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1 ZUSAMMENFASSUNG

1 ZUSAMMENFASSUNG

Brustkrebs ist die hiufigste Krebserkrankung und krebsbedingte Todesursache bei Frauen.
Die Mehrzahl der Erkrankten verstirbt nicht am Tumor selbst, sondern an den bei etwa einem
Drittel aller Patientinnen auftretenden Metastasen (Martin 2005). Die im Blutkreislauf
zirkulierenden epithelialen Tumorzellen (CETC) werden als mitverantwortlich fiir die
Metastasenbildung angesehen, weshalb deren Bedeutung als prognostische und/oder

pradiktive Marker in der Tumortherapie intensiv untersucht wird (Schmidt-Kittler 2003).

Zielsetzung:
Ziel dieser Arbeit war es, anhand der CETC den systemischen Effekt der Strahlentherapie bei

Patientinnen mit primdr nicht metastasiertem Mammakarzinom zu untersuchen und mégliche
Verdnderungen der CETC bzgl. ihrer Quantitit und Genexpression im Rahmen der

Strahlentherapie zu analysieren.

Material/Methoden:

In Zusammenarbeit mit der Frauenklinik der Friedrich-Schiller-Universitdt Jena wurden
insgesamt 161 Patientinnen mit klinisch gesichertem, primdr nicht metastasiertem
Mammakarzinom iiber einen Zeitraum von 09/2002 bis 09/2012 jeweils vor und nach der
Radiotherapie Blutproben entnommen und untersucht. Dabei wurde zum einen mittels des
MAINTRAC™ —Verfahren die Menge der CETC quantitativ im Blut bestimmt und deren
peritherapeutischer Verlauf beobachtet.

Zum anderen wurde bei 9 Patientinnen eine Genexpressionsanalyse von 11 ausgewdihlten
Genen (GAPDH, EpCAM, NANOG, Bcl-2, TLR 4, COX-2, PIK3CA, Her2/neu, Vimentin, c-
Met und Ki-67) durchgefiihrt. Hierfiir wurden vor und nach Strahlentherapie CETC einzeln
isoliert und mittels Einzelzell-qRT-PCR untersucht. Auf diese Weise gelang es aus 131 Zellen
insgesamt 1505 Messwerte zu gewinnen, wobei jeder einzelnen Tumorzelle eine definierte

Kopienzahl des jeweiligen Gens zugeordnet werden konnte.

Ergebnisse:
Das quantitative Verhalten der CETC wurde mit Hilfe von Kaplan-Meier Uberlebenskurven

im Hinblick auf die Entstehung von lokoregiondren Rezidiven und Fernmetastasen
ausgewertet. Kam es im Rahmen der leitliniengerecht durchgefiihrten Strahlentherapie zu
einem Anstieg der CETC-Zellzahl, war dies mit einer signifikant schlechteren Prognose

1



1 ZUSAMMENFASSUNG

hinsichtlich der Ereignis-freien Uberlebenszeit und der Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten
von Fernmetastasen verbunden (jeweils p-Wert < 0,05). Ein Absinken der detektierten Anzahl
von CETC war hingegen mit einem besseren Outcome der Patientinnen verbunden.

Die Aktivititsbestimmung der ausgewidhlten Gene erbrachte, dass es infolge der
Strahlentherapie zu einer Steigerung der Expression aller untersuchten Gene kam. Die
analysierten CETC zeichneten sich neben einem allgemein erhohten Zellstoffwechsel, durch

die Uberexpression von Genen aus, welche eine Fernmetastasierung begiinstigen.

Schlussfolgerungen:

Anhand der Ergebnisse der quantitativen CETC-Bestimmung konnte gezeigt werden, dass das
Verhalten der CETC mit dem tatsdchlichen Krankheitsverlauf der Patientinnen korreliert.
Durch die genetischen Analysen konnte nachgewiesen werden, dass die Strahlentherapie
systemische Wirkungen auf Expressionsebene hat und es bei den CETC zu einer
Genaktivitétssteigerung kommt. Probleme der Detektionsmethoden wurden im Rahmen dieser
Arbeit erkannt, analysiert und Verbesserungsvorschlige fiir weitere Untersuchungen
aufgezeigt. Die Grenzen der MAINTRAC™ -Methode liegen vor allem darin, dass mit den
verwendeten Antikdrpern bisher nicht eindeutig zwischen Tumorzellen und normalen
epithelialen Zellen unterschieden werden kann. Bei den Genexpressionsanalysen kam es
aufgrund der Untersuchung von Einzelzellen zu einer starken Streuung der Messwerte.

Untersuchungen an den CETC in Kombination mit genetischen Analysen konnten kiinftig
prizisere Aussagen hinsichtlich der Entstehung von Strahlenresistenzen und den dabei
zugrundeliegenden molekularbiologischen Mechanismen ermdoglichen. Damit konnte der
Einsatz systemischer Therapien wie auch die Durchfilhrung einer Strahlenbehandlung

optimiert und Patientinnen erfolgreicher therapiert werden.
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2.1 Das Mammakarzinom

2.1.1 Zur Epidemiologie

In der Bundesrepublik Deutschland erkranken jéhrlich ca. 70.000 Frauen an Brustkrebs (RKI
2012). Das Mammakarzinom (im Folgenden mit MK bezeichnet) ist damit die hiufigste
Krebserkrankung des weiblichen Geschlechtes und fiir 29 % aller Malignom-
Neuerkrankungen bei Frauen verantwortlich. Das Risiko einer Frau, im Laufe ihres Lebens an
Brustkrebs zu erkranken, liegt aktuell bei 12 %, das mittlere Erkrankungsalter liegt bei ca. 64
Jahren (Kreienberg 2012).

Waihrend die Zahl der Neuerkrankungen leicht ansteigt (flir das Jahr 2012 wurden insgesamt
74.500 Neuerkrankungen prognostiziert), ist die Mortalitit seit 20 Jahren nahezu konstant
geblieben (RKI 2012). Diese Entwicklung kann auf ein vermehrtes Gesundheitsbewusstsein,
auf zunehmend effektivere Methoden der Friihdiagnostik und diesbeziiglich adjuvante
TherapiemaBBnahmen (Strahlen- und Chemotherapie) zuriickgefiihrt werden (Blanks 2000,
RKI 2012), moglicherweise aber auch auf die zunehmende Diagnose von Tumoren, die nicht
lebensbedrohlich wéren (Independent UK Panel on Breast Cancer Screening 2012). Die
relativen 5-Jahres-Uberlebensraten fiir Brustkrebspatientinnen werden in Deutschland derzeit
mit 83 % bis 87 % angegeben (Kreienberg 2012). Dennoch starben nach Angaben des
Statistischen Bundesamtes im Jahr 2010 in Deutschland 17.466 Frauen an Brustkrebs. Das
MK war damit fiir 29 % aller Todesfélle bezogen auf Krebserkrankungen von Frauen im Alter
von 35 bis 60 Jahren verantwortlich (Statistisches Bundesamt 2012).

2.1.2 Zu Atiologie und Risikofaktoren

Etwa 90 - 95 % aller Mammakarzinome treten sporadisch auf. Nur 5 % - 10 % sind erblich
familidr bedingt und vorzugsweise bei jiingeren Familienmitgliedern anzutreffen, ohne dass
auffillige Risikofaktoren daflir bekannt wiren. Wéhrend bei den sporadisch auftretenden
Mammakarzinomen u.a. Verdanderungen des p53- und PTEN-Gens, des Her-2/neu-
Onkoproteins, der Gene Cyclin D1 und Cyclin E, des epidermalen Wachstumsfaktors und des
c-myc-Gens nachgewiesen wurden, konnen bei der Hilfte der hereditiren Mammakarzinome

heterozygote Mutationen in den Tumorsuppressorgenen BRCA1 und BRCA2 nachgewiesen
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werden (Lynch 1995, Lancaster 1996). Diese wiederum werden, anders als beim sporadisch
auftretenden MK, wo jeweils heterozygote Keimbahnmutationen vorliegen, autosomal
dominant vererbt und zu 50 % an die folgende Generation weitergegeben (Satagopan 2001,
Hofmann 2000, Kenemans 2008).

Die BRCA-Proteine nehmen an mehreren Prozessen in der Zelle teil, so z.B. an der
Transkriptionskontrolle, der Zellzyklusregulation oder der DNA-Reparatur mittels homologer
Rekombination (Venkitaraman 2004). Vor allem der Verlust der letzten Funktion erklért die
Fragilitdt und strukturelle Desorganisation des Genoms der BRCA1- und BRCA2-Tumoren.
Tragerinnen dieser Defekte erkranken ca. 20 Jahre frither als Frauen ohne familidres Risiko
und haben ein kumulativ gehduftes Lebenszeitrisiko von 50 % - 80 % an einem MK und/oder
10 % - 40 % an einem Ovarialkarzinom zu erkranken (Antoniou 2003, Goldberg 2006,
Boulton 2006, Sauer 2009). Fiir die erst kiirzlich identifizierten Gene RAD51C und RAD51D
werden dhnlich hohe Risiken angenommen (Meindl 2010, Loveday 2011).

Das individuelle Erkrankungsrisiko des sporadisch auftretenden Mammakarzinoms wird aus
einer Vielzahl von Faktoren errechnet, die teilweise in ihrer Wichtung noch nicht
abschlieBend bestitigt sind. Hinzu kommen weitere, bisher unbekannte bzw. noch nicht
hinldnglich untersuchte Faktoren. Die wichtigsten sind, neben ethnischen Besonderheiten und
Umwelteinfliissen (Strahlenexposition), vor allem Faktoren des gynédkologischen und
hormonellen Status (Ballaro-Bersbash 1999), der Familienanamnese (bei Verwandten 1.
Grades steigt das Risiko um das 4 - bis 6 - fache an, siche Chang-Claude 1994 & 1995,
Becker 1996, Houlston 2004), der Lebensweise (Schatzkin 1994, Calle 2003, Wolf 2007) und
des Sozialstatus (Chen 2006, Tab. 1).

Risikofaktoren Relatives Risiko
Alter 25 : 45 Jahre 1:20
Alter bei Menopause 42 : 52 Jahre 1:2,0
Koérpergewicht normalgewichtig : adipds 1:2,5
Serumlipide normal : erhoht 1:1,6
Antibiotikatherapie Nie : 50 Tage insgesamt 1:1,5
Alter bei erster Geburt 20 : 35 Jahre 1:14
Alter bei Menarche 14 : 11 Jahre 1:13
Paritit Multipara : Nullipara 1:1,3
Alkoholkonsum kein : >20 g/ Tag 1:13
Sportliche Aktivitét Aktiv : nicht aktiv 1:1,2

Tab. 1 Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Mammakarzinoms (Strauss 2009).
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Diese miteinander interagierenden Faktoren, welche schlie8lich zur Entstehung von invasiven
Malignomen fithren konnen, bedingen die hohe biologische Variabilitdt der Erkrankung
zwischen einzelnen Patienten und machen individuelle PraventivmaBBnahmen bzw. Therapie -

anséitze erforderlich.

2.1.3 Zur Prognose

Brustkrebs ist in seinem klinischen und histopathologischen Erscheinungsbild sehr heterogen,
die Prognose und die Behandlungsformen sind stark vom Typ des Tumors und dem Zeitpunkt
der Diagnose abhingig. Die Tumorgrofle, der axillire Lymphknotenstatus und das
Vorhandensein von Fernmetastasen besitzen, gemdfl der TNM-Klassifikation, das hdchste
prognostische Gewicht fiir das Uberleben 5, 10 und 15 Jahre nach Erstdiagnose (Rosen 1989
& 1993, Page 1992 & 1998, Bundred 2001, Carter 1989, NZGG 2009, NCCN 2011). Als
weitere evidenzbasierte Prognosefaktoren gelten die Tumorhistologie (giinstig: tubuldre,
kribiforme, muzindse, adenoid-zystische und papilldre Karzinome, siche Fisher 1990), die
histologische Graduierung (Bloom 1957, Elston 1991), peritumorale Lymph- und
BlutgefdBeinbriiche (Gasparini 1994, Kato 2003, Colleoni 2007), Invasionsfaktoren uPA und
PAI-I bei nodal negativen Karzinomen (Janicke 2001, Look 2002, Harris 2007, Harbeck
2009), Ostrogen- und Progesteron-Rezeptorstatus (Osborne 1998, Bundred 2001, Gaforio
2003, NCCN 2011), sowie das Vorhandensein der Her-2/neu-Uberexpression (Slamon 1987,
Ingvarsson 1999, Goldhirsch 2005, Nothackern 2007). Vor allem die beiden letztgenannten
Faktoren sind fiir die Therapieplanung von grof3er Bedeutung.

Kontrovers diskutiert wird die Frage, ob das Erkrankungsalter und der Menopausenstatus
voneinander unabhéngige prognostische Faktoren sind. Dariiber hinaus sind jedoch zahlreiche
weitere, sogenannte ,neue Prognosefaktoren®, Gegenstand aktueller Forschung. Diese

berticksichtigen u.a.

e biochemische Aspekte (z.B. tumorassoziierte Proteolysefaktoren oder die
Tumormarker CA 15-3, CEA, CA 27-29),

o zellkinetische Aspekte (S-Phase, Ploidie, Ki-67),

o genetische (Genexpressionsprofile) oder

e morphologische Aspekte wie die in dieser Arbeit untersuchten zirkulierenden
Tumorzellen im Blut bzw. Tumorzellen im Knochenmark (Yerushalmi 2010, Dowsett

2011).
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Aufgrund verbesserter Vorsorgeuntersuchungen werden zurzeit ca. 50 % aller Brustkrebsfille
diagnostiziert, bevor eine Lymphknotenbeteiligung vorliegt. Bei diesen Patientinnen betrigt
das zu erwartende Rezidivrisiko iiber einen Zeitraum von 10 Jahren hinweg etwa 30 %
(Fisher 2002, Pantel 2004). Bei nodal positiven Patientinnen betrdgt das Rezidivrisiko etwa
75 %, wobei sich die Prognose ihrerseits in Abhdngigkeit von der Anzahl der befallenen
Lymphknoten deutlich verschlechtert (Kiechle 2010).

Fiir die Entstehung von Rezidiven und Metastasen werden - trotz sorgfiltiger Resektion und
dem Einsatz adjuvanter Medikamente - die im Patienten friihzeitig hdmatogen und lymphogen
gestreuten iiberlebenden Tumorzellen verantwortlich gemacht und stellen auf diese Weise
einen prognosebestimmenden Faktor dar (Glaves 1983, Pantel 1993 & 2003, Braun 2000,
Chambers 2000, Pachmann 2001, Taubert 2004). Laut Gupta und Massagué¢ werden nur 10 %
der Primdrtumore fiir den Tod von Krebspatienten verantwortlich gemacht, 90 % werden von
Metastasen und ihren Folgen verursacht (Gupta & Massagué 2006). Diese Ergebnisse sind
insbesondere deshalb von grofler Bedeutung, da das metastasierte MK als nicht heilbar
angesehen wird (Christofanilli 2005, Zielinski 2005). Weniger als 10 % dieser Patienten
bleiben mehr als fiinf Jahre progressionsfrei (Greenberg 1996). Deshalb sollte es ein
vordringliches Ziel sein, die Krankheit bereits vor der Manifestation von Metastasen zu
behandeln (siehe Kapitel 2.1.4).

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass die genetischen Voraussetzungen fiir eine
Metastasierung in einem sehr frithen Entwicklungsstadium des Tumors festgelegt werden,
wobei Tumorentwicklung und Metastasierung nicht auf denselben genetischen Grundlagen
beruhen miissen (Fidler 1990). Daraus folgt, dass es einen hohen Bedarf gibt, weitere
prognostische Marker fiir die Brustkrebsentstehung und -metastasierung zu finden, um
Patientinnen mit hohem Riickfallrisiko frithzeitig erkennen zu konnen. AuBerdem wire es
dann vielleicht moglich, eine spezifischere, adjuvante hormonale Therapie bzw.
Chemotherapie durchzufiihren.

Inwiefern im Knochenmark detektierte Tumorzellen mit einer ungiinstigeren Prognose
hinsichtlich des Krankheitsverlaufes einer Patientin einhergehen und daraus resultierend als
Parameter bzw. unabhidngiger Prognosefaktor fungiert, wird kontrovers diskutiert (Diel 1992,
Kvalheim 1996, Lalle 2000, Janni 2005, Braun 2005, Falck 2012). Der Nachweis von
Tumorzellen im Knochenmark fand 1997 optional Eingang in die TNM-Klassifikation,
nachdem deren Nachweis als unabhingiger Prognosefaktor auf der Grundlage von

ausgewerteten Knochenmarkproben als erbracht angesehen wurde. Es konnte eine
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signifikante Korrelation zwischen dem Vorhandensein von Knochenmarktumorzellen und der
rezidivfreien Uberlebenszeit gezeigt werden (Diel 1996 & 1998, Solomayer 1998, Janni
2000). Andere Forschungsgruppen kamen allerdings in Metaanalysen zu dem Schluss, dass
der eigentliche Beweis der unabhdngigen prognostischen Bedeutsamkeit noch nicht erbracht
sei (Funke 1998, Gebauer 2001). Zur Losung dieser Problematik bedarf es weiterer Studien.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Fragestellung, ob und inwiefern die im
peripher-vendsen Blut zirkulierenden Tumorzellen als prognostische Parameter bzw. als

Tumormarker genutzt werden kdnnen (siehe Kapitel 2.1.7).

2.1.4. Zur Metastasierung

Die zentrale Bedeutung der okkulten Tumorzelldissemination und der daraus resultierenden
Entstehung von Metastasen in Bezug auf den Verlauf und die Prognose des Mammakarzinoms
wurde bereits im Kapitel Prognose (2.1.3) beschrieben.

Sowohl die Tumorgenese als auch die Dissoziation einzelner Tumorzellen vom Primértumor
werden durch verschiedene Faktoren bedingt. Beispielsweise spielt die sukzessive
Akkumulation von multiplen genetischen und epigenetischen Alterationen, denen die
Desorganisation der Gewebemorphologie und unkontrolliertes Wachstum zugrunde liegen,
eine Rolle (Fearon 1990). Zusitzliche genomische Ereignisse erhohen die Invasivitdt der
Tumorzellen, wodurch die Entstehung von Mikrometastasen und Metastasen iiberhaupt
gefordert wird (Schmidt-Kittler 2003, Klein 2003). Einzelne Tumorzellen 16sen sich hiufig
bereits im Frithstadium aus dem Zellverband des soliden Primértumors und gelangen iiber das
Lymph- und Blutgefdfsystem (lymphogen und hédmatogen) in andere Organe (Pantel 2004,
Braun 2005, Klein 2008, Stoecklein 2010).

Die Vaskularisierung des Primdrtumors wie auch Proteolyse-, Adhdsions- und
Migrationsmechanismen sind flir die Loslosung der Tumorzellen aus dem Zellverband
entscheidend. Wéhrend der inflammatorischen Phase der Wundheilung sind rekrutierte
Granulozyten, die in devitalisiertes Gewebe infiltrieren und das Debridement beginnen, der
vorherrschende Zelltyp (Eming 2007). In dieser Phase werden von den Granulozyten eine
Vielzahl von hoch-aktiven antimikrobiellen Substanzen, wie kationische Peptide und vor
allem Proteasen, ins umgebende Gewebe abgegeben (Weiss 1989, Eming 2007). Dies fiihrt zu
einer Akkumulation von Tumorzellen durch Zell-Zell-Adhdsion in den Blutkapillaren und
dann zu einer Invasion dieser in das umliegende Gewebe und schlieBlich zum Ubertritt in das

GefiBsystem. Uber Vorgiinge, welche unzureichend erforscht sind, kommt es zur Adhésion an

7
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das GefiBBendothel des Zielorgans mit anschlieBendem Wachstum der Tumorzellaggregate im
Kapillarendbett (Chambers 2002).

Die Extravasation erfolgt durch die gleichen Mechanismen, die zuvor die Invasion des
Primdrtumors begiinstigt haben. Hierfiir wird insbesondere der auf Oberflichen von MK-
Zellen exprimierte chemotaktische Rezeptor CXCR4 verantwortlich gemacht (Miiller 2001).
Sind die Erfolgsorgane erreicht, prasentieren sich die Tumorzellen entweder als einzelne
Vorlduferzellen, die am Aufbau eines tumoreigenen Gefillsystems beteiligt sind oder als
Zusammenschluss mehrerer Tumorzellen, welche proliferieren oder in einen mitotisch
inaktiven Ruhezustand (,,cell dormancy”) eintreten (Meng 2004, Aguirre-Ghiso 2007, Goss
2008). Letztere werden vor allem fiir eine Manifestation von Fernmetastasen nach einer
langen, krankheitsfreien Latenzzeit, verantwortlich gemacht.

Das MK metastasiert bevorzugt in mehrere, verschiedene Organsysteme gleichzeitig. Am
haufigsten betroffen sind Lunge (55 % - 77 %), Leber (50 % - 71 %) und Knochen (49 % - 74
%) (Strauss 2009).

Daneben wird die Rolle der aus dem Primirtumor ausgeschwemmten, okkulten
Tumorstammzellen diskutiert (Al-Hajj 2003, Balic 2006). Tumorstammzellen selbst zeichnen
sich durch ihre Langlebigkeit, ihre Féhigkeit zur Selbsterneuerung mit nachfolgender
Ausdifferenzierung sowie durch eine Strahlen- und Chemotherapieresistenz aus (Reya 2001,
Al-Hajj 2003, Diehn 2006, Phillips 2006, Wright 2008, Cariati 2008, Nicolini 2010).
Aufgrund dieser Eigenschaften ist es disseminierten Tumorstammzellen mdglich, eine
Primértherapie zu iiberleben, lange im Knochenmark zu verbleiben, in der Zirkulation zu
persistieren und Fernmetastasen zu initialisieren. Die Wirksamkeit einer Therapie hingt
folglich stark von der selektiven Eliminierung von tumorinduzierenden Stammzellen ab
(Shigdar 2011). Dariiber hinaus wird angenommen, dass primdr die Tumorstammzellen fiir
die Formation und das Wachstum eines Tumors verantwortlich sind und somit auch als
Ursprung der Primdrerkrankung angesehen werden konnen (Reya 2001, Tan 2006, Diehn
2006, Cariati 2008, Charafe-Jauffret 2009). Somit ist sowohl die Anzahl als auch das
Metastasierungspotential im Organismus verbliebener Tumorstammzellen fiir die Prognose
und die Therapie von Krebspatienten von groBer Bedeutung (Al-Hajj 2003, Tan 2006, Cariati
2008).
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2.1.5 Klinisches Erscheinungsbild und Diagnostik

Das MK manifestiert sich typischerweise als tastbarer Knoten (60 %) in der Brust, ggf. in
Verbindung mit vergroBerten axilliren Lymphknoten. Der Knoten befindet sich in 50 % der
Fille im &uBleren oberen Quadranten. In den iibrigen Quadranten werden jeweils etwa 10 %
und in der retromamilldren Region etwa 20 % der Karzinome diagnostiziert (Bocker 2008). In
20 % der Fille treten Schmerzen in der betroffenen Brust sowie Druck- und
Spannungsgefiihle auf. Des Weiteren konnen Einziehungen oder Formverinderungen (in 6 %
der Félle Peau d’orange, Erytheme oder Ekzeme) sowie Sekretionen aus der Mamille
einseitig, (wéssrig-blutig, 4 % ohne umschriebene tastbare Verdnderung) beobachtet werden.
Allgemeinsymptome wie z.B. Gewichtsverlust, sind nur bei 2 % der Patientinnen zu
beobachten und betreffen v.a. Patienten im metastasierten Stadium.

Im Rahmen der Friihdiagnostik haben die klinische Untersuchung, die Mammographie (ggf.
mammographische Zusatzaufnahmen) und die Sonographie einen zentralen Stellenwert
(,,Goldstandard*). Sie werden unter dem Begriff ,, Komplementdre Mammadiagnostik® zur
Abklirung von Herdbefunden zusammengefasst (NICE 2009, NZGG 2009). Zur klinischen
Untersuchung gehort insbesondere die Palpation der Brust einschlieBlich ihrer
Lymphabflusswege axillér, infra- und supraklavikuldr, obgleich die Sensitivitdt der alleinigen
Tastuntersuchung mit knapp 30 % unbefriedigend ist (Kolb 2002). Bei allen auffilligen
Befunden sowie klinisch okkulten, mammographisch suspekten Herden ist eine histologische
Sicherung mittels minimalinvasiver Diagnostik anzustreben (Albert 2008).

Die Mammasonographie mittels Hochfrequenzsonde, die Mamma-MRT (durch Sensitivitit >
95 % wv.a. hilfreich bei Verdacht auf Multizentrizitit), die Galaktographie sowie spezielle
interventionelle Methoden, wie Stanzbiopsie, Vakuumbiopsie oder Feinnadelpunktionen
ergdnzen die diagnostischen Optionen. Bei allen Patientinnen mit gesichertem positivem
Befund sollte beziiglich der Tumorausbreitung ein préitherapeutisches ,,Staging® (Einteilung in
TNM-Klassifikation der UICC) erfolgen. Hierzu werden weitere Untersuchungen, wie z.B.
jene der RoOntgen-Thorax-Aufnahme in zwei Ebenen, der Lebersonographie, der
Skelettszintigraphie mit gezielter Rontgenkontrolle der mehrspeichernden Areale und des
Blutes (BB, BSG, Kalzium, Transaminasen, GGT, Kreatinin, alkalische Phosphatase etc.) fiir
die Klassifikation empfohlen (Wannemacher 2006, Kreienberg 2012). Neben diesen
genannten diagnostischen Methoden besteht aulerdem die Moglichkeit den Hormonrezeptor-
und Her-2-Status in der Stanzbiopsie bzw. die Tumormarker (CEA, CA 15-3, CA 27-29,
uPA/PAI-1) im Blut zu bestimmen (Harris 2007, NICE 2009, Hammond 2010, NCCN 2011).

9
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Aufgrund der geringen Sensitivitdt und Spezifitit der Tumormarker beim MK sind diese
Untersuchungen jedoch nicht fiir Screenings oder FritherkennungsmaBBnahmen, sondern v.a.
fiir die Prognosebestimmung sowie zur Verlaufsbeurteilung geeignet (sieche Kapitel 2.1.3).

Neben den von der ASCO als wissenschaftlich gesichert betrachteten Tumormarkern gibt es
noch weitere, auf deren Validierung in verschiedenen Studien hingearbeitet wird: DNA flow
cytometry-basierende Proliferation, p53, Cathepsin D, Ki-67, Cyclin D, Cyclin E (oder andere
Proliferationsmarker), Proteomik, bestimmte Multiparameterassays sowie die Detektion von
Knochenmarksmikrometastasen und zirkulierende Tumorzellen. Mit diesen zirkulierenden

Tumorzellen im periphervendsen Blut befasst sich die vorliegende Arbeit (siche Kapitel 2.2).

2.1.6 Therapieprinzipien

Die in den letzten Jahren gewonnenen neuesten Erkenntnisse bzgl. des Charakters der
Erkrankung machen eine differenzierte Betrachtungsweise bzgl. der Therapiemalinahmen
notwendig. Demnach gilt das primdre MK bereits im Friithstadium (d.h. auch ohne den
Nachweis manifester Fernmetastasen) als eine Systemerkrankung mit lokaler Komponente
(Spektrumhypothese, Hellmann 1997). Diese Annahme besitzt jedoch nach wie vor
hypothetischen Charakter, da ein hoher Anteil der Patientinnen nie Fernmetastasen entwickelt
und zum Zeitpunkt der Erstdiagnose nur etwa 10 % der Frauen Metastasen aufweisen
(Abraham 2001). Ziel muss es daher sein, die Patientinnen mit einem hohen Fernmetastasen-
Risiko von jenen zu unterscheiden, welche diesbeziiglich kein erhdhtes Risiko aufweisen.

Eine individualisierte, dem Befund und den Prognosefaktoren angepasste Behandlung, in die
auch das Alter und das Allgemeinbefinden der Patientinnen eingehen sollten, steht daher im
Vordergrund. Etwa 95 % aller MK-Patientinnen erhalten eine Kombinationsbehandlung,
bestehend aus Operation und adjuvanter Strahlen- bzw. Chemo-/Hormontherapie, mit dem
Ergebnis signifikanter Uberlebensvorteile gegeniiber einer alleinigen lokoregionalen

Behandlung (Earl 2004).

2.1.6.1 Operation

Als Therapiegrundlage fiir alle nicht fortgeschrittenen Mammakarzinome fungiert die
operative Entfernung des Tumors als PrimdrmaBnahme. Eine solche Operation umfasst als
,onkologische Mindestanforderung* sowohl die vollstindige Entfernung des Tumors mit
gesundem Randsaum (RO-Status) als auch die Entfernung befallender axilldrer Lymphknoten

(Renton 1996, Blichert-Toft 1998, Houssami 2010). Die Bestimmung des histologischen

10
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Nodalstatus (pN-Status) ist dabei standardméBiger Bestandteil der operativen Therapie und
erfolgt heutzutage anhand der Sentinel-Lymphknotenbestimmung (Kiihn 2005, Lymann
2005).

Der Umfang des operativen Eingriffs orientiert sich an der préoperativen, bildgebenden
Diagnostik, am histopathologischen Befund und am Wunsch der Patientin, unter
Beriicksichtigung des Verhédltnisses von TumorgroBe und Brustvolumen sowie des zu
erwartenden kosmetischen Ergebnisses. Prinzipiell hat die Radikalitdt des lokalen Vorgehens
keinen Einfluss auf die Heilungsaussichten (Stauber 2007). 70 % - 80 % aller Operationen bei
Patientinnen mit primdr nicht metastasiertem MK konnen bzw. sollten brusterhaltend
durchgefiihrt werden (Winzer 2005, Kreienberg 2012). Die brusterhaltende Therapie (BET)
mit anschlieBender Strahlenbehandlung ist der modifizierten radikalen Mastektomie bzgl. des
Uberlebens mindestens gleichwertig (Wald 1995, Fisher 2002, Veronesi 2002, Wallgren 2003,
EBCTCG 2005). Das operative Verfahren betreffend, sollten deshalb alle Patientinnen,
besonders im Hinblick auf die psychische Belastung, iiber eventuelle Einschrankungen der
Lebensqualitdt und in Bezug auf das &sthetische Ergebnis griindlich aufgeklért werden (Al-
Ghazal 1999, NZGG 2009).

Bei gro3en, multifokalen, inflammatorischen, weit ausgebreiteten Tumoren (> 3,0 cm) oder
bei Hautinfiltrationen ist eine BET nicht moglich. In diesem Fall muss eine radikale
Mastektomie vorgenommen werden (Fisher 1994, NZGG 2009). Bei erhohtem Risiko fiir ein
lokales oder regionéres Rezidiv erfolgt eine lokoregionale Strahlentherapie (Kreienberg 2012;

siche Kapitel 2.1.6.3).

2.1.6.2 Systemische Therapie

Aufgrund der Annahme, dass es sich beim MK um eine Systemerkrankung mit frither
Dissemination von Tumorzellen handelt, wird in der Regel 1-2 Wochen nach der Operation
eine systemische, zytostatische, endokrine und/oder auf Antikorpern basierende Therapie
begonnen (Schmidt-Kittler 2003, Klein 2003, Riihl 2004, Stoecklein 2010). Das Ziel besteht
darin, bereits disseminierte Tumorzellen in ihrem Wachstum zu hemmen und zu eliminieren,
um insbesondere Rezidive bzw. Fernmetasen, die unbehandelt bei 60 % der Patientinnen
entstehen wiirden, verhindern und somit die rezidivfreie Zeit verlingern zu kdnnen (Racila
1998, Schmid 2002, Eucker 2006).

Bei der Entscheidung bzgl. der Notwendigkeit und Auswahl der adjuvanten Therapie werden
die Patientinnen in unterschiedliche Risikogruppen eingeteilt. Dabei werden Faktoren wie

TumorgroBe, Grading, Ki-67-Wert, Alter, Menopausen-, Lymphknoten-, Hormonrezeptor-
11
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und Her-2-Status beriicksichtigt (EBCTCG 2011, Goldhirsch 2011). Die ,,St. Gallener
Empfehlungen® aus dem Jahre 2009 verweisen v.a. auf die endokrine Sensitivitdt, jene von
2011 beziehen sich hauptsichlich auf die molekularen Subtypen als entscheidendes Kriterium

fiir die Indikationsstellung zur adjuvanten Chemotherapie (Goldhirsch 2011, siche Tab. 2).

Luminal B - like HER/2neu - Triple -
Luminal A - positiv negativ
Subtyp lik
LG HER/2neu - HER/2neu - .
- e non - luminal duktal
negativ positiv
ER / PgR Hoch positiv positiv positiv negativ negativ
HER-2 negativ negativ positiv positiv negativ
niedrig hoch
Ki-67/G - - -
<14 %Gl >14%/G3
Héufigkeit ~65% ~10% ~10% ~15%
Endokrine .
. . Chemotherapie Trastuzumab
Therapie ;l“él;;aple (CT) +ET (T) + CT + ET CT+T CT

60 %
Tab. 2 Risikoeinteilung und Therapieauswahl nach molekularbiologischem Subtyp, St. Gallen 2011.

Demnach ist bei Patientinnen vom Tumortyp Luminal A eine endokrine Therapie (ET)
angezeigt Tamoxifen/GnRH-Analoga
postmenopausal mit Aromataseinhibitoren der 3. Generation (NICE 2009, NZGG 2009,
EBCTCG: Davies 2011). Die endokrine Therapie beeinflusst das oOstrogenabhingige

und ausreichend, prdmenopausal mit und

Tumorwachstum durch die Ausschaltung der Ovarialfunktion (GnRH-Analoga), durch
Reduktion der Ostrogenproduktion (Aromateseinhibitoren) bzw. durch die kompetitive
Hemmung des Ostrogenrezeptors (Tamoxifen, siche Arteaga 1991, Ellis 1997, Boeddinghaus
2001). Bei intermedidrem Rezidivrisiko mit hoher endokriner Sensitivitit muss der Nutzen
einer Kombination aus Chemo- und Hormontherapie gegeniiber der alleinigen endokrinen
Therapie abgewogen werden (Einzelfallanalyse, sieche Thuerlimann 2001). Bei erhohtem
Risiko und/oder Rezeptornegativitét ist immer eine Chemotherapie anzustreben (NICE 2009,
EBCTCG: Davies 2011).

Als europaweite Standardchemotherapie im adjuvanten Setting gilt die anthrazyklinhaltige
Therapie (5-Fluorouracil/Epirubicin/Adriamycin). Bei axillirem Lymphknotenbefall werden
zusitzlich Taxane (Paclitaxel/Docetaxel) eingesetzt. In der Regel werden 4 - 6 Zyklen einer
Kombinationstherapie verabreicht, wobei eine sequentielle Gabe zuldssig ist. Vor allem

Hochrisiko-Patientinnen, aber auch nodal negative Patientinnen (pNO), die als ER - bzw. PR -
12
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negativ einzustufen sind, scheinen von einer Chemotherapie mit Anthrazyklinen zu profitieren
(Bria 2006). So konnte z.B. bei unter 50-jihrigen Patientinnen nach Anwendung einer
anthrazyklinbasierenden Polychemotherapie eine Sterblichkeitsreduktion um 38 %
nachgewiesen werden.

Sowohl die adjuvante, endokrine Therapie (Tamoxifen) als auch die Chemotherapie
(Anthrazykline) reduzieren, unabhéngig voneinander, das individuelle Rezidivrisiko und die
Sterblichkeit um etwa 30 % (EBCTCG: Davies 2011). Die Kombination von Chemo- und
Hormontherapie wiederum erwies sich hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens bei
rezeptorpositiven Patientinnen gegeniiber dem Einsatz einer alleinigen Chemotherapie als
iiberlegen (Davidson 1999).

Bei Patientinnen mit Her2-positivem MK kann die einjdhrige, adjuvante Antikorpertherapie
mit dem Wirkstoff Trastuzumab zu einer Senkung der Rezidivrate von 20,5 % auf 12,9 %
innerhalb eines Jahres nach der Operation fiihren. Der hierbei verwendete humanisierte,
monoklonale Antikorper wird entweder simultan oder sequentiell zur Chemotherapie
verabreicht (Gianni 2011, Perez 2011, Slamon 2011, Yin 2011). Als Vorteile von
Immuntherapien gelten im Allgemeinen, dass sie zielgerichtet (,targeted therapy®),
zellzyklusunabhidngig und besser vertrdglich sind als traditionelle Medikamente (Riethmiiller
1993, Baeuerle 2009). Ein geeignetes Ziel fiir einen immunologischen Therapieansatz sind
u.a. die in dieser Arbeit untersuchten disseminierten und im Blut zirkulierenden epithelialen
Tumorzellen (Riethmiiller 1998, Miiller 2001). Das bei epithelialen Tumoren, wie dem MK,
héufig Ttberexprimierte Protein EpCAM (sieche Kapitel 2.4.) bietet neben seiner
prognostischen Relevanz diesbeziiglich einen weiteren, neuen Ansatz (Armstrong 2003,
Spizzo 2004, Ruf 2007, Sebastian 2009).

