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1 Einleitung und Fragestellung

Das Mammakarzinom ist die hdufigste bosartige Erkrankung der Frau. Durch die Friih-
erkennung und die Verbesserung der therapeutischen Mdglichkeiten sinkt die Mortalitét
seit Mitte der 1990er Jahre. Dennoch weist das Mammakarzinom in Deutschland derzeit
mit 17,6% den grofiten Anteil an der krebsbedingten Mortalitdt auf.

Mit dem Einsatz der neoadjuvanten Chemotherapie kann eine Verbesserung der Progno-
se sowie der Operabilitit der Tumoren erzielt werden. Jedoch profitieren nicht alle Pati-
entinnen von einer zytostatischen Behandlung. Zytostatika wirken zudem duferst to-
xisch und konnen schwerwiegende Nebenwirkungen hervorrufen.

Die Therapieeffizienz wird heute klinisch und mit bildgebenden Verfahren, insbesonde-
re der Sonografie der Brust, beurteilt. Mit diesen Verfahren kann das Ansprechen des
Tumors jedoch meist erst nach mehreren Therapiezyklen abgeschétzt werden. Zudem ist
eine préazise Beurteilung der biochemischen Reaktionen des Tumors auf die Therapie
nicht moglich. Lediglich mit der Positronen-Emissions-Tomografie (PET) in Kombina-
tion mit der Computertomografie konnen auch funktionelle Verdnderungen des Tumors
bildgebend dargestellt werden. Diese Methode kann jedoch aufgrund der Strahlenbelas-
tung und der hohen Kosten nicht routineméfig und nicht wiederholt eingesetzt werden.
Histopathologische Untersuchungen bieten derzeit die grofite Aussagekraft beziiglich
lokaler Verdanderungen im Tumorgewebe, konnen aber wegen der Invasivitéit ebenfalls
nicht wiederholt durchgefiihrt werden.

Ein wenig invasives und kostengiinstiges Verfahren, das friiher als die Bildgebung die
Effizienz der neoadjuvanten Chemotherapie bei Patientinnen mit Mammakarzinom an-
zeigen kann, wire demzufolge duBerst wiinschenswert. Die Behandlung konnte damit
frithzeitig angepasst, die Prognose verbessert und unerwiinschte Nebenwirkungen ver-
mieden werden.

Bei malignen Erkrankungen wie dem Mammakarzinom ist die Apoptoserate verdndert
und wird durch eine Chemotherapie gezielt beeinflusst. Bei gesteigerter Apoptoserate
werden verschiedene Zellbestandteile in den Extrazellularraum und ins zirkulierende
Blut freigesetzt. Die Konzentration solcher Apoptoseprodukte in Blutproben kann mit
immunchemischen Methoden gemessen werden und die Zelltodrate im Organismus
widerspiegeln.

Ziel der vorliegenden prospektiven Studie war, erstmals die Wertigkeit verschiedener
zirkulierender Apoptoseprodukte (MIF, sFAS, sICAM, tPAI-1, M30-Antigen und
Nukleosomen) zur Vorhersage und friithzeitigen Beurteilung der Effizienz einer neoad-



juvanten Chemotherapie bei Patientinnen mit Mammakarzinom zu untersuchen. Wie

von der European Group on Tumor Markers empfohlen wird, erfolgte zudem ein Ver-
gleich mit den etablierten Biomarkern CA 15-3 und CEA. Die Konzentrationen der
Apoptosemarker sowie von CA 15-3 und CEA wurden in Serum- und teilweise Plas-
maproben von 51 Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom vor und wahrend

neoadjuvanter Chemotherapie mit immunchemischen Methoden analysiert. Als Kontrol-

len dienten Blutproben von 28 Patientinnen mit fernmetastasiertem Mammakarzinom,

13 Patientinnen mit gutartigen Brustverdnderungen sowie 31 gesunden Frauen.

Es wurden folgende Fragestellungen untersucht:

Unterscheiden sich die absoluten Markerkonzentrationen in Blutproben von gesun-
den Frauen, Patientinnen mit gutartigen Verdnderungen der Brust und Patientinnen
mit Mammakarzinom? Haben die Marker diagnostische Relevanz?

Unterscheiden sich die absoluten Markerkonzentrationen in Blutproben von Patien-
tinnen mit Mammakarzinom in frithen Stadien und Patientinnen mit bereits nachge-
wiesenen Fernmetastasen?

Korrelieren die verschiedenen Marker miteinander?

Unterscheiden sich bei den Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom die
pratherapeutischen absoluten Markerkonzentrationen zwischen Patientinnen mit gu-
tem und schlechtem Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie? Erlauben
sie eine Vorhersage des Therapieansprechens?

Unterscheiden sich bei den Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom die
absoluten Markerkonzentrationen zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der neoad-
juvanten Chemotherapie zwischen Patientinnen mit gutem und schlechtem Thera-
pieansprechen? Erlauben sie eine frithzeitige Beurteilung der Therapieeftizienz?

Unterscheidet sich bei den Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom die
Kinetik der Markerkonzentrationen wéhrend der neoadjuvanten Chemotherapie zwi-
schen Patientinnen mit gutem und schlechtem Therapieansprechen?



2 Hintergrund
2.1 Mammakarzinom
2.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist in Deutschland sowie weltweit die hdufigste bosartige Erkran-
kung der Frau. Die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister und das Robert-
Koch-Institut geben fiir das Jahr 2002 in Deutschland 55 150 Neuerkrankungen an. Das
entspricht 26,8% der jdhrlichen Krebsneuerkrankungen bei Frauen. Das Mammakarzi-
nom weist damit gefolgt von Neoplasien des Darms und der Lunge nach wie vor die
hochste Krebsinzidenz auf. Weltweit erkranken jdhrlich ca. 1,15 Millionen Frauen an
Brustkrebs (Engel et. al., 2007).

Seit 1970 wird eine Zunahme der Inzidenz beobachtet, die durch vollstdndigere Erfas-
sungsraten und den Einsatz der Mammografie mit daraus resultierender Diagnose in
fritheren Stadien erklédrt wird. Ein Vergleich der Erkrankungsraten weltweit zeigt deutli-
che regionale Unterschiede. Die Inzidenz ist in den stirker entwickelten Lindern we-
sentlich hoher als in den weniger stark entwickelten Landern (Engel et. al., 2007).

Die Mortalitdt des Mammakarzinoms nimmt seit Mitte der 1990er Jahre ab. Diese Ent-
wicklung wird auf die Fritherkennung und die adjuvante systemische Therapie zuriick-
gefiihrt. Dennoch weist das Mammakarzinom in Deutschland heute mit einem Anteil
von 17,6% noch immer die hochste krebsbedingte Mortalitdt auf. Im Jahr 2005 wurden
17 455 brustkrebsbedingte Sterbefdlle in Deutschland gezihlt (Engel et. al., 2007).

Im Vergleich zur hohen Mortalitit erscheint die Letalitit des Mammakarzinoms relativ
niedrig. Das Tumorregister Miinchen gibt Gesamtiiberlebensraten von 76,9% nach 5
Jahren und von 47,6% nach 10 Jahren an (Engel et. al., 2007).

Da das Mammakarzinom eine hohe Inzidenz und gleichzeitig eine relativ gute Prognose
hat, weist es die grofite Pridvalenz aller malignen Erkrankungen auf. Es wird geschitzt,
dass derzeit etwa 4,4 Millionen Frauen weltweit leben, bei denen innerhalb der letzten 5
Jahre Brustkrebs diagnostiziert wurde (Parkin et. al., 2005).

Nach Angaben des Tumorregisters Miinchen liegt das mittlere Erkrankungsalter bei 63,4
Jahren mit einem Median von 62,9 Jahren und einer Standardabweichung von 14,2 Jah-
ren. Die Altersverteilung stellt sich nahezu symmetrisch dar. Bei Diagnosestellung sind
32,1% der Patientinnen iiber 70 Jahre alt, 49,1% gehoren zur Altersgruppe der 50- bis
69-Jéhrigen und 18,8% haben das 50. Lebensjahr noch nicht vollendet (Engel et. al.,
2007).



2.1.2 Atiologie

Die Mechanismen, die an der Entstehung des Mammakarzinoms beteiligt sind, sind
nicht im Detail geklart. Es ist jedoch von einem multifaktoriellen Geschehen auszuge-
hen, bei dem verschiedene Regulationsebenen der Zellhomoostase gestort sind.

Es sind bestimmte Gruppen von Frauen bekannt, die besonders geféhrdet sind, an einem
Mammakarzinom zu erkranken. Hierzu zdhlen aufgrund der Altersverteilung des Mam-
makarzinoms dltere Frauen. Auch Frauen mit bereits aufgetretenen Brusterkrankungen
und Prikanzerosen tragen ein erhdhtes Risiko. Dariiber hinaus haben Frauen mit famili-
arer Belastung ein besonders hohes Risiko, wobei Umfang und Grad der Verwandtschaft
entscheidend sind. Ein erbliches Mammakarzinom liegt bei etwa 5-10% der Patientin-
nen vor. Der genetische Hintergrund bleibt bei 50% der hereditiren Mammakarzinome
ungeklirt. Etwa 5% der Félle treten im Rahmen eines Karzinom-Syndroms auf. Beispie-
le hierfir sind das hereditire Mamma- und Ovarialkarzinom, das Li-Fraumeni-
Syndrom, das Peutz-Jeghers-Syndrom und das Cowden-Syndrom. Fast die Hilfte der
eindeutig erblichen Fille ist auf eine heterozygote Mutation in den Tumorsuppressorge-
nen BRCA1 oder BRCA2 zuriickzufiihren. Eine Mutation des BRCA1- oder BRCA2-
Gens geht mit einem bis zu 80% hoheren Erkrankungsrisiko einher (Wolf et. al., 2007).

Es gilt zudem als gesichert, dass eine Exposition gegeniiber endogenen oder exogen
zugefiihrten Ostrogenen die Entstehung eines Mammakarzinoms begiinstigen kann.
Daher erhdhen auch folgende Faktoren das Mammakarzinomrisiko: frithe Menarche,
spiate Menopause, Nulliparitit beziechungsweise wenige Schwangerschaften (Wolf et.
al., 2007), Hormonersatztherapie, postmenopausale Adipositas und erhdhte postmeno-
pausale Ostrogenblutspiegel (GieBelmann et. al., 2004).

Hinzuzufiigen ist auBerdem der Einfluss konstitutioneller Faktoren. So zeigt sich bei-
spielsweise mit steigendem Body Mass Index eine signifikante Zunahme von Inzidenz
und Mortalitdt. Mehrere Studien ergaben zudem eine positive Korrelation mit linearer
Zunahme der Inzidenz in Abhédngigkeit von der téglich zugefiihrten Alkoholmenge. Au-
erdem konnen weitere bekannte Karzinogene wie z.B. die Einwirkung ionisierender
Strahlung das Brustkrebsrisiko verstiarken (Wolf et. al., 2007).

2.1.3 Neoadjuvante Therapie

Das Mammakarzinom wird heute als Systemerkrankung mit frither Dissemination von
Tumorzellen und nicht mehr nur als lokales Geschehen betrachtet. Dieses Umdenken
fiihrte in den letzten Jahrzehnten zu einem Wandel in der Brustkrebsbehandlung. Die
radikale Operation als wichtigster Bestandteil der Therapie hat an Bedeutung verloren,
wiahrend die systemische Behandlung heute fest in die Mammakarzinombehandlung



integriert ist. Neben zytostatischen Chemotherapeutika und endokrinen Therapieformen
werden heute auch zunehmend spezifische Antikorper bei der Behandlung eingesetzt
(Riihl et. al., 2004).

Nomenklatur

Bei der systemischen Tumortherapie kann zwischen der neoadjuvanten, der adjuvanten
und der palliativen Behandlung unterschieden werden.

Die neoadjuvante systemische Therapie bezeichnet alle medikamentdsen Therapiefor-
men, die nach der histologischen Diagnose und vor Durchfithrung der Operation verab-
reicht werden. Synonym findet man in der Literatur die Begriffe ,,priméir systemische®,
,praoperative®, oder ,,Induktions“-Therapie (Riihl et. al., 2004).

Unter der adjuvanten systemischen Therapie versteht man entsprechend die medika-
mentdse Behandlung im Anschluss an eine Operation. Sie wird auch als postoperative
Therapie bezeichnet. Bestandteil der adjuvanten Behandlung des Mammkarzinoms ist
neben der systemischen Applikation von Medikamenten die Radiatio der Brust
(Harbeck et. al., 2007).

Das metastasierte Mammakarzinom muss als unheilbare Krankheit angesehen werden.
Unter dem Begriff der palliativen Therapie werden Behandlungen zusammengefasst,
deren Ziel vor allem in einer langfristigen Erhaltung und Wiederherstellung der Leis-
tungsfahigkeit besteht. Sowohl Medikamente also auch operative Eingriffe und Bestrah-
lung werden eingesetzt, um Symptome zu lindern und das Hinzukommen neuer Sym-
ptome zu vermeiden (Heinemann et. al., 2007).

Historische Entwicklung

Bereits in den 1970er Jahren wurde die adjuvante systemische Therapie fest in die
Brustkrebsbehandlung integriert. Metaanalysen der Early Breast Cancer Trialist’s Col-
laborative Group konnten damals zeigen, dass durch die neue Behandlungsstrategie
sowohl die Mortalitdt als auch das Rezidivrisiko gesenkt wurden (Harbeck et. al., 2007).

In derselben Dekade entstanden zudem die ersten Protokolle fiir die neoadjuvante Be-
handlung des Mammakarzinoms. Sie beschrdnkten sich zunéchst auf die palliative Be-
handlung inoperabler Tumoren. Erst der Einsatz der hocheffektiven Anthrazykline fiihr-
te zu einer Ausweitung der Indikation. Sie zeigten gute Ansprechraten und bewirkten in
vielen Fillen eine Groenreduktion des Tumors, die eine Operation in sano ermoglichte.
Besonders gute Ergebnisse zeigten sich dariiber hinaus beim inflammatorischen Karzi-
nom (Riihl et. al., 2004).



Seit vielen Jahren ist die neoadjuvante Behandlung daher Therapie der Wahl bei lokal
weit fortgeschrittenen und inflammatorischen Karzinomen (Riihl et. al., 2004).

Retrospektiv erhobene Daten konnten jedoch nicht nur eine Verbesserung der Operabili-
tdt, sondern auch eine Korrelation zwischen dem Ansprechen auf die neoadjuvante The-
rapie und dem krankheitsfreien Intervall beziehungsweise dem Gesamtiiberleben zeigen
(Harbeck et. al., 2007; Untch et. al., 2011).

Durch die Ergebnisse der NSABP B18-Studie kam der neoadjuvanten Therapie weitere
Bedeutung zu. In dieser prospektiven randomisierten Studie wurden 1523 Patientinnen
mit je 4 Zyklen Doxorubicin/Cyclophosphamid prid- oder postoperativ behandelt. Die
neoadjuvante Behandlung zeigte sich gegeniiber der adjuvanten dquieftektiv. Hinsicht-
lich der Uberlebensraten nach einer Nachbeobachtungszeit von 9 Jahren und dem
krankheitsfreien Uberleben zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Therapiearmen. In der neoadjuvant behandelten Gruppe konnten mehr Patientin-
nen brusterhaltend operiert werden. Aullerdem war die Rate der nodalpositiven Patien-
tinnen zum Zeitpunkt der Operation deutlich niedriger als in der adjuvantbehandelten
Gruppe. Beziiglich der lokalen und regiondren Rezidivraten konnte nach 9 Jahren Beo-
bachtungszeit beim gesamten Kollektiv kein signifikanter Unterschied festgestellt wer-
den. Es zeigte sich jedoch eine signifikant hohere Lokalrezidivrate bei den Frauen, bei
denen urspriinglich eine Mastektomie indiziert gewesen war und nach gutem Anspre-
chen doch brusterhaltend operiert wurde (15,9% in der Gruppe mit brusterhaltender
Operation nach Indikationswechsel versus 9,9% in der Gruppe mit urspriinglich geplan-
ter brusterhaltender Operation; p=0,04). (Die aufgefiihrten Ergebnisse der NSABP B18-
Studie wurden einer Zusammenfassung des Tumormanual Mammakarzinome vom Tu-
morzentrum Miinchen entnommen, sieche (Bauerfeind et. al., 2007).)

Tab. 1: Ergebnisse der NSABP B18-Studie (9 Jahre Nachbeobachtungszeit)

Untersuchter Parameter neoadjuvante adjuvante
Gruppe Gruppe

Uberlebensrate 69,0% 70,0%
Krankheitsfreies Uberleben 53,0% 55,0%
Rate der brusterhaltenden Operationen 68,0% 60,0%
Rate an nodalpositiven Patientinnen (bei OP) 42,0% 60,0%
Lokale Rezidivrate (nach Lumpektomie) 10,7% 7,6%
Regionare .ReZ|d|vrate (unabhangig von der Art 4,3% 3.4%
der Operation)



Indikationen und Ziele

Vor Beginn der systemischen Therapie erfolgen in jedem Fall eine griindliche klinische

und bildgebende Diagnostik sowie eine histologische Diagnosesicherung. Die aktuellen

Indikationen und Ziele der systemischen neoadjuvanten Therapie basieren im Wesentli-
chen auf den Ergebnissen der oben beschriebenen NSABP B18-Studie.

Die Ziele konnen wie folgt zusammengefasst werden:

Uberfiihrung eines primér inoperablen in ein operables Mammakarzinom
Erhohung der Rate brusterhaltender Operationen

Abschitzung der Prognose in Abhédngigkeit des primédren Tumoransprechens
Nachweis des Therapieeffekts fiir Arzt und Patientin

Evaluation neuer Medikamente und neuer Medikamentenkombinationen
Zeitnaher Beginn der adjuvanten Radiatio nach der Operation

Evaluation pradiktiver Faktoren fiir ein sensibleres beziechungsweise frithzeitigeres
Erkennen therapieresistenter Tumore

Etablierte Indikationen sind heute:

Inflammatorische Mammakarzinome
Lokal weit fortgeschrittene Mammakarzinome

Alle Mammakarzinome, bei denen aufgrund der klinischen, bildgebenden und histo-
logischen Diagnostik und der daraus resultierenden Risikoabschitzung eine adju-
vante Therapie indiziert wire

Moglichkeit, die Voraussetzungen fiir eine brusterhaltende Operation zu schaffen

Neuere Daten konnten dariiber hinaus zeigen, dass weitere Gruppen von Patientinnen

besonders von einer systemischen neoadjuvanten Therapie profitieren. Hierzu gehdren

Patientinnen mit:

Klinischer Remission nach zwei Zyklen TAC'
Schlecht differenzierten Tumoren (G3)
Alter unter 40 Jahren

Triple-negativen Tumoren (Ostrogen-, Progesteron- und Her2neu-Rezeptoren nega-
tiv).

! Docetaxel/Doxorubicin/Cyclophosphamid



Medikamente

Bereits die NSABP B18-Studie zeigte, dass die histopathologische Komplettremission
(ypCR) signifikant mit einer giinstigen Prognose (krankheitsfreies und Gesamtiiberle-
ben) korreliert. Aus diesem Grund ist das wichtigste Ziel zur Verbesserung der neoadju-
vanten Therapie die Erh6hung der Rate an histopathologischen Komplettremissionen.

Die primér systemische Therapie umfasst den Einsatz von Chemotherapeutika, Antikor-
pern und endokriner Therapie (Hanusch et. al., 2011). In Bezug auf Zytostatika zur neo-
adjuvanten Therapie zeigen bisher vorliegende Studien die besten Ergebnisse fiir ein
Therapieregime mit mindestens 6 Zyklen préoperativ, in dem zunichst ein Anthrazyklin
und anschlieBend ein Taxan verabreicht werden (Bauerfeind et. al., 2007).

Bei Her-2/neu-tliberexprimierenden Tumoren wird zusétzlich zur neoadjuvanten Chemo-
therapie eine postoperative Therapie mit Trastuzumab empfohlen. Trastuzumab ist ein
monoklonaler Antikorper, der gegen den humanen epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptor auf den Krebszellen gerichtet ist. Buzdar et al. konnten aulerdem zeigen, dass
der simultane Einsatz von Trastuzumab mit einer neoadjuvanten Therapie bestehend aus
Paclitaxel und FEC? die Rate an Komplettremissionen signifikant erh6ht. Da die Zwi-
schenauswertung nach nur 34 Patientinnen einen signifikanten Unterschied zeigte,
musste diese Studie abgebrochen werden (Bauerfeind et. al., 2007).

Die Ergebnisse bisher ausgewerteter Studien zur Erprobung der primér systemischen
Chemotherapie sind in den folgenden Tabellen dargestellt.

? 5-Fluorouracil/Epirubicin/Cyclophosphamid



Tab. 2: Ergebnisse bisher ausgewerteter Studien zur Erprobung der primér systemischen Chemothera-

pie bei Her2/neu-negativen Tumoren, iibernommen aus (Bauerfeind et. al., 2007; Hanusch et. al., 2011).

. o pCR und BET um
Studie n Protokolle PCR (%) yTis (%) PST (%)
NSABP B-27 2986 4xAc 9,6 13,7 61,6
2001 vs. 4x Ac —4xDoce vs. 18,9 (s)| vs. 26,1 vs. 63,7
GEPARDUO 913 4xADoce (q2w) 7,0 65,8
2002 vs. 4xAc—4xDoce (q3w) vs. 14,3 (s) vs. 75,1
M.D. Anderson 236 4xPac—FAc 15
2002 vs. Pac weekly—Fac vs. 28 (s)

Aberdeen 97 8xCVAPd 16
2001 vs. 4xCVAPd—4xDoce vs. 34 (s)
ACCOG 184 6xAC ns
2002 vs. 6xADoce
AGO Miinchener 475 4xEPac 10 55
2002 vs. 3xE—3xPac vs. 18 vs.66
35% vs.
Arm A: 4xAPac—4xCMF
(postop.Cht.) vs.
Arm B: 4xAPac—4xCMF 0
ECTO 2009 893 (neoadj. Cht.) (postop. Cht.) vs ns ns 33% vs.
Arm C: 4xAPac—4xCMF
raop. Cht.
(praop. Cht.) 63% ()
NSABP B-18 1523 |4xAc (60/600) 9 68
(Responder) 21,0 28,6 68,5
4xTAC vs.23,5 (ns)[vs. 33,2 (ns)|vs. 67,5 (ns)
GEPARTRIO 2090 |8 6xTAC
2006 (non Responder)
4xNX 6,0 7,7 59,8
vs. 4xTAC vs.5,3 (ns) [vs. 11,1 (ns)]vs. 57,3 (ns)

Legende: pCR=histopathologisch komplette Remission; Tis=in situ-Karzinom; BET=brusterhaltende
Therapie; s=signifikant; ns=nicht signifikant; A=Adriamycin; C=Cyclophophamid; Doce=Docetaxel;
E=Epirubicin; F=5-Fluorouracil; Pac=Paclitaxel; Pd=Prednisolon; V=Vincristin, NX=Vinorelbin und
Capecitabin, vs=versus



Tab. 3: Ergebnisse bisher ausgewerteter Studien zur Erprobung der primér systemischen Chemothera-
pie bei Her2/neu-positiven Tumoren, iibernommen aus (Eiermann et. al., 2009; Hanusch et. al., 2011;
Untch et. al., 2012).

pCR und| BET um

H 0,
Studie n Protokolle PCR (%) VTis (%) | PST (%)
GEPAR- “Sow. o Docaix
QUATTRO 1512 ' 31,8 nd nd

bzw. 4x Doce — 4x

2010 (Phase IIl) X + Trastuzumab

3xAPac — 4x Pac —

’\zgﬁ\; ezcl)l:)o 327 3x CMF 38 43 63
+/- Trastuzumab
GEPAR- 4xEC — 4x Doce +
QUINTO 620 Trastuzumab vs. 30 vs.
4xEC — 4x Doce + 22,7
2012 .
Lapatinib

Legende: pCR=histopahtologisch komplette Remission; Tis=in situ-Karzinom; BET=brusterhaltende
Therapie; Doce=Docetaxel; A=Adriamycin; Pac=Paclitaxel; E=Epirubicin; C=Cyclophosphamid;
X=Capecitabin; M=Methotrexat; F=5-Fluorouracil; nd=nicht untersucht

Die primér endokrine Therapie stellt eine Behandlungsoption dar fiir Patientinnen mit
hormonrezeptorpositivem Tumor

e hoheren Alters (liber 70 Jahre),
e Dbei denen eine primére Operation nicht durchgefiihrt werden kann,

e bei denen eine neoadjuvante Behandlung indiziert ist und eine Chemotherapie aus
medizinischen Griinden nicht moglich ist,

e bei denen eine neoadjuvante Behandlung indiziert ist, die jedoch eine Chemothera-
pie ablehnen (Bauerfeind et. al., 2007).

Es gilt als bewiesen, dass endokrine Therapieformen bei postmenopausalen Patientinnen
mit positivem Hormonrezeptorstatus wirksam sind. Es ist dariiber hinaus bekannt, dass
die Wirksamkeit einer Chemotherapie im Alter abnimmt. Fiir die genannten Indikatio-
nen wird derzeit eine Therapie mit einem Aromatasechemmer der dritten Generation
empfohlen (Kreienberg et. al., 2008).
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Besonderheiten des operativen Vorgehens

Bereits vor Beginn der neoadjuvanten Chemotherapie sollte das operative Vorgehen
abgeschitzt werden. Nach Abschluss der Chemotherapie und erneuter bildgebender
Diagnostik kann der urspriingliche Behandlungsplan entsprechend der Tumorremission
modifiziert werden.

Grundsitzlich ist eine Exzision des Tumors in den neuen Tumorgrenzen mdglich. Dabei
ist jedoch gefordert, dass die Resektionsridnder ausreichend tumorfrei sind. Der Sicher-
heitsabstand sollte mindestens 1 mm beim invasiven und 5-10 mm beim intraduktalen
Tumoranteil betragen (Bauerfeind et. al., 2007).

Wenn préoperativ nicht abschlieend geklart werden kann, ob eine brusterhaltende Ope-
ration moglich ist, sollte zweizeitig vorgegangen und die Patientin entsprechend aufge-
klart werden. Eine brusterhaltende Operation ist kontraindiziert bei

e ungiinstigem Tumor-zu-Brust-Verhiltnis

e trotz wiederholter Nachresektion nicht im Gesunden entferntem Tumor
e multizentrischem Mammakarzinom

e Undurchfiihrbarkeit der adjuvanten Bestrahlungstherapie

¢ inflammatorischem Mammakarzinom wegen unzureichender Datenlage (relative
Kontraindikation).

Die Operation sollte etwa 2 bis 3 Wochen nach der letzten Applikation der Chemothera-
pie erfolgen, denn dann hat sich die Funktion des Knochenmarks in der Regel erholt
und es muss nicht mit erhdhter Infektionsgefdhrdung, Stérungen der Wundheilung oder
Transfusionsbedarf gerechnet werden.

Wichtiger Bestandteil der operativen Therapie des Mammakarzinoms ist neben der Ent-
fernung des Tumors beziehungsweise der ganzen Brust die Bestimmung des histologi-
schen Nodalstatus. Bei Patientinnen, bei denen die klinische Untersuchung und die
Bildgebung keinen Hinweis auf eine Lymphknoten- und Fernmetastasierung ergaben
und die keine neoadjuvante Chemotherapie erhalten haben, wird heute zunichst die Ent-
fernung des Sentinel-Lymphknotens empfohlen, also desjenigen Lymphknotens, der als
erster von der abflieBenden Lymphe passiert wird. Nur wenn sich im Schnellschnitt ein
Tumorbefall dieses Sentinel-Lymphknotens zeigt, wird eine klassische Axilladissektion
durchgefiihrt. Die Schulter-Arm-Morbiditdt wird so signifikant gesenkt. Nach neoadju-
vanter Chemotherapie wird dieses Vorgehen jedoch nicht empfohlen. Die operative The-
rapie der Wahl ist hier die axillire Lymphonodektomie im Level I und II (Bauerfeind et.
al., 2007).
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Besonderheiten der postoperativen Bestrahlungstherapie

Im Gegensatz zum operativen Vorgehen wird die Indikation zur adjuvanten Radiothera-
pie vor Beginn der neoadjuvanten Chemotherapie endgiiltig gestellt und ist unabhéngig
vom Ansprechen des Tumors auf die Chemotherapie.

Fiir den behandelnden Radiologen ist es hilfreich, wenn vor Beginn der Therapie eine
genaue Dokumentation des Lymphknotenbefalls in der Axilla, eine Tumorzeichnung
oder eine Fotodokumentation sowie eine intraoperative Clipmarkierung des Tumorbetts
erfolgen.

Die Indikationen entsprechen denen zur Strahlentherapie nach brusterhaltender Therapie
oder Mastektomie (Schaffer et. al., 2007).

Beurteilung des Therapieansprechens

Das Therapieansprechen sollte nach jedem Zyklus klinisch beurteilt werden. Nach Ab-
schluss der neoadjuvanten Therapie wird das Therapieansprechen am objektivsten am
pathologisch-anatomischen Priparat beurteilt. In der Regel werden sowohl die Art als
auch die Ausdehnung eines Tumorrests bestimmt. Eine neoadjuvante Chemotherapie
kann keine, eine partielle oder eine komplette Regression des Tumors induzieren. Typi-
sche Zeichen einer Regression sind narbenartiges fibroses Gewebe meist ohne Driisen-
gewebe, herdférmige Schaumzellen, lymphozytére Infiltrate, Blutungszeichen, Fremd-
korpergranulome und fibrosierte beziehungsweise obliterierte Gédnge mit Mikrokalk bei
Regression einer DCIS-Komponente. Eine Graduierung der Regression erfolgt meist
nach den Kriterien von Sinn et al. (Bauerfeind et. al., 2007).

Tab. 4: Einteilung des Regressionsgrads nach Sinn et al. (Nahrig et. al., 2007).

Regressionsgrad

nach Sinn et al. Charakteristika des pathologischen Praparats

0 keine Effekte

vermehrte Tumorsklerose mit herdférmiger resorptiver
Entziindung und/oder deutlich zytopathische Effekte

weitgehende Tumorsklerose mit nur fokal noch
nachzuweisenden, evtl. auch multifokalem, minimal-invasivem

2 Resttumor (< oder =0,5cm), haufig ausgedehnte intraduktale
Tumorausbreitung

3 kein invasiver Resttumor

4 kein Resttumor
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Gemail den ,,Response Evaluation Criteria in Solid Tumors* (RE-CIST) wird eine Ab-
nahme des ldngsten Tumordurchmessers um 30% als partielle Remission bezeichnet
(Riihl et. al., 2004). Unter dem ldngsten Tumordurchmesser versteht man hierbei den
Abstand der am weitesten voneinander entfernten Tumorzellen.

Eine Komplettremission liegt vor, wenn keine Tumorzellen in der Brust und in den axil-
liren Lymphknoten nachgewiesen werden konnen (Kreienberg et. al., 2008). Patientin-
nen mit Komplettremission nach neoadjuvanter Chemotherapie haben eine signifikant
bessere Uberlebenschance als Patientinnen mit partieller Remission (Bauerfeind et. al.,
2007).

Da sich nicht alle Autoren an dieser Definition orientieren, lassen sich vorliegende Stu-
dien schwer vergleichen. Die NSABP bezeichnet mit dem Begriff Komplettremission
beispielsweise lediglich das Fehlen eines invasiven Tumors in der Brust, unabhéngig
vom axilldren Lymphknotenstatus und Vorhandensein eines DCIS (Riihl et. al., 2004).

2.1.4 Pradiktive und prognostische Faktoren

Klinische, histopathologische, biologische und biochemische Parameter helfen, den
individuellen Krankheitsverlauf einer Patientin beziehungsweise das Ansprechen der
Erkrankung auf ein bestimmtes Therapieregime vorherzusagen. Man bezeichnet diese
Parameter als Prognose- beziehungsweise pradiktive Faktoren.

Klassische prognostische Faktoren

Folgende Parameter besitzen evidenzgesicherte klinische Relevanz als Prognosemarker
und sollen regelmifBig bestimmt werden (Rack et. al., 2007):

o Alter
e Menopausenstatus
e TNM-Stadium (TumorgroBe, Lymphknotenbefall, Fernmetastasierung)

e Morphologische Kriterien: Differenzierungsgrad, histologischer Typ, peritumorale
Lymph- und Himangiosis, Steroidhormonrezeptorstatus und Her2neu-Status.

Der stirkste prognostische Faktor ist der axillire Lymphknotenstatus. Die Anzahl der
vom Tumor befallenen axilldren Lymphknoten korreliert mit dem Rezidiv- und Todesri-
siko. Welche Rolle der Nachweis von isolierten Tumorzellen und Mikrometastasen in
axillaren Lymphknoten spielt, ist noch unklar.

Die TumorgroBBe korreliert positiv mit der Anzahl der befallenen axilldren Lymphknoten
und z&hlt ebenfalls zu den klassischen Prognosefaktoren.
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Der Hormonrezeptorstatus sollte nach den Empfehlungen der National Academy of Cli-
nical Biochemistry bei allen neu diagnostizierten Mammakarzinomen bestimmt werden.
Er kann genutzt werden, um Patientinnen zu identifizieren, die von einer endokrinen
Therapie profitieren. Dariiber hinaus besitzt er auch Bedeutung als prognostischer Fak-
tor in Ergdnzung zu den etablierten prognostischen Faktoren. Die Bestimmung sollte
mit immunhistochemischen Methoden erfolgen (Sturgeon et. al., 2008). Der Anteil der
anfirbbaren positiven Zellkerne wird dabei getrennt fiir den Ostrogen- und Progesteron-
rezeptorstatus angegeben. Tumoren mit einer Anfarbung von mindestens 10% der Zell-
kerne gelten als hormonsensibel und mit einer Anfiarbung von 0% der Zellkerne als
hormonunsensibel. Tumoren, die 0 bis 10% positive Zellkerne zeigen, werden als frag-
lich hormonsensibel eingestuft. Zusétzlich kann der sogenannte immunreaktive Score
(IRS beziehungsweise Remmele-Score), das Produkt aus Farbeintensitidt und Prozent-
satz positiver Zellen, angegeben werden (Mayr et. al., 2009). Einem positiven Progeste-
ronrezeptorstatus bei negativem Ostrogenrezeptorstatus wird keine pridiktive Bedeu-
tung zugesprochen (Schaller et. al., 2011).

