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1. Vorwort

Diese kumulative Habilitationsschrift ,Das Tumor Microenvironment beim Mammakarzinom —
Eine Analyse zur prognostischen Bedeutung von Prostaglandinrezeptoren, Makrophagen und
Lektinen® legt Erkenntnisse zur Bedeutung prognostischer Faktoren im Tumorgewebe und der
unmittelbaren Tumorumgebung (Tumor Microenvironment, TME) beim Mammakarzinom dar.
Integrales Element der Untersuchungen ist die Analyse der Bedeutung des Prostaglandin E-
Rezeptors (EP-Rezeptor{ XE "EP" \t "Prostaglandin E-Rezeptor" }) 3. Dieser ist Bestandteil
der inflammatorischen Signalkaskade Uber Cyclooxygenase (COX{ XE "COX-2" \t
"Cyclooxygenase" })-2 und Prostaglandin E2 (PGE2{ XE "PGE2" \t "Prostaglandin E2" }), die
eine wesentliche Rolle in der chronischen Inflammationsreaktion im TME spielt. AuRerdem
werden am Beispiel von Makrophagen und ausgewahlten Proteinen aus der Gruppe der
Lektine weitere Strukturen des TME beleuchtet, die an der Tumorzell-immunzell-Interaktion
beteiligt sind und Wechselwirkungen zur chronischen Inflammationsreaktion zeigen. Diese
Analysen sollen eine Grundlage =zur Identifikation neuer Angriffspunkte in der
Inflammationskaskade und in der Tumorzell-immunzell-Interaktion flr diagnostische und

therapeutische Ansatze sein und den Ausgangspunkt fir weiterer Untersuchungen darstellen.

Eine allgemeine Einfuhrung legt Grundlagen zum Mammakarzinom und zur Bedeutung des
TME und chronischer Inflammationsreaktionen flr Tumorerkrankungen dar. Im Anschluss
werden zunachst die Untersuchungsergebnisse zum EP3-Rezeptor beim Mammakarzinom
beschrieben und mit gynakologischen Tumorerkrankungen verglichen. Im Weiteren wird die
Bedeutung von Makrophagen, Galektinen und Sigelc-8 als mdgliche assoziierte Faktoren im
TME dargestellt. Abschlieflend folgt eine zusammenfassende Diskussion zur Bedeutung
dieser Arbeit flir das Fachgebiet, zu moglichen Limitationen sowie ein Ausblick auf potenzielle

kinftige Entwicklungen

Bezlglich genauer Angaben zur Methodik, detaillierten Ergebnissen sowie zur Diskussion der
einzelnen Studien wird auf die entsprechenden Originalarbeiten verwiesen, welche an
entsprechender Stelle zitiert werden und sich im Anhang dieser kumulativen

Habilitationsschrift befinden.
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2. Einleitung

2.1 Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist gemal der weltweiten Krebsstatistik (GLOBOCAN [111]) der
haufigste maligne Tumor und machte 11,7 % aller Krebsneuerkrankungen 2020 aus (bei
Frauen 24,5 %). Im Jahr 2020 wurden etwa 2,3 Millionen Neuerkrankungen weltweit
beschrieben; die Inzidenz steigt seit 1980 an. Bei Frauen stellte das Mammakarzinom 2020

auch die haufigste Krebstodesursache dar. [111]

2.1.1 Klassifikation des Mammakarzinoms

Die international gultige TNM-Klassifikation flir Mammakarzinome folgt klinisch-
pathologischen Kriterien [16]. In dieser Klassifikation spielen Faktoren wie TumorgroRe (T{ XE
"T" \t "Tumorgréf3e" }), das Vorhandensein oder Fehlen regionarer Lymphknotenmetastasen
(Nodus, N{ XE "N" \t "Nodus, Lymphknoten" }) sowie das Fehlen oder Vorhandensein von
Metastasen (M{ XE "M" \t "Metastasen" }) eine wichtige Rolle. Weitere Kriterien betreffen z. B.
eine Invasion in Venen oder Lymphgefale oder die Angabe, wie differenziert das
Tumorgewebe ist (Grading, G{ XE "G" \t "Grading" }). Je nach Verteilung der TNM-Kriterien

ergibt sich die Einteilung in die Stadien 0-1V mit prognostischer Assoziation. [16]

Biologisch gesehen ist das Mammakarzinom jedoch eine heterogene Erkrankung. Daher wird
seit einiger Zeit versucht, die tumorbiologischen Eigenschaften des Mammakarzinoms
genauer zu identifizieren, deren prognostische Relevanz zu analysieren und
Therapiekonzepte daran auszurichten [40]: So sind die Hormonrezeptoren (HR{ XE "HR" \t
"Hormonrezeptor' }) Ostrogen- (ER{ XE "ER" \t "Ostrogenrezeptor" }) und
Progesteronrezeptor (PR{ XE "PR" \t "Progesteronrezeptor" }) schon lange als wichtige
biologische Faktoren bekannt. Darlber hinaus wurde die Amplifikation eines epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors, des ,human-epidermal growth factor receptor 2“ (HER2{ XE
"HER2" \t "human epidermal growth factor receptor 2" }), bei etwa 13-15 % der
Mammakarzinome beschrieben [40]. Initial wurde die Bedeutung dieser Faktoren in Hinblick
auf ihre prognostische Relevanz identifiziert; im Laufe der Zeit gelang es, sie auch als
therapeutische Zielstrukturen zu nutzen. Der Nachweis einer HER2-Amplifikation war z. B. mit
einem ungunstigen klinischen Verlauf assoziiert; durch die Implementierung spezifischer Anti-
HER2-Therapien hat sich die Prognose dieser Patient*innen jedoch entscheidend verbessert
[89]. Die beschriebenen Parameter werden flr die Therapiefestlegung meist kategorisiert
genutzt, so wird beispielweise von HER2-positiven oder -negativen und HR-positiven

oder -negativen Tumoren gesprochen [40]. Durch Kombination dieser Faktoren ist demnach
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eine biologische Klassifikation, z. B. in die Gruppe der HR-positiven/HER2-negativen
Mammakarzinome oder in die HR-negativen/HER2-negativen Mammakarzinome (genannt
triple-negatives Mammakarzinom, TNBC{ XE "TNBC" \t " Triple-negatives Mammakarzinom" })

maoglich.

Basierend auf Genexpressionsanalysen mit einer Multigensignatur aus 50 Genen konnten
bereits im Jahr 2000 verschiedene intrinsische biologische Subtypen (Luminal A, Luminal B,
HER2-enriched, Claudin-low, Basal-like) mit prognostischer Assoziation identifiziert werden
[90]. Diese intrinsischen Subtypen zeigen eine hohe Uberlappung mit den oben genannten
Kategorien, die auf Grundlage immunhistochemisch bestimmbarer Marker definiert werden
[40]. Daher wird im klinischen Alltag statt einer Einteilung nach aufwendiger Genexpressions-
analyse meist die immunhistochemisch-bestimmte Surrogatklassifikation verwendet, die sich
in ihrer Namensgebung aber auf die genetisch determinierten Subtypen bezieht: 1) Luminal A-
like Tumoren zeigen eine hohe HR-Expression, ein niedriges Grading, niedrige
Proliferationsraten und eine gute Prognose. 2) Luminal B-like HER2-negative Tumoren zeigen
eine niedrigere HR-Expression und ein schlechteres Grading als Luminal A-like Tumoren; die
Prognose ist ebenfalls schlechter. Im klinischen Alltag kann die Unterscheidung zwischen
Luminal A-like und Luminal B-like schwierig sein, so dass ggf. unterstlitzend Genexpressions-
tests zur Abschatzung und damit Therapieentscheidung eingesetzt werden [2]. Die HER2-
positiven Tumoren werden eingeteilt in 3) Luminal B-like HER2-positive Tumoren und
4) HER2-positive nicht-luminale Tumoren. Beide zeigen eine intermediare Prognose. 5) Das
TNBC (genetisch meist Claudin-low und Basal-like) weist weder eine HR-Expression noch

eine HER2-Amplifikation auf und hat in der Regel die schlechteste Prognose [40].

2.1.2 Therapie des Mammakarzinoms

Die Therapie des Mammakarzinoms ist stets multimodal [40]. Moderne Therapiekonzepte
richten sich neben den klassischen Kriterien (TNM-Stadium) vor allem nach dem biologischen
Subtyp, um spezifische Therapien zu ermdglichen und die biologische Heterogenitat zu
bertcksichtigen. Beim primaren, nicht-metastasierten Mammakarzinom stellt die loko-
regionare Therapie (operative Therapie und ggf. Strahlentherapie) eine wichtige
Therapiesaule dar. Zudem wird in der Regel eine systemische Therapie appliziert. Diese kann
je nach Tumorbiologie aus antihormoneller Therapie, Chemotherapie, Anti-HER2-Therapie
oder ggf. auch neuen Therapiekonzepten bestehen. Das fortgeschrittene Mammakarzinom ist
prinzipiell die Domane der Systemtherapie, die grundsatzlich auf vergleichbaren Ansatzen

basiert wie beim primdren Mammakarzinom. Operative Therapien spielen hier eine
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untergeordnete Rolle; die Strahlentherapie wird individuell (z. B. zur Schmerzlinderung und

Stabilisierung bei Knochenmetastasen) eingesetzt. [40]

Generell hat die Identifikation spezifischer Marker und die darauffolgende Implementierung
zielgerichteter Therapien zu einer deutlichen Individualisierung der Therapie des
Mammakarzinoms gefihrt [40]. Spezifische biologische Marker kénnen einerseits als
Zielstrukturen fir neue Medikamente dienen und so wirksame und potenziell
nebenwirkungsarme Therapien ermoglichen. Andererseits kdénnen sie als prognostische
Faktoren dienen, um Patient*innen mit einem aggressiveren Verlauf der Erkrankung zu
identifizieren, die dann intensivere Therapien erhalten kénnen als Patient*innen mit

gunstigerem Profil der prognostischen Parameter [41].

Die aktuellen wissenschaftlichen Bestrebungen gehen nun noch Uber das Konzept
zielgerichteter Therapien, die auf Strukturen der Tumorzelle selbst abzielen, hinaus und
beziehen die unmittelbare Tumorumgebung, das TME{ XE "TME" \t "tumor microenvironment"
}, mit ein [40]. Das TME (detaillierter beschrieben unter 2.2) tragt wahrscheinlich wesentlich
zur Entstehung und Progression von Tumorerkrankungen bei [36, 93]. Eine chronische
Inflammationsreaktion und Tumorzell-limmunzell-Interaktionen im TME spielen hier eine
wichtige Rolle. Aktuelle Therapiekonzepte mit sogenannten Immuntherapien, also
Medikamenten, die die Tumorzell-lmmunzell-Interaktion beeinflussen, haben die
Krebstherapie revolutioniert: Sie zeigen z. B. in Kombination mit Chemotherapien Wirksamkeit
beim TNBC, welches aufgrund seiner fehlenden Zielstrukturen bislang nicht mit klassischen,
zielgerichteten Therapien behandelbar war [29]. Untersuchungen zum TME, der Bedeutung
inflammatorischer Reaktionen und der Tumorzell-Immunzell-Interaktion sind also von

hochstem wissenschaftlichem Interesse.

