit > 90 % spezieller Komponente von ,gemischten” Typen mit < 90 %
spezieller Komponente entscheidend ist (Allemani et al., 2004; Lebeau et al.,, 2014;
Northridge et al., 1997). Die Bewertung des histologischen Gradings erfolgt nach Elston und
Ellis unter Bericksichtigung der tubuldaren Formation, nuklearer Pleomorphismen sowie
Anzahl der Mitosen und ermoglicht die Einteilung in gut (G1), maRig (G2) und schlecht
differenzierte (G3) Karzinome (Elston und Ellis, 1991). Diese Einteilung konnte als
signifikanter Prognoseparameter in vielen Analysen bestatigt werden (Frkovic-Grazio und
Bracko, 2002; Rakha et al., 2008). Eine schwedische Studie mit (iber 22.000 Patientinnen
konnte weiterhin das Alter bei Erstdiagnose als signifikanten unabhangigen
Prognoseparameter nachweisen, der Effekt zeigte sich flr Frauen < 35 Jahren besonders
deutlich (Fredholm et al., 2009). Seit dem Einsatz der Chemotherapie praoperativ in der
sogenannten neoadjuvanten Situation hat sich das Ansprechen auf die neoadjuvante
Chemotherapie als Prognosefaktor etabliert (Bonadonna et al., 1998; Kaufmann et al.,
2006; Sataloff et al., 1995). Ein vollstandiges Verschwinden des Tumors unter
Chemotherapie wird als pathologische Komplettremission (pCR, pathologic complete
remission) benannt und konnte als signifikanter Uberlebensvorteil in einer systematischen

Review mit insgesamt 11.955 Patienten bestatigt werden (Cortazar et al., 2014).

Die oben genannten Aspekte stellen somit etablierte Prognosefaktoren dar, deren
Anwendung auch im klinischen Alltag durch die Arbeitsgemeinschaft Gynakologische
Onkologie e.V. (AGO) empfohlen werden. Aufgrund der starken Evidenz wird die
Bestimmung der Prognosefaktoren mit einem Doppel-Plus (,++“) bewertet, das heiRt die
Erhebung ist also ,eindeutig empfehlenswert” (s. Tabelle 1). Die Kommission Mamma der

AGO sichtet systematisch aktuelle Studienergebnisse zur Diagnostik und Therapie des
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Mammakarzinoms, die wissenschaftliche Evidenz der Ergebnisse wird gemall Oxford
Kriterien (www.cebm.net) bewertet und als jahrlich aktualisierte Empfehlungen

veroffentlicht.

Tabelle 1: Prognosefaktoren des primédren Mammakarzinoms, modifiziert nach Liedtke und Thill (Liedtke und
Thill, 2016).

Faktor Oxford AGO
LoE Ox2001 GR
TumorgrolRe la A ++
Lymphknotenstatus 1la A ++
Vorliegen von Fernmetastasen 1a B ++
Histologischer Typ 2b B ++
Grading (nach Elston und Ellis) 2a B ++
Alter 2a B ++
pCR nach neoadjuvanter Chemotherapie 1a A ++

PCR pathologische Komplettremission, LoE Ox2001 Oxford Levels of Evidence, 1a systematische Review
randomisiert-kontrollierter Studien, 2a systematische Review von Kohortenstudien, 2b individuelle
Kohortenstudien, GR Oxford Grades of Recommendation, A konsistente Level 1 Studien, B konsistente
Level 2 oder 3 Studien oder Extrapolation von Level 1 Studien, AGO Arbeitsgemeinschaft Gynakologische
Onkologie, ++ eindeutig empfehlenswert.

1.3 Pradiktive Faktoren und Bedeutung des tripel-negativen Subtyps

Im Gegensatz zu prognostischen Faktoren, die eine Auskunft (iber den natirlichen Verlauf
einer Erkrankung zulassen, erlauben pradiktive Parameter Aussagen tber das Ansprechen
auf eine bestimmte Therapie (Cianfrocca und Goldstein, 2004). Fiir das Mammakarzinom
sind hier der Nachweis des Ostrogen- (ER, estrogen receptor) und Progesteronrezeptors
(PR, progesterone receptor) zu nennen, die in den 1960er Jahren identifiziert und im
weiteren Verlauf zur Etablierung der antihormonellen Therapie gefiihrt haben (McGuire et
al., 1977). Der Nachweis von ER oder PR ist pradiktiv fir das Ansprechen auf eine
antihormonelle Therapie. So konnte in einer groRen Metaanalyse der ,Early Breast Cancer

Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG)“ basierend auf 20 Studien mit insgesamt liber

9
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21.000 Patientinnen ein signifikanter Uberlebensvorteil bei Therapie mit dem selektivem
Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen bei ER-positiven Karzinomen nachgewiesen
werden (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG), 2011). 1987 gelang
der Nachweis des sogenannten Her2/neu-Gens, welches beim Mammakarzinom einen
Wachstumsfaktorrezeptor kodiert und bei Amplifikation mit einem signifikant
schlechterem Gesamtlberleben und kirzerem Rezidivintervall vergesellschaftet ist
(Slamon et al., 1987). Zur Jahrtausendwende wurde der monoklonale Antikérper
Trastuzumab, der gegen den humanen epidermalen Wachstumsrezeptors 2 (HER2, human
epidermal growth factor receptor 2) gerichtet ist, zunachst in metastasierter und seit 2006
in adjuvanter Situation zur Therapie des HER2-positiven Mammakarzinoms zugelassen. Es
folgte die Entwicklung weiterer Wirkstoffe gegen verschiedene Doméanen des HER2-
Rezeptors. In einer kombinierten Analyse des Nationalen Krebs Instituts der USA unter
Einschluss von (ber 4000 Patienten mit HER2-positivem Mammakarzinom mit einer
medianen Nachbeobachtungszeit von 8,4 Jahren zeigt sich ein signifikanter
Uberlebensvorteil von 37 % bei zusétzlicher Gabe von Trastuzumab im Gegensatz zur
alleinigen Standardtherapie (Perez et al., 2014). So ist HER2-Positivitat pradiktiv fur das

Ansprechen auf eine zielgerichtete Anti-HER2-Therapie.

Fehlen diese drei Rezeptoren (ER, PR und Her2) liegt der sogenannte tripel-negative Subtyp
vor, flir den bislang definitionsgemaR keine zielgerichtete Systemtherapie existiert und
dementsprechend keine pradiktiven Parameter vorliegen. Histopathologisch ist das tripel-
negative Mammakarzinom (TNBC, triple negative breast cancer) definiert durch den
fehlenden Nachweis von ER und PR, sowie fehlender Uberexpression bzw. Amplifikation
von HER2. Der Nachweis von ER und PR erfolgt immunhistochemisch mittels
Immunreaktivitatscore (IRS) (Allred et al., 1998; Remmele und Stegner, 1987). Nach
Empfehlung der Amerikanischen Gesellschaft fiir Klinische Onkologie und des College der
Amerikanischen Pathologen liegt bei > 1 % positiver Tumorzellen ein Hormonrezeptor (HR)
positives Karzinom vor, vor 2010 lag der Grenzwert noch bei > 10 % (Hammond et al.,
2010). Die Bewertung der HER2-Positivitat erfolgt ebenfalls immunhistochemisch bei
Nachweis von starker, zirkuldrer Farbung von > 10 % der invasiven Zellen oder falls eine
schwache Farbung von > 10 % der Zellen vorliegt ergdnzend mittels in-situ-Hybridisierung

zum Amplifikationsnachweis des Her2-Gens (Wolff et al., 2018). So stellt das tripel-negative

10
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Mammakarzinom eine Ausschlussdiagnose dar und bildet dementsprechend eine

heterogene Gruppe von Mammakarzinomen.

Anfang des Jahrhunderts wurden in einer wegweisenden Analyse von Perou und Sorlie
78 Mammakarzinome nach Genexpressionsmustern mittels cONA Microarrays untersucht
und molekulare Subtypen identifiziert, die signifikant mit prognostischen Berechnungen
des Gesamtiiberlebens korrelieren (Perou et al., 2000; Sgrlie et al., 2001). Nachfolgend
wurden in weiteren Studien anhand von genetischen Expressionsmustern und copy
number aberrations weitere molekulare Subtypen beschrieben (Curtis et al.; Parker et al.,
2009; Prat und Perou, 2011). Das Mammakarzinom stellt also keine einheitliche Erkrankung
mit unterschiedlichen morphologischen Aspekten dar, sondern eine heterogene Gruppe
von molekular definierten Neoplasien (Sotiriou und Pusztai, 2009). Klinisch relevant sind

aktuell zumindest 4 molekulare Subtypen zu unterschieden:

1. Luminal A (LumA) mit Nachweis der ER-Gene und hohem Differenzierungsgrad,

sowie Expression von sogenannten luminalen Cytokeratinen.

2. Luminal B (LumB), ER-positiv mit jedoch meist geringer Hormorezeptor-Expression

und Differenzierung, sowie Nachweis der luminalen Cytokeratine.

3. HER2-artige (HER2) mit Amplifikation und hoher Expression der Her2-Gene und

weiterer Wachstumsfaktoren.

4. Basal-like Breast Cancer (BLBC) mit fehlender Expression der ER, PR und Her2-Gene

sowie vermehrter Expression von sogenannten basalen Cytokeratinen wie CK 5/6.

Anhand immunhistochemischer Untersuchungen von ER, PR, HER2, Grading und
Proliferationsindex (Ki67), die Teil der Routinediagnostik darstellen, lassen sich diese
sogenannten ,intrinsischen” Subtypen unterscheiden und bilden die Grundlage fiir die
klinische Entscheidungsfindung. Jedoch muss betont werden, dass eine gewisse
Diskordanz zwischen klinischer und molekularer Einteilung besteht. So wiesen Prat et al.
in einer Analyse anhand der PAM50-Gen-Panel-Testung (PAM50, Prediction Analysis of
Microarray) bei 21,4 % der untersuchten tripel-negativen-Fille kein Basal-like Breast
Cancer und in 31,5 % der Basal-like-Falle kein tripel-negatives Mammakarzinom nach (Prat
et al., 2013). Trotzdem wird die Bezeichnung ,tripel-negativ” als weitestgehend synonym

zu ,Basal-like” genutzt, da einerseits eine molekulare Typisierung aktuell nicht Teil der

11
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klinischen Routine darstellt und andererseits keine immunhistochemisch eindeutige
Definition des Basal-like Breast Cancer existiert (Rakha et al., 2007). Zuséatzlich bleibt die
Bezeichnung ,tripel-negativ” klinisch hoch relevant, da sich hier das Fehlen der pradiktiven
Parameter ER, PR und HER2 manifestiert und die Patienten daher bislang nicht von einer

zielgerichteten Therapie profitieren kénnen.

Der tripel-negative Subtyp liegt in 11-20 % der Mammakarzinome vor (Carey et al., 2010;
Gluz et al., 2009; Rakha und Ellis, 2009). Die Gruppe der tripel-negativen Mammakarzinome
ist durch ein aggressives biologisches Verhalten gekennzeichnet, es liegt meist ein niedriger
Differenzierungsgrad und hohe mitotische Aktivitat vor (Denkert et al., 2013; Livasy et al.,
2006). Sie zeigen im Gegensatz zu rezeptorpositiven Karzinomen eine friihere
Metastasierung, diese tritt insbesondere zerebral und im Allgemeinen haufiger viszeral als
knochern auf (Heitz et al., 2009; Minn et al., 2005; Rodriguez-Pinilla et al., 2006). Innerhalb
von 3 Jahren nach Erstdiagnose zeigen die tripel-negativen Mammakarzinome deutlich
hohere Rezidivraten als Rezeptor-positive Subtypen (Dent et al., 2007). Auch die Mortalitat
der tripel-negativen Mammakarzinome zeigt sich im Vergleich zu HR-positiven/HER2-
negativen Karzinomen speziell in den ersten 2 Jahren nach Erstdiagnose stark erhéht (Lin
etal., 2012; Tischkowitz et al., 2007). Ferner weisen insbesondere jlingere Patientinnen mit
tripel-negativem Mammakarzinom eine schlechtere Prognose auf, obwohl sie meist eine

aggressivere Chemotherapie erhalten (Fredholm et al., 2009; Liedtke et al., 2013).

1.4 Therapeutische Uberlegungen

Fiir Patienten mit tripel-negativem Mammakarzinom hat das Erreichen einer pCR nach
neoadjuvanter Chemotherapie eine eindeutig positive prognostische Bedeutung. Symmans
et al. haben anhand von verschiedenen Mammakarzinom-Kohorten einen Score zur
Bewertung der residualen Tumorlast (RCB, Residual Cancer Burden) nach neoadjuvanter
Chemotherapie etabliert und 3 Risikogruppen (RCB-I bis -lll) mit signifikant
unterschiedlichen prognostischen Werten stratifiziert (Symmans et al., 2007, 2017). So
ergibt sich hier fiir den tripel-negativen-Anteil (n=219) ein 5-Jahres-rezidivfreies Uberleben

von 94 % bei Erreichen der pCR im Gegensatz zu 26 % bei ausgedehntem Residualtumor

12
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(RCB-III), sowie insgesamt ein deutlich schlechteres Gesamtiiberleben fiir Patienten mit
RCB-III. Hier liegt anscheinend eine reduzierte Chemosensitivitdt der Tumorzellen vor, die
eine effektive Therapie ohne zielgerichtete Substanzen erschwert (Carey et al., 2007;
Cortazar et al., 2014; Liedtke et al., 2008). Lehmann et al. haben an insgesamt 587 tripel-
negativen Fallen aus 21 Mammakarzinom-Datensatzen mittels Genexpressionsanalysen 6
Subtypen identifizieren kdnnen, die signifikante Unterschiede des rezidivfreien Uberlebens
aufweisen (Lehmann et al.,, 2011). Die Subtypen Basal-like1l und 2 sind durch
Genexpressionen von Komponenten und Signalwegen des Zellzyklus und der Zellteilung
gekennzeichnet, sowie Genen von Proliferation und DNA-Reparaturmechanismen.
Dementsprechend profitieren diese Patienten von Therapien mit Mitosehemmstoffen, was
sich in hoheren pCR-Raten nach taxanhaltiger Chemotherapie bei Basal-like 1 oder 2 im
Gegensatz zu anderen tripel-negativen-Subtypen widerspiegelt (Juul et al., 2010). BRCA-
mutierte Tumoren zeigen meist einen basalen Phanotyp und bei nicht-BRCA-mutierten
Basal-like 1 oder 2 Tumoren weisen die Autoren eine mehr als 2 fache Anzahl
chromosomaler Aberrationen nach, sodass die genetische Instabilitdt ein Merkmal der
basalen Subtypen darzustellen scheint (Adélaide et al., 2007; Stefansson et al., 2009). Der
luminale Androgen-Rezeptor Subtyp zeigt eine Anreicherung der Gene hormonell-
regulierter Signalwege beispielsweise der Steroid-Synthese oder des
Ostrogen/Progesteron-Stoffwechsels bei Negativitit der ER-Gene. Sie zeigen vermehrte
MRNA des Androgen-Rezeptors (AR) sowie ein immunhistochemisch erhohten Nachweis
des AR. In einer Phase-llI-Studie konnte ein klinisches Ansprechen des AR-Inhibitors
Enzalutamid bei immunhistochemisch AR-positiven fortgeschrittenen tripel-negativen
Mammakarzinomen nachgewiesen werden (Traina et al., 2018). Der mesenchymale Subtyp
zeigt Genexpressionen von Signalwegen der Zellmotilitdt und —differenzierung. Ahnliches
lasst sich fur den mesenchymal stem-like Subtyp nachweisen, wobei hier zusétzlich
vermehrt Merkmale des growth factor Signalweges sowie Gene der Angiogenese
exprimiert werden. Verminderte Expression von Genen der Proliferation und eine
vermehrte Expression von Stammzellgenen ist hier charakteristisch und namensgebend. Es
besteht eine Ahnlichkeit zum metaplastischen Mammakarzinom, welches durch
Chemoresistenz und Aspekte von Sarkomen gekennzeichnet ist (Gibson et al., 2005). Der
immunmodulatorische Subtyp hingegen ist durch Genexpressionsmuster von

Immunsignalwegen gekennzeichnet einschlieBlich T- und B-Zell-Rezeptor. Parallel zu dieser
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Subtypisierung haben Rody et al. in einer weiteren groBen Analyse Genexpressionen von
insgesamt 655 Fallen mit tripel-negativem Mammakarzinom untersucht (Rody et al., 2011).
Anhand der Expressionsmuster aus 28 Datensatzen wurden hochgradig co-exprimierte
Gene zu Metagenen zusammengefasst. Die 16 identifizierten Gencluster beinhalten unter
anderem einen Basal-like-Phanotyp, eine apokrine/Androgen Rezeptor- (AR),
Proliferations-, stromale, Claudin-, eine inflammatorische und eine Angiogenese-Signatur
sowie funf verschiedene Immunzell-Signaturen. Insgesamt konnte hier ein prognostischer
Vorteil bei Expression der Immunzell-Metagene sowie ein Nachteil bei hoher Expression
der inflammatorischen und Angiogenese-Signatur nachgewiesen werden. Prognostisch
glinstig und statistisch signifikant zeigte sich nach multivariater Coxregression der Quotient
aus hoher B-Zell- und niedriger IL-8-Metagenexpression, unabhangig von TumorgroRe,
Lymphknotenstatus, Grading und Alter. Weiterhin wurden prognostisch signifikante
Unterschiede bei Analyse von Genexpressionsmustern des Tumor umgebenden Stromas
festgestellt (Finak et al., 2008). Es zeigte sich ein Uberlebensvorteil bei Expression der
T-Helfer-1-Immunantwort, sowie ein schlechteres Uberleben bei Expression von
Komponenten der hypoxischen, angiogenetischen und Tumor-assoziierten Makrophagen-
Antwort. So verschiebt sich der Fokus auf die Interaktion an der Tumor-Stroma-Grenzflache

und den Einfluss des Immunsystems auf die Effektivitat der Tumorabwehr.

