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Zusammenfassung

Das Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) ist ein hochkonserviertes Chaperon und kommt in fast al-
len subzellularen Kompartimenten vor [1]. Intrazellulér leistet es einen essentiellen Beitrag zur
Aufrechterhaltung der Proteinhomdostase [2]. In Folge von zellularem Stress kann es durch
Proteinaggregation, Proteinfehlfaltung oder der Stérung von regulatorischen Prozessen zu
einer inadaquaten Aktivierung von Signalwegen kommen. Hsp70 wird dann vermehrt expri-
miert [3]. Im Gegensatz zu normalen Zellen Uberexprimieren Tumorzellen unterschiedlicher
Entitdten Hsp70 nicht nur im Zytosol, sondern auch auf ihrer Plasmamembran [4] [5] und set-
zen Hsp70 aktiv frei [6] [7]. Wahrend freies Hsp70 vorwiegend von nekrotischen Tumorzellen
sezerniert wird, stammt das exosomale Hsp70 von lebenden Tumorzellen [8]. Exosomales
Hsp70 kénnte daher als Biomarker dienen, der einen Rlckschluss auf die lebenden Tumor-
zellen zulasst.

Ziel dieser Arbeit war es die Eignung von exosomalem Hsp70 als Biomarker fir die Beur-
teilung von Therapieansprechen sowie Rezidivwahrscheinlichkeit beim Mammakarzinom zu
untersuchen. Dazu wurde die Hsp70-Konzentration von 108 Gesundspender*innen sowie 40
Patientinnen mit nicht metastasiertem Mammakarzinom im Plasma bestimmt. Wéhrend her-
kémmliche ELISA-Verfahren nur das freie Hsp70 im Blut detektieren kénnen, ist der hier ver-
wendete compHsp70 ELISA in der Lage sowohl das freie als auch das exosomale Hsp70 zu
messen [9].

Die Mammakarzinompatientinnen wiesen postoperativ eine signifikant héhere Hsp70-Kon-
zentration auf als die Gesundspender*innen (p < 0,001). Auch konnte gezeigt werden, dass
der compHsp70 ELISA im Blut der Patientinnen deutlich héhere Hsp70-Konzentrationen de-
tektierte als der R&D ELISA (p < 0,001). Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Risiko-
faktoren des Mammakarzinoms wie etwa Alter, BMI, Diabetes mellitus Typ 2 und Alkohol-
beziehungsweise Nikotinabusus und der Hsp70-Konzentration zeigte sich nicht. Die Korrela-
tion zwischen der Hsp70-Konzentration postoperativ und der GréBe und Ausdehnung (TNM-
Stadium) sowie dem Differenzierungsgrad (Grading) des Mammakarzinoms war nicht sigini-
fikant. Die Untersuchung der Eignung von exosomalem Hsp70 als mdéglicher Biomarker zur
Beurteilung des Therapieansprechens und der Rezidivwahrscheinlichkeit ergab wegweisende
Ergebnisse. Die Patientin mit Hsp70-positivem Phanotyp, welche im Verlauf ein kontralatera-
les Mammakarzinom entwickelte, wies bereits wahrend dem Erhalt einer Radiochemotherapie
steigende Hsp70-Werte auf. Diese lagen im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen 6 Wo-
chen und 6 Monate nach Ende der Therapie bereits auBerhalb des 95%-Konfidenzintervalls
der rezidivfreien Vergleichsgruppe. [10]

iii



Der Hsp70-Verlauf dieser Patientin konnte als friher Warnhinweis fir ein fehlendes Therapie-
ansprechen sowie eine hohe Rezidivwahrscheinlichkeit angesehen werden. Die Bestimmung
von Hsp70 im Blut von Mammakarzinompatientinnen bietet zudem einige Vorteile. Die Gewin-
nung der Blutentnahme stellt einen minimalinvasiven Eingriff dar und kann jederzeit wiederholt
werden. Dies ermdglicht eine genauere Patientinnenstratifizierung sowie die schnelle Adapta-
tion von Therapieschemata. Weitere gréBer angelegte Studien zur Uberpriifung der Eignung
von exosomalem Hsp70 als Biomarker fir das Mammakarzinom sowie die Ermittlung von
Cut-off-Werten scheinen daher von groBBer Bedeutung zu sein. [10]
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1 Einleitung

Weltweit wurden 2020 schatzungsweise 19,3 Millionen Tumorerkrankungen erstdiagnostiziert
und nahezu 10 Millionen krebsbedingte Todesfélle verzeichnet. Das Mammakarzinom ist da-
bei die haufigste Tumorentitat bei Frauen und wies 2020 eine geschéatzten Inzidenz von 2,3
Millionen Falle auf. [11] Aufgrund der hohen Inzidenz ist die Krebsforschung in den letz-
ten Jahrzehnten weltweit immer bedeutender geworden. Durch die friihzeitige Diagnosestel-
lung sowie zielgerichtete Therapien hat sich sowohl die Uberlebenschance als auch die Le-
bensqualitét von erkrankten Patientinnen in Deutschland unverkennbar verbessert. [12] Trotz
groBBer Fortschritte kénnen die aktuellen Prognosekriterien das Rezidivrisiko sowie das The-
rapieansprechen der individuellen Mammakarzinompatientinnen jedoch nur schlecht voraus-
sagen [13]. Der Bedarf an der Entwicklung von Biomarkern, welche in der Lage sind sowohl
das Therapieansprechen als auch die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs vorherzusagen, ist
grof3 [14].

1.1 Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine (Hsps) sind ubiquitar vorkommende Genprodukte, die sowohl unter nor-
malen als auch unter Stressbedingungen vorkommen, wobei sie unter physiologischen Be-
dingungen in einer niedrigen Konzentration und bei Stress in einer héheren Konzentration
exprimiert werden [15] [16] [17]. Stressproteine werden in Subklassen unterteilt. Die in der
Namensgebung enthaltene Zahl gibt das jeweilige ungefahre Molekulargewicht in Kilodalton
(kDa) an. [18] Daraus ergeben sich in Abhangigkeit des geschéatzten Molekulargewichts bei
Saugetieren die Familien Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp47, Hsp40 und kleine Hsps [19]
[20]. Jede Hitzeschockproteinfamilie besteht aus verschiedenen Mitgliedern, welche in unter-
schiedlichen subzelluldren Kompartimenten vorkommen [3]. Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick
Uber die wichtigsten Hsp-Familien sowie deren Mitglieder und intrazellulare Lokalisation.
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Tabelle 1.1: Die wichtigsten Hitzeschockproteinfamilien (modifiziert nach [20])

Hsp-Familie | Mitglieder | Intrazelluliéire Lokalisation
Kleine Hsps Hspl10, GROES, Hspl6, Zytosol

a-Crystallin, Hsp20, Hsp25,

Hsp26, Hsp27
Hsp40 Hsp40, DnaJ, SIS1 Zytosol
Hsp47 Hsp47 Endoplasmatisches Retikulum
Calreticulin Calreticulin, Calnexin Endoplasmatisches Retikulum
Hsp60 Hsp60, Hsp65, GROEL Zytosol und

Endoplasmatisches Retikulum

Hsp70 Hsp72, Hsc70 (Hsp73), Zytosol

Hsp110/SSE, DnaK

SSC1, SSQ1, ECM10 Mitochondrium

GRP78 (BiP), GRP170 Endoplasmatisches Retikulum
Hsp90 Hsc84, Hsp86, HTPG Zytosol

gp96 (GR94, Hspl08, Endoplasmatisches Retikulum

Endoplasmin)
Hsp100 Hspl104, Hspl10 Zytosol

CLP Proteine Zytosol

Hsp78 Mitochondrium

Erstmalig wurden Hitzeschockproteingene 1962 bei Experimenten an der Fruchtfliege Dro-
sophila melanogaster entdeckt [21] [22]. Nach weiteren Untersuchungen konnten Hsps in
unterschiedlichen Organismen nachgewiesen werden [23]. Die meisten Hsps zeichnen sich
durch ihre starke zytoprotektive Wirkung aus und fungieren als molekulare Chaperone fiir
andere zellulare Proteine [24] [25] [3]. In Folge von zellularem Stress kann es durch Prote-
inaggregation, Proteinfehlfaltung oder der Stérung von regulatorischen Prozessen zu einer
inadaquaten Aktivierung von Signalwegen kommen [3]. Hsps werden daraufhin vermehrt ex-
primiert [17] [18] [26]. Zu einer stressbedingten Hochregulierung von Hsps kommt es unter
anderem durch Nahrstoff- [23] oder ATP-Entzug [27], thermischen Stress [21] [28] [29] [30]
[23], Ischamie [31] [23], Exsikkose [32], Hypoxie [33] oder bei Kontakt zu organischen Stoffen,
Oxidantien [23] oder freien Radikalen [34]. Weitere Ausléser kénnen Steroidhormone [35],
Ethanol [36], Schwermetalle [23] oder verschiedene Infektionen oder Entziindungen durch
virale, bakterielle oder parasitdre Erreger darstellen [37] [23]. Im Rahmen von Tumorthera-
pien kann die Durchfuhrung einer Radiochemotherapie zu einer erh6hten Hsp-Konzentration
fiihren [23] [38]. Durch diese vermehrte Expression wird das Uberleben von Zellen, welches
durch die genannten endogenen und exogenen Faktoren gefahrdet werden kann, beginstigt
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[39]. Der Abwehrmechanismus und die Wiederherstellung der Homdéostase wird durch die
Rickfaltung von denaturierten Proteinen erreicht oder weiterhin durch die Erleichterung der
Synthese neuer Proteine zur Behebung von Schaden [40] [41] oder etwa der Hemmung von
Proteinaggregationen [42] [43]. Unter physiologischen Bedingungen helfen Hsps unter ande-
rem bei der Proteinfaltung [44] [45] [46] sowie beim Auf- und Abbau von Proteinkomplexen
[47] und lenken neu gebildete Proteine zur endgultigen Verpackung, zum Abbau oder zur
Reparatur zu den Zielorganen [48] [49].

1.1.1 Hitzeschockprotein 70

Unter allen humanen Hitzeschockproteinklassen ist die Hsp70-Familie am starksten konser-
viert und am besten untersucht [3]. Sie besteht aus 13 Genen, welche sich durch ihre Ami-
nosauresequenz, inr Expressionsniveau sowie ihre subzellulare Lokalisation unterscheiden
[39]. Die 13 Gene der humanen Hsp70-Familie inklusive ihrer zellularen Lokalisation kénnen
Tabelle 1.2 entnommen werden.

Tabelle 1.2: Die humane Hsp70-Familie (modifiziert nach [39])

Protein Zellulare Lokalisation Stress
induzierbar
HspAlA Zytosol, Zellkern, Zellmembran, extrazellular Ja
HspA1B Zytosol, Zellkern, extrazellular Ja
HspAlL Zytosol, Zellkern Nein
HspA2 Zytosol, Zellkern, Zellmembran, extrazellular Nein
HspAb Endoplasmatisches Retikulum, extrazellular Nein
HspA6 Zytosol, extrazellular Ja
HspA7 Blutpartikel, extrazellular Ja
HspAS Zytosol, Zellkern, Zellmembran, extrazellular Nein
HspA9 Mitochondrien, Zellkern Nein
HspA12A Intrazellular, extrazellular Nein
HspA12B Endothelzellen, intrazelluldr, Blutplasma Nein
HspA13 Endoplasmatisches Retikulum, extrazellulér, Nein
Mikrosomen
HspAl4 Zytosol, Zellmembran Ja




4 Einleitung

Dabei sind Hsp70-1 (HspA1A) und Hsp70-2 (HspA1B) die beiden wichtigsten stressindu-
zierbaren Hsp70-Proteine. Sie unterscheiden sich nur durch zwei Aminosduren und wer-
den gemeinsam unter dem Begriff Hsp70 oder Hsp70-1 zusammengefasst. [50] 70-kDa-
Hitzeschockproteine, im Folgenden kurz Hsp70 genannt, sind als eine Familie von mono-
meren Proteinen definiert, die durch Adenosin-5"-Triphosphat (ATP) getriggert Entfaltungs-
funktionen besitzen [39]. Unterstltzt werden sie hierbei neben ATP durch Co-Chaperone,
Proteine der DnaJ-Familie, die bei der Substratbindung helfen sowie Bag-1-&hnliche Proteine,
die den Nukleotidaustausch regulieren [2] [51]. Dabei beschrankt sich ihr Vorkommen nicht
nur auf ATP-haltige eukaryotische und prokaryotische intrazellulare Lokalisationen [52]. Man
findet sie vielmehr in fast allen subzellularen Kompartimenten [1] auch in Zellmembranen
[53] [54] [55] [56] und im Extrazellularraum [57]. Hsp70 besteht aus einer stark konservierten
Domanenstruktur, die sich aus vier Hauptdoméanen zusammensetzt: Die zirka 44 kDa grof3e
N-terminale Nukleotid-bindende Doméane (NBD), die ATPase-Aktivitat aufweist, die mittlere
flexible Linkerregion, die zirka 15 kDa grof3e Substratbindungsdomane, die mit hydrophoben
Aminoséauren in Peptiden interagiert sowie die zirka 10 kDa grof3e a-helikale C-terminale
Doméne, die die Co-Chaperonbindung vermittelt [58] [59] [60]. Abbildung 1.1 stellt die un-
terschiedlichen Doménen bildlich dar.
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Abbildung 1.1: Hsp70-Domanenstruktur (modifiziert nach [58])

Die Hsp70-Familie erfillt je nach Lokalisation eine Reihe von Aufgaben und wird sowohl
im physiologischen Zustand als auch bei Krankheiten exprimiert [61]. Intrazellulér leisten
sie als molekulare Chaperone einen essentiellen Beitrag zur Aufrechterhaltung der Prote-
inhomodostase [2]. Durch die oben genannten Stimuli kommt es zu einer Hochregulierung
des stressinduzierten Hsp70, um die sonst tédlichen Bedingungen zu Uberleben [3]. Neben
ihrer zytoprotektiven Wirkung im Zytosol spielt Hsp70, wie auch Hsp90, im Extrazellularraum
sowie in der Plasmamembran eine entscheidende Rolle in der Stimulation des Immunsystems
[19]. Es konnte nachgewiesen werden, dass Hsp70 auf der Zelloberflache von Tumorzellen,
aber auch von bakteriell oder viral infizierten Zellen exprimiert wird [55] [57]. Extrazellular
kann Hsp70 in unterschiedlichen Formen vorliegen, entweder in freier 16slicher Form, ge-
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bunden an antigene Peptide oder in Verbindung mit Exosomen [62] [8] [5]. Obwohl Hsp70
seit vielen Jahrzehnten im Fokus der Forschung steht, ist der Mechanismus zur Freiset-
zung von Hsp70 nach wie vor umstritten. Dies liegt daran, dass Hsp70 keine typischerwei-
se N-terminal lokalisierten Signalpeptidsequenzen besitzt, welche fir die Sekretion bendtigt
werden und die Plasmamembran daher nicht durch konventionelle Mechanismen passieren
kann [57]. Der Transport von anderen Proteinen durch Lipidmembranen ist jedoch eine der
zentralen Aufgaben von Hsp70. [19] Vega et al. [5] konnten zeigen, dass Hsp70 getriggert
durch Stressfaktoren in die Plasmamembran transloziert und in einer membranassoziierten
Form von lebenden Zellen freigesetzt wird. Im Unterschied zu freiem rekombinantem Hsp70
verursachten extrazellulare Membranen, die Hsp70 enthielten, eine mindestens 260fach wirk-
samere Makrophagenaktivierung. Dies kénnte als Warnsignal fur die Aktivierung des Immun-
systems dienen. Weitere mégliche Freisetzungsmechanismen kénnten eine stressinduzierte
exosomale Freisetzung durch INF-v [62], eine Beteiligung von Lipid Rafts, cholesterinreiche
Membranmikrodomanen als Transportmdglichkeit von Proteinen zur Zellmembran [63], eine
Freisetzung durch ein endolysosomales Kompartiment [64] oder etwa die Freisetzung durch
sekretorische Granula sein [65]. Weitere Molekile, die mit einem ER-Golgi-unabhéngigen-
Weg in Verbindung gebracht werden, sind IL-1-3 einerseits, ein Entziindungsmediator und
der Basis-Fibroblasten-Wachstumsfaktor (b-FGF) andererseits, welcher haufig sowohl in der
Plasmamembran als auch im Extrazellularraum zu finden ist [56]. Darlber hinaus konnte
auch eine aktive Freisetzung von Hsp70 in Form von Lipidvesikeln in Verbindung mit Bag-4
durch lebende Tumorzellen nachgewiesen werden [8]. Einen weiteren Transportmechanismus
kénnte Nekrose darstellen. Aufgrund des geringen Anteils an freiem Hsp70 ist dieser Me-
chanismus eher unwahrscheinlich. [66] Das anschlieBend vorliegende extrazelluldre Hsp70
hat immunmodulatorische Funktionen [67] [38]. Hsp70 prasentiert immunogene Peptide Uber
MHC-Antigene [68], stimuliert die angeborene und adaptive Immunitat [68] oder fungiert als
Stimulator und Zielstruktur fir die angeborene Immunreaktion Uber natirliche Killerzellen [69]
[67] [38].

1.1.2 Hitzeschockprotein 70 im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen

Eine Uberexpression des stressinduzierten Hsp70 wurde bereits in zahlreichen Tumorentita-
ten beschrieben [70], darunter auch in Tumoren der weiblichen und mannlichen Geschlechts-
organe wie etwa beim Mamma-, Endometrium-, Ovarial- und Zervixkarzinom [71] [72] oder
beim Prostatakarzinom [73]. Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass durch die Uberexpres-
sion von Hsp70 die stark zytoprotektiven und faltenden Eigenschaften genutzt werden, um
wahrend des Fortschreitens einer bdsartigen Erkrankung das Wachstum sowie das Uberleben
der Tumorzellen zu férdern [71]. Sowohl Hsp70-1 als auch Hsp70-2 spielen eine entschei-
dende Rolle bei menschlichen Tumoren. Die vorherrschende Form ist jedoch Hsp70-1. [58]
Die Uberexpression von Hsp70 geht bei vielen Tumoren mit einem erhdhten Tumorstadi-
um sowie einer schlechteren Prognose und einer Therapieresistenz einher. Die verstarkie
Expression von Hitzeschockproteinen ist unter anderem auf den Verlust der p53-Funktion
und die verstarkte Expression von Protoonkogenen wie HER2 oder c-Myc zurlickzuflhren.
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[70] Durch die Assoziation mit verschiedenen Schliisselproteinen des Apoptose-Signalwegs
verfligt Hsp70 Uber starke anti-apoptotische Eigenschaften [74]. Hsp70 spielt aber auch eine
Schllsselrolle in der Stimulation des angeborenen sowie des adaptiven Immunsystems, wenn
es extrazellulér in der Plasmamembran oder exosomal vorliegt [3].

Funktion von intrazellularem Hsp70

Hohe zytosolische Hsp70-Konzentrationen verhindern Apoptose [75]. Die Apoptose ist ein
wichtiger Bestandteil fir die Embryogenese, die Entwicklung und die Aufrechterhaltung der
zellularen Homdoostase [76] [77]. Dabei werden zur Induktion der Apoptose zwei Wege un-
terschieden, einerseits der von den Mitochondrien abhéngige intrinsische Signalweg und
andererseits der extrinsische Signalweg durch einen Todesrezeptor (dargestellt in Abbildung
1.2). Die Caspase-3 ist an beiden Wegen beteiligt [78].
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Abbildung 1.2: Intrinsischer und extrinsischer Apoptoseweg (modifiziert nach [79])

In Bezug auf das Mitochondrium kann man die drei Ebenen pramitochondrial, mitochondrial
und postmitochondrial unterscheiden. Pramitochondrial verhindert Hsp70 die Apoptose etwa
durch die Hemmung stressaktivierter Kinasen. Hsp70 fungiert hierbei als inhibitorisches Pro-
tein der C-Jun-N-terminalen Kinase 1 (JNK1), indem es an sie bindet und ihre Aktivierung
verhindert. [80] Erste Hinweise sprechen auch fir eine Beeinflussung des Bid-abh&angigen
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apoptotischen Signalwegs durch Hsp70, wobei der Mechanismus noch nicht vollstandig dar-
gelegt werden konnte [81]. Eine weitere Mdglichkeit zur Verhinderung der Apoptose durch
Hsp70 ist die Bindung an p53 [82]. P53 kann beispielsweise durch DNA-Sch&den den tu-
morsuppressiven apoptotischen Zelltod einleiten. Ein Verlust der p53-Funktion ist somit ein
starker Uberlebensfaktor fiir Tumorzellen. [83] Auf mitochondrialer Ebene interagiert p53 mit
Bcl2 und Bax [84]. Ohne die Beeinflussung durch Hsp70 wird als Reaktion auf DNA-Schaden
die Transkription von Bcl2 unterdriickt und die von Bax induziert [85]. Um diesen Prozess zu
verhindern, weisen Tumorzellen haufig ein mutiertes p53 auf, das einen stabilen Komplex mit
Hsp70/Hsc70 bildet, wobei die stressinduzierte Hochregulierung von Hsp70 den Kernimport
von p53 hemmt [83]. Auf mitochondrialer Ebene blockiert Hsp70 direkt die Translokation von
Bax, wodurch die Permeabilisierung der mitochondrialen AuB3enmembran verhindert wird, was
in weitere Folge dazu fiihrt, dass die Freisetzung von Cytochrom-c sowie AIF gehemmt wird
[86]. Freigesetztes Cytochrom-c interagiert mit dem zytosolischen apoptotischen Protease-
Aktivierungsfaktor-1 (Apaf-1), um das Apaptosom mit Caspase-9 zu bilden. Dies fihrt im
nachsten Schritt zur Aktivierung der Caspasen. [87] Auch postmitochondrial hemmt Hsp70 die
Bildung dieses Apoptosoms. Hsp70 interagiert mit AIF und Apaf-1 [75] und schitzt GATA-1
vor der Spaltung durch Caspase-3. [88] Eine andere Studie widerlegt die direkte Wirkung
von Hsp70 auf die Aktivierung der Caspase jedoch [89]. Auch eine Interaktion mit CAD be-
ziehungsweise mit ICAD, dem Inhibitor von CAD, und Hsp70 ist bereits beschrieben [90].
Hsp70 interagiert auch mit ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) und kann zusammen
mit dem Co-Chaperon CHIP die TNF-alpha-induzierte Apoptose hemmen, indem es den
Abbau von ASK1 durch die Bildung eines Komplexes aus Hsp70/CHIP/ASK1 férdert [91] [92].
Ausldser fur die Einleitung einer extrinsischen Apoptose Uber den Todesrezeptorweg sind
Plasmamembran-assoziierte Proteine der TNF-Rezeptorfamilie. Diese fuhren zur Aktivierung
von Caspase-8/10 im todesinduzierenden Signalisierungskomplex (DISC). [93] Daraufhin ak-
tiviert Caspase-8 entweder direkt die Ausflhrungscaspasen (Caspase-3/6/7) oder verbindet
Uber die Spaltung von Bid in t-Bid den extrinsischen mit dem intrinsischen Signalweg [94]. Au-
Berdem verhindert Hsp70 die Apoptose, indem es die lysosomale Membranpermeabilisierung
hemmt, die ein Kennzeichen fiir einen stressinduzierten Tod darstellt [95]. SchlieBlich hemmt
Hsp70 auch Kathepsine und lysosomale Proteasen, die ebenfalls an der Apoptose beteiligt
sind [96]. Durch die Blockierung des apoptotischen Zelltods sowie die Autophagie kann es
zu einem durch Nekrose verursachten Tod einiger Zellen kommen [97]. Es wird vermutet,
dass dieser Todesweg weniger effizient ist und dadurch ein verstarktes Tumorwachstum er-
maoglicht wird [98]. Die Nekrose, die aus der Hemmung des programmierten Zelltods sowie
der Ischamie in schlecht durchbluteten Tumoren resultiert, verursacht die Freisetzung von
Zellinhalten in das Tumormilieu. Infolgedessen entsteht ein entziindliches Milieu im Bereich
des Tumors und begunstigt dadurch die Angiogenese, die Invasion von Tumorzellen und die
Metastasierung. [98] [97] [99]

