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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom
1.1.1 Epidemiologie

Mit einer jahrlichen Inzidenz von ca. 70.000 ist das Mammakarzinom in
Deutschland der am haufigsten auftretende maligne Tumor der Frau. Jede ach-
te Frau in Deutschland erkrankt im Laufe ihres Lebens an dieser Krebsart. Beli
der Diagnosestellung ist in Deutschland jede vierte betroffene Frau jinger als
55 Jahre und jede zehnte jlinger als 45 Jahre alt. Die Einfihrung des Mammo-
graphie-Screenings hatte einen sprunghaften Anstieg der Erkrankungsrate im
Jahre 2005 zur Folge. Die Ursache lag an der vorzeitigen Erkennung von klei-
neren Tumoren, die ohne Screening unentdeckt geblieben waren. Mit der friihe-
ren Krankheitsdetektion haben sich die Uberlebensaussichten verbessert. Die
relative 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland betrug fiir die Jahre 2009-
2010 83-86% (RKI und GEKID 2013).

Weltweit wird nach Angaben der IARC (International Association on Research
of Cancer) fur das Jahr 2013 eine Inzidenz von 1,67 Millionen und eine Mortali-
tatsrate von 521.817 geschatzt (Ferlay et al. 2013). Das Mammakarzinom ist
somit auch weltweit die haufigste maligne Tumorerkrankung der Frau. Diese
alarmierenden Zahlen fihren dazu, dass ein erhohter Aufwand betrieben wird,
die Krankheit in ihren molekularen Veranderungen zu erforschen, um eine fruh-

zeitige Diagnostik und eine gezielte Therapie zu entwickeln.

1.1.2 Atiologie

Die Ursachen fur die Entstehung eines Mammakarzinoms sind vielfaltig. Eine
positive Familienanamnese, ein frihes Menarchenalter, spates
Menopausenalter, Mastopathie Ill. Grades, hohes Alter (besonders Uber 50

Jahre) und Nullparitat sind nur einige Faktoren (Kelsey et al. 1993; Singletary
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2003; Love und Koroltchouk 1993). Auch Gbermafiger Alkoholkonsum (> 20
g/Tag Ethanol) wird als Risikofaktor diskutiert (Smith-Warner et al. 1998;
Weyerstahl und Stauber 2013). In einer Studie wurde sogar ein erhohter Alko-
holkonsum in Korrelation mit einem erhéhten BMI-Index belegt (Royo-
Bordonada 1997). Fur die geographischen Unterschiede in der globalen Inzi-
denz werden unterschiedliche Lebensgewohnheiten wie z.B. Erndhrung und
auch genetische Faktoren vermutet. Frauen in Japan erkranken demnach viel
seltener als europaische Frauen am Mammakarzinom, das Verhaltnis zwischen
Europa und Japan liegt bei 6:1 (Weyerstahl und Stauber 2013).

Die postmenopausale Hormonersatztherapie, insbesondere eine Kombinations-
therapie mit Progesteron und Ostrogen, scheint das Krebsrisiko fiir die Entste-
hung eines Mammakarzinoms zu begunstigen. Hier wurde speziell eine Assozi-
ation zwischen ER (Ostrogenrezeptor )-positiven und wenig differenzierten Tu-
moren gefunden (Narod 2011; Missmer et al. 2004). Neben ethnischen und
hormonellen Faktoren spielen auch genetische Faktoren eine entscheidende
Rolle. Die Vererbung einer Mutation im BRCA 1 (Breast Cancer Gen) oder
BRCA 2 stellt dabei die wichtigste Ursache dar. Sie verursachen etwa die Halfte
der sogenannten hereditaren Mammakarzinome. Insgesamt sind etwa 5 % aller
Brustkrebspatientinnen von dieser Form betroffen. Die Betroffenen erkranken
sehr frih. Es besteht ein lebenslanges Risiko von etwa 50-80% fiir ein Mam-
makarzinom und ein Risiko von 15-25%, an einem Ovarialkarzinom zu erkran-
ken (Miki et al. 1994; Goldberg und Borgen 2006).

Es gibt noch viele weitere Gene, wie z.B. das TP53-Tumorprogressorgen (Birch
et al. 1994), das ATM-Gen (Kobayashi et al. 2013), das PTEN (Ball et al. 2001)
oder das STK11-Gen (van Lier et al. 2010), deren Mutationen mit einer familia-

ren Haufung von Brustkrebs einhergehen.

1.1.3 Brustkrebsformen

Man unterscheidet zwischen einem nicht-invasiven und einem invasiven Mam-
makarzinom. Das nicht-invasive Karzinom, auch Carcinoma in Situ (CIS) ge-

nannt, ist durch eine intakte Basalmembran charakterisiert. Das nicht-invasive
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Mammakarzinom wird nach seinem Entstehungsort in zwei Typen unterteilt: 1.
das duktale (DCIS) und 2. das lobulare Carcinoma in situ (LCIS). Ungefahr ein
Drittel aller nicht-invasiven Mammakarzinome gehen in ein invasives Karzinom
uber. Das DCIS stellt somit eine Vorlauferlasion des invasiven
Mammakarzinoms dar (Ottesen 2003), wohingegen das LCIS eher ein Indikator
fur ein erhbhtes Mammakarzinomrisiko darstellt (Afonso und Bouwman 2008).
Das invasive Mammakarzinom ist ein maligner epithelialer Tumor, der durch
sein infiltrativ wachsendes, die Basalmembran Gberschreitendes Wachstum
charakterisiert ist. Die haufigsten Formen sind das duktale und das lobulare
Karzinom. Das duktal-invasive Mammakarzinom (Abb. 1) ist mit ca. 50-80% die
haufigste Form aller invasiven Mammakarzinome (Weigelt et al. 2005). Histolo-
gisch kdnnen diese, insbesondere aufgrund mangelnder Charakteristika, kei-
nem speziellen Typ zugeordnet werden, daher werden sie auch ,not otherwise
specified” (NOS) genannt (Sainsbury et al. 2000).

Das invasiv-lobulare Karzinom (Abb. 2) macht etwa 5-15% der invasiven
Mammakarzinome aus (Weigelt et al. 2005). Des Weiteren bestehen seltenere
Formen, wie z.B. das tubullare, papillare, muzinése und medullare Karzinom
(Weyerstahl und Stauber 2013).

Das M. Paget und das inflammatorische Karzinom sind Sonderformen des
Mammakarzinoms. Mit 1-4 % aller Brustkrebsformen ist das M. Paget eine sehr
seltene Krebsform der Brustwarze (Mamille). Diese Tumorform zeichnet sich
durch eine verdickte, ekzematdse und manchmal pigmentierte Verédnderung der
Brustwarzen aus (Karakas 2011). Das inflammatorische Karzinom ist eine sel-
tene lokal fortschreitende Tumorform (2,5% aller Mammakarzinome), die mit
Veranderungen der Brusthaut i.S. einer R6tung, Schwellung und Uberwarmung
einhergeht. Aufgrund ihres raschen Wachstums und ihrer frihen Metastasie-
rung ist diese Tumorform sehr aggressiv und hat eine schlechte Prognose (Ro-
bertson et al. 2010). Eine Ubersicht (iber die verschiedenen Tumortypen in der

gangigen Einteilung gibt Tabelle 1.
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Abb. 1: duktales Mammakarzinom

Abb. 2: lobulares Mammakarzinom
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Tab. 1: Ubersicht Gber die verschiedenen Tumortypen
(in Anlehnung an Weyerstahl und Stauber 2013)

1. nichtinvasive Formen

- intraduktales Karzinom (DCIS)

- Carcinoma lobulare in situ (CLIS)

2.invasive Formen

- invasives duktales Karzinom (NOS)
- invasives lobulares Karzinom
- muzindses Karzinom

- medullares Karzinom

- papillares Karzinom

- tubulares Karzinom

- adenoid-zystisches Karzinom
- sekretorisches Karzinom

- apokrines Karzinom

- Karzinom mit Metaplasie

- squamaser Typ

- Spindelzelltyp

- kartilaginarer und ossarer Typ
- gemischter Typ

- andere

3. Sonderformen

- Morbus Paget (nicht invasiv und invasiv)

- inflammatrisches Mammakarzinom

1.1.4 Klassifizierung und Prognosefaktor invasiver Mammakarzinome

Das Mammakarzinom wird nach der Primartumorgrof3e (T), dem Status der re-
gionalen Lymphknoten (N) und dem Vorhandensein von Fernmetastasen (M)

zum Zeitpunkt der Diagnose eingeteilt. Diese sogenannte TNM-Klassifizierung

10
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richtet sich nach den Vorgaben der Union Internationale Contre le Cancer
(UICC) (De Abreu et al. 2014). Eine Ubersicht tiber die TNM-Klassifizierung des
Mammakarzinoms bietet Tabelle 2.