2.2 Das Tumor Microenvironment (TME)

Die unmittelbare Tumorumgebung, das TME, ist fir die Entstehung und Progression von
Karzinomen von entscheidender Bedeutung [36, 93]. Das TME besteht aus Tumorzellen, der
extrazellularen Matrix, 16slichen Faktoren wie Zytokinen sowie umgebenden mesenchymalen
Zellen und Immunzellen. Wesentliches Element des TME ist eine chronische
Inflammationsreaktion, die die Tumorentstehung, aber auch auf das weitere Wachstum und
die Metastasierung beeinflusst. Diese wird Uber eine COX-2/PGE2-Signalkaskade vermittelt.
Ein wichtiger funktioneller Mechanismus ist wahrscheinlich, dass durch die chronische
Inflammationsreaktion der Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT{ XE "EMT"

\t "epithelial-mesenchymale Transition" }) der Tumorzellen beglnstigt wird [84]. Die EMT
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bezeichnet den Ubergang der Zellen von einem epithelialen zu einem mesenchymalen
Phanotyp, der flr eine Zellmigration und -invasion und dadurch fir eine Metastasierung nétig
ist [36, 72]. Um eine Metastasierung zu ermoglichen, werden zudem pro-angiogene Faktoren
im TME freigesetzt, die eine Gefaleinsprossung bewirken [36]. Neben der chronischen
Inflammationsreaktion spielen auch immunsuppressive Effekte im TME eine Rolle, vor allem
im Prozess der Tumorprogression [93]. Tumorzellen missen sich vor den Immunzellen im
TME ,verstecken®, um nicht abgetdtet zu werden. Hierzu nutzen Tumorzellen zum Beispiel
sogenannte Immuncheckpoints, mit denen normale Zellen dem Immunsystem signalisieren
koénnen, kérpereigen und gesund zu sein, was autoimmune Reaktionen verhindert [60]. In der
Immunevasion des Tumors spielt die EMT eine wichtige Rolle [106], durch sie kann es zur
Expression von Immuncheckpoint bzw. deren Liganden auf Tumorzellen kommen, wodurch
diese nicht mehr als ,fremd“ erkannt werden [4, 27]. Das wohl bekannteste Beispiel ist der
.programmed death protein/ligand-1“ (PD-1/PD-L1) Signalweg, ein Immuncheckpoint
zwischen Tumorzellen und T-Zellen [15]. Die Entwicklung gezielter Blockademd&glichkeiten
dieses Signalwegs im Rahmen sogenannter Immuntherapien hat die Krebstherapie
entscheidend beeinflusst [29]. Die Gberzeugenden Ergebnisse zu Immuntherapien stellten die
Bedeutung des TME eindrlcklich heraus. Daher finden aktuell intensive Untersuchungen zum
TME statt, um weitere moderne Therapiekonzepte mit beispielsweise Hemmung der
chronischen Inflammationsreaktion oder Beeinflussung der Immuncheckpoint-Signalwege zu

entwickeln.

2.2.1 Die COX-2-Signalkaskade bei Tumorerkrankungen

Die COX-2 Signalkaskade spielt eine wichtige Rolle in der chronischen Inflammationsreaktion
im TME und wird im Folgenden kurz beschrieben [36, 43, 52]: COX-Enzyme sind
Schlisselenzyme in der Synthese von Eikosanoiden. Wahrend COX-1 ubiquitar exprimiert
wird, findet sich in den meisten menschlichen Geweben normalweise kein COX-2 Expression.
Eine COX-2 Expression kann z. B. im Rahmen der inflammatorischen Immunantowrt durch
verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren induziert werden. Beide COX-Enzyme
katalysieren die Umwandlung von Arachidonsdure in PGG2 und weiter zu PGH2, welches
wiederum der Vorlaufer fir verschiedene Eikosanoide wie PGE2, Prostazyklin oder
Thromboxan A2 ist. Eikosanoide sind Gewebshormone, die autokrin und parakrin wirken
kdnnen und in zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen eine Rolle spielen:
Das Gleichgewicht zwischen Thromboxan A2 und Prostazyklin ist beispielsweise essenziell
fur die Hamostase, wahrend PGE2 das haufigste Prostaglandin bei Menschen und ein

Schlisselmediator der Inflammation ist. [43, 52]
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Eine erhdhte Expression des Enzyms COX-2 sowie konsekutiv erhdhte Spiegel von PGE2
werden schon lange mit Karzinogenese und Tumorprogression assoziiert [43, 52, 118, 120].
Uber 60 % der Mammakarzinome, aber auch pramaligne Lasionen wie das duktale in situ-
Karzinom der Brust, weisen eine erhohte COX-2-Expression auf, welche wiederrum mit einem
aggressiveren Phanotyp im Sinne eines héheren Gradings und einer hoheren
Proliferationsrate assoziiert ist [8, 43]. Auch bei weiteren gynakologischen Tumorentitaten wie
dem Ovarialkarzinom [95] und dem Zervixkarzinom [46] hat eine chronische
Entziindungsreaktion Einfluss auf die Tumorgenese. Eine erhéhte COX-2-Expression in den
Tumorzellen kann durch verschiedene Onkogene, Tumorpromotoren und Wachstumsfaktoren
ausgeldst und zum Beispiel durch Makrophagen des TME induziert werden [36, 51]. COX-2
selbst kann wiederrum die Polarisierung der Makrophagen beeinflussen [121]. Aulierdem
beschreiben verschiedene Arbeiten eine Ko-Lokalisation von COX-2 mit dem
Immuncheckpoint-Liganden PD-L1, so dass eine Wechselwirkung zwischen chronischer

Inflammation und Tumorzell-immunzell-Interaktion wahrscheinlich scheint [30, 44, 51, 105].

Der therapeutische Ansatz, die COX-2-PGE2-Achse zu hemmen, zeigte in Studien bereits
vielversprechende Ergebnisse: Der Einsatz selektiver COX-2-Inhibitoren, der Coxibe, fuhrte —
sowohl im Mausmodell als auch in einer Fall-Kontroll-Studie — zu einer geringeren
Tumorprogression bzw. zu einem reduzierten Risiko, Brustkrebs zu entwickeln [42, 99]. Leider
kénnen Coxibe zu deutlichen kardiovaskularen Nebenwirkungen (z. B. Thrombosen und
Embolien) flhren, was deren therapeutische Verwendung einschrankt [11]. Das
Nebenwirkungsprofil der Coxibe ist wahrscheinlich durch eine Dysbalance pro- und
antiaggregatorischer Faktoren bedingt: Durch die selektive COX-2-Hemmung wird die
Synthese des antiaggregatorischen Prostazyklins gehemmt, wahrend die proaggregatorische
Thromboxansynthese tUber COX-1 aufrecht erhalten bleibt [52]. Da die funktionelle Relevanz
der COX-2-PGE2-Achse und generell der chronischen Inflammationsreaktion im TME jedoch
unbestritten ist, wird nun nach weiteren, spezifischen, therapeutischen Angriffspunkten in der
COX-2-Signalkaskade gesucht.

2.2.2 Rezeptoren der COX-2-Signalkaskade

COX-2 kann physiologische und pathologische Effekte Uber verschiedene Rezeptoren
vermitteln: Es wurde beschrieben, dass COX-2 den Kernrezeptor ,proliferator-activated
receptor y{ XE "proliferator-activated receptor y" \t "proliferator-activated receptor-y" }* (PPAR-
y) reguliert [63]. Dieser Kernrezeptor, der als Transkriptionsfaktor wirkt, wird von
verschiedenen Tumorentitadten inklusive des Mammakarzinoms exprimiert [6, 104]. Eine

Aktivierung des Rezeptors Uber PPAR-y-Liganden konnte in vitro und in vivo die
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Tumorzellproliferation supprimieren, was fur einen protektiven Einfluss des Rezeptors spricht
[38]. Beim Mammakarzinom wurden jedoch auch tumorférdernde Wirkungen und ein negativer
prognostischer Einfluss von PPAR-y beschrieben [104]. Weitere Rezeptoren in der COX-2-
Signalkaskade stellen die bislang weniger gut untersuchten, membranstandigen,
Guanosintriphosphat-bindendes-Protein (G-Protein{ XE "G-Protein" \t "Guanosintriphosphat-
bindendes Protein" })-gekoppelten PGE2-Rezeptoren EP1-4 dar [109]: Die EP-Rezeptoren
vermitteln die PGE2-Wirkung je nach Rezeptor Uber verschiedene nachgeschaltete
Signalwege. Der EP2- und der EP4-Rezeptor aktivieren Uber ein stimulatorisches G-Protein
(Gs-Protein{ XE "Gs-Protein" \t "stimulatorisches G-Protein" }) einen Proteinkinase
A/Adenylatzyklase-vermittelten Signalweg und fihren zu einem intrazellularen Anstieg des
zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP{ XE "cAMP" \t "zyklisches
Adenosinmonophosphat" }), wahrend der EP1-Rezeptor an ein Phospholipase C (PLC{ XE
"PLC" \t "Phospholipase C" })-gekoppeltes G-Protein (Gg-Protein{ XE "Gg-Protein" \t "PLC-
gekoppeltes G-Protein" }) bindet und einen intrazelluldren Kalziumanstieg bewirkt. Flr den
EP3-Rezeptor sind verschiedene Isoformen bekannt, die hauptsachlich Gber ein
inhibitorisches G-Protein (Gi-Protein{ XE "Gi-Proteine" \t "inhibitorisches G-Protein" }) wirken.
Die Signaltransduktion am Gi-Protein des EP3-Rezeptors kann zu einer Hemmung der
Adenylatzyklase mit konsekutivem Absinken der cAMP-Konzentration fuhren. AuRerdem kann
eine  Phosphorylierung von ,Extracellular-signal regulated Kinasen® (ERK) zu
phosphoryliertem (p{ XE "p" \t "phosphoryliert" })-ERK Uber das Gi-Protein vermittelt werden.
Neben der Vermittlung PGEZ2-induzierter Effekte direkt an der Tumorzelle sind auch
Wechselwirkungen der EP-Rezeptoren mit anderen Signalkaskaden oder anderen Zellen im
TME denkbar, wobei hierzu jedoch bislang keine Untersuchungen vorliegen. Verschiedene
Arbeiten zeigen die prognostische und funktionelle Relevanz der EP-Rezeptoren bei
Tumorerkrankungen im Allgemeinen (diskutiert z. B. in [125]) und auch beim Mammakarzinom
[96], wobei der Einfluss von EP1-4 tumortyp-spezifisch zu sein scheint. Beim Mammakarzinom
sind unter den EP-Rezeptoren EP2 und EP4 am besten untersucht: Eine erhdhte Expression
dieser Rezeptoren wurde mit Metastasierung, Tumorzellproliferation und -invasion assoziiert
[18, 74, 96]. Der EP1-Rezeptor forderte einerseits die Tumorentwicklung, konnte jedoch
andererseits supprimierend auf die Metastasierung von Mammakarzinomzellen wirken [62,
73]. Moglicherweise ist der Einfluss des EP1-Rezeptors somit in Hinblick auf Primartumor und
Metastasierung unterschiedlich. Der EP3-Rezeptor ist beim Mammakarzinom und auch
weiteren Tumorentitdten am wenigsten untersucht; sowohl pro- als auch anti-tumorigene
Effekte wurden beschrieben [96, 124]. Die EP-Rezeptoren sind somit als Vermittler der
Wirkung der COX-2/PGE2-Achse wichtige Zielstrukturen fur eine mdgliche Beeinflussung der

Inflammationsreaktion im TME.
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2.2.3 Makrophagen im TME

Wesentlicher zellularer Bestandteil des TME sind neben Karzinom-assoziierten Fibroblasten
auch Immunzellen wie Makrophagen [36]. Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs{ XE "TAM"
\t "Tumor-assoziierte Makrophagen" }) entwickeln sich wahrscheinlich aus eingewanderten
Monozyten, die durch inflammatorische, von Tumorzellen sezernierte Zytokine, angelockt
werden [92]. Bei verschiedenen Tumorentitadten wie auch dem Mammakarzinom wurde eine
Infiltration mit TAMs mit einer verschlechterten Prognose assoziiert [19, 76, 79]. TAMs kénnen
das Tumorwachstum stimulieren, die EMT férdern und somit zu Migration, Invasion und zur
Metastasierung beitragen [92]. Dabei spielt jedoch die Polarisation der Makrophagen eine
wichtige Rolle [19, 76, 107]. Initial wurden im Sinne einer dichotomen Einteilung eher anti-
tumorigene M1- und eher pro-tumorigene M2-Makrophagen unterschieden, wobei heute
bekannt ist, dass sich deren Funktionen in Hinblick auf Tumorférderung oder -suppression
wahrscheinlich deutlich Gberlappen. Wie oben bereits erwahnt kdnnen M1-polarisierte TAMs
beispielsweise eine COX-2 Uberexpression induzieren und zur chronischen
Inflammationsreaktion beitragen [51, 92]. Andererseits kbnnen TAMs durch COX-2 zum M2-
Subtyp polarisiert werden [121]. FUr die Tumorgenese und -progression haben wahrscheinlich
diese M2-polarisierten TAMs eine groRere Bedeutung: sie kdnnen die EMT beginstigen, aber
auch selbst unmittelbar eine Immunsuppression vermitteln [36]. TAMs kénnen dazu PD-L1
exprimieren und so die zytotoxische T-Zell-Antwort supprimieren [66]. Wechselwirkungen von
TAMs mit der Tumorzell-immunzell-Interaktion, aber auch mit der chronischen

Inflammationsreaktion im TME, sind also evident.