Neben der Fahigkeit vor dem Zelltod zu schitzen gibt es auch Hinweise, dass Hsp70 Zel-
len auch fir bestimmte apoptotische Stimuli sensibilisieren kann, wie beispielsweise fir den
Tumornekrosefaktor-a (TNF-«) [100]. Die Funktion von Hsp70 in Bezug auf die durch Fas-
ausgeldste Apoptose ist jedoch noch gréBtenteils unbekannt. Zytosolisches Hsp70 kénnte
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die NF-kB-Expression hemmen und membrangebundenes Hsp70 kdénnte diesen Transkrip-
tionsfaktor induzieren. [101] Auch die Rolle des HSF-1 (Hypoxie-induzierbarer Faktor-1) in
Verbindung mit Hitzeschockproteinen bei der Angiogenese ist noch wenig erforscht. Eine
erhbhte Expression kénnte die Angiogenese jedoch beglinstigen, da der HSF-1 von Hsp70
als auch von Hsp90 abhéangig ist. [102] Andere Hinweise sprechen fiir eine Beteiligung von
HSF-1 an der Invasion und Metastasierung von Krebszellen [103]. Eine Korrelation zwischen
erhbéhten Hsp70-Werten und dem Metastasierungspotential wird angenommen [71] [70]. Zu-
sammengefasst beeinflusst Hsp70 indirekt und direkt sowohl den intrinsischen wie auch den
extrinsischen Apoptoseweg auf unterschiedlichen Ebenen. Durch die Umgehung des pro-
grammierten Zelltods kommt es zur Steigerung des Tumorwachstums sowie zur Aktivierung
der Tumorprogression. [61] Daher ist die Verringerung oder Hemmung der intrazellularen
Hsp70-Konzentration ein méglicher Ansatz, um Tumorzellen fir eine Therapie zu sensibilisie-
ren [104] [105] [75]. Methoden, die bereits Gegenstand der Forschung sind, sind beispielswei-
se RNAi-basierte Inhibitoren, CRISPR/Cas9 knock-out Technologien, Aptameren oder Hsp70-
Inhibitoren [106]. Eine Einschréankung dieser Anséatze ergibt sich, da aufgrund der Redundanz
des Chaperonsystems andere Stressproteine die Aufgaben von Hsp70 Ubernehmen kdnnen
[107]. Ein weiterer Ansatz befasst sich mit der Stérung des Sphingolipid-Stoffwechsels der
lysosomalen Membranen. Im Mausmodell konnten bereits vielversprechende Ergebnisse zur
Reduktion der Therapieresistenz gezeigt werden. [108]

Funktion von membrangebundenem Hsp70

In einem umfassenden Screening von tber 1000 Tumoren konnte gezeigt werden, dass etwa
50 - 70% der Tumoren einen Hsp70-Membran-positiven (mHsp70-positiven) Phanotyp auf-
weisen [109]. Das Normalgewebe war hingegen in der Vergleichsgruppe Hsp70-Membran-
negativ [110] [55] [19]. Die tumorspezifische Zelloberflachenlokalisation von Hsp70 konnte
durch verschiedene Methoden bestimmt werden. Unter anderem durch die Multiparameter-
Durchflusszytometrie mit dem Antikérper cmHsp70.1 beim compHsp70 ELISA. [9] Tumor-
zellen, die Hsp70 an ihrer Plasmamembran exprimieren, sind empfindlicher fir den zytolyti-
schen Angriff durch natdrliche Killerzellen (NK-Zellen) [111]. Granzym B, welches durch einen
Perforin-unabhangigen, aber Hsp70-abh&ngigen Weg von Krebszellen aufgenommen wird,
fahrt zur Apoptose selektiv in Tumorzellen, die Hsp70 auf der Zelloberfladche présentieren
[112]. AuBerdem aktiviert membrangebundenes Hsp70 sowohl die angeborene als auch die
adaptive Immunantwort. Dabei beruht die immunogene Funktion des vom Tumor stammenden
exogenen Hsp70 auf seinen antigenen Peptiden. [79] Abbildung 1.3 zeigt die Konsequen-
zen der Interaktion von HSP70-Peptid-Komplexen mit Antigen-prasentierenden Zellen (APCs)
wie etwa Makrophagen oder dendritischen Zellen. Einerseits kommt es zu adaptiven, an-
tigenspezifischen Folgen. Der vom Tumor stammende Hsp-Peptid-Komplex wird von APCs
mit Hilfe von Hsp-Rezeptoren wie etwa CD91 endozytotisch aufgenommen und nach der
Kreuzprasentation auf dem MHC-I-Molekiil prasentiert. Dadurch kommt es in weiterer Folge
zur CD8*-T-Zellreaktion. [113] [114] [115] [116] [117] [20] Tumorzellen, die Hsp70 auf ihrer



Einleitung 9

Membran exprimieren, verstarken auch die auf MHC-II beschrénkte Peptidprasentation und
die Aktivierung von CD4*-T-Zellen [118].
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Abbildung 1.3: Interaktion von Hsp70-Peptid-Komplexen mit APCs [20]

Andererseits wird eine Kaskade von nicht antigenspezifischen Ereignissen ausgelést, die in
weiterer Folge Antigen-prasentierende Zellen (APCs) aktiviert und die Immunantwort férdert
[20]. Die freigesetzten Zytokine fUhren zu einer unspezifischen Stimulation des angeborenen
Immunsystems [3]. AuBerdem wird die Produktion von Stickstoffmonoxid durch Makrophagen
und dendritische Zellen angeregt [119]. Hsp70 wirkt also einerseits als endogenes Adjuvans
und andererseits als immunologisches Gefahrensignal [120]. Auf der anderen Seite weisen
Tumorzellen, die Hsp70 auf ihrer Plasmamembran exprimieren, eine hohe Resistenz gegen-
Uber Chemo- und/oder Radiotherapien auf [121] [61]. Patient*innen mit mHsp70-positiven
Phanotyp wiesen ein signifikant niedrigeres Gesamtiberleben als die mHsp70-negative Ver-
gleichsgruppe auf [122]. Die hohe Resistenz gegen Radiochemotherapien von Hsp70-Mem-
bran-positiven Tumoren resultiert wahrscheinlich aus der Blockade der NF-xB-, JNK- und
ERK-Signalwege [123] [124].

Wie bereits erwahnt, kénnte die gezielte Hemmung von mHsp70 hierbei einen vielverspre-
chenden Therapieansatz darstellen. Mithilfe des cmHsp70.1-Antikdrpers wurde gezeigt, dass
mHsp70 als Zielstruktur zur Vermittlung einer antikdrperabhéngigen Toxizitat in Frage kommt.
Das Epitop, welches durch den cmHsp70.1-Antikdrper erkannt wird, ist spezifisch fir Tumor-
zellen und kommt nicht auf isogenen Zellen oder normalem Gewebe vor. [125] Ein weiteres
Forschungsfeld beschaftigt sich mit der Entwicklung von autologen anti-Tumor-Impfstoffen,
wobei mHsp70 die tumorspezifische Zielstruktur darstellt. Das Interesse an der Entwicklung
von Impfstoffen gegen Krebszellen ist grof3, da Immunzellen Krebszellen nach erfolgter Imp-
fung leichter angreifen kdnnen. Ein weiterer Vorteil besteht in der geringeren Toxizitat eines
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Impfstoffes im Vergleich zu einer Chemotherapie oder einer Bestrahlung. [126] Ein Impfstoff
auf Basis von Hsp70 befindet sich in der klinischen Phase |. Das synthetische Hsp70-Peptid
stimuliert NK-Zellen und bietet eine hohe Sicherheit und Bioverfligbarkeit. [127] Eine erhbhte
Konzentration von membrangebundenem Hsp70 als tumorspezifische Zielstruktur fir NK-
Zellen zu nutzen geht jedoch auch mit der Gefahr einher, dass eine erhéhte Resistenz der
Tumorzellen gegeniber Standardtherapien entsteht [107]. Da membrangebundenes Hsp70
nur auf der Zellmembran von Tumorzellen, nicht jedoch auf normalem Gewebe vorkommt,
kdénnte Hsp70 auch als potentieller tumorspezifischer Biomarker dienen [122].

Funktion von extrazellularem Hsp70

Extrazelluldr vorkommendes Hsp70 kann entweder als freies oder Lipid-gebundenes vesi-
kulares Hsp70 vorliegen. GemaR dem aktuellen Forschungsstand stammt freies Hsp70 von
sterbenden Tumorzellen, wahrend Lipid-gebundenes Hsp70 aktiv von lebenden Tumorzellen
freigesetzt wird. [5] [63] [8] Diese extrazellularen Hsp70-haltigen Lipidvesikel werden als Exo-
somen charakterisiert. Die Sekretion dieser exosomalen Vesikel geschieht dabei nicht tber
das ER-Golgi-Kompartiment, sondern Uber einen alternativen lysosomalen beziehungsweise
endosomalen Mechanismus. [107] Das exosomale Hsp70 erfillt dann wiederrum eine duale
Rolle in Bezug auf die Stimulation des Immunsystems. Durch die komplexe Interaktion von
Hsp70-haltigen Exosomen aus Tumorzellen [63] mit anderen Zelltypen kann es zur Inflamma-
tion und zum Tumorwachstum kommen [68]. Auf3erdem spielen die von Tumoren freigesetzten
Exosomen eine wichtige Rolle in der intrazellularen Kommunikation des Immunsystems [8].
So kdnnen sie sowohl die Migration als auch die zytolytische Aktivitat in NK-Zellen indu-
zieren [111] [128]. Die durch Hsp70-haltige Exosomen stimulierte Apoptose von NK-Zellen
wird durch Granzym B vermittelt [112]. Auch freies Hsp70 interagiert mit dem Immunsystem,
insbesondere wenn immunogene Peptide an die sezernierenden sterbenden Tumorzellen
gebunden sind [129]. Wie fir membrangebundenes Hsp70 beschrieben, kann es auch hier
durch die Kreuzprasentation von Hsp70-positiven Peptiden auf MHC-Klasse-1 Molekilen zur
Initiierung einer CD8*-Antigen-spezifischen T-Zellreaktion kommen [130]. Auch peptidfreies
Hsp70 kann Uber verschiedene Rezeptoren mit antigenprasentierenden Zellen interagieren
und die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen Uber den NF-xB-Signalweg initiieren
[68].

In Abhangigkeit seiner intrazellularen, membranstandigen oder extrazellularen Lokalisation
erflllt Hsp70 in Tumorzellen eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen. Erhéhte zytosolische
und membransténdige Hsp70-Konzentrationen flihren zu Therapieresistenz und tragen damit
zur Aggressivitat von Tumorzellen bei. Extrazellulares und membranstédndiges Hsp70 kann
jedoch auch das Immunsystem stimulieren und als tumorspezifisches Ziel dienen. [107]
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1.2 Mammakarzinom

Das nachfolgende Kapitel dient der Zusammenfassung aller fiir diese Arbeit relevanten Infor-
mationen zum Mammakarzinom.

1.2.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom, eine maligne Erkrankung der Brustdrise, stellt mit einem Anteil von
zirka 30% die haufigste Krebserkrankung der Frau dar [131] [132]. Sowohl in Bezug auf
das Erkrankungs- als auch auf das Sterberisiko zeichnen sich deutliche geschlechtsspezi-
fische Unterschiede ab. Manner sind in nur ungefahr 1% aller Mammakarzinome betroffen,
das Lebenszeitrisiko betragt 0,1%. In Deutschland und anderen westlichen Industriestaaten
erkrankt hingegen zirka jede 8. Frau im Laufe ihres Lebens, das absolute Lebenszeitrisiko
betragt 12,8%. Da das Alter zu den wichtigsten Risikofaktoren flr eine Brustkrebsentstehung
zahlt, korreliert die Inzidenz mit dem Lebensalter. [133] Frauen vor dem 30. Lebensjahr sind
selten betroffen, das Erkrankungsrisiko steigt aber mit zunehmendem Alter und erreicht einen
Erkrankungsgipfel zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr. Seit den 90er Jahren wird in den
Industrielandern eine sinkende Mortalitét beobachtet, ursachlich hierfir werden Fortschritte in
der Friherkennung sowie Behandlung des Mammakarzinoms angenommen. [131] [133] [134]

1.2.2 Atiologie

Zu den haufigsten Risikofaktoren, welche ursachlich dazu beitragen an einem Mammakarzi-
nom zu erkranken, zahlen unter anderem genetische, hormonelle und toxische Komponenten
sowie eine positive Brustkrebsanamnese. Genetische Risikofaktoren machen etwa 5 - 10%
aller Neuerkrankungen aus und unterscheiden sich in Keimbahnmutationen mit hohem und
mit mittlerem Risiko. Dabei stellen Keimbahnmutationen in den BRCA1-, BRCA2-, RAD51C-
oder PALP2-Genen die erste und Keimbahnmutationen in den ATM (Ataxia teleangiectasia)-,
STK11 (Peutz-Jeghers-Syndrom)-, CHEK-2-, PTEN (Cowden-Syndrom)- und anderen Genen
die zweite Risikogruppe dar. AuBerdem kann eine familiare Belastung ohne Mutationsnach-
weis vorliegen, also das vermehrte Auftreten von Mamma- oder Ovarialkarzinomen auf einer
Familienseite. Den zweiten wichtigen Grundstein bilden hormonelle Faktoren wie etwa ein
langer hormoneller Zyklus etwa durch eine friihe Menarche oder eine spate Menopause. Au-
Berdem wurde beobachtet, dass Frauen, die eine spate oder keine Graviditat austragen eine
héhere Erkrankungswahrscheinlichkeit aufweisen. Weitere Risikofaktoren sind das Vorliegen
einer Adipositas oder eine postmenopausale Gewichtszunahme sowie eine postmenopausale
Hormonersatztherapie. Die dritte entscheidende Rolle spielen toxische Faktoren. Dazu zahlen
eine stattgehabte Strahlenexposition der Brust im Kindes-, Jugend- und frihen Erwachsenen-
alter und ein Alkohol- oder Nikotinabusus. [135] [136]
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1.2.3 Pravention und Fritherkennung

Hierbei gilt es zwischen Priméarprophylaxe und Friiherkennung zu unterscheiden. Als Pri-
marprophylaxe bezeichnet man vorbeugende medizinische MaBBnahmen, die bei Vorliegen
bestimmter Risikofaktoren das Auftreten einer Erkrankung verhindern sollen [137]. Zur Primar-
prophylaxe eines Mammakarzinoms beziehen sich die Empfehlungen auf die bisher bekann-
ten oben genannten erworbenen beziehungsweise veranderbaren Risikofaktoren. Einerseits
die regelméaBige kérperliche Betatigung, um Ubergewicht und eine postmenopausale Ge-
wichtszunahme zu vermeiden und andererseits der Verzicht auf Alkohol- und Nikotinkonsum.
Auch eine ballaststoffreiche Erndhrung wird empfohlen. [138] [139] Als Friherkennung hin-
gegen bezeichnet man: ,den systematischen Einsatz verschiedener diagnostischer Verfahren
zur frihzeitigen Entdeckung von Krankheiten — mit dem Ziel friher zu intervenieren und da-
durch bessere therapeutische Ergebnisse zu erzielen®[140]. Eine FriiherkennungsmafBnahme
zielt dabei auf die Friiherkennung von Krankheiten ab, fur die eine wirksame Therapie existiert
und zwar mit einer Untersuchungstechnik, die so wenig invasiv wie mdglich und fir die Pati-
ent*innen akzeptabel ist [141]. Dabei ist es wichtig, dass eine regelmaiige Evaluierung eines
jeden Friherkennungsprogramms in Bezug auf relevante Ergebnisse wie etwa Inzidenz, Mor-
talitat, Morbiditat und patientenbezogenes Outcome und dessen Risiken wie etwa falsch posi-
tive und falsch negative Befunde sowie Uberdiagnosen und —therapie stattfindet [133]. Zu den
Methoden der Friherkennung des Mammakarzinoms z&hlen neben der Tastuntersuchung der
Brust, die Mammographie, die Sonographie sowie die Magnetresonanztomographie (Mamma-
MRT). In Deutschland umfassen die Leistungen der gesetzlichen Krankenkassen bei Frauen
einerseits die jahrliche Tastuntersuchung der Brust und der Achselhdhlen durch einen Arzt
beziehungsweise eine Arztin ab dem 30. Lebensjahr sowie alle zwei Jahre die Durchfiihrung
einer Mammographie im Alter von 50 bis 69 Jahren (Mammographie-Screening-Programm).
[142] [143] Die Brustkrebsmortalitdt konnte durch den Einsatz der Mammographie reduziert
werden [133] [144]. Die Wirksamkeit der klinischen Brustuntersuchung sowie der Selbst-
untersuchung ist deutlich geringer. Da das Mammakarzinom des Mannes eine sehr selte-
ne Erkrankung darstellt, sollen asymptomatische Manner in Deutschland in keine speziellen
FriherkennungsmaBnahmen eingebunden werden. Tritt jedoch eine brustkrebsspezifische
Symptomatik auf, erfolgt die Abklarung ebenfalls mittels Mammographie und Ultraschall. [133]

1.2.4 Symptome und Kilinik

Die Symptome, welche im Rahmen einer Brustkrebserkrankung auftreten kénnen, lassen
sich in die zwei Gruppen spezifische versus unspezifische Symptome unterteilen. Spezifi-
sche Symptome treten im Bereich der Brust selbst auf. Viele neu aufgetretene Beschwerden
oder Veranderungen an der Brust kénnen als klinische Zeichen eines Mammakarzinoms
fungieren. Das klinische Leitsymptom hierbei ist ein tastbarer Knoten in der Brust. Weitere
mdoglich Befunde umfassen GréBen- oder Formveranderungen der Brust sowie Asymmetrien
zur Gegenseite, lokale Zeichen einer Entzindung oder Infektion. Auch Hautunregelmafig-
keiten wie Hauteinziehungen, Hautédeme oder eine Orangenhaut (Peau d’orange) kénnen
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erste Symptome darstellen. Veranderungen kénnen auch die Mamille betreffen und sich in
Form einer Mamillenretraktion, -sekretion oder —entziindung &uf3ern. Bedingt durch die Lym-
phabflussbahnen der Brust kann ebenso eine VergréBerung der axilldaren beziehungsweise
der supraklavikularen Lymphknoten auftreten. Selten beschreiben Betroffene auch lokalisierte
Schmerzen. [131] [145] [141] Unspezifische Symptome umfassen die B-Symptomatik Midig-
keit, Nachtschweif3 und Gewichtsverlust sowie muskuloskelettale Beschwerden [146].

1.2.5 Diagnostik

Patientinnen, die eines der oben genannten Symptome versplren oder im Rahmen der Vor-
sorgeuntersuchung einen auffélligen Befund in der Mammographie zeigen, bendtigen eine
weitere diagnostische Abklarung. Diese setzt sich aus den Bestandteilen Anamnese und Klini-
sche Untersuchung, Bildgebung und im Falle eines auffalligen Befundes einer Diagnosesiche-
rung mittels Biopsie der Mamma zusammen. [141] Die klinische Untersuchung umfasst hierbei
die Inspektion und Palpation der Briste sowie ihrer Lymphabflussgebiete. Die Durchflihrung
des Jackson-Tests, also das Zusammenschieben der Brust Uber einer zu tastenden Verhar-
tung, liefert erste Hinweise dartiber, ob der Tumor benigne oder maligne ist. [131] Zusatzlich
werden die axillaren sowie supra- und infraklavikularen Lymphknoten palpiert. In der von
Barton et al. [147] durchgeflihrten Metaanalyse ergab sich fur die klinische Tastuntersuchung
der Brust eine Sensitivitédt von 54% sowie eine Spezifitdt von 94%. Es zeigte sich auBerdem
eine groBBe Schwankungsbreite, welche sich unter anderem durch das Fehlen von Konsis-
tenz und standardisierten Untersuchungstechniken erklaren lasst. Wichtige Bestandteile der
Untersuchung stellen hierbei die richtige Positionierung der Patientinnen, die Griindlichkeit
der Durchflihrung, eine systematische Vorgehensweise sowie eine Dauer von mindestens 3
Minuten pro Brust dar. [147] Zeigt sich in der klinischen Untersuchung ein pathologischer
Befund kommen im nachsten Schritt bildgebende Verfahren zum Einsatz. Bei Patientinnen
Uber 40 Jahren soll eine weitere Abklarung eines auffalligen Befundes mittels Mammographie
erfolgen. Bei Frauen unter 40 Jahren soll in erster Linie die Sonographie verwendet werden
und die Mammographie nur bei weiterhin bestehender Unklarheit zusatzlich hinzugezogen
werden. Weitere Einsatzgebiete der Sonographie ergeben sich bei einer hohen mammogra-
phischen Dichte sowie bei klinisch unklaren mammographischen sowie MR-tomographischen
Befunden der Beurteilungskategorie O, Ill, IV und V. [133] Eine kontrastmittelgestitzte Ma-
gnetresonanztomographie ist den Féllen vorbehalten, in denen eine sichere Diagnosestel-
lung mithilfe konventioneller Diagnostik sowie perkutaner Biopsie nicht méglich ist. Der dritte
Schritt beinhaltet die Biopsieentnahme. Diese kann sonographisch, mammographisch oder
MRT-gesteuert erfolgen. Zusatzlich kann auch eine Lymphknoten-Stanzbiopsie durchgeflhrt
werden. Stellt sich im Rahmen der Diagnostik die Diagnose eines Mammakarzinoms soll
bei einem neu diagnostizierten Mammakarzinom ab dem UICC Stadium Il mit erhéhtem
Risiko sowie im Stadium Il und IV ohne Symptomatik fiir das Vorliegen von Metastasen oder
bei klinischem Verdacht auf eine Metastasierung ein Staging durchgefiihrt werden. Dieses
beinhaltet eine Computertomographie des Thorax und Abdomens und je nach Hbéhe des
Metastasierungsrisikos gegebenenfalls eine anschlieBende Skelettszinitgraphie. Bei einem
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nachgewiesenen Malignom soll pratherapeutisch auBerdem eine beidseitige Mammographie
erfolgen. [133]

1.2.6 Pathologie

Um ein optimales Patientinnenmanagement gewahrleisten zu kénnen, sollte ein standardi-
sierter Pathologiebericht mit zuséatzlicher Checkliste zur Anwendung kommen [148]. Im Falle
eines invasiven Karzinoms sollten dabei folgende Informationen enthalten sein: der histolo-
gische Typ, das Grading, der Hormonrezeptor- und HER2-Status, die TumorgréBe und der
Lymphknotenbefall. Dem Operationspraparat selbst kbnnen Angaben zur peritumoralen Ge-
faBinvasion sowie dem Status des Operationsrandes entnommen werden. [141]

Histologische Klassifikation

In der aktuellen und seit 2013 glltigen WHO-Klassifikation von Tumoren der Brust der In-
ternationalen Agentur fur Krebsforschung (IARC) spiegelt sich ein deutlicher Fortschritt im
Versténdnis der Pathologie und Molekularbiologie von Brustkrebs wider. Es werden 19 ver-
schiedene Hauptuntertypen des Mammakarzinoms unterschieden, wobei die beiden Gruppen
invasives Karzinom mit beziehungsweise ohne speziellen Typ unterschieden werden. Das in-
vasive Karzinom ohne speziellen Typ stellt mit einem Anteil von zirka 70 - 75% den haufigsten
Typ dar. Unter den Karzinomen mit speziellem Typ prasentiert sich das lobulére Karzinom mit
zirka 10 - 14% als haufigster Subtyp. Es folgen weitere 17 Karzinomsubtypen, die etwa Merk-
male eines invasiven lobularen, tubularen, kribiformen, metaplastischen, apokrinen, muzi-
ndsen, papillaren und mikropapillaren Karzinoms aufweisen sowie Karzinome mit medullaren,
neuroendokrinen und Speicheldriisen- oder Hautadnexen-Merkmalen. [149] [150] Die Klassi-
fikation dieser unterschiedlichen Tumortypen erfolgt anhand der pathologischen Morphologie.
Die Tumortypen korrelieren jedoch auch mit bestimmten klinischen, epidemiologischen und
molekularen Merkmalen. [150] Wahrend manche der speziellen Typen wie etwa das tubuléare,
kribiforme oder muzindse Karzinom eine gute Prognose aufweisen, werden andere Tumorty-
pen wie etwa das pleomorphe lobuldre Karzinom, das high-grade metaplastische Karzinom
oder das mikropapillare Karzinom mit einem sehr schlechten klinischen Outcome verbunden
[141].

