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Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist nicht nur weltweit, sondern auch in Deutschland mit 30% der
Tumorneuerkrankungen der haufigste maligne Tumor bei Frauen und verfugt somit
Uber eine besondere epidemiologische Bedeutung. Trotz inzwischen hoher relativer
Uberlebensraten (5-Jahre: 88%, 10 Jahre 83%) sterben jahrlich mehr als 18.000
Patientinnen an dieser Tumorart. Um so wichtiger ist es, die Diagnostik so
auszurichten, dass den Patientinnen nicht nur alle operativen Ansatze, sondern auch
adjuvante bzw. neoadjuvante Optionen (Hormontherapie, Chemotherapie,
Immuntherapie) zur Verfigung stehen. Dazu bedarf es der Bestimmung des
Hormonrezeptorstatus (ER, PR) und des Her-2/neu-Status, die Ublicherweise am
Primartumor erhoben werden und haufig auch im klinischen Verlauf, wenn ein Rezidiv
oder eine metachrone Metastase auftritt, erneut bestimmt werden. Nicht untersucht
werden  hingegen bei primarer Diagnosestellung bereits vorhandene
Lymphknotenmetastasen, ohne dass dieses kausal begrundet ware. Ziel der Arbeit
war, herauszufinden, ob und in welcher Haufigkeit Unterschiede im Verteilungsmuster
der drei Marker zwischen Primartumor und Lymphknotenmetastasen auftreten. Dabei
wurde davon ausgegangen, dass sowohl ein Verlust, als auch ein Zugewinn der

Markerexpression auftreten konnen.

Die vorliegende Studie wurde an Tissue Microarrays (TMA) durchgefuhrt und umfasste
35 Falle von Mammakarzinomen und ihren synchronen Lymphknotenmetastasen. Pro
Fall wurden bis zu sechs Lymphknotenmetastasen untersucht. Die immunhisto-
chemischen Untersuchungen erfolgten unter Standardbedingungen; die ER-, PR- und
Her-2/neu-Farbungen wurden von zwei Untersuchern unabhangig und verblindet nach
den im Fach Pathologie in Deutschland ublichen Kriterien ausgewertet (ER, PR: PP

und S| sowie davon abgeleitete Groken bzw. Her-2/neu: DAKO-Score).

Die Korrelationskoeffizienten zeigten im Vergleich zwischen Primartumor und erster
Lymphknotenmetastase bei ER Werte zwischen r = 0,764 und r = 0,810 und bei PR
zwischen r = 0,736 und r = 0,822. Fur Her-2/neu lagen sie mit r = 0,567 und r = 0,646



etwas niedriger. Fur die interspezifische Reproduzierbarkeit der beiden Untersucher,
ermittelt im Vergleich der Beurteilungen der ersten Lymphknotenmetastase, ergaben
sich Werte von r = 0,893. Mehr-Felder-Tafeln zeigten, dass eine exakte
Ubereinstimmung zwischen der Markerexpression im Primartumor und der
Lymphknotenmetastase in ca. 50%-70% der Falle vorliegt und eine Abweichung um
eine Kategorie in ca. 25%-45% der Falle. Starkere Abweichungen waren selten.
Bezogen auf das international bevorzugte Kriterium einer ER- bzw. PR-Positivitat ab
10% markierter Zellen lag die Ubereinstimmung fiir ER bei 91,4% (32/35) und fir PR
bei 82,9% (29/35). Fur Her-2/neu, positiv bewertet ab einem DAKO-Score von 2+,
ergaben sich ebenfalls 82,9% (29/35). Fur ER und PR wurden Konversionen der
Markerexpression in beide Richtungen beobachtet; bei Her-2/neu zeigten alle sechs
diskordanten Falle in der Lymphknotenmetastase einen Expressionsverlust. An 10
Fallen waren Untersuchungen vom Primartumor und jeweils sechs Lymphknotenmeta-
stasen moglich. Je nach dem, welche Grenze man fur Positivitat annimmt, ergab sich
fur ER eine Ubereinstimmung bzgl. aller sieben Beurteilungen von 60% bzw. 80% und

fir PR von 80% bzw. 100%. Fir Her-2/neu betrug die Ubereinstimmung 70%.

Auch in der umfangreichen, nach bestem Wissen erstmals hier systematisch
zusammengestellten Literaturibersicht bestatigt sich, dass Diskordanzen in der
Markerexpression zwischen Primartumoren und synchronen Lymphknotenmetastasen
nicht selten sind, sondern bei ER in ca. 10%, bei PR in ca. 16% und bei Her-2/neu in
ca. 5% der Falle auftreten, bezogen auf den Median aller Studien. Verluste treten dabei
haufiger auf als Zugewinne, insbesondere bei PR. Nach neoadjuvanter
Chemotherapie ergeben sich ahnliche Werte, so dass diese wohl keine signifikanten
Anderungen der Markerexpression induziert. Fir Rezidive und metachrone
Fernmetastasen liegen gemaR Literatur etwa doppelt so hohe Werte flir Diskordanz
vor, was Therapieeffekte bzw. Aspekte einer Tumorprogression im zeitlichen Verlauf
widerspiegeln durfte. Inwieweit die Unterschiede zwischen Primartumoren und
synchronen Lymphknotenmetastasen bei der Diagnostik und Therapieplanung
berucksichtigt werden sollten, musste im Kontext der beteiligten Fachdisziplinen

entschieden werden.



Abstract

Breast carcinoma is the most common malignant tumor in women not only worldwide,
but also in Germany. This is of particular epidemiological relevance as 30% of all initial
tumor diagnosis are attributable to breast carcinoma. Despite high relative survival
rates (5-year: 88%, 10-year 83%), more than 18,000 patients die from this type of
tumor each year. It is therefore of great importance that patients are offered not only
all currently available surgical options, but also adjuvant and neoadjuvant treatment
alternatives (e.g., hormone therapy, chemotherapy, immunotherapy). This requires the
determination of the estrogen receptor status (ER), the progesterone receptor status
(PR) and the Her-2/neu status. These markers are usually measured on the primary
tumor and often also in the clinical follow up when a recurrence or metachronous
metastasis occurs. In contrast, lymph node metastases already present at the time of
a primary diagnosis are generally not analyzed without causal justification. The key
aim of this project was to delineate for the first time if and to what extent differences in
distribution patterns of these three markers are observed in primary tumors compared
to lymph node metastases. It was assumed that both loss as well as gain of marker

expression may occur.

The present study was performed on tissue microarrays (TMAs) including 35 cases
with breast carcinoma as well as the synchronous lymph node metastases. Up to six
lymph node metastases were examined for each patient. Immunohistochemical
analyses of each tissue were performed using well-established procedures; staining
for ER, PR, and Her-2/neu was conducted blinded by two independent examiners
according to the common criteria in the Departments of Pathology throughout
Germany. Hence, for ER and PR the percentage of positive tumor cells (PP) and the
staining intensity (SI) were analyzed. Her-2/neu staining was evaluated according the
DAKO score.

Comparing primary tumor and the first lymph node metastasis, the correlation
coefficient r ranged between 0.764 and 0.810 for ER and between 0.736 and 0.822 for
PR. For Her-2/neu, the correlation was somewhat lower with r=0.567 and 0.646,
respectively. For the interspecific reproducibility of both investigators, the assessments

of the first lymph node metastasis were compared leading to an r-value =0.893.



Multiple-field tables showed that an exact overlap between marker expression in the
primary tumor and the lymph node metastasis is present in approx. 50%-70% of cases
and a mismatch of one category in approx. 25%-45%. More severe deviations were
observed less frequently. Following international guideline with an ER- or PR-positivity
with at least 10% of labeled cells, the ER-positive frequency was 91.4% (32/35) and
for PR 82.9% (29/35). For Her-2/neu, the threshold for a positive evaluation was set to
a DAKO score of 2+ leading to a frequency of 82.9% in all cases (29/35). For ER and
PR, conversion of marker expression in both directions was detected; for Her-2/neu,
all six discordant cases showed a loss of expression in lymph node metastasis. For 10
cases, studies of the primary tumor as well as six lymph node metastases were
conducted. Depending on the positivity threshold, for ER a concordance between all
seven assessments was present in 60% and 80% of cases and for PR in 80% and

100%, respectively. For Her-2/neu the overlap was 70%.

Based on an extensive literature review, which has been conducted to the best of our
knowledge, it was supported that discordances in marker expression between primary
tumors and synchronous lymph node metastases are no rare events. Reporting here
the median of all studies, this has been described for ER in approx. 10% of all cases,
for PR in approx. 16%, and for Her-2/neu in approx. 5%. Losses occur more frequently
than gains, especially for PR. After neoadjuvant chemotherapy, similar values are
obtained suggesting that this treatment most likely does not induce significant changes
in marker expression. According to the literature, the values for discordance double in
cases of recurrence of the tumor and metachronous distant metastases, which may
reflect either an impact due to therapeutic treatment or tumor progression over time.
To what extent the differences between primary tumors and synchronous lymph node
metastases should be taken into account for diagnosis and further treatment strategies

has to be decided by each of the involved medical disciplines.
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1. Einleitung

1.1 Mammakarzinom

111 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist mit ca. 2,26 Millionen Neuerkrankungen im Jahr der
weltweit haufigste bosartige Tumor (11,7%), bezogen auf Manner und Frauen
gemeinsam; ca. 685.000 Menschen sterben pro Jahr an dieser Erkrankung
(6,9%) (IARC 2020). Da der Tumor bei Mannern sehr selten ist, kbnnen die
absoluten Zahlen im Grunde als Zahlen fur Frauen eingesetzt werden; in
Deutschland beispielsweise (RKI 2021) stellen Manner fast genau 1% der
Tumorfalle.

Fur Deutschland gibt das Robert-Koch-Institut fur das Jahr 2018, aus dessen
aktueller Publikation ,Krebs in Deutschland fur 2017/2018“ alle Zahlen im
folgenden Absatz stammen (RKI 2021), bei Frauen 69.900 Neuerkrankungen mit
18.591 Sterbefallen an. Damit stellen die Mammakarzinome in Deutschland bei
den Neuerkrankungen 30,0% aller maligner Tumoren bei Frauen, bei den
Sterbefallen betragt der Anteil 17,7%. Insgesamt gehort das Mammakarzinom
trotz der hohen Zahl an Sterbefallen dennoch zu den malignen Tumoren mit
vergleichsweise guter Prognose; die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei
ca. 88%, die relative 10-Jahres-Uberlebensrate bei 83%. Die absoluten Uber-
lebensraten, bei denen kein Bezug auf das Absterben eines gesunden
altersgleichen Patientenkollektivs genommen wird, betragen 79% bzw. 67%. Die
deutlich bessere Prognose von Mammakarzinomen zeigt sich vor allem auch im
Vergleich mit den gepoolten Uberlebensdaten aller maligner Tumoren bei
Frauen, die fiir die relativen 5-Jahres- und 10-Jahres-Uberlebensraten mit 66%
bzw. 61% und fiir die absoluten gleichen Uberlebenszeitrdume mit 59% bzw.

51% angegeben werden.



11.2 Prognosefaktoren

Einer der wichtigsten Prognosefaktoren beim Mammakarzinom ist der Lymph-
knotenstatus bzw. auch die Anzahl der axillar befallenen Lymphknoten. Aus den
umfangreichen Daten des Krebsregisters Minchen (siehe aktuell: Tumorregister
Muanchen 2022) beispielsweise geht aus einer nur einige Jahre alten Aufstellung
hervor, dass bei einem negativen Lymphknotenstatus (pNO) die 5- bzw. 10-
Jahres-Uberlebensrate bei 98,3% bzw. 94,1% liegt. Dagegen sinkt bei 10 oder
mehr befallenen Lymphknoten die Rate auf 55,7% bzw. 36,8% (Schrodi et al.
2017); die zugehorigen Uberlebenskurven tber 15 Jahre zeigen, dass sich vier
Gruppen mit unterschiedlichem Uberleben (NO, N+ mit 1-3 LK-Metastasen, N+
mit 4-9 LK-Metastasen und N+ mit = 10 LK-Metastasen) klar voneinander
abgrenzen. Daneben hat naturlich auch die Ausdehnung des Primartumors, die
mit der Wahrscheinlichkeit der Metastasierung in Lymphknoten bzw. andere

Organe korreliert ist, eine starke prognostische Bedeutung.

Die in dieser Arbeit thematisierten Hormonrezeptoren, namlich der Ostrogen-
rezeptor (ER) und der Progesteronrezeptor (PR), spielen bei der Prognose-
abschatzung und bei der Therapieplanung ebenfalls eine mitentscheidende
Rolle. Auch hier zeigt sich abhangig vom Expressionsmuster eine deutliche
Differenz der Uberlebenswahrscheinlichkeit, im Wesentlichen bedingt durch die
sich aus der Expression ableitenden therapeutischen Optionen. Bei Patientinnen
mit einem ER- und PR-positiven Tumor zeigt sich mit 91,8% die héchste 5-dahres
Uberlebensrate, bei der Konstellation ER-negativ/PR-negativ mit 74,6% die
geringste. Bei einem Mischbild von ER-positiv/PR-negativem Rezeptorstatus
liegt die 5-Jahres Uberlebensrate bei 82,1% und damit hdher als beim Status ER-
negativ/PR-positiv mit 76,3% (Schrodi et al. 2017). Diese Unterschiede blieben
auch in der 10-Jahres-Analyse erhalten. Als dritter wichtiger Rezeptor hat der
Her-2/neu-Rezeptor seine Bedeutung vor allem in der zusatzlichen
therapeutischen Mdglichkeit mit Antikbrpern wie vor allem Trastuzumab (und
weiteren), fur den Patientinnen mit Her-2/neu-positiven Tumoren in Betracht
kommen. Es zeigen sich auch hier deutliche Unterschiede in der 5-Jahres-

Uberlebensrate. Patientinnen mit einem negativen Her-2/neu-Status im Tumor



zeigen eine relative Uberlebensrate von 89,8% und somit eine gleichartige
Prognose wie beim Hormonrezeptorstatus ER+/PR+. Ist Her-2/neu positiv,
betragt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate 84,3% (Schrodi et al. 2017).

Allerdings sind ER, PR und Her-2/neu voneinander nicht unabhangig zu sehen.
So ist die Konstellation ER+/PR+/Her-2/neu- aus der Erfahrung relativ haufig, so
dass bei vielen Patientinnen fur alle Variable guinstige Ergebnisse vorliegen.
Andererseits sind auch typische Expressionsmuster wie ER-/PR-/Her-2/neu+
und sogenannt ftriple negative Konstellationen bekannt; bei letzterer,

prognostisch ungunstiger Kombination wird keiner der drei Marker exprimiert.

Sie wurden in dem St. Gallener Konzept der Einteilung von Mammakarzinomen
in therapeutische unterschiedliche Subtypen (Goldhirsch et al. 2013) abgebildet:
- Als ,Luminal A* wurden dabei Mammakarzinome mit ER- oder PR-
Expression, Her-2/neu-Negativitat und niedriger Ki-67-Proliferationsrate
eingeordnet,

- als ,Luminal B Tumoren mit ER- oder PR-Expression und hoher Ki-67-
Proliferationsrate, spater noch unterteilt in einer Her-2/neu-positive und
eine Her-2/neu-negative Untergruppe,

- ferner Her-2/neu-positive Tumoren ohne Hormonrezeptorexpression und

- Triple-negative Tumoren, die fur ER, PR und Her-2/neu gleichermalen

negativ sind.

Auf diese Weise werden alle mdglichen Kombinationen von Markerexpressionen
bei Mammakarzinomen erfasst. Flihrend sind dabei gemal den Zahlen aus dem
Tumorzentrum Minchen fur die Jahre 2011-2015 (Schrodi et al. 2017), bezogen
auf mehr als 14.000 Falle, die prognostisch glinstigste Gruppe Luminal A mit
37,5% und die Kategorie Luminal B ohne Her-2/neu-Expression mit 43,2%, so
dass insgesamt etwa 80% der Mammakarzinome Hormonrezeptor-positiv und
Her-2/neu-negativ sind. Her-2/neu-positiv mit oder ohne Hormonrezeptor-
expression waren 11,1%; die Ubrigen 8,2% der Falle waren Triple-negativ.

Anhnliche Verteilungen wurden auch vom Deutschen Krebsforschungszentrum



angegeben, wo man von etwa 75% der Félle in den gunstigen Kombinationen
des Luminal A bzw. des Luminal B ohne Her-2/neu-Expression ausgeht (DKFZ
2021).

Da beim Mammakarzinom eine groRe Heterogenitat im klinischen Verlauf
besteht, ist flr die Patientinnen und fur die behandelnden arztlichen Disziplinen
durch Beschreibung von Prognosefaktoren eine entsprechend passende
individuelle Therapieplanung von grofder Bedeutung. Wichtig dabei sind vor allem
pradikative Faktoren, welche die spezifische Behandlung optimieren. Hier kommt
der Pathologie eine entscheidende Rolle zu, denn die Bestimmung des
Lymphknotenstatus und der Expression der drei genannten Marker sowie auch
von Ki-67 gehdéren zum klassischen Repertoire der Pathologie. Gleiches gilt flr
im Individualfall zu bestimmende molekulare Parameter. Zu den weiteren
klassischen Prognosefaktoren zahlen der Tumortyp, das morphologische
Grading sowie vor allem die Tumorausdehnung, bestimmt nach der TNM-
Klassifikation (S3 2021). Auch diese GroRen werden von der Pathologie
bestimmt, der damit als Fach eine entscheidende Aufgabe in der Diagnostik der

Mammakarzinome zukommt.

Beim TNM-Status werden der Primartumor (T) und eventuelle regionare
Lymphknotenmetastasen (N) oder Fernmetastasen (M) nach einem Schema
eingeteilt, welches von der UICC (Union Internationale Contre le Cancer)
entwickelt worden ist. Das Rezidiv- und das Metastasenrisiko steigen beispielhaft
mit zunehmender TumorgroRe (T) (Balslev et al. 1994), wobei die 5- und 10-
Jahres-Uberlebensraten sinken (Rosen et al. 1993, Schrodi et al. 2017). Seit
01.01.2017 ist die 8. Auflage der TNM-Klassifikation in Kraft (Wittekind 2017), die
allerdings beim Mammakarzinom im Vergleich zu den Vorgangerversionen keine

wesentlichen Veranderungen erfahren hat.

In Bezug auf die adjuvante Therapieplanung ist gemal® den Vorgaben der
Leitlinien (hier: S3 2021) der bereits beschriebene immunhistochemische

Hormonrezeptorstatus von grofter Bedeutung: Die Planung der endokrinen



Therapie ist abhangig vom prozentuellen Anteil der positiven Zellen fir
Progesteron- und Osterogenrezeptoren. Liegt dieser Anteil bei tiber 10%, so wird
dieser als hormonsensibel bezeichnet. Hingegen wird ein Anteil von unter 1% als
hormonunsensibel beschrieben und gilt somit flir eine adjuvante endokrine
Therapie als weniger geeignet. Bei diesen Patientinnen ist dann andererseits
haufig mit einer Chemotherapie ein deutlich besseres Ergebnis zu erzielen. Bei
Patientinnen mit einem prozentuellen Anteil von 1-10% Positivitat herrscht zum
aktuellen Zeitpunkt ein uneinheitliches Vorgehen. Diese Gruppe wird als fraglich
hormonsensibel bezeichnet und je nach Risikogruppe erhalt diese trotzdem

gegebenenfalls zudem eine Chemotherapie.

Die Ansprechrate der Hormontherapie bei Progesteron- oder Ostrogenrezeptor-
positiven Patientinnen ist sehr unterschiedlich und unterscheidet sich sogar
innerhalb der einzelnen Risikogruppen (Osborne 1998), so dass weitere

Prognosefaktoren wiinschenswert waren.

113 Auspragungscharakteristika des Hormonrezeptor- und des
Her-2/neu-Status

Die immunhistochemischen Untersuchungen zur Bestimmung von ER, PR und
Her-2/neu werden stets pratherapeutisch am Primartumor der Patientin und in
Fallen einer neoadjuvanten Therapie auch am spateren Resektat durchgefuhrt.
Vollkommen unublich ist derzeit ihre Bestimmung an synchron festgestellten
regionaren Lymphknotenmetastasen oder synchronen Fernmetastasen. Anders
sieht es bei metachronen Fernmetastasen aus, bei denen die Frauenkliniken in
zunehmendem Male eine Wiederholung der Untersuchungen beauftragen, um

die entsprechenden Therapien an die konkrete Situation anpassen zu kénnen.

