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Prognosticators for Breast Cancer Patients” April 2020 publiziert in Cancers [1]
2. “First Evidence for a Role of Siglec-8 in Breast Cancer” Februar 2021 publiziert in IIMS [2]
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1. Beitrag zu den Veroffentlichungen

Ich wurde bei meinen Forschungsarbeiten fiir die Vollzeitforschung im Labor (06/2019 — 07/2020)
durch das ,Promotionsstipendium der Medizinischen Fakultat der LMU*“ geférdert. Das Projekt
wurde von Prof. Dr. Udo Jeschke und PD Dr. med. Anna Hester initiiert. Ein positives Ethikvotum
der Medizinischen Fakultéat der LMU Munchen (Genehmigungsnummer 048-08) lag vor Beginn
meiner Arbeit bereits vor.

1.1 Beitrag zu Paper |

Meine Aufgaben im Rahmen der Publikation ,High Galectin-7 and Low Galectin-8 Expression and
the Combination of both are Negative Prognosticators for Breast Cancer Patients” [1] bestanden
in der Versuchsplanung, der Versuchsdurchfiihrung sowie der Datenauswertung und Anfertigung
des Manuskripts.

Nach eingehender Recherche Uber etablierte sowie derzeit wissenschaftlich untersuchte Prog-
nosefaktoren beim Mammakarzinom, recherchierte ich im Detail zur Datenlage von Galectinen
bei Brustkrebs. Galectine wurden unter der Leitung von Prof. Dr. Udo Jeschke bereits im Vorfeld
an anderen gynakologischen Tumoren untersucht, weshalb dadurch eine Datengrundlage aus
anderen Tumorentitaten vorhanden war. Darauf beruhend erfolgte die Versuchsplanung in Zu-
sammenarbeit mit meinen Betreuer*innen PD Dr. med. Anna Hester, Prof. Dr. Udo Jeschke und
Prof. Dr. Nina Ditsch. Basierend auf den von mir durchgeftihrten Versuchsfarbungen am Kollektiv
und den bereits vorhandenen Daten, wurden verschiedene Galectine fur die weiterfuhrenden Un-
tersuchungen ausgewahlt und die entsprechenden Versuche geplant.

Die Versuchsdurchfiihrung umfasste immunhistochemische (IHC) und Immunofluoreszenzfar-
bungen, welche mit Hilfe von Christina Kuhn etabliert und von mir ausgefihrt wurden. Die nach-
folgende Datenerhebung erfolgte mittels des bereits etablierten Immunoreaktiven Scores (IRS).
Die Experimente und anschlieende Auswertung setzte ich in einem Zeitraum von 6 Monaten im
Labor in der Frauenklinik der Universitat Minchen um.

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten fihrte ich mit Hilfe von Prof. Dr. Udo Jeschke
und PD Dr. med. Anna Hester durch. AnschlieRend fertigte ich das Manuskript an und stellte es
in intensiver Zusammenarbeit mit PD Dr. med. Anna Hester und Prof. Dr. Nina Ditsch fertig.

Wegen der intensiven Zusammenarbeit in der Versuchsplanung und bei der Fertigstellung des
Manuskripts wurde die Erstautorenschaft mit Prof. Dr. Nina Ditsch geteilt. PD Dr. med. Anna
Hester ist als Verantwortliche fiir die konzeptionelle Arbeit Letztautorin dieser Publikation. Prof.
Dr. Udo Jeschke, der vor allem an der Versuchsplanung und der Auswertung beteiligt war, ist
Coautor und als Leiter des Labors der ,Corresponding Author®. Die restlichen Coautor*innen PD
Dr. med. Helene Hildegard Heidegger, Dr. med. Christine Zeder-Goess, Prof. Dr. med. Thomas
Kolben, PD Dr. med. Bastian Czogalla, alle als Arzt*innen in der Frauenklinik der LMU tétig, Prof.
Dr. med. Sven Mahner, Chefarzt der Frauenklinik der LMU, sowie die Pathologin PD Dr. Elisa
Schmoeckel, waren an der schriftlichen Ausarbeitung des Manuskripts beteiligt.
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1.2 Beitrag zu Paper Il

Bei der zweiten Verdffentlichung ,First Evidence for a Role of Siglec-8 in Breast Cancer” [2] lagen
meine Aufgaben ebenfalls in der Versuchsplanung, der Versuchsdurchfiihrung sowie der Daten-
auswertung und Anfertigung des Manuskripts.

Nach eingehender Recherche lber die aktuelle Datenlage zu Siglecs bei allen bisher untersuch-
ten Erkrankungen und zielorientiert bei Brustkrebs erfolgte die Versuchsplanung zusammen mit
meinen Betreuer*innen PD Dr. med. Anna Hester und Prof. Dr. Udo Jeschke. Da zu Galectinen
bereits eine Datengrundlage vorhanden war und verschiedene Interaktionsmaéglichkeiten zu
Siglecs in der Literatur beschrieben sind, aber bislang noch keine Daten zu Siglec-8 beim
Mammakarzinom vorlagen, war der Fokus dieser Arbeit darauf ausgerichtet, erste Daten dazu an
unserem Kollektiv zu sammeln.

Die Versuchsdurchfihrung umfasste immunhistochemische Farbungen, welche mit Unterstit-
zung von Christina Kuhn etabliert und von mir ausgefiihrt wurden, sowie die anschlieende Da-
tenerhebung mittels des bekannten IRS. Nach ersten Auswertungen erfolgte die Untersuchung
des Proteins in Zellkulturversuchen. Versuche dazu, unter anderem gPCR und Western Blot
(WB), wurden in Zusammenarbeit mit Martina Rahmeh etabliert und durchgefihrt.

Die Auswertung mittels statistischer Berechnungen fuhrte ich fortlaufend durch und darauf basie-
rend plante ich weitere Experimente in Absprache mit Prof. Dr. Udo Jeschke und PD Dr. med.
Anna Hester.

Abschlieend sammelte ich alle Daten und verfasste in Zusammenarbeit mit PD Dr. med. Anna
Hester diese Publikation.