Grading

Ein weiterer wichtiger Prognosemarker ist das Grading eines Tumors. Die aktuelle Leitlinie
far invasive Mammakarzinome verwendet zur morphologischen Beurteilung des Differenzie-
rungsgrades eines Tumors das von Elston und Ellis Gberarbeitete Bloom-Richardson-Grading.
Diese Methode umfasst drei morphologische Merkmale fiir eine objektive Gestaltung der Kri-
terien. Die Dignitatskriterien umfassen dabei das Ausmaf3 der Kernpolymorphien, den Anteil
an tubularen Strukturen sowie die Anzahl an Mitose. Daraus ergeben sich die drei Differen-
zierungsgrade G1 bis G3. Je hdher der Grad, desto schlechter ist das Gewebe differenziert
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und desto héher ist der Malignitatsgrad. Patientinnen mit Tumoren des Grades 1 zeigen eine
signifikant bessere Prognose als Tumoren des Grades 2 oder 3. [151] [152]

Therapeutische Biomarker, Hormonrezeptor- und HER2-Status

Das Mammakarzinom kann anhand von Genexpressionsmustern in unterschiedliche moleku-
lare Subtypen unterteilt werden [153] Die Unterteilung basiert dabei auf drei Tumormarkern:
dem Ostrogenrezeptor (ER), dem Progesteronrezeptor (PR) und dem humanen epiderma-
lem Wachstumsfaktor 2 (HER2) [154]. Daraus ergeben sich wiederrum vier verschiedene
Typen. Einerseits der Subtyp Luminal A mit positivem Ostrogen- und Progesteronrezeptor,
aber HER2-negativem Status, sowie der Subtyp Luminal B mit Ostrogen- und Progesteron
als auch HER2-positivem Status. Der dritte Subtyp mit HER2 Uberexpression ist definiert als
eine Ostrogen- und Progesteronrezeptornegativitit bei HER2-Positivitat. Das triple-negative
Mammakarzinom (TNBC) weist sowohl einen negativen Ostrogen- und Progesteronrezeptor
als auch einen negativen HER2-Status auf. [155] Die unterschiedlichen Subtypen korrelie-
ren sowohl mit dem klinischen Outcome als auch mit den Therapieméglichkeiten und dem
Therapieansprechen [156].

Ki-67-Proliferationsindex

Durch den Ki-67-Proliferationsindex ist es méglich eine Unterscheidung zwischen den beiden
molekularen Subtypen Lumina A und B vorzunehmen. Dabei spricht Lumina A fiir eine geringe
Proliferationsrate und Lumina B fiir eine hohe Proliferationsrate, wobei ein hoher Prolifera-
tionsindex mit einem schnellen Tumorwachstum korreliert. [153] [157] Aufgrund fehlender
internationaler Grenzwerte ist der Ki-67-Proliferationsindex jedoch einer der umstrittensten
Biomarker, der fir die Behandlungsentscheidung im Rahmen der Mammakarzinomtherapie
herangezogen wird [158]. Die in den verschiedenen Studien veréffentlichen Cut-off-Werte fur
Ki-67 zur Unterscheidung der beiden Luminae schwanken zwischen 5 - 34% [159] [160].
Jedoch kann die Verwendung des Ki-67-Proliferationsindex einen Beitrag zur Vorhersage
eines Luminal B-Phanotyps leisten. Dies erleichtert die Entscheidung, ob eine Patientin im
Frihstadium der Tumorerkrankung von einer adjuvanten Chemotherapie profitiert. [161]

1.2.7 Stadieneinteilung mittels TNM-Klassifikation

Das TNM-System dient der Klassifizierung bdsartiger Tumore und wurde zwischen 1943
und 1952 von Pierre Denoix entwickelt. Ziel ist es hierbei die anatomische Ausbreitung der
Erkrankung zu definieren. Die Grundlage dafir bilden drei Komponenten[162]:

o T: Ausdehnung des Primartumors
« N: Fehlen oder Vorhandensein und Ausmaf von regionalen Lymphknotenmetastasen

« M: Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen
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Das Mammakarzinom wird nach der aktuellen Leitlinie von 2021, wie in Tabelle 1.3 beschrie-
ben, in die TNM-Klassifikation eingepflegt:

Tabelle 1.3: Stadieneinteilung des Mammakarzinoms mittels TNM-Kilassifikation (modifiziert nach
[133])

Stadium ‘ Bedeutung

TX ‘ Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO

Kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ

Tis (DCIS) | Duktales Carcinoma in situ

Tis (LCIS) | Lobuléres Carcinoma in situ

Tis (Paget) | Morbus Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor

T1 Tumor maximal 2 cm im groften Durchmesser

T1mi Mikroinvasion 0,1 ¢m oder weniger im gréffiten Durchmesser

Tla Grofler 0,1 cm bis maximal 0,5 cm im gréfiten Durchmesser

T1b Grofer 0,5 cm bis maximal 1 cm im gréfiten Durchmesser

Tlc Grofler 1 cm bis maximal 2 cm im grofiten Durchmesser

T2 ‘ Tumor grofler als 2 ecm bis maximal 5 cm im grofiten Durchmesser

T3 ‘ Tumor grofler als 5 cm im gréfften Durchmesser

T4 Tumor jeder Gréfe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder
Haut, soweit unter T'4a - T'4d beschrieben

T4a Ausdehung auf Brustwand (Rippen, Interkostalmuskulatur, vorderer
Serratusmuskel, jedoch nicht die Pektoralismuskulatur)

T4b Odem (einschlieBlich "peau d’orange") oder Ulzeration der Brusthaut
oder Satellitenkndtchen der Haut der gleichen Brust

T4c Kriterien 4a und 4b

T4d Entziindliches (inflammatorisches) Karzinom

1.2.8 Therapie

Beim nicht metastasierten Mammakarzinom sind die Hauptziele der Therapie einerseits die
Eradikation des Tumors aus der Brust sowie den regionalen Lymphknoten und andererseits
die Verhinderung von Rezidiven. Beim metastasierten Mammakarzinom bestehen die the-
rapeutischen Ziele in der Lebensverlangerung und Symptomlinderung. Dabei unterscheidet
man die lokale Therapie von der systemischen Therapie. [163]

Lokale Therapie

Die lokale Therapie umfasst die chirurgische Therapie der Brust und gegebenenfalls der
axillaren Lymphknoten sowie eine neoadjuvante oder adjuvante Strahlentherapie.
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Operative Therapie Die operative Therapie hat sich im zwanzigsten Jahrhundert deutlich
weiterentwickelt und spiegelt einen Trend von der radikalen Mastektomie zur brusterhaltenden
Therapie (BET) mit anschlieBender Bestrahlung wider [164]. Die beiden Ansatze haben sich
in Bezug auf das rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben als gleichwertig erwiesen
[165]. Ziel der chirurgischen Therapie ist die Komplettresektion des Tumors, welche sich
durch tumorfreie Resektionsréander auszeichnet (R0) [166]. Seit 1990 wird die brusterhal-
tende Therapie von den National Instituts of Health (NIH) als der bevorzugte chirurgische
Behandlungsstandard flr Frauen mit Brustkrebs im Friihstadium definiert [167] [168]. Durch
die Etablierung von flachendeckenden Mammographie-Screenings konnte die Anzahl der Dia-
gnosestellungen im Frihstadium deutlich erhéht werden. Dadurch kénnen mindestens zwei
Drittel aller erkrankten Patientinnen eine BET in Anspruch nehmen. [168] Absolute Kontrain-
dikationen flur eine BET stellen das multizentrische Karzinom, das inflammatorische Mam-
makarzinom, Kontraindikationen fir die nach einer BET notwendige adjuvante Bestrahlung,
eine R1-Resektion nach definitiver Operation, eine extensive intraduktale Komponente sowie
der Patientinnenwunsch dar. Zu den relativen Kontraindikationen z&hlt unter anderem ein
ungunstiges Tumor-Brust-Verhaltnis. [164] [168] [166] Die BET flhrt sowohl durch die Verbes-
serung des kosmetischen Ergebnisses als auch durch das dadurch bedingte psychologische
Wohlbefinden zu einer erhéhten Lebensqualitat [169]. Neben der operativen Therapie der
Mamma spielt die Sentinel-Node-Biopsie (SLNB) eine entscheidende Rolle in der Erfassung
des Nodalstatus beim Mammakarzinom. Durch die Enthahme des Sentinel Lymphknotens
kann eine hohe Staging-Genauigkeit gewahrleistet werden. [170] Das axillare Staging soll
insbesondere bei palpatorisch sowie sonographisch unauffélligem Lymphknotenstatus durch-
gefuhrt werden, um die Planung der operativen sowie adjuvanten Therapie zu erleichtern [171]
[172]. Wird ein Tumorbefall der Axilla durch die histologische Untersuchung nachgewiesen,
kann eine Axilladissektion notwendig werden [170] [133]. Zu den méglichen Nebenwirkun-
gen einer Axilladissektion zahlen eine eingeschrankte Funktion des Lymphabflusses und das
daraus resultierende Lymphddem sowie das Auftreten einer Schulter-Arm-Morbiditét [173].

Strahlentherapie Die Strahlentherapie stellt einen der wichtigsten Grundpfeiler in der kura-
tiven und palliativen Behandlungsstrategie von soliden Tumoren, wie etwa dem Mammakar-
zinom, dar. Der Zweck hierbei ist die selektive Tétung von Tumorzellen, wahrend das umlie-
gende normale Gewebe geschitzt wird. [1] Erreicht werden die gewlinschten DNA-Schéaden
entweder direkt oder indirekt durch die Generierung von freien Radikalen und reaktiven Sau-
erstoffspezies (ROS). Diese verursachen diverse DNA-Lasionen wie etwa Einzel- und Dop-
pelstrangbriiche, DNA-Protein-Quervernetzungen und DNA-Basenschaden. [174] In weiterer
Folge werden dadurch Unterbrechungen des Zellzyklus oder apoptotische Reaktionen aus-
geldést [175]. In Bezug auf das Mammakarzinom verfolgt die postoperative Strahlentherapie
zwei Ziele. Einerseits erfolgt die Strahlentherapie in den friihen Stadien I/ll anschlieBend an
eine BET und soll damit vergleichbare lokale Tumorkontroll- und Uberlebensraten erzielen
wie die radikale Mastektomie. Bei fortgeschrittenen Tumorstadien tragt die Strahlentherapie
zusatzlich zur radikalen Mastektomie zu einer Steigerung des Gesamtiberlebens bei [176]
und kann im Falle einer palliativen Situation eine bessere Symptomkontrolle ermdglichen.
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[133] Die adjuvante Strahlentherapie nach BET beim Mammakarzinom stellt die effektivste
Therapieoption zur Senkung des intramammaren Rezidivrisikos dar und fiihrt daher zu einer
erheblichen Reduktion der brustkrebsspezifischen Mortalitat [177] [178]. Hierbei werden zwei
Strahlentherapieschemata gegenlbergestellt. Einerseits die Bestrahlung der Brust in Hypo-
fraktionierungen (Gesamtdosis zirka 40 Gy Uber den Zeitraum von 3 bis 5 Wochen in zirka 15 -
16 Fraktionen) und andererseits die Bestrahlung in konventioneller Fraktionierung (Gesamtdo-
sis zirka 50 Gy Uber den Zeitraum von 5 bis 6 Wochen in zirka 25 - 28 Fraktionen). [133] Vortei-
le der Hypofraktionierung sind verminderte akute Hautreaktionen, etwas geringere Spatfolgen
[179] [180] sowie ein verkurzter Behandlungszeitraum [181]. Durch eine zusétzliche Boost-
Bestrahlung des Tumorbettes wird die lokale Rezidivrate weiter gesenkt. Indiziert ist diese
einerseits bei allen pramenopausalen Patientinnen und andererseits bei postmenopausalen
Patientinnen mit Vorliegen von Risikofaktoren (G3, HER2-positiv, tripel-negativ, > T1). [133]
[182] Bei Patientinnen mit niedrigem Rezidivrisiko kann ebenso eine alleinige Teilbrustbe-
strahlung durchgeflhrt werden [183], wahrend bei lokal fortgeschrittenen und nodal-positiven
Mammakarzinomen eine Indikation zur Postmastektomie-Strahlentherapie gegeben sein kann
[133] [184]. Je nach Nodalstatus profitieren Patientinnen mit einem erhéhten Rezidivrisiko von
der adjuvanten Bestrahlung der regionalen Lymphabflussgebiete, indem sowohl das krank-
heitsfreie Uberleben als auch das Gesamtiiberleben verbessert wird [185]. Die Auspragung
von radiogen bedingte Nebenwirkungen héngt unter anderem vom bestrahlten Volumen, der
Region, der Gesamtdosis und der Gesamtbehandlungsdauer ab [186].

Systemische Therapie

Die systemische Therapie gliedert sich in die Kategorien endokrine Therapie, Chemothera-
pie, Antikérpertherapie sowie Immuntherapie und zielgerichtete Therapie. Hierbei wird unter-
schieden, ob die Therapie praoperativ, also neoadjuvant, oder postoperativ, adjuvant, erfolgt.
Um eine flr die erkrankte Person optimale Therapie gewahrleisten zu kdnnen, werden die Fak-
toren TumorgréBe, Lymphknotenstatus, Grading, HER2-Status, Hormonrezeptorstatus, Me-
nopausenstatus und das Alter bertcksichtigt [187] [161]. Eine neoadjuvante systemische
Therapie kommt bei Patientinnen mit lokal fortgeschrittenen, inflammatorischen oder primér
inoperablen Mammakarzinomen zur Anwendung [188].

Endokrine Therapie Die endokrine Therapie wird standardméafig adjuvant angewandt. Bei
Patientinnen in der Postmenopause, welche an einem endokrin sensitiven Mammakarzinom
erkrankt sind und die Mdglichkeit einer Operation oder Chemotherapie nicht gegeben ist oder
diese von der Patientin nicht gewollt ist, kann auch eine primére endokrine Therapie durchge-
fihrt werden. In speziellen Situationen wie etwa bei einem inoperablen Tumor oder einer multi-
morbiden Patientin kann eine neoadjuvante endokrine Therapie ebenfalls in Betracht gezogen
werden. [133] Ziel der endokrinen Therapie ist es dem Ostrogen-geférderten Tumorwachs-
tum entgegenzuwirken, weshalb sie die primér systemische Therapie bei Hormonrezeptor-
positiven/ HER2-negativen Mammakarzinomen ist. StandardmaBig besteht diese aus ora-
len Antidstrogenen, welche taglich Uber funf Jahre eingenommen werden. [163] Die Wahl
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des Wirkstoffes richtet sich dabei nach dem Menopausenstatus. Die Einnahme von Tamo-
xifen, einem selektiven Ostrogenrezeptormodulator, der die Bindung von Ostrogen an den
Ostrogenrezeptor konkurrierend hemmt, ist sowohl pra- als auch postmenopausal méglich.
Aromatasehemmer wie beispielsweise Anastrozol, Exemestan und Letrozol bewirken eine
Senkung des zirkulierenden Ostrogens, indem sie die Umwandlung von Androgenen in Ostro-
ge hemmen und kdnnen in der Postmenopause eingesetzt werden. [189] Pramenopausal
kann durch die Einnahme von GnRH-Analoga oder durch eine bilaterale Ovarektomie eine
Ovarsuppression bewirkt werden [190]. Standardmafig wird die endokrine Therapie nach
dem Abschluss der Chemotherapie begonnen. Eine Einnahme parallel zur Strahlentherapie
ist moglich. [133] Durch den Einsatz von Tamoxifen oder Aromatasehemmer konnte eine
signifikante relative Reduktion des Rezidivrisikos um 40% und eine relative Reduktion der
Mortalitat um zirka 30% gezeigt werden [187] [191] [192].

Chemotherapie Trotz der zahlreichen kurz- als auch langfristigen Risiken der Chemothe-
rapie bildet diese einen wichtigen Bestandteil der systemischen Therapie beim Mammakar-
zinom. Beim triple-negativen Mammakarzinom ist sie die einzige systemische Therapie mit
nachgewiesener Wirksamkeit. Aber auch als Ergédnzung zur Antihormontherapie beim hormon-
rezeptor-positiven Ph&notyp sowie zur Antikérpertherapie beim HER2-positiven Phanotyp spielt
sie eine entscheidende Rolle. [163] Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass beim Einsatz der
gleichen Therapeutika, unabhangig ob neoadjuvant oder adjuvant, kein Unterschied in Bezug
auf das Langzeitliberleben besteht [193]. Indikationen fiir eine adjuvante Chemotherapie sind
[133]:

« HER2-positive Tumore: Kombination aus einer (neo-)adjuvanten Chemotherapie mit ei-
ner simultanen Anti-HER2-Therapie mit Trastuzumab Uber ein Jahr

« Hormonrezeptor-negative Tumoren (Ostrogen und Progesteron)
« Fraglich endokrin-sensitive Tumoren

« Nodal-positive Tumoren

« G3

« Junges Erkrankungsalter (< 35 Jahre)

Die Therapieschemata unterscheiden sich je nach dem Risikoprofil der Patientinnen. Dabei
muss das Nutzen-Risiko-Profil gut abgewogen werden. Die Indikation zur Verabreichung einer
Chemotherapie stellt sich, wenn der erwartete Nutzen durch die Therapie die moéglichen
Nebenwirkungen und Spatschaden Ubersteigt. Als Standardchemotherapie wird eine Kom-
bination aus Anthracyclin und Taxan angewandt, welche gegebenenfalls durch ein Platin-
derivat beim triple-negativen Mammakarzinom erganzt werden kann. Eine Vielzahl weiterer
Therapieschemata stehen zur Verfliigung. Die Bedeutung von neuen Substanzen wie etwa
Gemcitabine oder Capecitabine neben den etablierten Substanzen (Anthrazyklinen, Taxanen,
Cyclophosphamid) ist noch nicht abschlieBend geklart. Die Dauer einer Standardchemothe-
rapie betrégt in der Regel 18 - 24 Wochen. [133] [163] Der starkste positive Effekt einer
adjuvanten Chemotherapie sowohl in Bezug auf das Rezidiv- als auch auf das Mortalitatsrisiko
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konnte flr Frauen unter 50 Jahren gezeigt werden. Aber auch fir postmenopausale Frauen
ist ein Nutzen gegeben. [194] Eine neoadjuvante Chemotherapie kommt bei Patientinnen mit
lokal fortgeschrittenem, primér inoperablem oder inflammatorischem Mammakarzinom zur
Anwendung und ist Teil eines multimodalen Therapiekonzeptes [133]. Die neoadjuvante und
die adjuvante Chemotherapie kénnen in Bezug auf das Gesamtliberleben als gleichwertig
angesehen werden. Durch den Einsatz einer neoadjuvanten Chemotherapie kann das Tumor-
volumen reduziert und dadurch eine BET mdglich werden. [188] [195] [196]

Antikorpertherapie Die Gruppe der humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren
(HER) besteht aus den vier Proteinen HER1, HER2, HER3 und HER4. Diese HER-Proteine
kénnen durch die Bildung von Heterodimeren und Homodimeren Signaltransduktionswege
aktivieren und sind dadurch an der Regulation von zahlreichen Prozessen wie Wachstum, Pro-
liferation und Uberleben beteiligt. [197] [198] Sie stehen daher im Zusammenhang mit der On-
kogenese [199]. Etwa 25% bis 30% der Mammakarzinome weisen eine Uberexpression des
HER2-Proteins auf [200] und werden mit einer aggressiven Erkrankung und einer schlechten
Prognose assoziiert [201]. Bei HER2-positiven Mammakarzinomen mit einem Durchmesser
> 1 cm (immunhistochemisch Score 3+ und/oder positiver In-Situ-Hybridisierung) kommt eine
Antikérpertherapie zur Anwendung [202]. Die Therapie der Wahl beim lokoregional begrenz-
ten Mammakarzinom stellt dabei der monoklonale Antikérper Trastuzumab dar, der sich gegen
den humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2) richtet [163]. Die Betroffenen
erhalten in der Regel zunéchst eine (neo-)adjuvante Behandlung mit Anthrazyklin und an-
schlieBend eine Kombination aus einem Taxan und Trastuzumab [202]. Die Dauer der Anti-
kérpertherapie betragt standardmafig ein Jahr [203] [204] [205]. Beim metastasierten oder
rezidivierten Mammakarzinom wird eine duale Blockade aus den beiden Antikérpern Trastu-
zumab und Pertuzumab sowie Docetaxel empfohlen [206]. Die APHINITY-Studie zeigte eine
signifikante Verbesserung des invasiven krankheitsfreien Uberlebens bei der Komnination aus
Pertuzumab mit adjuvantem Trastuzumab und Chemotherapie beim frihen Mammakarzinom
mit nodal-positivem, HER2-negativem Phanotyp [207].

