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1. Zusammenfassung

Brustkrebs ist die häufigste Tumorerkrankung der Frau, welche aufgrund bestehender Therapien re-

lativ gut behandelbar ist. Allerdings gibt es Subgruppen, für die dies nicht zutrifft. Es handelt sich

u.a. um junge bzw. Patientinnen, bei denen Hirnmetastasen vorliegen. Eine mögliche Verbindung

beider Patientinnengruppen könnte eine erhöhte genomische Instabilität sein, die zu einem frühen

Auftreten bzw. zu einer besonders aggressiven Ausprägung der Erkrankung führen könnte. Ursache

für eine erhöhte genomische Instabilität können Fehler in der DNA Replikation sein, die zu einer

verstärkten und frühzeitigen Akkumulation von Mutationen führen könnten. Ziel dieser Arbeit war

es, zu überprüfen, ob DNA Replikationsstress in primären Zellen einen möglichen Indikator für eine

erhöhte genomische Instabilität bei jungen und hirnmetastasierten Brustkrebspatientinnen darstellt

und ob sich dieser über eine verstärkte Initiierung der DNA Replikation quantifizieren lässt.  Zur

Überprüfung dieser Hypothese wurden drei Patientinnenkollektive ausgewählt:

100 junge Brustkrebspatientinnen im Alter unter 45 Jahren (Early Onset Breast Cancer = EOBC), 22

Brustkrebspatientinnen mit zerebral metastasiertem Brustkrebs (Brain Metastases = BM) und 100

über 60 jährige Brustkrebspatientinnen. Methodisch wurde mittels DNA Fiber Assay die DNA Repli-

kation räumlich und zeitlich visualisiert und quantitative Informationen über den DNA-Replikations-

fortschritt gewonnen. Verwendet wurden zur Teilung angeregte primäre Lymphozyten aus frischen,

peripheren Blutproben.

Besonders in der Gruppe hirnmetastasierter Brustkrebspatientinnen kann die Arbeitshypothese be-

stätigt werden. Mithilfe des hochspezifischen DNA Fiber Assays fiel die Wahl der Methode auf das

adäquate Instrument, um eine genomische Instabilität sowohl über die Replikationsprogression (be-

stimmt über die Elongationsrate in kb/min) und das Verhältnis der Elongation in Kilobasen während

der IdU Markierungsphase zur CldU Markierungsphase (I/C Ratio), als auch über die Initiierungen

von Replikationsursprüngen und hier in besonderem Maße über die Initiierung von Replikationsur-

sprüngen 1. Ordnung abzubilden.

In der Gruppe junger Brustkrebspatientinnen lässt sich ebenfalls eine genomische Instabilität über

signifikant vermehrte Initiierungen von Replikationsursprüngen darstellen. Auch hier zeichnen sich

speziell die Initiierungen der Replikationsursprünge 1. Ordnung als wichtigster Parameter zur Erfas-

sung einer genomischen Instabilität aus. Die Parameter Replikationsprogression und I/C Ratio er-

brachten in der jungen Patientengruppe hingegen keine Hinweise auf eine genomische Instabilität.
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Zusammenfassend zeigte sich, dass besonders die Initiierungen von Replikationsursprüngen 1. Ord-

nung für beide Gruppen signifikante Parameter darstellen, um die genomische Instabilität mittels

DNA Fiber Assay zu quantifizieren.  Die Hypothese, dass eine verstärkte Initiierung der DNA Replika-

tion zu einer erhöhten genomischen Instabilität in jungen und hirnmetastasierten Brustkrebspatien-

tinnen führt, wird mit der hier vorgestellten Arbeit bestätigt. Die verstärkte Initiierung von Replikati-

onsursprüngen könnte zukünftig als  Parameter dazu beitragen,  gezielt  junge Frauen mit  hohem

Brustkrebsrisiko zu identifizieren und Biomarker, die das Risiko der Entwicklung von Hirnmetastasen

abschätzen lassen, zu entwickeln. 

2. Summary

 

Breast cancer is the most common tumor disease in women, which is relatively easy to treat due to

existing therapies. However, there are subgroups for which this is not true. These are, among oth-

ers,  young patients or  patients with brain  metastases.  A possible  connection between the two

groups of patients could be an increased genomic instability, which could lead to an early onset or a

particularly aggressive development of the disease. Increased genomic instability could be caused

by errors in DNA replication, which could lead to an increased and early accumulation of mutations.

The aim of this work was to investigate whether DNA replication stress in primary cells is a possible

indicator of increased genomic instability in young and brain-metastatic breast cancer patients and

whether this can be quantified by increased initiation of DNA replication. To test this hypothesis,

three  patient  collectives  were  selected:

100 young breast cancer patients under 45 years of age (Early Onset Breast Cancer = EOBC), 22

breast cancer patients with cerebral  metastatic breast cancer (Brain Metastases = BM) and 100

breast cancer patients over 60 years of age. The DNA Fiber Assay was used to visualize DNA replica-

tion in space and time and to obtain quantitative information on the progress of DNA replication.

Primary lymphocytes from fresh, peripheral blood samples were used to stimulate the division of

DNA.

Especially in the group of brain metastasized breast cancer patients the working hypothesis can be

confirmed. Using the highly specific DNA Fiber Assay, the method was chosen to map genomic in-

stability both via replication progression (determined via the elongation rate in kb/min) and the ra-

tio of elongation in kilobases during the IdU labeling phase to the CldU labeling phase (I/C ratio), as
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well as via the initiation of replication origins and here in particular via the initiation of 1st order

replication  origins.

In the group of young breast cancer patients, genomic instability can also be shown by significantly

increased initiation of replication origins. Here, too, the initiation of first-order origins of replication

is the most important parameter for detecting genomic instability. However, the parameters replica-

tion progression and I/C ratio did not show any evidence of genomic instability in the young patient

group.

In summary, it was shown that especially the initiation of 1st order replication origins are significant

parameters for both groups to quantify genomic instability by DNA Fiber Assay.  The hypothesis that

increased initiation of DNA replication leads to increased genomic instability in young and brain

metastatic breast cancer patients is confirmed by the work presented here. The increased initiation

of replication origins could in the future contribute as a parameter to specifically identify young

women with a high risk of breast cancer and to develop biomarkers to assess the risk of developing

brain metastases. 
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3. Einleitung

3.1. Brustkrebs

3.1.1. Allgemeines

Jede achte Frau in Deutschland erkrankt im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs1.
Das Mammographie-Screening Programm, das im Sinne einer Sekundärprävention einen Brustkrebs

in früheren Stadien diagnostiziert, wird in Deutschland für Frauen zwischen 50 und 69 Jahren emp-

fohlen. Jedoch sind knapp 15 % der Frauen bei Diagnosestellung jünger als 50 Jahre2 und es zeich-

net sich ab, dass sich die Krebserkrankung bei jungen Patientinnen von der Erkrankung der älteren

Patientinnen hinsichtlich, Ätiologie, Tumorbiologie, und Prognose unterscheidet3. Es bedarf neuer

effektiver Strategien risikobasiert zu screenen4, um auch die potentiellen jungen Patientinnen in ein

intensiviertes Früherkennungsprogramm einschließen zu können.

3.1.2. Epidemiologie

Während jede achte Frau in Deutschland im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs erkrankt, sind  Männer

mit einem Lebenszeitrisiko von lediglich 0,1% deutlich seltener betroffen und werden aus diesem

Grund nicht weiter in dieser Arbeit thematisiert. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei ca. 64 Jah-

ren2. 

Risikofaktoren sind neben einem westlichen Lebensstil, Übergewicht, dichtem Brustgewebe und fa-

miliärer Prädisposition vor allem das Alter, sodass in Hinblick auf unsere Gesellschaft von einer stei -

genden Inzidenz auszugehen ist5.   Weltweit ist Brustkrebs die häufigste Krebserkrankung (24,2 %)

und auch die häufigste Todesursache (15,0 %) bei Frauen, gefolgt von Lungenkrebs (13,8% ) und

Darmkrebs (9,5 %)6 . Fortschritte in der systemischen Therapie haben zu einer deutlichen Abnahme

der Sterblichkeitsrate geführt7,8. Abhängig von Tumorstadium und tumorbiologischen Eigenschaften

variiert die Mortalität. 
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3.1.3. Diagnostik und Stadieneinteilung

Ergibt die klinische Brustuntersuchung einen auffälligen Befund, wird die Diagnostik durch geeigne-

te bildgebende Verfahren wie Mammografie und Sonografie, und ggf. eine histologische Untersu-

chung komplettiert.  Eine Ausbreitungsdiagnostik wird bei neu diagnostiziertem Brustkrebs ab UICC-

Stadium II mit vorliegenden Risikofaktoren oder bestehendem Verdacht auf eine Metastasierung

durchgeführt. Es besteht aus bildgebenden Verfahren zur Beurteilung von Lunge, Leber, Knochen

und somit meist aus einer Computertomografie des Thorax und Abdomens, und einer Skelettszinti-

grafie5.

Je nach Ausbreitung des Brustkrebses spricht man von verschiedenen Stadien. Zur Stadieneintei-

lung wird die TNM-Klassifikation (englisch: tumor, node, metastasis ) herangezogen.

Die Größe und lokale Ausdehnung des Primärtumors wird mit „T“, das Fehlen oder Vorhandensein

von örtlich oder benachbarten (regionären) Lymphknotenmetastasen wird mit „N“ beschrieben.

„M“ gibt Auskunft über das Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen.
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Primärtumor Lymphknotenbefall Fernmetastasierung Stadium
Tis N0 (keine) M0 0
T1mic N0 M0 I
T1a (1 – 5 mm) N0 M0
T1b (6 – 10 mm) N0 M0
T1c (11 – 20 mm) N0 M0
T0, T1mic, T1 N1 (1-3 LK in der Axilla und/

oder der ipsilateralen Mam-
maria-Interna-Region)

M0 IIA

T2 (21- 50 mm) N0 M0
T2 N1 M0 IIB
T3 (≥51 mm) N0 M0
T0, T1mic, T1, T2 N2 (4-9 LK in der Axilla) M0 IIIA
T3 N1 M0
T4 (Infiltration von Brustwand 
und/oder Haut, und/oder ipsila-
terale Satellitenmetastasen 
und/oder inflammatorisches 
Mammakarzinom)

N0 – 2 M0 IIIB

jedes T N3 (≥10 befallene Lymphkno-
ten in der Axilla und/oder Be-
fall infra- oder supraklavikulä-
rer Lymphknoten)

M0 IIIC

jedes T jedes N M1 (außerhalb von 
Brust und benachbar-
ten Lymphknotenregi-
onen

IV

Tabelle 1: Anatomische Stadieneinteilung für Brustkrebs nach UICC. UICC: Union internationale 
contre le cancer; Tis: Tumor in situ, noch nicht ins umliegende Gewebe eingedrungen; T1mic: Tu-
mor mit Mikroinvasion von 0,1cm oder weniger9. 

3.1.4. Histologische Klassifikation und prognostische Faktoren

3.1.4.1 Histologisches Grading

Das Grading von malignen Brusttumoren trifft eine Aussage zum Malignitätsgrad des Tumors und

erfolgt nach Elston und Ellis10.  Die histo-und zytologischen Kriterien, die semiquantitativ beurteilt

werden, sind Tubulusbildung, Kernpleomorphie und Mitoserate5. Sie bilden einen Score, der folgen-

de Unterteilung ermöglicht: G1 (gut differenziert), G2 (mäßig differenziert), G3 (schlecht differen-

ziert). Mit Hilfe des Gradings lässt sich in Zusammenschau mit der Tumorgröße und dem Lymphkno-

tenstatus  der  Nottingham-Prognose-Index  bestimmen,  der  als  prognostisch  sehr  aussagekräftig

gilt11.
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3.1.4.2 Hormonrezeptorstatus

Immunhistochemisch  können  Hormonrezeptoren  für  Östrogen  (ER)  und  Progesteron  (PgR)  auf

Brustkrebstumoren nachgewiesen werden. Der Hormonrezeptorstatus gilt als positiv, wenn mindes-

tens 1% positive Tumorzellkerne vorliegen. Bei Positivität ist eine medikamentöse Hormontherapie,

wie z.B. mit Tamoxifen als selektiven Östrogenrezeptormodulator möglich5. 

3.1.4.3 Her2-Rezeptorstatus

Eine Überexpression des Onkogens Her2 (human epidermal growth factor receptor-2) korreliert mit

einer schlechteren Prognose in unbehandelten Patientinnen. Her2 fungiert allerdings auch als medi-

kamentöses Target des monoklonalen Antikörpers Trastuzumab, unter dessen Behandlung es zu ei-

ner deutlichen Verbesserung der Prognose von Patientinnen mit Her2-positiven Tumoren kam12. 

