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Hinweis:
In dieser Arbeit werden aus Griinden der besseren Lesbarkeit nur die maskulinen
Formen von geschlechtsspezifischen Begriffen verwendet. Soweit nicht anders

angegeben, sind damit stets beide Geschlechter gemeint.



1 Einleitung

1.1 Mammakarzinom

1.11 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Mammakarzinom stellt in Deutschland mit circa 69 000 Neuerkrankungen
pro Jahr das haufigste Karzinom der Frau dar (Zentrum fur Krebsregisterdaten
(ZfKD) im Robert Koch Institut, 2019). Doch nicht nur Frauen, sondern auch Man-
ner kdnnen davon betroffen sein. Etwa 1 % der Tumore werden bei Mannern
diagnostiziert (Zentrum fir Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert Koch Institut,
2019).

Wahrend die Inzidenz jahrelang stetig gestiegen ist, hat sie in den letzten Jahren
wieder etwas abgenommen (siehe Abbildung 1). Der extreme Anstieg in den Jah-
ren 2005 bis 2009 ist wahrscheinlich auf die Einfihrung des Mammographie-
Screenings sowie verbesserte diagnostische Nachweismethoden zurickzufih-
ren (Zentrum fur Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert Koch Institut, 2019). Die
Mortalitat mit circa 18 000 Sterbeféllen pro Jahr ist im Verhaltnis zur Inzidenz

gesunken (Zentrum fur Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert Koch Institut, 2019).

Absolute Zahl der Neuerkrankungs- und Sterbefille nach Geschlecht, ICD-10 Cso0, Deutschland 1999-2016/2017,
Prognose (Inzidenz) bis 2020
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Abbildung 1: Inzidenz und Mortalitat beim Mammakarzinom in Deutschland
Quelle: (Zentrum fur Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert Koch Institut, 2019),
mit freundlicher Genehmigung.



Fur die Entstehung eines Mammakarzinoms gibt es keine eindeutige Ursache.
Nach heutigem Wissensstand sind jedoch einige Risikofaktoren bekannt, die die
Entstehung beginstigen. Wie bei vielen anderen Karzinomen, gehdrt vor allem
das Alter zu einem der wichtigsten Risikofaktoren (McPherson et al., 2000). Beim
Mammakarzinom spielen aber auch korpereigene und exogen zugefuhrte Hor-
mone eine grol3e Rolle, so fuhren beispielsweise eine friihe Menarche und eine
spate Menopause zu einem erhdhten Risiko (Collaborative Group on Hormonal
Factors in Breast, 2012). Des Weiteren spielen modifizierbare Faktoren die den
Lebensstil betreffen eine wichtige Rolle, insbesondere Ubergewicht, erhéhter Al-
koholkonsum und verminderte korperliche Aktivitat (Tamimi et al., 2016; van
Gemert et al., 2015). Zu diesen Risikofaktoren wird auch das Rauchen gezahit
(Gaudet et al., 2013).

Ebenfalls nicht aul3er Acht zu lassen, sind genetische Faktoren. Ein relevanter
Risikofaktor fur die Entwicklung eines Mammakarzinoms ist das hereditare
Mammakarzinom, welches groé3tenteils auf einer Mutation der Tumorsuppressor-
gene BRCA1 und BRCAZ2 beruht (Ford et al., 1998; King et al., 2003). Die Gene
sind auf Chromosom 17921 und Chromosom 13g12-13 lokalisiert (Hall et al.,
1990; Wooster et al., 1994). Von einem hereditdren Mammakarzinom sind aller-
dings nur etwa 5 bis 10 % aller Mammakarzinome betroffen (Rojas & Stuckey,
2016). Mutationstragerinnen haben jedoch eine tiber 80-prozentige Wahrschein-
lichkeit bis zum 70. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken (Ford
et al., 1998). Frauen mit Verwandten ersten Grades mit einem Mammakarzinom

in der Anamnese haben ebenfalls ein erhdhtes Risiko (Stuckey, 2011).

1.1.2 Pradiktive und prognostische Faktoren

Vor einer Therapie von Mammakarzinomen werden heutzutage einige pradiktive
und prognostische Faktoren bestimmt. Daraufhin angepasste Therapieschemata
sollen das fur die Patienten bestmégliche Outcome erzielen.

Zu den pradiktiven Faktoren werden der Hormonrezeptorstatus (Ostrogenrezep-
tor (ER) und Progesteronrezeptor (PR)) sowie das Vorhandensein von human
epidermal growth factor Rezeptorproteinen (HER2/neu) gezahlt (Kaufmann et al.,

2013). Die Bestimmung dieser Grof3en kann helfen das Ansprechen auf eine



Therapie abzuschatzen. So zeigen beispielsweise HER2/neu positive
Mammakarzinome ein schlechteres Ansprechen auf Chemo- und Hormonthera-
pien (Houston et al., 1999). Fir das Ansprechen auf eine endokrine Therapie
wird der Immunreaktive Score (IRS) nach Remmele und Stegner zum immunhis-
tochemischen Ostrogenrezeptor-Nachweis, welcher Werte zwischen 0 und 12
annehmen kann, angewandt (Remmele & Stegner, 1987). Ab einem Wert von 2
wird der Tumor als Hormonrezeptor positiv angesehen (Stierer et al., 1993).
Einer der wichtigsten Prognosefaktoren ist die Tumorgrof3e. Eine Metaanalyse
von Carter et al. mit 24 740 eingeschlossenen Féllen konnte eine lineare Bezie-
hung zwischen TumorgroBe und dem Gesamtiberleben von Patienten mit
Mammakarzinom herstellen (Carter et al., 1989). Je groR3er der Tumor zum Diag-
nosezeitpunkt ist, desto geringer ist das Fiinf-Jahres-Uberleben (Carter et al.,
1989). Zum Beispiel konnte in der Studie ein prozentualer Abfall des Funf-Jahres-
Uberlebens von 96,3 auf 82,2 % bei einer Zunahme des Tumordurchmessers
von kleiner 2 cm auf gré3er 5 cm flr Félle ohne Lymphknotenbefall gezeigt wer-
den (Carter et al., 1989).

Prognostisch am aussagekraftigsten scheint die Anzahl der befallenen axillaren
Lymphknoten zu sein. Laut Carter et al. liegt die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate bei
einer Tumorgrél3e kleiner 2 cm bei 96,3 %, wenn keine Lymphknoten befallen
sind, wohingegen sie nur bei 66 % liegt, wenn mehr als vier Lymphknoten positiv
sind (Carter et al., 1989). Tumorgrol3e und Lymphknotenstatus sind eigenstan-
dige Prognosefaktoren, die sich aber additiv auf das Outcome auswirken (Carter
et al., 1989). Michaelson et al. konnten die Ergebnisse von Carter et al. bestéti-
gen und zeigten erganzend, dass jeder positiv diagnostizierte Lymphknoten
zusatzlich etwa 6 % zur Mortalitat beitragt (Michaelson et al., 2003).

Das Alter bei Diagnose ist nicht nur ein Risikofaktor, sondern besitzt auch prog-
nostischen Wert. Mammakarzinome bei Patientinnen, die junger als 40 Jahre
sind, weisen in der Regel prognostisch ungunstigere Faktoren auf und verlaufen
dementsprechend aggressiver (Eri¢ et al., 2018). Eine Anpassung der Therapie
ware erforderlich.

Histologisch kann der Tumor anhand seiner Zelldifferenzierung in drei Grade ein-

geteilt werden (siehe Tabelle 1). Fiur das Grading werden die Kriterien nach



Elston und Ellis herangezogen: Tubulusausbildung, Kernpolymorphie und Mito-
serate (Elston & Ellis, 1991). Das Grading korreliert mit dem Auftreten von
Rezidiven, der Mortalitat und infolgedessen mit der Prognose (Rakha et al.,
2008). Eine peritumorale Lymph- und/oder Gefal3invasion ist ebenfalls von prog-
nostischer Relevanz (Cianfrocca & Goldstein, 2004).

Tabelle 1: Einteilung des Gradings nach Elston und Ellis

Malignitatsgrad Grading Definition

Gering Gl Gut differenziert
MaRig G2 MéaRig differenziert
Hoch G3 Schlecht differenziert

Quelle: modifiziert nach (Elston & Ellis, 1991)

Als wichtiger Proliferationsmarker dient das Ki-67 Protein, welches sich im Nuk-
leus von sich proliferierenden Zellen befindet und somit die Mitoserate des
Tumors widerspiegelt (Gerdes et al., 1983). Ki-67 wird in Prozent angegeben und
kann Werte zwischen 0 und 100 annehmen. Gesundes Brustgewebe weist in der
Regel Werte unter 3 % auf (Clarke et al., 1997). In der Literatur variieren die
Grenzwerte fur Ki-67 zwischen 15 und 25 %, ein einheitlicher Wert ist bis dato
nicht bekannt (Denkert et al., 2013; Goldhirsch et al., 2013; "Leitlinienprogramm
Onkologie," 2017). Wahrend Ki-67 unter anderem als Prognosefaktor aufgelistet
wird, zeigten Denkert et al., dass Ki-67 als pradiktiver Faktor fir das Ansprechen
einer neoadjuvanten Therapie (NACT) eingesetzt werden kann (Denkert et al.,
2013).

Fur das Ansprechen einer NACT kann der Regressionsgrad nach Sinn herange-
zogen werden, welcher anhand des resezierten Tumorgewebes vom Pathologen
bestimmt wird. Grad O entspricht keinem Effekt der Therapie auf den Tumor, wo-
hingegen bei Grad 4 kein Tumor mehr nachweisbar ist (fur Details siehe Tabelle
15 im Anhang) (Sinn et al., 1994).



1.1.3 HERZ2/neu

Der transmembrane Tyrosinkinaserezeptor HER2/neu gehdrt zu den epiderma-
len Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR = epidermal growth factor receptor)
(Rubin & Yarden, 2001). Er liegt auf Chromosom 17g21-g22 (Coussens et al.,
1985).

HER2/neu kann als Monomer oder Dimer, entweder Homo- oder Heterodimer,
an der Zelloberflache vorliegen (Alroy & Yarden, 1997; Graus-Porta et al., 1997).
Eine Dimerisierung kann mit anderen Rezeptoren der EGFR-Familie (HER1,
HER3 und HER4) erfolgen (Goldman et al., 1990; Graus-Porta et al., 1997) . Die
Phosphorylierung der Thyrosinkinasen fuhrt zur Aktivierung verschiedener intra-
zellularer Signalwege. Durch die Aktivierung des Phosphoinositid-3-kinase/AKT-
(PIBK/AKT) und des Ras/Raf/mitogen-activated protein kinase-Signalwegs
(Ras/Raf/MAPK) wird die Tumorgenese durch Proliferation der Zellen und Ver-
hinderung der Apoptose vorangetrieben (siehe Abbildung 2) (Feng et al., 2018;
Ono & Kuwano, 2006). HER2/neu ist unter allen EGF-Rezeptoren der bevorzugte
Dimerisierungspartner (Graus-Porta et al., 1997). Eine Uberexpression von
HER2/neu fuhrt dementsprechend zu einem UberschieRenden Zellwachstum und
maligner Entartung (Hynes & Stern, 1994; Slamon et al., 1987). HER2/neu wird
hauptséachlich in Mamma-, Ovarial- und Magenkarzinomen tberexprimiert und
spielt therapeutisch eine Rolle (Hynes & Stern, 1994). Es kommt deutlich haufiger
beim duktalen Carcinoma in situ (DCIS) als beim invasiven Mammakarzinom vor
(Liu et al., 1992; van de Vijver et al., 1988).
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Abbildung 2: HER2/neu Signalkaskade
Die Dimerisierung von HER2/neu kann mit sich selbst oder mit anderen Rezep-
toren der EGFR-Familie erfolgen. Durch die Phosphorylierung (= P) der
Tyrosinkinasen (= TK) kommt es zur Aktivierung des PI3K/AKT- und des
Ras/Raf/MAPK-Signalwegs. Dies resultiert in Zelliiberleben und Proliferation.
Quelle: modifiziert nach (Feng et al., 2018)

Die HER2/neu Uberexpression beruht in der Regel auf einer Genamplifikation
(Hynes & Stern, 1994). In einer Studie von Slamon et al. konnten bei circa 30 %
der Tumore der Mamma eine 2- bis 30-fache Genamplifikation aufgezeigt werden
(Slamon et al., 1987). Es gibt einen signifikanten Zusammenhang zwischen der
HER2/neu Genamplifikation und der Zeit bis zum erneuten Progress des Tumors

sowie dem Gesamtuberleben (Houston et al., 1999; Slamon et al., 1987).



Das Ansprechen auf eine endokrine Therapie bei HER2/neu positiven (ER posi-
tiven) Tumoren scheint signifikant geringer als bei HER2/neu negativen (ER

positiven) Tumoren (Houston et al., 1999).