Etwa 20% der invasiven Mammakarzinome weisen eine Uberexpression des Her-2/neu-
Onkoproteins auf. Diese Tumore zeigen meist einen aggressiveren Krankheitsverlauf.
AuBerdem korreliert eine Uberexpression des Her-2/neu-Onkoproteins mit der Herun-
terregulierung der Steroidhormonrezeptoren. Da die Korrelation zwischen der Uberex-
pression des transmembrandren Wachstumsfaktorrezeptors Her-2/neu und dem Krank-
heitsverlauf durch seine pridiktive Bedeutung beziiglich des Ansprechens auf eine
Systemtherapie iiberdeckt wird, ist eine unabhingige prognostische Relevanz nicht ge-
sichert (Rack et. al., 2007). GemaB aktuellen Empfehlungen sollte der Her-2/neu-Status
bei allen neu diagnostizierten Brustkrebsféllen bestimmt werden, um Patientinnen zu
identifizieren, die von einer Therapie mit Trastuzumab profitieren. Der Her-2/neu-Status
kann zudem bestimmt werden, um die Wirksamkeit einer Anthrazyklin-basierten adju-
vanten Chemotherapie vorherzusagen (Sturgeon et. al., 2008).

Der Her2neu-Status wird immunhistochemisch (IHC) und mit Fluoreszenz-In-situ-
Hybridisierung (FISH), Chromogen-In-situ-Hybridisierung (CISH) oder Silver-In-situ-
Hybridisierung (SISH) an paraffinfixiertem Material bestimmt und entsprechend als
positiv oder negativ eingeordnet. Fiir die quantitative Beurteilung des Her2neu-Status
wird derzeit die semiquantitative immunhistochemische Methode empfohlen. Bei einem
DAKO-Score + gilt der Tumor als Her2-neu-negativ und bei einem Score +++ als Her2-
neu-positiv. Tumoren mit einem Score ++ sollten jedoch ergidnzend mit einer In-situ-
Hybridisierung (z.B. FISH) hinsichtlich der Genamplifikation untersucht werden (Mayr
et. al., 2009).
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Mittels immunhistochemischen Methoden kann auBlerdem Ki-67, ein Protein, das nur
wéhrend der Zellteilung im Zellkern exprimiert wird, nachgewiesen werden. Bei einem
Prozentsatz iiber 15 bis 20% besteht ein erhohtes Risiko, wihrend bei einem Prozentsatz
kleiner 15% ein niedrigeres Risiko beobachtet wird. Auf dem Sankt Gallen-Konsensus-
Treffen 2009 wurde daher die Bestimmung von Ki-67 zur Prognoseabschéitzung emp-
fohlen (Schaller et. al., 2011).

Zur Abschitzung sowohl der Prognose als auch des Ansprechens auf eine Chemothera-
pie werden heute verschiedene Subtypen des Mammakarzinoms unterschieden. Die Ein-
teilung erfolgte urspriinglich mithilfe ihrer genetischen Signaturen, kann jedoch auch
anhand der klassischen immunhistochemischen Untersuchungen erfolgen. Besonders
klinisch interessant sind hierbei der ,,Luminal A“-, ,Luminal B*“- und ,,basal dhnliche*
(dreifach negative)-Typ (Wagner et. al., 2011). Wéhrend Luminal-A-Karzinome (ER/PR
positiv, Her2/neu negativ, Ki-67 niedrig) eine sehr gute Prognose aufweisen, kann bei
basal dhnlichen Karzinomen (ER/PR negativ, Her2/neu negativ) von einem aggressiven
Krankheitsverlauf ausgegangen werden (Kreienberg et. al., 2010).

Neue prognostische Faktoren

Neben den klassischen sind heute viele weitere Prognosefaktoren bekannt. Es gibt je-
doch nur wenige, deren klinische Relevanz evidenzbegriindet ist. Die aktuellen Empfeh-
lungen der American Society of Oncology (ASCO) zum Einsatz neuer Prognosefaktoren
werden im Folgenden erldutert.

Wihrend die beschriebenen klassischen Faktoren in Gewebeproben bestimmt werden,
erfolgt die Messung von CA 15-3° und CEA* in Serumproben. CA 15-3 und CEA stei-
gen im Serum mit zunehmender Tumormasse an. Bisher erhobene Daten konnten jedoch
nicht zeigen, dass ein fritherer Therapiebeginn oder eine Umstellung der adjuvanten
Therapie nur aufgrund eines Anstiegs dieser Marker einen Vorteil bringt. Die Bestim-
mung dieser Marker im Blut alleine kann daher nicht zum Screening, zur Diagnostik,
zum Staging oder zur Rezidiverkennung empfohlen werden. Die Bestimmung kann je-
doch erfolgen, um die Therapie bei metastasierter Erkrankung zu {iberwachen. Dies
wird jedoch nur als Ergdnzung zu Anamnese, korperlicher Untersuchung und bildge-
benden Verfahren oder bei einer Metastasierung, die der Bildgebung nicht zugédnglich
ist, empfohlen (Harris et. al., 2007; Rack et. al., 2007; Sturgeon et. al., 2008). Es ist da-
bei zu beachten, dass verschiedene Assays unterschiedlicher Hersteller zu signifikant

3 Cancer Antigen 15.3=Krebsantigen 15.3
* Carcinoembryonic Antigen=Karzinoembryonales Antigen
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unterschiedlichen Ergebnissen fiihren konnen (Molina et. al., 2005). Weitere Informati-
onen zu CEA und CA 15-3 finden sich in 2.3.

Als weitere prognostische Faktoren sind Gewebe-uPA’ und -PAI-1° zu nennen. Der
Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp uPA und sein Inhibitor PAI-1 sind Teil des
Plasminogen-Aktivierungssystems. Sie beeinflussen die Invasions- und Metastasie-
rungsfahigkeit eines Tumors sowie die Angiogenese (Rack et. al., 2007). Nach den
Richtlinien der ASCO und der NACB konnen uPA und PAI-1 bei Patientinnen ohne
Lymphknotenbefall bei der primiren Diagnose im Operationspriparat bestimmt werden,
um die Prognose abzuschitzen und Patientinnen zu identifizieren, bei denen eine adju-
vante Chemotherapie nicht erforderlich ist beziechungsweise keinen zusitzlichen Nutzen
bringt (Sturgeon et. al., 2008). Niedrige Level beider Parameter sind mit einem niedri-
gen Rezidivrisiko assoziiert, wihrend hohe Level mit einem hohen Risiko einhergehen.
Es ist zudem bekannt, dass Patientinnen mit hohen Leveln besonders von einer adjuvan-
ten Chemotherapie nach dem CMF’-Schema profitieren (Harris et. al., 2007; Rack et.
al., 2007). Fiir die Bestimmung von uPA und PAI-1 mittels ELISA ist Tumorfrischge-
webe oder Tumorgewebe, das unverziiglich nach der Entnahme in fliissigem Stickstoff
oder bei -80° C gelagert wurde, erforderlich (Mayr et. al., 2009).

Dariiber hinaus bestehen groBe Hoffnungen, dass das Mammakarzinom in Zukunft
durch Genexpressionsprofile und Microarrays genauer klassifiziert und damit spezifi-
scher behandelt werden kann. Eine solche molekulare Klassifikation kdnnte zudem die
Diagnosemdglichkeiten und die Rezidivvorhersage verbessern. Therapeutische Ent-
scheidungen auf dieser Grundlage sollten derzeit nach Angabe des Tumorzentrums
Miinchen nur im Rahmen von Studien erfolgen (Rack et. al., 2007). Mit dem ,,Oncotype
DX assay* wird mittels einer ,,reverse transcriptase“-PCR der Aktivierungszustand von
21 Genen, die mit Zellproliferation, Tumorinvasion und der Ostrogen- bzw. Her2-
Rezeptoraktivitét assoziiert sind, untersucht. Mit einem mathematischen Algorithmus
wird ein Rezidivscore ermittelt. Patientinnen mit einem hohen Score (groBer 18 bis 100)
profitieren deutlich von einer Chemotherapie, wihrend Patientinnen mit einem niedri-
gen Score (kleiner 18) kaum von einer Chemotherapie profitieren (Schaller et. al.,
2011). Nach den Empfehlungen der ASCO kann jedoch der ,,Oncotype DX assay®, ein
Verfahren, das auf einer ,reverse transcriptase“-PCR basiert, genutzt werden, um bei
neu diagnostiziertem Mammakarzinom ohne Lymphknotenbefall und mit positivem

> Urokinase Plasminogen Aktivator
% Plasminogen Aktivator Inhibitor
7 Cyclophosphamid/Methotrexat/5-Fluoruracil
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Ostrogenrezeptorstatus das Rezidivrisiko abzuschitzen. Durch den ,,Oncotype DX as-
say*“ konnen Patientinnen mit niedrigem Rezidivrisiko erkannt werden, die von einer
adjuvanten Behandlung mit Tamoxifen deutlich profitieren, jedoch keinen weiteren Vor-
teil durch eine adjuvante Chemotherapie (CMF-Schema) gewinnen (Harris et. al.,
2007). Ahnliche Testverfahren werden auf ihren klinischen Nutzen und ihren sinnvollen
Einsatz hin untersucht. Als Beispiele sind zu nennen ,Mamma Print“, ,,Rotterdam
Signature* und ,,Breast Cancer Gene Expression Ratio* (Harris et. al., 2007).

Des Weiteren wird der Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark als viel
versprechender prognostischer Faktor diskutiert, jedoch noch nicht von der ASCO emp-
fohlen. Der Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark kann unter anderem
mittels Antikdrpern gegen Zytokeratinkomponenten von Epithelzellen erfolgen. Hierbei
ist jedoch zu beachten, dass mit dieser Methode alle Epithelzellen im Knochenmark
nachgewiesen werden und keine Differenzierung zwischen gutartigen und bdsartigen
Zellen erfolgt. Es scheint jedoch wahrscheinlich, dass gro3e Mengen von Epithelzellen
im Knochenmark meist aus einer Neoplasie stammen. Aktuelle gepoolte Analysen zei-
gen, dass der Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark unabhéngige
prognostische Relevanz sowohl bei der primdren Diagnose als auch wéhrend der rezi-
divfreien Nachbeobachtungszeit besitzt (Harris et. al., 2007).

Klassische préadiktive Faktoren

Bis heute sind nur wenige Faktoren bekannt, die priadiktive Bedeutung besitzen und
somit genutzt werden konnen, um die Therapie an die einzelne Patientin anzupassen.

Der Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus besitzt priadiktive Aussagekraft hinsicht-
lich endokriner Behandlungsformen. Neuere Daten weisen zudem darauf hin, dass der
Hormonrezeptorstatus auch pradiktive Bedeutung bei der neoadjuvanten Chemotherapie
besitzt. Hormonnegative Tumore zeigen ein besseres Therapieansprechen (Rack et. al.,
2007).

Der Her2neu-Gewebestatus ist wichtig als pradiktiver Faktor fiir die Therapie mit
Trastuzumab (Rack et. al., 2007).

AuBerdem gilt der Menopausenstatus als entscheidender pradiktiver Faktor fiir die ova-
rielle Ablation (Rack et. al., 2007).

Neue préadiktive Faktoren

Als vielversprechender neuer pradiktiver Faktor ist der Nachweis von Her2neu-ECD,
also der extrazelluliren Doméne von Her2neu, im Blut zu erwdhnen. Mehrere Studien
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konnten zeigen, dass eine Korrelation zwischen dem Her2neu- Gewebestatus und dem
Nachweis von Her2neu-ECD im Blut besteht (Rack et. al., 2007).

AuBerdem ist bekannt, dass eine Uberexpression der Topoisomerase Ilo. mit einem bes-
seren Ansprechen auf eine Chemotherapie mit einem Anthrazyklin im Vergleich zu einer
Chemotherapie nach dem CMF-Schema einhergeht (Rack et. al., 2007).

Auch eine Korrelation zwischen starker Ki-67-Expression und hohen Raten an Kom-
plettremissionen nach neoadjuvanter Chemotherapie konnte gezeigt werden (Schaller et.
al., 2011).

Daneben sind viele weitere priadiktive Faktoren Gegenstand intensiver Forschung. Es ist
jedoch bis heute kein validierter Faktor bekannt, der moglichst ohne invasives Vorgehen
bestimmt werden kann und vor Beginn oder friithzeitig wéhrend einer neoadjuvanten
Chemotherapie anzeigt, ob die einzelne Patientin von einer bestimmten Therapie profi-
tiert (Harris et. al., 2007; Rack et. al., 2007).

2.2 Apoptose

Der apoptotische Zelltod ist wesentlich fiir den Erhalt der Gewebehomoostase. Im
menschlichen Organismus werden téglich ca. 10 Billionen Zellen durch Mitose neu ge-
bildet. Ebenso viele werden durch Apoptose abgebaut, um die Gewebehomdostase zu
erhalten (Elmore, 2007).

Storungen des Gleichgewichts zwischen Zelltod und Zellneubildung gehen mit der Ent-
stehung von Erkrankungen einher. Ein Uberwiegen der Zellproliferation ruft beispiels-
weise maligne Erkrankungen oder Autoimmunerkrankungen hervor. Eine gesteigerte
Apoptose mit inaddquater Neubildung von Zellen zeigt sich hingegen bei degenerativen,
ischdmischen, inflammatorischen und traumatischen Erkrankungen sowie bei Infertilitét
und Immundefizienz (Danial und Korsmeyer, 2004).

Da die Zelltodrate bei malignen Erkrankungen dereguliert ist und gezielt durch Zytosta-
tika beeinflusst wird, eignet sich hier die Konzentrationsbestimmung von zirkulierenden
Apoptoseprodukten im Blut als Biomarker (Holdenrieder et. al., 2005; Beachy und Re-
pasky, 2008).

2.2.1 Historischer Hintergrund

Die Geschichte der Zelltodforschung reicht zuriick bis in die griechische Antike. Aristo-
teles und spater Galenus von Pergamon untersuchten damals regressive Verdnderungen
an Larven bzw. Feten wihrend der Ontogenese (Clarke und Clarke, 1996). Aulerdem
benutzte schon Hippokrates vor iiber 2000 Jahren den Begriff ,,Apoptose*, um eine bei
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der Behandlung von Frakturen mit Bandagen entstechende Gangrian zu beschreiben
(Diamantis et. al., 2008).

Erst im 19. Jahrhundert wurde der Zelltod jedoch systematisch von Anatomen und Pa-
thologen erforscht. Als Erstbeschreiber des ,,programmierten Zelltods* im Jahre 1842
gilt Karl Vogt. Er beobachtete Zelltodprozesse bei Kroten wihrend der Metamorphose.
Im Jahre 1858 fiihrte Rudolph Virchow in seinen Ausfiihrungen {iber die Zellpathologie
die Begriffe ,,Nekrose* und ,,Nekrobiose* ein. Als ,,Nekrobiose“ bezeichnete er mor-
phologische Phinomene wie Zelldegeneration, Gewebeerweichung und Mortifikation.
Er erkannte zudem, dass Zelltod nicht nur unter pathologischen, sondern ebenso unter
physiologischen Bedingungen auftritt (Diamantis et. al., 2008).

Im Jahre 1885 beschrieb Walther Flemming das Phanomen der Chromatolyse mit dem
Auftreten von typischem halbmondformigem pyknotischem Chromatin und apoptoti-
schen Korperchen bei der Riickbildung postovarieller Follikel (Majno und Joris, 1995;
Diamantis et. al., 2008).

Des Weiteren definierte Griper 1914 die Chromatolyse als eine Form der Elimination
von Zellen, die physiologischerweise in allen Organen des Menschen vorkomme. Er
beobachtete, dass die Uberreste der Zelle im Anschluss an die Chromatolyse von be-
nachbarten Zellen entfernt und bei sehr grolen Mengen auch in Organlumina freigesetzt
werden (Majno und Joris, 1995). Gliicksmann konnte diese Erkenntnisse 1951 bestiti-
gen. Er fand heraus, dass die Chromatolyse beispielsweise bei der Ausbildung der Fin-
ger wihrend der Embryogenese eine wichtige Funktion hat (Rich et. al., 1999). Ferner
wurde der Begriff der Chromatolyse von Neurologen verwendet, um die Degeneration
von Neuronen, die mit dem Verlust der Nissl-Substanz einhergeht, zu beschreiben
(Diamantis et. al., 2008).

Erst 1960 wurde durch Majno entdeckt, dass wéhrend des Zelltods als wesentlicher Teil
der biochemischen Prozesse Proteine denaturiert werden. Er schlug vor, zwischen dem
ischdmischen Zelltod und der Nekrose zu unterscheiden. Unter dem ischdmischen Zell-
tod verstand er den Zeitpunkt, an dem die Zelle unweigerlich dem Zelltod zugefiihrt
wird (,,point of no return®). Der ischdmische Zelltod findet zudem einige Zeit vor der
Nekrose und vor dem Auftreten sichtbarer histologischer Verdnderungen in der Zelle
statt (Majno und Joris, 1995).

Lockshin prigte im Jahre 1964 den Begriff des ,,programmierten Zelltods®. Tata und
Lockshin konnten durch den Einsatz von RNA- und Protein-Inhibitoren den Zelltod
verhindern. Sie zogen daraus den Schluss, dass der programmierte Zelltod eine Abfolge
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genetisch determinierter Ereignisse darstellt (Lockshin und Williams, 1964; Rich et. al.,
1999).

In den 1970er Jahren gelang den Zelltodforschern durch die Elektronenmikroskopie ein
groBer Durchbruch. John F. Kerr untersuchte damals an Ratten das Absterben von Le-
berzellen nach Abschniiren der Pfortader. In einigen Zellen der ischdmiebedingt atrophi-
schen Leber beobachtete er zunichst licht- und spiter elektronenmikroskopisch Abldufe,
die er als ,,shrinkage necrosis* bezeichnete. Andrew Wyllie, Sir Alastair Currie und Alli-
son Crawford beobachteten elektronenmikroskopisch das gleiche Phdnomen in embryo-
nalem und endokrinem sowie in pathologisch verdndertem Gewebe. Im Jahre 1972 fiihr-
ten sie gemeinsam den Begriff ,,Apoptose* ein, um den Zelltod mit den typischen licht-
und elektronenmikroskopischen Charakteristika zu beschreiben (Kerr, 1971; Kerr,
2002). ,,Apoptose* ist ein griechisches Wort und bedeutet ,,Abfallen der Blitter eines
Baumes im Herbst* (Diamantis et. al., 2008).

Noch im gleichen Jahrzehnt verdffentlichten Horvitz und Sulston erste Erkenntnisse zur
genetischen Regulation des Zelltods wihrend der Embryogenese der Nematode Cae-
norhabditis elegans. Bei der Entwicklung von C. elegans werden zundchst 1090 Zellen
gebildet, von denen jedoch genau 131 Zellen apoptotisch abgebaut werden, sodass der
adulte Organismus nur noch aus 959 Zellen besteht. Horvitz und Sulston entdeckten
1977 ced-3* als erstes bekanntes Gen, das an der genetischen Regulation der Apoptose
beteiligt ist (Diamantis et. al., 2008). In den folgenden Jahren wurden weitere die Apop-
tose regulierende Gene bei C. elegans und Drosophila melanogaster gefunden. Heute
wissen wir, dass es im menschlichen Organismus Homologe zu den Schliisselgenen von
C. elegans gibt (Danial und Korsmeyer, 2004; Diamantis et. al., 2008).

Die Erforschung der biochemischen Grundlagen wurde zudem durch elektrophoretische
Untersuchungen des Chromatins aus Zellen bestrahlten lymphatischen Gewebes voran-
getrieben. In der Elektrophorese zeigte sich ein typisches Leiterphdnomen mit DNA-
Bruchstiicken von etwa 200 Basenpaaren (Majno und Joris, 1995). Wyllie stellte das
Leiterphdnomen zu Beginn der 1980er Jahre in Zusammenhang mit der Apoptose, bei
der die DNA durch eine endogene Endonuklease gespalten werde. Dies war der erste
Schritt der Endeckung der Nukleosomen als biochemische Marker der Apoptose (Cotter,
2009).

8 Ced-3=cell death-3
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Abb. 1: DNA-Agarose-Gel-Elektrophorese einer normalen Zelle (links) und einer apoptotischen Zelle
mit dem typischen Leiterphdnomen (rechts) (Cotter, 2009).

Das Interesse an der Zelltodforschung ist seitdem immens. Doch trotz weitreichender
Erkenntnisse sind die biochemischen Grundlagen auch heute noch nicht vollstindig
aufgedeckt. Der aktuelle Wissensstand wird in den folgenden Kapiteln in seinen Grund-
ziigen dargestellt.

2.2.2 Morphologie der Apoptose und weiterer Zelltodformen

Aufbauend auf den Erkenntnissen von Kerr et al. (Kerr, 1971) wird bis heute anhand der
morphologischen Charakteristika im Wesentlichen zwischen den zwei Zelltodformen
Nekrose und Apoptose unterschieden. AuBere Ausloser wie z.B. starke Ischimie, Trau-
mata oder Bestrahlung fiihren zur Nekrose der Zellen. Leichte Schiadigungen der Zelle
konnen jedoch auch die Apoptose einleiten. AuBBerdem wird eine Zelle, die alt, nicht
mehr funktionsfdhig oder fiir die Funktion eines Organs nicht mehr wichtig ist, physio-
logischerweise durch Apoptose abgebaut.

Nekrose

Die Nekrose findet unter pathologischen Bedingungen statt, betriftt immer ganze Grup-
pen von Zellen und zeigt sich makroskopisch als abgestorbenes Gewebe. Sie lduft pas-
siv und energieunabhingig ab.

AuBere Schidigungen der Zelle betreffen zuniichst das endoplasmatische Retikulum, die
Mitochondrien und das Ubiquitin-System. Durch Dysfunktion der ATPasen und Ener-
giemangel schwellen die genannten Organellen sowie die Zelle als Ganze an und die
Membranen werden durchléssiger. Es kommt zu starkem Wassereinstrom in die Zelle.

Im Zellkern verklumpt unterdessen das Chromatin und wird unspezifisch fragmentiert.
An der Zelloberflache kann ein Phinomen, das als ,,.Blebbing* bezeichnet wird, beo-
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bachtet werden: es bilden sich Blédschen, die immer groBer werden und schlieB8lich auf-
platzen. Auch die Plasmamembran rupturiert letztlich und Zellbestandteile werden in
den Extrazelluldrraum freigesetzt. Hierdurch wird eine Entziindungsreaktion ausgeldst
und benachbarte Zellen werden durch freigesetzte Lysosomen angegriffen. Nach ca. 12
bis 24 Stunden ist der nekrotische Zelltod beendet (Kerr et. al., 1994; Majno und Joris,
1995).

Apoptose

Die Apoptose findet im Gegensatz zur Nekrose sowohl unter physiologischen als auch
unter pathologischen Bedingungen statt. Unter physiologischen Bedingungen kommt ihr
als Gegenstiick der Mitose grofle Bedeutung beim Erhalt der Gewebehomdoostase zu.
Bei geringfligiger Schidigung kann eine Zelle ebenfalls durch Apoptose sterben, sofern
ihr ausreichend Energie zur Verfiigung steht. Die Apoptose betrifft charakteristischer-
weise einzelne Zellen und lduft ohne umgebende Entziindungsreaktion ab.

Bei Beginn der Apoptose einer Zelle kann elektronenmikroskopisch zunichst eine Kon-
densation des Chromatins im Nukleus beobachtet werden. Das Chromatin wird pykno-
tisch und lagert sich in Form von Halbmonden an der Innenseite der Kernmembran an.
Die DNA wird indes spezifisch durch Endonukleasen an den Linker-Regionen gespal-
ten, sodass zundchst Stiicke von 50-300 Basenpaaren und schlielich Oligonukleosomen
mit einer Ladnge von 180 Basenpaaren entstehen.

Sowohl die gesamte Zelle als auch der Zellkern schrumpfen und verdichten sich. Kerr
bezeichnete die Apoptose daher zunichst als ,,shrinkage necrosis® Der Zellkern kann
dabei aufbrechen, was als Karyorhexis bezeichnet wird.

Wihrend die Funktion der Mitochondrien, Lysosomen und der Plasmamembran zu-
néchst noch erhalten bleibt, werden die Zellorganellen in membranstdndige Vesikel ver-
packt. Dies wird im Elektronenmikroskop als sogenanntes ,,Budding* an der Zellmemb-
ran sichtbar. Die Vesikel werden schlieBlich von der Zellmembran abgeschniirt. Diese
freigesetzten apoptotischen Korperchen werden rasch von Makrophagen und benachbar-
ten Zellen phagozytiert und in den Lysosomen dieser Zellen degradiert. Da die apoptoti-
schen Korperchen auf diesem Weg schnell entfernt werden und keine freien Zellbe-
standteile in den Extrazelluldrraum gelangen, entsteht keine Entziindungsreaktion
(Majno und Joris, 1995; Elmore, 2007).

Vom Beginn der Apoptose bis zur Bildung der apoptotischen Koérperchen vergehen nur
einige Minuten. Nach wenigen Stunden ist auch die Phagozytose dieser Korperchen
abgeschlossen (Kerr et. al., 1994).
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Necrosis

Abb. 2: Morphologische Charakteristika der Nekrose (oben) und der Apoptose (unten) (Krammer,
2000).

Weitere Formen des Zelltods

Uber Jahrzehnte hinweg wurde ausschlieBlich zwischen der Nekrose und der Apoptose
unterschieden. Heute wissen wir jedoch, dass diese beiden Formen des Zelltods nicht
immer klar gegeneinander abgegrenzt werden konnen. Sie konnen unabhéngig vonein-
ander, nacheinander oder sogar gleichzeitig ablaufen. Die Art oder der Grad des Stimu-
lus entscheidet dariiber, ob die Zelle nekrotisch oder apoptotisch werden soll. Stimuli
wie Hitze, Bestrahlung, Hypoxie und Zytostatika kdnnen in geringer Dosis die Apopto-
se induzieren, wihrend sie in hoherer Dosis zum nekrotischen Zelluntergang fiihren.
Dartiber hinaus konnte der Nekrose und der Apoptose nach Zeiss et al. ein gemeinsames
biochemisches Netzwerk zugrunde liegen (Zeiss, 2003). Nach Zeiss et al. beginnt der
Tod der Zelle mit der Apoptose. Steht der Zelle jedoch kein ausreichendes Angebot an
Caspasen und ATP zur Verfiigung, schligt die Zelle den Weg der Nekrose ein. Zeiss et
al. bezeichnen dies als ,,Apoptose-Nekrose-Continuum*® (Zeiss, 2003; Elmore, 2007).

Eine sekundidre Nekrose mit Entziindungsreaktion kann dariiber hinaus nach primérer
Apoptose auftreten, wenn die apoptotischen Kdrperchen nicht ausreichend durch Pha-
gozyten aufgenommen werden (Leist und Nicotera, 1997).

Nach Majno et al. bezieht sich der Begrift ,,Nekrose* nicht auf den Prozess des Zelltods,
sondern vielmehr auf das Bild, das sich nach dem Zelltod zeigt. Majno et al. verwenden
daher den Begriff ,,Onkose®, um den Prozess, der zur Nekrose mit Karyolyse und An-
schwellen der Zelle fiihrt, zu beschreiben (Majno und Joris, 1995).
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Je genauer die Biochemie des Zelltods erforscht ist, desto deutlicher wird, dass neben
der Apoptose weitere genetisch regulierte, energieabhingige Zelltodmechanismen exis-
tieren. Diese konnen unter dem Begriff des ,,programmierten Zelltods* zusammenge-
fasst werden. Dieser Begriff beschreibt physiologische Zelltodformen, die genetisch
getriggert werden, ohne jedoch die Art des Zelltods genauer zu spezifizieren
(Holdenrieder und Stieber, 2004a).

Fiir Zelltodmechanismen, die morphologisch sowohl der Nekrose als auch der Apoptose
dhneln und dem programmierten Zelltod zugeordnet werden kdnnen, wurde die Be-
zeichnung ,,Aponekrose* vorgeschlagen.

Sperandio et al. beobachteten wihrend der Entwicklung in transgenen Mausmodellen
der Chorea Huntington und der Amyotrophen Lateralsklerose eine Form des Zelltods,
die weder der Nekrose noch der Apoptose morphologisch dhnelt. Sie bezeichnen diese
Form des Zelltods als ,,Paraptose”.

Ein weiteres wichtiges Zelltodmodell ist die ,,Autophagie der Zelle. Teile des Zytop-
lasmas oder der Zellorganellen, die fiir die Funktion der Zelle nicht mehr gebraucht
werden oder sogar schidlich fiir die Zelle sind, kdnnen in Vesikel verpackt und an-
schlieBend in den zelleigenen Lysosomen degradiert werden. Die Zelle kann sich also
selbst kannibalisieren. Wie die Apoptose lauft auch die Autophagie unter Verbrauch von
Energie und Synthese bestimmter Proteine ab. Man findet die Autophagie physiolo-
gischerweise bei Entwicklungsvorgidngen, unter pathologischen Bedingungen als Reak-
tion auf ein unzureichendes Nahrstoffangebot und bei bestimmten Krankheiten. Es wird
postuliert, dass die Autophagie und die Apoptose miteinander verkniipft sind und ein
Umstellen der Autophagie auf den apoptotischen Zelltod mdglich ist (Elmore, 2007).
Dariiber hinaus wurde in den letzten Jahren genauer beleuchtet, dass die Autophagie wie
die Apoptose eine wichtige Rolle bei der Entstehung maligner Erkrankungen spielt
(Kirkegaard und Jaattela, 2009).

2.2.3 Biochemische Grundlagen der Apoptose

Die Apoptose kann iiber verschiedene Wege eingeleitet werden. Die wohl am besten
erforschten Mdglichkeiten sind der extrinsische liber Todesrezeptoren vermittelte Weg,
der intrinsische Weg, bei dem proapoptotische Proteine aus den Mitochondrien freige-
setzt werden, und die Induktion durch Zellen des Immunsystems iiber die Freisetzung
von Granzymen. Alle drei Wege miinden in einer gemeinsamen Endstrecke, der Aktivie-
rung von Effektorcaspasen (Elmore, 2007).
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Caspasen

Caspasen sind die Schliisselenzyme der Apoptose. Sie sind Cysteinyl-Aspartat-
spezifische Proteasen. Es handelt sich also um Enzyme, die in ihrem aktiven Zentrum
einen Cysteinrest tragen und Peptidbindungen c-terminal eines Aspartatrests spalten
(Danial und Korsmeyer, 2004). Bis heute sind 14 verschiedene Caspasen bekannt, von
denen ca. 2/3 bei der Apoptose beteiligt sind. Allen anderen Caspasen werden Funktio-
nen bei der Prozessierung von Zytokinen und bei Entziindungsvorgidngen zugeschrie-
ben. Caspasen liegen in inaktiver Form als Proenzyme, sogenannte Zymogene, vor.
Zymogene setzen sich aus je einer n-terminalen Prodomine, einem p20/pl0-
Heterodimer und einer aktiven Einheit zusammen. Durch Spaltung der Peptidbindungen
zwischen p20 und p10 sowie an der Prodoméne c-terminal eines Aspartatrests kann die
Caspase aktiviert werden. Man unterscheidet Initiator- und Effektorcaspasen. Wéhrend
Initiatorcaspasen durch Protein-Protein-Interaktion aktiviert werden, werden Effektor-
caspasen meist durch proteolytische Spaltung von Initiatorcaspasen aktiviert
(Hengartner, 2000). Zu den ca. 100 bekannten Substraten der Caspasen gehoren im
Rahmen der Apoptose neben anderen Caspasen auch DNasen, Inhibitoren von DNasen
und Phospholipase A2 (Hengartner, 2000; Fadeel und Orrenius, 2005).

Caspasen sind fiir die intrazelluldre Transduktion des Apoptosesignals und einige der
typischen morphologischen und biochemischen Charakteristika der Apoptose verant-
wortlich. Die Caspasen 3 und 7 aktivieren beispielsweise durch proteolytische Spaltung
die CAD (caspasenaktivierte DNase), die die nukledre DNA derart fragmentiert, dass in
der Elektrophorese das typische Leiterphdnomen beobachtet werden kann (Hengartner,
2000; Danial und Korsmeyer, 2004). Des Weiteren erfolgt die Spaltung der Kernmemb-
ran, die das typische ,,shrinking® und ,,budding* hervorruft, iiber die Aktivierung von
Caspasen. Am Ende der Apoptose wird das Zytoskelett der Zelle, u.a. die Proteine
Fodrin und Gelsolin, caspasenvermittelt reorganisiert (Hengartner, 2000).

Beim Abbau des Zytoskeletts epithelialer apoptotischer Zellen werden Zytokeratine,
also wichtige intrazelluldre Strukturproteine, durch Caspasen gespalten. Hierbei entste-
hen Zytokeratinspaltprodukte, deren Bedeutung als Biomarker fiir benigne und maligne
Erkrankungen bereits vielfach untersucht wurde. Als Beispiele sind zu nennen: CYFRA
21-1 (Spaltprodukt von Zytokeratin 19), TPA® (Spaltprodukt von Zytokeratin 8, 18 und

? tissue polypeptide antigen
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19), TPS'? (Spaltprodukt von Zytokeratin 18) und M30-Antigen (Spaltprodukt von Zy-
tokeratin 18) (Holdenrieder und Stieber, 2004a).

Todesrezeptoren und extrinsische Einleitung der Apoptose

Die sogenannten Todesrezeptoren sind Transmembranproteine, die zur TNF-Rezeptor-
Familie zéhlen. Verschiedene Module, z.B. die Todesdoméne (DD) und die Todeseffek-
tordoméne (DED) beféhigen sie zur homotypischen Interaktion. Bindet extrazelluldr ein
spezifischer Ligand der TNF-Familie an den Todesrezeptor, wird die Apoptose der Zelle
auf extrinsischem Weg eingeleitet. Das Todessignal wird intrazellulér iiber eine Caspa-
senkaskade weitergeleitet. Am Schluss der Caspasenkaskade steht die Aktivierung von
Effektorcaspasen, die Todessubstrate spalten. Es sind heute viele verschiedene Todesre-
zeptoren mit den entsprechen Liganden bekannt. Beispiele sind FasR/FasL,
TNFR1/TNF-a, DR3/Apo3L, DR4/Apo2L und DR5/Apo2L (Krammer, 2000).

