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Abkulrzungsverzeichnis

AJCC — American Joint Commission on Cancer
ALND — Axillare Lymphknotendissektion
ASCO — American Saociety of Clinical Oncology
BET — Brusterhaltende Therapie

Ca — Karzinom

CAP — College of American Pathologists

CISH — Chromogene in situ-Hybridisierung
CNB - Stanzbiopsie

t-CNB — Stanzbiopsie des Primartumors

ER — Ostrogen

FFPE — Formalin-fixiertes-Paraffin-eingebettetes-Gewebe
FISH — Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
HER2 — Human epidermal growth factor 2

HR — Hormonrezeptor

IHC — Immunhistochemie

IQR — Interquartilsabstand

LNM — Lymphknotenmetastase

MRNA — Boten - Ribonukleinséure

NACT — Neoadjuvante Chemotherapie

NST — Nicht-spezifische-Typ

PR — Progesteron

pPCR — Pathologische Komplettremission

SLNB — Sentinellymphknotenbiopsie



1. Einfuhrung in die Thematik

1.1 Historie des Mammakarzinoms

Die ersten Aufzeichnungen des Mammakarzinoms reichen bis 1600 v. Chr. zurtick, wo auf
einer agyptischen Schriftrolle 8 Falle eines wachsenden oder ulzerierenden Tumors der Brust
beschrieben wurde [1]. Es gibt jedoch Theorien, dass es sich bei dem Schriftstlick lediglich um
eine Kopie handelt und die urspriinglichen Aufzeichnungen sogar bis ins Jahr 2500-3000 v.
Chr. zuriuickreichen [2].

Die vom griechischen Arzt und Philosoph Hippokrates von Kos (460-370 v.Chr.) entwickelte
Theorie der vier Korperflissigkeiten und deren Ungleichgewicht bei der Entstehung von
Krankheiten wurde ebenfalls fur die Entstehung des Mammakarzinoms tibernommen. Viele
tausend Jahre hielt sich die Theorie, wonach ein Uberschuss von schwarzer Galle im Blut fur
die Entstehung des Mammakarzinoms verantwortlich gemacht wurde [3, 4]. Erst im Zeitalter
der Renaissance verwarf man diese Theorie und sah die Lymphknoten als Ursprung der

Mammakarzinom-Erkrankung an [5].

Die Anfange der Therapie des Mammakarzinoms konzentrierten sich auf die alleinige
operative Therapie. Jedoch sollte es bis ins 19. Jahrhundert dauern, bis auf dem Gebiet der
operativen Therapie mit der Entwicklung der Narkose und des Desinfektionsmittels
bahnbrechende Fortschritte erzielt werden konnten. 1894 entwickelte der Chirurg William
Halsted ein radikales Mastektomie-Verfahren bei dem die Brust en bloc, zusammen mit dem
Musculus pectoralis major sowie den axillaren Lymphknoten und LymphgefaRen, entfernt
wurde. Dieses Verfahren sollte fur viele Jahre der Standard der operativen Therapie des

Mammakarzinoms bleiben [4].

Im 20. Jahrhundert gab es dann eine rasche Entwicklung auf dem Gebiet der Therapie des
Mammakarzinoms. Die operative Therapie hatte ihre Grenzen erreicht und konnte nicht in
allen Fallen eine Heilung erzielen, so dass nach Alternativen gesucht wurde.

Bereits 1932 fand die Strahlentherapie ihren Einzug, als Sir Geoffrey Langdon Keynes mit
Radium als alleinige Therapieform bei Patientinnen mit Mammakarzinom experimentierte [6].
Zudem gab es bereits friihzeitig Vermutungen, dass es einen Zusammenhang zwischen dem
Ostrogeneinfluss und dem Auftreten eines Mammakarzinoms gibt. Dies wurde 1967 von
Elwood Jensen und seiner Identifikation des Ostrogenrezeptors auf Mammakarzinomzellen
bestatigt [7]. Die Erkenntnisse beziglich des Ostrogen- und Progesteronrezeptors in den
siebziger Jahren, stellte die Entdeckung der ersten molekularen Marker in der Geschichte des

Mammakarzinoms dar und legten den Grundstein fur eine endokrin-basierte Therapie.



Zur selben Zeit erforschte man erstmals zytotoxische Substanzen bei Patientinnen mit
metastasiertem Mammakarzinom. Anfang der siebziger Jahre begannen Bernard Fisher und
Gianni Bonadonna eine Kombination von Chemotherapien in der adjuvanten Situation zu
verabreichen. Die 5-Jahres Ergebnisse der Bonadonna Studie zeigten eine deutliche
Verbesserung des Gesamtiberlebens in der Gruppe der Patientinnen die eine
Cyclophosphamid, Methotrexat und Fluorouracil (CMF) kombinierte Chemotherapie im
Anschluss an eine Mastektomie im Gegensatz zur Gruppe der Patientinnen die eine alleinige
operative Therapie erhielten [8]. Die Therapie des Mammakarzinoms entwickelte sich so

immer mehr zu einem multimodalen Therapiekonzept.

1.2 Epidemiologie

Mit 24,2% ist das Mammakarzinom Schatzungen zu folge die haufigste Krebserkrankung der
Frau weltweit [9]. Bei jeder vierten Krebserkrankung der Frau handelt es sich somit um eine
Mammakarzinom-Erkrankung. Im Jahr 2018 kam es dabei zu etwa 2,1 Millionen
Neuerkrankungen. Die Mammakarzinom-Erkrankung ist hiermit die fuhrende Diagnose aller

Krebsneuerkrankungen der Frau in 154 von 185 Landern [9].
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Abbildung 1: Inzidenzraten der haufigsten Krebserkrankungen der Frau weltweit im Jahre 2018. [9]

Dabei ist es in den meisten Landern zu einem kontinuierlichen Anstieg der Inzidenzraten in
den letzten Jahrzenten gekommen [10]. Hierbei ist das Mammakarzinom mit 15% auch die
haufigste Todesursache aller Krebserkrankungen der Frau weltweit [9].



Auch in Deutschland fuhrt das Mammakarzinom mit zuletzt 69.000 Neuerkrankungen jahrlich,
die Rate der Krebsneuerkrankungen der Frau an [11]. Dabei erhélt Schatzungen zufolge, eine

von acht Frauen im Laufe ihres Lebens die Diagnose einer Mammakarzinom-Erkrankung [11].

1.3 Diagnostik

1.3.1 Diagnostische Sicherung

Ziel der diagnostischen Sicherung ist die Gewinnung von Gewebsmaterial zur Festlegung der
endglltigen Diagnose. Diese kann mittels Feinnadelpunktion, Stanzbiopsie (CNB),
stereotaktischer Vakuumbiopsie oder offener Exzisionsbiopsie erfolgen. Die Art der Sicherung
sollte dabei in Abhangigkeit von der Lokalisation des Befundes und unter Bertcksichtigung

der diagnostischen Sicherheit und des Nebenwirkungsrisikos erfolgen [12].

Das sehr haufig angewandte Verfahren der Stanzbiopsie (CNB) erfolgt dabei in der Regel in
ortlicher Betaubung unter sonographischer Sicht. Hierbei wird mithilfe eines Stanzbiopsie-
Systems (Geréat und Nadel, dessen Durchmesser variieren kann) unter Hochgeschwindigkeit
eine Probe der Ziellasion entnommen. In Abh&ngigkeit des Durchmessers des entnommenen
Stanzzylinders sollten bei einer 14-Gauge Nadel mindestens drei Stanzzylinder zur

Diagnosesicherung entnommen werden [13].

Im Anschluss erfolgt eine Fixierung des Gewebes in Formalin und Einbettung in
Paraffinbloécken. Die optimale Fixationszeit fir Stanzbiopsien wird zwischen 6 und 72 Stunden
angegeben. Hierbei sollte die Fixationszeit von mindestens sechs Stunden nicht unterschritten

werden, um eine optimale Antigenerhaltung zu gewahrleisten [14].

Anhand anschlieBend angefertigter sehr diinner Gewebsschnitte, die auf Glasobjekttragern

fixiert werden, erfolgt die mikroskopische Beurteilung der Gewebspraparate.

1.3.2 Ostrogen und Progesteron-Rezeptorstatus und Grenzwerte 1% vs. 10%

An den fixierten Gewebspraparaten auf Glasobjekttragern erfolgt die immunhistochemische
Bestimmung des ER- und PR-Rezeptors. Hierbei erfolgt der Nachweis bzw. die
immunhistochemische Farbung unter Verwendung spezifischer Antikorper die mit Farbstoff
markiert werden [15]. Die Expression des jeweiligen Rezeptors kann nach erfolgter Antigen-
/Antikorper-Reaktionen farblich dargestellt werden. Um die Testung mdglichst einheitlich und
akkurat zu gestalten, erfolgt diese anhand der international gultigen amerikanischen ASCO /

CAP Richtlinie [16, 17]. Dabei erfolgt die Angabe positiver Tumorzellkerne in Prozentangaben,
6



zudem sollte die durchschnittliche Farbeintensitat der Zellkerne mit angegeben werden.
Erganzend kénnen noch andere Einteilungen wie zum Beispiel die Klassifizierung nach

Remmele und Stegner [18] mit angegeben werden.