Ein weiterer wichtiger Prognosefaktor ist die Bestimmung des histologischen
Differenzierungsgrades (Grading) nach Elston und Ellis (Elston und Ellis 1991,
Robbins et al. 1995). Das Grading dient der Beurteilung der Gewebedifferenzie-
rung, bertcksichtigt die Tubulusbildung, die Mitoserate sowie die Kernmorpho-
logie und wird in drei Stufen angegeben. G1 bezeichnet ein gut differenziertes,
G2 ein maRig differenziertes und G3 ein schlecht differenziertes Karzinom.
Schlecht differenzierte Karzinome (G3) sind mit einer héheren Rezidiv- und
Metastasenrate verbunden (Sainsbury et al. 2000).

Auch die Tumorgrof3e ist ein wichtiger Prognosefaktor. Tumoren mit einem
Durchmesser von unter 2 cm haben ein viel niedrigeres Risiko zu metastasieren
als Tumoren mit einem Durchmesser von tber 5 cm. Der Befall von Lymph- und
BlutgefalRen zieht ebenfalls eine schlechte Prognose nach sich. Beim Befall von
mehr als vier Lymphknoten betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate nur noch 20%
(Carter et al. 1989).

Ein weiteres wichtiges Kriterium zur Charakterisierung von Tumoren ist der
immunhistochemische Nachweis von Ostrogen (ER) - und
Progesteronrezeptoren (PR). Beide Hormone sind bedeutend fir das Zell-
wachstum im gesunden Gewebe und fordern somit auch das Wachstum von
Tumoren. Progesteron- und Ostrogen-positive Tumoren haben eine bessere
Prognose als Hormonrezeptor-negative Tumoren, da eine gezielte Therapie mit
Antihormonen erfolgen kann (Dunnwald et al. 2007).

Der Rezeptor HER2-Status ist ein weiterer wichtiger Prognosefaktor. Er gehort
zur Gruppe der Epidermal-Growth-Faktoren (EGF) und beeinflusst die Prolifera-
tion und Differenzierung der Karzinome. Er wird ebenso wie die Progesteron-
und Ostrogenrezeptoren immunhistochemisch ermittelt. Dessen Nachweis ist
mit einem aggressiveren Krankheitsverlauf vergesellschaftet. Eine Therapie mit

einem monoklonalen Antikdrper (Herceptin) ist moglich (De Abreu et al. 2014).

11
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Tab. 2: Ubersicht Gber die pTNM-Klassifizierung nach der UICC

(in Anlehnung an Edge et al. 2009)

pT
pTX
pTO
pTis
pT1l
pT1lmic
pTla
pT1b
pTlc
pT2
pT3
pT4

pT4a
pT4b

pT4c
pT4d
pN

pNX

pNO
pN1

Primartumor

Primartumor kann nicht beurteilt werden

Kein Anhaltspunkt fir einen Primartumor

Carcinoma in situ

Tumor 2 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung

Mikroinvasion 0,1 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung

< 0,1 cm, aber nicht mehr als 0,5 cm in grofdter Ausdehnung

< 0,5 cm, aber nicht mehr als 1 cm in gréf3ter Ausdehnung

<1 cm, aber nicht mehr als 2 cm in gré3ter Ausdehnung

Tumor = 2 cm, aber nicht mehr als 5 cm in grof3ter Ausdehnung
Tumor 2 5 cm in grol3ter Ausdehnung

Tumor jeder GroRRe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder
Haut

Ausdehnung auf die Brustwand

Mit Odem, Ulzeration der Brusthaut oder Satellitenknétchen der
Haut der gleichen Brust

Kriterien 4a und 4b gemeinsam

Entzundliches (inflammatorisches) Karzinom

Regionéare Lymphknoten

Regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden (z.B. vor
klinischer Klassifikation bioptisch entfernt)

Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

Metastasen in beweglichen ipsilateralen axillaren Lymphknoten

12
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pN2

pN2a

pN2b

pN3

pN3a
pN3b

pN3c
pM
pMX
pMO
pM1

Metastasen in ipsilateralen axillaren Lymphknoten, untereinander
oder an andere Strukturen fixiert, oder in klinisch erkennbaren
ipsilateralen oder Lymphknoten entlang der A. mammaria interna
in Abwesenheit klinisch erkennbarer axillarer Lymphknotenmeta-
stasen

Metastasen in ipsilateralen axillaren Lymphknoten, untereinander

oder an andere Strukturen fixiert

Metastasen in klinisch erkennbaren ipsilateralen Lymphknoten
entlang an anderen Strukturen fixiert Arteria mammaria interna in
Abwesenheit klinisch erkennbarer axillarer Lymphknotenmetasta-
sen

Metastasen in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna

Metastasen in ipsilateralen infraklavikularen Lymphknoten
Metastasen in ipsilateralen Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna in Anwesenheit axillarer Lymphknotenmetasta-
sen

Metastasen in ipsilateralen supraklavikularen Lymphknoten
Fernmetastasen

Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

1.1.5 Diagnostik und Therapie des Mammakarzinoms

Neben der klinischen Untersuchung (Inspektion, Palpation der Brust und der

Lymphabflussgebiete) stellt die Mammographie die wichtigste und

zuverlassigste nichtinvasive Methode in der Diagnostik dar. Ab dem 50. bis zum

69. Lebensjahr hat jede Frau Anspruch auf eine Mammographie-Screening-

Untersuchung. Bei einem unauffalligen Befund erfolgt eine 2-jahrige Wiederho-

lung. Ein auffalliger Mammographie- oder Tastbefund bedarf immer einer weite-

ren Abklarung. Insbesondere bei klinisch nicht tastbaren, jedoch

13
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mammographisch aufféalligen Befunden ist eine ergdnzende Ultraschalluntersu-
chung notwendig (Albert et al. 2009; Nothacker et al. 2009).

Nach histologischer Sicherstellung der Diagnose, z.B. mittels einer Stanzbiop-
sie, stellt die chirurgische Entfernung des Karzinoms die wichtigste Saule der
Therapie dar. Insgesamt gibt es vier Saulen der Therapie: die Chirurgie, Strah-
lentherapie, Chemotherapie und Hormontherapie. Die beiden letzteren werden
zur systemischen Therapie zusammengefasst. Jede Therapie wird individuell
und dem Staging entsprechend entschieden.

Chirurgie
Ziel dieser Therapie ist die vollstandige Entfernung des Tumors und der regio-
naren Lymphknoten, denn die resektionsfreie Entfernung des Karzinoms ist
entscheidend fir die Lokalrezidivrate (Houssami et al. 2010). Heutzutage wird
die brusterhaltende Therapie (BET), wenn moglich, der radikalen Mastektomie
vorgezogen. Randomisierte klinische Studien zeigten bei einer BET mit an-
schlieRender Strahlentherapie eine gleichwertige Uberlebensrate wie bei einer
radikalen Mastektomie (van Dongen et al. 2000; Fisher et al. 2002).
Kontraindikationen fir eine BET sind:

- ein inflammatorisches Karzinom

- ein multizentrisches Karzinom

- ein ungunstiges Tumor-GroRRenverhaltnis

- wenn eine Nachbestrahlung nicht mdglich ist

- wenn trotz Nachresektion eine resektionsfreie Entfernung des Tumors

nicht maoglich ist

- der Wunsch der Patientin

Strahlentherapie

Eine postoperative Radiotherapie (Strahlentherapie) nach einer BET ist heute
Goldstandard in der lokoregionaren Therapie. Eine postoperative Radiotherapie
der Brustwand nach einer radikalen Mastektomie ist indiziert (Leitlinienpro-

gramm Onkologie 2012; Truong et al. 2004):
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- bei einer Tumorgréf3e von mehr als 5 cm

- bei einer nicht im Gesunden erfolgten Resektion

- bei einem Befall von mehr als drei Lymphknoten
Bei inoperablen Tumoren kann eine palliative Radiotherapie mit eventueller sys-
temischer Therapie erfolgen. Die Schmerzlinderung steht dabei im Vorder-

grund.