TAMs konnen eine Rolle als Prognosefaktoren, aber auch als pradiktive Marker fir das
Ansprechen von Chemo-, antiangiogenen und Immuntherapien spielen [19, 76]. Aus
therapeutischer Sicht werden verschiedene Strategien mit TAMs derzeit intensiv untersucht,
die die Depletion von TAMs, die Modifizierung der Makrophagen-Rekrutierung und ein TAM-

Reprogramming einschlieRen [92].

2.2.4 Lektine als Mediatoren der Tumorzell-immunzell-Interaktion

Neben PD-(L)1 gibt es weitere Immuncheckpoint-Signalwege und Proteine, die zur Tumorzell-
Immunzell-Interaktion beitragen, wobei eine Wechselwirkung zwischen diesen Signalwegen
moglich ist [60, 128]. In dieser Interaktion von Tumorzellen mit Zellen des angeborenen oder
adaptiven Immunsystems spielen auch Proteine aus der Gruppe der Lektine eine Rolle, die im
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden und deren funktionelle Bedeutung im Folgenden kurz

beschrieben werden soll.
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Zur Familie der Lektine gehdren unter anderem die Galektine (Gal{ XE "Gal" \t "Galektin" })
[7]. Dies sind Proteine, die Uber spezifische, teils konservierte Kohlenhydrat-bindende
Domanen (carbohydrate-recognition domain { XE "CRD" \t "carbohydrate-recognition domain"
}, CRD) Galactosid-tragende Zucker binden kénnen. Es werden drei verschiedene
Subgruppen der Galektine unterschieden, die sich in ihrem strukturellen Aufbau in Hinblick auf
Art und Anzahl der CRDs unterscheiden. Im Gegensatz zu den meisten Lektinen sind
Galektine keine membrangebundenen, sondern |6sliche Proteine, die sowohl intra- als auch
extrazellulare Aufgaben erflllen kénnen [117]. Verschiedene Galektine werden bei einer
Vielzahl von Tumorentitaten Gberexprimiert, was haufig mit einer aggressiveren Tumorbiologie
und vermehrter Metastasierung assoziiert wurde [64, 117]. Insbesondere fir Gal-1, Gal-3 und
Gal-7 sind pro-tumorigene Effekte beschrieben, wobei tumortyp-spezifische Unterschiede
bestehen [24, 71, 101]. Der funktionelle Hintergrund des pro-tumorigenen Effekts beinhaltet
unter anderem, dass Tumorzell-Galektine wie Gal-1, Gal-3 und Gal-9 Immunzellen im TME
regulieren und supprimieren kénnen [57, 58]. Gal-9 beispielsweise kann als Ligand mit den T-
Zell-lImmuncheckpoints PD-1 und ,, T cell immunoglobulin and mucin domain containing protein
3* (TIM3{ XE "TIM3" \t "T cell immunoglobulin and mucin domain containing protein 3" })
interagieren, den Zelltod zytotoxischer T-Zellen induzieren und dadurch die anti-tumorigene
Immunantwort reduzieren [37, 122]. Auch beim Mammakarzinom konnte gezeigt werden, dass
der TIM3-Gal-9 Signalweg bedeutsam ist und Gal-9 Mammakarzinomzellen vor einem T-Zell-
induziertem Zelltod schitzen kann [123]. Galektine spielen somit funktionell als Liganden fur
Immuncheckpoints eine wichtige Rolle in der Tumorgenese und kdnnten in Immuntherapien

als Zielstruktur Verwendung finden.

Ebenfalls zur die Gruppe der Lektine gehdren die Sialinsdure-bindenden Lektine (Siglec{
XE "Siglec" \t "Sialinsdure-bindendes Lektin" }) [116]. Siglecs kdnnen in zwei Gruppen
eingeteilt werden: Die erste ist eine evolutionar hoch konservierte Gruppe, die Siglec-1, -2, -4
und -15 umfasst. Die Ubrigen Siglecs werden als Siglec-3 sowie Siglec-3-verwandte Siglecs
zusammengefasst; dies stellt eine sich rasch entwickelnde Gruppe dar. Siglecs werden vor
allem auf verschiedenen Zellen des angeborenen Immunsystems exprimiert (Granulozyten,
Monozyten, Makrophagen). Sie sind an der Ligandenerkennung und -bindung, der Zell-Zell-
Interaktion, aber auch am intrazellularen Signaling und der Regulation des Immunsystems
beteiligt. In der Onkologie wurde bereits frih die Bedeutung von Siglecs fur Leukamien und
Lymphome beschrieben und therapeutisch implementiert [85]. Mit Gemtuzumab-Ozogamicin
ist bereits ein Antikérper-Wirkstoff-Konjugat, das den anti-Siglec-3 Antikérper Gemtuzumab
enthalt, fir die Therapie der akuten myeloischen Leukdmie zugelassen. Auch anti-Siglec-2
Antikérper werden in klinischen Studien untersucht. Bei soliden Tumoren kdnnen Siglecs, die
auf Immunzellen exprimiert werden, durch die Bindung an sialylierte Glykane auf den

Tumorzellen als Immuncheckpoints fungieren [35]: Eine Sialylierung von Glykanen tritt als
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Marker fur korpereigene Zellen auf den meisten gesunden Zellen auf. Auf soliden Tumoren
kann es zur Hypersialylierung kommen, die dann durch Siglec-Bindung zur Suppression anti-
tumorigener Immunaktivitat betragt. Somit stellen Siglecs auch bei soliden Tumoren wichtige
potenzielle therapeutische Targets fir Immuntherapien dar. Fir den Einsatz verschiedener
Siglec-spezifischer Antikérper, wie z.B. gegen Siglec-6, -7 und -9, liegen hier
vielversprechende Ergebnisse zur Erhéhung der anti-tumorigenen Immunitat vor [10, 55]. In
der Literatur ist eine Expression von Siglecs nahezu ausschlief3lich durch Immunzellen
beschrieben [116]. Es gibt jedoch einige Hinweise darauf, dass auch Tumorzellen Siglecs
exprimieren konnen [17, 87]. Die Datenlage zur Haufigkeit der Siglec-Expression auf

Tumorzellen und deren funktioneller Bedeutung ist jedoch deutlich geringer.
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3. Zielsetzung

Die Erkenntnisse Uber wesentliche biologische Eigenschaften des Mammakarzinoms haben
in der Vergangenheit zu einer deutlichen Erweiterung der therapeutischen Mdoglichkeiten
geflhrt, was die Prognose der Patient*innen kontinuierlich verbessert hat [40]. Dennoch
verbleiben Patient*innen mit rasch progredientem Verlauf, die Rezidive oder Metastasierungen
erleiden. Aktuelle therapeutische Konzepte beziehen Prozesse im TME mit ein. Im TME findet
eine vielfaltige Interaktion von Tumorzellen mit dem extrazelluldren Stroma und mit
umgebenden Zellen Gber komplexe Signalkaskaden statt; auflerdem spielt eine chronische
Inflammationsreaktion eine wichtige Rolle [36]. In diesen Prozessen kénnen verschiedene
prognostisch relevante Veranderungen vorliegen. Erkenntnisse Uber die Bedeutung dieser
Strukturen koénnten zur individuellen Prognoseabschatzung und Festlegung der
Therapieintensitat beitragen. Zudem ergeben sich an all diesen Stellen potenziell neue

therapeutische Angriffspunkte.

Die im Rahmen dieser kumulativen Habilitationsarbeit erfolgten Untersuchungen sollten die
Bedeutung der COX-2-Signalkaskade im TME und insbesondere des EP3-Rezeptors beim
Mammakarzinom genauer beleuchten. Darlber hinaus sollten weitere Faktoren des
inflammatorischen TME beim Mammakarzinom mit potenzieller Bedeutung in der Immunzell-
Tumorzell-Interaktion, aber auch mit potenzieller Wechselwirkung zur EP3-Signalkaskade

beleuchtet werden. Konkret wurden dabei folgende Fragestellungen betrachtet:
o Welche prognostische Relevanz zeigt der EP3-Rezeptor beim Mammakarzinom?

e Zeigen sich Ahnlichkeiten oder Unterschiede in der Bedeutung des EP3-Rezeptors zu
gynakologischen Tumoren und ergeben sich hieraus Hinweise auf mogliche assoziierte

Faktoren?

e Lassen sich auf =zellkultureller Ebene funktionelle Ursachen fiir beobachtete

prognostische Assoziationen des EP3-Rezeptors detektieren?

e Welche prognostische Bedeutung haben Makrophagen des TME in Abhangigkeit von
ihrer spezifischen Lokalisation beim Mammakarzinom und bestehen hier

Assoziationen zum EP3-Rezeptor?

e Zeigen ausgewahlte Proteine aus der Gruppe der Lektine beim Mammakarzinom

prognostische Relevanz?
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4. Eigene Ergebnisse

4.1 Analyse des Prostaglandinrezeptors EP3

4.1.1 EP3 beim Mammakarzinom

Semmlinger, A., von Schoenfeldt, V., Wolf, V., Meuter, A., Kolben, T. M., Kolben, T., Zeder-Goess,
C., Weis, F., Gallwas, J., Wuerstlein, R., Hermelink, K., Schmoeckel, E., Harbeck, N., Mayr, D.,
Mahner, S., Jeschke, U., & Ditsch, N. (2018)

EP3 (prostaglandin E2 receptor 3) expression is a prognostic factor for progression-free and
overall survival in sporadic breast cancer

BMC cancer, 18(1), 431. https://doi.org/10.1186/s12885-018-4286-9

Die Relevanz der COX-2-PGE2-Signalkaskade in Hinblick auf ihre Rolle im TME, ihre
prognostische Bedeutung und potenzielle therapeutische Relevanz wurde bereits unter 2.2.1
und 2.2.2 beschrieben. Fur die signalvermittelnden Rezeptoren EP1-4 sind teils divergente
Effekte fir inre Bedeutung in Entstehung und Progression des Mammakarzinoms beschrieben
[96]. Wahrend EP2 und EP4 besser untersucht sind, ist die Datenlage zu den Rezeptoren EP1
und EP3 geringer.