Immuntherapie und zielgerichtete Therapie Neben den etablierten Therapieschemata gibt
es eine Vielzahl von Wirkstoffen die aktuell Gegenstand der Forschung sind. Das Ziel ist
es hierbei Immuntherapiekombinationen zu entwickeln, die Non-Responder in Responder
verwandeln, ein bereits bestehendes Therapieansprechen intensivieren und entstandene Re-
sistenzen Uberwinden. Eine hohe Prioritédt hat die Identifizierung von Biomarkern, die das
Potenzial haben, die fur die jeweilige Patientin beste Therapiekombination zu identifizieren.
[208]

Bereits zugelassene Wirkstoffe beim Mammakarzinom mit Fernmetastasierung beziehungs-
weise einem Rezidiv, Progress oder fehlendem Therapieansprechen einer endokrinen The-
rapie sind Cyclin-abhangige Kinase 4/6 (CDK4/6)-Inhibitoren. Die Wirkstoffe Palbociclib, Ri-
bociclib und Abemaciclib dienen zusétzlich zur antihormonellen Therapie als Erstlinienoption
fir Patientinnen mit Hormonrezeptor-positivem und HER2-negativem Phanotyp im metasta-
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sierten Stadium. [209] [210] [211] Obwohl die PALOMA-2 und PALOMA-3 Studien erste viel-
versprechende Ergebnisse in der Kombination von Palbociclib mit Letrozole beziehungsweise
Fulvestrant gezeigt haben [212] [213], wird der klinische Einsatz von CDK4/6-Inhibitoren durch
die Entwicklung von priméaren oder sekundaren Resistenzen erschwert [209]. Die Phase-llI-
Studie PENELOPE-B zeigte keine Verbesserung des invasiven krankheitsfreien Uberlebens
in der Kombination von Palbociclib mit einer antihormonellen Therapie bei Patientinnen oh-
ne vollstandiges Ansprechen auf eine taxanhaltige Chemotherapie mit hohem Rezidivrisiko
[214]. Die Immuntherapie stellt insbesondere beim triple-negativen Mammakarziom (TNBC)
einen vielversprechenden Therapieansatz dar. Diese fuhrte bei anderen soliden Tumoren be-
reits zu einer Verlangerung des Gesamtiberlebens. [215] Der Wirkmechanismus von Immun-
Checkpoint-Inhibitoren (ICI) beruht auf der Blockade von inhibitorischen Interaktionen zwi-
schen Antigen-prasentierenden Zellen und T-Lymphozyten an den Checkpoints [216]. Ein ver-
bessertes Therapieansprechen durch den Einsatz von ICI gegen das zytotoxische T-Lympho-
zyten-Antigen 4 (CTLA-4) (z.B.: Ipilimumab), programmed cell death protein 1 (PD-1) (z.B.:
Pembrolizumab, Nivolumab) und den entsprechenden Liganden (PD-L1) (z.B.: Atezolizumab,
Avelumab) konnte bereits bei unterschiedlichen Tumorentitaten gezeigt werden [217] [218]
[219] [220]. Die Phase-lll-Studie KEYNOTE-119 untersuchte den Effekt von Pembrolizumab
als Monotherapie beim vorbehandelten metastasierten TNBC im Vergleich zur Chemothera-
pie. Eine signifikante Verbesserung der Ansprechrate oder des Gesamtlberlebens zeigte sich
nicht. [221] Der Einsatz der PD-L1 Inhibitoren Avelumab und Atezolizumab als Monotherapie
ergab ebenfalls eine begrenzte Wirksamkeit beim metastasierten TNBC [222] [223]. Die Kom-
bination von Chemotherapeutika und PD-1/PD-L1 Inhibitoren flhrten jedoch zu vielverspre-
chenderen Ergebnissen. Zahlreiche Studien untersuchen den Effekt von unterschiedlichsten
Kombinationen aus Chemotherapeutika und Immun-Checkpoint-Inhibitoren als neoadjuvante
und adjuvante Therapieregime. Die erste Immuntherapiezulassung erhielt Atezolizumab und
nab-Paclitaxel bei PD-L1-positivem metastasiertem TNBC. [224] Um die Resistenzen gegen
PD-1/PD-L1 Inhibitoren zu Gberwinden, werden weitere zielgerichtete Therapien gegen das
mTBNC untersucht. Eine wichtige Rolle spielen hierbei Polyadenosindiphosphatribosepoly-
merase (PARP)-Inhibitoren wie etwa Olaparib oder Niraparib. [225] [226] Bei Patientinnen
mit BRCA-Mutation und metastasiertem HER2-negativem Mammakarzinom zeigte die Mono-
therapie mit Olaparib eine Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens im Vergleich zu
Standardtherapien [227]. Eine zentrale Rolle spielt auBerdem die Serin/Threonin-Kinase AKT
als eine der Schliisselkomponenten des PISK/AKT/mTOR-Signalwegs [228]. Die Beeinflus-
sung von AKT bietet sich bei vielen Brustkebs-Subtypen zusatzlich zur Chemotherapie und
Antihormontherapie als attraktive Behandlungsstrategie an [229]. Beispiele fur AKT-Inhibitoren
sind Capivasertib und Ipatasertib, die bereits in Studien der Phase | und Il getestet wurden
[230] [231] und aktuell Teil von Phase-IlI-Studien sind [232]. Weitere Mdglichkeiten um eine
glnstigere Antitumor-Immunitat zu bewirken kénnte die Kombination aus Immun-Checkpoint-
Inhibitoren mit MEK-Inhibitoren darstellen [233]. Die Entwicklung von neuen therapeutischen
Strategien ist von groBer Bedeutung und einige Wirkstoffe befinden sich bereits in der klini-
schen Entwicklung [215].
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1.2.9 Prognose und Nachsorge

Prognosefaktoren sind definiert als Faktoren mit unabh&ngigem Einfluss sowohl auf den in-
dividuellen Krankheitsverlauf als auch das Gesamtiberleben. Sie sind zu Therapiebeginn
bekannt und schlieBen die moéglichen Komplikationen und Nebenwirkungen der Therapie
nicht mit ein. [234] Sie geben darlber Aufschluss, mit welcher Wahrscheinlichkeit Metastasen
oder Rezidive auftreten und wie hoch das Mortalitatsrisiko ist [235]. Hierzu zahlen neben
dem Alter insbesondere Faktoren zur Ausbreitung des Tumors (pTNM-Status, peritumora-
le LymphgefaBinvasion) sowie histopathologische Kriterien (histologische Klassifikation, hi-
stopathologisches Grading, Hormonrezeptorstatus, HER2-Status, Proliferationsindex Ki-67)
[236]. Die Prognose korreliert dabei mit dem Krankheitsstadium. Die Wahrscheinlichkeit fir die
Entwicklung von Metastasen oder einem Rezidiv ist bei Patientinnen mit einem kleinen Tumor
ohne axillaren Lymphknotenbefall am niedrigsten. [237] Durch die stetige Weiterentwicklung
multimodaler Therapieoptionen hat sich die Prognose in allen Stadien Uber die letzten Jahr-
zehnte deutlich verbessert [133] [161]. Nach abgeschlossener Primarbehandlung wird allen
Patientinnen empfohlen tGber mindestens zehn Jahre an einer speziellen Nachsorge teilzuneh-
men. Die Zeitintervalle zwischen den einzelnen Untersuchungen verlangern sich im Verlauf.
In den ersten drei Jahren sollten diese vierteljahrlich, im vierten und flnften Jahr halbjahrlich
und ab dem sechsten Jahr jahrlich wahrgenommen werden. Die Nachsorgeuntersuchungen
umfassen eine Anamneseerhebung, die kdrperliche Untersuchung sowie die Aufklarung der
Patientinnen. Zusatzlich sollte Gber den Zehnjahreszeitraum jahrlich eine Mammographie oder
Mammasonographie durchgefiihrt werden. Laboruntersuchungen und weitere bildgebende
Verfahren kommen nur im Falle eines klinischen Verdachts auf ein Rezidiv oder Metastasen
zur Anwendung. [238] [239] [133] Im Vergleich zu anderen Karzinomen weist das Mammakar-
zinom mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von zirka 88% und einer 10-Jahres-Uberlebensrate
von zirka 82% eine relativ gute Prognose auf [240].
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Vorhersagen zufolge soll die weltweite Mammakarzinominzidenz bei Frauen bis 2050 3,2
Millionen Neuerkrankungen pro Jahr betragen. Dadurch wird deutlich, welche erheblichen
Ausmafe diese Erkrankung annimmt, welche gesellschaftlichen Auswirkungen sie mit sich
bringt und welche Wichtigkeit Praventions- und BehandlungsmaBnahmen einnehmen. [241]
Durch die Entdeckung von spezifischen pradiktiven und prognostisch nitzlichen Biomarkern
wurden die Behandlungsmdglichkeiten von Mammakarzinompatientinnen deutlich vorange-
trieben [242]. Trotz groBer Fortschritte in der Medizin gibt es noch eine Vielzahl offener Fragen
[241]. Die Hauptmotivation bei der Erstellung dieser Doktorarbeit war es einen wissenschattli-
chen Beitrag zur Krebsforschung unter besonderer Berlicksichtigung von exosomalem Hsp70
zu leisten. Dabei sollen in Bezug auf exosomales Hsp70 drei gro3e Themengebiete unter-
sucht werden:

« Unterscheidet sich die pradiktive Aussage von freiem Hsp70 (R&D ELISA) beziehungs-
weise freiem und exosomalem Hsp70 (compHsp70 ELISA) im Blut von Mammakarzi-
nompatientinnen?

« Besteht eine Korrelation zwischen klinisch-pathologischen Parametern des Mammakar-
zinoms und der exosomalen Hsp70-Konzentration?

« Eignet sich exosomales Hsp70 als Biomarker zur Beurteilung von Therapieansprechen
und Rezidivwahrscheinlichkeit beim Mammakarzinom?

In mehreren Publikationen konnte bereits gezeigt werden, dass das Vorliegen eines Mam-
makarzinoms mit einer Uberexpression von Hsp70 einhergehen kann [243] [244] und diese
Hochregulierung mit einer erhdéhten Therapieresistenz, einem erhdhten Metastasierungsri-
siko sowie einer schlechten Prognose korreliert [245] [246]. Im Unterschied zu bereits be-
stehenden Studien, welche den Zusammenhang zwischen dem Hitzeschockprotein 70 und
klinisch-pathologischen Parametern des Mammakarzinoms bereits untersucht haben, bietet
diese Doktorarbeit durch die Anwendung des compHsp70 ELISAs einen neuen Ansatzpunk.
Wahrend herkémmliche ELISA-Verfahren nur freies Hsp70 bestimmen kdnnen, ist der neu
entwickelte compHsp70 ELISA in der Lage sowohl freies als auch exosomales Hsp70 zu
detektieren und kénnte damit Rickschllsse auf die lebende Tumormasse zulassen [9].






2 Material und Methoden

Dieses Kapitel dient zur ndheren Erlauterung des Patient*innenkollektivs sowie der verwen-
deten Materialien und Methoden zur Durchfihrung des compHsp70 ELISA.

2.1 Studienverlauf und Patient*innenkollektiv

Die experimentellen Versuche zur Bestimmung der Hsp70-Konzentration wurden anhand von
zuvor entnommenen Plasmaproben von insgesamt 40 Studienteilnehmerinnen ermittelt. Ein-
schlusskriterien hierflr waren das weibliche Geschlecht und das Vorliegen eines unilateralen
Mammakarzinoms. Als Ausschlusskriterien wurden in Bezug auf die Tumorerkrankung selbst
das Vorliegen eines Zweitkarzinoms oder einer Fernmetastasierung definiert sowie in Bezug
auf therapeutische Aspekte eine bereits vor der Brustkrebserkrankung durchgefihrte Strah-
lentherapie, eine neoadjuvante Strahlentherapie oder eine operative Mastektomie. Alle ein-
geschlossenen Karzinome wurden als T1 oder T2 klassifiziert. Das gewahlte Studiendesign
entspricht einer Fall-Kontroll-Studie, welche definiert ist als eine retrospektive Studie, die einen
Vergleich zwischen Erkrankten und Nicht-Erkrankten anhand von vergangenen Expositionen
anstellt [247]. In dieser Doktorarbeit werden die oben genannten 40 an Brustkrebs erkrank-
ten Patientinnen mit einer Anzahl von insgesamt 108 Gesundspender*innen verglichen. Zur
Ermittlung der Hsp70-Konzentration der Mammakarzinompatientinnen beinhaltete der Ver-
suchsablauf die Blutabnahme der Probandinnen zu den in der Abbildung 2.1 dargestellten
sechs verschiedenen Zeitpunkten.

Postoperativ vor Nach 30 Gy Ende der gesamten 6 Wochen nach 6 Monate nach 1 Jahr nach
Strahlentherapie Strahlentherapie Strahlentherapie Strahlentherapie  Strahlentherapie  Strahlentherapie

Abbildung 2.1: Blutabnahmen im Zeitverlauf (modifiziert nach [10])

Alle Patientinnen erhielten primér eine operative brusterhaltende Therapie (BET), die einer
Komplettresektion des Tumors mit tumorfreien Resektionsréndern (R0O) entspricht [166]. Um
das Risiko eines Rezidives beziehungsweise einer Fernmetastase zu reduzieren sowie die
krebsspezifische Mortalitéat zu verringern schloss sich anschlieBend, mit Ausnahme von zwei
Patientinnen, eine Strahlentherapie der betroffenen Brust an. Die ersten drei Blutabnahmen
erfolgten wahrend der therapeutischen Behandlung der Patientinnen jeweils unmittelbar nach
der operativen Therapie, nach einer Bestrahlung mit 30 Gy und nach Vollendung der Strah-
lentherapie mit insgesamt 40 Gy, 60 Gy beziehungsweise 66 Gy. Drei weitere Blutabnah-
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men wurden im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen nach jeweils sechs Wochen, sechs
Monaten und einem Jahr nach abgeschlossener Strahlen- bzw. Chemotherapie entnommen.
Die Antihormontherapie wird nach der aktuellen Leitlinie von 2021 Uber einen Zeitraum von
mindestens funf Jahren fortgesetzt [133] und erstreckt sich damit auch tber die Abnahmezeit-
punkte 4, 5 und 6. Vor der Blutabnahme erfolgte eine ausfiihrliche Aufklarung der Patientinnen
Uber die Studie und diese stimmten der Teilnahme schriftlich zu. Zuséatzlich wurde vor Stu-
dienbeginn die Genehmigung geman der Deklaration von Helsinki von 1975 durch das lokale
Ethikkomitee des Klinikums Rechts der Isar, Technische Universitdt Miinchen, Deutschland
eingeholt. Um den Gesundheitszustand der Patientinnen zu ermitteln, wurden diese 6 bis
8 Jahre nach Beendigung der Therapie telefonisch verstandigt. Die Patientencharakteristika
sind in den Tabellen 2.1, 2.2 und 2.3 zusammengefasst.
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Tabelle 2.1: Patientinnencharakteristika in Bezug auf Risikofaktoren

Patientin Risikofaktoren

Nr. Alter Nikotin Alkohol BMI D.M. Typ 2
1 71 0 1 20 0
2 69 0 0 22 0
3 56 0 1 20 0
4 66 1 1 17 0
5 54 1 0 24 0
6 68 1 0 27 1
7 44 0 0 20 0
8 52 0 1 24 0
9 44 0 1 19 0
10 57 1 1 20 0
11 57 0 1 28 0
12 48 0 1 19 0
13 65 1 1 38 1
14 51 1 1 21 0
15 67 0 1 26 0
16 43 0 1 25 0
17 76 0 1 25 0
18 60 1 0 31 0
19 62 0 1 19 0
20 72 0 0 23 0
21 69 1 0 24 1
22 46 0 0 21 0
23 46 0 0 20 0
24 53 0 0 - 0
25 57 0 1 28 0
26 52 0 0 27 0
27 64 0 0 33 0
28 60 0 1 18 0
29 83 0 1 24 0
30 52 0 1 24 0
31 75 0 1 25 0
32 45 1 1 20 0
33 49 0 0 31 0
34 63 0 0 20 0
35 72 1 1 26 0
36 33 1 0 24 0
37 55 1 1 34 0
38 65 1 1 23 0
39 49 0 0 29 0
40 66 1 0 23 0
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Tabelle 2.2: Patientinnencharakteristika in Bezug auf tumorspezifische Parameter

Patientin Tumorspezifische Parameter

Nr. T N M Grading
1 2 0 0 1
2 1lc 0 0 1
3 1b 0 0 2
4 1b 0 0 2
5 lc 1 0 1
6 lc 0 0 2
7 la 0 0 2
8 lc 0 0 2
9 lc 0 0 2
10 lc 0 0 2
11 la 0 0 3
12 1b 0 0 1
13 2 0 0 2
14 1b 0 0 2
15 lc 0 0 2
16 lc 0 0 2
17 2 0 0 2
18 1b 0 0 2
19 1b 0 0 2
20 2 0 0 2
21 2 0 0 1
22 lc 0 0 1
23 1b 0 0 2
24 1b 0 0 2
25 lc 1 0 1
26 1lc 0 0 2
27 la 0 0 2
28 lc 0 0 2
29 lc 0 0 2
30 lc 0 0 2
31 la 0 0 3
32 1b 0 0 1
33 2 0 0 2
34 1b 0 0 2
35 lc 0 0 2
36 lc 0 0 2
37 2 0 0 2
38 1b 0 0 2
39 1b 0 0 2
40 2 0 0 2
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Tabelle 2.3: Patientinnencharakteristika in Bezug auf Therapieschemata

Patientin Therapieschemata

Nr. Strahlentherapie Chemotherapie Antihormontherapie
1 60 0 1
2 40 0 1
3 66 0 1
4 66 0 0
5 60 1 0
6 60 0 1
7 60 0 0
8 66 1 0
9 66 0 0
10 60 0 0
11 60 0 0
12 60 0 0
13 60 0 0
14 60 1 0
15 60 0 1
16 60 0 1
17 60 1 0
18 60 0 0
19 60 0 1
20 60 1 0
21 60 0 1
22 40 0 1
23 66 0 1
24 66 0 0
25 60 1 0
26 60 0 1
27 60 0 0
28 66 1 0
29 66 0 0
30 60 0 0
31 60 0 0
32 60 0 0
33 60 0 0
34 60 1 0
35 60 0 1
36 60 0 1
37 60 1 0
38 60 0 0
39 60 0 1
40 60 1 0
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2.2 Material

Die verwendeten Materialien lassen sich sechs Kategorien zuordnen und werden aus Grin-
den der Ubersichtlichkeit mit Name, Hersteller und Katalognummer in den nachstehenden

Tabellen aufgefuhrt.

Tabelle 2.4: Reagenzien

Name Hersteller Katalognr.

Alkopharm 80 (Ethanol) Briiggemann Alcohol, Heilbronn, | 60880
Deutschland

BioFX TMB Super Sensitive | Surmodics, Inc., Eden Prairie, MN, | TMBS-

One Component HRP Microwell | USA 0100-01

Substrate

HRP-Protector CANDOR  Bioscience = GmbH, | 222 500
Wangen, Deutschland

Liquid Plate Sealer CANDOR  Bioscience =~ GmbH, | 160 500
Wangen, Deutschland

Natriumcarbonat, NasCOj3 Merck, Darmstadt, Deutschland 1063920500

Natriumhydrogencarbonat, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, | S6014

NaHCOs3 USA

Phosphate Buffered Saline (PBS) | Sigma Aldrich, St. Louis, MO, | D8537
USA

Schwefelsdure, HoSO4 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, | 339741
USA

StabilZyme SELECT® Stabilizer Diarect, Freiburg, Deutschland SZ03-1000

Standard (Rekombinantes Hsp70 | Im Labor hergestellt -

Protein)

Streptavidin-HRP Senova GmbH, Weimar, Deutsch- | Sonder-
land anfertigung

Tween 20 Detergent (Tween 20) Calbiochem, Merck, Darmstadt, | 655205

Deutschland
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Tabelle 2.5: Weitere Materialien

Name ‘ Hersteller Katalognr.

Cellstar Serological Pipette 5 ml Greiner bio-one, Kremsmiinster, | 606180
Osterreich

Cellstar Serological Pipette 10 ml | Greiner bio-one, Kremsmiinster, | 607180
Osterreich

Cellstar Serological Pipette 50 ml | Greiner bio-one, Kremsmiinster, | 768180
Osterreich

Cellstar Tubes 15 ml Greiner bio-one, Kremsmiinster, | 188271
Osterreich

Cellstar Tubes 25 ml Greiner bio-one, Kremsmiinster, | 760180
Osterreich

Cellstar Tubes 50 ml Greiner bio-one, Kremsmiinster, | 210270
Osterreich

Diamond D10 Tips 10 pl Gilson Inc., Middleton, WI, USA | F161631

Diamond D200 Tips 200 ul Gilson Inc., Middleton, WI, USA | F161931

Diamond D1000 Tips 1000 pl Gilson Inc., Middleton, WI, USA | F161671

Eppendorf Multipette ®plus

epT.I.P.S. Standard/Bulk 2-200 ul | Eppendorf AG, Hamburg, Deu- | Z640093
tschland

epT.I.P.S. Standard/Bulk 20-300 | Eppendorf AG, Hamburg, Deu- | Z640107

i tschland

Latex Powder-Free Examination | Ansell, Richmond, VIC, Australien | 553303

Gloves Microtouch Coated

Mehrkanalpipette Research plus 8- | Eppendorf AG, Hamburg, Deu- | 3125000052

Kanal 30-300 pl tschland

Nunc MaxiSorb®flat bottom 96 | Thermo Fisher Scientific, Walt- | 44-2404-21

well plate ham, MA, USA

Pipetman Classic P10 1-10 ul Gilson Inc., Middleton, WI, USA | F144802

Pipetman Classic P100 10-100 pl | Gilson Inc., Middleton, WI, USA | F123615

Pipetman Classic P200 20-200 pl | Gilson Inc., Middleton, WI, USA | F123601
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Name ‘ Hersteller ‘ Katalognr.
Pipetman Classic P1000 100-1000 | Gilson Inc., Middleton, WI, USA F123602
wl
Reagent Reservoir 50 ml VWR International LLC, Radnor, | 89108-006
PA, USA

SafeSeal Reaktionsgefdafie 1,5 ml Sarstedt AG, Niimbrecht, Deutsch- | 72.690.001
land

SealPlate Klebefolie Excel Scientific Inc., | 2369659
Victorville, CA, USA

StripettorTM Ultra Pipet Control- | Corning Inc., Corning, NY, USA 4099

ler

Tabelle 2.6: Antikérper
Antikorper ‘ Ursprung ‘ Isotyp ‘ Konjugat Hersteller Katalognr.
Capture- Ratte IgG1 - multimmune, | -

Antikorper Miinchen,
cmHsp70.2 Deutschland
Detection- Maus IgG1 Biotin multimmune, | -
Antikorper Miinchen,
cmHsp70.1 Deutschland
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Tabelle 2.7: Blutentnahme

Material Hersteller Katalognr.