In der Vergangenheit wurden immer wieder unterschiedliche Grenzwerte bezliglich des ER-
und PR-Rezeptors diskutiert. Tumore werden generell als ER und/oder PR positiv klassifiziert,
wenn zwischen 1% und 100% positive Tumorzellkerne nachgewiesen werden [19]. Im Falle
eines positiven ER- und/oder PR-Rezeptors kénnen diese mit einer endokrinen Therapie
behandelt werden. Eine Sonderstellung scheint die Gruppe der Tumore mit positiven
Tumorzellen zwischen 1-9% einzunehmen. In Studien konnte gezeigt werden, dass diese
Gruppe der sogenannten ER-/und oder PR ,schwach positiven“ Tumore schlechter auf eine
endokrine Therapie ansprechen und sich in ihrem biologischen Verhalten eher den Rezeptor

negativen Tumoren (,Triple negativ*) &hneln [20].

1.3.3 HER2-Rezeptorstatus

Die Testung des Wachstumsfaktorrezeptors HER2 erfolgt ebenfalls immunhistochemisch
anhand eines spezifischen, farbstoff-markierten Antikorpers. Die Auswertung erfolgt anhand
der international giltigen, amerikanischen ASCO / CAP Richtlinie fir HER2 [21]. Dabei wird
der HER2-Status zwischen 0 und 3+ klassifiziert. Bei einem Ergebnis von 0 und 1+ liegt keine
oder lediglich eine inkomplette, schwache Membranfarbung vor und der Rezeptor wird als
negativ bewertet. Liegt eine schwache bis maRige Membranfarbung in Gber zehn Prozent der
Zellen vor, oder eine starke Farbung in unter zehn Prozent der Zellen, ist der HER2-Status
zweifelhaft und wird mit 2+ klassifiziert. In diesen Féllen sollte eine Genamplifikation mittels
FISH oder CISH erfolgen [21], um eine endgultige Klassifizierung des Rezeptors vornehmen
zu koénnen. Zeigen mehr als zehn Prozent der Zellen eine gleichmaRige starke

Membranfarbung wird eine 3+ vergeben und der HER2-Status als positiv angesehen.

Bei positivem Nachweis des HER2-Status kann eine kombinierte antikorper-basierte
Chemotherapie mit Trastuzumab und Pertuzumab erfolgen Hierbei handelt es sich um eine
zielgerichtete Therapie, wie auch bei der endokrinen Therapie. Die Rezeptoren stellen hierbei

sowohl prognostische, als auch pradiktive Faktoren dar.

1.3.4 Ki67-Bestimmung

Analog zur ER, PR und HER2-Testung erfolgt die immunhistochemische Bestimmung des
Proliferationsmarkers Ki67 anhand spezifischer, farbstoff-markierter Antikérper. Die Angabe
7



positiver Tumorzellen erfolgt ebenfalls in Prozent. Dabei kann die Auswertung anhand einer
subjektiven Schatzung positiver Tumorzellkerne oder anhand einer Zahlung positiver
Tumorzellkerne in einzelnen Bildabschnitten erfolgen [22]. Angesichts der sehr heterogenen
Methodik, gibt es keine international giltige, standardisierte Richtlinie fur die Auswertung von
Ki67. Im Zuge dieser fehlenden Standardisierung konnte in Studien sowohl eine erhéhte
Variabilitat zwischen den Untersuchern (,Interobserver-Variabilitat), als auch eine Variabilitat
zwischen den unterschiedlichen Untersuchungslaboren (,Interlaboratory-Variabilitat*) bei der
Bestimmung von Ki67 beobachtet werden [23]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Reproduzierbarkeit anhand systematischer Trainings und mithilfe einheitlicher Kriterien

signifikant verbessert werden konnte [12, 24].

Die Festlegung unterschiedlicher Grenzwerte fir Ki67 unterlag bislang einem sténdigen
Wandel. Aktuelle Studiengruppen empfehlen, dass ein Ki67 Wert von <5% oder >30% fir eine
Einschatzung der Prognose herangezogen werden kann [25]. Dabei kann ein hoher Ki67 Wert
als maoglicher Indikator fur eine adjuvante Chemotherapie dienen.

1.4 Einteilungsformen

1.4.1 TNM-Klassifikation

Die Klassifikation des Mammakarzinoms erfolgt anhand der fir Malignome international
gangigen TNM-Klassifikation. Dabei erfolgt die Einteilung anhand der TumorgroRe (T), der
befallenen Lymphknoten (N) und des Vorliegens einer moglichen Metastasierung (M) [26].

X Tumor nicht beurteilbar

0 Kein Tumor nachweisbar

is Carcinoma in situ

1 <2cm

1mic | Mikroinvasion <0,1 cm
la | <0,5cm

1b | >0,5cmund £1 cm

1c | >1cmund <2 cm

2 >2 cmund <5 cm

>5cm

4 Infiltration der Brustwand oder Haut

4a | Infiltration der Brustwand




4b | Odem oder Ulzerationen der Haut, Haut-Satelliten-Metastasen

4c | 4a+4b

4d | Inflammatorisches Mammakarzinom

X | Lymphknoten nicht beurteilbar

1 | Keine befallenen Lymphknoten

2 | Befall fixierter, axillarer Lymphknoten der Level I-11, oder isolierter Befall von
Lymphknoten der A. mammaria interna

2a | Befallene fixierte, axillare Lymphknoten der Level I-

2b | Befallene Lymphknoten der A. mammaria interna

3 | Befall supra- oder infraklavikularer Lymphknoten der Level lll, und Befall von
axillaren und A. mammaria interna Lymphknoten

3a | Infraklavikulare Lymphknoten der Level lll

3b | Axillare und Lymphknoten der A. mammaria interna

3c | Supraklavikulare Lymphknoten der Level llI

0 Keine Fernmetastasen

1 | Fernmetastasen

Tabelle 1: Einteilung des Mammakarzinoms anhand der TNM-Klassifikation [26]

1.4.2 Intrinsische Subtypen

Anhand der immunhistochemischen Bestimmung des ER-, PR- und HER2-Rezeptorprofils des
Primartumors, sowie des Proliferationsmarkers Ki-67 kann eine weitere risikostratifizierte
Einteilung in intrinsische Subtypen erfolgen. Diese basiert urspriinglich auf der Bestimmung
von Genexpressionssignaturen und mRNA-Expressionsprofilen. Es hat sich jedoch im

klinischen Alltag die Einteilung in intrinsische Subtypen anhand des Konsensus von St. Gallen

aus dem Jahr 2013 etabliert [27].

Intrinsischer Subtyp Rezeptor / Marker
ER/PR HER2 Ki67
Luminal A positiv negativ niedrig
Luminal B positiv negativ oder positiv hoch
HER2-positiv negativ positiv niedrig oder hoch
Triple negativ negativ negativ niedrig oder hoch

Tabelle 2: Einteilung des Mammakarzinoms in intrinsische Subtypen nach dem Konsensus von St. Gallen




Luminal B-Tumore kénnen dabei weiter unterteilt werden in Luminal B HER2 positiv oder
HER2 negativ. Ausschlaggebend fur die Unterscheidung zwischen Luminal A und Luminal B
HER negativ Tumoren ist dabei die Unterscheidung des Proliferationsmarkers Ki-67 in
Lhiedrig® oder ,hoch“. Die Festlegung dessen in einen absoluten Grenzwert wird nicht
einheitlich gehandhabt und unterlag in der Vergangenheit regelmaRigen Anderungen. Auf dem
letzten Konsensus Treffen im Jahr 2021 stimmte die Mehrheit fir einen Ki-67-Grenzwert von
30% fir die Durchfiihrung einer adjuvanten Chemotherapie bei ER-positiven / HER2 negativen

Tumoren [28].

Den intrinsischen Subtypen kommt zudem eine prognostische Bedeutung zu. Luminal A
Tumore gelten als prognostisch gunstig, mit niedrigen Rezidivraten und einem langeren
krankheitsfreien Uberleben. Triple negative Tumore gelten hingegen als prognostisch

ungilnstig mit hohen Rezidivraten und einer aggressiveren Tumorbiologie [29].

1.5 Therapieformen

1.5.1 Operative Therapie

Oberstes Ziel der operativen Therapie ist die Entfernung des Tumors im Gesunden. Dabei ist
auch bei aggressivem Tumortyp und unginstiger Tumorbiologie ein knapper, tumorfreier

Resektionsrand (,no tumor on ink“) ausreichend [30].