Der Todesrezeptor FasR ist am besten erforscht. Der durch FasR eingeleitete Signalweg
soll daher als Beispiel filir todesrezeptorvermittelte Apoptosewege genauer erldutert
werden. FasR wurde im Jahre 1989 als erster Todesrezeptor entdeckt (Yonehara et. al.,
1989). Synonym werden heute die Bezeichnungen Apo-1- und CD 95-Rezeptor ver-
wendet. FasR wird in den meisten Sidugetiergeweben exprimiert und kann als Spliceva-
riante auch in I6slicher Form vorliegen. Der spezifische Ligand von FasR wird FasL
genannt. FasL wird im Gegensatz zu FasR nur in aktivierten T- und B- Lymphozyten, in
natiirlichen Killerzellen sowie in einigen nicht-lymphatischen Geweben wie Hoden (Yu
et. al., 1999) und vorderer Augenkammer (Griffith et. al., 1995) exprimiert. Eine 10sli-
che Form von FasL wurde ebenfalls beschrieben (Kayagaki et. al., 1995; Mariani et. al.,
1995). Die Bindung von FasL an FasR induziert die Apoptose iiber eine Trimerisierung
des Rezeptors, die die Bildung eines Proteinkomplexes auf der zytosolischen Seite der
Zellmembran ermdglicht. Dieser Proteinkomplex wird DISC'' genannt (Krammer,
2000).

1 tissue polypeptide-specific antigen
" DISC = death inducing signalling complex = apoptoseinduzierender Signalkomplex
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Abb. 3: Death inducing signalling complex (Gewies, 2003).

Der Signalkomplex setzt sich aus FasR, dem Adaptorprotein FADD/MORT und der
Procaspase 8 zusammen. Das Adaptorprotein FADD/MORT bindet mit seiner Todesef-
fektordomédne an die Todesdomidne von FasR. Mit der Todeseffektordomine von
FADD/MORT wird die Procaspase 8 rekrutiert. In Typ I Zellen stellt der darauf folgen-
de Signalweg eine reine Caspasenkaskade dar. Die autokatalytische Spaltung der Pro-
caspase 8 zur aktiven Caspase 8 miindet direkt in der Aktivierung von Effektorcaspasen,
u.a. der Caspase 3. Im Gegensatz dazu wird in Typ II Zellen nicht ausreichend DISC
und Procaspase 8 gebildet, sodass eine Verstirkung des Todessignals iiber die Mito-
chondrien erforderlich ist. Die Caspase 8 kann in diesen Zellen das proapoptotische
Protein Bid spalten und damit den Mitochondrien-vermittelten Signalweg induzieren,
der mit der Ausschiittung von Cytochrom ¢, der Bildung des Apoptosoms und der Akti-
vierung der Caspase 9 einhergeht und ebenfalls in der Aktivierung der Caspase 3 miin-
det (Li et. al., 1998; Krammer, 2000).
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Abb. 4: Unterschiede von Signalwegen der Apoptose in Typ I- und Typ II-Zellen (Krammer, 2000).
Intrinsische Einleitung der Apoptose

AuBere Einfliisse konnen die Zelle auch auf dem intrinsischen Weg der Apoptose zufiih-
ren. Die nicht rezeptorvermittelten Stimuli der Apoptose umfassen sowohl negative
Signale wie das Fehlen bestimmter Wachstumsfaktoren, Hormone oder Zytokine als
auch positive, die Zelle schddigende Signale wie Bestrahlung, Toxine, Hypoxie, Hy-
perthermie, virale Infektionen oder freie Radikale (Elmore, 2007).

Die Mitochondrien, die vor allem als Energieproduktionsstitten der Zellen bekannt sind,
spielen bei der intrinsischen Einleitung der Apoptose und bei der rezeptorvermittelten
Apoptose in FasR-Typ-II-Zellen eine zentrale Rolle. Wahrend der Apoptose 6ftnen sich
Poren in der inneren Mitochondrienmembran. Dieser Vorgang, der als Permeabili-
titstransition bezeichnet wird, verursacht einen starken Abfall des mitochondrialen
Transmembranpotentials. Nach der Permeabilitétstransition wird aus den Mitochondrien
eine Vielzahl proapoptotischer Proteine, die in 2 Gruppen unterteilt werden konnen,
freigesetzt. Die Proteine der einen Gruppe aktivieren den caspasenvermittelten Signal-
iibertragungsweg, wihrend die Proteine der anderen Gruppe fiir die Kondensation des
Chromatins verantwortlich sind (Elmore, 2007).
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Die erste Gruppe umfasst Cytochrom c, Smac/DIABLO und die Serinprotease
HtrA2/Omi. Cytochrom c ist ein essentieller Bestandteil der mitochondrialen Atmungs-
kette. Wird es im Rahmen der Apoptose aus den Mitochondrien ins Zytosol freigesetzt,
wird es dort an APAF-1'? gebunden. Der so gebildete Komplex wird Apoptosom ge-
nannt und aktiviert die Caspase 9. Die Caspase 9 aktiviert ihrerseits Effektorcaspasen
wie die Caspase 3 (Elmore, 2007).

Zur zweiten Gruppe proapoptotischer Proteine zihlen AIF", Endonuklease G und
CAD'. AIF transloziert nach der Freisetzung aus den Mitochondrien in den Zellkern
und spaltet dort die DNA in Stiicke von ca. 50-300 Kilobasen. Das Chromatin wird da-
durch zum ersten Mal verdichtet. AIF besitzt aulerdem Proteasenaktivitét. Sie kann der
Caspase 3 dhnliche Caspasen aktivieren und die Exposition von Phosphatidylserin auf
der AuBlenseite der Plasmamembran induzieren. Auch Endonuklease G transloziert in
den Zellkern, um das Chromatin zu spalten. Eine weitere Fragmentierung der DNA in
Oligonukleosomen erfolgt durch die CAD. Die CAD muss jedoch zuvor durch die
Caspase 3 oder 7 aktiviert werden, indem die inhibitorische Untereinheit ICAD ab-
gespalten wird (Elmore, 2007).

Induktion der Apoptose durch Zellen des Immunsystems mittels Granzymen

Natiirliche Killerzellen, T- und B-Lymphozyten konnen zur Abwehr von Fremdantige-
nen oder korpereigenen entarteten Zellen die Apoptose iiber die Ausschiittung von
Granzymen induzieren. Granzym B kann bei der Apoptose iiber drei unterschiedliche
Mechanismen wirken. Granzym B kann direkt die Effektorcaspase 3 aktivieren. Eine
weitere Moglichkeit ist die Aktivierung der Procaspase 10, die ihrerseits die Effektor-
caspase 3 proteolytisch aktiviert. Dariiber hinaus kann Granzym B Bid spalten und so-
mit die Freisetzung proapoptotischer Proteine aus den Mitochondrien bewirken
(Elmore, 2007).

Inhibitoren und Aktivatoren der Apoptose

Da fast alle Zellen des menschlichen Organismus Todesrezeptoren auf ihrer Oberfliche
tragen, muss die Einleitung der Apoptose streng reguliert werden. Die Modulation und
insbesondere die Inhibition der Apoptose konnen dabei auf verschiedenen Ebenen statt-
finden.

'2 APAF-1 = apoptotic protease activating factor 1
'3 AIF = apoptosis inducing factor = apoptoseinduzierender Faktor
4 CAD = caspases activated DNase = caspasenaktivierte DNase
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Direkt zu Beginn der rezeptorvermittelten Signalkaskade kénnen verschiedene Molekii-
le wie FLIP die Apoptose hemmen, indem sie die Rekrutierung der Caspase 8 und damit
die Aktivierung des DISC verhindern. FLIP, die von Viren produziert werden, heillen v-
FLIP. FLIP, die von Sdugetierzellen hergestellt werden, nennt man hingegen c-FLIP
(Krammer, 2000).

Einen weiteren Angriffspunkt der Apoptoseinhibition stellen die Mitochondrien dar.
Mitglieder der Bcl-2-Familie konnen hier pro- oder antiapoptotisch wirken.

Kurz vor Abschluss der Apoptose kdnnen dariiber hinaus die Caspase 9 und die Effek-
torcaspasen 3 und 7 durch Inhibitoren der Apoptoseproteine (IAP, inhibitors of apopto-
sis proteins) gehemmt werden. Die IAP werden ihrerseits durch weitere Molekiile wie
Smac oder XAF 1 (X-linked [AP associated factor 1) und ubiquitinvermittelte Degradie-
rung reguliert (Fadeel und Orrenius, 2005).

Gemeinsame Endstrecke

Nachdem die Apoptose iiber Zellen des Immunsystems, auf extrinsischem oder intrinsi-
schem Weg eingeleitet wurde und das Todessignal intrazelluldr weitergegeben wurde,
wird das Zytoskelett der Zelle durch die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 gespalten und re-
organisiert. Daneben wird die CAD aktiviert und die nukledre DNA in Oligonukleoso-
men fragmentiert. An der Plasmamembran wird Phophatidylserin an der Aufenseite
externalisiert. Physphatidylserin ist neben weiteren Oberflachenmolekiilen das wichtigs-
te Erkennungssignal fiir phagozytierende Zellen. Benachbarte Zellen und Phagozyten
erkennen die apoptotische Zelle und phagozytieren sie, ohne eine Entziindungsreaktion
hervorzurufen (Danial und Korsmeyer, 2004).

Genetische Regulation

Die Apoptose ist ein genetisch regulierter Prozess. Grundlegende Erkenntnisse tiber das
genetische Zelltodprogramm wurden an der Nematode Caenorrhabditis elegans gewon-
nen. Dieser Wurm, bei dessen Entwicklung zunichst exakt 1090 Zellen gebildet werden
und wihrend der Entwicklung genau 131 apoptotisch entfernt werden, erwies sich als
geeigneter Modellorganismus fiir die Erforschung der genetischen Regulation der Apop-
tose im Sdugetierorganismus (Danial und Korsmeyer, 2004).

Es wurden zunéchst die Gene Ced 3, 4 und 9 und ihre Bedeutung fiir die Regulation der
Apoptose entdeckt. Ced 3 und 4 zeigen proapoptotische Eigenschaften, wihrend Ced 9
die Zelle vor dem Zelltod schiitzt. Kurz darauf wurde Egl-1" als Initiator der Apoptose

' Egg laying defense
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entdeckt. Heute sind viele Homologe der apoptoseregulierenden Gene von C. elegans
im Sdugetierorganismus bekannt (Danial und Korsmeyer, 2004).

Bcl-2 ist das menschliche Homolog zu Ced-9. Bcl-2 wurde als Onkogen, das durch die
Translokation t (14;18) in follikuldren B-Zell-Lymphomen iiberexprimiert wird, be-
kannt. Bcl-2 ruft nicht wie viele Onkogene eine Steigerung der zelluldren Proliferations-
rate hervor, sondern es verhindert die Apoptose der Zelle. Bcl-2 bildet zusammen mit
heute 24 weiteren bekannten Molekiilen mit pro- oder antiapoptotischen Eigenschaften
die Bcl-2-Familie. Die Mitglieder der Bcl-2-Familie mit proapoptotischen Eigenschaf-
ten umfassen unter anderem Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, Blk, PUMA und
NOXA. Antiapoptotische Wirkung besitzen Bcl-2, Bcel-x, Bel-XL, Bel-XS, Bel-w und
BAG. Die Mitglieder der Bcl-2-Familie scheinen ihre regulatorische Funktion auf die
Apoptose der Zelle insbesondere tliber die Modulation der Ausschiittung von Cytochrom
¢ aus den Mitochondrien auszuiiben (Elmore, 2007).

Eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Zellneubildung und dem Zelltod
kommt dem Tumorsuppressorprotein p53 zu. p53 wird daher auch als ,,Wiachter des
Genoms* bezeichnet (Sionov und Haupt, 1999). In gesundem Gewebe 16sen vielerlei
Schidigungen der Zelle die Aktivierung von p53 aus, wodurch ggf. der Zellzyklus arre-
tiert und die Apoptose der Zelle induziert wird. p53 vermag dariiber hinaus direkt die
Reparatur geschéddigter DNA oder die Hemmung der Angiogenese zu initiieren. In iiber
50% der menschlichen Tumoren ist p53 jedoch mutiert und hat damit die Fahigkeit, das
Wachstum geschidigter Zellen zu stoppen, verloren. Bei anderen Tumoren wurden zu-
dem Defekte bei der Induktion der p53-Funktion beobachtet (Sionov und Haupt, 1999;
Woods und Vousden, 2001).

Ein weiterer Regulator der Gewebehomoostase ist myc, das den Transkriptionsfaktor c-
myc kodiert. Bei Vorhandensein von Wachstumsfaktoren regt die Expression von c-myc
in der Zelle die Mitose, also die Bildung neuer Zellen, an. Wird die Zelle jedoch nicht
ausreichend durch Wachstumsfaktoren stimuliert, kann die Expression von c-myc auch
die Apoptose der Zelle induzieren. Myc ist wie p53 in vielen maligne entarteten Zellen
mutiert, was in einer Deregulation sowohl der Zellneubildung als auch der Apoptose
resultiert. Myc wird daher als Protoonkogen bezeichnet (Evan et. al., 1992; Cotter,
2009).

2.2.4 Die physiologische Bedeutung der Apoptose

Die prézise regulierte Apoptose mit hoher Spezifitit und Effizienz ist essentiell fiir die
Bildung, den Erhalt und die Reparatur von Geweben (Meier et. al., 2000).
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Bei der Entwicklung des Fotus im Mutterleib wird zur Ausbildung verschiedener Orga-
ne und Kérperteile zunichst ein Uberschuss an Zellen produziert. Nur wenn bestimmte
Zellen zu einem definierten Zeitpunkt durch Apoptose sterben, entsteht ein gesunder
Fotus.

Man findet diesen Mechanismus z.B. bei der Bildung der priméren Geschlechtsorgane.
In jedem menschlichen Organismus werden zunichst sowohl weibliche als auch ménn-
liche Geschlechtsmerkmale angelegt. Erst durch die Riickbildung des Wolff- bezie-
hungsweise Miiller-Gangs durch apoptotischen Zelltod wird das Geschlecht des Fotus
eindeutig festgelegt (Meier et. al., 2000).

AuBerdem muss bei der Bildung von Hidnden und Fiilen iiberschiissiges interdigitales
mesenchymales Gewebe durch Apoptose abgebaut werden. Erst dadurch werden einzel-
ne Finger und Zehen ohne Schwimmhéute modelliert (Danial und Korsmeyer, 2004).

Weitere Beispiele der Organogenese mit Produktion iiberzahliger Zellen sind die Aus-
bildung von Darmlumina, Gelenkhohlen und die Morphogenese des Gesichts.

Auch postnatal ist die Apoptose wichtiger Bestandteil der weiteren Entwicklung. Im
zentralen Nervensystem sterben beispielsweise liber 50% der urspriinglich gebildeten
Neurone aufgrund mangelnder neurotropher Faktoren. Nur die Neurone, die korrekte
synaptische Verbindungen ausbilden, werden durch Neurotrophine stimuliert und iiber-
leben (Yuan und Yankner, 2000; Madden und Cotter, 2008).

Des Weiteren kommt der Apoptose im menschlichen Organismus groe Bedeutung bei
der Funktion des Immunsystems zu. Es werden fortlaufend neue Lymphoyzten gebildet,
die jedoch nicht alle voll funktionsfdhig sind. Im gesunden Organismus werden daher
Lymphozyten, die Fremdantigene nicht erkennen oder gegen korpereigenes Gewebe
gerichtet sind, apoptotisch eliminiert. Uberdies konnen reife zytotoxische T-Zellen und
natiirliche Killerzellen die Apoptose in als schidlich erkannten Zellen induzieren
(Bellamy et. al., 1995).

Bei der Heilung von Wunden wird eine exzessive Fibrosierung mit Narbenbildung
durch Apoptose vermieden.

Ferner zeigt sich apoptotischer Zelltod bei der postovulatorischen Atresie eines unbe-
fruchteten Follikels und bei Involutionsvorgidngen wie z.B. der Involution der Mamma
beim Abstillen (Elmore, 2007).

Neben all diesen Beispielen darf nicht vergessen werden, dass die Apoptose eine im-
mense Bedeutung fiir den Erhalt der Gewebehomoostase hat. Téglich entstehen im
menschlichen Organismus ca. 10 Billionen neue Zellen durch Mitose. Durch genau re-
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gulierte Apoptose alter, nicht mehr funktionsfahiger und schidlicher Zellen, wird das
Gleichgewicht zwischen Zellneubildung und Zelltod aufrechterhalten (Renehan et. al.,
2001).

2.2.5 Die pathogenetische Bedeutung der Apoptose

Im gesunden Organismus wird das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Zell-
tod genauestens reguliert. Eine Storung dieses Gleichgewichts spielt eine wichtige Rolle
bei der Pathogenese verschiedener Erkrankungen. Hierzu zdhlen entziindliche Erkran-
kungen, Infektionserkrankungen wie beispielsweise AIDS, neurodegenerative Erkran-
kungen sowie durch Trauma und Ischdmie bedingte Erkrankungen. Wie im folgenden
Bild dargestellt ist, tiberwiegt bei einigen dieser Erkrankungen die Zellneubildung und
bei anderen eher der Zelltod.

S¢

[ Gewebehomdostase ]

Apaptose —J k Proliferation

[Gesteigene Apoptoserate] ﬁ- ‘-<'_ [ verminderte Apoptoserate }

Zelluntergang Zellakkumulation

& &
g

Maligne Erkrankungen
Autoimmunerkrankungen
Héamatologische Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen
Infektion

Ischémie

Héamatologische Erkrankungen
Autoimmunerkrankungen
Metabolische Erkrankungen

Abb. 5: Funktion der Apoptose fiir den Erhalt der Gewebehomdostase modifiziert nach (Robertson et.
al., 2002).

Bei der Entstehung maligner Erkrankungen iiberwiegt die Neubildung von Zellen ge-
geniiber dem Zelltod. Es konnen sowohl eine gesteigerte Proliferationsrate, als auch
eine erniedrigte Zelltodrate beteiligt sein. Auch eine Kombination aus beidem oder eine
gleichsinnige Verinderung der Proliferations- und Zelltodrate mit Uberwiegen der
Wachstumskomponente wurden in Tumorgewebe beobachtet. Man geht heute davon
aus, dass eine Zelle beziehungsweise ein Gewebe bei der Tumorigenese eine mehrstufi-
ge Entwicklungssequenz durchlduft. Normales Gewebe wird zunédchst metaplastisch
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und entartet schlieBlich. Wahrend dieser Entwicklung erwirbt die Zelle verschiedene
Fahigkeiten, die sie letztlich als maligne entartete Zelle auszeichnen: die Féahigkeit, un-
abhédngig von Wachstumsfaktoren zu wachsen, Unempfindlichkeit gegeniiber wachs-
tumshemmenden Signalen, Umgehung der Apoptose, unbegrenztes Potential sich zu
teilen, Verstarkung der Angiogenese und Infiltration in umgebendes Gewebe sowie Me-
tastasierung (Hanahan und Weinberg, 2000).

Aotake et al. untersuchten das Ausmal} und Verhéltnis von Apoptose, Proliferation und
Angiogenese bei der Adenom-Karzinom-Sequenz des kolorektalen Karzinoms. Am
Ubergang von normalen Epithelien zu Adenomen mit geringgradiger Dysplasie ist hier
zunidchst eine Steigerung der Proliferationsrate mit gleichzeitig bestehender Steigerung
der Apoptoserate zu beobachten. Dies scheint am ehesten auf einen Mangel an Nihr-
stoffen, Sauerstoff und Wachstumshormonen im proliferierenden Gewebe zuriickzufiih-
ren zu sein. Adenome mit geringgradiger Dysplasie entwickeln sich aus diesem Grund
sehr langsam zu Karzinomen. Bei Adenomen mit hochgradiger Dysplasie zeigt sich
hingegen eine deutliche Steigerung der Proliferationsrate bei einem Abfall der Apopto-
serate. Das Auftreten dieser synergistischen Effekte kann durch Mutationen bestimmter
Gene wie dem ras- oder APC'°-Gen erklirt werden. Des Weiteren ist bei diesen Aden-
omen oft eine ausgepragte Neoangiogenese zu beobachten, die in einer besseren Versor-
gung des Gewebes mit Energie resultiert. Im weiteren Verlauf der Adenom-Karzinom-
Sequenz tritt wieder eine Zunahme der Apoptoserate auf (Aotake et. al., 1999).

Neben den Verdnderungen der entartenden Zellen selbst spielt bei der Karzinogenese
jedoch auch das umgebende Gewebe (Tumorstroma) eine wichtige Rolle. Bestandteile
des Tumorstromas wie beispielsweise Myofibroblasten und extrazelluldre Matrixprotei-
ne konnen zum Schutz der entartenden Zellen gegeniiber der Apoptose beitragen.
Daneben sind auch zellulire Adhdsionsmolekiile, Chemokine und Integrine zu erwih-
nen. Auflerdem konnen vielfiltige Interaktionen mit Immunzellen wie beispielsweise
Makrophagen zu Dedifferenzierung und Apoptoseresistenz beitragen (Sebens und Scha-
fer, 2011).

2.2.6 Verfahren zum Nachweis der Apoptose in vitro

Es sind heute viele verschiedene Verfahren zum Nachweis der Apoptose an Gewebe-
proben oder Zellen in vitro bekannt. All diese Verfahren basieren im Wesentlichen auf
dem Nachweis bestimmter Oberflichen- oder intrazellulirer Molekiile (Beachy und
Repasky, 2008).

' APC=Adenomatdse Polyposis Coli
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Die wohl einfachste Mdéglichkeit zum Nachweis der Apoptose stellt die Farbung von
Zellen mit Himatoxylin-Eosin und die anschlieBende lichtmikroskopische Darstellung
der morphologischen Charakteristika der apopototischen Zelle dar. Die Lichtmikrosko-
pie bietet aulerdem die Moglichkeit, apoptotische Zellen nach der Farbung mit Toludin-
oder Methylenblau sichtbar zu machen. Zur Bestitigung konnen die typischen ultra-
strukturellen morphologischen Charakteristika der apoptotischen Zelle elektronenmik-
roskopisch dargestellt werden.

Dariiber hinaus konnen mit der ,,DNA-Leiter-Technik* Produkte der DNA-Spaltung
durch Endonukleasen gezeigt werden. Die DNA wird hierzu aus einem homogenisierten
Zelllysat extrahiert und per Agarose-Gel-Elektrophorese in Fragmente aufgetrennt.
DNA aus apoptotischen Zellen weist dabei das typische Leiter-Phdinomen mit DNA-
Spaltprodukten, die ca. 180 Basenpaare lang sind, auf (Wyllie, 1980). Eine weitere
Moglichkeit, die charakteristische Fragmentierung der DNA sichtbar zu machen, ist eine
Methode, die als TUNEL'” bezeichnet wird. Das 3’-Ende der DNA-Fragmente wird bei
dieser Methode enzymatisch markiert. Die markierten Fragmente kénnen sodann licht-
oder fluoreszenzmikroskopisch und durchflusszytometrisch erkannt werden.

Auch der Nachweis von Caspasen, deren Substraten wie beispielsweise M30-Antigen,
Inhibitoren und Aktivatoren dient dem Nachweis der Apoptose. Mogliche Methoden
hierzu sind Westernblotting, Immunprézipitation und Immunhistochemie.

Zu den neueren Methoden zihlen Apoptose-Microarrrays. Mit Hilfe der Echtzeit-PCR
kann die Expression verschiedener an der Apoptose beteiligter Gene untersucht werden.
Hierzu z&hlen Gene, die fiir Rezeptoren und deren Liganden, intrazelluldre Modulatoren
und Transkriptionsfaktoren kodieren.

Des Weiteren konnen Phosphatidylserinreste, die von apoptotischen Zellen an der Plas-
mamembran externalisiert werden, mit Annexin V markiert und fluoreszenzmikrosko-
pisch detektiert werden.

Auch apoptotische Prozesse, die auf mitochondrialer Ebene ablaufen, konnen durch
Féarbung mit fluoreszierenden Farbstoffen und konfokaler Lasermikroskopie dargestellt
werden.

In groBeren Mengen von Zellen kann Apoptose zudem durch die Farbung mit azidophi-
len Farbstoffen sichtbar gemacht werden. Azidophile Farbstoffe fairben Regionen mit
hoher lysosomaler und phagozytischer Aktivitit (Elmore, 2007).

" TUNEL = Terminal dUTP Nick End-Labeling
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2.2.7 Verfahren zum Nachweis der Apoptose in vivo

Zunehmend werden auch Verfahren, die den Nachweis der Apopotose im lebenden Or-
ganismus ermdglichen, bekannt. Gut erforscht ist der Einsatz von radiomarkiertem An-
nexin V. Der Nutzen dieses Verfahrens zeigte sich beispielsweise bei der Erkennung von
AbstofBungsreaktionen bei Patienten nach Herztransplantation (Fadeel und Orrenius,
2005).

AuBerdem bieten MRT-basierte Verfahren neue Moglichkeiten. In Mdusen mit Tumo-
ren, die mit Zytostatika behandelt wurden, konnten apoptotische Zellen nach Gabe von
Synaptotagmin mit der MRT dargestellt werden. Synaptotagmin ist ein Kontrastmittel,
das an Phosphatidylserin auf der Oberfldche apopototischer Zellen bindet (Fadeel und
Orrenius, 2005).

2.2.8 Verfahren zum Nachweis der Apoptose in Korperfllissigkei-
ten

Es bestehen heute vielfdltige Mdglichkeiten, Apoptoseprodukte qualitativ und quantita-
tiv in Korperfliissigkeiten wie Serum und Plasma, Urin, Liquor, Pleuraergiissen und
Aszites nachzuweisen. Zu den nachweisbaren Apoptoseprodukten zéhlen Rezeptoren
und deren Liganden wie Fas und FasL, Bestandteile des Zytoskeletts wie Zytokeratine
und Laminine, intrazellulire Enzyme wie LDH und NSE, Zellkernbestandteile wie Me-
talloproteinasen, DNA und Nukleosomen sowie Zelltodprodukte und Regulatoren wie
Caspasen, Cytochrom c, APAF1, PARP, ICAD, Survivin, IAPs, Bcl-2 und p53
(Holdenrieder und Stieber, 2004a).

2.3 Marker

Bei malignen Erkrankungen wie dem Mammakarzinom ist die Apoptoserate dereguliert.
Die Apoptoserate wird auBBerdem durch Zytostatika gezielt beeinflusst. Biomarker, die
abhingig von der Apoptoserate ins Blut freigesetzt werden, bieten daher Potential zur
Vorhersage Dbeziehungsweise frithzeitigen Beurteilung der Therapieeffektivitit
(Holdenrieder und Stieber, 2004a).

Im Folgenden wird auf die Biomarker, die in der vorliegenden Arbeit analysiert wurden,
genauer eingegangen.
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2.3.1 MIF

Makrophagen-Migration-Inhibierungs-Faktor (MIF) ist ein Zytokin, das aus 115 Ami-
nosduren zusammengesetzt ist und ein Molekulargewicht von 12,5 kDa'® hat. In seiner
Sekundérstruktur besteht MIF aus zwei antiparallel angeordneten a-Helices und sechs
B-Faltblittern. Es weist damit groe Ahnlichkeit zu MHC'-Molekiilen auf. In der Terti-
arstruktur findet man ein Homotrimer (Bach et. al., 2008). Urspriinglich wurde MIF im
Jahre 1966 als Molekiil, das von T-Lymphozyten exprimiert wird und die Migration von
Makrophagen hemmt, beschrieben. Mittlerweile sind viele verschiedene immunstimula-
torische und proinflammatorische Eigenschaften von MIF bekannt. MIF kann bei-
spielsweise den MAPK?’-Signalweg, die Sekretion von Tumornekrosefaktor o und die
Aktivitdt der Cyklooxygenase 2 verstirken. MIF wird bei verschiedenen entziindlichen
Erkrankungen wie zum Beispiel rheumatoider Arthritis, Sepsis und Atherosklerose iibe-
rexprimiert (Lue et. al., 2002; Calandra und Roger, 2003; Morand et. al., 2006; Zerne-
cke et. al., 2008). Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass MIF nicht nur von Immunzellen,
sondern auch von verschiedenen parenchymalen und Tumorzellen sezerniert wird
(Calandra und Roger, 2003). MIF spielt zudem bei der Regulation der Zellhomdoostase,
der Kanzerogenese und der Tumorangiogenese eine wichtige Rolle. Es wurde bei-
spielsweise vermutet, dass Tumorzellen durch die Sekretion von MIF iiber autokrine
Amplifikation ihre Proliferation verstirken konnen. Des Weiteren weist MIF eine wich-
tige Funktion beim Zelltod auf, weil es iiber die Hemmung der p53-abhédngigen Ge-
nexpression die Apoptose der Zelle blockieren kann (Hudson et. al., 1999). Eine Uber-
expression von MIF zeigte sich nicht nur in Mammakarzinom-Zelllinien und humanem
Mammakarzinomgewebe, sondern auch in Malignomen der Prostata, der Lunge, der
Haut, des Gehirns, der Leber und des Kolons (Yasasever et. al., 2007). Krockenberger et
al. zeigten, dass MIF im Ovarialkarzinom iiberexprimiert ist und iiber Herunterregulati-
on von NKG2D die antitumorale Aktivitdt von NK-Zellen unterdriicken kann. Norma-
lerweise binden NK-Zellen an den NKG2D-Rezeptor auf der Oberflache von Tumorzel-
len und erkennen diese als schéddlich (Hausler, 2011). Neben dem Nachweis der MIF-
Expression in Gewebeproben ist auch der Nachweis in Blutproben mdoglich. Erhohte
MIF-Konzentrationen im Serum fanden sich bei Patienten mit entziindlichen Erkran-
kungen wie Systemischen Lupus Erythematodes, Glomerulonephritis, Uveitis und
Rheumatoider Arthritis sowie bei Patienten mit Neoplasien wie Prostatakarzinom
(Meyer-Siegler et. al., 2002) und Magenkarzinom (Xia et. al., 2009). Bei Patienten mit

' Kilodalton
' Major Histocompatibility Complex
2 Mitogen Activated Protein Kinase = Mitogenaktivierte Proteinkinase

37



Prostata- oder Magenkarzinom korrelierten hohe MIF-Konzentrationen im Serum mit
einer schlechteren Prognose (Meyer-Siegler et. al., 2002; Xia et. al., 2009). Bei Patien-
ten mit hepatozellulirem Karzinom zeigte sich eine positive Korrelation zwischen MIF-
Expression im Tumorgewebe und den MIF-Levels im Plasma. Die MIF-Plasma-Levels
korrelierten signifikant mit dem krankheitsfreien und Gesamtiiberleben. Des Weiteren
war 30 Tage nach Tumorresektion ein deutlicher Abfall der MIF-Plasma-Levels zu beo-
bachten (Zhao et. al., 2011).

2.3.2 sFAS

Der Todesrezeptor Fas gehort zur Tumornekrosefaktor-Superfamilie und findet sich auf
der Oberfldche zahlreicher Zellarten, unter anderem auch auf Tumorzellen. Die Bindung
eines spezifischen Liganden, wie FasL oder eines agonistischen Antikdrpers, fithrt zur
Trimerisiserung des Fas-Rezeptors und induziert die Apoptose der betreffenden Zelle
(siche auch 2.2.3). Es ist bekannt, dass Storungen der Fas-vermittelten Apoptose eine
wichtige Rolle bei der Entstehung und Progression von Tumoren spielen. Physiolo-
gischerweise konnen zytotoxische T-Lymphozyten durch Produktion von FasL die
Apoptose von Tumorzellen einleiten. Tumorzellen vermdgen jedoch, durch Reduktion
der Fas-Expression dieser lymphozyteninduzierten Apoptose zu entgehen. Da FasL auch
auf Tumorzellen beobachtet wurde, wird vermutet, dass Tumorzellen dariiber hinaus
befdhigt sind, die Apoptose von Immunzellen herbeizufiihren. Durch alternatives
mRNA-Splicing konnen aus dem Fas-Gen zwei verschiedene Fas-Formen entstehen:
eine membranstindige Form mit transmembrandren Anteil und eine ldsliche Form
(sFas). Losliches sFas spielt im Extrazelluldrraum eine Rolle als sogenannter ,,Decoy-
Rezptor“zl. Tumorzellen konnen sich durch Produktion von sFas, das FasL bindet, vor
der Apoptose schiitzen (Boroumand-Noughabi et. al., 2010). Mit immunhistochemi-
schen Methoden kann sFAS im Blut nachgewiesen werden. Erhohte Konzentrationen
von sFAS im Blut wurden bei Patienten mit verschiedenen himatopoetischen (Knipping
et. al., 1995) und nicht-hdmatopoetischen (Midis et. al., 1996) malignen Erkrankungen
beschrieben. Es ist derzeit nicht eindeutig geklirt, woher erhohte sFas-Konzentrationen
im Serum von Patienten mit malignen Erkrankungen stammen. Es werden im Wesentli-
chen folgende drei Theorien diskutiert: sFas konnte von den Tumorzellen selbst stam-
men (Owen-Schaub et. al., 1995), von peripheren Lymphozyten im Blut (Knipping et.
al., 1995) oder vom den Tumor umgebenden Stroma nach Stimulation durch den Tumor
oder das Immunsystem (Midis et. al., 1996). Diesen Theorien zufolge gehen hohe Kon-
zentrationen von sFas im Serum von Patienten mit malignen Erkrankungen mit einer

2! Decoy (englisch) = Lockvogel
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Hemmung der Apoptose in Tumorzellen sowie einer Induktion der Apoptose von Im-
munzellen einher. Ein Zusammenhang zwischen den sFas-Levels im Serum und der
Effizienz von Tumortherapien konnte bereits gezeigt werden. Bei Patienten mit lokal
fortgeschrittenem inoperablem Rektumkarzinom fanden sich bei kompletter oder par-
tieller Remission nach Radiochemotherapie signifikant niedrigere pra- und postthera-
peutische sFas-Serumkonzentrationen als bei stabiler oder progredienter Erkrankung.
Patienten mit Rektumkarzinom hatten zudem signifikant hohere pra- und posttherapeu-
tische sFas-Serumkonzentrationen als gesunde Kontrollpersonen (Liang et. al., 2010).
AuBerdem zeigte sich bei 52 Patienten mit Bronchialkarzinom ein signfikanter Anstieg
der sFas-Serumkonzentration 24 Stunden nach Applikation einer Chemotherapie. Dieser
Effekt konnte nicht fiir die Fas-Expression im Tumorgewebe gezeigt werden. Die Pati-
enten mit Bronchialkarzinom zeigten hohere pritherapeutische sFas-Levels als eine
Kontrollgruppe bestehend aus 19 Patienten mit benignen Lungenerkrankungen und 35
gesunden Probanden. Dariiber hinaus bestand eine statistisch signifikante inverse Korre-
lation zwischen den prétherapeutischen sFas-Serumkonzentrationen und dem Gesamt-
iiberleben (Ulukaya et. al., 2010).