Im Rahmen dieses kumulativen Habilitationsprojekts wurde die prognostische Bedeutung des
EP3-Rezeptors beim Mammakarzinom untersucht [103]. Dazu wurde die Expressionsstarke
des EP3-Rezeptors auf Mammakarzinom-Tumorproben mit klinischen und pathologischen
Parametern sowie retrospektiv mit dem klinischen Verlauf korreliert. Auf Tumorschnitten von
289 konsekutiven, sporadischen, primar nicht-metastasierten Mammakarzinom-Fallen wurde
die EP3-Expression immunhistochemisch bestimmt und mittels des semiquantitativen
immunreaktiven Scores (IRS{ XE "IRS" \t "immunreaktiver Score" }) ausgewertet. Es folgte
eine Kategorisierung der Patientinnen in EP3-positive (EP3-IRS = 2) und EP3-negative Falle
(EP3-IRS < 2). [103]

Die EP3-Expression war nicht mit klinisch-pathologischen Parametern (wie z. B. TumorgréRe,
Lymphknotenstatus, HR-Status, Alter) assoziiert. Nach einem Follow-Up von bis zu 10 Jahren
zeigte sich, dass ein positiver EP3-Status mit einem signifikant verlangerten krankheitsfreien
Uberleben (p = 0,002) und Gesamtiiberleben (p = 0,01) im Vergleich zum negativen EP3-
Status assoziiert war. In einer multivariaten Analyse verblieb der EP3-Rezeptor auch unter
Berucksichtigung weiterer prognostischer Faktoren als unabhangiger, signifikanter Faktor —
sowohl fiir ein verlangertes krankheitsfreies Uberleben (hazard ratio 1,81, p = 0,003), als auch
fur ein verlangertes Gesamtlberleben (hazard ratio 2,16, p = 0,002). [103]

Somit scheint eine hohe Expression des EP3-Rezeptors beim Mammakarzinom ein positiver
prognostischer Parameter zu sein [103]. Ob er jedoch direkt z. B. antiproliferative Effekte an

den Tumorzellen bewirkt, oder durch Interaktion mit umgebenden Strukturen das TME
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beeinflusst, ist bislang nicht geklart. Die Literatur zum EP3-Rezeptor beschreibt teils pro- teils
anti-tumorigene Effekte bei Tumorerkrankungen im Allgemeinen [125]. Zur spezifischen Rolle
von EP3 beim Mammakarzinom ist die Datenlage gering und beruht vor allem auf
zellkulturellen Versuchen und Untersuchungen im Mausmodell [96]. Die vorliegende Arbeit ist
die nach meinem Kenntnisstand grof3te Untersuchung an klinischen Mammakarzinomproben
mit einem langen Follow-Up [103]. Hierin liegt auch die Starke des untersuchten Kollektivs —
die sehr lange Nachbeobachtungszeit. Andererseits sind dadurch die verwendeten Therapien
nach dem heutigen Standard insbesondere in Hinblick auf zielgerichtete Therapien und
Immuntherapien teilweise nicht mehr zeitgemald. Deshalb ist fir kiinftigen Untersuchungen die
Aufstellung eines neuen, aktuellen Kollektivs zur Uberpriifung der Effekte geplant.
Selbstverstandlich kdnnte durch den raschen Wandel in der Therapie des Mammakarzinoms
auch ein solches, aktuelleres Kollektiv nach einer entsprechend langen Nachbeobachtungszeit
in Hinblick auf die eingesetzten Therapien wieder veraltet sein, ist jedoch wichtig, um die
beobachteten Effekte zu EP3 auch unter Berlcksichtigung moderner, zielgerichteter

Therapien beurteilen zu kénnen.

4.1.2 EP3 bei gyndkologischen Tumorentitaten

Hester, A., Ritzer, M., Kuhn, C., Schmoeckel, E., Mayr, D., Kolben, T., Dannecker, C., Mahner, S.,
Jeschke, U., & Kolben, T. M. (2019)

The role of EP3-receptor expression in cervical dysplasia

Journal of cancer research and clinical oncology, 145(2), 313-319. https://doi.org/10.1007/s00432-
018-2785-3

Czogalla, B., Kuhn, C., Heublein, S., Schmdckel, E., Mayr, D., Kolben, T., Trillsch, F., Burges, A.,
Mahner, S., Jeschke, U., & Hester, A. (2019)

EP3 receptor is a prognostic factor in TA-MUC1-negative ovarian cancer

Journal of cancer research and clinical oncology, 145(10), 2519-2527. https://doi.org/10.1007/s00432-
019-03017-8

Nachdem die Datenlage zur Bedeutung des EP3-Rezeptors bei Tumorerkrankungen
uneinheitlich ist, die eigene Arbeit zum Mammakarzinom jedoch eindeutig eine positive
prognostische Relevanz gezeigt hatte [103], wurden vergleichende Analysen zur Bedeutung

des EP3-Rezeptors bei gynadkologischen Tumoren durchgefihrt.

Durch die Arbeitsgruppe der Frauenklinik am LMU Klinikum konnte bereits gezeigt werden,
dass beim Endometriumkarzinom — im Gegensatz zum Mammakarzinom — eine starke
Expression des EP3-Rezeptors mit einem ungtinstigen klinischen Verlauf assoziiert war [129].
Zellkulturelle Untersuchungen konnten in dieser Studie bestatigen, dass bei Blockade des

EP3-Rezeptors wiederrum pro-tumorigene Eigenschaften von Endometriumkarzinom-Zellen
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(z. B. eine hohe Proliferation, Migration etc.) reduziert waren. Eine entsprechende Datenlage
zu einem negativem Einfluss der COX-2-PGE2-Achse besteht beim Endometriumkarzinom
auch in Hinblick auf die Uberexpression von COX-2, erhdhte PGE2-Spiegel sowie fiir eine
erhdhte Expression von EP2 und EP4 [125].

Beim Zervixkarzinom ist der EP3-Rezeptor auf niedrigem Niveau exprimiert, hat jedoch wie
beim Endometriumkarzinom eine negative prognostische Relevanz [45, 124]. Zur Prifung
funktioneller Aspekte solch prognostischer Faktoren kann die Analyse der Bedeutung in
Tumorvorstufen bedeutsam sein, wie dies bereits fur COX-2 beschrieben wurde [8, 100]. Fur
das Zervixkarzinom sind als Tumorvorstufen die zervikalen Dysplasien (zervikale
intraepitheliale Neoplasie, CIN{ XE "CIN" \t "zervikale intraepitheliale Neoplasie" })
beschrieben [67]. Um somit funktionelle Aspekte zu EP3 insbesondere auch in Hinblick auf
einen moglichen Unterschied zum Mammakarzinom zu beleuchten, wurde im Rahmen dieser

Habilitationsarbeit die Bedeutung des EP3-Rezeptors bei zervikalen Dysplasien untersucht.

Die immunhistochemische EP3-Analyse wurde auf 124 Proben von Patientinnen mit CIN1-3
bzw. gesunden Kontrollen durchgeflhrt und semiquantitativ mittels IRS ausgewertet. Zu den
Fallen mit CIN2 wurde dartber hinaus betrachtet, ob es im Verlauf zu einem Progress zu einer

CIN3 oder einer Regression (zu CIN1/keiner Dysplasie) kam. [47]

Die starkste EP3-Expression zeigte sich bei gesundem Zervixgewebe (medianer IRS 12),
wahrend die Expression mit zunehmendem Grad der Dysplasie kontinuierlich abnahm
(medianer IRS bei CIN1: 9, bei CIN2: 6, bei CIN3: 4) [47]. Bei CIN2-Lasionen, bei denen es im
Verlauf zum Progress kam, war die EP3-Expression signifikant niedriger als bei regredientem
Verlauf (p = 0,04). Interessanterweise war fur den Verlauf der CIN2 somit eine hohe EP3-
Expression ein guinstiger prognostischer Faktor — im Gegensatz zur negativen prognostischen
Bedeutung beim Zervixkarzinom [45, 47]. Dies zeigt, dass der EP3-Rezeptor bereits in der
Entstehung einer Tumorerkrankung, eine Rolle spielen kann, sich funktionelle Aspekte jedoch
in Hinblick auf Tumorentstehung und Tumorprogression ggf. unterscheiden kdnnen. Demnach
muss genau unterschieden werden, fur welche spezifischen Konstellationen prognostische
Assoziationen beschrieben werden. Ein a&hnlicher Unterschied in Hinblick auf
Tumorentstehung und Metastasierung wurde fiur die prognostische Bedeutung des EP1-

Rezeptors beim Mammakarzinom beschrieben [62, 73].

Bei Ovarialkarzinomen wurde ebenfalls ein negativer Einfluss hoher COX-2-Spiegel
beschrieben [3, 95]. Wahrend zu EP2 und EP4 beim Ovarialkarzinom Hinweise auf einen pro-
tumorigenen Effekt vorliegen, war die Bedeutung des EP3-Rezeptors bislang unklar [108,

125]. Um die Bedeutung des EP3-Rezeptors beim Mammakarzinom suffizient mit den
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gynakologischen Tumoren vergleichen zu koénnen, wurde im Rahmen dieser

Habilitationsarbeit dessen Bedeutung auch beim Ovarialkarzinom untersucht.

Es erfolgte die immunhistochemische Expressionsanalyse des EP3-Rezeptors auf 156
konsekutiven Ovarialkarzinomfallen [22]. Die EP3-Expressionsstarke wurde mittels IRS
semiquantitativ bestimmt. Neben der Analyse der absoluten EP3-Expressionsstarke erfolgte
eine Kategorisierung in EP3-positive (EP3-IRS = 2) und -negative (EP3-IRS < 2) Tumoren zum
Vergleich mit klinisch-pathologischen Parametern und an diesem Kollektiv in vorigen Studien

bestimmten putativen prognostischen Faktoren. [22]

In der Analyse zeigte sich eine signifikant hohere EP3-Expression bei klarzelliger Histologie
im Vergleich zu den anderen histologischen Subtypen (p < 0,001) [22]. Zu weiteren klinisch-
pathologischen Parametern (wie klinischem Stadium, Alter, Lymphknotenstatus) zeigte sich
keine signifikante Korrelation. Allerdings korrelierte die EP3-Expression signifikant mit der
Gal-1-Expression und mit der Expression des tumor-assoziierten Epitops von Mucin 1 (TA-
MUC1)Y{ XE "TA-MUC1" \t "tumor-assoziiertes Mucin 1" }. Diese Faktoren wurden in Hinblick
auf ihre prognostische Relevanz beim Ovarialkarzinom bereits beschrieben [25, 50, 102, 110].
In der TA-MUC1-negativen Subgruppe zeigte sich in der aktuellen Arbeit nun ein kirzeres
Gesamtiberleben beim positivem EP3-Rezeptorstatus im Vergleich zum negativen EP3-
Rezeptorstatus (p = 0,035), wahrend in der TA-MUC1-positiven Subkohorte das Uberleben
nicht mit dem EP3-Rezeptorstatus assoziiert war [22]. Auch in der Gesamtkohorte sowie bei
Subkategorisierung beziglich Gal-1 Expression zeige sich keine Assoziation des EP3-

Rezeptorstatus zum klinischen Outcome

Somit stellt der EP3-Rezeptor auch beim Ovarialkarzinom einen negativen prognostischen
Faktor dar, allerdings nur in der TA-MUC1-negativen Subgruppe [22]. Mucin-1 (MUC1{ XE
"MUC1"\t "Mucin-1"}), besser bekannt als ,Cancer Antigen® (CA{ XE "CA" \t "Cancer Antigen"
}) 15-3, ist einer der am besten validierten Tumormarker des Mammakarzinoms [28]. Es ist ein
Glykoprotein, das in verschiedenen epithelialen Zellen sowohl zytoplasmatisch als auch
membrands vorkommt [25, 34]. Sein tumorspezifisches Epitop TA-MUC1 wird bei
verschiedenen Tumorentitdten meist zytoplasmatisch exprimiert und wurde haufig mit einer
ungunstigen Prognose assoziiert, so auch beim Ovarialkarzinom [75, 115, 126]. Beim
Mammakarzinom konnte eine zytoplasmatische TA-MUC1 Expression hingegen nicht mit dem
Uberleben assoziiert werden, eine membrandse TA-MUC1 Expression war jedoch ein positiver
prognostischer Faktor [49]. Somit zeigen sich flir TA-MUC1 ahnlich wie flir EP3 prognostisch
relevante Unterschiede zwischen dem Mammakarzinom und dem Ovarialkarzinom. Die
aktuelle Datenlage weist zudem auf eine Interaktion des MUC1-Signalwegs mit dem COX-2-
PGE2-Signalweg hin [83]: Zytoplamatisches MUC1 konnte beim Pankreaskarzinom durch Ko-