Der Zeitpunkt der Operation (vor oder nach Chemotherapie) hangt von den
Tumoreigenschaften und der Tumorbiologie ab. Der heutige Goldstandard der operativen
Therapie stellt die brusterhaltende Therapie (BET) mit anschlieRender adjuvanter Radiatio dar.
Galt friher noch die komplette Entfernung der Brust (Mastektomie) als Standard, konnte spéater
gezeigt werden, dass Patienten mit BET und anschlieRender Radiatio, ein gleichwertiges
Uberleben gegeniiber Patientin mit Mastektomie haben, sofern der Tumor komplett entfernt

werden konnte [31].

Zu den Indikationen bei denen eine BET nicht mdglich, und eine Mastektomie durchgefiihrt

werden sollte gehéren [12]:

o Inkomplette Entfernung des Tumors (auch nach erfolgter Nachresektion)

¢ Inflammatorisches Mammakarzinom

¢ Kontraindikationen zur adjuvanten Radiatio nach BET bei absoluter Indikation zur
Radiatio

e Patientenwunsch nach Aufklarung
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Auch nach neoadjuvant erfolgter Systemtherapie sollte eine Operation anschlie3en, um eine
lokale Kontrolle sicherzustellen und beurteilen zu kbnnen, ob eine pathologische
Komplettremission (pCR) erreicht werden konnte [32]. Diese ist definiert als Tumorfreiheit
sowohl in der Brust selbst, als auch in den Lymphknoten [32]. Das Vorliegen einer pCR ist ein
wichtiger Prognosemarker und Entscheidungsfaktor fir oder gegen die Durchfiihrung einer
adjuvanten Systemtherapie [33]. Als optimaler Zeitpunkt fur die Operation nach neoadjuvanter
Chemotherapie (NACT) gilt ein Zeitintervall von vier bis acht Wochen nach dem letzten

Chemotherapiezyklus [34].

1.5.2 Axillares Management

Im Rahmen der operativen Therapie der Brust sollte ein axillares Staging erfolgen. Hierbei hat
sich das Verfahren der Sentinellymphknotenbiopsie (SLNB) gegenliber der radikaleren
Methode der axillaren Lymphknotendissektion (ALND) als Staging-Verfahren etabliert [35].
Wurde eine Zeit lang die Durchfihrung der SLNB vor geplanter NACT favorisiert, hat sich
mittlerweile die Durchfihrung der SLNB nach erfolgter NACT im Rahmen der

Primartumorentfernung etabliert [36].

Eine SLNB sollte durchgefiihrt werden, wenn Klinisch und sonographisch kein Hinweis fur ein
Lymphknotenbefall vorliegt (cNO) [37]. Fir die Markierung und die intraoperative Detektion des
Sentinellymphknotens hat sich die Anwendung von Technetium99 markierten Kolloiden
bewahrt [38].

Das axillare Management bei positivem Lymphknotenbefall unterliegt einem standigen
Wandel. Auch bei ein bis zwei befallenen Sentinellymphknoten kann aktuell analog der
Ergebnisse der ACOSOG Z0011-Studie auf eine ALND verzichtet werden [35, 39]. Zudem
konnte in der AMAROS-Studie gezeigt werden, dass Patienten mit positivem Befall der
Sentinellymphknoten und adjuvanter axillarer Radiatio, ein &hnliches axillares Rezidivrisiko

aufwiesen, wie Patientinnen die eine komplettierende ALND erhielten [40].

Klare Indikationen fiir eine ALND sind derzeit jedoch weiterhin ein klinischer Befall der
Lymphknoten und priméarer Operation, bei fehlender axillarer Remission nach NACT oder bei

lokal fortgeschrittenem Tumorstadium [39].

In wie weit das axillare Staging in Zukunft weiter deeskaliert werden kann, bleibt aktuell noch

Gegenstand von prospektiv randomisierten Studien.
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1.5.3 Neoadjuvante systemische Therapie

Es konnte schon frih gezeigt werden, dass es keinen Unterschied im Gesamtiiberleben
zwischen neoadjuvanter (praoperativer) und adjuvant durchgefiihrter Chemotherapie (bei
gleichem Therapieregime und gleicher Anzahl an durchgeflihrten Therapiezyklen) gibt [41, 42].
Jedoch kann eine neoadjuvant durchgefiihrte Chemotherapie, zu einer héheren Rate an
brusterhaltenden Operationen fuhren [33]. Zudem kann bei primar inoperablen Tumoren eine
Operabilitat erreich werden [43]. Daher sollte, bei bestehender Indikation fir eine
Chemotherapie, die neoadjuvante Gabe bevorzugt werden. Ziel jeder NACT ist dabei das
Erreichen einer pCR. Es konnte gezeigt werden, dass das Erreichen einer pCR in allen

Subgruppen mit einem héheren Uberleben assoziiert war [44].

Besteht die Indikation fur eine NACT sollte nach Diagnosestellung mit der Therapie zigig
begonnen werden. Verzégerungen des Therapiebeginns von mehr als 60 Tage sind dabei mit

einer Verschlechterung der Prognose assoziiert [45].

1.5.4 Neoadjuvant endokrine Therapie

Bei priméar inoperablen Patientinnen, oder bei Patientinnen, die die Durchfiihrung einer
Chemotherapie ablehnen, sowie bei denen, wo die Durchflihrung aufgrund von Komorbiditaten
nicht moéglich ist, kann eine neoadjuvante endokrine Therapie bei Hormonrezeptor-positiven
Tumoren durchgefiihrt werden [46]. Dies richtet sich vor allem an altere, postmenopausale
Patientinnen. Es bestehen nur wenige Daten zum Einsatz einer neoadjuvant endokrinen
Therapie bei prdmenopausalen Patientinnen. Dabei sollte eine neoadjuvante endokrine
Therapie mindestens fir vier bis sechs Monate erfolgen, oder alternativ bis zum Progress oder

bis ein maximales, klinisches Ansprechen erreicht ist [47].

1.6 Rezeptoranderungen

1.6.1 Daten aus der metastasierten Situation

Trotz intensivierter FruherkennungsmaflRnahmen und verbesserter Therapiemdglichkeiten
kommt es teilweise immer noch zur Erstdiagnose der Erkrankung im metastasierten Stadium
bzw. zum Fortschreiten der Erkrankung mit Ausbildung von osséaren, hepatischen, pulmonalen
oder zerebralen Metastasen. Sowohl internationale, als auch nationale Leitlinien empfehlen
die erneute histologische Sicherung einer Fernmetastase mit erneuter Bestimmung des

Rezeptorprofils [48]. Hintergrund dieser Empfehlung ist die Erkenntnis aus verschiedenen
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Studien, dass der Rezeptorstatus sich im Laufe einer Erkrankung éandern kann, bzw. sich
zwischen Primartumor und Metastase unterscheiden kann [49]. Je nach Studie werden die
Rezeptorunterschiede dabei fir ER von 3-54%, fir PR von 5-78% und fir HER2 von 0-34%
angegeben [50-52]. Dabei scheint der PR-Rezeptor der Rezeptor zu sein, bei dem es am
haufigsten zu Rezeptoranderungen kommt [53]. Zudem scheint ein Rezeptorverlust deutlich

haufiger vorzukommen, als ein Rezeptorzugewinn [52].

Es konnte gezeigt werden, dass eine Rezeptoranderung mit einer schlechteren Prognose fur
die Patienten assoziiert ist [54]. Patientin mit einem PR-positiven Prim&artumor und einer PR-
negativen Metastase hatten ein schlechteres Uberleben als Patienten mit einem PR-positiven
Prim&rtumor und einer ebenfalls PR-positiven Metastase [54]. Dabei konnte zudem gezeigt
werden, dass Patienten mit PR-negativem Primartumor und PR-positiver Metastase von einer

endokrinen Therapie profitierten [54].

Aktuell wird die zielgerichtete Therapie eines Rezeptors empfohlen, wenn der Rezeptor
mindestens in einer Biopsie positiv ist, ungeachtet der Lokalisation der Biopsie (Priméartumor
oder Metastase) [48]. Dabei muss grundsatzlich bei jeder Anderung des Rezeptorprofils
kritisch abgewogen werden, ob Patienten eine Ubertherapie mit mdglichen Nebenwirkungen
zugemutet werden kann, oder ob Patienten eine Untertherapie angeboten und somit eine

effektive Therapiemdglichkeit vorenthalten wird.

1.6.2 Fragestellung

Bislang existieren nur wenige Daten beziglich der Rezeptorunterschiede in der primaren
Situation. Einzelne  Arbeitsgruppen konnten anhand kleiner Patientenkollektive
Rezeptorunterschiede zwischen Primartumor und synchroner axillarer
Lymphknotenmetastase auch in der Primarsituation beobachten [54, 55]. Aufgrund dinner
Datenlage existieren diesbezlglich jedoch noch keine generellen Empfehlungen zur

Bestimmung des Rezeptorprofils von Lymphknotenmetastasen in der Primarsituation.

