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1. Einleitung
1.1. Brustkrebs

1.1.1. Bedeutung in der Gesellschaft

Krebserkrankungen haben nach wie vor eine grolRe gesellschaftliche Bedeutung. Nach Herz-
Kreislauferkrankungen stellen sie mit 26,2 % (2016) die zweithdufigste Todesursache in

Deutschland dar (Abbildung 1).

Todesursachen 2016

Sterbefalle im Jahr 2016 in 1000

Gesamt
Kreislaufsystem
Neubildungen
Atmungssystem
Psychische Stérungen

Verdauungssystem

Sonstige

0 100 200 300 400 500
B Mannlich Weiblich

Abbildung 1: Sterbefélle in Deutschland 2016, abhangig von Todesursache und Geschlecht. Eigene Darstellung

anhand von Daten des Statistischen Bundesamts (Statistisches Bundesamt 2019b).

Grundsatzlich besteht der Pathomechanismus bei allen malignen Erkrankungen aus einer
unkontrollierten Zellproliferation. Durch zunehmende Raumforderung, Invasion und
Metastasierung in andere Organe und Gewebe kommt es zur Organdysfunktion und

letztendlich zum Tod.

Der Vergleich verschiedener Tumorentitdaten hinsichtlich ihrer Mortalitat zeigt, dass bei
beiden Geschlechtern die meisten Todesfalle infolge von malignen Erkrankungen auf Tumore
der Lunge und des Bronchialsystems zurlickzufiihren sind. Das Mammakarzinom ist die bei
Frauen am haufigsten auftretende Tumorentitdt und findet sich an zweiter Stelle der

krebsbedingten Todesursachen (Statistisches Bundesamt 2019a). Die Diskrepanz zwischen



Pravalenz und Mortalitdt beruht auf der vergleichsweise guten Prognose des
Mammakarzinoms: die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 88 %, die 10-Jahres-Uberlebensrate

betragt 82 % (Robert Koch-Institut (RKI) 2016).

Dennoch ist Brustkrebs nicht nur fiir die betroffene Person von groBer Bedeutung, sondern
spielt auch gesellschaftlich eine grofRe Rolle. Durch Mammakarzinome werden hohe Kosten
flir das Gesundheitswesen verursacht, haufig ist zudem eine bleibende Erwerbsminderung

oder Pflegebedirftigkeit die Folge.

Im Gegensatz zur ricklaufigen Mortalitat stieg die Inzidenz bis 2002 kontinuierlich an und
stagniert seitdem bei ca. 120 Neuerkrankungen jahrlich pro 100.000 Einwohner (Abbildung 2).
Auffallig ist dabei, dass ab ca. 2007 deutlich mehr Karzinome in friiheren Stadien diagnostiziert
wurden, was auf die Einflihrung der gesetzlichen Friiherkennung zurlickzufiihren ist (Robert

Koch-Institut (RKI) 2016).
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Abbildung 2: Altersstandardisierte Neuerkrankungsraten flr Frauen an Brustkrebs in verschiedenen Stadien inkl.

in-situ-Karzinome (Robert Koch-Institut (RKI) 2016).

1.1.2. Risikofaktoren

Inzwischen sind diverse Faktoren bekannt, die das Risiko, an einem Mammakarzinom zu
erkranken, deutlich erhéhen. Besonders wichtig sind dabei genetische Mutationen, die das
Auftreten oder den Progress von Brustkrebs beglinstigen. Insbesondere die folgenden Gene

und Rezeptoren sind in diesem Zusammenhang von Bedeutung: breast cancer associated gene
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1 und 2 (BRCA-1 und BRCA-2), Human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2), Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) und c-myc (Sun et al. 2017).

Bei BRCA-1 und BRCA-2 handelt es sich um Tumorsuppressorgene. Normalerweise reguliert
das durch BRCA-1 codierte Protein auf vielfaltige Weise den Zellzyklus und verhindert so eine
fehlerhafte Zellteilung. Wird dieses Protein aufgrund einer vererbbaren BRCA-1-Mutation
vermindert oder fehlerhaft exprimiert, ist eine genetische Instabilitat die Folge und das Risiko
fur die Entstehung maligner Erkrankungen, darunter insbesondere Brustkrebs, steigt (Deng
2006). Das Gen BRCA-2 codiert fiir ein Protein, das an der Reparatur von Doppelstrangbriichen
der DNA beteiligt ist (Sanchez et al. 2017). Auch eine BRCA-2-Mutation fiihrt zu einem
erhohten Risiko, an Brustkrebs zu erkranken. Beide Mutationen werden autosomal dominant
vererbt und sind in 5-10 % aller Brustkrebsfalle die zugrunde liegende Ursache (Sun et al.
2017). Bei liber 70-jahrigen Tragerinnen betrdgt das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, 57 %
(BRCA-1) bzw. 49 % (BRCA-2), zudem ist auch das Risiko fir die Entstehung von
Ovarialkarzinomen deutlich erhéht gegeniiber dem Bevolkerungsdurchschnitt (Chen und

Parmigiani 2007).

Das Protoonkogen HER-2 codiert fiir eine Rezeptortyrosinkinase. Es wird in 15-20 % aller
diagnostizierten Mammakarzinome tUberexprimiert und ist mit einem verstarkten Auftreten
von Metastasen und davon ausgehend einem ungiinstigen Outcome vergesellschaftet (Ross
et al. 2009). Grundlage hierfir ist eine erhohte Anzahl an Tumorstammzellen (Elizalde et al.
2016). Normalerweise entstehen durch Proliferation und Differenzierung aus
gewebespezifischen Stammzellen (iber sogenannte transit amplifying cells (TACs)
ausdifferenzierte Zellen des jeweiligen Gewebes. Durch ein Gleichgewicht aus Apoptose und
Proliferation wird dabei die Homdostase gewahrt (Abbildung 3). Der Epidermal Growth Factor
(EGF) aktiviert EGFR und HER-2, die als Heterodimer schlieRlich die Proliferation der TACs
steigern und sowohl Apoptose als auch Differenzierung ihrer Tochterzellen hemmen. Bei einer
Uberexpression von HER-2 oder EGFR kann dadurch das Gleichgewicht gestért werden und zu
einer unkontrollierten Proliferation fihren bzw. die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von

Metastasen erhdhen (Schneider und Yarden 2016).
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Abbildung 3: Entstehung von ausdifferenziertem Gewebe aus gewebespezifischen Stammzellen. Die
Proliferationsrate ist bei den TACs am hdochsten, die Differenzierung nimmt von der Stammzelle zum
ausdifferenzierten Gewebe kontinuierlich zu. Durch EGF werden Differenzierung und Apoptose der TACs

gehemmt und deren Proliferation gefordert (Schneider und Yarden 2016).

Myc ist ein Protein, das als Transkriptionsfaktor fungiert und durch das Gen c-myc codiert
wird. Die Transkription vieler verschiedener Gene wird lber die Bindung von Myc an die
entsprechende E-Box reguliert (Sun et al. 2017). Eine Uberexpression ist mit ungiinstigem
Outcome und raschem Tumorprogress assoziiert und findet sich bei Mammakarzinomen
insbesondere in héhergradigen Stadien. Verschiedene Signalkaskaden spielen hier eine Rolle,
wobei sowohl die initiale Entstehung von Brustkrebs gefordert wird, als auch durch eine

gesteigerte Angiogenese die Metastasenbildung (Chen und Olopade 2008).

Neben diesen genetischen Verdanderungen gibt es weitere Faktoren, die das Risiko, an
Brustkrebs zu erkranken, erhéhen kdnnen. Sowohl das normale Brustgewebe, als auch viele
Mammakarzinome sind hormonabhéngig. Eine hohe endogene oder exogene Ostrogenzufuhr
erhoht daher das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken. Endogen bringt beispielsweise eine lange
hormonell aktive Phase im Sinne einer friihen Menarche und spaten Menopause ein erhéhtes

Risiko mit sich. Exogene Ostrogene werden dagegen vor allem im Rahmen einer
12



Hormonersatztherapie bei Wechseljahresbeschwerden zugefiihrt (Sun et al. 2017; Akram et
al. 2017). Dagegen wirken viele Geburten ebenso wie eine friihe erste Geburt protektiv

(Akram et al. 2017).

Einer der grolRten Risikofaktoren ist jedoch das Alter. Wahrend junge Frauen sehr selten an
Brustkrebs erkranken, steigt das Risiko mit zunehmendem Alter, wobei das Lebenszeitrisiko

insgesamt bei ca. 12 % liegt (DeSantis et al. 2017).

Zusatzlich zu den genannten Faktoren beeinflusst auch der Lebensstil die Gefahr, an Krebs im
Allgemeinen und auch speziell an Brustkrebs zu erkranken. Eine groRRe Rolle spielt dabei der
Alkoholkonsum, insbesondere bei jungen Frauen vor der ersten Schwangerschaft. Durch
Alkoholkonsum kommt es zu einer héheren Konzentration an zirkulierendem Ostrogen,
aulRerdem wirken einige Abbauprodukte des Alkohols kanzerogen (Liu et al. 2015; Shield et al.
2016).

Auch durch das Rauchen von Zigaretten wird das Risiko, spater an Brustkrebs zu erkranken,
erhéht. Ahnlich wie im Zusammenhang mit Alkohol ist ein frilher Beginn des Rauchens
besonders gefdhrlich. Zudem wurde bei Frauen, die Uber einen langen Zeitraum Tabak
konsumierten oder besonders viele Zigaretten pro Tag rauchten, ein erhohtes Risiko
festgestellt (Catsburg et al. 2015). Nach der Diagnose eines Mammakarzinoms konnte eine
erhohte brustkrebsassoziierte Mortalitdt bei Raucherinnen gegeniiber Frauen, die nie
geraucht hatten, gezeigt werden. Auch Frauen, die nach der Diagnose weiterhin rauchten,
starben haufiger im Zusammenhang mit Brustkrebs, als diejenigen, die daraufhin das Rauchen

einstellten (Passarelli et al. 2016).

Ein weiterer Risikofaktor ist eine fettreiche Erndhrung und Ubergewicht. Verschiedenste
Faktoren beeinflussen dabei die Entstehung und den Progress von Brustkrebs, darunter
erhéhte Ostrogenspiegel durch die Aromataseaktivitit des Fettgewebes, erhéhter oxidativer
Stress, Insulinresistenz und erhohte Aktivitat von insulin-like growth factors (IGF) (Engin 2017;
Maliniak et al. 2018). Eine Lebensstilanderung im Zusammenhang mit Gewichtsabnahme
senkt das Brustkrebsrisiko (Picon-Ruiz et al. 2017). Protektiv wirkt dagegen korperliche
Aktivitat: Moderater Ausdauersport reduziert die Inzidenz (Chlebowski 2013) und auch nach
diagnostiziertem Mammakarzinom wirkt sich Bewegung giinstig auf das Uberleben und die

Rezidivrate aus (Lahart et al. 2015).
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1.1.3. Symptome und Diagnostik

Trotz der regelmafigen gynakologischen Vorsorgeuntersuchungen, die in Deutschland
angeboten und durch die Krankenkassen finanziert werden, stellen Vviele
Brustkrebspatientinnen selbst Veranderungen fest, die letztendlich zur Diagnose eines
Mammakarzinoms fihren. Das haufigste Symptom, mit dem sich Patientinnen vor einer
Brustkrebsdiagnose beim Gyndkologen vorstellen, ist ein tastbarer Knoten in der Brust (Koo
et al. 2017; Walker et al. 2014). Es konnte gezeigt werden, dass das Risiko einer
Brustkrebsdiagnose siebenfach erhéht war, wenn Frauen bei einer Screening-Mammographie
von einem Knoten in der Brust berichteten. In Kombination mit Einziehungen der Haut war
das Risiko sogar 23-fach erhoht gegeniliber den Frauen, die im Vorfeld keine Symptome
bemerkt hatten (Singh et al. 2015). Weitere Verdanderungen der Brust, wie beispielsweise
Spannungsgefiihle, Entziindungen, Einziehungen von Haut oder Brustwarze oder
ungewohnliche Sekretion aus der Mamille konnen ebenfalls bei Mammakarzinomen auftreten
(Koo et al. 2017; Ryerson et al. 2015). Zusammengefasst werden die beschriebenen

Veranderungen unter dem Begriff Brustsymptom.

Allerdings findet sich nicht bei allen Frauen ein Brustsymptom, in einigen Fallen werden
stattdessen unspezifische Symptome wie Riickenschmerzen, vergrofRerte Lymphknoten oder
axillare Schmerzen beschrieben. Zudem kdénnen wie bei anderen malignen Erkrankungen
Fieber, Nachtschweily, Mudigkeit oder Gewichtsverlust im Sinne einer B-Symptomatik
auftreten (Koo et al. 2017). Problematisch ist, dass viele Frauen diese Symptome nicht mit
Brustkrebs in Verbindung bringen und daher erst spat einen Arzt aufsuchen. Dadurch vergeht
haufig viel Zeit zwischen dem Auftreten der ersten Symptome und der Diagnose bzw. dem
Beginn einer Therapie, wodurch sich die Prognose verschlechtert (Webber et al. 2017). Durch
gezielte Aufklarung kann diese Verzogerung reduziert und dadurch das Outcome der

betroffenen Patientinnen verbessert werden (Dodd et al. 2017).

Die Therapiemoglichkeiten und die Prognose von nahezu allen malignen Erkrankungen sind
stark abhdngig von dem Stadium, in dem die Erkrankung diagnostiziert wird. Flr eine
verbesserte Friherkennung von Brustkrebs werden in Deutschland alle Frauen im Alter von
50-69 Jahren schriftlich zu einer durch die gesetzlichen Krankenkassen finanzierten Screening-
Untersuchung in Form einer Mammographie eingeladen. Dabei handelt es sich um eine

Rontgenuntersuchung der Brust, durch die Verkalkungen und Verdichtungen erkannt werden
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konnen, die haufig bei Mammakarzinomen auftreten. Durch diese Untersuchung konnte bei
den teilnehmenden Frauen eine Reduktion der Mortalitat infolge von Brustkrebs um 40 %
erreicht werden (Sardanelli et al. 2017). Zu bedenken ist allerdings, dass die Sensitivitat bei
Frauen mit dichterem Brustgewebe, das tumorverdachtige Stellen moglicherweise verdecken
kann, deutlich reduziert ist (Mandelson et al. 2000). Bei den betroffenen Patientinnen wird
ein  Mammakarzinom dann wesentlich haufiger im Intervall als im Rahmen einer
Screeninguntersuchung festgestellt und befindet sich oft bereits in einem fortgeschritteneren
Stadium (Strand et al. 2019). Zusatzlich zur Mammographie konnen sich Frauen ab 30 Jahren
jahrlich in einer gynakologischen Praxis vorstellen und ihre Briste inspizieren und abtasten

lassen. Einen Uberblick (iber die Vorsorgeuntersuchungen bietet die Abbildung 4.

jedes Alter: ab 30 Jahren: . ab 70 Jahren:
- . 50-69 Jahre: N .
Selbstunter- gynakologische . gynakologische
Mammographie-
suchung der Vorsorgeunter- . Vorsorgeunter-
Screening
Brust suchung suchung

Abbildung 4: Moglichkeiten der Brustkrebsvorsorge und Fritherkennung in Deutschland. Eigene Darstellung.

Zusatzlich zu den beschriebenen Vorsorgeuntersuchungen stehen Frauen mit erhohtem
Brustkrebsrisiko weitere Untersuchungen zur Friiherkennung zur Verfligung. Betroffen sind
dabei Frauen, auf deren Familie zumindest einer der folgenden Punkte zutrifft
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF)
2020):

e mindestens drei Frauen an Brustkrebs erkrankt

e mindestens zwei Frauen an Brustkrebs erkrankt, davon eine vor dem 51. Lebensjahr

e mindestens eine Frau an Brustkrebs und eine Frau an Eierstockkrebs erkrankt

e mindestens zwei Frauen an Eierstockkrebs erkrankt

e mindestens eine Frau an Brust- und Eierstockkrebs erkrankt

e mindestens eine Frau mit 35 Jahren oder jliinger an Brustkrebs erkrankt

e mindestens eine Frau mit 50 Jahren oder jlinger an bilateralem Brustkrebs erkrankt

e mindestens ein Mann an Brustkrebs und eine Frau an Brust- oder Eierstockkrebs

erkrankt

In diesen Fallen wird eine Mammographie bereits ab dem 40. Lebensjahr angeboten.

Zusatzlich sind MRT-Untersuchungen bei Vorliegen einer BRCA-1 oder BRCA-2 Mutation sowie
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bei einem Lebenszeitrisiko tiber 30 %, an einem Mammakarzinom zu erkranken, moglich. Bei
gesunden Tragerinnen einer BRCA-1 oder BRCA-2 Mutation kann auBerdem eine
prophylaktische Mastektomie zur Risikoreduktion erwogen werden (Leitlinienprogramm

Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2020).

Bei Verdacht auf ein Mammakarzinom besteht die Basisuntersuchung neben der Anamnese
aus einer klinischen Untersuchung der Brust und ihrer Lymphabflussgebiete. Zusatzlich wird
eine Bildgebung mittels Mammographie, Sonographie und bei Bedarf auch Kontrastmittel-
MRT durchgefiihrt (McDonald et al. 2016). Zeigt sich hierbei ein verdachtiger Befund, so wird
durch eine Stanz-, Vakuum-, oder in Ausnahmefallen offene Exzisionsbiopsie die Diagnose
Uberprift und gesichert. Um Fernmetastasen zu detektieren, konnen verschiedene
bildgebende Untersuchungen wie CT, MRT oder Sonographie eingesetzt und kombiniert
werden (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe,

AWMF) 2020).

Bei Vorliegen einer malignen Veranderung, wird diese im Allgemeinen reseziert. Die genauen
Moglichkeiten sind in Kapitel 1.1.5. dargestellt. Die Zusammenschau aus Bildgebung und
pathologischem Befund des Resektats erlaubt eine Einordnung des Mammakarzinoms nach
der TNM-Klassifikation. Anhand dieser Iasst sich die Ausbreitung eines Tumors quantifizieren,
wobei sowohl der Primdrtumor als auch moégliche Lymphknoten- und Fernmetastasen
einbezogen werden. Die Ausdehnung des Primartumors und dessen Invasion in angrenzende
Organe wird dabei mit T1-T4 angegeben. Das Vorliegen von Lymphknotenmetastasen wird als
NO-N3 codiert und das Vorhandensein von Fernmetastasen mit M1. Fehlende Fernmetastasen

werden mit MO angegeben (Brierley et al. 2017; Webber et al. 2014).

Neben der Ausbreitung des Tumors beeinflusst auch der Grad an Differenzierung die Therapie
und Prognose (Elston und Ellis 1991). Deshalb werden invasive Mammakarzinome histologisch
in Grade 1-3 eingeteilt, wobei die Differenzierung der Zellen mit steigendem Grad abnimmt

(Lakhani et al. 2012).

Um die Diagnostik abzuschlieRen, wird der Ostrogen- (ER) und Progesteronrezeptorstatus
(PR), der HER-2-Status und der Ki67-Proliferationsindex bestimmt (Leitlinienprogramm
Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2020). Das Ubliche

Vorgehen wird in Abbildung 5 vereinfacht dargestellt.
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Untersuchung

Symptom (Familien-) B Mammo-
Screening Anamnese rust graphie
Lymphabfluss
evtl. .
- . evtl. weitere .
neoadjuvante Biopsie . Sonographie
. Bildgebung
Therapie
pTNM-Staging
Resektion Grading evtl. adju\{ante regelmaRige
Hormon- Therapie Nachsorge

rezeptoren

Abbildung 5: Typischer Ablauf von Diagnostik und Therapie nach dem Auftreten von Symptomen oder einer

auffalligen Screeninguntersuchung. Eigene Darstellung.

1.1.4. Subtypen

Mammakarzinome koénnen histologisch anhand ihres Ursprungsgewebes unterschieden
werden, wobei mit 70-80 % am haufigsten duktale und mit ca. 10 % am zweithdufigsten
lobuldre Karzinome sowie Mischformen vorkommen (Dieci et al. 2014; Li et al. 2005).
Grundsatzlich muss bei der histologischen Klassifikation immer zwischen invasiven
Karzinomen und deren Vorstufen, Carcinomata in situ unterschieden werden. Die
Carcinomata in situ werden in duktales (DCIS) und lobulares Carcinoma in situ (LCIS) unterteilt,
wobei unter dem Uberbegriff DCIS mehrere histologische Subtypen zusammengefasst

werden.

