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Zusammenfassung der Publikationspromotion

Titel

Moderne Untersuchungsmethoden zur Evaluation von Haarausfall und Alopezie bei Frauen

Autor
Rima Nuwayhid

Abstract

Einleitung Haarausfall wird haufig wahrend einer antineoplastischen Therapie bei Frauen
mit Mammakarzinom beobachtet. Trotz starker psychischer Belastung der betroffenen
Patientinnen wurden der Verlauf der Chemotherapie-induzierten Alopezie (CIA) und die
Auswirkungen von Tamoxifen auf das Haarwachstum bislang nicht mittels objektiver,
trichologischer Methoden untersucht.

Haarausfall kann von Missempfindung an den Haaren, der Trichodynie (TD), begleitet
werden, hierzu existieren bislang keine systematischen Untersuchungen.

Obwohl Female pattern hair loss (FPHL) die haufigste Ursache fur Haarausfall bei Frauen
ist, wird seine Atiopathogenese kontrovers diskutiert. Daher ist es sinnvoll, anhand
genetischer Analysen Hinweisen auf gemeinsame Ursachen des FPHL und der
androgenetische Alopezie (AGA) des Mannes nachzugehen.

In dieser Arbeit sollten unter Verwendung objektiver, moderner Methoden trichologische
Parameter evaluiert werden, um neue Erkenntnisse zu klinischem Verlauf und Pathogenese

spezifischer Haarausfallerkrankungen zu erlangen.

Methodik Im Rahmen einer Kklinischen Studie zu CIA und TD wurden 34
Brustkrebspatientinnen evaluiert, welche adjuvant mit Chemotherapeutika (n = 17) oder
Tamoxifen (n = 17) therapiert wurden. In beiden Gruppen wurden trichologische Parameter
wahrend und nach der Therapie mittels standardisiertem, automatisiertem Fototrichogramm
erhoben. Die Probandinnen fihrten parallel ein zur Erfassung von TD entwickeltes
Tagebuch.

In einer weiteren Studie wurden Blutproben von insgesamt 585 FPHL-Patientinnen mit 679
gesunden Kontrollen verglichen, um eine Genotypisierung von vier Suszeptibilitatsloci

vorzunehmen, deren Beteiligung an der AGA des Mannes bekannt ist.
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Ergebnisse Bei den Chemotherapiepatientinnen konnte zunachst ein Absinken der
Anagenhaarrate und Haardichte auf ein Minimum nach sechs Wochen beobachtet werden,
gefolgt von einem Anstieg nach Therapieende bis auf die Ausgangswerte, oder sogar hoher.
Die Telogenhaarraten verhielten sich gegenlaufig. Die trichologischen Parameter der
Tamoxifenpatientinnen hingegen blieben stabil.

Alle Chemotherapiepatientinnen berichteten Uber eine TD von minimaler bis maximaler
Intensitat, 87% zuséatzlich von Kopfhautpruritus. Unter den Tamoxifenpatientinnen erlebten
12% TD und Pruritus, 12% nur Pruritus und 7% ausschlie3lich TD.

Im Rahmen der Genotypisierung zeigte keine der genotypisierten Varianten der vier AGA-
Suszeptibilitatsloci eine signifikante Assoziation mit dem Auftreten von FPHL.

Schlussfolgerungen Bedingt durch ein anagenes Effluvium mit partieller Anagen-Telogen-
Konversion erreicht der diffuse Haarausfall bei CIA nach sechs Wochen ein Maximum. Drei
Monate nach Therapieende erholen sich die trichologischen Parameter auf das
Ausgangsniveau. Eine relevante Beeinflussung des Haarwachstums durch Tamoxifen
konnte nicht beobachtet werden. TD tritt bei CIA signifikant haufiger und intensiver auf als
unter Tamoxifentherapie. Die untersuchten genetischen Varianten der AGA-

Suszeptibilitatsloci stehen in keinem Zusammenhang mit der Entstehung von FPHL.

Title
Modern trichological methods for the evaluation of hair loss and alopecia in women

Author
Rima Nuwayhid

Abstract
Introduction Hair loss often occurs in women with breast cancer undergoing antineoplastic

therapy. Despite the heavy psychological burden, the course of chemotherapy-induced
alopecia (CIA) and the effects of Tamoxifen on hair growth have not yet been quantified
using objective, trichological methods. Only few case reports exist on hair loss in patients
under hormonal breast cancer treatment with tamoxifen, there is a lack of quantitative
investigations using reproducible methods.

Hair loss can be accompanied by distressing hair sensations, referred to as trichodynia (TD).

Presently, no systematic investigative approaches towards TD exist.
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Although female pattern hair loss (FPHL) is the most common cause of hair loss in women,
its pathogenesis is still discussed controversially. Indications for common genetic causes for
FPHL and male androgenetic alopecia (AGA) exist and are to be investigated by genetic
analysis.

In order to gain more insight on clinical course and pathogenesis of certain hair loss

diseases, modern, objective methods were applied to evaluate trichological parameters.

Methods During a clinical trial on CIA and TD 34 female breast cancer patients receiving
either chemotherapy (n = 17) or tamoxifen (n = 17) after surgery were included. In both
groups trichological parameters were collected during and after therapy using the
standardised, automated phototrichogram. Simultaneously, participants completed a diary
especially developed for collecting data on TD. In a further study blood samples were
collected from a total of 585 FPHL patients and compared to 679 healthy controls to

genotype four susceptibility loci known to contribute to male AGA.

Results In chemotherapy patients initially a decrease of anagen hair rate and hair density to
a minimum was observed after six weeks, followed by an increase after therapy cessation,
reaching baseline or even higher values. Telogen hair rates developed contrarily. In contrast,
trichological parameters in patients receiving tamoxifen remained stable.

All chemotherapy patients reported TD varying from minimal to maximal intensity, 87%
additionally experienced scalp pruritus. Among patients receiving tamoxifen 12% reported
TD and pruritus, 12% solely pruritus and 7% exclusively TD.