Ziel dieser Arbeit war somit der Vergleich von Rezeptorprofilen zwischen Primartumor und
synchroner, axillarer Lymphknotenmetastase in der Primarsituation. Dabei sollten mithilfe
einer retrospektiven Analyse die Rezeptorprofile zwischen Primartumor und axillarer
Lymphknotenmetastase unizentrisch an einem deutschen Brustzentrum erhoben und
miteinander verglichen werden. Hierbei lag das Hauptaugenmerk auf der Primarsituation und
damit groRtenteils auf Patientinnen die bislang keine Therapie erhalten hatten. Zudem sollten
die in der Literatur bislang diskutierten, unterschiedlichen Grenzwerte (=1% und =210%) bei

den Hormonrezeptoren ER und PR zur Anwendung kommen.
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Abstract

In breast cancer therapeutic decisions are based on the expression of estrogen (ER),
progesterone (PR), the human epidermal growth factor 2 (HER2) receptors and the
proliferation marker Ki67. However, only little is known concerning heterogeneity between the
primary tumor and axillary lymph node metastases (LNM) in the primary site. We
retrospectively analyzed receptor profiles of 215 early breast cancer patients with axillary
synchronous LNM. Of our cohort, 69% were therapy naive and did not receive neoadjuvant
treatment. Using immunohistochemistry, receptor status and Ki67 were compared between
core needle biopsy of the tumor (t-CNB) and axillary LNM obtained during surgery. The
discordance rates between t-CNB and axillary LNM were 12% for HER2, 6% for ER and 20%
for PR. Receptor discordance appears to already occur at the primary site. Receptor losses
might play a role concerning overtreatment concomitant with adverse drug effects, while
receptor gains might be an option for additional targeted or endocrine therapy. Hence, not only
receptor profiles of the tumor tissue but also of the synchronous axillary LNM should be
considered in the choice of treatment.

Keywords: Ki67; axillary lymph node metastases; breast cancer; core needle biopsy;
estrogen; human epidermal growth factor receptor-2; progesterone; receptor change; receptor
expression profiles; tumor heterogeneity.
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Simple Summary: All initial therapeutic decisions in early breast cancer are commonly based on the
intrinsic subtype consisting of estrogen (ER), progesterone (PR), the human epidermal growth factor
2 (HERZ) receptors and the proliferation marker Ki67. However, breast cancer is a very heterogeneous
disease, and receptor expression is reported to change during progression. Little is known about
receptor changes at the primary site. In a German single center study, we retrospectively analyzed a
mostly therapy naive cohort of 215 primary breast cancer patients with axillary synchronous lymph
node metastases (LNM). We compared core needle biopsy tissue of the primary tumor (t-CNB) to
axillary LNM and detected receptor discordance for all three receptors at the primary site.

Abstract: In breast cancer therapeutic decisions are based on the expression of estrogen (ER), proges-
terone (PR), the human epidermal growth factor 2 (HER2) receptors and the proliferation marker Ki67.
However, only little is known concerning heterogeneity between the primary tumor and axillary
lymph node metastases (LNM) in the primary site. We retrospectively analyzed receptor profiles of
215 early breast cancer patients with axillary synchronous LNM. Of our cohort, 69% were therapy
naive and did not receive neoadjuvant treatment. Using immunohistochemistry, receptor status and
Ki67 were compared between core needle biopsy of the tumor (+CNB) and axillary LINM obtained
during surgery. The discordance rates between t-CNB and axillary LNM were 12% for HERZ, 6%
for ER and 20% for PR. Receptor discordance appears to already occur at the primary site. Receptor
losses might play a role concerning overtreatment concomitant with adverse drug effects, while
receptor gains might be an option for additional targeted or endocrine therapy. Hence, not only
receptor profiles of the tumor tissue but also of the synchronous axillary LNM should be considered
in the choice of teatment.

Keywords: tumor heterogeneity; receptor change; breast cancer; core needle biopsy; axillary lymph
node metastases; human epidermal growth factor receptor-2; estrogen; progesterone; Ki67; receptor
expression profiles

1. Introduction

Breast cancer is a very heterogeneous disease and can be classified into distinct intrinsic
subtypes based on the expression profiles of the estrogen receptor (ER), progesterone
receptor (PR), the extent of human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) and Ki67
index. Patients diagnosed with ER and/or PR positive tumors often receive endocrine
therapy. Patients suffering from HER2 amplified tumors are prone to treatment with
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targeted therapy such as trastuzumab and pertuzumab. Triple negative breast cancer
(TNBC), is hormone-receptor negative (neither ER nor PR) and HER2 negative with poor
prognosis. The majority of TNBCs show an aggressive phenotype. Patients usually receive
chemotherapy but have an increased risk of recurrence. Immunohistochemical staining of
ER, PR and HER2 in addition to the proliferation marker Ki67 are the basis for classifying
breast cancer tumors according to the St. Gallen subtype classification into five different
intrinsic subtypes: luminal A, luminal B/HER2 positive, luminal B/HER2 negative, HER2
enriched and triple negative. Receptor status profiling upfront surgical treatment is decisive
when primary systemic treatment such as neoadjuvant chemotherapy (NACT) is required.
Here, pre-surgical core needle biopsy tissue of the primary tumor (+CNB) is a valuable
diagnostic tool to determine ER, PR and HER2 expression. Concordance of ER, PR and
HER2 profiles between t-CNB and surgical tumor specimens were described to be adequate
with rates of 93.6%, 85.9%, and 96.3%, respectively [1,2].

Commonly, a tumor is considered hormone receptor (HR) positive if at least 1% of the
tumor cells appear visible using immunohistochemical staining against ER and /or PR [3].
Recently, the updated guidelines for treatment with endocrine therapy revealed different
cut-off values varying between =1% and =10% positive cells. Retrospective analysis
has found that patients with 1-9% ER/FR positive tumor cells, so called low-positive
HR patients, had worse survival rates compared to patients with ER/PR = 10% [4,5].
Interestingly, it was reported that ER low-positive tumors seemed to behave similarly to
the aggressive triple negative tumor phenotype in terms of chemotherapy response rates
and treatment resistance [6—5]. Yet, it is unclear whether this also applies to PR low tumors.
Profiles of ER, PR and HER2 expression appeared to be inconsistent between the primary
tumor and the axillary lymph nodes or metastatic spreads [9]. This receptor discordance has
gained increased attention particularly regarding the treatment of patients with metastatic
breast cancer. Numerous studies have indicated a major role during tumor progression and
hence in patients’ prognosis [10]. Particularly, discordance between the primary and nodal
disease was reported to be correlated with a poor prognosis [11]. In women with luminal
A breast cancer, a switch to non-luminal A lymph node metastasis was described in 38%
of the cases in a retrospective study with 146 patients [12]. The inconsistent molecular
subtype was correlated with aggressiveness and poor prognosis, thus suggesting systemic
treatment with chemotherapy. Furthermore, altered receptor expressions between the
primary tumor and lymph node metastases might play a role in acquired resistance during
adjuvant targeted or endocrine therapy.

Axillary surgery has long been an established part of the management of primary
breast cancer. While there have been many discussions about the extent of axillary surgery
and classifications of axillary lymph nodes [13], either sentinel lymph node biopsy (SLNB)
for clinically and radiologically uninvolved axilla, or complete axillary dissection (ALND)
in cases of axillary lymph node metastases (LNM) is common practice [14].

However, only little research data has been published concerning heterogeneity be-
tween primary tumor and synchronous axillary lymph node metastases (LNM) during
primary treatment [15-18]. It remains unclear whether receptor changes preferentially
occur during disease recurrence and metastatic progression or whether they already appear
at the beginning of the disease, before any systemic treatment has been applied. Here we
present a comprehensive comparison of receptor expression profiles between pre-surgical
t-CNB and synchronous axillary lymph node metastases at primary diagnosis, revealing
therapeutically relevant aspects of tumor heterogeneity in breast cancer patients from a
German single-center study.

2. Materials and Methods

This retrospective study was approved by the ethics committee of the medical faculty
of the University of Leipzig (internal reference no. 181/20-ek). We included 215 patients,
who were diagnosed with primary breast cancer and synchronous axillary LNM. All
patients received treatment between 2008 and 2020 at the Department of Gynecology,
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Medical Center, University of Leipzig, Germany (Table 1). The median age was 61 years,
ranging from 31 to 85 years. The majority of the patients (74%) was diagnosed with an
invasive carcinoma of no special type, also termed as ductal invasive carcinoma, 18 (8.4%)
patients had an invasive lobular carcinoma, 33 (15.3%) patients suffered from a mixed
invasive ductal-lobular carcinoma and 15 (7%) patients had a pre-surgical carcinoma and a
post-surgical pTis tumor stage. Most patients had a primary tumor stage of pT1 (43.7%)
or pT2 (34.9%), whereas an advanced local disease with pT3 and pT4 was diagnosed
in only 23 (10.7%) and 8 (3.7%) patients, respectively. The final nodal status was pNO
after neoadjuvant chemotherapy in 19 (8.8%) patients, pN1 in 129 (60%) patients, pN2 in
50(23.2%) and pN3 in 14 (8%) of the cases. Primary surgery (either sentinel lymph node
biopsy (SLNB): 54.9% or axillary lymph node dissection (ALND): 45.1%) was performed in
149 (69.3%) cases without any neoadjuvant therapy; therefore, the majority of our patient
cohort was therapy naive. Neoadjuvant chemotherapy was applied in 46 (21.4%) cases
and neoadjuvant endocrine therapy in 20 (9.3%) cases. Concerning the grading, 57 (26.5%)
cases showed G1, 115 (53.5%) G2 and 43 (20%) G3 in the t+CNB. For disease management
and patient prognosis, the clinicopathological characteristics and the receptor expression
profiles of -CNB specimens were transmitted into molecular intrinsic subtypes according
to the 5t. Gallen classification [19]. This stratification revealed 41.4% luminal A tumors,
11.6% luminal B/HER2 positive tumors, 26.5% luminal B/HER2 negative tumors, 6.5%
HER2 enriched tumors and 7.9% triple negative tumors.