3.1.4.4 Ki-67

Ki-67 ist ein prognostischer Marker, der immunhistochemisch nachgewiesen wird. Er gilt als unab-

hängiger Marker für das Gesamtüberleben von Brustkrebspatientinnen. Eine Metaanalyse von  Pe-

11
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trelli et al. zeigte, dass Patientinnen, deren Tumor eine hohe Ki-67 Positivität zeigte, eine signifikant

schlechtere Prognose aufwiesen, als Frauen mit Ki-67-niedrigexprimierenden Tumoren13. Der Ki-67-

Proliferationsindex liegt bei Patientinnen mit mit genetischer Disposition in der Regel über 30%. Bei

einer Ki-67-Positivität >/= 25% kann von einem erhöhten Risiko ausgegangen werden5.

3.1.4.5 Intrinsische Subtypen

Je nach Genexpressionsprofil, lassen sich vier  molekulare Subtypen beim Brustkrebs unterscheiden,

die in Hinblick auf den zu erwartenden klinischen Verlauf und das Therapieansprechen relevant

sind14:

• Luminal A: ER- und / oder PgR-positiv und HER2-negativ und Ki-67niedrig

• Luminal B:

◦ HER2-negativ: ER- und / oder PgR-positiv und HER2-negativ und Ki-67hoch

◦ HER2-positiv: ER- und / oder PgR-positiv und HER2-positiv und Ki-67hoch oder niedrig

• HER2-positiv: ER- und PgR-negativ und HER2-positiv

• Triple negativ: ER-, PgR- und HER2-negativ. 

Patientinnen mit Triple negative Tumoren zeigen das schlechteste Überleben. Sie kommen gehäuft

bei jungen Brustkrebspatientinnen vor, und neigen am meisten zur Hirnmetastasierung 3,15. 

3.1.5. Therapie

Die Therapie des Mammakarzinoms ist stadienabhängig und erfolgt in Deutschland nach erfolgter

Vorstellung in einer interdisziplinären Tumorkonferenz. Handelt es sich um eine nicht fortgeschritte-

ne Erkrankung wird die operative Therapie mit Entfernung des Tumors in sano (R0) meist bruster-

haltend angestrebt. Nach brusterhaltender operativer Therapie muss die Bestrahlung des betroffe-

nen Gebiets erfolgen. Je nach Tumorausdehnung, vorhandenem Brustgewebe und Wunsch der Pati-

entin kann die operative Therapie auch im Sinne einer Mastektomie durchgeführt werden, ggf. mit

primärer oder sekundärer Rekonstruktion. Bei palpatorisch und sonografisch unauffälligem Lymph-

knotenstatus wird empfohlen, eine Sentinellymphonedektomie (SNLE) durchzuführen. Klinisch auf-

fällige Lymphknoten werden intraoperativ mitentfernt. Bei höheren Tumorstadien ohne geplante

adjuvante Radiotherapie wird zur Axillendissektion geraten5. Wenn nicht zuvor schon in Form einer
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neoadjuvanten  Chemotherapie  therapiert  wurde,  folgt  bei  positivem  Nodalstatus,  G3-Tumoren,

HER2 positiven, Östrogen- und Progesteron negativen Tumoren, sowie bei jungen Patientinnen un-

ter 35 Jahren eine adjuvante Chemotherapie. Üblicherweise verwendete Substanzen sind hier An-

thracycline gefolgt von einem Taxan5. 

Ist das Brustkrebsgewebe Östrogen- und oder Progesteronrezeptor positiv, sollte nach Abschluss

der Chemotherapie eine endokrine Therapie mittels Tamoxifen und (bei prämenopausalen Patien-

tinnen mit Risikoprofil unter Ovarialsuppression) Aromatasehemmer durchgeführt werden. Diese

reduzieren signifikant die Rezidivwahrscheinlichkeit um ca. 40%5.

Ein neuerer Therapiepfad bildet die Antikörpertherapie, die bei HER2 positiven Tumoren über ein

Jahr mittels Trastuzumab erfolgen soll. 

Für Brustkrebserkrankungen im fortgeschrittenem Stadium drängen zahlreiche Immunmodulatoren,

sogenannte Checkpointinhibitoren in Form von Antikörpern auf den Markt. Zu nennen ist hier ins-

besondere Atezolizumab, ein monoklonaler Antikörper, der auf das Membranprotein PD-L1 (Pro-

grammed cell death 1 ligand1) abzielt. Dieses bindet an den Rezeptor PD-1, der unter anderem von

einigen Brustkrebstumoren ausgebildet wird. Die Bindung führt vereinfacht beschrieben zur Inakti-

vierung von Effektor-T-Zellen und somit zur Hemmung der Immunantwort, sodass das Tumorwachs-

tum erleichtert wird. Atezolizumab wirkt diesem Hemmsignal über eine Blockade von PD-L1 entge-

gen. Der Tumor wird für das Immunsystem wieder angreifbar16.

3.2. Besondere Subgruppe: junge Brustkrebspatientinnen

3.2.1. Relevanz der Subgruppe

Eine besondere Subgruppe bilden junge Brustkrebspatientinnen (Early onset of Breast Cancer =

EOBC). Je nach betrachteter Studie,  werden junge Brustkrebspatientinnen dieser Gruppe über die

Erstmanifestation eines Brustkrebses bis zu einer bestimmten Altersgrenze definiert.  Je nach Studie

wird diese zwischen 35 und 45 Jahren festgelegt. In den USA machen junge Brustkrebspatientinnen

< 40 Jahren einen Anteil von 5,6 % aller Brustkrebspatientinnen aus3. Eine besondere Herausforde-

rung stellt diese Gruppe unter sozialmedizinischer Betrachtungsweise dar; denn in der Gesellschaft

tragen diese Frauen eine völlig andere Rolle in der Familie und im Arbeitsleben als ältere Brust-

13



krebspatientinnen. Es handelt sich aber auch deswegen um eine besondere Subgruppe, weil sie bis -

her keinem Screeningprogramm der Früherkennung zugeführt wird. Junge Frauen mit Brustkrebs-

manifestation zeigen häufiger als ältere Frauen fortgeschrittene Erkrankungsstadien bei Diagnose-

stellung3. Darüber hinaus zeigen sie andere Risikofaktoren, histologische Profile mit aggressiveren

Tumoren und ein signifikant schlechteres Überleben, sodass es von besonderem Interesse ist, Tu-

morgenese und -biologie dieser Subgruppe weiter zu untersuchen.   

3.2.2. Epidemiologie des EOBC

In der dritten und vierten Lebensdekade steigt das Risiko bei EOBC Patientinnen rasant an. Von allen

Krebsarten bei Frauen macht der Brustkrebs 2 % im Alter von 20 Jahren und bereits 40 % im Alter

von 40 Jahren aus17. Die Inzidenz ist in Industrie- und weniger entwickelten Ländern gleich18 und un-

ter europäischen Frauen von 1980 bis 2008 leicht zunehmend mit ca.  1,2 % pro Jahr19. Die Risiko-

faktoren für ein EOBC unterscheiden sich teilweise von denen einer sporadischen Brustkrebserkran-

kung und sind häufig nicht beeinflussbar. So zum Beispiel ein schlanker Ernährungszustand18, anovu-

latorische Infertilität20, eine hohe mammografische Dichte der Brust, oder die ethnische Zugehörig-

keit. Junge Afroamerikanerinnen unter 35 J. haben eine höhere Brustkrebsinzidenz und eine drei-

fach erhöhte Mortalität im Vergleich zu jungen weißen Frauen3,21. Zu den Risikofaktoren gehören

weiter die Einnahme oraler Kontrazeptiva, wobei sich das Risiko 10 Jahre nach Absetzen der oralen

Kontrazeptiva wieder normalisiert18. Bei älteren Patientinnen wirken Geburten protektiv für die Ent-

wicklung einer Brustkrebserkrankung. Bei jüngeren scheint im Gegenteil das Risiko nach einer Ge-

burt transient erhöht zu sein. Dabei steigt die Inzidenz bei Erstgebärenden, die älter als 30 Jahre alt

sind22.  Ein weiterer, nicht modifizierbarer Risikofaktor ist die genetische Prädisposition, auf die wei-

ter unten genauer eingegangen wird.

3.2.3. Diagnostik bei EOBC

Frauen mit genetischem Risiko erkranken häufig früher an Brustkrebs und werden durch das gängi-

ge Früherkennungssystem nicht erfasst. In Deutschland wurde ein Brustkrebsscreening zur Sekun-

därprävention implementiert, das Frauen zwischen dem 50. und 69. Lebensjahr die Durchführung
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einer  jährlichen Mammographie  empfiehlt.  Nach der  deutschen S3-Leitlinie  für  Früherkennung,

Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms ist  die Mammografie die wirksamste

Methode, um die Mortalität bei Brustkrebs zu reduzieren. Dieser Effekt wurde auch bei Frauen zwi-

schen dem 40. und 49. Lebensjahr in geringerem Ausmaß gesehen, jedoch ist hier die Wahrschein-

lichkeit für falsch positive und falsch negative Befunde größer, sodass ein regelmäßiges Screening in

den Leitlinien nur nach Risikoabwägung empfohlen wird. Eine Risikostratifizierung kann nach fol-

genden Kriterien durchgeführt werden: 

Wird einer der obigen Punkte bejaht, wird die Durchführung einer genetischen Testung empfohlen.

Ein mögliches Genpanel berücksichtigt die bekannten Risikogene für den erblichen Brustkrebs, Eier-

stockkrebs  und  den  Gebärmutterschleimhautkrebs  (ATM,  BRCA1,  BRCA2,  BARD1,  BLM,  BRIP1,

CDH1, CHEK2,  PALB2,  PMS2,  FAM175A, FANCC/‐M, RAD51B/‐C/-D, TP53,  PTEN,  STK11,  NF1 und

CDH1 )23. Liegt ein genetisches Risiko bei einer Frau vor, wird der Einschluss in ein intensiviertes Frü-

herkennungsprogramm empfohlen. Hier erfolgen neben regelmäßiger Tast- und Brustultraschallun-

tersuchungen auch die jährliche Untersuchung mittels Magnetresonanztomografie5. 
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Tabelle 3: Abschätzung des Erkrankungsrisikos für hereditären Brustkrebs5



3.2.4. Prognose bei EOBC

Aufgrund des fehlenden systematischen Screenings jüngerer Frauen ist es nicht verwunderlich, dass

EOBC-Patientinnen häufiger als ältere Patientinnen ein fortgeschrittenes Tumorstadium zum Dia-

gnosezeitpunkt haben. Zwei von drei 25-29 jährige haben ein UICC Stadium II-III. Bei Frauen über 40

Jahren sind es nur geringfügig mehr als eine von drei24. Junge Brustkrebspatientinnen haben häufi-

ger aggressivere, Triple negative Tumoren, häufiger HER2 positive Tumoren und insgesamt ein bis zu

9-fach erhöhtes Rezidivrisiko25–27. In einer prospektiven Studie von Anders et al. mit 200 EOBC- und

200 älteren Brustkrebspatientinnen konnte gezeigt werden, dass die junge Gruppe gegenüber der

älteren ein deutlich kürzeres rezidivfreies Überleben hatte. Das niedrigste rezidivfreie Überleben

zeigte die jüngste Patientengruppe27. 
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Abbildung 1: Rezidivfreies Überleben nach Alter. Kaplan-Meier-Kurve zum 
rezidivfreien Überleben (Disease-Fee Survival) in Monaten, aufgeschlüsselt
nach Altersgruppen ( ≤ 45J .versus ≥ 65J.) bei Frauen mit Brustkrebs27
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Abbildung 2: Rezidivfreies Überleben (Disease-Fee Sur-
vival)  nach Alter. (A) Kaplan-Meier-Kurve zum rezidiv-
freien Überleben in Monaten, aufgeschlüsselt nach Al-
tersgruppen ( < 40J .versus  40 - 45J.) bei Frauen mit 
Brustkrebs.(B) Kaplan-Meier-Kurve zum rezidivfreien 
Überleben in Monaten, aufgeschlüsselt nach Altersgrup-
pen unter 40 Jarhen in 5 Jahres Intervallen versus  der 
Altersgruppe 40 - 45J. bei Frauen mit Brustkrebs25



Bekannt ist auch ein erhöhtes Risiko für eine kontralaterale Brustkrebsmanifestation18. Das Outco-

me junger Brustkrebspatientinnen ist insgesamt schlechter und in vielen Studien ist das Alter der

Patientin ein Risikofaktor für eine erhöhte Mortalität25.  Nach Daten von Johnson et al. zeigt sich bei

EOBC-Patientinnen in den USA  das Verhältnis von Alter zu Mortalität sogar umgekehrt proportio-

nal, folglich haben die jüngsten Patientinnen die höchsten Mortalitätsraten3. 