2.3.3 sICAM

sICAM ist die 16sliche Form eines interzelluliren Adhdsionsmolekiils. Die zellmemb-
ranstindige Form ICAM (CD54) zédhlt zu den Adhédsionsmolekiilen der Immunglobulin-
Superfamilie. ICAM ist Ligand fiir verschiedene Integrine und wird in vielen Geweben
wie z.B. Lymphozyten, Endothel- und Epithelzellen exprimiert. Die Expression von
ICAM wird durch proinflammatorische Zytokine stimuliert. Eine stabile Verbindung
zwischen ICAM auf Leukozyten und dem Endothel ist essentiell fiir die Migration von
Leukozyten zu Entziindungsherden. Dariiber hinaus hat sich gezeigt, dass ICAM eine
Rolle bei der Metastasierung von Tumoren spielt. Auch Tumorzellen scheinen sich iiber
ICAM ans Gefidllendothel anlagern und sich somit {iber das Lymph- und BlutgefaBsys-
tem ausbreiten zu konnen (O'Hanlon et. al., 2002; Gogali et. al., 2010). Es wird vermu-
tet, dass Tumorzellen durch die Produktion von ldslichem sICAM der Bekdmpfung
durch Zellen des Immunsystems entgehen (Koyama, 1994). Bei verschiedenen Neopla-
sien wurde zudem eine fehlende, verminderte oder gestorte Expression von Adhéisions-
molekiilen beobachtet. Losliche Formen von Adhédsionsmolekiilen wie SICAM werden
insbesondere durch proteolytische Spaltung, wie sie bei der Apoptose stattfindet, ins
zirkulierende Blut freigesetzt. Bei malignen Erkrankungen entstammen im Blut zirkulie-
rende 19sliche Adhdsionsmolekiile entweder den Tumorzellen direkt oder tumorassozi-
iertem Stroma und spiegeln den Verlust von Diffusionsbarrieren sowie das Tumorvolu-
men wider (O'Hanlon et. al., 2002; Gogali et. al., 2010). Eine Chemotherapie kann
Auswirkungen auf die sSICAM-Serum-Levels bei Tumorerkankungen haben. Bei 147
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Patientinnen mit Mammakarzinom zeigte sich nach adjuvanter Chemotherapie ein signi-
fikanter Anstieg der SICAM-Levels im Serum im Vergleich zu den prétherapeutischen
Levels. Eine signifikante Korrelation zu prognostischen Kriterien konnte nicht gezeigt
werden (Eggeman et. al., 2011).

2.3.4 tPAI-1

Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1), ein Glykoprotein mit aktivem Zentrum, ist
Teil des Plasminogen Aktivator Systems. Zu diesem werden auch Plasminogen Aktiva-
tor Inhibitor 2 (PAI-2), Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA), Gewebe Plasminogen
Aktivator (tPA) und membrangebundener Rezeptor (uPAR) gezdhlt (Schneider et. al.,
2008). PAI-1 wird unter physiologischen Bedingungen v. a. von Hepatozyten, Adipozy-
ten, Zellen der glatten Muskulatur und Thrombozyten in den Extrazellularraum freige-
setzt. Unter pathologischen Bedingungen finden sich jedoch grofere Mengen an PAI-1,
die dann auch von Tumorzellen, Endothelzellen nach Stimulation durch Zytokine und
anderen an Entziindungsvorgédngen beteiligten Zellen freigesetzt werden (Binder et. al.,
2002). Das Plasminogen Aktivator System spielt insbesondere eine wichtige Rolle bei
Gerinnungsvorgiangen. Eine verstirkte Produktion von Plasmin aus Plasminogen fiihrt
zur Aktivierung der Fibrinolyse. Des Weiteren ist Plasmin an der Degradierung von
Matrixproteinen, an der Aktivierung von Proteasen (z.B. Matrixmetalloprotease) und
Wachstumsfaktoren beteiligt. PAI-1 iibt bei diesen Vorgédngen eine inhibierende Wir-
kung auf die Plasminproduktion aus (Schneider et. al., 2008). Es hemmt also die Fibri-
nolyse, beeinflusst die Zellmigration und spielt somit auch eine wichtige Rolle fiir die
Invasions-, Metastasierungs- und Angiogenesefdhigkeit von Tumoren (Minisini et. al.,
2007). Des Weiteren beeinflusst es auf verschiedenen Wegen die Apoptose. Apoptose
wird unter anderem durch einen Verlust der Zelladhision initiert. PAI-1 kann daher iiber
Hemmung der Plasminproduktion die Zelladhésion verstirken und die Apoptose ver-
mindern. Andererseits kann PAI-1 durch Bindung an Vitronektin die Zelladhdsion ver-
mindern und somit eine apoptoseverstirkende Wirkung ausiiben. Dariiber hinaus kann
PAI-1 die intrazelluldre Weiterleitung des Apoptosesignals storen, indem es das Schliis-
selenzym Caspase 3 inhibiert. Dabei wird vermehrt FLIP exprimiert. FLIP wandelt das
urspriingliche proapoptotische Signal um in ein Signal, das die Proliferation von Lym-
phozyten anregt (Schneider et. al., 2008). Es wurde in mehreren Studien bestétigt, dass
die PAI-1-Expression in Tumorgewebe prognostischen Wert besitzt. Bei den meisten
Tumoren wie auch dem Mammakarzinom gehen hohe PAI-1-Expressionslevel mit einer
schlechteren Prognose einher (Minisini et. al., 2007). Weitere Informationen zur Bedeu-
tung von PAI-1 beim Mammakarzinom finden sich in 2.1.4. Neben der Bestimmung der
PAI-1-Konzentration in Gewebeproben ist auch der Nachweis in Serum- und Plas-
maproben moglich (Abendstein et. al., 2000). Fiir PAI im Serum von Patienten mit ver-
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schiedenen Krebserkrankungen konnte bereits Wertigkeit als diagnostischer und pradik-
tiver Marker gezeigt werden (Wu et. al., 2005; Parekh et. al., 2007; Iwadate et. al.,
2008; Herszenyi et. al., 2008; Havrilesky et. al., 2008; Kim et. al., 2009). Aktuelle
Daten hierzu sind jedoch kontrovers.

2.3.5 M30

Wihrend der Apoptose wird das Zytoskelett der Zelle von Protein spaltenden Caspasen
(siche 2.2.3) abgebaut. Zytokeratin 18 ist ein 21 Kilodalton schweres Intermediérfila-
ment-Protein und Bestandteil des Zytoskeletts. Es wird bei der Apoptose spezifisch hin-
ter den Aminosiuren Asp™® sowie Asp™° gespalten. Dabei entsteht an dem mittleren
3% ein Neoepitop (CK18Asp™*-

Neoepitop), das vom M30-Antikérper gebunden wird. Der immunhistochemische

Bruchstiick an der C-terminalen Domédne hinter Asp

Nachweis des M30-Antigens im Blut gilt daher als selektiver Biomarker fiir die Apopto-
se epithelialer Zellen (Leers et. al., 1999). Da die Spaltung des Zytokeratin 18 ein frithes
Ereignis wéhrend der Apoptose ist, konnen durch den Nachweis von M30-Antigen auch
frithe Stadien von Tumorerkrankungen erkannt werden (Ueno et. al., 2003). Bei der
Nekrose hingegen wird vor allem ungespaltenes Zytokeratin 18 aus dem Zytoskelett
freigesetzt, das mit dem M65-Antikdrper detektiert werden kann (Schutte B. und
Henfling M., 2004). Patientinnen in frithen Brustkrebsstadien zeigen hohere M30-
Konzentrationen im Serum als gesunde Kontrollpersonen (Ueno et. al., 2003). Auch
Patienten mit fortgeschrittenem Magen- und Pankreaskarzinom zeigen hohere M30-
Konzentrationen im Serum bzw. Plasma als gesunde Kontrollpersonen (Yaman et. al.,
2010; Dive et. al., 2010). Bei Patienten mit fortgeschrittenem Magenkarzinom hatten
zudem Patienten mit Fernmetastasen signifikant hohere M30-Serumlevels als Patienten
mit nur lokal fortgeschrittener Erkrankung. Patienten mit sehr hohen M30-
Serumkozentrationen wiesen dariiber hinaus ein signifikant kiirzeres medianes Uberle-
ben auf (Yaman et. al., 2010). Ein Zusammenhang von hoheren M30-Konzentrationen
im Plasma und dem Vorliegen von Fernmetastasen konnte auflerdem beim Pankreaskar-
zinom gezeigt werden (Dive et. al., 2010). Des Weiteren wurde von verschiedenen Ar-
beitsgruppen gezeigt, dass ein Anstieg der M30-Konzentration nach Applikation von
Zytostatika mit einem guten Therapieansprechen einhergeht (Biven et. al., 2003; Pichon
et. al., 2006). M30-Antigen wird im Folgenden kurz als M30 bezeichnet.

2.3.6 Nukleosomen

Etwa 99% der DNA finden sich im menschlichen Korper proteingebunden im Zellkern.
Die DNA liegt dort meist in kondensierter, maximal komprimierter Form als Heteroch-
romatin vor. Bei Replikations-, Transkriptions- und Reparaturvorgingen geht die DNA
jedoch in einen lockeren, dekondensierten Zustand tiber, um den beteiligten Enzymen
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Zugang zu den entsprechenden Genabschnitten zu ermoglichen (Kornberg und Lorch,
1999; Nelson et. al., 2004). Das Chromatin besteht in seiner Sekundarstruktur aus einer
Kette von Nukleosomen. Als Nukleosom bezeichnet man einen scheibendhnlichen
Komplex aus DNA und basischen Histonproteinen mit einem Molekulargewicht von
206 Kilodalton. Ein Oktamer aus je einem Histon H2A, H2B, H3 und H4 bildet den
Kern eines Nukleosoms. Um diesen Histonkern herum sind 146 Basenpaare dop-
pelstrangige DNA gewickelt. Die Nukleosomen sind untereinander {iber die sogenannte
Linker-DNA verbunden und bilden eine Kette, die durch das Histonprotein H1 weiter
stabilisiert wird (Luger, 2003; Nelson et. al., 2004).

DNA-Doppelhelix
(2 nm)

Chromatin aus einer
Nukleosomenkette
(11 nm)

Chromatinfaser
(30 nm)

Schleifen aus
30 nm-Fasern

Supertwist < o
romosom

Chromatiden
Abb. 6: Aufbau des Chromatins modifiziert nach (Plattner und Hentschel, 1997)

Wihrend des Zelltods und insbesondere der Apoptose wird das Chromatin an den Lin-
ker-Stellen von Endonukleasen wie der CAD gespalten. Dabei entstehen Mono- und
Oligonukleosomen (Enari et. al., 1998). Diese werden normalerweise wie andere Zell-
bestandteile in apoptotische Korperchen verpackt und rasch durch phagozytierende Zel-
len eliminiert (Kerr et. al., 1994). Bei erhdhter Zelltodrate beziehungsweise erhohtem
Zellumsatz wie z.B. beim Vorliegen maligner Erkrankungen oder wihrend einer zy-
tostatischen Behandlung scheinen diese Mechanismen jedoch iiberlastet zu sein. Als
Folge treten die Nukleosomen in die Blutzirkulation iiber und konnen dort in erhohter
Konzentration nachgewiesen werden (Stroun et. al., 2000). Es ist bekannt, dass bereits
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in den ersten Tagen nach einer Chemotherapie bei Patienten mit verschiedenen Tumor-
erkrankungen ein Anstieg der bereits pratherapeutisch erhohten Nukleosomenkonzentra-
tion im Blut nachgewiesen werden kann. Nach etwa einer Woche ist wieder ein Abfall
der Konzentration zu beobachten. In vitro-Studien konnten fiir diese frithe Nukleoso-
menfreisetzung einen dosis- und zeitabhidngigen Effekt zeigen. Aulerdem konnte ein
Zusammenhang zwischen der Nukleosomenkonzentration im Blut und der Effizienz
zytostatischer Tumortherapie demonstriert werden (Holdenrieder et. al., 2008b).

2.3.7 CA 15-3

Das Cancer Antigen 15.3 ist ein hochmolekulares Kohlenhydratantigen. Es gehort zur
Gruppe der Muzine der Milchfettkiigelchen-Membran (MUC-1-Protein) und hat ein
Molekulargewicht von etwa 400 Kilodalton. CA 15-3 kann bei Patienten mit einigen
benignen Erkrankungen wie dialysepflichtiger Niereninsuftizienz, Leber- und Lungen-
erkrankungen sowie Mastopathie erhdhte Serumspiegel aufweisen. Die Sensitivitit von
CA 15-3 bei der Therapie- und Verlaufsbeobachtung des Mammakarzinoms liegt je nach
Ausdehnung bei 50-80% (Bruhn et. al., 2008). Die Bestimmung von CA 15-3 zum
Screening oder zur Fritherkennung des Mammakarzinoms wird nicht empfohlen. Préo-
perativ sollte CA 15-3 jedoch im Serum bestimmt werden. Hohe praoperative CA 15-3-
Konzentrationen gehen mit einer ungilinstigen Prognose einher (Molina et. al., 2005).
Zur frithzeitigen Erkennung eines Rezidivs oder von Metastasen kann CA 15-3 seriell
bestimmt werden. Die wichtigste Rolle kommt CA 15-3 bei der Uberwachung einer
Chemotherapie bei Patientinnen mit metastasierter Erkrankung zu. Hier wird die regel-
méBige Bestimmung von CA 15-3 zusétzlich zu klinischen und bildgebenden Untersu-
chungen empfohlen (Molina et. al., 2005; Sturgeon et. al., 2008) (siche auch 2.2.3).

2.3.8 CEA

Das Carcinoembryonale Antigen (CEA) ist ein Glykoprotein mit variablem Kohlenhyd-
ratanteil (55-65%) und einem Molekulargewicht von 180 Kilodalton (Bruhn et. al.,
2008). Wie a-Fetoprotein zdhlt CEA zu den onkofetalen Antigenen. Diese werden phy-
siologischerweise wiahrend der Embryonal- und Fetalzeit exprimiert (Bocker et. al.,
2008). Nach der Fetalzeit findet sich CEA auBlerdem physiologischerweise in verschie-
denen sekretorischen Geweben, wie z.B. in der Darmmukosa. Dem Karzinoembryona-
len Antigen kommt eine Funktion bei Zell-Zell-Kontakten und somit bei der Metastasie-
rung von Tumoren zu (Soletormos et. al.,, 1996). Die CEA-Spiegel im Blut sind
altersabhidngig. Bei gesunden Erwachsenen findet man nur sehr geringe Spiegel, die
allerdings bei Rauchern deutlich erhoht sein konnen. Hohere Werte findet man aul3er-
dem bei Patienten mit gutartigen gastrointestinalen Erkrankungen wie Kolitis, Ulcus,
Darmpolypen, Hepatitis und Lebezirrhose. Die grofite Bedeutung kommt CEA bei der
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postoperativen Verlaufsbeobachtung beim kolorektalen Karzinom zu. Hier wird eine
stadienabhédngige Sensitivitdt von 15-80% sowie eine Spezifitit von 90% angegeben.
Bei anderen Tumoren, z.B. Magen- und Mammakarzinom, wird eine Sensitivitdt von
lediglich 45-50% beschrieben (Bruhn et. al., 2008). Dennoch kann CEA beim Mamma-
karzinom additive Informationen zu CA 15-3 liefern und sollte daher in Kombination
mit CA 15-3 entsprechend den oben aufgefiihrten Empfehlungen bestimmt werden
(Molina et. al., 2005) (siehe auch 2.1.4).
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3 Patientinnen und Kontrollpersonen

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen einer prospektiven Studie, die am Institut
fiir Klinische Chemie des Klinikums der Ludwig-Maximilians-Universitit in Zusam-
menarbeit mit der hdmatoonkologischen Schwerpunktpraxis von Dr. Stétzer, Prof. Dr.
Salat und Prof. Dr. Hiller durchgefiihrt wurde. Die Studie wurde von der Ethik-
Kommission der Ludwig-Maximilians Universitit Miinchen bewertet und genehmigt.
Fiir die vorliegende Arbeit wurden im Zeitraum von Mérz 2007 bis November 2009 die
Daten und Blutproben von insgesamt 51 Patientinnen mit Mammakarzinom ohne Fern-
metastasen, die eine neoadjuvante Chemotherapie erhielten, sowie von drei Kontroll-
gruppen bestehend aus 28 Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom, 13 Patien-
tinnen mit benigner Brusterkrankung und 31 gesunden Frauen analysiert. Alle
Patientinnen und Kontrollpersonen wurden vor Aufnahme in die Studie umfassend in-
formiert und aufgeklart. Thr schriftliches Einverstdndnis wurde vor Aufnahme in die
Studie eingeholt.

3.1 Patientinnen mit Mammakarzinom ohne Fernmetasta-
sen

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Beurteilung der priadiktiven Relevanz von
im Blut zirkulierenden Apoptosemarkern sowie der etablierten Tumormarker CEA und
CA 15-3 bei Patientinnen mit Mammakarzinom unter neoadjuvanter Chemotherapie.
Hierzu wurden 51 Patientinnen mit Mammakarzinom ohne Nachweis von Fernmetasta-
sen in die Studie eingeschlossen. Alle Patientinnen wurden in der Praxis von Dr. Stotzer,
Prof. Dr. Salat und Prof. Dr. Hiller intensiv betreut und erhielten dort eine neoadjuvante
Chemotherapie. Diese Gruppe wird nachfolgend Patientinnen mit lokal begrenztem
Mammakarzinom genannt.

3.1.1 Altersverteilung

Das Alter der Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom lag zwischen 26,5
Jahren und 65,9 Jahren. Der Mittelwert betrug 47,17 und der Median 46,2 Jahre. Das
junge Alter der Patientinnen lésst sich dadurch erkldren, dass eine neoadjuvante Chemo-
therapie besonders bei jungen Patientinnen eingesetzt wird.

3.1.2 Pratherapeutisches Stadium

Vor Beginn der neoadjuvanten Chemotherapie wurden die Patientinnen in der Praxis
von Dr. Stotzer, Prof. Dr. Salat und Prof. Dr. Hiller klinisch und sonografisch unter-
sucht. Die Befunde der weiteren standardméfBig durchzufiihrenden Staging-
Untersuchungen wie Mammografie, Rontgenuntersuchung des Thorax und Skelettszin-

45



tigrafie wurden von kooperierenden Arzten erhoben und in der Praxis von Dr. Stdtzer

und Prof. Dr. Salat gesammelt. Simtliche Befunde wurden von mir personlich fiir die

Studie gesammelt und mit Hilfe eines Computerprogramms des Instituts fiir Klinische

Chemie der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen dokumentiert. Fiir jede Patientin

wurde das entsprechende pratherapeutische cTNM-Stadium ermittelt. Die folgende Ta-

belle zeigt die Verteilung des cTNM-Stadiums der Patientinnen mit lokalisiertem

Mammakarzinom vor Beginn der neoadjuvanten Chemotherapie.

Tab. 5: Verteilung des pritherapeutischen cTNM-Stadiums

Patientinnen

ﬂ]enschaft Anzahl Anteil in %
cT

1 6 11,8
2 30 58,8
3 12 23,5
4 2 3,9
unbekannt 1 2
cN

0 19 37,2
1 29 56,8
2 1 2
3 1 2
unbekannt 1 2
cM

- 51 100
+ 0 0

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass bei 31 Patientinnen (60,76%) sonografisch ein

Lymphknotenbefall darstellbar war. Bei keiner der Patientinnen waren Fernmetastasen

nachweisbar.
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Anhand der ¢cTNM-Stadien erfolgte des Weiteren eine Einteilung geméfl den UICC-
Kriterien.

Tab. 6: Verteilung des priatherapeutischen UICC-Stadiums

Patientinnen

UICC-Stadium Anzahl Anteil in %
I 1 2

A 16 31,4

IIB 23 451
A 7 13,7
1B 2 3,9
IC 1 2
unbekannt 1 2

3.1.3 Postoperatives Stadium

Das postoperative pTNM-Stadium wurde wie das praoperative durch mich anhand der
in der Praxis von Dr. Stotzer, Prof. Dr. Salat und Prof. Dr. Hiller gesammelten Befunde
dokumentiert. Das pT- und pN-Stadium wurde entsprechend den standardméBig gelten-
den Kriterien durch die jeweils zustindigen Pathologen im Operationspriparat be-
stimmt. Wurde primér eine Chemotherapie durchgefiihrt, spricht man vom ypTNM-
Stadium.

Tab. 7: Verteilung des posttherapeutischen ypTNM-Stadiums

Patientinnen
Eigenschaft Anzahl Anteil in %
ypT
0 11 21,6
1 30 58,8
2 6 11,8
3 4 7,8
4 0 0
ypN
0 32 62,7
1 10 19,6
2 6 11,8
3 3 5,9
ypM
- 51 100
+ 0 0
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Tab. 8: Verteilung des posttherapeutischen UICC-Stadiums

Patientinnen
UICC-Stadium Anzahl Anteil in %
kein invasiver Resttumor 9 17,6
I 14 27,4
A 16 31,4
IIB 3 5,9
A 6 11,8
lnc 3 5,9

Anhand der Histomorphologie wurden zudem der Differenzierungsgrad G, der Hormon-
rezeptorstatus, der Her2neu-Gewebestatus und der histologische Subtyp des Mamma-
karzinoms bestimmt. Der Her2neu-Status wurde hierbei nach den aktuellen Empfehlun-
gen ermittelt (siehe auch 2.1.4). Im Folgenden bedeutet Her2-neu positiv = DAKO-
Score +++ oder FISH positiv, wihrend Her2neu negativ = DAKO-Score + oder FISH
negativ bedeutet.

Tab. 9: Verteilung postoperativ histopathologisch erhobener Parameter
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Patientinnen
ﬂ;enschaft Anzahl Anteil in %
Differenzierungsgrad G
0 9 17,6
1 1 2
2 19 38,8
3 14 28,6
unbekannt 6 11,8
Hormonrezeptorstatus
Ostrogenrezeptor + 35 70,0
Ostrogenrezeptor - 15 30,0
Progesteronrezeptor + 29 58,0
Progesteronrezeptor - 21 42,0
Her2neu-Status
negativ 35 68,6
positiv 13 25,5
unbekannt 3 5,9
Histologie
invasiv duktales Karzinom 42 82,4
invasiv lobuldres Karzinom 3 5,9
Adenokarzinom 2 3,9
unklare Dignitat 4 7,8



3.1.4 Therapie

Alle 51 Patientinnen mit Mammakarzinom ohne Fernmetastasen wurden prioperativ
mit einer Chemotherapie behandelt. Die meisten Patientinnen erhielten 2 verschiedene
Zytostatika-Kombinationen. 49 Patientinnen (96%) wurden zundchst mit 4 Zyklen Cyc-
lophosphamid in Kombination mit Epirubicin behandelt. Bei 6 (11,8%) dieser Patien-
tinnen erfolgte keine weitere Chemotherapie. Eine anschlielende zytostatische Behand-
lung erhielten 29 Patientinnen (56,9%) mit 4 Zyklen Docetaxel und 12 Patientinnen
(23,5%) mit 4 Zyklen Paclitaxel. Bei 2 weiteren Patientinnen (3,9%) wurde die Thera-
pie zundchst mit Docetaxel weitergefiihrt, jedoch wegen schlechter Vertraglichkeit auf
Paclitaxel umgestellt. AuBerdem wurden 2 Patientinnen initial mit einer Kombination
aus Cyclophosphamid, Epirubicin und 5-Fluorouracil sowie anschlieend mit Docetaxel
behandelt. Bei der Kombinationstherapie aus Cyclophosphamid und Epirubicin betrug
die Dosierung in der Regel 600 und 90mg/m* KOF?%. Bei der Kombination von Fluo-
rouracil mit Epirubicin und Cyclophosphamid wurden 500, 100 und 500mg/m> KOF
verabreicht. Die Dosis von Docetaxel war 75mg/m® KOF und die von Paclitaxel
175mg/m? KOF. Patientinnen mit positivem Her2-neu-Gewebestatus in der pritherapeu-
tischen stanzbioptischen Untersuchung (n=10) erhielten zusitzlich eine Therapie mit
Herceptin. Nach Abschluss der primdren Chemotherapie erfolgte je nach Ausdehnung
des Tumors eine Operation der Brust und der axilliren Lymphknoten.

Tab. 10: Verteilung der applizierten Zytostatika-Kombinationen

neoadjuvante Chemotherapie Anzahl | Anteil in %
Therapie 1 Therapie 2 | Therapie 3
Cyclophosphamid + Epirubicin 6 11,8
Cyclophosphamid + Epirubicin Docetaxel 29 56,9
Cyclophosphamid + Epirubicin Docetaxel | Paclitaxel 2 3,9
Cyclophosphamid + Epirubicin Paclitaxel 12 23,5
Cyclophosphamid + Epirubicin + Floururacil | Docetaxel 2 3,9

3.1.5 Beurteilung des Therapieansprechens

Die Beurteilung des Therapieansprechens erfolgte in der vorliegenden Arbeit anhand
des postoperativ erhobenen pathologischen Befunds entsprechend den RECIST-
Kriterien. Die Patientinnen wurden in drei Gruppen eingeteilt. Patientinnen, bei denen
kein invasiver Resttumor nachweisbar war, wurden in die Gruppe mit kompletter Re-

> KOF = Kérperoberfliche
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mission (CR) eingeteilt. Patientinnen mit invasivem Tumorrest und einer Reduktion des
langsten Tumordurchmessers um mindestens 30% im Operationspriparat gegeniiber
dem préatherapeutisch erhobenen sonografischen Befund wurden der Gruppe mit partiel-
ler Remission (PR) zugewiesen. Patientinnen, bei denen kein invasiver Resttumor im
urspriinglichen Tumorbett, aber ein Befall von Lymphknoten nachgewiesen wurde,
wurden ebenfalls zu den Patientinnen mit partieller Remission gezdhlt. Alle anderen
Patientinnen wurden zur Gruppe mit ausbleibender Remission (NC) gezéhlt.

3.2 Kontrollpersonen

Fiir die Beurteilung der diagnostischen Relevanz der verschiedenen untersuchten Bio-
marker wurden verschiedene Kontrollgruppen in die Studie miteinbezogen.

3.2.1 Gesunde Frauen

Als Kontrollgruppe wurden Blutproben von 31 freiwilligen gesunden Frauen untersucht.
Es wurden nur gesunde Frauen eingeschlossen, die sowohl anamnestisch als auch labor-
chemisch unauffillig waren. Folgende laborchemische Parameter lagen bei allen gesun-
den Frauen im Referenzbereich: Blutbild, Urinstatus, Natrium, Kalium, Kreatinin,
Harnstoff, Bilirubin, GPT, GOT, LDH, Cholesterin, Triglyzeride, CRP.

Das Alter lag im Bereich von 23,1 bis 60,7 Jahren. Der Mittelwert betrug 40,2 und der
Median 41,9 Jahre.

3.2.2 Patientinnen mit benigner Brusterkrankung

13 freiwillige Patientinnen mit unterschiedlichen benignen Brusterkrankungen, unter
anderem Fibroadenomen, Papillomen oder Mastitis, dienten als weitere Kontrollgruppe.
Sie waren 32,6 bis 76,7 Jahre alt. Der Mittelwert betrug 48,0 und der Median 44,7 Jah-
re.

3.2.3 Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom

Es wurden dariiber hinaus Blutproben von 28 Patientinnen mit in multiple Lokalisatio-
nen metastasiertem Mammakarzinom analysiert. Fernmetastasen lieBen sich in Leber
(60,7%), Skelett (67,9%), Lunge (21,4%), Haut (7,1%) und Gehirn (14,3%) nachwei-
sen. Bei 11 Patientinnen (39,3%) zeigte sich eine ausgedehnte Lymphknotenmetastasie-
rung. Von den 28 Patientinnen wiesen 4 (14,3%) ein Lokalrezidiv zusétzlich zu Fernme-
tastasen auf. Das Alter umfasste einen Bereich von 33,6 bis 81 Jahren mit einem
Mittelwert von 61 und einem Median von 64,2 Jahren.
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4 Material und Methoden

4.1 Gewinnung und Vorbehandlung der Blutproben

Bei den Patientinnen mit Mammakarzinom und den Patientinnen mit benigner Bruster-
krankung wurden die Blutabnahmen mit anfallenden Routineblutabnahmen kombiniert,
sodass keine zusitzliche Belastung entstand. Die Blutabnahmen bei den Patientinnen
unter neoadjuvanter Chemotherapie erfolgten zu 4 definierten Zeitpunkten:

e vor Beginn der neoadjuvanten Chemotherapie,
e acht Tage nach Applikation des ersten Therapiezyklus,
o direkt vor Applikation des zweiten Therapiezyklus,

e posttherapeutisch beziechungsweise bei mehr als fiinf applizierten Chemotherapie-
zyklen kurz vor dem sechsten Zyklus.

Bei den Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom wurde moglichst vor Beginn
einer palliativen Therapie Blut abgenommen. Die Blutabnahmen bei den freiwilligen
gesunden Frauen sollten ebenfalls eine moglichst geringe Belastung darstellen und wur-
den standardisiert vormittags 3-4 Stunden nach dem Friihstiick durchgefiihrt.

Das Blut wurde mittels Einmal-Blutabnahmebestecks moglichst hamolysefrei aus einer
Vene der oberen Extremitét in Serum- und EDTA-Plasmardhrchen entnommen. Sowohl
die Serum- als auch die Plasmaproben wurden am Ort der Blutentnahme innerhalb von
ein bis zwei Stunden zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Die Zentrifugation der
Serumproben erfolgte fiir 15 Minuten bei 4000 U/min. Im Anschluss wurde, wenn ge-
nug Serum vorhanden war, je 1 ml der Serumproben mit 100 pl Ethylendiamin-
Tetraacetat-Sédure (EDTA 100 mM) stabilisiert. Die EDTA-Plasmaproben wurden zu-
niichst bei 2500 U/min zentrifugiert. Sodann wurde der Uberstand dekantiert, erneut fiir
30 Minuten zentrifugiert und wiederum der neu entstandene Uberstand dekantiert. Mit
der zweifachen Zentrifugation wurde eine groBtmogliche Zellfreiheit des Plasmas ange-
strebt. Die so gewonnen Proben von Serum, EDTA-stabilisiertem Serum und EDTA-
Plasma wurden schnellstmoglich in Aliquots tiberfiihrt und bei -80° C tiefgefroren. Zur
Messung der Marker wurden die Proben frisch aufgetaut. Wiederholtes Einfrieren und
Auftauen der Proben wurde vermieden.

4.2 Messung der Biomarker

Alle fiir die vorliegende Arbeit bestimmten Marker wurden mit immunchemischen Ver-
fahren nachgewiesen und quantifiziert. Immunchemische Nachweisverfahren beruhen
auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion. Der Nachweis der Apoptosemarker, der Nukle-
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osomen, von M30, CEA und CA 15-3 erfolgte nach dem Prinzip eines sogenannten
double-antibody-sandwich-ELISAs>. Diese Methode wird im Folgenden kurz erliutert.

Es werden zwei Antikorper benotigt, die spezifisch an zwei verschiedenen Epitopen des
nachzuweisenden Antigens binden konnen. Der erste Antikorper bindet an eine feste
Phase, meist an eine Mikrotiterplatte. Wird die zu untersuchende Probe darauf gegeben
und inkubiert, bindet der Antikdrper das nachzuweisende Antigen. Nach der Inkubation
werden alle ungebundenen Bestandteile der Blutprobe durch Waschen entfernt, sodass
nur noch das am Antikdrper gebundene Antigen vorhanden ist. Wird nun der Detekti-
ons-Antikdrper hinzugegeben, bindet dieser an einem anderen Epitop des Antigens.
Nach erneutem Waschen bleibt nur noch ein Antikdrper-Antigen-Antikorper-Komplex,
der wie ein Sandwich aufgebaut ist, zuriick. Uberschiissige Antikdrper werden entfernt.
An einem Ende des Detektionsantikdrpers ist ein Enzym gebunden. Durch Zugabe eines
Substrats dieses Enzyms wird eine enzymatisch katalysierte Reaktion in Gang gesetzt
und es entsteht ein Reaktionsprodukt, das durch Farbumschlag, Fluoreszenz oder Che-
moluminiszenz nachgewiesen werden kann. Der quantitative Nachweis erfolgt meist
mithilfe einer Kalibrierungskurve, die durch Messung einer Serie bekannter Antigen-
konzentrationen erstellt wird.

Anstelle eines Enzym-gekoppelten Detektionsantikdrpers wird auch hiufig ein unge-
bundener Detektionsantikorper in Kombination mit einem Enzym-gekoppelten Sekun-
dérantikorper verwendet. Ein solcher Sekunddrantikdrper bindet universell den Fe-Teil
anderer Antikorper. Seine Herstellung ist deutlich billiger als die Herstellung Enzym-
gekoppelter spezifischer Detektionsantikorper.

4.2.1 MIF, sFAS, sICAM und tPAI-1

Die Bestimmung von MIF, sFAS, sICAM und tPAI-1 erfolgte mit dem Human Sep-
sis/Apoptosis Lincoplex Kit der Firma Millipore (St. Charles, Missouri).

Testprinzip des Human Sepsis/Apoptosis Lincoplex Kit

Mit dem Human Sepsis/Apoptosis Lincoplex Kit kdnnen mehrere Biomarker simultan
in einer Serumprobe quantifiziert werden. Dies wird durch die Luminex-X-Map-
Technologie ermdglicht. Grundlage dieser Technologie sind mikroskopisch kleine sphi-
rische Polystyrolpartikel, sogenannte Mikrosphéren oder Beads. Zum Nachweis mehre-
rer unterschiedlicher Antigene wird die Serumprobe mit verschiedenen Bead-
Populationen, die sich durch einen individuellen roten Fluoreszenzfarbton unterschei-

» ELISA=Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay
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den, inkubiert. Die Fluoreszenzmarkierung der Beads ist die Grundlage fiir ihre Erken-
nung durch das Analysegerdt und ihre exakte Zuordnung zur entsprechenden Populati-
on. Die Beads sind mit verschiedenen Antikdrpern beladen und bilden Komplexe mit
threm spezifischen Analyten. Die an Beads gekoppelten Analyten werden von sodann
hinzugefiigten biotinylierten Detektionsantikdrpern gebunden. Schlielich erfolgt die
Bindung des Fluoreszenzfarbstoffs Streptavidin-Phycoerythrin, der im Wellenldngenbe-
reich des griinen Lichts emittiert, an die Bead-Analyt-Detektionsantikorper-Komplexe.
Analyse und Auswertung erfolgten mittels Laser vollautomatisch im Luminex-
Analysesystem. Die verschiedenen roten Fluoreszenzfarbstoffe der Beads dienen der
Klassifizierung, wihrend die Quantifizierung anhand des griinen Fluoreszenzfarbstoffs
der konjugatgebundenen Detektionsantikorper durchgefiihrt wird. Die Luminex-X-Map-
Technologie stellt somit eine Kombination aus immunchemischer Detektion und zyto-
metrischer Quantifizierung dar und erlaubt die parallele Bestimmung mehrerer Parame-
ter aus einem kleinen Volumen einer Serum- oder Plasmaprobe.