Bei dieser Veroffentlichung trage ich die Erstautorenschaft. PD Dr. med. Anna Hester ist als Ver-
antwortliche fur die konzeptionelle Arbeit Letztautorin in der Autorenliste. Prof. Dr. Udo Jeschke,
der vor allem an der Versuchsplanung und der Auswertung beteiligt war, erschien als Coautor
und als Leiter des Labors als ,Corresponding Author. Die restlichen Coautor*innen Prof. Dr. Nina
Ditsch, Dr. med. Tom Degenhardt, Christina Kuhn, Martina Rahmeh, Prof. Dr. med. Doris Mayr,
PD Dr. med. Bastian Czogalla, Prof. Dr. med. Thomas Kolben, Dr. med. Sarah Meister, alle als
Arzt*innen in der Frauenklinik der LMU tatig, Prof. Dr. med. Sven Mahner, Chefarzt der Frauen-
klinik der LMU, sowie die Pathologin PD Dr. Elisa Schmoeckel, waren an der schriftlichen Ausar-
beitung des Manuskripts beteiligt.
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2. Einleitung

Die Einleitung enthélt Grundlagen des Mammakarzinoms und der untersuchten Proteine. Bezlig-
lich genauer Angaben zur Methodik und detaillierten Ergebnissen der einzelnen Studien wird auf
die entsprechenden Originalarbeiten verwiesen, welche an entsprechender Stelle zitiert werden
und sich im Anhang befinden.

2.1 Brustkrebs

Diese Dissertationsarbeit befasst sich mit molekularbiologischen Grundlagen des Mammakarzi-
noms. Molekularbiologische Merkmale kdnnen in der Pathogenese und Progression eine Rolle
spielen, aber auch als prognostische Faktoren oder therapeutische Zielstrukturen eingesetzt wer-
den. Hier sind z.B. Oberflachenproteine als mégliche Pradiktoren oder Angriffspunkte fir Thera-
pien als Zielstrukturen, sogenannte targets, bedeutsam. Neue targets haben die Behandlung des
Brustkrebses in den letzten Jahren revolutioniert und zu einer deutlichen Prognoseverbesserung
beigetragen. Daher ist es essenziell, die Expertise in diesem Bereich weiter aufzubauen.

2.1.1 Epidemiologie

Brustkrebs spielt aufgrund seiner Haufigkeit eine zentrale Rolle in der heutigen medizinischen,
gynakologischen und onkologischen Versorgung von Patient*innen. Laut den Global Cancer Sta-
tistics Globocan hat Brustkrebs im Jahr 2020 mit 11,7% die hochste Inzidenz unter allen Krebs-
arten und verdrangt somit Lungenkrebs als haufigste Krebsart. Zudem stellt Brustkrebs weltweit
die funfthaufigste tumorbedingte Todesursache dar [3]. Die statistischen Auswertungen zeigen,
dass die Inzidenzrate verbunden mit aggressiven Screeningmethoden starker ansteigt als die
Sterberate, was auf das gute klinische Management in friihen Stadien hindeutet, wobei dennoch
eine hohe Mortalitat bestehen bleibt [4].

In Deutschland werden jahrlich circa 69.000 Neuerkrankungen mit der Diagnose Brustkrebs er-
fasst, dabei betrifft etwa 1% aller Neuerkrankungen Manner. Zwischen 2005 und 2009 zeigten
die Neuerkrankungsraten einen durch die Einfihrung des Mammographie-Screenings erklarba-
ren Anstieg mit anschlieRend langsamem Riickgang [5].

2.1.2 Einteilung und Therapie

Zur Stadieneinteilung beim Mammakarzinom wird die TNM-Klassifikation verwendet. Klinisch-pa-
thologische Kriterien geben dabei Aufschluss tiber die Ausdehnung des Krebses, die Tumorgrofie
(T), betroffene regionale Lymphknoten (N) und die Ausbreitung in entfernte metastatische Stellen
(M) [6]. T, N und M werden in finf prognostisch und therapeutisch relevante Stadien (Stadien O-
IV) zusammengefasst, welche Informationen Uber das Ausmal der regionalen Erkrankung und
die Metastasierung in entfernte Bereiche geben. Zur weiteren Einteilung wird in der Pathologie
der Tumorgrad, das Grading (G), bestimmt, welcher die Aggressivitat des Brustkrebses wider-
spiegelt, und einen wichtigen prognostischen Faktor darstellt. Das Grading basiert auf dem Anteil
der Krebszellen, KerngréRenvariation und der Anzahl der Zellteilungen und gibt den Differenzie-
rungsgrad (G1, G2 oder G3) an [7-9]. Histologisch werden Mammakarzinome nach der WHO-
Klassifikation in 19 verschiedene Subtypen unterteilt, darunter invasive Karzinome ohne beson-
deren/spezifischen Typ (NST), lobulédre Karzinome und andere Karzinome mit besonderem Typ
(einschlie3lich 17 verschiedener seltener Histotypen). [10]
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Zu den biologischen Faktoren, die fiir Prognose und Therapie bedeutsam sind, gehéren die Amp-
lifikation des humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors 2 (HER2, genetisch kodiert
durch ERBB2) und die Expression von Hormonrezeptoren (Ostrogenrezeptor (ER) und Proges-
teronrezeptor (PR)). AuBerdem kdnnen BRCA-Mutationen eine wichtige Rolle spielen. Dartiber
hinaus gibt es viele weitere genetische Varianten und Genmutationen, die Proteine kodieren,
welche beispielsweise eine Rolle bei DNA-Reparaturwegen spielen, und in einigen Fallen von
Brustkrebs nachgewiesen werden konnten [11]. Die Behandlungsstrategien unterscheiden sich
je nach histologischen und molekularen Subtypen [10, 12].