Duktale Karzinome und DCIS entstammen dem Gewebe der Milchgdnge, wohingegen das
lobuldre Karzinom und LCIS ihren Ursprung in den Milchdriisen haben. Karzinome, die
verschiedenen Ursprungsgeweben entstammen, bringen eine unterschiedliche Prognose mit
sich (Northridge et al. 1997). Der Vergleich von duktalen und lobuldren Karzinomen zeigt
beispielsweise eine deutlich héhere Mortalitat des duktalen Mammakarzinoms (Li et al. 2003).
Lobuldre Karzinome sind hdufiger Hormonrezeptor-positiv (HR*), sodass die bessere Prognose

moglicherweise dadurch bedingt ist (Li et al. 2005). Weitere, seltenere Subtypen sind
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beispielsweise muzindse, tubuldre, neuroendokrine, mikropapillire, pleomorph-lobulare,
medullare, inflammatorische, apokrine, adenoidzystische, metaplastische und sekretorische

Karzinome, deren Prognose sehr unterschiedlich ist (Dieci et al. 2014; Malhotra et al. 2010).

Allerdings kann nicht nur der histologische Subtyp bestimmt werden, sondern auch der Grad
der Differenzierung. Anhand verschiedener morphologischer Charakteristika wird dabei
untersucht, wie dhnlich das Tumorgewebe in seiner Differenzierung gegeniiber dem
urspringlichen Brustgewebe ist und das Karzinom in Grade 1-3 eingeteilt. Evaluiert werden
dabei die Drisen- bzw. Tubulusformation, die Kernmorphologie und die Mitoserate
(Abbildung 6).

(a) Grade 1 Grade 2 (c) Grade 3

Abblldung 6 Unterschledllch dlfferen2|erte Mammakarzmome elngetellt anhand des Nottlngham Gradlng

Systems (Rakha et al. 2010).

Es konnte gezeigt werden, dass die prognostische Relevanz des Gradings der des
Lymphknotenstatus entspricht und insbesondere die Kombination aus beidem pradiktiv fiir
das klinische Outcome ist (Rakha et al. 2010). Auch fir die Klassifikation des DCIS kann das

histologische Grading genutzt werden (Allred 2010).

Unterschieden wird auRerdem zwischen verschiedenen Kombinationen der exprimierten
Rezeptoren und dem Ki67-Proliferationsstatus. Der Subtyp Luminal A ist dabei ERa*, PR* und
HER-2-, Luminal B ERa*, PR* und HER-2*/". Von einer HER-2 Uberexpression spricht man bei
ERa’, PR und HER-2* Tumoren und die mit einer unglinstigen Prognose einhergehenden triple-
negative breast cancers (TNBC) sind ERa’, PR" und HER-2"(Haldosén et al. 2014). Unglinstig ist

auch ein hoher Ki67-Proliferationsindex, der fiir ein schnelles Tumorwachstum spricht.
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Tabelle 1: Rezeptorexpression der einzelnen Subtypen des Mammakarzinoms

ERa PR HER-2 Ki67
Luminal A + + - Niedrig
Luminal B + + +/- Hoch
HER-2 Uberexpression - - + -
TNBC - - - -

Die meisten Mammakarzinome exprimieren Hormonrezeptoren, sind aber HER-2". Am
zweithaufigsten treten TNBC auf, anschlieRend folgen HR* und HER-2* und am seltensten ist

ein Tumor HR" und HER-2* (Howlader et al. 2014), dargestellt in Abbildung 7.

Haufigkeit der Subtypen

m HR-/HER2+
HR+/HER2+

® Triple-negative

m HR+/HER2-

Abbildung 7: Haufigkeit der unterschiedlichen Subtypen des Mammakarzinoms in den USA anhand des

Hormonrezeptorstatus. Eigene Darstellung nach Daten von (Howlader et al. 2014).

Interessant ist dabei vor allem die Verteilung der verschiedenen Subtypen: Beispielsweise sind
Mammakarzinome, die bei jlingeren Patientinnen in einem Alter um 50 Jahre auftreten,
haufiger ERa” und PR", wohingegen die bei alteren Frauen mit ca. 70 Jahren auftretenden
Karzinome eher eine Hormonabhangigkeit aufweisen (Anderson et al. 2014). Weiterhin
konnte eine Abhangigkeit der Subtypen vom Korpergewicht gezeigt werden, wobei
Ubergewichtige Frauen eher unter TNBC und normalgewichtige Patientinnen haufiger unter

HER-2* Karzinomen litten (Gershuni et al. 2017).
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Der jeweilige Subtyp eines Mammakarzinoms beeinflusst auch die Diagnostik. Es konnte
gezeigt werden, dass schnell proliferierende, hohergradige und hormonrezeptornegative
Karzinome weniger gut durch das Mammographie-Screening erfasst werden (Porter et al.
1999). Zudem spielt die Klassifikation eines Mammakarzinoms auch fiir die Entscheidung
beziiglich des therapeutischen Vorgehens eine entscheidende Rolle. Je nachdem, ob und
welche Rezeptoren exprimiert werden, kann beispielsweise eine antihormonelle Therapie
oder eine Behandlung mit Antikorpern gegen HER-2 erfolgen, wodurch die Prognose stark

beeinflusst wird (Prat et al. 2015).

1.1.5. Therapie

Das therapeutische Vorgehen héangt von verschiedenen Faktoren ab, wie der TNM-
Klassifikation, dem Grading, dem Rezeptorstatus, der Genetik sowie Alter und

Therapiewunsch der Patientin.

Die verschiedenen Therapieoptionen setzen sich zusammen aus Operation, Strahlentherapie
und systemischen Therapieverfahren, worunter vor allem endokrine Therapie, neoadjuvante
und adjuvante Chemotherapie und Antikorpertherapie zusammengefasst sind. Beim
rezidivierten oder metastasierten Mammakarzinom wird abhangig von Prognose und Wunsch

der Patientin eine individuelle Therapie mit kurativem oder palliativem Ziel eingesetzt.

1.1.5.1. Operative Therapie

Die operative Therapie des invasiven Mammakarzinoms sowie von Risikoldasionen wie
beispielsweise eines DCIS hat die RO-Resektion der Lasion zum Ziel. Dabei ist eine
Brusterhaltende Operation (BET) oder eine Mastektomie moglich. Insbesondere in frithen
Stadien des invasiven Karzinoms und bei kleinen Tumoren ist die BET mit anschlieBender
Strahlentherapie der Mastektomie iiberlegen, da das Uberleben und die Lokalrezidivrate
vergleichbar sind und die BET mit wesentlich geringeren Nebenwirkungen vergesellschaftet
ist (Boniface et al. 2018; van Maaren et al. 2016; Lagendijk et al. 2018). Auch fir Tumore > 5
cm konnte gezeigt werden, dass die BET mit anschlieBender Strahlentherapie der

Mastektomie beziiglich des Outcomes nicht unterlegen ist (Bleicher et al. 2016). Bei jungen

20



Patientinnen, deren Risiko fiir Lokalrezidive groer ist, war die BET mit Bestrahlung ebenfalls

gleichwertig gegenliber der Mastektomie (Vila et al. 2015).

Eine Mastektomie ist dagegen dann sinnvoll, wenn keine RO-Resektion erfolgt ist, beim
inflammatorischen Mammakarzinom, bei Kontraindikationen gegen die Strahlentherapie
nach BET und wenn die Patientin eine Mastektomie bevorzugt (Leitlinienprogramm Onkologie

(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2020).

Bei der Therapie des DCIS ist die chirurgische Therapie der konservativen Behandlung ohne
Operation Uberlegen (Sagara et al. 2015). Abhangig vom Alter der Patientin, Ausdehnung der
Lasion und histologischem Grading ist auch eine adjuvante Strahlentherapie sinnvoll (Sagara

et al. 2016). Chirurgisch wird ein DCIS in den meisten Fallen brusterhaltend versorgt.

Neben der Resektion des eigentlichen Tumors ist hdufig auch die Entfernung von befallenen
Lymphknoten der Axilla erforderlich. Meist wird dazu der Sentinel-Lymphknoten ermittelt und
entfernt, dieser ist der erste Lymphknoten im Lymphabflussgebiet des Tumors. Die ersten
Mikrometastasen bilden sich normalerweise im Sentinel-Lymphknoten, sodass von einer NO-
Situation ausgegangen werden kann, wenn dieser nicht von Tumorzellen befallen ist. Sofern
moglich, wird bei negativem Sentinel-Lymphknoten oder wenn nur Mikrometastasen
vorliegen, auf eine Axilladissektion verzichtet, wodurch die Uberlebenswahrscheinlichkeit
nicht verschlechtert, aber Nebenwirkungen reduziert werden (Galimberti et al. 2013). Wenn
allerdings eine Mastektomie erfolgt oder die axillaren Lymphknoten klinisch auffallig bzw. mit
Tumorzellen befallen sind, ist eine Axilladissektion oder Strahlentherapie der Axilla
erforderlich  (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF) 2020). Diese geht jedoch haufig mit langfristigen Nebenwirkungen und
einer Einschrankung der Lebensqualitdt einher, insbesondere durch Stérungen des
Lymphabflusses und das resultierende Lymphodem sowie eine eingeschrankte Funktion der

Schulter (Belmonte et al. 2012).

1.1.5.2. Strahlentherapie

Im Rahmen einer Strahlentherapie wird die Brust mit y-Strahlung bestrahlt, wodurch
Strangbriiche in der DNA der bestrahlten Zellen verursacht werden und vermehrt reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) entstehen, die wiederum weitere Schaden auslésen. Letztendlich soll
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dadurch ein Rickgang des Tumors erzielt werden, bzw. in der adjuvanten Situation
verbleibende Tumorzellen abgetotet werden, die nicht durch die Operation entfernt worden

sind.

Diese Art der Therapie wird bei Mammakarzinomen in den unterschiedlichsten Stadien
eingesetzt: in der adjuvanten Situation findet standardmafig eine Bestrahlung des
verbleibenden Gewebes nach einer BET statt und bei Lymphknotenmetastasen konnen die
Lymphabflusswege anstelle einer operativen Axilladissektion bestrahlt werden. Sogar in der
palliativen Situation findet die Strahlentherapie ihre Anwendung, beispielsweise in der
Schmerzreduktion bei Knochenmetastasen (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche

Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2020).

Die adjuvante Bestrahlung der Brust findet insbesondere nach BET statt, wobei die Therapie
entweder hypofraktioniert (Gesamtdosis 40 Gy, 15-16 Fraktionen in 3-5 Wochen) oder
konventionell fraktioniert (Gesamtdosis 50 Gy, 25-28 Fraktionen in 5-6 Wochen) werden kann.
Zusatzlich ist eine lokale Dosisaufsattigung in Form einer Boostbestrahlung des Tumorbettes
moglich. Diese wirkt sich auf die Rezidivrate positiv aus, nicht aber auf das Uberleben, und
wird daher bei jingeren Patientinnen und Frauen mit einem erhohten Rezidivrisiko bevorzugt
eingesetzt. Nach Mastektomie bei lokal fortgeschrittenen Mammakarzinomen mit
Lymphknotenmetastasen wird die Brustwand bestrahlt, um das Rezidivrisiko zu reduzieren.
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF)
2020). Die Boostbestrahlung ebenso wie eine mogliche alleinige Teilbrustbestrahlung wird
haufig mittels Multikatheter-Brachytherapie durchgefiihrt. Hierbei wird die Strahlungsquelle
mithilfe eines Afterloading-Gerats liber mehrere im Vorfeld operativ eingebrachte Katheter
eingeflhrt und dort platziert, wo die Strahlung appliziert werden soll (Polgar et al. 2013).
Dadurch wird die Dosis sehr genau verabreicht und umliegende Gewebe und die Haut

geschont.

Bei ausgewadhlten Patientinnen mit geringem Rezidivrisiko kann eine alleinige
Teilbrustbestrahlung sinnvoll sein, die der konventionellen Ganzbrustbestrahlung in friithen
Stadien nicht unterlegen ist (Polgar et al. 2013; Strnad et al. 2016). Die konventionelle externe
Bestrahlung der Brust birgt aufgrund der nicht vollstandig vermeidbaren Mitbestrahlung von
Herz und Lunge ein erhdhtes Risiko fiir die spatere Entwicklung von Lungenkrebs oder

kardialen Erkrankungen (Taylor et al. 2017). Weitere typische Nebenwirkungen sind die
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Entwicklung eines Fatigue-Syndroms, Entziindungen der Haut und Schmerzen in der Brust
sowie eine langfristige Fibrosierung. Bezliglich des Fatigue-Syndroms zeigte sich eine
Teilbrustbestrahlung (iberlegen gegeniber der konventionellen und hypofraktionierten
Ganzbrustbestrahlung (Taunk et al. 2011), zudem war die Teilbrustbestrahlung bei
gleichbleibender Rezidivrate mit geringerer Hauttoxizitdat vergesellschaftet (Meattini et al.
2015). Auch eine einmalige, intraoperative Teilbrustbestrahlung zeigte sich bei
risikoadaptierter Auswahl der in Frage kommenden Patientinnen als ebenblirtig im Vergleich
mit der konventionellen externen Bestrahlung der ganzen Brust (Vaidya et al. 2014; Coles et
al. 2017) bzw. nicht unterlegen beziiglich des Uberlebens, allerdings mit einer etwas héheren
Lokalrezidivrate (Veronesi et al. 2013). Zusatzlich traten bei intraoperativer

Teilbrustbestrahlung geringere Nebenwirkungen auf (Coles et al. 2017).

Neben der adjuvanten Radiotherapie kann eine Bestrahlung auch bei Auftreten von nicht
operablen Rezidiven oder bei Rezidiven ohne vorherige Bestrahlung sinnvoll sein. Zudem
eignet sich die Strahlentherapie gut zur Behandlung von Skelettmetastasen, die Schmerzen,
Bewegungs- und Stabilitatseinschrankungen und im Fall von Wirbelsdulenmetastasen eine
neurologische Symptomatik hervorrufen konnen (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche

Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2020).

1.1.5.3. Chemotherapie

Bei einer Chemotherapie werden verschiedene Zytostatika, haufig in Kombination, systemisch
verabreicht, um primare Mammakarzinome, Rezidive und Metastasen kurativ oder palliativ zu
behandeln. Die Therapie kann dabei abhangig von der individuellen Situation neoadjuvant,

adjuvant oder auch ohne Kombination mit einer Operation durchgefiihrt werden.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Substanzen, die leitliniengemaR als
Monotherapie oder untereinander kombiniert bei Brustkrebs eingesetzt werden
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF)
2020).
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Tabelle 2: Ubersicht Giber Zytostatika, die bei Brustkrebs eingesetzt werden.

Substanzklasse | Beispielsubstanzen Einsatz

Alkylanzien Cyclophosphamid Fernmetastasen
Anthrachinone | Mitoxantron Fernmetastasen
Anthrazykline Epirubicin, (liposomales) Doxorubicin | Primartumor, Fernmetastasen
Halichondrin-B- | Eribulin Fernmetastasen

Analoga

Antimetabolite | 5-Floururacil Fernmetastasen
Platinkomplexe | Cisplatin, Carboplatin Fernmetastasen,

Taxane Docetaxel, Paclitaxel Primartumor, Fernmetastasen
Vinca-Alkaloide | Vinorelbin Fernmetastasen

Die Substanzen konnen adjuvant oder neoadjuvant sowie beim rezidivierten und
metastasierten Karzinom eingesetzt werden. Bei der Therapie des lokal begrenzten
Primartumors sollte immer ein Anthrazyklin und ein Taxan im Regime enthalten sein. Haufig
wird diese Kombination noch durch 5-Floururacil oder ein Platinderivat erganzt. Indiziert ist
eine adjuvante Chemotherapie bei Luminal B Tumoren mit einem hohen Rezidivrisiko, HER-2*
Karzinomen und TNBC. Die Chemotherapie von inoperablen metastasierten
Mammakarzinomen kann sowohl mit kurativem als auch palliativem Ziel erfolgen und muss
individuell auf den Allgemeinzustand und die Prognose der Patientin abgestimmt werden
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF)
2020).

Neoadjuvante Chemotherapien sind geeignet, um vor der Operation eine Reduktion des
Tumors zu erreichen (Asselain et al. 2018) und dadurch eine chirurgische Therapie von
inoperablen Tumoren oder eine BET zu ermoglichen. AuRerdem werden sie bei lokal
fortgeschrittenem und inflammatorischem Mammakarzinom eingesetzt. Wie in der
adjuvanten Situation, sollte auch bei einer neoadjuvanten Chemotherapie ein Anthrazyklin
und ein Taxan, evtl. kombiniert mit weiteren Substanzen, verwendet werden
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF)
2020).
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1.1.5.4. Endokrine Therapie

Mammakarzinome, die ER* und/oder PR* sind, kénnen durch Entzug dieser Hormone
therapiert werden, wobei verschiedene Wirkstoffe zur Anwendung kommen. Tamoxifen und
Fulvestrant wirken beispielsweise durch Blockade der Ostrogenrezeptoren. Hierbei fiihrt
Tamoxifen durch Modifikation einer der beiden funktionellen Untereinheiten des ER zu einer
veranderten Transkription (Nathan und Schmid 2017) und wird eher zur Rezidivprophylaxe
eingesetzt (Visvanathan et al. 2009). Fulvestrant hemmt dagegen beide Untereinheiten,
sodass keine Transkription mehr stattfinden kann und reduziert zudem die Anzahl an ER.
Therapeutisch wird Fulvestrant bei fortgeschrittenem und metastasiertem Brustkrebs
verwendet (Nathan und Schmid 2017). Die Aromataseinhibitoren Anastrozol, Letrozol und
Exemestan werden vor allem bei postmenopausalen Frauen eingesetzt und verhindern die
Umwandlung von Ostrogenvorstufen zu Ostrogen, indem die dafiir notwendige Aromatase
gehemmt wird. Nach der Menopause wird die Ostrogenkonzentration dadurch deutlich
reduziert und die Rezidivrate vermindert (Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group
(EBCTCG) 2015). Als dritte Medikamentenklasse kommen GnRH-Analoga in Frage, die Uber
eine negative Rickkopplung eine verminderte GnRH-Freisetzung im Hypothalamus und
konsekutiv eine Hemmung der ovariellen Hormonproduktion bewirken. Jingere Frauen vor
der Menopause konnen von einer Ovarialsuppression durch GnRH-Analoga profitieren,
gegebenenfalls in  Kombination mit Tamoxifen oder Aromataseinhibitoren
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF)
2020).

Generell wird eine adjuvante Hormontherapie normalerweise fiir fiinf Jahre durchgefiihrt, bei
hohem Rezidivrisiko kann diese Zeit auch auf zehn Jahre ausgedehnt werden. Dabei werden
pramenopausale Patientinnen meist mit Tamoxifen, postmenopausale Frauen dagegen eher
mit Aromatasehemmern behandelt. Auch bei pramenopausalen Frauen kann jedoch unter
Ovarialsuppression ein Aromatasehemmer eingesetzt werden (Leitlinienprogramm Onkologie

(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2020).

Auch in der Behandlung des metastasierten Mammakarzinoms spielt die endokrine Therapie
eine wichtige Rolle. Dadurch wird nicht unbedingt eine Remission erreicht, allerdings kann der
Krankheitsprogress reduziert werden bei vertretbaren Nebenwirkungen (Leitlinienprogramm

Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2020).
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1.1.5.5. Antikorpertherapie bei HER-2* Mammakarzinomen

Karzinome, die die Rezeptortyrosinkinase HER-2 (iberexprimieren, reagieren starker auf EGF
und neigen in der Folge zu einer schnelleren Proliferation und Metastasierung (Schneider und
Yarden 2016; Ross et al. 2009). Durch die zielgerichtete Blockade von HER-2 mittels des
monoklonalen Antikdrpers Trastuzumab kann das tumorfreie Uberleben ebenso wie das
Gesamtuberleben deutlich verbessert werden (Perez et al. 2011; Slamon et al. 2001; Slamon
et al. 2011). Trastuzumab wird bei Patientinnen mit HER-2* Karzinomen in der neoadjuvanten
und adjuvanten Situation eingesetzt, kann aber auch bei HER-2* Rezidiven und Metastasen
das (tumorfreie) Uberleben verbessern. Zur adjuvanten Therapie wird es in Kombination mit
einer Chemotherapie fiir die Dauer eines Jahres gegeben (Leitlinienprogramm Onkologie

(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2020).