Dieses bedeutet, dass zumindest im Rahmen der Planung einer Primartherapie
als reprasentativangenommen wird, was am Primartumor an Ergebnissen erzielt
wird. Auf der einen Seite ist diese Vorgehensweise in gewisser Weise naiv, da
maligne Tumoren als heterogen aufgebaute "Organismen" bekannt sind und man
somit nie im Vorfeld von einem gleichartigen Verhalten irgendeines Markers

ausgehen darf. Auf der anderen Seite ware es unpraktikabel und auch



Okonomisch, ohne dass ein definierter klinisch-therapeutischer Grund vorlage,
nicht recht zu vertreten, den Primartumor und jede der manchmal multiplen

Metastasen zu untersuchen.

1.2 Tissue Microarray (TMA)

Die hier vorgelegte Studie zu ER, PR und Her-2/neu-neu wurde an tissue micro-
arrays (TMA) vorgenommen. Da diese Methode nicht allgemein verbreitet und
aulerhalb der Pathologie wenig bekannt ist, soll im Folgenden auf sie genauer

eingegangen werden.

Battifora beschrieb 1986 den ,multitumor (sausage) tissue block“ (MTTB). Dabei
wurden erstmals Proben aus verschiedenen Geweben in einen einzelnen
grofl¥flachigen Paraffinblock zusammengestellt (Battifora 1986). Er stellte vor
allem sogenannte thematische MTTBs her. Hierbei kombinierte er verschiedene
Einheiten von gemeinsamen Geweben in einem Block. Seinerzeit dienten diese
Blocke bereits vor allem zu Screeningzwecken von neu entwickelten Antikérpern
darauf, an welchen Geweben sie eine Expression zeigten und an welchen nicht.
Einige Jahre spater wurde in einem Gemeinschaftsprojekt der Pathologie in
Basel und dem NIH in Bethesda Battiforas Entwicklung aufgegriffen und
entscheidend weiterentwickelt. Es wurde die Moglichkeit geschaffen, im
Maximalfall mehr als 1000 Gewebezylinder in einen einzelnen Paraffinblock zu
bringen (Kononen et al. 1998). Dazu war die Entwicklung einer sehr diinnen
Stanzeinrichtung notwendig, welche mit einem Durchmesser von 0,6 mm
einzelne Zylinder aus einem Gewebeblock (,Donor“) enthehmen konnte. Mit
einem xy-Koordinatensystem wurden diese Zylinder parallel enthommen und
daraufhin mit dem gleichen System in vorgegebene Locher eines vorbereiteten
Empfangerblocks (,Recipient’) eingesetzt. Solche Blocke werden als ,tissue
microarray” (TMA) oder auch kurz als ,Multiblocke“ bezeichnet (Abb. 1.1).

Als eine Ubersicht tber technische Aspekte der TMA-Technik, in der auch auf
andere Weiterentwicklungen der urspringlichen Idee von Battifora eingegangen

wird, soll hier auf einen Review von Vogel (2014) verwiesen werden. Den



gewissen Run auf diesem Sektor kann man auch daraus ablesen, dass 2012
extra eine Zeitschrift mit dem Namen Microarrays gegrundet wurde, in der auch
der Artikel von Vogel erschienen ist. 2017 wurde sie allerdings dann in High-

Throughput umbenannt und heil3t seit 2020 BioTech.

Vom Macroarray (,,Sausage Block*) zum Microarray
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TMAs machen Anwendungen an
30 bis 1000 Fallen parallel mdglich:

Sonderfarbungen, Histochemie,
Immunhistochemie, FISH / CISH

Abb. 1.1: Historische Entwicklung vom Macroarray (MTTB) zum Microarray
(TMA). Links: MTTB von Battifora, unten rechts im Bild dunkel gefarbte
Weichteiltumoren, positiv gegenuber dem eingesetzten Antikorper. Rechts: HE-
bzw. ER-gefarbtes Schnittpraparat aus einem unserer TMAs sowie Beispiel eines
ER-positiven Biopsiezylinders (Biesterfeld 2015)

Vorteile dieses Verfahrens sind zum einen die niedrigen Materialkosten, zum
anderen ist es vor allem mdglich, mit sehr wenig Zeitaufwand viele verschiedene
Gewebeteile zu analysieren, wenn man sich einmal die nicht unerhebliche Mihe
der TMA-Herstellung gemacht hat. Eine der Anwendungen dieses Verfahrens
gleicht dem Vorgehen von Battifora, namlich die Testung neuer Antikorper an
verschiedenen Geweben darauf, an welchen Geweben man welche Ex-
pressionsmuster erwarten darf. Eine andere Anwendung ware diejenige in
wissenschaftlichen Studien zur Prognostik maligner Tumoren; hierzu wirde man

eine grolke Zahl von Stanzen verschiedener Tumoren von klinisch gut charak-



terisierten Fallen in einen TMA-Block einbringen und konnte dann rationell
immunhistochemische Marker auf prognostische Relevanz an einer bestimmten
Tumorentitat testen. Die Untersuchungsart, die in unserer Studie zum Tragen
kommt, stellt eine weitere Modifikation dar; sie dient (s. unten) dem Vergleich
verschiedener Regionen eines Tumors, was sowohl am gleichen Material (z.B.
drei Stellen aus einem Primartumor), als auch an unterschiedlichen Materialien

(z.B. Vergleich zwischen Primartumor und Metastasen) mdglich ist.

Neben Auswertungen immunhistochemischer Untersuchungen kamen auch
Beurteilungen von anderen morphologischen Anwendungen, vor allem auch von
in situ-Hybridisierungen in Betracht, sowohl als chromogene wie auch als
Fluoreszenz-basierte Methodik (CISH, FISH).

Klinisch gesehen sind adjuvante morphologische Methoden, selbst wenn sie
auch in der Charakterisierung z.B. entzlndlicher Erkrankungen zum Einsatz
kommen konnten, vor allem bei Tumorerkrankungen von Belang. Nicht selten
hangen die Diagnose und das Therapieprocedere unmittelbar von bestimmten
Markerexpressionen ab bzw. werden von ihnen beeinflusst, so dass auf die
Analyse von Eigenschaften bestehender und insbesondere neuer Marker
besonderer Wert gelegt wird. Anhand von TMA-Anwendungen sind solche
Informationen relativ leicht zu erhalten. Voraussetzung fur die Anwendbarkeit der
Methode ist jedoch, dass der benutzte Antikorper das entsprechend verfligbare
Gewebe vergleichsweise homogen anfarbt, da man sonst vermutlich nicht aus
der Expression an einem kleinen Gewebsanteil auf das Gesamtgewebe

rickschlielfen kdnnen wird.

Diverse Studien verwenden diese Multiblocke mittlerweile vor allem im Hinblick
auf die Beantwortung immunhistochemischer Fragestellungen (Insabato et al.
2009, Gokmen-Polar et al. 2010, Li et al. 2010), gerade auch bei Mamma-
karzinomen: Hier wurde beispielsweise 2014 in einer wichtigen TMA-basierten
Studie an 2040 Gewebsproben epithelialer Tumoren herausgearbeitet, dass der
damals kurz zuvor erst eingefuhrte Marker GATA-3 in der Tat geeignet ist, ins-

besondere Mammakarzinome und urotheliale Karzinome zu erkennen (Miettinen



et al. 2014). Gleiches gilt auch flr einen weiteren neueren Marker, namlich
TRPS1, der als selektiver als GATA-3 gilt, da er fur Urothelkarzinome in der
Regel negativ ist, und in Progenitorzellkarzinomen und Triple-negativen Kar-
zinomen, die zu ca. einem Drittel kein GATA-3 exprimieren, haufiger positiv sein
soll; hier wurden entsprechende TMA-basierte Ergebnisse an 1713 Tumor-
gewebsproben generiert (Ai et al. 2021). Beide Studien waren an konventionellen
Schnittpraparaten kaum mit vertretbarem Aufwand mdglich gewesen.

1.3 Aufbau und Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser retrospektiven, methodisch ausgerichteten Arbeit ist es, TMA-
basiert Unterschiede im Verteilungsmuster flr die Expression der beiden
Hormonrezeptoren (ER, PR) von Her-2/neu in Mammakarzinomen im Vergleich
zu ihren axillaren Lymphknotenmetastasen darzustellen. Die Auswahl der Marker
erfolgte in erster Linie aus der Uberlegung heraus, dass sie routinemaRig an allen
Fallen primarer Mammakarzinome bestimmt werden und sehr wichtige Kriterien
in der Entscheidung zur Therapieplanung sind. Ausgewertet wurden die in TMA-
Blocke eingebrachte Proben synchroner, also im Rahmen der operativen
Primartherapie festgestellter Lymphknotenmetastasen beziiglich der Ostrogen-
(ER) und der Progesteronrezeptoren (PR) und der Her-2/neu-Expression unter
Zugrundelegung international anerkannter Kriterien. Insgesamt standen aus
einem Kollektiv von 124 Fallen von Mammakarzinomen die Proben von 35
Patientinnen zur Verfligung, die als ,Nicht-NO* befundet worden waren, also Uber
entsprechende Lymphknotenmetastasen in unterschiedlichen Auspragungen
(N1, N2, N3) verfugten.

Arbeitshypothese dieser Arbeit ist, dass sich in diversen Fallen durchaus
Unterschiede im Verteilungsmuster der Hormonrezeptoren zwischen Lymph-
knotenmetastasen und Primartumor darstellen lassen, die im Kontext der
klinischen und prognostischen Daten diskutiert werden sollen. Ferner wurde
angenommen, dass die Unterschiede im Verteilungsmuster sich "in beide
Richtungen" darstellen lassen wuirden und dass somit in den Lymph-

knotenmetastasen sowohl ein Expressionsverlust (bei positivem Primartumor),



als auch ein Expressionserwerb (bei negativem Primartumor) auftreten konnte.
Aufgabe war, die Ergebnisse der bislang vorliegenden Arbeiten zu sichten und
systematisch zusammenzustellen; ferner sollte ein Vergleich mit Rezidiven oder
metachronen Fernmetastasen angestrebt werden. Hierzu lagen aus der Literatur
mit Stand 2011/2012, als diese Arbeit projektiert wurde, bereits einige Studien
vor (siehe spater Kapitel 4, Diskussion).

1.4 Ethikvotum

Zur vorliegenden Studie liegt von der Ethikkommission der Medizinischen
Fakultéat der Heinrich-Heine-Universitat unter der Studiennummer 4217 vom

8.4.2013 ein positives Votum vor.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

211 Charakterisierung der untersuchten Tumoren (Gesamtstudie)

Bei dieser Arbeit wurde Material aus einer Studie von invasiven Mamma-
karzinomen weiterverwendet, die konsekutiv in einem definierten Zeitraum von
18 Monaten am Institut fur Pathologie der Universitatsklinik Aachen untersucht
worden waren. Dabei waren nur Praparate von Patientinnen ohne vorherige
Tumoranamnese herangezogen worden, bei denen aktuell ein primares
unilaterales Mammakarzinom, Uberwiegend vom invasiv-duktalen (heute als NST
[no special type] bezeichnet) bzw. vom invasiv-lobularen Typ (WHO 2019)
diagnostiziert worden war. Insgesamt umfasste die Studie 124 Falle; das durch-
schnittliche Alter der Patientinnen lag bei 61,4 Jahren, wobei die jungste Patientin

32 Jahre und die alteste Patientin 95 Jahre alt war.

Von den Mammakarzinomen wurden 89 als invasiv-duktales Karzinom und 18
als invasiv-lobulares Karzinom diagnostiziert. Bei den tbrigen 17 Fallen handelte
es sich um tubulare, muzindése bzw. medullare Karzinome oder um sogenannte

Mischtypen mit lobularen sowie duktalen Anteilen.

Nicht mit in die Studie aufgenommen worden waren Falle von Mannern bzw. von
Frauen mit Tumoranamnese sowie mit mehreren synchron auftretenden
Mammakarzinomen, da die Gesamtstudie unter prognostischen Gesichtspunkten
akquiriert worden war. AufRerdem mussten diejenigen ansonsten geeigneten
Falle ausgeschlossen werden, in denen die Paraffinblocke nicht mehr

ausreichend viel Tumormaterial aufwiesen bzw. nicht auffindbar waren.

21.2 Charakterisierung der nodal metastasierten Fille

Eine Lymphknotenmetastasierung zeigte sich bei insgesamt 36 der 124 Falle.

Bezogen auf die Patientinnen mit Lymphknotenmetastasen betrug das durch-
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schnittliche Erkrankungsalter 60,6 +/- 12,5 (SD) Jahre und reichte von 37 bis 95
Jahre. Im Vergleich zu der Altersverteilung aller Patientinnen ergab sich kein

statistisch signifikanter Unterschied (U-Test: p > 0,05).

2.2 Methoden

2.21 Block- und Schnittmaterial aus der Routinediagnostik

Routinemafig waren von den Fallen, die nach Formalinfixation des Materials in
ublicher Paraffinschnitt-Technik bearbeitet worden waren, bereits die HE-
Farbungen (Hamatoxylin und Eosin) sowie die immunhistochemischen
Farbungen fir ER, PR und Her-2/neu in Form reprasentativer Gesamt-
tumorschnitte vorhanden. In den Fallen, in denen die Schnittpraparate im Archiv
fehlten oder beschadigt waren, wurde aus archiviertem Blockmaterial
entsprechende Nachschnitte angefertigt. Zur Vereinheitlichung der Beurteilung
wurden alle Schnittpraparate bzgl. Differenzierung und Tumortyp neu befundet

und mit dem Originalbefund abgeglichen.

In einem metastasierten Fall stand keinerlei Blockmaterial zur Verfligung, so dass

sich die Fallzahl auf 35 reduzierte.

2.2.2 Materialauswahl fiir die TMAs

Pro Fall wurde Stanzmaterial aus dem Primartumor und aus Lymphknoten-
metastasen enthommen. Die Zahl der Lymphknotenmetastasen unterschied sich
dabei deutlich von Fall zu Fall. Bei zehn Patientinnen war genau ein
Lymphknoten befallen. Acht Falle wiesen jeweils zwei, zwei Falle jeweils drei, ein
Fall vier und vier Falle jeweils finf Lymphknotenmetastasen auf. In zehn Fallen
lagen sechs oder mehr Lymphknotenmetastasen vor. In nur einem Fall gelang es
nicht, alle Paraffinblécke mit Lymphknotenmetastasen zu ermitteln; in dem Fall
waren im Befund zwei Lymphknotenmetastasen dokumentiert, es liel3 sich
jedoch nur ein Paraffinblock mit einer metastatischen Absiedlung in die Studie

einschliel3en.
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Bei bis zu sechs befallenen Lymphknoten wurden alle Lymphknotenmetastasen
berlcksichtigt. Waren mehr als sechs Lymphknoten befallen, so wurden die
siebte und weitere Lymphknotenmetastasen nicht mehr bertcksichtigt, die Zahl
von zur Untersuchung anstehenden Lymphknotenmetastasen also auf sechs
beschrankt. Die Lymphknotenmetastasen wurden nach Flache des Tumor-
infiltrates geordnet bezeichnet, so dass die "erste Lymphknotenmetastase”
diejenige mit der grofdten Tumorflache darstellte, die "zweite Lymphknoten-

metastase" diejenige mit der zweitgroften usw.

Die Gesamtzahl an zu bearbeitenden Stanzen aus Lymphknotenmetastasen von
betrug somit 115, so dass unter Einbeziehung der 35 Stanzen der Primartumoren

150 Stanzen zu beurteilen waren.

223 Gewinnung der Stanzmaterials fiir die TMAs

Alle methodischen Aspekte zur Gewinnung des Stanzmaterials sowie zur
Praparation der TMA-Blocke und der Schnittpraparate folgen den Standard
Operation Procedures (SOPs), die am Institut fir Pathologie in Aachen flr diese
Methode hinterlegt waren und sollen daher hier nur kursorisch bzw.
ausschlieBlich dort detailliert besprochen werden, wo sie Aspekte der Beurteilung

von Lymphknotenmetastasen beruhren.

Ohne Kenntnisse der Rezeptorverteilung wurde an den HE-Schnitten des
Primartumors mittels eines folienfesten Stiftes ein tumorzellreicher Bereich im
Praparat gekennzeichnet. Diese Stiftmarkierung wurde nach visuellem Vergleich
auf den originalen Paraffinblock Ubertragen. Ahnlich wurde bei den

Lymphknotenmetastasen vorgegangen.
Die Multiblécke wurden mit dem gewerblich erhaltlichen TMA-System der Firma

Zytomed (Berlin) angefertigt. Zu diesem gehdrt eine Hohlstanze mit einem

Innendurchmesser von 1 mm, bestehend aus einer Hohlnadel mit innen-
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liegendem Stempel (Abbildung 2.1). Diese wurde senkrecht zum markierten
Areal auf dem Paraffinblock aufgesetzt und der entsprechende Gewebezylinder
durch Eindrucken der Hohlnadel bis auf den Kunststoffgrund des Paraffinblockes
gewonnen. Danach wurde der Gewebezylinder in ein durch die Firma Zytomed
zur Verfugung gestelltes vornummeriertes RoOhrchen eingesetzt und die
entsprechende Nummerierung in einer Datei mit der Eingangs- und

Blocknummer des Gewebes zusammengefuhrt.
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Abb. 2.1: Summarische Dokumentation einer Gewinnung von Stanzmaterial fur
einen TMA-Block. Von links nach rechts: 1. Stanzvorrichtung. 2. Originaler HE-
Schnitt mit einem mit wasserfestem Filzstift aufgemalten Kreis mit der zu
stanzenden Struktur, der als Vorlage fur die Stanzung des Blockes dienen soll.
3. Paraffinblock nach Stanzenentnahme (oben) und ausgestanzter Zylinder
(unten). 4. Spater angefertigter HE-Schnitt vom Paraffinblock nach Stanzen-
entnahme (Biesterfeld 2015).

224 Herstellung der TMA-Blocke

Die verschlossenen nummerierten R6hrchen wurden an die Firma Zytomed nach
Berlin versandt. Die Herstellung der TMA-Blocke erfolgte dort mit einem paten-

tierten Verfahren, bei dem die nummerierten Gewebezylinder im vordefinierten



Abstand und parallel zueinander in einen Paraffinblock-Rohling zusammengefigt

werden.

Dabei schliel3en alle Gewebestanzen mit der Seite des Gewebes nach oben plan
ab. Anhand einer Schablone, bestehend aus einem exzentrisch gelegenem
Referenzgewebe (Herzmuskel des Hundes), welches der Markierung dient,
konnen die Gewebestanzen dem jeweiligen Fall zugeordnet werden. Die
Nummerierung entsprach der Markierung der vorher nummerierten Trans-

portrohrchen (Abb. 2.2).

In dieser Arbeit wurden insgesamt drei Multibldcke verwendet, in welchen sich
insgesamt maximal 96 Stanzen unterbringen lassen. Dabei kdnnen acht Proben
in x-Richtung sowie zwolf in y-Richtung eingebracht werden. Ein Block wurde mit
84 Proben und zwei Blocke mit jeweils 79 Proben bestlckt. Neben den in dieser
Arbeit ausgewerteten TMA-Stanzen waren darin noch weitere Stanzen aus dem

Primartumor, die aber nicht im Rahmen dieser Studie bearbeitet wurden.

® ® ®
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Abb. 2.2: Schablonen der drei verwendeten TMA-Blocke. Die mit M* be-
zeichneten Stanzen dienen jeweils der Orientierung im Praparat (Herzmuskulatur
des Hundes)
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225 Herstellung der Paraffinschnitte

Die Herstellung der Paraffinschnitte erfolgte gemal® den Standard Operation
Procedures (SOP) des Institutes fur Pathologie der RWTH Aachen. Zunachst
wurde die Blocke auf eine Kuhlplatte vorgekuhlt, um sie durch Harten
schneidfahig zu machen. Danach wurden mit einem Rotationsmikrotom einige je
3-4 uym dicke Schnitte vom Block abgenommen und zum Glatten auf ein 38 °C
warmes Wasserbad gelegt. Im Anschluss daran wurden sie auf mit Silan

beschichtete Objekttrager aufgezogen.

Uber Nacht wurden die Objekttrager in einem Brutschrank bei 37 °C inkubiert und
getrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte durch eine zehnminuatige

Inkubation in Xylol entparaffiniert.

Zur Orientierung wurde dann jeweils ein Schnitt einer konventionellen HE-
Farbung gemald den SOPs unterzogen. An den Schnitten, die fur immun-
histochemische Farbungen vorgesehen waren, erfolgte zur Blockade der die
spatere Farbung eventuell stérenden endogenen Peroxidase eine funfzehn-
mindtige Inkubation in H202-Methanol. Zur Rehydrierung schloss sich eine
absteigende Alkoholreine mit einem zweimaligen Bad in 96% Athanol,
anschlieRend zweimalig in 70% Athanol und in A. dest. an. Danach wurden die
Schnitte in PBS-Puffer eingestellt.