Systemische Therapie

Wiederholte Metaanalysen der Early Breast Cancer Trialists’ Cooperative
Group (EBCTCG) zeigten eine Senkung der Mortalitats- und der Rezidivrate,
unabhangig vom Alter des Patienten und dem Lymphknotenstatus, durch eine
adjuvante systemische Therapie (EBCTCG 2005).

Ob eine Notwendigkeit flr eine adjuvante Therapie besteht und welche Form
oder Kombinationstherapie gewéahlt wird, richtet sich nach folgenden Faktoren:
TumorgroRe, Lymphknotenstatus, Grading, Hormonrezeptorstatus, HER2-
Status, Menopausenstatus und Alter. Nach den Empfehlungen von St. Gallen
teilt man die Patienten in drei Risikogruppen ein, die sich auf die oben genann-
ten Faktoren beziehen. So wird z.B. einer Patientin mit einem niedrigen Risiko
eine neoadjuvante endokrine Therapie empfohlen, auf eine Chemotherapie
kann verzichtet werden (Glick et al. 1993). Eine hohe Effektivitat einer
Polychemotherapie hat man insbesondere bei pramenopausalen Tumorpatien-
ten mit einer jahrlichen Risikosenkung von 29% (Love und Koroltchouk 1996).
Alle Patientinnen mit einem negativen Rezeptorstatus (ER-, PR-) erhalten in der
Regel eine adjuvante Chemotherapie. Eine Hormontherapie wird bei Progeste-
ron- und/oder Ostrogenrezeptor-positiven Tumoren eingesetzt. Wie bereits er-
wahnt, beeinflussen beide Hormone das Zellwachstum und somit auch das
Zellwachstum von Karzinomzellen. Der Therapieansatz bei pra- und postmeno-
pausalen Patienten mit Hormonrezeptor-positiven Tumoren ist unterschiedlich.
Da bei pramenopausalen Patientinnen das Ostrogen vor allem in den Ovarien
gebildet wird, profitieren diese von GnRH-Analoga (wie z.B. Leuprorelin bei
Eligard®) und/oder einer Ovarektomie. GnRH-Analoga hemmen uber die Hypo-
physen-Hypothalamus-Achse die Synthese von ovariellen Steroiden. Bei post-

15
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menopausalen Patientinnen wird Ostrogen in der Peripherie gebildet, hier eig-
nen sich Antiostrogene. Die Antidstrogene werden in Ostrogenrezeptor-
Antagonisten (wie z.B. Tamoxifen®) und Aromatase-Inhibitoren unterteilt. Die
Ostrogenrezeptor- Antagonisten wirken antiproliferativ, indem sie an den Ostro-
genrezeptor binden, weiterhin kdnnen sie die Apoptose der Zelle induzieren (De
Medina et al. 2009). Bei der Tamoxifen®-Therapie konnte nach Angaben der
EBCTCG eine Senkung der relativen Rezidivwahrscheinlichkeit (um ca. 40%)
und der Sterblichkeit beobachtet werden (EBCTCG 2005). Der Aromatase-
Inhibitor bindet an das Enzym Aromatase, welches fir die Synthese von Ostro-
gen entscheidend ist. Das Enzym kommt im Ovar, im Fettgewebe, im Muskel
und im Tumorgewebe des Mammakarzinoms vor (Schiavon und Smith 2014,
Abu Hashim 2014). Die Aromatase-Inhibitoren finden nur bei post-,
perimenopausalen oder bei Patientinnen nach durchgefiihrter Ovarektomie Ein-
satz (Schiavon und Smith 2014).

Der monoklonale Antikorper Trastuzumab (Herceptin®) wird bei Patientinnen
mit Nachweis eines positiven HER2/neu-Rezeptorstatus eingesetzt. HER2/neu
ist ein Wachstumsfaktor-Rezeptor. Auf dem gleichnamigen Gen findet sich bei
bis zu 20-25 % aller Mammakarzinome eine Mutation, die zu einer Uberexpres-
sion des Rezeptors fuhrt. Der Antikorper bindet an den extrazellularen Teil des
Rezeptors und hemmt somit das Wachstum (Nahta und Esteva 2006; Viani et
al. 2007). Unabhéangige Studien bewiesen eine Senkung der Rezidivrate sowie
der Mortalitétsrate bei einer Behandlung mit Trastuzumab in Kombination mit
einer Standard-Chemotherapie (Dahabreh et al. 2008; Spielmann et al. 2009;
Viani et al. 2007; Yin et al. 2011).

Fur die Behandlung des Mammakarzinoms gibt es somit insgesamt ein breites

Spektrum an therapeutischen Mdéglichkeiten.

1.2 Tumorprogression und Metastasierung im Mammakarzinom

Die molekularen Mechanismen, die einer Tumorprogression zugrundeliegen,
sind auRRerst komplex und bisher nur lickenhaft aufgeschlisselt worden
(Cavallaro und Christofori 2004). Das invasiv-duktale Karzinom macht 50-80%
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der Brustkrebsfalle aus (Weigelt et al. 2005). Eine Hypothese zur Entstehung
des duktalen Karzinoms teilt den Ablauf in drei Stadien ein. Zunéchst verandere
sich die gesunde Zelle in eine atypische duktale Hyperplasie (ADH), die sich
dann uber Jahre zu einem in-situ-Karzinom und letztendlich zu einem invasiven
Karzinom entwickele (McSherry et al. 2007). Fiur diese Schritte muss die Tu-
morzelle dazu fahig sein, die umgebende Struktur zu durchbrechen. Um zu
metastasieren, durchbrechen die Karzinomzellen die Basalmembran, wandern
in das umgebende Gewebe und kdnnen Uber das Lymphgefal3system
(lymphogen) in die regionalen Lymphknoten oder Uber das Blutgefal? (hamato-
gen) in das Knochenmark oder entfernte Organe, wie z.B. Lunge, Leber und
Gehirn, gelangen (Liotta et al. 1991). Dieser Prozess entsteht erst, wenn die
physiologischen Kreislaufe durch z.B. Veranderungen von Genen gestort wer-
den (Hanahan und Weinberg 2000). Dabei spielen Anderungen in den soge-
nannten Onkogenen und Tumorsupressorgenen eine entscheidende Rolle. On-
kogene sind fir die Weiterleitung von Wachstumssignalen entscheidend. Durch
eine Mutation werden sie Ubermé&Rig aktiviert. Tumorsupressorgene, wie z.B.
p53, kontrollieren den Ablauf des Zellzyklus oder den programmierten Zelltod
(Apoptose). Sie werden durch Mutationen in ihrer Aktivitat gehemmt oder voll-
standig inaktiviert (Lengauer et al. 1998; Hanahan und Weinberg 2000).
Hanahan und Weinberg (Hanahan und Weinberg 2000) nennen sechs Eigen-
schaften, die eine Tumorzelle charakterisieren und bei gesunden Zellen nicht
vorliegen: Unabhangigkeit von Wachstumssignalen, Unempfindlichkeit gegen-
uber wachstumshemmenden Signalen, Entzug der Apoptose, unbegrenztes
Replikationspotenzial, Angiogenese, Invasion und Metastasierung. Es wird

vermutet, dass alle Tumorzellen diese Eigenschaften besitzen.

1.3 Zelladh&dsionsmolekile

Jede Zelle ist durch Zelladhasionsmolekile mit ihnrer Umgebung verbunden.