1.1.4 Anti-HER2/neu Therapie

Bei einem nicht unerheblichen Anteil von 20 bis 30 % der Patienten mit
Mammakarzinom wird eine HER2/neu Uberexpression diagnostiziert (Rubin &
Yarden, 2001). Diese Patienten zeigen in der Regel einen aggressiveren Krank-
heitsverlauf mit schlechterer Prognose (Gullick et al., 1991; Slamon et al., 1987).
Die Assoziation von HER2/neu mit der Tumorentstehung erfordert eine zielge-
richtete systemische Therapie. Fur diese Subgruppe gilt die in Tabelle 2
aufgelistete postoperative Therapieempfehlung. Bei der Notwendigkeit einer sys-
temischen Therapie erfolgt diese bei HER2/neu positiv diagnostizierten Tumoren

auch haufig neoadjuvant (Coates et al., 2015).

Tabelle 2: Postoperative Therapieempfehlung fir HER2/neu positive
Mammakarzinome

Tla, NO Keine Systemtherapie

T1lb,c, NO Chemotherapie (Taxan) plus Trastuzumab fir 12 Monate

T=2oderN>0 Chemotherapie (Anthrazyklin + Taxan) plus Trastuzumab fur
12 Monate

ER positiv Zusatzlich endokrine Therapie

Quelle: maodifiziert nach (Coates et al., 2015)

Der rekombinante, humane, monoklonale HER2/neu-Antikérper — Trastuzumab
(Herceptin®) — wird beim Mammakarzinom eingesetzt, wenn dieses HER2/neu
uberexprimiert (Boekhout et al., 2011). Durch die Bindung an die extrazellulare
Doméane des HER2/neu-Rezeptors verhindert es dessen Spaltung (Boekhout et
al., 2011). Die intrazellulare Signalkaskade kann daraufhin nicht aktiviert werden
(Boekhout et al., 2011). Dadurch kommt es zur Hemmung von Proliferation und
zur Apoptose der Tumorzellen.

Pertuzumab, ein neuer, humanisierter, monoklonaler HER2/neu-Antikorper, bin-

det an die extrazellulare Dimerisierungsdomane von HER2/neu und verhindert



somit die fur die Aktivierung notige Heterodimerisierung mit einem anderen Re-
zeptor (Agus et al., 2002; Pohlmann et al., 2009).

Beide Antikorper vermitteln zusatzlich eine zielgerichtete Immunantwort, die so-
genannte antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC = antibody
dependent cell-mediated cytotoxicity), welche eine Lyse der Zielzellen induziert
(Boekhout et al., 2011; Deng et al., 2018). Die Studien NSABP-B31 und NCCTG-
N9831 evaluierten die Kombination einer adjuvanten Chemotherapie mit Trastu-
zumab und konnten in einer Langzeit-Follow-up Analyse eine Reduktion der
Mortalitatsrate von 39 % zeigen (Perez et al., 2011). In einer Studie von Swain et
al. erbrachte die duale Blockade von HER2/neu mit Trastuzumab und Pertuzu-
mab eine relative Reduktion des Mortalitatsrisikos von 34 % im Vergleich zu einer
Therapie ohne Pertuzumab (Swain et al., 2013). Mammakarzinome, die
HER2/neu positiv und ER negativ charakterisiert werden, profitieren am starksten
von der dualen Blockade mit einer pathologisch kompletten Remission von 71 %
(Curigliano & Goldhirsch, 2017). In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass
Trastuzumab mit einem Risiko fur Kardiotoxizitat verbunden ist und deshalb eine
engmaschige kardiale Uberwachung erfordert (Cobleigh et al., 1999; Slamon et
al., 2001; Vogel et al., 2002). Durch eine duale Blockade wird dieses Risiko nicht
erhoht (Schneeweiss et al., 2013; Swain et al., 2013).

1.15 Trastuzumab-Resistenz

Trastuzumab in Kombination mit Chemotherapie konnte im Vergleich zur alleini-
gen Chemotherapie die Prognose fur Patienten mit HER2/neu positivem
Mammakarzinom verbessern (Slamon et al., 2001). Die Ansprechrate, die Zeit
zum Progress und die Uberlebenszeit konnten durch die 1998 eingefiihrte The-
rapie signifikant gesteigert werden (Menyhart et al., 2015; Slamon et al., 2001).
Bis heute gehort die Anti-HER2/neu-Therapie zum Goldstandard in der Behand-
lung der HER2/neu positiven Mammakarzinome. Dennoch gibt es Patienten, die
initial nicht auf die Therapie ansprechen oder sekundér eine Resistenz gegen
Trastuzumab entwickeln. Die alleinige Trastuzumab-Therapie Uber ein Jahr er-
zielte in verschiedenen Studien eine Ansprechrate von 11,6 oder 26 % bei

Patienten im metastasierten Stadium (Baselga et al., 1996; Vogel et al., 2002).



Unter Kombination von Trastuzumab mit einer Chemotherapie sprechen hinge-
gen etwa 50 bis 63 % initial an (Esteva et al., 2002; Slamon et al., 2001). Die
Frage nach den Mechanismen einer Trastuzumab-Resistenz war Forschungsge-
genstand einiger Studien. Im Folgenden werden beispielhaft einige Ansatze, die
zur Resistenzentstehung fuhren kénnten, erlautert.

Das p95HER2, ein gekirztes HER2/neu Protein, kann bei einer Vielzahl an
HER2/neu positiv erkrankten Tumorpatienten nachgewiesen werden (Pohlmann
et al., 2009). Dem p95HER?2 fehlt die extrazellulare Domaine und somit die Bin-
dungsstelle von Trastuzumab (Pohlmann et al., 2009). Trastuzumab ist daher
wirkungslos und die Kinase ist aktiv (Pohlmann et al., 2009).

Der Tumorsuppressor, phosphatase and tensin homolog (PTEN), inhibiert die
Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs und wird durch Trastuzumab aktiviert
(Nagata et al., 2004). Bei circa 50 % der Mammakarzinome wird ein Funktions-
verlust von PTEN festgestellt, woraus ein Wirkverlust fir Trastuzumab und
folglich ein schlechteres Ansprechen der Antikdrpertherapie resultiert (Pandolfi,
2004). Durch PI3K-Inhibitoren kann die Sensitivitat gegentber Trastuzumab wie-
der hergestellt werden (Nagata et al., 2004).

Die Mutation im PISKCA-Gen, die zu etwa 23 % in Mammakarzinomen
(HER2/neu positiv) vorkommt, kann zu einer Aktivierung des PI3K/AKT-Signal-
wegs fuhren und somit zur Tumorresistenz (Majewski et al., 2015).

Nahta et al. konnten die Phosphorylierung von HER2/neu durch den insulin-like
growth factor 1-receptor (IGF-1R), einen Tyrosinkinaserezeptor, welcher die Zell-
proliferation stimuliert, nachweisen und in diesem Zusammenhang eine
Trastuzumab-Resistenz (Nahta et al., 2005).

Andere Studien machen die Tyrosinkinase Src hauptverantwortlich fir das Auf-
treten einer Trastuzumab-Resistenz (Peiro et al., 2014; Zhang et al., 2011). Src
kann unter anderem durch die Uberexpression von EGFR und IGF-1R sowie
durch Mangel an PTEN aktiviert werden (Zhang et al., 2011). Nachfolgend wer-
den daraufhin der PISK/AKT- und Ras/Raf/MAPK-Signalweg aktiviert (Peiro et
al., 2014; Zhang et al., 2011). Die Folge ist eine Proliferation der Tumorzellen
und das Uberleben dieser. Tumorpatienten mit einer hohen Expression von phos-

phoryliertem Src (aktives Protein) zeigen eine niedrigere Ansprechrate auf



Trastuzumab sowie ein schlechteres Gesamtiberleben (Zhang et al., 2011). Mit-
tels Saracatinib, einem Src-Inhibitor, konnte eine Re-Sensibilisierung von
Trastuzumab-resistenter Zellen nachgewiesen werden (Zhang et al., 2011).

In der Literatur werden noch viele weitere Forschungsansatze bezuglich der Re-
sistenzentwicklung diskutiert. Wahrscheinlich handelt es sich um ein
multifaktorielles Geschehen. Die Resistenz aufgrund der erhéhten Expression
von growth differentiation factor-15 (GDF-15), welches HER2/neu phosphoryliert
und dartiber die entsprechenden Signalkaskaden aktiviert, wurde 2011 erstmalig
in diesem Zusammenhang diskutiert und war mitunter Gegenstand dieser Arbeit
(Joshi et al., 2011).

1.2 GDF-15

121 Grundlagen: Welche Rolle spielt GDF-157?

GDF-15 ist ein Zytokin, welches als 25 kDa schweres Dimer sezerniert wird
(Fairlie et al., 1999). Es gehdrt zur transforming growth factor-beta (TGF-3) Su-
perfamilie und ist auf Chromosom 19p12-13.1 lokalisiert (Bootcov et al., 1997,
Lawton et al., 1997).

GDF-15 (Bottner et al., 1999) wird in der Literatur auch marcrophage inhibitory
cytokine-1 (MIC-1) (Bootcov et al., 1997), nonsteroidal anti-inflammatory drug ac-
tivated gene-1(NAG-1) (Baek et al., 2001) oder placental transforming growth
factor beta (PTGFB) (Lawton et al., 1997) genannt. Verschiedene Forschungs-
gruppen haben das Protein in unterschiedlichen Zusammenhangen erstmalig
beschrieben. Schon aus der Namensgebung geht hervor, dass GDF-15 eine mul-
tifunktionelle Rolle einnimmt.

Physiologisch liegt GDF-15 bei einem Serumspiegel zwischen 0,20 ng/ml und
1,15 ng/ml und kommt vor allem im Plazentagewebe vor (Brown et al., 2003;
Fairlie et al., 1999). Unter anderem wird es wahrend der Schwangerschaft in gro-
Ren Mengen ausgeschiittet (Breit et al., 2017). Ein niedriger GDF-15-Spiegel
geht mit einem erhohten Risiko fir eine Fehlgeburt einher (Tong et al., 2004).
Akute Ereignisse wie Verletzungen, aber auch Entziindungen oder Krebserkran-

kungen kénnen erhdhte GDF-15-Spiegel hervorrufen (Eling et al., 2006; Kempf
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et al., 2007). GDF-15 spielt ferner auch eine Rolle in der Adipozytenfunktion, bei
Diabetes mellitus, kardiovaskularen Erkrankungen und renaler Dysfunktion (Ding
et al., 2009; Kempf et al., 2007; Wallentin et al., 2013). Generell steigt GDF-15
infolge einer inflammatorischen Reaktion an. Korrelationen mit dem Akute-
Phase-Protein C-reaktives Protein (CRP) oder Interleukin-6 (IL-6) konnten dies-
bezlglich nachgewiesen werden (Arfsten et al.,, 2019). Unter normalen
Umstanden wird GDF-15 in den meisten Geweben schwach oder gar nicht expri-
miert (Bootcov et al., 1997; Bottner et al., 1999; Fairlie et al., 1999).

Lange Zeit war nicht bekannt, an welchen Rezeptor GDF-15 bindet und bei wel-
chen Signalwegen GDF-15 eine relevante Rolle spielt. Emmerson et al.
identifizierten 2017 den glial-derived neurotrophic factor (GDNF) family receptor
a-like (GFRAL-Rezeptor) in der Area postrema des Hirnstamms, an welchen
GDF-15 bindet (Emmerson et al., 2017). GDF-15 wurde schon in mehreren Stu-
dien als Ausldser fur Tumorkachexie verantwortlich gemacht (Baek et al., 2006;
Johnen et al., 2007). Durch die Bindung an den GFRAL-Rezeptor kann GDF-15
den Appetit zentral steuern und somit eine Kachexie hervorrufen (Emmerson et
al., 2017).

1.2.2 Auswirkungen von GDF-15 auf Tumorgewebe

Die Rolle von GDF-15 erscheint komplex und ist bis zum heutigen Zeitpunkt noch
nicht im Ganzen verstanden. Vor allem in Bezug auf Tumorentstehung und Tu-
morwachstum gibt es kontroverse Meinungen. Einerseits konnten einige Studien
eine anti-tumorigene Wirkung von GDF-15 aufzeigen (Baek et al., 2006; Eling et
al., 2006; Husaini et al., 2012). Beispielsweise wird GDF-15 durch p53, einem
Tumorsuppressorgen, hochreguliert und reagiert auf DNA-Schaden mit einem
Zellzyklusarrest oder mit der Einleitung der Apoptose (P. X. Li et al., 2000). An-
dererseits besteht eine Assoziation mit dem Progress verschiedener Tumoren,
wie beispielsweise dem Prostatakarzinom, dem Glioblastom, dem Melanom, dem
kolorektalen Karzinom oder dem Mammakarzinom (Brown et al., 2003; Joshi et
al., 2011; Roth et al., 2010; Weide et al., 2016; Welsh et al., 2003). Die meisten
Studien beziehen sich hierbei auf metastasierte Tumorstadien. Es gibt Hinweise,

dass GDF-15 vor allem die Invasion und Migration von Tumorzellen beeinflusst
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(C. Lietal., 2016; Peake et al., 2017). Es korreliert mit dem Vorhandensein von
Metastasen und schlechtem Gesamttberleben (C. Li et al., 2016; Selander et al.,
2007; Weide et al., 2016).