Lokalisation mit dem Transkriptionsfaktor ,nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
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activated B-cells® (NFKB{ XE "NFkB" \t "nuclear facotr \"kappa-light-chain-enhancen" of
activated B-cells" }) zu einer Translokation dessen zum Kern und konsekutiv zu einer Bindung
an den COX-2-Promotor flhren. Dies bewirkte in dieser Arbeit eine Assoziation einer hohen
MUC1-Expression mit hohen COX-2- Spiegeln, die durch einen MUC1-Knockdown reduziert
werden konnten. MUC1-positive Pankreaskarzinome zeigten zudem eine Resistenz
gegenuber dem COX-2-Inhibitor Celecoxib, wahrend Celecoxib bei MUC1-negativen
Karzinomen die Tumorprogression reduzieren konnte [78]. Dies weist darauf hin, dass MUC1
den COX-2-Signalweg aktivieren kann und dieser somit bei MUC1-positiven Tumoren
konstitutiv Uberaktiviert sein kénnte. Die durch die Uberaktivierung ggf. hohen endogenen
PGE2-Spiegel konnten zu einer deutlichen Aktivierung des EP3-Signalwegs fuhren —
unabhangig von der EP3-Expressionsstarke. Bei MUC1-negativen Tumoren mit geringerer
endogener PGE2-Produktion koénnte die EP3-Expressionsstarke bedeutsamer fiur das
Ausmal} der Aktivierung des EP3-Signalwegs sein. Dies kdnnte eine Erklarung dafir sein,
weshalb EP3 in der aktuellen Untersuchung nur bei TA-MUC1-negativen Tumoren eine
Assoziation zum Outcome zeigte [22]. Weitere funktionelle Untersuchungen missen allerdings
diese Hypothese prifen. Letztlich zeigen diese Ergebnisse aber auch, welch vielfaltige
mogliche Wechselwirkungen des EP3-Rezeptors bestehen, die in weiterflihrenden

Untersuchungen zum Mammakarzinom bertcksichtigt werden sollten.

4.1.3 Analysen zu EP3 auf zellkultureller Ebene

Hester, A.*, Salzmann, B.*, Rahmeh, M., Kolben, T., Czogalla, B., Ditsch, N., Mahner, S., Jeschke, U.,
& Kolben, T. M. (2019). * geteilte Erstautorenschaft

EP3 receptor antagonist L798,106 reduces proliferation and migration of SK-BR-3 breast
cancer cells.

OncoTargets and therapy, 12, 6053—6068. https://doi.org/10.2147/0OTT.S204919

Um mogliche Ursachen des Unterschieds zwischen dem Mammakarzinom und
gynakologischen Tumorentitdten herauszuarbeiten, wurden funktionelle, zellkulturelle
Untersuchungen zum Mammakarzinom durchgefihrt. Hierzu wurden zunachst verschiedene
Zelllinien bezuglich ihrer EP3-Expression gescreent. Die Mammakarzinomzelllinie SK-BR3
(HER2-positiv, HR-negativ [33]) { XE "SK-BR3" \t "HERZ2-positive Mammakarzinomzelllinie" }
zeigte basal eine niedrige EP3-Expression (48,7 %), die Zelllinie T-47D{ XE "T-47D" \t
"Luminal A-like Mammakarzinom-Zelllinie" } (Luminal A-like Modell [127]) eine hohe (77,7 %)
EP3-Expression [48]. Diese Zelllinien wurden daher als Modellsystem fir Tumoren mit hoher
und niedriger EP3-Expression ausgewahlt und mit je drei verschiedenen Konzentrationen (10,
100, 1000 nM) von PGE2, dem selektiven EP3-Antagonisten L798,106{ XE "L798,106" \t
"selektiver EP3-Antagonist" }, dem EP1/EP3-Agonisten Sulproston (da ein selektiver EP3-
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Agonist nicht verfugbar war) sowie einer Kombination aus Agonisten und Antagonisten
behandelt. Bei T-47D-Zellen traten keine konstanten funktionellen Effekte durch die Inkubation
mit sowohl dem Agonisten als auch dem Antagonisten auf. Bei SK-BR3-Zellen reduzierten
sowohl der Agonist Sulproston als auch der Antagonist L798,106 die Proliferationsrate auf
etwa 90 % und die Migrationsrate auf etwa 40-50 % (je nach eingesetzter Konzentration). In
Hinblick auf die nachgeschaltete Signalkaskade fiihrte die Inkubation mit dem EP3-
Antagonisten zu einer signifikant reduzierten Gi-Protein-Expression (auf 70-80 %) und
erhohten cAMP-Spiegeln (auf ca. 110 %) sowie zu einer erhdhten Expression von p-ERK{ XE
"ERK" \t "extracellular-signal Regulated Kinase\" }, auf ca. 130 %). Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass bei Mammakarzinomzellen tber den EP3-Rezeptor Tumorzellproliferation
und -migration stimuliert werden. Aufgrund der beobachteten Veranderungen in den
Konzentrationen nachgeschalteter Proteine scheint dieser Effekt am ehesten durch einen Gi-
Protein-gekoppelten Signalweg vermittelt zu sein. Die unter Sulproston-Einfluss beobachteten
Effekte missen mit Einschrankung gewertet werden, da Sulproston ebenfalls einen
Agonismus am EP1-Rezeptor bewirken kann [1]. Die im Rahmen dieser Arbeit unter
Sulproston beobachteten Effekte sind mdglicherweise im Wesentlichen EP1 vermittelt. Den

postulierten Signalweg fir die beobachteten Effekte zeigt Abbildung 1 aus [48].

Platzhalter fur Abbildung 1, einsehbar unter Hester, A.*, Salzmann, B.*,
Rahmeh, M., Kolben, T., Czogalla, B., Ditsch, N., Mahner, S., Jeschke,
U., & Kolben, T. M. (2019). * geteilte Erstautorenschaft

EP3 receptor antagonist L798,106 reduces proliferation and migration of
SK-BR-3 breast cancer cells.

OncoTargets and therapy, 12, 6053—6068.
https://doi.org/10.2147/0TT.S204919

Aus urheberrechtlichen Griinden nicht in dieser elektronischen
Publikation enthalten.

Abbildung 1: postulierter EP3-vermittelter Signalweg und beobachtete funktionelle Aspekte beim Mammakarzinom

Die zellkulturellen Ergebnisse weisen darauf hin, dass der EP3-Rezeptor an ein Gi-Protein koppelt, welches iber cAMP und
pERK zur Beeinflussung der Proliferation und Migration fiihrt. Sulproston scheint im Wesentlichen tiber den EP1-Rezeptor zu
wirken, der an ein Gg-Protein koppelt und hierliber vergleichbare funktionelle Effekten bewirkt. Bislang nicht eingeflihrte
Abkiirzungen in der Abbildung: Diacylglycerin (DAG), Inositoltriphosphat (IP3), Proteinkinase C (PKC), Ca2+ (Kalzium). Aus [48]

Die Einordnung der zellkulturellen Ergebnisse ist durch die heterogene Datenlage erschwert.
Beispielsweise beim Plattenepithelkarzinom der Haut, beim Lungenkarzinom aber auch beim
Endometriumkarzinom flihrte auf zellkultureller Ebene ein EP3-Antagonismus ebenfalls zu
reduzierten Proliferations- und Migrationsraten [5, 69, 129]. Allerdings wurde beim
Endometriumkarzinom — im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit beim Mammakarzinom [103]

— ein negativer Effekt einer hohen EP3-Expression auch klinisch gezeigt [129]. Andere
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Arbeiten geben wiederrum auch im zellkulturellen Modell Hinweise auf einen protektiven Effekt
des EP3-Rezeptors: Beim Prostatakarzinom fihrte ein EP3-Antagonismus zu einer
verstarkten Tumorzellproliferation, wahrend eine Uberexpression von EP3 die Proliferation
verringerte [53, 61]. Bei inflammatorischen Mammakarzinomzellen konnte ein EP3-Agonismus
die Fahigkeit der Zellen zur vaskulogenen Mimikry, einem Charakteristikum aggressiver

Tumoren, verringern [98].

4.1.4 Zusammenfassende Einordnung der Ergebnisse zum EP3-Rezeptor

Insgesamt zeigen die Versuche im Rahmen dieser Arbeit detailliert die Bedeutung des EP3-
Rezeptors beim Mammakarzinom im Vergleich zu gynakologischen Tumoren [22, 47, 48, 103].
In Hinblick auf die klinische Assoziation ergaben sich Hinweise auf eine positive prognostische
Bedeutung des Rezeptors beim Mammakarzinom [103]. Im Gegensatz dazu war bei
gynakologischen Tumorentitdten und deren Vorstufen eine hohe EP3-Expression mit einem
negativen klinischen Verlauf assoziiert [22, 47]. Die erganzenden zellkulturellen Versuche
beim Mammakarzinom zeigten, dass der prognostisch ginstige Einfluss des EP3-Rezeptors
moglicherweise nicht durch direkte Wirkung an den Tumorzellen verursacht wird, da hier EP3-
vermittelte pro-tumorigene Effekte auftraten [48]. Beim Mammakarzinom kdnnten somit
weitere Faktoren im TME mit dem EP3-Rezeptor wechselwirken, die diesen glnstigen Effekt
vermitteln. Hier ergaben sich im Rahmen der Arbeiten und anhand der Datenlage Hinweise
auf Wechselwirkungen mit z. B. TA-MUC1 oder Galektinen [22, 26, 83]. Daruber hinaus
kénnen beispielsweise Interaktionen der COX-2-Achse [105] und dadurch von EP3 mit
Immunzellen des TME eine Rolle spielen, wobei es zu dieser spezifischen Hypothese bislang
keine Untersuchungen gibt. Zellkulturelle Versuche stellen andererseits auch immer nur ein
Modell da, das die Realitat nur begrenzt abbilden kann [14]. Somit kann sich der tatsachliche

in vivo Effekt auch von den Ergebnissen der Zellkultur unterscheiden.
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4.2 Analyse ausgewahlter Faktoren im TME des Mammakarzinoms

Im zweiten Teil dieser Habilitationsarbeit sollten nun weitere umgebende Faktoren des TME
beim Mammakarzinom, die méglicherweise mit der chronischen Inflammationsreaktion und
dem EP3-Rezeptor interagieren, untersucht werden. Aufgrund der postulierten Hypothese,
dass der positiv prognostische Effekt von EP3 mdglicherweise durch Interaktion mit der
Immunumgebung bedingt sein konnte, wurden Makrophagen flr die weitere Analyse
ausgewahlt, da fir diese Wechselwirkungen mit COX-2 beschrieben sind [51]. Darltiber hinaus
wurden verschiedene Proteine aus der Gruppe der Lektine ausgewahlt, die generell zahlreiche
Funktionen haben, aber insbesondere auch in der Tumorzell-immunzell-Interaktion eine Rolle
spielen [35, 57]. Auf die prognostische Bedeutung dieser Faktoren wird im Folgenden

eingegangen.