Pertuzumab, ein weiterer monoklonaler Antikorper gegen HER-2, verhindert die fir die
Funktion erforderliche Dimerisierung von HER-2 (Adams et al. 2006). Die Angriffspunkte und
damit die Wirkmechanismen von Trastuzumab und Pertuzumab unterscheiden sich, sodass
eine verstarkte Wirkung auf Tumorzellen durch die Kombination beider Antikorper erzielt
werden konnte (Scheuer et al. 2009; Nahta et al. 2004). Bei Patientinnen mit HER-2*
metastasiertem Mammakarzinom konnte die Uberlegenheit der Kombinationstherapie aus
Trastuzumab, Docetaxel und Pertuzumab gegeniiber Trastuzumab, Docetaxel und einem
Placebo beziglich des Gesamtiiberlebens gezeigt werden (Swain et al. 2015; Swain et al.
2020). Bei metastasiertem HER-2* Mammakarzinom besteht die Therapie der ersten Wahl
daher aus einer Kombination von Pertuzumab, Trastuzumab und einem Taxan
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF)
2020).

1.1.5.6. Immuntherapie und zielgerichtete Therapie

Ein wichtiges Thema der aktuellen Forschung ist die Entwicklung von Immuntherapien und
weiteren zielgerichteten Therapien neben den HER-2-Antikoérpern. Der Zellzyklus und damit
die Proliferation von Zellen wird durch eine prazise abgestimmte Interaktion aus Cyclinen und
cyklinabhangigen Kinasen (CDK) moduliert und gesteuert. Insbesondere in ER*

Mammakarzinomen wird Cyclin D Uberexprimiert, was mit einer erhohten Mortalitat
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assoziiert ist (Ahlin et al. 2017). Der aktivierte Komplex aus Cyclin D und CDK4/6 fihrt in der
G1-Phase zur Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins, wodurch sich eine
Konformationsanderung ergibt und der an das unphosphorylierte Retinoblastom-Protein
gebundene Transkriptionsfaktor E2F freigesetzt und aktiviert wird. In der spaten G1-Phase
bildet sich ein Komplex aus Cyclin E und CDK2, der schlieRlich zu einer Hyperphosphorylierung
des Retinoblastom-Proteins und damit zu einer gesteigerten Aktivitat von E2F fiihrt. Dadurch
findet eine vermehrte Transkription von fiir die S-Phase wichtigen Genen und damit letztlich
der Ubergang in die S-Phase statt. Durch die Uberexpression von Cyclin D und die daraus
resultierende dauerhafte Aktivitdt des Cyclin D/CDK4/6-Komplexes wird der Retinoblastom-
Protein-abhingige Kontrollpunkt auBer Kraft gesetzt und der Ubergang in die S-Phase
beschleunigt (VanArsdale et al. 2015). Davon ausgehend wurden CDK-Inhibitoren entwickelt,
die durch Inhibition von CDK4/6 den Zellzyklus stoppen und damit die Proliferation hemmen.
Einer dieser inzwischen zugelassenen Wirkstoffe ist Palbociclib, fir den bei HR*
metastasiertem Mammakarzinom in Kombination mit Letrozol bzw. Fulvestrant ein langeres
progressionsfreies Uberleben gezeigt werden konnte als bei einer Monotherapie mit Letrozol
bzw. Fulvestrant (Finn et al. 2016; Turner et al. 2018; Cristofanilli et al. 2016; Rugo et al. 2020;
Loibl et al. 2017). Ahnliche Ergebnisse zeigten die MONALEESA- und MONARCH-Studien fiir
die CDK4/6-Inhibitoren Ribociclib bzw. Abemaciclib, jeweils kombiniert mit antihormoneller
Therapie (Yardley 2019; Goetz et al. 2017; Sledge et al. 2017). Die Phase-3-Studie PENELOPE-
B der Technischen Universitdt Miinchen, die den Nutzen von Palbociclib zusatzlich zur
adjuvanten Hormontherapie im frithen, nicht metastasierten Krankheitsstadium untersuchte,
konnte jedoch keine Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens zeigen (German Breast

Group 2020).

In praklinischen Studien wurde auBerdem eine erhohte Radiosensitivitdt von Tumorzellen
unter Einfluss von Palbociclib und anderen CDK4/6-Inhibitoren nachgewiesen (Hagen et al.
2013; Whittaker et al. 2017). Bei Patientinnen, die eine Strahlentherapie und parallel eine
Therapie mit den CDK4/6-Inhibitoren Palbociclib, Ribociclib oder Abemaciclib erhalten haben,
zeigten sich jedoch verstarkt Nebenwirkungen der Bestrahlung (Bosacki et al. 2020). Hier
besteht noch weiterer Forschungsbedarf, um zu zeigen, ob und wie die verstarkte

Radiosensitivitat bei vertretbaren Nebenwirkungen therapeutisch genutzt werden kann.
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Als Zielstruktur kommt auch die an DNA-Reparaturvorgangen beteiligte Polyadenosin-
diphosphatribosepolymerase (PARP) in Frage. Wahrend in Zellen ohne Mutation in den Genen
BRCA1/2 auch bei PARP-Inhibition DNA-Doppelstrangbriiche durch homologe Rekombination
repariert werden koénnen, ist dies in Zellen mit einer BRCA-Mutation, die auf die Funktion der
PARP angewiesen sind, nicht moglich. Daher kann deren Replikation durch PARP-Inhibition
selektiv gehemmt werden (Farmer et al. 2005; Bryant et al. 2005; Rose et al. 2020). Der PARP-
Inhibitor Olaparib wurde in einer Phase-1-Studie an Patientinnen mit fortgeschrittenem TNBC
getestet, wobei sich eine dosisabhangige Wirksamkeit von 22 % - 41 % bei geringer Toxizitat
zeigte (Tutt et al. 2010). Verglichen mit der Standardtherapie konnte die Uberlegenheit einer
Monotherapie mit Olaparib beziiglich des progressionsfreien Uberlebens bei Patientinnen mit
einer BRCA-Mutation und metastasiertem Her-2- Mammakarzinom dargestellt werden
(Robson et al. 2017). Beim Vergleich des Gesamtiiberlebens konnte kein Unterschied zwischen
einer Therapie mit Olaparib und einer Chemotherapie festgestellt werden, allerdings zeigte
sich ein verbessertes Gesamtiiberleben bei Patientinnen unter Olaparib-Therapie gegeniber
Patientinnen, die noch keine Chemotherapie erhalten hatten (Robson et al. 2019). Neben
Olaparib stellt auch der PARP-Inhibitor Talazoparib einen vielversprechender Therapieansatz
dar: Fir eine Monotherapie mit Talazoparib konnte ebenfalls ein verbessertes
progressionsfreies Uberleben gegeniiber der Standardtherapie bei fortgeschrittenem bzw.

metastasiertem Mammakarzinom nachgewiesen werden (Litton et al. 2018).

Ein anderer Ansatz besteht im Einsatz von Antikdrpern gegen das zytotoxische T-
Lymphozyten-Antigen 4 (TDL4), programmed cell death Protein 1 (PD1) und den
entsprechenden Liganden (PDL1), die insbesondere bei TNBC vielversprechend erscheinen. In
diesen Karzinomen befinden sich besonders viele Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL) (Hu
et al. 2017; Disis und Stanton 2018), was mit der vermehrten Expression von PDL1 assoziiert
ist (Wimberly et al. 2015). Der monoklonale Antikérper Pembrolizumab blockiert die Bindung
von PD1 an PDL1 und wird bei verschiedenen Krebsentitaten bereits eingesetzt. Bei
Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom wurde seine Vertraglichkeit bereits
getestet (Nanda et al. 2016). Eine Studie zur Wirksamkeit beim metastasierten TNBC konnte
sowohl bei vorbehandelten Patientinnen als auch als Erstlinientherapie eine langerfristige
antineoplastische Wirkung von Pembrolizumab (iber ca. 10 Monate nachweisen, wobei die
objektive Ansprechrate beim Einsatz als Erstlinienmedikament mit 21,4 % deutlich besser war

als in der vorbehandelten Gruppe (5,7 % bei PDL1* Patientinnen) (Adams et al. 2019a; Adams
28



et al. 2019b). Da das Ansprechen auf die Therapie auch von der Anzahl Tumor-infiltrierender
Lymphozyten abhdngig ist, kdnnte eine medikamentdse Induktion dieser Lymphozyten

moglicherweise die Prognose verbessern (Disis und Stanton 2018).

Neben den genannten Beispielen wird aktuell an diversen anderen Substanzen geforscht.
Deren Zielstrukturen sind beispielsweise der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg, der JAK/STAT-
Signalweg, der IGF-1-Rezeptor und Histondeacetylasen (HDAC) (Hosford und Miller 2014). Es
ist davon auszugehen, dass in Zukunft weitere Zielstrukturen untersucht werden und die
zielgerichteten Therapien einen hohen Stellenwert in der Behandlung von Krebs im

Allgemeinen und Mammakarzinomen im Speziellen einnehmen werden.

1.1.5.7. Nachsorge

Ziel der Nachsorgeuntersuchungen ist es, einerseits Rezidive oder Metastasen moglichst
friihzeitig zu detektieren, andererseits die Patientin bei langerfristigen adjuvanten Therapien
zu begleiten und mogliche Nebenwirkungen oder Unvertraglichkeiten zu erkennen und
angemessen zu behandeln. Zur Nachsorge nach therapiertem Mammakarzinom gehort daher
die regelmaRBige Anamnese, korperliche Untersuchung und Sonographie, nach brusterhaltend
operierten Karzinomen dariber hinaus eine jahrliche Mammographie der betroffenen Brust
und der Gegenseite. Insgesamt sollte die Nachsorge tGiber mindestens zehn Jahre durchgefiihrt
werden, wobei die Abstinde zwischen den Untersuchungen in den ersten drei Jahren drei
Monate betragen, anschliefend sechs Monate und fiinf Jahre nach abgeschlossener Therapie
sollte nur noch eine jahrliche Nachsorge stattfinden (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche

Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2020).

29



1.2. Hitzeschockproteine

Bei den Hitzeschockproteinen handelt es sich um stark konservierte Proteinfamilien, die
sowohl bei Eukaryonten als auch Prokaryonten vorkommen (Craig 1985). Ihre
Erstbeschreibung beruht auf der Beobachtung, dass Speicheldriisenzellen von Drosophila
melanogaster auf erhéhte Temperaturen mit Auflockerungen ihrer Chromosomenstrukturen
reagierten (Ritossa 1962). Dadurch wird die Transkription von sogenannten
Hitzeschockproteinen (Hsp) gesteigert, die die Zelle vor Hitze, aber auch anderen

Stressfaktoren schiitzen sollen (Tissieres et al. 1974).

Heute sind viele Hsp-Familien bekannt, darunter DNAJ (Hsp40), HSPA (Hsp70), HSPC (Hsp90),
HSPH (Hsp110), HSPD (Hsp60), HSPE (Hsp10), HSPB (small Hsp) und CCT (TRiC) (Kampinga et
al. 2009). Durch zellularen Stress, beispielsweise in Form von UV-Strahlung, Hitze, Hypoxie,
Infektionen, Entziindungen oder andere schadliche Umwelteinfliisse wird die Expression
dieser Proteine gesteigert (Lindquist und Craig 1988). lhre Funktionen sind vielfaltig, wobei
intrazellular die Pravention der Aggregation falsch gefalteter oder ungefalteter Proteine,
sowie die ATP-abhdngige Unterstiitzung bei der korrekten Proteinfaltung im Vordergrund
steht. Zudem wirken beispielsweise Hsp70 und Hsp90 antiapoptotisch. Extrazelluldre
Hitzeschockproteine bewirken dagegen Uber verschiedene Rezeptoren und Signalwege eine
Immunmodulation (Joly et al. 2010; Calderwood 2018). Im Folgenden wird die Hsp70-Familie

genauer beschrieben.

1.2.1. Hitzeschockprotein 70

Zur Hsp70-Familie werden 13 strukturell sehr dhnliche Proteine gezahlt, von denen einige
konstitutiv exprimiert werden und andere durch Stress induzierbar sind (Tabelle 3). Am
bekanntesten sind die durch Stress induzierbaren HspA1A (Hsp70-1) und HspA1B (Hsp70-2)

sowie das konstitutiv exprimierte HspA8 (Hsc70).

Tabelle 3: verschiedene Mitglieder der Hsp70-Familie, ihre Lokalisation und Induzierbarkeit durch zelluldren

Stress, modifiziert nach (Radons 2016).

Protein Lokalisation Stress-induzierbar
HspAlA Zytosol, Zellkern, Zellmembran, extrazellular Ja
HspA1B Zytosol, Zellkern, extrazellular Ja
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HspA1L Zytosol, Zellkern Nein
HspA2 Zytosol, Zellkern, Zellmembran, extrazellular Nein
HspA5 ER, extrazellular Nein
HspA6 Zytosol, extrazellular Ja

HspA7 Blutpartikel, extrazellular Ja

HspA8 Zytosol, Zellkern, Zellmembran, extrazellular Nein
HspA9 Mitochondrien, Zellkern Nein
HspA12A Intrazellular, extrazellular Nein
HspA12B Endothelzellen, intrazellular, Blutplasma Nein
HspA13 ER, extrazelluldr, Mikrosomen Nein
HspAl4 Zytosol, Zellmembran Ja

Unter physiologischen Bedingungen besteht die Funktion von intrazellularem Hsp70 in erster
Linie darin, als molekulare Chaperone die Proteinfaltung zu unterstiitzen. Konkret spielen sie
eine wichtige Rolle bei Faltung und Transport neu synthetisierter Proteine, aber auch bei der
Reparatur fehlgefalteter Proteine. Diese werden durch einen Komplex aus Hsp70 und Hsp40
erkannt, unter ATP-Verbrauch entfaltet und vor der Aggregation mit anderen Proteinen
geschitzt, bis sie sich spontan erneut falten. Dieser Prozess wird solange wiederholt, bis das
Protein seine funktionsfahige Struktur angenommen hat (Radons 2016). Auch der Komplex
aus Hsp70 und Hspl110 kann fehlgefaltete Proteine bei der neuen korrekten Faltung

unterstitzen sowie bereits vorliegende Proteinaggregate auflosen (Mattoo et al. 2013).

Neben seiner wichtigen Funktion im Zusammenhang mit der Proteinfaltung reguliert Hsp70
auf vielfdltige Weise apoptotische Vorgange in der Zelle. Beispielsweise wird Uber eine
Hemmung der Aktivierung von Bax und die damit verbundene Stabilisierung der
Mitochondrien eine Freisetzung proapoptotischer Faktoren verhindert (Yang et al. 2012).
Weiterhin interagiert Hsp70 mit Apaf-1, Caspase 3 und anderen intrazellularen Faktoren,
sodass Uber verschiedenste Signalwege die Apoptose unterdriickt wird (Radons 2016). Zudem
stimuliert Hsp70 im Zellkern DNA-Reparaturmechanismen, indem es an PARP-1 bindet und
diese aktiviert (Kotoglou et al. 2009). All diese Funktionen unterstiitzen Zellen dabei, unter

Stressbedingungen ihre Homoostase wiederherzustellen und eine Apoptose zu vermeiden.
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Allerdings ist Hsp70 nicht nur in verschiedenen intrazellularen Kompartimenten lokalisiert,
sondern liegt auch extrazellular vor, insbesondere im Rahmen von inflammatorischen
Prozessen oder in der Umgebung von Tumoren. Dort interagiert es mit verschiedenen
Immunzellen, wie beispielsweise NK-Zellen (Multhoff et al. 1999) und antigenprasentierenden
dendritischen Zellen (Milani et al. 2002). Dariber hinaus fordert es die Freisetzung von
Zytokinen wie Interleukin (IL) 1a und IL-8, wodurch entziindliche Vorgdnge wiederum

verstarkt werden (Hulina et al. 2017).

1.2.2. Hsp70 im Zusammenhang mit Krebs

Bei verschiedenen Krebsentitdten konnte bereits gezeigt werden, dass Hsp70 vermehrt
exprimiert wird und die Tumorzellen dadurch vor Apoptose schiitzt und sich fordernd auf
Proliferation und Migration auswirkt. Dabei steigt nicht nur die Konzentration an
intrazellularem Hsp70, sondern es wird auch Uber bisher nicht vollstindig geklarte
Mechanismen in die Membran eingebaut und aktiv in Form von Exosomen freigesetzt (Vega
et al. 2008). Zudem wird es aus nekrotischen Zellen passiv in freier Form sezerniert. Im
Zusammenhang mit der Proliferation und Migration von Tumorzellen nimmt das Hsp70 in
unterschiedlichen Kompartimenten verschiedene Funktionen ein, von denen einige
tumorférdernd und andere tumorhemmend wirken. In der folgenden Abbildung 8 sind diese

zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 8: Typische Lokalisationen von Hsp70 und entsprechende Funktionen in und um Tumorzellen,
modifiziert nach (Shevtsov et al. 2018). Tumorférdernde Funktionen sind rot, tumorhemmende Funktionen griin

dargestellt.
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Da insbesondere das intrazelluldre Hsp70 Tumorzellen einen Uberlebensvorteil bietet, wird es
in malignen Zellen stark exprimiert und liegt dauerhaft in einer hohen Konzentration vor.
Dadurch werden ein schneller Metabolismus und eine entsprechend hohe Proliferationsrate
ermoglicht. Zudem flhren die in malignen Zellen zahlreichen DNA-Mutationen zur verstarkten
Bildung falsch gefalteter Proteine und Veranderungen in verschiedenen Signalwegen,
wodurch der intrazelluldre Stress ansteigt. Dariiber hinaus kommt es zunehmend zu duReren
Stressfaktoren wie Hypoxie im Zentrum schnell wachsender Tumore oder dem Einfluss
zytostatischer Substanzen. Als Reaktion darauf wird Uber den Transkriptionsfaktor
Hitzeschockfaktor 1 (HSF-1) konsekutiv die Transkription von Hsp70 weiter verstarkt (Powers
et al. 2010). Dementsprechend kann in Tumorzellen unterschiedlicher Entitdten eine erh6hte
Hsp70-Konzentration gegeniiber gesunden Zellen nachgewiesen werden, wobei eine hohe
Hsp70-Konzentration mit fortgeschrittenen und hohergradigen Tumoren,
Lymphknotenmetastasen und unglinstiger Prognose vergesellschaftet ist (Murphy 2013).
Auch im Zusammenhang mit Brustkrebs konnte dies festgestellt werden: eine starke
intrazelluldre Hsp70-Expression war beispielsweise mit kiirzerem tumorfreiem Uberleben
(Ciocca et al. 1993), Lymphknotenmetastasen und schlechter Differenzierung (Lazaris et al.

1997) assoziiert.