Die adjuvante Gabe von Bisphosphonaten wie z.B. Clodronat oder Zoledronat verringern
sowohl  signifikant den  therapieinduzierten = Knochendichteverlust als  auch
Knochenschmerzen. Eindeutige Daten bzgl. der Beeinflussung der rezidivfreien Zeit und des
Gesamtiiberlebens liegen aktuell jedoch nicht vor (Pavlakis 2005, Loibl 2009, Kreienberg
2012).

Es sei nochmals darauf verwiesen, dass sich die vorliegende Arbeit ausschlieBlich mit dem
primir nicht metastasierten MK befasst. Aus diesem Grund wird auf die Therapie des

metastasierten Verlaufes nicht detaillierter eingegangen.
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2.1.6.3. Radiotherapie (RT)

Im Rahmen der BET ist die perkutane Homogenbestrahlung der betroffenen Brust obligat und
damit integraler Bestandteil des Therapiekonzeptes beim invasiven MK (NHMRC 2001, Van
de Steene 2004, Clarke 2005, EBMG 2006, NCCN 2007). Prospektive, randomisierte Studien
verglichen die Ergebnisse der alleinigen brusterhaltenden Operationen mit jenen, welche
zusétzliche postoperative Homogenbestrahlung anwandten. Alle Studien wiesen flir die
bestrahlten Patientinnen eine signifikante Senkung der In-Brust-Rezidivrate nach und
erbrachten fiir diese auch Uberlebensvorteile (Fisher 1993, Liljegren 1999, Veronesi 2002,
Wallgreen 2003, Fyles 2004, Vinh Hung 2004, Whelan 2005). Es konnte kein Subkollektiv
ermittelt werden, welches nicht von einer solchen Behandlung profitiert hitte (Anderson
2009, Prescott 2007, van Wely 2011, EBCTCG: Darby 2011).

Priméres Ziel jeder Bestrahlungstherapie ist die lokale Tumorkontrolle durch die Vermeidung
von Rezidiven. Abhdngig vom Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnosestellung kann die
Rate lokaler bzw. lokoregionaler Riickfdlle um bis zu 80 % mittels Bestrahlung gesenkt
werden (von 25 % - 40 % ohne RT auf' 5 % - 10 % mit Bestrahlung, siehe Clarke 2005, Potter
2007, Kribus 2008, EBCTCG 2011: Darby 2011). Dieses prozentuale Verhiltnis ist invariant
hinsichtlich der Art des operativen Eingriffs.

Das sekundire Ziel der Radiatio ist die Anhebung der Uberlebensraten durch Vermeidung der
aus lokoregiondren Rezidiven hervorgehenden, sekundidren Fernmetastasen (Holzel 2001).
Abhingig vom Nodalstatus haben Metaanalysen eine diesbeziiglich um 3 % — 9 %-ige
Reduktion der erkrankungsspezifischen Mortalitdt nach 15 Jahren gezeigt (Clarke 2005;
EBCTCG 2011: Darby 2011, Mannino 2009, Peto 2006, Poortmans 2007, Weaver 2011). Im
Gegensatz zur lokoregiondren Tumorkontrolle, ist bei der klinischen Bewertung von
Langzeiteffekten zu  beriicksichtigen, dass der Einfluss der RT auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit erst nach mehr als 5 Jahren erkennbar und statistisch wirksam
wird (EBCTCG 2011: Darby 2011). So kann z.B., statistisch gesehen, ein krebsbedingter
Todesfall im Verlauf von 15 Jahren vermieden werden, wenn 4 Lokalrezidive innerhalb der
ersten 10 Jahre verhindert werden konnen (Clarke 2005, EBCTCG 2011: Darby 2011, Peto
2006, Whelan 2007).

In der Regel beginnt die postoperative RT nach abgeschlossener Wundheilung, spétestens
jedoch 6 bis 8 Wochen nach der Operation (Recht 2003, 2004). Sofern eine adjuvante

Chemotherapie vorgesehen ist (siche oben), erfolgt die RT fiir gewohnlich sequentiell.
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Theoretische ~ Vorteile  eines  synchronen,  systemischen und lokoregiondren
Behandlungskonzeptes bestehen darin, dass Verzogerungen onkologisch notwendiger
MaBnahmen vermieden und durch die Chemotherapie eine Radiosensibilisierung von
Tumorzellen genutzt werden konnte. Eine simultane Chemo- und RT fiihrt allerdings zu
hoherer Toxizitdt und sollte deshalb individuell entschieden werden. Demgegeniiber gibt es
fir eine simultan zur RT laufende Hormontherapie mit Antidstrogenen oder
Aromatasechemmern keine Kontraindikationen (Ahn 2005, Harris 2005, Pierce 2005, Whelan
2005).

Wenngleich der optimale Zeitpunkt fiir den Beginn der postoperativen Radiatio nicht
ausreichend abgesichert ist, konnte beobachtet werden, dass der verzogerte Beginn der RT
haufiger zu Lokalrezidiven flihrt (Hartsell 1995, Recht 1996, Huang 2003, Hebert-Croteau
2004).

Das klinische Zielvolumen der perkutanen Nachbestrahlung schliet die gesamte verbliebene
Brust und die angrenzende Thoraxwand ein. Dabei wird eine Dosis von 50 Gy (bzw. 50,4 Gy)
in finf wochentlichen Einzeldosen von 2,0 Gy (bzw. 1,8 Gy) verabreicht. Es hat sich
erwiesen, dass jede Tumorkontrolle einer Dosis-Wirkungs-Beziehung unterliegt und die
Wabhrscheinlichkeit von okkulten Tumorzellen im Bereich des primidren Tumorbereiches
(,,Tumorbett“) am hdchsten ist (Holland 1985, Sinn 1994). Um die Entstehung von
Lokalrezidiven zu verhindern, ist eine zusitzliche umschriebene, lokal auf diesen Bereich
begrenzte, Boost-Bestrahlung angezeigt. Hierbei konnte bei RO-resezierten Patientinnen eine
Senkung der Rezidivrate von 10,2 % auf 6,2 % in allen Altersgruppen (bezogen auf einen
Zeitraum von 10 Jahren) erreicht werden (Antonini 2007, Bartelink 2007, Jones 2009,
Poortmans 2008, 2009). Den groBten Nutzen von einer Boost-Bestrahlung haben, gemessen
an der absoluten Minderung des lokalen Riickfallrisikos, jiingere Patientinnen bzw. Frauen
mit erhohtem Lokalrezidivrisiko (pT2 oder cT2, Malignitdtsgrad 3, Multifokalitét,
Rezeptornegativitit). Aufgrund dieser Daten wird aktuell fiir alle Patientinnen im Alter < 50
Jahren ein Boost mit insgesamt 10-16 Gy empfohlen, appliziert in 5 wdchentlichen
Einzeldosen von 1,8-2 Gy (Kreienberg 2012). Im Falle einer unvollstindigen Resektion
(R1/R2) kann die Dosis auf 20 Gy bei gleicher Einzelgabe und Fraktionierung erhoht werden.
Bei Patientinnen iiber 50 Jahren ist die Datenlage hinsichtlich des Nutzens einer Boost-
Bestrahlung allerdings nicht eindeutig. Um Bewegungs- und Lagerungsunsicherheiten des
Patienten zu beriicksichtigen, wird bei der Planung des Bestrahlungsraumes allseits ein

Sicherheitssaum von 1,0 - 1,5 cm hinzugefiigt. Der unumginglich mindestbestrahlte
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Lungensaum sollte jedoch < 2 cm sein. Das Zielvolumen des Boosts umfasst das Tumorbett
bzw. die Operationshohle mit einem Sicherheitssaum von etwa 2 cm (Bartelink 2001).

Die Bestrahlung der Mamma und Thoraxwand erfolgt in der Regel iiber opponierende Felder
mit Linac-Photonen. Zur Optimierung und Homogenisierung der Dosisverteilung dient die
3D-Planung. Auf diese Weise wird die Dosisinhomogenitidt zwischen maximal -5 % bis +7 %
gehalten (ICRU 50). Die ortliche Dosiserhohung erfolgt mittels Teletherapie (Linac-
Elektronen- oder Linac-Photonen), Brachytherapie (Multikatheter-Technik mit HDR, PDR
oder LDR) oder intraoperativen Techniken (Linac-Elektronen, IOERT, siehe Poortmans
2004).

Falls axillire Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden (obligat bei mehr als 3
befallenen Lymphknoten) oder ein hohes Risiko fiir einen okkulten Befall besteht, wird eine
RT der supraklavikuldren Lymphabflusswege und der axilliren Lymphknoten im Level III
durchgefiihrt. Bei nicht erfolgter oder inkompletter Axilladissektion (weniger als 10 axilldre
Lymphknoten) wird zusétzlich der Lymphabfluss im Level I und II bestrahlt. Die Indikation
orientiert sich dabei immer an den individuell angepassten operativen Gegebenheiten und
wird interdisziplindr diskutiert (EBCTCG 2005, Taghian 2004, Ragaz 2005).

Bei der Lymphknotenbestrahlung (supraklavikuldr, axilldr, parasternal) entsprechen die
Lagerungs- und Dosierungsverhiltnisse denen der Homogenbestrahlung der Brust
(Gesamtdosis 50 Gy / 50,4 Gy, flinfmalige Einzeldosen von 2,0 Gy / 1,8 Gy pro Woche, siche
Kreienberg 2012).

An dieser Stelle sei betont, dass in dieser Arbeit nicht ndher auf die Rolle der RT bzgl.
Mastektomiepatientinnen sowie anderer Tumorentititen (inflammatorisches MK, DCIS,

Morbus Paget) eingegangen wird.

2.2 Zirkulierende Tumorzellen

Wie bereits dargestellt, werden zirkulierende, epitheliale Tumorzellen friihzeitig vom
Primértumor ausgeschwemmt (Liotta 1974, Gray 2003) und konnen ihrerseits bereits im
Primédrstadium der Tumorentwicklung sowohl im peripher-vendsen Blut (Pachmann 2001,
2005b, Allan 2010) als auch im Knochenmark (Pantel 2003, Janni 2004, Riethdorf 2008) von
MK-Patientinnen nachgewiesen werden.

Da jene, durch Operation, Chemotherapie und RT nicht eliminierten, okkulten Tumorzellen
(,,minimal residual disease®) als Ausgangspunkt fiir Rezidive und Fernmetastasen angesehen

werden (Jiang 2002, Meng 2004, Pachmann 2005c), ist deren Erfassung sowohl fiir
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prognostische Aussagen als auch fiir das klinische Management relevant (Pantel 1999, Braun
2004, Taubert 2004, Cristofanilli 2006, Saad 2008, Graves 2011). Die Detektion
zirkulierender Tumorzellen stellt einen unabhingigen, diagnostischen Marker dar und ist
somit ein additiver Parameter fiir die unmittelbare Effizienzkontrolle (,,Therapie-Monitoring*)
systemischer Therapieverfahren (Lobodasch 2007, Pachmann 2005, 2005b, 2008, 2008b,
Maheswaran 2010). Rack und Mostert haben gezeigt, dass das MK dabei der Tumortyp ist,
bei dem zirkulierende Tumorzellen ihre prognostische Wertigkeit am stirksten bewiesen
haben und an dem bislang die grofte Vielfalt an Detektionsmethoden angewandt wurde (Rack
2008, Mostert 2009). Es kann davon ausgegangen werden, dass der positive Nachweis
zirkulierender Tumorzellen einen frithzeitigen Hinweis auf einen tumorproliferativen Prozess
geben kann (Schnakenberg 2006, Maheswaran 2010) und beim metastasierten MK mit einer
ungiinstigen Prognose einhergeht (Braun 2004, Cristofanilli 2005, 2009, Tewes 2009).
Dariiber hinaus korrelieren Verdnderungen in der Zellzahl der zirkulierenden Tumorzellen
wihrend der Therapie mit einer Regression oder Progression der Krankheit (Pachmann 2008),
wobei eine Tumorzellpersistenz im Knochenmark unter laufender first-line Therapie in jedem
Falle mit einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein scheint (Wiedswang 2004, Janni
2005, Pierga 2008).

Zirkulierende Tumorzellen bilden somit eine Schnittstelle zwischen Primértumor und
Metastasenbildung (Taubert 2004). In tierexperimentellen Studien konnten durch die Injektion
zirkulierender Tumorzellen Metastasen induziert werden (Pretlow 2000). Analog zur
heterogenen Tumorbiologie muss jedoch davon ausgegangen werden, dass die zirkulierenden
Tumorzellen ein sehr unterschiedliches Metastasierungspotential aufweisen und nur ein Teil,
aufgrund genetischer Eigenschaften und epigenetischer Verdnderungen, zu klinisch
manifesten Metastasen heranwachsen kann (Hunter 2004). Es wird geschétzt, dass nur eine
von 10.000 Tumorzellen zu den verschiedenen Schritten der Metastasierung (Dissoziation
vom Primérverband, Intra- & Extravasation, klonales Wachstum in ortsfremdem Gewebe)
fahig ist (Liotta 1991, Schmidt-Kittler 2003, Klein 2008). Die Frage, inwiefern die
detektierten Tumorzellen direkt vom Primdrtumor (zytogenetische Klonalitit) oder von
okkulten Mikrometastasen abstammen, wird kontrovers diskutiert (Holmgren 1995, Fehm
2002, Meng 2004). Bekannt ist, dass sich die Mehrzahl der disseminierten Tumorzellen in
einem nichtproliferativen Zustand, d.h. in der GO-Phase des Zellzyklus befindet, und sich
somit z.B. der Wirkung adjuvanter Chemotherapie entzieht (Pantel 1997). Deshalb weisen

diese z.T. lange Uberlebenszeiten auf und kdnnen bis zu 22 Jahre nach Tumorentfernung auch
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bei klinisch gesunden Patientinnen nachgewiesen werden (Jotsuka 2004, Meng 2004,
Pachmann 2005c). Was genau diese, mitunter lange, Tumorzelldormanz bewirkt ist bisher
unklar.

Zirkulierende Tumorzellen wurden erstmals von Thomas Ashworth im Jahre 1869
beschrieben (Ashworth 1869). Thr gehduftes Auftreten bei Brustkrebs-Patientinnen mit
ossdren Metastasen wurde zwanzig Jahre spiter durch Paget im Rahmen seiner "seed and
soil"-Theorie bestétigt (Paget 1889). Rohr und Hegglin legten 1936 die Grundlage fiir die
Entwicklung der heute verwendeten Detektionsmethoden zum Nachweis disseminierter
Tumorzellen. Dabei gelang ihnen der Nachweis von Tumorzellen in Sternalpunktaten mittels
Himatoxylin-Eosin-Farbung (Rohr 1936, Lankiewicz 2006). Wéhrend noch Mitte des
vergangenen Jahrhunderts allein mikroskopische Verfahren zur morphologischen Betrachtung
tumorverdéchtiger, zirkulierender Zellen eingesetzt wurden, haben sich in den letzten 30
Jahren die = Nachweismethoden = und  das  fortschreitende ~ Verstdndnis  fiir
Metastasierungsvorginge bzgl. zirkulierender Tumorzellen stetig erweitert (Christopherson
1965, Fidler 2003).

Heute zdhlen zu den routineméfBig verwendeten Anreicherungsmethoden jene, wie die
Dichtezellzentrifugation (Pierga 2004), antikorpergekoppelte Magnetbeads in Kombination
mit immunzytochemischen Verfahren (Racila 1998, Rolle 2005, Antolovic 2010),
molekulargenetische (Xenidis 2006, Nakagawa 2007) und bildanalytische Methoden (Witzig
2002). Jede dieser Verfahrensweisen besitzt jedoch unterschiedliche Vor- und Nachteile
(Allan 2010).

Da zirkulierende Tumorzellen lediglich mit einem Frequenz - Verhiltnis von 10~ bis 107
auftreten, ist fiir die Detektion dieser Zellen eine besonders hohe Sensitivitdt erforderlich
(Pachmann 2001).

Das in dieser Arbeit verwendete Scan”R-Verfahren macht sich die Eigenschaft zirkulierender
Tumorzellen, bestimmte Membranproteine zu exprimieren, zunutze. Jene Membranproteine
konnen mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikdrpern spezifisch gekennzeichnet und
dadurch mit hoher Sensitivitit detektiert werden (Pachmann 2001, 2005b). Hierbei ist vor
allem das Zelladhdsionsmolekiil EpCAM, welches auf der Zellmembran von Epithelgeweben
exprimiert wird, bedeutsam, da epitheliale Zellen im Blut natiirlicherweise nicht vorkommen
(Balzar 1999, Witzig 2002, Pachmann 2005b, Maheswaran 2010). Durch o.g. Verfahren
konnen zudem Verdnderungen in der Zellzahl der zirkulierenden Tumorzellen bei laufender

Therapie in sehr kurzer Zeit nachgewiesen werden. Zudem liefert der Nachweis zirkulierender
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Tumorzellen im peripheren Blut von Krebspatienten, besonders im Hinblick auf
Abweichungen zum Primértumor, wertvolle Informationen bzgl. Therapieplanung und -
effekten (Klein 2005, Fehm 2004, Riethdorf 2008).

Der Nachweis von Knochenmarktumorzellen ist aufwindiger, kostenintensiver, wird weniger
gut von den Patienten toleriert und ist hinsichtlich der Entnahmekapazitit und der Qualitdt des
Materials ein unsicherer Faktor im Vergleich zur Entnahme von Tumorzellen aus dem
peripher-vendsen Blut. Aus diesen Griinden sind sequentielle, periphere Blutanalysen fiir den
qualitativen und quantitativen Nachweis zirkulierender epithelialer Tumorzellen unter
postoperativer Betrachtungsweise einer wiederholten Knochenmarksaspiration iiberlegen

(Pachmann 2001, 2005, 2005b, 2008, 2008b).

2.3 Tumorgenetik

Die an der Entstehung und Progression maligner Tumoren beteiligten Gene, lassen sich als
Tumorgene bezeichnen (Knudson 1993). Hierzu werden Onkogene bzw. Proto-Onkogene als
aktivierte proliferationsfordernde Signalmolekiile und Tumorsuppressorgene als inaktivierte
proliferationshemmende Molekiile gezéhlt.

Die haufigsten Ereignisse stellen chromosomale Translokationen und Deletionen dar
(Mitelman 1997). Kodierende Sequenzen werden unter dem Einfluss regulatorischer
Sequenzen anderer Gene verstirkt oder auf andere Weise nicht korrekt exprimiert. Bei
Genamplifikationen kommt es durch die hohere, verfligbare Kopienzahl zu einer verstarkten
Expression und damit zu einer Beeinflussung der malignen Transformation.

In den hier vorgestellten Untersuchungen ging es aber nicht um verénderte Genexpression auf
Grund von Mutationen oder anderen Genverdnderungen sondern um eine reaktiv verdnderte
Expression durch therapeutische Intervention.

Fir die Untersuchung der Genexpression im Verlauf der RT wurden 11 Kandidatengene

(siche nachfolgende Tabellen) ausgewéhlt:
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2.3.1 GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

Synonyme: G3PD, GAPD
Lokalisation: | 12p13.31
Vorkommen: | ¢ ubiquitir
Biologische e Schliisselenzym der Glykolyse & Glukoneogenese (katalysiert die
Aktivitit: Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu 1,3-Bisphospho-
glycerat)
e Transport & Fusion von Membranen, Endozytose, Regulation von
mRNA, Export von tRNA, Replikation bzw. Reparatur von DNA
(Sirover 1999)
e Beteiligung an Apoptosemechanismen (Berry 2000)
e besitzt Phosphotransferase- & -kinase-Aktivitéit (Zhang 1992)
Diagnostische | ¢ GAPDH gehort zu den am haufigsten verwendeten internen
Bedeutung: Standardgenen (,,Housekeeping-Gen*) bei der Quantifizierung von

mRNA (Barber 2005)
Zellproliferation  fiihrt
(Goldsworthy 1999)

zu einer erhohten GAPDH-Expression

2.3.2 EpCAM (epithelial cell adhesion molecule)

Synonyme:

17-1A, 323/A3, CD326, CO-17A, EGP-2, EGP-34, EGP-40, EGP-314,
ESA, GA 733-2, HEA-125, KS-1/4, KSA, Ly-74, M4S1, MH-99, MIC-18,
MK-1, MOC-31, TACST-1, TROP-1

Lokalisation:

2p21

Vorkommen:

basolaterale Membran einfacher  Epithelien  (insbesondere
Driisengewebe), Pseudo-Plattenepithelien und Ubergangsepithelien
(Moldenhauer 1987, Momburg 1987, Balzar 1999): Lunge, Brustdriise,
Schilddriise, Kolonepithel, Tubuluszellen der Niere, intestinale
Lymphozyten, undifferenzierte embryonale Stammzellen (sinkende
Expression mit zunehmender Differenzierung, siche de Boer 1999)

Biologische
Aktivitit:

Vermittlung Ca®" -unabhingiger, homophiler Zell-Zell-Adhésionen
(Litvinov 1994, Balzar 1999, Went 2004, Osta 2004)

Modulation bei Zellmigration, -differenzierung, -interaktionen, -
proliferation, -metabolismus, -morphogenese und -zyklus (Litvinov
1997, Winter 2003a, Osta 2006, Trzpis 2007, Shiah 2008, Mitzel 2009)
Beteiligung an Vorgingen des Zellzyklus, -metabolismus sowie der
Morphogenese & Geweberegeneration (Trzpis 2008)

embryonale Stammzellproliferation und -differenzierung,
Hochregulierung von FABPS5, MYC, Cyclins A & E (Miinz 2004)

Onkologische
Bedeutung:

Transkriptionsinduktion von Proto-Onkogenen wie c-myc und der
Cycline A/E — verstédrkte Proliferation und Zellteilung (Miinz 2004,
Mitzel 2009), deshalb als Marker fiir epitheliale Tumoren
(Adenokarzinome und Plattenepithelkarzinome) geeignet (Baeuerle
2007)

bei Lungen-, Brust- und Kolonkarzinomen am stérksten liberexprimiert
(Moldenhauer 1987, Litvinov 1994, Balzar 1999, Went 2004, Osta
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2004)

weitere EpCAM-iiberexprimierende Tumoren: u.a. Karzinome des
Rektums, Osophagus, Pankreas, Hals- und Nackenbereiches, der
Prostata und Leber (Salem 1993, Balzar 1999, Piyathilake 2000, Winter
2003b)

in Mammakarzinomen korreliert die EpCAM-Uberexpression mit der
Tumormasse, dem Lymphknotenstatus und dem Vorhandensein von
Ostrogenrezeptoren (Tandon 1990)

kein regelhafter Nachweis EpCAM-positiver Zellen im gesunden
Organismus (Negativkontrolle)

Expression durch entziindliche oder maligne Prozesse im Sinne einer
iiber- oder de novo-Expression beeinflussbar (Litvinov 1994 & 1996,
Balzar 1999, de Boer 1999, Trzpis 2007)

Uberexpression fordert die Proliferation, Migration und Invasivitit von
Brustkrebszellen (Trzpis 2007, van der Gun 2010)

Zielmolekiil fiir immuntherapeutische, diagnostische und prognostische
Zwecke (Balzar 1999)

2.3.3 NANOG (Nanog homeobox)

Synonyme: -
Lokalisation: | 12p13.31
Vorkommen: | ¢ embryonale Stamm- und Tumorzellen, Expression sinkt mit
zunehmender Differenzierung (Chambers 2003)
e regelhaft nicht in gesundem, adultem Gewebe exprimiert (Mitsui 2003)
Biologische e Regulation der RNA-Polymerase-Bindungsfihigkeit wihrend der
Aktivitit: Transkription (Transkriptionsfaktor)
e Schliisselfaktor zur Aufrechterhaltung der zelluldren Pluripotenz (Darr
2006, Zhang 2006)
e Inhibition der neuralen und mesodermalen Differenzierung (Ying 2003)
& Blockade der Differenzierung von aggregierten, embryonalen
Stammzellen in primitivem Endoderm (Hamazaki 2004)
Onkologische | ¢ Uberexpression in Keimzell- und Brusttumoren sowie in transformierten
Bedeutung: Zell-Linien wie z.B. MCF7 (Ezeh 2005, Hart 2005)

Ausschaltung des Gens bewirkt die Differenzierung der betroffenen
Zelle (Takahashi 2006)

21




2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.3.4 Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2)

Synonyme: PPP1R50, protein phosphatase 1, regulatory subunit 50

Lokalisation: | 18q21.3

Vorkommen: | ¢ embryonales Gewebe, Stamm- und Progenitorrzellen z.B. des Darms
und des himatopoetischen Systems (sinkende Expression mit
zunehmender Differenzierung, siche Vaux 1988, McDonnell 1993)

Biologische e Schliisselfunktion bei der Apoptoseinhibition u.a. durch Regulation der

Aktivitit: Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium und Hemmung
des die Caspase 9 aktivierenden Apaf-1/Cyto-C-Komplexes
(Hockenbery 1991 & 1993, Kluck 1997, Pan1998, Laurenzi 2000)

Onkologische | ¢ Proto-Onkogen (Uberaktivierung fiihrt zu Gewebeproliferation und

Bedeutung: Tumorgenese)

in verschiedenen Tumorentititen iiberexprimiert: u.a. MK, Melanom,
Prostatakarzinom, Bronchialkarzinom, AML, Lymphome (Lee 1987,
Weiss 1987, Joensuu 1994, Catz 2003)

Uberexpression von Bcl-2 beim MK mit besserer Prognose assoziiert,
jedoch auch mit Entwicklung von Zytostatikaresistenz in Verbindung
gebracht (Martinez-Arribas 2007, Tabuchi 2009)
umgekehrt-proportionaler Zusammenhang zwischen Bcl-2 und p53
(Silvestrini 1994, Haldar 1994)

2.3.5 TLR 4 (toll-like receptor 4)

Synonyme: ARMDI10, CD284, hToll, TOLL
Lokalisation: | 9q33.1
Vorkommen: | ¢ Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen (Muzio 2000),
Mastzellen, B-Lymphozyten (Gerondakis 2007)
Biologische e angeborenes Abwehrsystem: Erkennung viraler, bakterieller oder von
Aktivitit: Pilzen stammenden PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns)
e physiologischer Rezeptor fiir Lipopolysaccharide gramnegativer
Bakterien (Takeuchi 1999, Arbour 2000, Tapping 2000)
e Aktivierung & Modulation des ,,Antigen-spezifischen erworbenen
Immunsystems* (Poltorak 1998, Rifkin 2005)
Onkologische | ¢ Aktivierung immunologischer und inflammatorischer Signalkaskaden
Bedeutung: nach Bindung endogener Aktivatoren wie Fibrinogen oder
Hitzeschockproteinen (Sabroe 2008)
e Uberexpression spielt beim MK durch die Bildung eines
inflammatorischen Mikromileus in der Tumorumgebung eine

bedeutende Rolle bei der Tumorgenese, Metastasierung, Angiogenese,
Ausschaltung der adaptiven Immunitét (TLR4 induziert die Produktion
von Zytokinen & Chemokinen) und Progression (Yang 2010,
Bhattacharya 2011)
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2.3.6 COX-2 (prostaglandin-endoperoxide synthase 2)

Synonyme:

GRIPGHS, hCox-2, PGHS-2, PHS-2, PGG/HS, PDGS2

Lokalisation:

1925.2-925.3

Vorkommen:

Makrophagen,  Endothelzellen  proliferierender  Blutgefile &
monozytirer Schaumzellen in atherosklerotischen Lisionen, Macula

densa der Niere, Hypothalamus, Gliazellen, Neuronen, Riickenmark
(Hla 1992, Samad 2001, Steiner 2006)

Biologische
Aktivitit:

zentrale Funktion bei Entziindungsreaktionen, Knochenentwicklung und
Schmerzempfinden (Hyperalgesie)

Integritat der = Magenschleimhaut, Nierendurchblutung &
Thrombozyten-aggregation (Levy 1997, Smith 2000, Steiner 2006,
Ricciotti 2011)

Schliisselrolle bei der Prostaglandin- und Thromboxansynthese aus
Arachidonsdure (Herschman 1996), Verstoffwechslung von Substraten
wie Endocannabinoide, Anandamid oder 2-Arachidonylglycerol zu
Prostanoidenoxidieren (Simmons 2004)

Onkologische
Bedeutung:

beim MK, sowie bei mehreren anderen malignen, epithelialen Tumoren
(Prostata, Kolon, Magen, Osophagus, Lunge, Pankreas) wird COX-2
sowohl in den eigentlichen Tumorzellen als auch im umgebenden
Stroma iiberexprimiert (Gupta 2000, Soslow 2000, Sales 2001,
Subbaramaiah 2002, Pan 2008)

die im Tumorgewebe gebildeten Prostaglandine, insbesondere PGE,,
konnen sowohl das Tumorstroma (Angiogenese, Immunsuppression
etc.) als auch Tumorzellen direkt (Proliferation, Hemmung des
programmierten Zelltodes — Apoptose) beeinflussen (Jones 1993, Tsujii
1995 & 1998, Tang 2002, Simmons 2004)

Uberexpression korreliert mit einer erhdhten Metastasenbildung und
einer schlechten Prognose (Kim 2002)

2.3.7 PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha)

Synonyme: CLOVE, MCAP, MCM, MCMTC, p110-alpha, PI3K

Lokalisation: | 3q26.3

Vorkommen: | ¢ ubiquitir

Biologische e P110a-Protein: Katalyse der Umwandlung von Phosphatidyl-4,5-

Aktivitit: Bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidyl-3,4,5-Triphosphat (PIP3) —
Aktivierung des PIK-Akt-Signalweges mit breitem Spektrum zelluldrer
Funktionen: Zellwachstum, Zellproliferation, Migration, Motilitét,
Apoptose, Differenzierung, Uberleben & Zelladhision (Vivanco 2002,
Lee 2005, Li 2006)

Onkologische | ¢ Onkogen — infolge von Mutationen erhohte Aktivitdt des PIK-Akt-

Bedeutung: Signalwegs/Dysregulation fiihrt zu Tumorgenese (Zellwachstum,

Zelltransformation, Zelladhdsion, verdnderte Zellmigration bzw.
Storungen in Apoptose und Zelliiberleben; Cantley 2000, Buttitta 2005)
Uberexpression bei Mamma-, Lungen-, Kolon-, Ovarial-, Hirn- und
Magentumoren (Campbell 2004, Lee 2005, Saal 2005, Wu 2005)

23




2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.3.8 Her2/neu (human epidermal growth factor receptor 2)

Synonyme: CD340, Herstatin, NEU, NGL, MLN 19, TKR1, erb-B2, c-erbB2, ERBB2
Lokalisation: | 17q12
Vorkommen: | ¢ ubiquitir
Biologische e fundamentale Rolle bei Entwicklung, Zellproliferation &
Aktivitit: Differenzierung iiber den RAS-MAP-Kinase-Weg

e Apoptoseinhibition iiber mTOR-Signalweg (Olayioye 2000, Hudis

2007)

Onkologische | ¢ Onkogen — Uberexpression mit erhdhter Angiogenese, Invasivitit,
Bedeutung: gesteigerter Tumorprogression & Metastasierungsfahigkeit (Slamon

1989, Hynes 1994, Ross 1998)

Uberexpression bei ca. 20 % aller invasiven Mammakarzinome
(diagnostische und therapeutische Bedeutung, siche Ross 2003)

ist mit besonders aggressiver Karzinogenese & signifikant verkiirztem,
krankheitsfreiem Uberleben verbunden (Slamon 1987, Quenel 1995,
Pauletti 1996, Gabriel 2002)

2.3.9 Vimentin

Synonyme: -
Lokalisation: | 10p13
Vorkommen: | e Zcllen mesenchymalen Ursprungs (Fibroblasten, Endothelzellen)
(Bachmann 1983, Colucci-Guyon 1994)
e himatopoetische Vorlduferzellen (Dellagi 1983)
Biologische e Mitglied der Intermedidrfilament-Familie: Stabilisierung der Zellen
Aktivitit: durch Ausbildung eines suprazelluliren Zytoskeletts und Sicherstellung
der Gewebeintegritit durch Interaktion mit Adhésionsstrukturen
(Herrmann 2003, Ivaska 2007)
e putative Funktionen bzgl. der Beteiligung an Signaltransduktion, Lipid-
metabolismus, Zelladhdsion, Migration und Transportvorgéngen in der
Zelle werden diskutiert (Franke 1987, Tsuruta 2003, Nieminen 2006,
Ivaska 2007)
Onkologische | ¢ Tumormarker bei Weichgewebstumoren (insbesondere beim MK), der
Bedeutung: den Ubergang von epithelialen zu mesenchymalen Eigenschaften der

Zellen (EMT) anzeigt (Kokkinos 2007, Mandal 2008)

Expression im Tumorstroma konnte auf dessen Umbau im Rahmen
von Metastasierungsereignissen durch erleichtertes Herauslosen der
Tumorzellen hindeuten (Dutsch-Wicherek 2010)

Uberexpression ist mit biologisch aggressivem Wachstum beim MK
assoziiert (Vora 2009)

24




2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.3.10 c-Met (met proto-oncogene, hepatocyte growth factor receptor)

Synonyme: AUTS9, HGFR, RCCP2, MET

Lokalisation: | 7q31

Vorkommen: | ¢ membranstindig in Geweben epithelialer Herkunft: z.B. Endothelzellen,
Fibroblasten, Myoblasten, Stromazellen, glatte Muskelzellen und
Perizyten (Sonnenberg 1993, Rosen 1995, Ferracini 1996, Jin 1997)

Biologische o der cMet-Rezeptor (heterodimerer Transmembranrezeptor mit

Aktivitit: Tyrosinkinaseaktivitdt) bildet in Verbindung mit dem Liganden HGF
(Hepatocyte growth factor / Scatter factor) ein physiologisch parakrin
wirkendes System innerhalb der Signaltransduktion der Zelle (Rosen
1995, Jefters 1996)

e wichtige Rolle bei  Embryonalentwicklung, Organogenese,

Geweberegeneration, Wundheilung, Zell-Mitogenese, Zellbeweglichkeit
und Zellwachstum (Bladt 1995, Annen 1996, Takayama 1997)

Onkologische | ¢ Proto-Onkogen — fir die Onkogenese wird ein autokriner

Bedeutung: Stimulationsmechanismus angenommen; die onkogene Wirkung wird

als Folge mitogener und angiogener Signale durch das c-Met Protein
gedeutet (aus dem c-Met-Protoonkogen hervorgehend), insbesondere
der Beeinflussung von Invasivitit und Metastasierungsfihigkeit des
Tumors durch den Wachstumsfaktor (Bellusci 1994, Di Renzo 1995,
Scotlandi 1996, Jefters 1996, Hiscox 1997)

Uberexpression in mehreren epithelialen Tumoren u.a. beim Magen-
(Akimoto 1998), Nierenzell- (Natali 1996), Schilddriisen- (Oyama
1998), Lungen- (Olivero 1996), Prostata- (Tsuka 1998), Endometrium-
(Wagatsuma 1998), Ovarial- (Di Renzo 1994) und MK (Camp 1999)
sowie bei kolorektalen Karzinomen (Hiscox 1997) und diversen
Hirntumoren (Hirose 1998)

2.3.11 Ki-67 (antigen identified by monoclonal antibody Ki-67)

Synonyme: Antigen KI-67, KIA, MKI67

Lokalisation: | 10q26.2

Vorkommen: | ¢ ubiquitdr, in proliferativen Zellen wahrend der G1-, S-, G2- und M-
Phase, nicht jedoch in der GO-Phase (Gerdes 1984, Scholzen 2000)

Biologische ¢ Funktion weitgehend ungeklart

Aktivitit: e Expression des Proteins an zelluldre Proliferation gekoppelt (Scholzen
2000)

e Beteiligung an Prozessen im Rahmen von Zellwachstum und -teilung

wird diskutiert (Schliiter 1993, Duchrow 2001)

Onkologische | ¢ Tumor-Proliferationsmarker (Wachstumsfraktion)

Bedeutung: e Uberexpression korreliert mit zellulirer Proliferationsrate und gibt

dadurch Aufschluss iiber die Wachstumsgeschwindigkeit (Gerdes 1983,
Hou 2011)

Anteil Ki-67-positiver Zellen an der Gesamtzellpopulation von
prognostischer Relevanz fiir das MK (Jansen 1998)
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3 ZIELE DER ARBEIT

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, das Verhalten zirkulierender epithelialer
Tumorzellen (fortan mit CETC bezeichnet) bei Patientinnen mit neudiagnostiziertem, primér
nicht metastasiertem MK, wéhrend der RT zu untersuchen. Besondere Beriicksichtigung

sollten dabei auch die Expression ausgewdhlter Gene erhalten.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragestellungen ndher betrachtet:

1. Quantitatives Verhalten von CETC wihrend der Strahlentherapie

Es wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem Verlauf der vitalen CETC und
klinischen Parametern (u.a. TNM-Stadium, Histopathologie) und dem strahlentherapeutischen
Behandlungsregime sowie dem Outcome der Patientinnen besteht (Ereignis-freie Zeit,

Lokalrezidiv- bzw. Fernmetastasenbildung).