GDF-15 erscheint in seiner Funktion wandelbar, sodass man zu Beginn der Tu-
morentstehung von einem anti-tumorigenen Effekt ausgeht, der sich in spaten
Erkrankungsstadien in einen pro-tumorigenen Effekt umkehrt (Baek et al., 2006;
Bauskin et al., 2006). In fortgeschrittenen Tumorerkrankungen kénnen GDF-15-
Werte von bis zu 50 ng/ml gemessen werden (physiologisch bis 1,15 ng/ml)
(Johnen et al., 2007). Bestimmte Tumore scheinen mehr GDF-15 zu sezernieren
als andere. So zeigte eine Studie von Welsh et al. erhéhte Serumspiegel bei me-
tastasierten Karzinomen der Prostata, der Brust und des Kolons (Welsh et al.,
2003). Dabei waren die GDF-15-Spiegel deutlich erhdht bei kolorektalen Karzi-
nomen, nur gering erhdht oder sogar im physiologischen Bereich bei
Mammakarzinomen (Welsh et al., 2003). Andere Studien bestatigten den Befund
von niedrigeren Werten bei Mammakarzinomen im Vergleich zu anderen soliden
Malignomen, betonten aber dennoch dessen Relevanz in der Tumorprogression
(Arfsten et al., 2019; Wang et al., 2014).

Die Uberexpression von GDF-15 stimuliert verschiedene Signalwege, die unter
anderem auch von HER2/neu stimuliert werden. GDF-15 aktiviert die Signalwege
PI3K/AKT und Ras/Raf//MAPK, welche die Zelldifferenzierung und Proliferation
beeinflussen (Joshi et al., 2011; Kim et al., 2008; S. Li et al., 2018; Sasahara et
al., 2017). Li et al. zeigten beispielsweise an humanen Zervixkarzinom-Zellen,
dass GDF-15 tiber HER2/neu diese Signalwege aktiviert, welche dann wiederum
die Expression von p2l, cycline dependent kinase (CDK4)/Zyklin D1 und
CDK2/zyklin E1 so modifizieren, dass es zu einer Beschleunigung des Zellzyklus
kommt. (S. Li et al., 2018).

In einer Studie von Joshi et al. konnte ebenfalls eine Phosphorylierung von
HER2/neu und die Aktivierung nachfolgender Signalwege durch GDF-15 bei
HER2/neu Uberexprimierenden Mammakarzinom-Zelllinien nachgewiesen wer-
den (Joshi et al., 2011). Die Sensitivitat gegentber Trastuzumab wurde durch
GDF-15 gemindert und konnte durch Ausschalten von GDF-15 (Knockdown) wie-
der hergestellt werden (Joshi et al., 2011). GDF-15 scheint jedoch nicht nur die
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PI3K/AKT- und Ras/Raf/MAPK-Signalwege zu aktivieren, sondern auch hypoxia
inducible factor-1a (HIF-1a) (Kim et al., 2008). Der Uber die Kinase mammilian
target of rapamycin (MTOR) aktivierte Faktor HIF-1a induziert nachfolgend unter
anderem die Expression von vascular endothelial growth factor (VEGF) (Kim et
al., 2008). VEGF fordert die Angiogenese des Tumors und somit das Tumor-
wachstum. Abbildung 3 veranschaulicht vereinfacht einige Signalwege von

GDF-15 und wie sich diese auf das Tumorgewebe auswirken.
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Abbildung 3: Einfluss von GDF-15 auf das Tumorgewebe Uber verschiedene Sig-
nalwege
Durch die Phosphorylierung (= P) von HER2/neu durch GDF-15 kommt es zur
Aktivierung des Ras/Raf/MAPK- und PI3K/AKT-Signalwegs. Die wiederum fih-
ren durch Modifizierung von p21, CDK4/Zyklin D1 und CDK2/Zyklin E1 zur
Beschleunigung des Zellzyklus. Daraus resultiert eine Proliferation der Zellen.
PISK/AKT kann ebenso mTOR aktivieren, was tber HIF-1a und VEGF zur Angi-
ogenese des Tumors flhrt.
Quelle: modifiziert nach (S. Li et al., 2018)
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1.3 Zielsetzung

Welche Rolle genau GDF-15 bei verschiedenen Erkrankungen einnimmt und in-
wiefern es eine Rolle flr Therapien spielt, konnte bis zum jetzigen Wissensstand
noch nicht vollstandig geklart werden. Sicher ist jedoch, dass GDF-15 bei einigen
Tumoren, vor allem in spaten Tumorstadien, in hohem MalRRe exprimiert wird und
dies mit einem friihzeitigen Progress und kiirzerem Uberleben assoziiert ist. Friih
diagnostizierte Karzinome wurden diesbezlglich noch wenig untersucht. Ob sich
erhohte GDF-15-Spiegel auch schon bei Patienten in friihen Tumorstadien des
Mammakarzinoms nachweisen lassen, war ein Ziel dieser Pilotstudie.

Einige Untersuchungen konnten eine Uberexpression von GDF-15 beim
Mammakarzinom zeigen. Die Subgruppe HER2/neu positiver Mammakarzinome
wird als prognostisch unguinstig eingestuft und bengtigt eine spezifische Antikor-
pertherapie. Erhohte GDF-15-Spiegel korrelierten in experimentellen Studien mit
HER2/neu positiven Mammakarzinom-Zelllinien mit einem reduzierten Therapie-
ansprechen auf Trastuzumab. Spielt GDF-15 diesbeziiglich auch im klinischen
Verlauf eine Rolle und kann er als pradiktiver Marker dienen?

Ziel dieser Arbeit war es, zum einen GDF-15-Spiegel bei Patienten mit HER2/neu
positivem Mammakarzinom im frihen Stadium im klinischen Verlauf erstmals zu
ermitteln und zum anderen das Ansprechen auf eine Antikorpertherapie zu ana-

lysieren, unter Zuhilfenahme von GDF-15 und dem Regressionsgrad nach Sinn.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen einer prospektiven, nicht-interventionellen Pilotstudie zur Evaluation
von GDF-15 bei Patienten mit HER2/neu positivem Mammakarzinom im frihen
Stadium, das heif3t noch nicht fernmetastasiert, konnten im Zeitraum von Januar
2017 bis Juni 2018 22 Patienten in der Frauenklinik und Poliklinik des Universi-
tatsklinikums Wurzburg rekrutiert werden. Die Patienten kamen regelmé&Rig zur
Therapie in die Chemotherapie-Ambulanz der Frauenklinik und konnten dort Giber
die Studie aufgeklart werden. Die fir die Studie bendtigten Blutproben wurden
ebenfalls in diesem Rahmen abgenommen.

Fur die Teilnahme an der Studie mussten folgende Kriterien erfillt sein:

1. Patienten/innen mit Erstdiagnose eines HER2/neu positiven Mammakar-
zinoms, die einer Anti-HER2/neu-Therapie zugefiihrt werden sollen

2. Alter groRRer 18 Jahre

3. Schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie
Ausschliel3lich Patienten, die ihr Einverstandnis gaben, wurden in die Studie auf-
genommen. Die Durchfihrung der Studie erfolgte gemaf der Deklaration von
Helsinki. Eine Genehmigung der Ethik-Kommission der Universitat Wirzburg lag
vor (15/18-me).

2.2 Ablauf der Studie

Fur die Pilotstudie konnten im Zeitraum von Januar 2017 bis Juni 2018 22 Pati-
enten rekrutiert werden. Alle Patienten wurden in die Studie eingeschlossen und
ausgewertet. Den Ablauf der Studie zeigt Abbildung 4.

Die erste Probenentnahme erfolgte in einem Zeitraum von bis zu drei Monaten
vor Antikdrpertherapie, in welchem sich die Patienten bereits in chemotherapeu-
tischer Behandlung befanden. Die meisten Patienten erhielten diese im Sinne
einer NACT, lediglich 4 Patienten waren vorangehend operiert worden und er-
hielten daher eine adjuvante Chemotherapie (ACT). Anschliel3end folgte die

Antikorpertherapie mit mindestens einem HER2/neu-Antikdrper (Trastuzumab
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und/oder Pertuzumab). Etwa drei Monate nach Beginn dieser Therapie fand die
zweite Probenentnahme statt. Von vier Patienten konnte keine zweite Probe ge-
wonnen werden. Bei den 18 Patienten der NACT-Gruppe erfolgte nun die
Operation in Form einer Exzision des Tumors oder eine Ablatio mammae. Eine
Patientin lehnte diese Operation jedoch ab. Durch den Pathologen wurde das
gewonnene Tumorgewebe nach erfolgter Chemo- und Antikorpertherapie unter-
sucht und der Regressionsgrad nach Sinn bestimmt. Bei den Patienten der ACT-
Gruppe konnte dementsprechend kein Regressionsgrad nach Sinn bestimmt
werden. Anschlie3end erfolgte die Bestimmung der GDF-15-Spiegel aller gesam-
melten Serumproben im Labor. Im Dezember 2019 wurde eine Follow-up-
Erhebung der Patienten mit der Frage nach einem Rezidiv oder anderen signifi-

kanten Ereignissen durchgefuhrt.
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Nachbeobachtung

Abbildung 4: Chronologischer Ablauf der Studie
NACT = neoadjuvante Chemotherapie
ACT = adjuvante Chemotherapie
Quelle: Eigene Darstellung
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2.3 Probengewinnung und Aufbereitung

2.3.1 Probengewinnung

Nach Aufklarung und schriftichem Einverstandnis der Patienten wurde zunachst
vor Beginn der Antikorpertherapie eine Blutprobe abgenommen. Die Gewinnung
von 9 ml Blut mittels einer Serum-Monovette erfolgte im Rahmen einer regularen
Blutabnahme in der Frauenklinik und Poliklinik des Universitatsklinikums Wirz-
burg. Die zweite Blutprobenentnahme fand ebenfalls im Rahmen einer reguléren
Blutabnahme circa drei Monate nach Beginn der Antikdrpertherapie statt. Der
Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme richtete sich nach dem erneuten Erscheinen
des Patienten in der Klinik und kann daher variieren. Im Falle eines vorzeitigen
Progresses der Erkrankung ware eine friihere Probenentnahme maoglich gewe-

sen. Dies traf jedoch auf keinen der rekrutierten Patienten zu.

2.3.2 Material

Aus Tabelle 3 werden alle bend6tigten Materialien zur Aufbereitung der Blutproben

ersichtlich.

Tabelle 3: Materialien zur Aufbereitung der Proben

Geréte Hersteller
Serumr@hrchen Sarstedt

Aliquots 1,8 ml Nunc Thermo Scientific
Pipette (100—1000 pl) Eppendorf
Zentrifuge Rotina 380 R Hettich
Gefrierschrank -80 °C Haider

2.3.3 Aufbereitung

Die Aufbereitung der Proben wurde in der Early Clinical Trial Unit des Universi-
tatsklinikums Wirzburg durchgefuhrt.

Nach Erhalt der Blutprobe wurde diese fur 10-15 Minuten aufrecht stehen gelas-
sen. Danach wurde das Rohrchen bei 3200 U/min und 10 °C fur 10 Minuten
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zentrifugiert. Hierbei kam es zur Trennung von Zellbestandteilen und Serum. Das
Serum beziehungsweise der zellfreie Uberstand wurde anschlieBend auf drei bis
vier Aliquots zu je 300 ul aufgeteilt. Diese wurden mit der Patientennummer und
Datum beschriftet sowie farblich markiert. Eine gelbe Markierung wies auf eine
Probe vor Therapie hin, violett kennzeichnete die zweite Probe drei Monate nach
Antikérpergabe. Die eindeutige Kennzeichnung konnte eine Verwechslung der
Proben nahezu ausschlie3en. Im Anschluss wurden die Proben bis zur Verwen-
dung in einem -80°C Gefrierschrank (taglich manuell und maschinell
temperaturiiberwacht) aufbewabhrt.

2.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA steht fir Enzyme-linked Immunosorbent Assay und wird in der Medizin zur
Detektion von Proteinen eingesetzt (Engvall & Perlmann, 1971). Fir die Bestim-
mung von GDF-15 wurde ein sogenanntes Sandwich-ELISA durchgefiihrt. Die

Grafik in Abbildung 5 veranschaulicht das Vorgehen eines solchen Assays.

Detektions-
antikérper TVB
. Streptavidin-HRP
Fang- Ziel- @ Biotin o L k

[ T [ [

Abbildung 5: Sandwich-ELISA

Der am Boden der Mikrotitierplatte befindliche Fangantikdrper bindet das Zielan-
tigen (z.B. GDF-15), welches wiederum vom Detektionsantikdrper gebunden
wird. Im nachsten Schritt bindet Streptavidin-HRP am Biotin der Fc-Region des
Detektionsantikodrpers. Dieser Schritt ist notwendig, um anschlieRend einen Farb-
nachweis erzeugen zu kénnen. Tetramethylbenzidine (TMB) fihrt dann zur
gewunschten Blau- bzw. Gelbfarbung.