Safety-Multifly®-Kaniile inkl. Multiadapter | Sarstedt, Niimbrecht, | 262275
Deutschland

S-Monovette® Clot Activator Sarstedt, Niimbrecht, | 011601
Deutschland

S-Monovette® EDTA Sarstedt, Niimbrecht, | 260545
Deutschland

Tabelle 2.8: Technische Gerate

Gerit ‘ Hersteller

Combi-Spin PCV-2400 (Tischzentrifuge/ | Grant Instruments (Cambridge) Ltd,

Vortex) Shepreth, Vereinigtes Konigreich

Eismaschine Ziegra, Isernhagen, Deutschland

Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C

Kiihlschrank +4°C

VICTORTM X4 2030 Multilabel Reader

Liebherr, Bulle, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Liebherr, Bulle, Schweiz

Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA

Tabelle 2.9: Verwendete Software

Software ‘ Einsatz

LaTex 2019 Texterstellung

Matlab R2020a Datenauswertung und Visualisierung
Microsoft Office 2021 Datenauswertung

Perkin Elmer 2030 Probenanalyse

SPSS Statistics 28.0 Statistische Datenauswertung
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2.3 Methoden

Die Durchfuhrung dieser Doktorarbeit 1sst eine Zweigliederung in einen klinisch-experimen-
tellen sowie einen statistischen Teil zu. Beide Teilbereiche werden in weitere Unterpunkte
aufgeteilt. Diese werden in chronologischer Reihenfolge angefihrt und sind in dem nachfol-
genden Prozessdiagramm 2.2 abgebildet.

s A
Genehmigung Ethikkomitee
Akquise der Studienteilnehmer*innen
L Blutentnahme zu den unterschiedlichen Zeitpunkten )
, : ,
Durchflihrung des compHsp70 ELISA
. J
s l N\
Ermittlung des Gesundheitszustandes
. l J
e ™

Auswertung der Rohdaten
Durchfiihrung der statistischen Tests

L Erstellung der Abbildungen )

Abbildung 2.2: Klinisch-experimentelle und statistische Teilbereiche in chronologischer Reihenfolge

2.3.1 Klinisch-experimentelle Versuchsmethode
Blutentnahme und Aufbewahrung

Die 40 Blutabnahmen der Mammakarzinompatientinnen in jeweils 7,5 ml fassende EDTA-
Roéhrchen wurden dankenswerterweise von Dr. med. Eva Sage leitliniengerecht durchgefiihrt
und flir die Versuchsdurchfiihrung zur Verfligung gestellt. Weitere 108 Blutproben zu jeweils
7,5 ml EDTA-R6hrchen von Gesundspender*innen wurden durch mich und weitere Labor-
mitarbeiter*innen der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Gabriele Multhoff abgenommen. Es wurden
anschlieBend sowohl Plasma- als auch Serumproben angefertigt. Um die Plasmaproben zu
erhalten, wurden die EDTA-Réhrchen bei 1500 g fir eine Dauer von 15 Minuten unter Raum-
temperatur zentrifugiert. Nachdem das Blut nach zirka 30 Minuten bei Raumtemperatur in
einem Serumseparatorréhrchen geronnen war, folgte eine weitere Zentrifugation bei 750 g fir
die Dauer von 10 Minuten. [9] Die Blutproben wurden in jeweils 150 ul SafeSeal Reaktionsge-
faBe aliquotiert und bei einer Temperatur von -80°C im Gefrierschrank aufbewahrt.

CompHsp70 ELISA

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay, kurz ELISA genannt, wurde 1971 unabhéangig
voneinander von den beiden Forschungsgruppen Peter Perlmann und Eva Engvall an der
Universitat von Stockholm in Schweden und der Forschungsgruppe von Anton Schuurs und
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Bake von Weemen in den Niederlanden entwickelt und hat seither eine bedeutende Rolle in
der medizinischen Diagnostik eingenommen [248]. Um die nachfolgende Weiterentwicklung
des herkémmlichen ELISAs verstehen zu kénnen, wird zuerst das immunologische Grund-
konzept dargelegt. Das Ziel ist es hierbei bereits minimale Mengen von Antigenen wie Pep-
tiden, Proteinen, Antikdrpern oder Hormonen in einer Flissigkeit wie etwa in Blutplasma
oder —serum nachzuweisen. Damit der Nachweis der biologischen Molekile gelingt, werden
sowohl enzymmarkierte Antigene, als auch Antikdrper verwendet. Zunéchst wird das Antigen
auf eine 96-Well-Mikrotiterplatten aufgetragen. Im nachsten Schritt bindet dieses Antigen an
einen spezifischen Antikdrper. Dieser Antikdrper wird anschlieBend durch einen weiteren
Antikérper mit Enzymkopplung nachgewiesen. Bewirkt durch das Enzym kommt es mithilfe
eines chromogenen Substrates zu einer makroskopisch sichtbaren Farbveranderung der Flis-
sigkeit und somit gelingt der Nachweis des Antigens. Durch den technischen Einsatz eines
ELISA-Plattenlesers kann die Héhe der Antigenkonzentration in den unterschiedlichen Wells
ermittelt werden. [249] Eine vereinfachte Erklarung des immunologischen Grundkonzeptes ist
in Abbildung 2.3 dargestellt.

A Detektionsantikorper

AA A Analyt
Y Y AY Y Y FangerantikGrper

Blockierungsprotein der Oberflache

Abbildung 2.3: Immunologisches Grundkonzept ELISA (modifiziert nach [250])

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, Gberexprimieren viele Tumorzellen das Hitzeschock-
protein 70 sowohl im Zytosol als auch auf ihrer Plasmamembran. Zusatzlich wird Hsp70 in
Form von kleinen extrazellularen Vesikeln von mHsp70-positiven Tumoren freigesetzt. Durch
die Konformitatsanderung von Hsp70 gelingt es den kommerziell erhaltlichen ELISA-Verfahren
lediglich das freie Hsp70, nicht jedoch das exosomale Hsp70 zu detektieren. [9] Die Detek-
tion erfolgt hierbei durch Antikérper, welche Hsp70 auf der Oberflache von praapoptotischen
Zellen erkennen, die mit Phosphatidylserin auf der &uf3eren Membran interagieren. Weitere
Detektionsmdglichkeiten ergeben sich, wenn eine Bindung zwischen Hsp70 und Rezeptoren
wie etwa dem Scavenger-, dem C-Typ-Lektin-Rezeptor [251] oder den Toll-like-Rezeptoren
2 und 4 bestehen [68] [252]. Der compHsp70 ELISA erméglicht es diese Forschungslicke
zu schlieBen und ist in der Lage Hsp70 sowohl in freier, als auch in exosomaler Form nach-
zuweisen [9]. Der Nachweis gelingt durch die Verwendung von zwei monoklonalen Antikdr-
pern, cmHsp70.1 und cmHsp70.2, welche an die C-terminale Substratbindungsdoméne von
Hsp70 binden [125] [253] [254]. Um zu beweisen, dass die beiden verwendeten Antikérper
cmHsp70.1 und cmHsp70.2 freies und exosomales Hsp70 erkennen und binden kénnen,
wurde ein Vergleich mit zwei kommerziell erhaltlichen Hsp70-Kontrollantikbrpern, ctriHsp70A
und ctrlHsp70B, durchgefihrt. Dabei wurden anhand von Western- und Dot-Blot-Analysen
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das Hsp70-Protein und anhand von Durchflusszytometrien vitale Membran-Hsp70-positive
Tumorzellen analysiert. Im Ergebnis zeigte sich, dass kommerzielle Hsp70-Antikdrper nicht
spezifisch Hsp70 (72 kDa) binden, sondern auch Hsc (73 kDa). CmHsp70.1 und cmHsp70.2
zeigten in beiden Analysen keine Kreuzreaktionen mit bovinen Serum Albuminen (BSA) oder
anderen Hitzeschockproteinen wie etwa Hsp27, Hsp60 oder Hsc70. [9]

Versuchsdurchfiihrung

Die Versuchsdurchfiihrung lasst sich in zwei Teilbereiche gliedern. Der erste Teil wurde jeweils
am Vortag des geplanten Versuchstages durchgefiihrt, der zweite Teil am Versuchstag selbst.
Die nachfolgenden Mengenangaben beziehen sich jeweils auf eine Versuchsdurchfiihrung.
Zur Gewahrleistung der Wiederholgenauigkeit (Prazision) wurden alle Proben mindestens
zwei Mal und je nach Verfugbarkeit auch drei Mal oder 6fter gemessen. Dabei versteht man
unter Wiederholgenauigkeit die Reproduzierbarkeit, auch Reliabilitat, von Ergebnissen. Diese
entspricht der Ubereinstimmung von gemessenen Werten in zwei oder mehreren aufeinan-
derfolgenden Versuchsdurchfiihrungen. [255]

Zuerst erfolgte die Vorbereitung der fir den Versuch benétigten Materialien. Dazu zahlte unter
anderem die Vorbereitung der Waschlésung, welche im Rahmen der Versuchsdurchfiihrung
mehrfach verwendet wurde. Um eine Konzentration von 0,05% Tween 20 (Calbiochem, Merck,
Darmstadt, Deutschland) in Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) zu erreichen, wurden 250 pl Tween 20 in 500 ml PBS aufgel6st und die fertige Wasch-
I6sung beiseitegestellt. Im nachsten Schritt wurde der Natriumcarbonat-Puffer hergestellt.
Dieser setzte sich aus den beiden Stammlésungen A und B zusammen. Zur Herstellung
der Lésung A wurden unter stetiger pH-Wertkontrolle 0,53 g Na,CO3 (Merck, Darmstadt,
Deutschland) in 50 ml H,O geldst, um einen pH-Wert von 11,4 zu erreichen. Zur Herstellung
der Lésung B wurden ebenfalls unter pH-Wertkontrolle 0,42 g NaHCO3; (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) in 50 ml H,O gel6st, um einen pH-Wert von 8,5 zu erreichen. Fiir den
Versuch wurden anschlieBend 3,223 ml der Lésung A und 7,777 ml der L6sung B vermengt,
um den 0,1 M Natriumcarbonat-Puffer mit einem pH-Wert von 9,6 zu erhalten. In den 11 ml
Natriumcarbonat-Puffer wurden 3,67 ul cmHsp70.2 (multimmune GmbH, Minchen, Deutsch-
land) in einer Arbeitskonzentration von 1 pug/ml geldst und damit erfolgte die Beschichtung
der 96-well MaxiSorp Nunc-Immuno Mikrotiterplatte (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Durch die Verwendung einer Mehrkanalpipette (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
wurden pro Vertiefung eine Menge von 100 ul aufgetragen. Die Mikrotiterplatte wurde mithilfe
einer Klebefolie (Excel Scientific Inc., Victorville, CA, USA) luftdicht abgeklebt und tGber Nacht
bei Raumtemperatur inkubiert.

Am Versuchstag wurden die bei -80 °C eingefrorenen Plasmaproben zunachst langsam auf Eis
aufgetaut. Die Klebefolie (Excel Scientific Inc., Victorville, CA, USA) wurde abgezogen und die
am Vortag aufgetragene L6ésung verworfen. Anschlie3end folgte der erste Waschvorgang. Mit-
hilfe der Mehrkanalpipette (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) wurde insgesamt drei Mal
jeweils 300 ul der Waschldsung (250 ul Tween 20 in 500 ml PBS) pro Vertiefung aufgetragen
und anschlieBend durch mehrmaliges Klopfen der Mikrotiterplatte (Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, USA) auf saubere Tlcher wieder entfernt. Um unspezifische Bindungen zu ver-
hindern, wurde die Mikrotiterplatte (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) mit jeweils
250 pl Liquid Plate Sealer (CANDOR Bioscience GmbH, Wangen i. Allgau, Deutschland) ge-
blockt und fur 30 Minuten inkubiert. W&hrend der Inkubationszeit wurden die fir den n&chsten
Schritt nétigen Vorbereitungen getroffen. Zunachst erfolgte die Verdiinnung der Plasmaproben
in StabilZyme Select Stabilizer (Diarect GmbH, Freiburg i. Breisgau, Deutschland) im Verhalt-
nis 1:5 sowie die vorsichtige Vermengung mittels mehrmaligem Pipettieren. AuBerdem wurde
die 8-Punkt-Standardreihe des Hsp70-Proteins (0 — 100 ng/ml) nach der unten abgebildeten
Tabelle 2.10 verdinnt. Um einen Standard mit einer Konzentration von 100 ng/ml zu erhalten
wurden 10 ul Protein mit 9990 ul Buffer vermengt und von Schritt zu Schritt mit jeweils 250 pl
weiter verdinnt.

Tabelle 2.10: Verdiinnung der Standardreihe
Reaktionsgefiaf3 | Benotigte (ng/ml) | Inhalt

Konzentration

1 100 | 10 pl Hsp70 (c = 50 pg/ml) +
9990 wl StabileZyme Select Stabilizer

50 | 250 pl StabileZyme Select Stabilizer

25 | 250 pl StabileZyme Select Stabilizer

12,5 | 250 pl StabileZyme Select Stabilizer

6,25 | 250 ul StabileZyme Select Stabilizer
3,125 | 250 pl StabileZyme Select Stabilizer
1,5625 | 250 pl StabileZyme Select Stabilizer

0 / Blank | 250 ul StabileZyme Select Stabilizer

CO g O Ui W N

Nach abgelaufener Inkubationszeit erfolgte der zweite Waschvorgang idem zum ersten Wasch-
vorgang jeweils drei Mal. Jeweils 100 | der verdiinnten Plasmaproben als auch die Standard-
reihe wurden auf die Mikrotiterplatte (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) aufge-
tragen und erneut fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend wurde
der dritte Waschvorgang durchgeflihrt. Daraufhin erfolgte das Auftragen von jeweils 100 ul
pro Vertiefung des cmHsp70.1 Antikérpers (multimmune GmbH, Minchen, Deutschland) in
einer Arbeitskonzentration von 200 ng/ml. Dafir wurden 1,26 ul cmHsp70.1 (multimmune
GmbH, Minchen, Deutschland) in 12 ml HRP-Protector (CANDOR Bioscience GmbH, Wan-
gen i. Allgau, Deutschland) verdinnt und fir eine Dauer von 30 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der vierte und damit letzte Waschvorgang
durchgeflhrt. AnschlieBend wurden die davor in 17,5 ml HRP-Protector (CANDOR Biosci-
ence GmbH, Wangen i. Allgau, Deutschland) geldsten 1 ul Streptavidin (Senova GmbH,
Weimar, Deutschland) in einer daraus resultierenden Arbeitskonzentration von 57 ng/ml auf
die Mikrotiterplatte (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) aufgetragen und fir eine
Dauer von 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Durchflhrung einer farbmetrischen
Analyse wurden pro Vertiefung 100 ul Substratreagenz (BioFX TMB Super Sensitive One
Component HRP Microwell Substrate, Surmodics, Inc., Eden Prairie, MN, USA) hinzugeflgt.
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Nach 15 Minuten wurde die Farbreaktion durch die Zugabe von 50 ul 2N H,SO4 unterbrochen.
Unmittelbar danach erfolgte die Messung der Lichtabsorption sowohl bei einer Wellenlange
von 450 nm, als auch bei 570 nm durch ein Mikrotiterplattenlesegerat (VICTORTM X4 2030
Multilabel Reader, Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA). Ein marktreifes compHsp70 ELISA Kit
wurde von der Firma DRG Instruments GmbH in Marburg, Deutschland entworfen [9].

Ermittlung des Gesundheitszustandes der Patientinnen

Wahrend die Analyse der klinisch-pathologischen Faktoren anhand der bereits vorliegenden
Informationen vorgenommen wurde, erfolgte zur Ermittlung des Gesundheitszustandes die
telefonische Kontaktaufnahme der Patientinnen 6 - 8 Jahre nach Ende der Radiochemo-
therapie. Abgefragt wurden die Befunde, welche im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen
seit der Brustkrebserkrankung erhoben wurden. Wie im Kapitel Prognose und Nachsorge
beschrieben umfassen die Nachsorgeuntersuchungen beim Mammakarzinom sowohl eine
Anamnese und klinische Untersuchung der Patientinnen als auch eine bildgebende Diagnostik
mittels Mammographie und/oder Sonographie der Brust Uber mindestens zehn Jahre [133].
Insofern alle durchgefiihrten Untersuchungen ohne pathologischen Befund blieben, wurden
die Patientinnen in die Kategorie kein Rezidiv eingeordnet. Im Falle eines Rezidives in die
Kategorie Rezidiv. Von den 40 Studienteilnehmerinnen konnte das Gesundheitszustand in 36
Fallen ermittelt werden. Eine Verwendung der Ergebnisse der restlichen 4 Studienteilnehmer-
innen hat nicht stattgefunden.

2.3.2 Statistische Auswertung

Nach Erfassung der Wellenlangen durch das Mikrotiterplattenlesegerat wurden diese mit Hilfe
von Excel voneinander subtrahiert und die Endwerte in einer Tabelle erfasst. Nach der Aufrei-
nigung des Hsp70-Proteins wurden die Werte anhand einer 8-Punkt-Standardkalibrierungs-
kurve (0 - 100 ng/ml) berechnet und anschlieBend mit dem Verdlnnungsfaktor (1:5) multi-
pliziert. Zur Durchfihrung der weiteren Berechnungen, welche anhand der generierten Roh-
werte angestellt wurden, wurden die Programme IBM SPSS 26 und Microsoft Excel (Version
16.43) verwendet. Die Erstellung der graphischen Abbildungen erfolgte mit dem Programm
Matlab 2020a. Der Kolmogorov-Smirnov-Test sowie der Shapiro-Wilk-Test zeigten, dass die
Hsp70-Konzentrationen in der Patient*innengruppe nicht normalverteilt waren (jeweils p <
0,001). Die Ergebnisse der Berechnungen kénnen Tabelle 2.11 entnommen werden. Anschlie-
Bend wurde beim Vergleich zweier unverbundender Gruppen der Mann-Whitney-U-Test und
beim Vergleich von mehr als zwei unverbundenen Gruppen eine einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) angewandt. Bei der Berechnung der Korrelation zwischen zwei metrischen Variablen
wurde die Spearman-Korrelation eingesetzt. Hilfestellungen zur Durchfiihrung der Berechnun-
gen erfolgten durch das Institut fir Medizinische Statistik und Epidemiologie der Technischen
Universitat Minchen. Schriftlich verfasst wurde die Arbeit mit dem Programm LaTeX 2021.
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Tabelle 2.11: Test auf Normalverteilung der Gesamtgruppe Gesundspender*innen und Mamma-
karzinom postoperativ

Gruppe n ‘ p-Wert ‘ Test

Gesundspender*innen, 148 < 0,001 | Kolmogorov-Smirnov
Mammakarzinom postoperativ
< 0,001 | Shapiro-Wilk
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3.1 Analyse des Studienverlaufs und Patient*innenkollektivs

Insgesamt nahmen 108 Gesundspender*innen und 40 Patientinnen mit unilateralem Mam-
makarzinom an der Studie teil. Die Geschlechterverteilung der 108 Gesundspender*innen
ist mit 57 Frauen und 51 Mannern als Vergleichsgruppe relativ ausgeglichen. In Bezug auf
das Alter ist der Mittelwert bei den Gesundspender*innen mit 43 Jahren niedriger als bei den
Mammakarzinompatientinnen mit 58 Jahren. In beiden Gruppen wurde jedoch eine grof3e
Spannweite gewahlt. Tabelle 3.1 zeigt die deskriptive Statistik von den Gesundspender*innen
und den Mammakarzinompatientinnen postoperativ.

Tabelle 3.1: Deskriptive Statistik Gesundspender*innen und Mammakarzinompatientinnen post-

operativ
Parameter Gesund- Mamma-
spender*innen karzinom

Anzahl [n] 108 40
Geschlecht [w/m] 57/51 40/0
Alter [Jahre] Mittelwert 43 58

Median 44 57

Spannweite 21-77 33 - 83
compHsp70 Mittelwert 35,1 663,3
ELISA [ng/ml] Median 16,4 263,0

Spannweite 1,0 - 158,1 1,0 - 2333,0

Standardfehler 4,0 121,6

Standardabweichung 41,6 759,3

Die Uber die Patientinnen vorliegenden Informationen wurden auf ihre Relevanz in Bezug auf
die Erkrankung und ihre Prognose Uberprift und anschlieBend in drei Gruppen eingeteilt. Als
Risikofaktoren flr die Entwicklung eines Mammakarzinoms wurden das Alter, ein eventueller
Alkohol- oder Nikotinkonsum, der BMI sowie das Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2
erfasst. In Bezug auf die Erkrankung selbst wurden Daten zur TNM-Klassifizierung und dem
Grading analysiert. In der Therapie unterschieden sich die Patientinnen insofern, dass einige
eine Chemo- und/oder Antihormontherapie erhielten, andere hingegen ausschlieB3lich eine
operative Versorgung sowie eine anschlieBende Bestrahlung. Hinsichtlich der Strahlenthe-
rapie kamen drei unterschiedliche Bestrahlungsschemata zur Anwendung. Bei zwei Patient-
innen wurde auf eine Strahlentherapie verzichtet.

41
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3.2 Bestimmung von exosomalem Hsp70 versus freiem Hsp70

3.2.1 Vergleich von Gesundspender*innen und Mammakarzinompatientinnen

Zunachst wurde mit Hilfe des compHsp70 ELISAs untersucht, ob sich die Hsp70-Konzentration
der Mammakarzinompatientinnen (n = 40), unmittelbar postoperativ, von der Hsp70-Konzen-
tration der Gesundspender*innen (n = 108) unterschied. Zur Ermittlung der Werte der Ge-
sundspender*innen erfolgte die Blutabnahme zu einem einzigen Zeitpunkt. Durch das fehlende
Vorliegen einer Erkrankung und der daraus resultierenden fehlenden Therapie bot eine Ver-
laufsbeobachtung keinen Mehrwert. Abbildung 3.1 zeigt die gemessenen Hsp70-Konzentra-
tionen fur beide Gruppen.
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Abbildung 3.1: Vergleich Gesundspender*innen und Mammakarzinom postoperativ. Die drei
Sterne Gber der Gruppe Mammakarzinom postoperativ markieren die Signifikanz.

Dabei zeigte sich ein Mittelwert der Hsp70-Konzentration der Mammakarzinompatientinnen
postoperativ von 663,3 ng/ml mit einem Standardfehler von 121,6 ng/ml. Der Mittelwert der
Gesundspender*innen befand sich bei 35,1 ng/ml bei einem Standardfehler von 4,0 ng/ml.
Der Median lag bei den Gesundspender*innen bei 16,4 ng/ml, wahrend er sich bei den Mam-
makarzinompatientinnen bei 254,3 ng/ml befand. Auch die Standardabweichung und damit
Streuung der Daten unterschied sich erheblich voneinander. Wahrend die niedrigen Hsp70-
Konzentrationen in ahnlichen Bereichen lagen, waren Unterschiede insbesondere in den Ma-
xima zu erkennen. Der Wertebereich der 40 Mammakarzinome postoperativ deutete auf eine
rechtsschiefe Verteilung hin. Der Kolmogorov-Smirnov-Test sowie der Shapiro-Wilk-Test zeig-
ten, dass die Hsp70-Konzentrationen in beiden Gruppen nicht normalverteilt waren (jeweils p
< 0,001). Die postoperativen Hsp70-Konzentrationen der Mammakarzinompatientinnen sind
signifikant héher als die Hsp70-Konzentrationen der Gesundspender*innen (p < 0,001; Mann-
Whitney-U-Test).