Vereinfacht dargestellt werden im Rahmen der adaptiven Immunantwort T-Lymphozyten
mittels T-Zellrezeptor spezifisch durch Antigen-prasentierende Zellen beispielsweise
dendritische Zellen, Makrophagen und ihre Vorstufen Monozyten aktiviert (Murphy und
Weaver, 2017). Hier lassen sich anhand von definierten Oberflaichenmerkmalen (CD,
Cluster of differentiation) unter anderem CD 4- und CD 8-positive T-Lymphozyten
unterscheiden, die nach Aktivierung jeweils spezifische Funktionen austiben. CD 8+
Lymphozyten kdnnen infizierte Zielzellen direkt zerstéren und werden auch zytotoxische
T-Zellen genannt. CD 4+ Lymphozyten sind sogenannte T-Helferzellen, die durch
Ausschittung von Zytokinen unter anderem sogenannte natlrliche Killerzellen und
B-Lymphozyten anlocken und aktivieren. Nach Aktivierung sezernieren B-Lymphozyten
einerseits spezifische Antikorper und ermoglichen andererseits als Plasmazellen ein

langanhaltendes immunologisches Gedéachtnis.
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Bereits 1992 konnte eine finnische Studie mit einem Follow-up von Uber 10 Jahren einen
pradiktiven Wert eines lymphozytaren Infiltrats bei hoch-proliferativen Tumoren
nachweisen (Aaltomaa et al.,, 1992). Bei Nachweis von Tumor-infiltrierenden
T-Lymphozyten (TILs) konnten Denkert et al. eine signifikante Pradiktion fur das
Tumoransprechens auf eine neoadjuvante Chemotherapie belegen (Denkert et al., 2010).
Fir die Subgruppe der tripel-negativen Mammakarzinome konnten Mahmoud et al. sowie
Liu et al. bei Nachweis von CD 8+ TILs ein signifikant besseres Brustkrebs-spezifisches
Uberleben aufzeigen (Liu et al., 2012; Mahmoud et al., 2011). Pro 10 prozentiger Zunahme
eines lymphozytaren Infiltrates konnten Loi et al. fir tripel-negative Mammakarzinome ein
signifikant besseres rezidivfreies und Gesamtiiberleben nach adjuvanter Chemotherapie
nachweisen (Loi et al., 2019). Interessanterweise wurden neben TILs auch Keimzentren
angrenzend an das Tumorgewebe gefunden (Adams et al., 2014). Typischerweise liegen
Keimzentren im Inneren von Lymphknoten und sind Ort der Reifung und Selektion von
B-Lymphozyten. In unmittelbarer Umgebung eines Tumors bedeuten diese sogenannten
tertidaren lymphoiden Strukturen (TLS) eine Organisation des Immunsystems mit potentiell
Tumor-spezifischer Immunantwort sowie moglicherweise Ausbildung von Tumor-
spezifischen Gedachtniszellen (Salgado et al.,, 2015). Gu-Trantien et al konnten einen
gleichartigen Aufbau der Keimzentren in Lymphknoten und tertidren lymphoiden
Strukturen beim Mammakarzinom nachweisen, sowie ebenfalls ein haufigeres Auftreten
von tertidren lymphoiden Strukturen bei ausgepragter Immuninfiltration des Tumors (Gu-

Trantien et al., 2013).

Einen physiologischen Kontrollmechanismus der T-Zell vermittelten Immunantwort bildet
die Programmed Death (PD)-Achse (Ishida et al., 1992; Nishimura et al., 1999). Eine
Aktivierung der T-Zelle induziert neben der Abwehrfunktion auch die Expression des PD-1-
Rezeptors (Keir et al., 2008). Mittels PD-1 wird der T-Zellrezeptor-vermittelte Signalweg
antagonisiert und die Immunaktivitdit der T-Zelle beendet (Boussiotis, 2016). Die
Aktivierung erfolgt mittels Programmed Death Ligand-1 (PD-L1), der auf der Oberflache der
Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert wird, eine vermehrte PD-L1-Expression wird
durch das inflammatorische Zytokin Interferon-y (IFNy) hervorgerufen (Freeman et al.,
2000). So soll einer andauernden T-Zell-vermittelten Inflammationsreaktion

entgegengewirkt und Autoimmunitat verhindert werden (Ostrand-Rosenberg et al., 2014).
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Interessanterweise ist die PD-Achse ebenfalls fiir das immunologische Privileg der Plazenta
verantwortlich und nimmt eine Schlisselrolle im Rahmen der feto-maternalen Toleranz in
der Schwangerschaft ein (Okazaki und Honjo, 2007). Dong et al konnten PD-L1 auf
Tumorzellen des Bronchial-, Ovarial- und Kolonkarzinoms nachweisen und demonstrierten
im Mausmodell eine PD-vermittelte negative Regulation der T-Zellen im Mikromilieu der
Tumoren (Dong et al., 2002). Die Nutzung von Immunsignalwegen durch Tumorzellen lasst
sich anhand des Konzepts des Immunoeditings nachvollziehen, welches durch die US-
amerikanische Arbeitsgruppe um Schneider definiert wurde (Dunn et al., 2002; Schreiber
et al.,, 2011; Shankaran et al., 2001). Immunoediting beschreibt die Fahigkeit des
Immunsystems Tumorzellen beispielsweise anhand von Antigenen zu erkennen und zu
zerstoren, wobei diese Reaktion gleichzeitig jedoch zu einem Selektionsdruck auf die
Tumorzellen fihrt. So bleiben nicht identifizierte Tumorzellen erhalten und die
Immunogenitat des Tumors geht im Verlauf verloren. Schematisch vollzieht sich dieser
Prozess in 3 Stadien: in der Phase der Elimination konnen transformierte Zellen nach
Versagen der zellularen intrinsischen Tumorsuppression durch die Immunabwehr
identifiziert und zerstort werden, die Tumorbildung wird verhindert. Werden im Verlauf
einzelne Tumorzellen nicht abgeraumt befinden sie sich im Equilibrium. In dieser Phase
findet keine vollstandige Tumorsuppression mehr statt, die Zellen bleiben allerdings
klinisch inapparent. In der Folge kénnen sie aufgrund der Selektion des Immunoeditings
oder bei Versagen der Immunmechanismen der Kontrolle entkommen (Escape) und zur
manifesten Tumorerkrankung fiihren. Das Mikromilieu des Tumors ist ein weiterer
wichtiger Faktor sowohl in Bezug auf die Escape-Phase, als auch fur Tumorabwehr
und -progression. Eine effektive wenn auch haufig abgeschwachte Antitumoraktivitat des
Tumormikromilieus kann bei Beteiligung von CD 4+ T-Helfer 1- und CD 8+ T-Zellen sowie
reifen dendritischen Zellen, natiirlichen Killerzellen und M1-Makrophagen nachgewiesen
werden, andererseits scheinen CD 4+ regulatorische T-Zellen (Tregs), unreife dendritische
Zellen und M2-Makrophagen die Tumorimmunitdt zu unterdriicken und sogar eine
Tumorprogression zu fordern (Gobert et al., 2009; Ruffell et al., 2010; Zamarron und Chen,
2011). Die Charakterisierung der Interaktionen zwischen Immunsystem und
Tumormikromilieu bilden einen Schwerpunkt der aktuellen onkologischen Wissenschaft.
Eine medikamenttése Unterbrechung der Signalwege der negativen Regulierung des

Immunsystems lasst auf eine effektive Tumorabwehr hoffen. So steht die Entwicklung und

16



Einleitung und Fragestellung M. Pervan

Anwendung dieser sogenannten Immuncheckpoint-Inhibitoren im Zentrum zahlreicher

klinischer Studien.

1.5 Fragestellung

Die ersten Studien zur PD-L1-Inhibition bei verschiedenen Tumorentitaten konnten keine
signifikante Vorhersage bezliglich des Therapieansprechens anhand einer PD-L1-
Expression der Tumorzellen treffen (Herbst et al., 2014). Fiir die palliative Behandlung von
Patienten mit metastasiertem Melanom erfolgte im Jahr 2011 die erste Zulassung eines
Immuncheckpoint-Inhibitors durch die US-amerikanische Arzneimittelbehérde, da hier ein
signifikant verbessertes Gesamtiiberleben nachgewiesen werden konnte (Hodi et al.,
2010). In Europa aktuell zugelassene Immuncheckpoint-Inhibitoren der PD-Achse sind
Pembrolizumab (anti-PD-L1), Nivolumab (anti-PD-1) und Atezolizumab (anti-PD-L1) zur
Therapie bei fortgeschrittenem Melanom, nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom, Hodgkin-
Lymphom, Urothelkarzinom und Kopf-Hals-Tumoren, wobei fir eine Therapie mit
Pembrolizumab in einigen Indikationen ein Nachweis erhéhter PD-L1-Expression erfolgt
sein muss (European Medicines Agency, 2019a, 2019b, 2019c). Im Herbst des letzten Jahres
erfolgte ebenfalls in Europa die Zulassung von Atezolizumab in Kombination mit einer
Chemotherapie bei nicht-vortherapiertem, metastasiertem  tripel-negativem
Mammakarzinom, die eine definierte PD-L1-Expression aufweisen (F.Hoffmann-La Roche

Ltd, 2019).

In der vorliegenden Arbeit wurden Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TILs) und die
Expression von PD-1 sowie PD-L1 an Gewebsstanzen der Tumorgrenzflache von primaren
tripel-negativen Mammakarzinomen untersucht, mit klinisch-pathologischen Parametern
korreliert und ihre Beziehung zu Uberlebensdaten gepriift. Folgende Fragen wurden bei

der Auswertung der Daten bericksichtigt:

o Wie groll ist der Anteil der tripel-negativen Mammakarzinome, die eine

immunhistochemische PD-1- und PD-L1-Expression aufweisen?

e Lasst sich eine PD-1- oder PD-L1-positive Subgruppe definieren?
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e Korreliert die Expression von PD-1 oder PD-L1 mit etablierten Prognosefaktoren

oder klinisch-pathologischen Parametern?

e Lassen sich Zusammenhdnge der PD-1/ PD-L1-Expression und dem
Gesamtiiberleben oder progressionsfreien Uberleben ableiten? Lasst die PD-1-/

PD-L1-Expression eine Vorhersage beziiglich Uberlebensdaten zu?

e Ldsst sich eine unabhangige prognostische Bedeutung der PD-1- oder PD-L1-

Expression mittels multivariaten Analyse belegen?

e Wie haufig lassen sich Tumor-infiltrierenden T-Lymphozyten (TILs) beim tripel-

negativen Mammakarzinom nachweisen?

e Korreliert die TIL-Positivitat mit weiteren Prognosefaktoren oder klinisch-

pathologischen Parametern?

e Sind Zusammenhadnge zwischen positivem TIL-Status und Gesamtiberleben oder

progressionsfreien Uberleben darstellbar?

e Sind tertidre lymphoide Strukturen erkennbar? Lassen sich Zusammenhédnge mit

anderen Faktoren darstellen?
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2 Material und Methoden

2.1 Kollektiv

Das Kollektiv umfasst Patientinnen mit tripel-negativem Mammakarzinom, die zwischen
2004 und 2014 in der Frauenklinik des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein Campus
Libeck behandelt wurden. Die Untersuchung wurde vor Beginn durch die Ethikkommission
der Universitat zu Libeck genehmigt (Aktenzeichen: 14-247A). Es wurden 192 Fille tripel-
negativer Tumoren Uber die klinik-interne Tumordokumentation ODSeasy identifiziert und
nach Prifung der folgenden Einschlusskriterien konnten 74 Falle ausgewertet werden
(Abbildung 1):

e Histologisch gesichertes Mammakarzinom

e  Primarerkrankung, nicht-metastasiertes Stadium

e Weibliches Geschlecht

e Praparat im Institut fir Pathologie, Universitatsklinikum SH, Campus Libeck

e Keine praoperative Chemotherapie (keine Neoadjuvanz)

e Ostrogen-Rezeptor IRS O (,,Null“) (Remmele und Stegner, 1987)

e Progesteron-Rezeptor IRS O (,,Null“) (Remmele und Stegner, 1987)

e HER2/neu-Status 0 bzw. 1+ (,,Negativ”) immunhistochemisch oder

keine Amplifikation des Her2-Gens (,,Negativ”) in der FISH (Rischoff et al., 2009)

Das im Rahmen der Standardtherapie eingesandte Operationspraparat wurde im Institut
fur Pathologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein Campus Libeck retrospektiv
untersucht. Es wurde unbehandeltes Gewebe des Primdartumors verwendet. Um
Chemotherapie-induzierte Verdnderungen im Tumormilieu auszuschlieRen, wurden
Patientinnen in neoadjuvanter Behandlungssituation von der Studie ausgeschlossen.
Basierend auf der Tumordokumentation der  Frauenklinik  wurden im

Befundauskunftsystem Nexus der Pathologie die geeigneten Praparateblécke recherchiert.
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Primdrtumor

Préparate

Pathlogie

Histologie

192 tripel-negative
Patientinnen identifiziert

~

y

147 Mamma Primartumore

~

y

34 externe Pathologie
1 Leiomyosarkom

112 Operationspraparate
im Institut fur Pathologie

~

y

23 ER/PR-IRS >0
3 HER2 positiv
6 neoadjuvant behandelt

80 Falle tripel-negativ mit

ER-IRS O/PR-IRS O/HER2 neg.

A

y

3 nekrotisches Gewebe

1 zu wenig Gewebe -1mm
1 mikroinvasives DCIS

1 DCIS

74 Fille zur Untersuchung

Abbildung 1: Diagramm der

Fallzahlentwicklung.

ER-IRS Ostrogenrezeptorexpression, PR-IRS

Progresteronrezeptorexpression, HER2 neg. negativer humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2,

DCIS duktales in-situ Karzinom.

Die Schnittprdaparate der eingeschlossenen Fille wurden von einem Facharzt der

Pathologie lichtmikroskopisch begutachtet und das Karzinomgewebe darauf markiert

(Abbildung 2).
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Abbildung  2:  markierter Tumor-Schnitt  (links) und
korrespondierender Paraffin-Block (rechts).