Quelle: Eigene Darstellung
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2.4.1 Materialien

24.1.1 ELISA-Kit

Zur Durchfiihrung des Immunoassays wurde das DuoSet® ELISA Kit der Firma
R&D Systems (Katalog Nummer: DY957) verwendet und wie vom Hersteller
empfohlen bis zum Gebrauch bei 2—-8 °C gekuhlt aufbewahrt. Die im Kit enthal-

tenen Komponenten sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: ELISA-Kit Inhalt

Reagenz Menge Arbeitskonzentration

Human GDF-15 Capture 360 g 2.00 pg/ml

Antibody

Human GDF-15 Detection 2.25 ug 12.5 ng/ml

Antibody

Human GDF-15 Standard 3 x55ng 7.81-500 pg/ml

Streptavidin-HRP N/A 200-fache Verdinnung
2.4.1.2 Verwendete Reagenzien

Fur die Durchfihrung des ELISAs wurden zusatzlich zum ELISA-Kit die in Tabelle
5 gelisteten Reagenzien verwendet. Das im Kit mitgelieferte Streptavidin-HRP

wurde durch das der Firma Sigma ersetzt.

Tabelle 5: Verwendete Reagenzien fur das ELISA

Reagenz Hersteller
Tween20 Roth

PBS Tabs Roth

BSA (Fraktion V) Roth

TMB SDT
Streptavidin-HRP Sigma
Stop Solution (Rotipuran®) Roth
Aqua Plastipur® Fresenius
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2.4.1.3 Gerate und Verbrauchsgegenstande
Tabelle 6 zeigt die fur die Durchfuhrung des ELISAs benétigten Gerate und Ver-

brauchsgegenstande.

Tabelle 6: Gerate und Verbrauchsgegenstande zur Durchflihrung des ELISAs

Geratenamen Hersteller
Pipette Transferpette® S (10 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 ul) Brand
Pipettenspitzen Sarstedt
Glaspipette Silberbrand Eterna (10 ml, 20 ml) Brand
Pipettierhelfer accu-jet® pro Brand
Zentrifugenrdhrchen Falcon® (15 ml, 50 ml) Greiner
Mikrotitierplatte 96 Well Microlon® V-bottom Greiner
Mikrotitierplatte 96 Well BD FalconTM BD Biosciences
Polyethylen-Verschlussfolie A. Hartenstein
Plattenschiittler Titramax 1000 Heidolph
Vortexer VornadoTM Benchmark
Absorbance Microplate Reader (SunriseTM) Tecan
Gefrierschrank -80 °C HerafreezeTM Thermo Scientific
Absorbance Microplate Reader (SunriseTM) Tecan

2.4.2 Durchfuhrung des Immunoassays

Zur Bestimmung der GDF-15-Spiegel der Serumproben wurde das mitgelieferte
ELISA-Protokoll des DuoSet® Kits, ausgenommen kleiner Abwandlungen, be-
folgt. Das nachfolgend beschriebene Vorgehen beinhaltet diese Abweichungen.
Zunachst wurden am Vortag die 96-Well-Mikrotitierplatten mit je 100 ul des
Fangantikorpers (2 pl/ml in phosphate buffered saline (PBS)) beschichtet und mit
einer Folie versiegelt. Uber Nacht verblieben die Platten im Kihlschrank (2—
8 °C). Am Folgetag wurden die Platten drei Mal mittels PBS 0,05 % Tween®
gewaschen. Hierbei wurde jedes Well mit dem Puffer beflllt und anschlieRend
die umgedrehte Platte auf Papierhandtiichern ausgeklopft. Fir ein gutes
Ergebnis ist ein grindliches Auswaschen unabdingbar. Die Platten wurden im

nachsten Schritt mit 200 pl der Reagenzverdinnungslosung (Reagent Diluent:
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PBS 1 % Bovine Serum Albumin (BSA)) geblockt, mit Folie abgedeckt und bei
Raumtemperatur zwei Stunden lang auf dem Plattenschuttler (Titramax 1000,
Heidolph) bei 450 rpm inkubiert. Alle weiteren Inkubationsschritte erfolgten
ebenso bei Raumtemperatur und 450 rpm. Das Reagenz BSA setzt sich in die
Licken der gebundenen Fangantikérper und verhindert, dass andere Stoffe dort
binden und dadurch das Endergebnis verfalschen kénnten. Es folgten drei
weitere Waschungen der Wells nach dem schon beschriebenen Schema. In die
Wells einer V-Bottom Mikrotitierplatte wurden vorbereitend jeweils 40 ul der
aufgetauten Serumproben gegeben und mit 80 pl der Reagenzverdinnungs-
l6sung verdiinnt. Die Serumproben wurden zuvor mittels Vortexer gemischt.
AnschlieRend wurden 100 ul der vorbereiteten Verdinnung in die Wells der
beschichteten und geblockten Mikrotitierplatte pipettiert. Es wurde jede
Serumprobe bei einem Verdunnungsfaktor von 1 : 3 doppelbestimmt. Zum Erhalt
einer Standardkurve wurden zwei Verdunnungsreihen fir jede 96-Well-
Mikrotitierplatte durchgefuhrt. An dieser Stelle wurde das humane GDF-15
Standard des Kits verwendet und bei einem Standardwert von 6000 pg/ml
begonnen. Die Einteilung der Wells auf einer Mikrotitierplatte wird aus Tabelle 7

ersichtlich.

Tabelle 7: Beispiel einer 96-Wells Mikrotitierplatte

Platte 1 1] 2] 3] 4] 5 6 7 8 o 10] 11] 12

Standard | A | 6000 | 3000 | 1500 | 750 | 375 | 187,5 | 93,75 | 46,88 | 23,44 11,72 |5,86| 0

EE:)Z};? B | 6000 | 3000 | 1500 | 750 | 375 | 187,5| 93,75 | 46,88 | 23,44 | 11,72|5,86| O
XELZZ?:;ktor Probe/Patient

c| 1/ 2| 3| 4| 5 6 7 8 9| 10| 11| 12

° D| 1| 2| 3| 4| 5 6 7 8 9| 10| 11| 12

E| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24

° F| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24

G| 25| 26| 27| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36

° H| 25| 26| 27| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36

In rot die Verdinnungsreihen in pg/ml zum Erhalt der Standardkurve. In blau die Aufteilung der
Duplikate der jeweiligen Patientenproben bei einem Verdinnungsfaktor von 1 : 3.
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Nach Abdeckung der Platten und einer Inkubationszeit von einer Stunde folgten
wieder drei Waschungen. Als weiterer Schritt des ELISAs wurden 100 pl Detek-
tionsantikorper (100 ng/mlin PBS 1 % BSA) in jedes Well pipettiert und wiederum
versiegelt eine Stunde lang inkubiert. Nach erneuter dreimaliger Waschung wur-
den jeweils 100 pl Streptavidin-HRP-L6ésung (1:200 in PBS 1% BSA)
hinzugefugt. Die Platten wurden wieder vorschriftsgemald versiegelt und fur
20 Minuten inkubiert. Es folgte ein letztes Waschen, bevor 100 pl Substrat-L6-
sung TMB (Tetramethylbenzidine ready-to-use, SDT) in jedes Well pipettiert
wurde. Die Platten wurden anschlief3end fur 25 Minuten abgedunkelt inkubiert,
da TMB sehr lichtempfindlich ist. In dieser Zeit kam es zu einer zunehmenden
Blaufarbung der Proben. 100 pl pro Well der Stopp-Ldsung (Schwefelsdure 1N)
fuhrten zu einer Gelbfarbung. Am Ende ergab die sofortige Bestimmung der op-
tischen Dichte bei einer Wellenlange von 450 nm (Korrektur auf 620 nm
festgesetzt) im Absorbance Microplate Reader (Sunrise, Tecan) Aufschluss tber
die Hohe der GDF-15-Spiegel.

2.5 Statistische Analyse

Im Rahmen der Nachbeobachtung der Patienten wurden die fir die Studie rele-
vanten Patientendaten Uber das SAP-System des Universitatsklinikums
Wiurzburg erhoben. Die Erhebung des BMI erfolgte tGber das Programm fir Zy-
tostatikaherstellung Zenzy®. Darlber konnte das Gewicht exakt am Tag der
jeweiligen Chemo- oder Antikérpertherapie ermittelt werden, was dem Tag der
Blutprobenentnahme entsprach. Diese Patientendaten wurden pseudonymisiert
in Microsoft Excel 365 gesammelt und zur Auswertung in das Statistikprogramm
IBM® SPSS® Statistics 23 Uberfihrt.

Fur die Patientencharakteristika wurden Haufigkeit, Median, Minimum und Maxi-
mum errechnet. Zur Korrelationsanalyse verschiedener Variablen wurden
nichtparametrische Korrelationen nach Spearman angewendet. P-Werte < 0,05
wurden als signifikant betrachtet. Fur die Interpretation des Korrelationskoeffi-
zienten wurde die Einteilung nach Cohen verwendet (r > 0,1 = gering; r > 0,3 =
moderat; r > 0,5 = hoch) (Cohen, 1988).
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3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristika

Bei 22 Patienten mit Mammakarzinom im frihen Stadium konnte im Rahmen ei-
ner Anti-HER2/neu-Therapie das GDF-15 im Blutserum bestimmt werden.
Innerhalb der Kohorte gab es einen mannlichen Patienten. Das mediane Alter
der Patienten lag bei 54,5 Jahren (34 bis 79 Jahre). Alle Patientencharakteristika
sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Die Einteilung des Tumorstadiums erfolgte nach der TNM-Klassifikation (siehe
Anhang Tabelle 14). Die Mehrheit der Patienten (n = 19) wiesen eine Tumor-
grol3e kleiner T3 auf. Dies entspricht einem Tumordurchmesser kleiner als 5 cm.
Keiner der Patienten wies initial eine Fernmetastasierung auf. Ein nodaler Befalll
war jedoch in 63,6 % der Falle vorhanden.

Es erfolgte ebenfalls die Bestimmung von Lymph- und Gefal3invasion, Grading,
Histologie, Ki-67, Hormonrezeptorstatus und HER2/neu. Als HER2/neu positiv
wurden Patienten gewertet, die entweder in der Immunhistochemie (IHC) drei-
fach positiv oder in der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) positiv waren.
Bei einem zweifach positiven Ergebnis der IHC war immer die Bestatigung tber
eine FISH erforderlich. In der Kohorte konnten 72,7 % nach immunhistochemi-
scher Analyse als ER positiv eingestuft werden. Fir Ki-67 wurde ein Grenzwert
bei 25% angesetzt, dabei folgte man den aktuellen Leitlinien
("Leitlinienprogramm Onkologie,"” 2017). Der Median fur Ki-67 lag bei 30 %.

Die Patienten folgten unterschiedlichen Therapieschemata, wobei ein Grol3teil
der Patienten (15/22) eine Chemotherapie mit 5-Fluoruoracil, Epirubicin und Cyc-
lophosphamid (FEC) mit anschlieender dualen Anti-HER2/neu-Therapie
erhielten. Zum Einsatz kamen Trastuzumab und Pertuzumab, wobei Pertuzumab
nur als duale Antikorpertherapie eingesetzt wurde. Vier Patienten erhielten eine
Chemotherapie mit Epirubicin und Cyclophosphamid (EC) mit anschlielRender al-
leiniger Trastuzumab-Gabe. Alle weiteren Patienten folgten weniger
standardisierten Therapie-Protokollen, erhielten aber immer eine Antikdrperthe-

rapie.
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Zusatzlich wurde von jedem Patienten der Body Mass Index (BMI) ermittelt und
in normalgewichtig (18,5-24,9 kg/m?), Ubergewichtig (25-29,9 kg/m?2) oder adi-
pos (> 30 kg/m?) eingeteilt (American Society for Clinical Nutrition, 1998). Keiner
der Patienten war untergewichtig (BMI < 18,5 kg/m?). Der mediane BMI lag bei
26,71 kg/m? und war somit im Ubergewichtigen Bereich. Alle gemessenen
GDF-15-Werte lagen mit einem Median von 0,33 ng/ml initial im physiologischen
Bereich (0,2-1,15 ng/ml).

Tabelle 8: Patientencharakteristika zum Zeitpunkt der ersten Probenentnahme
(n=22)

Variable n %

Alter in Jahren (Median = 54,4)

34-45 7 31,8

46-55 5 22,7

55-79 10 45,5
Geschlecht

weiblich 21 95,5

mannlich 1 45

Menstruationsstatus (nur Patientinnen)

pramenopausal 8 38,1
perimenopausal 1 4,8
postmenopausal 12 57,1
TumorgrofRe
Tis 1 4,5
Tl 7 31,8
T2 11 50,0
T3 0 0
T4 3 13,6
Nodalstatus
NO 8 36,4
N1 4 18,2
N2 4 18,2
N3 6 27,3
Metastasen
Mx 5 22,7
MO 17 77,2
M1 0 0
Ki-67
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Variable n %

<25 % 7 31,8

> 25 % 15 68,2
Lymph-/GefaRinvasion

Nein 14 63,6

Ja 5 22,7

fehlend 3 13,6
Grading

Gl 1 4,5

G2 13 59,1

G3 8 36,4
Hormonrezeptorstatus?
ER

positiv 16 72,7

negativ 6 27,3
PR

positiv 13 59,1

negativ 9 40,9
HER2/neu-Status®

IHC 2 + (FISH positiv) 6 27,3

IHC 3 + 12 54,5

positiv (nicht ndher bezeichnet) 4 18,2
Chemotherapie®

3 Zyklen FEC 15 68,2

4 Zyklen EC 4 18,2

ETC nach Mébus 2 9,1

andere 1 4,5
Antikorpertherapie

Dual (Trastuzumab + Pertuzumab) 16 72,7

Mono (Trastuzumab) 6 27,3
BMI® [kg/m?] (Median = 26,71 (20,2-35,92))

18,5-24,9 9 40,9

25,0-29,9 8 36,4

>30,0 5 22,7
GDF-15 [ng/ml] (Median = 0,33 (0,09-0,95)) 22 100

2ER = Ostrogenrezeptor; PR = Progesteronrezeptor

®]HC = Immunhistochemie. Dabei wurde IHC 2+ durch eine FISH (= Fluoreszenz-in-situ-Hybri-
disierung) erganzt.