Ergebnisse 43

3.2.2 Analyse der Hsp70-Konzentrationen im Verlauf

Abbildung 3.2 zeigt die Hsp70-Konzentrationen im Verlauf. Die Verteilung der Daten zeigt
gleichermafen rechtsschiefe Verteilungen mit konstanten Minima, Mittelwerten, Medianen
und 75. Quartilen ohne signifikante Veranderungen. Lediglich die Whisker zeigen leichte
Schwankungen.
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Abbildung 3.2: Hsp70-Konzentrationen im Verlauf. Abnahmezeitpunkt 1: postoperativ, Abnahme-
zeitpunkt 2: nach 30 Gy Strahlentherapie, Abnahmezeitpunkt 3: nach Ende der
Strahlentherapie, Abnahmezeitpunkt 4: 6 Wochen nach Strahlentherapieende,
Abnahmezeitpunkt 5: 6 Monate nach Strahlentherapieende

Unterschiede ergeben sich jedoch bei Betrachtung der einzelnen Hsp70-Verlaufe der Patient-
innen. Unter anderem ergeben sich Differenzen in der Anzahl der Abnahmezeitpunkte. Wéh-
rend 23 Patientinnen zu allen sechs vorgesehenen Terminen erschienen sind, nahmen 16
Patientinnen lediglich die Termine bis zum zweiten Nachsorgetermin, welcher dem Abnahme-
zeitpunkt 5 entspricht, wahr. Patientin 8 schied bereits wahrend der Therapie aus. Um die
Vergleichbarkeit der Messdaten gewahrleisten zu kdnnen, wurden alle weiteren Korrelationen,
mit Bezug auf den Beobachtungszeitraum, lediglich bis zum flnften Abnahmezeitpunkt ana-
lysiert. Auffallend sind die deutlichen Unterschiede in der H6he der Hsp70-Konzentrationen.
Die Patientinnen 4, 8, 29 und 31 wurden als Hsp70-negative Tumore charakterisiert, da die
Hsp70-Konzentration nicht gemessen werden konnte. Zur Ermdglichung der graphischen Dar-
stellung wurde fir diese Patientinnen ein Wert von 1 ng/ml angenommen. Bei den restli-
chen 36 Patientinnen konnte die Hsp70-Konzentration gemessen werden. Der niedrigste Wert
lag bei 1,2 ng/ml und der héchste bei 3101,7 ng/ml. Ungeachtet der absoluten Héhe der
Hsp70-Konzentration zeigten sich bei den meisten Patientinnen keine groBen Veranderungen
{iber den Beobachtungszeitraum. Einen besonderen Verlauf zeigt Patientin 5. Uber alle f(inf
Abnahmezeitpunkte ist ein progredienter Anstieg der Hsp70-Konzentration trotz Therapie zu
erkennen. Zum Zeitpunkt 1 wies die Patientin einen Ausgangswert von 512,4 ng/ml auf, wel-
cher stetig anstieg und zum Zeitpunkt 5 bereits bei 3101,7 ng/ml lag. Ebenso unterschied sich
der Verlauf bei Patientin 22 von den anderen Patientinnen. Wéhrend die Hsp70-Konzentration
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zwischen dem Zeitraum des ersten und dritten Abnahmezeitpunkts relativ konstant blieb, kam
es in den beiden Nachbeobachtungszeitpunkten 4 und 5 ebenfalls zu einem progredienten
Anstieg der Hsp70-Konzentration. Es zeigte sich Gber die ersten drei Abnahmezeitpunkte ein
Wert zwischen 503,4 ng/ml bis 617,0 ng/ml, welcher sich zum Zeitpunkt 4 beinahe auf 1005,1
ng/ml verdoppelte und weiter auf 1584,0 ng/ml anstieg. Die einzelnen Verlaufe kénnen den
nachfolgenden Abbildungen 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 und 3.7 enthommen werden.
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Abbildung 3.3: Hsp70-Verladufe der Patientinnen 1 bis 8
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Abbildung 3.4: Hsp70-Verlaufe der Patientinnen 9 bis 16
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Abbildung 3.5: Hsp70-Verldufe der Patientinnen 17 bis 24
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Abbildung 3.6: Hsp70-Verlaufe der Patientinnen 25 bis 32
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Abbildung 3.7: Hsp70-Verlaufe der Patientinnen 33 bis 40
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3.2.3 Vergleich von R&D ELISA und compHsp70 ELISA

Die Hsp70-Konzentrationen wurden einerseits von Dr. med. Anna Rothammer mit dem her-
kémmlichen R&D ELISA [256] [257] und andererseits im Rahmen dieser Arbeit mit dem wei-
terentwickelten compHsp70 ELISA anhand von jeweils derselben Plasma- beziehungsweise
Serumproben gemessen. Ein Vergleich zwischen Plasma- und Serumproben zeigte keine
Unterschiede in den Messergebnissen. Wie anfangs beschrieben sind herkémmliche ELISA-
Verfahren, bedingt durch die Konformationsédnderung des Proteins, nicht in der Lage exosomal
vorliegendes Hsp70 zu messen, welches insbesondere von lebenden Tumorzellen freigesetzt
wird. Der compHsp70 ELISA hingegen detektiert sowohl freies als auch exosomales Hsp70.
[9] Tabelle 3.2 stellt die Hsp70-Konzentrationen der eingesetzten Verfahren im Vergleich dar.

Tabelle 3.2: Mittelwerte, Standardabweichungen und Signifikanzniveaus der Hsp70- Konzentratio-
nen im Verlauf. Vergleich von R&D ELISA [256] [257] und compHsp70 ELISA

Zeitpunkt | R&D ELISA (ng/ml) | compHsp70 ELISA (ng/ml) | p
Mittelwert Std. | Mittelwert Std.

1 2,4 1,0 | 663,3 769,3 | < 0,001

2 2,0 0,7 | 673,5 756,8 | < 0,001

3 2,0 0,5 | 665,7 751,2 | < 0,001

4 2,2 0,7 | 7348 7847 | < 0,001

5 2,3 1,0 | 804,4 894,5 | < 0,001

Die anhand des compHsp70 ELISAs gemessenen Proben ergaben demzufolge deutlich ho-
here Hsp70-Konzentrationen als die anhand des R&D ELISAs gemessenen. Wahrend die
Mittelwerte beim R&D ELISA zwischen 2,0 - 2,4 ng/ml lagen [256] [257], detektierte der
compHsp70 ELISA Konzentrationen zwischen 663,3 - 804,4 ng/ml. Die Werte unterscheiden
sich mit einem p-Wert von < 0,001 (Mann-Whitney-U-Test) Uber alle Abnahmezeitpunkte
signifikant voneinander.

3.3 Korrelationen

Um die unterschiedlich hohen Hsp70-Konzentrationen der Patientinnen erklaren zu kénnen,
wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen den Hsp70-Konzentrationen und den Risi-
kofaktoren fur die Entstehung eines Mammakarzinoms sowie den tumorspezifischen Faktoren
besteht.

3.3.1 Einfluss von Risikofaktoren des Mammakarzinoms auf die Hsp70-
Konzentration

Um zu Oberprifen, ob eine Korrelation zwischen den verschiedenen Risikofaktoren und der
Hsp70-Konzentration besteht, wurde der erste Blutabnahmezeitpunkt unmittelbar postoperativ
gewahlt. Da die nachfolgenden Parameter tUber den Zeitverlauf konstant blieben und sich
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die Verlaufe der Hsp70-Konzentration bei den Patientinnen im Zeitverlauf nicht signifikant
veranderten, war ein Vergleich zu allen finf beziehungsweise sechs Abnahmezeitpunkten
nicht sinnvoll. Tabelle 3.3 bildet die analysierten Risikofaktoren zur Entstehung eines Mam-
makarzinoms mit den jeweiligen Fallzahlen ab.

Tabelle 3.3: Risikofaktoren

Risikofaktoren n
Alter (Jahre) < 40 1
40 - 49 9
50 - 59 11
60 - 69 13
70 -79 5
> 80 1
Nikotinabusus Ja 14
Nein 26
Alkoholabusus Ja 23
Nein 17
BMI Untergewicht 2
Normalgewicht 23
Praadipositas 9
Adipositas Grad 1 4
Adipositas Grad 11 1
Unbekannt 1
Diabetes mellitus Typ 2 Ja 3
Nein 37

Alter

Das Alter der Studienteilnehmerinnen wies zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine Spann-
weite von 50 Jahren auf. Dabei war die jingste Patientin 33 Jahre, die alteste Patientin
hingegen 83 Jahre alt. Der Mittelwert der Patientinnen lag bei 58 Jahren, der Median bei 57
Jahren. Die genaue Altersstruktur der Patientinnen ist in Tabelle 3.3 dargestellt. Die Hsp70-
Konzentration korreliert nicht mit dem Alter (p = 0,092, Spearman-Korrelation). Abbildung 3.8
verdeutlicht die Unabhangigkeit zwischen Alter und Hsp70-Konzentration mit einem R? von
0,051.
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Abbildung 3.8: Korrelation zwischen Hsp70-Konzentration und Alter

Nikotin- und Alkoholabusus

Neben dem Risikofaktor stattgehabte Strahlenexposition der Brust zahlen auch ein hoher
Alkoholkonsum und Nikotinabusus zu den toxischen Risikofaktoren des Mammakarzinoms
[134]. Da eine stattgehabte Strahlenexposition der Brust als Ausschlusskriterium der Studie
definiert wurde, wurden nur die beiden verbleibenden toxischen Risikofaktoren untersucht.
Von den 40 Studienteilnehmerinnen konsumierten 23 regelmaBig Alkohol und 14 rauchten
oder haben in der Vergangenheit geraucht. Abbildung 3.9 zeigt die Hsp70-Konzentrationen
far die jeweiligen Gruppen Nikotin (links) und Alkohol (rechts).
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Abbildung 3.9: Korrelation zwischen Hsp70-Konzentration und Nikotinabusus (links) und
Alkoholabusus (rechts)

Bei Raucherinnen zeigten sich héhere Mittelwerte und Mediane der Hsp70-Konzentrationen
als bei Nichtraucherinnen. Ebenfalls ist eine Erhéhung des 75. Quartils und damit eine Ver-
schiebung des Wertebereichs zu héheren Hsp70-Konzentrationen sichtbar. Von einem Zu-
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sammenhang zwischen der Hsp70-Konzentration und dem Parameter Nikotinkonsum kann
bei einem p-Wert von 0,600 (Mann-Whitney-U-Test) nicht ausgegangen werden. Hinsicht-
lich des Konsums von Alkohol wurden umgekehrte Ergebnisse verzeichnet. Patientinnen,
die angaben keinen Alkohol zu konsumieren, zeigten etwas héhere Hsp70-Konzentrationen
als Patientinnen, die Alkohol konsumierten. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Parameter Alkoholabusus und der Hsp70-Konzentration (p = 0,175) konnte mittels Mann-
Whitney-U-Test nicht nachgewiesen werden.

Body Mass Index

Ein weiterer Risikofaktor fir die Entstehung eines Mammakarzinoms ist ein erhdhter Body
Mass Index (BMI), welcher aus der GroBe sowie dem Gewicht einer Person berechnet wird
[258]. Dabei gibt es sechs unterschiedliche Kategorien. Diese definieren sich wie folgt: ein BMI
< 18,5 entspricht der Kategorie Untergewicht, ein BMI von 18,5 — 24,9 der des Normalgewichts
und ein BMI von 25,0 — 29,9 der Kategorie Praadipositas. Ab einem BMI von 30,0 beginnen
die drei Grade der Adipositas. Zwischen einem BMI von 30,0 — 34,9 ist Adipositas Grad |
definiert, von 35,0 — 39,9 Adipositas Grad Il und ab einem BMI > 40 Adipositas Grad Ill. [259]
Die Aufteilung der Patientinnen in die unterschiedlichen BMI-Kategorien ist in Abbildung 3.10
dargestellt. Mit knapp 60% war der groBte Anteil der Patientinnen normalgewichtig, knapp
25% befanden sich in der Kategorie Praadipositas und knapp 15% litten unter Adipositas
Grad | und II.

[ IUntergewicht
10% [ 1 Normalgewicht
3% [ Praadipositas
5% 2304, o
[ Adipositas Grad |
I Adipositas Grad I

59%
Abbildung 3.10: Einteilung nach BMI

Eine Korrelation der Hsp70-Konzentration mit dem BMI nach Spearman ergab einen p-Wert
von 0,350. Damit lasst sich kein Zusammenhang zwischen den beiden genannten Parametern
folgern. Abbildung 3.11 verdeutlicht deren Unabhéngigkeit mit einem R? von 0,027.
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Abbildung 3.11: Korrelation zwischen Hsp70-Konzentration und BMI

Diabetes mellitus Typ 2

Die Uberpriifung des Zusammenhangs zwischen der Hsp70-Konzentration und dem Vor-
handensein eines Diabetes mellitus Typ 2 wurde mittels Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt.
Dieser war bei einem p-Wert von 0,076 nicht signifikant. Abbildung 3.12 zeigt einen Vergleich
der beiden Gruppen.
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Abbildung 3.12: Korrelation zwischen Hsp70-Konzentration und Diabetes mellitus Typ 2

Wahrend fur Patientinnen ohne Diabetes mellitus Typ 2 einen Mittelwert von 602,4 ng/ml
gemessen wurde, ergab sich bei Patientinnen mit einem Diabetes mellitus Typ 2 ein Mittel-
wert von 1413,6 ng/ml. Diese Betrachtung lasst die Beschreibung eines Trends zu. Auch der
Median der Gruppe mit Diabetes mellitus Typ 2 liegt oberhalb des 75. Quartils der Gruppe
ohne Diabetes mellitus. Aussagekraftig ist zudem die untere Grenze der Werteverteilung
der Diabetes mellitus Typ 2-Gruppe, die im Vergleich zu den Hsp70-Konzentrationsverlaufen
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der Vergleichsgruppe erst ab einem Hsp70-Wert von zirka 1150 ng/ml beginnt und deutlich
geringer streut. Die geringe Fallzahl der Diabetikerinnen (n = 3) ist fiir eine gesicherte Aussage
zu gering.

3.3.2 Einfluss von tumorspezifischen Parametern des Mammakarzinoms auf die
Hsp70-Konzentration
In Bezug auf die tumorspezifischen Parameter des Mammakarzinoms wurde das TNM-Stadium

sowie das Grading mit der Hsp70-Konzentration korreliert. Die jeweilige Patientinnenanzahl
der unterschiedlichen Kategorien kann Tabelle 3.4 entnommen werden.

Tabelle 3.4: Tumorspezifische Parameter

Tumorspezifische Faktoren n
T Tla 4
T1b 15
Tlc 15
T2 6
T3 0
T4 0
N NO 35
N1 5
M MO 40
M1 0
Grading G1 8
G2 29
G3 3
TNM-Stadium

Die Stadieneinteilung des Mammakarzinoms erfolgt wie bei den meisten Karzinomen durch
die TNM-Klassifikation. Das T steht dabei fur die GréBe des Primartumors und NM fir die
Ausbreitung des Tumors. N charakterisiert einen méglichen Lymphknotenbefall und M eine
mogliche Metastasierung. [162] Der kleinste Primartumor war 0,2 cm und der gréBte 2,2
cm grof3. Die Tumorausbreitung ist dabei entscheidend fliir die weitere Unterteilung der T-
Klassifikation. Alle Studienteilnehmerinnen konnten der Kategorien T1 oder T2 zugeordnet
werden. 4 Patientinnen wurden dem Stadium T1a zugeordnet, 15 Patientinnen dem Stadium
T1b und weitere 15 Patientinnen dem Stadium T1c. Die verbleibenden 6 Patientinnen be-
fanden sich im Stadium T2. Abbildung 3.13 gruppiert die Patientinnen anhand ihrer exakten
T-Klassifikation und gibt die jeweilige Hsp70-Konzentration an. Dabei fallt ein Unterschied zwi-
schen der Kategorie T1a und den weiteren Kategorien auf. Da die Anzahl der Patientinnen in
dieser Kategorie sehr klein war, lief3 sich keine Signifikanz ermitteln, dennoch ist eine Tendenz
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Abbildung 3.13: Korrelation zwischen Hsp70-Konzentration und T-Stadium

zu erkennen. Der Tukey-HSD-Test ergab einen p-Wert von 0,647. Die T-Stadien 1b und 1c
zeigen mit leichtem Unterschied des Medians sehr vergleichbare Hsp70-Konzentrationen. In
Stadium 2 reduziert sich die Streuung und obere Grenze der Hsp70-Werte. Ebenfalls ist ein
leichter Anstieg des Medians mit Annaherung an den Mittelwert zu erkennen. AnschlieBend
wurde untersucht, ob ein Unterschied in der Hohe der Hsp70-Konzentration bezlglich des N-
Stadiums vorlag. Bei 5 Patientinnen fanden sich Lymphknotenmetastasen, bei den restlichen
35 Patientinnen wurden hingegen keine diagnostiziert. Ein Vergleich der beiden Gruppen ist
in Abbildung 3.14 dargestellt.
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Abbildung 3.14: Korrelation zwischen Hsp70-Konzentration und N-Stadium

Beide N-Stadien zeigten mit einem p-Wert von 0,838 (Mann-Whitney-U-Test) keine signifi-
kanten Unterschiede, lediglich eine leichte Erh6hung des Medians und eine Reduktion der
oberen Hsp70-Konzentrationen in der Gruppe N1. Fernmetastasen, M, lagen bei keiner der
Patientinnen vor.
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Grading

Bei dem untersuchten Patientinnenkollektiv wurden 8 Tumoren als G1 eingestuft, 29 Tumoren
als G2 und 3 Tumoren als G3. In der Abbildung 3.15 kann ein Anstieg des Hsp70-Mittelwerts
mit zunehmender Malignitat beobachtet werden. Eine Signifikanz konnte mit einem p-Wert
von 0,237 (Tukey-HSD-Test) nicht gezeigt werden.
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Abbildung 3.15: Korrelation zwischen Hsp70-Konzentration und Grading

3.4 Untersuchung von Hsp70 als Biomarker zur Beurteilung von
Therapieansprechen und Rezidivwahrscheinlichkeit

Eine der Hauptzielsetzungen dieser Arbeit war es zu untersuchen, inwiefern sich exosomales
Hsp70 als Biomarker zur Beurteilung von Therapieansprechen und Rezidivwahrscheinlichkeit
beim Mammakarzinom eignet. Hierfir wurden die Hsp70-Konzentrationen der Mammakar-
zinompatientinnen Gber die Abnahmezeitpunkte 1 — 5 bestimmt. Zur weiteren Untersuchung
wurden die Studienteilnehmerinnen sechs bis acht Jahre nach dem letzten Abnahmezeitpunkt
telefonisch kontaktiert, um den gesundheitlichen Status zu erfragen. 36 der 40 Patientinnen
erklarten sich dazu bereit, Informationen bezlglich ihres Gesundheitszustandes bekanntzu-
geben und wurden somit in die Analyse eingeschlossen. Von den 36 Patientinnen blieben
33 ohne Rezidiv des Mammakarzinoms oder neuerliche Tumorerkrankung anderer Genese.
Eine Patientin erkrankte an einem kontralateralen Mammakarzinom, eine Patientin entwickelte
Fernmetastasen und eine Patientin erkrankte an einem Endometriumkarzinom. Tabelle 3.5
fasst den jeweiligen Gesundheitszustand der Patientinnen zusammen.
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Tabelle 3.5: Gesundheitszustand der Mammakarzinompatientinnen

Gesundheitszustand

Unbekannt 4
Rezidivirei 33
Rezidiv des Mammakarzinoms

Endometriumkarzinom 1

3.4.1 Vergleich der Hsp70-Konzentrationen mit dem Therapieansprechen

Zunachst erfolgte ein Vergleich der Hsp70-Konzentrationen der Patientinnen mit und ohne
Erhalt einer Therapie. Alle Patientinnen erhielten vor dem Zeitpunkt 1 eine operative brust-
erhaltende Therapie sowie, bis auf zwei Patientinnen, eine anschlieBende Strahlentherapie.
Im weiteren Verlauf erhielten die Patientinnen eine Chemo- und/oder Antihormontherapie.
Da nicht alle Patientinnen zum dritten Nachsorgetermin, welcher dem sechsten Abnahme-
zeitpunkt entsprach, erschienen sind, wurden zur Vermeidung von Verfalschungen der Daten
nur die ersten finf Abnahmezeitpunkt berlcksichtigt. Eine Normalverteilung der Daten lag
nicht vor (Shapiro-Wilk und Kolmogorov-Schmirnoff-Test: p < 0,001). Die jeweilige Anzahl der
Patientinnen mit bekanntem Outcome in den einzelnen Therapieschemata sind Tabelle 3.6 zu
entnehmen. AuBerdem wurden die beiden Patientinnen, welche im Verlauf an einem Rezidiv
erkrankten beziehungsweise Fernmetastasen entwickelten sowie die Patientin, welche an
einem Endometriumkarzinom erkrankte getrennt von den rezidivfreien Patientinnen beurteilt.

Tabelle 3.6: Therapieschemata

Therapieschemata ‘ n
Strahlentherapie Keine 2
40 Gray 3
60 Gray 25
66 Gray 6
Chemotherapie Ja 8
Nein 28
Antihormontherapie Ja 12
Nein 24

Strahlentherapie

In Bezug auf die Strahlentherapie wurden vier Gruppen differenziert. Zwei Patientinnen erhiel-
ten keine postoperative Strahlentherapie. Die restlichen Patientinnen erhielten eine Strahlen-
therapie, wobei sich die Gesamtdosis, gemessen in Gray (kurz Gy), unterschied. 3 Patient-
innen wurden mit einer Intensitat von 40 Gy bestrahlt, 25 Patientinnen mit 60 Gy und die
restlichen 6 Patientinnen mit 66 Gy. In Abbildung 3.16 sind die Hsp70-Konzentrationen zu den
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funf Abnahmezeitpunkten flr die rezidivfreien Bestrahlungsgruppen dargestellt. Die schwarze
Linie spiegelt den Hsp70-Verlauf der beiden rezidivireien Patientinnen ohne Strahlentherapie
wider. Zunachst kommt es zu einem leichten Abfall der Hsp70-Konzentration, wahrend sich
in den Nachsorgeuntersuchungen zum Abnahmezeitpunkt 4 und 5 ein erneuter Anstieg der
Hsp70-Konzentration andeutet.
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Abbildung 3.16: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hsp70-Konzentrationen der rezidiv-
freien Patientinnen mit und ohne Erhalt einer Strahlentherapie (modifiziert nach

[10])

Die Hsp70-Konzentration der rezidivireien Patientinnen mit Erhalt einer Strahlentherapie (n =
31) in der Intensitat 40 Gy, 60 Gy und 66 Gy blieb Gber den gesamten Verlauf wahrend der
Therapie und im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen konstant. Dabei war die Hsp70-
Konzentration der Patientinnen mit Therapie zu jedem Zeitpunkt niedriger als die Hsp70-
Konzentration der Patientinnen ohne Therapie. Ein signifikanter Unterschied in der Héhe der
Hsp70-Konzentration zwischen den Patientinnen mit und ohne Erhalt einer Strahlentherapie
zeigte sich zu keinem Zeitpunkt (1: p=0,910, 2: p=0,907, 3: p=0,763, 4: p=1,000; 5: p=1,000,
Mann-Whitney-U-Test). Die jeweiligen Mittelwerte, Standardabweichungen und Signifikanzni-
veaus kdnnen Tabelle A.1 im Anhang entnommen werden. Die beiden Patientinnen mit Re-
zidiv, Patientin 5 mit kontralateralem Mammakarzinom sowie Patientin 7 mit der Entwicklung
von Fernmetastasen, erhielten eine Strahlentherapie mit einer Gesamtdosis von 60 Gy. In
Abbildung 3.17 werden die Verlaufe der beiden Patientinnen mit dem Verlauf der rezidivireien
Patientinnen mit Erhalt einer Strahlentherapie dargestellt. Patientin 7 weist deutlich niedrigere
und relativ konstante Hsp70-Konzentrationen auf. Die Hsp70-Konzentrationen der Patientin 5
steigen trotz dem Erhalt einer Strahlentherapie an.
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Abbildung 3.17: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hsp70-Konzentrationen der Rezidiv-
patientinnen sowie der rezidivfreien Patientinnen mit Erhalt einer Strahlentherapie