Die Gewebspraparate werden Formalin-fixiert und Paraffin-eingebettet (FFPE) gelagert.
Die Formalinfixierung erfolgt gemadR internem Standard mit gepuffertem, 4%igen
Formaldehyd Uber 6 bis 48 Stunden mit darauffolgender Entwasserung in aufsteigender

Alkoholreihe und Xylol sowie abschlieRender Paraffineinbettung im Automaten.

2.2 Tissue Micro Arrays

In Mehrgewebebldcken, sogenannte Tissue Micro Arrays (TMA) kdnnen eine Vielzahl von
FFPE-Gewebeproben gleichzeitig verarbeitet und nach verschiedenen Gesichtspunkten
untersucht werden. Es werden Zylinder aus dem zu untersuchenden Gewebe gestanzt und
in einen Akzeptorblock (TMA-Block) aus Paraffin nach einem prazisen Schema

nebeneinander eingebracht (Kononen et al., 1998) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Erstellung des Tissue Micro Array-Blocks (TMA). Markierter Tumorschnitt (links),
Paraffinblock bei Entnahme der Stanze (Mitte) und TMA-Block (rechts).

Mit diesem Verfahren koénnen einerseits unter 0©6konomischem Gesichtspunkt
Laborressourcen und Antikorper eingespart werden, zudem verlauft die mikroskopische
Auswertung effizienter. Andererseits wird unter methodischem Gesichtspunkt die
Variabilitdt der Farbung verringert, da die Proben gemeinsam selben Farbeverfahren
laufen. Weiterhin bleibt der Originalblock des Tumorgewebes erhalten und steht fir

mogliche weitere Untersuchungen zur Verfligung.

Die Erstellung der TMAs erfolgte mithilfe des Manual Tissue Arrayers Quick Ray UT06
(Unitma Co., Seoul, Korea). Der Durchmesser der Stanzen betragt 2 mm, die in einem
Abstand von 1 mm im Akzeptorblock platziert werden. Dies gewahrleistet eine gute
Handhabbarkeit und minimiert die Briichigkeit der TMAs. Um der Heterogenitdt des
Mammakarzinoms gerecht zu werden wurden fiir jeden Fall 3 Stanzen entnommen (Gillett
et al., 2000). Versuche mit Tumorstanzen in aufsteigender Zahl im Vergleich zum
vollstindigen Tumorblock ergeben bei 3 Stanzen Ubereinstimmungsraten von iiber 97% fiir
das Mammakarzinom (Camp et al., 2000). Studien an anderen Tumoren kommen zu
vergleichbaren Ergebnissen, sodass im Allgemeinen die Entnahme von 2-3 Stanzen pro Fall
empfohlen werden kann (Hedvat et al., 2002; Hoos et al., 2001; Rubin et al., 2002; Simon
et al., 2004). Die Stanzen wurden aus verschiedenen Bereichen der Invasionsfront des
zuvor markierten Tumors entnommen und bilden 3 Sets von TMAs. Die oberste Reihe des
TMA-Blocks wurde asymmetrisch bestiickt, um die korrekte Orientierung bei der

Auswertung zu gewahrleisten. Hier liegen die Positivkontrollen der immunhistochemischen
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Farbungen: Gewebe von humaner Tonsille und Plazenta, sie stammen aus dem Archiv des

Instituts aus den Jahren 2015 - 2016 (Abbildung 4).

Abbildung 4: TMA-Paraffinblock und -Schnittpraparat.

Die Studie wurde unter Beriicksichtigung der Kriterien zur Erstellung und Auswertung von
TMAs sowie der ,REMARK“-Empfehlungen fiir Biomarker in der onkologischen Forschung

geplant und ausgefihrt (McShane et al., 2005; Pinder et al., 2013).

2.3 Immunhistochemische Untersuchung

Von den im TMA zusammengefassten Tumorproben wurden mithilfe eines Mikrotoms
4 um dinne Schnitte angefertigt und auf Superfrost Plus Objekttrager (Leica Biosystems,
Deutschland) aufgebracht. Diese wurden in Xylol entparaffiniert und in absteigender
Alkoholreihe rehydriert. Die Vorbehandlung zur Demaskierung der Antigene und die
optimale Verdlinnung der Primarantikorper wurden zuvor Antikorper-spezifisch
ausgetestet. Die Farbung der TMA-Schnitte erfolgte sodann im Farbeautomaten BOND-
MAX (Leica Biosystems, Deutschland) unter Verwendung der Hitze-induzierten Epitop-
Rickgewinnung in EDTA-Puffer (pH9,0) (Tabelle 2). AbschlieBend erfolgte die
Gegenfarbung mit Hamatoxylin-Eosin, Dehydrierung der Schnitte in aufsteigender

Alkoholreihe und Xylol, sowie die Deckelung im Automaten.
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Tabelle 2: Liste der verwendeten Antikérper und Férbeverfahren

Antikorper Klon Verdiinnung / Bestellnr. Hersteller
Vorbehandlung

PD-L1 E1L3N 1:50 / EDTA 13684S Cell Signaling
Technology, USA

PD-1 MRQ-22 1:100 / EDTA 315M-95 Cell Marque, USA

PD-L1 Programmed Death Ligand-1, PD-1 Programmed Death-1, EDTA Ethylendiamintetraacetat.

Ein monoklonaler IgG-Antikérper vom Hasen der Firma Cell Signaling wurde zum Nachweis
von PD-L1 verwendet. Eine membranare Anfarbung der Tumorzellen wird erwartet. Zur
Farbekontrolle wurde humanes Plazentagewebe mitgefihrt, hier wird PD-L1 zur Erhaltung
der feto-maternalen Toleranz exprimiert (Okazaki und Honjo, 2007). Zum Nachweis von
PD-1 diente ein monoklonaler Maus-Antikorper der Klasse IgG1 der Firma Cell Marque. Eine
zytoplasmatische Reaktion der Lymphozyten wird erwartet. Als Kontrollgewebe fungiert
humane Tonsille, da PD-1 hier auf den meisten T-Zellen, sowie einigen Blasten innerhalb

der Keimzentren exprimiert wird (lwai et al., 2002).

2.4 Mikroskopische Auswertung

Basierend auf einer ausfiihrlichen Literaturrecherche wurde vor Beginn fir jeden Marker
ein Algorithmus zur Auswertung festgelegt. Die mikroskopische Auswertung der TMA-
Schnitte erfolgte verblindet am Lichtmikroskop (Typ BX41, Olympus, Deutschland) im

Konsens durch zwei approbierte Arzte, hiervon ein Facharzt fiir Pathologe.

2.4.1 Programmed Death Ligand-1 (PD-L1)

Der zum Zeitpunkt der Planung dieser Studie meist verwendete Auswertungsscore der
immunhistochemischen PD-L1-Farbung wurde 2004 von Thompson et al. verdffentlicht
(Thompson et al., 2004). Es wird der Anteil der membranar gefarbten Tumorzellen in
Prozent erfasst und aufgrund der breiten Anwendung auch in dieser Untersuchung
eingesetzt (Larkin et al., 2015; Taube et al., 2012; Topalian et al., 2012). Hierbei entspricht

Ill

eine Farbung auf weniger als 5 % der Tumorzellen dem Wert , Null“, also ,,PD-L1 negativ”,
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dariiber hinaus wird der Fall als ,,PD-L1 positiv” gewertet. Fiir die quantitative Bewertung
ergibt eine membrandre Farbung von bis 10 % der Tumorzellen den Zahlenwert 10, eine
Farbung von 20 % ergibt 20 und so weiter bis zum Maximalwert von 100 bei 100 % positiven

Tumorzellen. Der Mittelwert der 3 entnommenen Stanzen ergibt die Bewertung des Falls
(Abbildung 5).

b @

Abbildung 5 a-f: Beispiele der immunhistochemischen Programmed Death Ligand-1- (PD-L1)
Auswertung. Prozentualer Anteil der positiv gefarbten Tumorzellen. a) 10% der Tumorzellen
positiv, b) 20% positiv, c) 30% positiv, d) 40% positiv, e) 80% positiv, f) 90% positiv.
OriginalvergréRerung jeweils ca. 400x.
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2.4.2 Programmed Death-1 (PD-1)

Die Literatur zur Auswertung einer PD-1-Farbung bewertet insgesamt meist An- bzw.
Abwesenheit von PD-1-positiven Lymphozyten, es gibt keine einheitliche Beurteilung oder
Untersuchung zur Definition eines Grenzwerts (Boger et al., 2016; Darb-Esfahani et al.,
2015; Strickland et al., 2016). In der vorliegenden Studie wurde zunéachst erfasst ob
Lymphozyten in der Gewebsstanze zur Auswertung zur Verfligung standen, sodann wurden
die zytoplasmatisch angefarbten PD-1-positiven Lymphozyten pro 500 Lymphozyten
ausgezahlt. Die Bewertung des Falls ergab sich aus dem Mittelwert der 3 Tumorstanzen,
ein Wert unter 1 zahlt ,PD-1 negativ”, ab 1 wird der Fall als ,PD-1 positiv’ bewertet
(Abbildung 6). Die 2014 veroffentlichten Empfehlungen zur Auswertung der TILs-
Arbeitsgruppe wurden hier berlicksichtigt, jedoch wurden zur Beurteilung von TILs mittels
TMA kaum konkrete Aussagen getroffen (Salgado et al., 2015). Die Autoren verweisen
allerdings auf Studien mit groRen Datensdtzen, deren Ergebnisse bezliglich der TIL-
Auswertung anhand von TMAs vergleichbar zu Untersuchungen ganzer Tumorschnitte sind

(Liu et al., 2014; Schalper et al., 2014).
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Abbildung 6 a-f: Beispiele der immunhistochemischen Programmed Death-1-Auswertung (PD-1).
Positive Lymphozyten pro 500 Lymphozyten. a) 5/500 Lymphozyten positiv, b) 10/500 positiv, c) 15/500
positiv, d) 25/500 positiv, e) 50/500 positiv, f) 75/500 positiv. OriginalvergroRBerung jeweils ca. 400x.

Betreffend der tertidren lymphoiden Strukturen wird lediglich empfohlen sie unabhangig

von TILs zu erfassen, dariiber hinaus wird keine Empfehlung ausgesprochen. Daher wurde

in dieser Untersuchung eine Anwesenheit von tertidren lymphoiden Strukturen im

Immuninfiltrat erfasst und zusatzlich PD-1-positive Lymphozyten im Innern evaluiert

(Abbildung 7).
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Abbildung 7 a-b: Beispiel einer Tertidren Lymphoiden Struktur (TLS). a) formierter Sekundarfollikel im
Tumorgewebe OriginalvergroRerung ca. 100x. b) Ausschnitt aus (a) mit Programmed Death-1 (PD-1)-

positiven Lymphozyten in der TLS, OriginalvergréRerung ca. 300x.
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2.5 Statistische Planung

Die statistische Auswertung erfolgte entsprechend der im Vorfeld durchgefiihrten
biometrischen Beratung am |Institut flr Medizinische Biometrie und Statistik. Die
erhobenen Daten wurden in Microsoft Excel 2013 dokumentiert, die statistische Analyse
erfolgte anschlieBend mittels IBM SPSS Statistics 23.0. Das Signifikanzniveau wurde 2-seitig

auf p £ 0,05 festgesetzt.

Im Rahmen der statistischen Analyse wurde das Ereignis , Tod” definiert als Versterben
aufgrund jeglicher Ursache, das heiRRt nicht krankheitsspezifisch. Das Ereignis ,Progress”
wurde definiert als Progress oder Rezidiv der Mammakarzinomerkrankung oder Tod. Es
erfolgten zunachst Korrelationsanalysen der Markerexpression mit dem Gesamtiiberleben
bzw. progressionsfreiem Uberleben sowie anschlieRend der Markerexpression und
klinisch-pathologischen Parametern unter Berechnung von Pearsons
Regressionskoeffizent r. Varianzanalysen kontinuierlicher Parameter erfolgten nach der
vorgesehenen Dichotomisierung mittels Student’s t-Test. Es wurden Kreuztabellen
dichotomer und kategorialer Parameter erstellt, der statistische Zusammenhang wurde
mittels Pearsons y?-Test respektive exaktem Test nach Fisher Gberprift. AbschlieRend
wurden Uberlebenszeitanalysen nach Kaplan-Meier durchgefiihrt, der Vergleich der
Uberlebensraten erfolgte im Log-Rank-Test. Der prognostische Einfluss der einzelnen
Parameter wurde mittels univariaten Coxregressionsanalysen berechnet unter Angabe der
Hazard Ratio (HR) mit dem dazugehdrigen 95%-Konfidenzintervall (KI). Zur Evaluierung des
unabhdngigen prognostischen  Wertes der Parameter wurden multivariate
Regressionsanalysen unter Bericksichtigung der etablierten Prognosefaktoren

durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Parameter

Das mediane Alter bei Diagnose lag bei 66,6 Jahren, mit einer Spannweite von 30 —-91
Jahren. 81 % der Frauen befanden sich bei Diagnose in der Postmenopause (n = 60). Die
Operation konnte in 58 % der Falle brusterhaltend (BET, Brusterhaltende Therapie)
durchgefihrt werden (n = 43). Eine adjuvante Chemotherapie erhielten 65 % der Patienten
(n =48), 77 % wurden bestrahlt (n = 56). Die mediane Zeit der Nachsorge bis zum Zeitpunkt
der Datenerhebung betrug 37 Monate, mit einer Spannweite von 5—83 Monaten. Es
wurden 26 Events registriert: insgesamt verstarben 15 Patientinnen (20 %), es kam zu 6
lokoregionalen Rezidiven (8 %) sowie 5 Erstdiagnosen einer Fernmetastasierung (7 %). Im
ersten Jahr nach Erstdiagnose waren 6 % der Patientinnen verstorben (n = 4), nach 3 Jahren
20% (n=11) und nach 5 Jahren 37 % (n=14), wobei die 5-Jahresdaten der
Nachbeobachtung fiir n = 38 Patientinnen vorlagen. Ein kontralaterales Mammakarzinom
trat bei 14 % der Patientinnen auf (n=10), hierbei in 3 Fallen (4 %) synchron zur

Erstdiagnose (Tabelle 3).

3.2 Tumorbiologie

In 78 % der Falle (n = 58) zeigte sich ein schlecht differenzierter G3-Tumor. Bei 53 % der
Patientinnen lag ein T1-Stadium mit einer TumorgréfRe von bis zu 2 cm (n = 39) vor, bei
39 % ein T2-Stadium mit maximal 5 cm Ausdehnung (n = 29) und bei 8 % ein T3-Stadium
mit einer TumorgréRe Uber 5 cm (n =6). Insgesamt wurde bei 20 % der Patientinnen ein
Lymphknotenbefall (Stadium N1-N3) nachgewiesen (n = 15). In 18 % der Falle bestand eine
Invasion der Lymph- und in 4 % der BlutgefaRe (L1, n = 13 respektive V1, n = 3). Bei 20 %
wurde der Proliferationsmarker Ki-67 erhoben (n = 15) und ergab eine Spannweite von 5-

90 % mit einem Median von 30 % (Tabelle 3).
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Tabelle 3:
Mammakarzinome

Klinisch-pathologische

Charakteristika

des Kollektivs primdrer

tripel-negativer

N %
Altersgruppen
30-40 Jahre 3 4
40 - 50 Jahre 7 10
50-60 Jahre 19 26
60— 70 Jahre 21 28
70-80 Jahre 9 12
>80 Jahre 15 20
Gesamt 74 100
Menopausenstatus
Pra- 12 16
Peri- 2 3
Postmenopausal 60 81
Gesamt 74 100
Operation
Ablatio 31 42
BET 43 58
Gesamt 74 100
Chemotherapie
Ja 48 65
Nein 26 35
Gesamt 74 100
Bestrahlung
Ja 56 77
Nein 17 23
Gesamt 73 100
Unbekannt 1

N %
Grading
G1/2 16 22
G3 58 78
Gesamt 74 100
T-Stadium
T1 39 53
T2 29 39
T3 6 8
Gesamt 74 100
N-Stadium
NO 59 80
N1 9 12
N2 5 7
N3 1 1
Gesamt 74 100
L-Status
LO 58 82
L1 13 18
Gesamt 71 100
Unbekannt 3
V-Status
Vo 68 96
Vi 3 4
Gesamt 71 100
Unbekannt 3
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Progress Ki-67
Kein Progress 64 87 <20% 1 7
Progress 10 13 2 20% 14 93
Rezidiv ° 6 8 Gesamt 15 100
Metastasen® 5 7 Unbekannt 59
Gesamt 74 100 kontralaterales Mammakarzinom
Tod Nein 64 86
Ja 15 20 Ja 10 14
Nein 59 80 metachron 5 7
Gesamt 74 100 synchron 3 4
unbekannt 2 3

Gesamt 74 100

BET Brusterhaltende Therapie, T-Stadium TumorgroRe: T1 bis 2 cm, T2 bis 5 cm, T3 groRer 5 cm, N-
Stadium Lymphknotenbefall: NO kein Lymphknotenbefall, N1 bis 3 befallene Lymphknoten, N2 bis 9
befallene Lymphknoten, N3 ab 10 befallene Lymphknoten, L-Status LymphgefdaBstatus: LO kein
Lymphgefabefall, L1 LymphgefdRbefall, V-Status GefaRstatus: VO kein GefaBbefall, V1 Gefalbefall, Ki67
Proliferationsmarker, metachron zeitlich versetztes Auftreten zur Erstdiagnose, synchron gleichzeitiges
Auftreten zur Erstdiagnose.