Diverse Klassifizierungen wurden entwickelt, wobei die biologiezentrierte intrinsische Klassifika-
tion von Perou und Sorlie aus dem Jahr 2000 [7] basierend auf Genexpressionsmustern mehrere
Subtypen unterscheidet: Luminal A und Luminal B, Basal-like, HER2-positiv, Normal-like und
Claudin-low. In der klinischen Praxis wird typischerweise eine Einteilung in finf Subtypen basie-
rend auf immunhistochemisch bestimmten Merkmalen, insbesondere der Expression von ER, PR
und HER2, verwendet. ER und/oder PR exprimierende Tumoren gelten als Hormonrezeptor-po-
sitive Mammakarzinome, wahrend Tumoren, die weder ER, PR noch HER2 exprimieren, als
triple-negative Mammakarzinome (TNBC) bezeichnet werden [10]. Folgende Untergruppen wer-
den unterschieden: 1) Luminal A-like Tumoren mit hoher Expression von PR und ER, niedrigem
Grading und niedrigen Proliferationsraten. 2) Luminal B-like HER2-negative Tumoren mit niedri-
ger PR- und ER-Expression und einem hdheren Grading. 3) Luminal B-like HER2-positive Tumo-
ren. 4) HER2-positive nicht-luminale Tumoren. 5) TNBC mit der schlechtesten Prognose. [12]

Die beiden wichtigsten Saulen in der Brustkrebsbehandlung bestehen aus der lokoregionaren
Behandlung und der systemischen Therapie. Die Therapie des Mammakarzinoms besteht aus
multimodalen Strategien, welche die verschiedenen Klassifikationen und Faktoren berlcksichtigt.
Die chirurgisch operative Therapie, oft in Verbindung mit einer Radiotherapie wird beim priméaren,
nicht-metastasierten Mammakarzinom angewandt. Die systemische Therapie wird je nach Sub-
typ angepasst, wobei neben der klassischen Chemotherapie aber auch viele weitere spezifische
Therapieoptionen etabliert wurden [10]. Neue prognostische Faktoren und targets beeinflussen
die systemische Therapie zunehmend, so wird etwa die endokrine Therapie bei Hormonrezeptor-
positiven Tumoren angewandt, die Anti-HER2-Therapie bei HER2-positiven Tumoren und
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-Inhibitoren bei BRCA-Mutationstrager*innen [13]. Zunehmend an
Bedeutung gewinnt aktuell die Immuntherapie und zukiinftige Konzepte zielen auf eine Individu-
alisierung der Therapie ab [10, 12, 14-16].

Deshalb nimmt die Forschung auf molekularer Ebene einen hohen Stellenwert in der Entwicklung
neuer Therapiekonzepte ein. Einflisse auf bekannte Rezeptoren, wie HER2, aber auch die Un-
tersuchung neuer Oberflachenproteine stellen aktuell zentrale Forschungsvorhaben dar. Im Rah-
men dieser Promotionsarbeit war es ein Zielvorhaben, verschiedene Proteine bzw. verschiedene
Lektine, als mogliche Prognosefaktoren oder therapeutische Angriffspunkte zu erforschen. Dabei
stand ein Patientinnenkollektiv an OP-Praparaten des Universitatsklinikums LMU Minchen zur
Verfluigung, sowie verschiedene Brustkrebszelllinien fir in-vitro Versuche.
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2.2 Lektine

Im Fokus dieser Promotionsarbeit stand die Untersuchung und Bedeutung der Expression ver-
schiedener Proteine aus der Gruppe der Lektine. Lektine sind eine grol3e Gruppe von Proteinen
mit vielfaltigen biologischen Aufgaben. Durch die Fahigkeit, spezifische Kohlenhydratstrukturen
zu binden, sind sie in der Lage, spezifisch an Zellen zu binden und so Zell-Zell-Interaktionen
auszuldsen und zu beeinflussen und spielen somit auch als Akteure des Immunsystems eine
wichtige Rolle.

Aus der Gruppe der Lektine wurden im Rahmen dieser Arbeit zunachst zuckerbindende Proteine,
Galectine, in einem Mammakarzinom-Kollektiv untersucht. Es gibt eine breite Gruppe an Galec-
tinen mit vielen Funktionen, wie Zell-Zell-Interaktionen, Zell-Matrix-Adh&sion und Transmembran-
signalubertragungen [17]. Auch Siglecs gehdren zur Gruppe der Lektine und stellen eine Gruppe
an Transmembranproteinen mit einem &hnlichen Funktionsspektrum dar [18]. Auch aus dieser
Gruppe wurden Proteine flur diese Promotionsarbeit untersucht. Beide Gruppen wurden in meh-
reren Tumorarten und anderen Erkrankungen bereits untersucht und sind als mdgliche targets in
den Fokus der Wissenschaft gerickt.

Fur die erste Veroffentlichung wurde die spezifische Rolle von Gal-7 und Gal-8 in einer gréf3eren
Kohorte primérer nicht-metastasierter Mammakarzinome von Patientinnen untersucht, die in der
Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe des LMU Klinikums Minchen behandelt
wurden. Durch immunhistochemische Farbungen konnte das genaue Expressionsmuster in den
Tumorzellen sowie in den Tumor umgebenden Immunzellen sowie deren prognostische Bedeu-
tung ermittelt werden.

Die wissenschaftliche Arbeit fur die zweite Publikation zielte darauf ab, erste Hinweise auf eine
mogliche Rolle von Siglec-8 bei Brustkrebs zu finden. Umfassende molekularbiologische Unter-
suchungen ermdglichten es, erste Daten darlber zu generieren.