4.2.1 Makrophagen in Tumorstroma und tumor-umgebendem Fettgewebe

Lin, L., Kuhn, C., Ditsch, N., Kolben, T., Czogalla, B., Beyer, S., Trillsch, F., Schmoeckel, E., Mayr, D.,
Mahner, S., Jeschke, U., & Hester, A. (2021)

Breast adipose tissue macrophages (BATMs) have a stronger correlation with breast cancer
survival than breast tumor stroma macrophages (BTSMs)

Breast cancer research: BCR, 23(1), 45. https://doi.org/10.1186/s13058-021-01422-x

Die Bedeutung von TAMs fir die Pathogenese und Prognose des Mammakarzinoms wurde
unter 2.2.3 beschrieben. Mammakarzinome werden unmittelbar von normalem Brustdrisen-
gewebe und Fettgewebe umgeben, das ebenfalls fur Tumorgenese und Progression
bedeutsam ist [31]. Es konnte gezeigt werden, dass Mammakarzinomzellen mit umgebenden
Adipozyten interagieren und sie sich gegenseitig in Hinblick auf die phanotypische Auspragung
und biologische Charakteristika beeinflussen kdénnen [112]. Im tumor-umgebenden
Fettgewebe kommen ebenfalls Makrophagen vor: Es sind dort proinflammatorischen Prozesse
in Form sogenannter ,crown-like structures” (CLS{ XE "CLS" \t "crown-like structures" })
beschrieben [31]. CLS bestehen aus nekrotischen Adipozyten und Makrophagen; ihr

Vorkommen wurde mit einem schlechteren Outcome des Mammakarzinoms assoziiert.

In dieser Habilitationsarbeit wurde nun die Bedeutung von Makrophagen beim
Mammakarzinom analysiert; dabei wurde sowohl die Bedeutung der Makrophagen im
Tumorstroma (breast tumor stroma macrophages, BTSM{ XE "BTSM" \t "breast tumor stroma
macrophages, Makrophagen im Tumorstroma" }s) als auch im Tumor-umgebenden
Fettgewebe (breast adipose tissue macrophages, BATM{ XE "BATM" \t "breast adipose tissue
macrophages, Makrophagen im tumor-umgebenden Fettgewebe" }s) untersucht [70]. Auf 298

Mammakarzinom-Proben wurden Makrophagen durch CD68-Farbung immunhistochemisch
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identifiziert und quantifiziert. FUr die Assoziation mit klinischen und pathologischen Parametern
und dem Kklinischen Verlauf wurde sowohl die absolute Anzahl an BTSMs/BATMs als
kontinuierliche Variable verwendet, als auch eine kategorisierte Variable mit jeweils zwei
Subgruppen mit hohem bzw. niedrigem BTSMs bzw. BATMs Anteil (BTSMs/BATMs
hoch/niedrig). [70]

Es zeigte sich eine starke Korrelation zwischen dem Vorkommen von BTSMs und BATMs
(Korrelationskoeffizient [cc{ XE "cc" \t "Korrelationskoeffizient" }] = 0,5, p < 0,001). Eine hohe
Anzahl an BTSMs lag vor allem beim TNBC (p < 0,001 im Vergleich zu den anderen Subtypen)
vor; alle TNBC-Falle waren der Subgruppe ,BTSMs hoch® zuzuordnen. Eine erhéhte Anzahl
an BTSMs zeigten sich auch bei Tumoren mit hoher ki67-Expression (p = 0,001). Weitere
Korrelationen zwischen BTSMs und klassischen klinisch-pathologischen Faktoren lagen nicht
vor. Analog zu publizierten Vorarbeiten zu TAMs war ein gehauftes Vorkommen von BTSMs

mit einem kirzeren Gesamtuberleben assoziiert (p = 0,021). [70]

Im Gegensatz zu BTSMs bestand bezuglich der Anzahl an BATMs keinerlei Assoziation zu
klassischen klinischen und pathologischen Faktoren (wie Alter, Tumorgrdf3e, biologischer
Subtyp etc.). In der Subgruppe ,BATMs hoch* war jedoch (ebenso wie bei ,BTSMs hoch®) das
Gesamtuberleben signifikant kirzer als in der Subgruppe ,BATMs niedrig“ (p < 0,001). Zudem
zeigte sich eine Assoziation einer hohen Anzahl an BATMs mit einem kirzeren
progressionsfreien Uberleben (p = 0,03). In einer Multivarianzanalyse, die neben bekannten
prognostischen Faktoren sowohl BTSMs als auch BATMs einschloss, verblieben von den
beiden untersuchten Makrophagenpopulationen lediglich BATMs als signifikanter Faktor
(hazard ratio 3,24, p = 0,005). Interessanterweise bestand eine negative Korrelation zwischen
der Anzahl der BATMs und der EP3-Expression (cc = -0,198, p= 0,003). Das
Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie Uberleben unterschied sich signifikant zwischen
den verschiedenen Subgruppen, die durch eine hohe bzw. niedrige EP3-Expression und einen
hohen bzw. niedrigen BATMs-Anteil definiert wurden: Wahrend Patientinnen mit wenigen
BATMs und hoher EP3-Expression die beste Prognose zeigten, war diese bei Patientinnen mit
hohen BATMs und niedriger EP3-Expression am schlechtesten (p < 0,001). Bei
Kategorisierung nach EP3-Expression zeigte sich, dass in der EP3-positiven Subgruppe die
Anzahl an BATMs nicht mit dem Uberleben assoziiert war. Lediglich in der EP3-negativen
Subgruppe war — ebenso wie in der Gesamtkohorte — ein hoher Anteil an BATMs mit einem
kirzeren Gesamtiiberleben (p =0,01) und progressionsfreien Uberleben (p = 0,028)

assoziiert. [70]

Somit scheint bei positivem EP3-Rezeptorstatus die BATM-Population eine untergeordnete
Rolle zu spielen, da die beobachtete negative prognostische Bedeutung dieser Makrophagen

in dieser Subgruppe nicht nachweisbar war. Moéglicherweise kann der EP3-Rezeptor somit
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BATMs beim Mammakarzinom regulieren. Dies kénnte ein Mechanismus sein, der erklart,
weshalb eine hohe Expression des EP3-Rezeptors beim Mammakarzinom in der
retrospektiven Analyse mit einem verbesserten Uberleben assoziiert war [103]. Es ist bekannt,
dass die COX-2-Achse zur Polarisierung der Makrophagen beitragt und dies durch Coxibe
beeinflusst werden kann [121]. In dieser Arbeit wurden die vermittelnden PGE2-Rezeptoren
fur diesen Effekt jedoch nicht untersucht. Kiirzlich konnte in einer anderen Arbeit gezeigt
werden, dass EP3 eine Interleukin (IL{ XE "IL" \t "Interleukin" })-13 vermittelte Polarisation von
Makrophagen von einem pro-inflammatorischen zu einem reparierenden Phanotyp in der
Leber induzieren konnte [82]. Ahnliche EP3-vermittelte Einflisse auf die Polarisierung von

BATMs konnte beim Mammakarzinom existieren.

4.2.2 Galektine am Beispiel von Galektin-7 und Galektin-8

Trebo, A., Ditsch, N., Kuhn, C., Heidegger, H. H., Zeder-Goess, C., Kolben, T., Czogalla, B.,
Schmoeckel, E., Mahner, S., Jeschke, U., & Hester, A. (2020)

High Galectin-7 and Low Galectin-8 Expression and the Combination of both are Negative
Prognosticators for Breast Cancer Patients

Cancers, 12(4), 953. https://doi.org/10.3390/cancers12040953

Die Bedeutung von Galektinen bei Tumorerkrankungen wird wie unter 2.2.4 beschrieben
insbesondere in Hinblick auf deren Rolle in Immuncheckpoint-Signalkaskaden untersucht [57,
88, 101, 102]. Wechselwirkungen zur COX-2-Signalkaskade scheinen moglich, da einzelne
Galektine durch COX-2 induziert wurden, COX-2 induzieren konnten oder nur in Abhangigkeit
einer EP-Rezeptor-Expression prognostische Relevanz zeigten [20, 26, 68]. Im Rahmen
dieser Habilitationsarbeit wurde aus der Gruppe der Galektine die prognostische Bedeutung
von Gal-7 und Gal-8 beim Mammakarzinom uberprift. Gal-7 schien im Mausmodell
insbesondere fir das HER2-positive Mammakarzinom einen tumor-fordernden Effekt zu
haben und zu einer vermehrten Metastasierung zu fihren [24, 39]. Fur Gal-8 ist die Datenlage
deutlich geringer; es gibt lediglich vereinzelt Hinweise auf einen protektiven Effekt, da z. B. ein
Silencing von Gal-8 zu einem verminderten Tumorwachstum von TNBC im Mausmodell fihrte
[32]. Mit Gal-7 und Gal-8 wurden somit ein anhand der Datenlage eher pro- und ein eher anti-

tumorigenes Galektin fir die Untersuchungen ausgewahlt.

Die immunhistochemische Analyse von Gal-7 und Gal-8 wurde an 235 konsekutiven
Mammakarzinomfallen durchgefiihrt und mittels IRS semiquantitativ bewertet [114]. Je nach
Expressionsstarke erfolgte eine dichotome Kategorisierung in Gal-7/Gal-8 hoch/niedrig-
exprimierende Tumoren, welche dann in Hinblick auf ihre Assoziation zu klinisch-

pathologischen Parametern und dem klinischen Verlauf untersucht wurden. [114]
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Die Gal-7 Expression war signifikant hoher bei hoherem Grading (p < 0,001), negativem PR-
Status (p = 0,04) und positivem HER2-Status (p = 0,004); es bestand also tendenziell eine
Assoziation von Gal-7 mit aggressiveren tumorbiologischen Charakteristika. Von den
verschiedenen biologischen Subtypen zeigten HER2-positive Mammakarzinome (sowohl
Luminal-like als auch nicht-Luminal) die starkste Gal-7-Expression. Eine hohe Gal-7-
Expression war mit einem verkiirzten progressionsfreien Uberleben assoziiert und zeigte sich
auch in der multivariaten Analyse als unabhangiger prognostischer Faktor (hazard ratio{ XE
"HR" \t "hazard ratio" } 2,24, p = 0,049). In der Subgruppenanalyse zeigte sich, dass eine hohe
Gal-7-Expression neben der Gesamtkohorte auch in der HER2-positiven Subgruppe mit dem
Outcome assoziiert war, nicht aber in der HER2-negativen Subgruppe. Gal-7 wurde auch von
tumor-umgebenden Makrophagen exprimiert. Flr Gal-8 zeigte sich ein Trend zu einer
niedrigeren Expression mit zunehmendem Grading (p = 0,08) und eine signifikant hdhere
Expression bei positivem ER-Status (p = 0,026), also tendenziell eine Assoziation der Gal-8
Expression zu einer gunstigeren Tumorbiologie. Eine hohe Gal-8 Expression war mit einem
verlangerten Gesamtiberleben assoziiert (p = 0,032), wobei in der multivariaten Analyse Gal-8

nicht als signifikanter Faktor verblieb. [114]

Gal-7 und Gal-8 =zeigten somit gegenlaufige prognostische Assoziationen beim
Mammakarzinom [114]. Durch die Kombination der Gal-7 mit der Gal-8-Expression konnte
eine Subgruppe identifiziert werden (hohe Gal-7 und niedrige Gal-8 Expression), die einen
besonders unglnstigen Verlauf zeigte (6,8 % aller Patientinnen). Dies bestatigt die Moglichkeit
der kinftigen Nutzung von Parametern wie Galektinen als prognostische Marker.
Insbesondere beim HER2-positiven Mammakarzinom kénnte Gal-7 eine relevante Rolle
spielen. Aul3erdem scheint eine Wechselwirkung zur COX-2-Achse mdglich. Fiur TAMs sind
eindeutige Interaktionen mit der COX-2-Achse beschrieben [51, 121]; TAMs zeigten in der
vorliegenden Arbeit nun wiederrum eine Expression von Gal-7 [114]. Dies ist ein moglicher
Hinweis auf eine potenzielle Bedeutung von Gal-7 in der chronischen Inflammationsreaktion,
aber ggf. auch in der Immunzell-Tumorzell-Interaktion. Gal-7 kénnte ebenso wie Gal-1, -3 und
-9 [57] eine Rolle als Ligand in Immuncheckpoint-Signalkaskaden spielen. Hier kdnnten die
Gal-7 exprimierenden Makrophagen zudem eine Quelle fur extrazellulares Gal-7, das dann als