Zur Demaskierung von Antigenen (,antigen retrieval*) wurde ein Mikrowellenherd
genutzt, wobei die Schnitte in einer mit Citratpuffer geflllten Kivette stehend bei
600 Watt viermal fur jeweils funf Minuten gekocht wurden. Zwischen den
Schritten wurden die Gefale jeweils mit destilliertem Wasser aufgefullt. Nach den
Kochphasen wurde die Kivette mit PBS-Puffer aufgeflllt und anschlielend
abgekuhlt.

Die einzelnen Objekttrager wurden sich mit dem Gewebe gegenuber liegend in

einen Objekttragerhalter, geflllt mit Puffer, mit entsprechenden Abstandhaltern

gesteckt. Dieser kleine Spalt sorgte fur die gewinschte Kapillarwirkung, wodurch
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der Puffer zwischen den Geweben nach oben verlief. Dasselbe Prozedere
erfolgte zur besseren Flussigkeitsverteilung wahrend der Farbung zum

Abschluss noch mit Wasser.

2.2.6 Ablauf der immunhistochemischen Farbungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden im Immunhistochemischen Labor
des Institutes fur Pathologie der RWTH Aachen in einem Immunostainer (DAKO,
Kopenhagen) unter Anwendung einer indirekten Streptavidin-Biotin-Methode

vorgenommen.

Die folgenden Primarantikorper mit Verdinnungsangaben wurden verwendet:
- ER anti-Maus (NCL-ER-6F-11 von Nova Castra, Berlin), Verdunnung
1:100,
- PR anti-Maus (NCL-PGR 312 von Nova Castra, Berlin), Verdinnung
1:100,
- Her-2/neu anti-Kaninchen (A0485 von Dako Agilent, Kopenhagen),
Verdinnung 1:400

Der biotinylierte Sekundarantikérper von der Ziege bindet unspezifisch mit dem
Primarantikorper. Zur starkeren Bindung dient dieser, da mehrere Streptavidin-
Biotin-Komplexe dort binden kénnen. Die Peroxidase konjugiert diese Komplexe.
Daraufhin entsteht eine Reaktion mit der Chromogen-Substrat-Lésung (H202 +
3,3 'Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid [DAB]), durch welche wird die Antigen-
Antikorperreaktion braun sichtbar wird. Die braune Farbe entsteht dabei durch
die eisenhaltige Hamgruppe im Peroxidasezentrum. Zur blauen Farbung der
Kerne hingegen dient die Gegenfarbung mit dem Hamatoxillin. Wahrend der
einzelnen Farbeschritte wurde mehrfach mit Puffer gesplilt. In den letzten
Schritten wurden die Farbungen jeweils in aufsteigender Alkoholreihe behandelt.
Dabei je dreimal in 70% und 96% sowie zweimal in 100% Alkohol., anschlief3end
viermal in Xylol fur ungefahr zwei Minuten. Zum Abschluss wurde jeder Schnitt

mit einem Tropfen Vitro-Clud unter einem Deckglaschen eingeschlossen.
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2.2.7 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Ostrogen- und Progesteronrezeptor (ER, PR)

Die ER- und PR-Antikérper fuhren im positiven Fall zu einer Anfarbung des
Zellkerns, wahrend Zytoplasma und Zellmembran ungefarbt bleiben. Bei der
Beurteilung der ER- und PR-Darstellungen wurden, wie in der Pathologie in
Deutschland allgemein Ublich, der Prozentsatz angefarbter Tumorzellkerne (PP,
prozentuale Positivitat, percentage of positivity) sowie die Intensitat der Farbung
(SI, staining intensity) am lichtmikroskopischen Bild semiquantitativ beurteilt
(Tab. 2.1, Tab. 2.2).

Tab. 2.1: Bewertung der prozentuellen Positivitat (PP) der immunhistochemi-
schen ER- bzw. PR-Darstellung

PP Geschatzte Zahl
positiver Zellkerne

0%
<10%
10%-50%
50%-80%
> 80%

A W N | O

Tab. 2.2: Bewertung der Farbeintensitat (SI) der immunhistochemischen ER-
bzw. PR-Darstellung

S| Geschtzte
Farbeintensitat

0 0%

1 gering

2 malig

3 stark
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Als Produkt der PP und der Sl ergibt sich der Immunreaktive Score (IRS) nach
Remmele und Stegner (1987), Ublicherweise kurz "Remmele-Score" genannt.
Seine Werteskala reicht von 0 bis 12 mit Einzelwerten von 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9

und 12 (Tab. 2.3):

Tab. 2.3: Aus dem Produkt von PP und Sl gebildeter Immunreaktiver Score (IRS,
Remmele-Score) zur Auswertung der immunhistochemischen ER- bzw. PR-
Darstellung

Immunreaktiver Score (IRS, Remmele-Score) fir ER und PR
PP S
0 1 2 3
0 0
1 1 2 3
2 2 4 6
3 3 6 9
4 4 8 12

Da der IRS zu viele Gruppen aufweist, um ohne weitere Unterteilungen
praktikabel zu sein, wurde er weiter in Subgruppen unterteilt und als negativ (IRS
0), schwach positiv (IRS 1-3) bzw. positiv (IRS 4-12) interpretiert. Bei begrenzter
Zahl von hochstens 35 Fallen und insgesamt 10 Merkmalsauspragungen des
Remmele-Scores wird im Ergebnisteil ausschliellich auf diese dreigliedrige
zusammenfassende Version eingegangen. Ein von Reiner et al. (1990) aus PP
und Sl entwickelter additiver Score wurde in dieser Arbeit nicht weiter bertck-

sichtigt, da er sich international nicht durchgesetzt hat.

Her-2/neu-Farbung

Bei der Beurteilung der Her-2/neu-Farbung, bei der es sich um eine
Zellmembranfarbung handelt, kam der DAKO-Score zur Anwendung, der 1999
von der Firma DAKO Agilent veroffentlicht wurde (aktuelles Manual: DAKO

2014). Bei diesem Score werden das Farbemuster sowie die Intensitat der
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Farbung der Zellmembran nach Tabelle 2.4 bewertet. Eine zytoplasmatische
Farbung qilt als nicht spezifisch und spielte bei der Bewertung keine Rolle.
Konventionsgemal dienen DAKO-Scores von 0, 1+ und 3+ in Deutschland als
alleinige Grundlage fur therapeutische Entscheidungen bzgl. einer eventuellen
Trastuzumab-Therapie, weil ihr Ergebnis sehr hoch mit dem Ausschluss bzw.

dem Nachweis einer Amplifikation im Her-2/neu-Gen korreliert ist.

Bei einem DAKO-Score von 2+ hingegen wird diese Entscheidung vom Ausfall
einer noch anzuschlielenden in situ-Hybridisierung des Her-2/neu-Gens
abhangig gemacht. Diese erganzende Untersuchung war nicht Gegenstand

unserer Studie, so dass hierauf im Folgenden nicht mehr eingegangen wird.

Tab. 2.4: Bewertung der Her-2/neu-Farbung nach dem DAKO-Score

Ergebnis der Her-2/neu-Farbung DAKO-Score

keine Farbung bzw. lediglich < 10% der Tumorzellen mit
membranstandiger Farbung

schwache oder kaum sichtbare, unvollstandige Mem-
branfarbung in > 10% der Tumorzellen

schwache bis mittelstarke komplette Membranfarbung in | 2+ (= schwach
> 10% der Tumorzellen positiv)

starke, die komplette Membran umfassende Farbung in >
10% der Tumorzellen

0 (= negativ)

1+ (= negativ)

3+ (= positiv)

Die aktuelle neue Zuordnung eines Score 1+ zu einem Ergebnis ,Her-2 low", das
in Abgrenzung zu einem Score 0 jetzt seit Kurzem nicht mehr als negativ gilt
(Modi et al. 2022), war seinerzeit noch nicht etabliert. Da sich an der Ermittlung
eines Score 1+ aber nichts Substantielles geandert hat, ist diese neue

Interpretation fur unsere Studie ohne Belang.

2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte in Kooperation zwischen dem

Funktionsbereich Cytopathologie der Universitat Disseldorf und dem Institut fir
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Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) der Johannes-

Gutenberg-Universitat Mainz.

In der vorliegenden Untersuchung wurden fast ausschliel3lich kategorisierte
Variablen erhoben, die in Mehr-Felder-Tafeln dargestellt wurden. Nicht besetzte
Kategorien in den Tafeln wurden Uberwiegend freigelassen, statt sie mit einer 0
zu versehen, um auf diese Weise optisch leichter die von links oben nach rechts
unten verlaufenden Diagonalen sichtbar werden zu lassen, welche
ubereinstimmende Einstufungen bei den jeweiligen Vergleichen dokumentieren.
Die Beziehungen zwischen den Variablen wurden in Mehr-Felder-Tafeln
dargestellt und mit dem Pearson Chi2-Test auf statistische Signifikanz getestet.
Ferner wurden Korrelationskoeffzienten berechnet. Zum Vergleich von

Datenverteilungen ungestufter Daten kam der U-Test zur Anwendung.

Sowohl fur den Chi?-Test, als auch fur den U-Test wurde statistische Signifikanz
fur ein p-Niveau von p < 0,05 angenommen, entsprechend einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit von < § %, die Nullhypothese irrtumlich zu verwerfen.

Ferner soll hier kurz auf Cohen's Kappa (k) eingegangen werden, das wir zwar
nicht verwendet haben, das aber in den in der Diskussion berucksichtigten
Publikationen anderer Gruppen verschiedentlich angewandt wurde. Diese GrofRe
macht gewichtete Ubereinstimmungen zwischen Mehr-Felder-Tafeln verschie-
denen Umfangs, z.B. zwischen einer 4-Felder-Tafel (2 x 2) und einer 9-Felder-

Tafel (3 x 3) besser vergleichbar, weil sie nach der Formel

K= (po-pc)/(1-pc)

eine gefundene Ubereinstimmung von po mit der Zufallsiibereinstimmung pc in
Beziehung setzt. Letztere unterscheidet sich zwischen Mehr-Felder-Tafeln
verschiedener Grolde, aber auch bei ungleicher Verteilung der Daten innerhalb
der zur Verfugung stehenden Kategorien. Es errechnet sich ein zwischen 0 und
1 liegender k-Wert, der bzgl. der Qualitat der Ubereinstimmung interpretiert wird
(Tab. 2.5):
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Tab. 2.5: Bewertung der Ubereinstimmung von Mehr-Felder-Tafeln durch
Interpretation von Cohen's Kappa (k); in Klammern die englische Original-
bezeichnung

Cohen's Kappa (k) Ubereinstimmung
0,0-0,2 sehr gering  (slight)
0,21-0,4 gering (fair)
0,41-0,6 mittel (moderate)
0,61-0,8 gut (substantial)
0,81-1,0 sehr gut (almost perfect)
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der immunhistochemischen ER-Bestim-
mungen an Primartumor und erster und zweiter
Lymphknotenmetastase

Prozentuale Positivitat (ER-PP)

Tabelle 3.1 vergleicht die prozentuelle Positivitat des Ostrogenrezeptors (ER-PP)

der ersten Lymphknotenmetastasen zwischen Befunder 1 und Befunder 2.

Die beiden Befunder beurteilten die ER-PP der ersten Lymphknotenmetastasen
in 29 Fallen (= 82,9%) Ubereinstimmend, in weiteren 5 Fallen (= 14,2%) ergab
sich eine Abweichung von +/- einer Kategorie und in einem Fall (= 2,9%) wich die
Beurteilung um mehr als eine Kategorie ab.

Tab. 3.1: Vergleich der prozentualen Positivitat des Ostrogenrezeptors (ER-PP)
der ersten Lymphknotenmetastasen zwischen Befunder 1 und Befunder 2 (p <
0,0001)

ER-PP der ersten Befunder 2
Lymphknoten-
metastase 0 1 2 3 4 >
0 12 12
1 1 4 5
o 2 2 2 1 5
©
g
5 3 5 2 7
m
4 6 6
> 13 4 2 7 9 35

Die Tab. 3.2 und 3.3 zeigen die Daten flur die Beurteilung der ER-PP zwischen
Primartumoren und erster Lymphknotenmetastase fur beide Befunder.

In 17 Fallen (= 48,6%) wurde die ER-PP zwischen den ersten Lymphknoten-

metastasen und den Primartumoren von Befunder 1 (ibereinstimmend bewertet
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(Tab. 3.2). Abweichungen um eine Kategorie ergaben sich in 15 Fallen (= 42,9%),

Abweichungen um mehr als eine Kategorie in 3 Fallen (= 8,5%).

Tab. 3.2: Vergleich der prozentualen Positivitat des Ostrogenrezeptors (ER-PP)
zwischen der ersten Lymphknotenmetastase und dem Primartumor durch
Befunder 1 (p = 0,0050)

ER-PP, Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 1
0 1 2 3 4 Y
0 7 1 8
_ 1 5 2 1 8
(@)
S 2 1 1 2 1 5
kS
£ 9 2 3 1 6
a
4 1 1 2 4 8
> 12 5 5 7 6 35

Fir Befunder 2 zeigte der Vergleich der Bewertung der ER-PP 20 Uber-
einstimmungen (= 57,2%). Eine Abweichung um eine Kategorie lag in 11 Fallen

(= 31,4%) vor, um mehr als eine Kategorie in 4 Fallen (= 11,4%).

Tab. 3.3: Vergleich der prozentualen Positivitat des Ostrogenrezeptors (ER-PP)
zwischen den ersten Lymphknotenmetastasen und dem Primartumor durch
Befunder 2 (p = 0,0007)

ER-PP, Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 2

0 1 2 3 4 >

0 7 1 8

L 1 5 2 1 8
(@]

= 2 1 1 1 2 5
A

= 3 1 4 1 6
a

4 1 1 6 8

> 13 4 2 7 9 85
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Die Tab. 3.4 zeigt den Vergleich der Bewertung der ER-PP von Befunder 1 zwi-
schen den ersten und zweiten Lymphknotenmetastasen. Es ergaben sich 16
Ubereinstimmungen (= 66,7%). Eine Abweichung um eine Kategorie ergab sich
in 5 Fallen (= 20,8%) und eine Abweichung um mehr als eine Kategorie in 3

Fallen (= 12,5%). Ahnlich war das Ergebnis fiir Befunder 2 (Tab. 3.5).

Tab. 3.4: Vergleich der prozentualen Positivitat des Ostrogenrezeptors (ER-PP)
zwischen den ersten und den zweiten Lymphknotenmetastasen durch Befunder
1 (p < 0,0001)

ER-PP, Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder 1
0 1 2 3 4 >
0 6 6
<
2 1 3 1 4
2 o
£ g 2 2 1 1 4
£ &
>0 3 1 3 3 7
o £
17 4 1 2 3
w
> 6 3 4 5 6 24

Tab. 3.5: Vergleich der prozentualen Positivitat des Ostrogenrezeptors (ER-PP)
zwischen den ersten und den zweiten Lymphknotenmetastasen durch Befunder
2 (p <0,0001)

ER-PP, Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder2
0 1 2 3 4 >
0 7 7
c
% 1 2 1 3
c O
£ 3 2 1 1
Q »n
€ ®
>0 3 2 5 7
o E
7 4 1 5 6
L
> 7 2 1 3 11 24
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Farbeintensitat (ER-SI)

Tabelle 3.6 und Tabelle 3.7 zeigen die Beurteilung der Farbeintensitat des
Ostrogenrezeptors (ER-SI) der ersten Lymphknotenmetastasen zwischen

Befunder 1 und Befunder 2.

Im Vergleich befundeten Befunder 1 und Befunder 2 die ER-SI der ersten
Lymphknotenmetastasen in 32 Fallen (= 91,4%) Ubereinstimmend, in weiteren 2
Fallen (= 5,7%) ergab sich eine Abweichung von +/- einer Kategorie, und nur in

einem Fall (= 2,9%) wich die Beurteilung um mehr als eine Kategorie ab.

Tab. 3.6: Vergleich der Farbeintensitat des Ostrogenrezeptors (ER-SI) der ersten
Lymphknotenmetastasen zwischen Befunder 1 und Befunder 2 (p < 0,0001)

ER-SI der ersten Befunder 2
Lymphknoten-
metastase 0 2 >

0 12 12

- 1 7 7

o

2 2 7 7

>

@

m 3 1 2 9
> 13 7 9 6 35

In Tabelle 3.7 werden die Beurteilungen der Farbeintensitat des Ostrogenrezep-
tors (ER-SI) zwischen der ersten Lymphknotenmetastasen und der Primar-

tumoren dargestellt.

In 19 Fallen (= 54,2%) wurde die ER-SI zwischen den ersten Lymphknoten-
metastasen und den Primartumoren von Befunder 1 Ubereinstimmend bewertet.
Abweichungen in einer Kategorie ergaben sich in 15 Fallen (= 42,9%), wobei sich

Abweichungen in mehr als einer Kategorie in einem Fall (= 2,9%) ergaben.
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Tab. 3.7: Vergleich der Farbeintensitat des Ostrogenrezeptors (ER-SI) zwischen
der ersten Lymphknotenmetastase und dem Primartumor durch Befunder 1 (p =

0,0009)
ER-SI, Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 1
0 1 2 3 >
0 7 1 8
5 1 4 4 2 10
£
£ 2 1 2 4 5 12
£
a 3 1 4 5
> 12 7 7 9 35

Tabelle 3.8 zeigt den Vergleich der Bewertung der ER-SI von Befunder 2 zwi-

schen den Primartumoren und den ersten Lymphknotenmetastasen. Es ergaben

sich 21 Ubereinstimmungen (= 60%), Abweichungen um eine Kategorie in 12

Fallen (= 34,3%) und um mehr als eine Kategorie in 2 Fallen (= 5,7%).

Tab. 3.8: Vergleich der Farbeintensitat des Ostrogenrezeptors (ER-SI) zwischen
der ersten Lymphknotenmetastase und dem Primartumor durch Befunder 2 (p =

0,0002)
ER-SI, Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 2
0 1 2 3 >
0 7 1 8
5 1 4 4 2 10
£
= 2 2 2 6 2 12
£
o 3 1 4 5
> 13 7 9 6 35

Tabelle 3.9 gibt den Vergleich der Bewertung der ER-SI von Befunder 1 zwischen

den ersten und den zweiten Lymphknotenmetastasen wieder. 18 Falle wurden

gleich eingestuft (= 75%). Abweichungen um eine Kategorie ergaben sich funfmal

27




(= 20,8%) und um mehr als eine Kategorie einmal (= 4,2%). Ahnlich waren auch

hier die Ergebnisse fur Befunder 2 (Tab. 3.10).

Tab. 3.9: Vergleich der Farbeintensitat des Ostrogenrezeptors (ER-SI) zwischen
der ersten und der zweiten Lymphknotenmetastase durch Befunder 1 (p <

0,0001)
ER-SI, Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder 1
1 2 3 >
, 0
[
L
o 1 3 1 1 5
£ 2
S 3
£ § 2 3 4 7
j 0]
o F 3 1 5 6
&
w )3 6 6 6 24

Tab. 3.10: Vergleich der Farbeintensitat des Ostrogenrezeptors (ER-SI)
zwischen den ersten und den zweiten Lymphknotenmetastasen durch Befunder
2 (p < 0,0001)

ER-SI, Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder 2
1 2 3 >

, 0
C
i)
o 1 2 2 1 5
¥ O
<8
£ § 2 4 3 1 8
_|>~ [T}
o E 3 4 4
&
w > 6 5 6

Immunreaktiver Score nach Remmele

Der Remmele-Score wurde, wie bereits in Kapitel 2.2.7 ausgefuhrt, in drei

Subgruppen der Auspragungen 0, 1-3 und 4-12 berlcksichtigt. Tabelle 3.11 gibt

die Ergebnisse fur den Vergleich der ersten Lymphknotenmetastasen zwischen

Befunder 1 und Befunder 2 wieder.
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Die beiden Befunder beurteilten gemald Remmele-Score der ER-Status der
ersten Lymphknotenmetastasen in 34 Fallen (= 97,1%) Ubereinstimmend, in

einem Fall (= 2,9%) wich die Beurteilung um eine Kategorie ab.

Tab. 3.11: Vergleich der Remmele-Scores fiir den Ostrogenrezeptor der ersten
Lymphknotenmetastasen zwischen Befunder 1 und Befunder 2 (p < 0,0001)

Remmele-Score (ER) Befunder 2
der ersten Lymphknoten-
metastase 0 1-3 4-12 >
0 12 1 13
@ 1-3 7 7
©
S
5 4-12 15 15
0
> 12 8 15 35

Die Tab. 3.12 und 3.13 zeigen die Daten fir die Einstufung des Remmele-Scores

zwischen Primartumoren und erster Lymphknotenmetastase fir beide Befunder.

In 24 Fallen (= 68,6%) wurde die ER-PP zwischen den ersten Lymphknoten-
metastasen und den Primartumoren von Befunder 1 Ubereinstimmend bewertet
(Tab. 3.12). Abweichungen um eine Kategorie lagen in 10 Fallen (= 28,5%) vor,
Abweichungen um mehr als eine Kategorie in einem Fall (= 2,9%).