¢ FEC = 5-Fluoruoracil + Epirubicin + Cyclophosphamid; EC = Epirubicin + Cyclophosphamid;
ETC = Epirubicin + Paclitaxel + Cyclophosphamid

dDie Einteilung des Body Mass Index (BMI) erfolgte in normalgewichtig, tibergewichtig und adipés
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Nach dreimonatiger Antikdrpertherapie wurden erneut vier Variablen analysiert.

Die Ergebnisse sind Tabelle 9 zu entnehmen.

Tabelle 9: Patientencharakteristika zum Zeitpunkt der zweiten Probenentnahme
(n=22)

Variable n %

Regressionsgrad nach Sinn

1 3 13,6
2 5 22,7
3 1 4,5
4 7 31,8
fehlend 6 27,2
yT-Stadium
0 7 31,8
Tis 1 4,5
1 5 22,7
2 2 91
3 1 4,5
4 1 4,5
fehlend 5 22,7
BMI [kg/m?] (Median = 26,63 (19,70 — 35,92))
18,5-24,9 9 40,9
25,0-29,9 9 40,9
= 30,0 4 18,2
GDF-15 [ng/ml] (Median = 0,28 (0,09 — 1,06)) 18 81,8

Direkt zum Zeitpunkt der Probenentnahme wurden BMI und GDF-15 erneut be-
stimmt, etwas spater der Regressionsgrad nach Sinn und die Tumorgréf3e nach
neoadjuvanter Therapie als yT-Stadium. Der Regressionsgrad konnte erst nach
der Exzision des Tumors bestimmt werden, welche in der Regel vier Monate nach
Therapiebeginn stattfand. Ein Wert von 4 entsprach keinem Resttumor und
konnte bei sieben der 22 eingeschlossenen Patienten bestimmt werden. Grad 1
und 2 konnten einem eher geringen Therapieansprechen zugeordnet werden.
Betroffen davon waren insgesamt acht Patienten. Als Vergleichsparameter fur
den Regressionsgrad nach Sinn wurde zusatzlich das yT-Stadium ermittelt. Der

Regressionsgrad 4 entspricht yTO und ist in der Kohorte fur beide Variablen
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gleich. FUr die anderen Werte gibt es Abweichungen. Der BMI verénderte sich
im Median durch die Therapie nicht. Bei der Betrachtung einzelner Patienten, gab
es im Therapieverlauf nur bei einer Patientin einen deutlichen Gewichtsverlust
(von BMI 23,31 auf 19,70 kg/m?). Der GDF-15-Spiegel fiel im Median auf
0,28 ng/ml.

3.2 GDF-15-Spiegel bei HER2/neu positiven Mammakarzinomen

Ziel der Studie war es, bei allen eingeschlossenen Patienten die GDF-15-Spiegel
zu zwei Zeitpunkten zu bestimmen und mit dem klinischen Verlauf zu korrelieren.
Insgesamt konnten 22 Blutproben zum Zeitpunkt vor Antikérpertherapie und 18
Blutproben circa drei Monate nach der ersten Antikdrpergabe analysiert werden.
Fast alle Proben blieben unter dem urspringlich angesetzten Grenzwert von
1,0 ng/ml. Lediglich der einzige ménnliche Patient (17) und Patientin 20 Ubertra-
fen diesen Wert mit 1,06 ng/ml und 1,02 ng/ml (siehe Abbildung 6). Patient 17
wies ein Tumorstadium von c¢T4 N1 Mx auf (Hormonrezeptorstatus positiv, BMI
35,92 kg/m?). Bei ihm war vor Studieneinschluss eine Ablatio mammae durchge-
fuhrt worden, sodass kein Regressionsgrad nach Sinn bestimmt werden konnte.
Patientin 20 befand sich bei Erstdiagnose im Tumorstadium cT2 N3 Mx (Hormon-
rezeptorstatus negativ) und konnte nach NACT ein Regressionsgrad von 4
erreichen. In der Nachbeobachtung wurde im Juli 2019 bei vergré3erten Lymph-
knoten der Verdacht eines Rezidivs geduf3ert. Eine zu diesem Zeitpunkt
durchgefiihrte Biopsie konnte eine Malignitat ausschlie3en, allerdings eine Sar-
koidose diagnostizieren. Ein GDF-15 Anstieg im Rahmen einer
inflammatorischen Reaktion wére eine logische Erklarung.

Der GDF-15-Spiegel fiel im Median von eingangs 0,33 ng/ml auf 0,28 ng/ml. Ins-
gesamt lagen die Werte der ersten Proben (GDF-15_0) zwischen 0,09 und
0,95 ng/ml und der zweiten Proben (GDF-15_3) zwischen 0,09 und 1,06 ng/ml.

29



1,24
17
020
(0]
1,0
' 17 22
¥ 0
0,6
7
o)
0,61
0,4
0,2+
0,0
I |
[ng/mi] GOF-15 0 GDF-15 3

Abbildung 6: GDF-15-Spiegel zum Zeitpunkt vor Antikorpertherapie (GDF-15_0)

und drei Monate nach Beginn der Antikorpertherapie (GDF-15_3)
Quelle: Eigene Darstellung

Es gab eine auffallige Patientin, die unter Therapie einen progressiven Verlauf
der Tumorerkrankung zeigte (initiales Tumorstadium cT4a N3a MO0). Die Patientin
erhielt, wie alle anderen Patienten, eine Antikdrpertherapie, lehnte jedoch die an-
schlieBende Operation ab. lhre GDF-15-Spiegel lagen bei 0,27 ng/ml
(GDF-15_0) und 0,26 ng/ml (GDF-15_3) und befanden sich somit unterhalb der
Mediane der Kohorte. Eine Korrelation zwischen dem GDF-15-Spiegel und dem
klinischen Verlauf konnte folglich in diesem Fall nicht hergestellt werden.

Fur Patienten mit kleineren Tumoren, definiert als Tis/T1/T2, konnten verhaltnis-
mafdig geringere Werte fur GDF-15 (M = 0,32 ng/ml) analysiert werden als fur
Patienten mit groReren Tumoren (M = 0,47 ng/ml) (siehe Tabelle 10). Im Verlauf

zeigte sich die Differenz der beiden Gruppen noch deutlicher. Wahrend GDF-15
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in der Tis/T1/T2-Gruppe mit 0,28 ng/ml im Verlauf leicht sank, stieg der Wert in
der T3/T4-Gruppe weiter auf 0,66 ng/ml an.

Bei der Einteilung der Patienten in Gruppen mit normalem (BMI < 25 kg/m?),
Ubergewichtigem (BMI 25 - 29,9 kg/m?) und adipésem (BMI = 30 kg/m?) BMI
konnten ebenfalls unterschiedliche Werte fur den GDF-15-Median ermittelt wer-
den (siehe Tabelle 11). Fur den Ausgangswert von GDF-15 sowie dem
Verlaufswert wurde jeweils mit dem initial gemessenen Gewicht gerechnet. Pati-
enten mit einem normalem BMI wiesen einen medianen GDF-15-Wert von
0,31 ng/ml auf, wahrend Patienten mit Ubergewicht deutlich hoher lagen
(M =0,43 ng/ml). Fur Patienten mit einem BMI groRer 30 kg/m? stieg der
GDF-15-Wert nur noch gering (M = 0,46 ng/ml). Wahrend im Verlauf der GDF-15-
Spiegel in den ersten beiden Gruppen sank, gab es in der Gruppe mit adipdsen
Patienten sogar einen leichten Anstieg.

Auf statistische Tests wurde aufgrund der unterschiedlichen Gruppengréf3en und

der geringen Anzahl an Patienten verzichtet.

Tabelle 10: GDF-15-Werte in Relation zur Tumorgrof3e

Tis/T1/T2 T3/ T4
GDF-15_0 Median [ng/ml] 0,32 (n=19) 0,47 (n =3)
GDF-15_3 Median [ng/ml] 0,28 (n =16) 0,66 (n=2)

Tabelle 11: GDF-15-Werte in Relation zum BMI [kg/m?]

BMI < 25 BMI 25 - 29,9 BMI 2 30
GDF-15_0 Median [ng/ml] 0,31 (n=8) 0,43 (n=9) 0,46 (n =5)
GDF-15_3 Median [ng/ml] 0,26 (n=7) 0,25 (n =6) 0,48 (n=5)

3.3 Korrelation von GDF-15 mit klinischen Variablen

Bei der Korrelationsanalyse nach Spearman konnte fir GDF-15 eine Korrelation

mit dem Alter der Patienten hergestellt werden (siehe Tabelle 12). Je alter die
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Patienten, desto héher der GDF-15-Spiegel im Blut. Mit einem Korrelationskoef-
fizienten von r=0,482 besteht ein moderater Zusammenhang auf einem
Signifikanzniveau von p = 0,023.

Der Proliferationsmarker Ki-67 zeigte ebenfalls einen signifikanten, negativen Zu-
sammenhang mit GDF-15 (r = -0,462; p = 0,031). Patienten mit einem niedrigen
Ki-67 wiesen eher hohe GDF-15-Spiegel auf.

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden zwischen
GDF-15 und allen weiteren in Tabelle 12 aufgefihrten Variablen. Zwischen
GDF-15 und dem Grading des Tumors gibt es einen moderaten negativen Zu-
sammenhang, der jedoch mit einem Wert von p = 0,052 das Signifikanzniveau
nicht erreichte. Es liel3 sich auch kein signifikanter Zusammenhang zwischen
GDF-15 und dem BMI herleiten. Dennoch scheint eher ein hoher BMI in Bezie-

hung zu einem hohen GDF-15-Spiegel zu stehen.

Tabelle 12: Spearman Korrelation zwischen GDF-15_0 und einigen klinischen
Variablen, die vor Beginn der Antikorpertherapie erhoben wurden

Tabelle 12 a
Alter Tumor- Nodal- ER Ki-67
grofe status
GDF-15 0 Kaorrelations- 0,482* 0,166 -0,019 0,196 -0,462*
koeffizient
Signifikanz 0,023* 0,461 0,932 0,382 0,031*
(zweiseitig)
n 22 22 22 22 22

* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).

Tabelle 12 b
Grading Lymph-/Ge- Menstrua- BMI
falinvasion tionsstatus
GDF-15 0 Kaorrelations- -0,419 0,317 0,351 0,375
koeffizient
Signifikanz 0,052 0,187 0,119 0,085
(zweiseitig)
n 22 19 21 22

* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).
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Es wurden ebenfalls Analysen von den erhobenen Daten unter Antikérperthera-
pie durchgefihrt (siehe Tabelle 13). Fur die Analyse wurde der Ausgangswert
von GDF-15 verwendet, um eine Aussage uber den pradiktiven Wert von GDF-15
auf das Ansprechen auf eine Antikorpertherapie machen zu konnen. GDF-15 kor-
relierte weder signifikant mit dem Regressionsgrad nach Sinn (p = 0,088) noch
mit dem yT-Stadium. Der Regressionsgrad und das yT-Stadium korrelierten sehr
stark miteinander und hétten somit beide als &quivalente Variablen fur das An-
sprechen auf eine Therapie genutzt werden kdnnen. Fur den Regressionsgrad
lagen insgesamt Daten von 17 Patienten vor. Eine Tendenz von erhéhten
GDF-15-Spiegeln bei niedrigem Regressionsgrad lasst sich anhand Abbildung 7

erkennen.

Tabelle 13: Spearman Korrelation zwischen GDF-15_0 und Variablen, die unter
Therapie erhoben wurden

Regressionsgrad yT-Stadium BMI
nach Sinn
GDF-15_0 Korrelations- -0,426 0,331 0,297
koeffizient
Signifikanz 0,088 0,194 0,180
(zweiseitig)
n 17 17 22
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Abbildung 7: Die medianen GDF-15-Spiegel der ersten Blutproben (GDF-15_0)

aufgeteilt nach dem Regressionsgrad nach Sinn.
Quelle: Eigene Darstellung

3.4 Korrelationen der erhobenen Variablen

In der Studie wurden nicht nur die erhobenen klinischen Variablen mit dem
GDF-15-Spiegel verglichen, sondern auch untereinander analysiert. Einige signi-
fikante Zusammenhange konnten festgestellt werden.