Bead Mix
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Wave length of microsphere flurorescence

Abb. 7: Prinzip der Luminex-X-Map-Technologie (Abbildung aus der mit dem Testkit gelieferten An-
leitung des Herstellers {ibernommen)
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Verwendete Materialien

Fiir die Bestimmung der 4 Apoptosemarker mit dem Human Sepsis/Apoptosis Lin-
coplex Kit werden die folgenden Materialien benétigt, die entweder gebrauchsfertig im
Testkit enthalten sind oder zunéchst hergestellt werden miissen:

o AntikOrper-immobilisierte-Beads: Je 0,15ml der Anti-sFAS-, Anti-MIF-, Anti-
sICAM- und Anti-tPAI-1-Beads werden in 2,4ml Bead-Verdiinnung aufgeldst. Da
die Beads lichtempfindlich sind, miissen sie beziechungsweise die Mikrotiterplatte

bei allen Inkubationsschritten mit Aluminiumfolie abgedeckt werden.

e Standards: Der Standard-Cocktail wird in 250ul deionisiertem Wasser gelost. Die
Konzentrationen betragen dann 50pg/ml fiir sFAS, MIF, tPAI-1 und 250pg/ml fiir
sICAM. Zur Anfertigung einer Verdiinnungsreihe werden in 6 Tubes je 150ul As-
say-Puffer pipettiert und anschlieBend je 50ul der letzten mit einem Vortex homoge-
nisierten Verdiinnung in ein neues Tube tiberfiihrt. Die Verdiinnungen der Standards
betragen dann 1:4, 1:16, 1:64, 1:256., 1:1024 und 1:4096. Assay-Puffer dient als
Background.

e (Qualitdtskontrollen: Die lyophilisierten Kontrollen I und II werden in je 250ul deio-

nisiertem Wasser gelOst.

e Detektionsantikdrper: Gebrauchsfertige Losung der Detektionsantikorper in Assay-
Puffer.

e Streptavidin-Phycoerythrin: Gebrauchsfertige Losung von Streptavidin-

Phycoerythrin in Assay-Puffer.

e Assay-Puffer: Gebrauchsfertige Losung, die aus 50mM PBS** mit 25mM EDTA,
0,08% Sodiumazid, 0,05% Tween 20 und 1% Rinderserumalbumin auf pH=7,4 jus-
tiert ist.

e  Waschpuffer: 30ul Waschpuffer werden mit 270ul deionisiertem Wasser verdiinnt
(10mM PBS mit 0,05% Proclin und 0,05% Tween 20 auf ph=7.,4 justiert).

e Serum-Matrix: Die lyophilisierte Serum-Matrix wird in Sml deionisiertem Wasser
gelost.

o Mikrotiterfilterplatte, Plattensealer und Mischfldschchen.

** PBS=Phosphate Buffer Saline
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Testdurchfiihrung

Die Testdurchfiihrung erfolgte wie in der Anleitung des Kits beschrieben. Es wurden
ausschlieBlich Serumproben verwendet. Diese wurden, wie in der Anleitung angegeben,
im Verhéltnis 1:10 mit Serum-Matrix verdiinnt.

Die Mikrotiterfilterplatte wird zunédchst geblockt, indem je 200ul Assay-Puffer in jede
Kammer pipettiert werden und eine Inkubation auf einem Plattenriittler bei Raumtempe-
ratur fir 10 Minuten erfolgt. Der Assay-Puffer wird anschlieend durch Anlegen eines
Vakuums und Abtrocknen mit einem Papiertuch von unten entfernt. Sodann werden je
25ul der Standards oder Kontrollen in die entsprechenden Kammern auf der Platte pi-
pettiert. Je 25ul Assay-Puffer werden in die Kammern fiir den Background und die Se-
rumproben pipettiert. In die Kammern des Backgrounds, der Standards und der Kontrol-
len werden dann je 25ul Serum-Matrix hinzugefiigt. Je 25ul der Serumproben werden
in die Kammern der Proben gefiillt. SchlieBlich werden je 25ul der Beads in alle Kam-
mern zugegeben. Die Mikrotiterfilterplatte wird in Aluminiumfolie gewickelt und bei
4°C tiber Nacht inkubiert. Danach wird tiberschiissige Fliissigkeit von der Platte durch
Anlegen eines Vakuums und Waschen mit je 200ul Waschpuffer entfernt. Nach Zugabe
von je 25ul der Detektionsantikorper in jede Kammer wird die Platte wieder in Alumi-
niumfolie gewickelt und auf einem Plattenrtittler bei Raumtemperatur eine Stunde inku-
biert. Nun werden je 25ul Streptavidin-Phycoerythrin hinzugefiigt und es erfolgt eine
erneute Inkubation auf einem Plattenriittler bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten.
SchlieBlich wird die Platte noch einmal durch Anlegen eines Vakuums und zweimaliges
Waschen mit 200pl Waschpuffer pro Kammer gereinigt. Nach Zugabe von 100ul
»Sheath Fluid“ werden die Beads durch 5-miniitiges Riitteln der Platte resuspendiert
und die Analyse durch das Luminex-Analyse-System kann erfolgen. Die Konzentration
der vier Apoptosemarker wird durch Messung des emittierten roten Lichtes zur Klassifi-
zierung des Analyten und Messung des emittierten griinen Lichts zur Quantifzierung
mithilfe der Signalverarbeitung des Luminex-Analyse-Systems bestimmt. Sie wird in
Picogramm pro Milliliter angegeben.

4.2.2 M30

Der Nachweis von M30-Antigen in den Serumproben erfolgte mit dem M30-
Apoptosense-ELISA der Firma Peviva. Der hierbei verwendete M30-Antikdrper ist ge-
gen ein Neoepitop in der C-terminalen Doméne des Zytokeratin 18 (Aminosduren 387-
396) gerichtet.
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Testprinzip

Der M30-Apoptosense-ELISA ist ebenfalls ein ELISA, der nach dem Prinzip eines
Sandwich-ELISAs funktioniert. Die Kammern der Mikrotiterplatte sind mit Polystyren
beschichtet und mit monoklonalen M30-Antikorpern ausgekleidet. In einer Serumprobe
vorhandenes M30 wird von diesen Festphasenantikdrpern gebunden. Hinzugefiigte, mit
einer Peroxidase konjugierte Antikdrper binden simultan ein anderes Epitop von M30
und dienen als Detektionsantikdrper. Nach der Bildung dieser Festphaseantikorper-
Antigen-Detektionsantikorper-Komplexe wird ungebundenes Konjugat durch Waschen
entfernt. Es folgt eine Inkubation mit TMB-Substrat. Anschlieend wird die Reaktion
gestoppt und die Farbentwicklung fotometrisch bei 450nm gemessen. Durch Erstellen
einer Standardkurve mit Proben bekannter M30-Konzentration kann eine Quantifizie-
rung erfolgen. Die Konzentration wird in Units (=Einheiten) pro Liter angegeben.

Verwendete Materialien

Die nachfolgenden Materialien miissen vor Testdurchfiihrung hergestellt werden oder
werden gebrauchsfertig im Kit geliefert:

e Mikrotiterplatte: Die Kammern der Mikrotiterplatte sind mit Antikérpern ausgeklei-

det. Es handelt sich um monoklonale Mausantikorper, die gegen Zytokeratin 18 ge-
richtet sind.

e Detektionsantikorper: Die monoklonalen M30-Mausantikorper, die mit Merrettich-

Peroxidase konjugiert sind, werden in 0,4ml Phosphatpuffer mit Proteinstabilisato-
ren geliefert. Vor Testdurchfithrung ist eine 24fache Verdiinnung mit Konjugat-
Verdiinnungs-Puffer notwendig.

e Substrat: Gebrauchsfertige Losung mit 22ml TMB®.
e Stop-Losung: Gebrauchsfertige Losung mit 1,0M H,SO4,

e Standards: Gebrauchsfertige Standards mit einer Konzentration von 50, 125, 500
und 1000U/L.

e Kontrollen: Eine hohe Kontrolle mit einer Konzentration von 650 bis 850 U/L und
eine niedrige Kontrolle mit einer Konzentration von 90 bis 110 U/L M30.

e Verdiinnungslosung: Gebrauchsfertige Losung aus Phosphatpuffer und FCS.

e  Waschlosung: 50ml konzentrierte Waschldsung miissen mit 450ml destilliertem
Wasser verdiinnt werden. Der verdiinnte Waschpuffer enthdlt 0,014M Phophatpuffer
mit 0,15M Sodiumchlorid und 0,1% Tween 20.
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Testdurchfiihrung

Fiir die Messung der M30-Konzentration wurden Serumproben verwendet. Zu Beginn
der Testdurchfiihrung werden je 25ul Standard, Kontrolle oder Serumprobe in die ent-
sprechenden Kammern auf der Mikrotiterplatte pipettiert. Ohne zeitliche Verzogerung
werden 75ul der verdiinnten Peroxidase-Losung in alle Kammern hinzugefiigt. Die Plat-
te wird dann 4 Stunden auf einem Plattenriittler inkubiert und anschliefend dreimal mit
Waschlosung gewaschen. Nach Zugabe von 200ul TMB-Substrat pro Kammer wird die
Kammer in Dunkelheit fiir 19 bis 21 Minuten inkubiert. Durch Zugabe von Stoplésung
und Riitteln der Platte fiir 5-110 Sekunden wird die Reaktion unterbrochen. Nach 5 Mi-
nuten Wartezeit kann die Absorption bei einer Wellenldnge von 450nm gemessen wer-
den. Die Quantifizierung erfolgt mithilfe einer Standardkurve.

4.2.3 Nukleosomen

Die Konzentration der Nukleosomen wurde mit dem Cell Death Detection ELISA plus
(CDDE-Test) der Firma Roche Diagnostics, Mannheim gemessen.

Testprinzip des Cell Death Detection ELISA P

Der Cell Death Detection ELISA P ist ein nicht-kompetitiver Immunoassay, mit dem
spezifisch Mono- und Oligonukleosomen nachgewiesen und quantifiziert werden kon-
nen. Er funktioniert nach dem oben beschriebenen Prinzip eines double-antibody-
sandwich-ELISA. Es werden 2 monoklonale Mausantikorper eingesetzt. Der Festpha-
sen-Antikdrper bindet an die Proteinkomponente der Nukleosomen, die sogenannten
Histone, und fixiert sie an der mit Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatte. Der De-
tektions-Antikorper hingegen bindet den DNA-Teil und ist mit Peroxidase markiert.
Sind in der Probe beide Komponenten der Nukleosomen, Histone und DNA, vorhanden,
setzt Peroxidase das zugegebene Substrat ABTS?® um. Es entsteht ein Farbumschlag,
der proportional zur gemessenen Konzentration an Nukleosomen ist und dessen Grad
bei einer Wellenldnge von 405nm fotometrisch bestimmt wird.

33 ,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin
262 2°-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-Sulfonat))
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Abb. 8: Testprinzip des Cell Death Detection ELISA P (Abbildung aus der mit dem Testkit geliefer-

ten Anleitung des Herstellers iibernommen)

Verwendete Materialien

Bei der Durchfithrung des CDDE-Tests werden folgende Materialien benétigt, die teil-
weise bereits gebrauchsfertig im Testkit enthalten sind oder zunéchst vorbereitet werden

miissen:
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PBS (Phosphate Buffer Saline): Gebrauchsfertige Losung, die 8,0g NaCl, 0,2g KClI,
1,44g Na,HPO4 x 2H,0 und 0,2g KH,POy4 in einem Liter Wasser enthélt und auf
pH=7.4 justiert ist.

Inkubationspuffer: Gebrauchsfertige Losung, die PBS mit 1% Rinderserumalbumin,
0,5% Tween 20 und ImM EDTA enthalt.

Anti-Histon-Biotin: Tablette eines lyophilisierten und biotinylierten Anti-Histon-

Antikorper-Panels, die in 450ul bidestilliertem Wasser aufgelost wird.

Anti-DNA-POD: Tablette eines lyophilisierten und mit Peroxidase markierten Anti-
DNA-Antikorper-Panels, die in 450pul bidestilliertem Wasser aufgelost wird.

Immunreagens: 1/20 Volumenanteile der biotinylierten Anti-Histon-Antikorper und
1/20 Volumenanteile der mit Peroxidase markierten Anti-DNA-Antikérper werden
vorsichtig mit 18/20 Volumenanteilen Inkubationspuffer homogenisiert.

Substratpuffer: Gebrauchsfertige Losung, die 1047,5mg Zitronensiure, 62,5mg
Natriumperborat x 3 H,0O, 9,77mg CaCl2 x 2 H,O in 125ml enthélt und auf pH=4,5
justiert ist.

Substrat: Drei Tabletten mit 2,2’-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-Sulfonat) (ABTS),
die unmittelbar vor Gebrauch in 15ml Substratpuffer gelost werden und lichtge-
schiitzt gelagert werden miissen.



e Streptavidin-beschichtete-Mikrotiterplatte und Adhésiv-Folien.

Die verwendeten Antikorper sind monoklonale Mausantikorper. Die Anti-Histon-
Antikorper werden im Mausklon H11-4 geziichtet und besitzen spezifische Affinitét
gegen die Histone H1, H2A, H2B, H3 und H4. Die Anti-DNA-Antikorper stammen aus
dem Mausklon M-CA-33 und binden sowohl an Einzel- als auch an Doppelstrang-DNA.

Testdurchfihrung

Es wurden sowohl Proben aus Serum (teilweise mit EDTA stabilisiert) als auch aus
Plasma gemessen. Die Testdurchfiihrung erfolgte wie von Holdenrieder et al. beschrie-
ben (Holdenrieder et. al., 2001b). Die aufgetauten Proben werden zunédchst mit einem
Vortex homogenisiert und mit Inkubationspuffer im Verhéltnis 1:4 verdiinnt (20ul Probe
und 60 pl Inkubationspuffer). AnschlieBend werden die Proben nochmals 3 Sekunden
ngevortext und je 20ul in die Kammern der Mikrotiterplatte pipettiert. Sodann werden
je 80ul des Immunreagens hinzugefiigt, die Mikrotiterplatte mir Adhésiv-Folie bedeckt
und auf einem Mikroplatten-Riittler bei 500U/min zwei Stunden inkubiert.

Wihrend dieser Inkubationszeit reagieren die im Immunreagens enthaltenen Anti-
Histon-Antikorper mit der Proteinkomponente der Nukleosomen in der jeweiligen Pro-
be und fixieren diese mithilfe des Biotins an der Streptavidin-beschichteten Mikroti-
terplatte. Die DNA-Komponente der Nukleosomen wird indes von den Anti-DNA-
Antikorpern gebunden.

Nach der Inkubation wird die Mikrotiterplatte dreimal mit je 300 bis 400ul Inkubati-
onspuffer gewaschen, um die nicht-gebundenen Antikdrper zu entfernen. Die fixierten
Sandwich-Komplexe aus Antikorper-Nukleosomen-Antikdrper werden mit 100ul ABTS
30 Minuten inkubiert und erneut mit Adhésivfolie bedeckt bei 500U/min geriittelt. Die
an die Anti-DNA-Antikorper gebundene Peroxidase reagiert wahrenddessen mit dem
hinzugefiigten ABTS, Dadurch entsteht ein Farbumschlag, der proportional zur Menge
der gebundenen Anti-DNA-Antikorper und ist und fotometrisch bei einer Wellenldnge
von 405nm gegen die Substratlosung als Blank (Referenzwellenldnge 492nm) quantifi-
ziert wird.

Zur direkten Quantifizierung der Nukleosomen mit hoher Vergleichbarkeit zwischen
verschiedenen Testldufen wird eine Kalibrierungskurve aus Referenzmaterial mit be-
kannter Nukleosomenkonzentration hergestellt. Dies ermoglicht eine Quantifizierung
der Nukleosomen-DNA mit der Messeinheit ng/ml.
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4.2.4 CEA und CA 15-3

Die Bestimmung der Tumorantigene CEA und CA 15-3 erfolgte am ElecSys 2010, ei-
nem vollautomatischen softwaregesteuerten Analysensystem der Firma Roche Di-
agnostics, Mannheim.

Abb. 9: ElecSys-Analysegerit der Firma Roche (von www.roche.com {ibernommen)

Der ElecSys 2010 arbeitet wie die anderen beschriebenen Tests auf dem Prinzip eines
Sandwich-ELISAs. Der ElecSys 2010 funktioniert jedoch im Gegensatz zu den anderen
erwidhnten Verfahren nach dem Elektro-Chemi-Lumineszenz—Verfahren (ECL-
Verfahren). Hierbei werden aus stabilen Ausgangsstoffen durch Anlegen einer Spannung
hochreaktive Stoffe erzeugt. Diese hochreaktiven Stoffe reagieren miteinander, wobei
Licht emittiert wird. Beim ElecSys 2010 wird ein Ruthenium(II)-tris(bipyridyl)-
Komplex verwendet. Die Tumorantigene in den Serumproben werden von biotinylierten
spezifischen monoklonalen Antikérpern sowie von an Ruthenium-Komplexe gekoppel-
ten spezifischen monoklonalen Antikoérpern gebunden. Nach Zugabe von streptavidin-
beschichteten Mikropartikeln werden die Sandwich-Komplexe iiber eine Wechselwir-
kung zwischen Biotin und Streptavidin an eine Festphase gebunden. In der Messzelle
werden die Mikropartikel durch magnetische Felder auf der Oberflache einer Elektrode
fixiert. Ungebundene Substanzen werden mit ProCell-Puffer entfernt. Die Emission der
Chemolumineszenz wird durch Anlegen einer Spannung induziert und mit einem Foto-
multiplier gemessen. Eine Kalibrationskurve dient der Quantifikation.

4.3 Statistik

Bei der statistischen Auswertung wurden zunédchst die Werteverteilungen in den ver-
schiedenen Diagnosegruppen, also in der Gruppe der gesunden Frauen, der Patientinnen
mit gutartigen Brusterkrankungen, der Patientinnen mit lokal begrenztem und der Pati-

60


http://www.roche.com/

entinnen mit metastasiertem Mammakarzinom untersucht. AnschlieBend wurden die
Werteverteilungen nur bei den Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom in
der Gruppe mit gutem und mit schlechtem Therapieansprechen untersucht. Das Thera-
pieansprechen wurde auf zwei verschiedene Arten definiert. In Variante I wurden Pati-
entinnen mit Komplett- und partieller Remission als Gruppe mit gutem Ansprechen zu-
sammengefasst. In Variante II hingegen wurden nur Patientinnen mit Komplettremission
als Gruppe mit gutem Ansprechen betrachtet. Die Werteverteilungen wurden fiir jeden
Blutabnahmezeitpunkt und fiir jeden Marker einzeln gezeigt. AuBBerdem wurde die Ki-
netik der Marker von Beginn der Therapie bis zum 2. Therapiezyklus beziehungsweise
bis Ende der Therapie berechnet. Die Kinetik wurde als prozentuale Verdnderung der
Markerkonzentration von Zeitpunkt 1 zu Zeitpunkt 2 definiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden deskriptiv in Form von Dot plot-
Grafiken und Tabellen dargestellt. In den Dot plot-Grafiken wurde die Verteilung aller
Einzelwerte besonders anschaulich gezeigt. Der Median wurde zusitzlich als horizonta-
le Gerade angegeben. AuBerdem wurden in Ubersichtstabellen Fallzahlen, Mediane, 75.
und 95. Perzentile und die Bandbreite der Werteverteilungen sowie der Kinetikvertei-
lungen fiir jeden einzelnen Marker dargestellt.

Da die Werte nicht normalverteilt waren, wurden die Unterschiede zwischen je zwei
Diagnose- oder Ansprechgruppen mit dem U-Test nach Mann, Whitney und Wilcoxon
fiir unverbundene Stichproben auf Signifikanz gepriift. Dabei wurde bei p-Werten klei-
ner 0,05 von einem statistisch signifikanten Unterschied ausgegangen.

Zur Uberpriifung der Wertigkeit der Marker fiir die Diagnose beziehungsweise die Vor-
hersage des Therapieansprechens wurden dariiber hinaus ROC*’-Kurven erstellt. ROC-
Kurven zeigen die Sensitivitdt und die Spezifitit eines Markers bei verschiedenen Cut-
off-Werten. AuBerdem wurde die AUC?® fiir jede Kurve berechnet. Bei der Berechnung
der ROC-Kurven und der AUCs wurde einheitlich bei allen Markern davon ausgegan-
gen, dass Patientinnen mit Karzinom beziehungsweise mit schlechtem Therapieanspre-
chen hohere Werte aufwiesen als die jeweils andere Gruppe. Bei Abweichungen von
dieser Annahme wurde dies gesondert angegeben.

Des Weiteren wurde iiberpriift, ob die einzelnen Marker miteinander korrelieren. Hierzu
wurden Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten berechnet. Von einer relevanten Kor-

> ROC = receiver operating characteristic curve
% AUC = area under the curve = Fliche unter der Kurve
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relation wurde bei einem Korrelationskoeffizienten grofler 0,3 oder kleiner -0,3 ausge-
gangen, um schwache Korrelationen nicht {iberzubewerten.

Die statistischen Kalkulationen wurden mit Software der Firma SAS durchgefiihrt. Die
Erstellung der Dot plot-Grafiken und ROC-Kurven sowie die Berechnung der AUC
erfolgte mit dem Programm Matlab der Firma The Mathworks.
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5 Ergebnisse

5.1 Vergleich der Biomarker bei verschiedenen Patienten-
gruppen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Marker Bedeutung als
diagnostische Faktoren besitzen. Hierzu wurden alle Marker in vier verschiedenen Pati-
enten- beziehungsweise Probandengruppen bestimmt:

e Gruppe gesunder Frauen (kurz: Gesunde)

¢ Gruppe der Frauen mit benigner Brusterkrankung (kurz: Benigne)

e Gruppe der Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom (kurz: Lok. MaCa)
e Gruppe der Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom (kurz: Met. MaCa).

Von den Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom wurden Blutproben ver-
wendet, die vor Beginn der neoadjuvanten Chemotherapie gewonnen wurden. Auch von
den Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom wurden Blutproben herangezo-
gen, die moglichst vor Beginn einer palliativen Chemotherapie oder frithestens zwei
Wochen nach Applikation eines Chemotherapiezyklus abgenommen wurden, um einen
unmittelbaren Therapieeinfluss zu vermeiden. Alle Marker wurden in Serumproben be-
stimmt. Die Messung der Nukleosomen erfolgte zusétzlich in Plasmaproben.

5.1.1 Werteverteilung

Die Verteilung der Einzelwerte und Mediane in den verschiedenen Diagnosegruppen
wurde fiir jeden Marker einzeln als Dot plot-Grafik dargestellt. Zur besseren Veran-
schaulichung bei teilweise groBer Streuung wurde hierbei eine logarithmische Skalie-
rung der y-Achse gewéhlt.
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Abb. 10: Einzelwerte und Mediane von MIF in den verschiedenen Diagnosegruppen
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Abb. 11: Einzelwerte und Mediane von sFAS in den verschiedenen Diagnosegruppen
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Abb. 12: Einzelwerte und Mediane von sSICAM in den verschiedenen Diagnosegruppen

°
A | S SRR S S
£ .

2 s | |

= | | |
N [ e e S R
< ::::::::::::::::::::::::i:::::::::::::::::::::::::::::::j::::::::
L T e e — - = e de -1
77777777 |
,,,,,,,, |

| | |
———————— e —_—

| | | |
77777777 [

| | | |

| | | |
77777777 A |

| | | |

| é | |

Gesunde (n=31) Benigne (n=13) Lok. MaCa (n=42) Met. MaCa (n=28)
Abb. 13: Einzelwerte und Mediane von tPAI-1 in den verschiedenen Diagnosegruppen
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Abb. 14: Einzelwerte und Mediane von M30 in den verschiedenen Diagnosegruppen
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Abb. 15: Einzelwerte und Mediane von Nukleosomen (Serum) in den verschiedenen Diagnosegruppen
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Abb. 16: Einzelwerte und Mediane von Nukleosomen (Plasma) in den verschiedenen Diagnosegrup-
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Abb. 17: Einzelwerte und Mediane von CA 15-3 in den verschiedenen Diagnosegruppen
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Abb. 18: Einzelwerte und Mediane von CEA in den verschiedenen Diagnosegruppen

Erginzend zur grafischen Darstellung sind die Mediane sowie die Bandbreite, die 75.
und die 95. Perzentile in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.
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Tab. 11: Verteilung der Werte in den verschiedenen Diagnosegruppen (angegeben sind fiir jeden Mar-
ker einzeln Median, Bandbreite, 75. und 95. Perzentile)

Gruppe Anzahl Median | Bandbreite 75% 95%
Gesunde 31 0,8 0,1-6 1,4 5,9
MIF (pg/ml) Benigne 13 2,5 0,3-9,3 4.4 9,3
Lok. MaCa 42 1,5 0,1-21,5 2,3 6,5
Met. MaCa 28 8,1 0.4-50 18,1 50,0
Gesunde 31 1,7 05-36 2,3 34
SFAS (pg/ml) Benigne 13 1,9 04-55 2,5 55
Lok. MaCa 42 2,5 0,3-22,2 3,3 4,2
Met. MaCa 28 4,0 0.5-20.5 6,9 19,3
Gesunde 31 51,6 16,4 - 250 75,4 167
SICAM (pg/ml) Benigne 13 76,4 5-247 97,1 247
Lok. MaCa 42 61,5 23,3-163 87 120
Met. MaCa 28 105,0 28,4 - 250 136,0 2491
Gesunde 31 37,5 14,7 - 50 50 50
tPAI-1 (pg/mi) Benigne 13 33,7 1,5-50 44,8 50
Lok. MaCa 42 42,2 4,6 - 50 50 50
Met. MaCa 28 26,0 17,2-50 32,0 50,0
Gesunde 30 146 88,3 - 477 193 397
M30 (pg/ml) Benigne 13 131 91,4 -324 216 324
Lok. MaCa 41 165 117 - 439 229 337
Met. MaCa 28 198,0 103 - 1000 400,5 1000,0
Gesunde 30 73 19,2 - 283 107 234
Nukleosomen Benigne 13 101 4,4 - 558 194 558
(Serum) (ng/ml) | | ok. MaCa 42 61,7 28,8 - 475 107 198
Met. MaCa 28 82,3 12,4 - 664 121,0 312,1
Gesunde 31 20,8 44-49,6 38,2 49,6
Nukleosomen Benigne 13 32,7 124 -74,4 48,5 74,4
(Plasma) (ng/ml) | Lok. MaCa 41 46,9 28,8 - 458 58,8 81
Met. MaCa 28 52,2 7,78 - 390 93,7 255,0
Gesunde 30 17,7 5,6-27,4 23,3 26,9
CA 15.3 (U/ml) Benigne 13 17 8,2-411 25 41,1
Lok. MaCa 39 19,5 6,3 - 258 29,1 164
Met. MaCa 27 87,7 10-319000| 2298,3 69941,5
Gesunde 30 1 0,2-8,2 1,5 4,2
CEA (ug/l) Benigne 13 0,7 02-34 1,4 34
Lok. MaCa 39 1,4 0,2-14,1 2,4 59
Met. MaCa 27 8,3 0,5-149 20,0 126,1
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Die Mediane aller Marker, auller t-PAI-1 und in Serumproben gemessener Nukleoso-

men, waren bei den gesunden Frauen am niedrigsten und bei den Patientinnen mit

Mammakarzinom am hochsten. Aulerdem zeigten sich fiir alle Marker auler M30 und

in Serum- oder Plasmaproben gemessene Nukleosomen héhere Werte bei den Patientin-

nen mit metastasiertem als mit lokal begrenztem Mammakarzinom. Wie aus den Grafi-

ken und der Tabelle ersichtlich ist, waren die Ergebnisse hinsichtlich der Patientinnen

mit benignen Brusterkrankungen wesentlich inkonsistenter.

5.1.2 Differenzierung der Patientengruppen

Um eine genauere Aussage beziiglich der diagnostischen Wertigkeit der Marker treffen

zu konnen, wurde die diagnostische Signifikanz fiir je zwei Diagnosegruppen mit dem

U-Test nach Mann, Whitney und Wilcoxon fiir unverbundene Stichproben berechnet.

Tab. 12: Diagnostische Signifikanz ausgedriickt in Form von p-Werten (markiert: p<0,05)

Gesunde | Gesunde . . Lok. MaCa
Gesunde Benigne vs.|Benigne vs.

Marker vs. Beniane vs. Lok. vs. Met. Lok. MaCa | Met. MaCa vs. Met.

) 9 MaCa MaCa ) ) MaCa

MIF 0,0014 00026 | <0,0001 0,0881 00033 | <0,0001

SFAS 0,3672 0,0007 | <0,0001 0,2009 00014 | <0,0001

SICAM 0,1534 0,1291 0,0006 0,5656 0,1199 0,0008

tPAI-1 0,3033 0,9355 0,0045 0,3129 01374 0,0199

M30 0,9367 0,0808 0,0142 0,1657 0,0624 0.1691

Nukleosomen | o0, 0,6354 0,9132 0,5068 0,8009 07552
(Serum)

Nukleosomen | /05 | <0.0001 | <0,0001 | 0,0360 0,0320 0,3527
(Plasma)

CA15.3 1,0000 01585 | <0,0001 0.3579 00002 | <0,0001

CEA 0,3269 01615 | <0,0001 00625 | <0,0001 | <0,0001

Patientinnen mit Mammakarzinom versus gesunde Frauen

MIF, sFAS und in Plasmaproben gemessene Nukleosomen diskriminierten signifikant

zwischen den gesunden Frauen und den Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakar-
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zinom. Die etablierten Marker CA 15-3 und CEA zeigten hingegen keinen signifikanten
Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen. Alle Marker aufler in Serumproben be-
stimmte Nukleosomen zeigten einen signifikanten Unterschied zwischen den gesunden
Frauen und den Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom.

Dartiber hinaus bewiesen MIF, sFAS, sICAM, tPAI-1, CA 15-3 und CEA diagnostische
Signifikanz zwischen den Patientinnen mit lokal begrenztem und metastasiertem Mam-
makarzinom.

Patientinnen mit Mammakarzinom versus Patientinnen mit benigner Brust-
erkrankung

In vielen Situationen, insbesondere bei der Diagnose des Mammakarzinoms, ist nicht
nur die Abgrenzung gegentiber gesunden Frauen, sondern auch gegeniiber Patientinnen
mit benignen Brusterkrankungen klinisch relevant. In der vorliegenden Arbeit diskrimi-
nierten nur in Plasmaproben bestimmte Nukleosomen signifikant zwischen den Patien-
tinnen mit benigner Brusterkrankung und mit lokal begrenztem Mammakarzinom. CEA
zeigte mit p=0,0625 einen nahezu signifikanten Unterschied. CA 15-3 zeigte hingegen
keinen Unterschied.

Zwischen den Frauen mit benigner Brusterkrankung und den Patientinnen mit metasta-
siertem Karzinom fand sich fiir MIF, sFAS, Nukleosomen in Plasmaproben, CA 15-3
und CEA ein signifikanter Unterschied.

5.1.3 Diagnostische Wertigkeit

Zur Beurteilung der diagnostischen Wertigkeit der Marker wurden ROC-Kurven erstellt
und die AUC* berechnet. Die ROC-Kurven zeigen die Sensitivitit und die Spezifitit
eines Markers fiir jeden Cut-off-Wert. Die AUC ist ein MaB fiir die Giite des Markers.

Zunichst wurden ROC-Kurven erstellt, bei denen die gesunden Frauen und die Frauen
mit benigner Brusterkrankung als je eine Gruppe allen Patientinnen mit Mammakarzi-
nom gegeniibergestellt wurden. Die Sensitivitdt wurde dabei bei allen Markern als An-
teil der Patientinnen mit Karzinom und Markerkonzentration oberhalb des Cut-off an
der Gesamtheit der Patientinnen mit Karzinom definiert. Als Spezifitdt wurde dement-
sprechend der Anteil der Patientinnen ohne Karzinom und mit Markerkonzentration
unterhalb des Cut-off an der Gesamtheit der gesunden Frauen beziehungsweise der
Frauen mit benigner Brusterkrankung bezeichnet.

2% AUC=Area under the curve
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Abb. 27: Sensitivitéts-Spezifitats-Profil von CEA

Der Vergleich der Markerkonzentrationen der Patientinnen mit Mammakarzinom ge-
geniiber den gesunden Frauen zeigte mit einer AUC von 0.87 das beste Sensitivitits-
Spezfitétsprofil fiir in Plasmaproben gemessene Nukleosomen. Auch MIF und sFAS
wiesen eine AUC grofer 0,8 auf. Die etablierten Marker CA 15-3 und CEA zeigten mit
einer AUC von 0,72 und 0,71 hingegen etwas schlechtere Ergebnisse. Sie zeigten je-
doch bei hoher Spezifitit (100%) hohe Sensitivititen von ca. 40%. Bei tPAI-1 und in
Serumproben gemessenen Nukleosomen glichen die Kurven hingegen fast den Winkel-
halbierenden.

Beim Vergleich der Markerkonzentrationen von Patientinnen mit Mammakarzinom und
Frauen mit gutartiger Brusterkrankung zeigten alle Marker aufler M30, in Serumproben
gemessenen Nukleosomen und CEA schlechtere Ergebnisse. Wéhrend keiner der Mar-
ker eine AUC groBBer 0,8 zeigte, wiesen sowohl sFAS und in Plasmaproben gemessene
Nukleosomen als auch die etablierten Marker CA 15-3 und CEA eine AUC groBer 0,7
auf.