Zelladhasionsmolekile, auch CAMs genannt (Cell Adhesion Molecule), sind fur
diese Haftung unentbehrlich. Sie sind aul3erdem wichtig fur die Entwicklung und
Aufrechterhaltung der Zellen. Die Zelladhasionsmolekile sind im engeren Sinne
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Transmembranproteine, die eine Verbindung zwischen der Zelle und der extra-
zellularen Matrix und Zell-Zell-Kontakte vermitteln (Gumbiner 1996). Wahrend
Zell-Matrix-Kontakte eine Verankerung und eine Interaktion der Zelle mit der
Extrazellularmatrix (ECM) ermdglichen, erleichtern Zell-Zell-Adhé&sions-
Komplexe eine Kommunikation zwischen den Zellen (McSherry et al. 2007).
Zelladhasionsmolekile kénnen in vier Gruppen aufgeteilt werden: Cadherine,
Integrine, Immunglobulingen-Superfamilie (Ig-CAM) und Selektine. Die ersten
drei Gruppen werden im Nervensystem gebildet (Kiryushko et al. 2007).
Cadherine und Selektine sind kalziumabhangige Molekile. Die meisten Ig-
CAMs besitzen ein transmembranes und ein zytoplasmatisches Ende und eini-
ge sind sogar mit der Zelloberflache durch einen Glykophosphatidylinositol-
Anker verbunden (Cavallaro und Christofori 2004). Des Weiteren spielen Adhé&-
sionsmolekiile eine entscheidende Rolle bei der Signaltransduktion, da sie als
Signaltransduktionsrezeptoren fungieren (Cavallaro und Christofori 2004;
Kiryushko et al. 2007). Veranderungen in der Expression oder der Funktion von
Adhasionsmolekilen kénnen eine Tumorprogression begunstigen, indem der
Adhasionsstatus sich verandert und die Signaltransduktion beeinflusst wird
(Cavallaro und Christofori 2004).

1.4 Zellkontakte

Als Zellkontakte werden die Verbindungen zwischen zwei benachbarten Zellen
oder mit den umliegenden Geweben bezeichnet. Sie sind entweder gtirtelformig
(Zonulae), punktformig (Maculae) oder streifenformig (Fascia) ausgebildet. Es
gibt drei grof3e Gruppen von Zellkontakten: 1. Adharenskontakte, 2. Kommuni-
kationskontakte und 3. Verschlusskontakte (Welsch 2006). Fur diese Verbin-
dungen sind, wie bereits erwéhnt, Adhasionsmolektile notwendig. An einer Zell-
haftung sind in der Regel drei Makromolekiile beteiligt: ein Zelladh&sionsrezep-
tor, ein Plaque-Protein und ein extrazellulares Matrix-Molektl (Gumbiner 1996).
Adharenskontakte dienen der mechanischen Verbindung oder der Verankerung
der Zellen an der extrazellularen Matrix. Sie sind also fur die Zell-Zell- und Zell-

Matrix-Verbindung zustandig. Desmosomen, Hemidesmosomen und Zonula
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adhaerens gehoren zu dieser Gruppe. Kommunikationskontakte (Nexus) sind
kleine fleckenformige Kontakte, die v.a. in Herzmuskelzellen und Nervenzellen
vorkommen. Durch zahlreiche ,Tunnelproteine* (Connexon) werden die Zellen
miteinander direkt verbunden. So kdnnen chemische und elektrische Signale
weitergegeben werden.

Durch Verschlusskontakte (Barrienkontakte/Tigh junction) kénnen gréRere Mo-
leklle kontrolliert in die Zelle diffundieren. Dieser Kontakttyp, auch Zonula
occludens genannt, findet sich meist in den Epithelien (Welsch 2006).

1.5 Rolle der Zelladh&asionsmolekiile in der Tumorprogression

Da Zellkontakte die erste Barriere darstellen, missen sie durchbrochen werden,
damit eine Tumorinvasion und eine Metastasierung gelingen kann (Martin und
Jiang 2001). Das Zelladhasionsmolekil E-Cadherin, das an homotypischen
Zell-Zell-Verbindungen beteiligt ist, wird als wichtiger
Metastasierungssuppressor angesehen. Der Verlust von E-Cadherin in den
Tumorzellen wurde in vielen Studien nachgewiesen. Es l6st aktive Signale aus,
welche die Tumorzellmigration, Invasion und Disseminierung fordern. Verande-
rungen der Expression von Adhésionsmolekilen der Immunglobulin-
Superfamilie spielen ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der Tumorprogressi-
on. Ein deutliches Beispiel daftir ist N-CAM (Neuralzelladhésionsmolekil). So
wurde eine Veranderung der Isoform des Zelladhéasionsmolekils N-CAM nach-
gewiesen. Bei einigen Tumorzellen, wie z.B. im Neuroblastom und kleinzelligem
Lungenkarzinom, durchlauft N-CAM einen Switch, der mit einem Verlust der
Zelladhasionskraft einhergeht. N-CAM interagiert ferner mit dem Wachstums-
faktor FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor). Der Verlust der N-CAM-
Funktion beeintrachtigt die Zell-Matrix-Adhé&sion, da der Wachstumsfaktor sich
nicht mehr verbinden kann und die von FGFR erzeugten Integrin-vermittelten
Zell-Matrix-Adhasionen ausbleiben (Cavallaro und Christofori 2004).

Ein weiterer Parameter flr eine Tumorprogression ist die Fahigkeit der Adhéasi-
onsmolekile, tber Tumor-Matrix-Verbindungen und Tumorzell-Endothelzell-
Verbindungen extrazellulare proteolytische Enzyme (Matrix-Metalloproteinase-
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MMPs) zu binden. Durch die Aktivierung dieser Enzyme kdnnen diese die Ba-
salmembran abbauen und die Migration von Tumorzellen zulassen. MMP ist
eine Zink-abh&ngige Proteinase. Das Enzym ist flr physiologische Prozesse,
Zellmigration und Gewebsremodellierung von Bedeutung. ALCAM ist ebenfalls
eng mit der Aktivierung der Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP-2) verbunden. Je
nach Tumortyp kann es zu einer Aktivierung oder Deaktivierung der MMP-2

kommen (Lunter et al. 2005).

1.6 ALCAM

ALCAM (Activated leukocyte cell adhesion molecule) ist ein Oberflachenmole-
kil und gehort zu der heterogenen Immunglobulin-Superfamilie (Ig-CAM). Es ist
auf dem Chromosom 3 (3g13.1-q13.2) kodiert und hat ein Molekulargewicht von
105 kDa (Ofori-Acquah und King 2008; Burkhardt et al. 2006). Es besitzt funf
extrazellulare Immunglobulindoméanen, eine transmembranére Region und ein
kurzes zytoplasmatisches Ende (Swart 2002).

ALCAM, auch bekannt als CD 166 oder ,melanoma-metastazing clone D“
(MEMD), wird in unterschiedlichen Organen und Zellen physiologisch gebildet.
Anfangs wurde es nur in Thymusepithelzellen und aktivierten Leukozyten ge-
funden, spater aber auch in Fibroblasten, Epithelzellen, Inselzellen, Neuronen,
Hepatozyten und im Knochenmark (Burkhardt et al. 2006). ALCAM ist also an
der Embryogenese, Angiogenese, Hamatopoese (Ohneda et al. 2001) und an
der Immunantwort (Masedunskas et al. 2006) beteiligt.

ALCAM kann Tumorzell-Endothelzell-Verbindungen, Tumorzell-Matrix-
Verbindungen (Ofori-Acquah und King 2008) und Zell-Zell-Verbindungen
(Lunter et al. 2005) eingehen. Es geht nicht nur homotypische (ALCAM-
ALCAM), sondern auch heterotypische Bindungen mit anderen Liganden ein.
Die homotypischen Verbindungen werden durch das Zytoskelettsystem reguliert
(Lunter et al. 2005). Am besten erforscht sind die Bindungen zwischen ALCAM
und der von den T-Zellen exprimierten CD6 (Bowen und Aruffo 1999; Ofori-
Acquah und King 2008). Die Rolle von ALCAM wurde erstmals im malignen
Melanom gepruft. Hierzu gibt es die meisten Studien. Die Studien zeigen eine
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Korrelation zwischen hoher ALCAM-Expression und einer vertikalen Tumor-
metastasierung im malignen Melanom (Ofori Aquah und King 2008).