In the genetic analysis, none of the genotyped variants of the four AGA susceptibility loci
showed a significant association with the occurrence of FPHL.

Conclusion The diffuse hair loss in CIA reached a peak after six weeks due to an anagen
effluvium with a partial anagen to telogen conversion. Three months after therapy cessation
the trichological parameters had recovered to baseline values. No relevant impact on hair
growth was observed under tamoxifen therapy.

TD occured significantly more often and intense in patients with CIA compared to those
receiving tamoxifen.

The examined genetic variants of four AGA susceptibility loci are not associated with the

development of FPHL.
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1. Einleitung

Beim Menschen ist im Rahmen des Haarzyklus der Verlust von bis zu 100 Kopfhaaren pro
Tag physiologisch.! Eine Stérung des Haarwachstums durch exogene oder endogene
Faktoren kann zu Haarausfalll dem sog. Effluvium, fihren. Hierbei besteht ein
Ungleichgewicht zwischen nachwachsenden (anagen) und ausfallenden (telogen) Haaren,
sodass eine sichtbare Haardichteminderung (Alopezie) resultieren kann.*

Die klinische Diagnostik des Haarausfalls erfolgt zundchst mittels Inspektion, manueller
Methoden (Zupftest) und Dermatoskopie. Fir die Einteilung des Musters und des
Schweregrads der Alopezie stehen verschiedene Skalen zur Verfiigung.? Diese Methoden
lassen jedoch lediglich eine grobe, subjektive Einschatzung des Haarausfalls und der
Alopezie zu.

Die moglichen Ursachen von Haarausfall und Alopezie sind vielfaltig.>® Allerdings wurde das
breite Spektrum der Alopezien bisher nur in wenigen Studien mittels standardisierter,
reproduzierbarer trichologischer Methoden untersucht. Diese dienen der Quantifizierung des
Haarausfalls und seiner objektiven Charakterisierung in Typ, Muster und Ausmal3. Damit
tragen sie zur Verbesserung der Diagnostik und letztlich auch zur evidenzbasierten
Evaluation von therapeutischen Effekten bei Haarerkrankungen bei. Zusatzlich kdnnen
genetische Analysen zu einem besseren Verstdndnis der Pathogenese und zur
Klassifizierung von Haarerkrankungen herangezogen werden, um so erste Ansatze fir neue
therapeutische Optionen zu eruieren.

Die Einteilung von Haarerkrankungen kann gemal ihrer Pathogenese in erworbene und
genetisch bedingte erfolgen.™* Basierend auf dieser Einteilung erschien es im Rahmen
dieser Promotionsarbeit sinnvoll, typische Modellerkrankungen fir erworbenen und

genetisch bedingten Haarausfall mittels moderner trichologischer Methoden zu untersuchen.

Eine typische Modellerkrankung fur erworbenen Haarausfall stellt das Chemotherapie-
induzierte Effluvium dar. Nach Beginn einer antineoplastischen Therapie, zum Beispiel bei
Mammakarzinom (Mamma-Ca), ist durch die Gabe bestimmter Zytostatika mit hoher
Wahrscheinlichkeit ein erworbenes Effluvium mit resultierender Alopezie zu erwarten.>®
Daher wurden im Rahmen einer ersten Kklinischen Studie Patientinnen unter
antineoplastischer Therapie bei Mamma-Ca untersucht. In bis dato publizierten
Untersuchungen konnte kein klarer Konsens tber den quantitativen und zeitlichen Verlauf
der Chemotherapie-induzierten Alopezie (CIA) im Rahmen antineoplastischer Therapie beim
Mamma-Ca gezogen werden. Zudem bestand Unklarheit dariiber, ob es sich bei CIA um ein

Effluvium vom anagenen oder telogenen Typ unter adjuvant-zytostatischer Therapie
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handelt.>’ Die genaue Kenntnis des quantitativen und zeitlichen Verlaufs sowie der Art des
Effluvium sind jedoch Voraussetzungen fiir eine fundierte Patientenaufklarung und fir die
Definition therapeutischer Fenster sowie perspektivisch fur die Entwicklung von
Therapieansatzen.

In der systemischen Therapie des Hormonrezeptor-exprimierenden Mamma-Ca ist
Tamoxifen als selektiver Ostrogenrezeptormodulator das am héaufigsten verschriebene
endokrine Medikament.? In der Literatur wurde tiber ein mégliches Auftreten von Haarausfall
im Zusammenhang mit der Einnahme von Tamoxifen bislang lediglich kasuistisch

berichtet.> !

Unklar war, ob Tamoxifen tatséchlich ein Effluvium auslést und ob es durch
seinen kompetitiven Ostrogen-Rezeptor-Antagonismus maoglicherweise ein Effluvium ahnlich
der androgenetischen Alopezie bedingt.®*? Ziel der ersten Publikation war es daher, die Art,
Dauer und Intensitdt des Haarausfalls unter adjuvant-zytostatischer Therapie quantitativ
darzustellen. Zugleich sollte ein objektiver Vergleich zu den Auswirkungen einer
Tamoxifentherapie auf das Haarwachstum vorgenommen werden. Hierfir wurde die nicht-
invasive Messung mittels automatisiertem Fototrichogramm (TrichoScan®, TS) gewahlt,
welche eine moderne, objektive Methode zur standardisierten Quantifizierung trichologischer

Parameter darstellt.*>*

Neben der haufigen Beeinflussung des Haarwachstums, die je nach Intensitat in einer CIA
unterschiedlichen Ausmalles resultiert, kann es bei Patientinnen im Rahmen des
Haarausfalls zum Auftreten schmerzhafter Missempfindungen der Haare kommen, welche
als Trichodynie (TD) bezeichnet werden.>™" Obwohl 20 — 40% der Patienten mit Effluvium
zusatzlich unter TD leiden, existieren hierzu bislang keine objektiven Untersuchungen.'®*°
Die Einschéatzung der TD durch den Arzt ist erschwert, da es keine systematischen
Ansatzpunkte gibt, um TD zu quantifizieren und charakterisieren. Beschrieben wurde TD
hauptsachlich im Zusammenhang mit einem erworbenen Effluvium oder androgenetischer
Alopezie.">*"?° Bei Patientinnen mit CIA, bei denen ein Effluvium mittels trichologischer
Methodik gesichert und quantifiziert wurde, sollten unter Anwendung eines hierfur
entwickelten Trichodynie-Tagebuchs erstmals der Verlauf und die Charakteristika der TD

eruiert und in einer zweiten Publikation diskutiert werden.???