Table 1. Baseline characteristics.

Parameters Mo. of Patients
#=215 T

Median age [years] (IOR) 61 (50-73)

Premenopausal 55 (25.6)

Perimenopausal 5(2.3)

Postmenopausal 155 (72.1)
Surgery

Sentinel node biopsy 118 54.9

Axillary node dissection a7 451
Pathological tumor stage

pTis 15 7

pT1 04 437

P2 75 349

pT3 23 10.7

pT4 8 3.7
Pathological nodal status *

pNOD 19 8.8

PN 129 &0

pN2 50 23.2

PN3 17 8
Upfront therapy

No therapy 149 69,3

Neocadjuvant chemotherapy 46 214

Endocrine therapy 20 9.3
t-CNB analyzed 215 100
t-CNB histology

Invasive carcinoma of no special type 159 74

Invasive lobular 18 84

Mixed invasive ductal and lobular 33 15.3

Other histology (e.g., metaplastic, mucinous) 5 23




Cancers 2022, 14, 1863 40f13

Table 1. Cont.

Parameters Mo. of Patients
#H =215 %

t-CNE grading

G1 57 26.5

G2 115 53.5

=3 43 20
t-CNB intrinsic subtype

Luminal A 59 414

Luminal B/ HEE2+ 25 11.6

Luminal B/ HER2— 57 265

HER2 enriched 14 6.5

Triple negative 17 7.9

Mot available ** 13 &
LNM analyzed 1 98.1

LNM missing *** 4 1.9
Median time [days] between t-CNB and surgery

Owverall B5.6

No necadjuvant therapy 238

Neocadjuvant chemotherapy 176.5

Neocadjuvant endocrine therapy 118.3

* after final breast surgery ** due to missing Kif7 *** due to no spare tumor tissue.

The basic patient characteristics and clinicopathological data, including age, tumor
stage, grading, nodal status, histological subtype, receptor status (ER, PR, HER2) and
Ki67 index of the t-CNB were received during clinical routines and documented in the
medical reports. For our study, we performed a re-analysis of the Ki67 index and expression
profiling of ER, PR, HER2, using formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) specimens from
synchronous axillary LNM. The material was obtained by core needle biopsy at primary
diagnosis (+-CNB) of the breast and during primary oncological surgery of the axilla (LNM),
respectively. Sentinel lymph nodes were identified with preoperative injection of Tc99. In
cases of multiple positive lymph nodes occurring during surgery, we chose one specimen
for immunohistochemical staining and evaluation.

Immunohistochemical examination was performed according to the ASCO/CAP
guidelines using the Ventana platform [3,20-22]. Due to recurring discussions in the
literature concerning different cut-off values for ER and PR to initiate endocrine therapy [4],
stained specimens were divided into two groups with cut-off levels at either =1% or =10%.
A tumor was defined as ER/FR positive if expression was observed in at least 1% and 10%
of the tumor cells, respectively, and ER/ PR negative when <1% and <10% of the tumor cells,
respectively, were positive. The immunohistochemical evaluation of HER2 was performed
by the local pathology department according to the most recent ASCO-guidelines [22].
All the cases were evaluated by the same experienced pathologist who examined all the
specimens for this study.

Membranous HER2-staining was scored as follows: Negative = 0 (no staining) and 1+
(weak incomplete staining in <10% tumor cells); Equivocal = 2+ (weak/moderate complete
staining in at least 10% of the tumor cells); Positive = 3+ (strong complete membrane stain-
ing in at least 30% of the tumor cells). In the case of equivocal (2+) HER2-immunostaining,
additional chromogenic in situ hybridization (CISH) analysis of the primary breast tumor
was performed [22]. Patients were considered HER2 negative when immunostaining was
equivocal (2+) and CISH was negative. In four cases the immunostaining against HER2
was equivocal (2+) in the axillary LNM. Due to limited tissue no additional CISH was
performed, and therefore, we interpreted the receptor as stable compared to the t-CNB.

After final evaluation of ER, PR, HER2 and Ki67 immunohistochemical staining
results, LNM specimens were grouped into intrinsic subtypes (Luminal A, Luminal /B HER
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negative, Luminal B/HER2 positive, HER2 enriched and triple negative) according to 5t
Gallen classification [19] and compared with intrinsic subtypes of the t-CNB.

Statistical data analysis was performed using 5PS5 version 21 (IBM Corp, Armonk
NY, USA). Normality of continuous data was tested by means of the Kolmogorov-5mirnov
test and the homogeneity of variances was analyzed using Levene's test. Descriptive
statistics were used to compare the baseline characteristics between patients according to
the presence of receptor heterogeneity and tumor stage, tumor grading and neoadjuvant
therapy regime, while median and interquartile range (IQR) were used for continuous
variables. A p-value of < (.05 was used as the threshold of statistical significance for
all analyses. Inclusion criteria for the analysis was a complete data set for each patient.
Patients with missing data were treated as missing completely at random and excluded
from specific analysis.

3. Results
3.1. Comparison of ER, PR and HER2 Status in t-CNB and LNM Using >1% vs. >10%
Positivity Cut-Off Levels

We analyzed receptor expression profiles as described above in 215 tCNB and 211 matching
axillary LNM using two different cut-off values. Overall, four LNM were not available for
analysis due to a lack of spare tumor tissue.

When comparing ER positivity rates between both cut-off groups, the shift from =10%
to 1% positive cells appeared to have no discernable impact concerning the receptor status
of the tCNB and LNM. In the t-CNB, ER receptor status was very similar with positivity
rates as high as 83.7% and 83.3% in the >1% and >10% groups, respectively. When looking
at the receptor profiles of the axillary LNM, ER positivity was again very similar with rates
of 78.1% and 76.7% in the =1% and. =10% groups, respectively.

However, considering the PR profile, decreasing the cut-off level from >10% to >1%
positive cells revealed a statistically significant increase of the PR positivity rate among
t-CNB specimens and particularly among LNM samples. In t-CNB samples, 153 and
166 tumors were PR positive using =10% and =1% cut-off values, respectively, indicating
a 6% increase. The number of positive cases increased by 13 when using the 1% cut-off
compared to >10%. The rate of PR positive tumors increased by 12.6% (105 vs. 132) in
LNM specimens when comparing >10% vs. >1% cut-off values (p < 0.001).

HER2 was positive in 19.1% of the t-CINB cases and in 10.7% of the LNM specimens.
Hence, the HER2 positivity appeared to drop in nearly half of the cases when comparing
t-CNB to LNM (p < 0.01).

The expression profiles are summarized in Table 2 and representative images of
immunohistochemical evaluation are shown in Figure 1.

Table 2. Receptor analysis of ER, PR and HER2

Parameters +=CNB LNM
1 (%) 1 (%) p-Value
ER analyzed 215 (100) 211 *(98.1)
positive (=1%) 180 (83.7) 168 (78.1) 0.02
positive (=10%) 179 (83.3) 165 (76.7) <0.01
p-value 0.25 1
PR analyzed 215 (100) 211 *(98.1)
positive (=1%) 166 (77.2) 132 (61.4) <0.001
positive (=10%) 153 (71.2) 105 (48.8) =(.001
p-value =0.001 <0001
HER2 analyzed 215 (100) 205 * (95.3)
positive 41 (19.1) 23(10.7) <0.01

Receptor analy sis in t-CNB and LNM specimens using different cut-off values for ER and PR, show ing a significant
increase of PR positive cases when applying the >1% cut-off compared to the =10% cut-off. Further, receptor
positivity was significantly decreased in the LNM vs. t-CNB specimens. * Some LNM were not available for
further receptor analysis due to a lack of spare tumor tissue.
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Figure 1. Immunohistochemical staining against PR in LNM specimens showing (a) >1% PR positive
tumor cells, (b) >10% PR positive tumor cells, (c) 100% PR positive tumor cells and (d) a t-CNB
derived from a PR positive mamma carcinoma w hich was used as a positive control.