Wie aus dem Klinischen Alltag bekannt, korrelierte auch in der Studie die Tumor-
grofle mit dem Nodalstatus (r = 0,717). Des Weiteren korrelierte die Tumorgrol3e
mit der Lymph-/Gefal3invasion (r = 0,589) und Ki-67 (r = 0,554), nicht jedoch mit
dem Grading. Ki-67 und die Lymph-/Gefal3invasion wiesen ebenfalls eine starke
Korrelation auf (r = 0,556). Zwischen dem Grading des Tumors und dem Alter der
Patienten (r =-0,570) sowie dem Menstruationsstatus (r =-0,563) konnte ein

starker Zusammenhang abgeleitet werden. Der Menstruationsstatus ergibt sich
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definitionsgemald aus dem Alter der Patienten. Je jlinger der Patient, desto
schlechter die Differenzierung des Tumors.

Der Regressionsgrad als Variable fur das Ansprechen der NACT korrelierte ne-
gativ. mit der Lymph-/GefaRinvasion (r=-0,568). Diese Variable konnte
dementsprechend ein schlechteres Ansprechen auf die Antikérpertherapie pra-

diktiv vorhersagen.

3.5 Nachbeobachtung

Eineinhalb Jahre nach Einschluss der letzten Patientin erfolgte eine Nachbe-
obachtung der gesamten Kohorte (Uber das SAP-System des
Universitatsklinikums Wurzburg. Vom Zeitpunkt des Studieneinschlusses bis
zum letzten Zeitpunkt der Nachbeobachtung vergingen im Median 675,5 Tage
(534-1046 Tage).

Regelmalige Vorsorgeuntersuchungen im Sinne einer klinischen Untersuchung,
einer Mammographie sowie eventuell einer Ultraschalluntersuchung der Brust
wurden im Abstand von sechs Monaten in der Frauenklinik und Poliklinik des
Universitatsklinikums Wiurzburg oder beim niedergelassenen Gynakologen
durchgefiihrt. Bei 21 der 22 untersuchten Patienten konnte in dem genannten
Zeitraum weder ein Rezidiv noch ein Progress des Karzinoms festgestellt wer-
den, soweit dies nachverfolgbar war. Lediglich eine Patientin zeigte einen

progressiven Verlauf.
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4 Diskussion

Die Rolle von GDF-15 ist bis zum heutigen Wissensstand immer noch stark um-
stritten. Vor allem in der Tumorbiologie gibt es kontroverse Meinungen zu anti-
tumorigener bis pro-tumorigener Wirkung. Folglich ist die Rolle von GDF-15 ins-
besondere in der Onkologie Gegenstand zahlreicher Untersuchungen.
Mittlerweile sind einige Signalwege, die GDF-15 beeinflusst und seit 2017 auch
ein Rezeptor (GFRAL-Rezeptor), an welchen GDF-15 bindet, bekannt. Auch in
Mammakarzinomen konnten schon erhéhte GDF-15-Spiegel hachgewiesen wer-
den, welche sich negativ auf die Prognose auswirkten (Sasahara et al., 2017;
Welsh et al., 2003; Wollmann et al., 2005).

Der Goldstandard fur die Systemtherapie von HER2/neu positiven Mammakarzi-
nomen ist heutzutage eine AntikOrpertherapie mit Trastuzumab und
gegebenenfalls Pertuzumab in Kombination mit einer Chemotherapie. Eine pri-
mare oder erworbene Resistenz gegen Trastuzumab stellt jedoch ein erhebliches
Problem der Behandlung dieser Karzinome dar. Joshi et al. machten unter ande-
rem GDF-15 und die durch das Zytokin vermittelte Phosphorylierung von
HER2/neu fur die Resistenz verantwortlich (Joshi et al., 2011). Mit der durchge-
fuhrten Studie sollte ein Zusammenhang zwischen GDF-15 und dem klinischen
Verlauf von Patienten mit Mammakarzinom unter Anti-HER2/neu-Therapie ge-
zeigt werden. Darlber hinaus sollten erstmals GDF-15-Spiegel beim frihen,
nicht-fernmetastasierten, HER2/neu positiven Mammakarzinom analysiert wer-
den.

In die Studie konnten 22 Patienten eingeschlossen werden, die die Kriterien er-
fullten. Bis zum letzten Zeitpunkt der Nachbeobachtung (Median = 675,5 Tage)
zeigten 21 Patienten einen guten klinischen Verlauf mit kompletter Remission.
Dementsprechend lagen alle gemessenen GDF-15-Spiegel im physiologischen
Bereich (M = 0,33 ng/ml). Zusammenhange zwischen GDF-15 und verschiede-
nen klinischen Variablen konnten gezeigt werden. Als Korrelat fir das
Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie diente der Regressionsgrad nach
Sinn, der aus dem operativ gewonnenem Tumorgewebe bestimmt wurde. In der

untersuchten Kohorte konnte bisher keine signifikante Korrelation zwischen den
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GDF-15-Spiegeln und dem Regressionsgrad hergestellt werden, ein Trend ist je-

doch ersichtlich.

4.1 GDF-15-Spiegel beim Mammakarzinom

In unserer Studie fir Mammakarzinome im frihen Stadium lagen die
GDF-15- Spiegel ausnahmslos im physiologischen Bereich. Im Vergleich mit an-
deren Tumorentitdten scheint GDF-15 bei Mammakarzinomen generell
niedrigere Werte anzunehmen. Dies ist bereits aus einigen Studien erkenntlich
geworden (Arfsten et al., 2019; Wang et al., 2014; Welsh et al., 2003). Verglichen
wurden die Werte mit mehreren haufig vorkommenden soliden Tumoren, zum
Beispiel mit dem Lungenkarzinom, gastrointestinalen Karzinomen oder dem
Prostatakarzinom (Arfsten et al., 2019; Wang et al., 2014; Welsh et al., 2003).
Trotz der eher niedrigen Werte scheint GDF-15 beim Mammakarzinom eine wich-
tige Rolle zu spielen, denn in einer Studie mit nicht-selektierten Behandlungs-
naiven Krebspatienten konnte die héchste Hazard Ratio (HR) fur die Gruppe der
Mammakarzinome (HR = 6,27) im Vergleich zur gesamten Kohorte (HR = 2,08)
festgestellt werden (Arfsten et al., 2019). Verschiedene pathologische Grenz-
werte von GDF-15 bei verschiedenen Tumorentitaten gilt es zu diskutieren.

Weide et al. konnten beispielsweise ab einem GDF-15-Spiegel von 1,5 ng/ml
eine signifikante Verschlechterung der Uberlebenszeit bei Melanom-Patienten
sehen (Weide et al., 2016). Der Median der Kohorte von 761 Patienten lag bei
1,0 ng/ml (Weide et al., 2016). Arfsten et al. hingegen erreichten nur Serumspie-
gel von 0,34 ng/ml im Median bei einer Kohorte (n = 555) von soliden und nicht-
soliden Tumoren (Arfsten et al., 2019). Hervorzuheben ist eine signifikante Diffe-
renz zwischen metastasierten und nicht-metastasierten Stadien (0,44 ng/ml und
0,27 ng/ml) (Arfsten et al., 2019). In einer Studie von Brown et al. konnten erhéhte
GDF-15-Spiegel mit einem Median von 0,783 ng/ml bei 58 Patienten mit kolorek-
talem Karzinom festgestellt werden (Brown et al., 2003). Vor allem im Stadium 1l
(M = 1,403 ng/ml) und IV (M = 1,965 ng/ml) sind diese signifikant zum vorherigen
Stadium angestiegen (Brown et al., 2003). Daraus wird deutlich, dass GDF-15
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vor allem in spéten Stadien signifikant ansteigt. Da bei 19 von 22 der Mammakar-
zinom-Patienten ein TNM-Tumorstadium von T2 oder kleiner vorlag, ware dies
eine logische Erklarung fir wenig hohe Werte in unserer Studie (M = 0,33 ng/ml).
Dies wirde die Hypothese einiger Studien starken, dass GDF-15 zunachst anti-
tumorigen wirkt und in spateren Tumorstadien pro-tumorigene Effekte erzielt
(Eling et al., 2006; Husaini et al., 2012; Mimeault & Batra, 2010; Wang et al.,
2013).

4.2 GDF-15 als pradiktiver Marker

Ein Anliegen dieser Studie war es, GDF-15 als pradiktiven Marker fur das An-
sprechen auf eine Trastuzumab-Therapie zu analysieren. Einen eindeutigen
Zusammenhang zwischen GDF-15 und dem Regressionsgrad nach Sinn konnte
in dieser Pilotstudie noch nicht gezeigt werden (r =-0,426; p = 0,088). Alle in
diese Analyse eingeschlossenen Patienten (n = 17) befanden sich zum Zeitpunkt
der letzten Nachbeobachtung klinisch in kompletter Remission, auch diejenigen
die einen niedrigen Regressionsgrad (geringer Effekt der NACT auf das Tumor-
gewebe) aufwiesen. Die Bestimmung des Regressionsgrads ist abhangig vom
untersuchenden Pathologen. Alle Gewebeproben wurden jedoch im Pathologi-
schem Institut der Universitat Wirzburg analysiert und sollten somit einheitlich
bewertet worden sein. Alternativ zum Regressionsgrad héatte als klinisches Kor-
relat auch das yT-Stadium dienen kdnnen, aber auch mit dieser Variablen konnte
kein signifikanter Zusammenhang hergestellt werden.

Im Gegensatz zu unserer Studie zeigte die Untersuchung an Giberexprimierenden
HER2/neu Zelllinien von Joshi et al. einen signifikanten Zusammenhang von
GDF-15 und dem Ansprechen auf Trastuzumab (Joshi et al., 2011). Es konnte
nachgewiesen werden, dass GDF-15 tber die Phosphorylierung von HER2/neu
die Sensitivitat gegentber Trastuzumab vermindert (Joshi et al., 2011). Diese
Hypothese weiter stitzend, zeigte dieselbe Studie, dass durch das Herunterre-
gulieren von GDF-15 wieder eine erhdhte Sensitivitdt gegentiber Trastuzumab

hergestellt werden konnte (Joshi et al., 2011). Interessanterweise sprachen
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GDF-15 Uberexprimierende Zellen weiterhin auf den Tyrosinkinase-Inhibitor La-
patinib an (Griner et al., 2013). Ware GDF-15 in Zukunft als pradiktiver Marker in
der Brustkrebsdiagnostik denkbar, kbnnte eine Therapieentscheidung zwischen
Trastuzumab und Lapatinib relevant werden. Joshi et al. konnten diese Daten
nur experimentell darlegen, klinische Korrelate lagen bisher nicht vor.

Die untersuchte Kohorte stellt ein kleines Kollektiv mit 22 Patienten dar, allerdings
sollten im Rahmen dieser Pilotstudie zunachst richtungsweisende Erkenntnisse
gewonnen werden. In anderen Studien, wie beispielsweise von Welsh et al., wur-
den auch nur kleine Kollektive (26 Patienten) untersucht, um zunachst
Tendenzen festzustellen, die anschlieBend fir weiterfihrende, gréf3ere Studien
wegweisend genutzt werden konnten (Welsh et al., 2003). Eine gréf3ere Kohorte,
eventuell auch mit einem Anteil an fortgeschrittenen Tumoren, kénnte moglich-
erweise einen signifikanten Zusammenhang der untersuchten Variablen

aufweisen.

4.3 GDF-15 und prognostische Faktoren

Etwas verwunderlich ist die Tatsache, dass die Tumorgrof3e als wichtiger prog-
nostischer Faktor fur das Gesamtiberleben in unserer Studie nicht mit dem
potenziell prognostischen Faktor GDF-15 korrelierte (r = 0,166). Einzeln betrach-
tet wiesen die Patienten im T3/4-Stadium dennoch hohere Werte auf als
Patienten im Tis/T1/T2-Stadium. Allerdings war die Anzahl der Patienten in den
Gruppen sehr unterschiedlich (3 vs. 19) und ist somit nur bedingt beurteilbar.

Ebenso gab es keinen Zusammenhang zwischen dem Nodalstatus und GDF-15
(r =-0,019). Fir beide Faktoren hatte man einen Zusammenhang erwarten kon-
nen, da das TNM-Stadium einen Hinweis flr die Invasivitat des Tumors gibt. In
der Studie von Peake et al. konnte GDF-15 fir epithelial to mesenchymal transi-
tion (EMT) und Invasion bei Mammakarzinomen verantwortlich gemacht werden
(Peake et al., 2017). Beim kolorektalem Karzinom konnte dieser Zusammenhang
ebenfalls gezeigt werden (C. Li et al., 2016). Dennoch konnte auch die Studie
von Peake et al. keine Korrelation von GDF-15 und dem Nodalstatus herstellen

(Peake et al., 2017). Dies wird mit der geringen Anzahl an Patienten mit mehr als
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vier metastasierten Lymphknoten (13 %) begriindet. In unserer Studie wurden in
63,6 % der Patienten befallenen Lymphknoten (N1-N3) gefunden und trotzdem
konnte keine Korrelation hergestellt werden. Bei einer Studie mit Pankreaskarzi-
nomen konnte ebenfalls keine Korrelation zwischen GDF-15 und dem TNM-
Stadium dargestellt werden (Wang et al., 2014). Brown et al. und Li et al. konnten
hingegen bei kolorektalen Karzinomen einen signifikanten Zusammenhang dar-
legen (Brown et al., 2003; C. Li et al., 2016).