Ligand zur Verfigung steht, sein.
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4.2.3 Siglecs am Beispiel von Siglec-8

Trebo, A., Ditsch, N., Degenhardt, T., Kuhn, C., Rahmeh, M., Schmoeckel, E., Mayr, D., Czogalla, B.,
Kolben, T., Meister, S., Mahner, S., Jeschke, U., & Hester, A. (2021)

First Evidence for a Role of Siglec-8 in Breast Cancer
International journal of molecular sciences, 22(4), 2000. https://doi.org/10.3390/ijms22042000

Auch Siglecs zahlen zur Familie der Lektine und wurden als Checkpoints auf Immunzellen
identifiziert [55]. Fur die Analyse im Rahmen dieser Arbeit wurde Siglec-8 fir die
Untersuchungen ausgewahlt. Siglec-8 ist derzeit vor allem fir seine Bedeutung auf
Eosinophilen bekannt, wird jedoch auch von Mastzellen und Basophilen exprimiert [86]. Es ist
ein Biomarker bei allergischen und eosinophilen Erkrankungen, aber auch bei Leukamien [54,
80]. Uber Siglec-8 kann eine Apoptose von Eosinophilen vermittelt werden [59, 81]. Im Kontext
der Apoptoseinduktion werden Anti-Siglec-8-Antikérper in der Therapie hypereosinophiler
Erkrankungen untersucht [23]. Siglec-8 wurde im Gegensatz zu anderen Siglecs [55] meiner
Kenntnis nach bislang noch nicht als potenzieller Immuncheckpoint untersucht. Uber die
Bedeutung der Expression von Siglec-8 auf nicht-Immunzellen und insbesondere in der
Tumorbiologie ist bislang wenig bekannt. Es lediglich einzelne Untersuchungen beim
klarzelligen Nierenkarzinom und beim Magenkarzinom vor [17, 87]. Eine Bedeutung beim

Mammakarzinom ist bislang nicht beschrieben.

Die Expression von Slglec-8 wurde auf 235 primdren Mammakarzinomfallen
immunhistochemisch bestimmt und mittels IRS semiquantitativ ausgewertet [113]. Neben
Vergleichen zu bekannten klinischen und pathologischen Parametern wurde die Siglec-8
Expression mit weiteren, bereits in vorangehenden Untersuchungen an diesem Panel
analysierten, potenziell prognostischen Faktoren korreliert Zudem wurden in der Zellkultur
MCF7{ XE "MCF7" \t "Luminal A-like Mammakarzinomzelllinie" }-Mammakarzinomzellen
(Luminal A-like [21]) mit u. a. PPARy-Liganden stimuliert bzw. ein Siglec-8 Silencing
durchgefuhrt und die Siglec-8 und Gal-7 Expression bestimmt. [113]

Zum ersten Mal Uberhaupt konnte im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass
Mammakarzinome Siglec-8 exprimieren (215/235 Falle, medianer IRS 6). Die Siglec-8
Expression war signifikant hdher bei positivem ER-Status (p = 0,027) aber auch bei hohem
Grading (p = 0,007). Im Vergleich der biologischen Subtypen war die Expression beim TNBC
am niedrigsten (p = 0,04). Weiterhin zeigte sich eine positive Korrelation der Siglec-8
Expression mit Gal-7 (unter 4.2.2 als negativ prognostischer Faktor beschrieben [114]) und mit
zytoplasmatischem TA-MUC1 (beim Mammakarzinom als positiver Prognosefaktor
beschrieben [49]). Es konnte im Rahmen dieser Arbeit nun gezeigt werden, dass nur in der
Subgruppe, die auch hohe Siglec-8 Spiegel exprimierte, diese prognostische Assoziation von

TA-MUC1 mit einem langeren Gesamtiiberleben (p = 0,017) und von Gal-7 mit einem kirzeren
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progressionsfreien Uberleben (p = 0,023) vorlag. In der Subkohorte, die Siglec-8 nicht oder
nur gering exprimierte, zeigten Gal-7 und TA-MUC1 keine prognostische Relevanz. Auf
zellkultureller Ebene konnte Siglec-8 durch PPARy-Liganden induziert werden. Ein Siglec-8

knockdown flihrte zu einer verringerten Expression von Gal-7. [113]

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit erste Hinweise flir eine mdgliche Rolle von Siglec-8
beim Mammakarzinom [113]. Siglec-8 wird von Mammakarzinomzellen exprimiert und scheint
Uber PPARYy reguliert zu werden. Wechselwirkungen zu TA-MUC1 und Gal-7 sind méglich,
ebenso wie eine Beeinflussung der Gal-7 Expression durch Siglec-8. Der Einfluss von Siglec-8
auf die Gal-7 Expression konnte mit der Sialinsaure-Bindung von Siglec-8 und dem extra- nach
intrazellularem Shutteling von Gal-7 in Verbindung stehen: Galektine werden extrazellular
durch N-Acetyl-Lactosamine (LacNAc{ XE "LacNAc" \t "N-Acetyl-Lactosamin" }) gebunden,
die bei Sialylierung die Galektine freigeben und den Transfer von extra- nach intrazellular
ermoglichen [12, 77]. Siglec-8 kann sialylierte LacNAcs binden und konnte hierdurch den
Galektin-Transfer von extra- nach intrazellular begunstigen [94]. Erhohte intrazellulare Gal-7
Spiegel induzieren in Tumorzellen wiederrum eine Gal-7 mRNA-Expression [13]. Uber diesen
Mechanismus konnte der Siglec-8 knockdown zu einer Reduktion der Gal-7 Expression
fuhren. AufRerdem kdnnten durch die Bindung sialylierter LAcCNAcs durch Siglec-8 und die
Freigabe von Gal-7 die extrazelluldren Gal-7 Spiegel steigen. Zeigt sich, dass Gal-7 ebenfalls
ein Immuncheckpoint-Ligand ist (ebenso wie vergleichbare Galektine [37]) kédnnte Siglec-8
somit die Konzentration des Immuncheckpoint-Liganden erhéhen und so zu einer
Immunsuppression fihren. Dies kdnnte den beobachteten negativ prognostischen Effekt von
Gal-7 in der Siglec-8 positiven Subkohorte erklaren [113]. Weitere funktionelle
Untersuchungen, die Gal-7 und Siglec-8, aber auch weitere Zellen und Strukturen des TMEs
beinhalten, mussen diese Hypothesen prifen. Dartuber hinaus kann auch eine
Wechselwirkung von Siglec-8 zur chronischen Inflammation im TME bestehen. Siglec-8 wurde
durch PPARYy-Liganden induziert [113]; der Transkriptionsfaktor kann seinerseits Uber COX2
induziert werden [63]. Somit kdénnte die chronische Inflammation im TME die Siglec-8

Expression beeinflussen.
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5. Zusammenfassende Diskussion und Bedeutung fur
das Fachgebiet

Die Systemtherapie des Mammakarzinoms konnte in der letzten Zeit durch die Entwicklung
zielgerichteter Therapiestrategien zunehmend spezifischer gestaltet werden [40]. Die
Fokussierung auf biologische Zielstrukturen fuhrt zu einer Individualisierung der Therapie und
kann die Prognose gunstig beeinflussen. Trotz dieser positiven Entwicklung verbleiben
Patient*innen, fur die aufgrund der Tumorbiologie derzeit deutlich weniger spezifische
Therapieoptionen zur Verfugung stehen, so dass deren Prognose weiterhin ungunstig bleibt.
AuBerdem kdnnen durch Tumorprogression zielgerichtete Therapieoptionen nach einigen
Behandlungslinien ausgeschopft sein. Dartber hinaus kann bei einigen Patient*innen bereits
primar ein fehlendes Ansprechen auf die zielgerichtete Therapie auftreten. Bei
Untersuchungen zu biologischen Eigenschaften des Mammakarzinoms und maoglichen
therapeutischen Angriffspunkten ist in letzter Zeit die Bedeutung des TME in den Fokus des
wissenschaftlichen Interesses gerlickt. Im TME scheinen unter anderem inflammatorische
Prozesse und insbesondere die COX-2-PGE2-Achse eine wichtige Rolle zu spielen [52]. Eine
verstarkte Aktivierung dieses COX-2 Signalwegs wurde bei verschiedenen Tumorentitaten mit
einem ungunstigen klinischen Verlauf assoziiert [97]. Dariber hinaus spielen im TME
Immunzellen und die Tumorzell-Immunzell-Interaktion eine wichtige Rolle [36]. Die
Entdeckung der Mdglichkeit, die Tumorzell-Immunzell-Interaktionen zu beeinflussen, hat die
onkologische Therapie revolutioniert [29]. Bestandteile des TME und der relevanten
Signalkaskaden konnten zudem kunftig als prognostische Faktoren dienen [76, 105]. Sie
koénnten zur Entscheidungsfindung beitragen, welche Patient*innen aufgrund eines vermutlich
aggressiveren Verlaufs einer intensiveren Therapie bedirfen und bei welchen aufgrund einer

glnstigeren Prognose eine individualisierte Therapiedeeskalation mdglich scheint.

Im Rahmen dieser Habilitationsarbeit wurde die Rolle des EP3-Rezeptors aus der COX-2-
PGE2-Signalkaskade insbesondere in Hinblick auf seine prognostische Relevanz untersucht.
Beim Mammakarzinom ergaben sich in der Analyse der klinischen Tumorproben Hinweise auf
eine positive prognostische Bedeutung von EP3 [103]. In zellkulturellen Versuchen zeigte sich
jedoch, dass eine Hemmung des EP3-Rezeptors zu einer Reduktion pro-tumorigener
Eigenschaften von Mammakarzinomzellen fiihrte [48]. Diese Ergebnisse waren vergleichbar
mit gynakologischen Tumoren und deren Vorstufen, bei denen sich jedoch neben den
zellkulturellen Versuchen auch bei der Untersuchung von Tumorproben Hinweise auf einen
negativen Einfluss des EP3 Rezeptors ergaben [22, 45, 47, 129]. Dies zeigt, dass dem EP3-
Rezeptor sowohl beim Mammakarzinom als auch bei gynakologischen Tumorentitaten eine
Bedeutung in Tumorgenese und/oder -progression zukommt. Eine Nutzung als prognostischer

Marker scheint mdglich. Die genaue Rolle von EP3 unterscheidet sich jedoch vermutlich
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zwischen den Entitaten, so dass hier ergdnzende Untersuchungen zur Herausarbeitung der

Ursachen dieses Unterschieds sinnvoll erscheinen.