2.2.1 Galectine

Im Jahr 1994 wurden Galectine zum ersten Mal beschrieben [19, 20]. Es handelt sich um eine
Gruppe Zucker-bindender Proteine, welche an Galactose enthaltende Glykane Uber N- oder O-
Glykosylierung binden [19, 20]. Auf genetischer Ebene wurden zwolf Galectin kodierende Gene
beschrieben [21]. Galectine kdnnen in mehrere Untergruppen unterteilt werden, basierend auf
strukturellen Kohlenhydraterkennungsdoménen (CRDs). Dabei unterscheidet man dimere Galec-
tine (Galectin-1,-2,-7,-10,-13,-14) mit zwei identischen CRD-Untereinheiten, Tandem-Galectine
(Galectin-4,-8,-9,-12) mit zwei unterschiedlichen CRD-Untereinheiten und chimére Galectine
(Galectin-3) mit einer oder sogar mehreren CRD-Untereinheiten des gleichen Typs [20-22]. Ga-
lectine befinden sich hauptséachlich im Zytoplasma und unter bestimmten Bedingungen auch im
Zellkern. Sie kdnnen jedoch auch sezerniert und somit aul3erhalb der Zellen wirken. Dementspre-
chend ist die Aufgabe und Funktion von Galectinen weitreichend und noch immer nicht vollstandig
geklart. Das Spektrum reicht von der Bindung an Glykane auf der Zelloberflache und an extrazel-
luléare Matrices, bis zur Beteiligung an intrazellularen Signalkaskaden durch Bindung an intrazel-
luldre Liganden [23-25]. In den letzten Jahren wurde intensiv an ihrer Rolle bei bestimmten in-
flammatorischen Erkrankungen und an ihrem Einfluss auf die Entwicklung, Progression und Me-
tastasierung von Tumoren geforscht [23, 26-28].

Die Expression von Galectinen variiert in verschiedenen Krebszellen und héufig zeigen sich er-
hohte Galectin-Expressionen [29]. Diese veranderten Galectin-Expressionsmuster korrelieren
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haufig mit der Aggressivitat des Tumors und der Prognose, beispielsweise findet man in vielen
verschiedenen Tumorentitdten eine erhéhte Gal-1-Expression, welche oft ein ungunstigeres Out-
come prognostiziert [29, 30]. Speziell bei Brustkrebs liegt der Studienfokus der letzten Jahre be-
sonders auf Galectin-3 und Galectin-1 [30, 31]. Dabei konnte ein Zusammenhang zwischen der
Galectin-1-Expression mit dem Tumor-Grading (Einteilung des histologischen Differenzierungs-
grades des malignen Gewebes) festgestellt werden [26, 32]. In vivo wurden diese These unter-
mauert durch den knockdown (Ausschaltung eines Gens) von Galectin-1 in einem Brustkrebs-
Mausmodell, was zu einem verminderten Tumorwachstum, sowie zu geringerer Metastasierung
flhrte [33]. Galectin-1 stellt somit einen méglichen Angriffspunkt fiir eine gezielte Brustkrebsthe-
rapie dar, welche aber bei aktuell noch nicht ausreichender Datenlage bisher nicht etabliert wor-
den ist [34, 35]. Die Galectin-3 Expression zeigt in malignen Tumoren im Vergleich zu gesundem
Brustgewebe verédnderte Expressionsmuster und stellt somit einen prognostischen Wert dar [36-
38]. Fir Galectin-9 hingegen wurde eine antimetastatische Wirkung bei Brustkrebs auf Basis von
immunhistochemischen Farbungen von humanen Préaparaten und auch in Zellmodellen festge-
stellt [39].

Galectin-7 erregt schon seit einigen Jahren Aufmerksamkeit durch zahlreiche Funktionen in Zell-
verbanden mit intra- und extrazellularer Wirkung und Beteiligung an verschiedenen Prozessen
wie der Apoptose [40], Zellmigration und Zelladh&sion [41]. Auch in Bezug auf die Karzinogenese
wird seit Jahren reichlich geforscht: Bei Lymphomen korrelierte die ektopische Expression von
Galectin-7 nachweislich mit dem metastatischen Potenzial transplantierter Lymphomzellen [42].
Bei Melanomen wurde die Expression von Gal-7 festgestellt [43], und bei subkutaner Injektion
von Melanomzellen in Méuse wird Gal-7 sowohl im entstehenden Primartumor als auch in Lun-
genmetastasen exprimiert [44]. Manche Karzinome werden mit einer verminderten Gal-7-Expres-
sion in Verbindung gebracht, wie Magen- [45], Urothel- [46] und Gebarmutterhalskrebs [47]. Im
Gegensatz dazu exprimieren Plattenepithel- und Schleimhauttumoren von Kopf- und Halskrebs
[48], Speiserbhre [49] und Schilddrise [50] sowie Ovarialkarzinome (verbunden mit einem
schlechten Gesamtiuberleben (OS)) [51] héhere Gal-7-Werte als normales Gewebe.

Zu Galectin-7 liegen bereits einige Studien im Zusammenhang mit Brustkrebs vor, wahrend zu
Galectin-8 bisher keine ausreichende Datenlage besteht. Erste Ergebnisse stammen aus dem
Jahr 1997, bei denen eine erhéhte Genexpression von Gal-7 in induzierten Brustkrebsgewebe in
Tierversuchen nachgewiesen wurde [52]. Einige Studien bezogen auf Gal-7 deuten auf eine prog-
noseverschlechternde Wirkung von Gal-7-positiven Brustkrebszellen hin. Dabei zeigten vor allem
HER2-positive Tumoren eine erhdhte Gal-7-Expression, sowie auch Tumoren mit vermehrter
Lymphknotenmetastasierung. Diese Aussagen wurden in einem Mausmodell bestatigt [53, 54].
In einer weiteren Studie zu Gal-7 bei Brustkrebs wurde in einem Mausmodell ein erhdhtes Meta-
stasierungsrisiko bei erhdhter Expression gezeigt und eine Resistenz der Gal-7 positiven Krebs-
zellen gegeniiber Apoptose beobachtet. Ein mdgliche Interaktion von Gal-7 in den bekannten
p53-Signalweg in Tumoren wurde ebenfalls beschrieben [55]. Zur Bedeutung von Gal-8 bei Brust-
krebs zeigt eine andere Studie, dass die Ausschaltung eines Gal-8-abhéangigen Signalweges zu
verminderter Tumorprogression fuhrt [56]. Gal-8 fungiert gré3tenteils als molekularer Anker, der
die Zellmotilitdt und -adhdasion reguliert, da seine Bindung Integrin-vermittelte Signalkaskaden
auslost, die zu einer Neuordnung des Zytoskeletts und einer gerichteten Zellbewegung fihren
[57]. Diese Eigenschaften kénnten eine wichtige Rolle in der Karzinogenese von soliden Tumoren
spielen. Erste Daten deuten auf ein besseres Uberleben bei erhohter Gal-8-Genexpression hin
[58].
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2.2.2 Siglecs