3.2.5. Risikogene

Etwa 30 % der Brustkrebspatientinnen zeigen eine einschlägige positive Familienanamnese (nach

Tabelle 3). Es gibt eine Reihe von Genen, die mit einem erhöhten Risiko Brustkrebs zu entwickeln

assoziiert sind. Die bekanntesten Mutationen betreffen die DNA-Reparaturgene BRCA1 und BRCA2.

Diese betreffen ca.  25 % der Patientinnen mit einschlägiger positiver Familienanamnese5. Sie zeigen

eine hohe Penetranz zur Entwicklung von Brust- oder Eierstockkrebs. Das Risiko, bis zum 71. Le-

bensjahr einen Brustkrebs zu entwickeln, liegt mit einer der beiden Mutationen bei 45-65 % 21. Ne-

ben diesen beiden Genen sind weitere bekannt, die ebenfalls als hoch penetrant eingestuft werden.

Mutationen in den Genen TP53,  STK11 oder PALB2 führen zu einer Risikoerhöhung um den Faktor

5 – 20.  Weitere Genmutationen, die das Risiko für Brustkrebs moderat oder geringfügig erhöhen

sind z.B. CHEK2, CDH1, ATM28. Während die Mutationen in den Proteinen BRCA1 und BRCA2 mit ei-

nem sehr hohen Brustkrebsrisiko einhergehen, aber nur selten in Brustkrebspatientinnen nachweis-

bar sind, gibt es andere  Gene mit niedrigerem Risiko aber häufigerer Inzidenz29. In vielen Fällen

kann trotz einschlägiger positiver Familienanamnese keine Mutation in den bekannten Risikogenen

nachgewiesen werden30. Zu dem Risikopotential bei mehreren Mutationen im Niedrigrisikobereich

ist die Datenlage noch sehr gering.

3.3. Besondere Subgruppe: Hirnmetastasierte Brustkrebspatientinnen

3.3.1. Überblick zur Hirnmetastasierung

Die globale Prävalenz von Hirnmetastasen liegt bei Krebspatienten bei etwa 8,5 – 9,6 %31. Von allen 

Brustkrebspatientinnen, bei denen eine Metastasierung vorliegt, entwickeln ca. 15-30% auch Hirn-

metastasen im Verlauf ihrer Erkrankung 32. Besonders diese Metastasierungsform ist mit einer sehr 
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schlechten Prognose verbunden und „reduziert die Lebensqualität der Betroffenen erheblich durch 

kognitive Einschränkungen, motorische Dysfunktionen aber auch Krampfgeschehen und Schmer-

zen“33.  Eckpfeiler der Therapie bestehen aus chirurgischer Therapie, Ganzhirnbestrahlung, stereo-

taktischer Radiochirurgie und Chemotherapie.  All diese Therapieoptionen gelten als lebenszeitver-

längernd, sind aber in den seltensten Fällen kurativ34.  Die chirurgische Therapie führt zu einem 

mittleren Überleben von 10-16 Monaten, kann jedoch bei multiplen oder großen Hirnmetastasen 

nicht durchgeführt werden, ebenso wie bei vorangeschrittener Grunderkrankung. Das Ausmaß der 

Strahlentherapie ist durch die Schädigung des umliegenden Gewebes und damit verbunden durch 

ein erhöhtes Maß an kognitiver Beeinträchtigung limitiert35,36.  Chemotherapeutika wirken wieder-

um unzureichend, da die Bluthirnschranke den Übertritt der Medikamente in das Gehirn er-

schwert37. 

3.3.2. Epidemiologie

Als Risikofaktoren für die Entwicklung von Hirnmetastasen zählen beim Mammakarzinom das junge

Manifestationsalter, ein fortgeschrittenes Tumorstadium,  sowie  vier oder mehr positive Lymphkno-

ten oder eine bereits vorliegende Fernmetastasierung an zwei Orten, sowie histologische Tumorei-

genschaften wie High-Grade Tumoren oder HER-2 positive und Triple negative Tumoren15. Letztere

haben die mit Abstand schlechteste Prognose mit einem  mittleren Überleben (medianen overall

survival (OS)) von 4,9 Monaten. Aber auch insgesamt zeigen Patientinnen mit Tumoren mit positi-

vem Hormonrezeptorstatus selten ein längeres OS als 1 Jahr32. Damit stellt die Hirnmetastasierung

oft den limitierenden Faktor im Überleben der an einem Brustkrebs Erkrankten dar. Umso wichtiger

ist es, den Pathomechanismus besser zu verstehen, um hier gezielte Therapieansätze zu entwickeln.

Epidemiologisch zeigt die Hirnmetastasierung ähnliche Risikofaktoren wie die EOBC Patientinnen.

Es besteht folglich ein Interesse daran, zu untersuchen, welche Gemeinsamkeiten im Pathomecha-

nismus bestehen könnten. Bevor wir uns aber dieser Frage zuwenden können, ist es unverzichtbar,

zunächst die Besonderheit der Hirnmatastasierung an sich herauszustellen. 

3.3.3. Blut-Hirn-Schranke

Interessanterweise metastasiert nicht jeder maligne Tumor zufällig in alle verschiedenen Gewebe,

obwohl das über die Blutzirkulation denkbar wäre. Viel mehr existieren tumorspezifische Metasta-

sierungsmuster. Nur wenige Tumoren metastasieren regelhaft in das Gehirn, am häufigsten sind
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hier Lungenkrebs, Brustkrebs und das maligne Melanom zu nennen38.   Die steigende Tendenz von

Brustkrebs zerebral zu metastasieren, ist zum einen auf die verbesserte Diagnostik, insbesondere

mittels Magnetresonanztomografie zurückzuführen, aber auch darauf, dass die neueren Therapie-

ansätze eine zunehmende Kontrolle der systemischen Erkrankung bedingen.  Unter Zunahme des

OS,  kommt es schließlich  meist nach bereits stattgehabter Metastasierung in andere Organe wie

Lunge oder Leber zur Manifestation von Hirnmetastasen32,39.  Das Gehirn ist  weniger anfällig für

Fernmetastasierung aufgrund der Blut-Hirn-Schranke. Definiert ist sie als Diffusionsbarriere, die sich

aus Endothelzellen der Hirnkapillaren, Perizyten in Kontakt mit der vaskulären Basalmembran und

den astrozytären Endfüßen zusammensetzt38. Sie reguliert den Stoffaustausch zwischen dem Blut

und dem Gehirn, indem potentiell schädliche Stoffe am Durchtritt durch die Kapillarwand gehindert

werden, wichtige hydrophile Stoffe, auf deren Zufuhr das ZNS angewiesen ist, werden jedoch mithil-

fe  spezifischer Transportmechanismen durch die Schranke geschleust40.  Anatomisch zeichnet  sie

sich dadurch aus, dass in den Endothelzellen der Kapillargefäße keine Fenestrierungen, sondern so-

genannte „tight junctions“, umgeben und gestützt von „adherens junctions“, vorhanden sind. Sie re-

gulieren die parazelluläre Endothelpermeabilität41. So hindert die Blut-Hirn-Schranke vermutlich zir-

kulierende Tumorzellen an der Einschleusung in das ZNS, genauso wie primäre ZNS-Tumoren  nur

selten in die Peripherie metastasieren42. Im Zuge der Hirnmetastasierung  können die endothelialen

junctions in ihrer Funktion gestört werden und das Übertreten von Tumorzellen vor allem parazellu-

lär über die endothelialen junctions ermöglichen38.  

3.3.4. Remodeling der Hirnmetastatischen Nische

Es scheint ein molekulares Zwiegespräch zwischen Tumor und Metastasieungsort zu geben, das er-

möglicht, dass Brustkrebszellen das Hirngewebe erreichen. Die These, dass analog eines speziellen

Samens, der nur auf einem entsprechenden Boden wächst („Seed and Soil theory“) die Metastasie-

rungsprozesse ablaufen, wurde bereits um 1889 von Steven Paget begründet 43.  Es bleibt Untersu-

chungsgegenstand der aktuellen Forschung, wie genau die Krebszellen die Hirnzellen auf ihre Invasi-

on vorbereiten und mithilfe welcher Faktoren sie in dem fremden Gewebe wachsen und überleben

können15. Bemerkenswerterweise haben die verschiedenen molekularen Subtypen von Brustkrebs

unterschiedliche Tendenzen, zerebral zu metastasieren44. HER-2 positive und Triple negative Tumore

haben ein deutlich erhöhtes Metastasierungsrisiko und zeigen entsprechend das schlechteste hirn-
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metastasenfreie Überleben45.  Es liegt die These nahe, dass Krebszellen spezifische molekulare Pro-

gramme in sich tragen, die ihnen Vorteile verschaffen, in fremdem Gewebe zu überleben. Nach Car-

valho et al. ist davon auszugehen, dass sogenannte Sekretome der Tumoren die Zielmetastasie-

rungsorte  so modifizieren, dass die Aussaat von Tumorzellen in dem Gewebe erfolgreich verlaufen

kann. Die Tumoren bereiten ihre metastatische Nische über parakrine Kommunikation bereits lange

vor ihrer Filialisierung vor. Hauptsächlich geschieht das, indem sie lösliche Faktoren und extrazellu-

läre Vesikel  sezernieren. Diese wiederum wirken so vorbereitend auf die dort vorherrschenden Zel -

len, dass eine Ansiedlung der fremden Tumorzellen ermöglicht wird15,46. Eine wegweisende Arbeit

ist  auch die von Woditschka et al.. Er untersuchte in 23 resezierten Hirnmetastasen und den ent-

sprechenden primären Mammatumoren jeweils 502 Krebsspezifische Gene mittels cDNA-mediated

annealing, selection extension, and ligation (DASL). Die Ergebnisse zeigten, dass bei der Hirnmeta-

stasierung von Mammakarzinomen ein wesentliches Gewicht auf DNA Reparaturgenen liegt. So wa-

ren von 42 getesteten DNA Reparaturgenen 23 signifikant häufiger exprimiert47.   

3.4. Homologe Rekombination (HR)

3.4.1. Funktion der HR

Auffällig häufig kodieren diese DNA Reparaturgene für Proteine, die an der  Reparatur von DNA-

Schäden mittels homologer Rekombination beteiligt sind. Dabei handelt es sich um einen DNA Re-

paraturmechanismus, der bei Doppelstrangbrüchen Anwendung findet, aber auch an der DNA-Da-

mage Repair und am Replikationsgabelschutz beteilig ist. Doppelstrangbrüche tragen durch ionisie-

rende Strahlung, genotoxische Agenzien, oder Keimbahnmutationen in den HR-Genen über die Ver-

letzung der genomischen Integrität schließlich zur Tumorgenese bei48.

3.4.2. Vereinfachter Ablauf der HR

Liegt ein DNA Doppelstrangbruch vor, werden zunächst die Doppelstrangbruchenden exzidiert, so-

dass zwei DNA-Einzelstränge mit geeigneten Priming-Regionen vorliegen. RAD51 fungiert als Einzel-

strangaustauschprotein und nähert einen Einzelstrang an den entsprechenden Bereich der intakten

Schwesterchromatide an.  Am 3‘ Ende wird ein Primer erstellt, der die präzise DNA-Synthese des
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fehlenden Abschnitts am Einzelstrang initiiert. Der vervollständigte Einzelstrang löst sich wieder von

der Schwesterchromatide und wird an das 5‘ Ende des ursprünglichen DNA Abschnitts angebunden.

Hier kann nun auch der paarige Einzelstrang über Replikation synthetisiert werden und der Doppel-

strangbruch ist repariert48. Daran beteiligt sind zahlreiche Proteine. Für den Einzelstrangaustausch

ist RAD51 das wichtigste Effektorprotein, doch es funktioniert erst im Zusammenspiel mit einer Rei-

he anderer Proteine. Der BRCA1-PALB2-BRCA2 Komplex ist hierfür wesentlich und wird durch Sen-

sorproteine initiiert.49 Auffällig ist, dass viele der involvierten Proteine bei Mutation der entspre-

chenden Gene zu einem erhöhten Brustkrebsrisiko führen. 

3.5. Ziel der Arbeit

Sowohl für die Entwicklung eines EOBC als auch von Hirnmetastasen bei Brustkrebs scheint durch

eine defekte DNA-Replikation eine erhöhte genomische Instabilität ursächlich zu sein.  Ziel der Dis-
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Abbildung 3:  Vereinfachte, schematische Darstellung der Reparatur von DSB durch 
HR und daran beteiligte Proteine. Modifiziert nach Roy et al., 201149.



sertation ist es, einen möglichen Marker zur Risikoabschätzung 1. zur Entwicklung eines EOBC und

2. zur  Entwicklung von Hirnmetastasen zu untersuchen. Da sich für  die Entwicklung von einem

EOBC  und Hirnmetastasen vor allem Gene der Replikations-assoziierten DNA Reparatur als wegwei-

send  zeigten, sollte dies quantitativ über den DNA Fiber Assay abzubilden sein. Daraus ergeben sich

die beiden Fragestellungen, ob eine verstärkte Initiierung der DNA Replikation bei Patientinnen mit

EOBC, und bei Brustkrebspatientinnen mit Hirnmetastasen zu beobachten ist. 