2. Bestimmung differentieller Genexpression vor- und nach der Radiotherapie

Zunidchst wurde eine Methode zur quantitativen Bestimmung spezifischer mRNA von
isolierten Tumorzellen etabliert und validiert. AnschlieBend wurde untersucht, ob es im
Rahmen der RT bei CETC zu einer verdnderten Expression ausgewédhlter Gene kommt. Die

Untersuchungen erfolgten hierbei mittels qRT-PCR und Gelelektrophorese.
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4.1 Patientengut

Die Untersuchungen wurden im Onkologischen Forschungslabor der FSU an 161
Patientinnen der Klinik fiir Frauenheilkunde des Universitdtsklinikums Jena vorgenommen.
Einbezogen wurden ausschlielich Patientinnen mit stanzbioptisch gesichertem, primér nicht
metastasiertem MK. Uber einen Zeitraum von 10 Jahren (Sept. 2002 - Sept. 2012) wurden bei
den Patientinnen die flir die Untersuchungen notwendigen Blutproben entnommen. Dabei
handelte es sich um vendses, nicht-koaguliertes EDTA-Blut. Alle Patientinnen wurden {iber
die Studie genau informiert und erkldrten sich mit der Weiterverwendung des Blutes
einverstanden. Eine schriftliche Einwilligung sowie Genehmigung der Ethikkommission
lagen vor. Die klinischen Daten wurden unter Beriicksichtigung des Datenschutzgesetzes und

der Schweigepflicht erhoben.

Die Blutentnahmen fanden jeweils innerhalb eines Zeitraums von 6 Wochen vor der RT und

16 Wochen nach der RT statt (siche Abb. 1):

1. Bestrahlungstermin letzter Bestrahlungstermin

! !

6 Wochen vor || Strahlentherapie || Max. 16 Wochen nach

o f |

J — g
Y YT

Blutentnahme Blutentnahme

Abb. 1 Blutentnahme-Schema.

Um fiir alle Blutproben eine zeitgleiche Analyse zu gewéhrleisten wurden diese stets am 2.

Tag nach der Blutentnahme untersucht.

27



4 MATERIALIEN UND METHODEN

Als zusétzliche Studien-Aufnahmekriterien dienten folgende Aspekte:

e weibliches Geschlecht

e vollendetes 18. Lebensjahr

e ausschlieBliche Behandlung in der Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe /
Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie des UKJ

Ausschlusskriterien waren:

e mangelnde Einwilligungsbereitschaft

e zusitzliche maligne Erkrankungen und/oder Rezidive

4.1.1 Altersverteilung

Das durchschnittliche Alter der 161 untersuchten Patientinnen betrug bei Erstdiagnose 56,5
Jahre (= 11,0 Jahre; Median 57,0 Jahre). Die jiingste Patientin war zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose 27 Jahre, die élteste Patientin 89 Jahre alt. 50 % der Patientinnen hatten ein Alter
zwischen 49,5 und 64 Jahren (siche Haufigkeitsgipfel in Abb. 2).

401

absolute Haufigkeit

20 &0

Alter in Jahren

Abb. 2 Hiufigkeitsverteilung nach Alter der Patientinnen.

Als statistische Methode fiir die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem
Lebensalter und der Anzahl der CETC wurde die Spearman-Rangkorrelation verwendet.
Hiermit konnte allerdings keine Wechselbeziehung gefunden werden (vor Radiatio: p = 0,120;
nach Radiatio: p = 0,086). Ebenso lieB sich keine Korrelation zwischen der 5-jdhrigen

Ereignis-freien Uberlebenszeit und dem Lebensalter der Patientinnen ermitteln (p = 0,441).
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4.1.2 Tumorcharakteristika

Die Tumorcharakteristika der 161 in die Studie einbezogenen Patientinnen sind in der
nachfolgenden Tabelle 3 zusammengefasst. Dabei zeigte sich, dass die beiden, spiter genauer
erlduterten, Patientengruppen AB und AN (siehe Kapitel 5.1.2) hinsichtlich der verschiedenen
Merkmale nahezu gleich verteilt sind. Eine Einteilung der Patientinnen anhand von
molekularen Tumorklassifikationen (z.B. Luminal A, Luminal B, etc.) wurde in der Jenaer

Frauenklinik selbst nicht vorgenommen.

Eigenschaft Klassifikation AB AB% AN AN % gesamt geizmt
(yp) TO 0 0 0 0 0 0,0 %
pT1 41 62,4 % 53 53,9 % 94 58,4 %
Tumor-Status pT2 31 29,4 % 25 40,8 % 56 34,8 %
pT3 2 4,7 % 4 2,6 % 6 3,7 %
pT4 2 3,5 % 3 2,6 % 5 3,1 %
pNO 51 65,9 % 56 67,1 % 107 66,5 %
Lymphknoten- pN1 20 23,5 % 20 26,3 % 40 24,8 %
Status pNZ} pN+ 1 5,9 % 5 1,3 % 6 3,7 %
pN3 4 4,7 % 4 5,3 % 8 5,0 %
Fernmetastasen MO 76 100 % 85 100 % 161 100 %
bei ED Ml 0 0% 0 0% 0 0,0 %
Gl 4 8,4 % 7 5,5 % 11 7,1 %
Histologisches G2 28 43,4 % 36 38,4 % 64 41,0 %
Grading G3 41 48,2 % 40 56,1 % 81 51,9 %
X 3 - 2 - 5 -
invasiv duktal 60 76,9 % 60 84,5 % 120 80,5 %
bl et @nvas@v lobulér 8 19,2 % 15 11,3 % 23 15,4 %
st o invasiv tubulér 0 2,6 % 2 0% 2 1,3 %
Andere 3 0% 1 2,8 % 4 1,3 %
X 5 1,3 % 7 1,4 % 12 -
Her-2/neu - Qberq_xpression (3+) 28 29,4 % 25 39,4 % 53 34,0 %
Status keine Uberexpr. (< 3+) 453 70,6 % 6(;) 60,6 % 123 66,0 %
X - - -
(Bstiraen - positiv (> 10 %) 48 76,5 % 65 64,9 % 113 71,1 %
negativ (< 10 %) 26 23,5 % 20 35,1 % 46 28,9 %
rezeptor X P ) 0 } D) _
Eapesiaie - positiv (> 10 %) 48 68,2 % 58 64,9 % 106 66,7 %
negativ (< 10 %) 26 31,8 % 27 35,1 % 53 33,3 %
rezeptor X P ) 0 } 5 ]
ER pos. / PR pos. 40 63,5 % 54 51,1 % 94 59,1 %
ER pos. / PR neg. 8 12,9 % 11 10,8 % 19 11,9 %
ER neg. / PR pos. 8 4,7 % 4 10,8 % 12 7,5 %
Rezeptorstatus  pp noo /PR neg. 18 188% 16  243% 34 21,4 %
X 2 - 0 - 2 -
Triple neg. 8 6,1 % 10 4.8 % 18 11,2 %

Tab. 3 Ubersichtstabelle der Tumorcharakteristika.
AN: Patientinnen mit Anstieg der CETC-Zellzahl im Rahmen der Radiatio. AB: Patientinnen mit Absinken der
CETC-Zellzahl; ED: Erstdiagnose, T, N, M, G: entsprechend TNM-Klassifikation der UICC, ER:

Ostrogenrezeptorstatus, PR: Progesteronrezeptorstatus, x: das Merkmal war nicht sicher zu bestimmen.
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4.1.3 Operation

Alle Studienteilnehmerinnen wurden in der Frauenklinik des Universitdtsklinikums Jena
brusterhaltend operiert. Die Wahl der Operationsmethode wurde im Einzelfall anhand der
Mammographieaufnahmen entschieden. Bei allen Patientinnen konnte eine RO — Resektion
erreicht werden.

Da der Fokus dieser Dissertation im Wesentlichen auf der Analyse zirkulierender Tumorzellen
lag, wird auf Erlduterungen der verschiedenen Operationsverfahren und deren Héufigkeit

verzichtet.

4.1.4 Chemotherapie

Insgesamt erhielten 129 der 161 Patientinnen (80,1 %) eine systemische Chemotherapie. Von
dieser Untergruppe wurden 46 Patientinnen (35,7 %) neoadjuvant und 83 Patientinnen (64,3
%) adjuvant behandelt. Nachfolgend sind die Verteilungen der Zytostatika-Behandlungen
aufgelistet. Dabei kam adjuvant vor allem das FEC-Schema und neoadjuvant am haufigsten

das EC-Schema zur Anwendung (siche Tab. 4).

Zytostatika-Schema (adjuvant) Zytostatika-Schema (neoadjuvant)
30FEC 3EC/1Tax 27EC/25Pac 1 TAC
31FEC/31Doc/7Gem 2Epi/2Pac/2CyPH 10EC/10Doc 1Tax
7Doc/7CyPH 2Doc/2CarbPl SEpi/5Pac/SCMF 1Doc/1CyPH
3FEC/3Pac 1Pac/1Capec 1Epi/1Pac
IFEC/1Pac/1Gem 2Capec
1FEC/1Pac/1CarbPl

Tab. 4 Ubersicht der bei den beobachteten Patientinnen eingesetzten Chemotherapie — Schemata.

4.1.5 Antihormonelle Therapie

Bei 111 der 161 Patientinnen (68,9 %) wurde eine Hormontherapie durchgefiihrt. Hierbei
kamen einerseits Aromataseinhibitoren (n = 55) und zum anderen Tamoxifen (n = 63) zum

Einsatz. Bei 7 Patientinnen wurden beide Therapieformen angewendet.
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4.1.6 Radiotherapie (RT)

Alle Patientinnen wurden, leitliniengerecht, im Rahmen einer brusterhaltenden Therapie
bestrahlt (siche Einschlusskriterien). Die Bestrahlungsgeometrie sah fiir die Brustwand mit
Mamma und die axilliren Lymphknoten zwei tangentiale Gegenfelder vor. Auf die
supraklavikuldren und die retro- bzw. parasternalen Lymphknoten wurden jeweils einzelne
Stehfelder ausgerichtet. Die Gesamtdosis der Brustwandbestrahlung betrug im PTV 50 Gy.
Diese Dosis wurde jeweils in 25 Fraktionen mit einer Einzeldosis von 2 Gy appliziert.
Verwendet wurde Photonenstrahlung (LINAC) mit typischerweise 6 MeV zur optimalen
Erfassung der oberflichlichen Bereiche. Zur vollen Erfassung der Thoraxwand wurde das
mediale Brustwand- Feld so gewihlt, dass eine Mitbestrahlung des Lungensaums von 3 cm
nicht iiberschritten wurde. Bei 39 Patientinnen (24,2 %) wurden neben der perkutanen RT der
Brust/Brustwand zusidtzlich die regiondren Lymphabflussgebiete (parasternal, axillér,
Supraklavikulargebiete) bestrahlt. Die Strahlendosis hierfiir betrug 46 Gy in jeweils 23
Fraktionen. Wegen der erhohten Kardiotoxizitdt wurde die Gesamtdosis von 50 Gy fiir retro-
und parasternale Lymphknoten auf Photonen und schnelle Elektronen aufgeteilt (ca. 24 Gy
Elektronen mit 6 bzw. 15 MeV und ca. 26 Gy in Form von Photonen). Bei 70 Patientinnen
(43,5 %) erfolgte eine kleinrdumige, lokale Dosisaufséttigung in Form eines Elektronenboosts
im Bereich des ehemaligen Tumorbettes von 10 Gy bis zu einer Gesamtdosis von 60 Gy bzw.
66 Gy. Als Kriterium fiir eine sogenannte Boost-Bestrahlung wurde ein Lebensalter < 60

Jahre bei Erstdiagnose angewandt.
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4.2 Materialien

Fiir die experimentellen Untersuchungen wurden die in den folgenden Tabellen aufgefiihrten

Materialien verwendet.

4.2.1 Chemikalien

Chemikalien Hersteller/Erliuterung
Agarose (Elektrophoresis Grade) Invitrogen™, Karlsruhe
Ampuwa” H,0 fiir Injektionszwecke Fresenius, Bad Homburg
dNTP-Mix (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) NEB, Ipswich, GB
EDTA Sigma-Aldrich Co., Miinchen
Ethidiumbromid Invitrogen™, Karlsruhe

Formalin Lésung 10 %

Sigma-Aldrich Co., Miinchen, neutral gepuffert

KHCO; Sigma-Aldrich Co., Miinchen
Na,-EDTA Sigma-Aldrich Co., Miinchen
NH,C1 Sigma-Aldrich Co., Miinchen
PBS Invitrogen™, Karlsruhe
PCR-grade H,0 Roche, Mannheim

Tris-Acetat

Sigma-Aldrich Co., Miinchen

Tab. 5 Chemikalien.

4.2.2 Puffer und Losungen

Losungen Hersteller/Erliuterung
1kb DNA-ladder Sigma-Aldrich Co., Miinchen
10 % BSA Sigma-Aldrich Co., Miinchen
155 mM NH,4Cl
EL-Puffer + 10 mM KHCO;

+ 0,5 mM EDTA
PE-Puffer PBS + 2 mM EDTA
TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) Sigma-Aldrich Co., Miinchen

Tab. 6 Losungen.
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4.2.3 DNA-Oligonukleotide

Das umfangreiche Primer-Design erfolgte mit Hilfe des ,,primer designing tools* der NCBI-

Primer-BLAST Datenbank. Alle Primer wurden von der Jena Bioscience GmbH bezogen.

Name des Gens Produktliinge Primersequenzen (s — sense, a — antisense) Temperatur GC %

GAPDH 104 bp s: GACAGT CAG CCG CAT CTIT CT 60,11°C 55%
a: GCG CCCAAT ACGACCAAATC 59,97 °C 55%
EpCAM 219 bp s: GGG AAATAG CAAATG GACACA 58,35°C 43 %
a: CGATGG AGT CCA AGT TCT GG 59,08 °C 55%
NANOG 674 bp s: GGATCCAGCTTG TCC CCAAA 59,96 °C 55%
a: TGCACCAGG TCT GAG TGT TC 59,89 °C 55%
Bel-2 (Var o) 519 bp s: TTT GTG GAA CTG TAC GGC CC 60,54 °C 55%
a: CCG GCCAACAACATG GAAAG 60,04 °C 55%
Bcl-2 (Var B) 169 bp s: CTT TGA GTT CGG TGG GGT CA 59,89 °C 55%
a: TCA GCC CAGACT CACATCAC 59,39 °C 55%
TLR4 (Var 1) 179 bp s: GGT CAG ACG GTG ATA GCG AG 59,97 °C 60%
a: ATT AGG AAC CAC CTC CAC GC 59,75 °C 55%
COX-2 274 bp s: GAT GAT TGC CCGACT CCCTT 59,82 °C 55%
a: TGA AAA GGC GCA GTTTAC GC 60,04 °C 50 %
PIK3CA 925 bp s: CCCAGG TGG AAT GAATGG CT 60,03 °C 55%
a: CCAAAA GCA GGC CAAACCTC 59,97 °C 55%
Her2/neu 539 bp s: AGGTAACCCTGGCCCCITT 60,47 °C 58 %
a: TTC AGC GGG TCT CCATTG TC 60,04 °C 55%
Vimentin 161 bp s: TCC GCA CAT TCG AGC AAA GA 60,32 °C 50 %
a: ATT CAA GTC TCA GCG GGCTC 60,11 °C 55%
Ki-67 (Var 1) 466 bp s: CCT CAG CACCTG CTT GTT TG 59,69 °C 55%
a: TCC CTG AGCAACACT GTCTTT 59,51 °C 48 %
Ki-67 (Var 2) 928 bp s: ACC CTG ATG AGA GTG AGG GA 59,29 °C 55%
a: GTG GGG AGC AGA GGT TCT TC 60,04 °C 60 %
c-Met (Var 1) 73 bp s: GGT CTT CAA GTA GCC AAA GCG 59,54 °C 52%
a: TTC TTG CAG CCAAGT CTC TGT 59,86 °C 48 %
c-Met (Var 2) 114 bp s: TCC TCT GGG AGC TGATGA CA 59,96 °C 55%
a: CTG GGC AGT ATT CGG GTT GT 60,04 °C 55%

Tab. 7 DNA-Oligonukleotide.
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4.2.4 Antikorper

Antikérper

CD326 (EpCAM)-FITC
= (HEA-FITC)
= (FITC-anti-EpCAM)

7AAD
(Fluoreszenzfarbstoff fir HEA-FITC)

Tab. 8 Antikorper und Farbstoffe.

4.2.5 Kits

Kits
Cell Amp™ Whole Transcriptome
Amplification Kit (Real Time)

LightCycler® SYBR Green I Master
Tab. 9 Kits.

4.2.6 Verbrauchsmaterialien

Materiale
2 ml Reaktionsgefifie, PP
15 ml Falcons”
CapStrips flat (Strips of 8 caps)
Einweg-Pipetten (5, 10, 25 ml)

Imaging Plate = PCR-Well-Platte
Pipettenspitzen

Reaktionsgefifie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Tab. 10 Verbrauchsmaterialien.

Hersteller/Erliuterung
Miltenyi Biotec GmbH,
monoklonaler Antikorper HEA-125 fiir die Erkennung
des ,,humanen epithelialen Antigens* (HEA) auf Zellen,
einschlieBlich epithelialer Tumorzellen (mouse-
antihuman),

primér konjugiert mit FITC (Fluoreszeinisothiocyanat)

Sigma-Aldrich Co.,

7-Aminoactinomycin D., interkaliert mit
doppelstrangiger DNA membranpermeabler (toter)
Zellen

Hersteller/Erliuterung

Takara Bio Inc. / Mobitec, Gottingen

Roche, Mannheim

Hersteller/Erliuterung
Sarstedt, Niimbrecht
BD, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Greiner, Frickenhausen
Zell-kontakt GmbH, 96 Wells (Untersuchungskammern)

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
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4.2.7 Laborgeriite

Geriite

CellEctor plus™

Mastercycler® ep realplex

Kiihlblock fiir 96-Well PCR-Platten

Scan R Olympus IX81 ZDC

Thermocycler

Tischzentrifuge 5415C

Vortexer MS2 Minishaker

Zentrifuge; Eppendorf Centrifuge 5417C
Tab. 11 Geriite.

4.2.8 Software

Geriite
Mastercycler ep realplex 2.0
IBM" SPSS” Statistics 2.0

Scan”R Analysis 1.06 beta
Tab. 12 Software.

Hersteller/Erliuterung

MM]I, Eching
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Olympus GmbH, Hamburg

Scan”R ist eine modulare, Mikroskop-basierte Imaging-
Plattform, die speziell fiir vollautomatische
Bilderfassungen und Datenanalysen biologischer

Proben entwickelt wurde
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
IKA, Staufen

Eppendorf, Hamburg

Hersteller/Erliuterung
Eppendorf, Hamburg

SPSS GmbH Software, IBM Company, Miinchen

Olympus GmbH, Hamburg
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4.3 Methoden

Fiir die experimentellen Untersuchungen kamen zwei Methoden zum Einsatz. Zum einen
handelt es sich dabei um ein spezielles Immunfluoreszenz-Verfahren zum quantitativen
Nachweis vitaler CETC, zum anderen um die quantitative Genexpressionsanalyse von
Einzelzellen mittels qRT-PCR. Letztgenannte Methode diente der differentiellen
Expressionsbestimmung ausgewéhlter Gene (GAPDH, EpCAM, NANOG, Bcl-2, TLR4,
PDGS2, PIK3CA, ERBB2, Vimentin, MKI-67, MET).

Sowohl fiir das Immunfluoreszenz-Verfahren als auch fiir die quantitative

Genexpressionsanalyse wurden die gleichen Blutproben verwandt.

4.3.1 Immunfluoreszenz-Verfahren (MAINTRAC™)

4.3.1.1 Prinzip

Die Zellanalyse wurde mittels des Antikdrpers EpCAM-FITC (FITC-anti-EpCAM) und dem
Fluoreszenzfarbstoff 7AAD durchgefiihrt. Das an der basolateralen Oberfliche von
Karzinom- und epithelialen Zellen exprimierte Antigen EpCAM (siehe Kapitel 2.3) geht dabei
eine spezifische Bindung mit dem Fluoresceinthiocyanat-konjugierten Antikorper FITC-anti-
EpCAM ein. Dies fiihrt zu einer griinen, typischerweise kappenformigen Fluoreszenz-
Markierung (,,Caps®) von EpCAM-positiven Zellen, wodurch die Unterscheidung von
Leukozyten und anderen im Blut zirkulierenden Zellen gewihrleistet wird. Die Spezifitdt der
Antigen-Antikorper-Reaktion zwischen EpCAM und FITC-anti-EpCAM wird durch die
Zugabe von 10 % BSA erhoht, indem die verbleibenden unspezifischen Epitope des Antigens
blockiert werden.

Der Fluoreszenzfarbstoff 7AAD interkaliert mit der DNA sobald die Zellmembran ihre
natiirliche Barrierefunktion verloren hat und dient damit zur Unterscheidung vitaler und
avitaler CETC. Nach der Férbereaktion wurde durch die Fixation mittels 5 %-igem Formalin

der unerwiinschte Effekt des Infundierens von 7AAD in vitale CETC minimiert.

4.3.1.2 Durchfiihrung

Die Blutuntersuchungen im Rahmen des Immunfluoreszens-Verfahrens fanden jeweils am 2.
Tag nach den Blutentnahmen statt. Dies war notwendig, da das nachzuweisende EpCAM-
Antigen auf der Zellmembran der CETC erst zu diesem Zeitpunkt in demaskierter und fiir die

meisten Anti-EpCAM-Antikorper in zugénglicher Form vorlag (Balzar 2001, Hekimian

36



4 MATERIALIEN UND METHODEN

2012). Zum Zweck der Ergebnisvalidierung erfolgte die Untersuchung von jeweils 2
Blutproben pro Patient.

Da die CETC eine Fraktion der weilen Blutzellen darstellen, wurde fiir die Gewinnung
von Leukozyten und CETC aus peripherem Blut zundchst eine Erythrozytenlyse
durchgefiihrt:

Hierfiir wurde 1 ml anti-koaguliertes EDTA-Blut fiir 10 min mit 7 ml Erythrozytenlysepuftfer
(EL-Puffer) bei Raumtemperatur lysiert. Nach einer Zentrifugation fiir 10 min bei 14 °C und
1200 U/min wurde der Uberstand verworfen und das verbliebene Zellpellet in 500 ul PE-
Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden 20 pl dieser Zellsuspension zusammen mit 20 pl

des Mastermixes 30 min lang bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert (siche Tab. 13).

Losungen Volumen fiir 1 Probe (3. 20 pl)
FITC-anti-EpCAM 2,40 pl
10 % BSA 2,00 pl
7AAD 0,08 ul
PE-Puffer 15,52 Wl

Tab. 13 Mastermix der Immunfluoreszenz-Messung.

Nach abgeschlossener Antikdrper-Inkubation wurden die Zellen noch einmal mit 160 pl des
PE-Puffers versetzt. Schlieflich wurden 20 pl dieser Suspension in eine 96-Well-Platte
iiberfithrt, in welcher sich bereits 150 pl einer PE-Formalin-Lésung (PE und 10 %iges
Formalin im Verhéltnis 1 : 1) befanden.

Nach einer einstiindigen Sedimentationsdauer konnte mit der Fluoreszenzdetektion begonnen

werden.
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4.3.1.3 Messung und Auswertung

Im Anschluss an die Blutaufbereitung erfolgte die Messung, Auswertung und Darstellung der
CETC durch das Scan™R (Abb. 3). Jede der oben genannten Wellflichen wurde hierbei im
Rahmen von 100 Einzelmessungen analysiert. Diese ca. 12-miniitige Analyse jeder einzelnen
Wellflache basierte auf Standardmessparametern des Onkologischen Forschungslabors der
FSU. Ein exaktes Detektieren und Zuordnen der Objekte wurde durch unterschiedliche
Partikel- und Objekterkennungsfunktionen ermdoglicht. Hierbei macht man sich die
unterschiedlichen Emmissions-Intensitdten der Marker (515-545 nm fiir FITC und 565-585

nm fiir PE) zunutze.

Abb. 3 Scan”R und Analyseprogramm.

Mittels der verschiedenen Klassifikationsparameter fiir 7AAD und EpCAM konnten
komplexe Bildanalysen erstellt werden. Objekte mit einem bestimmten Mindestschwellenwert
der EpCAM-Expression wurden dabei automatisch erfasst. Mit Hilfe der Intensitdt des
Farbstoffes 7AAD konnten die Zellen in einem Histogramm dargestellt und eine
Unterscheidung in ,,vital” und ,,avital* vorgenommen werden (Abb. 4).

Schlielich wurden aus einer randomisierten Stichprobe (max. 100 Zellen pro Patientenprobe)
die als EpCAM-positiv erkannten Zellen visuell evaluiert. Als ,,vitale® CETC (Abb. 4 A)
wurden dabei jene Zellen eingestuft, die ausschlieBlich ein griines ,,Cap* (siche 4.3.1.1) an
ihrer Zelloberfliche aufwiesen (EpCAM positiv/7AAD negativ). Avitale Zellen hingegen
(Abb. 4 B) zeigten zusédtzlich zum griin-markierten ,,Cap* einen rot gefirbten Zellkern bzw.
eine griine intrazellulire Matrix (EpCAM positiv/7AAD positiv) und wurden aullerdem auf
das Vorhandensein mehrerer Zellkerne untersucht (Abb. 4 C). Zusitzlich detektierte,
fluoreszierende Partikel (Fremdkorper, Makrophagen, Leukozyten) wurden als ,,Artefakte*

eingestuft und blieben spéter bei der Auswertung unberiicksichtigt (Abb. 4 D). In einem
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letzten Schritt wurden alle gemessenen und evaluierten EpCAM-positiven Zellen auf 1 ml

EDTA-Blut extrapoliert.

LI

Vitale CETC (EpCAM positiv / 7AAD negativ) Avitale CETC (EpCAM positiv /7AAD positiv)
C D

. . KET Muell KET Muel KEL Muell
Avitale CETC mit doppeltem Zellkern Artefakte

Abb. 4 Analysebilder der Routinemessungen.

4.3.2 Quantitative Genexpressionsanalyse

Die in dieser Arbeit angewandte Methode der qRT-PCR ermdglicht nicht nur die gezielte
Genexpressionsanalyse einzelner Zellen, sondern auch die Bestimmung der Ausgangsmenge
des jeweiligen Genprodukts. Die qRT-PCR stellt die sensitivste Technologie zum Nachweis
tumorassoziierter Genexpressionen dar (Bosma 2003, Ring 2005).

Nach Isolation der Einzel-Zellen aus dem Probenmaterial, wurden diese jeweils nacheinander
der Lyse, Amplifikation und qRT-PCR unterzogen. Hierbei kamen das ,,CellAmp™ Whole
Transcriptome Amplification Kit“ und der Mastercycler® zum Einsatz. AnschlieBend wurde
die Effektivitdit und Spezifitit der qRT-PCR mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse und

Gelelektrophorese ermittelt.
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4.3.2.1 Zell-Isolierung mittels Single-Cell-Picking

Zunidchst wurde die in Kapitel 4.3.1.2. beschriebene Aufbereitung der EDTA-Blutproben
vorgenommen. Zur Isolierung der mit FITC-anti-EpCAM und 7AAD markierten Einzel-
Zellen wurde das ,,Single Cell Sorting System mmi-CellEctor plus™* eingesetzt und vom
Transfusionsmedizinischen Zentrum Bayreuth zur Verfligung gestellt. Dabei handelt es sich
um eine Gerdtekombination bestehend aus einem Hochleistungs-Stereomikroskop, einem
dreidimensional steuerbaren Mikromanipulator mit Ansaugvorrichtung und einer speziell

entwickelten Steuereinheit (Abb. 5).

Abb. 5 Priparationsplattform mmi CellEctor plus™.
(A) Hochleistungs-Stereomikroskop, mit dreidimensional steuerbarem Mikromanipulator und speziell
entwickelter Steuereinheit (B) Steuereinheit mit Ansaugvorrichtung (C) Mikromanipulation mittels

Kapillare, welche die Zelle einsaugt.

Nach erfolgter Blutaufbereitung wurden die gewonnenen Zellen auf einen Objekttrager
aufgetragen, wo sie wenige Minuten sedimentierten. Als Medium diente hierbei PE-Puffer.
AnschlieBend wurde eine Kapillare vorsichtig in die Zellsuspension eingetaucht, abgesenkt
und direkt an eine geeignete Zielzelle herangefiihrt. Mit Hilfe einer Hydraulik wurden 30 nl
dieses Mediums, die Zelle inklusive, angesogen. Im Anschluss daran wurde die Tumorzelle
zusammen mit 150 nl des PE-Puffers in ein ,Flat-Cap-Strip® (Abb. 6) abgelegt, mit einem
Mikroreaktionsgefdl abgedeckt und schlielich bei -20 °C eingefroren.
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Abb. 6 ,,Flat-Cap-Strip“ mit Einzelzelle.
(A) ,,Flat-Cap-Strip* mit Einzelzelle (B) Abdeckung mittels Mikroreaktionsgefdfen.

4.3.2.2 Zell-Lyse und RNA-Isolierung

Die aus dem Transfusionsmedizinischen Zentrum Bayreuth ins Onkologische
Forschungslabor des Universitdtsklinikums Jena {tberfiihrten, tiefgefrorenen Einzelzellen
wurden vor der Amplifikation zunichst einer Lysereaktion unterzogen.

Der im Flat-Cap bei Raumtemperatur aufgetauten Zelle wurden 3 ul des MasterMixes 1 (Tab.
14) zugegeben. AnschlieBend wurde der gesamte Flat-Cap-Inhalt in ein separates
Mikroreaktionsgefal iiberfiihrt.

Losungen Volumen fiir 8 Proben (3 24 pl)
Lysis Buffer 11,2 ul
RNase Inhibitor 1,0 ul
dNTP-Mix 0,8 ul
RT dT Primer 0,8 ul
RNase-freies H,O 10,2 pl

Tab. 14 Mastermix 1 fiir Lyseschritt 1.

Im Rahmen der thermischen Lyse erfolgte die Inkubation der Proben fiir 1 min bei 75 °C in

einem Thermocycler. AnschlieBend wurde der Suspension 1 pl des MasterMixes 2 (Tab. 15)

hinzugefligt.
Losungen Volumen fiir 8 Proben (3 8 nl)
Lysis Buffer 2,8 ul
RT Enzyme Mix 2,0 pl
RNase-freies H,O 32wl

Tab. 15 Mastermix 2 fiir Lyseschritt 2.
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4.3.2.3 cDNA-Synthese

Im nédchsten Schritt wurde das Zelllysat zundchst 5 Minuten bei 42 °C und anschlieend 5
Sekunden bei 85 °C inkubiert. Danach wurden 5 pl des MasterMixes 3 (Tab. 16)

hinzugegeben.
Losungen Volumen fiir 8 Proben (} 40ul)
TdT Buffer 12,0 pl
dATP 1,2 ul
TdT Enzyme Mix 1,0 pl
RNase-freies H,O 25,8 ul

Tab. 16 Mastermix 3, Poly-A-Additions-Mix.

Um die Poly-A-Additions-Reaktion zu initiileren wurden die Proben 15 Minuten bei 37 °C
und abschlieBlich 10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Die so erhaltene cDNA-Losung wurde
anschlieend zur Amplifikation eingesetzt (bzw. bei -20 °C aufbewahrt).

4.3.2.4 cDNA-Amplifikation
Zunichst wurden fiir jede Probe 23 pl des MasterMixes 4 (Tab. 17) in ein Mikroreaktions-

gefdll gegeben und mit 2 pl des jeweiligen Lysates versetzt.

Losungen Volumen fiir 1 Proben (3 23 pl)
10x Ex Taq Buffer 2,5 ul
dNTP Mix 2,0 pl
PCR Primer Mix 3,0l
Taq Polymerase 0,125 pl
RNase-freies H,O 15,375 pl

Tab. 17 Mastermix 4.

Nachdem das oben beschriebene Probenmaterial im Vortexer durchmischt und anschlieend
zentrifugiert wurde, erfolgte die Amplifikation des Templates mit dem Mastercycler” nach

dem in Tab. 18 angegebenen PCR-Programm.
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Reaktionsschritt Dauer Temperatur
3 min 95 °C
initiale Denaturierung (1 Zyklus) 2 min 50 °C
3 min 72 °C
30 sec 95 °C
Amplifikation (20 Zyklen) 1 min 67 °C
3 min 72 °C
10 min 72 °C

Tab. 18 cDNA-Amplifikationsprogramm.

Die nach der Amplifikation vervielfiltigte cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei

-20 °C gelagert.

4.3.2.5 Quantitative Messung und qRT-PCR

Prinzip:

Da mittels qualitativer Analysen oftmals keine eindeutigen Aussagen hinsichtlich der
Unterschiede in der Genexpression verschiedener Zellpopulationen getroffen werden
konnen, wurde ein quantitatives Verfahren als Einzelanalyse (1 untersuchtes Gen je Probe)
durchgefiihrt. Dabei kam das ,,Real time* - Prinzip zum Einsatz, bei welchem nach jedem
Zyklus die aktuell vorhandene DNA-Menge mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes genau
bestimmt werden konnte. Dieser im verwendeten ,,LightCycler” 480 SYBR Green I Master
Kit* enthaltene Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I, bindet unspezifisch an die kleine Furche
doppelstriangiger DNA. Dadurch steigt die Fluoreszenz des Farbstoffes stark an und ermdglicht
die quantitative Bestimmung der amplifizierten DNA in Korrelation mit deren Emissionsintensitét.
Der Mastercycler” selbst kann 1 bis 10'° DNA-Kopien pro pl nachweisen und erlaubt daher

eine sehr exakte DNA-Mengenbestimmung.

Durchfiithrung:

Zunichst wurden alle Proben lichtgeschiitzt in einem Kiihlblock bei 4 °C angesetzt. Als
Template wurde jeweils 1 pl der zu untersuchenden cDNA bzw. 1 pl RNase-freies H,O
(Negativkontrolle) in einer 96-Well-Platte vorgelegt.
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Zur Erstellung der spéter bendtigten Standardkurven (siche Kapitel 4.3.2.6) wurde ein
Kontrollfragment verwendet, welches den Sequenzabschnitt fiir das housekeeping-Gen [-
Aktin enthielt. Dazu wurde eine Verdiinnungsreihe des Kontrollfragmentes hergestellt (107
bis 107 entsprechend 50 pg / ul bis 0,0005 pg / ul) und wiederum 1 pl der entsprechenden
Verdiinnung in die Wells gegeben. AnschlieBend wurden jeweils 19 ul des MasterMixes (mit
den jeweiligen Primern, siche Tab. 19) zu den Proben pipettiert und die Wells mit Flat-Cap-

Strips verschlossen.

Komponente Volumen fiir 8 Proben (3 152ul)
RNase-freies H,O 64,0 ul
Primer (Sense+Antisense) [100 uM] 8,0 ul
LightCycler® 480 SYBR Green I Mastermix 80,0 pl

Tab. 19 Master Ansatz fiir qRT-PCR.

AbschlieBend wurde die 96-Well-Platte in den Mastercycler” eingesetzt und die PCR-

Reaktion mit dem entsprechenden Programm gestartet (siche Tab. 20).

Reaktionsschritt Dauer Temperatur
Vorinkubation 10 min 95 °C
Denaturierung 10 sec 95 °C
Annealing 40 Zyklen 15 sec 60 °C
Elongation 25 sec 72 °C
Cooling 30 sec 4°C

Tab. 20 qPCR - Programm fiir die Einzelzellanalyse.

Um die PCR-Spezifitit einzuschitzen, erfolgte im Anschluss daran die Erstellung einer
Schmelzkurve. Daflir wurde das PCR-Produkt schrittweise von 60 °C auf 95 °C
aufgeschmolzen (siehe Tab. 21). Die Ermittlung der c.-Werte (sieche Kapitel 4.3.2.6) und die
Datenanalyse (Quantifizierung, Schmelzkurvenanalyse) erfolgten iiber die zugehorige

Software (Mastercycler ep realplex 2.0).
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Programm Dauer Temperatur
Schmelzkurve 90 sec 60 °C
8,5sec/0,2°C 60 °C — 95 °C

Tab. 21 Programm fiir die Schmelzkurvenanalyse.