Siglecs (Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins) sind eine Gruppe von |-Typ-Lektinen,
die als Zellmembranproteine mit ihnrem extrazellularen Anteil Sialinsaure enthaltende Glykan-Lig-
anden binden [59]. Definitonsgemanl wurde 1998 erstmals die Untergruppe ,Siglecs* mit N-termi-
nal Sialinsaure bindenden Domé&nen und C-terminal teils konservierten Signaldoménen beschrie-
ben [60]. Es wird eine erste hochkonservierte Untergruppe, bestehend aus Siglec-1, -2 (CD22), -4
und -15, von einer zweiten Untergruppe unterschieden, zu welcher Siglec-3 (CD33) und weitere
CD33-verwandte Siglecs (wie Siglec-5 und Siglec-8) gehdren. Diese zweite Gruppe findet man
haufig als Rezeptoren auf Zellen des angeboren Immunsystems (Granulozyten, Monozyten und
Makrophagen) exprimiert [18, 61]. Das Spektrum an Funktionen von Siglecs ist sehr weitreichend,
dazu gehdrt sowohl die Ligandenerkennung, sowie -bindung im Rahmen von Zell-Zell-Interaktio-
nen als auch eine wichtige Rolle bei der anschlieRenden intrazellularen Signalibertragung und
Regulierung des Immunsystems [62]. Dementsprechend wurde mit der Entdeckung von Siglecs
auch deren Einfluss auf die Pathophysiologie verschiedener Erkrankungen erforscht, was sie au-
Rerdem interessant als Biomarker und potenzielle Angriffsstrukturen macht. Da Siglecs vor allem
auf Zellen des Immunsystems, wie Makrophagen, B-Lymphozyten, Eosinophilen und Mastzellen
exprimiert werden, wurde zunachst ihre Rolle bei Erkrankungen mit Einfluss ebendieser Zellen
(z.B. beim schweren Asthma oder bei Lymphomen) untersucht [63]. Dabei wurden Siglecs als
maogliche therapeutische Angriffspunkte erforscht, z.B. bei eosinophilen Magen-Darm-Erkrankun-
gen [64, 65]. Einige Antikérper gegen Siglecs (wie Siglec-3 und -2), sind bereits zugelassen oder
befinden sich in der klinischen Prifung fur die Behandlung von durch Immunzellen vermittelte
Krankheiten u.a. auch gegen Leukamieformen und Lymphome [63, 66].

Siglecs und ihre Rolle bei verschiedenen Krebsarten, v.a. Blutkrebs, wurde in den letzten Jahren
eingehend erforscht. CD22 und CD33 wurden als spezifische Marker schon vor der Entdeckung
der Klasse der Siglecs als spezifische Marker von B-Zell-Lymphomen und myeloischen Leuka-
mien entdeckt. Es wurde gezeigt, dass die angeborenen Immunreaktionen durch Siglec-expri-
mierende Immunzellen gegen Krebszellen reduziert werden kann, ausgel6st durch die Erkennung
von Sialoglycan-Liganden auf Krebszellen selbst oder von Krebszellen produzierten Iéslichen
Muzinen [63, 67]. Veranderungen der Sialinsauren bei Krebszellen sind seit vielen Jahren be-
kannt und es wurden Mechanismen zur Umgehung des Immunsystems identifiziert, die auf der
Interaktion von Sialoglykanen mit immunregulatorischen Siglec-Rezeptoren beruhen, die sowonhl
von Tumorzellen als auch von Mikroorganismen ausgenutzt werden. Rezeptoren stellen somit
interessante Angriffspunkte fir eine Verbesserung der Krebstherapie dar [67-69]. Viele For-
schungsarbeiten an Siglecs konzentrieren sich auf die autologe Immunabwehr gegen Krebszel-
len z.B. durch den Einfluss von tumorassoziierten Makrophagen (TAMSs) und ihrer Interaktion mit
Tumorzellen. Beispielsweise fiihrt eine Siglec-9 Aktivierung auf TAMs zu einer geringeren wachs-
tumsfordernden Tumorumgebung, andererseits hemmte die Bindung von Siglec-9 durch tumor-
assoziierte Liganden die Bekdmpfung von Tumorzellen [68]. In den letzten Jahren wurden onko-
logische Therapien durch den Einsatz sogenannter Immuncheckpoint-Inhibitoren (z.B. Antikdrper
gegen PD-L1 oder PD-1) revolutioniert [70, 71]. Immuncheckpoints sind ebensolche Signalwege,
welche die Regulierung der Immunantwort beeinflussen und von Tumorzellen zur Vermeidung
einer Erkennung durch das Immunsystem genutzt werden [72]. Siglecs kénnten genau als solche
Checkpoints in einer spezifischen Therapie fungieren und es wird derzeit an einer solchen Funk-
tion geforscht [67].

Beziglich des Einflusses von Siglecs auf gyndkologischen Tumoren, im Besonderen Brustkrebs,
sind nur sehr wenige Daten bekannt. Laut ersten Daten aus ,The Cancer Genome Atlas® zeigen
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gynékologische Tumoren mafige (z. B. Siglec-7 oder -9) oder auch hohe (z. B. Siglec-2 oder -10)
RNA-Expression. Das kénnte auf das Vorhandensein von Leukozyten-Untergruppen hindeuten,
die durch die Hypersialylierung des Tumors infolge der erhdhten Syaliltransferasen-Expression
und -aktivitat potenziell gehemmt werden [73]. Die Wechselwirkungen zwischen Sialinsauren und
Siglecs kénnen daher auch wichtige Auswirkungen auf die Immunabwehr und auf immunthera-
peutische Strategien bei gyndkologischen Tumoren haben.