Die Erkenntnisse könnten dazu beitragen, verstärkt junge Frauen mit hohem Risiko zu identifizieren

und Marker, die das Risiko der Entwicklung von Hirnmetastasen abschätzen lassen, zu entwickeln.
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4. Material und Methoden

4.1. Material

4.1.1. Verwendete Zellen

Verwendet wurden Lymphozyten aus frischen, peripheren Blutproben, die 

1. von 100 jungen Patientinnen (<45 Jahren ) 

2. von  100 älteren Brustkrebspatientinnen (>60 Jahren) 

3. von 22 Patientinnen mit zerebraler Metastasierung bei Brustkrebs vor, während und nach

der Radiotherapie gewonnen wurden.

Die Blutproben wurden in heparinisierte Monovetten abgenommen und mit einer anonymisierten

Probennummer versehen. Die Lymphozyten wurden nach ein bis sieben Tagen isoliert und in die

Synthesephase versetzt, Proteine und DNA der Proben isoliert.

4.1.2. Antikörper

Antikörper Hersteller Konzentration

Anti BrdU rat monoclonal IgG2a Abd Serotec, Oxford, UK 1:1000 in PBS + 1% BSA + 0.1% 

Tween20

Anti-BrdU (Clone B44) mouse 

monoclonal IgG

Becton Dickinson, New Jersey, 

USA

1:1500 in PBS + 1% BSA + 0.1% 

Tween20

Tabelle 4: Primäre Antikörper

Antikörper Hersteller Konzentration
Alexa Fluor® 555 Goat anti-rat 
IgG (H+L)

Invitrogen, Darmstadt, Deutsch-
land

1:500 in PBS + 1% BSA + 0.1% 
Tween20

Alexa Fluor® 488 Goat anti-
mouse IgG (H+L)

Invitrogen, Darmstadt, Deutsch-
land

1:500 in PBS + 1% BSA + 0.1% 
Tween20

Tabelle 5: Sekundäre Antikörper
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4.1.3. Zellmedien und Reagenzien

Kennzeichnung Hersteller

Fötales Kälberserum (FKS) Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Roswell Park Memorial Institute Medium

(RPMI)

Sigma-Aldrich®, Steinheim, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagel Medium

(DMEM)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 6: Zellmedien und Reagenzien

4.1.4. Puffer und Lösungen

Kennzeichnung Zusammensetzung

Blockierungslösung 1xPBS, 3 % BSA-Pulver

CldU-Medium 2,5 mM CldU in DMEM und 10% FKS

Einfriermedium 10 % DMSO und 90 % FKS

70% Ethanol 70% Ethanol

HCL-Lösung 2,5 mM HCL-Lösung

IdU-Medium 2,5 mM CldU in DMEM und 10% FKS

4 % Paraformaldehyd 4 % Paraformaldehyd in 1xPBS

0,5% SDS 0,5% SDS in destilliertem H2O 

Lysepuffer 200mM Tris-HCL (pH: 7,4), 50mM EDTA, 0,5% SDS

Waschlösung 1xPBS, 1 % BSA und 0,1 % Tween20

Kit zur Lymphozytenisolierung Peqlab Blood DNA –Mini Kit Plus #12-3484-02

Tabelle 7: Puffer und Lösungen

4.1.5. Verbrauchsmaterialien

Die Verbrauchsmaterialien wurden von Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland), B. Braun (Mel-

sungen, Deutschland), Corning (Corning, New York, USA), Eppendorf (Hamburg, Deutschland) und

Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) bezogen.  Cellstar Zellkulturflaschen wurden von Greiner Bio-

One (Frickenhausen, Deutschland) bezogen,  12-Well-Zellkulturplatten von Becton Dickinson (Hei-

delberg, Deutschland). Deckgläser und Objektträger wurden von Paul Marienfeld (Lauda-Königsho-

fen, Deutschland) bezogen, Plastik Coverslips von Appligene-Oncor (Illkirch-Graffenstaden, Frank-
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reich) und das Vectorshield Mounting Medium von Vector Laboratories (Burlingame, USA).  Die S-

Monovetten mit 4,9 ml LH Gel wurden von Sarstedt bezogen (Nümbrecht, Deutschland).

4.1.6. Geräte

Kennzeichnung Hersteller

Autoklav (Evo® 45) Meditech, Norderstedt, Deutschland

Brutschrank (BB 16 CU) Heraeus®, Hanau, Deutschland

Zellzahlzähler (Coulter Counter Z1™) BeckmannCoulter™, Krefeld, Deutschland

Eismachine (FM-120DE-50) Hoshizaki, Amsterdam, Niederlande

Heizblock (Thermostat 5320) Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kolbenhubpipetten (0,5-10 μL, 10-100 μL, 100-

1000 μL)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Magnetrührer (Ikamag™ Ret) IKA™ Labortechnik, Staufen, Deutschland

Mikroskop (Axio Observer Z1) Carl Zeiss Microscopy GmbH, Göttingen, Deutsch-

land

Schüttler (Polymax 1040) Carl Roth®, Karlsruhe, Deutschland

Sterile Werkbank (Herasafe®) Heraeus®, Hanau, Deutschland

Vakuumpumpe (Oerlikon Leybold Vacuum) Leybold GmbH, Pfäffikon, Schweiz

Vortexer (Vortex-Genie® 2) Scientific Industries, Bohemia, USA

Waagen (P1200, AE160) Mettler Toledo, Giesen, Deutschland

Wärmeschrank (Modell 400) Memmert, Schwabach, Deutschland

Wasserbad (WD19/D3) Thermo Haake GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Zentrifugen (Labofuge® 400R) 

(Microfuge® R) 

(Megafuge® 1.0)

Heraeus®, Hanau, Deutschland

BeckmanCoulter™, Krefeld, Deutschland

Heraeus®, Hanau, Deutschland

Tabelle 8: Geräte
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4.1.7. Software

Software Hersteller/Entwickler

AxioVision Rel 4.7 Carl Zeiss, Jena, Deutschland

ImageJ National Institutes of Health, Laboratory for Opti-

cal and Computational Instrumentation (Univer-

sity of Wisconsin)

GraphPad PRISM Version 8.4.3 Graphpad Software, Inc, USA

Zotero 5.0 Projekt des Stipendiums für digitale Kooperation 
(Corporation for Digital Scholarship),  George Ma-
son University, Virginia, USA

https://www.deepl.com/translator DeepL GmbH, Köln, Deutschland

Tabelle 9: Software

4.2. Methoden

4.2.1. Lymphozytenisolierung 

Verwendet wurden Lymphozyten aus frischen, peripheren Blutproben, die 

1. von 100 jungen Patientinnen ( <45 Jahre ) 

2. von  100 älteren Brustkrebspatientinnen (>60 jahre) 

3. von 22 Patientinnen mit zerebraler Metastasierung bei Brustkrebs vor, während und nach

der Radiotherapie gewonnen wurden.

Die Blutproben wurden in heparinisierte Monovetten abgenommen und mit einer anonymisierten

Probennummer versehen. Jeder Probe wurden 100 µl Vollblut zur späteren DNA-Isolierung abge-

nommen. Die Lymphozyten wurden nach Protokoll nach ein bis sieben Tagen isoliert. 

Hierfür wurden 6 ml Heparin-Blut in ein Falcon pipettiert und mit NaCl 0,9 % im Verhältnis 1:1 ver-

dünnt. Die erhaltenen 12 ml Suspension wurden mit jeweils 4 ml auf drei Gefäßansätze aufgeteilt,

indem diese sehr vorsichtig auf 4 ml luftblasenfreies und auf 20-37 °C vorgeheiztes Ficoll Paque ge-

schichtet werden.  Die Ansätze wurden bei  Raumtemperatur für 30 min bei  1.500 U/min ohne

Bremse zentrifugiert. Es entstand eine optische Dreischichtung von Erythrozyten und Ficoll, die sich

als rote Schicht unten am Ansatz ansammelten, einer weißen, schmalen Schicht aus Lymphozyten
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bestehend in der Mitte und einer obersten, gelblich klaren Schicht, die aus Serum bestand. Mit ei-

ner sterilen Pasteur Pipette wurden nun möglichst vollständig die Lymphozytenschichten der drei

Gefäße abpipettiert und in ein einziges Falcon überführt. Hierbei wurde streng darauf geachtet, kein

Ficoll Paque mit zu pipettieren. Das Gemisch wurde mittels RMPI-Medium auf 12 ml aufgefüllt und

bei Raumtemperatur für 10 min mit 1.100 U/min mit Bremse zentrifugiert. Der Überstand wurde

abpipettiert,  das  zurückbleibende  Pellet  wieder  in  12  ml  RPMI-Medium  resuspendiert  und  bei

Raumtemperatur für 10 min mit 1.100 U/min mit Bremse zentrifugiert.  Der Überstand wurde er-

neut abpipettiert, das zurückbleibende Pellet wieder in 12 ml RPMI-Medium resuspendiert und bei

Raumtemperatur für 10 min mit 1.100 U/min mit Bremse zentrifugiert. Zuletzt wurde der Über-

stand abpipettiert und das Pellet in 6 ml RPMI Medium resuspenidert.  Die Lymphozytensuspension

wurde in eine T25-Flasche überführt. Die Zugabe von 125 µl Phytohämagglutinin (PhA) induzierte

die Mitose in den Lymphozyten während sie im 5% CO2 Brutschrank inkubiert gelagert wurden.

4.2.2. DNA-Isolierung

Zur Isolierung der DNA aus humanem Blut wurden zunächst 25 µl Proteinkinase K von -20°C aufge-

taut und der Elution-Buffer im Wasserbad auf 60 °C erhitzt. Nun wurden 100 µl Vollblut in ein 1,5

ml Eppendorf-Gefäß überführt und 100 µl PBS, sowie 25 µl der Proteinkinase K und 200 µl DNA Lyse

Buffer BL aus dem Kit hinzugegeben. Anschließend wurde die Suspension für 10 Sekunden auf dem

Vortexer durchmischt und für 10 min bei 60 °C im Wasserbad inkubiert. Es wurden 350 µl Binding

Solution BL aus dem Kit dazugegeben und mit der Pipette vermischt. Der gesamte Ansatz wurde auf

eine Säule eines Eppendorfgefäßes geladen und bei Raumtemperatur für 1 min bei  11.000 U/min

zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde der Ansatz einmal gewaschen. Das heißt, die Flüssigkeit aus

dem collection tube entsorgt und 400 µl DNA Wash Buffer 1 aus dem Kit auf die Säulen geladen und

erneut bei Zimmertemperatur für 1 min bei  11.000 U/min zentrifugiert. Der Ansatz wurde nach

obigem Prinzip mit 600 µl DNA Wash Buffer 2 aus dem Kit gewaschen und erneut bei Raumtempe-

ratur für 1 min bei  11.000 U/min zentrifugiert. Der letzte Waschschritt wurde nochmals wiederholt,

bevor das collection tube entleert und die Säule bei  Raumtemperatur für 3min bei 11.000 U/min

trocken  zentrifugiert wurde. Schließlich wird die Säule auf ein neues Eppendorfgefäß gesetzt und

mit 200 µl auf 60 °C vorgewärmten Elution Buffer aus dem Kit aufgeladen, für 2min inkubiert und

dann bei Zimmertemperatur für 1 min bei 6000 U/min zentrifugiert. Die entstandende Suspension

mit der isolierten DNA wird mit der Probennummer beschriftet und schließlich bei -20 °C aufbe-

wahrt. 
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4.2.3. DNA-Fiber Assay

Mithilfe des DNA Fiber Assays lässt sich der räumliche und zeitliche Verlauf einzelner DNA-Replikati -

onsgabeln visualisieren und verfolgen. Er liefert Informationen über den DNA-Replikationsfortschritt

und seine Regulation unter normalen Bedingungen, sowie über den Replikationsstress, der durch

genotoxische Umwelteinflüsse wie Bestrahlung oder Chemotherapeutika induziert  wird50.  Hierzu

werden replizierende Zellen zunächst 25 min mit einem Überangebot vom antigenmarkierten, halo-

genierten Thymidinanalogon 5-Chlor-2′-Deoxyuridin  (CldU)  zusammengebracht,  sodass  diese  an-

stelle der Base Thymin zur Elongation der DNA verwendet werden. Die replizierenden Zellen wer-

den dann 25 min mit einem Überangebot vom antigenmarkierten, halogenierten Thymidinanalogon

5-Iod-2′-Deoxyuridin (IdU) zusammengebracht, sodass nun diese zur weiteren Elongation verwen-

det werden. Im Anschluss werden mittels floureszierenden Antikörpern die replizierten DNA Strän-

ge visualisiert, dabei erscheinen Abschnitte mit CldU und IdU markierter DNA farblich unterschied-

lich. So lässt sich der Replikationsprozess vor allem über die Elongationsgeschwindigkeit und die

Origin Firings als Marker für den Replikationsstress direkt visualisieren und quantifizieren. Pro Pati-

ent wurden ca. 5 ml Lymphozyten isoliert. Die Proben wurden vor Durchführung des Fiber Assays

mit 1 ml Nährmedium aufgefüllt. 