Weiterhin wurde ALCAM in den letzten Jahren in Neuroblastomen (Corrias et
al. 2010), Schilddrisenkarzinomen (Micciche et al. 2011), oralen Plattenepithel-
karzinomen (Sawhney et al. 2009), Plattenepithelkarzinomen des Osophagus
(Verma et al. 2005), in Karzinomen der Mamma (King et al. 2004; Burkhardt et
al. 2006), des Pankreas (Kahlert et al. 2009), des Ovars (Mezzanzanica et al.
2008), der Prostata (Tomita et al. 2000), der Harnblase (Weidle et al. 2010) und
in kolorektalen Karzinomen (Weichert et al. 2004) nachgewiesen.

Die Untersuchungen ergaben, dass ALCAM in einigen Tumorzellen vermehrt
und in anderen nur gering vorkommt. Ein Zusammenhang zwischen dem ver-
mehrten Auftreten von ALCAM in den Tumorzellen und einer ungiinstigen
Prognose wurde im Neuroblastom (Corrias et al. 2010), im malignem Melanom
(van Kempen et al. 2000), im Plattenepithelkarzinom des Osophagus (Verma et
al. 2005), im Pankreaskarzinom (Kahlert et al. 2009) und kolorektalem Karzi-
nom (Weichert et al. 2004) festgestellt.

Hinsichtlich der Auswirkung von ALCAM auf das Mammakarzinom ist sich die
Wissenschaft uneinig. Einige Studien stufen ein erhdhtes Auftreten von ALCAM
als schlechte Prognose (Burkhardt et al. 2006) im Sinne einer Lymphknoten-
metastasierungen und Lokalrezidive (Piao et al. 2012) ein. Dem stehen For-
schungsergebnisse gegentiber, die eine verminderte Expression von ALCAM
als ungunstigsten klinischen Verlauf bezeichnen (King et al. 2004; Milde-
Langosch et al. 2008; Davies und Jiang 2010).

Da ALCAM ein Membranprotein ist, stellt es einen mdglichen Ankntpfungs-
punkt flr die medikamentése Behandlung dar. Der Nutzen von ALCAM als Ziel-
struktur fir Medikamente kann zudem durch eine ligandengesteuerte
Endozytose verstarkt werden (Liu et al. 2007). Dartber hinaus konnte bei einem
menschlich rekombinierten Einzellketten-Antikorper gegen ALCAM eine hem-
mende Wirkung auf Krebszellinvasionen und das Tumorwachstum gezeigt wer-
den (Wiiger et al. 2010).

Ziel dieser Arbeit ist es, gerade vor dem Hintergrund der gegensétzlichen An-
sichten, die Rolle von ALCAM fur den Brustkrebs beztglich der Pravalenz und
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Prognose an einem besonders grof3en Tumorkollektiv abzuklaren. Hierzu die-
nen bereits vorhandene Tissue Micro Arrays, bestehend aus mehr als 2000
Gewebeproben vom Mammakarzinom.

Das Datenmaterial zeigt einen Zusammenhang zwischen dem Verlust von

ALCAM und einer nachteiligen Prognose.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewebemikroarray-Technologie

Die Grundlage dieser Technik entwickelten Battifora und Team bereits in den 1980er
Jahren (Battifora 1986). Erstmals wurden in einem neuen Paraffinblock verschiedene
Gewebeproben eingebracht, um einen schnelleren und effizienteren Arbeitsablauf zu
ermdglichen und vor allem ein grof3es Patientenkollektiv im Vergleich zu konventio-
nellen Gewebeaufbereitungen untersuchen zu kdnnen. Im Zuge technischer Weiter-
entwicklung wurde die TMA-Technik (engl. tissue microarray) letztendlich 1998 von
Kononen et al. (Kononen et al. 1998) vorgestellt. Mit Hilfe dieser Technik ist es mog-
lich, in nur einer Untersuchung eine Vielzahl von histopathologischen Analysen
gleichzeitig und parallel durchzufiihren. Weiterhin kann eine grof3e Zahl fast identi-
scher Gewebeareale mehrmals mit Antikérpern untersucht werden (Merseburger et
al. 2003). Eine Kombination mit anderen molekulargenetischen Verfahren (FISH,
PCR, Immunhistochemie etc.) ist moglich (Simon et al. 2004). In der vorliegenden
Studie wurden das Gewebemikroarray-System und die Immunhistochemie ange-

wandt.

2.2 Herstellung eines Mikroarrays im Allgemeinen

Zunachst werden die bendétigten Hamotoxylin-Eosin(H.E.)-gefarbten Gewebeschnitte
und die dazugehorigen Paraffinblocke aus den Archiven herausgesucht. Die Schnitte
werden anschlielend vom Pathologen unter dem Lichtmikroskop auf ihre Eignung
geprift. Der Pathologe wahlt die Tumorbereiche, die spater vom jeweiligen Paraffin-
block ausgestanzt werden sollen, aus und markiert diese farbig (Abb. 3). Fir die wei-
teren Schritte wird das Array-Stanzgerat (Abb. 4) bengtigt. Mit einem Hohlzylinder
(Innendurchmesser von 0,6 mm) wird aus dem Gewebeblock, auch ,Donor-Block*
genannt, nach Abgleich des dazugehdrigen farbig markierten H.E.-Schnittes das be-
troffene Areal ausgestanzt. AnschlieRend wird der entnommene Tumorzylinder in

einen leeren Paraffinblock (,Rezipienten-Block®) Uberfuhrt. Vorher wird hierfir mit
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einem Bohrer mit einem AufRendurchmesser von 0,6 mm ein Loch vorgefertigt (Si-
mon et al. 2004). Die oben genannten Schritte werden fur jeden Tumor wiederholt,
so dass am Ende ein TMA-Block entsteht (Abb. 4 E). Ein Koordinatensystem dient
als Orientierung fur den TMA, um jeden Tumor exakt einordnen zu kénnen. Die MAg-

lichkeit einer genauen Auswertung ist somit gewahrleistet (Abb. 5).

Abb. 3: Obere Reihe: In Paraffin eingebettete Tumorblécke. Untere Reihe: die dazuge-
hoérigen Tumorschnitte (H.E.-gefarbt). Das in Frage kommende Tumorareal wurde vom
Pathologen rot eingezeichnet.
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e ES RN TR R

Abb. 4: (A) Array-Stanzgerat; (B) Vorbereitung des Rezipientenblocks durch Nadel B;

(C) Entnahme von Tumorgewebe aus dem Donor-Block durch Nadel A; (D) Einsetzen

des Tumorgewebes durch Nadel A in den bereits vorbereiteten Rezipientenblock; (E)

Donor-Block, hier sind bereits entnommene 0,6 mm groRe Stanzlécher zu sehen (s.
Pfeil); (F) Rezipientenblock, fertig gestanzter TMA-Block
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Abb. 5: links: TMA in H.E.-Farbung; rechts: Koordinatensystem, das der exakten Zu-
ordnung der Tumoren auf dem TMA dient

Nach der Herstellung des TMA-Blocks wird auf diesen ein Klebetape geklebt. An-
schlieRend erfolgt ein ca. 4-5 pm dunner Schnitt durch das Mikrotom (Schneidege-
rat). Dieser Schnitt bleibt an dem Tape haften. Der TMA-Schnitt wird dann auf einen
sogenannten Klebe-Slide angebracht. Zum Ausharten wird der Klebe-Slide UV-Licht
ausgesetzt. Das Klebetape kann daraufhin entfernt werden, so bleibt nur noch das
Gewebe auf dem Objekttrager haften. Zuletzt muss der fertige TMA-Objekttrager bei

Raumtemperatur trocknen (Simon et al. 2005).