Tab. 3.12: Vergleich der Remmele-Scores fiir den Ostrogenrezeptor zwischen
der ersten Lymphknotenmetastase und dem Primartumor durch Befunder 1 (p =
0,0002)

Remmele-Score (ER), Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 1
0 1-3 4-12 >
0 7 1
s
S 1-3 5 4 2 11
5
j= 4-12 1 2 13 16
a
> 13 7 15 35
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Fur Befunder 2 zeigte der Vergleich der Bewertung des Remmele-Scores fur ER
28 Ubereinstimmungen (= 80,0%). Eine Abweichung um eine Kategorie lag in 6

Fallen (= 17,1%) vor, um zwei Kategorien in einem Fall (= 2,9%) (Tab. 3.13).

Tab. 3.13: Vergleich der Remmele-Scores fiir den Ostrogenrezeptor zwischen
der ersten Lymphknotenmetastase und dem Primartumor durch Befunder 2 (p <
0,0001)

Remmele-Score (ER), Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 2
0 1-3 4-12 >

0 12 1 1 14
:
= 1-3 3 1 4
kS
£ 4-12 4 13 17
o

> 12 8 15 35

Die Tab. 3.14 zeigt den Vergleich des Remmele-Scores fur ER von Befunder 1
zwischen den ersten und zweiten Lymphknotenmetastasen. Es ergaben sich 18
Ubereinstimmungen (= 75,0%). Eine Abweichung um eine Kategorie ergab sich
in 6 Fallen (= 25,0%). Etwas hdher in der Konkordanz war das Ergebnis fur
Befunder 2 (Tab. 3.15) mit 19 Ubereinstimmungen (= 85,7%) und einer
Abweichung um eine Kategorie in 5 Fallen (= 14,3%).

Tab. 3.14: Vergleich der Remmele-Scores fiir den Ostrogenrezeptor zwischen
der ersten und der zweiten Lymphknotenmetastase durch Befunder 1 (p <
0,0001)

Remmele-Score (ER), Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder 1
0 1-3 4-12 >
, 0 7
[
9 ()
o 8 § 1-3 2 3 5
PE
WS g 4-12 3 9 12
€ €
>
- )3 7 5 12 24
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Tab. 3.15: Vergleich der Remmele-Scores fiir den Ostrogenrezeptor zwischen
der ersten und der zweiten Lymphknotenmetastase durch Befunder 2 (p <
0,0001)

Remmele-Score (ER), Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder 2
0 1-3 4-12 )3
. 0 6
[
23
0?98 1-3 4 2 6
P23
Ws g 4-12 3 9 12
=
>
- > 6 7 11 24
3.2 Vergleich der immunhistochemischen PR-Bestim-
mungen an Primartumor und erster und zweiter
Lymphknotenmetastase

Prozentuale Positivitat (PR-PP)

Tabelle 3.16 vergleicht die prozentuelle Positivitat des Progesteronrezeptors
(PR-PP) der jeweils ersten Lymphknotenmetastase zwischen Befunder 1 und
Befunder 2. Die beiden Befunder beurteilten die PR-PP der ersten Lymphknoten-

metastasen in allen 35 Fallen (= 100%) Ubereinstimmend.

Tab. 3.16: Vergleich der prozentualen Positivitat des Progesteronrezeptors (PR-
PP) der ersten Lymphknotenmetastasen zwischen Befunder 1 und Befunder 2 (p
< 0,0001)

PR-PP der ersten Befunder 2
Lymphknoten-

metastase 0 1 2 3 4 >

0 18 18

1 5 5

o) 2 3 3
©
S

5 3 5 5
m

4 4 4

> 18 5 3 5 4 35
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Tabelle 3.17 zeigt die Daten fur die Beurteilung der PR-PP zwischen Primar-
tumoren und erster Lymphknotenmetastase fiir beide Befunder gemeinsam, da

sie auch dort zu einem komplett Ubereinstimmenden Ergebnis kamen.

In 17 Fallen (= 48,6%) wurde die PR-PP zwischen den ersten Lymphknotenmeta-
stasen und den Primartumoren von beiden Befundern jeweils Ubereinstimmend
bewertet. Abweichungen um eine Kategorie ergaben sich in 13 Fallen (= 37,1%),

Abweichungen um mehr als eine Kategorie in 5 Fallen (= 14,3%).

Tab. 3.17: Vergleich der prozentualen Positivitat des Progesteronrezeptors (PR-
PP) zwischen der ersten Lymphknotenmetastase und dem Primartumor durch
Befunder 1 bzw. fur Befunder 2 (p = 0,0003)

PR-PP, Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 1 bzw. 2
0 1 2 3 4 >
0 13 1 14
. 1 4 2 1 1 8
o
= 2 1 1 2 4
5
£ 3 1 1 4 6
o
4 1 1 1 3
> 18 5 3 5 4 35

Tabelle 3.18 zeigt den Vergleich der Bewertung der PR-PP von Befunder 1

zwischen den ersten und zweiten Lymphknotenmetastasen.

Es ergaben sich 15 Ubereinstimmungen (= 62,5%). Eine Abweichung um eine
Kategorie ergab sich in 9 Fallen (= 37,5%) und eine Abweichung um mehr als
eine Kategorie in keinem Fall (= 0,0%). Fur Befunder 2 waren auch hier die
Ergebnisse mit 16 Ubereinstimmungen (= 66,7%) und eine Abweichung um eine

Kategorie in 8 Fallen (33,3%) ahnlich (Tab. 3.19).
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Tab. 3.18: Vergleich der prozentualen Positivitat des Progesteronrezeptors (PR-
PP) zwischen der ersten und der zweiten Lymphknotenmetastase durch
Befunder 1 (p = 0,0043)

PR-PP, Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder 1
0 1 2 3 4 >
0 11 1 12
<
2o 1 2 2 4
2 o
=3 2 1 1 2
Q n
£ ®©
> 3 1 2 1 4
=
(0]
12 4 2 2
L
> 13 4 1 5 1 24

Tab. 3.19: Vergleich der prozentualen Positivitat des Progesteronrezeptors (PR-
PP) zwischen den ersten und den zweiten Lymphknotenmetastasen durch
Befunder 2 (p = 0,0092)

PR-PP Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder2
0 1 2 3 4 >
0 10 2 12
c
2 1 2 2 4
S 2
£a 2 1 1 2
Q n
E ®
> 3 1 2 1 4
el =
()]
® 4 2 2
L
> 12 5 1 3 3 24

Farbeintensitat (PR-SI)

Tabelle 3.20 zeigt die Beurteilung der Farbeintensitat des Progesteronrezeptors
(PR-SI) der ersten Lymphknotenmetastasen zwischen Befunder 1 und Befunder

2, die in allen 35 Fallen Ubereinstimmte (100%).
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Tab. 3.20: Vergleich der Farbeintensitat des Progesteronrezeptors (PR-SI) der
ersten Lymphknotenmetastase zwischen Befunder 1 und Befunder 2 (p < 0,0001)

PR-SI der ersten Befunder 2
Lymphknoten-
metastase 0 1 2 3 >
0 18 18
- 1 2 2
o
2 2 8 8
=)
©
m 3 7 7
> 18 2 8 7 35

In Tabelle 3.21 werden die Beurteilungen der Farbeintensitat des Progesteron-
rezeptors (PR-SI) zwischen den ersten Lymphknotenmetastasen und den
Primartumoren fur beide Befunder gemeinsam dargestellt, da sie die PR-SI in

den Lymphknotenmetastasen in allen Fallen gleich beurteilten.

Im Vergleich zwischen den Primartumoren und den ersten Lymph-
knotenmetastasen wurde in 22 Fallen (= 62,9%) die PR-SI durch beide Befunder
gleich bewertet. Abweichungen in einer Kategorie ergaben sich in 11 Fallen (=

31,4%), Abweichungen in mehr als einer Kategorie in zwei Fallen (= 5,7%).

Tab. 3.21: Vergleich der Farbeintensitdt des Progesteronrezeptors (PR-SI)
zwischen der ersten Lymphknotenmetastase und dem Primartumor durch
Befunder 1 bzw. Befunder 2 (p = 0,0005)

PR-SI, Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 1 bzw. 2

0 1 2 3 >

0 13 1 14

5 1 3 2 5
S

£ 2 2 1 4 2 9
i@
£

a 3 2 5 7

> 18 2 8 7 35
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Die Tabellen 3.22 und 3.23 geben die Vergleiche der Bewertung von PR-SI durch
beide Befunder zwischen den ersten und den zweiten Lymphknotenmetastasen
wieder. Dabei wurden von Befunder 1 18 Falle (= 75,0%) und von Befunder 2 16
(= 66,7%) Falle gleich eingestuft. Abweichungen um eine Kategorie ergaben sich
insgesamt funfmal (= 20,8%) bzw. siebenmal (= 29,2%) und um mehr als eine

Kategorie je einmal (= 4,2%).

Tabelle 3.22: Vergleich der Farbeintensitat des Progesteronrezeptors (PR-SI)
zwischen den ersten und den zweiten Lymphknotenmetastasen durch Befunder
1 (p =0,0019)

PR-SI, Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder 1

0 1 2 3 >
, 0 11 1 12
[
)
o 1 1 1
c O
£8
£ g 2 1 1 3 1 6
ke
o E 3 1 4 5
Y
w > 13 2 4 5 24

Tab. 3.23: Vergleich der Farbeintensitat des Progesteronrezeptors (PR-SI)
zwischen den ersten und den zweiten Lymphknotenmetastasen durch Befunder
2 (p =0,0042)

PR-SI, Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder 2
0 1 2 3 >
, 0 10 2 12
[
L
o 1 1 1
c O
28
£ § 2 1 2 2 1 6
kg
o F 3 1 4 5
&
w > 12 4 3 5 24
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Immunreaktiver Score nach Remmele

Tabelle 3.24 zeigt die in allen 35 Fallen identischen Einstufungen fir den Ver-

gleich der ersten Lymphknotenmetastasen zwischen den beiden Befundern.

Tab. 3.24: Vergleich der Remmele-Scores fur den Progesteronrezeptor der
ersten Lymphknotenmetastasen zwischen Befunder 1 und Befunder 2 (p <
0,0001)

Remmele-Score (PR) Befunder 2
der ersten Lymphknoten-
metastase 0 1-3 4-12 S
0 18 18
@ 1-3 5 5
©
5
5 4-12 12 12
o0
> 18 5 12 35

Die Tab. 3.25 und 3.26 geben die Einstufungen des Remmele-Scores zwischen
Primartumoren und erster Lymphknotenmetastase fur beide Befunder wieder. In
25 Faéllen (= 71,4%) wurde die PR-PP zwischen den ersten Lymphknoten-
metastasen und den Primartumoren von Befunder 1 Ubereinstimmend bewertet
(Tab. 3.25). Abweichungen um eine Kategorie lagen in 9 Fallen (= 25,7%) vor,
Abweichungen um mehr als eine Kategorie in einem Fall (= 2,9%).

Tab. 3.25: Vergleich der Remmele-Scores flr den Progesteronrezeptor zwischen
der ersten Lymphknotenmetastase und dem Primartumor durch Befunder 1 (p =
0,0002)

Remmele-Score (PR), Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 1
0 1-3 4-12 >
0 13 1 14
o
= 1-3 4 2 2 8
5
£ 4-12 1 2 10 13
a
> 18 5 12 35
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Fur Befunder 2 zeigte der Vergleich der Bewertung des Remmele-Scores fur PR
28 Ubereinstimmungen (= 80,0%). Eine Abweichung um eine Kategorie lag in 6
Fallen (= 17,1%) vor, um mehr als eine Kategorie in einem Fall (= 2,9%) (Tab.
3.26).

Tab. 3.26: Vergleich der Remmele-Scores flr den Progesteronrezeptor zwischen
der ersten Lymphknotenmetastase und dem Primartumor durch Befunder 2 (p <
0,0001)

Remmele-Score (PR), Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 2
0 1-3 4-12 >

0 12 1 1 14
o
= 1-3 3 1 4
5
£ 4-12 4 13 17
a

> 12 8 15 35

Die Tab. 3.27 zeigt den Vergleich des Remmele-Scores flr PR von Befunder 1
zwischen den ersten und zweiten Lymphknotenmetastasen, Tab. 3.28 den
identischen Vergleich flr Befunder 2. Es zeigten sich jeweils 20
Ubereinstimmungen (= 80,0%). Eine Abweichung um eine Kategorie ergab sich

in 4 Fallen (= 20,0%).

Tab. 3.27: Vergleich der Remmele-Scores flr den Progesteronrezeptor zwischen
der ersten und der zweiten Lymphknotenmetastase durch Befunder 1 (p <
0,0001)

Remmele-Score (PR), Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder 1
0 1-3 4-12 >
, 0 10 10
[
9 ()
o Q @ 1-3 2 4 6
228
WS g 4-12 2 6 8
€ €
>
- S 12 6 6 24
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Tab. 3.28: Vergleich der Remmele-Scores flr den Progesteronrezeptor zwischen
der ersten und der zweiten Lymphknotenmetastase durch Befunder 2 (p <
0,0001)

Remmele-Score (PR), Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder 2
0 1-3 4-12 )3
, 0 11 1 12
[
_9 ()
088 1-3 2 2 4
P23
wag 4-12 1 7 8
=
>
- > 13 4 7 24
3.3 Vergleich der immunhistochemischen Her-2/neu-Be-
stimmungen an Primartumor und erster und zweiter
Lymphknotenmetastase

In Tabelle 3.29 werden die Farbemuster des Her-2/neu-Rezeptors der ersten

Lymphknotenmetastasen fur Befunder 1 und Befunder 2 gegenubergestellt.

Im Vergleich befundeten beide Befunder Her-2/neu in 33 Fallen (= 94,3%)
Ubereinstimmend, in weiteren 2 Fallen (= 5,7%) ergab sich eine Abweichung von
+/- einer Kategorie und in keinem Fall (= 0%) wich die Beurteilung um mehr als

eine Kategorie ab.

Tab. 3.29: Vergleich des Farbemusters von Her-2/neu der ersten Lymphknoten-
metastasen zwischen Befunder 1 und Befunder 2 (p < 0,0001)

Her-2/neu der ersten Befunder 2
Lymphknoten-

metastase 0 1 2 >

0 24 24

- 1 2 2
o)

2 2 1 3 4
>
@

m 3 1 5

> 24 3 4 35
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Die Tabellen 3.30 vergleicht das Farbemuster des Her-2/neu-Rezeptors
zwischen der ersten Lymphknotenmetastasen und dem Primartumor far
Befunder 1. In 24 Fallen (= 68,6%) wurde Her-2/neu Ubereinstimmend bewertet.
Abweichungen in einer Kategorie ergaben sich in 7 Fallen (= 20%),
Abweichungen in mehr als einer Kategorie in 4 Fallen (= 11,4%).

Tab. 3.30: Vergleich des Farbemusters von Her-2/neu zwischen der ersten
Lymphknotenmetastase und dem Primartumor durch Befunder 1 (p = 0,0066)

Her-2/neu, Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 1
0 1 2 3 >
0 24 1 2 1 28
5 1 2 1 1 1 5
S
5 2 1 1 2
i=
o 3 0
> 26 2 4 3 35

Die Tabelle 3.31 zeigt den identischen Vergleich der Bewertung des Her-2/neu-
Rezeptors flr Befunder 2. Es ergaben sich 20 Ubereinstimmungen (= 57,2%).
Eine Abweichung um eine Kategorie lag in 11 Fallen (= 31,4%) vor, eine
Abweichung um mehr als eine Kategorie in 4 Fallen (= 11,4%).

Tab. 3.31: Vergleich des Farbemusters von Her-2/neu zwischen der ersten
Lymphknotenmetastase und dem Primartumor durch Befunder 2 (p = 0,0006)

Her-2/neu, Erste Lymphknotenmetastase
Befunder 2
0 1 2 3 >
0 21 1 2 1 25
5 1 2 1 2 1 5
£
A 2 2 2
S
a 3 3 3
> 23 1 4 7 35

39




Tabelle 3.32 gibt den Vergleich der Beurteilung von Her-2/neu von Befunder 1
zwischen den ersten und zweiten Lymphknotenmetastasen wieder. Es ergaben
sich 21 Ubereinstimmungen (= 87,5%). Eine Abweichung um eine Kategorie lag
in 3 Fallen vor (= 12,5%). Eine Abweichung um mehr als eine Kategorie kam
insgesamt nicht vor. Fur Befunder 2 waren auch hier die Ergebnisse ahnlich (Tab.
3.33) mit 22 Ubereinstimmungen (91,7%) und zwei Abweichungen um eine
Kategorie (8,3%).

Tab. 3.32: Vergleich des Farbemusters von Her-2/neu zwischen der ersten und
der zweiten Lymphknotenmetastase durch Befunder 1 (p < 0,0001)

Her-2/neu, Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder1
0 1 2 3 >

: 0 18 18
C
Q
= 1
c o
£3
= § 2 1 1 1 3
j 0]
o S 3 1 2 3
%
L > 18 1 2 3 24

Tab. 3.33: Vergleich des Farbemusters von Her-2/neu zwischen der ersten und
der zweiten Lymphknotenmetastase durch Befunder 2 (p < 0,0001)

Her-2/neu, Zweite Lymphknotenmetastase
Befunder2
0 1 2 3 >
. 0 18 18
C
2
o 1
c O
23
; g 2 1 1 1 3
(O]
-
o E 3 3 3
&
L > 18 1 1 4 24
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3.4 Darstellung von Korrelationskoeffizienten

Erganzend sollen die Korrelationen zwischen den Einstufungen der funf
Variablen ER-PP, ER-SI, PR-PP, PR-SI und Her-2/neu dargestellt werden, zuerst
fur den Ostrogenrezeptor (ER-PP und ER-SI) (Tab. 3.34).

Tab. 3.34: Korrelationskoeffizienten fur die Expression von ER-PP und ER-SI
zwischen den Farbemustern des Primartumors und der ersten bzw. der zweiten
Lymphknotenmetastase

ER LK-Met. 1, LK-Met. 1, LK-Met. 1, LK-Met. 1, LK-Met. 2, LK-Met. 2,
Untersucher1 |Untersucher 2|Untersucher 1|Untersucher 2|Untersucher 1| Untersucher2
35 Vergleiche 24 Vergleiche
ER-PP
Primar-Tu. 0,810 0,785 0,794 0,740 0,778 0,632
ER-SI
Primar-Tu. 0,790 0,764 0,797 0,758 0,656 0,604

Die Korrelationskoeffizienten zeigen sowohl fir den ER-PP, als auch fur den ER-
Sl im Vergleich aller 35 Falle Werte im Bereich zwischen r = 0,764 und r = 0,810,
wenn man die Primartumoren und die erste (bzw. einzige) Lymphknoten-
metastase vergleicht. Dabei unterscheiden sich die Werte zwischen Untersucher
1, der auch die Primartumoren ausgewertet hatte, und Untersucher 2 kaum. Die
hohe Korrelation zwischen ihren Bewertungen zeigt sich auch in den hohen
Korrelationskoeffizienten von r = 0,985 (ER-PP) und r = 0,893 (ER-SI) im Ver-

gleich der jeweiligen Beurteilung der ersten Lymphknotenmetastase (= inter-

41



spezifische Reproduzierbarkeit). Fur die 24 zweiten Lymphknotenmetastasen
liegen ahnlich hohe Werte vor, die aber jeweils etwas geringer als diejenigen der

35 ersten Lymphknotenmetastasen ausfallen.

Tab.3.35 zeigt die entsprechenden Korrelationskoeffzienten fir den Progesteron-
rezeptor (PR-PP und PR-SI).

Tab. 3.35: Korrelationskoeffizienten fur die Expression von PR-PP und PR-SI
zwischen den Farbemustern des Primartumors und der ersten bzw. der zweiten
Lymphknotenmetastase

PR LK-Met. 1, LK-Met. 1, LK-Met. 1, LK-Met. 1, LK-Met. 2, LK-Met. 2,
Untersucher1 [Untersucher 2|Untersucher 1|Untersucher 2|Untersucher 1| Untersucher2
35 Vergleiche 24 Vergleiche
PR-PP
Primar-Tu. 0,736 0,736 0,728 0,728 0,738 0,720
LK-Met. 1,
Untersucher 1 1,000 1,000 0,976
PR-SI
Primar-Tu. 0,822 0,822 0,822 0,822 0,794 0,757
LK-Met. 1,
Untersucher 1 1,000 1,000 0,973

Ahnliche Effekte lassen sich auch fiir den Progesteronrezeptor beobachten. Dies
gilt sowohl im Wesentlichen fir die Dimension der Werte der Korrelations-
koeffizienten, auch wenn sie sich insofern unterscheiden, dass die Korrelation flr
ER-PP etwas hoher ist als fur PR-PP, diejenige fur ER-SI aber etwas niedriger
als fur PR-SI. Gleichsam gilt, dass die Einstufungen der beiden Untersucher an
der ersten bzw. der zweiten Lymphknotenmetastase hoher korreliert sind als die
Vergleiche zwischen Primartumor und Lymphknotenmetastasen. Da alle 35
Einstufungen der ersten Lymphknotenmetastase flir PR-PP und PR-SI zwischen

beiden Untersuchern gleich waren, liegt der Korrelationskoeffizient bei 1,0, so
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dass auch hier eine sehr hohe interspezifische Reproduzierbarkeit vorliegt. Fur

die zweite Lymphknotenmetastasen liegt der entsprechende Wert bei 0,973.