3.2. Analysis of ER, PR and HER?2 Discordance between t-CNB and LNM

We compared receptor expression profiles of ER, PR and HER2 between t-CNB and
211 notable matching axillary LNM and analyzed receptor changes. A receptor change
occurred either as a receptor loss (-CNB receptor positive and matching LNM receptor
negative) or as a receptor gain (t-CNB receptor negative and matching LNM receptor
positive). In total, 13 cases showed a receptor gain in LNM compared to t-CNB and a
receptor loss was found in 69 cases when using the >1% cut-off (Table 3). When the >10%
cut-off was applied, the number of specimens with receptor gain was 13, similar to with
the decreased cut-off value. However, the number of receptor losses was increased. Hence,
when applying the >10% cut-off, the total number of detected receptor losses increased
to 85.

Table 3. Change of ER, PR and HER receptor status in +CNB vs. LNM.

Receptor Change Cut-Off > 1% Cut-Off > 10%
n (%) n (%)
ER Overall 13(6) 15 (6.9)
Receptor loss 11 (5.1) 13 (6)
Receptor gain 2(0.9) 2(0.9)
PR Overall 43 (20) 57 (26.5)
Receptor loss 37 (17.2) 51(23.7)
Receptor gain 6(2.8) 6(2.8)
HER2 Overall 26 (12.1) 26 (12.1)
Receptor loss 21 (9.8) 21(9.8)
Receptor gain 5(23) 5(2.3)

Changes of ER, PR and HER?2 receptor profiling revealed 6% (6.9%), 20% (26.5) and 12.1% discordance rates for
ER, PR and ER, respectively. In total, 13 cases showed a receptor gain and 69 cases showed a receptor loss when
comparing t-CNB and LNM (applying the >1% cut-off).

As shown in Table 3, the discordance rates between axillary LNM and t-CNB were
6% and 6.9%, respectively, for ER, 20% and 26.5%, respectively, for PR in the >1% and
>10% groups, and 12.1% for HER2 (Figure 2). We observed an increased occurrence of
receptor changes for both ER and PR when applying the >10% cut-off. On the other hand,
discordance rates were decreased when applying the >1% cut-off. In our analysis, PR was
the receptor which changed most frequently. The overall discordance rates are shown in

Figure 2.
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Figure 2. Discordance rates of ER, PR (using cut-offs >1% and >10%) and HER2 in LNM compared
with t-CNB. The discordance rates between axillary LNM and +CNB were 6% and 6.9%, respectively
for ER, 20% and 26.5%, respectively for PR in the >1% and >10% groups, and 12.1% for HER2.

3.3. Analysis of Intrinsic Subtype Discordance between LNM and t-CNB (Using >1%
Cut-Off Value)

Additionally, we compared intrinsic subtypes between +-CNB and LNM. Descriptive
analysis of the intrinsic subtypes in the LNM specimens showed an increase of luminal A
tumors up to 50.2%, a decrease in luminal B/HER2 positive tumors to 7%, a decrease in
luminal B/HER2 negative tumors to 19.5%, a drop of HER2 enriched tumors down to 3.7%
and an increased rate of triple negative tumors as high as 13.5% (Figure 3). It is noteworthy
that receptor losses were associated with a decreased proliferation index in LNM, possibly
causing an increase of luminal A specimens (Table 4).

Frequency of intrinsic subtypes among t-CNB and LNM

) 41.4% (n=RY
Luminal A ﬁjﬂéf}:. (n=108)

Luminal B HER2 + ey o 15y )

Luminal B HER2 - _ T [ Eﬁ:;: {n=57)
HER? enriched =m qﬂh;i ;:;'; =14)
Triple negative | —— ]?-:J;':E;J;g]
Missing ::::': E: : E:g
CNE mLNM

Figure 3. Changes of intrinsic subtypes in t-CNB compared to LNM (1 = 202). Both, luminal A
tumors and triple negative tumors, increased by 8.8% and 5.9%, respectively. The rate of luminal B
and HER2 enriched tumors decreased between t-CINB and LNM specimens.
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3.4. Correlation between Clinicopathological Parameters and Receptor Heterogeneity

Competitive analysis of tumor associated variables and receptor heterogeneity using
the =1% receptor positivity cut-off in LNM compared to t-CNB revealed that a change (loss
or gain) of ER was by trend associated with an increased Ki67 index (40% vs. 10% in the no
change group; p = 0.11) and occurred significantly more often in younger patients (median
53 vs. 62 years in the no change group; p < 0.01). When considering the PR change using
the 1% positivity specimens of LNM and t-CNB, although not significantly, a change
appeared to be associated with patients younger than 63 years. It is worth noting that
a HER2 change, which was mostly a loss of staining, was significantly correlated with a
decreased Ki67 index (15 vs. 3 in the no change /change group; p = 0.01) in +-CNB (Table 4),
indicating a possible switch towards luminal A tumor characteristics and presenting a
contrast to the increase of more aggressive triple negative tumors.

We analyzed different tumor stages between groups with vs. without receptor changes.
As for PR, we noticed a significant correlation between tumor stage and receptor heterogene-
ity, although with contradictory figures within the subgroups. PR changes were decreased
by 7% among patients with T1, but increased by 6% among T2 tumors. In patients with T3
tumors we did not observe PR changes. Among patients with T4 and Tis, PR heterogeneity
was increased by a factor of four and two, respectively. For ER and HER2, heterogeneity
was not significantly associated with tumor stage. Hence, there was no definite correlation
between receptor heterogeneity and tumor stage.

Further, we did not find any significant associations between a receptor change (ER;
PR; HER2) and therapy-related parameters.

The majority of our cohort had not received any upfront therapy. However, a small
sub-cohort of 46 patients received NACT and 20 patients were treated with endocrine
therapy. When examining ER, we found an increased rate of changes in the NACT-group
compared with patients without therapy or with endocrine treatment (8.9% vs. 5.5% vs.
5.0%). Further, we found an increased number of HER2 changes when comparing no
therapy and NACT (10.7% vs. 22.7%, no statistical significance). The number of PR changes
increased in patients treated with endocrine therapy compared to the no therapy and NACT
groups (35% vs. 18.6% vs. 20%, no level of statistical significance, Table 4).

4. Discussion

In this study we made extensive comparisons between receptor expression profiles of
pre-surgical -CNB of the primary tumor, and synchronous axillary lymph node metastases
(LINM) obtained during surgery of early breast cancer patients within primary treatment
regimes. ER, PR and HER2 status was immunohistochemically analyzed using the common
cut-off at =10% positive tumor cells vs. the much debated low-positive cut-off at =1%.
Owerall, 82 of 645 receptors had at least one change using the >1% cut-off value. This
finding is consistent with a study by Aitken et al. showing a significant number of patients
with discordant quantitative expression of molecular markers between primary and nodal
disease. They reported that 46.9% of the analyzed cases had disparate breast/node receptor
status of at least one receptor [23]. Additionally, other research groups also reported high
discordance rates between synchronous axillary LNM and the primary tumor, although
with lower numbers of matched pairs [24]. When we split the positive ER/PR groups into
low and high using cut-off levels >1% vs. =10% positive tumor cells, no major differences
were observed in the ER status. The rate of PR positive tumors, however, increased by
12.6% in the LNM when the cut-off was decreased to =1%, indicating that these patients
might have the additional option to receive endocrine therapy in case they were not already
ER positive. We focused on receptor changes in LNM specimens obtained during surgery
compared with pre-surgical -CNB at primary diagnosis. Discordance rates were 6% for ER,
20% for PR and 12.1% for HER2 between LNM and +-CNB (using a cut-off of =1%). The
discordance rates appear to match analyses of distant metastases and primary breast tumor
tissue which were reported to vary between 7 and 50% for ER, 10 and 50% for PR and 3
and 30% for HER2 [11,25-29]. It is widely accepted that receptor expression might change



Carncers 2022, 14, 1863

100f13

during tumor progression [10]. Hence, at recurrence, tissue biopsy and reassessment of
biological as well as immunohistochemical features has become a standard procedure in
the treatment of breast cancer [21].

Our data, however, suggest that at primary diagnosis, a receptor profile assessment
not solely based on the t-CNB, but additionally on the synchronous axillary LNM, might
draw a clearer picture of the tumor before treatment decisions are made.