@ Eine Patientin mit sowohl Rezidiv als auch Fernmetastasen im Verlauf.

3.3 Immunhistochemie

Nach Anfertigung und Farbung der TMA-Schnitte standen von insgesamt 666
entnommenen Stanzen, 663 zur Auswertung zur Verfiigung (99,6 %). Die mitgefiihrten on-
slide Kontrollen belegen die gelungene immunhistochemische Farbung der jeweiligen
Zielstrukturen. In allen 74 Féllen der PD-L1-Auswertung (100 %) wurde Tumorgewebe
erfasst. Die Expression von PD-L1 erreicht eine Spannweite von 0 bis 86,7 %, mit einem
Mittelwert von 4,1 % (+ 12,6 % einfache Standardabweichung (SD)), fiir 8 % der Falle ergibt
sich so ein positiver PD-L1-Status (n=6), 92 % der Félle sind PD-L1 negativ (n =68)
(Abbildung 8).

Intratumorale Lymphozyten konnten in 61 Fallen (82,4 %) fir die PD-1-Farbung
ausgewertet werden. Die lymphozytdre PD-1-Expression lag maximal bei 50/500
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Lymphozyten mit einem Mittelwert von 6,4/500 (+ 10,3 SD) Lymphozyten. Fur 54 % der
Falle ergibt sich ein positiver PD-1-Status (n = 33), 46 % waren negativ (n = 28) (Abbildung
8).

>

100 B T .............. —|

80

60

100% 82%

40

20

PD-1: positive Expression pro 500 Lymphoz.

PD-L1: Anteil positiver Expression in Prozent

o —
PD-L1 PD-1 PD-L1-Status PD-1-Status

B Negativ Positiv - nicht auswertbar

Abbildung 8: a) Box-Whisker-Plot der Markerexpression (25%-75%-Quartil-Box, Median, Minimum- und
Maximum- Whisker) fir die Expression von Programmed Death Ligand-1 (PD-L1) und Programmed Death-
1 (PD-1), b) Verteilung des Expressionsstatus PD-L1 und PD-1. Angabe des Status in jeweils giiltigen Prozent,
sowie Anteil der auswertbaren Falle insgesamt in Prozent in gewinkelter Klammer.

Ein Nachweis von TILs erfolgte in 82 % der Falle (n=61). In 11 % konnten formierte
tertidaren lymphoiden Strukturen nachgewiesen werden (n = 8) und es fand sich bei 86 %
dieser tertidaren lymphoiden Strukturen eine PD-1-Expression der Lymphozyten (n=6)

(Abbildung 9).
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B Negativ Positiv - nicht auswertbar

Abbildung 9: Verteilung der Positivitat bezliglich Tumor-infiltrierender Lymphozyten (TILs),
Tertidrer lymphoider Strukturen (TLS) und Programmed Death-1-Expression (PD-1) innerhalb
der TLS. Angabe der jeweils gliltigen Prozent, sowie Anteil der auswertbaren Falle insgesamt
in Prozent in gewinkelter Klammer.

3.4 Korrelations- und Uberlebenszeitanalysen

3.4.1 Korrelationsanalysen der Markerexpression und Uberlebensdaten

Anhand von Berechnungen der linearen Regression nach Pearson konnte eine signifikante
inverse Korrelation der PD-1-Expression mit dem Gesamtiberleben in Monaten (OS,
Overall Survival) nachgewiesen werden (p =0,045; r =-0,274) (Abbildung 10 a). Ebenso
konnte eine inverse Korrelation mit dem progressionsfreien Uberleben (PFS, Progression
Free Survival) nachgewiesen werden, die knapp das Signifikanzniveau Uberschreitet
(p =0,053; r =-0,265) (Abbildung 10 b). Anhand von Kreuztabellen konnte ein positiver
Effekt bei TIL-Positivitat auf das Uberleben mit dem exakten Test nach Fisher berechnet
werden. Bei positivem TIL-Status Uberlebten 86 % der Patientinnen im Gegensatz zu 67 %
bei TIL-Negativitdt. Dieser Unterschied Uberschreitet jedoch das Signifikanzniveau

(p = 0,122).
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Abbildung 10: Lineare Regressionsanalyse nach Pearson a) signifikante inverse
Korrelation zwischen Programmed Death-1-Expression (PD-1) und Gesamtiiberleben
(OS, oOverall Survival) (p =0,045), b) inverse Korrelation zwischen PD-1 und
progressionsfreiem Uberleben (PFS, Progression Free Survival) (p = 0,053).

3.4.2 Korrelationsanalysen der Markerexpression und weiteren klinisch-

pathologischen Parametern

Stratifiziert nach TIL-Status lasst sich im Student’s t-Test ein signifikanter Unterschied der
PD-L1-Expression bei TIL-Negativitat (M < 0,001 %; SD < 0,001 %) im Gegensatz zu TIL-
positiven Fallen (M = 5,0 %; SD = 13,7 %) nachweisen (p = 0,006) (Abbildung 11 a). Es war
ebenfalls ein Unterschied der TIL-negativen und — positiven Gruppen beziiglich des Alters
bei Diagnose nachweisbar (TIL negativ: M =70,8 Jahre; SD =13,1 Jahre; TIL positiv:
M =63,4 Jahre; SD =14,5 Jahre), jedoch wurde das Signifikanzniveau hier knapp
Uberschritten (p = 0,093) (Abbildung 11 b).
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Abbildung 11: Student’s t-Test. a) Die Programmed Death Ligand-1- (PD-L1) Expression ist signifikant (*)
unterschiedlich in TIL (Tumor-infiltrierenden Lymphozyten) negativen und positiven Tumoren (p = 0,006), b)
das Alter bei Erstdiagnose (ED) unterscheidet sich bei TIL-negativen im Gegensatz zu TIL-positiven Tumoren,
jedoch ist dieser Unterschied knapp nicht signifikant (p = 0,093).

Mittels Kreuztabellen wurden die kategorialen klinisch-pathologischen Parameter mit dem
Status der Markerexpression korreliert und anhand x2-Test bzw. exaktem Test nach Fisher
auf ihrer Signifikanz Gberprift. Bei TIL-Positivitat liegen in 84 % G3-Tumore im Gegensatz
zu 54 % bei TIL-Negativitat vor. Dieser statistische Zusammenhang zwischen TIL-Status und

Grading ist signifikant (p = 0,028; exakter Test nach Fisher) (Tabelle 4).

Tabelle 4: Korrelationsanalysen des TIL-Expressionsstatus und klinisch-pathologischen Parametern,
p-Wert nach y2-Test bzw. exakten Test nach Fisher.

TIL-Status [n (%)] P° TIL-Status [n (%)]  p?
negativ  positiv negativ  positiv
Grading 0,028 CTX 0,051
G1/2  6(46) 10 (16) ja 5 (38) 43 (71)
G3 7 (54) 51 (84) nein 8 (62) 18 (29)

Prozentangaben bezogen auf die jeweilige Spalte. TIL Tumor-infiltrierende Lymphozyten, CTX
Chemotherapie. ? y*Test bzw. exakter Test nach Fisher bei erwarteten Hiufigkeiten < 5.

Weiterhin korreliert knapp liber dem Signifikanzniveau der TIL-Status damit, ob eine
Chemotherapie appliziert wurde (ja vs. nein), 38 % der Patientinnen erhielten eine
Chemotherapie in der TIL-negativen im Gegensatz zu 71 % in der TIL-positiven Gruppe
(p =0,051; exakter Test nach Fisher) (Tabelle 4). Es liefen sich keine signifikanten
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Zusammenhange bezliglich Markerstatus und den folgenden Parametern belegen:
kontalaterales Mammakarzinom, Menopausenstatus bei Diagnose, T-, N-, L-, V-Status,

lokoregionales Rezidiv, Fernmetastasierung oder Tod.

3.4.3 Korrelationsanalysen der Uberlebensdaten und klinisch-pathologischen
Parametern

Zwischen Tod (ja vs. nein) und den folgenden Parametern konnte anhand Pearson‘s y2-Test

respektive exaktem Test nach Fisher ein signifikanter Zusammenhang ermittelt werden: T-

Stadium (p=0,009), N-Stadium (p=0,001); Lymphangioinvasion (p =0,014),

Chemotherapie erhalten (p = 0,024) und Fernmetastasierung (p = 0,005) (Tabelle 5). Ein

Progress (ja vs. nein) korrelierte signifikant mit dem Tumorgrading (p =0,030),

LymphgefaRinvasion (p = 0,008), einem kontralateralen Mammakarzinom (p = 0,025) und

dem zeitlichen Auftreten eines Zweit-Mammakarzinoms (p < 0,001) (Tabelle 5).

Tabelle 5: Korrelationsanalysen zwischen Tod bzw. Progress und klinisch-pathologischen Parametern,
p-Wert des y2-Tests bzw. exakten Tests nach Fisher.

Tod [n (%)] p? Progress [n (%)] p?
ja nein ja nein
T-Stadium 0,009 Grading 0,030
T1 3 (20) 36 (61) G1 1(10) 0(0)
T2 11(73) 18(31) G2 1(10) 14 (22)
T3 1(7) 5(8) G3 8 (80) 50 (78)
N-Stadium 0,001 L-Status © 0,008"°
NO 8 (53) 51 (86) Lo 4 (44) 54 (87)
N1 2 (13) 7(12) L1 5 (56) 8 (13)
N2 4 (27) 1(2)
N3 1(7) 0(0) kontralaterales Mammakarzinom  0,025°
ja 4 (40) 6 (9)
nein 6 (60) 58 (91)
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L-Status © 0,014 Zweit-Mammakarzinom <0,001
LO 9 (60) 49 (88) metachron 4 (40) 1(2)
L1 6 (40) 7 (12) synchron 0(0) 3(5)
unbekannt 0 (0) 2(3)
CTX 0,024 nein 6 (60) 58 (90)
ja 6 (40) 42 (71)

nein 9 (60) 17 (29)

Fernmet. 0,005°
ja 427) 1(2)

nein 11 (73) 58 (98)

Prozentangaben bezogen auf die jeweilige Spalte. T-Stadium TumorgréRe: T1 bis 2 cm, T2 bis 5 cm, T3
grofler 5 cm, N-Stadium Lymphknotenbefall: NO kein Lymphknotenbefall, N1 bis 3 befallene Lymphknoten,
N2 bis 9 befallene Lymphknoten, N3 ab 10 befallene Lymphknoten, L-Status Lymphgefdfstatus: LO kein
LymphgefaBbefall, L1 Lymphgefabefall, CTX Chemotherapie, Fernmet. Fernmetastasierung, metachron
Zweit-Mammakarzinom zeitlich versetzt aufgetreten zur Erstdiagnose, synchron gleichzeitiges Auftreten
zur Erstdiagnose.

3 y*-Test P exakter Test nach Fisher bei erwarteten Hiufigkeiten < 5. ¢ Prozentangaben basierend auf
unterschiedlichen Gesamtzahlen.

3.4.4 Univariate Uberlebenszeitanalysen

Aus der Stratifizierung nach TIL-Status ergibt sich ein Vorteil des Gesamtiiberlebens von 19
Monaten bei TIL-Positivitat (mittleres Gesamtiiberleben 68 Monate (95 %-KI 61 —76) vs. 49
(95 %-KI 35 —63)), allerdings wird das Signifikanzniveau hier im Log Rank-Test liberschritten
(p =0,204). Die berechnete Hazard Ratio (HR) von 0,50 fir TIL-positive Falle ist ebenfalls
nicht signifikant (95 %-KI 0,17 - 1,48; p =0,214), bietet jedoch in Zusammenschau der
Ergebnisse einen Anhalt fiir eine sinnvolle Stratifizierung (Abbildung 12, Tabelle 6 und

Tabelle 7).
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Abbildung 12: Kaplan-Meier Uberlebenszeitkurven. Gesamtiiberleben (0S, Overall Survival)
stratifiziert nach Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL) — Status (p = 0,204 im Log Rank Test).

In der Stratifizierung nach PD-L1-negativ vs. —positiv, PD-1-negativ vs. —positiv, sowie TLS-
negativ vs. —positiv ergeben sich sowohl im Log Rank Test, als auch in der univariaten Cox
Regression keine signifikanten Unterschiede des Gesamt- und progressionsfreien

Uberlebens (Abbildung 13, Tabelle 6 und Tabelle 7).
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Abbildung 13: Kaplan-Meier Uberlebenszeitkurven, p-Werte im Log Rank Test. Gesamtiiberleben (OS, Overall
Survival) stratifiziert nach a) Programmed Death Ligand-1- (PD-L1) — Status (p =0,250), c) Programmed
Death-1- (PD-1) — Status (p =0,638), e)tertidre lymphoide Struktur (TLS) — Status (p =0,600), sowie
progressionsfreies Uberleben (PFS, Progression Free Survival) stratifiziert nach b)Programmed Death
Ligand-1- (PD-L1) — Status (p =0,341), d) Programmed Death-1- (PD-1) — Status (p = 0,895) und f) Tumor-

infiltrierende Lymphozyten (TIL) — Status (p = 0,961).
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Tabelle 6: Mittleres OS und PFS stratifiziert nach Markerexpressionsstatus, p-Wert des Log Rank-Tests.

OS [in Monaten] PFS [in Monaten]
N M 95 %-KI p? M 95 %-KI p?
PD-L1 negativ 62 kA 0,250 kA 0,341
positiv 4 kA kA
PD-1 negativ 27 67 56-77 0,638 73 63-82 0,895
positiv 27 62 53-70 62 54 -70
TILs negativ 12 49 35-63 0,204 59 48-69 0,961
positiv 54 68 61-76 70 62-78
TLS negativ 58 65 58-73 0,600 kA 0,286
positiv 8 58 44 -72 kA

0S Gesamtiiberleben (Overall Survival), PFS Progressionsfreies Uberleben (Progression Free Survival),
M Mittelwert, 95%-KI 95%-Konfidenzintervall, PD-L1 Programmed Death Ligand-1, PD-1 Programmed
Death-1, TIL Tumor-infiltrierende Lymphozyten, TLS Tertidre Lymphozytare Strukturen, kA keine Angabe, da
alle Falle zensiert. ? Log Rank-Test.

Tabelle 7: Hazard Ratio (HR) der Marker beziiglich Gesamtiiberleben und progressionsfreiem Uberleben,
p-Wert der univariaten Coxregression.