Die haufigste Ursache fiir eine Alopezie bei Frauen ist die androgenetische Alopezie (AGA),
welche auch als ,female pattern hair loss* (FPHL) bezeichnet wird.”> Umfangreiche
Untersuchungen zum FPHL wurden bereits durchgefuhrt um Muster, Art und Intensitat des

Haarausfalls genauer zu beschreiben, weshalb sie als Modellerkrankung flr genetisch
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bedingten Haarausfall und Alopezie dienen kann.” Da die Pathogenese dieser langsam
voranschreitenden, schubweise verlaufenden Haardichteminderung bislang nur
unvollstandig geklart ist, beschranken sich die therapeutischen Mdglichkeiten bei Frauen auf
die topische Anwendung von 2%-iger Minoxidilldsung oder Alfatradiol.> W&hrend dieser
topischen Therapie kann es bei einem Teil der Anwenderinnen zur Verbesserung der
Haardichte kommen, dieser Effekt endet allerdings nach Absetzen der Therapie.? Fiir beide
Therapieansatze ist der genaue Wirkmechanismus im Rahmen der Signalkaskade des FPHL
noch nicht hinreichend aufgeklart.? Daher erscheinen genetische Untersuchungen zum
besseren Verstandnis der Pathogenese des FPHL essenziell um neue, nachhaltige
Therapieansatze zu entwickeln. Bisherige Studien zu FPHL weisen auf Gemeinsamkeiten im
Rahmen der Pathogenese der AGA des Mannes und der Frau hin.**** In einer aktuellen
Studie wurden bei betroffenen Mannern vier neue, genomweit signifikante Suszeptibilitatsloci
fuir AGA auf den Chromosomen 2q35, 5g33.3, 12p12.1 und 3g25.1 identifiziert.”’
Chromosomale Regionen auf 2935 und 12p12.1 kodieren flr Proteine, die im Wingless-Int-1-
Signalweg (Wnt) eine Rolle spielen. Diese unter den Metazoa stark konservierte
Signaltransduktionskaskade zur zellularen Interaktion ist bekanntermaf3en auch fur den

Haarzyklus von Bedeutung.?®=*°

Unter Annahme gemeinsamer genetischer Ursachen fir
androgenetische Alopezien bei Mannern und Frauen, sowie einer moglichen Beteiligung des
Wnt-Signalwegs, war es Ziel der genetischen Untersuchung im Rahmen der dritten
Publikation, eine Assoziation der neu identifizierten Suszeptibilitatsloci mit FPHL zu

untersuchen.

2. Methodik
Die hier vorgestellten Studien wurden von den jeweils zustdndigen Ethikkommissionen
genehmigt und in Ubereinstimmung mit den ICH-GCP Leitlinien und der Deklaration von

Helsinki durchgefuhrt.

2.1. Quantitative Veradnderungen des Haarwachstums unter
antineoplastischer Therapie

2.1.1. Studiendesign und Probanden
Fur diese monozentrische, prospektive, Investigator-initierte Kohortenstudie wurden 34
Frauen mit Mamma-Ca rekrutiert, welche leitliniengerecht adjuvant entweder eine
hemotherapie (Gruppe C, n = 17) oder eine endokrine Therapie mit Tamoxifen (Gruppe T, n

= 17) erhielten.*
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Die Therapieentscheidung und damit Zuweisung in eine der beiden Gruppen wurde
gemeinsam von Patientinnen und behandelnden Gynadkologen bzw. Onkologen nach
individueller Falldiskussion in einer interdisziplindren Tumorkonferenz gefallt.

Die Patientinnen der Gruppe C wurden einmal vor (Woche 0, WO0), zweimal wahrend (W3,
W6) und zweimal nach Abschluss der Chemotherapie (W18, W28) untersucht. Differierte die
Dauer der Chemotherapie von den geplanten 16 Wochen, so wurden die beiden letzten
Studienvisiten so terminiert, dass sie zwei und zwolf Wochen nach Beendigung der Therapie
lagen. Bei den Patientinnen der Gruppe T, welche Tamoxifen kontinuierlich einnahmen,
wurden die Visiten zu korrespondierenden Zeitpunkten durchgefuhrt. Zu jeder Visite wurden,
neben aktueller Anamneseerhebung und klinischer Untersuchung von Kopfhaut und Haar,
ein automatisiertes Fototrichogramm mittels TS sowie eine Ubersichtsfotografie des Kopfes

angefertigt.

2.1.2. Material und Methoden

Automatisiertes Fototrichogramm

Zur Erfassung der trichologischen Parameter Haarzahl mit Unterscheidung in Vellus- und
Terminalhaare, sowie die Anzahl der anagenen und telogenen Haare, wurde ein
automatisiertes  Fototrichogramm  (TrichoScan®  durchgefiihrt. Dieses  kombiniert

Epilumineszenzmikroskopie mit digital automatisierter Bildanalyse.™**

Dazu wird Kopfhaut
rasiert und drei Tage spater eine videomikroskopische Nahaufnahme dieses Bereichs
vorgenommen. Anschlieend erfolgt die Auswertung mittels einer speziell entwickelten TS-
Software (siehe (s.) Abbildung (Abb. I, Seite (S.) 8), welche die Berechnung von
Gesamthaar-, Anagenhaar- und Telogenhaardichte pro Quadratzentimeter erlaubt.*®

Um ein eventuell auftretendes Muster des Effluvium zu erkennen, wurden stets zwei
definierte Areale, jeweils frontal und okzipital, untersucht.”* Der zu analysierende Bereich
wird durch die Software umrandet. Basierend auf der Lénge des einzelnen,
nachgewachsenen Haares erfolgt eine automatisierte Zuordnung zu einem
Haarzyklusstadium mit entsprechender farbiger Markierung: Anagenhaar griin, Telogenhaar

rot, angeschnittene Haare im Randbereich gelb.*
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Abb. I: Screenshot einer Bildanalyse mittels TrichoScan®-Software 2.0

Standardisierte Ubersichtsfotografie

Um Veradnderungen der Haare unter antineoplastischer Therapie in Bezug auf Volumen,
Lange, Farbe und Textur auch visuell nachvollziehen zu konnen, wurde bei jeder
Studienvisite unter standardisierten Bedingungen eine Ubersichtsaufnahme des Kopfes

angefertigt.