4.2.3.1 Markierung unbehandelter Lymphozyten mit CldU und IdU

Die isolierten und zur Teilung angeregten Lymphozyten von maximal 4 verschiedenen Patienten

wurden jeweils in das erste Well einer 12-Well-Platte gegeben und für 25 min mit 0,025 mM CldU-

haltigem Medium im 5% CO2 Brutschrank inkubiert.  Es folgte die 5 minütige Zentrifugation mit

1200 U/min bei Raumtemperatur nach Überführung der Proben in Mikroreaktionsgefäße. Das CldU-

haltige Medium wurde  abgesaugt und die zellhaltigen Suspensionen anschließend für 25 min mit

0,25 mM IdU-haltigem Medium jeweils in das zweite Well der 12-Well-Platte gegeben und erneut

im 5% CO2 Brutschrank für 25 min inkubiert. Anschließend wurden die Proben in Mikroreaktionsge-

fäße überführt und für 5 min mit 1.200 U/min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Ab diesem Zeit-

punkt wurden die Proben stets auf Eis bearbeitet. Das IdU-haltige Medium wurde abgesaugt und

die Zellen mit 1ml zuvor eisgekühltem PBS einmal resuspendiert und bei 4 °C für 5 min mit 1200 U/

min zentrifugiert. Der Überstand wird abgenommen und das Zellpellet je nach Größe in 300-600 µl

eiskaltem PBS resuspendiert. Die Konzentration der Suspension wurde mittels Coulter Counter zwi-

schen 2x 105 und 1x106 /ml eingestellt.
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Es folgte das Aufspreizen der Lymphozyten-DNA auf Objektträgern.

4.2.3.2 Spreizen der markierten DNA auf Objektträgern

Zum Aufspreizen der DNA der Lymphozten wurden pro Experiment 2 µl der Suspension tropfenför-

mig und randständig auf einen Objektträger aufgetragen. Nach 5 minütiger Trocknung wurden dem

Tropfen 7 µl des Lysepuffers hinzugegeben. Der Puffer wirkte für 2 min ein, um ein Platzen der Zel-

len und deren Denaturierung zu bewirken.  Anschließend wurde der Objektträger in einem Winkel

von ca. 15 ° aufgestellt, sodass der Tropfen der Schwerkraft folgend zum anderen Ende des Objekt-

trägers herunterlief. Direkt im Anschluss wurde der Objektträger luftgetrocknet und in einem Ge-

misch aus Methanol und Essigsäure (3:1) für 10 min fixiert. Die Aufbewahrung erfolgte schließlich

bei -20°C bis zur Immunfärbung.
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Abbildung 4: Schematische Abbildung des Versuchsaufbaus. Nach 25 min Labeln mit CldU (rot) 
wird die zu synthetisierende DNA mit IdU (grün) gelabelt.

Tabelle 10:  Skizzierung des Versuchsaufbaus in der 12-Well-Platte: Jede Reihe wird durch einen 
Patienten belegt, in das erste Well werden die Lymphozytensuspension mit CldU markiert, im zwei-
ten mit IdU.



4.2.3.3 Immunfärbung der Chromatinfasern

Die Objektträger wurden nach Spülung für 5 min mit H2O zur Denaturierung der DNA einmal für 5

min mit 2,5 M HCL äquilibriert und danach für weitere 75 min mit 2,5 M HCL inkubiert. Es folgte  die

Spülung mittels PBS drei mal und die Blockierung mit der Waschlösung für 1 h, um unspezifische

Bindungen von Antikörpern zu verhindern. Die CldU-Nukleotide wurden mittels primärem, mono-

klonalen anti-BrdU aus der Ratte markiert. Die Objektträger wurden mit 115 μl der Antikörper-Lö-

sung benetzt und mit einem Deckglas abgedeckt. Die Objektträger wurden dann für 1 h bei Raum-

temperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Es folgte das kurze und anschließend dreimalige Wa-

schen für 10 min mit der Waschlösung. Als nächstes wurde die DNA mit dem gebundenen Antikör-

per mit 4 % Paraformaldehyd für 10 min fixiert. Wieder folgte das kurze und anschließend dreimali-

ge Waschen für 10 min mit der Waschlösung. Um den anti-BrdU-Antikörpers visualisieren zu kön-

nen, wurde nun ein sekundärer anti-rat AlexaFluor 555 eingesetzt.  In relativer Dunkelheit wurden

die Objektträger mit 115 μl der sekundären Antikörper-Lösung benetzt, mit einem Deckglas verse-

hen und für 1,5 h bei Raumtemperatur in einer feuchten, abgedunkelten Kammer inkubiert. Wieder

folgte das kurze und anschließend dreimalige Waschen für 10 min mit der Waschlösung.

Die Markierung der IdU-Nukleotide erfolgte im nächsten Schritt mittels primären monoklonalen an-

ti-BrdU Antikörper aus der Maus ( Verdünnung 1:1500 in der Waschlösung). Die Objektträger wur-

den mit 115 μl der primären Antikörper-Lösung benetzt und für 4 h im Kühlraum in einer feuchten

Kammer inkubiert.  Wieder folgte das kurze und anschließend dreimalige Waschen für 10 min mit

der Waschlösung. Um den anti-BrdU-Antikörpers aus der Maus visualisieren zu können, wurde ein

sekundärer anti-mouse AlexaFluor 488 (Verdünnung 1:500 in Waschlösung ) eingesetzt. Die Objekt-

träger wurden mit jeweils 115 μl der sekundären Antikörper-Lösung benetzt, mit einem Deckglas

abgedeckt und für 1,5 h bei Raumtemperatur in einer feuchten, abgedunkelten Kammer inkubiert.

Wieder folgte das kurze und anschließend dreimalige Waschen für 10 min mit der Waschlösung. Die

Objektträger wurden nun mit Vectashield mounting medium bedeckt, mit Glas bedeckt und die

Ränder mit Nagellack versiegelt. Die Lagerung erfolgte stets bei -20°C.

4.2.3.4 Aufnahmen im Fluoreszenzmikroskop

Die Aufnahmen zur Analyse erfolgten mittels Floureszenzmikroskop unter Verwendung eines  63er

Öl-Objektivs. Zur Detektion des sekundären Fluoreszenz-Antikörpers AlexaFluor 555 wurde der Fil-
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tersatz 43 verwendet. Der sekundäre Fluoreszenz-Antikörper AlexaFluor 488 wurde mit dem Filter-

satz 38 detektiert. Die Aufnahmen erfolgten mittels AxioVision.

4.2.3.5 Auswertung mit ImageJ

Pro Objektträger  wurden mindestens  10 Aufnahmen der  Chromatinfasern gemacht  und im An-

schluss mit dem Bildverarbeitungsprogramm ImageJ bearbeitet.  Die verschiedenen Replikations-

strukturen (siehe Abbildung 6) wurden mit dem ImageJ Plug-In Analyze ausgewertet, die Länge der

Chromatinfasern mit dem ImageJ Plug-In Segmented lines bestimmt. Die in ImageJ gemessene Län-

ge der Chromatinfasern wurden mit einem für das Mikroskop spezifischen Umrechnungsfaktor von

9,8 in µm umgerechnet. Um die Elongationsrate in Kilobasen pro Minute (kb/min) zu bestimmen,

wurde die Länge der Chromatinfasern zunächst von µm in kb umgerechnet. Dafür wurde der Um-

rechnungsfaktor 1 μm = 2,59 kb verwendet51

Abbildung 5:  Übersicht der Replikationsstrukturen54
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Abbildung 6:  Beispiel einer floureszenzmikroskopischen Aufnahme unter Verwendung eines 63er 
Öl-Objektivs. Zu sehen sind markierte und aufgespreizte DNA-Stränge.

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Elongation. Durch Ausmessen 
der roten und grünen Strecken lässt sich die Elongation im jeweiligen Mar-
kierungszeitraum berechnen. 

4.2.3.6 Statistik

Die  statistischen  Auswertungen  erfolgten  mit  dem  Programm  GraphPad  PRISM  Version  8.4.3

(Graphpad Software, Inc, USA). Bei den erhobenen Werten handelt es sich jeweils um Mittelwerte

mit SEM von drei unabhängigen Experimenten. Jeder Datenpunkt entspricht drei unabhängigen Ex-

perimenten. Dargestellt sind Mittelwerte mit SEM. Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden

durch einen zweiseitigen Students t-Test mit einem Signifikanzniveau von α=0,05 bestimmt.
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5. Ergebnisse: 

Ziel dieser Arbeit war es, zu überprüfen, ob DNA Replikationsstress in primären Zellen als ein mögli-

cher Indikator für eine erhöhte genomische Instabilität und dadurch für frühzeitiges, bzw. mit einem

schwerwiegenden Verlauf behaftetes Krankheitsbild bei Brustkrebspatientinnen dienen könnte. Zu

diesem Zweck wurden Blutproben von jungen und älteren Brustkrebspatientinnen, sowie Patientin-

nen mit vorliegenden Hirnmetastasen gesammelt, anonymisiert, verarbeitet und mittels DNA Fiber

Assay (siehe 4.2.3 DNA-Fiber Assay) analysiert. Die drei Patientengruppen bildeten:

1. 100 junge Brustkrebspatientinnen (Manifestation < 45 Jahre)

2. 100 ältere Brustkrebspatientinnen (Manifestation >60 Jahre)

3. 22 hirnmetastasierte Brustkrebspatientinnen vor, nach oder während der Strahlentherapie. Lym-

phozyten wurden  nach einheitlichem Schema (siehe 4.2.1 Lymphozytenisolierung ) isoliert und zur

Teilung angeregt. Anschließend wurde die DNA für jeweils 25 min mit CldU und IdU Nukleotidanalo-

ga markiert, und die Chromatinfasern mittels Immunfärbung analysiert. Dabei sind verschiedene Pa-

rameter für die Beurteilung der genetischen Stabilität von Interesse.

5.1.1. Replikationsgeschwindigkeit in BM, jungen und älteren Brustkrebspatientinnen

Für die Replikationsprogression ist die Elongationsrate in Kilobasen pro Minute maßgeblich. Bei Mu-

tationen in DNA Reparaturgenen ist die Elongationsrate verlangsamt. Bei heterozygoten PALB2 Mu-

tationsträgern konnten Nikkilä et al. eine moderat reduzierte, wenn auch nicht signifikante Vermin-

derung der Elongationsrate im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen52. 
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Abbildung 8 zeigt die mittleren Elongationsraten der drei Patientengruppen im Vergleich. Die mittle-

re  Elongationsrate  der  BM-Gruppe  liegt  bei 0,77 kb/min  (95%  KI:  0,69  kb/min  -  0,84  kb/min)

(p<0,0001). Die der jungen Brustkrebspatientinnen beträgt  0,91  kb/min (95% KI:  0,88 kb/min –

0,93 kb/min) (p<0,0001) und die mittlere Elongationsrate der  älteren Brustkrebspatientinnen be-

trägt 0,86 kb/min (95% KI:  0,83 kb/min – 0,89 kb/min) (p<0,0001).  Im Vergleich liegt die mittlere

Elongationsrate der BM-Gruppe um 0,14 kb/min (SD ± 0,03 kb/min; p<0,0001) signifikant unter der

der jungen Brustkrebspatientinnen. Sie ist zudem um 0,09 kb/min (SD ± 0,04 kb/min; p<0,0035) si-

gnifikant  niedriger  als  die  der  älteren Brustkrebspatientinnen.  Lymphozyten  hirnmetastasierter

Brustkrebspatientinnen zeigen mehr Replikationsstress im Sinne einer verlangsamten DNA Elongati-

on als Lymphozyten junger und älteren Brustkrebspatientinnen. Es  wird deutlich eine gestörte DNA

Reparatur bei verminderter Replikationsprogression gezeigt. Der Unterschied der Elongationsraten

von jungen zu älteren Brustkrebspatientinnen beträgt im Mittel 0,05 kb/min SD ± 0,02 kb/min (95%

KI: 0,01 kb/min – 0,09 kb/min) (p<0,05). Die jungen Brustkrebspatientinnen zeigen hier eine signifi-

kant höhere Elongationsrate als die älteren Brustkrebspatientinnen. Es lässt sich anhand der Elonga-

tionsraten  nicht  auf  einen  erhöhten  Replikationsstress  bei  jungen  Brustkrebspatientinnen  rück-

schließen. 
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Abbildung 8: Elongationsraten in kb/min bei hirnmetastasierten,
jungen und älteren Brustkrebspatientinnen im Vergleich. 