Ebenso konnte auf der Membran von Tumorzellen im Gegensatz zu korrespondierenden
gesunden Zellen Hsp70 nachgewiesen werden (Multhoff et al. 1995). Der Transport mittels
Lipidvesikeln und die Interaktion mit lipid rafts in der Membran erscheint wahrscheinlich
(Vega et al. 2008; Gehrmann et al. 2008), die oberflachliche Bindung findet vermutlich iber
Phospholipidanker statt (Mahalka et al. 2014). Die Funktion des membrangebundenen Hsp70
besteht vornehmlich in der Interaktion der Zellen untereinander, aber auch mit Immunzellen.
Als Zielstruktur fiir Natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) steigert membrangebundenes Hsp70
deren Zytolyse-Aktivitat und flhrt zu einer vermehrten Freisetzung von Interferon y (IFN-y)
und dem proapoptotischen Granzym B (Multhoff et al. 1999). Allerdings bietet das
membrangebundene Hsp70 auch einen Uberlebensvorteil fiir die Tumorzelle, beispielsweise
in Form einer Resistenz gegen ionisierende Strahlen (Murakami et al. 2015). Eine hohe Dichte
an membrangebundenem Hsp70 ist assoziiert mit einem aggressiveren Tumorwachstum und

Metastasierung ebenso wie mit erhdhter Therapieresistenz (Shevtsov et al. 2020).
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Hsp70 kommt jedoch nicht nur im direkten Zusammenhang mit der Zelle vor, sondern wird
von verschiedenen Zelltypen, darunter unterschiedliche Immunzellen und auch Tumorzellen,
in Form von Exosomen (exHsp70) aktiv sezerniert. Im Zusammenhang mit Tumoren konnte
eine Assoziation zwischen der lebenden Tumormasse und dem freigesetzten exHsp70 gezeigt
werden (Gunther et al. 2015; Ostheimer et al. 2017), freies Hsp70 stammt dagegen
hauptsachlich von nekrotischen Zellen und ist insbesondere bei starkem Zellzerfall erhoht.
Beispielsweise konnte bei Patienten mit Brustkrebs (Gunaldi et al. 2015a), kolorektalem
Karzinom (Gunaldi et al. 2015b; Jubran et al. 2017), hepatozellularem Karzinom und
Lungenkrebs (Ren et al. 2017) und vielen anderen Tumorentitdten eine vermehrte aktive und

passive Hsp70-Sekretion nachgewiesen werden.

Fiir die Interaktion mit dem Immunsystem spielt freies und exHsp70 eine wichtige Rolle:
Hsp70-haltige Exosomen, die Tumorzellen entstammen, fiihren zu einer Aktivierung von NK-
Zellen und induzieren deren Migration zu Tumorzellen, die Hsp70 auf ihrer Membran

exprimieren (Gastpar et al. 2004).

Dariber hinaus ermoglicht Hsp70 eine Kreuzprdsentation von intrazelluldr gebundenen
Tumorantigenen gegeniiber CD8* T-Lymphozyten. Nachdem der Komplex aus Hsp70 und dem
Antigen freigesetzt wurde, kann er von professionellen Antigen-prasentierenden Zellen (APZ)
wie dendritischen Zellen und Makrophagen endozytiert werden. Dies fihrt zur Aktivierung der
APZ, Prozessierung und Prasentation des Tumorantigens Uber ihren MHC I-Rezeptor. Die
Folgen sind eine Induktion der CD8" T-Lymphozyten-abhiangigen Immunantwort (Arnold-

Schild et al. 1999) und die Reifung von dendritischen Zellen (Lehner et al. 2004).

Des weiteren interagiert extrazelluldares Hsp70 mit lipid raft-Mikrodoméanen auf der Membran
von Makrophagen und steigert deren Phagozytoseaktivitdt deutlich, wobei exHsp70 einen
sehr viel groReren Einfluss hat als freies Hsp70 (Wang et al. 2006; Vega et al. 2008). Die
Prasentation der phagozytierten Antigene Gber MHC Il und die anschlieBende Aktivierung von
CD4+ T-Lymphozyten wurde unter Einfluss von Hsp70 ebenfalls deutlich effizienter (Wang et
al. 2006).

Auch an die Membran von Monozyten kann Hsp70 binden, was zur Aktivierung von NFkB und
zur Freisetzung von TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12, Chemokinen und NO fihrt (Lehner et al. 2004;
Asea et al. 2000). Dabei spielt fir die Sekretion von TNFa, IL-18 und IL-6 vor allem ein CD14-

34



abhangiger Signalweg eine Rolle, wobei TNFa zusatzlich CD14-unabhéangig freigesetzt werden

kann (Asea et al. 2000).

Zusammengefasst beeinflusst die Funktion des freien Hsp70 als Damage Associated Molecular
Pattern (DAMP) die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, interagiert mit
verschiedenen Rezeptoren und moduliert so die Immunantwort, was sich sowohl hemmend

als auch fordernd auf maligne Prozesse auswirken kann (Hulina et al. 2017; Klee et al. 2017).
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1.3. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Brustkrebs ist eine haufige Erkrankung und trotz guter Prognose in frithen Stadien nach wie
vor die zweithaufigste Todesursache infolge von Krebs bei Frauen. Eine verbesserte Therapie,
die an das individuelle Risiko einer jeden Patientin angepasst ist, wiirde sich nicht nur auf die
Mortalitit, sondern auch das tumorfreie Uberleben positiv auswirken. Dariiber hinaus kénnte
die immer mit Nebenwirkungen verbundene und psychisch und physisch belastende Therapie
der Erkrankung reduziert werden, wenn der Tumor nur ein sehr geringes Progressions- und
Rezidivrisiko aufweist. Die betroffenen Patientinnen mit geringem Risiko wiirden dann von
einer verbesserten Lebensqualitdt und geringeren Nebenwirkungen bei gleichem Uberleben

profitieren.

Dazu ist jedoch ein prognostischer Marker notwendig, der eine bessere Vorhersage beziglich
des Rezidiv- und Metastasierungsrisikos liefern kann als momentan etablierte klinische und
pathologische Parameter. Ideal wéare dabei ein Marker, der nicht invasiv, wiederholt und mit
geringem Aufwand bestimmt werden kann und schon moglichst friihzeitig eine
aussagekraftige Prognose liefert. Es ist bereits bekannt, dass bei Brustkrebspatientinnen
sowohl das Hsp70 im Tumor als auch exHsp70 in einer erhohten Konzentration vorliegt.
Allerdings spielt insbesondere freies Hsp70 als DAMP eine wichtige Rolle im Immunsystem,
wobei es lber komplexe Mechanismen sowohl vor malignen Prozessen schiitzen als auch
diese fordern kann. Die Beobachtung der immunologischen Aktivitaten im Therapieverlauf
konnte daher Aufschluss dartiber geben, ob die protektiven oder die tumorfordernden Effekte
im Vordergrund stehen und somit zur individuellen Prognose genutzt werden. Davon
ausgehend konnte eine Anpassung der Therapie vorgenommen werden, um sowohl eine
Ubertherapie zu vermeiden als auch einem erhéhten Risiko mit einer entsprechenden

Behandlung zu begegnen und so das tumorfreie Uberleben und die Mortalitit zu verbessern.

Um die stattfindenden Immunprozesse im Therapieverlauf von Brustkrebspatientinnen
individuell quantifizieren zu kénnen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit das freie
Hsp70 im Serum von 40 Patientinnen zu sechs verschiedenen Zeitpunkten gemessen und die

Werte mit dem Outcome mindestens drei Jahre nach dem Therapieende korreliert.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Materialien zur Blutentnahme und -verarbeitung

Tabelle 4: Materialien zur Blutentnahme und -verarbeitung.

Material Hersteller

Safety-Multifly®-Kanile inkl. Multiadapter Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

S-Monovette® EDTA Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

S-Monovette® Plasma Lithium-Heparin Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

2.1.2. Reagenzien

Tabelle 5: Reagenzien zur Durchfiihrung des ELISAs.

Losung Hersteller

Phosphate Buffered Saline (PBS) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) | Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Schwefelsdure (H2504) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Steriles Wasser Herstellung im eigenen Labor

Tween 20 Detergent (Tween 20) Merck, Darmstadt, Deutschland

Alkopharm 80 (Ethanol) Briiggemann Alcohol, Heilbronn, Deutschland

2.1.3. ELISA-Kit und Kitlosungen
Verwendet wurde das Kit Human/Mouse/Rat Total HSP70/HSPA1A DuoSet IC ELISA von R&D

Systems aus Minneapolis, MN, USA.
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Tabelle 6: Zusammensetzung der fiir den ELISA verwendeten Losungen.

Lésung Zusammensetzung

Diluent 1 1 % BSA in PBS

Diluent 4 1 mM EDTA, 0,5 % Triton X-100 in PBS
Standard Lésung in 500 pl Diluent 4

Streptavidin-HRP | Gebrauchsfertig

Substratlosung Substrate Reagent Pack; 1:1 Mischung aus Color Reagent A (H20;) und

Color Reagent B (Tetramethylbenzidine)

Stoplésung 2N H2S04: 5,6 ml H2SO4in 100 ml steriles Wasser

Waschpuffer 250 pl Tween 20 in 500 ml PBS (c=0,05 %)

2.1.4. Antikorper

Tabelle 7: Verwendete Antikorper fir den ELISA, deren Ursprung und Verdiinnung.

Antikérper | Ursprung | Herstellung

Hersteller

Antikorper (c=360 pg/ml)

Capture- Maus Losung in 200 ul PBS R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Antikorper (c=3,6 ug/ml)

Detection- | Kaninchen | Loésungin 1 ml Diluent 1 | R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

2.1.5. Technische Gerate

Tabelle 8: Verwendete technische Gerate fir die Durchfiihrung des ELISA.

Gerat

Hersteller

Inkubator

Selutec Teco 20,

Absorbance Microplate Reader

ELx800, BioTek, Winooski, VT, USA
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2.1.6. Weitere Materialien

Tabelle 9: Weitere verwendete Materialien.

Material

Hersteller

Costar 96-well EIA/RIA plate 3590

Corning Inc., Corning, NY, USA

Mehrkanalpipette

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipetman Classic 1-10 pl

Gilson Inc., Middleton, WI, USA

Pipetman Classic 10-100 pl

Gilson Inc., Middleton, WI, USA

Pipetman Classic 20-200 ul

Gilson Inc., Middleton, WI, USA

Pipetman Classic 100-1000 pl

Gilson Inc., Middleton, WI, USA

Diamond D10 Tips 10 pl

Gilson Inc., Middleton, WI, USA

Diamond D200 Tips 200 ul

Gilson Inc., Middleton, WI, USA

Diamond D1000 Tips 1000 pl

Gilson Inc., Middleton, WI, USA

epT.l.P.S. Standard/Bulk 2-200 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

epT.l.P.S. Standard/Bulk 20-300 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Stripettor™ Ultra

Corning Inc., Corning, NY, USA

Cellstar Serological Pipette 5 ml

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar Serological Pipette 12 ml

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar Serological Pipette 50 ml

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar Tubes 15 ml

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar Tubes 50 ml

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

SafeSeal ReaktionsgefafRe 1,5 ml

Sarstedt AG, Niimbrecht, Deutschland

Reagent Reservoir 50 ml

VWR International LLC, Radnor, PA, USA

SealPlate Klebefolie

Excel Scientific Inc., Victorville, CA, USA

Latex Powder-Free Examination Gloves

Microtouch Coated

Ansell, Richmond, Australien
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2.2. Methoden

2.2.1. Blutentnahme und Verarbeitung der Blutproben

Den Patientinnen wurde zwischen 2012 und 2014 insgesamt zu sechs Zeitpunkten Blut aus
einer oberflachlichen Vene, meist in der Ellenbeuge, abgenommen. Dazu wurde zunachst ein
Stauschlauch am Oberarm angelegt, anschlieBend die Entnahmestelle nach
Herstellerangaben mit einem Hautdesinfektionsmittel desinfiziert und schlieBlich unter
Stauung Blut in einer EDTA-Monovette sowie in einer Serum-Monovette abgenommen. Mit
dem EDTA-Blut wurde routinemaRig ein Differenzialblutbild durch das Labor des Klinikums
rechts der Isar erstellt. Nach Abschluss der Gerinnung wurden die Serumproben zentrifugiert,
das Serum abpipettiert und in Aliquots von 150 ul aufgeteilt. Die Aliquots wurden
anschlielend bei -80° C gelagert. Die Blutentnahme und weitere Verarbeitung wurden durch

Sage, E. durchgefiihrt.

2.2.2. Human/Mouse/Rat Total HSP70/HSPA1A DuoSet IC ELISA

Der Human/Mouse/Rat Total HSP70/HSPA1A DuoSet IC ELISA von R&D Systems funktioniert
nach dem Prinzip eines Sandwich-ELISAs. Bei dieser Technik wird zunachst ein Capture-
Antikorper an den Boden einer Platte gebunden. Im weiteren Verlauf bindet daran das zu
messende Antigen, das wiederum einen Detection-Antikorper bindet. Das Antigen liegt somit
zwischen den beiden Antikorpern. Der Detection-Antikorper ist mit einem Enzym konjugiert,

durch dessen Reaktion die Konzentration des Antigens quantifizierbar wird.

Im Folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte und Reaktionen, die fir den

beschriebenen ELISA notwendig sind, dargestellt.

1. Am Vortag vor der Durchfiihrung des ELISAs wurde der Capture-Antikorper in 200 pl
PBS gel6st, die Konzentration betrug somit 360 ug/ml. Um eine ausreichende Losung
zu gewahrleisten, wurde der Behalter mit dem Antikdrper bei Raumtemperatur fir 15
Minuten stehen gelassen, anschlieBend umgedreht und fiir weitere 10 Minuten stehen
gelassen.

2. Der gel6ste Capture-Antikorper wurde mit PBS auf eine Konzentration von 2ug/mi

verdlnnt. Direkt nach der Verdiinnung wurde jede Vertiefung einer COSTAR 3590
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ELISA-Platte mit 100 pl der Antikorperlosung beflillt. Die Platte wurde mit einer
Klebefolie luftdicht verschlossen und in einem verschlossenen Plastikbehdlter Gber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Vorbereitet wurden zudem drei weitere Reagenzien. Fir die Herstellung des
Waschpuffers mit einer Konzentration von 0,05 % Tween in PBS wurden 250 ul Tween
20 in 500 ml PBS gelost. AuBerdem wurde eine 1 % Lésung von BSA in PBS, im
Folgenden Diluent 1 genannt, vorbereitet und Giber Nacht bei 4° C kontinuierlich
geschwenkt. 0,5 % Triton, 1 mM EDTA in PBS, im Folgenden als Diluent 4 bezeichnet,
wurde aus 250 pl Triton X-100, 100 pl EDTA und 50 ml PBS hergestellt und gemeinsam
mit Diluent 1 bei 4° C gekihlt und bei stiandiger Durchmischung Uber Nacht
aufbewahrt.

Am nachsten Tag wurde zunédchst die Losung mit dem Capture-Antikorper durch
mehrmaliges Klopfen der ELISA-Platte auf saubere Tiicher entfernt. AnschlieRend
wurde jede Vertiefung mit 250 pl Waschpuffer befillt, durch Ausklopfen wieder
entleert und dieser Vorgang zwei weitere Male durchgefiihrt. Insgesamt wurde so jede
Vertiefung dreimal gewaschen.

Nach Entfernung des Waschpuffers folgte der Blockvorgang. Hierzu wurden in jede
Vertiefung 250 ul Diluent 1, aufgewarmt auf Raumtemperatur, aufgetragen. Die Platte
wurde erneut mit einer Klebefolie verschlossen und anschliefend bei 26° C in einer
geschlossenen und lichtundurchlassigen Plastikbox fiir zwei Stunden inkubiert.
Wahrenddessen wurden die zu messenden Serumproben auf Eis langsam aufgetaut.
AnschlieRend wurden 50 ul einer jeden Probe im Verhaltnis 1:5 mit Diluent 4 verdiinnt.
Durch vorsichtiges Wenden wurde eine gute Durchmischung gewahrleistet. Bis zum
Ende der Inkubationszeit wurden die vorbereiteten Proben bei 4° C im Kihlschrank
gelagert.

Zusatzlich wurden acht Losungen mit definierten Hsp70-Konzentrationen hergestellt,
um daraus eine Standardkurve ableiten zu kénnen. Zunachst wurde der Standard mit
einer Konzentration von 170 ng/ml durch Zugabe von 500 pl Diluent 4 geldst. Vor der
Weiterverarbeitung wurde das GefaR nun zwischen 15 und 30 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Anschliefend wurden 50 pl der Standardlésung mit
800 pul Diluent 4 in GefaR 1 gut vermischt. AnschlieRend wurden 400 ul der Losung aus
GefaRk 1 mit 400 pl Diluent 4 in GefaR 2 vermischt. Aus Gefal} 2 wurden wieder 400 pl
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8.

10.

11.

entnommen und in GefaR 3 mit 400 ul Diluent 4 vermischt. Diese Verdiinnungsreihe
setzte sich fort bis zu GefaR 7. In Gefald 8 wurden nur 400 pl Diluent 4 gefillt. Auch die
GefaRe mit der Verdlinnungsreihe wurden fiir die verbleibende Zeit bis zum Ende der
Inkubationszeit bei 4° C aufbewahrt. Zwischen dem Lésen des Standards und dem
Auftragen auf die Platte lagen jedoch nicht mehr als 60 Minuten. Die
Verdiinnungsreihe und die entsprechenden Konzentrationen sind in der folgenden

Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Verdiinnungsreihe fir den Standard.

GefaB | Inhalt Konzentration
1 50 pl Standard und 800 pl Diluent 4 10 ng/ml

2 400 pl Diluent 4 und 400 pl aus GefaR 1 mit 10 ng/ml 5ng/ml

3 400 pl Diluent 4 und 400 pl aus GefaR 2 mit 5 ng/ml 2,5 ng/ml

4 400 pl Diluent 4 und 400 pl aus Gefal 3 mit 2,5 ng/ml 1,25 ng/ml

5 400 pl Diluent 4 und 400 pl aus GefaR 4 mit 1,25 ng/ml 0,625 ng/ml

6 400 pl Diluent 4 und 400 pl aus GefaR 5 mit 0,625 ng/ml 0,312 ng/ml

7 400 pl Diluent 4 und 400 pl aus GefaR 6 mit 0,312 ng/ml 0,156 ng/ml

8 400 pl Diluent 4 0 ng/ml

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Vertiefungen der Platte auf sauberen
Papiertiichern entleert und dreimal mit dem Waschpuffer gewaschen (siehe 4.).

Die Vertiefungen der Platte wurden anschlieBend jeweils mit 100 ul der verdiinnten
Proben beimpft. Jede Probe wurde dabei in zwei benachbarte Vertiefungen gefiillt und
somit zweimal gemessen. Auch fir die Standardreihe wurden jeweils 100 pl in
benachbarte Vertiefungen pipettiert. Die Platte wurde wieder abgedeckt und bei 26°C
in einer verschlossenen, lichtundurchlassigen Plastikbox fiir weitere zwei Stunden
inkubiert.

Wahrend der Inkubation wurde der Detection-Antikérper in einer Konzentration von
3,6 pg/ml in Diluent 1 aufgelost. Kurz vor Ende der Inkubationszeit wurde der
aufgeloste Antikorper auf 100 ng/ml in Diluent 1 verdiinnt.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Vertiefungen der Platte auf sauberen

Papiertiichern entleert und dreimal mit dem Waschpuffer gewaschen (siehe 4.).
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Pro Vertiefung wurden 100 ul der Losung mit dem Detection-Antikorper aufgetragen.
AnschlieBend wurde die Platte wieder abgedeckt und in einer verschlossenen,
lichtundurchldssigen Plastikbox bei 26° C erneut fiir zwei Stunden inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Vertiefungen der Platte auf sauberen
Papiertiichern entleert und dreimal mit dem Waschpuffer gewaschen (siehe 4.).

60 pl Streptavidin-HRP wurden unmittelbar vor Gebrauch mit 12 ml Diluent 1 verdiinnt
und jede Vertiefung mit 100 ul dieser Losung befiillt. Es wurde darauf geachtet, die
Platte und die Losung keiner direkten Lichteinstrahlung auszusetzen. Danach wurde
die Platte wieder mit einer Klebefolie abgedeckt und in einer verschlossenen,
lichtundurchldssigen Plastikbox bei 26° C fiir 20 Minuten inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Vertiefungen der Platte auf sauberen
Papiertiichern entleert und dreimal mit dem Waschpuffer gewaschen (siehe 4.).

Aus H;0; und Tetramethylbenzidine im Verhaltnis 1:1 wurde die Substratlosung
hergestellt. In jede Vertiefung wurden 100 pl gegeben, wobei auch hier darauf
geachtet wurde, dass die Platte oder die Substratlésung keiner direkten
Lichteinstrahlung ausgesetzt werden. Nach dem Abdecken wurde die Platte in einer
verschlossenen, lichtundurchldssigen Plastikbox wieder fur 20 Minuten bei 26° C
inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden ohne weiteren Waschvorgang 50 ul der
Stoplosung (2N H,S0a) in jede Vertiefung appliziert.