2.1.3. Statistische Analyse

Die deskriptive Statistik umfasste absolute und relative Haufigkeiten zur Deskription
kategorialer Variablen sowie Mittelwerte und Streuungsparameter zur Deskription
guantitativer Variablen. Zur statistisch korrekten Visualisierung des Effekts von
Chemotherapie und Tamoxifen auf Telogen- und Anagenhaarraten sowie Haardichte wurden
Boxplots (s. Publikation) erstellt, zur orientierenden Darstellung Liniendiagramme (s. Abb. IIl,
S. 9, sowie Abb. IV, S. 12). Um die Signifikanz von Unterschieden zwischen den
Untersuchungszeitpunkten und den Probandengruppen zu untersuchen, wurden der
WiLcoxoNn-Vorzeichen-Rang-Test (fur Vergleiche innerhalb der Probandengruppen) und der
MANN-WHITNEY-U-Test (fur Vergleiche zwischen den Probandengruppen) angewendet.
Ausschlie3lich p-Werte < 0.05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Es wurde keine
BoNFERRONI-Korrektur durchgefuhrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der
Statistiksoftware SPSS 21.
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2.2. Trichodynie unter antineoplastischer Therapie

2.2.1. Studiendesign und Probanden
Um das Auftreten einer TD im Zusammenhang mit Haarausfall zu untersuchen, wurden die
Probandinnen der Gruppen C und T im Rahmen der unter 2.1.1 beschriebenen Studie in
Bezug auf mogliche Missempfindungen der Haare evaluiert. Hierfir wurde ein Trichodynie-
Tagebuch entwickelt, welches alle Patientinnen beider Gruppen vor Therapiebeginn
erhielten. Nach ausfuhrlicher Einweisung in die Nutzung sollten auftretende
Missempfindungen im Bereich von Haaren und Kopfhaut taglich dokumentiert werden. Das
Tagebuch sollte bis zum Ende der Studie gefihrt werden, also bis 28 Wochen nach

Therapiebeginn.

2.2.2. Material und Methoden

Trichodynie-Tagebuch

Zur Erfassung der subjektiv wahrgenommenen Trichodynie wurde ein spezielles Tagebuch
zur Dokumentation der Symptome an Haaren und Kopfhaut wéhrend der antineoplastischen
Therapie entwickelt (s. Abb. Il, S. 9). Es basiert auf dem Hairdex und dem etablierten

3132 Hierin wurden

Schmerzevaluationstool short-form McGill Pain Questionnaire (SF-MPQ).
Datum und Dauer der Empfindung, ihre Intensitat auf einer kombinierten numerischen und
visuellen Analogskala, ihre Abh&ngigkeit von Berihrung sowie ihr Charakter aus einer
Vorgabe von acht Adjektiven oder in einem Freitextfeld mittels eigener Adjektive erfasst. Die

Patientinnen sollten eine eindeutige Abgrenzung zu Pruritus an der Kopfhaut vornehmen.

-- Bitte kringeln/kreuzen Sie jeweils die Stédrke und Art der Missempfindung
an jedem Tag (Datum) an.--

Stirke: Art der Missem pfindung:

Montag der: Bei Beriihrung: O der Kopfhaut
. . 1 des Haares (1 ohne Berihrung

| 1 juckend [ brennend (1 pochend O driickend
01234 567 89210 0Oreifend O stechend O ziehend dumpf O bohrend

Abb. II: Auszug aus dem Trichodynie-Tagebuch zur qualitativen und quantitativen Beschreibung der
Empfindungen an einem Tag.

2.2.3. Statistische Analyse
Die deskriptive Statistik umfasste absolute und relative Haufigkeiten zur Deskription
kategorialer Variablen sowie Mittelwerte und Streuungsparameter zur Deskription
quantitativer Variablen. Vergleiche der Haufigkeiten des Auftretens zwischen den Gruppen
wurden mittels des exakten Tests nach FiSHER vorgenommen. Um die Signifikanz von

Unterschieden in Bezug auf Dauer, Intensitat und Charakter der Empfindung und den
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Probandengruppen zu untersuchen, wurden der WiLCcOXON-Vorzeichen-Rang-Test (fur
Vergleiche innerhalb der Probandengruppen) und der MANN-WHITNEY-U-Test (fir Vergleiche
zwischen den Probandengruppen) angewendet. Ausschlie3lich p-Werte < 0.05 wurden als
statistisch signifikant gewertet. Es wurde keine BoONFERRONI-Korrektur durchgefihrt. Die
Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Statistiksoftwares SPSS 17 und IGOR Pro 6.1.

2.3. Genotypisierung von vier AGA-Suszeptibilitatsloci bei FPHL

2.3.1. Studiendesign und Probanden
In diese experimentelle Untersuchung der genetischen Grundlagen des FPHL wurden
Frauen eingeschlossen, welche einen mittel- bis hochgradig ausgepréagten FPHL aufwiesen.?
Untersucht wurden 440 nicht verwandte, deutsche und 145 englische betroffene
Patientinnen. Es erfolgte ein Vergleich mit 500 gesunden, deutschen Blutspenderinnen und

179 britischen Superkontrollen, welche Gber 60 Jahre alt waren und keinen FPHL aufwiesen.