OS [in Monaten] PFS [in Monaten]
Faktor HR 95%-KI p? HR 95%-KI p?
PD-L1° 0,04 0,00 - 166,55 0,455 0,04 0,00 -1037,28 0,538
PD-1¢ 0,74 0,21-2,63 0,640 1,01 0,27-4,43 0,895
TIL 0,50 0,17-1,48 0,214 0,96 0,20-4,55 0,961
TLS® 0,59 0,08 — 4,47 0,605 0,04 0,00 — 349,31 0,491

0S Gesamtiiberleben (Overall Survival), PFS Progressionsfreies Uberleben (Progression Free Survival), HR
Hazard Ratio, 95%-KI 95%-Konfidenzintervall, PD-L1 Programmed Death Ligand-1, PD-1 Programmed Death-
1, TILs Tumor-infiltrierende Lymphozyten, TLS Tertidre Lymphozytare Strukturen.

2 univariate Coxregression, ® PD-L1-negativ vs. -positiv, ¢ PD-1-negativ vs. -positiv, ¢ TIL-negativ vs. -positiv, ©
TLS-negativ vs. —positiv.
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Mittels univariater Cox-Regressionsanalyse lieB sich fir den T- und N-Stadium ein
signifikanter Effekt auf das Gesamtilberleben ermitteln (p =0,036 und p =0,001)
(Abbildung 14 und Tabelle 8). Bei einem Alter bei Erstdiagnose gréRer als der Median wurde
eine signifikante Erhohung der Hazard Ratio in Bezug auf das Gesamtliberleben
nachgewiesen (HR 5,50 (95%-Kl 1,54 —19,58); p = 0,009), ebenso lie sich fir die Faktoren
Chemotherapie (erhalten vs. nicht erhalten, HR 4,66 (95%-KI 1,63 — 13,33); p = 0,004) und
Fernmetastasierung (nein vs. ja, HR 7,24 (95%-Kl 2,17 — 24,15); p = 0,001) ein signifikanter
Effekt nachweisen. Bei Vorliegen einer Lymphangioinvasion erhoht sich die Hazard Ratio
beziiglich sowohl des Gesamt- als auch des progressionsfreien Uberlebens (LO vs. L1, HR
4,55 (95%-KI 1,61 - 12,89); p =0,004 und HR 8,97 (95%-KI 2,39 — 33,61); p =0,001)
(Abbildung 14 und Tabelle 8).

Tabelle 8: Hazard Ratio der klinisch-pathologischen Parameter bezliglich Gesamtiiberleben und
progressionsfreiem Uberleben, p-Wert der univariaten Coxregression.

OS [in Monaten] OS [in Monaten]

Faktor HR 95% Ki p? Faktor HR 95% Ki p?
T-Status 0,036 Alter® 550 1,54-19,58 0,009
-T1 1,00 CTX® 466 1,63-13,33 0,004
-T2 5,34 1,49-19,21 0,010 Fernmet! 7,24 2,17 -24,15 0,001
-T3 2,96 0,31-28,75 0,350 L-Status® 4,55 1,61-12,89 0,004
N-Status 0,001

-NO 1,00 PFS [in Monaten]

-N1 2,07 0,44 -9,81 0,360 Faktor HR 95% Ki p?
“N2 719 2112454 0,002 L-Status® 8,97 2,39-33,61 0,001

-N3 33,44  3,29-340,37 0,003

0S Gesamtiiberleben (Overall Survival), PFS Progressionsfreies Uberleben (Progression Free Survival), HR
Hazard Ratio, 95 %-KI 95 % Konfidenzintervall, CTX Chemotherapie, Rx Bestrahlung, Fernmet.
Fernmetastasierung, kontralat. BC kontralaterales Mammakarzinom, Zweit-Ca zeitliches Auftreten eines
Zweit-Mammakarzinoms.

2 univariate Coxregression, ® < Median vs. > Median ‘Chemotherapie ja vs. nein “Fernmetastasen nein vs.
ja €L0 vs. L1.
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Abbildung 14: Kaplan-Meier Uberlebenszeitkurven, p-Werte im Log Rank Test. Gesamtiiberleben (OS, Overall
Survival) stratifiziert nach a) T-Stadium (p =0,036), b) N-Stadium (p =0,001), c) Alter bei Erstdiagnose
(p =0,009), d) Chemotherapie (p = 0,004), e) Fernmetastasen (p < 0,001) und f) L-Status (p = 0,002).

3.4.5 Multivariate Uberlebenszeitanalysen

Unter Einschluss der etablierten Prognosefaktoren T-, N-Stadium, Grading und Alter bei
Diagnose wurden multivariate Cox-Regressionen der Markerexpression durchgefiihrt, um
den unabhangigen prognostischen Einfluss auf das Gesamt- und progressionsfreie
Uberleben zu uberpriifen. So ldsst sich ein signifikanter und unabhingiger
Uberlebensvorteil bei positivem TIL-Status nachweisen (HR 0,19 (95 %-KI 0,04 - 0,86);
p =0,031), bei ebenfalls signifikantem Einfluss von T- und N- Stadium sowie Alter bei
Diagnose auf das Gesamtiiberleben (p = 0,038 und p = 0,002, sowie p =0,011) (Tabelle 9).
Bei positivem PD-1-Status ist eine Hazard Ratio von 3,86 (95 %-KI 0,60 - 24,78) nachweisbar,
dieses Ergebnis liegt jedoch (iber dem Signifikanzniveau (p =0,155), bei allerdings
signifikantem Einfluss von N-Stadium und Alter bei Erstdiagnose (p = 0,010 und p = 0,015),
(Tabelle 9). Es liel’ sich weder ein signifikanter Einfluss des PD-L1- oder TLS-Status auf das
Gesamtiiberleben, noch einer Markerexpression in Bezug auf das progressionsfreie

Uberleben nachweisen.
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Tabelle 9: Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalysen des TIL- und PD-1-, sowie PD-L1- und TLS-Status,
unter Einschluss von T-, N-Stadium, Grading und Alter bei Diagnose fiir das Gesamtiiberleben.

Faktor HR 95% Ki pe Faktor HR 95% Ki p°

TILs® 0,19 0,04 -0,86 0,031 PD-1¢ 3,86 0,60 - 24,78 0,155
T-Stadium 0,038 T-Stadium 0,125
-T1 1,00 -T1 10

-T2 4,24 1,03-17,49 0,046 -T2 9,41 0,88 -101 0,064
-T3 0,35 0,03-4,96 0,441 -T3 1,20 0,04 -41,25 0,921

N-Stadium 0,002 N-Stadium 0,010
-NO 1,00 -NO 1,0

-N1 8,07 1,21-52,43 0,029 -N1 5,69 0,41-79,83 0,197
-N2 7,31 1,48 - 36,11 0,015 -N2 6,89 0,99-47,76 0,051

-N3 227,26 10,09 -5121,03 0,001 -N3 2170 19,14 — 245969 0,001
Grading® 1,57 0,37-6,64 0,539 Grading® 3,88 0,44 - 34,03 0,222
Alter? 10,00 1,68-59,34 0,011 Alter © 36,37 1,99 -663,23 0,015
Faktor HR 95% KI p° Faktor HR 95% KI p°

PD-L1f <0,001 0,00-n.e. 0,986 TLS® 0,96 0,12-9,17 0,955

T-Stadium 0,081 T-Stadium 0,107

-T1 1,00 -T1 1,00

-T2 3,85 0,95-15,53 0,058 -T2 3,56 0,86 - 14,70 0,079

-T3 0,67 0,05-38,77 0,762 -T3 0,68 0,05-9,32 0,769

N-Stadium N-Stadium 0,006

-NO 1,00 0,011 -NO 1,00

-N1 6,47 1,02 - 40,92 0,047 -N1 7,56 1,20-47,51 0,031

-N2 3,41 0,85-13,70 0,083 -N2 3,76 0,94 - 15,08 0,062

-N3 113,88 5,46 - 2376,68 0,002 -N3 143,34 6,74 - 3048,35 0,001

Grading b 0,97 0,28 - 3,40 0,968 Grading b 0,87 0,25 - 3,09 0,828

Alter © 9,67 1,64 -56,73 0,012 Alter © 10,49 1,76 - 62,44 0,010

HR Hazard Ratio, 95%-KI 95 % - Konfidenzintervall, TILs Tumor-infiltrierende Lymphozyten, PD-1 Programmed
Death-1, PD-L1 Programmed Death Ligand-1, TLS Tertidre lymphoide Strukturen, n.e. nicht erreicht.

2 multivariate Coxregression, ® TIL-negativ vs. -positiv, ¢ G1/G2 vs. G3, ¢ Alter bei Diagnose (< Median vs. > Median),
© PD-1-negativ vs. -positiv, f PD-L1-negativ vs. -positiv, & TLS-negativ vs. -positiv.
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4  Diskussion

Die hier vorgelegte Studie untersucht zum ersten Mal die immunhistochemische
Expression von PD-1, PD-L1 und TILs an der Tumorgrenzflache eines exakt definierten
Kollektivs primarer tripel-negativer Mammakarzinome im Microarray. Zum Zeitpunkt der
Planung der Studie lagen keinerlei Untersuchungen mit vergleichbarer Fragestellung vor,
sodass dies eine valide Analyse der Immuncheckpoint-Marker PD-1 und PD-L1 sowie TILs

an der Grenzflache primarer tripel-negativer Mammakarzinome darstellt.

Die hier erhobenen klinisch-pathologischen Parameter zeigen (Ubereinstimmende
Ergebnisse verglichen mit tripel-negativen Kollektiven anderer Studien. In einer
Zusammenschau werden fir tripel-negative Mammakarzinome 66-91 % G3-Tumore
angegeben, in unseren Daten liegt dies in 78 % der Falle vor (Carey et al., 2010). Die
Verteilung der TumorgroRe bei Diagnose entspricht ebenfalls den publizierten Studien:
unsere Daten zeigen in 8% ein T3-Stadium (=5cm) im Vergleich zu 5-8% der
Literaturangabe, 39 % T2-Stadium (2-5 cm) im Vergleich zu 34-59 % und in 53 % T1-Stadium
(bis 2 cm) im Vergleich zu 33-46 % (Adams et al., 2014; Dent et al., 2007; Liedtke et al.,
2013). In unserem Kollektiv ist ein nachgewiesener Lymphknotenbefall in 20 % der Falle
etwas geringer als die Vergleichswerte von 40-59%. Das mediane Alter bei
Diagnosestellung liegt in unserer Untersuchung bei 67 Jahren und damit etwas tiber dem
lediglich bei Dent et al. angegebenem Wert von 53 Jahren. Ein deutlich niedriges medianes
Alter von 48 Jahren bei Erstdiagnose findet sich fiir den tripel-negativen Anteil einer US-
amerikanischen Studie in neoadjuvanter Situation aus 2008 (Liedtke et al., 2008). In einer
Studie von Beckers et al. aus 2016, die mit unserer Analyse am besten zu vergleichen ist,
liegt das mediane Alter bei 57 Jahren, also ndher an unserem Wert, der jedoch insgesamt
etwas Uber den Literaturangaben liegt (Beckers et al., 2016). Ebenfalls ldsst sich der
prognostische Wert der hier erhobenen Daten als signifikanter Einfluss auf das
Gesamtiiberleben bestitigen, was sich in den Uberlebenskurven der Kaplan-Meier-Analyse

sowie den berechneten Harzard Ratios der univariaten Coxregression darstellen ldsst. Es
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zeigt sich insgesamt eine gute Ubereinstimmung der hier erhobenen Daten und deren
prognostischer Aussagekraft im Vergleich mit den Literaturangaben, sodass hier ein

reprasentatives Kollektiv primarer tripel-negativer Mammakarzinome zur Analyse vorlag.

4.1 PD-1-Expression und therapeutische Uberlegungen

4.1.1 PD-1-Expression beim tripel-negativen Mammakarzinom

Zu einem funktionierenden Immunsystem gehort die negative Regulation durch die
PD-Achse. Eine Aktivierung des PD-1-Rezeptors inhibiert die exprimierende T-Zelle lokal
und unterbindet die Immunreaktion. An der Tumorgrenzflache ermdéglicht dies vor Ort
befindlichen Tumorzellen sich einer moéglichen Erkennung durch das Immunsystem zu
entziehen. Der Ligand der PD-1-Rezeptors PD-L1 wurde bereits auf der Oberflache
verschiedener Tumoren nachgewiesen und legt die Vermutung nahe, dass die Expression
von PD-1 auf T-Zellen bzw. PD-L1 auf Tumorzellen mit einer Verschlechterung der Prognose
und des Uberlebens einhergeht (Dong et al., 2002). Aus den hier vorgelegten Daten ergibt
sich fiir das tripel-negative Mammakarzinom eine PD-1-Positivitat in 54 % der Fille. In einer
Untersuchung von Muenst et al. wurde dies fur 27,4 % der Gruppe der Basal-like
Mammakarzinome nachgewiesen (Muenst et al., 2013). Die Untersuchung erfolgte mittels
TMAs von insgesamt 660 Mammakarzinom-Fallen, wovon durch negative
Rezeptorexpressionen fiir ER, PR und HER2 n = 128 als Basal-like definiert wurden und sich
so mit unseren Ergebnissen vergleichen lassen. Eine chinesische Studie aus 2018 von Ren
et al. gibt in 70,3 % eine Positivitat fur PD-1 an fir ihr Kollektiv bestehend aus 195 Fallen
tripel-negativer Mammakarzinome, die mittels TMAs untersucht wurden (Ren et al., 2018).
Bei Ghebeh et al. findet sich eine PD-1-Positivitdt von 60 % in einem Kollektiv von 68
Mammakarzinomen (Ghebeh et al., 2006, 2008). Allerdings erfolgt keine Angabe zum
tripel-negativen Anteil innerhalb des Kollektivs, sodass ein Vergleich mit unseren Daten
kaum moglich ist, wahrend sich bei Muenst et al. fir ihr Mammakarzinom-Gesamtkollektiv
eine PD-1-Positivitat von 15,8 % findet. Interessanterweise wurden bei Ghebeh neben
Lymphozyten im  Tumorgewebe auch im angrenzenden nicht-befallenen
Brustdriisengewebe bis zu 30 % PD-1-positive T-Lymphozyten nachgewiesen. Allerdings
hatten Uber die Halfte der Patientinnen eine neoadjuvante Chemotherapie erhalten

(n = 36). Diese Gruppe wurde nicht differenziert betrachtet oder mogliche Einfliisse auf die
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getroffenen Aussagen kommentiert. In unserer Studie wurden explizit nur adjuvant
behandelte Fille eingeschlossen, um Chemotherapie-induzierte Veranderungen des
Tumormikromilieus auszuschlieBen. Veranderungen der Tumorumgebung durch
neoadjuvante Chemotherapie beim Mammakarzinom haben Pelekanou et al. vor kurzem
an einem kleinen Kollektiv von 59 Mammakarzinom-Fallen untersucht, ebenfalls ohne
Differenzierung nach Subtypen (Pelekanou et al., 2018). Im Vergleich von pra- und
posttherapeutischen Tumorproben zeigte sich in 78 % eine Abnahme der TILs von im
Median 15 %, die allerdings nicht mit einer pCR korreliert. Beim high-grade serésem
Ovarialkarzinom wurden von Lo et al. an 26 Fallen Veranderungen der TILs sowie des
Mikromilieus zu Beginn einer neoadjuvanten Chemotherapie mit den Befunden nach 3
Zyklen Chemotherapie bei Intervall-Operation verglichen (Lo et al., 2017). Hierbei konnte
eine signifikante Zunahme der PD-1-positiven TILs nachgewiesen werden, jedoch zeigte
sich fir PD-1 als prognostischen Marker nach Erweiterung der Kohorte um zusatzlich 64
postneoadjuvante Proben aus Intervall-Operationen keine statistische Signifikanz. Auch
lieR sich keine signifikante Zunahme von PD-L1-positiven Zellen nachweisen. Studien mit
groReren Fallzahlen zur genauen Untersuchung der Anderungen des Mikromilieus unter
Chemotherapie waren wiinschenswert, allerdings muss eine wiederholte invasive

Intervention zur Probengewinnung als limitierender Faktor gesehen werden.