4.3.2.6 Auswertung der qRT-PCR

Wie in den vorhergehenden Abschnitten dargestellt, konnte {iber das Verfahren der ,relativen
Quantifizierung® die Transkriptionsstirke der untersuchten Gene bestimmt werden. So wurden
anhand bekannter cDNA-Mengen Standardkurven definiert, mit deren Hilfe die Kopienzahl
unbekannter Proben berechnet werden konnte.

Trigt man die Fluoreszenzintensitit (Ordinate) in Abhdngigkeit von der Zykluszahl
(Abszisse) in ein Koordinatensystem ein, so ergeben die Messwerte der ,,positiven” Probe
einen S-formigen Kurvenverlauf - mit einem langsamen, in die exponentielle Wachstums-
phase iibergehenden Steigungsbeginn, einem Abschnitt quasi-linearer Fluoreszenzzunahme
und einer Abflachung bzw. Plateauphase zum Ende hin (Abb. 7). Der Kurvenverlauf ist durch
die unterschiedlich guten Reaktionsbedingungen, insbesondere sich wandelnder Enzym-
Substrat-/dNTP-Verhéltnisse (z.B. Hemmwirkungen, Mangel-Situationen), erklarbar.
Lediglich wihrend der Logphase der PCR liegt eine annidhernd direkte Proportionalitit
zwischen der gemessenen Fluoreszenzintensitdt und der Menge des PCR-Produkts vor (die
Zunahme des PCR-Produkts korreliert mit der initial eingesetzten Menge an cDNA (siche
Abb. 7)). Um die cDNA-Proben-Konzentration zu ermitteln, wurden die Wendepunkte der
einzelnen Amplifikationskurven (Kurvenschar) bestimmt. Die Abszissenkoordinaten der
jeweiligen Wendepunkte wiederum lieBen sich auch als Zykluszahl (,,Threshold Cycle®)
ausdriicken und kennzeichnen ihrerseits den sogenannten ,,c, -Wert*. Je geringer die Menge an
Ausgangsmaterial war, umso linger dauerte es die jeweiligen Amplifikat-Mengen zu

detektieren und desto hoher war der ermittelte Zyklus bzw. ¢, —Wert.
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Lag-Phase Log-Phase Sattigung
> —p <

v
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Fluoreszenz
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Zykluszahl

Abb. 7 Prinzip der Amplifikation der qRT-PCR (Abszisse: Zykluszahl, Ordinate: Fluoreszenz-Intensit:it).
Gemessen wird der Zeitpunkt, bei dem das Fluroeszenzsignal gerade exponentiell ansteigt (ct —Wert). Schwarz:

Standardkurve, Blau: Probenschar, Griin: Negativkontrolle, bei der nur unspezifische Primer Dimere entstehen.

Fiir die Bestimmung der relativen Menge geniigte der Vergleich der ermittelten Zykluszahlen,
fiir die Bestimmung der absoluten Konzentration mussten die Standardkonzentrationen
herangezogen werden (siche Kapitel 4.3.2.5). Die Nutzung eines halblogarithmischen
Koordinatensystems ermoglichte es eine Regressionsgerade durch die Punkte der
Standardwerte ~ zu  legen, wobei  jede  Zykluszahl einer  entsprechenden
Konzentration/Kopienzahl der untersuchten cDNA-Proben entspricht.

Fiir die Auswertung wurden nur solche Proben als eindeutig positiv gewertet, in denen als
Untergrenze mindestens 5 Kopien/pl detektiert werden konnten. Jene Proben, in denen nach

40 Zyklen keine Amplifikation stattfand, wurden dagegen als eindeutig negativ gewertet.

4.3.2.7 Schmelzkurvenanalyse

Zur Qualitdtskontrolle der qRT-PCR und nicht zuletzt um Artefakte ausschlieBen zu konnen,
wurde, wie in Kapitel 4.3.2.5 dargestellt, eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt (Abb. 8).
Bei Vorliegen besonders niedriger Konzentrationen des Ausgangsmaterials kann es zur
unerwiinschten Bildung von Primer-Dimeren und/oder unspezifischen Produkten kommen. Es
wurde erkennbar, dass das Quantifizierungsergebnis unter Verwendung des Farbstoffes SYBR
Green I (und dessen Wechselwirkung mit der DNA) zu erheblichen Verfilschungen fiihren
kann. Mit Hilfe der Schmelzkurve ist es moglich solche Fehler nachzuweisen und bei der

weiteren Auswertung zu beriicksichtigen.
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Abb. 8 Schmelzkurve fiir verschiedene Proben.
Durch sukzessives Erhitzen auf insgesamt 95°C kommt es zu einer Fluoreszenzabnahme, da die DNA-
Doppelstringe dissoziieren, so dass SYBR Green I nicht mehr interkalieren kann. Die Fluoreszenzminderung

wihrend der Erwdrmung ist in diesem Beispiel bei ca. 87°C besonders stark (Tipp 2010).

Zur Ermittlung der spezifischen Schmelzpunkte wurden die Proben sukzessive erwérmt
(Ubergang der dsDNA in die ssDNA-Form). Die Schmelzpunkte konnten, je nach
Produktldnge bzw. Bindungsstirke, bei unterschiedlichen Temperaturen liegen, was sich als
plotzliche, starke Fluoreszenzabnahme im Rahmen eines sonst gleichméBigen
Intensitédtsgefdlles bemerkbar machte. Die Primer-Dimere hatten in der Regel einen um ca. 10
°C niedrigeren Schmelzpunkt als die tatsiachlichen Amplifikate. Unspezifische Produkte lagen
entsprechend ihrer Grofe und Bindungsstirke bei einem hoheren oder tieferen Schmelzpunkt
vor (Abb. 9).
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Abb. 9 Schmelzgipfel (Melting Peaks) als Darstellung der negativen Ableitung der Schmelzkurve.
Der einzelne, saubere Peak bei ca. 87 °C in allen Proben verdeutlicht, dass nur das gewiinschte, spezifische
Produkt amplifiziert worden ist. Die Negativkontrollen sind frei von DNA-Kontamination, sie weisen kein

Genprodukt auf (Tipp 2010).

4.3.2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Als zusitzliche Kontrolle wurden die PCR-Produkte mit Hilfe eines Agarose-Gels
elektrophoretisch aufgetrennt, um die Grofe der erwarteten Banden zu bestdtigen. Da bei der
gRT-PCR die Sittigungsphase erreicht wird, erscheinen die Produktbanden in der
Gelelektrophorese mit anndhernd gleicher Intensitdt, unabhéngig von einem nachgewiesenen
Unterschied der c-Werte in der Amplifikation.

Zur Herstellung eines Gels wurden zunédchst 50 g TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) mit
150 ml Agarose (in 1 %-iger Konzentration) in einem Becherglas vermischt und anschlieSend
in der Mikrowelle zum Sieden gebracht. Die dabei entstandene Fliissigkeit wurde nach
Abkiihlung (auf ca. 60 °C) mit 3 pl Ethidiumbromid versetzt und nach guter Durchmischung
blasenfrei in einen sogenannten Schlitten gegossen. In Folge dessen kam es zum Erstarren des
Gels, wobei durch einen in das Gel ragenden Kamm Vertiefungen (sogenannte Taschen)
entstanden, in welche die Proben spéter eingebracht wurden. AnschlieBend wurde das Gel in
einer mit TAE-Puffer gefiillten Laufkammer positioniert. In jede Tasche wurden 20 pl des
PCR-Produktes gegeben (Laufpuffer nicht notig, da der PCR-Puffer bereits gefirbt war).

Nun wurde die eigentliche Elektrophorese durchgefiihrt, indem an die Laufkammer eine
Gleichspannung von 120 V {iber einen Zeitraum von 30 Minuten (Stromstirke 250 mA)
angeschlossen wurde. Die entstandenen DNA-Banden konnten anschlieBend unter einer UV-

Lampe (CCD-Kamera, 322 nm) sichtbar gemacht und fotografiert werden. Um die Lénge und
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Konzentration der Fragmente abschitzen zu konnen, wurde parallel zu den Proben ein
sogenannter Molekulargewichtsstandard (5 pl 100 bp - DNA-Marker) aufgetrennt, welcher
DNA-Strénge in bekannter Menge und Grofe enthielt.

4.3.3 Statistische Auswertung

Zur Feststellung signifikanter Verteilungsunterschiede kamen bei der statistischen
Auswertung des MAINTRAC™ — Verfahrens der y- Test sowie der exakte Test nach Fisher
zum FEinsatz. Die Methode von Kaplan und Meier diente aulerdem der Berechnung von
kumulierten Uberlebensraten. Der Einfluss verschiedener prognostischer Faktoren zur
Ermittlung der Ereignis-freien Uberlebenszeit wurde unter der Nullhypothesenannahme, dass
der jeweilige Untersuchungsparameter keinen Einfluss besitzen wiirde, mit Hilfe univarianter
Analysen mittels des sogenannten ,,Log-Rank Tests* gepriift. Unterschiede wurden hierbei als
statistisch signifikant bezeichnet, wenn p < 0,05 war. Konnte ein statistischer Zusammenhang
nachgewiesen werden, schloss sich eine multivariate Analyse nach Cox an um mit Hilfe der
Hazard Ratio den jeweiligen, statistisch unabhingigen Einfluss auf die Uberlebensraten zu
ermitteln. Als statistisch signifikant wurden auch hier die Unterschiede der untersuchten
Parameter bei einem p-Wert < 0,05 bezeichnet.

Da bei den durchgefiihrten Genanalysen die Verteilung der erhobenen Daten unter Ausschluss
einzelner Fille fiir alle Gene symmetrisch war, konnte stets der ,,T — Test fiir verbundene
Stichproben® zur Anwendung kommen. Hierbei wurden jeweils die Mittelwerte und die
Standardabweichung filir die Berechnungen herangezogen. Die Wahrscheinlichkeit flir das
Eintreten der Nullhypothese (kein Unterschied zwischen den Gruppen) wurde als ,,p-Wert*
ausgedriickt, wobei Resultate mit p < 0,05 als statistisch signifikant interpretiert wurden. Die
graphische Darstellung erfolgte mittels Boxplot — Diagrammen, wobei die ,,Box“ dem
sogenannten Interquartilenbereich (25. bis 75. Perzentile) und die zentrale Linie dem Median

entspricht.
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S ERGEBNISSE

5.1 Ergebnisse der quantitativen CETC-Messungen

Bei 157 der 161 untersuchten Patientinnen konnten innerhalb des festgelegten
Beobachtungszeitraumes CETC nachgewiesen werden (Detektionsrate 97,5 %). Im Therapie-
verlauf wurden Patienten mit sinkender Anzahl der CETC von jenen unterschieden, deren
CETC-Anzahl im Verlauf der RT anstieg.

Der Zeitpunkt der Erstdiagnose bildete den Beginn des Beobachtungszeitraumes. Endpunkte

der Studie waren:

e das Auftreten von Fernmetastasen und/oder Lokalrezidiven (22 Patientinnen)
e der Tod der Patientin (6 Patientinnen)

e die letzte Nachsorge- bzw. Kontrolluntersuchung, Re-Staging (133 Patientinnen).

Der Zeitraum zwischen Anfangs- und Endpunkt der Messungen wurde als ,Ereignis-freie
Uberlebenszeit definiert. Diese diente der Analyse des Therapieerfolges und wurde in
Bezug auf einen moglichen Zusammenhang mit dem Verhalten der CETC untersucht.
Lokalrezidive und Fernmetastasen wurden dabei zu dem Parameter ,Ereignis®
zusammengefasst. Der mittlere Beobachtungszeitraum betrug 1478 Tage (Minimum 122

Tage, Maximum 3569 Tage).

5.1.1 Patientenspezifische Verlaufsmessungen

Anhand der jeweils vor und nach der RT untersuchten CETC, konnten individuelle
Patientenverldufe erstellt werden. Im Folgenden soll die Einteilung der Patientinnen in
verschiedene Beobachtungsgruppen (siche Kapitel 5.1.1) anhand zweier typischer
Patientenverldufe verdeutlicht werden.

In Abbildung 10 wird das deutliche Absinken der CETC-Zellzahl im Rahmen der
strahlentherapeutischen Behandlung (als Rad dargestellt) erkennbar. Die bei der Patientin
vorangestellte Chemotherapie mit Epirubicin/Cyclophosphamid und Paclitaxel fiihrte nicht zu
einem signifikanten Absinken der CETC-Zellzahl. Erst die RT konnte ein Absinken von
22464 CETC/ml auf 600 CETC/ml bewirken. Ein solcher Verlauf gilt als prognostisch
giinstig.
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Abb. 10 Typischer Patientenverlauf mit absinkenden CETC im Rahmen der Radiatio.
Vor der Strahlentherapie (gelb: Rad) erfolgte eine Chemotherapie (griin: EC, rot: Pax), durch welche die CETC

Zellzahl nicht signifikant vermindert werden konnte.

Bei dem in Abbildung 11 dargestellten Patientenverlauf kam es hingegen trotz RT zu einer
Freisetzung von Tumorzellen und damit zu einem Anstieg der CETC. Die einzelnen
Messwerte variierten dabei sehr stark. Ein solches Verhalten der CETC wird héufig
beobachtet und als zusétzliche Freisetzung von Tumorzellen aus okkulten Residuen
interpretiert. Dieses Beispiel spricht eher flir eine ungiinstige Prognose, wobei hierfiir neben
einer quantitativen Vermehrung der CETC auch eine erhohte Zellaktivitdt verantwortlich zu
sein scheint.
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Abb. 11 Typischer Patientenverlauf mit ansteigenden CETC im Rahmen der Radiatio.

Vor der Strahlentherapie (gelb: Rad) erfolgte eine Chemotherapie (rot-schwarz: FEC, rot-wei}: Dotxl), durch
welche die CETC-Zellzahl zunéchst absank, dann aber wieder anstieg und bis zum Ende der Chemotherapie
nicht signifikant vermindert werden konnte. Auch durch die Radiatio konnte kein Absinken der CETC erreicht

werden.
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5.1.2 Patientengruppierung

Bei den 161 untersuchten Patientinnen wurden im Untersuchungszeitraum vom 01.09.2002
bis zum 01.09.2012 insgesamt 22 Lokalrezidive oder Fernmetastasen beobachtet. Prozentual
betrachtet bedeutet dies, dass es bei 13,7 % der Probandinnen bis Studienende zu einem
Wiederauftreten bzw. einer Streuung der Tumorerkrankung kam.

Zur Datenauswertung wurde aus den Messwerten der CETC (vor und nach der RT) der

nachfolgend erlduterte Quotient gebildet:

CETC vor der Strahlentherapie
CETC nach der Strahlentherapie

x(Quotient) =

In Abhingigkeit davon wurden die Patientinnen in verschiedene Gruppen unterteilt. Gruppe
AB (siche unten) enthélt alle Patientinnen, die nach der RT eine geringere Anzahl CETC als
vor der RT aufwiesen. Gruppe AN enthélt entsprechend jene Patientinnen, bei denen es im
Rahmen der Behandlung zu einer hoheren Zellzahl kam. Je nachdem, ob das Absinken bzw.
Ansteigen der Zellzahl mehr oder weniger als 10 % des Ausgangswertes ausmachte, wurden

die Patientinnen in zwei weitere Untergruppen, gemdl dem folgenden Schema (Tab. 22),

eingeteilt.
Gruppe AB { Gruppe 1 (10-faches Absinken der CETC) x < 0,10
(Absinken) Gruppe 2 (Absinken kleiner als das 10-fache) 0,10<x < 1,00
. . _ _
Gruppe AN { Gruppe 3 (Anstieg kleiner als das 10-fache) 1,00 <x < 10,0
(Anstieg) Gruppe 4 (10-facher Anstieg der CETC) 10,0 < x

Tab. 22 Einteilungsschema der Patientinnen in unterschiedliche Beobachtungsgruppen in Abhingigkeit

vom Quotienten der CETC-Zellzahl vor und nach der Bestrahlung.

Bei den Patientinnen wurden auBlerdem weitere Tumoreigenschaften bzw. Faktoren im
Hinblick auf die Ereignis-freie Uberlebenszeit und die 5-Jahres-Ereigniswahrscheinlichkeit
untersucht. In der nachfolgenden Ubersicht sind die dabei als statistisch signifikant ermittelten
Zusammenhinge griin dargestellt. Ein deutlicher tendenzieller Zusammenhang ohne
statistische Signifikanz wurde jeweils gelb gekennzeichnet. Jene Merkmale, die in keinem
Zusammenhang mit dem Aufireten von Ereignissen standen, wurden farblich nicht

hervorgehoben.
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Dariiber hinaus wurden noch weitere Tumor-, Behandlungs- oder Patienteneigenschaften
untersucht, welche ihrerseits entweder keine signifikanten Zusammenhénge in Bezug auf die
Ereignis-freie Uberlebenszeit aufwiesen oder nicht im Detail dargestellt werden konnten.

Hierzu gehoren die in Tabelle 23 kursiv hervorgehobenen Kategorien.

5.1.3 P (Ereignis-freies Uberleben) 5.1.4 P (Ereignis in 5 Jahren)
CETC Anstieg/Absinken gesamt ~ p = 0,004 | CETC Anstieg/Absinken gesamt ~ p = 0,019
e Lokalrezidive p=0,341 | Lokalrezidive p=0,710
p=0004 | Fernmetastasen p = 0,009

p=0,020 | CETC Anstieg/Absinken 10-fach  p = 0,069

p =0,039 | Bestrahlung der LAG p=0,145
p=0,028 | Boost-Bestrahlung p = 0,040
p=0,399 | pT-Stadium p = 0,442
p=0,289 | pN-Status p=0,419
p=0,449 | Grading p=0,415
Progesteronrezeptor-Status p=0,061 | Progesteronrezeptor — Status p = 0,064
Ostrogenrezeptor — Status p=0,956 | Ostrogenrezeptor — Status p = 1,000
Her2/neu — Status p=0,212 | Her2/neu — Status p=0,438
Triple-Negativitit p=0,063 | Triple-Negativitit p=0,121
Histologie p =0817 | Histologie p=0867
Alter p=0461 | Alter p=0538

Neoadjuvante Chemotherapie p = 0,050 | Neoadjuvante Chemotherapie p=0191

Einsatz einer Antikérpertherapie p = 0,071 | Einsatz einer Antikorpertherapie  p = 0,171
Anti-Hormonbehandlung p = 0,500 | Anti-Hormonbehandlung p = 0,407

Tab. 23 Ubersicht der bzgl. Ereignis-freier Uberlebenszeit und 5-jihriger Ereigniswahrscheinlichkeit
untersuchten Merkmale. Gelb: tendenzieller Zusammenhang, Griin: signifikanter Zusammenhang, Kursiv:

Merkmale, die aufgrund der begrenzten Kapazitét nicht néher erlédutert werden.
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5.1.3 Datenanalyse ,,Ereignis-freie* Uberlebenszeit

5.1.3.1 Vergleich der Patientengruppen AN und AB

Zuerst sollte eine Korrelation der CETC mit der Ereignis-freien Uberlebenszeit i.S. eines
Ansteigens oder Absinkens untersucht werden. Neben der signifikant hdheren
Wabhrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Ereignisses bei angestiegenen CETC zeigte sich
zusétzlich ein Zusammenhang zwischen dem Verhalten der CETC und der Ereignis -freien
Uberlebenszeit. Mit Hilfe des Log-Rank-Testes anhand der Kaplan-Meier-Kurve (Abb. 12)
lieB sich ein hochsignifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen ermitteln (p = 0,004).
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Abb. 12 Uberlebensfunktion der Gruppen AN und AB in Abhiingigkeit des jeweiligen CETC-Verlaufes.

Die Wahrscheinlichkeit der Ereignisfreiheit einer Patientin 5 Jahre nach Erstdiagnose liegt in
der Gruppe AB bei 90,9 %, in der Gruppe AN hingegen bei 73,3 %. Die mittlere Ereignis-
freie Uberlebenszeit liegt in Gruppe AB bei etwa 8,7 Jahre und in Gruppe AN bei ca. 7,5
Jahren.

Mittels COX-Regression konnte gezeigt werden, dass das Verhalten der Tumorzellen im
Rahmen der RT einen signifikanten Einfluss auf die Ereignis-freie Uberlebenszeit der
Patientinnen aufweist (p = 0,009; 95 % - Konfidenzintervall: 1,438 — 12,574). Das Risiko fiir
das Auftreten eines Ereignisses (Hazard) war bei Patientinnen mit ansteigender CETC-Zahl

nach RT 4,3-mal so hoch, wie jenes der Patientinnen mit sinkender Zellzahl.
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5.1.3.2 Vergleich der Patientengruppen AN und AB bzgl. Lokalrezidiven und Metastasen

Betrachtet man die o.g. Ereignisse differenziert nach Lokalrezidiven und Fernmetastasen und
analysiert anschlieBend den Zusammenhang zwischen deren Auftrittswahrscheinlichkeit und
der Uberlebenszeit, so fillt auf, dass vor allem die Entstehung von Fernmetastasen mit einem
Anstieg der CETC in Verbindung steht. Bei der Analyse der Lokalrezidive und des CETC-
Verlaufes erbrachte der anhand der Kaplan-Meier-Kurve durchgefiihrte Log-Rank-Test keinen
signifikanten Zusammenhang (p = 0,341). Die Korrelation zwischen einem Anstieg der CETC
im Rahmen der RT und dem spiteren Auftreten von Fernmetastasen ist hingegen statistisch
signifikant (p = 0,004). Das bedeutet somit, dass fiir den signifikanten Zusammenhang aller
beobachteten Ereignisse mit der Ereignis-freien Uberlebenszeit vor allem die Fernmetastasen

Relevanz haben.

5.1.3.3 Vergleich der Patientengruppen bzgl. des Mal3es der Zellzahliinderung

Zusitzlich zum CETC-Verhalten wurde in einem weiteren Schritt das Mal3 der jeweiligen
Zellzahldnderung pro Patient in die Untersuchung einbezogen und beziiglich der Ereignis-
freien Uberlebensrate analysiert. Hierfiir wurden, wie oben genannt, zwei weitere Gruppen
unterschieden, in welche diejenigen Patientinnen eingruppiert wurden, bei denen sich die

Zellzahlen besonders stark dnderten (Anstieg auf > 10-Fache).
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Abb. 13 Uberlebensfunktion der Gruppen 1-4 in Abhiingigkeit des jeweiligen CETC-Verlaufes.
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Neben der signifikant niedrigeren Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Ereignisses in
Gruppe 1 und 2 wurde auch hier ein Zusammenhang zwischen dem Verhalten der CETC und
der Ereignis-freien Zeit untersucht. Dabei lief sich mit Hilfe des Log-Rank-Testes (anhand
der Kaplan-Meier-Kurve) ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen
Gruppen ermitteln (p = 0,020).

Es ergaben sich folgende Wahrscheinlichkeitsgruppen fiir die Ereignisfreiheit einer Patientin

bezogen auf die 5-Jahres-Zeitspanne nach der Erstdiagnose (sieche Tab. 24).

Patientengruppe Uberlebeni;v‘z]:llllll'lst;-einlichkei ¢ mittlere Ereignis-freie Zeit
Gruppe 1 84,8 % 8,0 Jahre
Gruppe 2 93,4 % 8,7 Jahre
Gruppe 3 70,0 % 7,1 Jahre
Gruppe 4 76,7 % 8,2 Jahre

Tab. 24 Ergebnisse der 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlickeit und der geschiitzten mittleren

Uberlebenszeit ohne Lokalredzidiv oder Fernmetastase in Abhiingigkeit vom Zellzahl-Verlauf.

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass ein méBiger Anstieg der gemessenen CETC
prognostisch ungiinstiger zu werten ist, als ein starker Anstieg. Ebenso scheint ein moderates
Absinken der Zellzahl prognostisch giinstiger fiir die Patientinnen zu sein, als ein starkes
Absinken um mehr als das 10-fache des Ausgangswertes. Moglicherweise ist ein starker
Anstieg der gemessenen EpCAM — positiven Zellen durch die Freisetzung epithelialer Zellen
im Rahmen der RT zu erkldren. Inwieweit in diesem Fall von einer suffizienten Therapie
gesprochen bzw. eine Aussage hinsichtlich des Aufiretens von Lokalrezidiven oder
Metastasen getroffen werden kann, ist bislang nicht bekannt.

Ebenso konnte bei differenzierter Betrachtung der einzelnen Gruppen (mittels COX-
Regression) gezeigt werden, dass das Verhalten der Tumorzellen im Rahmen der RT einen
signifikanten Einfluss auf die Ereignis-freie Uberlebenszeit, bezogen auf die Null-Hypothese,
aufweist (p = 0,036). Die Wahrscheinlichkeit fiir das Aufireten eines Ereignisses ist bei
Gruppe 3 um das 3,5-fache, bei Gruppe 4 um das 2,1-fache hoher als bei Gruppe 1 (siehe Tab.
25). Gruppe 2 hat im Vergleich zu Gruppe 1 sogar ein niedrigeres Risiko fiir das Auftreten
eines Rezidives oder einer Metastase. Auch hier scheint sich die Hypothese zu bestétigen,
dass sich ein moderater Anstieg der CETC fiir den weiteren klinischen Verlauf prognostisch

am ungiinstigsten auswirkt.
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95 % - Konfidenzinterv. fiir Exp(B)
Signifikanz ~ Exp(B)

Untere Obere
Gruppe 1 0,046
Gruppe 2 0,546 0,546 0,076 3,899
Gruppe 3 0,095 3,566 0,802 15,863
Gruppe 4 0,368 2,128 0,412 10,999

Tab. 25 Ergebnisse der COX-Regression bzgl. Ereignis-freiem Uberleben und CETC-Verlauf.

5.1.3.4 Vergleich der Patientengruppen bzgl. einer Bestrahlung der LAG

Von den 161 Patientinnen der Studie erhielten 41 Patientinnen neben der Bestrahlung der
Brust eine zusitzliche Bestrahlung der Lymphabflussgebiete (LAG). Zwecks Untersuchung
eines mdglichen Zusammenhangs zwischen einer solchen Zusatzbestrahlung und der
Ereignis-freien Uberlebenszeit, wurden all jene Patientinnen, deren Lymphabflussgebiete
bestrahlt wurden, zu einer Gruppe zusammengefasst. Auf die Unterteilung in weitere, einzelne
Subgruppen (Level, verschiedene Lymphknotenstationen) wurde jedoch an dieser Stelle
verzichtet. Mittels Log-Rank-Test (anhand der Kaplan-Meier-Kurve) konnte ermittelt werden,
dass es bei genannten Patientinnen zu einem statistisch signifikant hdufigeren Auftreten von

Ereignissen kam (p = 0,039).
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Abb. 14 Uberlebensfunktion in Abhiingigkeit der LAG-Bestrahlung.
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Die Wahrscheinlichkeit der Ereignisfreiheit einer Patientin 5 Jahre nach der Erstdiagnose
betrug in der Gruppe mit LAG-Bestrahlung 75,5 % und in der Patientengruppe ohne LAG-
Bestrahlung 86,2 %. Die geschiitzte mittlere Ereignis-freie Uberlebenszeit betrug in der
Gruppe mit LAG-Bestrahlung etwa 7,4 Jahre, bei den Patientinnen ohne zusitzliche LAG-
Bestrahlung hingegen etwa 8,7 Jahre.

Aus obigen Ergebnissen geht hervor, dass es gerade bei jenen Patientinnen zu vermehrten
Ereignissen kam, die eine zusdtzliche RT erhielten. Diese paradoxe Beobachtung ist am
ehesten darauf zuriickzufiihren, dass jene Patientinnen, die einer Bestrahlung der
Lymphabflussgebiete bedurften, von vornherein eine schlechtere Prognose aufwiesen
(positiver N - Status). Somit ist insbesondere bei diesen Patientinnen ein Auftreten von
Lokalrezidiven oder Fernmetastasen wahrscheinlicher. Inwieweit die jeweils durchgefiihrte
RT eine noch schlechtere Prognose verhindern konnte, ist dabei nicht abzuschétzen. Zur
Beantwortung dieser Fragestellung wéren weiterfithrende Untersuchungen notwendig.

Mittels COX-Regression konnte gezeigt werden, dass eine zusitzliche LAG-Bestrahlung
einen signifikanten Einfluss auf die Ereignis-freie Uberlebenszeit in Bezug auf die Null-
Hypothese aufweist (p = 0,045; 95 % - Konfidenzintervall: 1,018 — 5,597).

Die Wahrscheinlichkeit fiir das Aufireten eines Ereignisses ist, bezogen auf die
Patientengruppe mit LAG-Bestrahlung, um das 2,4-fache hoher als bei den Patientinnen, bei

denen keine zusétzliche Bestrahlung der Lymphabflussgebiete notwendig war.

5.1.3.5 Vergleich der Patientengruppen bzgl. einer Boost — Bestrahlung

Zusitzlich zu den Patientinnen mit Bestrahlung der LAG wurde jene Patientengruppe auch
hinsichtlich des Einflusses auf die Ereignis-freie Uberlebenszeit untersucht, welche eine
Boost-Bestrahlung auf das Tumorbett erhielt. 73 von insgesamt 161 Patientinnen wurden mit
einer solchen Boost-Bestrahlung behandelt (Strahlendosis 66 Gy). Mittels Log-Rank-Test
konnte auch hier ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der jeweiligen Boost-
Bestrahlung und der Ereignis-freien Uberlebenszeit gefunden werden (p = 0,028). So hatten
Patientinnen, die eine Boost-Bestrahlung benétigten, eine deutlich schlechtere Prognose
hinsichtlich der Ereignis-freien Uberlebenszeit und dem damit verbundenen Auftreten von
Lokalrezidiven oder Fernmetastasen.

In der Gruppe mit Boost-Bestrahlung betrug die Wahrscheinlichkeit der Ereignisfreiheit einer
Patientin (5 Jahre nach Erstdiagnose) 75,8 %, in der Patientengruppe ohne Boost-Bestrahlung
betrug diese 89,5 %. Die geschiitzte mittlere Ereignis-freie Uberlebenszeit betrug in der

Gruppe mit Boost 7,6 Jahre und in der Gruppe ohne Boost-Behandlung 8,4 Jahre.
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Abb. 15 Uberlebensfunktion in Abhiingigkeit einer Boost-Bestrahlung.

Mittels COX-Regression konnte gezeigt werden, dass eine zusitzliche Boost-Bestrahlung
einen signifikanten Einfluss auf die Ereignis-freie Uberlebenszeit besitzt (p = 0,034; 95 % -
Konfidenzintervall: 1,076 — 6,569).

Es ist ersichtlich, dass die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Ereignisses, bezogen auf
die Patientengruppe mit Boost-Bestrahlung, um das 2,7-fache hoher als bei den Patientinnen,
bei denen keine zusitzliche Bestrahlung des Tumorbettes notwendig war.

Auch bei der Boost-Bestrahlung stellte sich, dhnlich der Situation bei der LAG-Bestrahlung,
die Frage, inwieweit die Patientinnen von einer solchen Behandlung jeweils profitieren. Die
,»Vorauswahl“ der Probandinnen scheint in diesen Fillen eine zentrale Rolle zu spielen, da
iiberhaupt nur jene Patientinnen eine Boost-Bestrahlung des Tumorbettes erhalten, die ein
besonderes Risikoprofil bzgl. der Entstehung von Lokalrezidiven und Metastasen aufweisen.
Bei dem vorliegenden Patientenkollektiv scheint eine solche Boost-Bestrahlung das
prognostische Defizit dieser Patientinnen nicht ausgleichen zu konnen. Die Frage, inwiefern
ein Boost auf das Tumorbett die allgemeine Ereignis-freie Uberlebenszeit beeinflusst, kann im
Rahmen dieser Dissertation nicht abschlieBend geklart werden. Zur Beantwortung dieser
Fragestellungen sind Vergleichsuntersuchungen zwischen verschiedenen Patientenkollektiven

mit Boost-Therapien notwendig.
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5.1.3.6 Vergleich der Patientengruppen bzgl. des pT — Stadiums

Neben den Untersuchungen zum quantitativen Verhalten der CETC wurden weitere
ausgewdhlte Parameter, z.B. Tumoreigenschaften, hinsichtlich deren Einfluss auf die
Ereignis-freie Uberlebenszeit analysiert.

Bei der Untersuchung des pT-Stadiums konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen
den einzelnen pT-Stadien und dem Aufireten von Lokalrezidiven oder Fernmetastasen
nachgewiesen werden. Bei der Gegeniiberstellung des pT1-Stadiums und den Stadien pT2,

pT3 und pT4 lieB sich jedoch eine interessante Beobachtung machen:
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Abb. 16 Uberlebensfunktion in Abhiingigkeit des pT-Stadiums.

Mit Hilfe des Log-Rank-Testes konnte kein signifikanter Unterschied der einzelnen
Tumorstadien bezogen auf die 10-jdhrige Beobachtungszeit ermittelt werden (p = 0,399). Es
zeigte sich jedoch, dass es bei high-grade Tumoren offenbar frithzeitiger zu einem Ereignis
kommt als bei low-grade Tumoren. Bei Begrenzung des Beobachtungszeitraums auf 4 Jahre,
lieB sich eine deutlichere Tendenz dieses Zusammenhangs erkennen (p = 0,060). Eine

Signifikanz konnte aber auch in diesem Fall nicht ermittelt werden.
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5.1.3.7 Vergleich der Patientengruppen bzgl. des pN — Stadiums

Fiir die Analyse des pN-Stadiums hinsichtlich der Ereignis-freien Uberlebenszeit wurde auf
die Unterteilung der einzelnen Subklassen (pN1, pN2, etc.) verzichtet und lediglich 2
Gruppen, ndmlich pN+ (histopathologischer Lymphknotenbefall) und pNO (histopathologisch
keine Lymphknotenmetastasen) untersucht. Dabei konnte die folgende Kaplan-Meier-Kurve

erstellt werden:
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Abb. 17 Uberlebensfunktion in Abhiingigkeit des pN-Stadiums.

Mit Hilfe des Log-Rank-Testes konnte gezeigt werden, dass sich die erwartete Differenz N-
positiver und N-negativer Patientinnen infolge der RT hinsichtlich der Ereignis-freien
Uberlebenszeit authob. Auch wenn sich die Messkurve der Patientinnen mit positivem
Lymphknotenstatus tendenziell unterhalb der Vergleichsgruppe befindet, konnte kein
statistisch ~ signifikanter ~Unterschied beider Gruppen (p = 0,289) {iber einen

Beobachtungszeitraum von 10 Jahren ermittelt werden.

5.1.3.8 Vergleich der Patientengruppen bzgl. des Gradings

Bei der Untersuchung des Tumor-Gradings (G1, G2, G3) konnte kein signifikanter

Zusammenhang bzgl. der Ereignis-freien Uberlebenszeit nachgewiesen werden (p = 0,449).
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5.1.3.9 Vergleich der Patientengruppen bzgl. des Progesteronrezeptor — Status

Keine statistische Signifikanz liel sich ebenso bei der Analyse des Progesteronrezeptor-Status
(PR) in Zusammenhang mit der Ereignis-freien Uberlebenszeit feststellen. Unter Anwendung
des Log-Rank-Tests zeigte sich jedoch eine starke Tendenz fiir eine Korrelation beider
Parameter (p = 0,061). Demzufolge haben Patientinnen mit einem positiven PR-Status eine
tendenziell giinstigere Prognose hinsichtlich der Ereignis-freien Uberlebenszeit. In
nachfolgender  Kaplan-Meier-Uberlebenskurve ~ sind die  Ergebnisse der beiden

Patientengruppen dargestellt (Abb. 18).
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Abb. 18 Uberlebensfunktion in Abhiingigkeit des Progesteronrezeptor-Status.

Da sich der Zusammenhang zwischen einem positiven bzw. negativen PR-Status und der
Ereignis-freien Uberlebenszeit als statistisch nicht signifikant erwies, wurde auf weitere
Berechnungen wie etwa die COX-Regression oder die Berechnung der 5-Jahres-

Uberlebenswahrscheinlichkeit verzichtet.
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5.1.3.10 Vergleich der Patientengruppen bzgl. des Ostrogenrezeptor — & Her2/neu —
Status

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ergab die Analyse des Ostrogenrezeptor — und des
Her2/neu — Status ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang mit der Ereignis-freien

Uberlebenszeit (p = 0,956 bzw. p = 0,212).