2.3.2. Material und Methoden
Nach Auswahl der jeweils zwei haufigsten Varianten der vier AGA-Suszeptibilitatsloci
ergaben sich acht Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) zur Untersuchung. Die
Genotypisierung wurde nach Multiplex-PCR mittels des MassARRAY-Systems und eines
Sequenom Compact MALDI-TOF Apparats (Sequenom Inc., San Diego, CA, USA)

vorgenommen.

2.3.3. Statistische Analyse
Die Analyse erfolgte zunachst getrennt in der deutschen und der britischen Gruppe.
Patientinnen mit besonders starker Auspragung des FPHL und solche mit einem ,early age
of onset® wurden separat betrachtet. Die Daten aller Probandinnen wurden einer
Metaanalyse unterzogen. Mittels COCHRAN-ARMITAGE-Trendtest wurde untersucht, ob eine
genetische Assoziation besteht. Die Power wurde mittels der Funktion "power.fisher.exact" in

R berechnet (R Version 2.10.1, http://www.rproject.org/).

2.4. Publikation
Die Manuskripte wurden bei internationalen wissenschaftlichen Zeitschriften mit Peer-

Review-Verfahren eingereicht und zur Verétffentlichung angenommen.

10
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3. Ergebnisse

3.1. Quantitative Veranderungen des Haarwachstums unter
antineoplastischer Therapie

Bei den Patientinnen unter Chemotherapie liel3 sich drei Wochen nach Therapiebeginn (W3)
zunachst eine signifikante Abnahme der Rate anagener Haare (p < 0,001) sowie der
Gesamthaardichte (p < 0,013) beobachten. Die Anagenhaardichte sank im Verlauf bis auf
ein Minimum in W6 (p < 0,003) und verblieb auf niedrigem Niveau bis W18. Am Ende des
Beobachtungszeitraums, drei Monate nach Therapieende (W28), wurde frontal eine
Erholung auf Hohe der Ausgangswerte wie vor Therapiebeginn festgestellt (p = 0,231).
Okzipital waren sowohl die Gesamthaardichte (p = 0,026) als auch die Anagenhaardichte (p
= 0,044) signifikant erhdht gegenuber den Werten vor Therapiebeginn. Die
Telogenhaardichten verhielten sich gegenlaufig, es erfolgte eine signifikante Zunahme in den
ersten drei Wochen der Therapie (W3) (p < 0,004), auch hier wurden an beiden Messorten
nach Therapieende (W28) Werte auf Ausgangsniveau festgestellt (p = 0,504) (s. Abb. Ill, S.
11). Dieser beschriebene Verlauf Iasst sich sowohl in den Liniendiagrammen als auch in den
Boxplots (s. Publikation) sowie den Globalfotografien und Nahaufnahmen fur den TS gut
nachvollziehen (s. Abb. V, S. 12).

Gruppe C frontal Gruppe C okzipital
300 300
250 250
200 200
5 150 Z 150
100 100
50 /\ o0 /\‘______________
0 0
wo w3 w6 wis w28 wo w3 we w18 w28
STUDIENVISITE [WOCHEN NACH THERAPIEINITIATION] STUDIENVISITE [WOCHEN NACH THERAPIEINITIATION]
= Haardichte Telogenhaardichte Anagenhaardichte ———Haardichte ==——Telogenhaardichte Anagenhaardichte
Abb. lll: Grafische Darstellung der Entwicklung von frontaler und okzipitaler Gesamthaardichte sowie

Telogen- und Anagenhaardichte der Patientinnen unter Chemotherapie im zeitlichen Verlauf.

Bei den Patientinnen unter Tamoxifentherapie ergaben sich beim Vergleich von Gesamt-,
Anagen- und Telogenhaardichte vor Therapiebeginn und 28 Wochen danach keine
signifikanten Veranderungen. Es kam zu einer vortibergehenden, geringen Verringerung der
Haardichte (p = 0,021) und Anagenhaardichte (p = 0,016) frontal (s. Abb. IV, S. 12).
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Gruppe T frontal Gruppe T okzipital
350 300
300 —_——— 250 R
——_——H——I
250 —_— 200
T 200 -
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© 150 2
100 100
50 50
0 0
Wo W3 We wis w2 wo w3 we wig  was
STUDIENVISITE [WOCHEN NACH THERAPIEINITIATION] STUDIENVISITE [WOCHEN NACH THERAPIEINITIATION]
e Haardichte ==—=Teglogenhaardichte - Anagenhaardichie == Haardichte ====Telogenhaardichte == Anagenhaardichte

Abb. IV: Grafische Darstellung der Entwicklung von frontaler und okzipitaler Gesamthaardichte sowie

Telogen- und Anagenhaardichte der Patientinnen unter Tamoxifentherapie im zeitlichen Verlauf.

Die standardisierten Globalfotografien dokumentieren den typischen klinischen Verlauf einer
CIA (s. Abb. V, S. 12). Ab W3 war eine Verringerung der Haardichte zu erkennen, in W6
bestand eine manifeste Alopezie. In W18, also zwei Wochen nach Beendigung der Therapie,
war bei wenigen Patientinnen bereits ein Nachwachsen der Haare erkennbar. Bis zu W28

hatte sich das Haarvolumen bei allen Patientinnen wieder deutlich gesteigert.

WO W3 W6 W18 w28

Globalfotografie

-

Abb. V: Verlaufsdokumentation mittels Globalfotografie und videografischer Epilumineszenzmikroskopie
im Rahmen der TS-Untersuchung. Beispiel einer Patientin unter Chemotherapie.