5.1.2. I/C Rate in BM, jungen und älteren Brustkrebspatientinnen

Fraglich ist die  Dynamik innerhalb der herabgesetzten Elongationsraten der BM-Gruppe. Denkbar

wäre hier eine zunehmende Herabsetzung der Syntheserate im zeitlichen Verlauf, eine kontinuier-

lich verlangsamte Syntheserate oder eine Mischform. Aus diesem Grund werden die I/C Ratios der

drei Patientengruppen betrachtet. Hierbei wird die durchschnittliche Länge der mit CldU Nukleoti-

danaloga synthetisierten DNA Stränge mit der durchschnittlichen Länge der mit IdU Nukleotidanalo-

ga synthetisierten DNA-Stränge je nach 25 min verglichen. Erfolgt keinerlei Schädigung der DNA-

Synthese beispielsweise mittels Chemotherapeutika oder ionisiernder Bestrahlung nach dem Mar-

kieren der DNA-Synthese mit CldU und vor dem Markieren mit IdU, sollten beide synthetisierten

Stränge gleich lang sein. Zu erwarten wäre ein Quotient aus den IdU- und CldU-Elongationsstrecken

in Kilobasen von 1 (siehe Abbildung 9).   

Abbildung 9: 

a) Schematische Darstellung der markierten DNA Synthese mittels DNA Fiber Assay. Rot markierte 
DNA Anteile wurden über 25 min mit CldU markiert, grün markierte anschließend für 25 mit IdU. 
Erfolgt zwischen den Markierungsprozessen keine Schädigung, beispielsweise mittels Hydroxyurea 
oder radioaktiver Strahlung ist von einer kontinuierlichen Elongationsrate für beide Abschnitte aus-
zugehen. 

b) Floureszenzmikroskopische Ansicht eines DNA Strangs nach jeweils 25 minütiger Markierung mit
CldU (hier rot floureszierend) und IdU (hier grün floureszierend) unter Verwendung eines 63er Öl-
Objektivs. Die Länge des rot synthetisierten DNA Abschnitts betrage X kb. Die Länge des grün syn-
thetisierten DNA-Abschnitts betrage ebenfalls X kb.

c) Bei ausbleibender Schädigung der DNA-Synthese zwischen dem Markieren mit CldU und IdU ist 
hypothetisch ein Verhältnis der IdU Elongationsstrecke (X kb) zur CldU Elongationsstrecke (X kb) 
von 1 zu erwarten. 

36



Abbildung 10: Verhältnis der Elongationsstrecken in Kilobasen während der IdU Markierungs-
phase zur CldU Markierungsphase (I/C Ratio) bei hirnmetastasierten, jungen und älteren Brust-
krebspatientinnen im Vergleich. 

In Abbildung 10 werden die I/C Raten der drei Patientengruppen miteinander verglichen.  Die mitt-

lere I/C Ratio der BM-Gruppe liegt bei 0,77 (SD ± 0,04) (95% KI: 0,69 - 0,84) (p<0,0001). Die der jun-

gen Brustkrebspatientinnen beträgt  0,91 (SD ± 0,01) (95% KI: 0,88 – 0,93) (p<0,0001) und die mitt-

lere I/C Ratio der älteren Brustkrebspatientinnen beträgt 0,86 (SD ± 0,01) (95% KI:  0,83 – 0,89)

(p<0,0001). Die I/C Ratio der jungen Brustkrebspatientinnen nähert sich dem Quotienten von 1 am

stärksten an. Das heißt, während der 50minütigen Synthesephase mit CldU Nukleotidanalogon und

IdU Nukleotidanalogon bleibt die Elongationsgeschwindigkeit weitestgehend konstant, sodass von

einer  kontinuierlichen Synthese auszugehen ist.   Die DNA-Stränge der Lymphozyten der  jungen

Brustkrebspatientinnen werden folglich gleichbleibend schnell synthetisiert.  Um 0,05 (SD ± 0,01)

(p<0,05) unter der mittleren I/C Ratio der jungen Brustkrebspatientinnen liegt die mittlere I/C Ratio

der älteren Brustkrebspatientinnen. In der BM-Gruppe liegt die mittlere I/C Ratio im Vergleich um

0,09 (SD ± 0,04) (p<0,05) unter der der älteren Brustkrebspatientinnen und mit einem noch größe-

ren Abstand von 0,14 (SD ± 0,03) (p<0,0001) unter der der jungen Brustkrebspatientinnen. Die be-

reits herabgesetzte Elongationsrate nimmt folglich in der BM-Gruppe im zeitlichen Verlauf weiter

ab. Die I/C Ratio scheint ein eigenständiger Indikator für die genomische Instabilität bei Patientin-

nen mit Hirnmetastasen zu sein.
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5.1.3. Replikationsursprünge in BM, jungen und älteren Brustkrebspatientinnen

Die Untersuchung der Elongationsraten ( 5.1.1 Replikationsgeschwindigkeit in BM, jungen und älte-

ren Brustkrebspatientinnen) zeigten erniedrigte Elongationsraten als Anzeichen für eine vorliegende

genomische Instabilität in der BM-Gruppe. Ein weiteres Analysekriterium für die genomische Stabi-

lität im DNA Fiber Assay ist die Quantifizierung von Replikationsursprüngen. Bei Replikationsstress

werden diese vermehrt gebildet52.  In Abbildung 11 wurden zunächst die prozentualen Anteile aller

Replikationsursprünge an allen ausgewerteten Replikationsstrukturen innerhalb der drei Patienten-

gruppen miteinander verglichen.  Der Anteil an Replikationsursprüngen in der BM-Gruppe liegt bei

23,0 % (95% KI: 20,5 % - 25,6 %) (p<0,0001). Der der jungen Brustkrebspatientinnen beträgt  22,0 %

(95% KI: 20,6 % – 23,4 %) (p<0,0001) und  der Anteil an Replikationsursprüngen in der Gruppe der

älteren Brustkrebspatientinnen beträgt 19,5% (95% KI: 18,3 % – 20,8 %) (p<0,0001).  

Die Anteile an Replikationsursprüngen der BM-Gruppe und der Gruppe der jungen Brustkrebspati-

entinnen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. Beide Gruppen zeigen jedoch signifikant
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Abbildung 11: Anteil der Replikationsursprünge an allen Repli-
kationsstrukturen in % bei hirnmetastasierten, jungen und älte-
ren Brustkrebspatientinnen im Vergleich. 



erhöhte Anteile im Vergleich zur älteren Brustkrebspatientinnengruppe. So fanden sich in der Analy-

se im Mittel 3,5% (SD ± 1,5) (p<0,05) mehr Replikationsursprünge in der BM-Gruppe als bei den äl-

teren Brustkrebspatientinnen. Bei den jungen Brustkrebspatientinnen fanden sich im Mittel 2,5 %

(SD ± 1,0) (p<0,001) mehr Replikationsursprünge als bei älteren Brustkrebspatientinnen. In beiden

Patientengruppen, der BM-Gruppe und der der jungen Brustkrebspatientinnen kann der Anteil von

Replikationsursprüngen an allen Replikationsstrukturen als Marker für einen erhöhten Replikations-

stress angesehen werden.

5.1.4. Replikationsursprünge 1. Ordnung in BM, jungen und älteren und Brustkrebspati-
entinnen  

Replikationsursprünge lassen sich unterscheiden in Replikationsursprünge erster Ordnung und Re-

plikationsursprünge zweiter  Ordnung (siehe Abbildung 6) Bei  einem Replikationsursprung erster

Ordnung handelt es sich um zwei elongierende Replikationsgabeln, die von einem Replikationsur-

sprung aus in beide Richtungen laufen. Ein Replikationsursprung zweiter Ordnung bezeichnet zwei

Replikationsgabeln, die in der IdU-Markierungszeit die Replikation in beide Richtungen startet. Es ist

von Interesse  herauszustellen,  welche  Gewichtung jeweils  die  Replikationsursprünge  erster  und

zweiter Ordnung in den einzelnen Patientengruppen haben.
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Abbildung 12: Anteil von Replikationsursprüngen 1. 
Ordnung an allen Replikationsstrukturen in % bei 
hirnmetastasierten, jungen und älteren Brustkrebs-
patientinnen im Vergleich.

Abbildung 12 zeigt den Anteil von Replikationsursprüngen erster Ordnung in Prozent an allen Repli-

kationsstrukturen für die drei Patientengruppen.  Der mittlere Anteil beträgt bei hirnmetastasierten

Brustkrebspatientinnen 13,2 % (95% KI: 11,3 % – 15,4 %) (p<0,0001), bei jungen Brustkrebspatien-

tinnen 12,1 % (95% KI: 11,0 % – 13,2 %) (p<0,0001) und bei älteren Brustkrebspatientinnen 10,2 %

(95% KI: 9,3 % – 11,1 %) (p<0,0001).  Der Unterschied zwischen der BM-Gruppe und jungen Brust-

krebspatientinnen ist nicht signifikant. Die Anteile beider Gruppen unterscheiden sich jedoch signifi-

kant von der Gruppe der älteren Brustkrebspatientinnen. Der mittlere Anteil  von Replikationsur-

sprüngen erster Ordnung der BM-Gruppe liegt 3,0 Prozentpunkte (SD ± 1,1) (p<0,01) über dem der

älteren Brustkrebspatientinnen. Der mittlere Anteil von Replikationsursprüngen erster Ordnung der

jungen Brustkrebspatientinnen liegt 1,9 Prozentpunkte (SD ± 0,7) (p<0,01) über dem der älteren

Brustkrebspatientinnen.

Die Gruppen der hirnmetastasierten und jungen Brustkrebspatientinnen heben sich in Bezug auf

den Anteil  der Replikationsursprünge erster Ordnung an allen Replikationsstrukturen auf gleiche

Weise von dem der älteren Brustkrebspatientinnen ab.  Zur Teilung angeregte Lymphozyten von

hirnmetastasierten und jungen Brustkrebspatientinnen zeigen im DNA Fiber  Assay ein erhöhtes

Feuern von Replikationsursprüngen erster Ordnung als Marker für Replikationsstress.
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5.1.5. Replikationsursprünge 2. Ordnung in BM, jungen und älteren Brustkrebspatientin-
nen

Abbildung 13 zeigt den gemittelten Anteil von Replikationsursprüngen zweiter Ordnung in Prozent

an allen Replikationsstrukturen für die drei Patientengruppen.  Der mittlere Anteil beträgt bei hirn-

metastasierten Brustkrebspatientinnen 3,1 % (95% KI: 2,3 % – 3,9 %) (p<0,0001), bei jungen Brust-

krebspatientinnen 2,3 % (95% KI: 1,9 % – 2,7 %) (p<0,0001) und bei älteren Brustkrebspatientinnen

2,1 % (95% KI: 1,7 % – 2,5 %) (p<0,0001).  Die drei Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant von-

einander. Der Anteil der Replikationsursprünge zweiter Ordnung scheint für die Bewertung von Re-

plikationsstress in Bezug auf die drei Patientengruppen kein hinreichend guter Marker zu sein.
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Abbildung 13: Anteil von Replikationsursprüngen 2. Ordnung 
an allen Replikationsstrukturen in % bei hirnmetastasierten, 
jungen und älteren Brustkrebspatientinnen im Vergleich.



6. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob sich die vermutete genomische Instabilität bei hirnmeta-

stasierten und jungen Brustkrebspatientinnen mittels DNA Fiber Assay abbilden und ggf. quantifizie-

ren lässt.  