5.1.3.11 Vergleich der Patientengruppen bzgl. des Parameters ,, Triple — Negativitit*

Bei der Untersuchung der Patientinnen mit triple-negativem MK (negativer Ostrogenrezeptor-
Progesteronrezeptor- und Her2/neu-Status) konnte, wie bei der Analyse des pT-Stadiums, ein
besonderer Verlauf der Kaplan-Meyer-Kurve beobachtet werden. So kam es bei der
Patientengruppe mit triple-negativem MK zu einem frithzeitigen Aufitreten von
Lokalrezidiven oder Metastasen, wohingegen bei der Vergleichsgruppe derartige Ereignisse
erst im spdteren Beobachtungsverlauf eintraten. Beide Kurvenverldufe ndherten sich bei
genauerer Betrachtung nach etwa 10-jdhriger Beobachtungsphase wieder an (siche Abb. 19).
Der Zusammenhang zwischen der ,, Triple-Negativitit“ und der Ereignis-freien Uberlebenszeit
erwies sich zwar statistisch als nicht signifikant, jedoch konnte eine deutliche Tendenz fiir

eine Korrelation beobachtet werden (p = 0,063).
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Abb. 19 Uberlebensfunktion in Abhiingigkeit der Triple-Negativitiit des Primirtumors.
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Es sei an dieser Stelle nochmals betont, dass ausschlieSlich bestrahlte Patientinnen in die
Studie eingeschlossen wurden. Dies ist insofern von Relevanz, da bei Patientinnen mit tripel-
negativem Primdrtumor vor allem in der Frithphase der Nachkontrolle Lokalrezidive bzw.
Fernmetastasen beobachtet wurden (Retsky 2009). Eine derartige Entwicklung konnte beim

vorliegenden Patientenkollektiv trotz RT nicht positiv beeinflusst werden.

5.1.3.12 Vergleich der Patientengruppen hinsichtlich ausgewihlter Parameter

Uber die in den bisherigen Abschnitten ausfiihrlich dargestellten Merkmale hinaus, wurden
einige weitere Parameter beziiglich ihres Einflusses auf die Ereignis-freie Uberlebenszeit
untersucht.

Bei der Untersuchung des histologischen Befundes (invasiv duktal, lobulir und tubulér)
konnte kein signifikanter Zusammenhang bzgl. der Ereignis-freien Uberlebenszeit
nachgewiesen werden (p = 0,449 bzw. p = 0,817).

Auch das Alter der Patientinnen schien keinen Einfluss auf die Ereignis-freie Uberlebenszeit
zu haben (p = 0,461).

Da die neoadjuvante Chemotherapie aktuell immer zentraler in das wissenschaftliche
Interesse riickt, wurde im Rahmen dieser Dissertation auch der Einfluss einer solchen
Therapie auf die Ereignis-freie Uberlebenszeit untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine
neoadjuvante Behandlung mit Chemotherapeutika sogar von Nachteil fiir die behandelten
Patientinnen sein kann. Mogliche Verzerrungen der Ergebnisse, bedingt durch das besondere
Risikoprofil der Patienten, welche eine derartige Behandlung erhielten, kdnnen allerdings
nicht ausgeschlossen werden. Eine RT konnte das o.g. Defizit im vorliegenden Fall nicht
ausgleichen. In der Patientengruppe, die eine neoadjuvante Chemotherapie erhielten, wurde
eine statistisch signifikant niedrigere Ereignisfreie-Uberlebenszeit beobachtet (p = 0,050).
Auch bei den Untersuchungen zum Einfluss einer Hormontherapie (Tamoxifen bzw.
Aromataseinhibitoren) auf die Ereignis-freie Uberlebenszeit konnte in der vorliegenden Arbeit
kein signifikanter Zusammenhang gefunden werden (p = 0,500).

Der Einsatz einer Antikorperbehandlung mit Herceptin erbrachte hingegen den Nachweis
eines tendenziellen Zusammenhangs. Dabei konnte zwar keine statistisch signifikante
Korrelation zwischen dem Einsatz von Herceptin und der Ereignis-freien Uberlebenszeit
nachgewiesen werden, eine deutliche Tendenz, i.S. einer giinstigeren Prognose fiir jene

Patientinnen mit Antikdrpertherapie, war jedoch offensichtlich (p = 0,071).
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5.1.4 Datenanalyse der Ereigniswahrscheinlichkeit

5.1.4.1 Vergleich Absinken/Anstieg (Beobachtungszeitraum 5 Jahre)

Um das Aufireten lokoregionédrer Rezidive oder Fernmetastasen in Abhéngigkeit des CETC-
Verhaltens zu untersuchen, wurden zum einen nur solche Patientinnen in die Berechnungen
der Ereigniswahrscheinlichkeit einbezogen, die mindestens 5 Jahre nachbeobachtet wurden.
Zum anderen wurden jene Patientinnen in die Untersuchungen eingeschlossen, bei denen
innerhalb von 5 Jahren nach Erstdiagnose ein Ereignis zu verzeichnen war. Die hierbei
verwendete Gruppeneinteilung entspricht der aus Kapitel 5.1.1. Da von den urspriinglich in
die Studie aufgenommenen 161 Patientinnen insgesamt nur 84 {iiber einen Zeitraum von
mindestens 5 Jahren beobachtet wurden, ergaben sich nun allerdings verdnderte

GruppengroBBen (siehe Tab. 26).

Ereignis innerhalb von 5 Jahren

nein ja

Gruppe AB 33 4
% (89,2 %) (10,8 %)

Gruppe AN 31 16
% (66,0 %) (34,0 %)

Tab. 26 Ubersicht der beobachteten Ereignisse innerhalb von 5 Jahren nach Erstdiagnose in Abhingigkeit
des CETC - Verhaltens.

Im exakten Test nach Fisher konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Eintreten eines Ereignisses innerhalb von 5 Jahren und dem Verhalten der CETC gezeigt
werden (p = 0,019). In der Patientengruppe mit einer sinkenden Anzahl an CETC, im Rahmen
der RT, kam es in 4 Féllen (10,8 % der Patientinnen) zu deutlich weniger Ereignissen als bei
der Gruppe mit angestiegenen Tumorzellen und 16 beobachteten Ereignissen (34,0 % der

Patientinnen).

5.1.4.2 Vergleich Absinken/Anstieg differenziert nach Lokalrezidiv und Fernmetastasen

In einem néchsten Schritt wurden die als ,,Ereignisse® zusammengefassten Lokalrezidive und
Fernmetastasen differenziert voneinander betrachtet. Wiederum diente das Verhalten der
CETC als Grundlage fiir die Analyse von Zusammenhingen. In der folgenden Ubersicht sind
die Héufigkeiten der einzelnen Ereignisse sowohl in absoluten Werten als auch prozentual

dargestellt:
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Ereignis innerhalb von 5 Jahren

kein Ereignis Lokalrezidiv ~ Fernmetastasen

Gruppe AB 33 3 1

% (892%)  (81%) 2,7%)
Gruppe AN 31 5 11

& (66,0 %) (10,6 %) (23,4 %)

Tab. 27 Ubersicht der differenziert beobachteten Lokalrezidive und Fernmetastasen innerhalb von 5

Jahren nach Erstdiagnose in Abhiingigkeit des CETC — Verhaltens.

Mit Hilfe des Fisher-Tests konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Eintreten eines Ereignisses (Lokalrezidiv, Fernmetastasen) innerhalb von 5 Jahren und dem
Verhalten der CETC festgestellt werden. Insbesondere ergab sich, dass bei Gruppe AB mit 8,1
% (Rezidiven) bzw. 2,7 % (Metastasen) signifikant weniger Ereignisse auftraten im Vergleich
zur Gruppe AN mit 10,6 % (Rezidiven) bzw. 23,4 % (Metastasen) (p = 0,015).

Bei der Betrachtung der Wahrscheinlichkeiten fiir Lokalrezidive und Fernmetasen getrennt
voneinander, lie§ sich folgende Beobachtung machen: Der Zusammenhang zwischen einem
Ansteigen der CETC und dem Auftreten von Lokalrezidiven erwies sich als statistisch nicht
signifikant (p = 0,710). Lediglich das Auftreten von Fernmetastasen korrelierte auf
signifikante Weise mit einem Anstieg der CETC (p = 0,009). Zusammenfassend ist daher zu
konstatieren, dass in erster Linie die Fernmetastasenrate fiir den signifikanten Zusammenhang
aller ,Ereignisse mit dem Anstieg der CETC verantwortlich zu sein scheint. Die
beobachteten Lokalrezidive scheinen unabhdngig von der gemessenen CETC-Zahl
aufzutreten. Die Entstehung von Fernmetastasen scheint hingegen direkt mit einem Anstieg

der CETC im Rahmen der RT verbunden zu sein.

5.1.4.3 Vergleich 10-faches Absinken/Anstieg (Beobachtungszeitraum 5 Jahre)

Analysen zur Ereigniswahrscheinlichkeit in Abhéngigkeit von der einfachen- bzw. zehnfachen
CETC-Verdnderung konnten mit Hilfe des Fisher-Tests keinen statistisch gesicherten
signifikanten Zusammenhang nachweisen (p = 0,069). Es konnte jedoch festgestellt werden,
dass es im Beobachtungszeitraum bei Gruppe 3, also jenen Patientinnen mit einem nur
méBigen Anstieg der CETC, zu den meisten Ereignissen kam. Erst an zweiter Stelle standen
die Patientinnen mit einem mehr als 10-fachen Anstieg. Die Patientinnen mit einer niedrigeren
Anzahl an CETC nach RT wiesen tendenziell seltener Ereignisse auf. Hier traten in beiden

Gruppen je 2 Ereignisse auf, wobei in Gruppe 1, bei mehr als 10-fachem Absinken, sogar
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mehr Ereignisse, prozentual betrachtet, stattfanden. Also scheint auch in diesem Fall eine

starke Verdnderung der Tumorzellzahl prognostisch von Nachteil zu sein.

Ereignis innerhalb von 5 Jahren

nein ja

Gruppe 1 11 2
% (84,6 %) (15,4 %)

Gruppe 2 22 2
% (91,7 %) (8,3 %)

Gruppe 3 18 11
% (62,1 %) (37,9 %)

Gruppe 4 13 5
% (72,2 %) (27,8 %)

Tab. 28 Ubersicht der beobachteten Ereignisse innerhalb von 5 Jahren nach Erstdiagnose in Abhingigkeit

der einfachen und zehn-fachen CETC — Verinderung.

Betrachtet man, wie bereits im Abschnitt 5.1.4.2, die Entstehung von Lokalrezidiven losgelost
von der Metastasenentstehung, ldsst sich erneut ein signifikanter Zusammenhang zugunsten
der Fernmetastasen feststellen (p = 0,008). Das bedeutet, dass durch einen méBigen oder
starken Anstieg der CETC im Rahmen einer RT mit der Entstehung von Fernmetastasen
gerechnet werden muss. Die Ausbildung von Lokalrezidiven scheint infolge eines solchen

Ansteigens eher von untergeordneter Bedeutung zu sein (p = 0,778).

5.1.4.4 Bestrahlung der Lymphabflussgebiete (LAG)

Zwischen dem Eintreten eines Ereignisses und einer vorausgegangenen Bestrahlung
regiondrer LAG konnte ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden (p =
0,145). Allerdings muss von einem tendenziell hoheren Risiko fiir ein eventuelles Ereignis bei

Patientinnen mit stattgefundener LAG-Bestrahlung ausgegangen werden.

Ereignis innerhalb von 5 Jahren

nein ja
50 12
nein
Bestrahlung (80,6 %) (19,4 %)
der LAG . 14 g
ja
(63,6 %) (36,4 %)

Tab. 29 Ubersicht der beobachteten Ereignisse innerhalb von 5 Jahren nach Erstdiagnose in Abhingigkeit

einer zusétzlichen LAG - Bestrahlung.
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5.1.4.5 Boost — Bestrahlung

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde wiederum der Fisher-Test eingesetzt. Es konnte ein
signifikanter =~ Zusammenhang zwischen dem Eintreten eines Ereignisses und
vorausgegangener Boost-Bestrahlung ermittelt werden (p = 0,040). Statistisch betrachtet war
hierfiir die Fernmetastasierung verantwortlich (p = 0,025). Das Aufireten von Lokalrezidiven,
fiir sich allein, stand in keinem signifikanten Zusammenhang mit der Boost-Bestrahlung (p =

0,703).

Ereignis innerhalb von 5 Jahren
nein ja
40 7
nein

Boost - (85,1 %) (14,9 %)

Bestrahlung 24 13
ja
(64,9 %) (35,1 %)

Tab. 30 Ubersicht der beobachteten Ereignisse innerhalb von 5 Jahren nach Erstdiagnose in Abhingigkeit

einer zusitzlichen Boost — Bestrahlung auf das Tumorbett.

5.1.4.6 pT — Stadium

Beziiglich des pT-Stadiums und der Auftrittswahrscheinlichkeit eines Ereignisses konnte,
anhand der in Tabelle 31 ersichtlichen Daten, keine Signifikanz nachgewiesen werden (p =

0,442).

Ereignis innerhalb von 5 Jahren

nein ja

pT1 39 10
% (79,6 %) (20,4 %)

pT2-4 25 10
% (71,4 %) (28,6 %)

Tab. 31 Ubersicht der beobachteten Ereignisse innerhalb von 5 Jahren nach Erstdiagnose in Abhingigkeit
des T-Stadiums.

5.1.4.7 pN — Stadium

Der Vergleich von pN-positiven mit pN-negativen Patientinnen ergab ebenfalls einen nicht
signifikanten Zusammenhang im Hinblick auf ein spdteres Auftreten von Ereignissen (p =

0,419).
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Ereignis innerhalb von 5 Jahren

nein ja

pNO 45 12
% (78,9 %) (21,1 %)

PN+ 19 8
% (70,4 %) (29,6 %)

Tab. 32 Ubersicht der beobachteten Ereignisse innerhalb von 5 Jahren nach Erstdiagnose in Abhingigkeit
des pN-Status.

5.1.4.8 Grading

Bei der Untersuchung des Tumor-Gradings (G1, G2, G3) konnte kein signifikanter

Zusammenhang bzgl. der Ereigniswahrscheinlichkeit nachgewiesen werden (p = 0,415).

5.1.4.9 Progesteronrezeptor — Status (PR)

Auch hier lie3 sich mit dem Fisher-Test keine Signifikanz zwischen dem Progesteronrezeptor-
Status und dem Auftreten von Ereignissen im 5 Jahres-Beobachtungszeitraum nachweisen (p
= 0,064). Da der p-Wert des Fisher-Tests den Signifikanzbereich nur knapp verfehlte, konnte
dennoch von einem tendenziellen Zusammenhang der o.g. Parameter ausgegangen werden.
Eine isolierte Betrachtung des Auftretens von Fernmetastasen, lieB sogar eine signifikante

Korrelation erkennen (p = 0,024).

Ereignis innerhalb von 5 Jahren

nein ja

PR negativ 19 11
% (63,3 %) (36,7 %)

PR positiv 43 9
% (82,7 %) (17,3 %)

Tab. 33 Ubersicht der beobachteten Ereignisse innerhalb von 5 Jahren nach Erstdiagnose in Abhingigkeit
des PR-Stadiums.

5.1.4.10 Ostrogen — & Her2/neu — Status

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ergab die Analyse des Ostrogenrezeptor- und des
Her2/neu-Status ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang mit der Ereignis-

wahrscheinlichkeit (p = 1,000 bzw. p = 0,438).
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5.1.4.11 Triple-Negativitiit

Die Patientinnen mit triple-negativem MK besalen, von den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit ausgehend, ein tendenziell erhdhtes Risiko fiir das Auftreten eines Lokalrezidives oder
von Fernmetastasen. Im Rahmen der hier durchgefiihrten Untersuchungen war dieser
Zusammenhang jedoch als nicht signifikant gegeben (p = 0,121). Mogliche Ursache dafiir,
dass sich der p-Wert des Fisher-Tests trotz der prozentual deutlich erh6hten Ereignisrate nicht

im Signifikanzbereich befand, ist die geringe absolute Anzahl von Ereignissen.

Ereignis innerhalb von 5 Jahren

nein ja
58 15
nein
Triple - (79,5 %) (20,5 %)
negativ 6 5
ja
(54,5 %) (45,5 %)

Tab. 34 Ubersicht der beobachteten Ereignisse innerhalb von 5 Jahren nach Erstdiagnose in Abhingigkeit
der Tripel — Negativitit.

5.1.4.12 Untersuchung weiterer Parameter

Insgesamt flihrten die Parameter: Histologie, neoadjuvante Chemotherapie, Hormontherapie
(Tamoxifen bzw. Aromataseinhibitoren), Antikorpertherapie (Herceptin) und Alter der
Probandinnen zu keinen signifikanten Messwerten in Bezug auf das Eintreten von Ereignissen

wie lokoregionire Rezidive oder Fernmetastasen.

Histologie p=0,867 Alter p=0,538
neoadj. Chemotherapie p=0,191 Hormontherapie p=0,407
Antikorpertherapie p=0,171

Die Frage, welchen Einfluss die RT auf die verschiedenen Parameter hat, bleibt offen.
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5.1.5 Vergleich der absoluten Anzahl zirkulierender Tumorzellen

In den vorangestellten Kapiteln stand stets die relative Anderung der jeweiligen CETC-Zahl
im Mittelpunkt. Inwieweit die absolute Zellzahl fiir die Prognose der Patientinnen eine Rolle
spielt, sollte in einem ndchsten Schritt untersucht werden.

Zunichst wurden die Messwerte vor der RT herangezogen und mittels COX-Regression in
Bezug auf die Ereignis-freie Uberlebenszeit betrachtet. Dabei konnte gezeigt werden, dass es
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der absoluten CETC-Anzahl vor der RT und

der Ereignis-freien Uberlebenszeit gibt (p = 0,399).

95 % - Konfidenzinterv. fiir Exp(B)
Signifikanz ~ Exp(B)
Untere Obere

Zellen vor

Radiatio 0,399 0,982 0,940 1,025

Tab. 35 Ergebnisse der COX-Regression bzgl. Ereignis-freiem Uberleben und absoluter CETC - Zahl vor
Radiatio.

Mittels bindr logistischer Regression wurde auflerdem eine Korrelation zur Ereignisrate
untersucht. Hierbei lie3 sich nachweisen, dass die absolute Anzahl CETC vor RT keinen
Einfluss auf das Eintreten von Rezidiven innerhalb eines Beobachtungszeitraums von 5
Jahren hat. Es ist lediglich eine Tendenz erkennbar (p = 0,075). Je hoher die Anzahl der CETC

vor Therapie, desto niedriger scheint die Ereigniswahrscheinlichkeit zu sein.

95 % - Konfidenzinterv. fiir Exp(B)
Signifikanz ~ Exp(B)

Untere Obere
Zellign v 0,075 0,888 0,778 1,012
Radiatio
Konstante 0,028 0,491

Tab. 36 Ergebnisse der binir logistischen Regression bzgl. absoluter CETC-Zahl vor Radiatio und der

Hiufigkeiten von Ereignissen.

Ferner war von Interesse, inwiefern die Parameter ,,Zellzahl vor Radiatio* und ,,Differenz der
Zellzahlen vor und nach Bestrahlung® eine prognostische Aussage in Bezug auf die
Entstehung von Rezidiven oder Metastasen innerhalb der ersten 5 Jahre nach Erstdiagnose
zulassen. Die mittels binér logistischer Regression berechneten Werte aus Tab. 37 zeigen, dass

fiir die prognostische Aussage hinsichtlich der Ereigniswahrscheinlichkeit lediglich die
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Differenz der Tumorzellen nach und vor der RT von zentraler Bedeutung zu sein scheint und
nicht der absolute Ausgangswert. Bei Anderung der CETC-Zahl um eine Einheit, erhdht sich
die Ereigniswahrscheinlichkeit um das 1,054-fache. Erhoht sich die Zellzahl hingegen um
1000, erhoht sich die Rezidivwahrscheinlichkeit um das 1,0541%%0_fache (p = 0,023) (siche
Tab. 37).

95 % - Konfidenzinterv. fiir Exp(B)
Signifikanz Exp(B)

Untere Obere
Zelle vor Radiatio 0,241 0,910 0,778 1,065
Zell - Differenz 0,023 1,054 1,007 1,104

Konstante 0,004 0,332
Tab. 37 Ergebnisse der binir logistischen Regression bzgl. absoluter CETC - Zahl vor Radiatio und

Hiufigkeiten von Ereignissen.

Anhand der Regressionskoeffizienten der jeweiligen Parameter liel sich die untenstehende
Formel ableiten, welche die Ereigniswahrscheinlichkeit im 5 Jahres-Beobachtungszeitraum
nach Erstdiagnose beschreibt. Bei bekannter Anzahl der CETC vor der RT sowie bekannter
Differenz der Zellzahlen vor/nach RT, ldsst sich die Wahrscheinlichkeit P bzgl. des Auftretens
eines Ereignisses wie folgt berechnen:

Zellen 4
1000

Differenz)

e—1,102—0,094( 1000

)+0,053 (

P(Ereignis) =

Zellen
1000

Differenz)

—1,102—0,094( 1000

L+e )+0,053(

Daraus ergibt sich, dass z.B. bei einer Erhohung der Zellzahl um 1000 (bei vor der RT 1000
gemessenen CETC) die Rezidivwahrscheinlichkeit 24,2 % betrigt (siche Abb. 20). Bei der
Messung einer Differenz von 10.000 Zellen bei gleichem Ausgangswert, erhohte sich die

Ereigniswahrscheinlichkeit auf 33,9 %.
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Abb. 20 Ubersicht einzelner Ereigniswahrscheinlichkeiten (P) in Abhingigkeit der CETC-Differenz und
des CETC-Messwertes vor der RT.

5.1.6 Absolute Hiufigkeit von lokoregioniren Rezidiven und Fernmetastasen

Bei den in der Studie eingeschlossenen Probandinnen wurden 22 Ereignisse beobachtet (86,3
% aller Probandinnen ohne Ereignis). In 9 Fillen handelte es sich um Lokalrezidive, in 13
Fillen um Fernmetastasen. Dies bedeutet, dass es bei 13,7 % der Probandinnen bis
Studienende zu einem Wiederauftreten der Tumorerkrankung bzw. zur Metastasierung kam.

Bei den 84 Patientinnen mit 5-jahriger Beobachtungszeit konnten 8-mal Lokalrezidive (9,5
%) und 12-mal Fernmetastasen (14,3 %) detektiert werden. Diese Probandinnen waren im

Rezidivfall 3,3 Jahre und im Falle einer Metastase nur 2,8 Jahre Ereignis-frei (siche Tab. 38).

Patientengruppe P (Ereignis in 5 Jahren) Ereignis-freie Zeit Mor talitit
Lokalrezidiv 11,1 % 3,3 Jahre 11,1 %
Fernmetastasen 7,7 % 2,8 Jahre 23,1 %

Tab. 38 Ubersicht: Ereigniswahrscheinlichkeit innerhalb von 5 Jahren, mittlere Ereignis-freie

Uberlebenszeit und Mortalitiit in Abhiingigkeit von Lokalrezidiven und Fernmetastasen.

Von allen Studienteilnehmerinnen verstarben insgesamt 6 Patientinnen bis zum Ende des 10-
jahrigen Beobachtungszeitraumes, 4 davon infolge ihrer Grunderkrankung. Bei wiederum 3
dieser Frauen traten im Vorfeld Fernmetastasen auf, bei einer Patientin konnte zuvor ein
lokoregionidres Rezidiv diagnostiziert werden. Die daraus errechnete Mortalitdtsrate betrigt in
der vorliegenden Stichprobe bei Nachweis von Fernmetastasen 23,1 %, bei Diagnose eines
Lokalrezidives hingegen 11,1 %.
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5.2 Genexpressionsanalyse

Bei insgesamt 9 Patientinnen wurden neben quantitativen Messungen zur Anzahl der CETC
weiterfiihrende Untersuchungen mittels Genexpressionsanalyse durchgefiihrt. Diese wurden
an einzeln isolierten Tumorzellen vorgenommen. Pro Patientin wurden max. 8 Tumorzellen
vor und max. 8 Tumorzellen nach der RT gewonnen und auf Expressionsmuster von 13
ausgewihlten Genen untersucht (bei 2 Patientinnen konnten Tumorzellen lediglich vor der RT
gesichert werden). Die Blutproben hierfiir wurden jeweils am ersten und letzten
Bestrahlungstag entnommen. Zwecks Analyse genspezifischer cDNA- bzw. m-RNA wurde
jede Probe mit dem Mastercycler” unter Verwendung des Farbstoffes SYBR Green I (siche
Kapitel 4.3.2.5 ff.) untersucht und quantifiziert. Auf diese Weise konnten anhand der
insgesamt 131 gewonnenen Zellen 1505 einzelne Messwerte (Kopienzahl > 0 pl) erfasst
werden. Die in den nachfolgenden Kapiteln aufgefiihrten Messwerte sind jeweils in ,,Kopien /

ul“ angegeben.

5.2.1 GAPDH als Housekeeping — Gen

Bei der Analyse genetischer Expressionsmuster ist es {liblich das Vorhandensein detektierbarer
RNA mit Hilfe eines sogenannten housekeeping-Gens sicherzustellen (Barber 2005). Hierfiir
wird in der Regel ein Gen ausgewdhlt, welches eine Funktion bei der Basisregulation des
zelluldren Stoffwechsels iibernimmt und somit in jeder kernhaltigen Zelle vorhanden ist.

Im Falle der vorliegenden Arbeit wurde das GAPDH-Gen als interner Marker verwendet,
dessen Genprodukt ein Schliisselenzym der Glykolyse darstellt. GAPDH-mRNA wird
ubiquitdr exprimiert und ist sogar extrazelluldr im Serum detektierbar. Bei Experimenten mit
Primirzellen ist es moglich, die Expression der Zielgene auf housekeeping-Gene zu
normalisieren, da diese konstitutiv exprimierten Gene eher mit der Zellzahl korrelieren als
regulierte Gene. Im Rahmen einer solchen Normalisierung kdnnen Variationen zwischen
verschiedenen Proben, beispielsweise infolge von Pipettierungenauigkeiten, ausgeglichen
werden. Durch neoplastisches Wachstum kann jedoch auch die Expression von
housekeeping-Genen variieren, so dass eine Normalisierung auf diese nicht mehr zuverldssig
ist (Goidin 2001). Dabei sind nicht nur Unterschiede in der GAPDH-Expression zwischen
verschiedenen Personen feststellbar, sondern auch beim einzelnen Individuum, falls, wie im

vorliegenden Fall, Proben zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen wurden.
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AuBerdem stimulieren verschiedene Faktoren die GAPDH-Transkription und beeinflussen die

Nachweismethoden nachhaltig. Solche Faktoren sind z.B.:

e Insulin (Rolland 1995, Barroso 1999)

e Ostrogen (Revillion 2000)

e Vitamin D (Desprez 1992)

e Hypoxie im Gewebe (Graven 1994, Zhong 1999).

Insbesondere beim MK besteht aulerdem eine negative Korrelation zwischen der GAPDH-
Expression im Tumorgewebe und dem Patientenalter > 40 Jahre (Zeitpunkt der
Erstdiagnose) sowie dem Vorhandensein von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren.

Eine positive Korrelation hingegen wurde zwischen der GAPDH-Expression und dem
histologischen Grading festgestellt. Moglicherweise liegt hierbei ein Zusammenhang
zwischen der GAPDH-Expression und der Zellproliferation bzw. Tumoragressivitit vor
(Revillion 2000).

Aufgrund der vielfdltigen Ursachen fiir Variationen in der GAPDH-Expression und der
Tatsache, dass im vorliegenden Fall Messungen an Einzelzellen durchgefiihrt wurden
(naturgemil grofere Streuung), erscheint es nicht sinnvoll, detektierte RNA-Spezies auf
GAPDH zu normieren.

Daher wurden in dieser Arbeit bei den Detektionen aus zelluldrer RNA vorzugsweise die
Absolutwerte der Messungen abgebildet und keine Normierungen vorgenommen. GAPDH
wurde dementsprechend lediglich als interner Standard verwendet, der das Vorhandensein
von detektierbarer RNA nach der Prédparation sicherstellen sollte. Dieses Ziel wurde
erreicht. Schlieflich konnte in allen untersuchten Zellen mit jeweils mindestens 7,20 Kopien /

ul GAPDH-mRNA detektiert werden.

5.2.2 Ausgewiihlte Einzelzell-Profile

Anhand der im Folgenden dargestellten Tabelle kann man erkennen, wie stark die Messwerte
der Einzelzellen variieren. Bei einigen Genen, wie dem hier exemplarisch dargestellten
NANOG, sind die Kopienzahlen der verschiedenen Tumorzellen nahezu gleich. Bei anderen
Genen jedoch, wie am Beispiel von Bcl-2 gezeigt, streuen die Werte sehr stark (siche Tab.

39).
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NANOG Bcl-2
Vor Radiatio Nach Radiatio Vor Radiatio Nach Radiatio
Zelle ct-Wert Kopien ct-Wert Kopien ct-Wert  Kopien c¢t-Wert Kopien
1 26,35 44,70 24,13 349,00 31,66 1,06 31,82 5,78
2 27,15 30,80 24,06 360,00 31,42 1,19 31,20 7,64
3 26,75 37,10 24,20 339,00 31,17 1,36 28,75 23,30
4 26,54 40,80 24,02 366,00 30,19 2,24 31,57 6,48
5 26,86 35,30 24,39 314,00 30,96 1,51 30,79 9,23
6 27,84 22,50 23,93 379,00 30,39 2,03 32,79 3,72
7 27,15 30,80 24,46 305,00 33,09 0,51 33,47 2,73
8 23,37 479,00 31,87 0,95 27,76 36,50
X 26,95 34,57 24,07 361,38 31,34 1,36 31,02 11,92

Tab. 39 Darstellung der ct -Werte und Kopien von NANOG (Pat-ID 4) und Bcl-2 (Pat-ID 1). Bei NANOG
(links) streuen die Werte weniger stark als bei Bcl 2 (rechts).

In den Abb. 21 und 22 wird am Beispiel von EpCAM und NANOG das unterschiedliche
Expressionsniveau jeder einzelnen Zelle einer Patientin vor und nach RT veranschaulicht.
Man erkennt in beiden Fillen, dass die Amplituden der Kopienzahlen nach der RT im Mittel
hoher sind (Steigerung der Genaktivitidt) als vor der RT. Die detektierten cDNA-
Konzentrationen variierten dabei mitunter sehr stark von Patient zu Patient bzw. von

Tumorzelle zu Tumorzelle.

Patienten
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Abb. 21 Ubersicht der EpCAM — Expressionsanalyse.
ZvR1 — ZvR8 markiert die Zellen vor, ZnR1 — ZnR8 die Zellen nach der Radiatio. Jeder Balken représentiert die

Expression einer einzelnen Tumorzelle / Patient.
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Abb. 22 Ubersicht der NANOG — Expressionsanalyse.
ZvR1 — ZvR8 markiert die Zellen vor, ZnR1 — ZnR8 die Zellen nach der Radiatio. Jeder Balken représentiert die

Expression einer einzelnen Tumorzelle / Patient.

Fiir die Datenauswertung wurden zundchst aus den maximal 8 Einzelmesswerten die
Mittelwerte berechnet (mit X angegeben). Mit Hilfe dieser Mittelwerte konnte die Genaktivitét
der Tumorzellen vor der RT mit jener nach der Strahlenbehandlung verglichen werden. Dabei
zeigten beinahe alle untersuchten Gene nach der RT eine hohere Expression im Vergleich zum
Ausgangszustand. In der folgenden Tabelle sind wiederum die Quotienten der Mittelwerte aus
den jeweiligen 8 Einzelzellen, vor und nach der RT dargestellt. Die griine Markierung
veranschaulicht eine moderate Aktivititssteigerung (maximal das 5-fache des Ausgangs-
wertes), die gelbe einen deutlichen Aktivitdtsanstieg (zwischen dem 5- und dem 10-fachen des
Ausgangswertes) und rot markiert einen Anstieg um das mehr als 10-fache des Wertes vor
Beginn der RT. Blau sind jene Quotienten unterlegt, die eine Aktivitdtssenkung kennzeichnen.
Neben den Quotienten der cDNA-Kopien ist hier auch der Quotient aus den CETC vor und
nach RT angegeben. Ausfiihrliche Erlduterungen der quantitativen CETC-Messung bei den
Patientinnen mit genetischer Untersuchung der Tumorzellen, erfolgt in Kapitel 5.2.3.
Betrachtet man sdmtliche untersuchten Gene, so ist insgesamt von einer Expressions-
steigerung auszugehen. Lediglich bei den Zellen einer einzigen Probandin kam es zu
mehreren Aktivitatsverlusten.

Auch die Quantitidt der CETC hat sich im Rahmen der RT erhoht. Mehrheitlich kam es zu
einem Anstieg der CETC-Zahl.
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Pat. ID CETC GAPDH EpCAM NANOG  Bcl2 TLR 4 COX-2
1 2,72 3,97 8,12 4,26 8,79 9,31
2 2,66 5,81 3,79 1,93 8,84
3 2,50 3,59 2,31 1,36
4
5 1,12 1,56 1,65 1,63
6 1.91 1,30 1,70 1,04 1,63 1,33 2,69
7 2,73 4,70 6,01 3,93 4,41 5,16 4,90
Mittelwert: 2,04 3,19 3,45 3,52 4,17 8,33 10,67

Pat. ID PIK3CA Her2/neu Vimentin c-Met-1 c-Met-2 Ki 67-1 Ki 67-2

1 5,74 6,59 8,03 3,96

2 4,19

3 2,36 1,14 1,66

4 1,47 2,82 -

5 2,26 1,95 322 1,24 1,30

6 1,99 4,90 1,98 1,05 3,00

7 1,57 747 2,15 4,28 9,03
Mittelwert: | 4,64 7,79 3,57 4,20 1,60 2,67 2,22

Tab. 40 Zusammenfassung der aus den Kopienzahlen vor und nach Radiatio gebildeten Quotienten (Q).

Rot: Q> 10, Gelb: 5<Q <10, Griin: 1 <Q<35,Blau: Q< 1.

Im néchsten Kapitel sind die Ergebnisse der einzelnen Genexpressionsanalysen exemplarisch
fir GAPDH und EpCAM aufgefiihrt. Bei einigen Genen wurden die Messwerte der
Patientinnen mit ID 2 und 4 flir die weiteren Berechnungen vernachlédssigt, weil diese
besonders stark variierten. Unter partiellem Ausschluss der genannten Probandinnen konnte
eine symmetrische Verteilung der Mittelwerte erreicht werden (Shapiro Wilk — Test: p < 0,05;
Boxplot-Diagramm der Mittelwert-Differenz symmetrisch). Aufgrund dessen war es im
Anschluss méglich den T-Test fiir verbundene Stichproben anzuwenden. Auf den folgenden
Seiten sind fiir jedes untersuchte Gen sowohl die Mittelwerte (X) aller analysierten Zellen als
auch die jeweiligen Standardabweichung (o) angegeben. Dariiber hinaus wird jeweils die dem
Gen entsprechende Gelelektrophorese aufgefiihrt. Zuletzt sind die vor und nach RT

gemessenen Genaktivitdten in Form von Boxplot-Diagrammen dargestellt.
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5.2.3 CETC-Verhalten der untersuchten Patientinnen

Patienten
ID

—_

O 0 9 AN W Bk~ W N

Tab. 41 Mittelwerte der quantitativen CETC Messungen.

Xges VOT Radiatio:

o vor Radiatio:

vor Strahlentherapie

CETC
lebend
3170
2200
2440
18070
1460
2690
4200
2930
11720

CETC
gesamt

4390
20750
11720
33690

2930

3170
13670

3420
23440

5431 / ml

5644 / ml

nach Strahlentherapie

CETC CETC Quotient
lebend gesamt
8640 17340 2,72
5860 16360 2,66
6100 12700 2,50
17340 21970 0,96
1220 2200 0,83
5150 28530 1.91
11480 15140 2,73
4150 11230 1,42
18120 34400 1,55

Xges Nach Radiatio: 8673 / ml

o nach Radiatio: 5865 / ml

Das Verhalten der CETC korrelierte sehr stark mit den Beobachtungen zur Genexpression

(siche Tab. 40). Bei insgesamt 7 der 9 Probandinnen kam es zu einem Anstieg der Zellzahl

Nur bei 2 Patientinnen wurden nach erfolgter RT weniger CETC gemessen. Dabei handelt es

sich gerade um jene Patientinnen, deren CETC bei den genetischen Untersuchungen teilweise

eine Geninaktivierung zeigten. An dieser Stelle sei darauf verwiesen, dass lediglich eine

dieser Patientinnen eine Chemotherapie erhielt. Die statistische Auswertung mittels T-Test

zeigte eine signifikant erhohte Anzahl von CETC nach der RT im Vergleich zu jener vor der
RT (p = 0,009). In Abb. 23 wurde der signifikante Unterschied der gemessenen CETC-

Konzentration durch ein Boxplot-Diagramm graphisch veranschaulicht.