TS frontal

TS okzipital

3.2. Trichodynie unter antineoplastischer Therapie

Alle Patientinnen der Gruppe C berichteten Uber das Auftreten von Trichodynie. Diese
Missempfindungen setzten im Mittel 1145 Tage nach Therapiebeginn ein, erreichten ihre

12
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grof3te Intensitat an Tag 1845 und hielten zwischen einem und 26 Tage an, im Mittel 10+7
Tage. Auf der numerischen Analogskala (NAS) wurde die Schmerzhaftigkeit der Trichodynie
mit 1-10/10 bewertet, erreichte also maximale Intensitat. Die im Trichodynie-Tagebuch
vorgegebenen Adjektive fanden unter den Chemotherapiepatientinnen allesamt breite
Anwendung, wobei ,ziehend® am haufigsten verwendet wurde. Im Freitextfeld wurde von
einer Patientin zusatzlich ,kribbelnd“ zur Beschreibung angegeben. Unter den
Tamoxifenpatientinnen beschrieben nur 19% eine Trichodynie. Die Intensitat wurde auf der
NAS mit 1-3/10 angegeben. Zudem wahlten sie unter den zehn zur Verfigung stehenden
Deskriptoren nur drei aus.

Insgesamt zeigten sich im Auftreten von Trichodynie signifikante Unterschiede zwischen
Chemo- und Tamoxifentherapie: Trichodynie trat unter Chemotherapie haufiger auf

(p < 0,001), hielt langer an und war intensiver ausgepragt (p < 0,001).

3.3. Genotypisierung von vier AGA-Suszeptibilitatsloci bei FPHL

Die individuellen Charakteristika der untersuchten Patientinnen mit FPHL wurden statistisch
erfasst und mit den genetischen Analysen korreliert. Bei insgesamt 99 Frauen konnte eine
schwere Verlaufsform (Lubwic Grad 3, SINCLAIR Grad 4 — 5) diagnostiziert werden.? Ein
.early onset’ in einem Alter von unter 40 Jahren konnte bei 290 Patientinnen festgestellt
werden. Eine signifikante Assoziation zwischen den genotypisierten Varianten von 2935,
3025.1, 5933.3 und 12p12 konnte weder in der deutschen oder britischen Gruppe festgestellt
werden, noch in den Untergruppen der Patientinnen mit schwerer Verlaufsform oder ,early
age of onset”. Damit konnte eine Assoziation von FPHL mit den genotypisierten Varianten

nicht nachgewiesen werden.

4. Diskussion

4.1. Quantitative Veradnderungen des Haarwachstums unter
antineoplastischer Therapie

Unter Brustkrebspatientinnen zahlt die CIA zu den meist gefirchteten Nebenwirkungen der
Chemotherapie. Sie fiuhrt zu einer messbaren Verringerung der Lebensqualitdt und
Berichten zufolge bei 8% der Patientinnen zur Ablehnung einer potenziell lebensrettenden

33,34

Chemotherapie. Diesen gravierenden psychosozialen Komplikationen stehen bislang

unzureichende Kenntnisse Uber den Verlauf und die Pathogenese sowie unbefriedigende

Resultate der vorhandenen Therapiemdglichkeiten gegentiber.®>°

13
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Zur objektiven Evaluierung von Haarausfall und Alopezie stehen aktuell moderne, Computer-
assistierte Methoden zu Verfigung. Hierzu zahlt das automatisierte Fototrichogramm,
welches folgende Vorteile bietet: Der TS ist eine nicht-invasive Methode, welche weitgehend
untersucherunabhangig in kurzer Zeit eine standardisierte, reproduzierbare und damit
international vergleichbare qualitative Analyse trichologischer Parameter erlaubt, die
insgesamt Riickschliisse auf das Haarwachstum und die Haardichte zulassen.’*'* Die
Genauigkeit der Ergebnisse ermdglicht auch in kleinen Probandenkollektiven die
|dentifizierung signifikanter Unterschiede.** Daher erschien der TS fiir die vorliegende Arbeit
geeignet, um erstmals den zeitlichen, quantitativen und qualitativen Ablauf der CIA objektiv
zu charakterisieren.

Die Spanne bis zum Eintritt des Haarausfalls nach initialer Zytostatikagabe hangt vom
Regime der antineoplastischen Therapie ab. Beschrieben wurde ein zeitlicher Rahmen von

wenigen Tagen bis zu drei Wochen.>**%’

In der vorliegenden Arbeit konnte fur das Kollektiv
der Mamma-Ca-Patientinnen unter den spezifischen Therapieregimes gezeigt werden, dass
nach drei Wochen ein signifikantes Effluvium nachweisbar war.

Bislang existierte keine einheitliche Meinung dazu, um welche Art des Effluvium es sich bei
CIA handelt. CIA wurde traditionell als akuter diffuser Haarverlust angesehen und spéater als

anagenes Effluvium beschrieben.****’

Andere Autoren sehen CIA hauptsachlich als eine
Sonderform des telogenen Effluvium an.” Der Verlauf der Anagenhaarrate bei unseren
Probandinnen konnte das Vorliegen eines Anageneffluvium bestatigen. Haarfollikel in der
Anagenphase sind auf Grund ihrer hohen metabolischen und mitotischen Aktivitat besonders

56 Der Verlauf der

anfallig fur die zytotoxischen Wirkungen von Chemotherapeutika.
Telogenhaarraten kdnnte als Konversion eines Teils der Anagen- zu Telogenhaaren mit
anschlieendem Ausfallen interpretiert werden. Diese Konversion findet in Abhangigkeit
desjenigen Punkts im Haarzyklus statt, in welchem sich der Haarfollikel zum
Einwirkungszeitpunkt der Noxe befindet. Haare in einer frihen Anagenphase mit hdherer
mitotischer Aktivitdt brechen ab, resultierend in einem anagenen Effluvium. Follikel in einer
spateren Anagenphase mit geringerer mitotischer Aktivitdt hingegen treten in die
Telogenphase (iber und produzieren so ein telogenes Effluvium (s. Abb. VI, S. 15).°

Das Nachwachsen der Haare wurde in anderen Studien ein bis sechs Monate nach

Beendigung der Zytostatikazufuhr beobachtet.>*’

Eine Normalisierung der trichologischen
Parameter unserer Patientinnen auf Ausgangswerte konnte in dieser Arbeit auf drei Monate

nach Therapieende eingegrenzt werden.
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Abb. VI: Vereinfachte schematische Darstellung der Pathogenese unterschiedlicher Typen
von Effluvien in Abhangigkeit vom Einwirkungszeitpunkt der chemotherapeutischen Noxe
(Chemo) im Haarzyklus

In Abhangigkeit vom eingesetzten chemotherapeutischen Agens und gewahlten Regime
kann eine permanente CIA durch Schadigung der Stammzellen resultieren.>® Im Gegensatz
dazu konnte bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Probandinnen ein
Nachwachsen der Haare mit Erholung der trichologischen Parameter auf Ausgangswerte
beobachtet werden. Interessanterweise zeigte sich nach Therapieende am okzipitalen
Messareal eine erhohte Gesamt- und Anagenhaardichte im Vergleich zu den
Ausgangswerten. Dieses Phanomen konnte auf ein regeneratives Potenzial hindeuten,
welches in Studien mit héherer Probandenzahl und langerem Beobachtungszeitraum weiter
untersucht werden sollte.