Es wurde gezeigt, dass Siglec-1 an einer autoregulatorischen Schleife zwischen TAMs und
Krebszellen in aggressiven Brustkrebsarten beteiligt ist, wobei die Expression von Siglec-1 und
C-C-Motiv-Chemokin-Ligand-8 (CCL8) zusammen als prognostische Marker fiir ein unginstiges
Outcome identifiziert wurden [74]. Daruiber hinaus fordern Siglec-1-positive Makrophagen in der
Tumormikroumgebung das Fortschreiten von TNBC zumindest teilweise, indem sie die Antitu-
morimmunitéat von T-Zellen gegen Brustkrebszellen hemmen [75].

Siglec-8 wird hauptsachlich von Eosinophilen und Mastzellen [76] und in geringen Mengen auch
von Basophilen [64] exprimiert und wurde als einer der ersten Eosinophilen-spezifische Trans-
membranrezeptoren identifiziert [77]. Antikbrper gegen Siglec-8 auf Eosinophilen flihren zur se-
lektiven Apoptose dieser Zellen; auf menschlichen Mastzellen hingegen zu einer Hemmung der
Degranulation und somit zu einer geringeren Histaminausschittung, so auch in chronisch ent-
zindeten Atemwegen [76, 78, 79]. Bei Eosinophilen kann durch Interleukin-5 (IL-5) die Expres-
sion von Siglec-8 auf der Oberflache hochreguliert werden und die Aktivierung von IL-5 kann zu
einer Verstarkung der durch Siglec-8 vermittelten Apoptose fuihren [80]. Auch Interleukin-33 kann
die durch Siglec-8 vermittelte Apoptose verstarken und synergistisch mit IL-5 agieren, was eine
wichtige Rolle bei eosinophil vermittelten Erkrankungen spielt [81, 82]. Diese Eigenschaften ma-
chen Siglec-8 zu einem geeigneten target fur die Behandlung von Eosinophilen- und Mastzell-
abhéngigen Krankheiten wie Asthma, chronischer Rhinosinusitis, chronischer Urtikaria, hypereo-
sinophiler Syndrome und eosinophiler Magen-Darm-Erkrankungen [83, 84]. Der klinische Einsatz
von Siglec-8-Antikorpern fur die Behandlung von allergischen Erkrankungen wird bereits erprobt
[85]. Es wurden auch Auto-Antikdrper gegen Siglec-8 in vendsen Immunglobulinpraparaten, wel-
che zur Behandlung von Autoimmun- und allergischen Erkrankungen eingesetzt werden, gefun-
den, die Hinweise auf eine anti-autoimmune Regulation geben [68, 83].

Uber Siglec-8 und dessen Rolle in der Tumorbiologie ist bisher nur wenig bekannt. Es wurde als
Spatreifungsoberflachenmarker auf Eosinophilen und Basophilen bei Patient*innen mit chronisch
eosinophiler Leukamie, chronisch myeloischer Leukamie und auf malignen und nicht-malignen
Mastzellen im Knochenmark nachgewiesen [86]. Bei der Behandlung von nicht-kleinzelligem Lun-
genkarzinom wurde nach Radiotherapie im Rahmen einer induzierten Immunabwehr im bestrahl-
ten Gebiet eine Invasion von Siglec-8 exprimierenden Eosinophilen beobachtet [87].

Begrenzte Daten liegen auch fir das klarzellige Nierenkarzinom und fiir Magenkrebs vor. Die
(mittels IHC gemessene) Siglec-8-Expression wurde als potenzieller unabhangiger prognosti-
scher Biomarker fur das klarzellige Nierenzellkarzinom identifiziert, wobei eine hohe Expression
mit einem schlechteren Gesamtiiberleben (OS) und einer kiirzeren Zeitspanne bis zur Diagnose
einer Metastasierung (DDFS) korrelierte [88]. Im Gegensatz dazu war eine niedrige Siglec-8-Ex-
pression ein unabhéngiger schlechter prognostischer Faktor fir das OS bei Patient*innen mit
Magenkrebs nach chirurgischer Resektion. Dies galt insbesondere fiir héhere TNM-Stadien, und
die Autoren schlugen vor, dass eine niedrige Siglec-8-Expression als Marker zur ldentifizierung
von Patient*innen dienen kdnnte, die aggressivere adjuvante Therapien bendtigen [89].

Die Zielsetzung im Rahmen meiner Forschungsarbeit war die Generierung erster Daten zur Ex-
pression und der Rolle von Siglec-8 in der Tumorbiologie von Brustkrebs
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3. Zusammenfassung

In der Zusammenfassung werden Untersuchungsergebnisse meiner Arbeiten beschrieben und
diskutiert. Dabei wird auf die Bedeutung der Arbeit fir das Fachgebiet und auf mégliche Limitati-
onen eingegangen, und ein Ausblick auf potenzielle kiinftige Entwicklungen gegeben. Bezlglich
genauer Angaben zu detaillierten Ergebnissen und zur Diskussion der einzelnen Studien wird auf
die entsprechenden Originalarbeiten verwiesen, welche an entsprechender Stelle zitiert werden
und sich im Anhang befinden.

3.1 Angewandte Forschungsmethoden

Ziel meiner Forschungsarbeiten war, Galectine (Gal-2, Gal-7 und Gal-8) und Siglecs als prognos-
tische Faktoren, bzw. Angriffspunkte bei Therapien in einem ausgewahlten Kollektiv an Brust-
krebspatientinnen der Frauenklinik der Universitat Minchen zu untersuchen. Das untersuchte
Kollektiv umfasst 235 formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Brustkrebsproben. Bei allen Pati-
entinnen wurde ein priméres, nicht metastasiertes Mammakarzinom zwischen 1998 und 2000 an
der Klinik fir Gynékologie und Geburtshilfe der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen diag-
nostiziert und operiert. Klinische und pathologische Daten sowie Daten zur Nachbeobachtung
(bis zu zehn Jahren) wurden aus den Krankenakten der Patientinnen und aus dem Minchner
Krebsregister entnommen. Der histopathologische Subtyp (kein spezifischer Typ (NST) vs. Nicht-
NST), das Tumor-Grading (G1-3) nach den Kriterien von Elston und Ellis (1993) [7-9] und das
Stadium nach dem TNM-System [6] (T fur Tumorgréfe, N fir den Lymphknotenstatus und M fiir
Metastasierung) wurden in der gynékologischen Pathologie bestimmt.