Bei Korrelation der PD-1-Expression mit dem Gesamtiberleben konnte in der hier
vorgelegten Studie ein signifikanter inverser Zusammenhang nachgewiesen werden. Eine
Zunahme der PD-1-Expression der Lymphozyten im Tumormikromilieu geht in dieser
Untersuchung mit einem signifikant schlechteren Gesamtiiberleben einher. Diese Aussage
deckt sich mit den Ergebnissen von Muenst et al., die ebenfalls ein signifikant schlechteres
Gesamtiliberleben bei Vorliegen von PD-1-positiven TILs beim  Basal-like
Mammakarzinomen nachgewiesen haben (Muenst et al., 2013). Es konnte ebenfalls tGber
alle Subtypen hinweg ein insgesamt schlechteres Gesamtiiberleben bei PD-1-Positivitat
nachgewiesen werden. Die multivariate Analyse von Muenst erfolgte fiir das
Gesamtkollektiv, zusatzlich zum Subtyp wurden die gleichen etablierten Prognosefaktoren
wie in unserer Studie beriicksichtigt (Alter, Grading, T- und N-Status). Es zeigte sich fur die
PD-1-Positivitat einen signifikanten prognostischen Einfluss in Bezug auf das

Gesamtiiberleben, den unsere Ergebnisse auch bei Uberschreiten des Signifikanzniveaus

47



Diskussion M. Pervan

bestdtigen. Diese Daten untermauern das Konzept, dass der Tumor liber PD-1-Aktivierung
eine effektive Immunantwort unterbindet und so ein vermehrter Nachweis des PD-1-
Rezeptors im Mikromilieu mit schlechterem Uberleben vergesellschaftet ist. Im Gegensatz
dazu weisen jedoch die Ergebnisse von Ren et al. einen signifikanten Vorteil des Gesamt-
und erkrankungsfreien Uberlebens bei PD-1-Positivitit nach (Ren et al., 2018). Bei
vergleichbarer GroRe der tripel-negativen Kollektive beider Studien ist der wesentliche
Unterschied der verwendete Antikorper. Bei Muenst et al. wurde der gleiche PD-1-
Antikorper wie in unserer Studie verwendet und die veroffentlichen Abbildungen zeigen
eine mit unseren Ergebnissen sehr vergleichbare Farbung. Ren et al. verwendeten
Antikorper eines anderen Herstellers und die abgebildeten Beispiele flir PD-1 zeigen eine
deutlich dezentere und insgesamt reduzierte immunhistochemische Reaktion. Eine weitere
kirzlich veréffentlichte Studie aus Singapur hat in ihrem Kollektiv von 269 tripel-negativen
Mammakarzinomen auch ein signifikant verbessertes Gesamt- und erkrankungsfreies
Uberleben bei ,hoher” PD-1- Expression nachweisen kénnen (Yeong et al., 2019). Die
Untersuchung erfolgte mittels TMAs, die Bewertung ,hoch” erfolgte bei mehr als im
Median ausgezahlten PD-1-positiven Lymphozyten und es wurde hier der gleiche
Antikorper wie in unserer Studie verwendet. Im Vergleich dieser signifikanten und
divergenten Ergebnisse fallt auf, dass beide Studien mit positivem Einfluss auf das
Uberleben bei PD-1-Positivitit ein rein asiatisches Kollektiv untersucht haben.
Unterschiede der Inzidenz von tripel-negativen Mammakarzinomen bei Patienten
verschiedener Ethnizitdten und Lander sind beschrieben, so liegt ein tripel-negativer
Subtyp in Westafrika in bis zu 55 % der Falle vor, bis 47 % bei Afroamerikanern, 31 % in
Korea, 18 % in China und 8 % in Japan (Carey et al., 2010). Weiterflihrende Unterschiede in
der Tumorbiologie sind vorstellbar, jedoch gibt es hierzu keine veroffentlichten
Untersuchungen. Studien anderer Autoren finden weniger eindeutige Ergebnisse in Bezug
auf Uberlebensdaten. Brockhoff et al. konnten in ihrem Kollektiv von 103 tripel-negativen
Mammakarzinomen eine signifikante Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens,
jedoch nicht des Gesamtliberlebens bei PD-1-Positivitdt Gber 10 TILs pro Ausschnitt
nachweisen, wobei hier ebenfalls 8 neoadjuvant behandelte Fille eingeschlossen waren
und ein anderer Antikorper als in unserer Studie verwendet wurde (Brockhoff et al., 2018).
Die von Noske et al. untersuchte PD-1-Expression an einem Kollektiv von

Mammakarzinomen mit Lymphknotenbefall beinhaltete 182 Fille von tripel-negativem
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Subtyp (Noske et al., 2019). Mittels TMA konnte ein signifikant verbessertes
progressionsfreies nicht jedoch Gesamtiberleben bei PD-1-Positivitdit von 21%
festgestellt werden, wobei dieser Grenzwert nach Auswertung definiert wurde. Barrett et
al. haben in ihrer Untersuchung von Tumorschnitten von 55 tripel-negativen
Mammakarzinomen keine signifikanten Anderungen des progressionsfreien oder
Gesamtiiberlebens feststellen konnen (Barrett et al., 2018). Es wurden 16 neoadjuvant
behandelte Fille eingeschlossen und der gleiche Antikérper wie in unserer Studie
verwendet. In dieser US-amerikanischen Studie ware zum Vergleich mit den zuvor
genannten Studien eine Aufschliisselung der Ethnizitat der eingeschlossenen Patientinnen
interessant gewesen, bei jedoch eingeschrankter Aussagekraft aufgrund der Fallzahl.
Basierend auf diesen Ergebnissen ldsst sich zum aktuellen Zeitpunkt keine prognostische
Aussagekraft fur die immunhistochemische PD-1-Expression beim tripel-negativen
Mammakarzinom ableiten. Es muss darauf hingewiesen werden, dass insbesondere
Unterschiede in der immunhistochemischen Aufbereitung sowie verschiedene Cut-offs die
Etablierung einer prognostischen Aussage erschweren. Eine Untersuchung zur
Standardisierung der Erhebung und Auswertung der immunhistochemischen PD-1-

Expression ist wiinschenswert.

4.1.2 Klinische Studien zu PD-1-Inhibition und moéglichen Biomarkern

Im Mausmodell konnten andere Autoren im Rahmen chronischer Virusinfektionen die
spezifische Hochregulierung des PD-1-Rezeptors als Zeichen der T-Zellermidung
nachweisen (Barber et al., 2006). Durch-Blockade des PD-Signalweges lieR sich hier die
T-Zellfunktion vollstandig rehabilitieren, es zeigte sich eine signifikante Zunahme der
Anzahl und Funktionalitdt der Virus-spezifischen T-Zellen, sowie eine anhaltende
Immunantwort. Diese Moglichkeit der therapeutischen Wiederaktivierung des
Immunsystems hat zu einer Vielzahl von klinischen Studien in verschiedenen
Tumorentitiaten gefiihrt, die den Einsatz monoklonaler Antikérper zur Hemmung
verschiedener Immuncheckpoints untersuchen. Hier steht neben der Frage des
therapeutischen Einsatzes der untersuchten Antikdrper auch die Suche nach pradiktiven
Parametern im Vordergrund, also die Suche nach Biomarkern, die eine Vorhersage zum
Therapieansprechen ermoglichen und somit die Grundlage einer sinnvollen Stratifizierung

bilden kdnnen. Eine PD-1-Inhibition zur Therapie des Mammakarzinoms kommt in der
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gynakologischen Onkologie zu den folgenden Ergebnissen: In einer Phase-I-Studie des
PD-1-Inhibitors Pembrolizumab in Monotherapie bei verschiedenen Primartumoren war
eine Patientin mit Hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom eingeschlossen (Patnaik et
al., 2015). Es wurde neben Uberlebensdaten die immunhistochemische Expression von
PD-L1, jedoch nicht von PD-1 evaluiert. Die PD-L1-Positivitat wurde bei Expression auf > 5%
der Tumorzellen festgesetzt. Die Patientin mit dem Hormonrezeptor-positiven
Mammakarzinom zeigte sich unter der Therapie stabil und war negativ filir die genannte
Definition der PD-L1-Expression. 2 Falle des vollstindigen Ansprechens waren nicht
immunhistochemisch evaluiert worden und 2 von 8 Patienten mit progredienter
Erkrankung waren positiv flir PD-L1. Hieraus lassen sich keine weiteren Riickschliisse auf
einen etwaigen pradiktiven Wert der PD-L1-Expression flr eine PD-1-Inhibition fur die
untersuchten Tumorentitaten ableiten. In dieser Analyse oder den nachfolgenden Keynote-
Studien wird nicht erldutert, weshalb hier die PD-L1-Expression untersucht wurde oder dies
einer Stratifizierung nach PD-1, der Zielstruktur des verwendeten Antikdrpers vorgezogen
wurde. Die Phase-lb-Studie (Keynote-012) untersuchte den Einsatz von Pembrolizumab als
Monotherapie unter Einschluss von 32 Patienten mit fortgeschrittenem sowie PD-L1-
positivem tripel-negativem Mammakarzinom, wobei die PD-L1-Expression als positiv bei
> 1 % der Tumorzellen oder bei Nachweis im Stroma bewertet wurde (Nanda et al., 2016).
Es zeigten sich auch hier divergente Ergebnisse. Es kam zu einem Todesfalls durch
intravaskuldre disseminierte Gerinnung, 7 Falle waren unter Therapie stabil, 4 Falle zeigten
ein teilweises Ansprechen sowie ein Fall erreichte ein vollstandiges Ansprechen sogar 15
Monate nach Beendigung der Studienmedikation. In der Phase-lI-Studie Keynote-086
wurde der Einsatz von Pembrolizumab als Monotherapie beim metastasierten tripel-
negativen Mammakarzinom untersucht (Adams et al.,, 2019a, 2019b). Es wurden 170
Patienten mit metastasiertem tripel-negativem Mammakarzinom in hoheren
Therapielinien, also mit mindestens einer palliativen Vortherapie und 84 Patienten mit
PD-L1-positivem  metastasiertem  tripel-negativem  Mammakarzinom in  der
Erstlinientherapie, also ohne palliative Vortherapie in 2 Kohorten untersucht. Die Autoren
beziehen sich auf die Keynote-Vorstudie um die alleinige Erfassung der PD-L1-Positivitat zu
begrinden, jedoch wurde der PD-L1-Status hier anders definiert und zwar 21 % im
sogenannten kombinierten positiven Score, das heilt der Anteil der PD-L1-positiven

Tumorzellen, Lymphozyten und Makrophagen pro Gesamttumorzellen in Prozent. Es ergab
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sich fiir die erste Kohorte eine objektive Ansprechrate von 5,3 % und fir den PD-L1-
positiven Teil (62 %) innerhalb dieser Kohorte lag sie mit 5,7 % minimal hoher. Fir die
zweite Kohorte ergab sich eine objektive Ansprechrate von 21 % mit 4 Fallen kompletten
Ansprechens, 14 Fallen teilweisen Ansprechens und 13 Patienten mit stabiler Erkrankung.
Trotzdem lieB sich flr PD-L1-negative Tumoren ebenfalls ein Ansprechen auf Anti-PD-1-
Monotherapie nachweisen und fiir beide Kohorten ergab sich ein medianes
progressionsfreies Uberleben von jeweils 2 Monaten. Trotzdem versuchen die Autoren
aufgrund dieser Daten den PD-L1-Status beim metastasierten tripel-negativen
Mammakarzinom als pradiktiven Marker fir die Therapie mit Pembrolizumab zu
etablieren. Dies muss jedoch zunachst vorsichtig bewertet werden, da die PD-L1-Positiviat
in allen genannten Keynote-Studien unterschiedlich erfasst wird, also zur Validierung der
pradiktiven Wertigkeit des Parameters zuséatzliche grofRere Untersuchungen notwendig
sind. Weiterhin basiert die Wahl der PD-L1-Positivitat als Parameter der Stratifizierung auf
einer Phase-I-Studie des PD-1-Inhibitors Nivolumab, bei der keine Mammakarzinome
eingeschlossen waren (Topalian et al., 2012). Hier wurde die PD-L1-Positivitat wiederum
bei 5 % positiver Tumorzellen festgesetzt. Es konnte ein signifikant besseres Ansprechen
bei PD-L1-positiven Tumoren nachgewiesen werden, wobei dies in Zahlen fiir 9 von 25
Patienten (36 %) zutreffend war. Es wurden hier keine Informationen zu Untersuchungen
anderer moglicher Biomarker publiziert und die Autoren verweisen selbst auf notwendige
weitere Untersuchungen, um die PD-L1-Expression als pradiktiven Faktor einer Anti-PD-1-
Therapie zu verifizieren. Die derzeitige Datenlage lasst also aktuell keine Pradiktion des
Therapieansprechens einer  Subgruppe von  PD-L1-positiven tripel-negativen
Mammakarzinomen zu, die von einer monoklonalen PD-1-Inhibition profitieren. Zur
vollstandigen Evaluation sollte zunachst die Bewertung der PD-L1-Expression
standardisiert, sowie die Bedeutung der Expression auf Tumor- und Immunzellen
differenziert werden. Es werden zudem weitere Untersuchungen bendtigt um ein

Patientenkollektiv zu identifizieren, das von einer PD-1-Blockade sicher profitiert.
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4.2 PD-L1-Expression und therapeutische Uberlegungen

4.2.1 PD-L1-Expression beim tripel-negativen Mammakarzinom

In Bezug auf die Expression von PD-L1 als Ligand des PD-1-Rezeptors zeigten sich in
unserem Kollektiv 8 % der primaren tripel-negativen Mammakarzinome positiv fir PD-L1.
Im Vergleich zu anderen publizierten Ergebnissen der PD-L1-Expression beim tripel-
negativen Mammakarzinom ist eine Bandbreite von Auswertungsscores und Cut-offs zu
verzeichnen, sowie der Einsatz von Antikdrpern verschiedener Hersteller. Beckers et al.
fanden in ihrem zuvor genannten Kollektiv von 161 tripel-negativen Mammakarzinomen
eine Positivitat von 64 % auf Tumorzellen, sowie in 93 % der stromalen Immunzellen
(Beckers et al., 2016). Hier wurde der gleiche Antikdrper wie in unserer Studie verwendet,
allerdings liegt der Cut-off bei 2 1 % und so deutlich unter unserem von > 10 %, wodurch
sich moglicherweise sich die unterschiedlichen Pravalenzen bereits erklaren lassen. Muenst
et al. untersuchten in einer anderen Publikation ebenfalls die PD-L1-Expression an ihrem
bereits beschriebenen Kollektiv von 660 Mammakarzinomen und fanden fiir den als tripel-
negativ definierten Subtyp des Basal-like Mammakarzinoms (n = 127) eine Positivitdt von
30,7 % (Muenst et al., 2014). Zur Evaluation wurde hier der H-Score verwendet (Skala: O-
300) mit einem Cut-off > 100 fur Positivitdt. Bei Mittendorf et al. werden in ihrem Kollektiv
von 105 tripel-negativen Mammakarzinomen 19 % als PD-L1-positiv bewertet bei einem
Cut-off von >5 % membranarer Farbung der Tumorzellen (Mittendorf et al., 2014). Der
gleiche Cut-off von > 10 % positiver Tumorzellen wie in unserer Studie bei Verwendung
eines anderen Antikorpers wurde von Brockhoff et al. genutzt (Brockhoff et al., 2018). Sie
fanden fir ihr gemischt adjuvant/neoadjuvant behandeltes Kollektiv von 103 tripel-
negativen Mammakarzinomen 19 % der Falle positiv fir PD-L1. Im Kollektiv von 269 tripel-
negativen Mammakarzinomen wurde ein Antikérper desselben Herstellers verwendet, in
der Auswertung galt eine membranéare Farbung > 1 % der Tumorzellen als positiv und lag
in 27 % der Falle vor (Yeong et al., 2019). Es zeigt sich also eine Bandbreite der PD-L1-
Positivitat von 8 — 64 % der Tumorzellen beim tripel-negativen Mammakarzinom. Es ist
vorstellbar, dass die ermittelten Expressionswerte bei gleicher Methodik, Auswertung und
Cut-off eine geringere Bandbreite aufweisen. Wie bereits erwahnt wurden zur Bewertung
des PD-L1-Status im Rahmen der Keynote-Studien ebenfalls unterschiedliche Scores

genutzt, sowie Antikorper unterschiedlicher Hersteller in den Phase-I-Studien im Gegensatz
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zu den Phase-ll-Studien. Weiterhin wurde in der Phase-lI-Studie neben der
immunhistochemischen Expression von PD-L1 auf Tumorzellen auch die Expression auf
Lymphozyten und Makrophagen evaluiert und in einem Score zusammengefasst (Adams et
al., 2019a). Die produzierende Firma des hier verwendeten Antikorpers hat ein Manual zur
Durchflihrung und Interpretation der Farbung veroffentlicht, in dem die Bewertung der
PD-L1-Expression ausschlielRlich auf Tumorzellen erlautert wird (Agilent Technologies Inc.,
2018). Die Zulassung des Antikorpers erfolgte indes fur die Evaluation des PD-L1-Status

beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom vor Pembrolizumab-Therapie.