Das Studiendesign mit Untersuchung von Brustkrebspatientinnen erlaubt ausschlieRlich
Ruckschlisse auf CIA bei Frauen. Dies gilt insbesondere, da sich in anderen
Untersuchungen ein geschlechtsspezifischer Ablauf der CIA gezeigt hat.”

Von anderen Autoren wurde ein durch mechanische Beanspruchung entstehendes Muster
des Haarausfalls mit Beginn an der frontalen Haarlinie und tUber den Ohren oder ein

mosaikartiges Muster beobachtet.*>*’

Mit der gewahlten, etablierten Untersuchungsmethode
TS an zwei Messorten, einem frontal und einem okzipital, sind solche Muster nicht
aufzudecken. Die Anzahl der TS-Messorte zu erhdhen ware allerdings auch kein Garant fur
die Entdeckung eines zufalligen, mosaikartigen Musters und zudem den Probanden schwer
zuzumuten. Ebenso konnte in der Verlaufsdokumentation mittels Ubersichtsfotografie kein
vergleichbares Muster erkannt werden. Eine Erhohung der Visitenfrequenz zur

engmaschigeren Dokumentation kdnnte mdglicherweise entsprechende Muster aufdecken.

Der selektive Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen ist das am haufigsten verordnete

Medikament zur Therapie des Hormonrezeptor-exprimierenden Mamma-Ca.® Kasuistisch
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wurde uber Haarausfall unter Tamoxifentherapie berichtet, systematische Studien unter
Anwendung objektiver, reproduzierbarer Untersuchungsmethoden existierten bislang nicht.*
11

Beim Vergleich der trichologischen Ausgangswerte vor Therapiebeginn und 28 Wochen
danach ergaben sich bei den Patientinnen unter Tamoxifentherapie keine signifikanten
Veranderungen. Auch in den Globalfotografien waren keine Verdnderungen erkennbar.
Insgesamt sprechen die vorliegenden Daten gegen eine Beeinflussung des Haarwachstums
durch Tamoxifen in den ersten 28 Wochen der Einnahme. Die Therapie mit Tamoxifen
erfolgt in der Regel jedoch Uber funf Jahre. Demnach ware eine Studie mit l&ngerem
Beobachtungszeitraum sinnvoll, um eventuelle Langzeitfolgen zu detektieren. Eine initiale,
vorubergehende, geringe Verringerung von Gesamt- und Anagenhaardiche frontal passt
sowohl zeitlich zu den Berichten tber Haarausfall unter Tamoxifentherapie als auch zu den
Vermutungen, dass ein frontal betontes Ausfallsmuster wie beim FPHL entstehen kann.>*°
Die im Rahmen dieser Studie untersuchten Patientinnen wiesen bei Studienbeginn keinen
FPHL auf. Wenn die ersten Suszeptibilitatsloci fur FPHL bei Frauen bekannt sind, ware es
interessant, den Zusammenhang zwischen FPHL und Tamoxifeneinnahme zu untersuchen.
So koénnte geklart werden, ob bei den Patientinnen, die unter Tamoxifentherapie ein FPHL-
ahnliches Haarausfallsmuster entwickeln, eine genetische Préadisposition besteht und wie
sich ein bestehender FPHL unter Tamoxifentherapie entwickelt.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmalig der Chemotherapie-induzierte
Haarausfall mittels moderner Methoden quantifiziert und in seinem zeitlichen Ablauf
charakterisiert werden. Ein Haarausfall unter Therapie mit Tamoxifen hingegen lie3 sich
nicht nachweisen. Die Ergebnisse der aktuellen Arbeit kdnnen so in eine detaillierte
Aufklarung der Patienten mit Mamma-Ca einflieBen, um erstmals eine Grundlage fir die
prognostische Einschéatzung des Verlaufs einer CIA zu haben, was moglicherweise zu einer

verbesserten Tolerierbarkeit dieser Nebenwirkung fiihren konnte.*®

4.2. Trichodynie unter antineoplastischer Therapie
Obwohl Trichodynie eine von Patienten mit Haarausfall haufig beklagte Erscheinung ist,

1819 \Weder der validierte

existieren hierzu bislang keine systematischen Untersuchungen.
Hairdex noch der SF-MPQ spiegeln das gesamte Spektrum an Symptomen der subjektiven
TD wieder, welche kasuistisch berichtet wurden.*® Daher wurde im Rahmen dieser Studie
ein Fragebogen in Tagebuchform entwickelt, der eine Dokumentation der TD in Bezug auf
zeitlichen Beginn und Dauer, Intensitat sowie Charakter erlaubt. Die objektive Messung von

naturgemal subjektiv empfundenen Schmerzen ist bis heute eine Herausforderung. Fur die
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vorliegende Arbeit wurde hierfir eine Kombination aus numerischer und visueller
Analogskala gewahlt (s. Abb. Il, S. 9), um als leicht verstandliches, etabliertes Messtool zu

dienen.*o*

Neben den vorgegebenen Adjektiven zur Beschreibung der Missempfindungen
an Haaren oder Kopfhaut diente ein Freitextfeld dazu, Uber die vorgegebenen Adjektive
hinaus neue mogliche deskriptive Begriffe von den Patientinnen zu generieren. Dieser neu
entwickelte Fragebogen fiur Missempfindungen der Kopfhaut kdnnte kunftig in gréReren
Kohorten nicht nur bei Patientinnen mit CIA, sondern auch im Rahmen anderer
Haarerkrankungen mit Effluvium und moéglicher Trichodynie, wie z.B. beim Lichen
planopilaris, weiter evaluiert und validiert werden.