20000

15000
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CETC - Konzentration in Zellen / ml

p = 0,009

=

L

vor Strahlentherapie nach Strahlentherapie

Abb. 23 Darstellung der CETC - Konzentration

vor und nach der Strahlentherapie.
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5.2.4 Expressionsverhalten von GAPDH (Housekeeping-Gen)

Patienten vor Strahlentherapie nach Strahlentherapie .
ID ct -Wert X ct -Wert X Quotlent

1 28,89 16,52 28,95 65,51 3,97
2 28,92 33,98 26,02 197,44 5,81
3 29,96 16,55 28,61 59,38 3,59
4 29,83 11,14 31,59 20,57 1,85
S 27,65 59,36 27,36 66,78 1,12
6 29,18 13,33 28,44 17,37 1,30
7 31,69 14,25 28,24 66,95 4,70
8 26,30 11,35
9 34,82 7,20

Tab. 42 Mittelwerte der GAPDH-Expression aus der qRT-PCR von Einzel-Zellen (in Kopien / pl cDNA).
Xges VOT Radiatio: 21,86 / pl Xges Nach Radiatio: 49,43 / pl

o vor Radiatio: 18,49 / pl o nach Radiatio: 23,78 / nl

In der statistischen Auswertung mittels T-Test zeigte sich eine signifikant erhohte Expression
von GAPDH nach der RT im Vergleich zur Expression vor der RT (p = 0,032). 6 von 7 der
mittels Gelelektrophorese untersuchten Zellen gelang es, das erzeugte Genprodukt
nachzuweisen (Produktlinge: 104 bp). In der Darstellung der cDNA-Expression mit Hilfe
eines Boxplot-Diagramms kann der signifikante Genaktivitatsunterschied aufgezeigt werden

(siche Abb. 24).

p = 0,032

60,007

40,00

20,00 1

&=
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vor Strahlentherapie nach Strahlentherapie

cDNA Expression in Kopien / pl

00—

Abb. 24 GAPDH, Quantitative RT-PCR der untersuchten Proben (n =9).
Links: Ergebnis der Gelelektrophorese, jede Spalte entspricht einer Zelle (Pat. ID: 7, vor Radiatio). Bei 6 von 7
untersuchten Zellen gelang die Darstellung des Genproduktes (Produktlénge: 104 bp). Bei einer Zelle trat eine

zusétzliche Bande auf, die einem Pseudogen entsprechen konnte. Rechts: Darstellung der gemessenen GAPDH-

spezifischen cDNA vor und nach der Strahlentherapie in Form eines Boxplot-Diagramm:s.
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5.2.5 Expressionsverhalten von EpCAM

Patienten vor Strahlentherapie nach Strahlentherapie .
ID ct -Wert X ct -Wert X Quotient

1 33,05 1,52 30,81 12,35 8,12
2 30,03 12,52 27,94 47,41 3,79
3 30,35 13,49 29,34 31,10 2,31
4 28,29 29,25 31,27 19,70 0,67
5 28,48 39,64 27,64 61,89 1,56
6 30,59 5,91 29,78 10,02 1,70
7 32,92 7,62 28,16 45,83 6,01
8 31,80 7,38
9 36,13 5,09

Tab. 43 Mittelwerte der EpDCAM-Expression aus der qRT-PCR von Einzel-Zellen (in Kopien / pl cDNA).
Xges VOT Radiatio: 15,71/ pl Xges Nach Radiatio: 32,71/l
o vor Radiatio: 13,74 / pl o nach Radiatio: 19,75 / w1

Die statistische Auswertung mittels T-Test zeigte auch hier wiederum eine signifikant erhdhte
Expression von EpCAM nach der RT im Vergleich zur Expression vor der RT (p = 0,038). Bei
allen mittels Gelelektrophorese untersuchten Zellen gelang es das erzeugte Genprodukt
nachzuweisen (Produktlénge: 219 bp). In der Darstellung der cDNA-Expression, ausgedriickt
durch ein Boxplot-Diagramm, wird der signifikante Genaktivitdtsunterschied graphisch

veranschaulicht (Abb. 25).

p = 0,038

60.00-1 —"

40.00 *

20.00
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vor Strahlentherapie nach Strahlentherapie

Abb. 25 EpCAM, Quantitative RT-PCR der untersuchten Proben (n = 9).
Links: Ergebnis der Gelelektrophorese, jede Spalte entspricht einer Zelle (Pat. ID: 7, vor Radiatio). Das
Genprodukt (Produktlinge: 219 bp) konnte bei allen untersuchten Zellen nachgewiesen werden. Rechts:

Darstellung EpCAM-spezifischer cDNA vor und nach der Strahlentherapie in Form eines Boxplot-Diagramms.
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5.2.6 Expressionsverhalten von NANOG

Die gebildeten Mittelwerte, bezogen auf alle Patientinnen, unterschieden sich vor und nach
der RT deutlich. Die statistische Auswertung mittels T-Test ergab eine signifikant erhdhte,
genetische Expression von NANOG nach der RT im Vergleich zum Ausgangszustand (p =
0,042).

Xges VOT Radiatio: 79,79 / ul Xges Nach Radiatio: 182,82/ pl
o vor Radiatio: 61,78 / nl o nach Radiatio: 110,29 / pl

Es gelang bei 5 von 8 der mittels Gelelektrophorese untersuchten Zellen das Genprodukt
(Produktlinge: 674 bp) nachzuweisen. Das signifikante erhohte Genaktivitdtsniveau ist in

Abb. 26 graphisch veranschaulicht.
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Abb. 26 NANOG, Quantitative RT-PCR der untersuchten Proben (n =9).

Links: Ergebnis der Gelelektrophorese, jede Spalte entspricht einer Zelle (Pat. ID: 7, vor Radiatio). Bei 5 von 8
untersuchten Zellen gelang die Darstellung des Genproduktes (Produktlénge: 674 bp). Rechts: Darstellung
NANOG-spezifischer cDNA vor und nach der Strahlentherapie in Form eines Boxplot-Diagramms.

5.2.7 Expressionsverhalten von Bcl-2

Die statistischen Mittelwerte, welche {iber alle Probandinnen gebildet wurden, unterschieden
sich vor und nach der RT deutlich. Nach Anwendung des T-Tests zeigte sich eine signifikant
erhohte genetische Expression von Bcel-2 nach der RT im Vergleich zum Zustand vor der RT

(p = 0,043).
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Xges VOT Radiatio: 15,18 / pl Xges Nach Radiatio: 38,89 / ul
o vor Radiatio: 14,49 / pl o nach Radiatio: 28,09 / nl

Die Erzeugung des Genprodukts mit der Produktldnge 519 bp gelang bei 6 von 8 der mittels
Gelelektrophorese untersuchten Tumorzellen. Die einzelnen Banden waren bei diesem Gel
etwas schlechter zu diskriminieren. Vielmehr entstanden homogene Anreicherungen des
markierten Genproduktes im Bereich der Lauftaschen. Dariiber hinaus fanden sich bei 4
Zellen zusitzliche Banden, die einem Pseudogen entsprechen konnten. Die signalintensivsten
Bereiche lassen sich aufgrund ihrer Anordnung bei etwa 500 bp dennoch dem zu erwartenden
Genprodukt zuordnen.

In der Darstellung der cDNA-Expression durch ein Boxplot-Diagramm wird das signifikant
erhohte Genaktivitdtsniveau graphisch verdeutlicht (siche Abb. 27).
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Abb. 27 Bcl-2, Quantitative RT-PCR der untersuchten Proben (n =9).
Links: Ergebnis der Gelelektrophorese, jede Spalte entspricht einer Zelle (Pat. ID: 5, vor Radiatio). Bei 6 von 8
untersuchten Zellen gelang die Darstellung des Genproduktes auf Hohe der zu erwartenden Bande

(Produktlénge: 519 bp). Rechts: Darstellung Bcl-2-spezifischer cDNA vor und nach der Strahlentherapie in Form

eines Boxplot-Diagramms.

5.2.8 Expressionsverhalten von TLR 4

Die Mittelwertanalyse ergab auch beim TLR4-Gen deutliche Unterschiede in Bezug auf den
Bestrahlungszeitpunkt. Der T-Test flir verbundene Stichproben zeigte eine signifikant erhohte,
genetische Expression des Gens nach der Behandlung im Vergleich zum Zustand vor der RT
(p = 0,049). Die gemittelten Messwerte der Patientinnen mit der ID 2 und 4 wurden bei der

Auswertung aus o0.g. Griinden nicht beriicksichtigt.
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Xges VOT Radiatio: 32,36 / pl Xges Nach Radiatio: 75,40 / ul
o vor Radiatio: 46,60 / pl o nach Radiatio: 76,83 / nl

Bei allen, der durch Gelelektrophorese untersuchten Zellen, konnte das erzeugte Genprodukt
nachgewiesen werden (Produktlinge: 179 bp). In Abb. 28 wurde das signifikant erhohte

Genaktivitdtsniveau graphisch dargestellt.
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Abb. 28 TLR 4, Quantitative RT-PCR der untersuchten Proben (n =9).

Links: Ergebnis der Gelelektrophorese, jede Bande entspricht einer Zelle (Pat. ID: 7, vor Radiatio). Bei allen
untersuchten Zellen konnte das Genprodukt (Produktlinge: 179 bp) nachgewiesen werden. Bei 4 der 7
untersuchten Zellen ist ein deutlich abgrenzbares Signal im Bereich der zu erwartenden Laufldnge festzustellen,
bei den 3 anderen Zellen sind die Banden weniger scharf begrenzt. Rechts: Darstellung TLR 4-spezifischer

c¢DNA vor und nach der Strahlentherapie in Form eines Boxplot-Diagramm:s.

5.2.9 Expressionsverhalten von COX-2

Die fiir alle Patientinnen gebildeten statistischen Mittelwerte unterschieden sich vor und nach
der RT deutlich. Der T-Test erbrachte eine nicht signifikant erhohte Expression von COX-2 in
Bezug auf den Vergleich des Strahlenbehandlungszeitpunktes (p = 0,055). Der Unterschied

der beiden Gruppen hinsichtlich der Genexpression ist allerdings als Trend zu werten.

Xges VOT Radiatio: 27,99 / pl Xges Nach Radiatio: 100,95 / ul

o vor Radiatio: 43,03 / pl o nach Radiatio: 92,96 / nl
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Bei 7 von 8 der mittels Gelelektrophorese untersuchten Zellen gelang der Nachweis des
erzeugten Genprodukts (Produktlinge: 274 bp). Die einzelnen Banden erschienen im
Vergleich zu den Gelelektrophoresen der anderen Gene zwar weniger leuchtintensiv, dennoch
konnten die diskreten Signale dem entsprechenden Genprodukt zugeordnet werden, da sie
jeweils bei der zu erwartenden Lauflinge des Genproduktes, erkennbar waren. Das signifikant

erhohte Genaktivitidtsniveau wurde in nachfolgender Abbildung 29 graphisch verdeutlicht.
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Abb. 29 COX-2, Quantitative RT-PCR der untersuchten Proben (n =9).
Links: Ergebnis der Gelelektrophorese, jede Spalte entspricht einer Zelle (Pat. ID: 3, vor Radiatio). Bei 7 der 8
untersuchten Zellen konnte das Genprodukt (Produktldnge: 274 bp) nachgewiesen werden. Rechts: Darstellung

COX-2-spezifischer cDNA vor und nach der Strahlentherapie in Form eines Boxplot-Diagramms.

5.2.10 Expressionsverhalten von PIK3CA

Ahnliches, wie bei der Expression von COX-2 im vorausgegangenen Abschnitt, lisst sich zur
Expression von PIK3CA sagen. Die Mittelwertbestimmung iiber alle Patientinnen zeigte vor
und nach der RT deutliche Unterschiede. Statistisch konnte keine Signifikanz fiir eine erhdhte
genetische Expression von PIK3CA nach der RT nachgewiesen werden (p = 0,205). Ein

tendenzieller Zusammenhang im Sinne einer erhdhten Genexpression war jedoch erkennbar.

Xges VOT Radiatio: 26,34 / ul Xges Nach Radiatio: 42,68 / ul
o vor Radiatio: 35,38 / nl o nach Radiatio: 34,65 / pl
Anhand eines Boxplot-Diagramms wurde das erhohte Genaktivitdtsniveau nach der RT

graphisch verdeutlicht (siche Abb. 30).
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Abb. 30 Darstellung PIK3CA-spezifischer cDNA vor und nach der Strahlentherapie.

In Abb. 31 sind die Ergebnisse der Gelelektrophorese sowohl vor der RT als auch nach der RT
dargestellt. Man erkennt an der erhohten Signalintensitit, dass nach erfolgter RT mittels
Elektrophorese deutlich mehr Genprodukt nachgewiesen werden konnte. Insgesamt gelang
die Detektion des Genproduktes (Produktldnge: 925 bp) vor der RT bei 5 von 7 und nach der
RT bei 6 von 8 untersuchten Zellen. Bei den ,,bestrahlen CETC* traten zusétzliche Banden im
Produktldngenbereich von etwa 300 bp auf. Verantwortlich sein konnten hierfiir
Verunreinigungen des Gels oder der Nachweis eines Pseudogens. Die in der Abbildung 31
sichtbare, ,,obere Bande“ kann dennoch eindeutig dem zu erwartenden Genprodukt

zugeordnet werden.

Abb. 31 PIK3CA, Quantitative RT-PCR der untersuchten Proben (n =9).

Ergebnis der Gelelektrophoresen, jede Spalte entspricht einer Zelle (beide Gele von Pat. ID: 3). Links (vor
Radiatio): 5 Banden sind erkennbar und dem Genprodukt zuzuordnen. Rechts (nach Radiatio): deutliche
Signalanhebung im Vgl. vor der Radiatio. Bei 6 Zellen befindet sich im Bereich des zu erwartenden
Genproduktes (Produktlédnge: 925 bp) eine klar abgrenzbare Bande. Zusitzlich treten bei allen Zellen weitere

Banden im Bereich einer Produktldnge von etwa 300 bp auf.
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5.2.11 Expressionsverhalten von Her2/neu

Die statistischen Mittelwerte {iber alle Patientinnen unterschieden sich vor und nach der RT
um das ca. 3-fache. Der T-Test selbst konnte jedoch keine Signifikanz fiir eine erhdhte
genetische Expression von Her2/neu, unter Beriicksichtigung des Vergleichs, zum Zustand vor
der RT nachweisen (p = 0,272). Von einer eindeutigen Tendenz im Sinne einer erhohten

Genexpression nach der RT kann dennoch ausgegangen werden.
Xges VOT Radiatio: 5,41/ pl Xges Nach Radiatio: 14,39/l
o vor Radiatio: 9,15/l o nach Radiatio: 14,94 / pl

Im untenstehenden Boxplot-Diagramm ist das erhohte Genaktivitdtsniveau graphisch

dargestellt worden (siche Abb. 32).
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Abb. 32 Darstellung Her2/neu-spezifischer cDNA vor und nach der Strahlentherapie.

5.2.12 Expressionsverhalten von Vimentin

Die Auswertung der Mittelwerte zeigte einen deutlichen Unterschied (vor/nach RT). Mit Hilfe
des T-Tests konnte zwar keine Signifikanz fiir die erhohte genetische Expression von
Vimentin nach der Behandlung im Vergleich zum Zustand vor der RT nachgewiesen werden
(p = 0,145). Jedoch kann von einer eindeutigen Tendenz im Sinne einer erhohten

Genexpression von Vimentin nach der RT gesprochen werden.
Xges VOT Radiatio: 4,43 / pl Xges Nach Radiatio: 11,98 / pl
o vor Radiatio: 2,98 /nl o nach Radiatio: 10,63 / pl
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In der Darstellung der cDNA-Expression durch ein Boxplot-Diagramm wird das tendenziell

erhohte Genaktivitdtsniveau graphisch verdeutlicht (siche Abb. 33).
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Abb. 33 Darstellung Vimentin-spezifischer cDNA vor und nach der Strahlentherapie.

5.2.13 Expressionsverhalten von c-Met

Bei dieser Genexpressionsanalyse kamen zwei unterschiedliche Primer-Varianten zum
Einsatz. In der nachfolgenden Abbildung 34 sind die beiden Primer gegeniibergestellt. Die
Mittelwerte vor und nach der RT unterschieden sich deutlich bei beiden Primern. Durch die
statistische Auswertung mittels T-Test konnte zwar nur bei einem Primer eine signifikant
erhohte genetische Expression von c-Met (p = 0,009) nachgewiesen werden (nach RT).
Allerdings kann auch bei der nicht signifikanten Primervariante von einem stark korrelativen
Zusammenhang ausgegangen werden (p = 0,082).

Bei allen mittels Gelelektrophorese untersuchten Tumorzellen (Pat.-ID: 7, vor Radiatio)
gelang es das erzeugte Genprodukt (Produktlinge: 114 bp) nachzuweisen. Dabei wurde die
Messung von keinerlei Verunreinigungen beeintrichtigt. Es traten auch keine zusitzlichen
Banden auf. Die Gelelektrophorese bestétigte nahezu idealerweise das in der qRT-PCR
erzeugte und detektierte Genprodukt.
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c-Met (Variante 1) c-Met (Variante 2)
X ges 7,70 / ul X ges 19,57/ ul X ges 11,32/l X ges 26,03 / pl
vor R.: nach R.: vor R.: nach R.:
ovorR.: 8,67/ul onachR.: 14,54/ pnl o vor R.: 6,16 / ul o nach R.: 18,79 / nl
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Abb. 34 Darstellung c-Met-spezifischer cDNA vor und nach der Strahlentherapie.
In beiden Varianten des MET-Gens konnte ein deutlicher Expressionsunterschied gemessen werden. Damit liegt

nach der Radiatio ein deutlich erh6hter Aktivitdtszustand des Genes vor.

Abb. 35 Ergebnis der c-Met-Gelelektrophorese.
Jede Bande entspricht einer Zelle (Pat. ID: 7, vor Radiatio). Bei allen untersuchten Zellen gelang die Darstellung
des Genproduktes auf Hohe der zu erwartenden Bande (Produktlénge: 114 bp).

5.2.14 Expressionsverhalten von Ki-67

Ebenso wie bei den Untersuchungen des c-Met-Gens im vorausgegangenen Abschnitt, kamen
auch hier zwei unterschiedliche Primer-Varianten zum Einsatz. In der nachfolgenden
Abbildung sind die beiden Primer gegeniibergestellt. Die errechneten Mittelwerte der cDNA-
Kopien vor und nach der RT unterschieden sich wiederum deutlich bei beiden Primern. Bei
einem der beiden Primer (Variante 1) konnte eine signifikant erhohte, genetische Expression
festgestellt werden (p = 0,036). Bei Variante 2 lag keine Signifikanz vor; es kann jedoch von

einer starken Korrelation ausgegangen werden (p = 0,133).
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Ki-67 (Variante 1)

Ki-67 (Variante 2)
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Abb. 36 Darstellung Ki-67-spezifischer cDNA vor und nach der Strahlentherapie.

In beiden Varianten des Ki-67-Gens konnte ein deutlicher Expressionsunterschied gemessen werden. Damit liegt

nach der Radiatio ein deutlich erh6hter Aktivitdtszustand des Genes vor.

Bei allen Tumorzellen, welche mittels Gelelektrophorese untersucht wurden, gelang es das

erzeugte Genprodukt nachzuweisen (Produktléinge: 466 bp). Die Laufspuren einiger Zellen

wurden etwas verschwommen abgebildet. Bei 2 Zellen lie8 sich sogar eine zusétzliche Bande

abgrenzen. Diese diskreten Messfehler sind am ehesten mit Verunreinigungen des cDNA-

Materials bzw. mit dem Nachweis von Pseudogenen erkldrbar. Die nachzuweisenden Banden

der Ki-67-cDNA sind anhand ihrer Position und Signalintensitét trotzdem sehr gut zu

erkennen.

Abb. 37 Ergebnis der Ki-67-Gelelektrophorese.

Jede Bande entspricht einer Zelle (Pat. ID: 7, vor Radiatio). Bei allen untersuchten Zellen gelang die Darstellung

des Genproduktes auf Hohe der zu erwartenden Bande (Produktlénge: 466 bp).
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Obwohl nur etwa 6 % aller Brustkrebspatientinnen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
Metastasen aufweisen, konnen 20-50 % der diagnostizierten, primdren Mammakarzinome im
Krankheitsverlauf Metastasen entwickeln (Lu 2009). Wie auch in der vorliegenden Arbeit
bestétigt werden konnte, fiihren ca. 10 % der Primirtumore zum Tod der Patienten, 90 %
werden durch Metastasen und deren Folgen verursacht. Daher ist es von zentraler Bedeutung
so friih wie moglich Metastasierungsvorgénge zu erkennen und gezielt zu behandeln.

Meist bleibt jedoch, nach Weinberg (2007), die bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
stattfindende Ausbreitung von Tumorzellen unerkannt (Braun 2000, Diel 1998). Neuere
Technologien ermdglichen es, bereits Vorlduferzellen von okkulten Metastasen, wie z.B. die
in dieser Arbeit untersuchten disseminierten bzw. zirkulierenden Tumorzellen, im
Knochenmark und/oder Blut nachzuweisen. Wihrend die Existenz disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark vielfach als prognostisch relevanter Faktor bei sowohl
metastasierten als auch nicht metastasierten Brustkrebspatientinnen bestdtigt wurde
(Wiedswang 2004, Braun 2005, Miiller 2006), ist dies fiir die Detektion der CETC im Blut
noch nicht hinreichend geklért. Dabei gelten gerade die CETC als potenzieller
Aktivitatsindikator von Fernmetastasen, wohingegen die disseminierenden Tumorzellen im
Knochenmark als inaktiv und bisher mit prognostisch geringerem Interesse betrachtet wurden
(Kasmir-Bauer 2009). In der Fachliteratur existiert bereits eine Vielzahl an
Forschungsarbeiten, die sich mit der Thematik zirkulierender Tumorzellen und deren
Relevanz als Prognosefaktor bzw. Verlaufsparameter auseinandersetzen. In den letzten Jahren
stieg jedoch das wissenschaftliche Interesse solche Zellen noch exakter zu charakterisieren
und in den Fokus der onkologischen Forschung zu stellen (Tewes 2009, Fehm 2009).

Die vorliegende Arbeit beschiftigte sich mit dem quantitativen und qualitativen Verhalten von
CETC im peripher-vendsen Blut von Patientinnen mit primir nicht metastasiertem MK. Ein
Ziel dieser Arbeit bestand darin Aussagen iiber den peritherapeutischen CETC-Verlauf im
Hinblick auf abzuleitende Prognose-, Rezidiv- und Metastasierungswahrscheinlichkeiten zu
treffen. Um andererseits molekularbiologische Ursachen fiir die Entstehung von
Fernmetastasen identifizieren zu konnen, wurde die Aktivitdt ausgewéhlter Gene im Rahmen
der RT untersucht. Anhand dieser Ergebnisse wurden mdgliche therapeutische Konsequenzen

im Therapiemanagement des Mammakarzinoms diskutiert.
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6.1 Bedeutung zirkulierender Tumorzellen

Aus Tiermodellexperimenten ist bekannt, dass bereits kleine Tumore Millionen von Zellen in
den Blutkreislauf abgeben konnen (Engers 1998). Butler und Gullino konnten zeigen, dass 3,2
Millionen Zellen pro Gramm Tumorgewebe in einem Zeitraum von 24 h in die Blutzirkulation
eingeschwemmt werden (Buttler 1975). Diese Zellen konnen sich im Kapillarbett arretieren
und zum Teil mehrere Jahre iiberleben (Chambers 2000). Andere Experimente belegen
wiederum, dass nur etwa 0.01 % der als zirkulierende Tumorzellen kategorisierten Zellen zu
Metastasen fiihren (Glaves 1998). Werden also Tumorzellen im peripher vendsen Blut
nachgewiesen, bedeutet dies keinesfalls, dass bereits eine Fernmetastasierung stattgefunden
haben muss. Diese Tatsache wird auch durch die Resultate der vorliegenden Arbeit bestétigt.
So konnte beispielsweise kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der
quantitativen Menge an CETC und dem Auftreten von Fernmetastasen hergestellt werden.
Andererseits stellt sich gleichzeitig die Frage, ob Patientinnen, bei denen keine CETC
nachgewiesen werden, auch tatsidchlich tumorfrei sind und bleiben. Je nach angewandter
Methode konnen bei Patientinnen mit manifesten Fernmetastasen nicht zwangsldufig CETC
nachgewiesen werden (Foss 1965).

Der Einbruch lebensfahiger Tumorzellen in den Blutkreislauf kennzeichnet einen kritischen
Einschnitt in der metastatischen Kaskade, mit der Konsequenz, dass es zur Ausstreuung des
Primértumors kommen kann (Nakamori 1997). Das einfache Vorliegen von CETC kann daher
als eine notwendige Voraussetzung, nicht aber als hinreichende Bedingung fiir das
Zustandekommen einer spiteren Metastasierung des Tumors gewertet werden. Die CETC
werden somit als ein erster Indikator einer minimal residualen Tumorerkrankung betrachtet
(nach kurativ-operativer Beseitigung des Primértumors). Dennoch konnte bereits in mehreren
Arbeiten gezeigt werden, dass die GroBe des Primédrtumors mit der absoluten Anzahl der
CETC korreliert (Pachmann 2005, Fehm 2008).

Von grofBerer Bedeutung als die alleinige Detektion von CETC oberhalb eines bestimmten
Schwellenwertes scheint jedoch deren Entwicklung im klinischen Verlauf zu sein. In der
vorliegenden Arbeit konnte keine Korrelation zwischen der absoluten Konzentration an
Tumorzellen und der klinischen Prognose festgestellt werden. Patienten mit konstant hoher
CETC-Anzahl im Blut hatten im Vergleich zu Patientinnen mit niedriger oder sinkender
Zellzahl ein vergleichbares Lokalrezidiv- bzw. Metastasierungsrisiko. Ein statistisch
signifikanter Zusammenhang war dagegen zwischen einem Anstieg der CETC-Zahl und dem

Auftreten von Lokalrezidiven und Fernmetastasen nachweisbar. Diese Patientengruppe
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zeichnete sich auBerdem durch eine signifikant kiirzere Ereignis-freie Uberlebenszeit aus.
Cristofanilli gelang es einen direkten Zusammenhang zwischen der peritherapeutisch
angestiegenen CETC-Anzahl und einer verkiirzten Rezidiv-freien Uberlebenszeit bei
Patientinnen mit metastasiertem MK nachzuweisen (Cristofanilli 2004, 2007, 2013). Durch
eine Studie der Jenaer Frauenklinik an 91 Probandinnen konnte dies auch fiir primér nicht
metastasierte Brustkrebspatientinnen bestétigt werden. Es zeigte sich, dass das Risiko,
innerhalb von 40 Monaten ein Lokalrezidiv zu entwickeln bei Patientinnen mit einem Anstieg
der CETC um das 12-fache erhoht war (Pachmann 2008). Dariiber hinaus veranschaulichte
eine dhnliche Forschungsarbeit an Brustkrebspatientinnen, dass auch mehrere Jahre nach
Vollremission noch CETC im Blut zu finden sind (Pachmann 2005).

Letztlich ist die prognostische Relevanz der im peripheren Blut zirkulierenden, malignen
Zellen noch nicht anerkannt (Fehm 2008). Obwohl in den letzten Jahren immer wieder von
verschiedenen Forschungsgruppen die Bedeutung der CETC fiir prognostische Zwecke und
die Therapieiiberwachung herausgestellt wurde, herrscht diesbeziiglich kein Konsens (Braun
2000, Xenidis 2006, Pachmann 2005 & 2008, Wallwiener 2013).

Zum jetzigen Zeitpunkt ist der Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Blut noch
immer kein wissenschaftlich ausreichend fundierter Parameter, um daraus Therapie-
empfehlungen auBlerhalb von Studien ableiten zu koénnen. Es fehlen auBerdem Daten
dahingehend, ob eine therapeutische Beeinflussung dieser minimal residualen Erkrankung
tatsichlich die Prognose der Patienten verbessert. Hierzu bedarf es dringend weiterer,
kontrollierter, klinischer Studien. Dies gilt auch fiir die Standardisierung der Nachweis-
methoden um das Evidenzniveau des Nachweises von CETC als Surrogatmarker besser
etablieren zu konnen (Dawood 2008, Riethdorf 2008, Allan 2010, Maheswaran 2010, Banys
2013).

6.2 Bedeutung der Zellzahl-Erhohung von CETC

Bislang wurde die Wirksamkeit einer adjuvanten Therapie vor allem aufgrund der
Tumorprogredienz, des Rezidiv-freien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens beurteilt. Die
CETC stellen einen neuen Kontrollparameter dar, der sogar Einfluss auf die
Therapieentscheidungen haben kann, vorausgesetzt, es kann bewiesen werden, dass ihre
Detektion bzw. ihr Verhalten das Ansprechen der jeweiligen Therapie widerspiegelt (Pantel
2003, Ring 2005).
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In der vorliegenden Arbeit konnte u.a. gezeigt werden, dass ein Anstieg der CETC unter RT
mit einer schlechteren Prognose und dem vermehrten Auftreten von Rezidiven und
Fernmetastasen assoziiert ist. Die Frage, inwiefern eine solche quantitative Zunahme der
Tumorzellen nicht allein in Zusammenhang mit einer erhdhten Krankheitsaktivitit, sondern
auch mit einer groBeren Tumormasse im fortgeschrittenen Krankheitsstadium steht, ist nicht
eindeutig zu beantworten. Die verstirkte CETC-Freisetzung aus dem Primértumor konnte
eine mogliche Ursache fiir diese Beobachtung sein (Klein 2009). Zellzahlanstiege nach bereits
gesunkenen CETC konnten darauf hindeuten, dass Tumorzellen zwar vollstindig aus dem
Blut entfernt wurden, spéter aber aus okkulten, noch nicht nachweisbaren Metastasen erneut
ins Blutsystem gelangt sind. Ein stabiler CETC-Verlauf konnte demnach auf einen
Ruhezustand der Zellen mit ausbleibender Abwanderung ins Gewebe hindeuten (Pachmann
2005). Ein Absinken der Zahl an Tumorzellen muss jedoch nicht allein mit der Wirksamkeit
der Strahlen- oder Chemotherapie erkldrt werden. Vielmehr kann dies auch bedeuten, dass die
Tumorzellen den Blutkreislauf verlassen um sich im Gewebe festzusetzen (charakteristische
Dynamik). Die Metastasierungsfihigkeit der CETC kann nach der Extravasation variieren,
beispielsweise kann es trotz vorausgegangener Proliferation zum Eintritt von CETC in
Ruhestadien kommen. Plotzlich auftretende klinisch manifeste Metastasen sind bei diesem
Prozess ebenso moglich (Chambers 2000).

Das Ansprechen verschiedener Therapien scheint aber vor allem mit der Wachstumspotenz
einzelner Zellen assoziiert zu sein. So konnte eine Arbeitsgruppe zeigen, dass sich
migrierende und proliferierende Tumorzellen vor allem in der aktiven Phase des Zellzyklus
befinden und somit besonders sensibel flir eine Chemotherapie oder RT sind (Kubens 2002).
Der Anstieg der Zellzahl wire dann auf wenige (z.T. nicht mehr nachweisbare) Restzellen

zurlickzufiihren, welche ihrerseits erneut zur Proliferation fahig sind.

6.3 Bedeutung der CETC bei Metastasierungsvorgingen

Wie in Kapitel 6.1. bereits angedeutet, ist bislang nicht bekannt, ob eine bestimmte
Mindestanzahl von CETC im Blutkreislauf erforderlich ist, um Metastasen hervorzurufen
(Pantel 2003). Dennoch kann davon ausgegangen werden, dass eine steigende Anzahl bzw.
eine grofle Menge an CETC die Wahrscheinlichkeit erh6ht, dass wenigstens eine dieser Zellen
zur Metastasenbildung in der Lage ist. Nach Engers (1998) durchlduft jede einzelne
Tumorzelle eine Metastasierungskaskade (Engers 1998). Das bedeutet, dass eine Tumorzelle

erst jede einzelne Stufe einer Abfolge, bestehend aus Dissoziation, Invasion, Intravasation,
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Dissemination, Arrest, Extravasation und schlieBlich wieder Invasion, durchlaufen muss, um
iiberhaupt eine Metastase bilden zu kdnnen. Diesen selektiven Vorgang zu iiberstehen gelingt
jedoch nur einem #duBerst geringen Teil der Tumorzellen. Die stindige Wiederholung der
Kaskade soll wiederum die Metastasenentstehung begiinstigen. Der bei vielen Patientinnen
beobachtete, unstete und stark wechselhafte CETC-Verlauf konnte vor diesem Hintergrund
aus betrachtet erkldrbar sein. Sicher spielt dabei auch die Proliferationsaktivitit und das
biologische Profil der CETC eine zentrale Rolle. Inwiefern einzelne Tumorzellen selbst

bereits als Metastasen zu werten sind steht zur Diskussion.

6.4 Bewertung der Methoden

6.4.1 Detektion von CETC mittels MAINTRAC™

Es gibt verschiedene Ansédtze zur Identifizierung und Charakterisierung zirkulierender
Tumorzellen. Dabei werden insbesondere molekulargenetische von immunologischen
Methoden unterschieden. Ein im Forschungsbereich diesbeziiglich hiufig angewendetes
Verfahren ist die immunmagnetische Separation. Hierbei kommen Antikérper zum Einsatz,
welche gegen tumorassoziierte Antigene gerichtet und an magnetische Partikel gebunden sind
(positive Selektion). Man spricht von negativer Selektion, wenn Antikdrper gegen
Blutzellbestandteile, wie das Leukozytenantigen CD45, gerichtet sind (Hoon 2011).

Positive Selektionen sind moglich mittels folgender Antigene: EpCAM (epithelial cell
adhesion molecule), MUCINI (MUC1 = CA 15-3; MK-Tumormarker), Cytokeratin
(Intermediérfilamente epithelialer Zellen) oder A-T reiche Regionen in der DNA.

Mani (2008) zufolge sind alle auf EpCAM basierenden Methoden mit dem Problem der
EpCAM-Downregulation wihrend der EMT (epithelial mesenchymal transition) in Bezug auf
die disseminierten Tumorzellen konfrontiert (Mani 2008). Man geht davon aus, dass sich
Epithelzellen z.B. bei chronischen Entziindungszustdnden phdnotypisch in Richtung
mesenchymaler Zellen transformieren, aufgrund des Verlusts von E-Cadherin aus dem
Zellverband 16sen und auf diese Weise aktiv in das Interstitium migrieren um dort
extrazelluldre Matrix zu synthetisieren (Kalluri 2003, Ogawa 2009, Guarino 2009). Dennoch
wird dieses auf anti-EpCAM-Antikorpern basierende Verfahren am héufigsten in der Praxis
eingesetzt (Schlimok 1987, Osta 2004, Lankiewicz 2006).

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Verfahren der immunfluorimetrischen Detektion

von CETC macht sich das Prinzip der fluoreszenzmarkierten anti-EpCAM-Antikorper
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zunutze (Anfirbung der gesuchten Zellen). Diese Detektionsmethode ist als MAINTRAC™
patentiert. Sie gestattet die Detektion von Zellen mit minimaler Expression von
Oberfldchenantigenen und erlaubt zusétzlich die Unterscheidung in apoptotische und vitale
CETC. Wihrend die intakte Zellmembran — ein Indiz fiir vitale Zellen — nicht permeabel fiir
den Fluoreszenzfarbstoff 7AAD ist, vermag dieser Farbstoff durch die Membran avitaler
Zellen zu diffundieren und die Kern-DNA anzuférben.

Die sogenannte EPISPOT-Methode, welche den Anspruch erhebt, ebenfalls nur vitale Zellen
nachzuweisen, verwendet dagegen die Sekretion individueller Proteine zum Nachweis
funktionstiichtiger zirkulierender Tumorzellen (Alix-Panabieres 2007). Auf diese Weise
werden Zellen, die das entsprechende Protein nicht sezernieren, vom Nachweis
ausgeschlossen (Bronner 2009).

Vergleichend sei auBerdem das Detektionssystem CellSearch™ (Veridex) genannt, welches
von der FDA als anerkanntes Instrument flir die Detektion von CETC bei metastasierten
Brustkrebserkrankungen gilt (Cristofanilli 2004). Hierbei werden die anti-EpCAM-Antikdrper
lediglich zur immunomagnetischen Anreicherung der Zellen verwendet; flir die eigentliche
Identifizierung bzw. Charakterisierung von anti-Cytokeratin, DAPI und anti-CD45 werden
Antikorper eingesetzt (Riethdorf 2008). Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit angewandten
Methode wird beim CellSearch™ System das Blut an Stelle der Standard EDTA-Monovetten
in spezielle CellSave Rohrchen mit zusétzlicher Fixationslosung aspiriert. Diese, in den
CellSave Rohrchen befindliche Fixationslosung, scheint die nachweisbare Menge an CETC
stark zu beeinflussen. In der Arbeit von Pachmann 2011 konnte veranschaulicht werden, dass
unter Verwendung der CellSave Rohrchen, im Vergleich zum Vorgehen bei der
MAINTRAC™ — Methode, eine Reduktion des Nachweises EpCAM-positiver Zellen um
mehr als das 10-fache erfolgt. Anderen Studien zufolge wird mittels CellSearch-Verfahren ein
hoher Anteil an Zellbruchstiicken detektiert, welchem allerdings die gleiche prognostische
Bedeutung wie intakten, vitalen Zellen zugeschrieben wird (Coumans 2010).