Unmittelbar im Anschluss wurde die optische Dichte jeder Vertiefung mittels eines
Absorbance Microplate Readers bei einer Wellenlange von 450 nm und 570 nm
gemessen. Aus der Differenz der beiden Werte wurde die Hsp70-Konzentration der

jeweiligen Vertiefung ermittelt.

43



In Abbildung 9 sind alle Arbeitsschritte noch einmal als Ubersicht dargestellt.

Capture-

- Blocken
Antikérper Waschen e Waschen
(iber Nacht) (2 Stunden)
petecion. Serumproben
Waschen Antikérper Waschen
(2 Stunden) (2 Stunden)

Streptavidin- Substratlésung )
HRP Waschen Stoplosung

(20 Minuten) (20 Minuten)

Abbildung 9: Ubersicht Giber die einzelnen Arbeitsschritte des ELISAs. Eigene Darstellung.

2.2.3. Ermittlung des Outcomes der Patientinnen

Um den eventuellen prognostischen Wert von freiem Hsp70 im Serum zu untersuchen, wurde
die Gesundheit der Patientinnen mindestens vier Jahre nach Ende der Bestrahlung und drei
Jahre nach der letzten Blutentnahme untersucht. Die Daten der Patientinnen, die regelmaRig
zur Nachsorge im Klinikum rechts der Isar erschienen sind, waren im Archiv der Abteilung flr
Strahlentherapie hinterlegt. Bei den Patientinnen, die stattdessen zur Nachsorge bei ihrem
Gynakologen waren, wurde der gesundheitliche Status telefonisch erfragt. Die
durchgefiihrten Untersuchungen beinhalteten eine Mammographie, eine Sonographie der
Brust und eine klinische Untersuchung. Durchgefiihrt wurden diese Untersuchungen durch

das Klinikum rechts der Isar oder niedergelassene Gyndkologen.

Fir die weiteren Berechnungen wurden die Werte aller Patientinnen verwendet, deren

Outcome ermittelt werden konnte (n = 35).
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2.2.4. Statistische Auswertung

Jede Serumprobe wurde viermal gemessen. Der Mittelwert aus allen vier gemessenen Hsp70-
Konzentrationen wurde anschlieRend fiir die weiteren Berechnungen verwendet. Dabei
betrug die Standardabweichung der jeweils vier Messungen untereinander hochstens

25,05 %, bis auf drei Proben lag sie deutlich unter 20 % und in vielen Fallen sogar unter 10 %.

Um zu Uberprifen, ob klinische Parameter einen Einfluss auf die Hsp70-Konzentration im
Serum haben, wurden die Patientinnen anhand dieser Parameter in entsprechende Gruppen
eingeteilt und ihre Hsp70-Werte miteinander verglichen. Bei dem Vergleich zweier Gruppen
wurde der Mann-Whitney-U-Test zur Berechnung der statistischen Signifikanz verwendet, da
die Werte nicht normalverteilt waren. Bei einem Vergleich von drei oder mehr Gruppen wurde
stattdessen der Kruskal-Wallis-Test verwendet, der ebenfalls bei nicht normalverteilten Daten
eingesetzt wird. Wenn der so errechnete p-Wert unter 0,05 lag, wurde der Unterschied als
signifikant betrachtet. Bei den statistischen Auswertungen und insbesondere der Auswahl der
Signifikanztests wurde die Arbeit durch das Institut fir medizinische Statistik und

Epidemiologie unterstiitzt.

Fiir die weitere Datenverarbeitung wurden die Statistiksoftware IBM SPSS Statistics 25 sowie
Microsoft Excel 2016 verwendet. Tabellen und Diagramme wurden (iberwiegend mit
Microsoft Excel 2016 erstellt und bearbeitet, fiir die Berechnung von Mittelwerten und die

Anwendung von Signifikanztests wurde dagegen vor allem IBM SPSS Statistics 25 genutzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv

Alle in die Studie eingeschlossenen Personen (n = 40) waren weiblich und an unilateralem
Mammakarzinom erkrankt. Ausschlusskriterien waren Fernmetastasen, Zweitkarzinome, eine
neoadjuvante Chemotherapie, friihere Strahlentherapie sowie eine Mastektomie anstelle
einer Brust-erhaltenden Therapie. Im Folgenden werden die Patientinnen mit bekanntem
Outcome (n = 35), die in die weiteren Berechnungen einbezogen wurden, genauer

beschrieben.

Die jlingste Patientin erkrankte in einem Alter von 43 Jahren an Brustkrebs, die dlteste war bei
Diagnosestellung 83 Jahre alt. Im Median betrug das Alter der Patientinnen bei
Diagnosestellung 57 Jahre. Die jingste und die alteste Patientin sind in der folgenden
Abbildung 10 durch die Enden der Antennen dargestellt. Das Perzentil P25 betrdgt 51,5 Jahre
und ist durch das untere Ende der Box gekennzeichnet. Das obere Ende der Box gibt das
Perzentil P75 von 66,5 Jahren an und die Linie innerhalb der Box zeigt den Median mit

57 Jahren (Abbildung 10).

Altersverteilung
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Abbildung 10: Altersverteilung der Studienteilnehmerinnen. Eigene Darstellung.
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Die GroRRe des Tumors lag jeweils zwischen 0,2 cm und 2,2 cm, im Median bei 1,1 cm. Die
Verteilung kann Abbildung 11 entnommen werden. Die Ausdehnung des kleinsten und des
grofiten Tumors werden durch die Enden der Antennen angezeigt, die Box umfasst den
Bereich zwischen dem Perzentil P25 und P75 und der Median wird durch die horizontale Linie

innerhalb der Box dargestellt.

Verteilung der Tumorgrof3e
2.5

1.5

TumorgrofBein cm

0.5

0
Tumorgrolse

Abbildung 11: Verteilung der TumorgrofRRe der Studienteilnehmerinnen. Eigene Darstellung.

Bei 30 Patientinnen wurde das Karzinom anhand des TNM-Stagings als T1 eingestuft, flinf
Tumoren wurden im Stadium T2 diagnostiziert. Fernmetastasen fihrten zum Ausschluss aus
der Studie, weshalb alle Patientinnen als MO eingestuft wurden. AuRerdem fanden sich bei 30
Patientinnen auch keine Lymphknotenmetastasen, sodass diese als Stadium NO klassifiziert
wurden. Die Ubrigen fiinf Patientinnen wurden dem Stadium N1 zugeordnet. Bezlglich des
Gradings wurden die Tumore bei sieben Patientinnen als Grade 1, bei 26 als Grade 2 und bei
zwei Frauen als Grade 3 eingestuft. Bei einer Patientin fanden sich Merkmale eines Grade 1
und eines Grade 2 Tumors. Fir die weiteren Berechnungen wurde diese Patientin in die

Gruppe mit Grade 2 aufgenommen.

Die folgende Tabelle 11 gibt einen Uberblick tiber die Tumoreigenschaften der einzelnen

Patientinnen.
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Tabelle 11: Charakteristika des Tumors bei den einzelnen Studienteilnehmerinnen.

Patientin GroRBe des Tumors (cm)
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31 1 1b 1la 0 2
32 1 1b 0 0 2
33 1.6 1c 0 0 2
34 1.5 2 0 0 2
35 1 1b 0 0 2

Chirurgisch wurden alle Patientinnen mit einer brusterhaltenden Therapie und einer
Strahlentherapie im Anschluss behandelt. Neben der Bestrahlung der gesamten Brust
erhielten 35 der Patientinnen eine Boost-Bestrahlung, eine Dosissteigerung in dem Bereich, in
dem der Tumor lokalisiert war, um das Risiko fiir Lokalrezidive zu minimieren. Die Dosis des
Boosts betrug dabei im Median 10 Gy, die Gesamtdosis der Strahlentherapie inklusive Boost
60 Gy. Da die Mammakarzinome aller Patientinnen als Ostrogen- und Progesteronrezeptor-
positiv eingestuft wurden, wurde bei zwolf Frauen eine Hormontherapie vor Beginn der
Strahlentherapie begonnen und bei 22 Patientinnen danach. Eine Patientin verweigerte diese

Therapie. Zusatzlich wurden acht Patientinnen einer adjuvanten Chemotherapie unterzogen.

Das Outcome der Patientinnen wurde mindestens drei, in den meisten Fallen vier oder funf
Jahre nach Ende der Strahlentherapie untersucht. Innerhalb der ersten zwei Jahre entwickelte
eine Patientin Fernmetastasen und eine weitere einen zweiten Tumor der kontralateralen
Brust. Eine Patientin erkrankte nach zwei Jahren an einem Endometriumkarzinom. Die ibrigen
32 Frauen blieben mindestens drei Jahre nach Ende der Bestrahlung tumorfrei, 18 davon sogar

funf Jahre (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Outcome der Patientinnen: 32 Frauen blieben mindestens drei Jahre tumorfrei, zwei erlitten ein
Mammakarzinom der kontralateralen Brust oder Metastasen und eine Patientin entwickelte ein

Endometriumkarzinom. Bei fiinf Patientinnen ist das Outcome unbekannt. Eigene Darstellung.

Die Verteilung aller oben beschriebenen Charakteristika in Prozent sowie in absoluten Zahlen

ist in Tabelle 12 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 12: Altersverteilung, Therapie und Charakteristika des Tumors der 35 in die Auswertung einbezogenen

Patientinnen.

Alter (Jahre) N %
40-49 8 23
50-59 11 32
60-69 11 31
>70 5 14

Chemotherapie
Ja 8 23
Nein 27 77

Hormontherapie

Beginn vor Strahlentherapie 12 34
Beginn nach Strahlentherapie 22 63
Keine 1 3

TumorgroBle (cm)

<1 12 34
1-2 20 57
>2 3 9
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pTNM
T1 (a-c)
T2
NO
N1
MO
G1
G2
G3
Hormonrezeptorstatus
Ostrogenrezeptor*
Progesteronrezeptor®
Gesamtdosis (Gy)
40
60
66
Dosis des Boosts (Gy)
10
16
Klinisches Outcome
krankheitsfrei >3 Jahre
krankheitsfrei >5 Jahre
Endometriumkarzinom

Metastasen/Zweittumor der kontralateralen Brust
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30

30

35

26

35
35

27

25

14
18

%
86
14
86
14
100
20
74

100
100

77

14

72
14

40
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Um das freie Hsp70 im Serum wahrend des Therapieverlaufs zu bestimmen, wurde den
Patientinnen zu sechs verschiedenen definierten Zeitpunkten Blut abgenommen: Die erste
Blutentnahme fand nach der Operation, aber noch vor Beginn der Strahlentherapie (RT) statt.
Nach der Halfte der Bestrahlung, nach 30 Gy folgte die zweite Blutentnahme, die dritte direkt
nach Ende der Strahlentherapie. Anschliefend wurden drei weitere Blutproben sechs
Wochen, sechs Monate und ein Jahr nach der Bestrahlung im Rahmen der Nachsorgetermine

abgenommen. Die folgende Abbildung 13 verdeutlicht die zeitlichen Zusammenhange.

Brust-erhaltende Operation
SZ
t1 (vor RT)
N7
Beginn der RT
N7
t2 (nach 30 Gy)

A4
t3 (Ende der RT)

N7
t4 (6 Wochen nach RT)

N7
t5 (6 Monate nach RT)

A4
t6 (1 Jahr nach RT)

Abbildung 13: Zeitverlauf von Therapie und Blutentnahmen. Eigene Darstellung.

3.2. Hsp70 im Therapieverlauf

Die Blutentnahmen zu den sechs verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf der Therapie dienten
dazu, die Veranderung der Hsp70-Konzentration im Serum wahrend der Behandlung zu
guantifizieren. Nachfolgend sind die Einzelverlaufe aller Patientinnen mit bekanntem
Outcome (n = 35) dargestellt (Abbildung 14). Im Normalfall wurden die Einzelwerte aller sechs
Zeitpunkte ermittelt. In manchen Fallen, wenn die Patientin nicht zum letzten Follow-Up und
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zur Blutentnahme nach einem Jahr erschienen ist, konnte das freie Hsp70 im Serum nur bis
einschlieflich t5 (6 Monate nach Ende der Bestrahlung) bestimmt werden. In diesen Fallen
fehlt der letzte Wert im Diagramm. Der Verlauf der Patientin 33 kann nicht beurteilt werden,
da von dieser Patientin nur zu t1 bis t3 Serumproben vorlagen und daher nur die ersten drei
Hsp70-Werte bestimmt werden konnten. Wie der weitere Verlauf der Hsp70-

Serumkonzentration in ihrem Fall war, |asst sich aus diesen drei Werten nicht ableiten.
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Abbildung 14: Einzelne Hsp70-Verlaufe aller Patientinnen mit bekanntem Outcome (n=35). Eigene Darstellung.

Der Vergleich der einzelnen Patientinnen untereinander zeigt hier sehr heterogene Hsp70-
Verlaufe. In vielen Fallen lassen sich keine groBen Veranderungen des freien Hsp70 im Serum
Uber den kompletten Therapieverlauf hinweg erkennen und die Kurven bleiben hinsichtlich
der Hsp70-Konzentration relativ konstant. Dies trifft insbesondere auf die Patientinnen 2, 7,

8, 12, 15, 16, 20, 29 zu. Deren Hsp70-Verlaufe sind abgesehen von geringen Schwankungen



auf einem gleichbleibenden Niveau ohne deutliche Peaks (Spitzen) und ohne einen klar

erkennbaren Anstieg oder Abfall.

Zudem unterscheiden sich bei den Patientinnen 9, 18, 19, 25, 27, 28, 34 und 35 die Hsp70-
Konzentrationen bei t1 und t5 bzw. t6 wenig voneinander. Die Kurven dieser Patientinnen
zeigen jedoch einen ungleichmaBigen Verlauf mit Peaks und Anstiegen oder Abfallen. Meist
liegt die Hsp70-Serumkonzentration bei t4 oder t5 noch einmal auf einem @hnlich hohen oder
hoheren Niveau als bei t1. Zwischen den ersten Werten und diesem Peak zeigt sich ein U-
formiger Verlauf mit niedrigeren Hsp70-Konzentrationen. Der letzte Wert bei t6 liegt dann
meist wieder auf einem niedrigeren Niveau. Bei Patientin 19 und 28 kann dieser letzte Wert

nicht beurteilt werden.

Die Kurven der Patientinnen 1, 3, 4, 6 und 32 zeigen keine Peaks, hier ist jedoch eine Tendenz
hin zu niedrigeren Hsp70-Werten gegen Ende der Therapie zu erkennen. Einige weitere
Patientinnen zeigen ebenfalls insgesamt eher fallende Hsp70-Werte lber den Verlauf der
Therapie, allerdings kann hier zuséatzlich ein Anstieg des Proteins nach Ende der der
Bestrahlung festgestellt werden. Dazu zdhlen die Patientinnen 11 und 13. Ein dhnlicher Verlauf
ist bei den Patientinnen 30 und 31 zu beobachten, wobei der Zwischenanstieg hier schon nach
30 Gy bei t3 stattfindet. Zudem zeigt sich bei Patientin 26 insgesamt eine fallende Kurve,

allerdings ist hier der Wert bei t2 deutlich héher als zu den librigen Zeitpunkten.

Bei vielen Frauen fallt die Konzentration des Hsp70 im Serum jedoch tGber den Verlauf der Zeit
nicht ab, sondern steigt an. Insbesondere bei den Patientinnen 5, 10, 17, 21-23 zeigt sich ein
relativ geradliniger Verlauf ohne Peaks mit steigender Tendenz. Ein grundsatzlicher Anstieg
der Hsp70-Serumkonzentration, der allerdings durch einen Abfall bei t4 bzw. t5 unterbrochen
ist und sich anschlieRend fortsetzt, kann in den Kurven der Patientinnen 14 und 24 beobachtet

werden.

Insgesamt ist jedoch nicht nur der Verlauf der Hsp70-Konzentration im Serum individuell sehr
unterschiedlich, sondern insbesondere auch die absoluten Werte. Betrachtet man
beispielsweise die Patientinnen 15 und 16, so fallt auf, dass beide Kurven zwar einen sehr
ahnlichen, gleichbleibenden Verlauf nehmen, die absolute Hsp70-Konzentration bei Patientin
15 jedoch um ca. 1 ng/ml Gber der von Patientin 16 liegt. Die folgende Abbildung 15 zeigt die
Verteilung der Hsp70-Konzentrationen unter allen Patientinnen (n = 35) zu den sechs

unterschiedlichen Zeitpunkten der Blutentnahme.
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Die Linien in der Mitte der Boxen stellen dabei den Median der jeweils 35 Einzelwerte dar, die
Box selbst den Interquartilsabstand. Das Ende der Antennen nach oben und unten zeigt
jeweils den héchsten und den niedrigsten zu diesem Zeitpunkt gemessenen Einzelwert ohne
sogenannte ,Ausreier” an. Diese AusreiRRer, deren Wert deutlich Gber den anderen liegt, sind

durch die Punkte auf Hohe der jeweiligen Hsp70-Konzentration dargestellt.

Hsp70 im Therapieverlauf
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Abbildung 15: Verteilung der Hsp70-Serumkonzentrationen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten. Eigene

Darstellung.

Hier zeigt sich, dass zwar die meisten Werte zu einem Zeitpunkt auf einem dhnlichen Niveau
liegen, allerdings finden sich bei t1, t2, t5 und t6 auch Patientinnen, die eine deutlich hohere
Hsp70-Konzentration im Serum aufweisen. Insbesondere bei t5 ldsst sich dem Diagramm
entnehmen, dass die Streuung der meisten Werte eher klein ist, weil die 25 %-Perzentile und
die 75 %-Perzentile einen engen Bereich einschlielen. Zu diesem Zeitpunkt gibt es jedoch auch

finf Werte, die deutlich nach oben abweichen.

Die absolute Hsp70-Konzentration im Serum liegt bei den meisten Patientinnen um 2,0 ng/ml,
wobei der Median zwischen t1 und t2 abfallt, anschlieffend ansteigt bis t4 und danach wieder
leicht rlicklaufig ist. Betrachtet man den hier dargestellten Median aus allen Patientinnen, sind

die Unterschiede jedoch nur gering. Erst die Untersuchung der Verldaufe einzelner
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Patientinnen zeigt, wie individuell unterschiedlich sich das freie Hsp70 im Serum im

Therapieverlauf verhalt.

3.3. Assoziationen zwischen Hsp70 und klinikopathologischen Parametern

3.3.1. Alter der Patientinnen

Da das Alter der Patientinnen wie oben beschrieben grofle Unterschiede aufwies, wurde
Uberprift, ob daraus ein Einfluss auf das freie Hsp70 im Serum entsteht. Dazu wurden die
Patientinnen in vier Altersgruppen (bezogen auf den Zeitpunkt der Diagnose) aufgeteilt. Die
erste Gruppe umfasste acht Patientinnen in einem Alter zwischen 40 und 49 Jahren bei
Diagnosestellung. In der zweiten Gruppe wurden elf Patientinnen zwischen 50 und 59 Jahren
zusammengefasst. Die elf Patientinnen der dritten Gruppe waren 60 bis 69 Jahre alt und die
vierte Gruppe bestand aus fiinf Patientinnen ab einem Alter von 70 Jahren. In jeder Gruppe
wurde der Mittelwert aus den Einzelwerten einer jeden Patientin gebildet. Um weiterhin den
Verlauf der Serumkonzentration des freien Hsp70 untersuchen zu kénnen, wurde der
Mittelwert dabei fiir jeden der sechs Zeitpunkte getrennt ermittelt. Mithilfe des Kruskal-
Wallis-Tests fur drei oder mehr unabhéangige Stichproben wurde berechnet, ob es jeweils zum
gleichen Zeitpunkt Unterschiede zwischen den Mittelwerten der vier Gruppen gibt. In keinem

Fall zeigte sich dabei ein signifikanter Unterschied mit p < 0,05 (Tabelle 13).

Tabelle 13: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hsp70-Konzentration, eingeteilt nach Altersgruppen.