In our cohort, we observed a higher number of patients with receptor losses than
with receptor gains. In total we found 69 losses vs. 13 gains using a cut-off of =1%.
Hence, our data strengthen the assumption that receptor loss seems to be a more frequent
event than receptor gain [30]. Furthermore, the discordance rates of receptor profiles in
LINM compared with +-CNB indicated that PR appeared to be the most unstable. This
confirms reported data from de Duenas et al. [31]. Various hypotheses were postulated
to explain receptor discordance. One explanation for possible receptor changes between
synchronous LINM and primary tumor might be the clonal selection hy pothesis, which
suggests that the primary tumor consists of multiple clonal subpopulations that are capable
of forming metastases and result in different tumor cell phenotypes [32-34]. Concerning
the hormonal receptors ER and PR, we observed that changes occurred more frequently
in younger patients, underlining the evidence that younger patients tend to suffer from
more aggressive tumors and thus have a poorer prognosis [35]. Our results suggest that
metastatic cells seek to become triple negative and hence eliminate their targetable receptors
in order to obtain a more aggressive phenotype. This is further supported by the increased
proportion of the triple-negative intrinsic subtype and decreased proportions of HER2-
enriched and luminal B tumors in LNM compared with t-CNB specimens. On the other
hand, it may be possible that triple negative cells are the more motile cancer cells and thus
metastasizing to the lymph nodes. Surprisingly, HER2 changes, which were predominantly
receptor losses, were associated with decreased cell proliferation in the t-CNB specimens,
indicating that luminal B/HER2 tumors might eliminate HER2 and hence gain a luminal A
phenotype, which is consistent with decreased Ki67. Accordingly, we noticed an increase
in luminal A tumors (41.4% in t-CNB vs. 50.2% in LNM) that are associated with a good
prognosis [36] and require no further chemo- but endocrine therapy. On the one hand,
based on the current guidelines, these patients might receive overtreatment with the risk of
adverse drug effects. On the other hand, patients with tumors that present a triple-negative
phenotype in the nodal sample might not receive appropriate treatment with chemotherapy.
Considering that we observed both an increase in luminal A tumors with good prognosis
and less therapeutic necessity as well as an increase in aggressive triple negative tumor
subtypes that require additional therapy, it is crucial to detect alterations of the receptor
expression profiles in the LNM compared with t-CNB.

While other research groups suggested the selective pressure of therapy might lead
to a receptor change [37], we could not entirely confirm this, as 69.3% of our cohort had
no upfront therapy. It is important to emphasize that the majority of our patients had not
received any therapy, yet our data revealed discordance between postsurgical LNM tumor
specimens and receptor profiles obtained from pre-surgical t-CNB. Hence, possible theories
concerning the influence of therapy seem not very likely. Here, the theory of intra-tumoral
heterogeneity might be applicable. This theory suggests that a single biopsy is unlikely
to represent the genomic landscape of a patient’s cancer accurately [35-40]. The variable
expression of biomarkers within a heterogeneous tumor such as breast cancer might cause
interpretation problems and lead to discordant results in small biopsies such as t-CNB [41].

Hence, a receptor gain might occur in cases when a sub-clonal tumor cell population
was missed during small biopsies of t-CNB but positively analyzed in the surgical tumor
sample of LNM, which usually delivers sufficient tissue amounts.

Other research groups have shown that a discordance in the receptor profile may
have an impact on the patient’s outcome [11]. Patients who had PR negative primary
tumors and PR positive paired LNM had higher survival rates when treated with endocrine
therapy compared with those not receiving endocrine therapy. Additionally, patients with
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a detected HER2 heterogeneity had a decreased disease-free survival [42]. At this time, we
cannot yet answer outcome related questions as we lack survival data for our patients.

Although our study included a high number of patients without any upfront therapy,
there was also a small sub-cohort of patients receiving neoadjuvant therapy. Among this
sub-cohort, we observed an increased rate of receptor changes. In the sub-cohort treated
with endocrine therapy, we discovered an elevated rate of PR changes. Despite the small
number of patients in the sub-groups, these findings might add strength to the theory that
therapy causes selective pressure, which could lead to a receptor change, in most cases a
receptor loss. In order to investigate receptor changes during primary treatment, studies
with larger patient cohorts are required.

Since our study was a retrospective analysis, no change of treatment was performed.
Especially receptor gains might offer a new possible target for further therapies. Hence,
guidelines recommend to consider a targeted therapy when receptors are positive at least
in one biopsy, regardless of the location [21]. Further research needs to be conducted to
investigate whether an individual treatment decision based on the LNM and t-CNB receptor
profile at primary diagnosis might improve clinical outcome of breast cancer patients.

5. Conclusions

Receptor discordance between t-CINB and synchronous axillary LNM appears to al-
ready exist at the primary site and might reflect intra-tumor heterogeneity. Hence, receptor
profiles of the tumor tissue and the synchronous axillary LNM should be considered
in treatment decisions, not only at recurrence but particularly also during the primary
treatment regime.
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3.1 Fragestellung

Die grundlegenden Therapieentscheidung der primaren Mammakarzinom-Erkrankung
beruhen auf Bestimmung des Ostrogen- (ER) / Progesteron- (PR) und HER2-Rezeptorprofils.
Dabei werden diese bei Diagnosestellung anhand von Gewebsmaterial des Primartumors,
welches ublicherweise in Form einer Stanzbiopsie gewonnen wird, immunhistochemisch
bestimmt. Anhand dieses Rezeptorprofils erfolgt die Festlegung des primaren

Therapieregimes.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das Rezeptorprofil sich im Verlaufe einer Erkrankung
andern kann. Diese Erkenntnis beruht auf verschiedenen Studien, die Rezeptorprofile
zwischen Primartumoren und Fernmetastasen verglichen haben [49]. Dies hat zu einer
Bertcksichtigung in den sowohl deutschen, als auch internationalen Mammakarzinom-
Leitlinien gefuhrt, die mittlerweile die erneute Gewinnung von Gewebsmaterial und

Neubestimmung des Rezeptorprofils im Falle einer Metastasierung empfehlen [48] .

Diese Empfehlungen beziehen sich jedoch bislang ausschliefilich auf die metastasierte- oder

Rezidiv-Situation der Erkrankung. Es wird selten in Erwagung gezogen, dass es bereits in der
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Primarsituation zu Unterschieden und Anderungen im Rezeptorprofil zwischen Primartumor
und simultaner, axillarer Lymphknotenmetastase kommen kann. Bislang erfolgt im Falle einer

axillaren Metastasierung noch keine routinemafige Bestimmung des Rezeptorprofils.

Kommt es zu Unterschieden des Rezeptorprofils zwischen Primartumor und simultaner
Lymphknotenmetastase, handelt es sich aufgrund mangelhafter Datenlage noch um
Einzelfallentscheidungen, inwieweit die weitere Therapie bei einem Rezeptorzugewinn oder -
verlust angepasst wird. Dabei muss hier grundsatzlich abgewogen werden, ob der Patientin

eine Ubertherapie zugemutet, oder eine zuséatzliche Therapie vorenthalten werden kann.

Das Ziel dieser Arbeit war ein Vergleich der ER, PR und HER2-Rezeptorprofile zwischen
Primartumor und synchroner, axillarer Lymphknotenmetastase zum Zeitpunkt der primaren

Mammakarzinom-Erkrankung.

3.2 Patienten und Methoden

In der retrospektiven Analyse konnten insgesamt 215 Patienten eingeschlossen werden, die
im Zeitraum von 2008 bis 2020 an der Frauenklinik des Universitatsklinikum Leipzig aufgrund
einer primaren Mammakarzinom Erkrankung operiert wurden (Ethikvotum Nr. 181/20-ek). Es
wurden nur Patienten eingeschlossen, bei denen mindestens eine axillare
Lymphknotenmetastase (LNM) nachgewiesen wurde und von der ausreichend archiviertes
Gewebe vorhanden war. Das Tumorgewebe der LNM wurde neu aufgearbeitet und

immunhistochemische Farbungen fir ER, PR, HER2 und Ki67 angefertigt.

Die mikroskopische Auswertung der Immunhistochemie erfolgte durch einen erfahrenen
Pathologen anhand der international giiltigen ASCO/CAP Richtlinien [17, 21]. Dabei erfolgte
die Angabe positiver Tumorzellkerne fir ER und PR in Prozenten. Die Auswertung erfolgte
zudem anhand der unterschiedlichen Grenzwerte 21% und 210%. Bei dem Nachweis von =21%
(bzw. in der zweiten Gruppe =210%) positiver Tumorzellkerne wurden ER und PR als positiv
gewertet. Wurden <1% (bzw. in der zweiten Gruppe <10%) positive Tumorzellkerne

nachgewiesen, wurden ER und PR als negativ gewertet.

Fur HER2 erfolgte die Klassifizierung anhand der Farbemuster, 3+ (wenn eine starke
komplette Membranfarbung von 30% der Tumorzellen vorlag), 2+ (bei schwacher/moderater
Farbung von mindestens 10% der Tumorzellen), 1+ (bei schwacher, inkompletter Farbung von
<10% der Tumorzellen) und O (keinerlei Farbung von Tumorzellen). Bei 3+ wurde der HER2-
Rezeptor als positiv, bei 1+ und 0 als negativ gewertet. Im Falle einer 2+ Klassifizierung wurde
eine chromogene in situ-Hybridisierung (CISH) durchgefiihrt. Bei negativem CISH Ergebnis

wurde der HER2-Rezeptor als negativ klassifiziert. Die Einteilung der Stanzbiopsien des
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Primartumors (t-CNB) und der LNM in intrinsische Subtypen erfolgte anschliel3end anhand der
immunhistochemischen Daten, sowie des Ki67-Proliferationsmarkers analog der St.-Gallen-
Kriterien [27].