Die Untersuchung des eingebetteten Gewebes erfolgte zunachst mittels immunhistochemischen
Farbungen der besagten Proteine (zunéchst Gal-2, Gal-7 und Gal-8, dann Sigelc-8) und der Er-
mittlung des semiquantitativen immunoreaktiven Scores (IRS, Remmele und Stegner 1987, [90]).
Der Score wurde optisch durch Multiplikation der vorherrschenden Farbeintensitat (0: keine; 1:
gering; 2: mafig; 3: stark) und des Prozentsatzes der positiv gefarbten Krebszellen (0 = 0%, 1 =
1-10%, 2 = 11-50%, 3 = 51%-80% und 4 = 81%-100% gefarbte Zellen) ermittelt. Der IRS wurde
separat im Zytoplasma und im Zellkern der Krebszellen bestimmt. AnschlieBend erfolgte die sta-
tistische Auswertung mittels SPSS Statistics 25: Korrelationen wurden mit dem Rangkorrelations-
koeffizienten von Spearman getestet, Gruppenvergleiche hinsichtlich des IRS zwischen verschie-
denen klinischen und pathologischen Untergruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test getestet
und als Boxplot-Diagramme dargestellt. Die Uberlebenszeiten zwischen den verschiedenen
Gruppen wurden mittels Kaplan-Meier-Analysen verglichen, und die Unterschiede wurden mit
Log-Rank-Tests (Mantel-Cox), auf Signifikanz geprift. Zur Bestimmung der Unabhéngigkeit der
prognostischen Faktoren wurde eine Cox-Regressionsanalyse durchgefiihrt. Nach Auswertung
dieser Ergebnisse, erfolgte fiir die Daten aus den Galectinfarbungen eine Immunofluoreszenzfar-
bung zur ndheren Charakterisierung von bestimmten Gal-7 exprimierenden Zellen. In der weiter-
fuhrenden Arbeit fir die Untersuchung von Siglec-8 wurde das Protein in Zellkulturversuchen
untersucht. Dabei wurden die verschiedenen Brustkrebszelllinien (MCF-7, MDA-MB-231, T-47D)
mit 3-Estradiol oder Rosiglitazone stimuliert oder ein knockdown von Siglec-8 durchgefuhrt. An-
schlielend wurden mRNA-Levels von Siglec-8 und Gal-7 mittels quantitativer Real-Time-PCR
bestimmt und auf Proteinebene wurde ein Western Blot fir Siglec-8 durchgefuhrt.



3 Zusammenfassung 16

3.2 Paper l: Ergebnisse und Diskussion

Galectine sind nachweislich ein zentraler Faktor bei der Karzinogenese [28, 38, 42]. Ihre Bedeu-
tung bei Brustkrebs ist noch nicht ausreichend erforscht. In meinem Kollektiv an Brustkrebs zeigte
sich in der IHC eine nur spérliche Expression von Gal-2 und ein prognostischer Nutzen wurde
statistisch nicht nachgewiesen. Somit wurden diese Forschungsarbeiten zunachst auf Gal-7 und
Gal-8 fokussiert, wobei sich vor allem Gal-7 als ein sehr vielversprechender prognostischer Fak-
tor und moglicher Angriffspunkt in der Brustkrebstherapie herausstellte, an dem weitere For-
schung betrieben werden sollte.

In dieser Promotionsarbeit wurde gezeigt, dass die Gal-7 und Gal-8-Expression im Zytoplasma
positiv mit dem HER2-Status korreliert, also bei HER2- positiven Karzinomen eine deutlich ho-
here Galectinexpression vorliegt. Gal-7 ist bei NST-Tumoren, sowie bei PR-negativen Tumoren
signifikant héher exprimiert. Zudem wurde eine signifikant erhdhte Gal-7-Expression in weniger
gut differenzierten Zellen, also bei htherem Grading beobachtet, wahrend die Gal-8-Expression
in gut differenzierten Zellen am hochsten ist, also bei niedrigem Grading. Es wurde gezeigt, dass
Gal-7 auch in Makrophagen neben den Tumorzellen vorhanden ist. Eine erhdhte Gal-7 Expres-
sion wurde mittels Immunofluoreszenz bei niedrigem Grading bei den Tumor umgebenden Mak-
rophagen beobachtet. Eine hohe Gal-7-Expression im Zytoplasma wurde als ein signifikanter un-
abhangiger prognostischer Marker fiir ein schlechtes progressionsfreies Uberleben (p = 0,017) in
der Gesamtkohorte und mit grenzwertiger Signifikanz auch in der HER2-positiven Untergruppe
identifiziert. Tumoren mit hoher Gal-8-Expression im Zytoplasma zeigten ein signifikant verbes-
sertes Gesamtiberleben (p = 0,032). Die Kombination aus hoher Gal-7-Expression und niedriger
Gal-8-Expression zeigte schlechte Uberlebensdaten: Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf
hin, dass die Kombination von Gal-7- und Gal-8-Expression die prognostische Genauigkeit weiter
verbessern kann. Es erfolgte die Einteilung der Kohorte in zwei verschiedene Gruppen: eine
kleine Gruppe (hohe Gal-8-, niedrige Gal-7-Expression) mit einem sehr guten Ergebnis und eine
zweite Gruppe (hohe Gal-7-, niedrige Gal-8-Expression) mit einem ungunstigeren OQutcome. [1]