Alter N tl t2 t3 t4 t5 t6

40-49 8 2.11+0.78 2.47+2.05 1.9740.64 1.77+0.78 2.40+1.31 2.33+0.67
50-59 11 2.56+0.99 2.11+0.71 2.1740.51 2.55+0.74 2.33+1.03 2.07+0.03
60-69 11 2.42+0.76 2.09+0.58 2.09+0.40 2.15+0.57 2.26+0.67 2.48+1.25
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>70 5 2.51+1.62 2.14+40.95 1.77+0.54 2.43+0.88 2.36+1.18 2.29+1.09

p-Wert 0.776 0.883 0.646 0.179 0.993 0.991

Kruskal-Wallis-test

3.3.2. Charakteristika des Tumors

Bereits vor der ersten Blutentnahme war der Tumor bei allen Patientinnen RO reseziert
worden, sie waren also definitionsgemald tumorfrei. Die folgende Untersuchung sollte zeigen,
ob und wie lange Charakteristika des Mammakarzinoms wie GroRRe, TNM-Staging oder Grade
auch nach der Operation noch einen Einfluss auf den Konzentrationsverlauf des freien Hsp70

im Serum nehmen.

Zuerst wurde die TumorgroBe betrachtet. Dazu wurden drei Gruppen gebildet, die erste mit
einer TumorgrofRe < 1 cm (n = 12). Die TumorgréBe in der zweiten Gruppe lag zwischen 1 cm
und 2 cm (n = 20) und in der dritten Gruppe (n = 3) wurden Patientinnen mit einem Tumor

> 2 cm zusammengefasst. In Abbildung 16 ist der Hsp70-Verlauf der drei Gruppen dargestellt.

TumorgroRe
3.50

3.00
E 750 /.
\ 8
20 2.00
R 1.50
1.00
0.50

0.00

n

tl t2 t3 t4 t5 t6

=2=<1cm 1-2cm =+=>2cm

Abbildung 16: Verlauf der Hsp70-Serumkonzentrationen bei Patientinnen mit praoperativ unterschiedlich

grolRen Tumoren. Eigene Darstellung.
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Wahrend der Verlauf besonders bei Tumorgrofien zwischen 1 cm und 2 cm Gber den gesamten
Zeitraum relativ gleichmaRig ist, sind die Veranderungen bei der Gruppe mit einem Tumor
> 2 cm deutlicher. Zu bedenken ist hierbei allerdings die geringe Patientenzahl (n = 3) in dieser
Gruppe, wodurch kleine Verdanderungen groRere Auswirkungen haben kénnen. In diesen
beiden Gruppen fallt die Hsp70-Konzentration initial leicht ab, ab t2 bzw. t3 kommt es zu
einem leichten Anstieg und ab t4 kommt es zu einem geringen Abfall des freien Hsp70 im
Serum. Der Verlauf in der Gruppe mit kleinen Tumoren < 1 cm unterscheidet sich jedoch von
dem der anderen Patientinnen. Hier ist am Anfang ebenfalls ein Abfall bis t3 zu beobachten,
danach allerdings ein kontinuierlicher Anstieg, der auch ein Jahr nach Ende der Bestrahlung
noch anhalt. Ein Jahr nach Ende der Bestrahlung (t6) zeigten sich in der Gruppe mit den
kleinsten Tumoren < 1 cm die héchsten und in der Gruppe mit den groBten Tumoren > 2 cm
die niedrigsten Hsp70-Werte. Der Kruskal-Wallis-Test ergab jedoch keine signifikanten

Unterschiede zwischen den drei Gruppen (Tabelle 14).

Neben der TumorgréRBe ist vor allem das Staging eine relevante Untersuchung, die liber die
weitere Therapie und Prognose entscheidet. In das sehr verbreitete TNM-Staging flielRen
Informationen Uber GrofRe und Ausbreitung des Primartumors, der Befall von regionaren
Lymphknoten und eventuelle Fernmetastasen ein. Da Fernmetastasen einen der
Ausschlussgriinde fur die Studienteilnahme darstellten, sind alle Patientinnen als MO
eingestuft worden. Es gab jedoch Unterschiede beziglich des Primartumors und der

Lymphknotenmetastasen.

Der Vergleich der Hsp70-Konzentration im Serum der Patientinnen im Stadium T1 (n = 30) mit
Patientinnen im Stadium T2 (n = 5) zeigte kaum Unterschiede Uber den kompletten
Therapieverlauf hinweg (Abbildung 17). Ein Jahr nach Ende der Bestrahlung zeigte sich mit
2,50 ng/ml ein etwas hoherer Wert bei den Patientinnen im Stadium T1 gegeniber den
anderen im Stadium T2 mit einem Wert von 1,74 ng/ml. Allerdings ist die Stichprobe im

Stadium T2 mit funf Patientinnen sehr klein, sodass der Unterschied nicht signifikant ist.
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Abbildung 17: Verlauf der Hsp70-Serumkonzentration bei Patientinnen mit als T1 und T2 eingestuften Tumoren.

Eigene Darstellung.

Ein ahnliches Ergebnis zeigte sich auch beim Vergleich der Patientinnen anhand ihres
Lymphknotenstatus (Abbildung 18). Bis t5 liegen die Mittelwerte der Gruppen im Stadium NO
(n=30) und im Stadium N1 (n = 5) sehr nah aneinander. Der letzte Hsp70-Wert ein Jahr nach
Ende der Bestrahlung liegt mit 3,23 ng/ml bei der Gruppe mit Lymphknotenmetastasen liber
dem Wert von 2,32 ng/ml der anderen Patientinnen. Auffillig ist, dass hier die Patientinnen
mit der schlechteren Prognose bei t6 den hdoheren Wert haben, bei Betrachtung der
Tumorausdehnung jedoch die mit der besseren Prognose. Aufgrund der auch hier sehr
geringen Anzahl von Patientinnen im Stadium N1 ist der Unterschied jedoch ebenfalls nicht
signifikant. Die genauen Werte und die Ergebnisse des Signifikanztests sind aus Tabelle 14

ersichtlich.
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Abbildung 18: Verlauf der Hsp70-Serumkonzentration bei Patientinnen mit (N1) und ohne befallene

Lymphknoten (NO). Eigene Darstellung.

Grading
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Abbildung 19: Verlauf der Hsp70-Serumkonzentration bei Patientinnen mit Grade 1-3 Tumoren. Eigene

Darstellung.

Neben TumorgroRe und Staging wurde auch das Grading der Tumore berlcksichtigt

(Abbildung 19). Anhand der Differenzierung und der Ahnlichkeit mit dem Ursprungsgewebe
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werden Tumore nach der Operation durch die Pathologie in verschiedene Grade eingeteilt.
G1 steht dabei fir ein gut differenziertes Gewebe, das noch relativ stark mit dem

Ursprungsgewebe (ibereinstimmt. G2 ist weniger gut und G3 nur schlecht differenziert.

Das Grading beeinflusst auch die weitere Therapie und Prognose. Von den untersuchten
Patientinnen hatten sieben einen G1 Tumor, bei 26 wurde der Tumor als G2 klassifiziert und

bei 2 Patientinnen als G3.

Der Verlauf bei den Patientinnen mit G1 und G3 Tumoren zeigt einen Abfall zwischen t1 und
t2, anschliefend einen Anstieg bis t4 und nach einem niedrigeren Wert ein halbes Jahr nach
der Bestrahlung (t5) einen erneuten Anstieg bis t6. In der Gruppe mit G2 Tumoren scheint der
Verlauf verzégert zu sein. Hier steigt die Hsp70-Konzentration nach einem initialen Abfall erst
ab t3 wieder an, der Anstieg bleibt jedoch bis t5. Der letzte Wert ein Jahr nach Ende der
Bestrahlung (t6) ist wieder niedriger, der Anstieg in den anderen Gruppen zu diesem Zeitpunkt
fehlt. Insgesamt lagen die Hsp70-Werte der drei Gruppen jedoch stets sehr eng beieinander

und es zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied.

In der folgenden Tabelle 14 sind die Mittelwerte der Hsp70-Konzentration und die
Standardabweichungen innerhalb der einzelnen Gruppen beziiglich TumorgréBRe, pTNM-

Stagings und Grading aufgefiihrt. Auch die p-Werte kdnnen der Tabelle entnommen werden.

Tabelle 14: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hsp70-Konzentration, eingeteilt nach TumorgroRe,

TNM-Staging und Grading.

TumorgroBe N t1 t2 t3 t4 t5 té6

(cm)

<1 12 2.62+1.35 2.55+1.69 2.11+0.50 2.18+0.78 2.71+1.26 2.94+1.26
1-2 20 2.26+0.55 2.00+0.60 2.04+0.49 2.26+0.75 2.17+0.76 2.16+0.58
>2 3 2.56+1.51 2.02+0.96 1.80+0.84 2.13+0.88 1.79+0.65 1.65+0.80
p-Wert 0.990 0.833 0.809 0.976 0.379 0.132

Kruskal-Wallis-test
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pTNM

T1 (a-c) 30 2.40+0.95 2.19+1.15 2.07+0.49 2.19+0.75 2.33+0.97 2.50+0.99
T2 5 2.43+1.15 2.18+1.01 1.85+0.66 2.37+0.78 2.29+1.14 1.74+0.68
p-Wert 1.00 0.982 0.536 0.671 0.962 0.162

Mann-Whitney-U-test

NO 30 2.36+0.98 2.17+1.18 2.02+0.50 2.18+0.73 2.39+1.05 2.32+0.98
N1 5 2.70+0.84 2.32+0.73 2.16+0.63 2.42+0.94 2.00+0.13 3.23
p-Wert 0.369 0.395 0.732 0.671 0.539 0.261

Mann-Whitney-U-test

Grading

Gl 7 2.57+41.52 2.1340.76 2.11+0.67 2.22+1.06 2.14+0.49 2.56+0.70
G2 26 2.38+0.83 2.24+1.26 2.02+0.50 2.17+0.70 2.35+1.12 2.07+0.66
G3 2 2.48+0.72 1.96+0.71 2.10+0.03 2.39+0.12 2.19+0.33 2.91
p-Wert 0.849 0.985 0.993 0.781 0.776 0.239

Kruskal-Wallis-test

3.3.3. Einfluss der Chemotherapie

Eine Chemotherapie geht im Allgemeinen mit ausgepragten Nebenwirkungen einher und hat
auch einen Einfluss auf das Immunsystem. Deshalb wurde untersucht, ob sich daraus
konsekutiv Veranderungen der Konzentration des freien Hsp70 im Serum ergeben. Dazu
wurden zwei Gruppen gebildet, von denen eine (n = 8) zuséatzlich zu Operation und

Bestrahlung mit einer Chemotherapie behandelt wurde. Die andere Gruppe (n = 27) erhielt
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diese Therapie nicht. Zu jedem der sechs Zeitpunkte wurde in beiden Gruppen der Mittelwert
aus den Einzelwerten einer jeden Patientin errechnet. Flir die Berechnung des Unterschieds
zwischen den beiden Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test herangezogen, da es sich nur

um zwei unabhangige Stichproben handelt.

Tabelle 15: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hsp70-Konzentration, eingeteilt nach erhaltener

Chemotherapie.
Chemo- N t1 t2 t3 t4 t5 t6

therapie

Nein 27 2.52+41.01 2.31+41.18 2.12+0.44 2.20+0.66 2.36+1.00 2.45+0.95

Ja 8 2.02+0.67 1.78+0.81 1.79+0.69 2.30+1.08 2.21+0.95 1.44+0.81

p-Wert 0.236 0.061 0.113 0.934 0.771 0.198
Mann-Whitney-U-test

Wie in Tabelle 15 erkennbar, zeigt sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied
zwischen den Patientinnen mit Chemotherapie und denen, die diese Therapie nicht erhalten
hatten. Nach 30 Gy (t2) ist jedoch der Hsp70-Wert der Gruppe ohne Chemotherapie
geringfligig hoher als der der anderen Gruppe, allerdings ist der Unterschied nicht signifikant.
In Abbildung 20 sind die Hsp70-Werte beider Gruppen Uber den Therapieverlauf hinweg

ersichtlich.
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Abbildung 20: Verlauf der Hsp70-Serumkonzentration bei Patientinnen mit und ohne Behandlung durch eine

Chemotherapie. Eigene Darstellung.

Auffallig ist, dass die Hsp70-Werte der Patientinnen ohne Chemotherapie liber nahezu den
kompletten Verlauf etwas niedriger sind als in der Gruppe, die eine Chemotherapie erhalten
hatte. Nur sechs Wochen nach Ende der Bestrahlung (t4), Gbersteigt der Hsp70-Wert der
Gruppe ohne Chemotherapie geringfligig den der anderen Patientinnen. Sechs Monate nach
der Strahlentherapie (t5) ist die Hsp70-Konzentration wieder etwas niedriger, der Unterschied
ist dabei jedoch sehr gering. Insgesamt fallt die Hsp70-Konzentration in der Gruppe ohne
Chemotherapie ab t4 deutlich ab, wohingegen sie in der anderen Gruppe nach einem
anfanglichen Abfall bereits ab t3 wieder ansteigt. Dennoch sind die Unterschiede zu keiner

Zeit statistisch signifikant.

3.3.4. Einfluss der Strahlendosis

Die Therapie der Patientinnen unterschied sich nicht nur in der Gabe von Chemotherapeutika,
sondern auch bezliglich der Strahlendosis, der die Brust nach der Operation ausgesetzt wurde.
Die meisten Patientinnen erhielten eine Gesamtdosis von 60 Gy (n = 27), drei Patientinnen
wurden mit nur 40 Gy bestrahlt und bei finf Patientinnen betrug die Gesamtdosis 66 Gy. In
der Gesamtdosis enthalten ist der Boost, eine selektive Bestrahlung der Region, wo der Tumor

vor der Operation lokalisiert war. Bis auf finf Patientinnen wurden alle Frauen mit einem
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solchen Boost bestrahlt, in den meisten Fallen mit einer Gesamtdosis von 10 Gy (n = 25), die
Ubrigen funf Patientinnen erhielten einen Boost von 16 Gy. Die entsprechenden Verldufe der

Hsp70-Serumkonzentration kénnen Abbildung 21 entnommen werden.

Gesamtdosis
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S 2.00
S 1.50
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Abbildung 21: Verlauf der Hsp70-Serumkonzentration bei Patientinnen, die mit unterschiedlichen Strahlendosen

bestrahlt wurden. Eigene Darstellung.

In diesem Diagramm ist deutlich erkennbar, dass der Hsp70-Verlauf in allen drei Gruppen
nahezu identisch ist. Die einzige Ausnahme bildet hier ein héherer Wert zum Zeitpunkt t5.
Dieser Mittelwert kommt durch eine héhere Hsp70-Konzentration im Serum von nur zwei der
funf Patientinnen zustande. Bei den anderen Patientinnen in dieser Gruppe ist der Wert zum
Zeitpunkt t5 nicht wesentlich héher als zu den anderen Zeitpunkten, daher ist der Unterschied
hier nicht statistisch signifikant. Zur letzten Blutentnahme (t6) erreicht der Mittelwert auch

dieser Gruppe wieder ein dhnliches Niveau wie in den beiden anderen Gruppen.

Ein Vergleich der verschiedenen Strahlendosen, die im Rahmen des Boosts appliziert wurden,
zeigt ein sehr ahnliches Bild. Die Patientinnen mit einem Boost in einer Dosis von 16 Gy sind
identisch mit denen, die 66 Gy als Gesamtdosis erhielten. Daher sind auch hier die Hsp70-
Konzentrationen der beiden Gruppen bis auf einen hoheren Wert (t5) der Gruppe, die mit

einem Boost von 16 Gy bestrahlt wurde, wieder sehr dahnlich in ihrem Verlauf.
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In der folgenden Tabelle 16 sind die genauen Hsp70-Serumkonzentrationen in Abhangigkeit
von der Gesamtdosis und der Dosis des Boosts sowie die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-

Signifikanztests dargestellt.

Tabelle 16: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hsp70-Konzentration, eingeteilt nach erhaltener

Gesamtdosis und Dosis einer eventuellen Teilbrustbestrahlung in Form eines Boosts.

Gesamtdosis N t1 t2 t3 t4 t5 t6

(Gy)

40 3 2.24+0.67 2.05+0.36 1.88+0.22 2.10+0.45 2.19+0.29 2.67+0.71
60 27 2.42+0.95 2.22+1.21 2.04+0.55 2.27+0.82 2.18+0.77 2.33+1.07
66 5 2.41+1.30 2.10+1.02 2.13+0.47 1.99+0.28 3.42+1.91 2.24+0.72
p-Wert 0.947 0.838 0.719 0.921 0.629 0.597

Kruskal-Wallis-test

Gesamtdosis

Boost (Gy)

0 5 3.20+1.80 2.31+0.47 2.14+0.26 2.72+0.55 2.62+0.69 2.79+0.61
10 25 2.30+0.80 2.20+1.25 2.02+0.56 2.21+0.82 2.12+0.76 2.30+1.13
16 5 2.41+1.30 2.10+1.02 2.13+0.47 1.99+40.28 3.42+1.91 2.24+0.72
p-Wert 0.638 0.598 0.853 0.480 0.429 0.351

Kruskal-Wallis-test

3.4. Assoziation zwischen Hsp70 und dem klinischen Outcome

Diese Arbeit hat die Erforschung von freiem Hsp70 im Serum als potenziellem Biomarker fir

das klinische Outcome von Brustkrebspatientinnen zum Ziel. Daher wurde mehrere Jahre nach
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Ende der Bestrahlung der Gesundheitsstatus der Patientinnen UGberprift. In 18 Fallen konnte
das Outcome fiinf Jahre nach Ende der Bestrahlung bestimmt werden, in weiteren 15 Fallen
nach vier Jahren und bei zwei Patientinnen lagen zwischen der Bestrahlung und der

Untersuchung des Outcomes drei Jahre.

Bei funf Patientinnen war die Ermittlung des Outcomes leider nicht moglich, sodass deren
Hsp70-Werte nicht in die Berechnungen einbezogen wurden. Insgesamt blieben 32 der 35
Patientinnen nach der Behandlung bis zur aktuellsten Nachsorgeuntersuchung tumorfrei. Eine
Patientin entwickelte innerhalb von zwei Jahren ein Mammakarzinom der kontralateralen
Brust, bei einer weiteren Patientin bildeten sich im gleichen Zeitraum Fernmetastasen. Eine
dritte Patientin erkrankte innerhalb von zwei Jahren an einem Endometriumkarzinom, erlitt
jedoch keinen Rickfall des Mammakarzinoms. In Abbildung 22 wurden die langfristig
tumorfreien Patientinnen gemeinsam mit der Patientin, die das Endometriumkarzinom
entwickelt hatte, zu einer Gruppe (n = 33) zusammengefasst. Diese Patientin wurde mit einer
Hormontherapie behandelt, die das Risiko fiir Endometriumkarzinome erhoht. Daher ist
davon auszugehen, dass dieser Krebs nicht direkt mit dem Brustkrebs in Verbindung steht.
Zudem unterschieden sich die Hsp70-Werte der Patientin nicht von denen der anderen Frauen

ohne Rezidiv oder Metastasen.
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Abbildung 22: Verlauf der Hsp70-Serumkonzentration bei Patientinnen mit unterschiedlichem Outcome. Eigene
Darstellung.
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Uber den gesamten Therapieverlauf ist der Mittelwert der Hsp70-Konzentration der Gruppe
mit unglinstigem Outcome hoher als im Kollektiv der tumorfreien Patientinnen. Erst ein Jahr
nach Ende der Bestrahlung gleichen sich die Werte an (t6). Insbesondere nach 30 Gy (t2) fallt
ein hoher Peak in der Gruppe der Patientinnen mit einem Riickfall des Mammakarzinoms oder
Metastasen auf. Sechs Wochen nach der Bestrahlung (t4) zeigt sich ein erneuter Anstieg in

dieser Gruppe, zu diesem Zeitpunkt mit deutlich geringerer Standardabweichung als bei t2.