Chemotherapie

Unter den rezidivfreien Patientinnen erhielten 7 eine Chemotherapie, wahrend bei 26 Patient-
innen darauf verzichtet wurde. Tabelle A.2 im Anhang zeigt, dass zu keinem Abnahmezeitpunkt
ein signifikanter Unterschied zwischen den rezidivfreien Patientinnen mit und ohne Chemo-
therapie nachgewiesen werden konnte (1: p=0,134, 2: p=0,100, 3: p=0,123, 4: p=0,409, 5:
p=0,828, Mann-Whitney-U-Test). Wahrend der Hsp70-Verlauf der Patientinnen ohne Chemo-
therapie konstant auf einem Niveau verlauft, ist ein leichter Anstieg der Hsp70-Konzentration
der Patientinnen mit Chemotherapie nach dem Therapieende zum Abnahmezeitpunkt 4 und
5 angedeutet. Erneut zeigte sich, wie auch bei der Strahlentherapie, eine Uber den gesam-
ten Beobachtungszeitraum vorliegende niedrigere Hsp70-Konzentration der Patientinnen mit
Erhalt einer Chemotherapie. Die beiden Gruppen sind in Abbildung 3.18 visualisiert.
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Abbildung 3.18: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hsp70-Konzentrationen der rezidiv-
freien Patientinnen mit und ohne Erhalt einer Chemotherapie (modifiziert [10])
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Unter den beiden Rezidivpatientinnen erhielt Patientin 5 eine Chemotherapie, Patientin 7
hingegen nicht. Die Hsp70-Konzentrationen der Patientin 5, welche im Verlauf ein kontralate-
rales Mammakarzinom entwickelte, wurden in Abbildung 3.19 den Hsp70-Konzentrationen der
rezidivfreien Patientinnen mit Erhalt einer Chemotherapie gegentbergestellt. Wie in Abbildung
3.18 beschrieben, weisen die rezidivfreien Patientinnen einen konstanten Hsp70-Verlauf auf.
Bei der Patientin kommt es bereits wahrend dem Erhalt der Chemotherapie zu einer progre-
dienten Zunahme der Hsp70-Konzentration, die zu den Abnahmezeitpunkten 3 - 5 bereits
héher liegt als die Standardabweichungen der rezidivfreien Vergleichsgruppe. Da in dieser
Abbildung eine einzelne Patientin mit einer Gruppe verglichen wird, ist eine Signifikanzprifung
nicht moéglich.
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Abbildung 3.19: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hsp70-Konzentrationen der Rezidiv-
patientin 5 sowie der rezidivfreien Patientinnen mit Erhalt einer Chemotherapie

Antihormontherapie

Um zu Uberprifen, ob ein Zusammenhang zwischen der Hsp70-Konzentration und dem Erhalt
einer Antihormontherapie besteht, wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt. Abbildung
3.20 stellt die Hsp70-Konzentrationen der Patientinnen mit und ohne Antihormontherapie ge-
gentber. Von den 33 rezidivireien Patientinnen erhielten 12 eine Antihormontherapie. Anhand
des Verlaufs ist ersichtlich, dass sich die Hsp70-Konzentrationen der beiden Gruppen mit
beziehungsweise ohne Antihormontherapie liber den Abnahmezeitpunkt 1 bis 3 kaum unter-
scheiden. Die graue Linie, welche die Hsp70-Konzentrationen der rezidivfreien Patientinnen
mit Erhalt einer Antihormontherapie abbildet, liegt Uber diesen Beobachtungszeitraum knapp
Uber der schwarzen Linie. Ein leichter Trend zeigt sich dagegen in den beiden Nachsorgeun-
tersuchungen zu den Abnahmezeitpunkten 4 und 5.
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Abbildung 3.20: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hsp70-Konzentrationen der rezidiv-
freien Patientinnen mit und ohne Erhalt einer Antihormontherapie modifiziert
nach [10])

In diesem Zeitraum findet ein Abfall der Hsp70-Konzentration in der Gruppe der Patient-
innen, welche eine Antihormontherapie erhalten, statt. Dagegen kann in der Gruppe ohne
Antihormontherapie ein Anstieg der Hsp70-Werte beobachtet werden. Die genauen Hsp70-
Konzentrationen inklusive Mittelwert, Standardabweichung und Signifikanzniveau kénnen der
Tabelle A.3 entnommen werden. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
zeigte sich zu keinem Abnahmezeitpunkt (1: p=0,512, 2: p=0,450, 3: p=0,488, 4: p=0,730, 5:
p=0,860, Mann-Whitney-U-Test). Die beiden Rezidivpatientinnen erhielten keine Antihormon-
therapie.

3.4.2 Vergleich der Hsp70-Konzentrationen mit der Rezidivwahrscheinlichkeit

Die Hsp70-Konzentrationen der Studienteilnehmerinnen, bei welchen sich das Krankheitsbild
verschlechterte, wurden mit den Hsp70-Konzentrationen der 33 rezidivireien Patientinnen
verglichen. Bei Patientin 5 wurde im Verlauf ein Rezidiv der kontralateralen Brust diagnosti-
ziert. Patientin 7 entwickelte Fernmetastasen. Beide Verlaufe unterscheiden sich deutlich von
der rezidivfreien Vergleichsgruppe. Die Hsp70-Konzentrationen der Patientin 7 sind Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum niedriger als die der Vergleichsgruppe und liegen auf3erhalb
des 95%-Konfidenzintervalls der Vergleichsgruppe. Abbildung 3.21 zeigt einen Vergleich der
beiden Verlaufe Uber die fiinf Abnahmezeitpunkte.
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Abbildung 3.21: Vergleich der Hsp70-Konzentration der Patientin 7 mit Fernmetastasen zur
rezidivfreien Vergleichsgruppe

Insbesondere auffallend ist jedoch der Verlauf der Patientin, welche an einem kontralateralen
Mammakarzinom erkrankte. Ein Vergleich zur rezidivireien Vergleichsgruppe kann Abbildung
3.22 entnommen werden. Wéhrend es bei allen anderen Patientinnen mit bekanntem Gesund-
heitszustand zu keinen relevanten Verédnderungen der Hsp70-Konzentration Uber die unter-
schiedlichen Zeitpunkte kommt, zeigt sich bei dieser Patientin eine konstante Steigerung Gber
den gesamten Beobachtungszeitraum. Die anfangliche Hsp70-Konzentration lag bei 512,4
ng/ml und erhdhte sich trotz laufender Therapie auf 759,3 ng/ml und am Ende der Strahlen-
und Chemotherapie auf 1092,7 ng/ml. Im Rahmen der Nachsorgeuntersuchung wurde sechs
Wochen nach Strahlentherapieende, zum Abnahmezeitpunkt 4, eine Hsp70-Konzentration
von 1816,7 ng/ml festgestellt. Sechs Monate spater, zum Abnahmezeitpunkt 5, stieg diese
auf 3101,7 ng/ml an, was dem héchsten Wert der Studie entspricht.
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Abbildung 3.22: Vergleich der Hsp70-Konzentration der Patientin 5 mit kontralateralem
Mammakarzinom zur rezidivfreien Vergleichsgruppe (modifiziert nach [10])
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Wahrend sich der zweite Hsp70-Wert der Patientin 5 durch seinen Anstieg von der Vergleichs-
gruppe unterscheidet, liegt dieser im Bereich des 95%-Konfidenzintervalls dieser. Bereits zum
Abnahmezeitpunkt 3, welcher dem Ende der Radiochemotherapie entspricht, liegt der Wert
bereits auBBerhalb des 95%-Konfidenzintervalls der rezidivifreien Vergleichsgruppe. Im Rah-
men der Nachsorgeuntersuchungen sechs Wochen sowie sechs Monaten nach Abschluss
der Radiochemotherapie steigt die Hsp70-Konzentration dieser Patientin konstant an.



4 Diskussion

Die vorliegende Doktorarbeit befasst sich mit der Bestimmung von exosomalem Hsp70 im

Blut von Patientinnen mit nicht metastasiertem Mammakarzinom im Therapieverlauf. Dabei

verfolgt diese Arbeit drei groBBe Ziele. Zunachst wurde untersucht inwiefern sich die Hsp70-

Konzentrationen in der Messung mit dem R&D ELISA im Vergleich zum compHsp70 ELISA

unterscheiden. Im zweiten Schritt wurden die Hsp70-Konzentrationen mit klinisch-pathologisch-
en Parametern korreliert. Das Hauptaugenmerk war die Untersuchung der Eignung von exo-

somalem Hsp70 als méglicher Biomarker zur Beurteilung von Therapieansprechen und Rezi-

divwahrscheinlichkeit beim Mammakarzinom.

4.1 Studienverlauf und Limitationen

Far die Studie wurden das weibliche Geschlecht sowie das Vorliegen eines unilateralen Mam-
makarzinoms als Einschluss- und das Vorhandensein eines Zweitkarzinoms oder Fernmeta-
stasen inklusive der dann leitliniengerechten Therapie als Ausschlusskriterien definiert. Die
Studie umfasst neben den 108 Gesundspender*innen 40 Mammakarzinompatientinnen. Bei
diesen erfolgte die Blutenthahme jeweils dreimal wahrend des Therapieverlaufs sowie auch
im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen. Wahrend das Mammakarzinom bei M&nnern
sehr selten auftritt [260], ist es bei Frauen sowohl in Bezug auf die Inzidenz als auch auf
die Mortalitat das haufigste Karzinom und die h&ufigste Krebstodesursache [11] [261]. Die
Beriicksichtigung von ausschlieBlich weiblichen Probandinnen in der Studie l&sst sich damit
rechtfertigen. Die Anzahl von 40 Mammakarzinompatientinnen mit Einteilung in Untergrup-
pen fuhrte je nach Merkmal zu unterschiedlich groBBen Stichprobenumfangen. Bei kleineren
Umféngen ermdglichte dies die Beurteilung eines Trends, erschwerte aber Aussagen zur
Signifikanz. Anhand der erhobenen Daten zeigten sich erste Hinweise, welche anhand von
gréBeren Stichproben gemessen und auf ihre Signifikanz geprift werden missen. Neben ei-
ner gréBeren Stichprobe wéaren auBerdem Mammakarzinompatientinnen in fortgeschrittenen
Tumorstadien von besonderem Interesse. Diese entwickeln im Verlauf hdufiger Metastasen
beziehungsweise Rezidive und kénnten eine genauere Aussage zur Eignung von exosomalem
Hsp70 als Biomarker zur Beurteilung von Therapieansprechen und Rezidivwahrscheinlichkeit
zulassen. Ein wesentlicher Nachteil bestand darin, dass keine Blutentnahme praoperativ statt-
gefunden hat. Ein Vergleich der Hsp70-Konzentrationen pra- und postoperativ ist somit nicht
maoglich. Bestlinde ein préoperativer Ausgangswert, kénnten die tumorspezfisichen Parameter
aussagekraftiger beurteilt werden. Eine weitere Limitation stellte der Beobachtungszeitraum
dar, da die Blutentnahmen nur bis ein Jahr nach dem Ende der Strahlentherapie durchgefiihrt
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wurden. Die Eignung von exosomalem Hsp70 als tumorspezifischer Biomarker kdnnte durch
einen langeren Beobachtungszeitraum zuverlassiger nachgewiesen werden. Da die Kontakt-
aufnahme der Probandinnen telefonisch erfolgte, konnte der Gesundheitszustand lediglich
durch eine mindlichen Stellungnahme der Patientinnen erfragt werden. Zudem fanden die
Nachsorgeuntersuchungen der Patientinnen bei unterschiedlichen Arztinnen und Arzten in
unterschiedlichen Zeitintervallen statt. In einer optimalen Studie wiirde die Nachsorge aller
Patientinnen in einem spezialisierten Zentrum stattfinden und zur Ermittlung eines Rezidivs
die jeweilig arztlich dokumentierten Ergebnisse der Nachsorgeuntersuchungen herangezogen
werden.

4.2 Beurteilung der pradiktiven Aussage von exosomalem und
freiem Hsp70

Das Hitzeschockprotein 70 lasst sich sowohl im Intrazelluldrraum, in der Plasmamembran
von diversen Tumorentitdten und im Extrazelluldarraum nachweisen. Je nach Lokalisation be-
einflusst es die Resistenz von Tumorzellen, kann jedoch ebenso als Stimulator des ange-
borenen sowie des adaptiven Immunsystems wirken. [107] Die Konzentration von zirkulie-
rendem Hsp70, welches im Plasma und Serum von Tumorpatient*innen gemessen werden
kann, kdnnte daher als tumorspezifischer Biomarker bei der Bestimmung der lebenden Tu-
mormasse von hoher klinischer Relevanz sein. Das extrazellulér vorliegende Hsp70 kann
einerseits als freies Hsp70 und andererseits gebunden an Lipidvesikel wie etwa Exosomen
[8] oder in Form von lysosomalen Endosomen vorliegen [64]. Dabei stellt freies Hsp70 nur
einen geringen Prozentanteil des gesamten extrazelluldren Hsp70 dar und wird hauptsachlich
von sterbenden Tumorzellen sezerniert [262]. Exosomales Hsp70 wird hingegen aktiv von
lebenden Tumorzellen freigesetzt, die Hsp70 auf ihrer Plasmamembran exprimieren und me-
tabolisch aktiv sind [8] [5]. Wahrend die meisten kommerziell erhaltlichen ELISA-Verfahren
nur das freie Hsp70 detektieren, ist der compHsp70 ELISA in der Lage sowohl freies als
auch exosomales Hsp70 zu bestimmen und kénnte daher Rlckschllisse auf die lebende
Tumormasse zulassen [9]. Um eine Aussage bezlglich der Pradiktion des neuen compHsp70
ELISA im Vergleich zum herkémmlichen R&D ELISA treffen zu kénnen, erfolgte die Messung
der gleichen Blutproben einerseits durch Dr. med. Anna Rothammer mit dem R&D ELISA [256]
[257] und andererseits im Rahmen dieser Arbeit mit dem compHsp70 ELISA. Im Vergleich
der jeweiligen Mittelwerte Uber die fliinf Abnahmezeitpunkte lag der niedrigste Wert beim
R&D ELISA bei 2,0 ng/ml und der héchste bei 2,4 ng/ml [256] [257]. Der compHsp70 ELISA
detektierte hingegen deutlich héhere Werte. Der niedrigste Mittelwert lag bei 663,3 ng/ml
und der héchste bei 804,4 ng/ml. Die Ergebnisse scheinen darauf hinzuweisen, dass die
signifikanten Unterschiede in der Hsp70-Konzentration der Mammakarzinompatientinnen am
ehesten auf die Fahigkeit des neuen compHsp70 ELISA zurlckzufihren sind, sowohl freies
als auch exosomales Hsp70 bestimmen zu kénnen. Diese Messeigenschaft wird durch die
beiden monoklonalen Antikérper cmHsp70.1 und cmHsp70.2 ermdglicht. Diese kdnnen in
unbegrenzter Menge hergestellt werden und weisen eine hohe reproduzierbare Sensitivitat
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und Spezifitdt auf. Der compHsp70 ELISA kénnte daher genauere Ruickschlisse auf die
tatsachlich zirkulierende Hsp70-Konzentration zulassen [9]. DarlUber hinaus kénnte die signi-
fikant erhéhte Hsp70-Konzentration der Mammakarzinompatientinnen postoperativ im Ver-
gleich zu den Gesundspender*innen durch den Nachweis von exosomalem Hsp70 begriindet
werden. Wéahrend das Normalgewebe einen Hsp70-Membran-negativen Phanotyp aufweist
[110] [55] [19], zeigten rund 60% von etwa 1000 Tumoren unterschiedlicher Entitaten einen
positiven Phanotyp [109]. Beispiele fiir erhéhte Hsp70-Konzentrationen beim Vorliegen einer
Tumorerkrankung wurden nicht nur bei Tumoren der weiblichen und mannlichen Geschlechts-
organe nachgewiesen [71] [72] [73], sondern auch bei Tumoren des Gastrointestinaltrakts,
wie dem kolorektalen Karzinom [263] und dem Leberzellkarzinom [264]. Weitere Beispiele
sind hamatoonkologische Krankheitsbilder wie die akute myeloische Leuk&dmie [265]. Aktuell
ist noch ungeklart in welchem Zeitraum nach operativer Entfernung des Mammakarzinoms
die im Blut messbare Hsp70-Konzentration abféallt. Aufgrund der fehlenden praoperativen
Bestimmung der Hsp70-Konzentration kann kein Vergleich von pra- und postoperativen Wer-
ten angestellt werden. Da die erste Blutabnahme der Probandinnen unmittelbar postoperativ
erfolgte kdnnten die erhdéhten Hsp70-Konzentrationen zum ersten Abnahmezeitpunkt aber
auch im Zusammenhang mit der Inflammation der brusterhaltenden Operation stehen. In
einer Studie von Kimura et al. [266] zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der
Plasmakonzentration von Hsp70 und der Rate an postoperativer Infektion und Organdys-
funktion nach Leberresektion [266]. Aufgrund der anhaltend hohen Hsp70-Konzentrationen
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum erscheint diese Hypothese allerdings nicht zu-
treffend. Weitere Ursachen flr anhaltend hohe Hsp70-Werte zeigten sich unter anderem
bei Patient*innen mit Nieren- und peripheren GefaBerkrankungen sowie bei Personen mit
grenzwertigem Bluthochdruck [267] [268]. Weiterhin kdnnen chronische Infektionen wie etwa
eine chronische Hepatitis oder Leberzirrhose [7] oder eine Erkrankung mit Diabetes mellitus
Typ 1 mit erhéhten Hsp70-Plasmakonzentrationen einhergehen [269].

4.3 Korrelation der klinisch-pathologischen Parameter mit der
Hsp70-Konzentration

Zur Beantwortung der zweiten Forschungsfrage, ob ein Zusammenhang zwischen Klinisch-
pathologischen Parametern und der exosomalen Hsp70-Konzentration besteht, wurden die
zwei Untergruppen Risikofaktoren und tumorspezifische Parameter gebildet.

Unter den bekannten Risikofaktoren fir die Entstehung eines Mammakarzinoms spielt das
Alter eine entscheidende Rolle, da die Inzidenz mit dem Alter ansteigt [133]. Das durch-
schnittliche Erkrankungsalter liegt in Westeuropa bei 63 Jahren [270]. Somit ist der Alters-
durchschnitt der Patientinnen dieser Studie mit 58 Jahren etwas niedriger. In Einklang mit
den Daten von Breuninger et al. [271] und Werner et al. [9] zeigte sich keine Korrelation
der Hsp70-Konzentration mit dem Alter der Patientinnen. Der Vergleich der Patientinnen mit
und ohne Diabetes mellitus Typ 2 zeigte einen nicht signifikanten Unterschied in der Hsp70-
Konzentration. Bei Patientinnen, welche an einem Diabetes mellitus Typ 2 erkrankt waren,
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wurden hdhere Hsp70-Werte gemessen. Aufgrund der niedrigen Fallzahl der erkrankten Patient-
innen (n = 3) sowie der groBen Standardabweichungen zeigte sich keine Signifikanz. Dieser
Trend wurde jedoch bereits in friheren Studien beobachtet, welche eine erhéhte Hsp70-
Konzentration im Serum von Patient*innen mit Diabetes mellitus Typ 2 beschreiben [272]
[273]. Neue Erkenntnisse geben erste Hinweise darauf, dass Hsp70 eine entscheidende
Rolle in der Pathophysiologie der -Zell-Dysfunktion, der Insulinresistenz und verschiede-
ner diabetischer Komplikationen einnimmt [274]. Auch in Bezug auf Diabetes mellitus erfillt
Hsp70 je nach Lokalisation unterschiedliche Funktionen. Intrazellular wirkt Hsp70 schiitzend,
antiapoptotisch sowie entzindungshemmend und geht mit einer normalen Insulinsensitivitat
einher. Das extrazelluldre Hsp70 steht im Zusammenhang mit proinflammatorischen Reaktio-
nen, einer Verminderung der Expression des intrazellularen Hsp70 sowie mit einer vermin-
derten Insulinsensitivitat. [275] Weitere groBer angelegte Studien zur Untersuchung dieser
Prozesse im Zusammenhang mit dem compHsp70 ELISA scheinen daher interessant zu
sein. Obwohl Adipositas einer der entscheidenden Risikofaktoren fir die Entwicklung eines
Diabetes mellitus Typ 2 darstellt [276], zeigte sich kein Zusammenhang zwischen den un-
terschiedlichen BMI-Klassen und der Hsp70-Konzentration. Die Daten stimmen mit der Stu-
die von Rodrigues-Krause et al. [273] Uberein, aus welcher kein signifikanter Unterschied
der Hsp70-Konzentration zwischen adipdsen und nicht-adipdsen Patient*innen mit Diabetes
mellitus Typ 2 hervorgeht. Um die Relevanz toxischer Risikofaktoren hinsichtlich der Entste-
hung eines Mammakarzinoms zu Uberprifen, wurden die Patientinnen nach ihrem Konsum
von Alkohol und/oder Nikotin befragt. Hierbei zeichneten sich leicht erhéhte Hsp70-Werte in
der Gruppe der Raucherinnen und ehemaligen Raucherinnen im Vergleich zu den Nichtrau-
cherinnen ab. Nikotinabusus spielt eine entscheidende Rolle in der Entstehung unterschied-
licher Erkrankungen. Im Gegensatz dazu leisten Antioxidantien einen erheblichen Beitrag
in der Pravention von Nikotin-assoziierten Krankheiten. Eine chronische Exposition gegen-
Uber Zigarettenrauch fuhrt zu einer Hochregulierung von Hsp70. [277] Die Patientinnen, die
angaben, keinen Alkohol zu konsumieren hatten hingegen etwas niedrigere Werte als ihre
Vergleichsgruppe. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war statistisch nicht signifikant.
Zusammenfassend zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen den postoperati-
ven Hsp70-Konzentrationen und den untersuchten Risikofaktoren.

Um eine mdgliche Korrelation zwischen tumorspezifischen Parametern und der Hsp70-Konzen-
tration zu Uberprifen, wurde die gemessene Hsp70-Konzentration jeweils mit dem TNM-
Stadium sowie dem Grading in Verbindung gesetzt. Die Analyse dieser Faktoren ist aufgrund
der Tatsache, dass die Hsp70-Konzentrationen postoperativ gemessen wurden, nur einge-
schrankt méglich. Unter der Hypothese, dass die erhéhten Hsp70-Werte auch postoperativ auf
das Mammakarzinom zurtckzufuhren sind, zeigten sich folgende Beobachtungen. In Bezug
auf das T-Stadium zeigte sich ein niedrigerer Mittelwert im Stadium T1a als in den Stadien
T1b, T1c und T2, welche ahnliche Mittelwerte aufwiesen. Der Median stieg von T1a bis T2
an. Die Unterschiede sind jedoch nicht signifikant. Eine positive Korrelation zwischen der
Hbhe der Hsp70-Konzentration und der Tumorgré3e konnte bereits im Mausmodell bei Tumo-
ren im Kopf-Halsbereich und beim Pankreaskarzinom gezeigt werden [278]. Da exosomales
Hsp70 vorwiegend von lebenden Tumorzellen stammt, zeigte sich ebenfalls ein signifikan-
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ter Zusammenhang zwischen der Hsp70-Konzentration und dem Bruttotumorvolumen (GTV)
beim Bronchialkarzinom [279]. Im Vergleich der N-Stadien zeigte sich kein signifikanter Un-
terschied zwischen den beiden Gruppen mit und ohne Lymphknotenbefall. Da das Vorliegen
von Fernmetastasen (M) als Ausschlusskriterium definiert wurde, konnte dieser Aspekt nicht
untersucht werden. Eine Assoziation zwischen der Hsp70-Konzentration und der Tumorgréi3e
sowie dem Differenzierungsgrad beim Mammakarzinom wurde bereits in anderen Studien
beschrieben [71] [280]. Noguchi et al. [281] wiesen einen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen der Uberexpression von Hsp70 und der Lymphknotenmetastasierung beim Plattene-
pithelkarzinom des Osophagus nach. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der Untersuchung
von Bauer et al. [282] keine signifikante Korrelation zwischen der Hsp-Expression und dem
Vorhandensein beziehungsweise Fehlen von Lymphknotenmetastasen. Die jeweiligen Hsp70-
Konzentrationen der drei Differenzierungsgrade G1 bis G3 wurden ebenfalls untersucht. Der
Mittelwert in der Gruppe G1 war hierbei am niedrigsten und in der Gruppe G3 am hdchsten.
Signifikant war der Unterschied jedoch nicht. Um eine sichere Aussage bei den untersuchten
Patientinnen treffen zu kénnen, wére eine praoperative Blutentnahme zum Diagnosezeitpunkt
sowie ein gréBerer Stichprobenumfang erforderlich.