Die Daten fur Her-2/neu sind in Tabelle 3.36 wiedergegeben:

Tab. 3.36: Korrelationskoeffizienten fur die Expression von Her-2/neu zwischen
den Farbemustern des Primartumors und der ersten bzw. der zweiten Lymph-
knotenmetastase

Her-2/ne LK-Met. 1, LK-Met. 1, LK-Met. 1, LK-Met. 1, LK-Met. 2, LK-Met. 2,
u Untersucher1 [Untersucher 2|Untersucher 1|Untersucher 2|Untersucher 1| Untersucher2
35 Vergleiche 24 Vergleiche
Primar-Tu. 0,646 0,567 0,455 0,334 0,437 0,437
LK-Met. 1,
Untersucher 1 0,977 0,960 0,943

Fur Her-2/neu fallen die Korrelationskoeffizienten fur die Vergleiche zwischen
Primartumor und Lymphknotenmetastasen mit Werten zwischen r = 0,437 und r
= 0,646 deutlich geringer aus als fur die beiden Hormonrezeptoren. Die
Einordnung der Lymphknotenmetastasen durch die beiden Untersucher ist aber
auch hier im Sinne einer hohen interspezifischen Reproduzierbarkeit mit
Korrelationskoeffizienten zwischen r = 0,943 und r = 0,977 sehr hoch.

3.5 Dokumentation: Zehn Falle mit sechs untersuchten
Lymphknotenmetastasen

Wie in Kapitel 2.2.2 ausgefuhrt, schwankte die Zahl der Lymphknotenmetastasen
recht deutlich, und aus statistischen Grinden wurde entschieden, systematische
Untersuchungen nur fur die ersten beiden anzubieten. Andererseits waren 10
Falle vorhanden, in denen sechs Lymphknotenmetastasen untersucht werden
konnten. Daher sollen die Datenverteilungen im Folgenden am Beispiel von
Befunder 1 zumindest tabellarisch dokumentiert (Tab. 3.37) und im Anschluss

kurz kommentiert werden.
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Tab. 3.37 (Anfang): Vergleich des Farbemusters von ER-PP, ER-SI, PR-PP, PR-
Sl und Her-2/neu in 10 Fallen, in denen jeweils sechs Lymphknotenmetastasen
untersucht wurden. Schwarz: Expressionsmuster des Primartumors, rot:
Expressionsmuster der Lymphknotenmetastasen

Fall- ER-PP ER-SI PR-PP PR-SI Her-2/neu
Nummer
1 1 3 1 3 0
0 0 1 1 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 1 1 0
0 0 1 1 0
0 0 1 1 0
2 3 2 3 3 0
4 2 4 3 0
2 1 3 3 0
3 1 4 2 0
3 2 4 3 0
2 1 2 3 0
4 2 4 3 0
3 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
1 3 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
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Tab. 3.37 (Fortsetzung): Vergleich des Farbemusters von ER-PP, ER-SI, PR-PP,
PR-SI und Her-2/neu in 10 Fallen, in denen jeweils sechs Lymphknoten-
metastasen untersucht wurden. Schwarz: Expressionsmuster des Primartumors,
rot: Expressionsmuster der Lymphknotenmetastasen

Fall- ER-PP ER-SI PR-PP PR-SI Her-2/neu
Nummer
5 4 2 1 2 0
3 2 1 2 0
2 1 0 0 0
3 2 0 0 0
3 2 0 0 0
4 3 1 1 0
3 2 1 2 0
6 0 0 0 0 1
0 0 0 0 2
0 0 0 0 1
0 0 0 0 1
0 0 0 0 2
0 0 0 0 2
0 0 0 0 2
7 3 2 0 0 0
3 2 0 0 0
3 2 0 0 0
3 2 0 0 0
3 2 0 0 0
3 2 0 0 0
4 1 0 0 0
8 2 2 0 0 1
1 3 0 0 3
1 3 0 0 3
1 2 0 0 2
1 1 0 0 3
1 2 0 0 1
2 1 0 0 1
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Tab. 3.37 (Fortsetzung und Ende): Vergleich des Farbemusters von ER-PP, ER-
Sl, PR-PP, PR-SI und Her-2/neu in 10 Fallen, in denen jeweils sechs
Lymphknotenmetastasen untersucht wurden. Schwarz: Expressionsmuster des
Primartumors, rot: Expressionsmuster der Lymphknotenmetastasen

Fall- ER-PP ER-SI PR-PP PR-SI Her-2/neu
Nummer
9 0 0 0 0 2
0 0 0 0 2
0 0 0 0 2
0 0 0 0 2
0 0 0 0 2
0 0 0 0 2
0 0 0 0 2
10 2 1 0 0 2
1 1 0 0 2
3 3 0 0 3
2 3 0 0 3
2 2 0 0 3
0 0 0 0 0
4 3 0 0 2

Fur ER und PR zusammengenommen gibt es eine Reihe von Fallen, in denen
alle Einstufungen fur ER-PP bzw. PR-PP (und damit auch fur ER-SI und PR-SI)
immer 0 waren, und zwar fur ER drei Falle (Nr. 3, 6 und 9) und fir PR sieben
Falle (Nr. 3, 4 sowie 6 bis 10). In den Ubrigen sieben bzw. drei Fallen lagen hin
und wieder diskrepante Einstufungen vor. Von Fall 1 fur ER abgesehen wies kein
Fall, der eine Hormonrezeptorexpression im Primartumor gezeigt hatte, ein

immer identisches Expressionsprofil fir alle sechs Lymphknotenmetastasen auf.

Dichotomisiert man die Ergebnisse als positiv und negativ, so ware denkbar, wie
es auch haufiger auf klinisch-pathologischen Konferenzen diskutiert wird, einen
IRS von 0 und einen IRS von 1 als negativ anzunehmen und Falle mit einem IRS

= 2 als positiv zu werten. Bei diesem Ansatz zeigten sich fur ER sechs homogene
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Falle, davon drei durchgehend positiv (Nr. 2, 5 und 7) und drei durchgehend
negativ (Nr. 3, 6 und 9); vier Falle waren diskrepant, von denen allerdings in zwei
Fallen (Nr. 4 und Nr. 8) nur eine der sechs Lymphknotenmetastasen abweichend
zum Primartumor gewertet wurde. Fir PR ergaben sich acht homogene
Expressionen, davon war ein Fall durchgehend positiv (Nr. 2), sieben waren
durchgehend negativ (Nr. 3, 4, 6 ,7 8, 9 und 10) und zwei diskrepant.

Legt man als Grenze fur Positivitat bei ER und PR, wie es (siehe Diskussion) in
der internationalen Literatur gemacht wird, ab 10% positiver Zellen fest, so waren
unabhangig von ER-SI oder PR-SI nur Falle mit einem ER-PP > 1 oder einem
PR-PP > 1 als positiv zu werten, und die mit 1 beurteilten Fallen fielen in die
Gruppe der Negativen. Bei diesem Ansatz waren bezogen auf ER acht von zehn
Fallen homogen fur den Primartumor und alle sechs Lymphknotenmetastasen,
und zwar drei positiv (Nr. 2, 5 und 7) und funf negativ (Nr. 1, 3, 4, 6 und 9). Bei
zwei im Primartumor positiven Fallen sind zwei (Nr. 10) bzw. finf Lymph-
knotenmetastasen (Nr. 8) negativ. Fur PR wurden bei diesem Ansatz alle 10 Falle

immer gleichartig beurteilt; ein Fall war positiv (Nr. 2), die Ubrigen neun negativ.

Bezogen auf Her-2/neu ergaben sich in sieben Fallen (Nr. 1-5 sowie 7 und 9)
komplette Ubereinstimmungen, wobei sechsmal alle Beurteilungen 0 und einmal
2 waren. In den Fallen 6, 8 und 10 liegen Diskrepanzen vor, die sich Uber eine
erganzende FISH-Untersuchung l6sen lieBen. Eine FISH-Anwendung ware
naturgemal auch bei Fall 9 indiziert.
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4, Diskussion

41 Bestimmung von ER, PR und Her-2/neu am Primartumor - ein
diagnostisches Standardvorgehen beim Mammakarzinom

Seit in den 70er Jahren mit der damals auf biochemischem Weg durchgefuhrten
Hormonrezeptoranalyse erste therapeutisch und prognostisch sinnvolle Marker
in die Diagnostik des Mammakarzinoms eingefuhrt wurden, hat man sich in der
taglichen Routine zunachst Uber langere Zeit fast ausschliellich auf Unter-

suchungen am Primartumor beschrankt.

Historisch hat dieses sicher damit zu tun, dass die biochemischen
Hormonrezeptoren anfangs nur an unfixiertem, unter Einhaltung einer Kuhlkette
transportiertem Material untersucht werden konnten. Dazu wurde der Primar-
tumor operativ entfernt, auf Eis gelagert in die Pathologie gebracht, wo dann
wiederum nach Durchfuhrung von Gefrierschnitten (,Schnellschnitt®) kleinere
Proben von rein makroskopisch vital erscheinenden Tumoranteilen bei min-
destens -18 °C abgefroren wurden. Die gefrorenen Proben wurden dann zur
eigentlichen Rezeptorbestimmung spater in ein Labor gebracht, das in den
meisten Einrichtungen wiederum nicht in der Pathologie beheimatet war, sondern
beispielsweise im Zentrallabor oder in der zugehdorigen Frauenklinik selber. Eine
Untersuchung an Lymphknotenmetastasen, die man erst histologisch hatte
sichern mussen, war unter diesen Bedingungen unrealistisch, und Fernmeta-
stasen wurden zu dieser Zeit kaum biopsiert, sondern nach Kklinisch-
bildgebenden Gesichtspunkten diagnostiziert bzw. als wahrscheinlich ange-

nommen.

Auch die immunhistochemisch bestimmbaren Hormonrezeptoren, die in den
mittleren 80er Jahren auf den Markt kamen, bendtigten zunachst eine Auf-
arbeitung in Gefrierschnitt-Technik, hatten aber den Vorteil, dass die Schnitte
unmittelbar vom Schnellschnittblock gewonnen werden konnten und eingefroren
gelagert werden konnten. Als zweiter Vorteil war zu nennen, dass die lagernde

Abteilung, namlich die Pathologie, auch die spateren Untersuchungen per
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Immunhistochemie selber vornahm. Daran, Lymphknotenmetastasen zu unter-
suchen, wurde seinerzeit wenig gedacht, und wahrend die Primartumoren
damals zur diagnostischen Sicherung frisch Ubersandt wurden, folgten die

axillaren Dissektate spater in Formalin fixiert nach.

Wieder ein paar Jahre spater, namlich in den 90er Jahren, wurden dann
Primarantikérper fir ER und PR eingeflhrt, die auch an Paraffinschnitten und
damit an fixiertem Material funktionierten. Parallel dazu war das antigen retrieval
entwickelt worden, d.h. Methoden, mit denen man die Formalin-bedingte
sogenannte Maskierung von antigenen Strukturen zumindest partiell riickgéangig
machen konnte. Formalin entfaltet seine fixierende Wirkung im Gewebe durch
die Quervernetzung von Proteinstrukturen, welche z.T. durch Erhitzung rever-
sibel ist. Dieses ist der Grund, weswegen bei diversen Antikdrpern eine
Behandlung der Schnitte im Schnellkochtopf 0.4. vorgenommen wird. Diese
Vorgehensweise hat sich gegenuber anderen Ansatzen zum antigen retrieval,
die in einer methodischen Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe zur Qualitats-
sicherung in der Immunhistochemie fruher bereits besprochen wurden
(Biesterfeld et al. 2003, Kraus 2008), weitgehend durchgesetzt und wird Ublicher-

weise, so auch in dieser Studie, unter Verwendung von Citratpuffer durchgefihrt.

Innerhalb relativ kurzer Zeit 16ste dann die immunhistochemische Methode die
biochemische Methode ab, nachdem gezeigt werden konnte, dass die
Korrelation zwischen den Ergebnissen hoch war: Andersen et al. (1988) stellten
die Ergebnisse aus 16 Arbeiten flr den Vergleich beider Anwendungen zur
Bestimmung des Ostrogenrezeptorstatus zusammen; dabei ergaben sich
Ubereinstimmungen zwischen 65% und 94% mit einem Median von 86,5%.
Addiert man die einzelnen Fallzahlen aller Arbeiten auf, so berechnet sich die

Ubereinstimmung mit 85,7%, bezogen auf insgesamt 1166 Falle.

Untersuchungen zum Her-2/neu-Status wurden nach Identifikation dieses
Rezeptors ebenfalls bereits in den 90er Jahren etabliert und schnell an allen
Mammakarzinomen vorgenommen, obwohl die therapeutische Konsequenz

seinerzeit formal erst im Falle einer Metastasierung gegeben war und somit eine
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Art von Uberdiagnostik betrieben wurde. Die Bestimmung von Her-2/neu erfolgte
von Beginn an rein an Paraffinschnitten; eine ,Vorphase® an Gefrierschnitten gab
es fur diesen Marker nicht. Dennoch war die Vorgehensweise, sofort den Her-
2/neu-Status zu erheben, insofern sinnvoll, als es zwar auch in der Pathologie
eine arzttypische Dokumentationspflicht gibt, die aber nicht eine allgemeine
Aufbewahrungspflicht fiir Paraffinblocke einschlieft!, sondern sich zumindest
formal auf Schnittpraparate und den schriftlichen Befund beschrankt.

Neuere immunhistochemische Marker in der Pathologie (Beispiele fur Mamma-
karzinome: GATA-3 und neuerdings [seit 2021/22] auch TRPS-1) sind allesamt
an Paraffinschnitten anwendbar. Gleiches gilt fur die PCR-Verfahren und
genetischen Tests, die in manchen Fallen (z.B. Oncotype-DX- oder Endopredict-
Test) die morphologische Diagnostik erganzen, und auch fur die in situ-
Hybridisierung. Diese Methode hat bei Mammakarzinomen Bedeutung, da sie als
erganzende Anwendung bei einem Her-2/neu-Status mit dem Score 2 eingesetzt
wird. Lediglich fur die biochemische Bestimmung des uPa-/PAl-1-Status, der
aber bei Mammakarzinomen nur noch selten nachgefragt wird, nur noch von
wenigen Laboren vorgehalten wird und inzwischen auch nicht mehr in den
Leitlinien empfohlen wird, ist unfixiertes, eingefrorenes Frischmaterial vonnéten.
Vermutlich deswegen wurde in der neuen aktuellen S3-Leitlinie darauf verzichtet,
weiterhin eine Empfehlung fur die Anwendung von uPa-/PAIl-1 auszusprechen
(S3 2021).

Der Standard in der morphologischen Diagnostik ist in aus dem Jahr 2017
stammenden, zuletzt im Juni 2021 aktualisierten Leitlinie ,Interdisziplindre S3-

Leitlinie fitir die Friherkennung, Diagnose, Therapie und Nachsorge des

"In der Pathologie muss genau wie in jeder anderen &rztlichen Disziplin die gesetzlich vorgegebene
Dokumentationspflicht eingehalten werden, die in diesem Fach 10 Jahre betragt. Als ,Dokument” gelten
dabei landlaufig der Befund (inklusive eventueller Nachtragsbefunde) und die Praparate, an denen der
Befund zustande kam, d.h. die zugehorigen Schnittpréparate. Die Paraffinblocke sind zwar die Grundlage
fur die angefertigten Schnitte, fallen aber formal bisher wohl nicht unter die Dokumentationspflicht. Heute
allerdings heben alle Pathologien ihre Blécke von selber Uiber lange Zeit auf, was friiher nicht durchgehend
der Fall war. Seitens der Deutschen Krebsgesellschaft und der Deutschen Gesellschaft fir Senologie
werden inzwischen Archivierungszeitrdume fir Paraffinblocke von 15 Jahren gefordert bzw. dringend
empfohlen (Mayr et al. 2017).
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Mammakarzinoms®, AWMF-Register-Nummer 032/0450L, niedergelegt (S3
2021) bzw. wird in den einzelnen Unterkapiteln der ebenfalls aus dem Jahr 2017
stammenden 16. Auflage des Manual Mammakarzinom des Tumorzentrums
Minchen (Bauerfeind 2017) erlautert.

Bezuglich der Untersuchungen am Primartumor wird in der aktuellen S3-Leitlinie
im Kapitel 4.5.3 "Bestimmung des Hormonrezeptor- und Her2-neu-Status sowie
des Ki-67-Proliferationsindex invasiver Karzinome" in der Evidenzbasierten
Empfehlung 4.64 ausgefuhrt (S3 2021):

Evidenzbasierte Empfehlung 4.64: ,a.) Beim invasiven Mammakarzinom
sollen in der Primérdiagnostik der Ostrogen- und Progesteronrezeptor-
status sowie der HER2-Status bestimmt werden, vorzugsweise bereits an
der Stanzbiopsie."

Dabei wird in spateren Abschnitten der Leitlinie festgehalten, dass die beiden
Hormonrezeptoren immunhistochemisch und Her-2/neu immunhistochemisch
oder per in-situ-Hybridisierung bestimmt werden sollen. Wiederholungen am
Resektat sollen nur an Fallen vorgenommen werden, bei denen die Vor-
untersuchungen am Stanzbiopsat mit methodischen Einschrankungen behaftet

waren.

Nicht explizit in der S3-Leitlinie empfohlen werden die Bestimmungen an
Residualtumoren nach neoadjuvanter Chemotherapie, auch wenn dieses im
taglichen klinischen Alltag anders gehandhabt wird. Im Manual Mammakarzinom
(Bauerfeind 2017) wird dazu im Abschnitt "Histopathologische Beurteilung nach
PST" [= primare systemische Therapie] begrindend ausgefluhrt, letztlich sei un-
geklart, ob eine "Uberprifung der Tumorbiologie am Residualtumorgewebe in
Mamma und / oder Lymphknoten ggf. eine Anderung der postoperativen adjuvan-
ten Therapie indizieren" kdnne (Wolf et al. 2017). In der taglichen Praxis werden
Neubestimmungen fir ER, PR und Her-2/neu aber im Rahmen der Fall-
diskussionen auf den Tumorkonferenzen der Brustzentren regelhaft verlangt, so

dass hier Uber die derzeitig konsentierten Empfehlungen hinausgegangen wird.
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Auf die Bestimmung anderer Faktoren zur Therapieplanung und Pradiktion soll
hier nur kursorisch eingegangen werden. In den Leitlinien fest verankert ist trotz
aller methodischer Probleme im Moment nur die Ki-67-Immunhistochemie, Uber
die die Proliferationsaktivitat der Tumoren semiquantitativ angegeben wird.
Inzwischen bereits gewerblich erhaltliche, also Uber die experimentelle Phase
hinaus gekommene Multigentestungen (Endopredict, Oncotype DX, MammaPrint
oder Prosigna) kommen in bestimmten Fallkonstellationen optional hinzu
(Senkus et al. 2015), insbesondere wenn es in unklaren Staging- und
Gradingsituationen um die Indikationsstellung einer adjuvanten Chemotherapie
geht. In der S3-Leitlinie wird dazu die folgende Evidenzbasierte Empfehlung 4.78
gegeben, die spater im Kapitel 4.5.4.4 der Leitlinie sehr differenziert diskutiert
wird (S3 2021):

Evidenzbasierte Empfehlung 4.78: ,Nur, wenn bei Frauen mit einem
ER/PR-positiven, HERZ2-negativen, nodal-negativen invasiven
Mammakarzinom die konventionellen Prognoseparameter einschlielllich
Ki-67 keine eindeutige Entscheidung fir oder gegen eine adjuvante
Chemotherapie erlauben, kann ein methodisch standardisierter und
klinisch validierter Multigentest bei der Entscheidung herangezogen
werden.

Hinsichtlich des Nutzens der Multigentests besteht jedoch weiterer
Forschungsbedarf, da die Studienlage und die Nachbeobachtungszeiten
in den vorliegenden Studien noch nicht ausreichend sind.”

Gerade auch wegen ihrer hohen Kosten behielten sich gesetzliche
Krankenkassen uber langere Zeit hier eine Einzelfallentscheidung Uber die
Kostenlbernahme vor. Inzwischen ist aber eine allgemeine Regelung getroffen

worden.