6.1. Diskussion der Ergebnisse

6.1.1. Patientinnen mit Hirnmetastasierung zeigen erhöhten DNA Replikationsstress

Es wurden replizierende Lymphozyten für je 25 min zunächst mit dem Nukleotidanalogon CldU und

anschließend mit dem Nukleotidanalogon IdU markiert. Der gewählte Zeitraum von je 25 min ist

gut geeignet,  um die Elongationsrate zu beurteilen. Da in eukaryoten Zellen die Replikationsur-

sprünge in der Regel 110-150 kb voneinander entfernt liegen53, sollte es in dem kurz gewählten Zeit-

raum nur zu wenigen Terminationsereignissen kommen, die sich fehlerhaft auf die Elongationsrate

auswirken  könnten54.  Nikkilä  et  al.  untersuchte  unter  anderem  den  Effekt  einer  heterozygoten

PALB2 Mutation lymphoblastoider Zellen auf die Elongationsrate im DNA Fiber Assay und beschrieb

eine mittlere Elongationsrate von 1,02 kb/min für Mutationsträger und 1,11 kb/min für die Kontroll-

gruppe52. Der Unterschied war nicht signifikant. Parplys et al. etablierte den Fiber Assay im Rahmen

ihrer Dissertation und beschrieb für unbehandelte, sich exponentiell teilende Zelllinien Elongations-

raten von 0,86  kb/min (SD ± 0,009 kb/min) für den ersten Markierungszeitraum mit CldU und Elon-

gationsraten von 0,69 (SD ± 0,007 kb/min) für den zweiten Markierungszeitraum mit IdU54. Die in

dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse lassen sich in  dem gleichen Bereich ansiedeln. Eine direkte

Vergleichbarkeit ist jedoch nur eingeschränkt möglich, da es sich bei unserem Protokoll um zur Tei-

lung angeregte Lymphozyten handelt und nicht um lymphoblastoide Zellreihen. Die mittleren Elon-

gationsraten variierten je nach betrachteter Gruppe von 0,77 kb/min in der BM-Gruppe über  0,86

kb/min in der Gruppe der älteren Brustkrebspatientinnen bis  0,91 kb/min in der Gruppe der jungen

Brustkrebspatientinnen.  Interessanterweise zeigen die Jungen Patientinnen, bei denen eine geno-

mische Instabilität als Ursache einer frühzeitigen Brustkrebsmanifestation angenommen wird, kei-

nen Trend zu einer erniedrigten Elongationsrate, sondern im Gegenteil die höchste.  Bei Nikkilä et

al. konnte ebenfalls nur ein Trend, aber kein signifikanter Effekt der Elongationsrate bei Mutations-

trägern und Kontrollgruppe gezeigt werden52. 
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Die Elongationsrate scheint weder ein geeigneter Parameter für die Quantifizierung der genomi-

schen Instabilität bei jungen Brustkrebspatientinnen, noch bei heterozygoten PALB2 Mutationsträ-

gern zu sein. Es handelt sich nicht um einen universellen Indikator zur Quantifizierung genomischer

Integrität.   

Interessanterweise ist die Elongationsrate bei hirnmetastasierten Brustkrebspatientinnen dagegen

deutlich erniedrigt.  Es eröffnet die Hypothese, dass weniger das Kriterium „Alter“, als mehr die Dif-

ferenzierung zwischen „Primarius“ und „Hirnmatastasierung“ eine wesentliche Rolle für die Elonga-

tionsrate als Parameter der genomischen Instabilität spielen könnte. Hierzu könnten vergleichende

Versuche mit hirnmetastasierten Patienten eines anderen Primarius, z.B. Lungenkrebs wegweisend

sein oder aber mit andernorts fernmetastasierten Brustkrebspatientinnen. Es ist jedoch auch zu be-

denken, dass die Fallzahl in der BM-Gruppe mit 22 gegenüber den 100 jungen und älteren Brust-

krebspatentinnen nur bedingt geeignet ist, um repräsentative Vergleiche anzustellen. Ein Ausdeh-

nen der BM-Gruppe auf ebenfalls 100 Patientinnen wäre hierzu erstrebenswert.

6.1.2. Unterschiedlich hohe Elongationsraten der Nukleotidanaloga CldU und IdU bei 
gleicher Markierungszeit. 

Da zwischen den Markierungsereignissen keinerlei Schädigung der Zellen erfolgte, ist eine gleiche

Einbaurate der Nukleotidanaloga CldU und IdU zu erwarten und das Verhältnis der mit IdU syntheti-

sierten DNA Abschnitte zu den mit CldU synthetisierten DNA Abschnitten ( I/C Ratio) sollte erwar-

tungsgemäß bei 1,0 liegen. Es liegt im Mittel jedoch stets darunter.  In der BM-Gruppe beträgt die I/

C Ratio 0,77; die jungen Brustkrebspatientinnen zeigen eine I/C Ratio von 0,91 und die älteren von

0,88. Dieses Phänomen lässt sich auch bei anderen Autoren feststellen52,54–56. Seiler et al. führten

den DNA Fiber Assay mit umgekehrten Markierungsphasen durch, also zuerst die Markierung mit

IdU und  anschließend die Markierung mit CldU und erhielten ebenfalls kürzere  DNA Abschnitte in

der zweiten Markierungszeit56.  Am ehesten scheint es sich um eine methodische Auffälligkeit zu

handeln. Vorstellbar wäre, dass noch ein Überhang an CldU Nukleotidanaloga vorliegt, auf die die

Polymerase zurückgreift, bevor sie die IdU Nukleotidanaloga einbaut54. 
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6.1.3. Erniedrigte I/C Ratio mit weiterer Abnahme im zeitlichen Verlauf als Indikator ei-
ner herabgesetzten Replikationsprogression in der BM-Gruppe

Bei Schädigung der DNA zwischen den beiden Markierungsphasen mit einer doppelstrangbruchaus-

lösenden Agens wie z.B. Hydroxyurea oder Camptothecin zeigt sich eine starke reduzierte Elongati-

onsrate in der zweiten Markierungsphase. Bei anschließendem Hinzugeben eines Chk1 Inhibitors

erhöht sich die Elongationsrate im zweiten Markierungsabschnitt wieder56. Daraus lässt sich die Hy-

pothese ableiten, dass eine niedrige I/C Ratio mit einem erhöhten Bedarf an DNA Reparaturprozes-

sen einhergeht. Allerdings fand im Versuchsaufbau dieser Arbeit keine Schädigung zwischen den

beiden Markierungsprozessen statt. Dem erhöhten Bedarf an Reparaturprozessen liegt in unseren

Fällen am ehesten eine genomische Instabilität zugrunde und eine verkürzte I/C Ratio ist als Indika-

tor für eine verminderte Replikationsprogression im zeitlichen Verlauf zu verstehen.  Vorstellbar wä-

ren folgende Szenarien:

1. Die Replikationsprogression verläuft konstant aber verlangsamt ab, die I/C Ratio liegt annähe-

rungsweise bei 1,0, die Elongationsrate zeigt sich dennoch verlangsamt. In diesem Fall wären roter

und grüner Anteil gleich lang,  aber beide kürzer als eine gesunde Vergleichsgruppe. 

2. Die Replikationsprogression nimmt im zeitlichen Verlauf ab, das heißt, sie startet schneller und

baut mit zunehmender Markierungszeit immer langsamer die Nukleotidanaloga ein. In diesem Fall

wäre der rot markierte Bereich bereits verkürzt, der grüne nochmals deutlich stärker verkürzt. Es

wäre mit einer herabgesetzten Elongationsrate zu rechnen.

In der BM-Gruppe ist die I/C Ratio stark herabgesetzt und die Elongationsrate ist vermindert. Das

spricht für eine gestörte Replikationsprogression, die im zeitlichen Verlauf noch weiter zunimmt. Es

wäre von weiterem Interesse, die Elongationsraten nur der ersten Markierungsphase weiter zu ver-

gleichen, um diese Hypothese zu bestärken. Zu erwarten wären verkürzte CldU markierte DNA Fi-

ber.  Eine Wiederholung des DNA Fiber Assays mit unterschiedlich langen CldU und IdU Markie-

rungszeiten würde ebenfalls ermöglichen, die Ergebnisse weiter zu präzisieren und die schrittweise

Abnahme der Replikationsprogression genauer abzubilden. Das Muster der gestörten Replikations-

progression in der BM-Gruppe unterscheidet sich damit maximal von dem der jungen Brutskrebspa-

tientinnen. Für beide Patientengruppen vermuteten wir ähnliche Muster in Bezug auf die genomi-

sche Instabilität, da sich beide in Hinblick auf Epidemiologie, Tumorbiologie und Prognose erheblich

vom sporadischen Brustkrebs der älteren Patientinnen unterscheiden. Interessanterweise nähert

sich die genomisch instabil vermutete Gruppe der jungen Brustkrebspatientinnen am stärksten ei-
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ner Ratio von 1,0 und die Elongationsrate zeigte sich am höchsten. Beide Parameter erscheinen im

Versuchsaufbau dieser Arbeit kontraintuitiv und nicht geeignet zu sein, eine genomische Instabilität

bei jungen Brustkrebspatientinnen zu quantifizieren. Es ist daher davon auszugehen, dass die I/C

Ratio kein allgemeingültiger Marker für genomische Instabilität ist. Umso wichtiger scheint sie für

die weitere Betrachtung von Patienten mit Hirnmetastasierung zu sein. Es wäre interessant, im ge-

samten Patientenkollektiv im Rahmen einer Longitudinalstudie weiter zu untersuchen, wer von den

bislang nicht metastasierten Brustkrebspatientinnen im weiteren zeitlichen Verlauf Hirnmetastasen

entwickelt, und ob es sich dabei eben um jene Patientinnen handelt, die bereits bei nur Vorliegen

des Primarius eine erniedrigte I/C Ratio zeigten.  Auch hier gilt wieder zu bedenken, dass eine grö -

ßere Patientengruppe von hirnmetastasierten Brustkrebspatientinnen noch aussagekräftigere Da-

ten erbringen könnte.

6.1.4. Zunahme der Replikationsursprünge als Marker für Replikationsstress

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass eine chemische Behandlung mit doppelstrangbruchin-

duzierenden Agenzien vermehrt zum Anhalten der Replikationsgabeln führt54,56. Eukaryoten haben

verschiedene Strategien entwickelt, die Replikationsgabeln wieder zu starten, sind bei starker Schä-

digung jedoch nicht immer erfolgreich. Zur Schadensbegrenzung kann eine kompensatorische Akti-

vierung benachbarter, ruhender Replikationsursprünge hilfreich sein57, um letztlich schwerwiegen-

de Fehler in der Mitose zu vermeiden58. DNA Schädigungen (durch genetische Veränderungen, che-

misch und physikalisch) können den Reparaturprozess systematisch stören, was die chromosomale

Instabilität signifikant erhöht57.  Bei heterozygoten PALB2 Mutationsträgern wurden im Gegensatz

zum Wildtyp fast doppelt so viele Replikationsinitiierungen beobachtet52. Aus diesem Grund wird in

dieser Arbeit der Anteil von Replikationsursprüngen an allen ausgewerteten Replikationsstrukturen

der drei Untersuchungsgruppen im Vergleich betrachtet (siehe 5.1.3 Replikationsursprünge in BM,

jungen und älteren Brustkrebspatientinnen). Hierbei wird zunächst nicht unterschieden, ob die Re-

plikationsinitiierungen in der ersten oder zweiten Markierungsphase erfolgten. 

Es zeigt sich deutlich, dass die BM-Gruppe, sowie die Gruppe der jungen Brustkrebspatientinnen si -

gnifikant mehr neue Replikationsgabeln öffnen als die Gruppe der  älteren Bruskrebspatientinnen.

Im Gegensatz zu der Arbeit von Nikkilä et al.52 ist hier kein doppelt so hoher Anteil zu erwarten, da

es sich bei den älteren Brustkrebspatientinnen nicht um eine gesunde Kontrollgruppe handelt und
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auch bei den älteren Patientinnen ein erhöhter Replikationsstress vorliegen kann. Zudem liegt die

Markierungszeit bei Nikkilä et al. bei jeweils 40 min. Mit zunehmender Markierungszeit ist auch mit

einer Zunahme an Replikationsursprüngen zu rechnen, da diese in der Regel soweit auseinander lie-

gen, dass sie im Rahmen einer kurzen Markierungszeit ggf. nicht ausreichend erfasst werden54. Um

so spannender ist, dass in dem hier vorliegenden Versuch bereits bei einer kurzen Markierungszeit

eine sehr signifikante Erhöhung des Anteils von Replikationsursprüngen zu Tage traten. Die hier vor-

liegenden Daten stehen in Einklang mit der Hypothese, dass eine erhöhte Rate an Replikationsur-

sprüngen initiiert wird, wenn Replikationsstress vorliegt und zeigen deutlich die Anfälligkeit in der

DNA Replikation bei jungen und hirnmetastasierten Brustkrebspatientinnen. 

6.1.5. Zunahme der Replikationsursprünge 1. Ordnung als Marker für Replikationsstress

Es bleibt zu unterscheiden, ob neue Replikationsgabeln in der ersten oder zweiten Markierungspha-

se initiiert werden.  Entsprechend handelt es sich um Replikationsursprünge erster oder zweiter

Ordnung (siehe Abbildung 6). Betrachtet man in Fehler: Verweis nicht gefunden den Anteil der Re-

plikationsursprünge 1. Ordnung in den drei Patientengruppen finden sich noch aussagekräftigere Er-

gebnisse als bei der Betrachtung der gesamten Replikationsursprünge in  Abbildung 11. Zwischen

den beiden Gruppen, in denen wir von einer verminderten DNA Reparaturleistung ausgehen, zeigte

sich kein signifikanter Unterschied. Beide Gruppen, die BM-Gruppe und die der jungen Brustkrebs-

patientinnen zeigten hingegen jeweils sehr signifikant erhöhte Anteile an Replikationsursprüngen 1.