Alle Patientinnen, die Chemotherapeutika verabreicht bekamen, berichteten von einer TD.
Interessanterweise ergab sich ein zeitlicher Zusammenhang zwischen nachgewiesener CIA
und Auftreten der Trichodynie. Die Trichodynie hdchster Intensitat ging dem Haarausfall
grof3ter Intensitdt, gemessen an der Telogenhaardichte, kurz voraus. In anderen Studien
wird die TD als unabhangig von zeitichem Verlauf und Intensitdt des Haarausfalls
beschrieben.’**"1%1%2° Dass in anderen Untersuchungen kein zeitlicher Zusammenhang
gesehen wurde, konnte einerseits daran liegen, dass die TD nicht mittels einer
standardisierten Methode charakterisiert wurde. Andererseits wurden Haarerkrankungen mit
einem anderen zugrundeliegenden Pathomechanismus als bei der CIA untersucht. Die
toxische Wirkung der Chemotherapeutika auf die Blutgefdl3e der stark durchbluteten
Kopfhaut kdnnten im Zusammenhang mit der TD stehen. Der Zusammenhang zwischen
Veranderungen der GeféalBe und Hautsensationen ist bereits bei Teleangiektasien der
Kopfhaut und bei Rosacea bekannt.'**?

Von den Patientinnen, die Tamoxifen bei Hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom
erhielten, wurde eine Trichodynie insgesamt weniger haufig, mit geringerer Intensitat und
unter Verwendung von weniger Deskriptoren angegeben, als von den
Chemotherapiepatientinnen. In dieser Gruppe fand sich zudem kein Zusammenhang von TD
und Haarausfall.

4.3. Genotypisierung von vier AGA-Suszeptibilitatsloci bei FPHL

Zur Untersuchung der pathogenetischen Ursachen der héaufigsten genetisch bedingten
Haarerkrankung steht an modernen Methoden die Genotypisierung zur Verfiigung. Unter der
Annahme eines gemeinsamen genetischen Hintergrunds in der Entstehung von AGA und
FPHL wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit erstmalig die Assoziation von vier
ausgewahlten Kandidatengenen, die sich kirzlich als genomweit signifikante

Suszeptibilitatsloci fir AGA erwiesen hatten, in einem Kollektiv von FPHL-Patientinnen
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untersucht.?” Es konnte keine Assoziation von FPHL mit den genotypisierten Varianten der
Chromosomen 2q35, 5033.3, 12pl12.1 und 3g25.1 nachgewiesen werden. Die
wahrscheinlichste Erklarung hierfir ist, dass in Bezug auf die untersuchten genetischen
Varianten kein pathogenetischer Zusammenhang zwischen AGA und FPHL besteht.
Stratifikation durch unterschiedliche Ethnizitat der Probanden wurde als Fehlerquelle bereits
im Studiendesign durch die Auswahl von Frauen ausschlieBlich mitteleuropéischer
Abstammung, analog des AGA-Kollektivs, ausgeschlossen. Geringe Effekte der
Genprodukte konnten durch die verhaltnismafiig geringe Probandenzahl und eine damit
verbundene geringere Teststarke nicht nachweisbar sein. Bei Kandidatengen-
Assoziationsstudien konnen bis zu 1.000 Probanden nétig sein, um ein Ergebnis
ausreichender Power zu erhalten.”® GréRere Effekte waren mit den kombinierten Daten des
deutschen und britischen Kollektivs jedoch detektierbar gewesen. Da die Untersuchung nur
fur zwei Varianten der jeweiligen Gene durchgefihrt wurde, ist es prinzipiell méglich, dass
eine davon differierende Variante eine positive Assoziation erbracht hatte. Diesem
methodischen Nachteil der Assoziationsanalyse einzelner Varianten gegenuber der sog.
Tagging SNPs, welche Gene komplett reprasentieren, wurde durch die sorgfaltige, fundierte
Auswahl der Kandidatengene und ihrer Varianten entgegengewirkt. Fiur alle acht SNPs
wurde genomweite Signifikanz in einer kombinierten Analyse der Daten von 2.800 AGA-
Patienten und der Metaanalyse von sieben genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) mit
3.891 AGA-Patienten nachgewiesen.?’ Es ist davon auszugehen, dass diese acht Varianten
der Kandidatengene entweder direkt das Erkrankungsrisiko erhéhen oder zumindest in
hohem Kopplungsgleichgewicht mit den verursachenden Varianten stehen. Anders als bei
der AGA wurde somit auch kein Nachweis fir den Einfluss des Wnt-Signalwegs auf FPHL
erbracht.

In Zusammenschau mit anderen Studien, die einen Zusammenhang anderer bekannter
AGA-Risikoloci mit FPHL ebenfalls nicht herstellen konnten, ergibt sich das Bild
unterschiedlicher genetischer Ursachen dieser beiden Erkrankungen.**** Da bislang kein
weiterer Ansatz fir die begrindete Auswahl von Kandidatengenen fir eine
Assoziationsstudie besteht, sollten kinftig GWAS durchgefiihrt werden, um einen Einblick in
die molekularbiologischen Grundlagen des FPHL zu generieren. Die Fortfihrung und
Erweiterung von Projekten wie diesem, in welchem die Daten mehrerer europaischer
Zentren kombiniert analysiert wurden, konnen kunftig die dafir notwendigen hohen
Probandenzahlen liefern. Kenntnisse Uber die weiterhin unbekannten pathophysiologischen
Mechanismen hinter der Entstehung des FPHL konnten dann wegweisend fur die

Entwicklung evidenzbasierter Therapiemethoden sein.
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