4.2 Aktuelle Leitlinien-basierte Empfehlungen zur Bestimmung
von ER, PR und Her-2/neu an Lymphknotenmetastasen,
lokoregionaren Rezidiven und Fernmetastasen

Die Empfehlungen der S3-Leitlinie zum Vorgehen bei Metastasen sollen im

Folgenden zusammengefasst werden.
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Svynchrone Lymphknotenmetastasen

Der Aspekt der synchron, also gleichzeitig zum Primartumor diagnostizierten
Lymphknotenmetastasen, der unserer Studie zugrunde liegt, wird in der S3-
Leitlinie sowie auch international nicht aufgenommen. An ihnen werden auch

ublicherweise im klinischen Alltag keine Zusatzuntersuchungen vorgenommen.

Lokale und lokoregionare Rezidive

Bezlglich der Untersuchungen an Rezidiven wird in der aktuellen S3-Leitlinie im
Kapitel 5.3 "Therapie des lokalen / lokoregionalen Rezidivs" in der Empfehlung
5.8 ausgefuhrt (S3 2021):

Konsensbasierte Empfehlung 5.8: ,a.) Bei Verdachtsdiagnose eines
lokoregionédren Rezidivs soll zunéchst eine histologische Sicherung mit
erneuter Bestimmung von ER, PR und Her2neu und ein komplettes Re-
Staging erfolgen, um Metastasen auszuschlieBen und die Planung einer
interdisziplindren Therapiestrategie zu ermdglichen.

Redaktionell unglucklicherweise steht diese Empfehlung allerdings formal im
Unterkapitel 5.3.1 ("Lokales (intramammares) Rezidiv"') und wird in den
Unterkapiteln 5.3.2 ("Lokalrezidiv nach Mastektomie") und 5.3.3 ("Axillares
Lymphknotenrezidiv") nicht konkret wieder aufgenommen. Andererseits wiede-
rum wird in Unterkapitel 5.3.4 ("Medikamentdse Therapie"), das sich konkret mit
Systemtherapien aller drei Rezidivformen befasst, auf den erneuerten ER-, PR-
und Her-2/neu-Status eingegangen. Dies bedeutet wiederum, dass letztendlich
eine Bestimmung bei allen drei Arten der lokoregionalen Rezidive vorausgesetzt
wird. Es ware auch keine Rationale gegeben, die bei einer bestimmten Rezidivart
eine solche Untersuchung indizierte und bei einer anderen ausschlésse. Diese
Auffassung bestatigt sich auch im Munchener Manual Mammakarzinom
(Bauerfeind 2017), in dessen Kapitel "Behandlung des lokalen und regionaren
Tumorrezidivs" explizit ausgefuhrt wird: "Die Angabe der Lokalisation des
Rezidivs (...,) der Histologie und des Rezeptorstatus (Ostrogen, Progesteron,
HER?Z2) sollte daher Standard sein" (Schaffer et al. 2017).
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Fernmetastasen

Im Kapitel 5.4 "Fernmetastasen" gibt die S3-Leitlinie streng genommen keinen
Aufschluss daruber, inwieweit man sich bzgl. ER, PR und Her-2/neu auf
Untersuchungsergebnisse am Primartumor stitzen kann oder neu untersuchen
soll. In einem friheren Kapitel wird in der Evidenzbasierten Empfehlung 5.6

lediglich allgemein das notwendige Vorgehen angesprochen (S3 2021):

Evidenzbasierte Empfehlung 5.6: ,Bei Verdacht auf Fernmetastasen
kénnen diese durch geeignete diagnostische Malinahmen ausgeschlos-
sen werden. Bei neu diagnostiziertem Mammakarzinom und dem
klinischen Verdacht auf Metastasen soll ein bildgebendes Staging
erfolgen. Als Staginguntersuchungen sollen ein kontrastverstéarktes CT
(Thorax, Abdomen, Becken) sowie ein Knochenszintigramm durchgefiihrt
werden.”

Was mit ,geeignete diagnostische MalRnahmen® gemeint ist, wird dabei nicht
naher ausgeflhrt; sie umfassen aber sicher auch insbesondere die histologische
Sicherung. Vernunftig ware, die oben besprochene Empfehlung 5.8, die fur lokale
oder lokoregionale Rezidive gedacht ist, namlich die Tumorsicherung und
erneute Bestimmung von ER, PR und Her-2/neu, auch auf vermutete Fern-
metastasen anzuwenden. Formal aber wird keine Empfehlung gegeben, was die
Anwendung erganzender Marker bei histologischem Metastasennachweis
betrifft.

Auch im Manual Mammakarzinom (Bauerfeind 2017) wird im Kapitel "Nachsorge"
bekraftigt, es sollte "zur Abklarung von Metastasen (...) nach Moglichkeit immer
eine erneute Biopsie mit Bestimmung der Histologie sowie des Hormonrezeptor-
und HER2-Status erfolgen" (Schindlbeck et al. 2017). Ebenso verweisen
internationale Richtlinien auf die Notwendigkeit einer erneuten Untersuchung des
Markerprofils an Metastasen. Die aktuelle europaische Richtlinie zum fort-
geschrittenen Mammakarzinom ("3rd ESO-ESMO International Consensus

Guidelines for Advanced Breast Cancer (ABC 3)") begrindet dieses in einer ihrer
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Empfehlungen mit therapeutischen Konsequenzen in Fallen von Diskrepanzen

zwischen den Untersuchungsergebnissen (Cardoso et. al., 2017):

"If the results of tumour biology in the metastatic lesion differ from the
primary tumor, it is currently unknown which result should be used for
treatment-decision making. Since a clinical trial addressing this issue is
difficult to undertake, we recommend considering the use of targeted
therapy ([endocrine therapy] and/or anti-HER-2 therapy) when receptors
are positive in at least one biopsy, regardless of timing."

Entsprechend ware eine erneute Bestimmung von ER, PR und Her-2/neu an
jeder synchronen oder metachronen Fernmetastase verpflichtend, um keine
Option fur eine endokrine oder eine anti-Her-2/neu-Therapie zu verpassen. Ob
man eine Histologie an Metastasen in jedem Fall erzwingen muss, beispielsweise
wenn sie multipel sind, ist eine nicht konkret behandelte Frage - die Erfahrung
lehrt, dass eine histologische Sicherung von Metastasen in der Regel nicht unter

dieser Fragestellung erfolgen.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die Leitlinien in der Wertigkeit von
synchronen und metachronen Absiedlungen bei Mammakarzinomen derzeit
Unterschiede sehen, was die Notwendigkeit betrifft, therapeutisch nutzbare

Marker wie ER, PR und Her-2/neu zu bestimmen.

4.3 Vergleichende Untersuchungen zur ER- und PR-Expression
sowie zum Her-2/neu-Status an unbehandelten Primartumoren
und synchronen Lymphknotenmetastasen

4.3.1 ER und PR

Seit der Einflihrung der immunhistochemischen Bestimmung von ER und PR an
Paraffinschnitten sind diverse Arbeiten erschienen, die sich an oft relativ kleinen
Kollektiven mit dem Vergleich der Markerexpression an Primartumoren und
synchronen Lymphknotenmetastasen befasst haben. Die Ergebnisse fur ER und
PR sind bezogen auf die reine Konkordanz der Daten, also bezogen auf ein
,negatives” oder ,positives“ Ergebnis ohne Berucksichtigung der Expressions-

starke, in Tabelle 4.1 wiedergegeben. Dabei ist vorab zu bemerken, dass die
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Ergebnisse bezuglich der Lymphknoten nur in einer der Arbeiten erkennen
lassen, ob sie sich auf eine oder mehrere Lymphknotenmetastasen beziehen.
Entsprechend ist in aller Regel auch nicht ablesbar, wie man bzgl. der
Einordnung konkreter Falle als konkordant oder diskordant mit eventuellen
diskrepanten Expressionen innerhalb verschiedener Lymphknotenmetastasen
umgegangen ist. Unsere eigenen Daten sind in Tabelle 4.1 in der Art beruck-
sichtigt, dass Falle, in denen mindestens eine Lymphknotenmetastase eine
Rezeptorexpression zeigte, fur den Gesamtfall als positiv gewertet wurde. Da die
grolde Mehrzahl der Arbeiten als Grenzwert fur Positivitat eine ER-PP bzw. PR-
PP von 10% angesetzt hat, wurden auch die eigenen Daten hier nach dieser
Vorgabe in die Tabelle eingebracht, und zwar fiir die Ergebnisse von Befunder 1
(vgl. Tab. 3.2 und Tab. 3.12). Falle, die in beiden Beurteilungen fur den ER-PP
bzw. den PR-PP in die Kategorien 0 und 1 bzw. in die Kategorien 2 bis 4 fielen,

galten als konkordant, die ubrigen als diskordant.

Tab. 4.1 (Anfang): Ubereinstimmung des Ostrogenrezeptor- (ER) und des
Progesteronrezeptorstatus (PR) in Mammakarzinomen und synchronen

Lymphknotenmetastasen

(*) = Untersuchung an Sentinel-Lymphknoten. (**) = Untersuchung an Paraffinschnitten (Primartumoren) bzw.
Feinnadelaspiraten (Metastasen). (***) = Unterschiedliche Grenzwerte fiir ER (links) und PR (rechts). Prozentangaben in
der Spalte "Positiv ab“ beziehen sich rein auf den Anteil positiver Tumorzellen (entsprechend ER-PP bzw. PR-PP) ohne
Beriicksichtigung der Farbeintensitat. IRS = Immunreaktiver Score. n.a. = nicht angegeben.

Autor / Jahr Positiv ab Konkordanz ER Konkordanz PR
Falle % Falle %
Konventionelle
Histologie
Andersen 1988 n.a. 35/37 94,6% --- -
Kamby 1989 0% 26/29 89,7%
Mori 1991 0% 19/19 100%
Nedergaard 1995 10% 80/101 79,2%
van Agthoven 1995 n.a. 25/26 96,2% 24/26 92,3%
Tsutsui 2002 n.a. 84/104 80,8% 82/104 78,8%
Iguchi 2003 10% 66/87 75,9%
de la Haba Rodriguez 10% 56/60 93,3% 51/60 85,0%
2D(i)li)ij:fioglu 2005 5% 18/22 81,8% 18/22 81,8%
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Tab. 4.1 (Fortsetzung und Ende): Ubereinstimmung des Ostrogenrezeptor- (ER)
und des Progesteronrezeptorstatus (PR) in Mammakarzinomen und synchronen

Lymphknotenmetastasen

(*) = Untersuchung an Sentinel-Lymphknoten. (**) = Untersuchung an Paraffinschnitten (Primartumoren) bzw.
Feinnadelaspiraten (Metastasen). (***) = Unterschiedliche Grenzwerte fur ER (links) und PR (rechts). Prozentangaben in
der Spalte "Positiv ab* beziehen sich rein auf den Anteil positiver Tumorzellen (entsprechend ER-PP bzw. PR-PP) ohne
Beruicksichtigung der Farbeintensitat. IRS = Immunreaktiver Score. n.a. = nicht angegeben.

Autor / Jahr Positiv ab Konkordanz ER Konkordanz PR
Falle % Falle %
Konventionelle
Histologie
d'Andrea 2007 10% 85/88 96,6% 84/87 96,6%
Aitken 2009 n.a. 139/194 71,6% 147/192 76,6%
Azam 2009 10% 91/100 91,0% 88/100 88,0%
Strien 2010 (*) 10% 49/56 87,5% 47/56 83,9%
Gong 2011 (**) 10% 112/124 90,3%
Tawfik 2013 10% 85/90 94,4% 77/89 86,5%
leni 2014 n.a. 141/148 95,3% 141/148 95,3%
Georgescu 2017 1% 48/78 61,5% 44/78 56,4%
Kinoe 2018 10% 74/105 70,5% 71/104 68,2%
Khande 2020 10% 23/25 92,0% 31/35 88,6%
Janeva 2023 10% 93/94 98,9% 84/94 89,4%
Gesamt 1349/1587 85,0% 989/1195 82,8%
TMA
Falck 2010 10% 243/262 92,8% 215/257 83,9%
Jensen 2012 1% 48/50 96,0%
Ataseven 2013 IRS 2 114/117 97,4% 112/116 96,6%
Kuncman 2021 (***) 1% 1 20% 40/49 81,6% 34/44 77,3%
Eigene Daten 2023 10% 32/35 91,4% 29/35 82,9%
Gesamt 477/513 93,0% 390/452 86,3%
Konventionelle
Histologie und TMA
Gesamt 1826/2100 87,0% 1379/1647 83,7%
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Insgesamt zeigen die zitierten Arbeiten somit eine nicht unerhebliche
Schwankungsbreite der Konkordanzwerte sowohl fur ER, als auch fur PR. Um
einen tieferen Eindruck Uber die Konkordanz der ER- und PR-Bestimmung zu
erreichen, wurden erganzend zu den summativen Ergebnissen der Falle aller
Studien auch Mittelwerte und Mediane sowie der Range berechnet und in den
Tabellen 4.2 und 4.3 dargestellt. Auf diese Weise sollte auch eine gewisse

Wichtung der Studiengrof3en mit eingebracht werden.

Tab. 4.2: Konkordanzwerte der ER-Expression in Mammakarzinomen und
synchronen Lymphknotenmetastasen, bezogen auf die Fallzahlen bzw. die
einzelnen Konkordanzwerte von 25 Studien

Summierte
Untergruppe Falle aller Werte der einzelnen Studien
Studien
Range Mittelwert Median
ER
Konventionelle | g5 o, 61,5% - 98,9% 87,1% 90,7%
Histologie
TMA 93,0% 77,3% - 96,6% 91,8% 92,8%
gemeinsam 87,0% 61,5% - 98,9% 88,0% 91,4%

Tab. 4.3: Konkordanzwerte der PR-Expression in Mammakarzinomen und
synchronen Lymphknotenmetastasen, bezogen auf die Fallzahlen bzw. die
einzelnen Konkordanzwerte von 18 Studien

Summierte
Untergruppe Falle aller Werte der einzelnen Studien
Studien
Range Mittelwert Median
PR
Konventionelle | g5 g0, 56,4% - 96,6% 83,4% 85,8%
Histologie
TMA 86,3% 77,3% - 96,6% 85,2% 83,4%
gemeinsam 83,7% 56,4% - 96,6% 83,8% 84.,5%
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Die Tabellen 4.2 und 4.3 lassen erkennen, wie sich trotz verschiedener
Konkordanzwerte und verschiedenen Fallzahlen der einzelnen Studien die Werte
in den Mittelwerten bei etwas Uber (ER) bzw. etwas unter (PR) 85% einpendein.
Der statistisch robustere Median allerdings liegt fur ER mit 91,4% fur alle Studien
einige Prozentpunkte hoher als fur PR (84,5%). Aus dem Vergleich von
konventioneller Histologie und TMAs kann man eine gute Vergleichbarkeit beider
Methoden ableiten; jedenfalls zeigten sich fir TMAs keine grundlegend ab-
weichenden Konkordanzwerte. Unsere eigenen Ergebnisse von 91,4% (ER) und
82,9% (PR) liegen jeweils am bzw. nahe am Median der gemeinsamen Betrach-

tung aller Studien von 91,4% bzw. 84,5%.

Zwei Arbeiten, in denen ebenfalls Vergleiche zwischen Primartumoren und
synchronen Lymphknotenmetastasen angestellt worden waren, wurden in der
Tabelle nicht berucksichtigt. In ihnen wurden Vergleiche bzgl. der molekularen
Subtypen nach der St. Gallen-Klassifikation (Luminal A, Luminal B, Her-2/neu
positiv [ER/PR negativ], Triple-negativ; siehe Goldhirsch et al. 2013) vorge-
nommen, so dass Berechnungen von Konkordanzen nicht uneingeschrankt

maglich sind (Falck et al. 2013, Mando et al. 2017).

Eine wesentliche und in der Literatur bislang nicht im groReren Mal3e beachtete
Frage ist in diesem Zusammenhang, ob die Diskordanzen der Hormonrezeptor-
Expression ausschlieRlich oder iberwiegend ,in einer Richtung“ vorkommen. d.h.
ob beispielsweise Expressionsverluste oder -zugewinne bei Lymphknoten-
metastasierung die Regel sind. Zahlen hierzu liegen aus verschiedenen
Publikationen zwar vor. Es finden sich aber unseres Wissens bislang keine
systematischen Zusammenstellungen wie die im Folgenden vorgelegten. Die
entsprechenden Angaben in den Tabellen 4.4 und 4.5 beziehen sich dabei zum
Teil auf weniger Literaturquellen als in Tabelle 4.1, da nicht in allen Arbeiten eine
Aufschlisselung der diskrepanten Falle erfolgt ist. In einer der Publikationen
lieRen sich fur ER die Zahlenangaben zu diesem Teilaspekt nicht nachvollziehen

(van Agthoven et al. 1995).
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Tab. 4.4: Ubereinstimmungen zwischen Mammakarzinomen und synchronen
Lymphknotenmetastasen fiir den Ostrogenrezeptor (ER), aufgeschliisselt nach
dem Ergebnis des Primartumors. Diskordanz = Prozentsatz der abweichenden
Einstufungen von der Gesamtzahl der Falle; Beispiel ER-positive Primartumoren
bei Andersen 1988: 7,4% =2/ (25 + 2)

Autor / Jahr Primartumor positiv - Primartumor negativ -
Lymphknotenmetastase: Lymphknotenmetastase:
o . Diskor- - . Diskor-
positiv | negativ danz positiv | negativ danz
ER
Andersen 1988 25 2 7,4% 0 12 0%
Kamby 1989 9 3 25,0% 0 17 0%
Mori 1991 12 0 0% 0 7 0%
Nedergaard 1995 37 18 32,7% 3 43 6,5%
Tsutsui 2002 47 13 21,7% 7 37 15,9%
Iguchi 2003 20 15 42,9% 6 46 11,5%
9o 1a Haba Rodriguez 39 2 4,9% 2 17 | 10,5%
Dikicioglu 2005 9 4 30,8% 0 9 0%
Aitken 2009 75 35 31,8% 20 64 23,8%
Azam 2009 25 3 10,7% 0 72 0%
Strien 2010 38 3 7,3% 4 11 26,7%
Jensen 2012 38 1 2,6% 1 10 9,1%
Ataseven 2013 89 0 0% 3 25 10,7%
Tawfik 2013 50 3 5,7% 2 35 5,4%
Georgescu 2017 46 19 29,2% 11 2 84,6%
Kinoe 2018 30 23 43,4% 7 44 13,7%
Khande 2020 23 4 14,8% 2 31 6,1%
Kuncman 2021 34 3 8,1% 6 6 50,0%
Janeva 2023 85 1 1,2% 0 8 0%
Eigene Daten 2023 17 2 10,5% 1 15 6,3%
Gesamt 748 154 17,1% 75 511 12,8%
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Tab. 4.5: Ubereinstimmungen zwischen Mammakarzinomen und synchronen
Lymphknotenmetastasen flr den Progesteronrezeptor (PR), aufgeschlisselt
nach dem Ergebnis des Primartumors. Diskordanz = Prozentsatz der
abweichenden Einstufungen von der Gesamtzahl der Falle; Beispiel PR-positive
Primartumoren bei van Agthoven 1995: 6,3% =1/(15+1)

Autor | Jahr Primartumor positiv - Primartumor negativ -
Lymphknotenmetastase Lymphknotenmetastase
positiv | negativ D;sal:Ic;r- positiv | negativ D(ijsaknc;r-
PR
van Agthoven 1995 15 1 6,3% 1 9 10,0%
Tsutsui 2002 33 13 28,3% 9 49 15,6%
de la Haba Rodriguez 30 8 21,1% 1 21 4,5%
2004
Dikicioglu 2005 9 4 30,8% 0 9 0%
Aitken 2009 52 28 35,0% 17 95 15,2%
Azam 2009 22 6 21,4% 0 72 0%
Strien 2010 20 9 31,0% 0 27 0%
Ataseven 2013 82 3 3,5% 1 30 3,2%
Tawfik 2013 28 8 22,2% 4 49 7,5%
Georgescu 2017 38 22 36,7% 12 6 66,7%
Kinoe 2018 25 28 52,8% 5 46 9,8%
Khande 2020 13 5 27,8% 1 41 2,4%
Kuncman 2021 15 3 16,7% 7 19 26,9%
Janeva 2023 67 7 9,5% 3 17 15,0%
Eigene Daten 2023 10 3 23,1% 2 20 9,1%
Gesamt 459 148 24,4% 63 510 11,0%