Die prognostisch relevante Nachweisgrenze des CellSearch™ Systems wird, bezogen auf
metastasierte Patienten, mit 5 Zellen / 7,5 ml Blut (2 0,67 Zellen/ml Blut) bis max. 270
Zellen / 7,5 ml Blut angegeben (Cristofanilli 2004, Nolé¢ 2008, Deng 2008). Demgegeniiber
konnten in der vorliegenden Arbeit mittels Scan”R vergleichbare Zellzahlen wie mit dem
Laser-Scanning-Cytometer, ndmlich zwischen 0 und maximal 114.000 EpCAM positive

Zellen/ml Blut (Mittelwert: 7849 Zellen/ml, Median: 3374 Zellen/ml) nachgewiesen werden.
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Wenngleich die mittels verschiedener Methoden ermittelte Menge an CETC kontrovers
diskutiert wird, ist die hohe Zahl der beim MAINTRAC™ — Verfahren detektierten CETC
von Vorteil. Wihrend in anderen Studien bei nur 10-60 % der Patientinnen mit metastasiertem
MK Tumorzellen im Blut bzw. Knochenmark gefunden wurden (Fehm 2008), ist dies mit der
vorliegenden Methode in 90 % der Félle von primér nicht metastasierten Mammakarzinomen
moglich (Pachmann 2008). In Anbetracht der heterogenen Literaturangaben wire die
Standardisierung der Testmethoden ein anzustrebendes Ziel diagnostischer Forschung
(Gaforio 2003).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bei 161 Patientinnen mit primdr nicht
metastasiertem MK 322 Messdaten erhoben (Messung jeweils vor und nach RT). Der
Nachweis von EpCAM-positiven Zellen gelang bei 157 Patientinnen (Detektionsrate 97,5 %).
Dieses Ergebnis zeigt, dass die Wahrscheinlichkeit CETC zu detektieren deutlich hdher war
als mit anderen, auf EpCAM-basierenden Verfahren.

6.4.2 Sensitivitit von EpCAM

Da das Epithelantigen EpCAM zum Nachweis der CETC verwendet wurde, stellt sich die
Frage, in welchem Umfang detektierte Zellen auch tatsdchlich Tumorzellen verkdrpern. Die
Gefahr falsch positiver Ergebnisse ist in jedem Fall zu bedenken. SchlieBlich wird das im
Rahmen des MAINTRAC™ —Verfahrens verwendete EpCAM-Antigen nicht allein an der
Oberflichenmembran von Zellen des Mammakarzinoms exprimiert. Zwar korreliert eine
EpCAM-Uberexpression vor allem beim MK mit dessen Tumormasse, dem Lymphknoten-
status und dem Vorhandensein von Ostrogenrezeptoren (Tandon 1990) das EpCAM-Antigen
findet sich jedoch auch bei anderen malignen Erkrankungen wie z.B. dem Bronchial-, oder
klorektalen Karzinom (Moldenhauer 1987, Litvinov 1994, Balzar 1999, Went 2004, Osta
2004). Eine Uber- bzw. de novo-Expression von EpCAM wurde, wie bereits in Kapitel 2.3.2
beschrieben, auch bei entziindlichen Prozessen in Leber, Nieren und im Darm beobachtet
(Litvinov 1994, 1996; Balzar 1999, de Boer 1999, Trzpis 2007). Es liegen auch einige
Forschungsergebnisse vor, in denen nachgewiesen werden konnte, dass EpCAM-mRNA auch
in hdmatopoetischen Zellen exprimiert werden kann und dariiber hinaus als spezifischer
Marker der frithen Erythropoese im Knochenmark dient. Allerdings konnte dies nicht fiir die
Zelloberflache gezeigt werden (Bergsagel 1992, Borkowski 1996, Nelson 1999, Lammers
2002).
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Im gesunden Organismus sind EpCAM-positive Zellen in der Regel nicht nachweisbar
(Negativkontrolle). Dennoch stellte Cristofanilli 2005 bei Patienten mit metastasierten
Karzinomen fest, dass nicht nur bei erkrankten Personen CETC aufzufinden waren, sondern
auch bei 1 % der gesunden Probanden. Die dabei gemessene Konzentration der Zellen im
Blutkreislauf befand sich allerdings unterhalb eines Schwellenwertes von 3 Zellen / 7,5 ml
Blut (Cristofanilli 2005).

Verschiedenen Lehrmeinungen folgend stellen EpCAM-positive Zellen in gesunden Organen
Stammzellen dar, die ihrerseits die Grundlage fiir Regenerationsvorgidnge bilden (Stingl 2001,
Gargett 2009, Jozefczuk 2010). Dieser Theorie entsprechend ziehen Reorganisierungs-
prozesse als Folge von Organschidigungen eine Uberexpression von EpCAM nach sich
(Trzpis 2007). Terstappen 2000 und Fehm 2002 schrieben den EpCAM-positiven Zellen
wiederum maligne Eigenschaften zu (Terstappen 2000, Fehm 2002).

6.4.3 Single-Cell-Picking und Einzelzell - qRT - PCR

Neben der quantitativen Bestimmung von Tumorzellen im periphervendsen Blut (siche
Kapitel 6.4.1), wurde zur Genexpressionsanalyse der CETC das Verfahren der Real Time —
Polymerase — Kettenreaktion (QRT-PCR) angewandt.

Die dabei untersuchten EpCAM-positiven Zellen wurden zundchst mit Hilfe des
MAINTRAC™ - Prinzips markiert und danach mittels Cell-Picking-Verfahren einzeln
isoliert. Dadurch konnten die PCR-Ergebnisse eindeutig den jeweiligen CETC zugeordnet
werden, da diese explizit angefirbt und einzeln separiert wurden. Mit der qRT-PCR selbst
steht eine haufig verwendete und sehr sensitive Nachweismethode zur Analyse der Expression
spezifischer Genabschnitte zur Verfligung. Aktuell stellt sie die schnellste und préziseste
Methode zur Bestimmung der Genexpression dar (Wang 2006). Selbst geringe Anderungen
in der Zahl der aktiven Gentranskripte lassen sich zuverldssig nachweisen. Ein weiterer
Vorteil besteht darin, dass hierbei maximal 10 ng Nukleinsdure pro Reaktion eingesetzt
werden miissen (Fehm 2009). Nicht zuletzt konnte mit Einfiihrung der qRT-PCR die
Nachweis-Sensitivitit fiir Zellen mit tumorassoziierter Genexpression (von denen
angenommen wird, dass es sich um Mikrometastasen handelt) deutlich erh6ht werden.

Bei der im Rahmen des Verfahrens zur Anwendung kommenden reversen Transkriptions-
reaktion, erfolgt zundchst die Erstellung einer cDNA-Kopie von der mRNA-Matrize.
AnschlieBend werden bestimmte cDNA-Abschnitte mittels PCR vervielfdltigt. Auf diese

Weise ist es moglich bereits geringe Mengen der mRNA schnell einer Analyse zugénglich zu
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machen und damit einzelne, im peripheren Blut zirkulierende, Zellen mit Expression
tumorassoziierter Gene nachzuweisen. Da mRNA nur in lebensfihigen Zellen transkribiert
und beim Zellzerfall sehr schnell abgebaut wird, geht man davon aus, dass der Nachweis von
gewebsspezifischer mRNA in peripherem Blut auf die Prdsenz zirkulierender Tumorzellen
hindeutet (Jonas 1996, Keilholz 1997). Es sei an dieser Stelle darauf verwiesen, dass eine
Hautkontamination der Proben als Quelle fiir falsch-positive Resultate stets zu beriicksichtigen
ist (Gilbey 2004). Zudem kommt es mit und ohne vorherige Zellseparation hdufig zu
Verunreinigungen der Proben mit daraus resultierender verminderter Spezifitit. Die in dieser
Arbeit angewandte Kombination aus vorgeschalteter Zellisolierung (mittels Single-Cell-
Picking) und nachfolgender Multiplex-PCR anhand von Einzelzellen, kann helfen
Fehlerquellen zu minimieren und gleichzeitig die Sensitivitit wie auch die Spezifitit zu
erhohen (Johnson 1995, Jager 1996, Keilholz 1998, Pantel 2009).

Die qRT-PCR birgt jedoch auch die Gefahr sich unabhingig von der Protein-Ebene v.a. auf
die Genexpressionsaktivitdt zu beziehen. Abweichungen zwischen diesen zelluldren Ebenen
werden dadurch nicht erfasst. Letztlich sind aber die Proteine fiir die Umsetzung der
genomischen Information in einen biologischen Effekt verantwortlich (Mocellin 2006). Auf
eine Anderung in der Genexpression folgt nicht zwangsliufig die Synthese des
entsprechenden Proteins, da diese auBlerdem durch posttranskriptionelle bzw. post-
translationelle Mechanismen kontrolliert wird. Um die biologische Relevanz von
Anderungen in der mRNA-Aktivitit zu erfassen, sollte deshalb unbedingt auch die
Proteinebene betrachtet werden. Hierzu bieten sich Verfahren, wie das der Quantifizierung
mittels Western Blot oder die Immunhistochemie, an welche dazu dienen das zelluldre
Verteilungsmuster der Proteine im Gewebe zu charakterisieren.

Im Hinblick auf die Verifizierung der qRT-PCR-Ergebnisse ergeben sich v.a. bei niedrig
exprimierten Genen Schwierigkeiten. Da hierbei interindividuelle Schwankungen einen
groBen Einfluss haben, konnen bei Extremwerten einzelner Proben Regulationsprozesse
vorgetduscht werden (Rajeevan 2001). Vorsicht ist ebenso bei extremen Expressionswerten
geboten, da diese auch auf Artefakten bei der Bildauswertung beruhen konnen.

Trotz ihrer Grenzen hat sich die qRT-PCR in der vorliegenden Arbeit bewidhrt. Die Ergebnisse
diirfen allerdings nicht als Endpunkt einer Untersuchung aufgefasst, vielmehr sollten sie als
eine friihe Screening-Methode und somit als Ausgangspunkt flir vertiefende Forschungen
verstanden werden. Inwiefern die ermittelten Daten tatsdchlich von klinischer Relevanz sind,

sollte Gegenstand weiterflihrender Experimente sein. Unter Zuhilfenahme o.g. Techniken
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sollte ein noch detaillierteres Verstdndnis in Bezug auf die Dynamik von intrazelluldren
Vorgingen und Genaktivititen entwickelt werden, nicht zuletzt um beispielsweise

Metastasierungsvorgénge noch besser verstehen zu lernen.

6.5 Quantitative CETC - Messungen

6.5.1 Ereignis-freie Uberlebenszeit

Der in dieser Arbeit ermittelte Zusammenhang zwischen dem Verhalten der CETC und dem
Auftreten von lokoregiondren Rezidiven bzw. Fernmetastasen, bei primér nicht metastasierten
Patientinnen, bestdtigt die von Cristofanilli 2005 aufgestellte These einer Korrelation
zwischen dem quantitativen Verhalten der CETC und dem Ereignis-freiem Uberleben
(Cristofanilli 2005). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete, mittlere Ereignis-freie Zeit
betrug dabei in der durch einen Anstieg der Zellzahl gekennzeichneten Patientengruppe, unter
der RT, 7,5 Jahre und in der Gruppe mit gesunkener Zellzahl 8,7 Jahre. Der Unterschied
zwischen beiden Kollektiven war hinsichtlich der Ereignis-freien Uberlebenszeit statistisch
signifikant (p = 0,004). Bei der Differenzierung der Ereignisse nach ,Lokalrezidiven* und
,Fernmetatasen® zeigte sich, dass der Anstieg der Tumorzellzahl v.a. die Fernmetastasierung
voraussagte, weil die RT das Ziel der lokalen Kontrolle im vorliegenden Fall offensichtlich
erreichte. Das bedeutet, dass der systemische Effekt der RT nicht hinreichend gro3 war, um
Fernmetastasen im klinischen Verlauf, trotz steigender CETC-Zahl, zu verhindern.

Einerseits wiesen Patientinnen, deren CETC-Zellzahl im Rahmen der RT zunahm, ein
deutlich hoheres Risiko dahingehend auf im weiteren Krankheitsverlauf Fernmetastasen zu
entwickeln. Andererseits zeigte sich bei ithnen auch eine signifikant verkiirzte Ereignis-freie
Uberlebenszeit.

Neben der Verdnderung der absoluten CETC-Konzentration wurde in einem néichsten Schritt
das Maf3 der Zelldnderung analysiert und hinsichtlich der Ereignis-freien Zeit untersucht. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich ein maiBiger Anstieg detektierter CETC als
prognostisch ungiinstiger als ein starker Anstieg erwies. Ebenso scheint eine moderate
Verringerung der Zellzahl fiir die Patientinnen prognostisch giinstiger zu sein, als ein sehr
starkes Absinken, beispielsweise um mehr als das 10-fache des Ausgangswertes.
Verantwortlich fiir diese paradox erscheinende Beobachtung konnte die unter der RT
erfolgende Freisetzung epithelialer Zellen sein. Inwiefern die Behandlung in diesen Fillen

noch als suffizient bezeichnet werden kann, ist fraglich. Moglicherweise werden nicht nur
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»gesunde® epitheliale Zellen sondern auch Tumorzellen aus okkulten Residuen geldst und in
den Blutkreislauf ausgeschwemmt. Die durch die RT angestrebte lokale Kontrolle des Tumors
wiirde dann mit dem Nachteil einer Dissemination von Tumorzellen einhergehen (EBCTCG:
Darby 2011). Die Hypothese der Tumorzellfreisetzung als Folge der RT wird durch die
Tatsache unterstiitzt, dass im vorliegenden Patientenkollektiv insgesamt sogar mehr
Patientinnen einen Anstieg der CETC-Zahl aufwiesen (85 Patientinnen) als ein
diesbeziigliches Absinken (76 Patientinnen). Nach durchgefiihrter RT wurden demnach
mehrheitlich hohere CETC-Zahlen detektiert als vor der Behandlung. In diesem
Zusammenhang kann also nicht von einer allgemeinen Eliminierung der CETC infolge der RT
ausgegangen werden.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass das Verhalten der detektierten CETC eine
enorme prognostische Aussagekraft in Bezug auf die Manifestation von Fernmetastasen
besitzt.

Bislang ist die Bedeutung der CETC als Parameter fiir ein Therapieansprechen nur fiir die
palliative Chemotherapie belegt (Terstappen 2000, Cristofanilli 2005). Bzgl. der Bestrahlung
liegen hierzu bislang keine Daten vor.

Bezogen auf das pT-Stadium und den pN-Status konnte, entgegen den Erwartungen, kein
Zusammenhang bzgl. der Ereignis-freien Uberlebenszeit festgestellt werden (Hill-Kayser
2006). Beim vorliegenden Patientenkollektiv scheinen die negativen Effekte der ungiinstigen
Prognosefaktoren (positiver Lymphknotenstatus, grofer Primértumor) mittels RT
ausgeglichen worden zu sein.

Die in der Literatur mehrfach beschriebene prognostische Bedeutung des Progesteron-
rezeptorstatus konnte auch durch die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse bestétigt werden
(Bardou 2003). Zwar war die Ereignis-freie Uberlebenszeit bei Progesteronrezeptor-positiven
Patientinnen nicht signifikant ldnger als bei Frauen mit negativem Progesteronrezeptorstatus,
es konnte aber eine starke Tendenz i.S. einer giinstigen Prognose nachgewiesen werden.
Ahnliches gilt fiir die Untersuchungen hinsichtlich des Prognosefaktors ,, Triple-Negativitit .
Auch hier erbrachte der Log Rang-Test keinen Wahrscheinlichkeitswert von p-Wert < 0,05,
dennoch kann von einem korrelativen Zusammenhang zwischen triple-negativem MK und
verkiirzter Ereignis-freier Uberlebenszeit ausgegangen werden. Um den Nachweis signifikant
negativer Patientenprognosen zu erbringen, sind, wie in verschiedener Fachliteratur
beschrieben, weitere Untersuchungen an groBeren Patientenkollektiven notwendig (Tian

2008).
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Patientinnen, die neben der adjuvanten Brustwand-Bestrahlung eine RT der
Lymphabflussgebiete erhielten, zeichneten sich durch eine signifikant verkiirzte Ereignis-freie
Uberlebenszeit aus. Eine Ursache fiir diese Beobachtung konnte sein, dass diese Patientinnen
ein besonderes Risikoprofil aufwiesen bzw. die Indikation zur LAG-Bestrahlung nur bei
Risikopatienten gestellt wurde. Hauptindikationskriterium flir eine LAG-Bestrahlung ist ein
positiver Lymphknotenstatus. Die Frage, weshalb dieser Faktor keinen Zusammenhang mit
der Ereignis-freien Zeit zeigte, ist am ehesten durch die nicht hinreichende Probandenzahl zu
erkldren.

Bei den Betrachtungen hinsichtlich des Einsatzes eines Elektronenboostes konnten @hnliche
Ergebnisse wie bei der LAG-Bestrahlung ermittelt werden. Auch hier wiesen Patientinnen, die
diese zusitzliche Therapie erhielten, statistisch signifikant nachteilige Ergebnisse auf (p =
0,034). Als Ursache dieser scheinbar paradoxen Resultate kann das spezielle, moglicherweise
sehr heterogene Risikoprofil der Patientinnen angefiihrt werden (Bayerl 2001). Vor allem
junge Patientinnen (< 60 Jahre), welche allein durch ihr Alter eine ungiinstigere Prognose
aufwiesen, erhielten eine zusdtzliche Boost-Bestrahlung (Elkhuizen 1998).

Die im Ergebnisteil nur ansatzweise erlduterten Untersuchungen zum Einsatz neoadjuvanter
Chemotherapien konnten nachweisen, dass solche neoadjuvante Behandlungen mit
Chemotherapeutika fiir die behandelten Patientinnen von Nachteil zu sein scheinen. Zwar
spielt auch hier das besondere Ereignis-Risiko der Patientinnen (inoperables MK, grofler
Tumor in der pT-Klassifikation; positiver pN-Status, negativer Hormonrezeptorstatus) eine
grof3e Rolle; die Durchfiihrung einer neoadjuvanten Behandlung wird in der Literatur jedoch
nach wie vor kontrovers diskutiert. Zum einen kommt es bei neoadjuvanter Applikation von
Chemotherapeutika vor, dass die disseminierten Tumorzellen nur unvollstindig eliminiert
werden und im ungilinstigsten Fall durch die Behandlung sogar Tumorzellen aus dem
Primdrtumor gelost und als CETC in den Blutkreislauf ausgeschwemmt werden kdnnen
(Pachmann 2005, Hall 2012, Hartkopf 2013). Andererseits liefert die Sentinellymphknoten-
Biopsie nach erfolgter neoadjuvanter Chemotherapie nicht immer sichere Ergebnisse
(Boughey 2013). Im vorliegenden Patientenkollektiv zeichnete sich die Gruppe nach
angewandter, neoadjuvanter Chemotherapie durch eine signifikant verkiirzte, Ereignis-freie
Uberlebenszeit gegeniiber der Gruppe ohne Behandlung aus. Die RT war in diesem Fall nicht
in der Lage dieses Defizit auszugleichen.

In keinem Fall zeigten die Ergebnisse der Merkmalsanalysen von Grading, Ostrogen-

rezeptorstatus, Her/2-neu-Status, von Tumorhistologie, Alter, Behandlung mit Antikdrpern
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(Herceptin) und Hormontherapie korrelative Beziehungen zur Ereignis-freien Zeit. Aus
Kapazititsgriinden werden die Ergebnisse dieser Merkmale an dieser Stelle nicht néher

diskutiert (siche aber Kapitel 6.6).

6.5.2 Ereigniswahrscheinlichkeit

Die in dieser Arbeit ermittelten, kumulierten Ereignisraten korrespondieren sehr gut mit den
in der Literatur beschriebenen Ergebnissen bzgl. des krankheitsfreien Uberlebens.

Nach einem 5-jdhrigen Beobachtungszeitraum lag die Ereignisrate im vorliegenden
Patientenkollektiv bei 23,8 %. Bayerl kam 2001 (bei gleichem Beobachtungszeitraum) zu
dhnlichen Ergebnissen (Ereignisrate 24 %; Bayerl 2001). Andere Studien wiesen, bezogen auf
eine 5-jahrige Zeitspanne, deutlich weniger Ereignisse nach: Horiguchi 2002: 11 %, Palazzi
2006: 11 %, Vujovic 2006: 20 %. Die lingere, krankheitsfreie Uberlebenszeit wurde in den
Untersuchungen mit der Zusammensetzung des Patientenkollektivs erklért. In die Studie von
Vujovic wurden z.B. nur jene Patientinnen einbezogen, deren Primértumor sich im pT1- oder
pT2 Stadium befand und welche einen negativen Lymphknotenstatus (pNO) hatten (Vijovic et
al 2000).

Wie bereits in Kapitel 6.5 beschrieben, konnte auch bzgl. der Ereigniswahrscheinlichkeit ein
signifikanter Einfluss des CETC-Verhaltens im Rahmen der RT nachgewiesen werden.
Innerhalb eines Beobachtungszeitraumes von 5 Jahren kam es bei Patientinnen mit
ansteigender CETC-Zellzahl signifikant hiufiger zum Auftreten von Ereignissen als bei jenen
mit sinkender Anzahl der CETC (p = 0,019). Wéhrend in der Gruppe AB nur 10,4 % der
Patientinnen ein Ereignis innerhalb von 5 Jahren aufwiesen, waren es in der Gruppe AN 34,0
%. Damit wurde erneut der Nachweis erbracht, dass ein Anstieg der Tumorzellzahl mit einer
ungiinstigen Prognose einhergeht. Bei der Unterscheidung der Ereignisse nach lokoregioniren
Rezidiven und Fernmetastasen konnte, wie schon bei den Betrachtungen der Ereignis-freien
Uberlebenszeit, gezeigt werden, dass vor allem die Zahl entstandener Fernmetastasen vom
jeweiligen CETC-Verlauf abhéngt.

Der Prozentsatz der Lokalrezidive war bei Patientinnen, welche von einem Anstieg der
Tumorzellzahl betroffen waren (10,4 %), nahezu gleich zur Gruppe mit gesunkener Zellzahl
(8,4 %). Der Unterschied der beiden Gruppen war somit statistisch nicht signifikant (p =
0,710). Im Gegensatz dazu war der Prozentsatz jener Frauen mit Fernmetastasen und
angestiegener CETC-Zahl (23,7 %) deutlich hoher als bei denen, deren Tumorzellzahl nach
erfolgter RT gesunken war (2,7 %). Die Differenz beider Untersuchungsgruppen war
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statistisch signifikant (p = 0,015). Es ist zu konstatieren, dass vor allem die
Fernmetastasenrate flir die Korrelation zwischen den ,.Ereignissen und dem Anstieg der
CETC verantwortlich ist. Daraus folgt, dass auf der Grundlage der CETC-Analysen in erster
Linie die Risikoabschitzung fiir die Entstehung von Metastasen und deren
Prognostizierbarkeit moglich wird. Hervorgehoben sei, dass das Auftreten von
Fernmetastasen in direktem Zusammenhang mit dem Anstieg der CETC-Zahl unter RT steht.
Die beobachteten Lokalrezidive scheinen unabhidngig von der im Rahmen der RT gemessenen
CETC-Zahl aufzutreten.

Neben einer Verdnderung der absoluten CETC-Konzentration wurde auch im Rahmen der
Untersuchungen zur Ereigniswahrscheinlichkeit das Mall der Zellinderung analysiert.
Offensichtlich wurde, dass sich ein méBiger Anstieg der detektierten CETC als prognostisch
ungiinstiger erweist als ein diesbeziiglich starker Anstieg. Wahrend bei médfBigem Anstieg der
Zellzahl 37,9 % der Patientinnen Ereignisse aufwiesen, waren es bei einem starken Anstieg
(um mehr als das 10-fache des Ausgangswertes) nur 27,8 %. Ahnliches gilt fiir gesunkene
Zellzahlen unter RT. Verringerte sich die CETC-Zahl um mehr als das 10-fache kam es bei
15,4 % der Patientinnen, unter Beriicksichtigung des 5-Jahres-Zeitraumes, zu einem Ereignis.
Bei méfigem Abfall hingegen zeigten sich Lokalrezidive oder Fernmetastasen bei lediglich
8,3 % der Patientinnen. Zusammengefasst bedeutet dies, dass die Patientengruppe mit
méfBigem Absinken der CETC unter RT die giinstigste und Patientinnen mit einem
geringgradigen Anstieg die schlechteste Prognose hinsichtlich des Eintretens von Ereignissen
aufwiesen. Wie bereits in Kapitel 6.5 beschrieben, wird dieser auf den ersten Blick paradoxe
Zusammenhang mit der Freisetzung von ,,gesunden epithelialen Zellen® als Folge der RT
erklart.

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte Methode besitzt eine eingeschrinkte Sensitivitdt
dahingehend, dass nicht explizit zwischen Tumorzellen und normalen, epithelialen Zellen
unterschieden werden kann (siehe Kapitel 6.4.2). Es ist daher nicht ausschlieBbar, dass die
Ergebnisse diesbeziiglich verfilscht sind (Detektion gesunder Zellen). Dennoch steht zur
Diskussion, inwiefern Tumorzellen als Folge einer wirksamen RT von nicht bekannten
Residuen abgelost und in den Blutkreislauf ausgeschwemmt werden. Moglicherweise spielt
hierbei eine erhdhte GefiBpermeabilitiit infolge des radiogenen Odems eine wichtige Rolle,
wodurch der Ubertritt der Tumorzellen in den Blutkreislauf begiinstigt werden konnte.
Vielleicht besteht hier aber auch eine Verbindung zu Tumorstammezellen, die sich ihrerseits

héaufig durch Zytostatikaresistenzen auszeichnen (Xia 2002, Luzhna 2013). Infolge der RT ist
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eine Negativselektion der Stammzellen denkbar, wodurch iiberlebende Tumorzellen mit einer
groBBeren Widerstandsféahigkeit z.B. in Bezug auf eine adjuvante Chemotherapie, ausgestattet
sind (Zielske 2011). Die Beeinflussung dieser Tumorzellen, i.S. einer Erhéhung der
Sensitivitdt von Strahlen- und Chemotherapien, ist Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten
(Schilling 2012). Die Kenntnisse iiber das Verhalten der CETC und deren genetisches
Expressionsprofil konnte bei der Erforschung weiterer Resistenzen und therapeutischer
Verfahren einen wichtigen Beitrag leisten.

Neben den Betrachtungen der CETC und ihrer Rolle in Bezug auf die Entstehung von
,Ereignissen”, wurden in dieser Arbeit noch andere Einflussfaktoren fiir das
Zustandekommen lokoregiondrer Rezidive oder Fernmetastasen untersucht:

Entgegen der Erwartung, dass Patientinnen mit kleinen Tumoren der Kategorie pT1 ein
niedrigeres Ereignis-Risiko gegeniiber groBeren Primédrtumoren der Kategorien pT2, pT3 oder
pT4 besitzen, konnte dieser Sachverhalt nicht festgestellt werden (Carter 1989, Hill-Kayser
2006).

Der Lymphknotenbefall selbst gilt als aussagekréftigster klinischer Faktor fiir die Prognose
des weiteren Krankheitsverlaufs beim MK (Diel 1997, Janicke 1995). Hinsichtlich des
Lymphknotenstatus konnte bei den hier vorliegenden Ergebnissen kein Korrelat zur
Ereignisrate gefunden werden. So entwickelten 29,6 % der Patientinnen mit initialem
Lymphknotenbefall Lokalrezidive oder Fernmetastasen. Allerdings zeigten sich auch bei 21,1
% der Patientinnen Ereignisse, obwohl sie initial keine befallenen Lymphknoten aufwiesen.
Der Unterschied war nicht statistisch signifikant (p = 0,419).

Da das MK zu den hormonabhingigen Tumoren zhlt, spielen Analysen der Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren eine wichtige Rolle fiir die Prognose und Therapiewahl (Scharl 1989).
Die Expression von Ostrogen- und Progesteron-Rezeptoren gilt beim primiren MK als
Marker einer erhaltenen funktionellen Differenzierung der Zellen und damit als positives
Prognosekriterium (Lohmann 2001, Horiguchi 2002, Bardou 2003). Beziiglich der
Entstehung von Fernmetastasen konnte in der vorliegenden Arbeit eine signifikant giinstigere
Prognose bei Patientinnen mit positivem Progesteronrezeptor-Status gegeniiber Rezeptor-
negativen Patientinnen nachgewiesen werden (p = 0,024). Bei Betrachtung der Gesamtheit
von ,,Ereignissen* war dieser Zusammenhang allerdings statistisch nicht signifikant (p =
0,064). Die Ursache hierfiir liegt wohl am ehesten in der nicht hinreichend grof3en

Patientenzahl begriindet.
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Im Falle, dass der Progesteronrezeptor-, der Ostrogenrezeptor- und auch der Her2/neu-Status
negativ (triple-negativ) waren, konnte, anders als bei der Analyse der Ereignis-freien
Uberlebenszeit, kein signifikanter Zusammenhang hinsichtlich des Auftretens von Ereignissen
festgestellt werden. Um die in verschiedener Fachliteratur beschriebene, signifikant erhhte
Ereigniswahrscheinlichkeit nachzuweisen, wire es notwendig, kiinftige Untersuchungen an
groBBeren Patientenkollektiven durchzufiihren (Tian 2008).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Ereignis-freien Uberlebenszeit, wiesen die Patientinnen
mit einer LAG-Bestrahlung kein signifikant erhohtes Ereignisrisiko innerhalb des 5-jédhrigen
Beobachtungszeitraumes auf. Dagegen wurde bei Patientinnen, die eine zusitzliche Boost-
Bestrahlung erhielten, ein erhohtes Ereignisrisiko festgestellt. Obwohl eine solche
zusitzliche Behandlung das Risiko, ein Lokalrezidiv oder Fernmetastasen zu entwickeln, im
Allgemeinen gesenkt werden soll, traten im vorliegenden Patientenkollektiv signifikant
hiufiger Ereignisse auf (Bayerl 2001). Eine mogliche Begriindung fiir diese Beobachtungen
konnte sein, dass v.a. diejenigen Patientinnen eine Boost-Bestrahlung erhielten, deren
Primédrtumor prognostisch ungiinstige Eigenschaften aufwies. Zudem wurden v.a.
Patientinnen, die jiinger als 60 Jahre waren therapiert. Gerade diese Personengruppe (siche
oben) zeichnet sich durch ein erhohtes Ereignisrisiko aus (Elkhuizen 1998, Bartelink 2001,
Yau 2002).

Die Untersuchungen zum Grading, zum Ostrogenrezeptorstatus, zum Her/2-neu-Status, zur
Tumorhistologie, zum Lebensalter, zur neoadjuvanten Chemotherapie, zur Antikdrper-
behandlung (Herceptin) und zur Hormontherapie, lieferten jeweils keine statistisch

signifikanten Werte in Bezug auf deren Beeinflussung der Ereignisrate

6.5.3 Lokoregionire Rezidive

Die in dieser Dissertation iiber 5 Jahre beobachteten Patientinnen waren zu 90,5 %, 5 Jahre
nach Erstdiagnose, frei von Lokalrezidiven. Literaturrecherchen filihrten diesbeziiglich zu
vergleichbaren Werten (etwa 95 %; siche Bartelink 2001, Bayerl 2001, Karasawa 2003, Mitov
2006, Vujovic 2006). Horiguchins Studien ermittelten diesbeziiglich sogar eine 5-Jahres-Rate
von 97,4 % (Horiguchi 2002). Allerdings wurden hier lediglich Tumoren im Stadium I und II
betrachtet.

Potter (2007) belegte die enorme Bedeutung der RT fiir die lokale Tumorkontrolle (P&tter
2007). Anhand der von dieser Forschungsgruppe vorgelegten Daten konnte gezeigt werden,

dass die S5-Jahres-Lokalrezidivrate v.a. bei prognostisch giinstigen Mammakarzinomen
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signifikant gesenkt werden konnte (5,1 % ohne RT, 0,4 % mit RT). Vermutlich kann die im
Vergleich zur vorliegenden Arbeit besonders niedrige Rate an Lokalrezidiven mit Hilfe der
besonderen Einschlusskriterien der Studie begriindet werden (TumorgroBe < 3 cm, nur

Grading 1 und 2, negativer Lymphknotenstatus, positiver Rezeptorstatus).

6.5.4 Fernmetastasen

Nach einer Beobachtungszeit von 5 Jahren wurden in der vorliegenden Arbeit bei 14,3 % der
Patientinnen Fernmetastasen diagnostiziert. Diese Rate ist vergleichbar mit anderen Daten der
Fachliteratur. So wurde zum Beispiel in einer retrospektiven Studie an 270 brusterhaltend
operierten und anschlieBend bestrahlten Patientinnen eine Metastasenrate von 15,6 %
innerhalb eines 5-jdhrigen Beobachtungszeitraums nachgewiesen (Bayerl 2001). Allerdings
wurde in dieser Studie das Tumorbett nicht mit einem Elektronenboost aufgesittigt. In einer
anderen, multizentrischen Studie zeigten sich bei lediglich 8 % der Patientinnen nach 5 Jahren
Fernmetastasen. Diese niedrige Quote ist moglicherweise auf den in dieser Studie hohen
Anteil von pT1 Tumoren zuriickzufiihren (Palazzi 2006). Ahnliche Ergebnisse fanden auch
Bartelink in einer Studie zur Aufsittigung des Tumorbettes. Die 5-Jahres-Metastasenrate
betrug hier 13 % fiir Patientinnen ohne zusitzliche Boost-Bestrahlung und 9 % fiir
Patientinnen, welche die Boost-Bestrahlung (16 Gy) erhielten (Bartelink 2001).

6.5.5 Gesamtiiberleben

In dem hier analysierten Beobachtungszeitraum von 10 Jahren verstarben 4 Patientinnen an
den Folgen des MKs. Dies entspricht 2,5 % des gesamten, in die Studie einbezogenen,
Patientenkollektivs. Betrachtet man ausschlielich jene Patientinnen, die mindestens 5 Jahre
nachbeobachtet wurden, betriigt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate 94,4 %. Ahnliche
Ergebnisse wurden auch von verschiedenen anderen Arbeitsgruppen ermittelt (Maessen 1998,
Horiguchi 2002). Eine relative Uberlebensrate von 88,3 % konnte Bayerl z.B. in einer
retrospektiven Studie mit 270 Patientinnen nach 5 Jahren feststellen (Bayerl 2001). In einer
Arbeit von Nottage betrug die 5-Jahres-Uberlebensrate 95 % und ist damit direkt mit der
vorliegenden Arbeit vergleichbar (Nottage 2006).

6.6 Genexpressionsanalyse

Im 2. Teil der vorliegenden Arbeit wurden die zirkulierenden Tumorzellen bei 9 Patientinnen

im Hinblick auf ihre Genexpression untersucht. Dabei wurde die Expression 11 ausgewéhlter
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Gene (und zwei zusétzliche Genvarianten) mittels qRT-PCR und Gelelektrophorese jeweils
vor und nach der RT analysiert. Es mussten insgesamt 131 EpCAM-positive Tumorzellen
einzeln aufgesucht, isoliert, aufbereitet, mittels qRT-PCR-Analyse untersucht und das
entstandene Genprodukt mittels Gelelektrophorese iiberpriift werden. Insgesamt konnten
damit 1505 einzelne Messwerte mit diesem Verfahren generiert werden, wobei jeder
Einzelzelle eine definierte Kopienzahl des jeweiligen Gens zugeordnet werden konnte.

Die einerseits hochpezifische Untersuchungstechnik der qRT-PCR (an Einzelzellen) und die
damit verbundene Mdglichkeit hochsensitiver Genaktivititsmessung besal jedoch den
Nachteil der starken Streuung (gemessene Zellaktivitdten). Aus diesem Grund wurde das
housekeeping-Gen GAPDH lediglich als interner Standard verwendet (siehe Kapitel 5.2.1).
Die gemessenen GAPDH-Kopienzahlen wurden als Absolutwerte abgebildet, gemittelt und
ins Verhiltnis zueinander gesetzt. GAPDH diente somit nicht als Referenzwert und es fand
keine Normierung der einzelnen Genaktivitdten statt.