Da die gesunden Frauen die groflere und homogenere Kontrollgruppe darstellten, wur-
den diese genauer im Vergleich mit den Mammakarzinompatientinnen untersucht. Es
wurden ROC-Kurven fiir den Vergleich der Gesunden und der Patientinnen mit metasta-
siertem Mammakarzinom erstellt. Da bei einem Marker fiir die Fritherkennung des
Mammakarzinoms besonders wichtig ist, dass Frauen mit Brustkrebs in friihen Stadien
erfasst werden, wurden des Weiteren ROC-Kurven erstellt, bei denen die gesunden
Frauen nur den Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom gegeniibergestellt
wurden. Sensitivitdt und Spezifitit wurden bei allen Markern wie bei der vorangehen-
den Fragestellung definiert.
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Abb. 36: Sensitivitéts-Spezifitits-Profil von CEA

Alle Marker zeigten bei der Differenzierung der Patientinnen mit metastasiertem Mam-
makarzinom gegeniiber den gesunden Frauen ein dhnlich gutes oder besseres Sensitivi-
tats-Spezifitits-Profil als bei der Differenzierung der Patientinnen mit lokal begrenztem
Mammakarzinom gegeniiber den gesunden Frauen. Bei der Differenzierung der Patien-
tinnen mit metastasiertem Mammakarzinom zeigte MIF mit einer AUC von 0,93 das
beste Ergebnis. sFAS zeigte mit einer AUC von 0,9 ein dhnlich gutes Sensitivitats-
Spezifitits-Profil. Die etablierten Marker erbrachten wie in Plasmaproben gemessene
Nukleosomen etwas schlechtere Ergebnisse (AUCs grofBer 0,8). Bei in Serumproben
gemessenen Nukleosomen glich die ROC-Kurve fast der Winkelhalbierenden.

Bei der speziell fiir die Fritherkennung wichtigen Fragestellung, also dem Vergleich der
Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom gegeniiber gesunden Frauen, zeig-
ten nur in Plasmaproben gemessene Nukleosomen eine AUC gréBer 0,8 mit hoher Sen-
sitivitét bei ebenfalls groBer Spezifitit. Wahrend MIF und sFAS AUCs groBer 0,7 auf-
wiesen, zeigten die etablierten Marker CA 15-3 und CEA nur AUCs von 0,6 mit
geringerer Sensitivitit als in Plasmaproben gemessene Nukleosomen.

5.1.4 Zusammenfassung

Es lasst sich zusammenfassen, dass ein deutlicher Unterschied der Markerkonzentratio-
nen zwischen den Patientinnen mit lokal begrenztem und mit metastasiertem Mamma-
karzinom bestand. Auch zwischen den gesunden Frauen und den Patientinnen mit
Mammakarzinom unterschieden sich die Markerkonzentrationen eindeutig. Die Ergeb-
nisse beziiglich der Patientinnen mit benigner Brusterkrankung waren hingegen wesent-
lich inkonsistenter. Das beste Sensitivitits-Spezifitits-Profil zur Diagnose eines Mam-
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makarzinoms bereits in frithem Stadium fand sich fiir in Plasmaproben gemessene
Nukleosomen.

5.2 Korrelationen der Biomarker untereinander

Die Korrelation der Marker untereinander wurde untersucht. Es wurden hierzu Spear-
man-Korrelationskoeffizienten und p-Werte fiir die Werte der einzelnen Diagnosegrup-
pen sowie aller Diagnosegruppen zusammengefasst berechnet. Bei einem Korrelations-
koeffizienten grofer als 0,3 beziehungsweise kleiner als -0,3 und einem p-Wert kleiner
0,05 wurde von einer positiven beziehungsweise negativen Korrelation ausgegangen.
Die Korrelationskoeffizienten sowie die p-Werte sind den nachfolgenden Tabellen zu
entnehmen. Korrelationskoeffizienten groBer 0,3 wurden blau und p-Werte kleiner 0,05
wurden gelb markiert.

5.2.1 Alle Diagnosegruppen

Tab. 13: Spearman-Korrelationskoeffizienten (Korr.) und p-Werte (p) berechnet fiir die pratherapeu-
tisch gemessenen Werte von allen Patientinnen/Probanden (zwischen 105 und 114 Beobachtungen)

MIE | sFas | sicam | a1 | m3o | Nukl | Nukl fopiss
(Serum) | (Plasma)
SFAS Korr. 0,431
p <0,001
SICAM Korr. 0,263 0,390
p 0,005 | <0,001
PAI-1 Korr. | 0,002 | -0,111 | 0,123
p 0,979 | 0,239 | 0,194
M30 Korr. | 0,081 0,084 | 0,210 | 0,082
p 0,398 | 0,380 | 0,026 | 0,388
Nukl. | Korr. | 0,178 | -0,067 | -0,021 | -0,046 | 0,176
(Serum) p 0,059 | 0478 | 0829 [ 0628 | 0,063
Nukl. | Korr. | 0,271 0287 | 0249 | 0013 | 0314 | 0,115
(Plasma) p 0,004 | 0002 | 0,008 | 0893 | 0,001 0,227
CA15.3 Korr. | 0324 | 0256 | 0271 | -0,021 | 0,321 0,079 | 0,268
p 0,001 0,007 | 0,004 | 0825 [ 0,001 0,413 | 0,005
CEA Korr. | 0,345 | 0,381 0,287 | -0,088 | 0,189 | 0034 | 0255 | 0425
p <0,001 | <0,001 | 0,003 | 0,362 | 0,050 | 0,722 | 0,008 | <0,001

Bei den Werten aller Diagnosegruppen bestand fiir tPAI-1 und in Serumproben gemes-
sene Nukleosomen keine Korrelation mit anderen Markern. Die etablierten Marker CA
15-3 und CEA korrelierten signifikant miteinander. CA 15-3 korrelierte zudem signifi-
kant mit MIF und M30, wéhrend CEA signifikant mit MIF und sFAS korrelierte. Signi-
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fikante Korrelationen zeigten sich auflerdem zwischen sFAS und sICAM sowie zwi-

schen M30 und in Plasmaproben gemessenen Nukleosomen.

5.2.2 Gesunde Frauen

Tab. 14: Spearman-Korrelationskoeffizienten (Korr.) und p-Werte (p) berechnet fiir die gemessenen

Werte der gesunden Frauen (zwischen 27 und 31 Beobachtungen)

Nukl.

Nukl.

MIF sFas | sICAM | tPAI-1 M30 (Serum) | (Plasma) CA15.3
FAS Korr. 0,366
p 0,043
sicAm |Korr. | -0312 | 0089
p 0,088 | 0,633
PaLg |Korr. | 0,310 [ -0253 | 0372
p 0,090 | 0,169 | 0,040
M30 Korr. | -0253 | 0,198 | 0,066 | 0,017
p 0178 | 0293 [ 0,729 | 0,928
Nukl. | Korr. | 0,109 | -0,070 [ -0,028 | -0,244 | 0,264
(Serum) p 0,565 | 0,712 | 0885 | 0,194 | 0,159
Nukl. | Korr. | 0268 | 0227 [ -0,012 | -0358 | 0,156 | 0,168
(Plasma)| p 0,146 | 0,220 | 0950 | 0,048 | 0411 [ 0,375
cAt53 | Korr. | 0005 | 0008 [ 0318 | 0175 | 0160 | -0184 | -0,202
p 0,980 | 0,965 | 0,087 | 0355 [ 0397 [ 0,330 [ 0,283
cEA | Korr. | 0016 | 0008 | 0026 | 0094 | -0167 | 0231 | 0,043 | 0,179
p 0932 | 0965 | 0890 | 0622 | 0379 [ 0220 | 0822 | 0,344

Bei den Werten der gesunden Frauen korrelierten die etablierten Marker CEA und CA
15-3 nicht miteinander. Es zeigte sich auch keine signifikante Korrelation der etablierten

Marker zu den anderen gemessenen Markern, was wohl auf die kleinen Fallzahlen zu-
riickzufiihren war. Allerdings zeigten MIF und sFAS sowie tPAI-1 und sICAM eine sig-
nifikante Korrelation.
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5.2.3 Patientinnen mit benigner Brusterkrankung

Tab. 15: Spearman-Korrelationskoeffizienten (Korr.) und p-Werte (p) berechnet fiir die gemessenen
Werte der Frauen mit benigner Brusterkrankung (13 Beobachtungen)

MIE | sFas | sicam | tpal1 | wm3ao | NuKh | Nukl | 053
(Serum) | (Plasma)
SFAS Korr. 0,191
p 0,532
SICAM Korr. 0,132 0,171
p 0,667 | 0,576
{PAL Korr. | 0,441 0,382 | -0,275
p 0,132 | 0,198 | 0,363
M30 Korr. | -0,391 | -0,072 | -0,264 | 0,146
p 0,186 | 0815 | 0,383 | 0,634
Nukl. | Korr. | 0515 | -0412 | -0,110 | 0,044 | 0,193
(Serum) p 0,072 | 0162 | 0720 | 0,886 | 0,528
Nukl. | Korr. | -0,150 | 0,058 | 0,355 | 0,267 | 0485 | 0,238
(Plasma) p 0,624 | 0,851 0,234 | 0378 | 0093 | 0433
CA15.3 Korr. | -0,199 | -0272 | -0,188 | -0,185 [ 0,019 | 0,243 | -0,017
p 0514 | 0368 | 0539 | 0544 | 0950 | 0423 | 0,957
CEA Korr. | 0,116 | -0,0904 | -0,184 | -0,061 | 0,175 | 0413 | 0,132 | -0,080
p 0,707 | 0,760 | 0547 | 0844 | 0568 | 0,161 0,667 | 0,795

Die Analyse der Werte der Patientinnen mit benigner Brusterkrankung ergab, dass bei
diesem kleinen Kollektiv keiner der Marker eine signifikante Korrelation zu anderen
Markern zeigte.
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5.2.4 Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom

Tab. 16: Spearman-Korrelationskoeffizienten (Korr.) und p-Werte (p) berechnet fiir die préitherapeu-
tisch gemessenen Werte der Frauen mit lokal begrenztem Mammakarzinom (zwischen 38 und 42 Beo-
bachtungen)

MIF | sFas | sicam | tpal1 | m3o | Nukl | Nukl | opiss
(Serum) | (Plasma)
SFAS Korr. -0,039
p 0,807
sicap |Korr. | 0155 | 0,160
p 0,327 | 0,312
ALy |Korr. | 0457 | 0084 | 0,223
p 0,002 | 0595 | 0,155
M30 Korr. | 0,056 | -0,241 | 0229 | 0,157
p 0,727 | 0,130 | 0,151 | 0,327
Nukl. | Korr. | 0,138 | 0006 | -0,080 | 0,181 | -0,037
(Serum) p 0,383 | 0972 | 0615 | 0252 [ 0819
Nukl. | Korr. | 0260 | -0,145 | 0,129 | 0,172 | -0,065 | 0,100
(Plasma)| p 0,100 | 0,367 | 0421 | 0,281 0,685 | 0,534
CA5.3 Korr. | -0,017 | -0,086 | -0,059 | 0,161 | 0,102 | 0,068 | -0,150
p 0,921 | 0,601 0,719 | 0,329 | 0541 0,681 0,369
cea |_Korr. | 0078 | 0336 | 0081 | 0037 | -0163 | 0,125 | 0200 | -0,063
p 0,637 | 0,036 | 0624 | 0825 | 0328 | 0447 | 0228 | 0,705

Die Werte der Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom ergaben fiir sSICAM,
M30, in Serum- sowie in Plasmaproben gemessene Nukleosomen und CA 15-3 keine
Korrelation mit anderen Markern.
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5.2.5 Patientinnen mit metastasiertem Karzinom

Tab. 17: Spearman-Korrelationskoeffizienten (Korr.) und p-Werte (p) berechnet fiir die gemessenen
Werte der Frauen mit metastasiertem Mammakarzinom (zwischen 27 und 28 Beobachtungen)

miF | sFas | sicam | a1 | m3zo | Nukl | Nukl fop 53
(Serum) | (Plasma)
SFAS Korr. 0,304
p 0,116
SICAM Korr. 0,358 0,444
p 0,062 | 0,018
AL |Korr. | 0254 | -0003 | 0,563
p 0,193 | 0,988 | 0,002
M30 Korr. | 0287 | 0192 | 0,383 | 0421
p 0,139 | 0,328 | 0,044 | 0,026
Nukl. | Korr. | 0246 | -0,149 | 0,011 | -0,242 | 0,231
(Serum) p 0,207 | 0449 | 0957 | 0214 | 0,238
Nukl. | Korr. | 0212 | 0306 | 0555 | 0374 | 0,399 | 0,059
(Plasma) p 0278 | 0,113 | 0,002 | 0050 | 0,035 | 0,767
ca1s3 LKorr. | 0276 | 0268 | 0378 | 0327 | 0610 | 0093 | 0539
p 0,164 | 0,177 | 0,052 | 0,096 | 0,001 0,643 | 0,004
CEA Korr. | 0,317 | 0,381 0,445 | 0,147 | 0445 | 0078 | 0472 | 0,813
p 0,107 | 0,050 | 0,020 | 0465 | 0,020 | 0698 | 0,013 | <0,001

Die Werte der Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom zeigten die meisten
signifikanten Korrelationen. Die etablierten Marker CEA und CA 15-3 korrelierten sig-
nifikant miteinander sowie mit M30 und in Plasmaproben gemessenen Nukleosomen.
CEA zeigte zudem eine signifikante Korrelation mit SICAM. sICAM korrelierte auch
signifikant mit sFAS, tPAI-1, M30 und in Plasmaproben gemessenen Nukleosomen.
Eine weitere signifikante Korrelation fand sich fiir tPAI-1 und M30.

5.2.6 Zusammenfassung

Die Korrelationen der Marker untereinander unterschieden sich in den verschiedenen
Gruppen. Die meisten signifikanten Korrelationen fanden sich bei den Patientinnen mit
metastasiertem Mammakarzinom, wéhrend sich bei den Frauen mit benigner Bruster-
krankung keine signifikante Korrelation zeigte. Die etablierten Marker CEA und CA 15-
3 zeigte eine starke Korrelation untereinander sowie zu anderen Markern.
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5.3 Pradiktive Wertigkeit der Marker

Die Hauptfragestellung der vorliegenden Arbeit war, ob die untersuchten Marker zur
Vorhersage beziehungsweise zur frithzeitigen Beurteilung des Ansprechens auf eine
neoadjuvante Chemotherapie geeignet sind. Die Patientinnen wurden hierzu geméfl dem
pathologisch-anatomischen Befund und in Anlehnung an die RECIST*-Kriterien in
drei Gruppen eingeteilt:

e Patientinnen mit kompletter Remission (CR): kein invasiver Tumorrest im urspriing-
lichen Tumorbett und in den untersuchten Lymphknoten nachweisbar

e Patientinnen mit partieller Remission (PR): Abnahme des langsten Tumordurchmes-
sers um mindestens 30% gegeniiber dem pritherapeutisch erhobenen Sonografiebe-
fund

e Patientinnen ohne Remission (NC): alle restlichen Patientinnen.

Bei der statistischen Auswertung der Daten wurde das Therapieansprechen auf zwei
unterschiedliche Arten definiert. Es wurden zunichst die CR- und PR-Patientinnen als
Patientinnen mit gutem Therapieansprechen zusammengefasst und den NC-Patientinnen
gegeniibergestellt (Variante I). In einem zweiten Schritt wurden die PR- und NC-
Patientinnen als Patientinnen mit schlechtem Therapieansprechen den CR-Patientinnen
gegeniibergestellt (Variante II). Die Griinde hierfiir waren folgende:

e Derzeit wird eine applizierte neoadjuvante zytostatische Therapie weitergefiihrt,
wenn sich klinisch eine partielle Remission zeigt. Nur bei Patientinnen ohne Remis-
sion oder mit GroBenzunahme des Tumors nach dem zweiten Chemotherapiezyklus
wird die Behandlung abgebrochen oder intensiviert (Bauerfeind et. al., 2007). Aus
diesem Grund war es sinnvoll zu untersuchen, ob die Marker hilfreich sind, die NC-
Patientinnen gegeniiber den CR- und PR-Patientinnen zu selektionieren (Variante I).

e Demgegeniiber ist jedoch zu beachten, dass zum gegenwértigen Zeitpunkt lediglich
fiir die Patientinnen mit kompletter histopathologischer Remission eine gute Lang-
zeitprognose beschrieben ist. Daraus liel3 sich die Hypothese bilden, dass die Prog-
nose insgesamt verbessert werden konnte, indem man sowohl die PR- als auch die
NC-Patientinnen selektioniert, um ihnen eine andere, effektivere Behandlung zu-
kommen zu lassen und die Tumornachsorge zu intensivieren (Variante II).

30 . e . .
response evaluation criteria in solid tumors
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Alle Marker wurden in Blutproben bestimmt, die zu vier festgelegten Zeitpunkten ge-
wonnen wurden:

e Pritherapeutisch
e Am Tag 8 nach Beginn der Therapie
e Direkt vor Applikation des 2. Chemotherapiezyklus

e Posttherapeutisch beziehungsweise bei mehr als fiinf verabreichten Chemotherapie-
zyklen kurz vor dem 6. Zyklus

Die Werteverteilungen mit Patientenanzahl, Medianen, Bandbreiten, 75. und 95. Perzen-
tilen sowie p-Werten wurden fiir alle Zeitpunkte in Tabellen getrennt fiir die beiden Va-
rianten dargestellt. Auch die Markerkinetiken, also der Anstieg beziehungsweise die
Abnahme der Markerkonzentrationen in prozentualem Verhiltnis zum prétherapeuti-
schen Basiswert, wurden in diesen Tabellen aufgefiihrt. Zur besseren Darstellung der
pradiktiven Wertigkeit wurden zudem AUCs sowie Sensitivititen berechnet. Bei der
Berechnung der AUCs wurde einheitlich davon ausgegangen, dass hohe Werte bezie-
hungsweise bei den Kinetiken ansteigende Werte mit einem schlechteren Therapiean-
sprechen assoziiert sind. Die AUCs sind ebenfalls den Ubersichtstabellen zu entnehmen.
Die Einzelwerte und Mediane wurden zusitzlich pratherapeutisch und vor Applikation
des 2. Chemotherapiezyklus als Dot plot-Grafiken veranschaulicht. Wie bei der Présen-
tation der Diagnosegruppen wurde die y-Achse auch hier logarithmisch skaliert. Dar-
iiber hinaus wurden einige ausgewidhlte ROC-Kurven in der Arbeit dargestellt.

5.3.1 Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie

Das Ansprechen der Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom auf die neoad-
juvante Chemotherapie wurde anhand des dokumentierten pathologisch-anatomischen
Befunds erhoben (genaue Kriterien siehe 3.1.5). Von den 51 Patientinnen zeigten 9 Pati-
entinnen (17,7%) eine komplette Remission. 29 Patientinnen (56,9%) zeigten eine par-
tielle Remission und 13 Patientinnen (25,5%) zeigten keine Remission. Eine Progressi-
on der Erkrankung wéhrend der Therapie wurde bei keiner der Patientinnen
dokumentiert.
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Abb. 37: Ansprechen der Patientinnen auf die neoadjuvante Chemotherapie

Demzufolge zeigten in Variante I 38 Patientinnen (74,51%) eine komplette oder partiel-
le Remission und 13 Patientinnen (25,49%) keine Remission. In Variante II hatten 9
Patientinnen (17,65%) eine komplette Remission und 42 Patientinnen (82,35%) eine
partielle oder keine Remission.
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Einzelwerte und Mediane pratherapeutisch
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Abb. 38: Einzelwerte und Mediane von MIF in

den beiden Ansprechgruppen pritherapeutisch
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Abb. 40: Einzelwerte und Mediane von sSICAM

in den beiden Ansprechgruppen priatherapeutisch
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Abb. 39: Einzelwerte und Mediane von sFAS in
den beiden Ansprechgruppen pritherapeutisch

tPAI-1 (pg/ml)
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Abb. 41: Einzelwerte und Mediane von tPAI-1
in den beiden Ansprechgruppen priatherapeutisch
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Abb. 42: Einzelwerte und Mediane von M30 in
den beiden Ansprechgruppen pritherapeutisch
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Abb. 44: Einzelwerte und Mediane von Nukle-
osomen (Plasma) in den beiden Ansprechgruppen
prétherapeutisch
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Abb. 43: Einzelwerte und Mediane von Nukle-
osomen (Serum) in den beiden Ansprechgruppen
préatherapeutisch
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Abb. 45: Einzelwerte und Mediane von CA 15-
3 in den beiden Ansprechgruppen pritherapeutisch
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Abb. 46: Einzelwerte und Mediane von CEA in den beiden Ansprechgruppen prétherapeutisch

Einzelwerte und Mediane direkt vor Applikation des 2. Chemotherapiezyklus

MIF (pg/ml)

Abb. 47: Einzelwerte und Mediane von MIF in
den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2.
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Abb. 48: Einzelwerte und Mediane von sFAS in
den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2.
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Abb. 49: Einzelwerte und Mediane von sICAM
in den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2.
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Abb. 51: Einzelwerte und Mediane von M30 in
den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2.
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Abb. 50: Einzelwerte und Mediane von tPAI-1
in den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2.
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Abb. 52: Einzelwerte und Mediane von Nukle-
osomen (Serum) in den beiden Ansprechgruppen

direkt vor dem 2. Therapiezyklus
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Abb. 53: Einzelwerte und Mediane von Nukle- Abb. 54: Einzelwerte und Mediane von CA 15-
osomen (Plasma) in den beiden Ansprechgruppen 3 in den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2.
direkt vor dem 2. Therapiezyklus Therapiezyklus
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Abb. 55: Einzelwerte und Mediane von CEA in den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2. The-
rapiezyklus
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ROC-Kurven

Fiir die Marker, bei denen sich ein signifikanter oder zumindest nahezu signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Ansprechgruppen zeigte, sind im Folgenden die ROC-
Kurven dargestellt.
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Abb. 56: Sensitivitéts-Spezifitits-Profil von Abb. 57: Sensitivitéts-Spezifitats-Profil von
Nukleosomen (Serum) pratherapeutisch zur Pradik- MIF pratherapeutisch zur Pradiktion eines schlech-
tion eines schlechten Therapieansprechens (NC- ten Therapieansprechens (NC-Patientinnen Wert >
Patientinnen Wert > Cut-off) Cut-off)
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Abb. 58: Sensitivitéts-Spezifitits-Profil der Kinetik von Nukleosomen (Serum) vom prétherapeuti-

schen Basiswert zum 2. Chemotherapiezyklus zur Pradiktion eines schlechten Therapieansprechens (NC-
Patientinnen Wert < Cut-off)
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Zusammenfassung

Es ldsst sich zusammenfassen, dass nur pritherapeutisch in Serumproben gemessene
Nukleosomen einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Ansprechgruppen in
Variante | zeigten. Patientinnen ohne Remission zeigten signifikant héhere Werte als
Patientinnen mit partieller und kompletter Remission (Median 92,4 versus 57,7ng/ml;
p=0,0380). Die hierzu ermittelte ROC-Kurve zeigte eine AUC von 0,71 sowie eine Sen-
sitivitdt von 50% bei einer festgesetzten Spezifitit von 90%.

Die pratherapeutischen Werte von MIF waren zudem tendenziell hoher bei Patientinnen
ohne Remission gegeniiber Patientinnen mit partieller und kompletter Remission. (Me-
dian 2,0 versus 1,2 pg/ml; p=0,0815) Die AUC betrug hierbei 0,68. Es wurde eine Sen-
sitivitdt von 33% bei einer festgesetzten Spezifitit von 90% erreicht.

Dariiber hinaus zeigte die Kinetik von in Serumproben gemessenen Nukleosomen vom
préatherapeutischen Basiswert bis zum 2. Zyklus einen signifikanten Unterschied zwi-
schen den beiden Ansprechgruppen. Patientinnen mit kompletter und partieller Remissi-
on zeigten kaum Verdnderung der priatherapeutischen Ausgangswerte, wihrend Patien-
tinnen ohne Remission deutlich abfallende Werte zeigten (Median 3% versus -44%;
p=0,0038). Davon ausgehend, dass Patientinnen ohne Remission einen Abfall der Werte
zeigen, war eine AUC von 0,82 festzustellen.
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Einzelwerte und Mediane pratherapeutisch
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Abb. 59: Einzelwerte und Mediane von MIF in Abb. 60: Einzelwerte und Mediane von sFAS in
den beiden Ansprechgruppen pritherapeutisch den beiden Ansprechgruppen pritherapeutisch
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Abb. 61: Einzelwerte und Mediane von sSICAM Abb. 62: Einzelwerte und Mediane von tPAI-1
in den beiden Ansprechgruppen prétherapeutisch in den beiden Ansprechgruppen pritherapeutisch
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Abb. 63: Einzelwerte und Mediane von M30 in
den beiden Ansprechgruppen pritherapeutisch
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Abb. 65: Einzelwerte und Mediane von Nukle-
osomen (Plasma) in den beiden Ansprechgruppen

prétherapeutisch
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Abb. 64: Einzelwerte und Mediane von Nukle-
osomen (Serum) in den beiden Ansprechgruppen

préatherapeutisch
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Abb. 66: Einzelwerte und Mediane von CA 15-
3 in den beiden Ansprechgruppen pritherapeutisch
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Abb. 67: Einzelwerte und Mediane von CEA in den beiden Ansprechgruppen prétherapeutisch
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Einzelwerte und Mediane direkt vor Applikation des 2. Chemotherapiezyklus

MIF (pg/ml)

10"

10

107

:::::::é:::::::::::::%:::::::
:::::::;:::::::::::::2::::::
O:i
,,,,,,, ;,,,,,,,,,,,,, ]
,,,,,,, L,,,,,,,,,,,,,.,,,,,h
s
:::::::;:::::::::::::;::::::
,,,,,,, R
,,,,,,, e
,,,,,,, F,,,,,,,,,,,,,‘,,,,,h
CR (n=8) PRNC (n=35)

Abb. 68: Einzelwerte und Mediane von MIF in
den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2.

Therapiezyklus
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Abb. 70: Einzelwerte und Mediane von sSICAM
in den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2.
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Abb. 69: Einzelwerte und Mediane von sFAS in
den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2.
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Abb. 71: Einzelwerte und Mediane von tPAI-1
in den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2.

Therapiezyklus
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Abb. 76: Einzelwerte und Mediane von CEA in den beiden Ansprechgruppen direkt vor dem 2. The-
rapiezyklus
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ROC-Kurven

Fiir die Marker, bei denen sich ein signifikanter oder zumindest nahezu signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Ansprechgruppen zeigte, sind im Folgenden die ROC-
Kurven dargestellt.
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Abb. 77: Sensitivitéts-Spezifitits-Profil von CA Abb. 78: Sensitivitits-Spezifitits-Profil von sl-

15-3 posttherapeutisch zur Pradiktion eines CAM posttherapeutisch zur Pradiktion eines
schlechten Therapieansprechens (PR+NC- schlechten Therapieansprechens (PR+NC-
Patientinnen Wert > Cut-off) Patientinnen Wert < Cut-off)
Zusammenfassung

Es ldsst sich zusammenfassen, dass préatherapeutisch, am Tag 8 und vor dem 2. Zyklus
keiner der Marker einen signifikanten Unterschied zwischen Patientinnen mit komplet-
ter Remission und Patientinnen mit partieller beziehungsweise ohne Remission zeigte.
Lediglich die posttherapeutisch gemessenen Werte von sICAM und CA 15-3 zeigten
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Ansprechgruppen. Patientinnen mit
kompletter Remission zeigten signifikant niedrigere posttherapeutisch gemessene CA
15-3-Werte als Patientinnen mit partieller beziechungsweise ohne Remission (Median 23
versus 32,8 U/ml; p=0,035). Bei sSICAM hingegen zeigten Patientinnen mit kompletter
Remission signifikant hohere Werte (Median 97,6 versus 80,3 pg/ml; p=0,0264). Unter
der Annahme, dass Patientinnen mit kompletter Remission posttherapeutisch héhere
Werte aufweisen, zeigte sich fiir sSICAM eine AUC von 0,77.

Die Kinetiken zeigten keine signifikanten Ergebnisse.
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6 Diskussion
Aktueller Klinischer Status

Das Mammakarzinom ist die hdufigste bosartige Erkrankung der Frau. Trotz verbesser-
ter therapeutischer Optionen weist es die grofite krebsbedingte Mortalitdt auf. Durch den
Einsatz der neoadjuvanten, also préoperativen Chemotherapie konnen die Operabilitit
der Tumoren sowie die Prognose der Patientin verbessert werden. Jedoch sprechen nicht
alle Patientinnen auf die Therapie an. Zytostatika wirken zudem &uBerst toxisch und
konnen schwerwiegende Nebenwirkungen verursachen. Eine sichere Vorhersage der
Therapieeffizienz ist derzeit nicht moglich. Die Beurteilung der Therapieeffizienz er-
folgt heute anhand der Klinik und bildgebender Verfahren, insbesondere der Sonografie
der Brust. Mit diesen Verfahren kann das Ansprechen des Tumors auf die Chemothera-
pie jedoch erst nach Applikation mehrerer Zyklen abgeschitzt werden. Zudem ist eine
prazise Beurteilung der biochemischen Reaktionen des Tumors auf die Therapie nicht
moglich und diese Verfahren sind stark von der Erfahrung des Untersuchers abhéngig.
Eine fiir die Prognose wichtige Komplettremission des Tumors kann erst zum Zeitpunkt
der Operation histopathologisch eindeutig festgestellt werden.

Um die Therapie des Mammakarzinoms weiter zu verbessern, sind demzufolge neue
Verfahren zur Diagnostik, zur Pradiktion der Therapieffizienz, zur Verlaufskontrolle
sowie zur frithzeitigen Abschitzung der Prognose notwendig.

Ein Parameter, der standardisiert, wenig invasiv und kostengiinstig in einer Blutprobe
der Patientin analysiert werden kann, erscheint hierzu gut geeignet. Anders als z.B. ein
Gewebemarker erfordert er nur eine geringe Belastung der Patientin und besonders bei
der Verlaufskontrolle erforderliche wiederholte Messungen koénnen erfolgen.

Wirkmechanismen und Resistenz bei chemotherapeutischer Behandlung

Zur Behandlung des Mammakarzinoms werden insbesondere Anthrazykline und Taxane
eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurden die Patientinnen mit lokal begrenztem
Mammakarzinom dariiber hinaus préoperativ mit Cyclophosphamid und teilweise mit
Fluorouracil behandelt.

Ein Anthrazyklin, das bei Brustkrebs héufig eingesetzt wird, ist Epirubicin. Es wird syn-
thetisch hergestellt und wirkt auf verschiedenen Ebenen zytostatisch. Die Hauptwirkung
ist die Interaktion mit der Topoisomerase Ila. Durch kovalente Bindung von Epirubicin
an Topoisomerase [la-DNA-Komplexe werden Transkriptions-, Replikations- oder Re-
paraturprozesse an der DNA gehemmt. Epirubicin ist auBerdem eine interkalierende
Substanz, die DNA-Einzel- oder Doppelstrangbriiche verursachen kann. Dariiber hinaus
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ist Epirubicin zur Reduktion befdhigt. Bei der Reduktion entstehende freie Radikale
konnen zelluldre Proteine schadigen.

Zu den Taxanen zédhlen Paclitaxel und Docetaxel. Wahrend Paclitaxel aus Eiben isoliert
wird, wird Docetaxel heute semisynthetisch hergestellt. Taxane stéren die Funktion des
zelluldren Spindelapparats und koénnen so die Mitose blockieren. Des Weiteren konnen
Taxane immunmodulatorisch wirken und die Angiogenese hemmen.

Cyclophosphamid zdhlt zu den alkylierenden Substanzen, die die Bildung von Querver-
netzungen an der DNA induzieren konnen.

Fluorouracil bewirkt eine Inaktivierung der Thymidylat-Synthetase. Dadurch wird die
DNA-Synthese blockiert.

Alle aufgefiihrten Zytostatika haben gemeinsam, dass die Schiddigungen der Zelle
schlieBlich dosisabhingig zum Zelltod, unter anderem zur Apoptose, fiihren. Nach einer
neoadjuvanten Chemotherapie des Mammakarzinoms bleiben jedoch meist iiberlebende
Tumorzellen iibrig. AuBBerdem sprechen nicht alle Patientinnen gleich gut auf die Thera-
pie an. Diese primére oder erworbene Chemoresistenz kann auf Stérungen der Apopoto-
seinduktion in den Tumorzellen zuriickzufiihren sein.

Zu den bekannten Ursachen der Resistenz von Tumorzellen gegeniiber Anthrazyklinen
gehort beispielsweise ein verstdrkter Efflux der Substanz iiber die P-Glykoprotein-
Pumpe, die von sogenannten ,,multidrug-resistant“~-Genen (MDR) kodiert wird. Auf3er-
dem scheint eine Hemmung von an der Apoptose beteiligten Caspasen eine Rolle zu
spielen. Eine weitere Ursache der Chemoresistenz ist die vermehrte Expression des An-
tioxidans Glutathion, das die Zelle gegeniiber Schddigung durch freie Radikale schiitzt.
Daneben konnen Defekte verschiedener an der Apoptoseregulation beteiligter Gene wie
p53 und Bcl-2 zur Chemoresistenz fithren. Schiadigungen der Zelle, beispielsweise
durch Zytostatika, fithren normalerweise zur Aktivierung von p53. Kann der Schaden
nicht repariert werden, folgt darauf die Apoptose der Zelle. In in vitro- und Tierstudien
konnte gezeigt werden, dass der Verlust der p53-Funktion mit einer Resistenz gegeniiber
Chemotherapeutika korreliert. Das p53-Gen ist beim Mammakarzinom haufig mutiert.
Der préadiktive Wert solcher Mutationen ist jedoch noch nicht vollstindig aufgeklért
(Cleator et. al., 2002).

Praktisches Vorgehen

Die vorliegende Arbeit basiert auf einer prospektiv durchgefiihrten, von der Ethikkom-
mission der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen genehmigten Studie. Die Studie
wurde am Institut fiir Klinische Chemie der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen
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in Zusammenarbeit mit der himato-onkologischen Schwerpunktpraxis von Prof. Dr. C.
Salat, Prof. Dr. E. Hiller und Dr. O.J. Stétzer Miinchen durchgefiihrt. Alle Patientinnen
mit Mammakarzinom wurden in der Praxis von dulerst erfahrenen Onkologen betreut.
Samtliche Blutabnahmen, die unten beschriebene Praanalytik sowie die sorgféltige Er-
hebung der klinischen Daten erfolgten dort. Die Blutproben und Daten der Patientinnen
mit benignen Brusterkrankungen stammten von verschiedenen mit oben genannter Pra-
xis kooperierenden Zentren. Durch mich personlich erfolgte die Eingabe der relevanten
klinischen Daten in ein speziell hierfiir vorgesehenes Computerprogramm des Instituts
fiir Klinische Chemie. Des Weiteren erfolgte durch mich personlich die Rekrutierung
gesunder Frauen als Kontrollpersonen.