In den Tabellen 4.6 und 4.7 werden die Ergebnisse der Tabellen gleichartig wie
oben in den Tabellen 4.2 und 4.3 noch einmal mit den verschiedenen Verfahren

zur Angabe von Diskordanzwerten wiedergegeben.
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Tab. 4.6: Diskordanzwerte der ER-Expression in Mammakarzinomen und
synchronen Lymphknotenmetastasen, aufgeteilt nach Zugewinn bzw. Verlust der
Expression in den Lymphknotenmetastasen, bezogen auf die summierten
Fallzahlen bzw. die einzelnen Werte von 19 Studien

Summierte
Untergruppe Falle aller Werte der einzelnen Studien
Studien
Range Mittelwert Median
ER

Primartumor + o o o o o
LK-Metastase - 18,8% 0% - 43,4% 17,3% 10,7%
Priméartumor - o o o o o
LK-Metastase + 13,0% 0% - 84,6% 14,8% 9,1%
gemeinsam 16,4% 0% - 84,6% 16,1% 10,5%

Tab. 4.7: Diskordanzwerte der PR-Expression in Mammakarzinomen und
synchronen Lymphknotenmetastasen, aufgeteilt nach Zugewinn bzw. Verlust der
Expression in den Lymphknotenmetastasen, bezogen auf die summierten
Fallzahlen bzw. die einzelnen Werte von 14 Studien

Summierte
Untergruppe Falle aller Werte der einzelnen Studien
Studien
Range Mittelwert Median
PR

Primartumor + o o o o o
LK-Metastase - 26,5% 3,5% - 52,8% 25,5% 25,5%
Primartumor - o o o o o
LK-Metastase + 10,8% 0% - 66,7% 12,2% 8,3%
gemeinsam 18,5% 0% - 66,7% 18,8% 16,2%

Betrachtet man die Mittelwerte und die Ergebnisse fur die summierten Falle aller
Studien fir ER und PR, so erkennt man, dass die Werte fur ER wesentlich
weniger auseinanderliegen als fur PR und sich nur 13,0% und 18,8% bewegen.
Die Mediane sind beide Vergleiche mit 10,7% und 9,1% noch sehr ahnlich. Es
kamen also insgesamt vergleichbar viele Falle vor, in denen bei ER-positivem
Primartumor eine ER-negative synchrone Lymphknotenmetastase vorlag, wie
umgekehrt. Bei PR sieht es anders aus. Alle Kennwerte zeigen hier einen
deutlichen Unterschied an: Ein Verlust der PR-Expression in der Lymphknoten-
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metastase ist mit bezogen auf alle Kennwerte ca. 25% der Falle deutlich haufiger
als ein Zugewinn der PR-Expression in ca. 16% bis 19% der Falle. Auch unsere
Daten unterstutzen diese Aussage klar. In einem Review aus den Niederlanden
uber 39 Studien aus dem Jahr 2018, von denen einige auch in unserer
Aufstellung enthalten sind, wurden vergleichbare Werte berichtet (Schrijver et al.
2018). Bezogen auf einen Schwellenwert von 10% ergab sich fur ER ein
Rezeptorverlust in Lymphknotenmetastasen positiver Primartumoren in 23,9%
der Falle und ein Zugewinn im umgekehrten Fall von 17,3%. Fir PR lagen die
entsprechenden gleichartigen Werte bei 47,0% bzw. bei 16,6%, so dass sich

Ubereinstimmend hier groRere Unterschiede darstellten.

Untersuchungen zur heute friheren biochemischen DCC-Methode ("dextran-
coated charcoal") zur Hormonrezeptorbestimmung ("ER-DCC", "PR-DCC") sol-
len hier nur kursorisch referiert werden. Dabei soll insbesondere auf einen
Review aus dem Jahr 1985 verwiesen werden (Hahnel und Twaddle 1985), der
unter verschiedenen Aspekten von den Autoren selber erhobene Daten und
Daten anderer Arbeitsgruppen fir die ER-DCC-Bestimmung zusammenfasst. Ein
Vergleich zwischen Primartumoren und synchronen Lymphknotenmetastasen
wird zwar nicht angeboten, wohl aber einer zwischen Primartumoren und
synchronen Absiedlungen im Allgemeinen, wobei dann (haufige) Lymph-
knotenmetastasen gemeinsam mit (seltenen) anderen Metastasen, z.B.
Hautmetastasen, betrachtet werden?. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass
in der uberwaltigenden Mehrheit der Falle ("overwhelming") rein qualitativ (ja /
nein) ein identischer ER-Status vorlage; die Konkordanz wurde von ihnen fur 20
Arbeiten und insgesamt 516 Falle mit 82% errechnet. Ahnliche Daten ergaben
sich auch in einer spateren Arbeit aus dem Jahr 1989 mit 81,1% (30/37) fir ER-
DCC und von 81,1% (30/37) fur PR-DCC (Butler et al. 1989). In der
Krankenversorgung haben die DCC-basierten Methoden an Lymphknoten-
metastasen allerdings nie eine Rolle gespielt, wohl wegen des unter

2 In welchem Verhaltnis Lymphknotenmetastasen und andere synchrone Metastasen zueinaner stehen,
I&sst sich nicht ableiten. Da aber die bioptische Sicherung von Fernmetastasen in den 80er Jahren nicht
Ublich war, durfte es sich in der groRen Mehrzahl der Falle um Lymphknotenmetastasen handeln. Im
Krankengut von Hahnel und Twaddle selber waren es 12 von 14 Fallen (85,7%).

63



Routinebedingungen zu groRen Aufwandes, auch Lymphknotenmetastasen
unfixiert und unter Einhaltung einer Kuhlkette zu praparieren. Nach Einfuhrung
der Immunhistochemie wurden die DCC-basierten Bestimmungen schnell
verlassen, in erster Linie sicher aufgrund der besseren Praktikabilitat der
Immunhistochemie. Auf3erdem lie3 sich auch zeigen, dass die mit beiden
Anwendungen erhaltenen Aussagen zum Rezeptorstatus hoch korreliert waren.
Dieses wurde fur ER schon in der Anfangsphase der Immunhistochemie in einem
Review belegt, in dem 1168 Falle aus 16 Studien zusammengefasst sind; der
Mittelwert fiir die Ubereinstimmung zwischen den beiden Methoden lasst sich aus
den Einzeldaten mit 85,7% berechnen (Andersen et al. 1988). Entsprechende
Werte wurden auch in spateren Arbeiten bestatigt, insbesondere in einer grol3en,
mehr als 500 Falle umfassenden Arbeit mit 85,5% fur ER (496/580) und 82,2%
fur PR (439/534) (Kyndi et al. 2008). Andererseits ist zu bedenken, dass die
prognostischen Aussagen beider Methoden am Primartumor nicht deckungs-
gleich, sondern komplementar sind und sich somit erganzen (Biesterfeld et al.
1997).

4.3.2 Her-2/neu

Untersuchungsergebnisse zum Her-2/neu-Status in Primartumoren und

synchronen Lymphknotenmetastasen sind in Tab. 4.8 wiedergegeben.

Tab. 4.8 (Anfang): Ubereinstimmung des Her-2/neu-Status in Mammakarzino-

men und synchronen Lymphknotenmetastasen
CISH + = nur per CISH als Gen-amplifiziert identifizierte Proben des DAKO-Scores 2+ wurden als positiv akzeptiert; CISH-
negative gelten als negativ.

Autor / Jahr DAKO-Score der positiven Konkordanz
Proben Her-2/neu
Falle %

Konventionelle Histologie

Masood 2000 2+ / 3+ 56/56 100%
Carlsson 2004 2+ (CISH +) und 3+ 47/47 100%
d'Andrea 2007 2+ / 3+ 73/76 96,1%
Santinelli 2008 2+ / 3+ 42/45 93,3%
Azam 2009 2+ / 3+ 95/100 95,0%
Falck 2013 2+ / 3+ 84/85 98,8%
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Tab. 4.8 (Fortsetzung und Ende): Ubereinstimmung des Her-2/neu-Status in

Mammakarzinomen und synchronen Lymphknotenmetastasen
CISH + = nur per CISH als Gen-amplifiziert identifizierte Proben des DAKO-Scores 2+ wurden als positiv akzeptiert; CISH-
negative gelten als negativ.

Autor / Jahr DAKO-Score der positiven Konkordanz

Proben Her-2/neu

Falle %

Konventionelle Histologie
Tawfik 2013 2+ / 3+ 13/19 68,4%
leni 2014 2+ (CISH +) und 3+ 141/148 95,3%
Georgescu 2017 2+ (CISH +) und 3+ 31/40 77,5%
Mandé 2017 3+ 108/118 91,5%
Kinoe 2018 2+ (CISH +) und 3+ 90/104 86,5%
Khande 2020 2+ [ 3+ 57/60 95,0%
Janeva 2023 2+ [ 3+ 90/94 95,7%
Gesamt 928/992 93,5%
TMA
Simon 2001 2+ /[ 3+ 110/114 96,5%
Aitken 2009 2+ / 3+ 173/190 91,1%
Falck 2010 3+ 101/104 97,1%
Jensen 2012 2+ (CISH +) und 3+ 52/52 100%
Ataseven 2013 2+ / 3+ 113/117 96,6%
Kuncman 2021 3+ 31/31 100%
Eigene Daten 2023 2+ / 3+ 29/35 82,9%
Gesamt 704/743 94,8%
Konventionelle Histologie
und TMA
Gesamt 1632/1735 94,1%

Unsere eigenen Daten, die hier am unteren Ende der in der Literatur dargestellten
Werte liegen, gehen auf eine Zuordnung der als 2+ oder 3+ beurteilten
Gewebeproben als positiv zuriick, wobei Ergebnisse einer in-situ-Hybridisierung

(CISH, FISH) nicht vorlagen. Andere Gruppen nahmen nur per CISH als Gen-
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amplifiziert bestatigte Falle, die als 2+ beurteilt worden waren, als positiv auf.
Wiederum andere akzeptierten nur als 3+ bewertete Proben als positiv.
Unabhangig von den jeweiligen Festlegungen der einzelnen Studien, ab wo eine
Gewebeprobe als positiv zu gelten hat, ergaben sich aber sehr hohe mittlere
Ubereinstimmungswerte von 93% und héher. Insbesondere die Medianwerte

liegen allesamt bei 95% und hoher.

In Tabelle 4.9 sind die entsprechenden Werte tabellarisch zusammengefasst.

Tab. 4.9: Konkordanzwerte der Her-2/neu-Expression in Mammakarzinomen und
synchronen Lymphknotenmetastasen, bezogen auf die Fallzahlen bzw. die
einzelnen Konkordanzwerte von 20 Studien

Summierte
Untergruppe Félle aller Werte der einzelnen Studien
Studien
Range Mittelwert Median
Her-2/neu
Konventionelle | g3 5o, 68,4% - 100% 91,8% 95,0%
Histologie
TMA 94.8% 82,9% - 100% 94,9% 96,6%
gemeinsam 94,1% 68,4% - 100% 92,9% 95,2%

Eine wichtige methodische frihe TMA-basierte Arbeit aus Basel, die bereits mit
dem DAKO-Score arbeitete, konnte aus methodischen und inhaltlichen Granden
nur teilweise berlcksichtigt werden (Simon et al. 2001). Hier wurden von 125
Primartumoren mit jeweils drei Lymphknotenmetastasen, insgesamt also 375,
jeweils vier Stanzen pro Gewebsmaterial untersucht, so dass pro Primartumor
vier Stanzen und pro Fall 16 Stanzen vorlagen. Diese Vielfalt an 2000
Einzelbeobachtungen macht methodische Probleme dabei, zu entscheiden,
welcher Primartumor und welche Lymphknotenmetastase als ,positiv‘ oder
.negativ® zu klassifizieren ist, da nicht in allen Fallen alle 16 Beobachtungen das
gleiche Ergebnis erbracht hatten. Insgesamt waren 110 Falle (88,0% von 125)

16-mal einheitlich beurteilt, davon 24 als positiv (19,2%) und 86 als negativ
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(68,8%). Vierfach positive Primartumoren, die in den Lymphknotenmetastasen
12-fach negativ waren, traten in zwei Fallen auf (1,6%), der umgekehrte Fall von
vierfach negativen Primartumoren mit 12-facher Positivitat in den
Lymphknotenmetastasen ebenfalls in 2 Fallen (1,6%). Die ubrigen 11 Falle
(8,8%) zeigten viele verschiedene wechselnde Expressionsmuster. Neben den
methodischen Schwierigkeiten, die Ergebnisse zu interpretieren, gibt es aber
gegen die Farbemuster auch inhaltlich Einwande. An allen Gewebsproben wurde
zusatzlich per FISH auf eine Genamplifikation untersucht, fur die ja die
Immunhistochemie ein Surrogatmarker sein soll. Die Amplifikationsraten fur
Proben mit Score 0 (3,5%) und mit Score 3+ (99,5%) sind glaubhaft, die fur Score
1+ (66,2%) und Score 2+ (97,1%) sind aber viel hoher als in der Literatur in einer
Meta-Analyse von Bahreini et al. (2014) mit ca. 3,4% bzw. 29,2% angegeben, so

dass hier inhaltliche Fragezeichen bleiben.

Andere Arbeiten kamen wegen ihrer Auswertemodi nicht in Betracht.

In einer Studie wurde Her-2/neu als negativ, heterogen positiv oder homogen
positiv definiert (Tsutsui et al. 2001), in anderen wurde starke Positivitat
angenommen, wenn mehr als 50% bzw. mehr als 70% der Tumorzellen angefarbt
waren (de la Haba Rodriguez et al. 2004, Xu et al. 2002). In einer weiteren Arbeit
waren die Auswertungen quantitativ, d.h. durch Auszahlung der Zellen
vorgenommen worden (Dikicioglu et al. 2005). In der Arbeit von Strien et al.
(2010) wurde zwar eine Her-2/neu-Immunhistochemie durchgefiihrt, die Kon-
kordanzdaten zwischen Primartumoren und synchronen Lymphknotenmeta-
stasen beziehen sich aber rein auf CISH-Ergebnisse, die denen in Tabelle 4.9

gleichen (61/65, 93,9%).
Wie sich die Veranderungen in der Her-2/neu-Expression bzgl. Zugewinnen bzw.

Verlusten zwischen Primartumor und Metastasen darstellen, ist in Tabelle 4.10

wiedergegeben.
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Tab. 4.10: Ubereinstimmungen zwischen Mammakarzinomen und synchronen
Lymphknotenmetastasen fur Her-2/neu, aufgeschlisselt nach dem Ergebnis des
Primartumors. Diskordanz = Prozentsatz der abweichenden Einstufungen von
der Gesamtzahl der Falle; Beispiel Her-2neu-positive Primartumoren bei Simon
2001:7,7% =2/(24 + 2)

Autor / Jahr Primartumor positiv - Primartumor negativ -
Lymphknotenmetastase: Lymphknotenmetastase:
o . Diskor- i . Diskor-
positiv | negativ danz positiv | negativ danz
Her-2/neu
Masood 2000 18 0 0% 0 38 0%
Simon 2001 24 2 7,7% 2 86 2,3%
Carlsson 2004 21 0 0% 0 26 0%
Santinelli 2008 21 2 8,7% 1 21 4,5%
Aitken 2009 25 3 12,0% 14 148 8,6%
Azam 2009 42 2 4,5% 3 53 5,4%
Falck 2010 17 0 0% 3 84 3,4%
Jensen 2012 7 0 0% 0 45 0%
Ataseven 2013 26 1 3,7% 3 87 3,3%
Falck 2013 10 0 0% 1 74 1,4%
Tawfik 2013 3 0 0% 6 10 37,5%
leni 2014 52 4 7,1% 3 89 3,3%
Georgescu 2017 2 9 81,8% 1 29 3,3%
Mandé 2017 11 4 26,7% 5 98 4,9%
Kinoe 2018 16 13 44,8% 1 74 1,4%
Khande 2020 21 3 12,5% 0 36 0%
Kuncman 2021 27 0 0% 0 4 0%
Janeva 2023 6 4 40,0% 0 84 0%
Eigene Daten 2023 5 0 0% 6 24 20,0%
Gesamt 354 47 11,7% 56 1110 4,8%
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In der Tabelle 4.11 werden die statistischen Kennwerte aller Studien noch einmal

kurz zusammengefasst.

Tab. 4.11: Diskordanzwerte der Her-2/neu-Expression in Mammakarzinomen
und synchronen Lymphknotenmetastasen, aufgeteilt nach Zugewinn bzw.
Verlust der Expression in den Lymphknotenmetastasen, bezogen auf die
summierten Fallzahlen bzw. die einzelnen Werte von 19 Studien

Summierte
Untergruppe Falle aller Werte der einzelnen Studien
Studien
Range Mittelwert Median
Her-2/neu
Priméartumor + o o _ o o o
LK-Metastase - 11,7% 0% - 81,8% 13,1% 4,5%
Primértumor - o o _ o o o
LK-Metastase + 4,8% 0% - 37,5% 5,2% 3,3%
gemeinsam 6,6% 0% - 81,8% 9,2% 3,3%
43.3 Klinische Uberlegungen zur Markerexpression in synchronen

Lymphknotenmetastasen bei Mammakarzinomen

Fasst man die Ergebnisse der Kapitel 4.3.1 und 4.3.2 anhand der Daten der
Tabellen 4.6, 4.7 und 4.11 zusammen, so fallt zum einen die Heterogenitat der
Daten, bezogen auf die jeweiligen Werte fur den Range, auf. Diese macht die
Vergleichbarkeit der Daten in gewisser Weise schwierig. Dennoch lassen sich
bei insgesamt recht hoher Gesamtfallzahl durchaus klinische Schlisse ziehen.

- Bezogen auf den Median ist in ca. 10% der Falle bei ER mit einer
Diskordanz zwischen Primartumor und synchroner Lymphknotenmeta-
stase zu rechnen (10,5%), und zwar sowohl in Richtung Verlust der ER-
Expression in der Metastase (10,7%), als auch in Richtung Zugewinn
(9,1%) (Tab. 4.6).

- Fir PR betrug der Median bezogen auf alle Falle 16,2%, wobei Verluste
der PR-Expression mit 25,5% etwa dreimal so haufig vorkamen wie Zu-
gewinne mit 8,3% (Tab. 4.7).
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- Bei Her-2/neu wiederum lag der Median mit 3,3% deutlich niedriger, wobei
auch hier Verluste der Her-2/neu-Expression mit 7,1% gerundet etwa

doppelt so oft anzunehmen sind wie Zugewinne mit 3,3% (Tab. 4.11).

Auch wenn man die Schwankungen zumindest teilweise durch methodischen
Bias, Selektion von Fallen oder die verschiedenen Schwellenwerte fur die Fest-
legung von ,positiv‘ oder ,negativ‘ begrinden kann, bleiben am Ende dennoch
klare Unterschiede bestehen. Letztendlich muss man auf der Basis der Mediane
fur alle Falle bei jeder 10. (ER), 6. (PR) bzw. 33. (Her-2/neu) Patientin mit einem
abweichenden Ergebnis in der synchronen Lymphknotenmetastase rechnen.
Macht man sich vor dem geistigen Auge klar, dass neuerdings fur Her-2/neu die
Einteilung als ,positiv‘ oder ,negativ’ nicht mehr genlgt, sondern noch die
Kategorie ,Her-2/neu low“ hinzukommt (Modi et al. 2022), so werden auch die
Abweichungen fur Her-2/neu in Zukunft deutlich mehr Patientinnen betreffen.
Und da man nicht weil3 bzw. wissen kann, welche der Patientinnen die 6., 10.
oder 33. etc. ist, wird man im Grunde bei allen synchron nodal metastasierten
Fallen auch Uber eine Untersuchung einer oder mehrerer Lymphknoten-
metastasen zumindest nachdenken missen. Legt man das in der Medizin ubliche
Nil nocere-Prinzip zugrunde, musste dieses zumindest fur die Falle gelten, bei
denen der Primartumor negativ ist und somit einer Patientin ein therapeutischer

Weg nach heutiger Therapieplanung verschlossen bliebe.

In diesem Zusammenhang soll auch auf die Unterschiede innerhalb mehrerer
Lymphknotenmetastasen eingegangen werden, die bisher nur selten untersucht
worden sind. Legt man das in der Literatur Ublicherweise gewahlte Kriterium flr
Positivitat fir ER bzw. PR, namlich eine Expression in > 10% der Tumorzellen,
zugrunde, so ergibt sich fur ER eine Konkordanz zwischen Primartumor und allen
sechs Lymphknotenmetastasen von 80% und fur PR von 100%. Fur Her-2/neu
waren 70% der Falle bei einer Annahme von Positivitat ab Score 2 konkordant.
Die Verlasslichkeit der Bestimmungen ist somit in der Marge der Abweichungen,

die auch bei anderen Vergleichen gefunden werden.
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4.4 Erganzende Aspekte

Im Folgenden sollen einzelne Sonderaspekte exemplarisch angesprochen
werden, die Uber den in Kapitel 4.3 diskutierten Vergleich der Marker-
expressionen an Primartumoren und synchronen Lymphknotenmetastasen hin-

ausgehen.