Vergleichbar wenig eindeutig ist die Datenlage der Korrelationen von PD-L1-Expression und
Uberlebensdaten beim tripel-negativen Mammakarzinom. In den durch uns vorgelegten
Daten lassen sich keine signifikanten Zusammenhidnge des PD-L1-Status in den
Uberlebenszeitanalysen darstellen. Ebenso lieRen sich aus den Daten der tumoralen PD-L1-
Expression von Beckers et al. keine signifikanten Einfliisse auf die Uberlebensdaten ableiten
(Beckers et al., 2016). In dieser strukturierten Analyse der PD-L1-Expression erfolgte die
Auswertung jedoch nach zwei Grenzwerten sowie in mehreren Kompartimenten in dem
Versuch der Ungewissheit der korrekten Auswertung gerecht zu werden. So konnte hier
ein signifikanter Vorteil des Gesamtiiberlebens bei positiver stromaler PD-L1-Expression
von 21 % nachgewiesen werden sowie bei positiver zytoplasmatischer PD-L1-Expression
von >21% der Tumorzellen. Muenst et al. wiesen hingegen ein schlechteres
Gesamtiiberleben bei positiver tumoraler PD-L1-Expression in univariater Analyse nach
(Muenst et al., 2014). Brockhoff et al. konnten keine signifikanten Zusammenhange der
Uberlebensdaten bei PD-L1-Expression nachweisen, auch Ren et al. konnten in ihrem
Kollektiv von 195 Fallen tripel-negativer Mammakarzinome keine signifikanten Einfllisse
auf Uberlebensdaten nachweisen, wobei hier ein vergleichsweise hoher Cut-off von > 25 %
positiver Tumorzellen verwendet wurde (Brockhoff et al., 2018; Ren et al., 2018). Bei der
semi-quantitativen Auswertung von Barrett et al. konnte fiir den Anteil von 39 tripel-
negativen Mammakarzinomen des ebenfalls gemischt adjuvant/neoadjuvant behandelten
Kollektivs ab einem Nachweis von vereinzelten PD-L1- positiven Zellen eine signifikante
Verbesserung des erkrankungsfreien und Gesamtiiberlebens nachgewiesen werden
(Barrett et al., 2018). Auch konnten Yeong et al. fiir die PD-L1-positiven tripel-negativen

Mammakarzinome in ihrem Kollektiv eine signifikante Verbesserung des
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erkrankungsfreien, jedoch nicht des Gesamtiiberlebens nachweisen (Yeong et al., 2019).
Insgesamt lasst sich daher ein prognostischer Wert der PD-L1-Expression beim tripel-
negativen Mammakarzinom zum aktuellen Zeitpunkt nicht zweifelsfrei belegen, dies gilt
weder flr Expression des Tumors noch der Immunzellen. Auch hier muss die Vielzahl der
verwendeten Auswertungsscores, deren unterschiedliche Bewertung sowie Unterschiede
in der Verarbeitung als eine der Ursachen der unklaren Datenlage gesehen werden, bevor
die PD-L1-Expression als moglicher valider Biomarker etabliert werden kann. Weiterhin
konnten in epigenetischen Untersuchungen Fraktionen von dysfunktionalen T-Zellen
differenziert werden, die sich nicht durch Blockade des PD-Signalweges reaktivieren lieRen,
also irreversibel ermiidet waren (Pauken et al., 2016; Philip et al., 2017). Dies kann darauf
hindeuten, dass andere Komponenten der PD-Signalkaskade relevant bei der Suche nach

potenziellen Biomarkern sind.

4.2.2 PD-L1-Inhibition und Dynamik der Immunogenitat des Tumors

Nichtsdestotrotz wurden kiirzlich mehrere klinische Phase-I-llI-Studien zur PD-L1-Inhibition
mittels monoklonalem Antikorper initiiert, die sich ebenfalls auf die PD-L1-Expression zur
Unterscheidung von Subgruppen stiitzen. In einer Phase-I-Studie mit 116 Patientinnen mit
metastasiertem tripel-negativem Mammakarzinom wurde der Einsatz des PD-L1-Inhibitors
Atezolizumab als Monotherapie untersucht (Emens et al.,, 2019). Hier zeigte sich eine
bessere objektive Ansprechrate bei Anwendung von Atezolizumab in der Erstlinientherapie
im Gegensatz zum Einsatz in hoheren Therapielinien (24 % vs. 6 %). Es wurden zudem TILs
sowie PD-L1-positive Tumor- und Immunzellen als Biomarker untersucht, wobei eine
PD-L1-Positivitat bei > 1 % der jeweiligen Zellfraktion pro Tumorflache festgesetzt wurde.
Es war eine numerisch verbesserte objektive Ansprechrate von 12 % im Gegensatz zu 0 %
bei Nachweis von PD-L1-positiven Immunzellen zu verzeichnen. Interessanterweise zeigte
sich bei 92 % der PD-L1-positiven Tumoren ebenfalls ein positiver PD-L1-Status der
Immunzellen. In 9 untersuchten Tumorproben nach Atezolizumab-Exposition liefl§ sich eine
signifikante Zunahme der PD-L1-Expression auf Immunzellen nachweisen, wobei diese
Beobachtung bei eingeschrankter Fallzahl vorsichtig bewertet werden muss. Die Zunahme
an PD-L1-Expression war hier unabhangig vom Tumoransprechen, welches von stabilem bis
progredientem Befund reichte. Basierend auf diesen Ergebnissen haben auch die Autoren

der sogenannten /IMpassion-130-Studie den PD-L1-Status der Immunzellen im Rahmen
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ihrer Phase-llI-Studie erhoben, hier galt der Tumor als positiv ab 1 % PD-L1-positiver
Tumor-infiltrierender Immunzellen pro Tumorflache (Schmid et al., 2018). In dieser
randomisiert-kontrollierten Phase-lll-Studie wurde der Einsatz von Atezolizumab oder
Placebo bei Therapie mit nab-Paclitaxel in der Erstlinientherapie bei insgesamt 902
Patienten mit metastasiertem tripel-negativem Mammakarzinom untersucht. In der
Intention-To-Treat-Analyse mit medianer Nachbeobachtung von 12,9 Monaten lief sich ein
signifikanter Vorteil des progressionsfreien Uberlebens im Median von 1,7 Monaten (7,2
vs. 5,5 Monate) nachweisen. In der PD-L1-positiven Subgruppe fand sich der Unterschied
etwas deutlicher mit 2,5 Monaten (7,5 vs. 5,0 Monate). Bemerkenswert war der Vorteil des
Gesamtliiberlebens in der PD-L1-positiven Subgruppe mit 9,5 Monaten (25,0 vs. 15,5
Monate); welcher ebenfalls signifikant war. Diese doch eindriicklichen Daten haben
zunachst in den USA und inzwischen auch in Europa zur Zulassung von Atezolizumab in
Kombination mit nab-Paclitaxel als Erstlinientherapie des Immunzell-PD-L1-positiven
metastasierten  tripel-negativen =~ Mammakarzinoms  gefiihrt.  Obwohl  dieser
Uberlebensvorteil bei Stratifizierung nach PD-L1-Status der Immunzellen signifikant
ausfallt, konnte bislang nicht zufriedenstellend geklart werden, wieso dies einen besseren
Biomarker zur PD-L1-Inhibition darstellt als beispielsweise die PD-L1-Expression der
Tumorzellen, die belegt, dass der PD-Signalweg durch den Tumor selbst genutzt wird oder

auch die PD-1-Expression der Immunzellen, die die effektive Endstrecke des Signalwegs

darstellt. Jedoch bedeutet der sehr niedrige Cut-off-Wert von 1 % vor allem, dass eine
minimale Reaktion der Immunzellen mit dem untersuchten Antikdrper ausreichend ist, um
eine Therapie durchzufiihren. Zumindest scheint die PD-L1-Positivitat der Immunzellen
anzuzeigen, dass der PD-Signalweg prinzipiell im Tumormikromilieu vorhanden ist. Es ist
auch vorstellbar, dass der gewdhlte Antikorper mit einer PD-L1-dhnlichen Zielstruktur
reagiert, die moglicherweise mit dem PD-Signalweg in Zusammenhang steht. Leider
wurden keine Daten zu weiteren potenziellen Biomarkern in dieser Studie veroffentlicht,
deren Untersuchung moglicherweise ebenfalls stattgefunden hat, anscheinend jedoch
keine signifikanten Ergebnisse erbracht hatte. Zumindest ist die minimale Reaktion des
Antikorpers mit 1 % der Tumor-infiltrierender Immunzellen pro Tumorflache bislang der
erste Hinweis auf einen Biomarker zur PD-L1-Therapie des metastasierten tripel-negativen

Mammakarzinoms.
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Es ist aktuell weiterhin unklar, ob die Blockade von PD-L1 bessere Ergebnisse erzielt als von
PD-1, dem direkten Vermittler der Immuninhibition. Hierzu findet sich eine Phase-IlI-Studie
zum Einsatz von Pembrolizumab mit vergleichbarem Setting zur IMpassion-130-Studie. Die
Rekrutierung der Studie wurde inzwischen abgeschlossen, es sind jedoch bislang keine
Ergebnisse von Uberlebensdaten verdffentlicht worden. Diese sogenannte Keynote-355-
Studie untersucht doppel-blind und randomisiert an 882 Patienten mit metastasiertem
tripel-negativem Mammakarzinom einerseits in Erstlinientherapie und andererseits in
héheren Therapielinien Pembrolizumab vs. Placebo zur Chemotherapie mit nab-Paclitaxel,
Paclitaxel oder Gemcitabin/Carboplatin. Weiterhin wird in neoadjuvanter Situation im
Rahmen der Keynote-522-Studie doppel-blind randomisiert unter Einschluss von 1174
Patienten mit tripel-negativem Mammakarzinom der Einsatz von Pembrolizumab vs.
Placebo zusatzlich zur neoadjuvanten Standard-Chemotherapie sowie postoperativ als
Erhaltungstherapie Uber 9 Zyklen untersucht. Auch hier sind Ergebnisse zum aktuellen
Zeitpunkt ausstehend. Die Studien-Protokolle sehen, wie bereits in den Vorstudien, erneut
die Stratifizierung nach PD-L1 als sekunddren Endpunkt vor. Die Phase-IlI-Studie
Keynote-119, die den Einsatz von Pembrolizumab als Monotherapie in hdherer
Therapielinie gegen eine Chemotherapie der Wahl der behandelnden Arzte (Capecitabin,
Eribulin, Gemcitabin oder Vinorelbin) bei 622 Patienten mit metastasiertem tripel-
negativem Mammakarzinom untersucht hat, wurde gemal Presseerklarung vom Sponsor
MSD vom 20.Mai 2019 friihzeitig abgebrochen, da der primare Endpunkt im
Gesamtiiberleben im Pembrolizumab-Arm nicht erreicht wurde (MSD Merck & Co. Inc,
2019). Bemerkenswert hier ist die Prifung einer neuartigen Immuntherapie als
Monotherapie gegen das etablierte Konzept der Chemotherapie, die den aktuellen
Standard in der Therapie des metastasierten tripel-negativen Mammakarzinoms darstellt.
Bereits im Mausmodell lie} sich flir Immuncheckpoint-Inhibitoren unter Hinzunahme einer
sequentiellen Chemotherapie ein signifikant besseres Uberleben nachweisen (Parra et al.,
2017). Auch die Kombination von Immuncheckpoint-Inhibition mit lokaler Bestrahlung
fihrte im Mausmodell an primar wenig immunologischen Mammakarzinomen zu einem
verbesserten Tumoransprechen und guten Uberlebensraten (Demaria et al., 2005). Der
Untergang von Tumorzellen fiihrt zu einer vermehrten Freisetzung von Antigenen aus dem
Tumor, den sogenannten Neoantigenen, die anschlieBend zur Ausbildung von

tumorspezifischen T-Zellen flihren konnen (Tesniere et al., 2008). Mittels
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Immuncheckpoint-Inhibition kann dann eine Inhibierung der T-Zellvermittelten
Immunantwort verhindert werden. In einer RNA-Sequenz-Analyse von Daten des Krebs
Genom Atlas (TCGA, The Cancer Genome Atlas) konnte bei Nachweis von Mutationen, die
zu einer Zunahme von prisentierten Epitopen fiihren, ein verbessertes Uberleben
nachgewiesen werden, sowie ebenfalls ein erhohter Anteil von zytotoxischen T-Zellen
innerhalb des Tumors (Brown et al., 2014). Bei geringer zytotoxischer T-Zell-Infiltration
waren auch weniger mutierte Epitope nachweisbar. So lassen sich immunologisch ,kalte”
und ,heile” Tumoren unterscheiden (Binnewies et al., 2018). Eine ausgepragte T-Zell-
Infiltration sowie Expression von PD-1 und PD-L1 sind charakteristisch flir immunologisch
yheille” Tumore, die durch signifikant hohere Ansprechraten auf Immuncheckpoint-
Inhibitoren gekennzeichnet sind. Die ,kalten” Tumoren weisen eine geringe T-Zell-
Infiltration im Inneren des Tumors auf, wahrend Tumor-assoziierte Makrophagen an der
Tumorgrenzflaiche die ebenfalls nur an der Grenzflache lokalisierten TILs mutmaRlich
inaktivieren. Dieses Konzept wird in den Ergebnissen unserer Daten bestatigt, in denen die
mittlere PD-L1-Expression bei negativem TIL-Status signifikant niedriger im Gegensatz zu
TIL-positiven Fallen ausfdllt. Muenst et al. wiesen ebenfalls eine Korrelation zwischen
PD-L1-Expression und Vorliegen von PD-1 positiven TILs nach (Muenst et al., 2014). Auch
lasst sich auf mRNA-Ebene eine positive Korrelation von PD-L1 mit TlLs nachweisen, die
ebenfalls mit einem verbesserten Uberleben einhergeht (Denkert et al., 2015; Schalper et
al.,, 2014). Die bereits angesprochene Dynamik des Tumormikromilieus unter Therapie
scheint auch Veranderungen der Immunogenitadt zu ermoglichen. Fir eine Phase-I-Studie
des PD-L1-Inhibitors Atezolizumab in Monotherapie wurden serielle Biopsien bei Patienten
mit verschiedenen fortgeschritten oder metastasierten Tumorentitdten unter laufender
Therapie durchgefiihrt, wobei 3 Mammakarzinom-Falle ohne weitere Angabe zum Subtyp
eingeschlossen waren (Herbst et al., 2014). Bei Tumorregress konnte eine signifikante
Zunahme der PD-L1-Expression der Immunzellen, sowie ein dichtes Immuninfiltrat
nachgewiesen werden, wohingegen bei einem Progress ein vermindertes Immuninfiltrat
und keine Hochregulierung von PD-L1 nachweisbar war. Die genannten Daten geben erste
Vorstellungen einer erfolgreichen, therapeutischen Anwendung einer Inhibition des
PD-Signalweges, jedoch zeigen sie vor allem wie dringend notwendig weitere
Untersuchungen zu Zusammenhangen und Wirkweisen der Signalwege des Immunsystems

im Rahmen der Tumorabwehr sind.
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4.3 TILs und TLS beim tripel-negativen Mammakarzinom

Als Zeichen der Immunreaktion lasst sich ein Entzindungsinfiltrat an der Tumorgrenzflache
von Mammakarzinomen nachweisen, in dem Lymphozyten als Teil der korpereigenen
Tumorabwehr zu finden sind (Aaltomaa et al., 1992; Naukkarinen und Syrjanen, 1990).
Diese sogenannten Tumor-infiltrierenden T-Lymphozyten (TILs) haben eine prognostische
Bedeutung bei tripel-negativen Mammakarzinomen (Liu et al., 2012; Loi et al., 2019;

Mahmoud et al., 2011).