2.3 Mamma-TMA

In dieser Studie wurde ein bereits vorhandener TMA-Block, ein sogenannter Progno-
se-TMA, der aus 2197 Proben von Primartumoren der Mamma besteht, verwendet
(Ruiz et al. 2006). Dieser TMA verteilte sich auf insgesamt sechs Paraffinblocke. Je-
der einzelne von ihnen enthélt zwischen 342 und 522 Spots. Die Tumoren stammten
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aus den Archiven des Institutes flr Pathologie, dem Universitatsspital Basel, dem
Institut far klinische Pathologie in Basel und dem Triemli Spital in Zurich. Fur die Her-
stellung der TMA-Blocke wurden von einem Pathologen zunachst konventionelle
H.E.-Farbungen von in Frage kommenden Gewebeproben von Patienten mit diag-
nostiziertem Mammakarzinom mikroskopisch untersucht. Die geeigneten Areale
wurden dann auf den Schnitten markiert, um genau diese reprasentierten Zylinder
aus den jeweiligen Paraffinblocken auszustanzen. Klinische Follow-up-Daten lagen
entweder aus dem Krebsregister Basel oder von den behandelnden Arzten vor. Am
Ende der Studie gab es von 2194 Patienten Gesamt-Rohuberlebensdaten und von
943 Patienten tumorspezifische Uberlebensdaten.

Das mittlere Alter der Patientinnen betrug 62 Jahre (26-101 Jahre). Die mittlere Fol-
low-up-Zeit betrug 68 Monate (1 bis 176 Monate). Die Angaben fir die Tumoraus-
dehnung, Tumorgrof3e und den Lymphknotenstatus wurden den Primarbefunden des
erstdiagnostizierenden Pathologieinstitutes entnommen. Die Tumorgraduierung er-
folgte gemal der aktuellen Richtlinien der WHO zur Klassifizierung von Tumoren und
der histologische Grad gemal Elston und Ellis (Elston und Ellis 1991).

2.4 Immunhistochemie

Die Methode der Immunhistochemie (IHC) ermoglicht den Nachweis und die Lokali-
sation bestimmter Proteine mit Hilfe spezifischer Antikorper. Bei dieser Methode bin-
den sogenannte Primarantikérper mit ihrem F(ab)-Fragment bestimmte Abschnitte
des Proteins, sogenannte Epitope. Der Antikdrper kann polyklonal oder monoklonal
sein. Ein polyklonaler Antikorper ist im Grunde ein Antikdrpergemisch und deswegen
in der Lage, mehrere Epitope zu erkennen. Ein monoklonaler Antikérper erkennt nur
ein spezifisches Epitop. Der Erfolg der Untersuchung hangt von der richtigen Vorbe-
handlung ab. Vorab muss eine sogenannte Antigendemaskierung erfolgen, z.B.
durch ein Pufferbad. Denn die Proteine werden durch die kovalenten Bindungen im
formalinfixiertem Gewebe denaturiert und kdnnen deswegen oft keine Verbindung
mit dem spezifischen Antikdrper eingehen. Eine thermische Vorbehandlung
renaturiert in vielen Fallen die Proteine, und die maskierten Proteine werden teilwei-

se freigelegt (Ramos-Vara 2005).
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2.5 ALCAM- Antikorper

Fur diese Arbeit wurde ein monoklonaler Antikorper, NCL-CD-166, aus dem Klon
MOG/07 der Klasse IgG2a kappa der Firma Novocastra, Grol3britannien, eingesetzt.
Dieser Antikérper stammt aus der Maus und richtet sich gegen einen aus 200 Ami-

nosauren bestehenden Abschnitt des humanen CD-166-Molekils.

2.6 Durchfuhrung der Immunhistochemie

Fur die IHC wurden von den TMA-Blocken 4 um dicke Schnitte auf einem Objekttra-
ger (Instrumedics Inc., Hackensack, New Jersey) angefertigt.

Diese Objekttrager wurden anschlielRend mindestens eine Stunde in Xylol und da-
nach in absteigender Ethanolreihe (Isopropylalkohol 100%, Ethanol 96%, Ethanol
70%) bis zu destilliertem Wasser entwéssert. Daraufhin wurden die TMA-Schnitte fur
funf Minuten im TBST-Puffer (Tris gepufferte Kochsalzlésung) abgesplilt. Anschlie-
Rend wurden die TMA-Schnitte fur finf Minuten in Citratpuffer (pH 7,8) autoklaviert
und erneut fir funf Minuten im TBST-Puffer gespult.

Die endogene Peroxidase wurde mit 3%-igem Wasserstoffperoxid (DAKO S2023) in
Methanol blockiert, um falsch positive Ergebnisse zu verhindert. Daraufhin wurden
die Schnitte zweimal im TBST-Puffer gewaschen.

Die Objekttrager wurden dann mit dem monoklonalen Antikorper in einer Verdiin-
nung von 1:450 in Citratpuffer (pH 7,8) aufgetragen und fur zwei Stunden bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Entfernung der Antikorper erfolgte in einem zweimaligen je
5-minltigen Waschgang mit TBS-Puffer. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation
mit EnVision rabbit/mouse (Dako K5007) fir 30 Minuten bei 37 °C und zweimaligem
funfminttigem Waschen mit TBS-Puffer.

Die spezifischen Antikérper-Antigen-Bindungen wurden mit DAB-Chromogen bei
Raumtemperatur fur zehn Minuten (DAB-Chromogen K5007) angefarbt. Daran
schloss sich ein erneuter Waschgang mit destilliertem Wasser fir fiunf Minuten an.
Zur Darstellung der Zellkerne wurde fur eine Minute Haemalaum gegengefarbt, ge-
folgt von einem funfminltigen Blauen mit Leitungswasser. Die Schnitte wurden ab-
schlie3end in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 96%, 100%, 100%) entwas-
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sert. Schlie3lich wurden die Objekttrager fir eine langere Aufbewahrung

eingedeckelt.

2.7 Auswertung

Die Intensitat der immunhistochemischen Farbung wurde anhand einer Skala von 0
(keine Farbung) bis 3 (starke Farbung) bestimmt. Es wurden nur die membranésen
Farbungen evaluiert, da die zytoplasmatischen Farbungen stets mit einer hohen
membrandsen Intensitat verbunden waren. Zudem wurde in jedem Fall die Zahl der
positiven Tumorzellen registriert. Basierend auf den in Tab. 3 dargestellten Kriterien
wurde die Expression von ALCAM in Kategorien eingeteilt.

Tab. 3.: Auswertungskriterien fur die IHC

Resultat Intensitat der Farbe Positive Tumorzellen in %
Negativ 0 0
schwach positiv 1+ >70%
2+ <30%
magig positiv 1+ >70%
2+ >30% und <70%
3+ <30%
stark positiv 2+ >70%
3+ >30%

Die Daten fur die immunhistochemische Expression von Ki67 (Kiel-67), ER und PR
waren aus vorhergegangenen Studien ersichtlich (Al-Kuraya et al. 2004; Ruiz et al.
2006). In dieser Studie wurde das Allred Score fur die Evaluation von ER/PR-

Farbung verwendet.

2.8 Statistik

Mithilfe von Kontingenztabellen und Chi-Quadrat-Tests konnte die Beziehung zwi-

schen der ALCAM-Immunfarbung und den klinischen Variablen berechnet werden.
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Fur die Uberlebensrate wurden Kaplan-Meier-Plots erstellt und signifikante Unter-
schiede mit dem Log-Rank-Test berechnet. Fur multivariante Analysen wurde das
COX-Regressionsmodell verwendet. Als statistisch signifikant wurden Werte von p <

0,05 gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 ALCAM- Expression

Die immunhistochemische Auswertung war an insgesamt 1778 (80,9%) der 2197
Tumorgewebespots maoglich. Bei 419 Spots konnte keine Auswertung erfolgen, weil
keine eindeutigen Tumorzellen im Spot waren. Eine membrantése ALCAM-
Expression wurde in 1568 (88,2%) Spots festgestellt. Eine schwache Farbung war in
197 (11,1%), eine maRige in 194 (10,9%) und eine starke ALCAM-Expression in
1177 (66,2%) der Tumoren nachweisbar. In 210 (11,8%) der auswertbaren Spots
war im Tumorgewebe keine ALCAM-Expression nachweisbar Die Abb. 6 bis 10 zei-
gen typische Beispiele fir die unterschiedliche Farbintensitat in der
Immunhistochemie. Das medullare Mammakarzinom zeigte mit nur 36,17 % am sel-
tensten eine starke ALCAM-Farbung. Insgesamt gab es jedoch keinen signifikanten

Unterschied zwischen den einzelnen Tumortypen (siehe Tab. 4).