Standardisierte Prianalytik und Messungen

Besonderer Wert wurde bei der vorliegenden Studie auf eine standardisierte Praanalytik
sowie Analytik gelegt. Bereits bei der Blutabnahme wurde darauf geachtet, das Blut
moglichst hdmolysefrei zu entnehmen. Die gewonnenen Blutproben wurden sodann
innerhalb von 1-2 Stunden zentrifugiert, dekantiert und eingefroren. Der Transport der
Proben aus der hdmato-onkologischen Schwerpunktpraxis in das Institut fiir Klinische
Chemie erfolgte erst nach dem Einfrieren und unter stindiger Kiihlung. Fiir die Mes-
sungen der Markerkonzentration wurden jeweils frische Proben verwendet, sodass ein
mehrmaliges Auftauen und Wiedereinfrieren vermieden wurde. Auflerdem wurden die
Messungen der einzelnen Marker bei allen Proben standardisiert durch dieselbe sehr
erfahrene medizinisch-technische Assistentin oder nach intensiver Einarbeitung durch
mich personlich durchgefiihrt.

Auswahl der Kollektive

Zur Beurteilung der diagnostischen Wertigkeit der Zelltodmarker wurde in der vorlie-
genden Studie ein Kollektiv von 79 Patientinnen mit Mammakarzinom mit einem Kol-
lektiv von 31 gesunden Frauen verglichen. Dartiber hinaus wurden 13 Patientinnen mit
gutartigen Erkrankungen der Brust, die mit bildgebenden Verfahren nachgewiesen wur-
den, in die Studie eingeschlossen. Dieses Kollektiv erschien bei der Frage nach der dia-
gnostischen Wertigkeit besonders interessant. Bisher konnten zwar mehrere Studien zur
diagnostischen Wertigkeit von Zelltodmarkern, beispielsweise von zirkulierenden DNA -
Fragmenten, eine deutliche Diskrimination zwischen Patienten mit malignen Erkran-
kungen und gesunden Personen zeigen. Es wurden jedoch erst in wenigen Studien Pati-
enten mit malignen und benignen Erkrankungen verglichen. Die meisten der wenigen
Studien hierzu konnten keinen Unterschied zwischen Patienten mit bos- und gutartigen
Erkrankungen zeigen (Holdenrieder et. al., 2005). Gutartige Verdnderungen der Brust
spielen eine wichtige Rolle bei den Differenzialdiagnosen des Mammakarzinoms, da sie
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sich bei 30-50% der Frauen zwischen dem 35. und 50. Lebensjahr nachweisen lassen
(Gerhard und Kiechle, 2006). Ein Nachteil der Studie war, dass bei den gesunden Frau-
en Verdnderungen der Brust nicht explizit ausgeschlossen wurden. Es war davon auszu-
gehen, dass sich auch in diesem Kollektiv einige Frauen mit gutartigen Brustverdnde-
rungen befanden.

Das Kollektiv der Patientinnen mit Mammakarzinom setzte sich aus 51 Patientinnen mit
lokal begrenztem Befund und 28 Patientinnen, bei denen bereits Fernmetastasen nach-
gewiesen worden waren, zusammen. So konnte untersucht werden, ob ein Unterschied
der Zelltodmarker zwischen frithen und fortgeschrittenen Stadien vorlag.

Beurteilung des Therapieansprechens

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war zu beurteilen, ob die Zelltodmarker geeignet
sind, das Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie vorherzusagen oder frith
wihrend der Therapie zu beurteilen. Das Ansprechen auf die Therapie sollte anhand des
pathologisch-anatomischen Befunds des Operationspraparats beurteilt werden. Hierzu
musste zundchst eine Definition des guten und schlechten Ansprechens erfolgen.

Im klinischen Alltag war bisher vor allem die Frage interessant, ob ein Tumor mindes-
tens eine partielle Remission zeigt. Eine klinisch partielle Remission liegt geméif
RECIST vor, wenn sich der groite Tumordurchmesser um mindestens 30% reduziert
(Riihl et. al., 2004). In diesem Fall wird die begonnene Therapie in der Regel weiterge-
fiihrt. Nur wenn sich eine geringere Remission oder eine Gréflenzunahme des Tumors
zeigt, wird das therapeutische Vorgehen gedndert. Ein Marker, der friiher als die bildge-
benden Verfahren das Ausbleiben einer partiellen Remission anzeigt, wire also hilfreich
fiir die Entscheidung, ob das geplante Therapieregime fortgesetzt oder besser umgestellt
werden sollte.

Es war jedoch auch zu beachten, dass bereits viele Studien wie beispielsweise die
NSABP-B18-/-B27- (Hanusch et. al., 2011) sowie die TECHNO-Studie (Untch et. al.,
2011) zeigen konnten, dass nur die histopathologische Komplettremission mit einer gu-
ten Prognose (beziiglich krankheitsfreiem und Gesamtiiberleben) korreliert (Bauerfeind
et. al.,, 2007). Eine histopathologische Komplettremission liegt vor, wenn am Operati-
onsprdparat im urspriinglichen Tumorbett keine invasiven Tumorzellen mehr nachge-
wiesen werden konnen. Das Vorliegen einer in-situ-Komponente oder der Nachweis
invasiver Tumorzellen in Lymphknoten wird unterschiedlich beurteilt. Unter diesem
Gesichtspunkt schien es sinnvoll, auch zu untersuchen, ob die Marker hilfreich sind,
Patientinnen, die keine histopathologische Komplettremission erreichen, herauszufil-
tern. Eine Verdnderung des therapeutischen Vorgehens oder zumindest eine intensivierte
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Nachsorge nicht nur bei Patientinnen ohne Remission, sondern auch bei Patientinnen
mit partieller Remission konnte in Zukunft die Prognose weiter verbessern.

In der vorliegenden Arbeit wurden aus den genannten Griinden zwei Varianten der De-
finition des Therapieansprechens untersucht. Wihrend in Variante II nur Patientinnen
mit histopathologischer Komplettremission zur Gruppe mit gutem Therapieansprechen
gezédhlt wurden, wurden in Variante I auch Patientinnen mit partieller Remission dazu-
gezdhlt.

Die Ergebnisse der beiden Varianten zeigten deutlich, welche Auswirkungen eine unter-
schiedliche Definition des Therapieansprechens hat und wie wichtig eine einheitliche
Definition fiir den Vergleich verschiedener Studien ist. Die Aussage der hier prisentier-
ten Ergebnisse war jedoch durch die relativ kleinen Fallzahlen begrenzt.

Auswahl der Blutabnahmezeitpunkte

Die Blutabnahmen bei den Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom erfolg-
ten in der vorliegenden Studie kurz vor und 8 Tage nach Applikation des ersten, direkt
vor Applikation des zweiten und kurz vor Applikation des sechsten Chemotherapiezyk-
lus. Dies hatte mehrere Griinde. Zum einen sollten die Blutabnahmen keine zusitzliche
Belastung fiir die Patientinnen darstellen und wurden daher mit Routineblutabnahmen
zusammengelegt. Dariiber hinaus sollten neben den prétherapeutischen Werten insbe-
sondere Werte, die mdglichst friih wihrend der Therapie zu erheben waren, untersucht
werden. Blutabnahmen in den ersten Stunden und Tagen nach Gabe des Zytostatikums
sind besonders interessant, weil zu diesem Zeitpunkt bei erfolgreicher Apoptoseindukti-
on ein weiterer Anstieg der bereits pratherapeutisch hohen Konzentrationen an Apopto-
seprodukten im Blut erwartet wird. Die Patientinnen der vorliegenden Studie wurden
jedoch alle ambulant in einer Tagesklinik behandelt. Die erste Routineblutabnahme nach
Therapiebeginn erfolgte dort bei komplikationslosem Verlauf in der Regel friihestens
am Tag 8. Doch einige Patientinnen wurden erst zur Gabe des zweiten Zyklus in der
Tagesklinik vorstellig, sodass bei nur wenigen Patientinnen Werte am Tag 8 erhoben
werden konnten und somit keine eindeutige Aussage iiber die Tage 1 bis 8 moglich war.
Der Zeitraum zwischen dem fiinften und sechsten Zyklus wurde fiir die Bestimmung der
spaten, posttherapeutischen Werte gewéhlt, weil bei fast allen Patientinnen mindestens
fiinf und bei einigen nicht mehr als sechs Zyklen appliziert wurden. Die so gewahlten
Zeitpunkte hatten den Vorteil, dass sie im klinischen Alltag praktikabel waren und auller
am Tag 8 regelmiBig bei fast allen Patientinnen Werte erhoben werden konnten.

Bei fritheren Studien war ein Anstieg von Apoptosemarkern wie Nukleosomen im Se-
rum bei 62 Patienten mit verschiedenen malignen Erkrankungen bereits in den ersten 1
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bis 3 Tagen nach Applikation des ersten Chemotherapiezyklus zu beobachten. Nach
einer Woche ohne weitere Chemotherapie zeigte sich hingegen wieder ein Abfall der
Markerkonzentrationen (Holdenrieder und Stieber, 2004c). In der vorliegenden Studie
war es aus oben genannten organisatorischen Griinden leider nicht moéglich, Blutproben
in diesem Zeitraum kurz nach Applikation des ersten Chemotherapiezyklus zu gewin-
nen.

Auswahl der Biomarker

Da die Apoptoserate bei malignen Erkrankungen dereguliert ist und durch Zytostatika
gezielt beeinflusst wird (Holdenrieder und Stieber, 2004a), wurden in der vorliegenden
Studie Biomarker untersucht, die apoptoseabhingig ins Blut freigesetzt werden. Die
Marker konnten alle in einer Blutprobe, also wenig invasiv und kostengiinstig gemessen
werden. Alle Testkits basierten auf immunchemischen Verfahren. Vier der untersuchten
Biomarker (MIF, sFAS, sICAM und tPAI-1) konnten simultan und damit zeitsparend
mit einem Multiplex-Testkit gemessen werden. Die Bestimmung aller Marker erfolgte
in Serumproben. Die Messung der Nukleosomenkonzentrationen wurde zusétzlich in
Plasmaproben durchgefiihrt, weil bei fritheren Studien im Serum héhere Nukleosomen-
konzentrationen gefunden wurden als im Plasma. Bis heute bleibt jedoch unklar, wel-
ches das geeignetere Medium fiir die Nukleosomenmessung darstellt (Holdenrieder et.
al., 2001b). Alle ausgewdhlten Apoptosemarker wurden bereits in fritheren Studien in
erhohten Konzentrationen im Blut von Patienten mit verschiedenen Karzinomen nach-
gewiesen und wurden bereits mit der Apoptose in Zusammenhang gebracht (siche Refe-
renzen zu einzelnen Markern in 2.3). Wéahrend MIF als Zytokin (Bach et. al., 2008) und
tPAI-1 vor allem als Gerinnungsfaktor von verschiedenen Zellen in den Extrazellular-
raum sezerniert werden (Schneider et. al., 2008), kann Fas sowohl als zellmembrange-
bundener Rezeptor als auch als 16sliche Form im Extrazellularraum gefunden werden
(Boroumand-Noughabi et. al., 2010). Auch ICAM hat Bedeutung sowohl in zellmemb-
rangebundener Form als interzelluldres Adhédsionsmolekiil als auch als sezernierte 16sli-
che Form (Koyama, 1994; Gogali et. al., 2010). Zytokeratin 18 liegt normalerweise in-
trazelluldr als Bestandteil des Zytoskeletts vor. Der M30-Antikdrper weist ein
Neoepitop des Zytokeratin 18 nach, das wihrend der Apoptose durch caspasenvermittel-
te Spaltung entsteht und dann auch in den Extrazellularraum iibertritt (Leers et. al.,
1999). Nukleosomen entstehen ebenfalls beim Abbau der Zelle wihrend der Apoptose
und treten bei unzureichenden Recyclingmechanismen in die Blutzirkulation iiber
(Stroun et. al., 2000). Um die ausgewéhlten Apoptosemarker mit etablierten Biomarkern
zu vergleichen, wie es von der European Group on Tumor Markers gefordert wird, wur-
den zudem CA 15-3 und CEA in die Studie integriert.
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Vergleich der verschiedenen Kollektive

Neben der Frage nach der Wertigkeit der untersuchten Biomarker zur Pridiktion des
Therapieansprechens war auch interessant, ob sich die Markerkonzentrationen von Pati-
entinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom gegeniiber denen von gesunden Frauen
unterschieden. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob sich die Markerkonzentratio-
nen bei Patientinnen in verschiedenen Krankheitsstadien und bei Patientinnen mit gutar-
tigen Brusterkrankungen unterschieden. Hierbei konnte zudem die Wertigkeit der Bio-
marker zur Diagnose beziehungsweise zum Screening beleuchtet werden. Es war jedoch
zu beachten, dass die Anforderungen an einen diagnostischen Marker fiir maligne Er-
krankungen wie das Mammakarzinom besonders hoch sind. Ein diagnostischer Marker
muss eine sehr hohe Sensitivitit aufweisen. Falsch-negative Befunde konnten fatale
Folgen nach sich ziehen. Daneben muss er jedoch auch eine sehr hohe Spezifitit auf-
weisen. Falsch-positive Ergebnisse konnten zu unnétigen, teuren und moglicherweise
invasiven Folgeuntersuchungen sowie seelischer Belastung der betroffenen Patientinnen
fiihren (Holdenrieder et. al., 2005).

Es ist bis heute kein Biomarker bekannt, der diese Anspriiche erfiillt und sich fiir Scree-
ning-Untersuchungen zur Fritherkennung des Mammakarzinoms eignet (Duffy, 2006).

Auch im Blut zirkulierende Apoptosemarker schienen bisher aufgrund fehlender Tumor-
und Organspezifitit nicht fiir Screening-Untersuchungen geeignet. Sie bieten jedoch das
Potential, Informationen iiber ablaufende Prozesse der Kanzerogenese zu liefern. Bei
malignen Erkrankungen ist das Gleichgewicht zwischen Zellneubildung und —untergang
gestort. Das bedeutet, dass die Zelltodrate verdndert ist. Je nach Stadium der Kanzero-
genese kann die Zelltodrate gegeniiber der physiologischen Ausgangssituation vermin-
dert, unverandert oder gesteigert sein. Auch unter physiologischen Bedingungen findet
Apoptose statt. Frei gesetzte Zellbestandteile werden normalerweise rasch durch
Makrophagen und benachbarte Zellen entfernt. Bei pathologischen Zustinden wie der
Kanzerogenese sind diese Recyclingmechanismen jedoch hiufig gestort oder unzurei-
chend. In den Extrazelluldrraum freigesetzte Zellbestandteile treten dann ins Blut {iber
und konnen dort in erhéhten Konzentrationen nachgewiesen werden (Holdenrieder und
Stieber, 2004b).

Vergleich von gesunden Frauen und Patientinnen mit Mammakarzinom

Wie oben beschrieben war zu erwarten, dass Patientinnen mit Mammakarzinom hohere
Konzentrationen der Apoptosemarker aufweisen als gesunde Frauen. In der vorliegen-
den Studie zeigten alle Zelltodmarker auBler tPAI-1 und den in Serumproben gemesse-
nen Nukleosomen niedrigere Werte bei den gesunden Frauen als bei den Patientinnen
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mit Mammakarzinom. Alle diese Marker zeigten einen signifikanten Unterschied zwi-
schen den gesunden Frauen und den Frauen mit metastasiertem Mammakarzinom. Nur
MIF, sFAS und in Plasmaproben gemessene Nukleosomen zeigten jedoch auch einen
signifikanten Unterschied zu den Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom.
Diese Ergebnisse stimmen im Wesentlichen mit denen anderer Studien {iberein. Dass
Patientinnen mit Mammakarzinom in frithem Stadium héhere Werte als gesunde Kon-
trollpersonen aufwiesen, wurde von anderen Arbeitsgruppen fiir MIF (Jesneck et. al.,
2009), sFAS (Ueno et. al., 1999), sSICAM (Altomonte et. al., 1999; Mills et. al., 2004),
M30 (Ueno et. al., 2003) und im Plasma zirkulierende Nukleosomen (Kuroi et. al.,
1999; Kuroi et. al., 2001; Silva et. al., 2002; Huang et. al., 2006) ebenfalls beschrieben.
Eine Arbeit zu SICAM beschrieb jedoch, dass Patientinnen mit Mammakarzinom (n=98)
niedrigere Werte als gesunde Kontrollpersonen (n=96) aufwiesen. Dieses Ergebnis war
allerdings nicht signifikant und die ROC-Kurve wies eine AUC von nur 0,56 auf. Au-
Berdem war in dieser Studie nicht angegeben, in welchen Stadien sich die Brustkrebspa-
tientinnen befanden (Kim et. al., 2009).

Im Gegensatz zu den anderen Markern waren die tPAI-1-Werte in der vorliegenden Stu-
die bei den Patientinnen mit metastasiertem Karzinom signifikant niedriger als bei den
gesunden Frauen. Allerdings zeigten die Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakar-
zinom hohere Werte als die gesunden Frauen. Da in diesen beiden Gruppen jedoch viele
Proben Konzentrationen grof3er als der hochste Standard aufwiesen, war diese Beobach-
tung begrenzt aussagekriftig. Die tPAI-1-Konzentrationen in den Proben der Patientin-
nen mit metastasiertem Mammakarzinom lagen jedoch im Bereich der Standardkurve
und konnten somit quantifiziert werden. PAI-1 ist als umfassend evaluierter prognosti-
scher Gewebemarker beim Mammakarzinom bekannt. Er spielt eine wichtige Rolle fiir
die Invasions-, Metastasierungs- und Angiogenesefdhigkeit von Tumoren. Grof3e pro-
spektive randomisierte Studien zeigten, dass eine hohe PAI-1-Expression im Tumor mit
einer schlechteren Prognose korreliert. Patientinnen mit niedrigen Levels ohne Lymph-
knotenbefall haben hingegen ein geringes Rezidivrisiko und profitieren daher wenig von
einer nebenwirkungsreichen adjuvanten Chemotherapie (Duffy und Crown, 2008). Stu-
dien zur diagnostischen Wertigkeit von tPAI-1 im Serum oder Plasma zeigten beim
Ovarialkarzinom (Havrilesky et. al., 2008), kolorektalen Karzinom (Herszenyi et. al.,
2008), Gliom (Iwadate et. al., 2008) und nasopharyngealen Karzinom (Wu et. al., 2005)
hohere Werte bei Tumorpatienten als bei gesunden Kontrollpersonen. Die hier vorlie-
genden kontroversen Ergebnisse, dass gesunde Frauen hohere Werte aufweisen als
Brustkrebspatientinnen, wurden durch eine Arbeit von Kim et al. bestétigt (Kim et. al.,
2009). AuBerdem wurden bei Patienten mit Prostatakarzinom niedrigere PAI-1-
Serumlevel als bei Gesunden gefunden (Parekh et. al., 2007). Es ldsst sich also zusam-
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menfassen, dass fiir tPAI-1 im Serum von Patienten mit verschiedenen Krebserkrankun-
gen Wertigkeit als diagnostischer Marker gezeigt wurde. Die Prianalytik spielte dabei
eine besonders wichtige Rolle. Die vorliegenden Daten sind zudem &ufBerst kontrovers
und grofle Studien mit Brustkrebspatientinnen fehlen bisher.

Die Zelltodmarker wurden mit CEA und CA 15-3 verglichen. Beide Marker zeigten, wie
erwartet, niedrigere Werte bei den gesunden Frauen als bei den Patientinnen mit Mam-
makarzinom. Der Unterschied zwischen den Gesunden und den Patientinnen mit me-
tastasiertem Karzinom war signifikant. Dies passt sehr gut zu bisherigen Ergebnissen.
75% der Patientinnen mit UICC-Stadium IV weisen erhohte CA 15-3-Konzentrationen
auf. In Stadium III, IT und I haben jedoch nur noch 40%, 20% und 10% erhohte Werte
(Duffy, 2006). Neben der unzureichenden Sensitivitdt gelten CEA und CA 15-3 aufler-
dem wegen unzureichender Tumor- und Organspezifitét als nicht zur Frithdiagnostik des
Mammakarzinoms geeignet (Harris et. al., 2007).

Vergleich von Patientinnen mit Mammakarzinom in friihen und fortgeschrittenen
Stadien

Alle Zelltodmarker auBer tPAI-1 zeigten bei den Patientinnen mit lokal begrenztem Be-
fund niedrigere Werte als bei solchen mit Fernmetastasen. Auller bei M30 und Nukleo-
somen waren die Unterschiede signifikant. Ahnliche Ergebnisse wurden in anderen Stu-
dien gezeigt fiir sSFAS (Ueno et. al., 1999), sSICAM (Kostler et. al., 2001; O'Hanlon et.
al., 2002) und M30 (Ueno et. al., 2003).

Der Vergleich mit CEA und CA 15-3 in der vorliegenden Arbeit zeigte ebenfalls signifi-
kant hohere Werte bei den Patientinnen mit Fernmetastasen als bei den Patientinnen in
lokal begrenztem Stadium. Es ist seit ldngerem bekannt, dass die CEA- und CA 15-3-
Werte im Serum von Patientinnen mit Mammakarzinom mit Zunahme der Tumormasse
und dem Auftreten von Fernmetastasen ansteigen. In einer von Di Gioia verdffentlichten
Studie zeigten Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom, bei denen wihrend
palliativer Chemotherapie eine Krankheitsprogression zu verzeichnen war, hohere CA
15-3- und CEA-Konzentrationen als Patientinnen ohne Progression (Di Gioia et. al.,
2011). Die ASCO empfiehlt die Bestimmung von CEA und CA 15-3 derzeit nur als er-
ginzende Moglichkeit zur Uberwachung der Therapie der metastasierten Erkrankung.
Dabei kann eine Erh6hung von CA 15-3 auf das 5- bis 10fache des oberen Grenzwerts
des Referenzbereichs Hinweis auf das Vorliegen von Fernmetastasen sein (Duffy, 2006).
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Vergleich von Patientinnen mit gutartigen Brustverinderungen und gesunden
Frauen

Ein signifikanter Unterschied der Markerkonzentrationen zwischen den gesunden Frau-
en und Patientinnen mit gutartigen Brustverdnderungen konnte lediglich fiir MIF ge-
zeigt werden. Wie bei Jesneck et al. fanden sich hohere MIF-Werte bei Patientinnen mit
gutartigen Brustverdnderungen als bei gesunden Frauen (Jesneck et. al., 2009).

Vergleich von Patientinnen mit gutartigen Brustverinderungen und mit Mamma-
karzinom

Alle Zelltodmarker aufler in Serumproben gemessene Nukleosomen zeigten deutliche
und teilweise statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Patientinnen mit gutar-
tigen Brustverdnderungen und denen mit metastasiertem Mammakarzinom. Dabei wa-
ren die Werte auf3er bei tPAI-1 bei den Patientinnen mit Karzinom héher. Ein deutlicher
Unterschied zwischen den Patientinnen mit gutartigen Brusterkrankungen und solchen
mit lokal begrenztem Mammakarzinom konnte hingegen nur fiir sFAS, M30 und in
Plasmaproben gemessenen Nukleosomen gezeigt werden. In Plasmaproben gemessene
Nukleosomen zeigten als einziger Marker einen signifikanten Unterschied zwischen
diesen beiden fiir die Fritherkennung des Mammakarzinoms sehr wichtigen Gruppen.

Nur wenige Studien verglichen bisher zirkulierende Zelltodmarker zwischen Patientin-
nen mit gutartigen Brusterkrankungen und mit Mammakarzinom. Zwei Studien besté-
tigten die hier vorliegenden Ergebnisse fiir sSFAS. Allerdings wurden auch in diesen Stu-
dien nur sehr kleine Kollektive untersucht (Sheen-Chen et. al., 2003; Abbasova et. al.,
2009). Ein etwas groBeres Kollektiv wurde in zwei Studien zu sSICAM untersucht, die
signifikant niedrigere Werte bei Patientinnen mit gutartigen Brusterkrankungen als bei
solchen mit lokal begrenztem (Altomonte et. al., 1999; O'Hanlon et. al., 2002) und me-
tastasiertem Mammakarzinom (O'Hanlon et. al., 2002) erbrachten. Huang et al. be-
stimmten die Konzentration zirkulierender DNA im Plasma mittels Polymerase-
Kettenreaktion bei 61 Patientinnen mit Mammakarzinom und 31 Patientinnen mit gutar-
tigen Brusterkrankungen. Die Patientinnen mit Karzinom zeigten dabei signifikant ho-
here Werte (Huang et. al., 2006).

Die bekannten Tumormarker CA 15-3 und CEA zeigten bei den Patientinnen mit be-
nigner Brusterkrankung niedrigere Werte als bei Patientinnen mit Mammakarzinom. Ein
signifikanter Unterschied bestand jedoch nur zu den Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom. Es ist bekannt, dass sich auch bei einigen gutartigen Erkrankungen
erhohte Konzentrationen von CA 15-3 und CEA finden (Al-azawi et. al., 2006).
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Wertigkeit zur Differenzierung der verschiedenen Kollektive

Anhand von ROC-Kurven wurde die Wertigkeit der Marker zur Differenzierung der
verschiedenen Kollektive beziehungsweise zur Diagnostik des Mammakarzinoms ge-
nauer beleuchtet. Zundchst wurden alle Patientinnen mit Mammakarzinom mit den ge-
sunden Frauen verglichen. Hierbei zeigten in Plasmaproben gemessene Nukleosomen
mit einer AUC von 0,87 das beste Sensitivitits-Spezifitits-Profil. Auch MIF und sFAS
zeigten mit einer AUC von jeweils 0,8 eine gute Differenzierung zwischen diesen bei-
den Gruppen. Da bei einem Marker zur Diagnostik des Mammakarzinoms die Abgren-
zung gegeniiber gutartigen Brustverdnderungen besonders wichtig ist, wurden auch
ROC-Kurven fiir den Vergleich gegeniiber diesem Kollektiv erstellt. Hierbei zeigten alle
Marker, wie zu erwarten war, deutlich schlechtere Ergebnisse. Das beste Sensitivitits-
Spezifitits-Profil zeigte CEA mit einer AUC von 0,77. Aufgrund der sehr kleinen Pati-
entenzahl in diesem Kollektiv konnte diesem Ergebnis jedoch nur wenig Bedeutung
gegeben werden und die weiteren statistischen Untersuchungen wurden auf die Patien-
tinnen mit Mammakarzinom und die gesunden Frauen begrenzt. Der Vergleich der Pati-
entinnen mit metastasiertem Mammakarzinom gegeniiber den gesunden Frauen ergab
fiir fast alle Marker eine sehr gute Differenzierungsfahigkeit. MIF und sFAS wiesen
AUCs von groBer 0,93 und 0,90 auf, wihrend CA 15-3 und CEA mit 0,89 und 0,88 etwa
vergleichbare Ergebnisse lieferten. Bei der fiir die Frithdiagnose des Mammakarzinoms
wichtigen Differenzierung der Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom
gegeniiber gesunden Frauen ergaben in Plasmaproben gemessene Nukleosomen das
beste Sensitivitdts-Spezifitats-Profil mit einer AUC von 0,88 und hoher Sensitivitit
(groBer 40%) bei 100% Spezifitdt. CA 15-3 und CEA zeigten hierbei nur AUCs von 0,6.
Trotz dieses vielversprechenden Ergebnisses scheinen Nukleosomen jedoch alleine
nicht als diagnostischer Marker geeignet, weil ihnen eine hohe Spezifitit fiir ein be-
stimmtes Organ- beziehungsweise einen bestimmten Tumor fehlt. Erhohte Konzentrati-
onen an zirkulierenden Nukleosomen wurden auch beim Bronchialkarzinom, kolorekta-
len Karzinom, Nierenzellkarzinom, weiteren gynidkologischen und nasopharyngealen
Malignomen sowie Lymphomen beschrieben (Maebo, 1990; Kuroi et. al., 2001; Hol-
denrieder et. al., 2001b; Holdenrieder und Stieber, 2004a). Dariiber hinaus konnen auch
viele benigne Erkrankungen wie beispielsweise schwere bakterielle Infektionen mit
erhohten Nukleosomenkonzentrationen einhergehen (Holdenrieder et. al., 1999; Hol-
denrieder et. al., 2001a). Zirkulierende Nukleinséuren sind dennoch vielversprechende
Biomarker. Mit dem Nachweis qualitativer Merkmale an den Nukleosomen kann die
Tumor- und die Organsperzifitit deutlich verbessert werden. Hierzu bietet sich der
Nachweis genetischer Mutationen, epigenetischer Merkmale wie Methylierungsmuster
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von Tumorsuppressorgenen oder Histonmodifikationen und Mikrosatelliteninstabilitét
an (Maebo, 1990; Kuroi et. al., 2001; Holdenrieder et. al., 2008a).

Korrelation der Biomarker untereinander

Es wurde untersucht, ob die Biomarker in unterschiedlichen Patientenkollektiven mit-
einander korrelierten. Es war zu beobachten, dass sich die Korrelationen der Marker in
den Kollektiven deutlich unterschieden. Wéhrend sich bei den Frauen mit benigner
Brusterkrankung keine signifikanten Korrelationen zeigten, fanden sich bei Patientinnen
mit metastasiertem Mammakarzinom die meisten signifikanten Korrelationen. Hierbei
war einschrinkend zu beachten, dass nur eine kleine Anzahl von Frauen mit benigner
Brusterkrankung untersucht werden konnte. Dariiber hinaus zeigten sich bei den meis-
ten der Marker in fortgeschrittenem Krankheitsstadium deutlich hohere Markerkonzent-
rationen. Besonders interessant war bei den Korrelationen der Marker untereinander,
dass die etablierten Marker CEA und CA 15-3 eine starke Korrelation untereinander
sowie zu anderen Markern zeigten.

Vorhersage des Therapieansprechens

Um die Wertigkeit der Marker zur Vorhersage des Ansprechens auf eine neoadjuvante
Chemotherapie zu untersuchen, wurden die Konzentrationen préitherapeutisch gemes-
sen. In Variante I war die Bestimmung der Nukleosomenkonzentration im Serum wert-
voll. Patientinnen ohne Remission zeigten signifikant hohere Werte. Ein Marker, der es
erlaubt, Patientinnten herauszufiltern, die nicht von einer Chemotherapie profitieren,
erscheint besonders wertvoll. Mithilfe eines solchen Markers konnte man diesen Patien-
tinnen die Nebenwirkungen einer Chemotherapie ersparen. Die Relevanz zirkulierender
Nukleosomen zur Vorhersage des Nichtansprechens auf eine neoadjuvante Chemothera-
pie bei Patientinnen mit Mammakarzinom wurde bisher in keiner anderen Studie ge-
zeigt. Ahnliche Ergebnisse fanden sich jedoch bei Untersuchungen von Holdenrieder et
al. bei 212 Patienten mit inoperablem nichtkleinzelligem und 128 Patienten mit klein-
zelligem Bronchialkarzinom, die eine primdre Chemotherapie erhielten. Patienten ohne
Remission hatten hier ebenfalls hohere pratherapeutische Nukleosomenkonzentrationen
(Holdenrieder et. al., 2004; Holdenrieder et. al., 2008c). Hohere pratherapeutische Werte
bei Patienten mit schlechtem Therapieansprechen konnten dadurch erklédrbar sein, dass
in aggressiveren Tumoren mehr Zellumsatz stattfindet und somit mehr Nukleosomen ins
Blut iibertreten. Eine weitere mogliche Erklarung ist, dass in diesen Tumoren die DNA-
Reparaturmechanismen gestort sind und DNA-Schiadigungen haufiger zum Zelltod fiih-
ren. Des Weiteren konnte in diesen aggressiveren Tumoren die Blutversorgung besser
und gleichzeitig die Elimination von Apoptoseprodukten insuffizienter sein
(Holdenrieder et. al., 2004; Mueller et. al., 2006).
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In der vorliegenden Studie war MIF ebenfalls ein wertvoller Marker zur Vorhersage des
Therapieansprechens in Variante I. Patientinnen ohne Remission hatten nahezu signifi-
kant hohere priatherapeutische Werte. In einer vergleichbaren Studie zu MIF zeigte sich
im Gegensatz zu den hier vorliegenden Ergebnissen kein deutlicher Unterschied der
pratherapeutischen Werte zwischen Patientinnen mit gutem und schlechtem Therapiean-
sprechen. In der Studie wurden MIF und 54 andere Marker mit bead-basierten Mul-
tiplexassays in Serumproben von 44 Brustkrebspatientinnen (UICC-Stadium IIB und
IIT) analysiert. Die Patientinnen erhielten neoadjuvant vier Zyklen Doxorubicin und
Paclitaxel in Kombination mit einer Hyperthermie-Behandlung der Brust. Es wurde
untersucht, ob die Markerkonzentrationen vor jedem Zyklus und vor der Operation mit
dem histopathologischen Therapieansprechen korrelierten (Nolen et. al., 2008). Es ist
bekannt, dass die MIF-Expression in Mammakarzinomzellen oft hoch reguliert ist und
dass MIF eine wichtige Rolle bei der Entstehung sowie Ausbreitung des Mammakarzi-
noms spielt. Die genauen Mechanismen sind jedoch noch unklar (Verjans et. al., 2009).
Unter anderem gibt es Hinweise, dass durch MIF eine Inhibierung von p53 erfolgen
kann und geschidigte Zellen auf diesem Wege der Apoptose entgehen konnen (Bach et.
al., 2008). Dariiber hinaus kann MIF {iber eine Herunterregulation von NKG2D die anti-
tumorale Aktivitdt von Natiirlichen Killerzellen hemmen (Héusler, 2011). Dies kdnnte
ein schlechtes Chemotherapieansprechen bei Tumoren mit hoher MIF-Expression erkla-
ren, denn die Wirkung von Zytostatika beruht wesentlich auf der Induktion der Apopto-
se in Tumorzellen. Eine Korrelation zwischen der MIF-Konzentration im Serum und in
Epithelzellen konnte gezeigt werden (He et. al., 2006), sodass auch erh6hte Serumkon-
zentrationen mit einer verminderten Apoptoserate einhergehen konnten.