Mit zwei Patientinnen ist die Gruppe derer, die einen Rickfall des Mammakarzinoms bzw.
Metastasen entwickelt haben, sehr klein. Dennoch zeigt der Vergleich mit den Patientinnen,
die keinen Riickfall erlitten haben, direkt nach Ende der Strahlentherapie (t3) und auch noch
sechs Wochen spater (t4) einen statistisch signifikanten Unterschied im Hsp70-Serumspiegel
(pt3 = 0,03 und pta = 0,007). In diesem Zeitraum ist das freie Hsp70 im Serum der Patientinnen
mit unglinstigem Outcome deutlich hoher konzentriert als bei den Patientinnen, die tumorfrei
blieben. Eine der beiden Frauen hatte auch nach 30 Gy (t2) schon einen ausgesprochen hohen
Wert, bei der anderen schien die Hsp70-Serumkonzentration jedoch erst etwas spéter
anzusteigen. In Verbindung mit der geringen StichprobengroRe ist die Standardabweichung
bei t2 daher vergleichsweise hoch und der Unterschied zu den tumorfreien Patientinnen nicht
statistisch signifikant (pt2 = 0,08). Alle Werte und die p-Werte kdnnen Tabelle 17 entnommen

werden.

Tabelle 17: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hsp70-Konzentration, eingeteilt nach dem Outcome der

Patientinnen.

Outcome N t1 t2 t3 t4 t5 t6
Tumorfrei 33 2.37+0.97 2.02+0.70 1.99+0.48 2.13+0.68 2.31+1.00 2.36+0.99
Mamma- 2 3.04+0.50 4.91+3.34 2.84+0.37 3.58+0.35 2.58+0.62 2.45
karzinom/

Metastasen

p-value 0.215 0.084 0.030 0.007 0.392 0.957
(Mann-Whitney-U-Test)
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt auf, wie sich die Konzentration des im Serum geldsten Hsp70 im
Verlauf der Strahlentherapie verandert. Davon ausgehend soll die Frage beantwortet werden,
ob der individuelle Verlauf von Hsp70 im Serum als prognostischer Marker fiir das Outcome
bei lokal begrenztem Brustkrebs in Frage kommt. Dazu wurden 40 Brustkrebspatientinnen in
die Studie aufgenommen, davon konnte bei 35 Patientinnen der Gesundheitszustand
mindestens drei Jahre nach Ende der Strahlentherapie untersucht werden. Von diesen erlitt
eine Frau innerhalb von zwei Jahren ein erneutes Mammakarzinom der kontralateralen Brust.
Bei einer weiteren Patientin entwickelten sich im gleichen Zeitraum Metastasen des
Mammakarzinoms. Der Vergleich dieser beiden Patientinnen mit den 33 Uibrigen Frauen, die
tumorfrei geblieben waren, zeigt direkt nach Ende der Strahlentherapie und auch sechs
Wochen spater noch signifikant erhohte Hsp70-Konzentrationen im Serum der Patientinnen

mit unglinstigem Outcome.

Um auszuschlieRen, dass der beobachtete Unterschied der Hsp70-Serumkonzentration durch
einen Storfaktor zustande kommt, wurden innerhalb des Patientenkollektivs die Hsp70-Werte
in unterschiedlichen Gruppen verglichen. Insbesondere wurde dabei das Alter als moglicher
Storfaktor betrachtet, aber auch Charakteristika des Tumors wie GroRRe, Staging und Grading
sowie der mogliche Einfluss einer zusatzlichen Chemotherapie oder unterschiedlicher

Strahlendosen.

Die Betrachtung der unterschiedlichen Altersgruppen der Patientinnen ergab keine
signifikanten Unterschiede. Daraus lasst sich schlieBen, dass in diesem Kollektiv das Alter
keinen Einfluss auf die Konzentration des freien Hsp70 im Serum nimmt und der Unterschied
zwischen den Patientinnen mit unterschiedlichem Outcome nicht durch das Alter bestimmt
wird. Zwar nimmt im Alter die Konzentration des freien Hsp70 im Serum ab (Njemini et al.
2011), allerdings betrug das Alter im untersuchten Patientenkollektivim Mittel 58,9 Jahre und
lag damit deutlich unter dem mittleren Alter von 83,3 Jahren im Patientenkollektiv von
Njemini et al. Das Alter scheint sich in diesem Bereich noch nicht auf das freie Hsp70 im Serum
auszuwirken. Bei noch etwas jlingeren Frauen im Alter von 41,5 Jahren im Mittel konnte
gezeigt werden, dass das Alter in diesem gesunden Kollektiv keinen Einfluss auf die Hsp70

Konzentration im Serum hat (Knape 2017).
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Neben dem Alter wurden auch verschiedene Charakteristika des Tumors und deren Einfluss
auf das freie Hsp70 im Serum untersucht. Sowohl bei Brustkrebs als auch bei anderen
Tumorentitaten konnte bereits ein Zusammenhang zwischen hohen Hsp70-Konzentrationen
und dem Staging, Grading und der Prognose festgestellt werden (Ciocca und Calderwood
2005; Calderwood et al. 2006). Die praoperative GroRe des Tumors scheint im beobachteten
Patientenkollektiv dagegen keinen Einfluss auf den Verlauf der Hsp70-Serumkonzentration zu
nehmen. Zu keinem Zeitpunkt wurde ein signifikanter Unterschied zwischen dem freien Hsp70
im Serum von Patientinnen mit unterschiedlich groBen Tumoren festgestellt. Bei einigen
Tumorentitaten ist jedoch eine positive Korrelation zwischen der TumorgréRe und der Hsp70-
Konzentration bekannt. Beispielsweise wurde ein solcher Zusammenhang beim Nicht-
Kleinzelligen Adenokarzinom und Plattenepithelkarzinom der Lunge gezeigt (Gunther et al.
2015), ebenso im Mausmodell bei Kopf-Hals-Tumoren und Pankreaskarzinomen (Bayer et al.
2014). Auch das TNM-Staging, in das neben der GroRe und Ausdehnung des Tumors auch
Lymphknotenstatus und das Vorhandensein von Fernmetastasen einflieBen, wurde
untersucht. Da Fernmetastasen als Ausschlussgrund fir die Studie galten und folglich alle
Patientinnen MO klassifiziert wurden, konnte dieser Aspekt nicht betrachtet werden. Der
Vergleich von Patientinnen im Stadium T1 und T2 zeigt einen hoheren Hsp70-Wert der T1-
Patientinnen ein Jahr nach Ende der Bestrahlung (t6). Auch hier war der Unterschied jedoch
nicht signifikant. Dabei ist zu bedenken, dass bereits vor der ersten Blutentnahme die
RO Resektion des Mammakarzinoms stattgefunden hatte und die Patientinnen daher tiber den
gesamten Zeitraum der Blutentnahmen hinweg definitionsgemals tumorfrei waren. Daher ist
davon auszugehen, dass sich das im Serum gel6éste Hsp70 nach Resektion des Tumors und

Abheilung der Operationswunde bereits vor der ersten Blutentnahme wieder normalisiert hat.

Auch der Vergleich der Hsp70-Werte zwischen Patientinnen ohne Lymphknotenmetastasen
und Patientinnen, die als N1 eingestuft wurden, zeigte keine signifikanten Unterschiede.
Allerdings lagen die mittleren Hsp70-Werte in der Gruppe mit Lymphknotenmetastasen bis
auf t5 kontinuierlich minimal Gber den Werten der anderen Gruppe, der groRte Unterschied
zeigt sich bei t6. Da nur eine einzige der flinf N1-klassifizierten Patientinnen ein Jahr nach Ende
der Bestrahlung (t6) zur Blutentnahme zur Verfligung stand, ist dieser letzte Wert allerdings
wenig aussagekraftig. Moglicherweise gibt es jedoch einen Zusammenhang zwischen dem
Lymphknotenstatus und dem freien Hsp70 im Serum insbesondere kurz nach der Operation.

Fiir Plattenepithelkarzinome des Osophagus konnte beispielsweise gezeigt werden, dass das
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im Tumor exprimierte Hsp70 positiv mit Lymphknotenmetastasen korreliert (Noguchi et al.
2002), dagegen scheint etwa bei kolorektalen Karzinomen kein solcher Zusammenhang zu
bestehen (Bauer et al. 2012). Da die Stichprobe mit flinf Patientinnen im Stadium N1 aber
ausgesprochen klein ist und zudem nur die Konzentration des freien Hsp70 im Serum
gemessen wurde, nicht aber die Expression des Proteins im Tumor selbst, kann daraus nicht
auf eine Korrelation zwischen der Hsp70-Konzentration und dem Lymphknotenstatus bei
Brustkrebspatientinnen geschlossen werden. Hierfiir sind weitere Untersuchungen mit einem
groReren Patientenkollektiv und der Bestimmung des im Tumor exprimierten Hsp70

notwendig.

In Bezug auf die Fragestellung, ob das freie Hsp70 im Serum als prognostischer Marker fir das
Outcome bei Brustkrebs fungieren kann, ist neben dem moglichen Einfluss der zuvor
beschriebenen Parameter auch eine Verdanderung der Hsp70-Konzentration in Folge der
Therapie auszuschlieBen. Bisherige Forschungen zeigen, dass zelluldrer Stress in vielerlei
Hinsicht zu einer gesteigerten intrazelluldren Hsp70-Produktion und dem Einbau des Proteins
in die Plasmamembran fihrt. Ausgehend davon kénnen Zellen membrangebundenes Hsp70
in Form von Vesikeln aktiv freisetzen (Vega et al. 2008; Gastpar et al. 2005). Insbesondere
freies, nicht an Membranen gebundenes Hsp70 kann zudem passiv durch Zelllyse im Rahmen
von Nekrose (Basu et al. 2000) in den Extrazelluldrraum gelangen. Im Rahmen von aggressiven
Radiochemotherapien vor Stammzelltransplantationen konnte jedoch gezeigt werden, dass
kein Zusammenhang zwischen der Therapie und dem Anstieg von freiem Hsp70 besteht (Mirza
et al. 2016). Da Hsp70 vor allem in Tumorzellen in einer hohen Konzentration vorkommt
(Radons 2016), wird vorrangig bei der Nekrose dieser Zellen viel Hsp70 freigesetzt. Nachdem
die Patientinnen aber vor Bestimmung der Hsp70-Werte operiert wurden und sowohl
wahrend der Bestrahlung als auch wahrend der adjuvanten Chemotherapie tumorfrei waren,
kam es nicht zur Lyse von Tumorzellen. Da normal ausdifferenzierte Zellen deutlich weniger
Hsp70 produzieren und bei Nekrose freisetzen, ist kein Unterschied zu erkennen zwischen den
Patientinnen mit und ohne adjuvante Chemotherapie. Auch die Dosis der Strahlentherapie
scheint bei tumorfreien Patientinnen die Hsp70-Konzentration im Serum nicht zu

beeinflussen.

Da somit die vorgenannten Parameter als Storfaktoren ausgeschlossen wurden, kann davon

ausgegangen werden, dass weder das Alter der Patientinnen noch die Charakteristika des
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Tumors oder die Therapieunterschiede die Ursache fiir die hoheren Hsp70-Werte bei
schlechtem Outcome sind. In Anbetracht der Tatsache, dass die Patientinnen nach RO
Resektion tumorfrei waren, stammt das mithilfe des ELISAs quantifizierte extrazellulare Hsp70
mit groBter Wahrscheinlichkeit nicht von Tumorzellen, sondern ist moglicherweise im
Rahmen einer chronischen Entziindung, die nach Ende der Bestrahlung fiir mindestens sechs
Wochen anhilt, in seiner Konzentration erhdht. Hsp70 gehort zur Gruppe der sogenannten
Damage Associated Molecular Patterns (DAMPs), die normalerweise im Zytosol im Inneren
der Zelle lokalisiert sind. Im Rahmen entziindlicher Prozesse und konsekutiver Zellschadigung
werden diese DAMPs jedoch ins extrazellulare Milieu freigesetzt (Scaffidi et al. 2002) und
interagieren dort auf vielfdltige Art und Weise mit dem Immunsystem (Pandolfi et al. 2016;
Kaczmarek et al. 2013). Es liegt nahe, dass die Prozesse, die zur vermehrten Freisetzung von

Hsp70 geflihrt haben, auch eine gesteigerte Sekretion weiterer DAMPs zur Folge haben.

Eine wichtige Rolle spielt beispielsweise das High Mobility Group Box 1 Protein (HMGB1), das
aktiv und passiv in den Extrazellularraum freigesetzt werden kann. Dort kann das Molekiil,
ebenso wie Hsp70 und andere DAMPs, beispielsweise durch Interaktion mit den Toll-like-
Rezeptoren (TLR) 2, 4 und 9 zu einer Stimulation des angeborenen Immunsystems fihren
(Tsung et al. 2014). Normalerweise ist HMGB1, bei dem es sich um ein chromatingebundenes
Nicht-Histon-Protein handelt, im Zellkern lokalisiert und fungiert als Transkriptionsfaktor,
indem es durch seine hohe DNA-Affinitat Konformationsanderungen induziert (Klune et al.
2008). Diese Funktion wird durch die Molekdlstruktur des Proteins ermdoglicht, die aus zwei
verschiedenen, jeweils aus ca. 80 Aminosauren bestehenden Boxen besteht (Weir et al. 1993).
Sobald HMGBL1 jedoch in den Extrazellularraum freigesetzt wird, andert sich seine Funktion.
Insbesondere mithilfe der B-Box wirkt es dann proinflammatorisch (Klune et al. 2008). Im
Rahmen der Therapie von Brustkrebs spielt HMGB1 eine weitere wichtige Rolle: Es moduliert
die Bindung von Hormontherapeutika an den Ostrogenrezeptor. Die HMGB1-Konzentration
konnte somit einen Einfluss auf das Ansprechen der Hormontherapie nehmen (Flohr et al.
2001). Konkret wird durch intrazelluldres HMGB1 die Bindung des Ostrogenrezeptors an die
DNA gefordert (Kang et al. 2013), was zu einer verstarkten Restwirkung des verbleibenden
Ostrogens bzw. der nicht blockierten Ostrogenrezeptoren auf das hormonabhingige
Tumorwachstum fiihren kann. Beide Patientinnen, die spater erneut an Brustkrebs erkrankten
bzw. Metastasen entwickelten, wurden mit einer Hormontherapie behandelt. Méglicherweise

ist das unglinstige Outcome zumindest teilweise darin begriindet, dass diese Hormontherapie
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angesichts der chronischen Entziindung bei diesen Patientinnen und der konsekutiv erhéhten
Konzentration an HMGB1 ihre Wirkung nicht optimal entfalten konnte. Dabei muss jedoch
zwischen intrazellularem und extrazellularem HMGB1 unterschieden werden: Ein starker
Anstieg des extrazellularen HMGB1 als Reaktion auf eine neoadjuvante Chemotherapie stellte
sich in einer kleineren Studie als moglicher prognostischer Marker fiir ein verbessertes

Gesamtuberleben dar (Exner et al. 2016).

Auch Hsp70 erfiillt seine Funktionen normalerweise intrazelluldr. Als molekulares Chaperon
unterstitzt es die korrekte Faltung neu synthetisierter Proteine und kann fehlgefaltete
Proteine wieder in einen ungefalteten Zustand versetzen, sodass eine erneute, korrekte
Faltung ermoglicht wird. Zudem wirkt es antiapoptotisch (Radons 2016). Auch im
Zusammenhang mit der Strahlentherapie beispielsweise bei Brustkrebs spielt Hsp70 eine
wichtige Rolle, indem es dazu beitragt, die durch die Bestrahlung und die konsekutiv
entstandenen reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) induzierten zellularen Schaden zu reparieren.
Infolge der Bestrahlung steigt daher auch die Konzentration an Hsp70 im Zellinneren (Multhoff
et al. 2015). Anhand von Kopf-Hals-Tumorzellen konnte eine Korrelation zwischen hoher
Hsp70-Konzentration und besserem Uberleben der Zellen nach Bestrahlung und sogar eine
gesteigerte Proliferation nach Bestrahlung mit geringen Dosen gezeigt werden (Muschter et
al. 2018). Wenn es aktiv oder passiv von gestressten oder nekrotischen Zellen freigesetzt wird,
erflllt extrazelluldres Hsp70 dagegen in erster Linie immunmodulatorische Funktionen.
Besonders wichtig dabei sind die Interaktion mit Natdirlichen Killerzellen (NK-Zellen) (Multhoff
et al. 1999; Gastpar et al. 2004) und die Aktivierung von antigenprasentierenden
dendritischen Zellen (Milani et al. 2002). Tumorantigene werden intrazellular an Hsp70
gebunden und nach Freisetzung des Proteins und Aktivierung der dendritischen Zelle iber
deren MHC |-Rezeptor den CD8* T-Lymphozyten prasentiert (Arnold-Schild et al. 1999). Auch
die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie beispielsweise IL-1a, IL-18, IL6 und IL-
8 wird getriggert, so dass Hsp70 nicht nur vermehrt freigesetzt wird im Rahmen entzlindlicher
Prozesse, sondern diese wiederum auch selbst aufrechterhalten und sogar verstarken kann
(Hulina et al. 2017; Asea et al. 2000). Insgesamt kann ein inflammatorisches Milieu daher
sowohl die Ursache einer erhéhten extrazellularen Konzentration von Hsp70 und anderen

DAMPs sein als auch deren Folge.
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Anhand der fir mindestens sechs Wochen nach Ende der Bestrahlung anhaltenden erhéhten
Hsp70-Konzentration im Serum der beiden Patientinnen mit unglinstigem Outcome kann
angenommen werden, dass sich bei ihnen eine chronische Entziindung entwickelt hat.
Kurzfristig kann die erh6hte Konzentration an DAMPs, die damit verbundene erhéhte Aktivitat
des Immunsystems und die Unterstlitzung von Reparaturmechanismen protektiv wirken und

vor Zellentartung und Tumor schiitzen (Pandolfi et al. 2016; Hernandez et al. 2016).

Besteht ein solches proinflammatorisches Mikromilieu allerdings im Sinne einer chronischen
Entzindung Uber einen langeren Zeitraum, kehrt sich dessen schitzende Wirkung ins
Gegenteil um und fordert Uber verschiedene Mechanismen das Wachstum und die
Ausbreitung von Tumoren, insbesondere auch bei Brustkrebs (Jiang und Shapiro 2014). Das
Modell von Klee et al. 2017 geht dabei wie in Abbildung 23 dargestellt von zwei
Grenzkonzentrationen aus: eine erhohte, aber nicht exzessiv erhohte Konzentration an
DAMPs schiitzt durch eine verstarkte Immunaktivitat vor Entstehung und Fortschreiten
maligner Erkrankungen. Bei Uberschreiten einer zweiten Konzentrationsgrenze, also bei
unkontrollierter Freisetzung und Aktivitdt von DAMPs im Rahmen einer chronischen
Entziindung, Uberwiegen die negativen Effekte der Inflammation und das Risiko fir Rezidive

und Metastasen steigt an (Klee et al. 2017).
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Abbildung 23: Grenzkonzentrationen an DAMPs mit protektiver bzw. tumorférdernder Wirkung (Klee et al.

2017).
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Bei der Tumorentstehung im Zusammenhang mit chronischen Entziindungen spielen
verschiedene Zytokine eine Rolle. Besonders hervorzuheben sind dabei TNFa, IL-6, IL-10 und
TGFB (Landskron et al. 2014). Auch verschiedene Transkriptionsfaktoren werden im
entziindlichen Milieu verstarkt gebildet und tragen zur Tumorentstehung bei. Dazu gehdren
beispielsweise NFkB (Karin und Greten 2005) und STAT3 (Yu et al. 2007), die wiederum durch
IL-6 aktiviert werden kénnen (Ghosh und Ashcraft 2013). Bei Ostrogenrezeptor-positiven
Tumoren besteht eine positive Korrelation zwischen IL-6 und dem TNM-Staging (Madeddu et
al. 2014), was fur die tumorfordernden Eigenschaften des Zytokins spricht. Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass TNFa und IL-1B in rezidivierten Mammakarzinomen in
besonders hoher Konzentration vorhanden sind, verglichen mit Carcinomata in situ und nicht
rezidivierten Tumoren (Soria et al. 2011). Der Einfluss von TNFa konnte zudem eine epithelial-
mesenchymale Transition in den Krebszellen auslésen (Soria et al. 2011), die einen obligaten

Schritt auf dem Weg zur Migration und Metastasierung darstellt.