Eine Erklarung fur die gegensatzliche prognostische Assoziation kdnnte sein, dass der EP3-
Rezeptor im TME bei verschiedenen Tumorentitaten unterschiedliche Aufgaben tbernimmt.
Wahrend EP3 bei einer Tumorentitat beispielsweise eine direkte pro-tumorigene Wirkung an
der Tumorzelle haben kann [124], kdnnte bei einer anderen Entitat eine Interaktion von EP3
mit dem TME im Vordergrund stehen, wobei es zu letzterer Hypothese bislang keine expliziten
Untersuchungen gibt. Daher ist es wichtig, genau zu klaren, welche spezifische Rolle neben
der COX-2-PGE2-Achse auch die EP-Rezeptoren im TME des Mammakarzinoms einnehmen.
Beim EP3-Rezeptor kbnnen zudem verschiedene Isoformen eine Rolle spielen [65]. Darlber
hinaus sind Wechselwirkungen mit anderen Signalkaskaden mdglich. Die divergenten Effekte
zwischen der immunhistochemischen Untersuchung klinischer Tumorproben und den
zellkulturellen Versuchen beim Mammakarzinom kénnen unter anderem durch das
Analysesystem bedingt sein: Zellkulturelle Versuche bilden lediglich ein Modell der klinischen
Realitat ab [14]. In diesem Modell fehlt das TME mit seinen I6slichen Faktoren, dem Stroma
und den umgebenden Zellen, auch die dreidimensionale Struktur des Tumors ist nicht
abgebildet. Zudem ist die Heterogenitat eines einzelnen Tumors in der Zellkultur nicht
reprasentiert. Sind das TME oder die dreidimensionale Struktur fur die Wirkung eines
Rezeptors, wie des EP3-Rezeptors, von Bedeutung und fehlen diese nun im zellkulturellen
Modell, so kann es sein, dass dadurch entscheidende funktionelle Aspekte des Rezeptors in
der Zellkultur scheinbar verloren gehen. Dem gegenuber kdnnen Organoid-Modelle eine
genauere Annaherung an die in vivo-Realitat sein. Daher sind kunftig erganzende Versuche
zum EP3-Rezeptor mit Mammakarzinom-Organoiden geplant, um die beobachteten
funktionellen Aspekte aus der Zellkultur zu Uberprifen und genauer zu evaluieren, durch

welche Mechanismen der beobachtete positiv prognostische Effekt erklart werden kann.

In Hinblick auf das TME und seine prognostische Bedeutung beim Mammakarzinom konnten
im Rahmen dieser Habilitationsarbeit weitere wichtige Faktoren identifiziert werden. Es zeigte
sich, dass neben den Makrophagen im Tumorstroma auch das vermehrte Vorkommen von
Makrophagen im Tumor-assoziierten Fettgewebe, in dieser Arbeit als BATMs bezeichnet, mit
einem schlechteren klinischen Verlauf assoziiert war [70]. Darlber hinaus korrelierte die
Anzahl der BATMs mit der EP3-Expression und BATMs zeigten nur in der Subkohorte EP3-
negativer Mammakarzinome eine Assoziation zum klinischen Outcome. Diese Arbeit liefert
somit wichtige Hinweise auf eine Interaktion von Bestandteilen der chronischen
Inflammationsreaktion im TME (des EP3-Rezeptors) mit umgebenden Immunzellen (den
BATMs). Mdéglicherweise liegt hierin auch die positiv prognostische Bedeutung des EP3-

Rezeptors beim Mammakarzinom: EP3 kénnte das Auftreten oder auch den Phanotyp von
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BATMs regulieren und somit deren negativen Einfluss auf die Tumorprogression reduzieren.
Da PGE2 eine Polarisation der Makrophagen zum pro-tumorigenen M2-Subtyp bedingen kann
[44], scheint es mdglich, dass Uber den EP3-Rezeptor eine Beeinflussung dieser M2-
Polarisierung bewirkt wird. Eine aktuelle Arbeit zu Lebererkrankungen bereits zeigte bereits,
dass der EP3-Rezeptor in der Polarisierung zu M2-Makrophagen eine Rolle spielt [82]. Weitere
in vitro-Untersuchungen mit Kokulturen von Mammakarzinomzellen mit Makrophagen, die
auch die Polarisierung der BATMs und ihren moglichen Ursprung untersuchen, sind geplant
und sollen diese ersten Beobachtungen weiter Uberprifen. Auch hier sollen ggf. Organoid-
Modelle genutzt werden, um die klinische Realitat besser abzubilden.

Die Ergebnisse zu den BATMs verdeutlichen zudem, wie komplex die Pathomechanismen der
Tumorgenese sind und wie grof3 die Rolle des Fettgewebes im TME sein kann. Ein hoher
lokaler Fettgehalt der Brust wurde — ebenso wie Adipositas im Allgemeinen [119] — mit einer
schlechteren Prognose beim Mammakarzinom assoziiert [112]. Die genauen
Pathomechanismen sind bislang nicht detailliert geklart, inflammatorische Prozesse im Sinne
von CLS spielen aber wahrscheinlich eine Rolle [56, 112]. Weitere geplante Arbeiten werden
den Einfluss des lokalen Fettgewebes und der darin enthaltenen Makrophagen weiter
beleuchten. Hier scheinen auch Vergleiche zwischen adipdésen und normalgewichtigen

Patient*innen von Interesse zu sein.

Daruber hinaus wurden im Rahmen dieser Arbeit die Lektine Gal-7 (prognostisch negativ) und
Gal-8 (prognostisch positiv) als potenzielle prognostische Faktoren identifiziert [114]. Die
starke Korrelation zur HER2-Expression und die Assoziation zum klinischen Outcome in der
HER2-positiven Subkohorte — so wie dies auch im Mausmodell beschrieben ist [39] — kdnnte
auf eine Wechselwirkung zum HER2-Signalweg hindeuten. Dies zeigt, dass fur die Evaluation
und Beurteilung prognostischer Marker stets die spezifische Tumorbiologie bertcksichtigt
werden muss und dass das Mammakarzinom biologisch gesehen nicht einfach ,uber einen
Kamm geschoren® werden kann. Durch Kombinationen prognostischer Marker, wie in dieser
Arbeit Gal-7 und Gal-8, kénnen Subgruppen mit besonders gunstigem oder schlechtem
klinischem Verlauf identifiziert werden [114]. Dies ist fur die Therapieindividualisierung von
wichtiger Bedeutung. Die funktionelle Bedeutung von Gal-7 oder Gal-8 kdnnte, wie fur andere
Galektine beschrieben, in einer Wechselwirkung zur COX-2 Achse liegen [20, 26]. Hier
kénnten auch Gal-7 exprimierende TAMs eine Rolle spielen [51, 114, 121]. Zudem scheint flr
weiterflihrende Untersuchungen eine Prifung der Rolle von Gal-7 und Gal-8 in der Immunzell-
Tumorzell-Interaktion von Bedeutung [57]. Nach Klarung der funktionellen Zusammenhange
zwischen Galektinen, Immunzellen und der chronischen Inflammationsreaktion kdnnen sich
neue therapeutische Optionen erdffnen. Hier ist beispielsweise eine Kombination von Galektin-

Inhibitoren mit Checkpoint-Inhibitoren oder Inhibitoren der COX-2-Kaskade denkbar.
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Im Rahmen dieser Habilitationsarbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass aus der
Gruppe der Lektine auch Siglec-8 durch Mammakarzinome exprimiert wird und dieses flr
prognostische Abschatzungen bedeutsam sein kann [113]. Es zeigte sich zudem eine
Assoziation von Siglec-8 zu den prognostischen Faktoren Gal-7 und TA-MUC1. Auf
Immunzellen exprimierte Siglecs sind als Immuncheckpoints bekannt [55]; analog konnte
Siglec-8 selbst als Immuncheckpoint wirken oder Uber die Interaktion mit Gal-7 dessen
Verflugbarkeit als potenziellen Immuncheckpoint-Liganden beeinflussen. Eine Assoziation von
Siglec-8 mit der COX-2-Signalkaskade scheint Gber PPARy méglich. Weitere funktionelle
Untersuchungen sollen die Bedeutung der Siglec-8-Expression beim Mammakarzinom, das
einen Fall einer bislang selten beschriebenen Expression bei nicht-Immunzellen darstellt,

weiter klaren.

Insgesamt verdichten sich die Hinweise auf eine Interaktion von chronischer Inflammation und
Tumorzell-immunzell-Interaktion im TME. Beispielhaft genannt sei hier, dass COX-2 PPARy
induzieren kann, einen Kernrezeptor, der wiederrum Siglec-8 induzierte [63, 113]. COX-2 kann
aullerdem durch MUC1 induziert werden, welches wiederrum ein Ligand fur Galektine oder
Siglecs darstellt [9, 83, 91]. Siglecs und Galektine sind als Immuncheckpoints bzw. deren
Liganden beschrieben [10, 57]. Makrophagen im TME interagieren mit COX-2 und korrelieren
mit EP3, exprimieren aber wiederrum Gal-7 [70, 114, 121]. Diese verschiedenen Beispiele zu
Assoziationen und Korrelationen aus den vorliegenden Arbeiten, aber auch aus der Literatur,
zeigen die Komplexitat moglicher Wechselwirkungen zwischen chronischer Inflammation und
Tumorzell-immunzell-Interaktion. Kenntnisse Uber Wechselwirkungen zwischen Inflammation
und Immunzell-Tumorzell-Interaktion kdnnen unter anderem wichtig sein, um Ursachen von
Resistenzen auf Checkpoint-Inhibitor-Therapien zu verstehen. Darliber hinaus koénnten
Optionen dualer Therapiekonzepte mit Checkpoint-Blockade und paralleler Hemmung der

Inflammation gepruft werden [36].

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass diese Arbeit wichtige Grundlagen zur Bedeutung des
TME beim Mammakarzinom, insbesondere in Hinblick auf prognostisch relevante Parameter,
schafft. Die untersuchten Strukturen kénnen kinftig ggf. als prognostische Faktoren zur
Therapieentscheidung oder als spezifische therapeutische Targets zur Verfiigung stehen.
Weiterhin verstarkt diese Arbeit die Hinweise auf eine Interaktion der chronischen
Inflammation mit verschiedenen Signalkaskaden, Immunzellen und Immuncheckpoints. Meine
Hoffnung und Antrieb ist, mit meiner Forschung dazu beizutragen, durch individualisierte,
nebenwirkungsarme, aber dennoch wirksame Therapien, die Behandlung von

Mammakarzinompatient*innen kontinuierlich zu verbessern.
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7. Abklirzungsverzeichnis

BATM.......cccceee. breast adipose tissue macrophage, Makrophage im tumor-umgebenden Fettgewebe
BTSM....ooieeeeeeeeee e breast tumor-stroma macrophage, Makrophage im Tumorstroma
L7 O RO RP T OTPPP Cancer Antigen
CAMP e zyklisches Adenosinmonophosphat
Lo o PP PP PTTSOPT Korrelationskoeffizient
L | SO URPPRNS zervikale intraepitheliale Neoplasie
L T SR crown-like structure
L6710 ) G PRSPPI Cyclooxygenase
L0 I PRSP carbohydrate-recognition domain
B T e epithelial-mesenchymale Transition
EP-REZEPION ... .o e Prostaglandin E-Rezeptor
E R s Ostrogenrezeptor
ERK extracellular-signal Regulated Kinase
L PR UPOPPPP Grading
LT | SRR Galektin
LT o =Y o RSO SR inhibitorisches G-Protein
G-Protein ......ooieeee Guanosintriphosphat-bindendes Protein
GG-Profein ..o e PLC-gekoppeltes G-Protein
LT o) (=Y o SRS stimulatorisches G-Protein
HERZ .. human epidermal growth factor receptor 2
USRS Hormonrezeptor
TP PPRTTP Interleukin
TSRS immunreaktiver Score
A < T 0L N ein selektiver EP3-Antagonist
LACNAC .. e e e e e e N-Acetyl-Lactosamin
PR PPUPRTRR Metastasen
O SR eine Luminal A-like Mammakarzinomzelllinie
L SRR Mucin-1
N e e e e e e e e e et eeretaeeeeaa e teaaeeerebaeaenaaaaes Nodus, Lymphknoten
NFKB.....ooooeee nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer" of activated B-cells
D ettt e e e e phosphoryliert
PGE ... Prostaglandin E2
P . Phospholipase C
PR e e e e e e e e e e e s Progesteronrezeptor
proliferator-activated reCeptor V... proliferator-activated receptor-y
ST (o] Y o PP Sialinséure-bindendes Lektin
SK-BR3 .. eine HER2-positive Mammakarzinomzelllinie
L O PP PSP PPPPP ST Tumorgréf3e
ToBTD e eine Luminal A-like Mammakarzinom-Zelllinie
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