In Variante II erbrachten die pratherapeutischen Werte bei keinem der Marker einen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Ansprechgruppen. Am besten geeignet
zur Vorhersage des Therapieansprechens schien noch sICAM. ICAM ist ein Adhisi-
onsmolekiil und dient der Zell-Zell-Interaktion. Es wird in vielen verschiedenen gesun-
den sowie entarteten Zellen exprimiert. ICAM kann von der Oberfliche der Zellen ab-
gestoflen werden. Es wird vermutet, dass dieses sogenannte ,,Shedding* Tumorzellen
vor der Beseitigung durch T-Lymphozyten oder Natiirliche Killerzellen schiitzt und zur
Metastasierungsfahigkeit beitrdgt. Auf der anderen Seite kann ICAM, wenn es von akti-
vierten Endothelzellen abgestoBen wird, die Adhdsion von Tumorzellen an Gefalwénde
verhindern und somit der Metastasierung entgegenwirken (Banks et. al., 1993). Hohe
Konzentrationen von zirkulierendem sICAM konnen demzufolge entweder darauf zu-
riickzufiihren sein, dass ein vorliegender Tumor eine hohe Metastasierungsfahigkeit
besitzt oder dass sich der Organismus gegen die Tumorausbreitung zur Wehr setzt
(Bewick et. al., 2004). Bei 49 Brustkrebs-Patientinnen mit bereits metastasierter Er-
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krankung in einer fritheren Studie korrelierten hohe sSICAM-Levels signifikant mit ei-
nem schlechten Therapieansprechen sowie einem kiirzeren Gesamtiiberleben (Zhang
und Adachi, 1999). Bei Bewick et al. war sSICAM als prognostischer Marker jedoch nur
bei Patientinnen wertvoll, die mit Cyclophosphamid in Kombination mit Carboplatin
oder Vinblastin behandelt wurden und nicht bei Patientinnen, die mit Cyclophosphamid
in Kombination mit Paclitaxel behandelt wurden (Bewick et. al., 2004). AuBBerdem zeig-
ten Patienten mit nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom bei niedrigen Levels vor Be-
ginn einer Chemotherapie eine signifikant hohere Ansprechrate als bei hohen Levels
(Dowlati et. al., 2008). Bei den hier vorliegenden Ergebnissen hingegen fanden sich bei
Patientinnen mit histopathologischer Komplettremission, die oft eine gute Prognose
haben, deutlich (jedoch nicht signifikant) hohere Werte als bei den anderen Patientin-
nen. Die Rolle von sSICAM bei der Tumorigenese des Mammakarzinoms sowie die pré-
diktive und prognostische Relevanz miissten genauer beleuchtet werden, um sICAM als
pradiktiven Marker nutzen zu koénnen. Da in der vorliegenden Studie Patientinnen mit
niedrigen sICAM-Levels vor neoadjuvanter Chemotherapie keine Komplettremission
erreichten, kdnnte es bei diesen Patientinnen aufgrund der schlechteren Prognose hilf-
reich sein, zumindest die Therapienachsorge zu intensivieren.

Die pritherapeutischen Werte von tPAI-1 waren in der vorliegenden Studie in beiden
Varianten nur sehr eingeschrinkt verwertbar, weil die Konzentration in vielen Proben
hoher als die des hochsten Standards war und somit nicht genau quantifiziert werden
konnte. Bei der oben beschriebenen Studie von Nolen et al. zeigten Patientinnen mit
Mammakarzinom vor neoadjuvanter Chemotherapie bei klinisch kompletter und partiel-
ler Remission signifikant niedrigere tPAI-1-Levels als ohne Remission. tPAI-1 erreichte
eine Sensitivitidt von 75% bei einer Spezifitdt von 77% (Nolen et. al., 2008). In der vor-
liegenden Arbeit zeichnete sich in Variante I ebenfalls eine Tendenz zu niedrigeren Wer-
ten bei gutem Ansprechen ab. In fritheren Studien wurde in den Zellen verschiedener
Malignome eine erhohte Expression von tPAI-1 gefunden. Dariiber hinaus zéhlt die
PAI-1-Expression in Mammakarzinomzellen zu den am besten evaluierten prognosti-
schen Markern bei Brustkrebs. Da fiir die Bestimmung von uPA und PAI-1 mittels
ELISA Tumorfrischgewebe oder Tumorgewebe, das unverziiglich nach der Entnahme in
fliissigem Stickstoff oder bei -80° C gelagert wurde, erforderlich ist (Mayr et. al., 2009),
erfolgt derzeit noch keine routinemaflige Untersuchung der PAI-Expression. Hohe PAI-
1-Gewebelevels gehen mit hohem Risiko einher. Die Rolle von PAI-1 bei der Apoptose
scheint hierbei eine wichtige Rolle zu spielen. Eine hohe Expression von PAI-1 macht
die Zelle iiber drei verschiedene Mechanismen resistenter gegeniiber Apoptose: extra-
zelluldr tiber die Hemmung der Plasmin-Aktivierung und der Zelladhdsion per Vitronek-
tin sowie intrazellular iiber die Hemmung der Caspase 3 (Schneider et. al., 2008). PAI-1
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spielt somit eine wichtige Rolle bei der Invasion, Metastasierung und Angiogenese von
Tumoren (Harris et. al., 2007). Die Bedeutung von zirkulierendem PAI-1 bei Krebser-
krankungen wurde jedoch noch nicht im Detail aufgedeckt und sollte weiter erforscht
werden.

CA 15-3 und CEA sind vorwiegend als Marker zur Verlaufsbeobachtung bei Brustkrebs
bekannt. Al Azawi et al. konnten fiir CA 15-3 zudem eine positive Korrelation hoher
préitherapeutischer Level mit schlechtem klinischem und histopathologischen Anspre-
chen zeigen (Al-azawi et. al., 2006). Die hier vorliegenden Ergebnisse konnten diesen
Zusammenhang nicht bestitigen.

Friihzeitige Beurteilung der Therapieeffizienz mittels Einzelwerten an Tag 8

Eine effiziente Reduktion der Tumorzellenzahl stellt die Grundlage einer erfolgreichen
Krebstherapie dar. Daher lag die Vermutung nahe, dass hohe Nukleosomenlevels kurz
nach Therapiebeginn mit einem guten Therapieansprechen einhergehen. In fritheren
Studien konnte ein deutlicher Anstieg der Nukleosomenkonzentration bereits ein bis
drei Tage nach Applikation einer Chemotherapie beobachtet werden. Nach ca. einer
Woche zeigte sich jedoch wieder ein Konzentrationsabfall (Holdenrieder und Stieber,
2004c). Bei 25 Patienten mit akuten myeloischen Leukdmien zeigten Patienten mit
kompletter Remission pritherapeutisch und an den Tagen 2 bis 4 nach Applikation der
Induktionschemotherapie signifikant hohere Nukleosomenkonzentrationen im Serum
(Mueller et. al., 2006). Leider konnte in der vorliegenden Arbeit dieser frithe Zeitraum
nicht untersucht werden. An Tag 8 zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Nukle-
osomenkonzentration zwischen den verschiedenen Ansprechgruppen.

Entgegen dieser Hypothese fielen in einer Studie von Holdenrieder et al. zum Bronchi-
alkarzinom am Tag 8 hohere Nukleosomenkonzentrationen im Serum von Patienten mit
schlechtem Therapieansprechen auf (Holdenrieder et. al., 2004; Mueller et. al., 2006;
Holdenrieder et. al., 2008c). Auch in der vorliegenden Arbeit zeigten Patientinnen ohne
Remission etwas hohere Serumlevels an Tag 8 als Patientinnen mit kompletter und par-
tieller Remission, jedoch ohne Signifikanz zu erreichen.

Bei Nolen et al. zeigte MIF signifikant héhere Werte am Tag 8 bei Brustkrebs-
Patientinnen mit partieller und kompletter Remission als bei Patientinnen ohne Remis-
sion nach neoadjuvanter Chemotherapie (Nolen et. al., 2008). In der vorliegenden Ar-
beit in Variante I zeigte diese Patientengruppe hingegen fast signifikant niedrigere Wer-
te. Jedoch zeigten Patientinnen mit Komplettremission gegeniiber Patientinnen mit
partieller und ausbleibender Remission in Variante II hohere Werte, ohne Signifikanz zu
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erreichen. In der vorliegenden Studie war das Gesamtkollektiv sehr klein (n=16), sodass
keine definitive Aussage moglich war.

Die M30-Konzentrationen am Tag 8 waren sowohl in Variante I als auch II bei Patien-
tinnen mit gutem Therapieansprechen hdéher (nicht signifikant). Das M30-Antigen ist
ein Teil des Zytokeratin 18. Es entsteht beim Abbau des Zytoskeletts wahrend der Apop-
tose der Zelle. Hohe M30-Levels im Serum an Tag 8 kdnnten somit auf eine hohe Apop-
toserate hinweisen. Vergleichbare Daten anderer Studiengruppen liegen nicht vor.

Insgesamt musste bei der Bewertung der Ergebnisse von Tag 8 kritisch bedacht werden,
dass das Kollektiv sehr klein war, da nur bei wenigen Patientinnen eine Kontrollunter-
suchung am Tag 8 in der hamato-onkologischen Praxis stattfand. Ein signifikanter Un-
terschied zwischen den beiden Ansprechgruppen konnte bei keinem der Marker nach-
gewiesen werden. Zur genaueren Beurteilung der Wertigkeit der Marker an Tag 8 sind
in Zukunft ausfiihrlichere Untersuchungen notwendig.

Friihzeitige Beurteilung der Therapieeffizienz mittels Einzelwerten kurz vor Ap-
plikation des 2. Therapiezyklus

Die Werte vor Applikation des 2. Therapiezyklus waren bei sFAS in Variante Il am aus-
sagekréftigsten, wobei die Gruppe mit gutem Ansprechen einen (nicht signifikant) hohe-
ren Median aufwies. Pichon et al. untersuchten die prognostische Wertigkeit von sFAS
bei 42 Patienten mit verschiedenen Karzinomen. Wéhrend Patienten mit pritherapeuti-
schen sFAS-Levels unterhalb des Medians eine bessere Prognose hatten, waren die
sFAS-Werte wihrend einer Chemotherapie wenig aussagekriftig (Pichon et. al., 2000).
Auch bei Ueno et al. zeigte sich sFAS wertvoll als prognostischer Marker. Sie bestimm-
ten die Konzentration von sFAS in Serumproben von 162 Patientinnen mit lokal be-
grenztem primdrem Mammakarzinom und 71 Patientinnen mit Mammakarzinomrezidiv.
Patientinnen mit Levels oberhalb des Cut-oft (75. Perzentile) hatten eine signifikant
schlechtere Prognose beziiglich des krankheitsfreien und Gesamtiiberlebens (Ueno et.
al., 1999). Klinische Studien zur pradiktiven Wertigkeit von sFAS liegen bisher nicht
vor. Micheau et al. konnten zeigen, dass bestimmte Zytostatika (Cisplatin, Doxorubicin,
Mitomycin, Flourouracil, Campothecin) in Kolonkarzinomzelllinien nach 24 und 48
Stunden zu erhohter FAS-Expression fithrten (Micheau et. al., 1997). Dabei konnten die
Konzentration von I6slichem FAS im Blut ebenfalls ansteigen und ein Hinweis auf eine
erhohte Apoptoserate darstellen. Es ist bis heute nicht eindeutig geklért, von welchen
Zellen erhohte sFAS-Konzentrationen im Blut bei malignen Erkrankungen stammen.
Die Tatsache, dass bei Vorliegen von Fernmetastasen hohere Konzentrationen gefunden
wurden, legt jedoch die Vermutung nahe, dass Krebszellen selbst 16sliches FAS ins Blut
abgeben. Des Weiteren wird jedoch vermutet, dass periphere Lymphozyten (Knipping
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et. al., 1995) oder tumorassoziiertes Stroma (Midis et. al., 1996) bei Krebserkrankungen
sFAS ins Blut abgeben.

Die Nukleosomenkonzentrationen zeigten in der vorliegenden Arbeit keinen deutlichen
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Bei 128 Patienten mit kleinzelligem Bron-
chialkarzinom von Holdenrieder et al. war die Bestimmung der Nukleosomenlevels vor
Applikation des 2. und 3. Chemotherapiezyklus hingegen wertvoll. Patienten mit Re-
mission wiesen signifikant niedrigere Levels auf (Holdenrieder et. al., 2008¢c). Ahnliche
Ergebnisse fanden sich auch bei Patienten mit nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom
(Holdenrieder et. al., 2004).

Beurteilung der Therapieeffizienz mittels Einzelwerten gegen Ende der Chemothe-
rapie

Interessant war in der vorliegenden Arbeit, dass die spiten Werte von sICAM und CA
15-3 in Variante II signifikant zwischen den Patientinnen mit kompletter Remission und
den Patientinnen mit partieller beziechungsweise ohne Remission diskriminierten. sl-
CAM zeigte dabei hohere und CA 15-3 niedrigere Werte in der Gruppe mit kompletter
Remission. Beziilich der frithzeitigen Beurteilung des Therapieansprechens und der
Frage danach, ob bei einer Patientin eine Umstellung der Therapie sinnvoll ist, ist dieses
Ergebnis nicht aufschlussreich. Es ist jedoch interessant fiir die Frage, ob bei einer Pati-
entin eine intensivierte Tumornachsorge erfolgen sollte. Das Ergebnis kann ein Hinweis
darauf sein, dass Patientinnen mit niedrigen SICAM- oder hohen CA 15-3-Leveln nach
Durchfiihrung einer neoadjuvanten Chemotherapie eine eher schlechte Prognose haben.
Nach genauerer Beurteilung der prognostischen Wertigkeit konnten diese beiden Marker
helfen, Patientinnen zu identifizieren, bei denen mindestens eine intensivierte Nachsor-
ge erfolgen sollte. Zur Beurteilung der Wertigkeit der Marker fiir diese Fragestellung
sollte noch untersucht werden, ob eine Korrelation mit dem Uberleben besteht. Dies war
im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgrund einer zu kurzen Nachbeobachtungszeit
nicht méglich.

Beurteilung der Therapieeffizienz anhand der Markerkinetik

Die Ergebnisse der Kinetik der Markerkonzentrationen schienen zunéchst vielverspre-
chender. Die Kinetik der Nukleosomenwerte in Serumproben von vor Beginn der The-
rapie bis vor dem 2. Therapiezyklus diskriminierte in Variante I signifikant zwischen
den Ansprechgruppen. Die Gruppe ohne Remission zeigte stark abfallende Werte bei
hoheren Ausgangswerten, wihrend die Gruppe mit kompletter beziehungsweise partiel-
ler Remission nahezu gleichbleibende Werte aufwies. Diesem Ergebnis waren jedoch
die Ergebnisse mehrerer élterer Studien bei verschiedenen Malignomen gegeniiberzu-
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stellen. In diesen Studien zeigten Patienten mit gutem Ansprechen einheitlich einen
starken Abfall der Nukleosomenkonzentration. Patienten mit schlechtem Ansprechen
zeigten wenig Verdanderung, einen Anstieg oder einer schwicheren Abfall der Konzent-
rationen (Holdenrieder et. al., 2004; Holdenrieder und Stieber, 2004c; Holdenrieder et.
al., 2008c). Beim Vergleich mit diesen Studien war zu bedenken, dass die Nukleoso-
menwerte in der vorliegenden Arbeit insgesamt und bereits vor der Therapie sehr nied-
rig waren. Auflerdem wurden in den anderen Studien groflere Kollektive untersucht.
Weitere Untersuchungen mit Mammakarzinom-Patientinnen sind abzuwarten.

Bei M30 fand sich in der vorliegenden Arbeit von Beginn der Therapie bis zum 2. The-
rapiezyklus beziehungsweise bis zum Therapieende ein Anstieg der Werte in der Gruppe
mit kompletter Remission gegeniiber einem Abfall der Werte in der Gruppe mit partiel-
ler/ohne Remission in Variante II. Demiray et al. untersuchten ebenfalls die priadiktive
Relevanz von M30 bei 42 Patientinnen mit Mammakarzinom unter neoadjuvanter Che-
motherapie. Bei klinisch gutem Ansprechen zeigte sich dort ein Anstieg der M30-Werte
nach 24 und 48 Stunden. Bei schlechtem Ansprechen war wenig Verdnderung der M30-
Levels zu beobachten. Nach 24 Stunden bestand ein signifikanter Unterschied der M30-
Kinetik zwischen den Ansprechgruppen (Demiray et. al., 2006). Auch bei Patientinnen
mit Mammakarzinomrezidiv zeigte sich ein hoherer Anstieg der M30-Werte wihrend
einer Chemotherapie (Tag 1, 3 und 6) bei Patientinnen mit gutem Ansprechen (Biven et.
al., 2003). Untersuchungen an Patienten mit verschiedenen Malignomen zeigten ent-
sprechende Ergebnisse (Pichon et. al., 2006). Ein Vergleich der Studien wird jedoch
dadurch erschwert, dass unterschiedliche Zeitpunkte untersucht wurden und teilweise
keine genaue Definition des Therapieansprechens angegeben wurde. In Variante I der
vorliegenden Arbeit hatten sowohl Patientinnen mit gutem als auch mit schlechtem The-
rapieansprechen abfallende M30-Werte. Patientinnen mit Remission zeigten jedoch ei-
nen weniger starken Abfall als Patientinnen ohne Remission. Signifikanz wurde hierbei
nicht erreicht.

Die Kinetik der Markerkonzentration von vor Beginn der Therapie bis vor dem 2. The-
rapiezyklus ergab fiir tPAI-1 in Variante II einen nahezu signifikanten Unterschied zwi-
schen den beiden Ansprechgruppen. Wie bereits beschrieben, konnten die tPAI-1-
Ergebnisse jedoch nur mit Vorsicht betrachtet werden, weil die Konzentration in vielen
Proben iiber dem des hochsten Standards lag.
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Multiplex-Testkit zur Messung von MIF, sFAS, sSICAM und tPAI-1

Mit dem Human Sepsis/Apoptosis Lincoplex Kit konnten vier Parameter simultan in
einer Blutprobe bestimmt werden. Dies ermdglichte eine Zeit- und Kostenersparnis. Es
zeigten sich jedoch deutliche Schwierigkeiten bei der Messung von tPAI-1. Die tPAI-1-
Konzentrationen in vielen Proben waren hoher als die Konzentration des hochsten Stan-
dards, sodass sie nicht genau quantifiziert werden konnten. Zur Messung der tPAI-1-
Konzentrationen mit dem Human Sepsis/Apoptosis Lincoplex Kit miissten die Proben
folglich starker verdiinnt werden. Dies hitte jedoch zur Folge, dass die Konzentrationen
der anderen Marker voraussichtlich zu niedrig wéren. Eine simultane Messung von
tPAI-1 mit den anderen drei Markern ist also nicht mdglich. Die Ergebnisse der tPAI-1-
Messungen in der vorliegenden Arbeit konnten nur eingeschrankt beurteilt werden.

Vergleich der Nukleosomenkonzentrationen in Serum- und Plasmaproben

Die Bestimmung der Nukleosomenkonzentrationen erfolgte anders als bei den anderen
Markern nicht nur in Serum-, sondern auch in Plasmaproben. Wenn genug Material
vorhanden war, wurde in der vorliegenden Arbeit fiir die Messung der Nukleosomen mit
EDTA behandeltes Serum verwendet, welches als besonders stabil gilt (Holdenrieder et.
al., 2001b). In friiheren Studien hatten sich deutliche héhere Nukleosomenkonzentratio-
nen im Serum als im Plasma gezeigt. Die vorliegende Arbeit konnte dies bestétigen.
Hoéhere Nukleosomenkonzentrationen im Serum koénnen unter anderem dadurch erklart
werden, dass die Zellen wéhrend der Gerinnungsvorgénge vor der Zentrifugation zu-
satzlichem Stress ausgesetzt werden. Auflerdem liegen im Plasma Chelatoren vor, die
die Aktivitit von calcium- und magnesiumabhéngigen Endonukleasen hemmen konnen.
Das Vorhandensein von Nukleosomen konnte zudem durch Plasmaproteine, die mit den
Nukleosomen reagieren, maskiert werden (Holdenrieder et. al., 2001b). Interessanter-
weise waren die Nukleosomenwerte im Serum hier nicht mit den Nukleosomenwerten
im Plasma korreliert. Aufgrund dieser bereits vor Studienbeginn erwarteten Unterschie-
de wurden die Nukleosomen im Serum beziehungsweise im Plasma in der vorliegenden
Arbeit wie unterschiedliche Marker behandelt.

Limitationen der Studie

Zusammengefasst weist die vorliegende Studie einige Punkte auf, welche bei folgenden
Untersuchungen verbessert werden konnen. Die Patientenzahl insgesamt schien ausrei-
chend fiir eine hypothesengenerierende Studie. Zur weiteren Beurteilung der Biomarker
sind jedoch unbedingt groBere Patientenzahlen erforderlich. Des Weiteren sollte bei
multiplen Testungen eine Bonferroni-Korrektur erfolgen.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war insbesondere die Beurteilung der Wertigkeit der Mar-
ker zur Vorhersage und zur friithzeitigen Abschéitzung des Therapieansprechens. Es war
nicht Ziel der Arbeit, die Marker beziiglich der Frithdiagnostik des Mammakarzinoms
zu bewerten. Bei folgenden Studien diesbeziiglich scheint neben grofleren Patientenzah-
len auch eine genauere Definition der gesunden Frauen (mit Untersuchung der Brust
zum Ausschluss von benignen und malignen Verdnderungen) und insbesondere der Pati-
entinnen mit benignen Brustverdnderungen (weitere Einteilung nach Art der benignen
Brustverédnderungen) erforderlich.

Wie bei der Diskussion der Wertigkeit der Biomarker zur frithzeitigen Abschétzung der
Therapieeffizienz und dem Vergleich zu fritheren Studien deutlich wurde, sollten bei
folgenden Untersuchungen mdglichst noch mehr Zeitpunkte erfasst werden. Insbeson-
dere die ersten ein bis drei Tage nach Applikation eines Chemotherapiezyklus kénnen
wertvolle Informationen iiber den therapeutischen Erfolg liefern. Aus den bereits be-
schriebenen Griinden war eine Untersuchung dieses Zeitraums in der vorliegenden Ar-
beit nicht moglich. Dariiber hinaus konnten in der vorliegenden Studie nur wenige Pati-
entinnen in die Untersuchungen an Tag 8 miteinbezogen werden und es war daher keine
definitive Aussage zur Wertigkeit der Marker an Tag 8 mdglich.

Beziiglich der Methodik sollte der Einsatz des hier verwendeten Multiplex-Assays ver-
bessert werden. Eine kombinierte Bestimmung von tPAI-1 mit den anderen untersuchten
Apoptosemarkern erwies sich als ungeeignet, da fiir tPAI-1 eine andere Verdiinnung der
Serumproben erforderlich gewesen wire.

Weiteres Verbesserungspotential bietet der kombinierte Nachweis von Nukleosomen
und bestimmten tumorspezifischen genetischen oder epigenetischen Verdnderungen.

Stiarken der Studie

In der vorliegenden Arbeit wurde eine hypothesengenerierende Studie vorgestellt, deren
Ergebnisse in folgenden groferen Studien genauer validiert werden sollten. Die Studie
war prospektiv angelegt und es erfolgte bereits vor Beginn der Studie eine genaue Defi-
nition des Studiendesigns. Im Vergleich zu dhnlichen Studien ist insbesondere hervor-
zuheben, dass in der vorliegenden Arbeit eine eindeutige Definition und gewissenhafte
Beurteilung des Therapieansprechens vorlag. Des Weiteren wurde besonderer Wert auf
eine sorgfaltige Durchfiihrung sowohl der Priaanalytik als auch der Analytik gelegt. Die
klinischen Daten wurden duferst sorgfaltig durch mich personlich dokumentiert. Durch
eine sehr gute Betreuung der Patientinnen durch erfahrene Onkologen sowie durch die
Rekrutierung und Betreuung der gesunden Frauen durch mich personlich konnte eine
hohe Compliance erreicht werden. Ein weiterer Vorzug war die unabhingig erfolgte
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statistische Auswertung. Beziiglich der untersuchten Marker ist hervorzuheben, dass
hier ein Vergleich der neuen Marker mit den etablierten Markern CA 15-3 und CEA in
die Studie integriert wurde. Alle Marker konnen wenig invasiv, einfach und kostengiins-
tig gemessenen werden. Zusammengefasst ist die vorliegende Studie die erste, bei der
engmaschig mehrere Apoptosemarker in Blutproben von Patientinnen mit Mammakar-
zinom wihrend neoadjuvanter Chemotherapie untersucht wurden.

Schlussfolgerung und Ausblick

Alle Marker, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, konnen wenig invasiv,
schnell, einfach und kostengiinstig gemessen werden. Ebenso wie die gut erforschten
Marker CA 15-3 und CEA schienen auch Zelltodmarker nicht fiir die Fritherkennung
des Mammakarzinoms geeignet zu sein, weil sie keine klare Abgrenzung zwischen gut-
und bosartigen Verdnderungen der Brust zulieBen. Nukleosomen bieten dennoch Poten-
tial als diagnostischer Marker, weil sie in Zukunft durch den Nachweis bestimmter Ver-
dnderungen an DNA oder Histonen eine groflere Tumorspezifitit gewinnen konnen.
Hierzu sollte genauer erforscht werden, welche genetischen und epigenetischen Modifi-
kationen Mammakarzinomzellen charakterisieren. Da die Zelltodmarker insgesamt eine
gute Diskriminierungsfahigkeit zwischen gesunden Frauen, Patientinnen mit Mamma-
karzinom in frithen Stadien und Patientinnen mit metastasiertem Karzinom aufwiesen,
konnten sie zudem wertvoll fiir die Verlaufsbeobachtung nach der Therapie sein. Beziig-
lich der Priadiktion des Ansprechens auf eine neoadjuvante Chemotherapie zeigten sich
einige der Zelltodmarker viel versprechend. Dennoch konnte nur fiir wenige Marker
statistische Signifikanz bewiesen werden. Dies diirfte auf die verhéltnisméBig kleinen
Fallzahlen zuriickzufiihren sein. Die vorliegende Arbeit zeigte jedoch, dass die Wertig-
keit von Zelltodmarkern zur Beurteilung des Ansprechens auf eine Chemotherapie wei-
ter erforscht werden sollte und zumindest teilweise den etablierten Tumormarkern CA
15-3 und CEA iiberlegen sein kann. Weitere Studien, in die noch mehr Patientinnen ein-
geschlossen werden konnen, sollten daher insbesondere mit Nukleosomen, eventuell mit
zusitzlichem Nachweis tumorspezifischer Modifikationen, MIF sowie M30 zur weite-
ren Validierung erfolgen. Dariiber hinaus miissen die Prozesse, die zur Freisetzung der
Zelltodmarker ins Blut fiihren, genauer aufgedeckt werden.
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7 Zusammenfassung

Derzeit gibt es keinen Parameter, der die Effizienz einer neoadjuvanten Chemotherapie
bei Patientinnen mit Mammakarzinom sicher vorhersagen kann. Das Therapieanspre-
chen kann erst nach Applikation mehrerer Chemotherapiezyklen anhand der Klinik und
bildgebender Verfahren beurteilt werden. Eine prizise Beurteilung der biochemischen
Reaktionen des Tumors auf die Therapie ist so nicht mdglich.

Aus diesem Grund sollte in dieser prospektiv angelegten Studie die Wertigkeit verschie-
dener zirkulierender Biomarker zur Vorhersage und friihzeitigen Beurteilung der Effi-
zienz einer neoadjuvanten Chemotherapie bei Patientinnen mit Mammakarzinom unter-
sucht werden. Mit MIF, sFAS, sICAM, tPAI-1, M30 und Nukleosomen wurden
Biomarker ausgewihlt, die apoptoseabhingig im Serum nachgewiesen werden konnen.
Da die Apoptoserate bei malignen Erkrankungen dereguliert ist und durch Zytostatika
gezielt beeinflusst wird, erschienen diese Apoptosemarker vielversprechend. Zum Ver-
gleich wurden, wie von der European Group on Tumor Markers empfohlen, auch die
etablierten Tumormarker CA 15-3 und CEA in die Studie integriert.

Die Bestimmung der Marker erfolgte in Serum- und bei den Nukleosomen zusitzlich in
Plasmaproben. Die Quantifizierung der Marker erfolgte mit immunchemischen Metho-
den, die auf Antigen-Antikorper-Reaktionen basieren.

Die Konzentrationen aller Marker wurden in Blutproben von 31 gesunden Frauen, 13
Patientinnen mit gutartigen Brustverdnderungen, 28 Patientinnen mit metastasiertem
und 51 Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom analysiert. Die Patientinnen
mit lokal begrenztem Mammakarzinom erhielten eine neoadjuvante Chemotherapie. Die
Markerkonzentrationen wurden vor und wihrend der Therapie bestimmt. Das Therapie-
ansprechen wurde anhand des postoperativ erhobenen histopathologischen Befunds in
Anlehnung an die RECIST-Kriterien beurteilt. Wahrend in Variante I sowohl eine kom-
plette als auch eine partielle Remission als gutes Therapieansprechen definiert wurden,
wurde in Variante II nur eine Komplettremission als gutes Ansprechen bewertet.

Von den 51 Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom, die eine neoadjuvante
Chemotherapie erhielten, hatten 9 Patientinnen eine Komplettremission, 29 Patientinnen
eine partielle Remission und 13 Patientinnen keine Remission.

Der Vergleich der verschiedenen Patientengruppen ergab deutliche Unterschiede der
Markerkonzentrationen zwischen den Patientinnen mit Mammakarzinom und den ge-
sunden Frauen. Auch zwischen den Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom
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und den Patientinnen mit lokal begrenztem Mammakarzinom zeigte sich eine gute Dis-
kriminierungsfahigkeit der Marker.

Nukleosomen im Serum zeigten die besten Ergebnisse zur préitherapeutischen Vorhersa-
ge des Therapieansprechens. Patientinnen ohne Remission hatten signifikant héhere
préatherapeutische Nukleosomenkonzentrationen im Serum als Patientinnen mit partiel-
ler oder kompletter Remission.

Beziiglich der friihzeitigen Beurteilung der Therapieeffizienz zeigten ebenfalls Nukleo-
somen im Serum die besten Ergebnisse. Es ergab sich ein signifikanter Unterschied der
Markerkinetik vom prétherapeutischen Basiswert zum zweiten Therapiezyklus. Patien-
tinnen ohne Remission zeigten einen deutlichen Abfall der Nukleosomenkonzentration
im Serum in diesem Zeitraum.

Die etablierten Marker CEA und CA 15-3 waren weder zur priatherapeutischen Vorher-
sage noch zur frithzeitigen Beurteilung der Therapieeffizienz hilfreich.

Posttherapeutisch zeigten sSICAM und der etablierte Marker CA 15-3 signifikante Unter-
schiede zwischen den besonders hinsichtlich der Prognose interessanten Gruppen, Pati-
entinnen mit kompletter Remission versus Patientinnen mit nur partieller/ohne Remissi-
on.

Apoptosemarker sind vielversprechende, wenig invasiv und wenig zeitaufwendig zu
analysierende Biomarker. Zusammengefasst konnte mit der vorliegenden Arbeit erst-
mals gezeigt werden, dass insbesondere Nukleosomen, eventuell in Kombination mit
dem Nachweis tumorspezifischer genetischer oder epigenetischer Verdnderungen, in
Zukunft zur Vorhersage und frithzeitigen Beurteilung der Effizienz einer neoadjuvanten
Chemotherapie bei Patientinnen mit Mammakarzinom genutzt werden konnten. Da-
durch konnten vielen Patientinnen die teilweise duBerst toxischen Nebenwirkungen ei-
ner nicht erfolgreichen Therapie erspart und effizientere Therapieregimes mit daraus
resultierender Verbesserung der Prognose eingesetzt werden.
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Abkiirzungsverzeichnis

APC-Gen
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ABTS
AIF

Apaf-1
ASCO
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C. elegans
CA 15-3
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Ced
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cTNM

Adriamycin
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Aquired Immune Deficiency Syndrome = Erworbenes Immunde-
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2,2"' -Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-Sulfonat)
Apoptoseinduzierender Faktor
Apoptoseproteasenaktivierender Faktor 1

American Society of Oncology = Amerikanische Gesellschaft fiir
Onkologie

Adenosintriphophat
Arbitrary Units
Flache unter der Kurve

Antiapoptotisches Onkogen, das durch t(14;18) in B-Zell-
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Cyclophosphamid

Caenorrhabitis elegans

Krebsantigen 15-3
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Karzinoembryonales Antigen

Cell Death-Gen = Zelltod-Gen
Cyclophosphamid Methotrexat Fluorouracil
Complete Remission = Komplettremission

Klinisches TNM-Stadium
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DCIS
DISC

DNA

Doce
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EDTA
Egl-1
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FASR

FCS
FEC

G

g

H20
H2SO04

Her2neu

Her2neu-ECD
IAP
ICAD
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Duktales Carcinoma in situ

Death Inducing Signaling Complex = Todinduzierender Sig-
nalkomplex

Desoxyribonukleinsdure
Docetaxel

Epirubicin
Elektrochemilumineszenz
Ethylendiamintetraessigsiure

Egg laying defense, proapoptotisch wirkendes Gen des Orga-
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Enzyme Linked Immunosorbent Assay = Enzymgekoppelter
Immunchemischer Test

Fluorouracil
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Gramm
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Dihydrogensulfat

Human Epidermal Growth Receptor Factor 2 = Menschlicher
Epidermaler Wachstumsrezeptor Faktor 2

Extrazellulire Domine von Her2neu
Apoptoseproteininhibitor
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KH.PO,
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MAPK

MDR
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MIF
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MRT
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Kaliumdihydrogenphosphat
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Mitogen Activated Protein Kinase = Mitogenaktivierte Protein-
kinase

Multi Drug Resistant - Gen

Milligramm
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Makrophagen Migration Inhibierungs - Faktor
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mMol

Magnetresonanztomografie
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Nodalstatus

Dinatriumhydrogenphosphat
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NSABP National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project

p53 Tumorsuppressorgen/-protein

Pac Paclitaxel

PAI Plasminogen Aktivator Inhibitor

PBS Phosphatpuffer

Pd Prednisolon

(o] ] Picogramm
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RECIST Response Evaluation Criteria in Solid Tumors = Kriterien zur
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T TumorgrofBe

TAC Docetaxel Doxorubicin Cyclophosphamid
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