Im Zusammenhang mit Brustkrebs ist zudem die durch ein langfristig bestehendes
inflammatorisches Milieu ausgeloste endokrine Resistenz zu bedenken, wodurch die
Wirksamkeit einer antihormonellen Therapie abnimmt und in der Folge die Prognose
verschlechtert wird. Uber verschiedenste Mechanismen kommt es dabei zu einer
abnehmenden Ostrogenabhingigkeit der Tumorzellen (Murray et al. 2015; AlFakeeh und
Brezden-Masley 2018). Im Vergleich zu gesundem Brustgewebe konnten in
Mammakarzinomen verschiedene Zytokine in einer deutlich erhéhten Konzentration
festgestellt werden, wobei insbesondere IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, MCP-1, MIP-1 and TNFa
auBerdem in Ostrogenrezeptor-negativen Tumoren stirker exprimiert wurden. Dies scheint
allerdings eher das Resultat einer negativen Regulierung dieser Zytokine durch den Ostrogen-
und Progesteronrezeptor zu sein als die Ursache der Rezeptornegativitat (Chavey et al. 2007).
Vor allem IL-10 wirkt jedoch sehr komplex und liber unterschiedliche Mechanismen sowohl
fordernd als auch hemmend auf das Tumorwachstum (Sheikhpour et al. 2018). Wie sich die
Ostrogenabhingigkeit der Patientinnen unserer Studie nach der Erstdiagnose
weiterentwickelt hat, ist leider nicht bekannt. Es ist jedoch gut modglich, dass die
Rezidiventstehung bei zwei Patientinnen auch mit einer Abnahme des Rezeptors und

verminderter Wirkung der antihormonellen Therapie verbunden ist.
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Im Rahmen chronischer Entziindungen verandert sich das Mikromilieu aber nicht nur durch
die erwdhnten Zytokine, sondern es entstehen zudem reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und
Stickstoffradikale. Unter normalen Umstanden koénnen diese durch antioxidative
Schutzmechanismen eliminiert werden. Wenn jedoch mehr ROS entstehen, als abgebaut
werden konnen, kommt es zu oxidativem Stress der Zellen. In der Folge entstehen Schaden
der DNA und anderer Zellbestandteile, was das Risiko einer malignen Entartung deutlich
erhoht (Wu et al. 2014). Allerdings muss dabei zwischen kurzfristigen und langfristigen
Expositionen unterschieden werden. Wahrend verschiedene Krebstherapien, insbesondere
Chemotherapie und Strahlentherapie, die Exposition mit ROS kurzfristig stark erhéhen, um die
Tumorzellen zu schadigen, ist die Exposition im Rahmen einer chronischen Entziindung
deutlich langfristiger und meist niedriger. In vitro fihrte eine kurzzeitige Exposition mit ROS
zu einem Riickgang von Brustkrebszellen, wohingegen das Zellwachstum zunahm, wenn die
Zellen Uber einen ldngeren Zeitraum ROS ausgesetzt waren (Mahalingaiah und Singh 2014).
Dariber hinaus fiihrte die langerfristige Exposition mit ROS bei der gleichen Zelllinie auch zur
Resistenzentwicklung gegeniiber Doxorubicin (Cen et al. 2016). Eine der Patientinnen in
unserer Studie, die zwei Jahre nach Ende der Strahlentherapie erneut an einem
Mammakarzinom erkrankte, wurde mit einer Chemotherapie behandelt. Sie erhielt kein
Doxorubicin, sondern den sehr ahnlichen Wirkstoff Epirubicin in Kombination mit
Cyclophosphamid und Paclitaxel. Da die Chemotherapie vor Beginn der Strahlentherapie
abgeschlossen war, ist jedoch in ihrem Fall nicht von einem Wirkverlust im Rahmen der

chronischen Entziindung und konsekutiv erhohten ROS-Exposition auszugehen.

Die Aktivierung des Immunsystems durch die kontrollierte Freisetzung von DAMPs, nicht im
Rahmen einer chronischen Entziindung mit exzessiver Sekretion, tragt dagegen zu einer
verbesserten Erkennung und Elimination von Tumorzellen und Mikrometastasen bei.
Antigenprasentierende dendritische Zellen spielen dabei eine besonders wichtige Rolle,
indem sie Tumorantigene gegeniber T-Zellen prasentieren. Durch verschiedene DAMPs
werden die dendritischen Zellen stimuliert (Fang et al. 2014), beispielsweise wirkt Hsp70 als
Chemokin und férdert dariiber hinaus die Reifung der dendritischen Zellen ebenso wie
HMGB1 (iber die Bindung an den Rezeptor TLR4 (Nace et al. 2012). Die Bedeutung dieses
Rezeptors konnte sowohl im Mausmodell als auch anhand von Brustkrebspatientinnen gezeigt
werden. Wenn TLR4 fehlte oder vermindert exprimiert wurde, flihrte dies zu einem

reduzierten Ansprechen auf die Chemotherapie und zu friiherem Auftreten von Rezidiven
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(Apetoh et al. 2007). Der Einsatz von dendritischen Zellen nach Transfektion mit Hsp70-mRNA
bei Hsp70-exprimierenden hepatozelluldren Karzinomen im Rahmen einer Phase I/II-Studie
zeigte ein verbessertes Gesamtliberleben gegeniber der Kontrollgruppe bei guter
Vertraglichkeit (Matsui et al. 2020). Inwiefern sich dieses Ergebnis bei anderen

Tumorentitdaten und in groBeren Studien bestatigen lasst, bleibt abzuwarten.

Aktuell widmet sich die Forschung sehr stark der Immunantwort auf maligne Erkrankungen
und davon ausgehend moglichen Immuntherapien. Mit dem Ziel einer Modifikation des
entziindlichen Mikromilieus hin zu einer moéglichst effektiven Immunantwort (Nakamura und
Smyth 2017), wurden auch im Zusammenhang mit Brustkrebs verschiedene Ansatze mit
bisher maRigem Erfolg versucht. Beispielsweise wurde eine Therapie mit Anti-TNFa-
Antikorpern zwar gut vertragen, brachte jedoch keinen nennenswerten Therapieerfolg
(Madhusudan et al. 2004). Auch Impfungen gegen Antigene von Tumorzellen kénnten in der
Zukunft eine wichtige Rolle spielen (Akram et al. 2017), insbesondere gegen HER-2, Mucin 1
und Tumor-assoziierte Kohlenhydratantigene (Makhoul et al. 2018). Bereits jetzt sind
zielgerichtete Therapien gegen zelluldre Strukturen, wie beispielsweise PARP-Inhibitoren,

CDK4/6-Inhibitoren oder PDL1-Inhibitoren wichtiger Gegenstand der Forschung.

Dabei ist jedoch zu bedenken, dass das lokale Mikromilieu im Bereich des Tumors einen sehr
grofRen Einfluss auf die Aktivitat des Immunsystems und damit auch auf die Wirkung einer
eventuellen Immuntherapie hat. Insofern ware es sinnvoll, vor der Entscheidung fir oder
gegen eine solche Behandlung, einen Uberblick iiber dieses Mikromilieu zu erhalten. Da im
Rahmen chronischer Entziindungen vermehrt DAMPs freigesetzt werden, konnte deren
Quantifizierung moglicherweise genutzt werden, um die Erfolgsaussichten einer
Immuntherapie einzuschatzen. Wenn der Tumor noch nicht reseziert wurde, konnte
beispielsweise die Bestimmung des exosomalen Hsp70 im peripheren Blut, das aktiv von
Tumorzellen sezerniert wird (Breuninger und Erl 2014), in die Entscheidungsfindung
einbezogen werden. Auch hinsichtlich einer adjuvanten Immuntherapie kann eine solche
Untersuchung sinnvoll sein. Da jede Therapie Nebenwirkungen auslésen kann, ist die
Prognose neben der erwarteten Wirksamkeit ein wichtiger Faktor, der in die Entscheidung

einbezogen werden muss.

Der Verlauf des freien Hsp70 im Serum von Patientinnen, die spater ein Wiederauftreten des

Brustkrebses bzw. die Entwicklung von Metastasen erlitten, unterscheidet sich in unserer
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Studie signifikant von dem Hsp70-Verlauf der tumorfrei gebliebenen Patientinnen. Direkt nach
Ende der Bestrahlung und sechs Wochen spater ist der Wert der Patientinnen mit
unglnstigem Outcome hoher. Das lasst den Schluss zu, dass das freie Hsp70 im Serum von
Brustkrebspatientinnen im Therapieverlauf eventuell als prognostischer Marker genutzt
werden kann. Obwohl die Methode der Hsp70-Bestimmung mittels ELISA sich in dieser Studie
als geeignet erwies, Patientinnen mit unterschiedlichem Outcome voneinander zu

unterscheiden, sind einige Einschrankungen bei der Bewertung des Ergebnisses zu beachten.

Problematisch ist dabei vor allem die geringe Anzahl an Patientinnen. Von urspriinglich 40 in
die Studie aufgenommenen Patientinnen konnte nur bei 35 der Gesundheitsstatus
mindestens drei Jahre nach Ende der Bestrahlung erfasst werden. Von diesen 35 Frauen
erlitten zwei Metastasen bzw. ein erneutes Auftreten eines Mammakarzinoms der
kontralateralen Brust. Zwar war der Unterschied zwischen diesen und den tumorfreien
Patientinnen statistisch signifikant, jedoch ist zu bedenken, dass die Stichprobe in der
Rezidivgruppe sehr klein ist. Diese geringe Stichprobe wirft aullerdem das Problem auf, dass
die Bestimmung eines Cut-off-Wertes, ab dem das Risiko fiir ein unglinstiges Outcome
deutlich erhoht ist, nicht sinnvoll umsetzbar ist. Dazu waren weitere Untersuchungen mit

einer wesentlich gréBeren Stichprobe notwendig.

Zudem ist, wie in Kapitel 3.2. beschrieben, das Niveau der Hsp70-Konzentration zwischen den
Patientinnen sehr unterschiedlich. Daher ist die Betrachtung der Konzentration von freiem
Hsp70 im Serum als Einzelwert als sehr schwierig zu bewerten. Erst der Hsp70-Verlauf Giber
die verschiedenen Zeitpunkte hinweg zeigt deutliche Unterschiede. Um falsch-positive
Ergebnisse auszuschlieBen, beispielsweise da eine Patientin aus anderen Griinden
grundsatzlich eine etwas hohere Konzentration an Hsp70 im Serum hat, muss daher
mindestens ein weiterer Wert, etwa vor Beginn der Bestrahlung (in unserer Studie t1)
bestimmt werden. Wichtig ist dabei, dass der Tumor bereits reseziert wurde, um den Wert

nicht zu verfalschen.

Beim Mammakarzinom handelt es sich um eine Tumorentitat, die bei friiher Erkennung mit
einer vergleichsweise guten Prognose einhergeht. Diese Tatsache erschwert jedoch die
Etablierung von Hsp70 als moéglichem prognostischem Marker. Um eine ausreichend groRe
Stichprobe an Patientinnen mit negativem Outcome erwarten zu kdnnen, muss von Anfang an

eine sehr hohe Zahl an Patientinnen in eine entsprechende Studie eingeschlossen und lber
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lange Zeit beobachtet werden. In der vorliegenden Arbeit sollte gezeigt werden, ob die
Bestimmung von freiem Hsp70 im Serum Uberhaupt einen méglichen prognostischen Nutzen
haben kann. Da die Ergebnisse trotz kleiner Stichprobe daflirsprechen, ware der Aufwand
einer solchen groReren Studie gerechtfertigt, um die bisherigen Ergebnisse zu validieren und

einen Cut-off-Wert zu bestimmen.

Neben der Untersuchung von Hsp70 als moglicher Biomarker bei Patientinnen mit
brusterhaltender Tumorresektion und adjuvanter Strahlentherapie ware insbesondere auch
dessen Bestimmung bei Patientinnen ohne Bestrahlung oder bei solchen mit von vornherein
schlechterer Prognose interessant. Gerade diese Patientinnen konnten stark von einem
prognostisch wertvollen Biomarker profitieren, wenn dadurch friih Therapieentscheidungen
getroffen werden, die das Outcome verbessern sollen. Im Gegensatz zur Bestimmung der
Prognose anhand von TumorgroRe, Hormonrezeptoren oder anderen Faktoren, die immer nur
eine Wahrscheinlichkeit anhand von Erfahrungswerten fir die Rezidiventwicklung angeben
konnen, wéare mittels der Bestimmung von Hsp70 oder anderer DAMPs eine individuelle
Beobachtung der immunologischen Vorgdnge im Korper und damit eine bessere,
individuellere Vorhersage moglich. Auf dem Weg zu einer immer individualisierteren Medizin
waére dies ein wichtiger Schritt, der zu unabhdngigen Therapieentscheidungen fir jeden

einzelnen Patienten beitragen wiirde.

Wenn weitere Studien den prognostischen Wert des freien Hsp70 im Serum von
Brustkrebspatientinnen bestatigen, ergeben sich neben der Vorhersagbarkeit des Outcomes
diverse weitere Vorteile. Momentan werden im Rahmen der Nachsorge nach
Brustkrebserkrankungen regelmallig Mammographien und Sonographien zur Untersuchung
der Brust eingesetzt. Wenn die Befunde nicht eindeutig sind, ergibt sich haufig zusatzlich die
Indikation zur Kernspintomographie. Diese Untersuchungen sind jedoch teuer, fiir die
Patientin vergleichsweise aufwandig und im Fall der Mammographie zudem mit einer
Strahlenbelastung verbunden. Die Bestimmung von Hsp70 im Serum ist deutlich einfacher:
Die vendse Blutentnahme kann ohne besondere Qualifikation durch den niedergelassenen
Hausarzt oder Gyndkologen erfolgen, birgt so gut wie keine Risiken und erfordert nur einen
sehr geringen zeitlichen Aufwand. Die Bestimmung der Hsp70-Konzentration mittels ELISA ist
eine etablierte und im Vergleich zu anderen Untersuchungstechniken kostensparende

Methode.
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Wenn sich die Bestimmung des freien Hsp70 als Serummarker etabliert, wiirden sich daraus
Auswirkungen beziglich des weiteren Vorgehens bei den Patientinnen ergeben: Sofern eine
gute Prognose zu erwarten ist, konnen moglicherweise die Nachsorgetermine und
Untersuchungen etwas seltener angesetzt und so der zeitliche und finanzielle Aufwand, aber
auch die psychische Belastung fiir die Patientinnen reduziert werden. Wenn hohe Hsp70-
Werte dagegen ein inflammatorisches und tumorforderndes Milieu anzeigen, kann die
Therapie entsprechend modifiziert und intensiviert werden, beispielsweise im Sinne einer
veranderten oder zusatzlichen Chemotherapie. Zudem sollten die Nachsorgeuntersuchungen
dann wesentlich engmaschiger erfolgen und im Zweifel ggf. schneller ein MRT angefertigt
werden, um Rezidive und Metastasen so friih wie moglich zu erkennen und so die Prognose

zu verbessern.

Auch die Therapiemoglichkeiten selbst kénnen verbessert werden. Im Sinne einer
Immuntherapie oder ,targeted therapy” konnte Hsp70 als Zielstruktur eine Rolle spielen und
dadurch moglicherweise das proinflammatorische Milieu dahingehend verdndert werden,
dass das Immunsystem starker zur Bekdmpfung von Tumorzellen und Mikrometastasen
beitragt. Vielversprechende Anséatze in diese Richtung gibt es bereits: Beispielsweise forderte
die Inhibition der Expression von Hsp70, Hsp90 und Hsp27 mittels Quercetin in vitro die

Apoptose von Brustkrebszellen (Kiyga et al. 2020).

Um solche Therapien zu ermdoglichen, bestehen die folgenden Schritte jedoch zunachst darin,
anhand von grofReren Studien und unterschiedlichen Patientenkollektiven beziglich Therapie
und Prognose die Reproduzierbarkeit der vorliegenden Ergebnisse zu zeigen, einen Cut-off-
Wert mit guter Sensitivitat und Spezifitat zu definieren und Hsp70 im Vergleich mit anderen
Biomarkern zu bewerten. Die bisherigen Ergebnisse sind vielversprechend und verdeutlichen

den Sinn und die Notwendigkeit weiterer Forschung in diesem Bereich.

81



5. Zusammenfassung

Brustkrebs ist seit langer Zeit unverandert die haufigste maligne Erkrankung bei Frauen und
dabei die zweithaufigste Todesursache als Folge von Krebs. Auch in Zukunft werden
Tumorerkrankungen im Allgemeinen und Brustkrebs im Speziellen eine grofRe Rolle sowohl in
der Forschung als auch im klinischen Alltag spielen. Um die Therapie und somit neben der
Mortalitdt auch das tumorfreie Uberleben bei Krebserkrankungen zu verbessern, ist die

Erfassung des individuellen Risikos und eine daran angepasste Therapie entscheidend.

Die Bestimmung des Biomarkers Hsp70 aus dem Serum nach einer vendsen Blutentnahme
konnte fir diesen Zweck geeignet sein. Hitzeschockproteine wie beispielsweise Hsp70 sind
Teil einer heterogenen Gruppe von hoch konservierten Proteinen. Als molekulares Chaperon
unterstitzt Hsp70 im Zytosol die Faltung neu synthetisierter Proteine, wirkt antiapoptotisch
und tragt zur Reparatur zellularer Schaden bei (Radons 2016). In Stresssituationen ebenso wie
in Tumorzellen wird Hsp70 deshalb verstarkt exprimiert und zusatzlich in die Plasmamembran
eingebaut. Zudem wird das Protein in membrangebundener Form, beispielsweise in
Exosomen, aktiv sezerniert (Gastpar et al. 2005; Vega et al. 2008). Im Rahmen von Nekrose
gelangt auch freies Hsp70 passiv in den Extrazelluldrraum und wirkt dort vor allem
immunmodulatorisch (Multhoff et al. 2015). Dabei férdert Hsp70 neben anderen DAMPs nicht
nur entziindliche Prozesse, sondern wird in der Folge auch vermehrt freigesetzt (Hulina et al.
2017). Da das lokale Mikromilieu, insbesondere bei chronischer Entzindung, die
Tumorentstehung stark beeinflusst (Jiang und Shapiro 2014), kénnte die Quantifizierung
dieser DAMPs und insbesondere des freien Hsp70 somit einen Hinweis auf die
immunologischen Aktivitdten und das damit verbundene Risiko fiir die Entstehung von

Rezidiven und Metastasen geben.

In der vorliegenden Arbeit wurde im Serum von zwei Brustkrebspatientinnen mit unglinstigem
Outcome eine signifikant hohere Hsp70-Konzentration direkt nach Ende der Bestrahlung und
sechs Wochen spater gemessen als im Serum von Patientinnen mit mindestens drei Jahren
tumorfreiem Uberleben. Wenn diese Ergebnisse in weiteren Untersuchungen bestétigt
werden, konnte in Zukunft eine Blutentnahme zur Bestimmung der Hsp70-Konzentration nach
der Bestrahlung helfen, das individuelle Risiko einer Brustkrebspatientin einzuschatzen. Im
Gegensatz zu bisherigen Verfahren ist diese Untersuchung wenig invasiv, mit keiner

Strahlenbelastung verbunden, kostenglinstig und einfach durchfliihrbar. Davon ausgehend
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konnten die Weichen fir weitere Behandlungen gestellt werden: bei geringem Risiko, ein
Rezidiv oder Metastasen zu entwickeln, kann beispielsweise auf eine belastende
Chemotherapie verzichtet oder Nachsorgetermine etwas weniger haufig angesetzt werden.
Dagegen sollte bei Hochrisikopatientinnen eventuell eine weitere Therapie erwogen werden
und die Nachsorgetermine hoher frequentiert angesetzt werden, um Verdnderungen

friihzeitig zu erkennen.

Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist vielversprechend hinsichtlich des prognostischen
Werts des freien Hsp70 im Serum. Um die Ergebnisse zu validieren und einen Cut-off-Wert mit
hoher Sensitivitdt und Spezifitat zu bestimmen, sind jedoch weitere Studien mit deutlich
hoheren Patientenzahlen erforderlich. Auf dem Weg zu einer individualisierten Medizin wird
Hsp70 zukiinftig sowohl als diagnostisches Mittel, als auch therapeutisch als Zielprotein fiir
,targeted therapies”, sicherlich eine wichtige Rolle spielen. Diese Arbeit verdeutlicht erneut

den Sinn und das Potenzial weiterer Forschung auf diesem Gebiet.
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