Ordnung im Vergleich zu den älteren Brustkrebspatientinnen. Die Ergebnisse hier waren bezogen

auf das Signifikanzniveau im t-Test noch aussagekräftiger als bei der Betrachtung der gesamten Re-

plikationsursprünge, sodass sich schlussfolgern lässt, dass insbesondere die Analyse der Replikati-

onsursprünge 1. Ordnung wesentlich für die Quantifizierung des Replikationsstress im DNA Fiber

Assay ist. Eine Wiederholung des Versuchs mit erhöhter Fallzahl in der BM-Gruppe wäre hilfreich,

um diese Aussage noch zu bestätigen, denn theoretisch wäre die erhöhte Signifikanz auch aufgrund

der kleinen Stichprobe und damit einhergehender höherer Ungenauigkeit möglich. 
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6.1.6. Keine Zunahme der Replikationsursprünge 2. Ordnung

In der BM-Gruppe ließ sich in dieser Arbeit eine herabgesetzte Elongationsrate mit erniedrigter I/C

Ratio feststellen, was dafür spricht, dass der Replikationsstress mit der Zeit zunimmt. Analog wäre

eine Zunahme der Replikationsursprünge in der 2.  Markierungsphase zu erwarten,  also anteilig

mehr Replikationsursprünge 2. Ordnung als 1. Ordnung. Tatsächlich zeigt sich der Effekt nicht und

sogar das Gegenteil ist der Fall. In Abbildung 13 liegt der Anteil der Replikationsursprünge 2. Ord-

nung bei 3,1 % und damit drastisch unter dem Anteil von 13,2 % der Replikationsursprünge 1. Ord-

nung in Fehler: Verweis nicht gefunden. In allen drei Gruppen liegt die anteilige Häufigkeit der Re-

plikationsursprünge  2. Ordnung deutlich unter der anteiligen Häufigkeit der Replikationsursprünge

1. Ordnung. Diese widersprüchlich erscheinenden Resultate ließen sich auch in Voruntersuchungen

unseres Labors zur Etablierung des DNA Fiber Assays finden. Die anteilige Häufigkeit von Replikati-

onsursprüngen 2. Ordnung betrug in jenen Versuchen mit Lymphoblastoiden und einer Markie-

rungszeit von je 20 min 8,4 % 54.

Ein Erklärungsansatz wäre, dass es bei zu großem Replikationsstress zu einer Art Ceiling Effekt bei

der Initiierung von Replikationsursprüngen kommt. In diesem Fall wäre in einer Kontrollgruppe ein

erhöhter Anteil an Replikationsursprüngen 2. Ordnung zu erwarten. Da wir keine dezidierte Kon-

trollgruppe untersucht haben, lässt sich diese These nur schwer überprüfen.  Es lässt sich zusam-

menfassend feststellen, dass in der Fachliteratur die Replikationsursprünge 2. Ordnung größtenteils

keine Erwähnung finden. Außerdem unterscheiden sich unsere Ergebnisse in allen drei Patientien-

tengruppen nicht signifikant  voneinander und befinden sich auf einem paradox niedrig erscheinen-

den Niveau. In Anbetracht dieser Tatsachen ist fest davon auszugehen, dass der Anteil von Replikati-

onsursprüngen 2. Ordnung kein geeigneter Parameter in der Analyse der DNA  Replikationsprogres-

sion ist. Vermutlich würden erst weitere Untersuchungen zu spezifischen Enzymen im Replikations-

prozess Aufschluss über die Ergebnisse wider unseres logischen Verständnisses geben. Um welche

Experimente es sich dabei genau handeln könnte, bedürfte weiterer Recherche. Damit würde zwar

das Interesse befriedigt werden, den Sachverhalt gänzlich zu verstehen, für das Ziel dieser Disserta-

tion wäre es jedoch aufgrund der fehlenden Konsequenz eher von nachrangiger Bedeutung.
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6.2. Diskussion der methodischen Herangehensweise

6.2.1. Definition der Patientengruppen: Kontrollgruppe

In der Diskussion wird wiederholt auf eine fehlende Kontrollgruppe verwiesen. Bewusst fiel die Ent-

scheidung gegen eine Kontrollgruppe. Ein Grund hierfür liegt in der Schwierigkeit begründet, eine

Kontrollgruppe zu definieren. Bis zum Lebensende kann jede Frau einen Brustkrebs entwickeln und

wäre damit eine Patientin der älteren Brustkrebspatientinnengruppe. Man hätte als Kompromiss

die Kontrollgruppe als gesunde Patientinnen mit negativer Familienanamnese für einen Brust- oder

Eierstockkrebs nach Tabelle 3 und einem Alter über 85 Jahren definieren können. Es wäre mögli-

cherweise interessant gewesen, Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den älteren Brust-

krebspatientinnen zu betrachten, die in der vorliegenden Arbeit weitestgehend als Vergleichsgrup-

pe ohne genetisches Risiko eingeschätzt werden. Es war uns jedoch auch ein Anliegen, den DNA Fi-

ber Assay als eigenständige Methode zur Quantifizierung des Replikationsstress zu verwenden. Ge-

gebenenfalls wäre die Durchführung des DNA Fiber Assays an 100 gesunden älteren Frauen ohne

Brustkrebs ein erstrebenswertes Ziel einer sich anschließenden Arbeit. So könnten sich die hier vor-

gestellten Ergebnisse eventuell  noch stärker von einer  Kontrollgruppe abheben,  als  von älteren

Brustkrebspatientinnen.

6.2.2. Definition der Patientengruppen: Systematik innerhalb der Patientengruppen

In der Patientenakquise der einzelnen Gruppen wurde nicht zwischen einzelnen Therapiezeitpunk-

ten unterschieden.  Die Patientinnen befanden sich teils vor oder nach (neo)adjuvanter Chemothe-

rapie, teils vor oder nach Operation und oder Bestrahlung. Insbesondere erscheinen eine weitere

Differenzierung bezüglich Bestrahlung und Chemotherapie sinnvoll, da hier nennenswerte Einflüsse

auf die genomische Stabilität denkbar sind. Zudem wurde nicht unterschieden, ob es sich bei der

Brustkrebserkrankung um einen Primarius oder Rezidiv handelte. Diese Unterscheidung wäre eben-

so interessant, da beim Rezidiv eine erhöhte genomische Instabilität angenommen werden könnte.

Eine weitere Differenzierung und erneute Gegenüberstellung wären weitere Schritte, um die hier

erhobenen Ergebnisse noch zu präzisieren. 
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6.2.3. Verwendung von primären Lymphozyten statt lymphoblastoider Zellkulturen

Ein weitestgehend neuer und gelungener Ansatz des hier vorgestellten Versuchsaufbaus ist die Ver-

wendung von zur Teilung angeregter primärer Lymphozyten aus Patientenblut anstelle von lympho-

blastoider Zellkulturen. Es ermöglicht, eine Vielzahl an Patientendaten mit den gewonnenen Ergeb-

nissen abzugleichen. Beispielsweise wäre für Folgeuntersuchungen von großem Interesse, was die

als genomisch instabil klassifizierten einzelnen Patientinnen an spezifischen Gen-Mutationen und

Mutationskombinationen zeigen. Man könnte untersuchen, wie das Ansprechen auf eine folgende

Strahlentherapie in Hinblick auf die Morbidität und Rezidivfreiheit ist, und wie die Daten aus dem

DNA Fiber Assay mit dem Langzeitüberleben korrelieren. Der Phantasie zu zukünftigen Fragestellun-

gen scheinen hier keine Grenzen gesetzt zu sein. Ermöglicht wird dieser Datenschatz durch Verwen-

dung von heparinisiertem Vollblut. Eine Vergleichbarkeit der DNA Fiber Assay Ergebnisse in Bezug

auf Elongation und der Ausbildung von Replikationsursprüngen ist im Vergleich zu anderen Arbeiten

mit lymphoblastoider Zellkulturen gegeben. Nikkilä et al. beschrieb eine mittlere Elongationsrate

von 1,02 kb/min für heterozygote PALB2 Mutationsträger und 1,11 kb/min für die Kontrollgruppe52,

Parplys et al. etablierte den Fiber Assay im Rahmen ihrer Dissertation und beschrieb für unbehan-

delte, sich exponentiell teilende Zelllinien Elongationsraten von 0,86  kb/min (SD ± 0,009 kb/min)

für den ersten Markierungszeitraum mit CldU und Elongationsraten von 0,69 (SD ± 0,007 kb/min)

für den zweiten Markierungszeitraum mit IdU54. Die hier vorgestellten Elongationsraten lagen zwi-

schen  0,77 kb/min und 0,91 kb/min und sind damit (soweit möglich) vergleichbar mit den Elongati-

onsraten lymphoblastoider Zellkulturen. Die Replikationsursprünge lagen bei Nikkilä et al. im Mittel

anteilig zwischen 11,8 % in der Kontrollgruppe und 21.7% bei heterozygoten PALB2 Mutationsträ-

gern52. Unsere Ergebnisse liegen zwischen 19,5% und 23,0% und lassen sich in näherungsweise mit

denen von Nikkilä et al. vergleichen. Zumindest in Bezug auf Vergleichbarkeit der Elongationsraten

und Replikationsursprünge erscheinen sich zum Teilen angeregte Lymphozyten im DNA Fiber Asssay

mit lymphoblastoiden Zellkulturen vergleichbar, bieten aber den Vorteil, noch weitere patientenbe-

zogene Daten akquirieren zu können.  

6.2.4. Intraobserver Variabilität und Interobserver Variabilität 

Die Intraobserver Variabilität bezeichnet die Spektrumweite von Ergebnissen des gleichen Untersu-

chers zu verschiedenen Zeitpunkten im selben Versuch. In dieser Arbeit wurde dieser Effekt stich-
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probenartig untersucht und es konnten keine große Variabilität festgestellt werden. Die Ergebnisse

in der Wiederholungsuntersuchung ähnelten den Vorergebnissen, des gleichen Untersuchers.

Die Interobserver Variabilität  bezeichnet die Spektrumweite von Ergebnissen von mehreren ver-

schiedenen Untersuchern im selben Versuchsaufbau. Wir verglichen stichprobenartig die Ergebnis-

se zu Elongationsraten und Replikationsstrukturen der gleichen Probanden durch verschiedene Un-

tersucher. Die Ergebnisse variierten zumindest in den Stichproben so stark, dass wir uns entschie-

den, die mikroskopisch erfassten Bilder nur durch einen Untersucher auswerten zu lassen. Sicher-

lich wäre hier eine systematische Analyse zur Quantifizierung der Interobserver Variabilität im Rah-

men weiterer Studien anzustreben, um potentielle Fehlerquellen in der Auswertung aufzudecken

und einen einheitlichen Standard zu erarbeiten.
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7. Abkürzungsverzeichnis

ATM Ataxia-telangiectasia mutated
BARD1 BRCA1 Associated RING Domain 1 Protein
BLM Bloom syndrome protein
BM-Gruppe Brain metastasis Gruppe: Brustkrebspatientinnen mit gesicherter Hirnmetas-

tasierung
BRCA1 Breast cancer susceptibility gene 1
BRCA2 Breast cancer susceptibility gene 2
BRIP1 BRCA1 Interacting Protein C-Terminal Helicase 1
bzw. Beziehungsweise
CDH1 Cadherin 1
CDK1 Cyclin-dependent kinase 1
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2
CHEK2 Checkpoint kinase 2
CldU Chlordesoxyuridin  
DNA Desoxyribonukleinsäure
DNA-PKcs DNA-Dependent Protein Kinase Catalytic Subunit
DSB DNA-Doppelstrangbruch
et al. Und andere
FAM175A ABRAXAS (central organizer of a large BRCA1 holoenzyme complex)  
FANCC/‐M Fanconi Anaemia Complementation Group C /M
ggf. Gegebenenfalls
H2O Wasser
Her2 Human epidermal growth receptor-2
HR Homologe Rekombination
HU Hydroxyurea
IdU Iododesoxyuridin
kb/m Kilobasen pro Minute
Ki-67 Nukleäres Protein und Proliferationsmarker Ki-67
LumA Luminal-A
LumB Luminal-B
min Minuten
MRT Magnetresonanztomographie
NHEJ Non-homologous end joining
NF1 Neurofibromatose Typ 1
mRNA Messenger RNA (ribonucleic acid)
PALB2 Partner and localizer of BRCA2
PARP Poly ADP ribose polymerase
PIKK PI3-kinase-related protein kinase
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PMS2 PMS1 Homolog 2, Mismatch Repair System Component
Rad50 DNA repair protein RAD50
RAD51 Gen, welches das DNA-Reparaturprotein Rad51 kodiert
ssDNA Single strand DNA, DNA-Einzelstrang
SEM Standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwerts
STK11 Serine/ Threonine Kinase 11
TP53 Tumorprotein p53
PTEN Phosphatase and Tensin homolog
UICC Union internationale contre le cancer

ZNS Zentrales Nervensystem

μl Mikroliter

µm Mikrometer

°C Grad Celsius
% Prozent
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