Abb. 6. Keine Anfarbung fir ALCAM
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Abb. 7: Schwache ALCAM-Anfarbung

Abb. 8: Mal3ig starke ALCAM-Anfarbung
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Abb. 9: Starke ALCAM-Anfarbung

Abb. 10: Normales Brustgewebe mit mafiig gradiger bis starker ALCAM-Expression
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Tab. 4: Assoziation zwischen ALCAM-Expression und dem Mammakarzinom-Phanotyp

Histologie N* Negative Schwache | MaRige Starke P-Wert
ALCAM- ALCAM- ALCAM- ALCAM-
Expressi- Expressi- Expressi- Expressi-
on (%) on (%) on (%) on (%)
Alle Karzinome | 1778 11,8 11,1 10,9 66,2
duktales 1259 11,76 10,48 11,28 66,48
Karzinom
lobuléres 236 7,2 10,59 12,71 69,49
Karzinom
medulléares 47 40,43 14,89 8,51 36,17 | <0,0001**
Karzinom
tubuléres 44 4,55 4,55 2,27 88,64
Karzinom
muzindses 51 7,84 23,53 7,84 60,78
Karzinom
andere Typen 141 13,48 14,18 9,22 63,12

* analysierbare n

** fir medullar vs. duktal

3.2 Assoziation zu anderen prognostischen Faktoren im Mamma-

karzinom

Die Studie zeigt eine fehlende ALCAM-Expression bei fortgeschrittener Tumorgrof3e
(p<0,0017) und bei hohem Tumorgrad (p<0.0001).
Weiterhin zeigt sich eine Korrelation zwischen fehlender ALCAM- Expression und
negativem ER- und PR- Status (p< 0,0001). Eine Korrelation zwischen der ALCAM-
Expression und der Lymphknoten-Metastasierung konnte nicht gezeigt werden

(p=0.098). Alle Ergebnisse sind in Tab. 5 zusammengefasst.

34




Ergebnisse

Tab. 5: Assoziation zwischen der ALCAM Expression und der Tumorausdehnung (pT),
der Lymphknotenmetastasierung (pN), der Tumorgraduierung (G) und des ER- und

PR-Status
N Negative Schwache MaRige Starke p-Wert

ALCAM- ALCAM- ALCAM- ALCAM-

Expression Expression Expression Expression

(%) (%) (%) (%)
pT1 614 |8,63 9,61 9,93 71,82 0,0017
pT2 852 13,38 12,44 10,21 63,97
pT3 100 |13 10 9 68
pT4 204 (13,73 10,78 18,14 57,35
pNO 744 (12,1 12,63 10,35 64,92 0,098
pN1 637 (10,83 9,89 11,62 67,66
pN2 97 19,59 11,34 14,43 54,64
Gl 418 |5,98 11 10,77 72,25 0,0001
G2 684 |8,04 9,5 10,53 71,93
G3 553 20,43 13,56 11,03 54,97
ER 392 |26,5 14,5 7,4 51,5 0,0001
negativ
ER 1303 |7,1 10,1 12 70,8
positiv
PR 1070 | 14,2 12,6 10,2 63 0,0001
negativ
PR 571 16,7 8,6 12,3 71,5
positiv

3.3 Assoziation zur Zellproliferation

Aus einer friheren Studie (Ruiz et al. 2006) lagen Daten Uber die Zellproliferation
gemessen an dem Marker Ki-67 vor. Das nukledre Protein Ki-67 tritt wahrend der
G1-S-G2- und M-Phase des Zellzyklus auf und wird deswegen als Marker fur den
Zellzyklus verwendet (Gerdes et al. 1983). Der Ki-67 Labeling Index (LI) steht fir den
prozentualen Anteil der Ki-67-positiven Zellen. Der Vergleich zeigte eine inverse Kor-

relation zwischen der ALCAM-Expression und der Zellproliferation. Je starker die
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ALCAM-Expression, umso geringer war die mittlere Zellproliferationsaktivitat. Die
Daten zeigten bei stark ALCAM-positiven Mammakarzinomen im Mittel einen Ki-67-
Farbeindex von 26,3%, bei ALCAM-negativen Mammakarzinomen einen Ki-67-LI von
33,1% (p<0.0001; Tab. 6).

Tab. 6: Assoziation zwischen dem Ki-67-Farbeindex (Labeling Index, LI) und der
ALCAM-Expression

ALCAM N Ki-67-LI p
Negativ 181 33,1 <0.0001
schwach positiv 170 30,1

mafig positiv 160 27,5

stark positiv 1011 26,3

3.4 Prognoserelevanz von ALCAM

Die Studie ergab eine signifikante Beziehung zwischen dem Verlust von ALCAM und
einer schlechten Uberlebensrate (p=0,0004, Abb. 10) sowie einer schlechten tumor-
spezifischen Uberlebensrate (p=0.0053, Abb. 12). Diese Assoziation zeigte sich auch
bei separater Untersuchung aller Patienten mit einem positiven Lymphknotenstatus
(p<0.0001; Abb. 14). Eine multivariante Analyse ergab in der Untergruppe der
duktalen Karzinome keinen Hinweis darauf, dass ALCAM ein unabhéngiger prognos-
tischer Marker ist (Abb. 11, 13 und 15).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden mehr als 1700 Gewebeproben vom Mammakarzi-
nom mittels der Gewebeprobenmikroarray-Technologie hinsichtlich des Expressions-
verhaltens des Oberflachenmolekiils, ALCAM, untersucht. Die Ergebnisse zeigen,
dass ein Verlust der ALCAM-Expression mit der Tumorprogression einhergeht und

eine schlechtere Prognose nach sich zieht.

Es wurde bereits nachgewiesen, dass im normalen Brustgewebe eine hohe ALCAM-
Expression besteht (King et al. 2004; Kilic et al. 2008). Im Tumorgewebe zeigten sich
in den Studien teilweise eine verminderte Expression oder sogar ein Verlust von
ALCAM. Eine hohe ALCAM-Expression entspricht demnach dem physiologischen
Zustand im normalen Brustgewebe. Auch in der vorliegenden Studie konnte dieses
Phanomen bestatigt werden. Insgesamt zeigten 88% der untersuchten
Mammageweben eine ALCAM-Expression, davon 66,2% eine starke Expression. Ein
Vergleich mit den Literaturdaten zeigt eine hohe Ubereinstimmung mit diesen Befun-
den. In der Studie von Burkhard et al. (Burkhard et al. 2006) zeigten insgesamt 75%
von 160, bei Hein et al. (Hein et al. 2011) 79% von 347 und bei Ihnen et al. (Ihnen et
al. 2008) 95% von 162 untersuchten Mammageweben eine ALCAM-Expression. Eine
weitere Studie von lhnen et al. (Ihnen et al. 2010) wies bei 96% von 84 untersuchten
Fallen eine ALCAM-Positivitat auf.

Die vorliegende Arbeit macht einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
ALCAM-Verlust und einer schlechten Prognose deutlich. Diese Erkenntnis deckt sich
ebenfalls mit verschiedenen anderen Studien (King et al. 2004; Milde-Langosch et al.
2008; Davies und Jiang 2010). Da ALCAM als Zelladh&asionsmolekul eine wichtige
Rolle fur den Zusammenhalt der Zellen mit der umliegenden Struktur hat, ist es ohne
Weiteres denkbar, dass ein ALCAM-Verlust eine gesteigerte Zellmigration bis hin zur

Metastasierung begunstigt.