Des Weiteren wurde GDF-15 mit dem Proliferationsmarker Ki-67 verglichen. Mit
einem Korrelationskoeffizienten von r = -0,462 war dieser Zusammenhang signi-
fikant (p =0,031). In einer Untersuchung von Kilickap et al. konnte gezeigt
werden, je héher der Ki-67-Wert ist, desto schlechter ist die Prognose und das
Uberleben fiir Patienten mit Mammakarzinom (Kilickap et al., 2014). Denkert et
al. hingegen konnten zeigen, dass bei Mammakarzinom-Patienten, die gut auf
eine NACT ansprachen, ein hoher Ki-67-Wert ein positiver prognostischer Marker
darstellte (Denkert et al., 2013). Genau dieser Fall kénnte auch auf unsere Pilot-
studie zutreffen, da fast alle Patienten gut auf die neoadjuvante Therapie
ansprachen. Dementsprechend wurden bei hohen Ki-67-Werten eher niedrige
GDF-15-Spiegel nachgewiesen. Ein niedriger GDF-15-Spiegel wirde wiederum
fur eine positive Prognose sprechen.

Um eine sichere Aussage von GDF-15 und den prognostischen Faktoren gene-
rell treffen zu kobnnen, misste eine Langzeit-Nachbeobachtungs-Studie von
beispielsweise 10 Jahren an dieser oder einer grof3eren Studie mit ahnlichem

Patientenkollektiv erfolgen.

4.4 GDF-15 und Alter

In unserer Studie konnte eine signifikante Korrelation von GDF-15 mit dem Alter
der Patienten gezeigt werden. Eingeschlossen waren Patienten zwischen 39 und
79 Jahren. Das mittlere Erkrankungsalter fir Brustkrebs in Deutschland liegt bei
etwa 64 Jahren (Zentrum fur Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert Koch Institut,
2019). Die untersuchten Patienten waren im Schnitt circa 10 Jahre jlnger
(M =54,5 Jahre). Je alter die Patienten waren, desto héhere GDF-15-Spiegel
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wurden gemessen. Studien konnten diesen Zusammenhang bei Tumorpatienten
ebenfalls bestéatigen (Arfsten et al.,, 2019; Vila et al., 2011). Eine Studie von
Kempf et al. konnte bei 429 gesunden, élteren Probanden (medianes Alter = 65
Jahre) einen &hnlichen Verlauf sehen (Kempf et al., 2007). Patienten tUber 65
Jahre wiesen etwas hohere GDF-15-Spiegel (0,804 ng/ml) auf als jungere
(0,714 ng/ml) (Kempf et al., 2007). In einer Kohorte mit Diabetes mellitus Typ Il
Patienten konnte ebenfalls eine Korrelation zwischen GDF-15 und dem Alter auf-
zeigt werden (r = 0,418; p = 0,001) (Shin et al., 2016).

Laut einer Studie von Partridge et al. scheint das Alter jedoch weder Einfluss auf
prognostische noch auf pradiktive Faktoren zu nehmen (Partridge et al., 2013).
In einem Zwei-Jahres-Follow-up wurden 3401 Patienten mit HER2/neu positivem
Mammakarzinom des Herceptin Adjuvant Trials untersucht, bei welchem die
Halfte der Patienten fur ein Jahr Trastuzumab erhielt und die andere Halfte nur
beobachtet wurde (Partridge et al., 2013). In keiner Gruppe war das Alter prog-
nostisch fir ein frlhes Rezidiv oder pradiktiv fir das Ansprechen auf eine
Trastuzumab-Therapie signifikant (Partridge et al., 2013). Ob sich jedoch ein Un-
terschied fur ein spateres Rezidiv zeigen wirde, konnte durch die kurze
Nachbeobachtungszeit von 2 Jahren nicht gezeigt werden (Partridge et al.,
2013).

GDF-15 scheint zwar mit dem Alter zu steigen, ob dies jedoch fur die Therapie
oder die Prognose der Patienten entscheidend ist, ist fraglich. Eventuell kann die
Erhohung im Alter damit begrindet werden, dass die Anzahl an Stressfaktoren
im Korper mit dem Alter zunehmen. Diese wiederum kénnen tber die Aktivierung
der Tumorsuppressorgene p53 und early growth response protein-1 (EGR-1) die
GDF-15-Spiegel erhdhen (Baek et al., 2005; P. X. Li et al., 2000; Tan et al., 2000;
Yang et al., 2003).

4.5 GDF-15, BMI und Ostrogenrezeptor

In der Literatur wird Adipositas als Risikofaktor fur die Entstehung von
Mammakarzinomen gelistet (McPherson et al., 2000). In der untersuchten Ko-

horte wurde ein medianer BMI von 26,62 kg/m? erreicht und fallt somit in den
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ubergewichtigen Bereich. Ein signifikanter Zusammenhang mit GDF-15 konnte
zwar nicht hergestellt werden, dennoch ist ein Trend (r = 0,375; p = 0,085) er-
sichtlich. Ebenso wiesen Patienten mit einem Ubergewichtigen BMI einen
hoheren GDF-15-Wert (M = 0,45 ng/ml) auf als normalgewichtige Patienten
(M = 0,31 ng/ml). Mit zunehmendem BMI scheint der GDF-15-Spiegel im Blut zu
steigen. Interessant war die Gruppe mit BMI groRer 30 kg/m?, da sie keinen Abfall
der GDF-15-Spiegel im Verlauf aufwies, so wie es in den anderen Gruppen der
Fall war. Zu beachten ist jedoch, dass nur fiinf Patienten dieser Gruppe angehor-
ten und es sich auch um ein zufélliges Ergebnis handeln kdnnte. Ob diese
Patienten auch einen schlechteren klinischen Verlauf aufweisen, gilt es zu unter-
suchen.

Die Studie von Vila et al. konnte zeigen, dass die GDF-15-Spiegel bei Giberge-
wichtigen Patienten (M = 0,427 ng/ml) im Vergleich zu gesunden Probanden
(M = 0,309 ng/ml) generell hdher liegen (Vila et al., 2011). GDF-15 scheint dem-
nach eine Rolle in Fettgewebe zu spielen. Es wird unter anderem von Adipozyten
sezerniert und spielt eventuell eine Rolle in der Modulation der Fettgewebefunk-
tion (Ding et al., 2009). Griner et al. stellten einen Zusammenhang zwischen der
Sezernierung von GDF-15 aus Adipozyten und der Trastuzumab-Resistenz her
(Griner et al., 2013).

In einer Untersuchung konnte fir die Subgruppe ER-positiv/HER2/neu-positiver
Mammakarzinome Adipositas als prognostischen Faktor fur eine verminderte
komplette Remission nachgewiesen werden, wahrend die Subgruppe ER-nega-
tiv/HER2/neu-positiv eine erhohte komplette Remission aufwies (Warner et al.,
2016). Da Uber 72 % der Patienten der hier vorliegenden Studie ER-posi-
tivVHER2/neu-positiv waren, wirde das primér fir ein schlechteres Ansprechen
pladieren. Dennoch scheint der Grof3teil der Patienten (21/22) einen positiven
klinischen Verlauf zu haben. Dies wiederum ist zu einem Grof3teil auch der friihen
Tumorstadien der Kohorte geschuldet.

Zusatzlich wiesen Peake et al. eine Korrelation zwischen GDF-15 und dem ER-
negativ/HER2/neu-positiven Status in Mammakarzinomen nach (Peake et al.,

2017). Aber auch diese Korrelation trifft auf die untersuchten Patienten nicht zu.
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Es konnte keine Korrelation zwischen GDF-15 und dem ER-Status hergestellt
werden.

Die Funktion von GDF-15 als Ausléser einer Kachexie konnte in der vorliegenden
Studie nicht bestatigt werden (Johnen et al., 2007). Die Studie von Emmerson et
al. wies den GFRAL-Rezeptor in der Area postrema als endogenen Rezeptor fur
GDF-15 nach (Emmerson et al., 2017). DarlUber wird der Appetit gesteuert und
soll durch verminderte Essensaufnahme fur Tumorkachexie verantwortlich sein.
Lediglich eine Patientin verlor im Verlauf von wenigen Monaten 10 kg und fiel auf
einen BMI von 19,70 kg/m2. Passend dazu stieg der GDF-15-Spiegel im Verlauf
von 0,32 ng/ml auf 1,02 ng/ml. Ursachlich fir den Gewichtsverlust und den An-
stieg von GDF-15 kann eine in diesem Zeitraum neudiagnostizierte Sarkoidose
sein, ein Rezidiv wurde mittels Lymphknotenbiopsie ausgeschlossen. Insgesamt
konnte aber bei keinem der Patienten eine Kachexie ausgelost werden, korrelie-
rend dazu fehlten die hohen GDF-15-Spiegel. Ebenso scheint die Kachexie erst
eine Rolle in spaten Tumorstadien zu spielen, wie eine Studie von Lerner et al.
zeigte (Lerner et al., 2016). Die Studie wies eine Korrelation zwischen GDF-15
und Karzinom-assoziiertem Gewichtsverlust bei unheilbaren Lungentumoren,
nicht jedoch bei Pankreastumoren, auf (Lerner et al., 2016). Auch wenn die Ko-
horte der Pankreastumoren mit 66 Patienten (30 %) kleiner war und eventuell
deshalb keine signifikante Korrelation hergestellt werden konnte, gibt dies even-
tuell einen Hinweis darauf, dass die Korrelation zwischen hohen GDF-15-

Spiegeln und Kachexie nicht bei jeder Tumorentitat besteht.

4.6 Limitationen und Ausblick

Obwohl diese Pilotstudie auf einem kleinen Patientenkollektiv basiert, lassen sich
dennoch einige Trends feststellen, die in groReren Kohorten kontrolliert und er-
neut analysiert werden sollten. Einige Limitationen, die unsere Studie aufwies,
sollten dabei bertcksichtigt werden.

Wichtig ware ein einheitlicher Abnahmezeitpunkt der ersten Probe, der aus logis-
tischen Griinden in unserem Kollektiv nicht moéglich war. Alle Proben wurden

zwar vor erster Trastuzumab-Gabe abgenommen, jedoch hatten manche schon
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Chemotherapie erhalten, andere noch nicht. Vorzuschlagen ware beispielsweise
die Entnahme der Probe am Tag der ersten Trastuzumab-Gabe, wenn man spe-
zifisch die pradiktive Wertigkeit von GDF-15 auf eine Antikdrpertherapie prufen
mochte oder der Tag vor Beginn einer systemischen Therapie im Allgemeinen.
Eine Erhéhung von GDF-15 durch verschiedene Medikamente konnte durch
mehrere Studien mittlerweile festgestellt werden, unter anderem durch
Chemotherapeutika (Altena et al., 2015; Baek et al., 2002; Eling et al., 2006).
Diesen Confounder wird man allerdings nicht ausschliel3en kdnnen. Fir den
zweiten Abnahmezeitpunkt wirden wir nach unseren neu gewonnenen Erkennt-
nissen nicht die drei Monate wahlen, sondern den Tag vor der Operation, um ein
direktes Korrelat zum Regressionsgrad nach Sinn aufweisen zu kénnen.

Da die Dauer bis zum Rezidiv beim Mammakarzinom Jahre betragen kann, sollte
ein langeres Follow-up von mindestens funf, besser zehn Jahren, eingeplant wer-
den. Untersuchungen zeigten beim frihen Mammakarzinom eine mediane Dauer
von 38,5 Monaten fur ein lokales Rezidiv und eine Dauer von 64,5 Monaten fur
das Auftreten eines entfernten Rezidivs (Recht et al., 1988).

Auch wenn unsere Ergebnisse noch nicht die erhofften Erkenntnisse beziiglich
hoher GDF-15-Spiegel und dem schlechten Ansprechen der Therapie auf den
Antikoérper Trastuzumab im klinischen Rahmen darlegen konnten, sollte dieses
Ziel dennoch weiterverfolgt werden. Bereits in vielen Studien konnte gezeigt wer-
den, dass GDF-15 eine wichtige Rolle in der Prognose von verschiedenen
Tumoren spielt. Joshi et al. konnten zeigen, dass GDF-15 nicht nur prognostisch
fur HER2/neu positive Mammakarzinome eine Rolle spielt, sondern auch pradik-
tiv fir das Ansprechen auf Trastuzumab (Joshi et al., 2011). Die Erkenntnisse,
die wir aus dieser Pilotstudie gewinnen konnten, missen nun in weiteren Studien
auch klinisch belegt werden. GDF-15 als préadiktiver Marker fur HER2/neu posi-
tive Mammakarzinome konnte die Therapie dieser Subgruppe individualisieren
und dadurch signifikant verbessern. Als eine alternative Therapiemaoglichkeit bei
Resistenzen gegenlber etablierten Therapien wére ein GDF-15-Antikorper denk-

bar.
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5 Zusammenfassung

Dem erst vor etwa 23 Jahren entdeckten Protein GDF-15 wird heutzutage eine
wichtige Rolle in der Tumorentstehung beziehungsweise Tumormetastasierung
zugeschrieben. Bei verschiedenen Tumorentitaten konnte es mittlerweile als
prognostischer oder pradiktiver Marker angefiihrt werden. Auch bei HER2/neu
positiven Mammakarzinomen wurde GDF-15 als Pradiktor fir das Ansprechen
auf eine Trastuzumab-Therapie in einer experimentellen Studie nachgewiesen.
Klinische Studien in diesem Bereich sind bisher noch stark unterrepréasentiert.
Diese Pilotstudie sollte erstmals GDF-15 bei Patienten mit HER2/neu positivem
Mammakarzinom im frihen Stadium im klinischen Verlauf untersuchen. Dazu
wurden 22 Patienten rekrutiert und die GDF-15-Spiegel mittels ELISA vor und
wahrend einer Antikorpertherapie bestimmt. Um GDF-15 als pradiktiven Marker
zu testen, wurde nach neoadjuvanter Therapie und anschlieRender Operation
der Regressionsgrad nach Sinn bewertet. Des Weiteren wurde GDF-15 mit den
Patientencharakteristika korreliert.