Die nachgewiesenen Kopienzahlen der Einzelzellen variierten deutlich und lagen zwischen
nicht detektierbar (Her2/neu bei Pat. ID: 1) und 479,0 Kopien / pul (Nanog bei Pat. ID: 4). Die
enorme Streubreite und die damit verbundenen hohen Werte der jeweiligen
Standardabweichungen sind auf die Methode selbst zuriickzufiihren. Da die Messungen an
Einzelzellen durchgefiihrt wurden, ist von einer starken Heterogenitdt der Genexpression
auszugehen. Deshalb wurden auch aus den einzelnen Messwerten der anderen Gen-Kopien
zundchst die Mittelwerte gebildet und danach zueinander ins Verhéltnis gesetzt. Der daraus
resultierende Quotient diente als MaBl fiir die Genaktivititssteigerung bzw. den
Expressionsverlust und ist v.a. als tendenzieller, nicht aber absoluter, Wert zu verstehen. Um
allgemeingiiltige Aussagen hinsichtlich des Genaktivitdtsverhaltens treffen zu konnen,
bendtigt man eine grofere Stichprobe der zu untersuchenden Zellen. Prognostische Aussagen
bzgl. der Entstehung von Lokalrezidiven oder Fernmetastasen aus den einzelnen Zellen
konnen aus den vorliegenden Daten nicht abgeleitet werden. Die bisherigen Ergebnisse
sprechen jedoch eindeutig dafiir, dass eine RT direkten Einfluss auf die Aktivitit der CETC
ausiibt und diese erhoht. Entgegen aller Erwartungen befinden sich die vom Primértumor in
den Blutkreislauf ausgeschwemmten, vitalen Zellen bzgl. der untersuchten Gene auf einem
hoheren Genaktivitdtsniveau als vor der RT. Aus den vorliegenden Ergebnissen kdnnen, vor
allem im Hinblick auf die untersuchten Adhidsionseigenschaften der Tumorzellen, wichtige

Informationen iiber Metastasierungsvorgénge abgeleitet werden.
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Zusétzlich zur Genexpressionsanalyse wurde bei allen Patientinnen auch die quantitative
Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen bestimmt. Diese korrelierte sehr stark mit den
ermittelten Verdnderungen der Genexpression. Es kann einerseits davon ausgegangen werden,
dass sich durch die RT nicht nur Zellen aus okkulten Residuen ablosen und in die Blutbahn
iibergehen bzw. dort zirkulieren, sondern auch eine gesteigerte Stoffwechselaktivitdt dieser
Zellen zu verzeichnen ist. Die davon betroffenen Gene werden im Folgenden detaillierter

erlautert.

6.6.1 GAPDH (Housekeeping-Gen)

GAPDH wird ubiquitédr exprimiert und ist als Schliisselenzym der Glykolyse an zahlreichen,
z.T. proliferativen, Stoffwechselvorgdngen beteiligt (Goldsworthy 1999). Eine erhdhte
Expression spricht fiir einen insgesamt gesteigerten Zellstoffwechsel der Tumorzellen. Da
GAPDH auch an DNA-Reparaturmechanismen mitwirkt, konnte eine posttherapeutische
Uberexpression bedeuten, dass die Tumorzellen ,,versuchen® die bewirkten Strahlenschidden
(DNA-Strangbriiche) zu kompensieren (Sirover 1999). Ein direkter Zusammenhang zwischen
der GAPDH-Expression und der Zellproliferation bzw. Tumoraggressivitdt wird diskutiert
(Revillion 2000).

In der vorliegenden Arbeit diente GAPDH in erster Linie zur Evaluation der eingesetzten

Untersuchungsmethoden.

6.6.2 EpCAM

Bei EpCAM handelt es sich um ein Adhdsionsmolekiil, welches u.a. flir diagnostische Zwecke
von besonderem Interesse ist. Desweiteren scheint es nicht unerheblich an
Metastasierungsvorgingen beteiligt zu sein (Balzar 1999).

Durch eine Uberexpression kommt es zur Verstirkung von Zellmigrations-, differenzierungs-,
interaktions- und Proliferationsprozessen. Aullerdem werden die Proto-Onkogene wie c-myc
und die Cycline A und E vermehrt induziert (Litvinov 1997). Dadurch wiederum erhoht sich
die Zellproliferations- und Zellteilungsrate, welche ihrerseits das weitere Tumorwachstum
begiinstigen (Miinz 2004, Mitzel 2009).

Beim Kolonkarzinom z.B. wird EpCAM, im Rahmen von klinischen Studien, bereits als
Zielmolekiil fir immuntherapeutische Ansitze eingesetzt (Hao 2013). Moglicherweise konnte
der Nachweis einer erhohten EpCAM-Expression spédter auch beim MK therapeutische

Konsequenzen nach sich ziehen.
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6.6.3 NANOG

Bei NANOG handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor aus der Familie der homdotischen
Gene, der in die Kontrolle der Selbsterneuerung von Stammzellen involviert ist (Chambers
2003).

Die Ausschaltung des NANOG-Gens bewirkt die Differenzierung der betroffenen Zelle,
weshalb dem Gen eine Schliisselrolle bei der Aufrechterhaltung der zelluldren Pluripotenz
zukommt (Darr 2006, Zhang 2006, Takahashi 2006). Die Uberexpression in den CETC ist
daher von besonderem Interesse. Offenbar sind die Tumorzellen bestrebt die Pluripotenz im
Rahmen der RT aufrecht zu erhalten um sich dadurch Uberlebensvorteile zu sichern. An
dieser Stelle sei nochmals auf einen moglichen Zusammenhang zu Tumorstammzellen
verwiesen, welche bei der Entstehung von Resistenzen gegeniiber Radio- bzw.
Chemotherapien eine wichtige Rolle spielen (Xia 2002, Luzhna 2013). Eine Uberexpression

von NANOG legt einen diesbeziiglichen Zusammenhang nahe.

6.6.4 Bcl-2
Dem Proto-Onkogen Bcl-2 wird eine Schliisselfunktion bei der Inhibition von

Apoptosemechanismen zugeschrieben (Laurenzi 2000). Seine Expression sinkt im
Allgemeinen mit zunehmender Zelldifferenzierung (McDonnell 1993). Eine Uberexpression
wird beim MK zwar mit einer giinstigen Prognose assoziiert, allerdings wird Bcl-2 auch mit
der Entwicklung von Zytostatikaresistenzen in Verbindung gebracht (Martinez-Arribas 2007,
Tabuchi 2009). Eventuell existiert auch in diesem Fall eine Korrelation zwischen den CETC

und den o.g. Tumorstammzellen.

6.6.5 TLR 4

Der Toll-like Rezeptor 4 ist vor allem wegen seiner Bedeutung als Teil des angeborenen
Immunsystems, insbesondere der Aktivierung bzw. Modulation des Antigen-spezifischen,
erworbenen Immunsystems bekannt (Poltorak 1998, Rifkin 2005, Sabroe 2008).

Beim MK spielt die (Uber-) Expression von TLR 4 aufgrund der Bildung eines
inflammatorischen Mikromilieus der Tumorumgebung eine entscheidende Rolle im Hinblick
auf die Tumorgenese, Progression, Metastasierung und Angiogenese (Yang 2010).

Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Uberexpression von TLR 4 legt die Hypothese
nahe, dass die CETC in besonderer Weise ausgestattet sein miissen um manifeste Metastasen

ausbilden zu kdnnen. Dariiber hinaus wird deutlich, dass durch die verstirkte Zytokin- und
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Chemokinproduktion eine korpereigene, adaptive Immunreaktion unterdriickt und eine
Fernmetastasierung begiinstigt wird (Bhattacharya 2011).

Die Kombination von Strahlen- und Immuntherapie ist Gegenstand aktueller Forschung
(Formenti 2013). Mittels der in dieser Arbeit gewonnen Daten, wird die bislang
moglicherweise unterschitzte Bedeutung des Immunsystems fiir die Tumor- bzw.
Fernmetastasenentstehung unterstrichen. Moglicherweise basiert die systemische Wirkung der
RT insbesondere auf immunologischen Prozessen. Inwiefern eine strahleninduzierte
Immunsuppression fiir die Entstehung von Fernmetastasen bzw. Lokalrezidiven
verantwortlich zu machen ist, kann anhand der vorliegenden Daten nicht abgeschétzt werden.
Gleiches gilt fiir eine potenziell zur Anwendung kommende therapeutische

Immunsupprimierung.

6.6.6 COX-2

Die Relevanz inflammatorischer Prozesse fiir die Entstehung von Fernmetastasen kann
anhand der in dieser Arbeit nachgewiesenen COX-2-Uberexpression verdeutlicht werden.
Dem COX-2-Gen selbst wird eine Schliisselrolle bei Entziindungsreaktionen aufgrund der
Prostaglandin- und Thromboxansyntheseregulation zugeschrieben (Herschman 1996). Beim
MK wird COX-2 in den eigentlichen Tumorzellen wie auch im umgebenden Stroma
iiberexprimiert (Gupta 2000, Soslow 2000, Pan 2008). Die im Tumorgewebe gebildeten
Prostaglandine konnen sowohl das Tumorstroma (Angiogenese, Immunsuppression) als auch
die Tumorzellen direkt beeinflussen (Proliferation, Apoptoseinhibition, siche Jones 1993,
Tsujii 1998, Simmons 2004). Mit den Ergebnissen dieser Studie wird nicht nur die
Uberexpression des Gens bei CETC belegt, sondern auch die infolge der RT beobachtete
zusitzliche Expressionssteigerung nachgewiesen. Die mit einer COX-2 evozierte
Uberexpression und die damit verbundene schlechtere Prognose bzw. Metastasierungsgefahr,

konnte dadurch zusétzlich beeinflusst werden (Kim 2002).

6.6.7 PIK3CA
Das ubiquitdr exprimierte Onkogen PIK3CA ist aufgrund der Aktivierung des PIK-Akt-

Signalweges an einem breiten Spektrum zelluldrer Funktionen beteiligt.
Hierzu gehoren Zellwachstum, -proliferation, Migration, Motilitdt, Differenzierung und
Zelladhdsion (Vivanco 2002, Lee 2005, Li 2006). Eine erhohte Genexpression fiihrt

dementsprechend zu einer Steigerung der genannten Merkmale und kann die Tumorgenese
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befordern (Buttitta 2005). Die in der Literatur beim MK angegebene Uberexpression kann mit
den vorliegenden Untersuchungen an CETC bestitigt werden. Da es unter der RT zu einer
weiteren Erhohung der Genexpression kam, bleibt offen, inwiefern Strahlentherapien vitale
Tumorzellen zusdtzlich aktivieren bzw. inwieweit die RT selbst als suffizient bezeichnet

werden kann.

6.6.8 Her2/neu

Her2/neu ist beim MK nicht nur von enormer diagnostischer und therapeutischer Bedeutung,
das Gen spielt auch eine bei der Zellentwicklung, -proliferation und -differenzierung mittels
Regulation des RAS-MAP-Kinase-Weges eine fundamentale Rolle (Ross 2003). AuBBerdem
tragt es iiber den mTOR-Signalweg zur Hemmung von Apoptosemechanismen bei. Her2/neu-
positive Tumoren sind im Allgemeinen mit einer besonders aggressiven Karzinogenese und
einer signifikant verkiirzten Uberlebenszeit verbunden (Slamon 1987, Gabriel 2002). Die in
dieser Arbeit nachgewiesene Radiatio-bedingte Aktivierung der genetischen Expression
konnte dahingehend interpretiert werden, dass die CETC eine gesteigerte Bereitschaft zur

Tumorprogression und Metastasierung aufweisen (Slamon 1989, Hynes 1994, Ross 1998).

6.6.9 Vimentin

Als Intermedidrfilament dient Vimentin der Zellstabilisierung, indem es zur Ausbildung eines
suprazelluldren Zytoskeletts und Sicherung der Gewebeintegritdt aufgrund der Interaktion mit
Adhésionsstrukturen kommt (Herrmann 2003, Ivaska 2007).

Daneben verfligt es fiiber putative Funktionen in Bezug auf Signaltransduktions-,
Zelladhdsions-, und zelluldre Transportmechanismen und wird in klinischen Studien als
Tumormarker verwendet (Franke 1987, Nieminen 2006, Ivaska 2007).

Ein besonders aggressives biologisches Tumorwachstum wurde bei der Uberexpression von
Vimentin in Studien zum MK beschrieben (Kokkinos 2007, Mandal 2008, Vora 2009). Die in
der vorliegenden Arbeit ermittelten Daten bestdtigen die in der Fachliteratur berichtete
Uberexpression und weisen eine weitere Aktivititssteigerung des Gens durch die RT nach.
Die aufgetretene, vermehrte Genaktivitit konnte auf Umbauvorginge im Bereich des
Tumorstomas hindeuten, welche es Tumorzellen erleichtern sich aus dem umgebenden
Gewebe zu 16sen und in den Blutkreislauf zu gelangen (Dutsch-Wicherek 2010). Insofern
stellt die Genaktivierung im Rahmen der RT einen Ausgangspunkt flir die potentielle

Fernmetastasierung dar.
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6.6.10 c-Met

Ein durch c-Met kodierter Rezeptor bildet in Verbindung mit dem Liganden HGF ein
physiologisch parakrin wirkendes System innerhalb der Signaltransduktion einer Zelle (Rosen
1995, Jeffers 1996). C-Met spielt dariiber hinaus eine wichtige Rolle bei der Gewebe-
regeneration, Zell-Mitogenese, Zellbeweglichkeit und beim Zellwachstum (Bladt 1995,
Annen 1996, Takayama 1997).

Ferner werden dem Gen Eigenschaften eines Proto-Onkogens zugeschrieben, in dem Sinne,
dass der o.g. autokrine Stimulationsmechanismus eine Onkogenese begiinstigen kann
(Bellusci 1994, Scotlandi 1996, Hiscox 1997). Die onkogene Wirkung wird dabei als Folge
mitogener und angiogener Signale gedeutet, welche ihrerseits die Invasivitdt und
Metastasierungsfahigkeit der Tumorzellen beeinflussen konnen (Di Renzo 1995, Jeffers
1996). Insofern war u.a. die Analyse der Expression des c-Met-Gens von besonderem
Interesse flir diese Arbeit. Zum einen bestitigte sich dabei die in der Fachliteratur bereits
dargelegte Uberexpression bei MK-Zellen (Camp 1999). Zum anderen stellt sich jedoch auch
hier die Frage nach der Rolle der RT bezogen auf die Genaktivierung, zumal bei Betrachtung

von c-Met eine deutliche Aktivitdtszunahme nachgewiesen werden konnte.

6.6.11 Ki-67

Ki-67 dient insbesondere beim MK als Tumor-Proliferationsmarker (Scholzen 2000).
Wenngleich die Funktion des kodierten Proteins selbst als ungekldrt betrachtet wird, ist
gezeigt worden, dass der Anteil Ki-67-positiver Tumorzellen an der Gesamtzellpopulation von
prognostischer Relevanz fiir das MK ist (Jansen 1998). Eine Uberexpression des Gens
korreliert mit der zelluliren Proliferationsrate und gibt dadurch Aufschluss iiber die
Wachstumsgeschwindigkeit der Tumorzellen (Gerdes 1983, Hou 2011). In dieser Arbeit
konnte eine Aktivitditszunahme im Rahmen der RT beobachtet werden. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass die liberlebenden, vitalen CETC im Vergleich zum Zustand vor der
RT eine erhohte Wachstumsgeschwindigkeit aufweisen (Schliiter 1993, Duchrow 2001). Die
gesteigerte Zellproliferation wiederum konnte die Entstehung von lokoregiondren Rezidiven

oder Fernmetastasen begiinstigen.
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6.6.12 Ursachen fiir die allgemeine Expressionssteigerung

Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefithrten Genexpressionsanalysen konnte eine
allgemeine Aktivititszunahme der ausgewidhlten Gene beobachtet werden. Obwohl gerade
mittels RT eine Zerstorung der stark proliferativen Tumorzellen beabsichtigt wird, scheint die
RT ihrerseits auch Gen-aktivierende Eigenschaften zu besitzen (Withers 1999).

Unbekannt ist, welche molekularbiologischen Ursachen hierfiir im Einzelnen eine Rolle
spielen. Eventuell handelt es sich bei den detektierten CETC um strahlenresistente
Tumorstammzellen, die nach abgeschlossener Behandlung ihre Zellaktivitit in ihrer
Gesamtheit steigern. Dieser Annahme widerspricht der Fakt, dass die Blutentnahmen direkt
am Tag nach der letzten RT erfolgten. BekanntermaBlen reicht Therapie- und
Nebenwirkungseffekt iiber den eigentlichen Behandlungszeitraum hinaus, weshalb zu diesem
Messzeitpunkt ggf. noch Zellen nachgewiesen wurden, die im weiteren Verlauf nicht
nachweisbar wiren (Perez 1993, Rosen 1999, Sauer 2003, Stone 2003). Die gesteigerte
Genexpression betroffener Tumorzellen wiirde dann einer Art ,reaktiver Widerstandsreaktion
entgegen der zytotoxischen Strahlenwirkung entsprechen (auf eine detailliertere Diskussion
der zelluldren, strahlenbiologischen Grundlagen wird an dieser Stelle verzichtet). Derartige
Beobachtungen sind jedoch bislang nicht wissenschaftlich belegt.

Inwiefern es sich bei den untersuchten CETC um Tumorstammzellen handelt, ist nicht einfach
zu beantworten. Einerseits wird das zur Markierung der CETC verwendete EpCAM-Molekiil
in Verbindung mit im gesunden Organismus vorhandenen Stammzellen gebracht (Stingl 2001,
Gargett 2009, Jozefczuk 2010). Andererseits liegen bislang keine Literaturnachweise in
Bezug auf EpCAM-positive Tumorstammzellen vor. Es ist nicht auszuschlieBen, dass es sich
bei den analysierten CETC mit gesteigertem Genexpressionsprofil um strahlenresistente
Subklone handelt, die iiber ein ausgeprégtes Differenzierungspotenzial verfligen. Bezogen auf
die erlduterten Gene wiirden diese aktiven Zellen dann ein besonderes Risiko fiir die
Entstehung von Lokalrezidiven und Fernmetastasen darstellen (an dieser Stelle sei auf den
engen Zusammenhang zu den Ausfiihrungen von Kapitel 6.5, 6.6 und 6.7 verwiesen).

Ferner steht die Frage offen, ob es sich bei den CETC um dem Primértumor zugehorige
Zellen handelt. Wiirden die Tumorzellen dem Primirtumor zugeordnet werden, wire die
allgemeine Genaktivititssteigerung schwer nachvollziehbar, sollen doch gerade (auf direktem
oder indirektem Wege) DNA-Schiaden mittels RT evoziert werden (v.a. Einzel- und
Doppelstrangbriiche sowie oxidative DNA-Schédden, siche Dewey 1995, Yarnold 1997). Eine

paradoxerweise verstirkte Genexpression wiirde den Prinzipien der Strahlenbiologie
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widersprechen und die gewiinschten Therapieeffekte negieren. Derartige Uberexpressionen
kommen zwar im Falle von strahleninduzierten Mutationen in Tumorsuppressorgenen und
Proto-Onkogenen vor (Rosen 1999); in der vorliegenden Arbeit wurde jedoch auch bei
anderen Genen eine Uberexpression beobachtet. Insofern liegt es nahe, dass auch die nach der
RT detektierten CETC bereits vor der Behandlung im Blutkreislauf zirkulierten. Dennoch ist
nicht gesichert, ob die nach der RT gemessenen Zellen den vor der Therapie detektierten
CETC entsprechen. Zur Kldrung dieser Fragestellungen wire es in weiterfithrenden
Untersuchungen sinnvoll auch ortstindige Zellen zu analysieren und mit dem
Expressionsprofil der CETC zu vergleichen. Mittels Stanzbiopsie konnten einzelne in der
Brust bzw. Brustwand verbliebene Tumorzellen gesichert und hinsichtlich ihrer genetischen
Expressionsmuster untersucht werden. Anhand dieser Ergebnisse konnten anschlieBend
detailliertere Aussagen hinsichtlich der lokalen und systemischen Wirkung der RT getroffen
werden. Welche systemisch wirksamen Bestrahlungsfaktoren fiir die Zellaktivierung im Detail
verantwortlich sind, ist bislang wissenschaftlich nicht aufgeklért.

Von den zur Bestrahlung der Brustdriise eingesetzten 50 Gy Gesamtdosis erreichen ca. 3 %
die iibrigen Korperteile. Dies entspricht einer Durchlassstrahlung von etwa 1,5 Gy. Eine
solche Gesamtdosis wird im Allgemeinen nicht als ausreichend angesehen um Tumorzellen zu
eliminieren bzw. deren Genaktivitdt zu beeinflussen (entsprechend der DIN-Norm; Stone
2003).

Ebenso unklar ist, ob die unmittelbar nach erfolgter RT beobachtete Genaktivitétssteigerung
zu einem spéteren Zeitpunkt wieder abnimmt. Denkbar wire, dass die CETC trotz der initial
erhohten Expression im weiteren klinischen Verlauf in einen ,,schlafdhnlichen Zustand* (cell
dormancy) libergehen und erst nach einer ldngeren Lantenzphase erneut proliferieren und ggf.
Metastasen evozieren (Meltzer 1990, Al-Haji 2003). Die RT konnte in diesem Falle als
Ausloser einer Zellaktivitdt gelten, dessen zytotoxischer Effekt jedoch nicht hinreichend stark
ist um einen Zelluntergang herbeizufiithren. Durch o.g. Regenerationsmechanismen (EpCAM,
c-Met) konnten die CETC in der Lage sein Strahlenschdden zu reparieren, um auch noch nach
Jahren als vitale CETC im Blutkreislauf zu zirkulieren (Thacker 1986, Ward 1999, Sauer
2003). Dies wiirde die jahrelange Lantenzphase zwischen abgeschlossener Therapie und dem
Auftreten von Fernmetastasen erkldren.

Fir die adjuvante Chemotherapie und auch RT wurden diesbeziiglich bereits
Resistenzmechanismen bestimmt (Nahta 2006, Ritter 2007). Derartig ausgestattete Zellen sind

moglicherweise lange iiberlebensfihig, verfligen auch noch nach Jahren iiber die Fahigkeit
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zur Absiedelung und sind deshalb von speziellem Interesse in Bezug auf Metastasierungs-
prozesse (Komarova 2005). In Anlehnung an die vorliegende Arbeit konnte ein Ziel kiinftiger
Untersuchungen darin bestehen, Gene zu identifizieren, welche in direktem Zusammenhang
mit der strahlentherapeutischen Wirkung stehen und Aussagen in Bezug auf die
Beeinflussbarkeit ihrer Aktivitdt erlaubt (El-Awady 2010). Ansatzweise ist dies im Rahmen
experimenteller Studien beim sogenannten POLQ-Gen bereits gelungen. Mittels
molekularbiologischer Blockade des Gens konnte die Sensibilitdt der Tumorzellen bzgl. einer
RT erhoht werden (Higgins 2010). Um frithzeitige Vorhersagen bzgl. eines Therapie-
ansprechens treffen zu konnen geniigt jedoch nicht die Analyse eines einzigen Paramaters
oder Genes. Neben DNA-Reparaturmechanismen miissen viele weitere strahlenrelevante
Zellfunktionen untersucht werden. Dazu gehort, neben den in dieser Arbeit vorgestellten
Genexpressionsanalysen, bestimmte funktionelle Parameter, wie z.B. Analysen der
strahleninduzierten Apoptose und des Zellzyklusarrestes oder die Untersuchung der Kapazitit
zwecks Entgiftung der strahleninduzierten radikalen Sauerstoffspezies zu ermitteln und die
Ursachen der hervorgerufenen genomischen Instabilitit zu erforschen. SchlieBlich ist ein
Vergleich von den auf zellulirer Ebene gewonnenen Daten mit den klinischen Ergebnissen
notwendig, um alle Patientinnen, die von einer RT profitieren, von denjenigen zu
unterscheiden, bei welchen es nicht zum gewiinschten Therapieeffekt oder nachteiligen
Ergebnissen kommt (Tucker 1996). Zur Optimierung der therapeutischen Maflnahmen, z.B.
durch Erh6hung der Strahlensensibilitdt bzw. Vermeidung von Strahlenresiszenz, bzw. damit
verbundenen Verbesserung des klinischen Outcomes der Patientinnen, sind dringend weitere
Untersuchungen erforderlich. Die in der vorliegenden Arbeit dargelegten Ergebnisse konnen
hierfiir als Grundlage dienen. Fiir kiinftige Untersuchungen wéren gréBere Probandenzahlen

empfehlenswert.

6.7 Relevanz der CETC im Kklinischen Alltag

Zur Behandlung des MKs existiert, aufgrund seiner individuellen Ausprigung und starken
Variabilitit, kein allumfassendes Therapiekonzept (Tkaczuk 2009). Aufgabe der Arzte ist es
deshalb, die flir die jeweilige Patientin bestgeeignete, auf dem individuellen klinischen
Risikoprofil basierende, therapeutische Intervention festzulegen. Radio-, Chemo- und
Hormontherapie sind fester Bestandteil der adjuvanten Behandlung von Mammakarzinom-

patientinnen und fiihren, statistisch betrachtet, zu verbesserten Ereignis-freien

Uberlebenszeiten (EBCTCG: Darby 2011).
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Abgesehen von retrospektiven, rein statistischen Analysen gibt es bislang kein anerkanntes
Konzept zur Therapieverlaufskontrolle fiir Brustkrebspatientinnen (Miiller 2005). Insofern ist
es wissenschaftlich von Interesse z.B. im Blut befindliche, zirkulierende Tumorzellen als
moglichen  Verlaufsparameter hinsichtlich deren Relevanz fiir die Prognostik,
Risikoabschidtzung, Therapieeffektivitit und Kontrolle des Krankheitsverlaufes zu
untersuchen. Die dafiir erforderliche Probengewinnung kann ohne groBeren Aufwand
durchgefiihrt werden und wird von den Patientinnen, im Unterschied zur Knochenmarks-
punktion z.B. (Gewinnung von disseminierten Tumorzellen), besser toleriert.

In den vergangenen Jahren konnten vor allem beim metastasierten MK mittels Detektion von
CETC zahlreiche Erkenntnisse iiber deren Verhalten gesammelt werden (Ring 2004,
Cristofanilli 2004, Pachmann 2005, Fehm 2009). Aber auch hinsichtlich Forschungsarbeiten
zum primdr nicht metastasierten MK gibt es zunehmend mehr Untersuchungen. Verwiesen sei
auf Pachmann oder Oierga, welche einen direkten Zusammenhang zwischen dem
biochemischen Nachweis von CETC und der klinischen Prognose bzw. Entstehung von
Lokalrezidiven und Fernmetastasen, nachgewiesen haben (Pachmann 2008, Oierga 2008). Die
in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der CETC als klinischer
Verlaufsparameter. Die Hypothese, dass mit einem peritherapeutischen Anstieg der CETC ein
prognostisch  unglinstiger  klinischer Verlauf einhergeht (verkiirzte Ereignis-freie
Uberlebenszeit, vermehrtes Auftreten von Lokalrezidiven und Fernmetastasen innerhalb des
5-jahrigen Beobachtungszeitraumes), konnte mittels Beobachtung der CETC-Verldufe im
Rahmen der RT bestétigt werden. Die Ergebnisse des Log-Rang-Testes und der COX-
Regression lieferten jeweils signifikante p-Werte. Betont sei nochmals, dass die prognostische
Aussagekraft des CETC-Verlaufes von besonderer Bedeutung fiir das Auftreten von
Fernmetastasen, weniger fiir die Entstehung von Lokalrezidiven, ist. Der durch die RT erzielte
Effekt einer verbesserten lokalen Kontrolle scheint sich in diesen Ergebnissen
widerzuspiegeln (Poetter 2007, EBCTCG: Darby 2011). Zwar war die Zahl der Lokalrezidive
bei steigender CETC-Zahl erhoht, das Risiko flir die Entstehung von Fernmetastasen war im
Vergleich dazu dennoch deutlich groer (Holzel 2001).

In Kapitel 6.3 wurde bereits auf die fiir die Entstehung manifester Fernmetastasen
notwendigen Voraussetzungen eingegangen. Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte
bereits eine eindeutige Korrelation zwischen der quantitativen Anzahl der CETC und dem
Auftreten von Metastasen hergestellt werden. Untersuchungen zur Rolle dabei wirksamer

molekularer Mechanismen und Zelleigenschaften konnte z.B. Gegenstand weiterer
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Untersuchungen sein. Es ist zu konstatieren, dass jene Patientinnen, deren gemessene CETC-
Konzentration im Rahmen der RT zunahm, ein signifikant schlechteres Outcome hatten.
Interessanterweise waren insbesondere diejenigen Patientinnen benachteiligt, deren
Zellverlauf nur méBig anstieg. Eine mogliche Erkldrung fiir diese paradox erscheinende
Beobachtung konnte sein, dass bei stark zunehmenden CETC das Ausgangsniveau der
Zellzahl niedriger war als bei nur méfigem Zellzahl-Anstieg. Zwar konnte von der absoluten
CETC-Anzahl keine prognostische Aussagekraft abgeleitet werden. Die alleinige Betrachtung
der Zellinderungsamplitude scheint hierbei jedoch keine hinreichende Begriindung zu liefern.
Die Untersuchungen zur Ereignis-freien Uberlebenszeit und Ereigniswahrscheinlichkeit
unterstreichen die Annahme, dass Patientinnen mit steigendem CETC-Verlauf weniger von
einer RT in Bezug auf die Entstehung von Fernmetastasen profitieren. Griinde hierfilir kdnnten
niedrigere Proliferationsraten EpCAM-positiver Zellen und Resistenzentwicklungen sein. Die
Grenze der hier angewandten Methode liegt v.a. darin, dass es die zur Zellmarkierung
verwendeten Antikorper nicht zulassen, eindeutig zwischen Tumorzellen und ,,gesunden*
epithelialen Zellen zu unterscheiden.

Neben molekularen Nachweismethoden wurden andere, spezifisch-analytische Detektions-
verfahren entwickelt. Bislang existiert jedoch nur eine geringe Anzahl von Studien, welche
neben quantitativen Analysen auch Untersuchungen zur Genexpression ausgewéhlter Gene
(wie z.B. Her/2neu oder COX2 mittels qRT-PCR) durchgefiihrt haben (Fehm 2008).
Genetische Untersuchungen, welche mittels qRT-PCR an einzeln isolierten, zirkulierenden
Tumorzellen vorgenommen wurden, stellen ein Novum dar. Dieses, im Rahmen der
vorliegenden Arbeit, praktizierte Verfahren wurde im Onkologischen Forschungslabor der
FSU etabliert. Die EpCAM-positiven Zellen wurden dabei im Transfusionsmedizinischen
Zentrum Bayreuth aufbereitet, isoliert, anschlieBend wieder dem Onkologischen
Forschungslabor der FSU zugefiihrt und dort mittels qRT-PCR analysiert.

Bei allen mit diesem Verfahren untersuchten Patientinnen konnten CETC nachgewiesen und
diese nachfolgend der genetischen Analyse unterzogen werden. Probleme bei der Anwendung
des Verfahrens, seiner Durchfiihrung bis hin zu Schwankungen in der Variabilitidt der
Messwerte oder Prédzision der AntikOrperreaktion und anderer Primer-Sequenzen wurden
entdeckt, diskutiert und analysiert.

Auch wenn es weiterer Verbesserungen in der Verfahrensentwicklung bedarf, konnte hiermit
die Basis fiir kiinftige, diesbeziigliche Genexpressionsanalysen in diesem Rahmen geschaffen

werden. Inwiefern solche genetischen Analysen in der téglichen Praxis Eingang finden ist
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jedoch, in Anbetracht des derzeitigen finanziellen Aufwands, fraglich. Fiir nachfolgende
Forschungsarbeiten, beispielsweise mit Fragestellungen bzgl. des Einflusses von CETC auf
Metastasierungsvorginge, eignen sich die in dieser Arbeit angewandten Methoden.

Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass ein ldngerfristiges Therapiemonitoring anhand der
hier vorgestellten Methoden sinnvoll erscheint. Ein Anstieg zirkulierender Tumorzellen im
peripheren Blut von Patientinnen mit MK kann als Warnsignal aufgefasst werden und Anlass
geben, bestehende Therapien zu iliberdenken, ggf. zu dndern, zu intensivieren oder andere
diagnostische Schritte einzuleiten. Es ist zwar weder moglich, noch notwendig, alle CETC bei
den betroffenen Patientinnen zu eliminieren, da auch mit konstant niedrigen bzw. sinkenden
Tumorzellzahlen ein Ereignis-freies Uberleben bzw. eine Komplettremission, sogar iiber
einen lidngeren Zeitraum moglich ist (Meng 2004, Pachmann 2005). Die Kontrolle des
Zellzahlverlaufes wire aber in jedem Falle empfehlenswert um diagnostisch und
therapeutisch rechtzeitig und rasch auf die Zellzahlanstiege von CETC bei den Patientinnen

reagieren zu konnen.
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Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass Patientinnen mit einer im Rahmen der RT
ansteigenden Anzahl von CETC héufiger Lokalrezidive und statistisch signifikant hdufiger
Fernmetastasen entwickeln. Dagegen zeichnen sich Patientinnen mit sinkender Anzahl von
CETC nach durchgefiihrter RT durch ein besseres Outcome aus. Die Studie hat eindeutig
gezeigt, dass eine Veridnderung der Anzahl CETC mit der Ereignis-freien Uberlebenszeit
korreliert. Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass die Messungen der CETC im
peripheren Blut zum einen als Parameter fiir die Uberpriifung des Ansprechens einer RT, zum
anderen als Prognosefaktor fiir das Auftreten von Lokalrezidiven und Fernmetastasen genutzt

werden kann.

Mit Hilfe von Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR an Einzelzellen konnte der Nachweis
erbracht werden, dass die RT bei den CETC zu einer Steigerung ihrer Genaktivitdt flihrt.
Dabei wurden die folgenden Gene untersucht: GAPDH, EpCAM, NANOG, Bcl-2, TLR 4,
COX-2, PIK3CA, Her2/neu, Vimentin, c-Met und Ki-67. Die im Hinblick auf o.g. Gene
untersuchten CETC zeichneten sich neben einem allgemein erhdhten Zellstoffwechsel, durch
eine Uberexpression von Genen aus, die an inflammatorischen und immunologischen
Prozessen, Zellproliferations-, Zelladhdsion-, Zelldifferenzierungs- und Zellmigrations-
mechanismen sowie an Vorgidngen der Angiogenese, Apoptoseinhibition und dem Erhalt der
zelluldren Pluripotenz beteiligt sind. Insofern leisten die Ergebnisse dieser Arbeit einen
Beitrag zum besseren Verstindnis jener Mechanismen, welche eine Fernmetastasierung

begiinstigen.

Die in der vorliegenden Dissertation vorgestellten Verfahren ermdglichen es disseminierende
Brustkrebserkrankungen friihzeitig zu erkennen und eine diesbeziigliche Verlaufsdiagnostik,
ebenso wie eine Qualitdtskontrolle der RT, zu gewdhrleisten. Die im ersten Teil der Arbeit
erlduterte quantitative Bestimmung der CETC stellt ein einfach handhabbares, flir die
Patienten gut zu tolerierendes und kostengiinstiges Verfahren dar, welches sowohl im Rahmen
von Therapiekontrollen, wie auch bei Studien zu Effektivitidtskontrollen von bestimmten
Medikamenten bzw. Behandlungsverfahren bzgl. epithelialer Tumorzellen eingesetzt werden

kann.
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Die Genexpressionsanalysen wiederum sind derzeit fiir ein Routine-Monitoring im klinischen
Alltag ungeeignet. Sie konnen jedoch als Ausgangspunkt weiterer Forschungsarbeiten
fungieren, welche die Entstehung und Beeinflussung von strahlentherapeutischen Resistenzen
auf molekularbiologischer Ebene betrachten. Von gleicher Forschungsrelevanz wére der
Zusammenhang von CETC und Tumorstammzellen. Dariiber hinaus erscheint es sinnvoll in
weiterflihrenden Untersuchungen die nach erfolgter Operation in der Brust/Brustwand
verbliebenen, ortstindigen Tumorzellen zu analysieren und mit dem Expressionsprofil der
CETC zu vergleichen. Anhand dieser Ergebnisse konnten anschlieBend detailliertere

Aussagen hinsichtlich der lokalen und systemischen Wirkung der RT getroffen werden.

Die Grenze beider dargestellten Methoden liegt vor allem darin, dass bislang nicht eindeutig
zwischen Tumorzellen und ,,gesunden® epithelialen Zellen unterschieden werden kann. Die
klinische Relevanz der vorliegenden Arbeit sollte daher bei kiinftigen Untersuchungen unter

Anwendung groferer Probandenzahlen (Félle) vorgenommen und analysiert werden.
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