Vergleichbarkeit von Ergebnissen an konventionellen Schnitten und an TMAs

In unserer Studie wurden alle Ergebnisse rein an TMAs erhoben, also an sehr
kleinen, aber mdglichst reprasentativen Abschnitten des Tumorgewebes, nicht
aber an konventionellen Schnitten, die eine groRere Gewebsflache und damit
auch eine groRere Tumorflache abdecken. In der in Kapitel 4.3 zitierten Literatur
werden solche Vergleiche ebenfalls nicht angestellt, sondern im Grunde die

Vergleichbarkeit vorausgesetzt.

Diese ergibt sich aus unterschiedlich grofden, zum Teil > 200 Patientinnen
umfassenden Studien verschiedener Arbeitsgruppen an Primartumoren, bei
denen sich Konkordanzwerte fur ER zwischen 72,9% und 97,3%, fur PR
zwischen 69,5% und 96,4% und fur Her-2/neu zwischen 85,6% und 100%
ergaben (Torhorst et al. 2001, Zhang et al. 2003, Bhargava et al. 2004,
Selvarajan et al. 2006, Henriksen et al. 2007, Thomson et al. 2010, Chavan et al.
2017). Soweit Werte fur Cohen‘s Kappa angegeben wurden, bewegten sich diese
um Werte zwischen k = 0,65 und k = 0,85, also im Bereich guter Uberein-
stimmungen (,substantial“). Nicht durchgehend, aber im Trend lagen die Werte
fur PR dabei etwas unterhalb derer von ER, was eine gewisse Inhomogenitat in
der PR-Expression anzeigen konnte. Insgesamt aber kénnen offenbar TMA-
Resultate fur ER, PR und Her-2/neu als ebenso verlasslich gelten wie diejenigen,

die an konventionellen Schnitten gewonnen wurden.
Die Zahl ausgewerteter Stanzen beeinflusst das Endergebnis nicht; jedenfalls

zeigten sich im Vergleich von zwei, drei oder vier Stanzzylindern mit den

konventionellen Schnitten nur marginale, nichts signifikante Unterschiede in der
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Konkordanz mit Dimensionen von ca. einem bis eineinhalb Prozentpunkten
(Thomson et al. 2009).

Staining Intensity (S1), Remmele-Score und Reiner-Score bei ER und PR

Die Betrachtungen des Kapitels 4.3 griinden sich fir ER und PR ausschlie3lich
auf den ER-PP bzw. den PR-PP. Der jeweilige S| und die hieraus abgeleiteten
Scores, insbesondere der Remmele-Score, blieben aulden vor, weil sie zwar in
Deutschland (Remmele-Score) gebrauchlich bzw. im deutschsprachigen Raum
(Reiner-Score) entwickelt worden sind, aber international keine Verbreitung
gefunden haben. Entsprechend wurde auch darauf verzichtet, ihre Ergebnisse
weiter zu interpretieren; die Auswertung dient hier letztendlich vorwiegend der
Dokumentation. Der immer wieder geaulierte wissenschaftliche Verdacht, PP
und Sl seien untereinander hoch korreliert, tragt sicher auch dazu bei, dass
zusammengesetzte Scores (auch der international zeitweise verwendete Allred-
Score) in wissenschaftlichen Untersuchungen kaum verwendet werden.

Anderung der Markerexpressionen unter neoadjuvanter Chemotherapie

Die Neubestimmung von ER, PR und Her-2/neu nach neoadjuvanter Chemo-
therapie ist heute allgemein als obligat anerkannt. Die Ergebnisse von Studien,
die die Markerexpression an der pratherapeutischen Stanze mit der des post-
therapeutischen Residualtumors verglichen haben, zeigen ahnlich wie die oben
besprochenen Vergleiche zwischen Primartumoren und synchronen Lymph-
knotenmetastasen ein heterogenes Bild3.

Mit Stand 2011 wurde ein grolRerer Review zu diesem Thema vorgelegt (van de
Ven et al. 2011). Die dort angegebenen Zahlen firr eine Anderung der Marker-

3 Sowohl in Kapitel 3.3, als auch hier in Kapitel 3.4 konnte eine gréRere, 211 (ER, PR) bzw. 205 (Her-2/neu)
Vergleiche von Primartumoren und simultanen Lymphknotenmetastasen umfassende aktuelle Arbeit aus
Leipzig (Weydandt et al. 2022) nicht berticksichtigt werden. In ihr sind sowohl unbehandelte (69%), als auch
neoadjuvant vorbehandelte (31%) Falle zusammengefasst, ohne dass die Daten der beiden Untergruppen
separat dargestellt worden waren. Die Konkordanzwerte fiir beide Untergruppen zusammen insgesamt
lagen jeweils im oberen Bereich (ER: 92,9%, PR: 73,0%, Her-2/neu: 87,3%).
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expression bewegen sich fur ER zwischen "no significant difference” Uber 2,5%
bis hin zu 46%, fur PR zwischen 5,9% und 58%, jeweils bezogen auf 13 Arbeiten.
FUr Her-2/neu, fur das funf Arbeiten vorliegen, werden Werte zwischen 5,7% und
32% angegeben. Was die Frage nach Zugewinn oder Verlust der jeweiligen
Eigenschaft betrifft, so werden fur alle drei Marker sowohl Trends zum Zugewinn
als auch zum Verlust sowie Arbeiten berichtet, in denen beide Effekte etwa gleich
haufig waren. Eine klare Richtung war somit mit Stand 2011 wohl weder
bezlglich der Zahl von Fallen, in denen sich das Expressionsmuster eines oder
mehrerer Marker wandelt, erkennbar, noch bezlglich der Frage, ob bei einer
neoadjuvanten Chemotherapie ER, PR oder Her-2/neu zuzurechnende
Eigenschaften einen Vorteil oder einen Nachteil fir die Uberlebensfahigkeit von
Tumorzellen bedeuten. Eine grolde neuere Arbeit aus dem Jahr 2020 (Ding et al.
2020) bestatigt die von van de Ven reviewartig zusammengestellten Befunde
insofern, als auch dort Diskordanzen im Rahmen der vorbeschriebenen Margen
ermittelt wurden: Bezogen auf 482 Falle betrug die Diskordanz nach
neoadjuvanter Chemotherapie 10,4% fur ER und 17,0% fur PR; fur beide Marker
war die Zahl der Falle mit Expressionsverlust gegenuber denen mit
Expressionsgewinn deutlich héher (ER: 36 vs. 14, PR: 52 vs. 27). Beide Diskor-
danzarten waren bei ER prognostisch ungunstig; fur PR bedeutete ein Ex-
pressionsnachweis im Resektat eine Verbesserung der Prognose. Her-2/neu

wurde in der Arbeit nicht bericksichtigt.

Ein grundsatzliches Problem ist bei dieser Betrachtung, dass nur Falle erfasst
werden konnen, bei denen eine Indikation flUr eine neoadjuvante Therapie
bestand; es ist somit anzunehmen, dass die Studien mit gréReren bzw. klinisch-
prognostisch ungunstigeren Tumoren ,angereichert® waren. AulRerdem be-
schranken sich die Ergebnisse naturgemald nur auf diejenigen Falle, in denen es
nicht zu einer Komplettremission gekommen ist.

Im Vergleich zu unseren Ergebnissen und den Zahlen aus Literatur erscheint
insgesamt fraglich, ob hinter den Expressionsanderung nach einer neo-
adjuvanten Therapie ein tumorbiologisch begrindbarer Effekt steht, also eine
echte Rezeptorkonversion. Wenn die Veranderungen sich nicht signifikant von

denen unterscheiden, die zwischen nicht vorbehandelten Primartumoren und
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ihren synchronen Lymphknotenmetastasen bestehen, spricht dieses flr ein
Spektrum von Veranderungen, das einfach biologisch vorhanden ist. Davon,
dass die neoadjuvante Chemotherapie die Markerexpressionen kausal beein-

flusst, kann dann jedenfalls wohl nicht gesprochen werden.

Anderungen der Her-2/neu-Expression unter Trastuzumab-Therapie

Der Antikdrper Trastuzumab (Herzeptin) ist das Medikament, das traditionell bei
Her-2/neu-positiven Fallen therapeutisch eingesetzt wurde; inzwischen sind auch
andere ahnlich gebaute Antikorper auf dem Markt. Im Jahr 2014 wurde eine TMA-
basierte Arbeit veroffentlicht, die sich gezielt mit dem Verlust einer Her-2/neu-
Expression primar Her-2/neu-positiver Mammakarzinome unter bzw. nach
Trastuzumab-Therapie befasste (van Rooijen et al. 2014). Von 169 Fallen, fur die
klinische Daten zur Verfugung standen, zeigten 21 einen Verlust der Her-2/neu-
Expression (12,4%); diese Patientinnen zeigten einen Uber sieben Jahre
verfolgbaren schlechten prognostischen Verlauf, wobei die Unterschiede aber
(noch) nicht statistisch signifikant waren (p > 0,05). Aus der veroffentlichten
Kaplan-Meier-Kurve lasst sich allerdings ein medianes Uberleben von ca. 30
Monaten fur die Her-2/neu-positive Gruppe gegenuber ca. 18 Monaten fur die
Her-2/neu-negative Gruppe ableiten. AuBerdem wurden Ubereinstimmungen
zwischen der primaren Auswertung der Her-2/neu-Bestimmung zum Zeitpunkt
der Diagnose des Primartumors mit der Re-Evaluation im Rahmen der Studie
verglichen; die Konkordanz betrug hier 87,8% und unterschied sich nicht
zwischen Bestimmungen an einer Stanzbiopsie (90,9%) bzw. am Resektat
(86,7%).

Anderung der Markerexpression bei Rezidiven bzw. Fernmetastasen

Eine detaillierte Diskussion von Vergleichen zwischen Markerexpressionen
zwischen Primartumor und Rezidiven / metachronen Fernmetastasen kann in
dieser Arbeit nicht erfolgen, obwohl es zu diesem Themenfeld diverse
Einzelarbeiten gibt. Auf sie soll aber hier nur zusammenfassend eingegangen
werden. Ein prinzipielles Problem bei diesen Vergleichen ist namlich, dass sehr

heterogene Patientengruppen prasentiert wurden und insbesondere zur
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Zeitachse des Auftretens der erneuten Tumorherde und zur zuvor applizierten
adjuvanten Therapie oft keine konkreten Angaben vorliegen. Hierdurch ist die
Vergleichbarkeit der Studien begrenzt.

Die Ergebnisse der einzelnen Studien wurden verschiedentlich in Reviews zu-
sammengefasst (ldirisinghe et al. 2010, Lindstrédm et al. 2010, Bogina et al. 2011,
Khasraw et al. 2011, Aurilio et al. 2014, Rossi et al. 2015), die jeweils zwischen
etwa 10 und Uber 30 Arbeiten bericksichtigen. Fasst man alle Daten zusammen,
so darf man bei Rezidiven oder metachronen Fernmetastasen im Vergleich zum
Primartumor mit einer Konkordanz fir ER von ca. 75%-80% rechnen, fir PR von
ca. 60%-70% und fur Her-2/neu von ca. 90%-95%. Die einzelnen Studien zeigen
dabei aber sehr starke Schwankungsbreiten von Konkordanzen, die fur ER und
PR zwischen nur 40% und 100% und fur Her-2/neu 80% bis 100% reichen.

Von besonderer Bedeutung flr unsere Fragestellung, in welche Richtung eine
Veranderung der Markerexpression geht, ist dabei die Arbeit von Aurilio et al.
(2014), die sich speziell diesem Thema widmet (Tabelle 4.12).

Tab. 4.12: Ubereinstimmungen zwischen Mammakarzinomen und Rezidiven
bzw. metachronen Fernmetastasen fir den Ostrogenrezeptor (ER), den Pro-
gesteronrezeptor (PR) und Her-2/neu im Review von Aurilio et al.2011, auf-
geschlusselt nach dem Ergebnis des Primartumors. Diskordanz = Prozentsatz
der abweichenden Einstufungen von der Gesamtzahl der Falle; Beispiel ER-
positive Primartumoren: 22,4% = 496 / (1721 + 496). Diskordanz in Klammern =
Angabe einer pooled concordance im Review nach double arcsine transformation
der Daten nach Freeman und Tukey (1950).

Marker Zahl der Primartumor positiv - Primartumor negativ -
Studien Rezidiv / Metastase Rezidiv / Metastase
ositiv | negativ | oK% | sositiv | negativ | D oKO™
P 9 danz P 9 danz
22,4% 17,6%
ER 26 1721 496 216 1009
(24%) (14%)
47,9% 14,8%
PR 17 634 582 143 823
(46%) (15%)
14,6% 5,8%
Her-2/neu 25 461 79 100 1620
(13%) (5%)
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Die Zahlen zeigen, dass die Diskordanz bei allen drei Markern in Richtung Ex-
pressionsverlust starker ausgepragt war. Dieser Unterschied war insbesondere
fur PR statistisch signifikant (p < 0,0001), aber auch fur ER (p = 0,0183) und fur
Her-2/neu (p = 0,0004) (Aurilio et al. 2011).

4.5 Zusammenfassende Bewertung

Die hier vorgelegte Studie war ursprunglich als Teil einer Pilot-artigen Erprobung
des TMA-Systems der Firma Zytomed am Beispiel von Mammakarzinomen
angelegt gewesen, wobei sich das Gesamtprojekt insgesamt als nicht
durchfliihrbar erwies. Daraufhin wurde der Teil, der sich mit synchronen
Lymphknotenmetastasen befasste, separat herausgel6st, obwohl sich die zu
erhebenden methodischen Daten nur auf relativ wenige Falle beziehen. Anderer-
seits war es moglich, eine relativ grole Zahl von bis zu sechs Lymphknoten-
metastasen bzgl. der Expression vor ER, PR und Her-2/neu mit dem Primartumor
zu vergleichen.

Die ursprungliche klinische Fragestellung, ob es eine Art Gradienten in den
Unterschieden der Markerexpressionen im Vergleich der Primartumoren mit den
synchronen Lymphknotenmetastasen gibt, wurde beibehalten. Diese Frage
stand klinisch von vornherein im Vordergrund, da in den Leitlinien und in anderen
Verfahrensvorgaben fur die Behandlung von Mammakarzinomen hierzu keine
Vorgaben gemacht wurden, aber auch nicht begrindet wurde, weswegen die
synchronen Lymphknotenmetastasen als ohne weiteren Wert sozusagen
,stiefmutterlich“ behandelt wurden. Als die Arbeit konzipiert wurde, gab es hierzu
noch wenige klinische Daten, die inzwischen in grof3erer Zahl vorliegen und in

dieser Arbeit Review-artig aufgearbeitet wurden.

Diskordanz: Steigend im Rahmen der zeitlichen metastasierenden Tumor-
progression

In Kapitel 4.3.3 war zusammenfassend gefolgert worden, dass zwischen

Primartumoren und den synchronen Lymphknotenmetastasen mit einer
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Diskordanz von ca. 10% bei ER, von ca. 16% bei PR und mit etwas mehr als 3%

bei Her-2/neu auszugehen ist.

In der neoadjuvanten Situation zeigte sich, wie in Kapitel 4.4 aus dem Review
von van de Ven et al. (2011) ablesbar, keine starkere Diskordanz als zwischen

Primartumoren und synchronen Lymphknotenmetastasen.

Eine singulare Arbeit zu Her-2/neu an mit dem Antikérper Trastuzumab (Her-
zeptin) vor der Tumorresektion vorbehandelten Patientinnen (van Rooijen et al.
2014) zeigte im Vergleich der pratherapeutischen und der posttherapeutischen
Situation am Primartumor eine Diskordanz von 12,4%, also hdher als man es im
Vergleich von unbehandelten Primartumoren und synchronen Lymphknoten-
metastasen im Mittel findet - andererseits liegen die 12,4% noch durchaus im
Spektrum der von Arbeit zu Arbeit unterschiedlichen Schwankungsbreiten,
konnten also auch Kollektiv-bedingt sein. Auffallig ist allerdings, dass
ausschlieBlich Verluste der Her-2/neu-Expression vorkamen, was dann doch als
therapeutischer Effekt im Sinne einer klonalen Selektion verstanden werden
konnte. Hierfur spricht auch die oben bereits angesprochene, zumindestim Trend
schlechtere Prognose der Patientinnen mit Expressionsverlust im 7-Jahre-

Verlauf.

Fir Rezidive und metachrone Fernmetastasen liegen die Diskordanzwerte
gemal’ den oben genannten sechs Reviews (ldirisinghe et al. 2010, Lindstrom et
al. 2010, Bogina et al. 2011, Khasraw et al. 2011, Aurilio et al. 2014, Rossi et al.
2015) hoéher. Oben als Konkordanzwerte dargestellt, ergeben sich umgekehrt
betrachtet Erwartungswerte fur Diskordanz zum Primartumor von 20%-25% fur
ER, von 30%-40% fur PR und von 5%-10% fur Her-2/neu. In der
Gegentberstellung zu den Daten fir den Vergleich zwischen Primartumor und
synchronen Lymphknotenmetastasen mit Werten von ca. 10%, ca. 16% bzw.
etwas mehr als 3% werden somit im Rezidiv-/Metastasierungsfall deutlich héhere

Abweichungen in den Expressionen beschrieben.
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Diskordanz: In beide Richtungen (Zugewinn / Verlust) moglich

Wahrend der Verlust einer Markerexpression allgemein plausibel erscheint,
wurde gerade klinischerseits fruher einem Zugewinn nicht so recht Glauben
geschenkt und manchmal in Konferenzen als eine Art ,Messfehler® nicht
wesentlich beachtet. Deswegen war uns wichtig, hierzu eine Datenubersicht zu

erstellen.

Diese zeigte, dass bereits in synchronen Lymphknotenmetastasen immer wieder
Abweichungen der Markerexpressionen in beide Richtungen vorkommen konnen
(Kurzform: Tabellen 4.6, 4.7 und 4.11). Dabei waren, hier bezogen auf den
Median der Diskordanzen, fur alle drei Marker Verluste der Expression in den
Lymphknotenmetastasen (ER: 10,7%, PR: 25,5%, Her-2/neu: 7,1%) zwar
haufiger als ein Zugewinn (ER: 9,1%, PR: 8,3%, Her-2/neu: 3,3%). Als exotische
Raritat kann man aber die Prozentzahlen fir Zugewinne sicherlich auch nicht
einfach links liegenlassen, sondern muss sie bei den Planungen der Therapie

und der Abschatzung der Prognose bedenken.

Fir Rezidive und metachrone Fernmetastasen zeigt sich ein identischer Trend
(Tab. 4.12), allerdings mit deutlich hoheren Werten sowohl bei Expres-
sionsverlusten (ER: 22,4%, PR: 47,9%, Her-2/neu: 14,6%), als auch bei den
Zugewinnen der Expression (ER: 17,6%, PR: 14,8%, Her-2/neu: 5,8%).

Insgesamt Iasst sich ableiten, dass schon im Rahmen der axillaren Lymphknoten-
metastasierung offenbar Mechanismen greifen, die man nicht nur im Rahmen der
dem Tumorgewebe innewohnenden allgemeinen Heterogenitat erklaren kann.
Der gewisse Uberhang von Expressionsverlusten ware namlich auch bereits als
Ausdruck einer progressiven klonalen Selektion zu deuten. In gewisser Weise
setzt sich diese bei der spateren Bildung von lokoregionaren Rezidiven bzw. der
Fernmetastasierung sicher weiter fort. Ihr Anteil an den haufigeren Expressions-
veranderungen ist aber nicht quantifizierbar, da die Proben nach postoperativer
adjuvanter Therapie entnommen wurden und somit Therapie-bedingte Effekte

berucksichtigt werden mussen. Interessant ware hier ein Vergleich mit Tumoren,
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die bereits zum Zeitpunkt der Tumordiagnose Fernmetastasen gezeigt hatten; an
diesen ware dann ohne vorherige medikamentdse Therapie ein Vergleich von
Markerexpressionen am Primartumor, an synchronen Lymphknotenmetastasen
und an synchronen Fernmetastasen moglich. Leider ist nach bestem Wissen der

Literatur bislang keine entsprechende Studie durchgefuhrt worden.

Die Quintessenz unserer Studie kann sicher nicht sein, eine ER-, PR- und Her-
2/neu-Untersuchung jeder synchronen Lymphknotenmetastase bei Mamma-
karzinomen zu empfehlen. Sie kann aber das Bewusstsein starken, dass der
alleinige Blick auf den Primartumor tauschen kann oder jedenfalls nicht in jedem
Fall alles erklart. Was man dann aus dieser Erkenntnis klinisch machen kann
oder sollte, musste im Dialog zwischen Pathologie und beteiligten klinischen

Fachern Uberlegt werden.
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