In der untersuchten Kohorte wurde ein medianer GDF-15-Spiegel von 0,33 ng/ml
ermittelt. Im Therapieverlauf kam es zu keiner signifikanten Veranderung des
Spiegels. Hohere GDF-15-Spiegel konnten allerdings bei gréf3eren Tumoren und
bei einem hoheren BMI analysiert werden. Ebenfalls konnten wir zeigen, dass
der GDF-15-Spiegel signifikant mit dem Alter steigt. Nicht signifikant, aber von
Bedeutung ist der Zusammenhang zwischen GDF-15 und dem Regressionsgrad
nach Sinn. Die untersuchten Patienten wiesen tendenziell hdhere GDF-15-Werte
bei niedrigem Regressionsgrad auf. Ein schlechteres Ansprechen auf eine Anti-
korpertherapie bei hoheren GDF-15-Spiegeln ist somit anzunehmen.

GDF-15 als pradiktiver Marker in der Tumortherapie sollte weiterverfolgt werden,
sodass in Zukunft flr Patienten mit Therapieresistenz schon frihzeitig alternative
Therapiemoglichkeiten in Betracht gezogen werden koénnen. Mdglicherweise
konnte eine Trastuzumab-Resistenz durch eine GDF-15-Antikorpertherapie

Uberwunden werden.
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6 Anhang

6.1

Patienteninformation

Patienteninformation
Einwilligungserkldrung zur Studienteilnahme

GDF-15

Beobachtungsstudie zur Analyse von GDF-15 Serumspiegeln in

Patienten mit soliden Tumoren
Version 1.0 vom 16.11.2016

Studienleiter:
Prof. Dr. rer. nat. Jérg Wischhusen

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

im Rahmen einer Beobachtungsstudie soll der Serumspiegel von GDF-15, einem Zytokin, in
Patienten mit soliden Tumoren vor und 3 Monate nach Therapiebeginn oder bei Progress der
Erkrankung bestimmt werden. Dieses Zytokin spielt voraussichtlich eine wichtige Rolle in der
Entstehung und Progression von Tumoren. Folgende Studie soll den diagnostischen und
prognostischen Wert des Zytokins als Tumormarker im Verlauf der Therapie analysieren.
Hierfir wird bei lhren reguldr angeordneten Blutabnahmen zu den zwei angegebenen
Zeitpunkten ein zusatzliches Serumréhrchen abgenommen.

Ablauf der Studie:

Da viele Funktionen des Zytokins ,GDF-15" noch unerforscht sind, es jedoch Hinweise gibt,
dass es eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und Progression in soliden Tumoren
spielt, konnte die Erhebung des GDF-15-Serumspiegels im Verlauf der Erkrankung
beziehungsweise der Therapie, eine weitere Erkenntnis des Zytokins liefern.

Wichtig ist naturlich den klinischen Verlauf mit dem Serumspiegel zu vergleichen, d.h. wir
wirden — lhr Einverstandnis vorausgesetzt — lhren behandelnden Arzt tiber lhren klinischen
Zustand befragen und ggf. um Befundiibermittiung bitten.

Vor und 3 Monate nach Therapiebeginn wird bei regularen Kontrolluntersuchungen ein
zusalzliches Serumréhrchen, zur Analyse von GDF-15, abgenommen. Ansonsten werden
keine weiteren Untersuchungen benétigt.

Wo liegt der mogliche persénliche Nutzen?

Fir Sie als Patient liegt in der Teilnahme an der Beobachtungstudie kein spezieller
personlicher Nutzen.

Wenngleich die Studie aus rein wissenschaftlichem, nicht aus kommerziellem Interesse
durchgefiihrt wird, so kénnten doch die Ergebnisse einen kommerziellen Wert haben und eine
wirtschaftliche Nutzung nicht ausgeschlossen sein. Ein Eigentumsrecht an den Ergebnissen
haben Sie als Einzelperson nicht.

Version1_ICF_16_11_16
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WIE WIRD DIE VERTRAULICHKEIT GEWAHRLEISTET? - DATENVERARBEITUNG UND DATENSCHUTZ

Alle im Rahmen dieser Studie erhobenen personenbezogenen Daten werden entsprechend
der arztlichen Schweigepflicht und den gesetzlichen Bestimmungen vertraulich behandelt. Die
Weitergabe der Daten und ihre wissenschaftliche Auswertung erfolgen pseudonymisiert, d. h.
ihr Name wird dazu durch eine Kenn-Nummer ersetzt, die ohne den entsprechenden Code,
der nur den an dieser Studie beteiligten Arzten vorliegt, nicht entschliisselt werden kann.
Gewonnene Daten werden zur Durchfihrung der wissenschaftlichen Analysen maximal 15
Jahre aufbewahrt und nicht an Dritte aullerhalb der beteiligten Kliniken, insbesondere auch
nicht zu kommerziellen Zwecken, weitergegeben. Die Ergebnisse der Studie werden in Form
wissenschaftlicher Artikel in anonymisierter Form veré&ffentlicht.

Einwilligungserkldrung, Freiwilligkeit und Abbruch der Teilnahme

Ilhre Teilnahme an dieser Studie ist vollkommen freiwillig. Falls Sie sich fir die Teilnahme an
dieser Studie entscheiden, werden Sie gebeten, eine Einwilligungserkldrung zu
unterschreiben. Sie kénnen jederzeit ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile von der
Studie zuriicktreten. Dies beeinflusst in keiner Weise die weitere Betreuung in unserer Klinik.
Falls Sie sich entscheiden, lhre Teilnahme an der Studie zu beenden, versténdigen Sie bitte
Ilhren Studienarzt/-arztin. Im Zuge ihres Widerrufs haben Sie auch das Recht, die Verarbeitung
Ihrer personenbezogenen Daten zu stoppen; dieses wird dann umgehend erfolgen. Bereits
erhobene wissenschaftliche Analysedaten koénnen aber weiter zu Forschungszwecken
verwendet werden, allerdings nur in pseudononymisierter Form (d.h. ohne Bezugsmdéglichkeit
zu lhrer Person).

Weitere Informationen

Sollten Sie weitere Fragen zum Studienablauf und den mit der Studienteilnahme verbundenen
Risiken oder zu lhren Rechten als Studienteilnehmer haben, wenden Sie sich bitte an Ihren
betreuenden Arzt:

Prof. Dr. rer. nat. J6rg Wischhusen
Kontakt: 0931/ 201 25291

Lassen Sie sich ausreichend Zeit fir lhre Entscheidung zur Teilnahme an der Studie und
stellen Sie alle Fragen, die fir lhr Verstandnis wichtig sind.

Wir hoffen, durch unsere Aufklarung lhr Verstandnis fur die Notwendigkeit zur Durchfiihrung
dieser Studie gefunden zu haben und bedanken uns fiir lhre Kooperation.

Version1_ICF_16_11_16
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6.2

Einwilligungserklarung

Universitatsklinikum Wurzburg U

Anstalt des offentlichen Rechts \’_)/

Einwilligungserkldarung zur Studienteilnahme

GDF-15

Beobachtungsstudie zur Analyse von GDF-15 Serumspiegeln in

Patienten mit soliden Tumoren
Version 1.0 vom 16.11.2016

Studienleiter:
Prof. Dr. rer. nat. Jérg Wischhusen

i’n‘.ifﬁrzte: Prof. Dr. rer. nat. J6rg Wischhusen
Kontakt: wischhusen_j@ukw.de; 0931 201 25291

(Original fir den/die Studienteilnehmerfin, Kopie fir die Krankenakte)

Patientfin:

(Name, Yormame)

Geb.-Datum:

Adresse:

Priifarzt/Prifarztin:

Ich bin durch den behandelnden Arztidie behandelnde Arztin iiber Ziel, Wesen, Bedeutung und
Tragweite der Studie aufgeklart worden und hatte Gelegenheit, solange Fragen zu stellen, bis ich alle
Punkte verstanden habe. Die von mir gesteliten Fragen wurden beantwortet. Aullerdem habe ich die
vorangehende schriftliche Patienteninformation erhalten und gelesen. Ich hatte geniigend Zeit, um meine
Entscheidung zur Teilnahme an dieser Studie frei zu treffen.

Ich bin einverstanden, an dieser Studie teilzunehmen.

Ich weift, dass meine Teilnahme an der Studie vollkommen freiwillig ist und ich diese
Einverstandniserkldrung jederzeit und ohne Angabe von Grinden widerrufen kann, ohne dass mir
hieraus Nachteile entstehen. Sollte ich die Studie abbrechen, werde ich dies dem behandelnden Arzt
mitteilen.

O Ich bin damit einverstanden, dass meine Daten im Zusammenhang mit dieser Untersuchung
gespeichert, verarbeitet und in pseudonymisierter Form an die an der Durchfihrung und Auswertung
dieser Studie beteiligten Personen weitergegeben werden darf. Dabei werden die Bestimmungen des
geltenden Datenschutzes und die arztliche Schweigepflicht eingehalten. Ich bin Uber die Maglichkeit,
dass autorisierte Personen von Seiten zustdndiger Behérden unter Wahrung der Vertraulichkeit falls
erforderlich in Originalbefunde Einsicht nehmen kénnen, informiert worden und erkldre mich damit
einverstanden. Entsprechend der gesetzlichen Bestimmungen kann eine Weitergabe der im Rahmen
der Studie erfolgenden Aufzeichnung von Krankheitsdaten zur Uberpriifung an die zustindigen
Behérden erfolgen. Das zugehérige Kapitel “Datenverarbeitung und Datenschutz® der

Version 1.0 vom 16.11.2016
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Patienteninformation zu dieser Studie habe ich gelesen und stimme dem beschriebenen Vorgehen
zu.

Eine Kopie dieser Einverstandniserkldrung habe ich erhalten.

Datumn - vomn Studienteilnehmer einzutragen Unterschrift des/der Studienteilnehmerfin

Der Patient/die Patientin wurde von mir Gber Ziel, Wesen, Bedeutung, Tragweite sowie etwaige Risiken
der Studie aufgeklart.

Datum Unterschrift des Prifarztes / der Priifarztin

Version 1.0 vom 16.11.2016
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6.3

TNM-Klassifikation

Tabelle 14: TNM Klassifikation der Mammakarzinome

X
TO
Tis
T1
T2
T3
T4

NX
NO
N1

N2

N3

MO
M1

Primartumor kann nicht beurteilt werden

Kein Anhalt fur Prim&rtumor

Carcinoma in situ (DCIS, LCIS, Paget)

Tumor 2 cm oder weniger in gréter Ausdehnung

Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 5 cm in gro3ter Ausdehnung
Tumor mehr als 5 cm in gré3ter Ausdehnung

Tumor jeder GrofRe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut (inkl. In-
flammatorisches Karzinom)

Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

Metastase(n) in beweglichen ipsilateralen axillaren Lymphknoten der Level | und
Il

Metastase(n) in ipsilateralen axillaren Lymphknoten der Level | und Il, untereinan-
der oder an andere Strukturen fixiert oder in klinisch erkennbaren ipsilateralen
Lymphknoten entlang der A. mammaria interna in Abwesenheit klinisch erkenn-
barer axillarer Lymphknotenmetastasen

Metastase(n) in ipsilateralen infraklavikularen Lymphknoten (Level IIl) mit oder
ohne Beteiligung der axillaren Lymphknoten des Level | und Il oder in klinisch
erkennbaren ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna in An-
wesenheit klinisch erkennbarer axillarer Lymphknotenmetastasen des Level | und
Il oder Metastase(n) in ipsilateralen supraklavikuldaren Lymphknoten mit oder ohne
Beteiligung der axillaren Lymphknoten oder der Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

Quelle: maodifiziert nach (van Eycken, 2020)
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6.4 Regressionsgrad nach Sinn

Tabelle 15: Regressionsgrad nach Sinn

Regressionsgrad Definition
0 kein Effekt
1 vermehrte Tumorsklerose mit herdférmiger resorptiver Entziindung

und/oder deutliche zytopathische Effekte

2 weitgehende Tumorsklerose mit nur fokal noch nachzuweisendem,
evtl. auch multifokalem, minimalem invasivem Resttumor (< 0,5 cm),
haufig ausgedehnte intraduktale Tumorausbreitung

3 kein invasiver Resttumor

4 kein Resttumor

Quelle: (Sinn et al., 1994), mit freundlicher Genehmigung © Georg Thieme Verlag KG.
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