4.4 Exosomales Hsp70 als moglicher Biomarker zur Beurteilung von
Therapieansprechen und Rezidivwahrscheinlichkeit

In den letzten Jahren besteht ein steigendes Interesse an der individuellen Patientinnenstrati-
fizierung sowie der Entwicklung von zielgerichteten Therapien zur Behandlung des Mamma-
karzinoms. Einen unverzichtbaren Bestandteil stellt hierbei die friihzeitige Beurteilbarkeit des
Therapieansprechens sowie der Rezidivwahrscheinlichkeit dar. Biomarker, die im Blut von Tu-
morpatientinnen nachgewiesen werden kénnen, haben das Potenzial die Effektivitat der ver-
abreichten Therapieschemata abzuschatzen und eine individuelle Therapieanpassung zuzu-
lassen. Diese Doktorarbeit untersucht die Eignung von exosomalem Hsp70 als Biomarker zur
Beurteilung des Therapieansprechens (Strahlentherapie, Chemotherapie und Antihormonthe-
rapie) sowie der Rezidivwahrscheinlichkeit beim Mammakarzinom. Mitglieder der Hsp-Familie
leisten einen wesentlichen Beitrag zum ZellUberleben und verhindern die Fehlfaltung und
Aggregation von Proteinen. Sie kénnen durch unterschiedliche Mechanismen Resistenzen ge-
gen Strahlen-, Chemo- und Antihormontherapien verursachen. [61] Wahrend ein intaktes p53
daflir sorgt, dass geschadigte Zellen in die Apoptose und Seneszenz eintreten, kdnnen Hsp27
und Hsp70 die Aktivitdt von p53 unterdriicken und damit eine Reduktion der Apoptose und
Seneszenz von Tumorzellen bewirken [61]. AuBerdem ist Hsp70 in der Lage sowohl die intrin-
sische und die extrinsische Apoptose als auch die Seneszenz von Krebszellen zu verhindern
und so eine Resistenz gegen diese Prozesse zu vermitteln. Krebszellen, welche Hsp70 Uber-
exprimieren neigen zu einer héheren Resistenz gegentber Strahlentherapie. [61] [79] Sowohl
in vivo als auch in vitro konnte gezeigt werden, dass Hsp70.1 und Hsp70.3 eine entscheidende
Rolle spielen, um die genomische Stabilitat unter Stressbedingungen wie etwa Strahlenthe-
rapie aufrechtzuerhalten. Zellen von M&ausen mit Hsp70.1- und Hsp70.3-Knockout wiesen
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eine deutlich héhere Rate an Restchromosomenaberrationen, erhdhter Zelltdtung und letztlich
verstarkter, durch ionisierende Strahlung verursachter, onkogener Transformation auf. [283]
Da HSF-1 die Angiogenese von Tumorzellen férdert und sowohl von Hsp70 als auch Hsp90
abhéangig ist, fihrt die vermehrte Expression dieser Hitzeschockproteine ebenfalls zu einer
erhéhten Resistenz gegen Strahlentherapie [102]. Wahrend durch Radio(chemo)therapien
DNA-Schaden in Tumorzellen verursacht werden, kénnen Hitzeschockproteine diesem Pro-
zess durch die Férderung der DNA-Reparaturmechanismen entgegenwirken [61] [284]. Die
Hemmung von Hsp27 und Hsp70 flhrte beim Urothelkarzinom zu einer positiven Wirkung
auf die Radio(chemo)therapie [285]. In Bezug auf die Chemotherapie stellt die Multidrug
Resistenz (MDR), die erworbene Resistenz von Krebszellen gegenliber verschiedenen Che-
motherapeutika, einen weiteren limitierenden Faktor fir den Erfolg der Krebsbehandlung dar
[286]. Liegt eine MDR vor, weisen Tumorzellen nicht nur eine verringerte Empfindlichkeit
gegenuber den verwendeten Chemotherapeutika auf, sondern auch gegentiber einer Vielzahl
von Arzneimitteln, die weder eine offensichtliche strukturelle Homologie noch gemeinsame
Ziele besitzen. Herbeigefuhrt wird die MDR unter anderem durch strukturelle oder funktio-
nelle Veranderungen an der Plasmamembran oder innerhalb des Zytoplasmas, der Zellkom-
partimente oder des Zellkerns. [287] Ein Beispiel hierfir ist der verstarkte zellulare Efflux
von Chemotherapeutika aufgrund einer Uberexpression von ARP-Binding Cassette (ABC)-
Transportern wie beispielsweise dem ABCB1/P-Glykoprotein (MDR1), die ABCC/Multidrug
Resistenzproteinfamilie oder dem ABCG2/Brustkrebsresistenzprotein (BCRP) [286] [288]. Die
vermehrte Sekretion von Chemotherapeutika fihrt dabei zu einer Verringerung des intra-
zellularen Arzneimittelspiegels, welche eine Arzneimittelunempfindlichkeit bedingt [289]. Hit-
zeschockproteine als auch die pleiotrope Arzneimittelresistenz verfligen Uber Uberlappende
regulatorische Transkriptionsnetzwerke wie etwa HSF, Yap1 und Pdr3, weshalb ein Zusam-
menhang zwischen Stressreaktionen und MDR vermutet wird [290]. Ist das Mammakarzi-
nom Hormonrezeptor-positiv wird auBerdem eine antihormonelle Therapie angewandt [133].
Steroidhormonrezeptoren (SHRs) sind intrazellulare, ligandenabhangige Transkriptionsfakto-
ren. Zu ihren Aufgaben zahlt die Wahrnehmung endogener Steroidhormone, die durch die
Zellmembran diffundieren [291]. Die fiir das Mammakarzinom relevanten Ostrogen- und Pro-
gesteronrezeptoren gehéren unter anderem zu den Steroidhormonrezeptoren, welche am
besten erforscht wurden [292] [293]. Hitzeschockproteine sind wiederrum an der Faltung,
der Aktivierung, dem Transport und der Transkriptionsaktivitdt der meisten Steroidrezeptoren
beteiligt [294]. Es erscheint daher naheliegend, dass ein Zusammenhang zwischen Hsps und
der Resistenz gegen eine Antihormontherapie besteht [295].

Neben der Vermittlung von Resistenzen der beim Mammakarzinom verwendeten Therapie-
schemata kénnte exosomales Hsp70 im Therapieverlauf als Parameter zur Beurteilung des
Therapieansprechens dienen. Werner et al. [9] zeigten, dass exosomales Hsp70 fir die Ab-
schatzung des Erfolgs einer Strahlentherapie beim Bronchialkarzinom geeignet sein kdnn-
te. Patient*innen, welche auf die Strahlentherapie ansprachen, wiesen eine Senkung der
Hsp70-Konzentration auf. AuBerdem konnte eine Korrelation zwischen dem Bruttotumorvo-
lumen (GTV) und der H6he der exosomalen Hsp70-Konzentration gezeigt werden [279]. Um
eine Aussage beziiglich der Eignung von exosomalem Hsp70 als Biomarker zur Beurteilung
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des Therapieansprechens beim Mammakarzinom treffen zu kénnen, wurden die rezidivireien
Patientinnen getrennt nach den drei verwendeten Therapieschemata (Strahlentherapie, Che-
motherapie und Antihormontherapie) mit den Patientinnen ohne Erhalt der jeweiligen Therapie
verglichen. Die Bestimmung der exosomalen Hsp70-Konzentration erfolgte unmittelbar nach
BET, nach der Bestrahlung mit 30 Gy, nach dem Ende der Radiochemotherapie und 6 Wochen
beziehungsweise 6 Monate nach dem Ende der Radiochemotherapie. Unter laufender Thera-
pie konnte bei allen drei Therapieschemata eine niedrigere Hsp70-Konzentration gemessen
werden, als bei der jeweiligen Vergleichsgruppe ohne Therapie. Ein signifikanter Unterschied
konnte nicht nachgewiesen werden. Dies kdnnte sich unter anderem durch die niedrige Fall-
zahl sowie die breiten Standardabweichungen erklaren. Trotz fehlender Signifikanz in allen
drei Untersuchungen lassen die hier erhobenen Daten an die Mdglichkeit denken, dass eine
niedrigere beziehungsweise fallende Hsp70-Konzentration auf ein gutes Therapieansprechen
hinweisen kénnte. [10] Chanteloup et al. [14] wiesen bereits einen Zusammenhang zwischen
der exosomalen Hsp70-Konzentration von Mammakarzinompatientinnen und dem Therapie-
ansprechen nach. Die Patientin, welche im Verlauf an einem kontralateralen Mammakarzinom
erkrankte, zeigte bereits wahrend dem Erhalt der Radiochemotherapie einen progredienten
Anstieg der Hsp70-Konzentration. Wahrend sich die H6he der Hsp70-Werte bei den rezi-
divfreien Patientinnen stark unterschieden, blieben die jeweiligen Hsp70-Konzentration der
einzelnen Patientinnen jedoch relativ konstant auf einem Level. Der progrediente Anstieg
der Hsp70-Konzentration kénnte als Hinweis fir ein fehlendes Therapieansprechen dienen.
[10] Durch die Analyse der Hsp70-Dynamik zusammen mit anderen Biomarkern wéahrend
der Therapie kénnte eine schnellere Therapieanpassung erfolgen und sich der Outcome
fir Patientinnen verbessern [9]. Zudem spielt Hsp70 in Bezug auf eine Immuntherapie eine
bedeutende Rolle. In Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Hsp70 als Teil seiner
molekularen Chaperonfunktion Tumor-assoziierte Antigene binden und diese professionellen
Antigen-prasentierenden Zellen tGber MHC-Klasse-I-Moleklle und MHC-Klasse-II-Molekile
prasentieren kann. Hitzeschockproteine kénnten somit eine wichtige Rolle als mdgliche Adju-
vanzien fir Tumorimpfstoffe zur Aktivierung von CD4* und CD8* T-Zellen spielen. [126]

Neben dem Therapieansprechen wurde auch die Eignung von exosomalem Hsp70 als Bio-
marker zur Beurteilung der Rezidivwahrscheinlichkeit untersucht. Dabei stellte sich vor allem
die Frage, ob exosomales Hsp70 ein Mammakarzinomrezidiv friher detektieren kann als
herkdmmliche Methoden im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen. Von den insgesamt 40
an Mammakarzinom erkrankten Patientinnen waren 36 bereit eine Auskunft bezlglich ihres
Gesundheitszustandes zu geben. Von 4 Patientinnen war der Gesundheitszustand unklar,
weswegen sie von der Beurteilung der Eignung von exosomalem Hsp70 als Prognoseparame-
ter exkludiert wurden. Von den 36 Patientinnen erkrankten zwei Patientinnen an einem Rezidiv
und eine Patientin an einem Endometriumkarzinom. Aufgrund der fehlenden Bestimmung der
Hsp70-Konzentration zum Zeitpunkt der Diagnose des Endometriumkarzinoms kénnen keine
Ruackschliisse gezogen werden, ob dieses einen Hsp70-positiven oder negativen Phéanotyp
aufwies. Die Bewertung von Hsp70 als Biomarker ist in diesem Fall nicht mdglich. Beide
Patientinnen (Patientin 7 und 5), die ein Rezidiv erlitten, unterschieden sich deutlich von der
Vergleichsgruppe. Patientin 7 hatte deutlich niedrigere Hsp70-Werte als die restlichen Patient-
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innen und lag Uber allen Abnahmezeitpunkten unterhalb des 95%-Konfidenzintervalls der re-
zidivfreien Patientinnen. Unter der Hypothese, dass die erhdhten Hsp70-Konzentrationen der
Patientinnen postoperativ auf das Mammakarzinom zurtickzufiihren sind, scheinen die Ergeb-
nisse dieser Patientin darauf hinzuweisen, dass das Mammakarzinom einen Hsp70-negativen
Phanotyp aufweist. Die Eignung von Hsp70 als Biomarker kann daher nicht beurteilt werden.
Im Vergleich dazu wies Patientin 5, welche im Verlauf an einem kontralateralen Mammakar-
zinom erkrankte, bereits initial erhéhte Hsp70-Werte auf, die wahrend der Therapie konstant
anstiegen und ab dem dritten Abnahmezeitpunkt bereits Uber dem 95%-Konfidenzintervall
der Werte der rezidivireien Patientinnen lagen. Es erscheint, als ob der deutliche Anstieg
der exosomalen Hsp70-Konzentration bereits vor den aktuellen zur Nachsorgeuntersuchung
verwendeten Methoden als Warnhinweis dienen kénnte. [10] Es wurde bereits gezeigt, dass
Hsp70-Exosomen im Blut mit der Hsp70-Expression im Tumor Ubereinstimmen. Dies dient
als Indikator daflr, dass zirkulierende Exosomen Merkmale des Hsp70-Status im Tumor re-
produzieren. [14] AuBerdem haben Human- und Mausmodelle gezeigt, dass Metastasen eine
héhere Hsp70-Membrandichte aufweisen als Primartumore [296]. Unter den insgesamt 40
Patientinnen existiert ein weiterer Verlauf, welcher dem der Patientin 5 ahnelt. Die Hsp70-
Konzentration der Patientin 22 stieg zu den Abnahmezeitpunkten 4 und 5 ebenfalls deutlich
an. Da der Gesundheitszustand dieser Patientin nicht bekannt ist, kann jedoch keine Aussage
Uber die Ursache des Anstiegs getroffen werden. Méglicherweise kdnnte ein Rezidiv bei
dieser Patientin vorliegen. Exosomales Hsp70 ist in einer Vielzahl von Tumoren Uberexpri-
miert, weshalb es in der diagnostischen Immunpathologie nicht nitzlich erscheint, da starker
eingeschrankte Marker zur ldentifizierung der Herkunftslinie von Krebsgeweben existieren
[71]. Dennoch kdnnte exosomales Hsp70, welches durch den compHsp70 ELISA im Blut von
Patientinnen gemessen werden kann, einen Beitrag sowohl in der Bewertung des Therapie-
ansprechens als auch als Indikator fir die Rezidivwahrscheinlichkeit beim Mammakarzinoms
leisten. Die Mdglichkeit, eine Krebsdiagnose mdglichst friih zu stellen, trégt erheblich zur
Verbesserung der Prognose bei. Dies gilt bei der Erstdiagnose, insbesondere aber auch
im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen. Treten im Rahmen der Tumorerkrankung Me-
tastasen auf, so sind diese oft ursachlich flir die krebsspezifische Mortalitat [14]. Nach abge-
schlossener Primarbehandlung des Mammakarzinoms sollten die Patientinnen mindestens
zehn Jahre lang an einem Nachsorgeprogramm teilnehmen. Dieses beinhaltet neben der
Anamnese und kérperlichen Untersuchung insbesondere die Diagnostik mittels bildgebender
Verfahren. [133] Aufgrund der unzureichenden Sensitivitat der herkémmlichen bildgebenden
Diagnostik um Metastasen friihzeitig zu detektieren, ist das Interesse an der Etablierung neuer
Methoden zur Friherkennung von Rezidiven und Metastasen grof3. Unter den bereits bekann-
ten Tumormarkern des Mammakarzinoms kénnen nur wenige zur Uberwachung des Thera-
pieansprechens sowie der Beurteilung der Rezidivwahrscheinlichkeit genutzt werden. [14] In
dieser Arbeit kénnte der progrediente Anstieg der Hsp70-Konzentration als Hinweis fir ein
fehlendes Therapieansprechen und eine hohe Rezidivwahrscheinlichkeit angesehen werden.
Dieser Anstieg fand bereits vor der Detektion des Rezidivs durch bildgebende Verfahren statt.
Nachteile der radiologischen Bildgebung sind unter anderem héhere finanzielle Kosten sowie
auch eine Strahlenbelastung fir die Patientinnen. Die Bestimmung von Hsp70 bietet hingegen
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einige Vorteile. Die Gewinnung mittels Blutentnahme stellt einen minimalinvasiven Eingriff dar
und kann jederzeit wiederholt werden. Damit einhergehen kdnnte eine genauere Patientin-
nenstratifizierung sowie die Anwendung von besser abgestimmten Therapieschemata. [10]
Das Mammakarzinom stellt zun&chst eine lokale Erkrankung dar, kann aber in Lymphknoten
und andere Organe metastasieren. Die aktuell bestehenden Prognoseparameter kbnnen das
Metastasierungsrisiko flr die einzelnen Patientinnen jedoch nur schlecht vorhersagen, was in
weiterer Folge auch dazu fihren kann, dass Patientinnen eine nicht notwendige zytotoxische
Chemotherapie erhalten. [13] Die Bestimmung von exosomalem Hsp70 im Therapieverlauf
kénnte daher als friher Biomarker zur Beurteilung des Therapieansprechens sowie der Rezi-
divwahrscheinlichkeit dienen. Weitere gréBer angelegte Studien zur Uberpriifung der Eignung
von exosomalem Hsp70 als Biomarker fir das Mammakarzinom sowie die Ermittlung von
Cut-off-Werten scheinen daher von gro3er Bedeutung zu sein. [10]
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4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Eine Korrelation zwischen hohen Hsp70-Werten und klinischen Parametern wie der Diagnose
[297], dem Therapieansprechen [14] [298] sowie der Prognose [299] [300] konnten bereits fur
eine Vielzahl von Krebserkrankungen gezeigt werden [58]. Hitzeschockproteine werden dabei
mit Krebsmerkmalen wie etwa Zellproliferation, Invasion und Metastasierung in Verbindung
gebracht [301]. Der neu entwickelte compHsp70 ELISA basiert auf zwei monoklonalen Anti-
kdérpern, welche in unbegrenzter Menge produziert werden kénnen und eine hohe Spezifitat
sowie Sensitivitat aufweisen. Beide Antikérper cmHsp70.1 und cmHsp70.2 kénnen sowohl
freies als auch exosomales Hsp70 nachweisen und kreuzreagieren nicht mit anderen Hitze-
schockproteinen wie Hsp27, Hsp60 oder Hsc70 (HSPAS8). [9] Wahrend freies Hsp70 vorwie-
gend von sterbenden Tumorzellen stammt, wird exosomales Hsp70 von lebenden Tumorzellen
mit Hsp70-positivem Phanotyp freigesetzt [8]. Durch die Fahigkeit des compHsp70 ELISAs
auch das exosomales Hsp70 zu detektieren, kénnte es durch eine Blutentnahme mdglich
sein auf die lebende Tumormasse zu schlieBen [9]. Im Vergleich zwischen den Gesund-
spender*innen und den Mammakarzinompatientinnen postoperativ zeigt sich ein signifikan-
ter Unterschied der gemessenen Hsp70-Konzentration. Auch konnten mit dem compHsp70
ELISA deutlich héhere Hsp70-Konzentrationen detektiert werden als mit dem herkdmmlichen
R&D ELISA. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hsp70-Konzentration und den
untersuchten Risikofaktoren fir die Entwicklung eines Mammakarzinoms (Alter, Adipositas,
Diabetes mellitus Typ 2, Alkohol- und Nikotinabusus) konnte nicht gezeigt werden. Der Zu-
sammenhang zwischen den tumorspezifischen Parametern (TNM-Stadium und Grading) so-
wie der gemessenen Hsp70-Konzentration postoperativ war ebenfalls nicht signifikant. In-
teressante Ergebnisse zeigten sich bei der Analyse von exosomalem Hsp70 als Biomar-
ker zur Beurteilung von Therapieansprechen und Rezidivwahrscheinlichkeit der Patientinnen.
Obwohl kein signifikanter Unterschied zwischen den Patientinnen mit und ohne Erhalt ei-
ner Therapie (Strahlentherapie, Chemotherapie, Antihormontherapie) nachgewiesen werden
konnte, wiesen die rezidivfreien Patientinnen mit der jeweiligen Therapie stets niedrigere
Hsp70-Werte auf als die Patientinnen ohne Therapie. Die Patientin, welche im Verlauf ein
kontralaterales Mammakarzinom entwickelte, zeigte bereits wahrend der Radiochemotherapie
einen progredienten Anstieg der Hsp70-Konzentration. Am Ende der Radiochemotherapie
sowie im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen 6 Wochen und 6 Monate danach lag der
Wert bereits auBBerhalb des 95%-Konfidenzintervalls der rezidivireien Vergleichsgruppe. Der
Hsp70-Verlauf dieser Patientin kénnte als Warnhinweis flr ein fehlendes Therapieansprechen
sowie eine hohe Rezidivwahrscheinlichkeit angesehen werden. Weitere Studien mit einer
gréBeren Probandinnenanzahl sind nétig, um die Sensibilitat und Sensitivitat von exosomalem
Hsp70 als Biomarker fiir das Therapieansprechen sowie die Prognose des Mammakarzinoms
zu evaluieren und einen genauen Cut-off-Wert festlegen zu kénnen. [10]
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A Anhang

Tabelle A.1: Vergleich von Mittelwerten, Standardabweichungen und Signifikanzniveaus (Mann-
Whitney-U-Test) der Hsp70-Konzentrationen rezidivfreier Patientinnen mit und ohne
Strahlentherapie

Zeitpunkt | Strahlentherapie (ng/ml) | Keine Strahlen- (ng/ml) | p
therapie
Mittelwert Std. Mittelwert Std.
1 662,7 772,4 1167,0 1649,0 | 0,910
2 670,0 778,9 930,4 1314,3 | 0,907
3 660,6 781,9 | 8091 1142,9 | 0,763
4 679,3 765,4 1064,2 1503,6 | 1,000
5 699,3 781,3 | 1294.4 1829.2 | 1,000

Tabelle A.2: Vergleich von Mittelwerten, Standardabweichungen und Signifikanzniveaus (Mann-
Whitney-U-Test) der Hsp70-Konzentrationen rezidivfreier Patientinnen mit und ohne
Chemotherapie

Zeitpunkt | Chemotherapie (ng/ml) | Keine Chemotherapie (ng/ml) | p
Mittelwert Std. Mittelwert Std.

1 301,4 528,4 798,8 849,8 0,134

2 358,1 607,8 778,2 823,3 0,100

3 303,9 552,6 768,1 816,6 0,123

4 452,8 660,5 764,5 823,9 0,409

5 013,3 628,2 788,0 880,3 0,828
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Anhang

Tabelle A.3: Vergleich von Mittelwerten, Standardabweichungen und Signifikanzniveaus (Mann-
Whitney-U-Test) der Hsp70-Konzentrationen rezidivfreier Patientinnen mit und ohne

Antihormontherapie

Zeitpunkt | Antihormon- (ng/ml) | Keine Antihormon- (ng/ml) | p
therapie therapie
Mittelwert Std. Mittelwert Std.
1 720,1 838,6 677,9 816,8 0,512
2 720,4 838,7 668.,5 787,2 0,450
3 692,6 797.,6 656.,5 796,3 0,488
4 652,6 7715 736,7 8281 0,730
5 599.8 644,8 818,6 939,8 0,860
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