In unserem Kollektiv wurden in 82 % der primaren tripel-negativen Mammakarzinome TlLs
nachgewiesen. Beckers et al. wiesen an 161 mittels TMA untersuchten Fallen von tripel-
negativen Mammakarzinomen eine TIL-Positivitdt in insgesamt 70 % der Falle nach
(Beckers et al., 2016). Adams et al. beschreiben nach Auswertung von Tumorschnitten von
481 tripel-negativen Mammakarzinomen aus 2 groRen klinischen Studien in 80 % TILs im
peritumoralen Stroma (Adams et al., 2014). Eine internationale Arbeitsgruppe hat 2014
Empfehlungen zur Standardisierung der TIL-Auswertung bei Brustkrebs erarbeitet, die die
prozentuale Erhebung der stromalen TILs als reproduzierbaren Parameter mit
prognostischer und pradiktiver Aussagekraft empfiehlt (Salgado et al., 2015). Dies bezieht
sich allerdings auf Auswertung von Hamatoxylin-Eosin-gefarbten ganzen Tumorschnitten.
Eine Evaluation von TILs mittels TMA wird nicht grundsatzlich empfohlen, da keine
grofRangelegten methodischen Untersuchungen vorliegen, insbesondere in Bezug auf eine
mogliche Heterogenitat der Infiltration. So wurde in unserer Studie der Fokus auf eine
qualitative Erhebung der TILs gelegt. Zuletzt haben Althobiti et al. eine ausfiihrliche Analyse
zur Heterogenitat des lymphozytaren Infiltrats beim Mammakarzinom vorgelegt (Althobiti
et al.,, 2018). Es wurde in 52 Féllen die TIL-Auswertung von jeweils 4 Schnitten von
verschiedenen Blocken des Primartumors verglichen, weiterhin wurde jeder Schnitt in 4
Quadranten unabhangig voneinander ausgewertet. Die Auswertung der Quadranten ergab
signifikant unterschiedliche Ergebnisse, wahrend sich bei Auswertung der TILs anhand
ganzer Schnitte von verschiedenen Blocken kein signifikanter Unterschied nachweisen lieR3.
Weiterhin wurden die Schnitte von 1165 Mammakarzinomen mit einem tripel-negativen
Anteil von 213 Fallen auf verschiedene Fraktionen von Lymphozyten untersucht: CD 3 als
pan-T-Zellmarker, CD 8-positive zytotoxische T-Zellen, FOXP3-positive Tregs, CD 20-

positive B-Zellen und CD 68-positive Histiozyten. Bei den tripel-negativen
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Mammakarzinomen zeigte sich ein insgesamt hoherer Anteil von Immunzellen im Stroma,
welcher bei Nachweis von CD 3+, CD 8+ und CD 20+ Zellen mit einem signifikanten Vorteil
des Brustkrebs-spezifischen Uberlebens einherging. Bei quantitativer Auswertung der
stromalen TILs von insgesamt 154 tripel-negativen Mammakarzinomen zeigte sich ein
signifikanter Vorteil des Brustkrebs-spezifischen Uberlebens. In der multivariaten Analyse
unter Einbezug von Alter, Grading und N-Status konnte der TIL-Status als unabhangiger
Prognosefaktor nachgewiesen werden. Dies deckt sich in hohem Male mit unseren
Ergebnissen. Wir konnten ebenfalls einen signifikanten und unabhéangigen
Uberlebensvorteil bei positivem TIL-Status nachweisen, mit ebenfalls signifikantem Einfluss
von T- und N- Status sowie Alter bei Diagnose. Vergleichbare Ergebnisse prasentieren
Adams et al. in der bereits genannten gepoolten Analyse mit 481 tripel-negativen
Mammakarzinomen. Die multivariate Analyse unter Einschluss von T- und N-Status, sowie
Alter (das Grading war nicht vollstandig erfasst) zeigte einen signifikanten Vorteil des
Gesamtiiberlebens je 10 % Zunahme von TILs im Stroma (Adams et al., 2014). In einer
Analyse von Denkert et al. wurden die Daten von 6 groRen Studien gepoolt und nach TILs
ausgewertet. An insgesamt 632 Fallen tripel-negativen Mammakarzinomen lielR sich
ebenfalls ein Vorteil des Gesamtiberlebens bei Zunahme der TILs bestatigen, hier unter
Einschluss von Alter, T- und N-Status, histologischem Subtyp, Grading und initialer Studie
(Denkert et al., 2018).

Interessanterweise waren in unserem Kollektiv in 11 % der Falle tertiare lymphoide
Strukturen (TLS) an der tumoralen Grenzfliche nachweisbar (n = 8). Morphologisch sind
hier lichtmikroskopisch formierte Lymphfollikel im Randbereich des Tumors erkennbar.
Auch Adams et al. haben in ihrer Untersuchung von 481 tripel-negativen
Mammakarzinomen in 1% der Tumorschnitte TLS erfasst (Adams et al., 2014). Das
Vorkommen von TLS wird als raumlich heterogen im peritumoralen Stroma beschrieben,
es liegen allerdings aktuell keine Empfehlungen zur Auswertung und Bewertung von TLS
vor (Salgado et al., 2015). Die Stanzen in unserer Untersuchung wurden gezielt an der
Grenzflache des Tumors entnommen, wohingegen die Auswahl der Schnitte von Adams et
al. moéglicherweise auf Tumorgewebe fokussiert gewesen ist, sodass im Zweifelsfall kein
peritumorales Gewebe erfasst wurde. Prognostisch konnten TLS als positiver Faktor beim

Bronchial- und Kolorektalkarzinom nachgewiesen werden (Coppola et al., 2011; Dieu-
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Nosjean et al., 2008). Interessanterweise wurde in unserem Kollektiv in 7 von 8 Fallen mit
TLS innerhalb des nachbeobachteten Zeitraumes kein Rezidiv, Fernmetastasierung oder
Todesfall registriert. Weiterhin wurden in ebendiesen 7 Fallen auch PD-1-positive
Lymphozyten innerhalb der TLS nachgewiesen. Dies passt zu den Daten der umfassenden
Arbeit von Gu-Trantien et al., die nachwiesen, dass PD-1-positive follikuldare T-Helferzellen
innerhalb der TLS beim Mammakarzinom nicht in direktem Kontakt zu PD-L1-positiven
Tumorzellen treten und daher in ihrer Funktion nicht UGber die PD-Achse supprimiert
werden (Gu-Trantien et al., 2013). Wahrend die Tumor-vermittelte Aktivierung Giber PD-L1
zu T-Zellsuppression fuhrt und die PD-1-Expression als Zeichen der chronischen Aktivierung
und T-Zellermidung nachgewiesen wurde, werden in dieser privilegierten Nische durch
PD-1-Aktivierung andere Funktionen vermittelt. Zum Beispiel konnten Inozume et al. bei
PD-1-positiven CD-8+TILs in vitro eine erhohte Produktion von tumorspezifischem IFN-y
nachweisen, welches einen wichtigen Teil der endogenen Tumorabwehr darstellt (lkeda et
al., 2002; Inozume et al., 2010; Shankaran et al., 2001). Gu-Trantien et al. haben weiterhin
Zusammenhange der TLS mit dem lymphoiden Chemokin CXCL13 untersucht, welches bei
Bildung und Erhaltung von sekundaren lymphoiden Strukturen eine wichtige Rolle im
Rahmen der lymphoiden Neogenese einnimmt (Link et al.,, 2011; Miiller et al., 2003).
Erhéhte CXCL13-Werte innerhalb der TLS beim Mammakarzinom korrelierten in den
Untersuchungen von Gu-Trantien et al. mit dem Ausmal der Tumorinfiltration, zusatzlich
konnten sie die CXCL13-Expression der follikularen T-Helferzellen als Zeichen von
organisierten TLS mit aktiven Keimzentren sowie eine Assoziation mit verbessertem
Uberleben nachweisen (Gu-Trantien et al., 2013). Hier erdffnen sich interessante
therapeutische Angriffsmoglichkeiten, die sicherlich noch auBerhalb der konkreten
Anwendung liegen. Hier ware jedoch das Ziel mittels gezielter Aktivierung eine systemische
Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren umgehen zu kénnen und damit generalisierte
immunvermittelte Nebenwirkungen zu vermeiden. Es ware weiterfiihrend spannend zu
untersuchen, ob sich eine Induktion von TLS erzielen ldsst und hierdurch ein
therapeutischer Effekt erreichbar ist. Weiterhin stellt sich die Frage ob durch Applikation
von PD-L1 innerhalb der TLS die endogene Tumorabwehr geférdert werden kann und ob

eine in vivo Differenzierung von PD-1-positiven TLS ermoglicht werden kann.
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4.4 Limitationen der Studie

Als Limitation der hier vorgelegten Studie muss die statistisch eingeschrankte Aussagekraft
aufgrund der GrolRe des Kollektivs genannt werden. Es erfolgte eine genaue Untersuchung
der pathologischen und klinischen Parameter der initial 192 identifizierten Falle, sodass
abschliefend 74 Fallen eines genau definierten Kollektivs zur explorativen Analyse der
immunhistochemischen Expression von Immuncheckpoint-Markern vorlagen. Studien, in
denen FFPE-Proben von mehr als 75 Fallen primarer tripel-negativer Mammakarzinome
systematisch untersucht wurden finden sich insgesamt wenig, diejenigen werden hier
aufgefiihrt. Eine wahrscheinliche Ursache fir die begrenzte Fallzahl unserer Studie scheint
die Etablierung des neoadjuvanten Therapiekonzepts zu sein, dessen Anwendung seit 2009
durch die AGO empfohlen wird und sich schnell zur Standardtherapie entwickelt hat.
Postneoadjuvante Operationspraparate wurden in unserer Studie bewusst ausgeschlossen,
um Therapie-natives Tumorgewebe auf die Expression von Immuncheckpoint-Markern zu
untersuchen. Dies konnte ebenfalls der Grund daflir sein, dass im vorliegenden Kollektiv
ein deutlich hoheres medianes Alter (67 Jahre) im Gegensatz zur Literatur (53 Jahre)
vorliegt und sich ferner das schlechtere Uberleben jiingerer Patientinnen mit tripel-
negativem Mammakarzinom nicht in den vorliegenden Daten reproduzieren lasst (Dent et
al.,, 2007). Als weitere Einschrankung muss die einleitend genannte Verscharfung der
Bewertung des ER-Status genannt werden. Die von 10 auf 1 % herabgesetzte Grenze der
ER-Expression fiir einen negativen ER-Status kdnnte zu einer geringgradigen Inhomogenitat
der Ergebnisse gefiihrt haben, ebenfalls wie die aufgrund des retrospektiven Charakters
der Studie nicht vordefinierten Therapieschemata. Jedoch ist zu bedenken, dass das tripel-
negative Mammakarzinom prinzipiell ein inhomogenes Kollektiv bildet, da alle Patienten
deren Tumor nicht aufgrund von Rezeptor-Expression in eine andere Subgruppe fallt, in der
Gruppe der tripel-negativen Karzinome zusammengefasst werden. Es handelt sich also
gewissermalien um eine Ausschlussdiagnose, ein tripel-negatives Kollektiv umfasst alle
Mammakarzinom-Falle die zu diesem Zeitpunkt nicht besser definiert werden kénnen und
ist immer zu einem gewissen Grade inhomogen. Gleichwohl konnte hier ein signifikanter
prognostischer Effekt der PD-1-Expression beim tripel-negativen Mammakarzinom

nachgewiesen werden.
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45 Fazit

Diese retrospektive translationelle Kohortenstudie dient aufgrund ihres explorativen
Charakters der Hypothesengenerierung bezliglich eines moglichen prognostischen Werts
der immunhistochemischen PD-1- und PD-L1-Expression beim primaren tripel-negativen
Mammakarzinom. Zum Zeitpunkt der Planung der Studie lagen keine publizierten
Untersuchungen zu dieser Fragestellung an einem so klar umschriebenen Kollektiv von
unbehandelten tripel-negativen Mammakarzinomen vor. Der hier nachgewiesene
signifikante prognostische Wert der PD-1-Expression stellt einen Erkenntnisgewinn der
Tumor-Immunsystem-Interaktion beim tripel-negativen Mammakarzinom dar, der in
weiteren groBangelegten Studien validiert werden sollte. Die Evaluation sowohl der PD-L1-
als auch der PD-1-Expression als mogliche Biomarker ist hier von besonderer Bedeutung.
Weiterhin weisen die hier erstmals systematisch erfassten TLS im peritumoralen Stroma
der tripel-negativen Mammakarzinome auf weitere Mechanismen der Tumorabwehr hin.
Diese sollten zunachst weiter systematisch charakterisiert werden, ermdéglichen jedoch

weitere Angriffspunkte fiir potenzielle therapeutische Ansatze in der Zukunft.
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5 Zusammenfassung

Das sogenannte tripel-negative Mammakarzinom (TNBC) ist definiert durch die fehlende
Expression bzw. Amplifikation des Ostrogen-, Progesteron- und Her2-Rezeptors. Es zeigt
ein aggressives biologisches Verhalten und ist im Vergleich zu anderen Mammakarzinom-
Subtypen durch eine unglinstige Prognose gekennzeichnet, da aktuell keine spezifische
Systemtherapie zur Verfliigung steht. Als glinstiger Prognosefaktor konnten Tumor-
infiltrierende Lymphozyten (TILs) nachgewiesen werden und Immuncheckpoint Marker wie

PD-1/PD-L1 geben Hinweise auf therapeutische Einsatzmoglichkeiten.

Ziel der vorgelegten Studie war die Korrelation der immunhistochemischen Expression von
PD-1, PD-L1 sowie TILs mit klinisch relevanten Endpunkten. Hierflir wurden Gewebsstanzen
von 74 Fallen primdren adjuvant behandelten TNBC mittels sogenannter Tissue Mikro
Arrays analysiert und anschlieRend auf eine Korrelation mit klinischen-pathologischen
Parametern untersucht. Es konnte eine signifikante inverse Korrelation der PD-1-
Expression mit dem Gesamtiiberleben nachgewiesen werden (p = 0,045). Weiterhin zeigte
die Anwesenheit von TILs in der multivariaten Cox-Regression einen signifikanten Einfluss
auf das Gesamtiberleben (HR 0,19; p = 0,031). In diesem Zusammenhang wurden in 11 %
der Falle formierte tertiare lymphoide Strukturen (TLS) nachgewiesen, wovon in (iber 80 %

kein Progress verzeichnet wurde.

Trotz signifikanter Korrelation mit dem Gesamtiiberleben und laufenden klinischen Studien
zur PD-1-Inhibition kann hier bislang kein valider pradiktiver Faktor gefunden werden. Die
Immunzell-PD-L1-Positivitat ist pradiktiv fiir des Ansprechens auf eine PD-L1-Inhibition,
was zur ersten Zulassung eines monoklonalen PD-L1-Antikorpers bei fortgeschrittenem
Immunzell-PD-L1-positivem TNBC gefiihrt hat. Es ist jedoch auch hier die Validitat des
Biomarkers nicht abschlieRend geklart. In Zukunft konnte eine mdégliche Induktion von TLS
als lokale organisierte Immunantwort eine effiziente endogene Tumorabwehr

ermoglichen.
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