Allerdings finden sich auch einige Studien, die keinen Zusammenhang zwischen dem

Verlust von ALCAM und einer schlechten Prognose erkannten. Piao et al. (Piao et al.
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2012) beschrieben einen Zusammenhang zwischen hoher membrandser ALCAM-
Expression und einem schlechteren klinischen Verlauf sowie eine Assoziation von
hoher zytoplasmatischer Expression mit hoher Rezidivrate. Hein et al. (Hein et al.
2011) fanden einen Zusammenhang zwischen einer hohen ALCAM-Expression und
einer niedrigen Uberlebensrate verglichen zu den Patientinnen mit einer niedri-
gen/mafigen ALCAM-Expression. Burkhard et al. (Burkhard et al. 2006) berichten
uber einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer starken zytoplasmatischen
ALCAM-Expression und einer frihen Tumormetastasierung im Mammakarzinom.
Eine Korrelation zwischen der membrandsen ALCAM-Expression und klinisch-
pathologischen Daten gab es in dieser Studie aber nicht. Innen et al. (Ihnen et al.
2008) erkannten ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen der ALCAM-Expression
und dem histologischen Typ, Differenzierungsgrad und dem Tumorstadium. Eine
maogliche Ursache flr die unterschiedlichen Ergebnisse ist die in den meisten Studien
geringe Zahl der untersuchten Patienten, die zwischen 56 und 347 lag (King et al.
2004; Burkhardt et al. 2006; Jezierska et al. 2006, Milde-Langosch et al. 2008; Piao
et al. 2012).

Weiterhin wurden unterschiedliche Untersuchungsmethoden verwendet. Einige Stu-
dien benutzen zur Bestimmung von ALCAM die Western-Blot-Methode, Real-Time-
PCR (King et al. 2004) oder IHC (Burkhardt et al. 2006; Ihnen et al. 2008; Ihnen et al.
2010; King et al. 2010). Auch dies konnte zu unterschiedlichen Resultaten beigetra-
gen haben. Nur die Immunhistochemie erlaubt die selektive Untersuchung von Tu-
morzellen. Die IHC ist somit von den genannten Untersuchungen theoretisch die ge-
naueste Methode. Allerdings wurden in den IHC-Studien unterschiedliche Antikorper
und Farbeprotokolle verwendet, was die Vergleichbarkeit der Daten kompromittiert.

Um eine genaue Aussage Uber die Prognose und Ansprache auf Therapie machen
zu konnen, bedarf es zuséatzlich pradiktiver und prognostischer Parameter. Es gibt
bereits mehrere Multigentests, welche die mégliche Rezidivwahrscheinlichkeit besser
abschatzen kénnen als histologische und klinische Parameter alleine. Dazu gehort
beispielsweise der sog. OncotypeDX®-Test. Patientinnen mit besonders geringer
Rezidivrate sollten durch den Test unnotige weitere Therapien, wie z.B. eine Chemo-
therapie, erspart werden (Paik et al. 2004; Glas et al. 2006). In diesem Test wird an
dem entnommenen Gewebe (z.B. durch Mastektomie oder Stanze) die Expression

von insgesamt 21 Genen uberpruft. Anhand dieser Daten wird das ,,Recurrence-
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Score®-Ergebnis” ermittelt und somit das individuelle Risiko eines Ruckfalls berech-
net. Dieser Wert kann bei der weiteren Therapieentscheidung helfen. Ist der Wert
hoch, besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, ein Rezidiv zu erleiden, und daher eine
weitere Therapie eher empfohlen. Studien zeigten, dass 48% von 20.050 getesteten
Patientinnen mit niedrigem Recurrence Score nur einen minimalen Prognosevorteil
von einer adjuvanten Chemotherapie hatten (Paik et al. 2006; Sparano und Paik
2008).

Andererseits zeigen aktuelle Literaturdaten gar keinen oder nur einen geringen Vor-
teil bei ungefahr bis zu 77% der Patientinnen mit Mammkarzinom nach einer
adjuvanten Chemotherapie, auch wenn sie vorher nicht ,Onkotype-getestet” worden
sind (Calson et al. 2013).

Von potentiellem Interesse ist auch die Tatsache, dass ALCAM membranés expri-
miert wird und somit als Zielstruktur fir eine Antikérper-Therapie dienen kdnnte.
Wiiger et al. (Wiiger et al. 2010) beschrieben einen menschlich rekombinanten Ein-
zel-Ketten-Antikorper gegen ALCAM, der in der Lage war, die Zellinvasion in vitro
und das Tumorwachstum in vivo zu inhibieren. Weiterhin berichteten Liu et al. (Liu et
al. 2007) von einem Einzel-Ketten Antikorper, der ALCAM im Prostatakarzinom als
Zielstruktur benutzt. Mithilfe von Immunliposomen sind die Antikdrper in der Lage,
durch Medikamente in das Zielgewebe, in diesem Fall in das Prostatakarzinom, zu
gelangen (Roth et al. 2007).

Insgesamt zeigen unsere Daten, dass der Verlust von ALCAM in den untersuchten
Gewebeproben des Mammakarzinoms einen ungunstigen klinischen Verlauf und
somit eine ungunstige Prognose aufweist. Die prognostische Relevanz ist fur ALCAM
allein nicht sehr grof3, die Messung der ALCAM-Expression kdnnte aber fur zukunfti-
ge multifaktorielle Mammakarzinom-Tests von Interesse sein. Falls sich ALCAM als
Therapieziel durchsetzen sollte, konnten hiervon wahrscheinlich viele Mammakarzi-

nom-Patientinnen profitieren.
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Zusammenfassung

Das in dieser Arbeit untersuchte Zelladhéasionsmolekil ALCAM wird nicht nur physiolo-
gisch in unterschiedlichen Organen und Zellen gebildet, sondern konnte bereits in vielen
Tumoren nachgewiesen werden (Burkhardt et al. 2006). Veranderungen im ALCAM-
Expressionsverhalten spielen dabei in der Tumorbiologie eine wichtige Rolle. Bis jetzt
konnte eine Korrelation zwischen einer unginstigen Prognose und der vermehrten
ALCAM-Expression im Neuroblastom (Corrias et al. 2010), im malignem Melanom, im
Plattenepithelkarzinom des Osophagus (Verma et al. 2005), im Pankreaskarzinom
(Kahlert et al. 2009) und im kolorektalem Karzinom (Weichert et al. 2004) festgestellt
werden. Hinsichtlich der Auswirkung der ALCAM-Expression auf das Mammakarzinom ist
sich die Wissenschaft noch uneinig. Einige Studien zeigten eine vermehrte Korrelation
zwischen einer erhohten ALCAM-Expression und einer schlechteren Prognose
(Burkhardt et al. 2006; Piao et al. 2012), und in anderen Studien wiederum wurden nied-
rige ALCAM-Expressionen einem klinisch ungunstigen Verlauf zugeordnet (King et al.
2004; Milde-Langosch et al. 2008; Davies und Jiang 2010). Ziel dieser Arbeit war es, vor
dem Hintergrund der gegensétzlichen Ansichten die Rolle von ALCAM fur das Mamma-
karzinom bezulglich der Pravalenz und Prognose an einem besonders grof3en Patienten-
kollektiv abzuklaren. Dafur wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von ALCAM
in Uber 2000 Gewebeproben von Mammakarzinomen immunhistochemisch untersucht.
Eine negative Farbung war in 210 (11,8%), eine schwache Farbung in 197 (11,1%), eine
mafige in 194 (10,9%) und eine starke ALCAM-Farbung in 1177 (66,2%) der insgesamt
1.778 Tumoren nachweisbar. In gesundem Brustgewebe konnte eine moderate bis star-
ke ALCAM-Expression festgestellt werden, so dass gefolgert werden kann, dass in einem
Teil der Tumoren ein Expressionsverlust vorliegt. Eine niedrige oder fehlende ALCAM-
Expression war mit einer fortgeschrittenen Tumorgrof3e (p= 0,0017), einem ungiinstigen
Tumorgrad (p< 0.0001), einem negativem ER- und PR- Status (p< 0.0001) und auch mit
einem hohen Ki-67-Labeling Index (p<0.0001) assoziiert. Tumoren, die einen Verlust der
ALCAM-Expression aufwiesen, zeigten eine schlechtere Gesamtiiberlebensrate (p<
0.0001), eine schlechtere tumorspezifische Uberlebensdauer (p= 0.0088) und einen posi-
tiven Lymphknotenstatus.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ALCAM sowohl in gesundem als auch
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in kanzerésem Brustgewebe exprimiert wird und der Verlust von ALCAM bzw. eine redu-

zierte Expression mit einer schlechten Prognose einhergeht.
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