Patienten-Eigenschaften wie Alter, TumorgroRe, Tumordifferenzierung und histologischer
Subtyp wurden anhand der klinikinternen Dokumentation ermittelt. Abschlieend wurden alle
Informationen und Originalbefunde der Rezeptorprofile der initial durchgefuhrten t-CNB, sowie

der neu erhobenen Rezeptorprofile der axillaren LNM tabellarisch erfasst und ausgewertet.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Patientenkollektiv

In die Analyse wurden insgesamt 215 Patienten eingeschlossen. Der Altersmedian aller
Patienten betrug 61 Jahre. 118 (54,9%) Patienten erhielten im Rahmen ihrer Operation eine
SLNB, 97 (45,1%) Patienten erhielten den ausgedehnteren Eingriff einer ALND. Zum Zeitpunkt
der Operation waren 149 (69,3%) der Patienten therapienaiv und hatten keine neoadjuvante
Therapie erhalten, 46 (21,4%) Patienten hatten eine neoadjuvante Chemotherapie und 20

(9,3%) der Patienten hatten eine neoadjuvante endokrine Therapie erhalten.

Es konnten insgesamt 215 Stanzbiopsien des Primartumors (t-CNB) und 211 dazugehérige
Lymphknotenmetastasen (LNM) analysiert werden. Vier LNM konnten aufgrund von nicht

ausreichendem Resttumormaterial nicht analysiert werden.

3.3.2 Anwendung der unterschiedlichen Grenzwerte (21% vs. 210%)

Im Vergleich der zwei unterschiedlichen Grenzwerte (21% vs. 210%) konnten keine
wesentlichen Anderungen beziiglich des ER-Rezeptors festgestellt werden. In der Gruppe der
t-CNBs lag die ER-Rezeptor-Positivrate bei 83,7% (21%) vs. 83,3% (210%). Auch in der
Gruppe der LNM war die ER-Rezeptor-Positivrate mit 78,1% (=1%) vs. 76,7% (210%) sehr

ahnlich.

Bei Anwendung der unterschiedlichen Grenzwerte beim PR-Rezeptor kam es zu einem
Anstieg der Positivrate um 6% (153 vs. 166 PR-Rezeptor-Positivrate) in der Gruppe der t-CNB.
Bei den LNM erfolgte eine signifikante Steigerung der PR-Rezeptor-Positivrate um jeweils
12,6% (105 vs. 132 PR-positive Rezeptoren, p < 0,001).
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3.3.3 Anderungsraten

Mit den verschiedenen Grenzwerten von jeweils 21% oder 210% betrugen die prozentuellen
Anderungsraten zwischen t-CNB und axillarer LNM insgesamt 6% (n=13/215) fur ER, 20%
(n=43/215) fur PR und 12,1% (n =26/215) fir HER2 bei Anwendung des 21%-Grenzwerts. Bei
Anwendung des 210%-Grenzwerts betrugen die Anderungen 7% (n=15/215) fur ER, 26,5%
(n=57/215) fur PR, und 12,1% (n=26/215) fur HER2.

3.3.4 Rezeptorverluste und -zugewinne

Insgesamt kam es zu 13 Rezeptorzugewinnen (6%) und 69 Rezeptorverlusten (32,1%)
zwischen t-CNB und LNM bei Anwendung des 21%-Grenzwertes. Mit Anwendung des =10%-
Grenzwertes kam es zu ebenfalls 13 Rezeptorzugewinnen (6%) und einer Erh6hung der
Gesamtanzahl an Rezeptorverlusten auf insgesamt 85 (39,5%). Die haufigste Anderung stellte

mit 51 Rezeptorverlusten (23,7%) der Verlust eines PR-Rezeptors dar.

3.3.5 Analyse der intrinsischen Subtypen

Im deskriptiven Vergleich der intrinsischen Subtypen zwischen t-CNB und LNM kam es vor
allem durch den Abfall von Ki67 bei den LNM, zu einem Anstieg der Luminal A-Tumore von
41,4% auf 50,2%. Zudem konnte ein Abfall der Luminal B / HER2-positiven Tumore um 4,6%,
ein Abfall der Luminal B / HER2-negativen Tumore um insgesamt 7%, sowie ein Abfall des
HER2-angereicherten Subtypens um 2,8% beobachtet werden. In der Gruppe der Triple-
negativen Subtypen kam es durch Rezeptorverluste zu einem Anstieg um 5,6% in der Gruppe
der LNM.

3.3.6 Korrelationsanalyse

Kompetitive Analysen ergaben, dass Anderungen des ER-Rezeptors mit einem erhéhten Ki67-
Wert einhergingen (Median: 40% vs. 10% in den Gruppen mit vs. ohne Rezeptoranderung).
Zudem traten Anderungen des ER-Rezeptors signifikant haufiger (p<0.01) bei etwas jiingeren

Patienten auf (Median: 53 vs. 62 Jahre in den Gruppen mit vs. ohne Rezeptor&dnderungen).
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Es konnten insgesamt keine signifikanten Korrelationen zwischen Anderungen von ER, PR
oder HER2 und moglichen Vortherapien (keine Therapie, NACT oder endokrine Therapie)
beobachtet werden.

3.4 Schlussfolgerung

Insgesamt konnte mit 12,1% fir HER2, 6% flr ER and 20% fur PR (Grenzwert 21%) eine hohe
Anderungsrate fiir alle drei Rezeptoren nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse dhneln den
in der Literatur bereits beschriebenen Anderungsraten fiir die metastasierte oder Rezidiv-
situation beim Mammakarzinom [56]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen jedoch
nahe, dass es bereits in der Primarsituation zu Anderungen im Rezeptorprofil kommen kann.
Hierbei ist hervorzuheben, dass der Grof3teil (69%) der Patienten therapienaiv war und zum
Zeitpunkt der t-CNB und anschlieRenden Operation keine neoadjuvante Therapie erhalten
hatte. Mdgliche Theorien, dass Rezeptordnderungen durch Therapien verursacht werden,

konnten somit nicht bestatigt werden [57].

Als mdogliche Erklarung fur Rezeptordnderungen zwischen Primartumor und LNM dient die
Theorie der klonalen Selektionstheorie. Diese beinhaltet, dass ein Priméartumor aus
verschiedenen Subpopulationen besteht, wovon einzelne Subtypen auswandern und
Metastasen mit unterschiedlichen Phanotypen ausbilden kdénnen [58]. Eine weitere mogliche
Erklarung fir unsere Ergebnisse ist die Theorie der intratumoralen Heterogenitat. Diese
besagt, dass es in einem Tumor verschiedene Areale mit unterschiedlicher Histomorphologie
geben kann. Eine Gewebsprobe von einer einzigen Lokalisation, kann somit nicht den
vollstandigen Tumor in seiner Heterogenitat abbilden [59]. Somit lassen sich Unterschiede
zwischen Stanzbiopsie, bei der nur eine sehr kleine Gewebsmenge fur immunhistochemische
Analysen gewonnen werden kann, und postoperativ verfiigbaren, grof3eren Mengen an

aufgearbeitetem Tumorgewebe erklaren.

Hierbei ist wichtig hervorzuheben, dass Rezeptorwechsel zwischen Priméartumor und
Metastase einen wichtigen Aspekt beziglich Prognose und Krankheitsverlauf darstellen
konnen. Andere Arbeitsgruppen konnten bereits ein schlechteres krankheitsfreies Uberleben

fur Patienten mit unterschiedlichen Rezeptorprofilen zeigen [54].

Da es sich bei unserer Arbeit um eine retrospektive Analyse handelt, erfolgte keine Anpassung
der Therapie im Falle einer Rezeptoranderung. Hierbei ist vor allem die Gruppe der Patienten
interessant, die einen Rezeptor-Zugewinn hatten, da davon auszugehen ist, dass diese
Patienten eine Untertherapie erhalten haben. Besonders die Gruppe der Patienten mit einem
Zugewinn des HER2-Rezeptors hatte hdchstwahrscheinlich von einer zielgerichteten
Antikorpertherapie profitiert.
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Schlussfolgernd lasst sich festhalten, dass Anderungen des Rezeptorprofils regelmaRig,
bereits in der Primarsituation einer Mammakarzinom-Erkrankung vorkommen, und im Rahmen
der personalisierten und individuellen Therapieentscheidung Berticksichtigung finden sollten.
Die Bestimmung des Rezeptorprofils der Lymphknotenmetastase sollte standardmafig
erfolgen, um die Heterogenitat einer Tumorerkrankung zu erfassen und die Gefahr einer Unter-
bzw. Ubertherapie zu minimieren. Es sind weitere Studien mit groReren Patientenkollektiven
notwendig, um diese Ergebnisse zu validieren und den Nutzen des axillaren Rezeptorprofils

hinsichtlich einer Therapieanpassung fur Patienten zu evaluieren.
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