Gal-7 scheint ein negativer prognostischer Faktor fir das klinische Ergebnis bei Brustkrebs zu
sein [41], dies zeigte Demers et al [53] sowie Grosset et al [91], und stimmt auch mit den fur diese
Arbeit erhobenen Daten Uberein [1]. Grosset et als [54] Daten weisen auf einen Zusammenhang
von einer starken Gal-7-Expression und einer vermehrten HER-2-Positivitat bei Brustkrebs hin.
Auch in dieser Promotionsarbeit wurde eine starke Assoziation zwischen einer hohen Gal-7-Ex-
pression im Zytoplasma und der HER2-Amplifikation festgestellt. Zudem zeigten HER2-positiven
Tumoren mit hoher Gal-7-Expression eine schlechtere Prognose [1]. Das deutet darauf hin, dass
mdglicherweise eine funktionelle Verbindung zwischen Gal-7 und HER2 bestehen kdnnte, und
HER2-positive Tumoren fur eine mogliche Behandlung mit Gal-7 als Angriffspunkt besonders in-
teressant sein kénnten. Letztens wurde gezeigt, dass Gal-3 den epidermalen Wachstumsfaktor-
rezeptor (EGFR), welcher zur Familie der ErbB-Rezeptoren, wie auch HER2, gehért, modifiziert,
der das Zellwachstum und -Uberleben in normalem und krebsartigem Gewebe reguliert [92-94].
Bis jetzt wurde nur fir Gal-3 eine funktionelle Verbindung zwischen Galectinen und ErbB-Rezep-
toren nachgewiesen, eine Verbindung zu Gal-7 ware maoglich.

In dieser Arbeit war die Gal-8-Expression mit einem besseren OS assoziiert [1], &hnliche Ergeb-
nisse beobachtete auch Grosset et al [91]. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen den Vorteil einer
erhodhten prognostischen Genauigkeit einer Kombination beider Marker (Gal-7 und Gal-8) [1].
Ahnliche Effekte wurden fiir Galectin-Liganden nachgewiesen: Bei Brustkrebspatientinnen wur-
den hohe Konzentrationen von Gal-1-Liganden und niedrige Konzentrationen von Gal-8-Ligan-
den beobachtet, was ihr Verhéaltnis zu einem starken Marker fir Brustkrebs macht [95]. In dieser
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Promotionsarbeit wurde eine erhdhte Gal-7 Expression in den Tumor umgebenden Makrophagen
beobachtet [1]. Tumor infiltrierende Makrophagen scheinen auch als therapeutische Strategien
immer wichtiger zu werden, und Gal-7 spielt bei diesen auch beim Gebarmutterhalskrebs eine
entscheidende Rolle [96, 97].

Was die Mechanismen der Regulierung der Galectin-Expression und der Verteilung zwischen
Zellkern und Zytoplasma angeht, so ist es wichtig zu bertcksichtigen, dass Gal-7 auch extrazel-
lulér bereitgestellt wird: Das extrazellulare Gal-7 steuert den intrazellularen Pool von Gal-7, zum
einen durch eine Erhdhung der Gentranskription (MRNA-Expression), zum anderen durch einen
Re-Entry-Weg in die Zellen von extra- nach intrazellular [98]. In ahnlicher Weise wurde fur Gal-1
(das zur gleichen Gruppe wie Gal-7 gehort) ein Transfer von extrazellular in den Zellkern nach-
gewiesen, und die Anhaufung von Gal-1 im Zellkern férdert die epitheliale Invasivitdt beim
Mammakarzinom [99]. In dieser Promotionsarbeit wurde beobachtet, dass Gal-7 auch in Makro-
phagen neben den Tumorzellen vorhanden ist. Daher kdnnten diese Makrophagen auch eine
Quelle fur extrazellulares Gal-7 fur Tumorzellen darstellen und den intrazellularen Gal-7-Pool re-
gulieren. Tumor-assoziierte Makrophagen werden mit schlechten Uberlebensraten bei Brust-
krebs in Verbindung gebracht [100], was Gal-7 als therapeutisches Ziel noch interessanter macht.
Vor allem bei Brustkrebs wurde die Genregulierung von Gal-7 Uber Transkriptionsfaktoren schon
weiterfihrend erforscht. Die Expression von Gal-7 wird von p53 beeinflusst und noch weitere
Signalwege scheinen eine Rolle zu spielen, so scheint CCAAT/enhancer-binding protein beta
(C/EBPR) als Transkriptionsfaktor zu einer Gal-7-Genaktivierung zu fihren [55, 101]. Zu den funk-
tionellen Effekten, die fur Gal-8 beschrieben wurden, gehéren die Aktivierung des aktivierten Leu-
kozyten-Zelladhasionsmolekils (ALCAM) [55, 102, 103] und die Aktivierung des endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)-Signalwegs auf Endothelzellen [104]. Diese Wege beschrei-
ben jedoch alle ein tumorférderndes Potenzial von Gal-8, wahrend Gal-8 sich in dieser Arbeit als
ein positiver prognostischer Faktor herausstellte. Daher gibt es méglicherweise noch andere tu-
morsuppressive Signalwege, die weiter untersucht werden mussen, vor allem in Bezug auf die
Isoformen von Gal-8 und den unterschiedlichen Affinitdten der Kohlenhydratbindungsspezifitat
[105]. Gal-8 wurde als l6slicher Faktor identifiziert, der von lymphatischen Endothelzellen freige-
setzt wird und Podoplanin exprimierende Makrophagen anlockt. Dabei kann es zur Interaktion
auf Makrophagenoberflachen kommen, welche die Lymphangiogenese bei Brustkrebs fordert,
was wiederum einen prognostisch negativen Einfluss beschreibt [106].

Der therapeutische Nutzen von Gal-7 wurde schon bei einigen Krankheitsbildern erprobt: Exogen
zugefiihrtes Gal-7 wurde bereits erfolgreich zur Reparatur von Hornhautverletzungen von Méau-
sen eingesetzt. Im Gegensatz dazu muss der Einsatz von Gal-7-Inhibitoren bei Tumoren getestet
werden, bei denen seine Expression mit einer ungiinstigen Prognose verbunden ist, wie Brust-
krebs. Diese kénnten auch selektiv nur auf intrazellulare oder extrazellulare Funktionen von Gal-7
abzielen, um nur bestimmte Prozesse zu hemmen [41]. Erste Versuche, Galectine bei Brustkrebs
gezielt zu bekampfen, wurden bereits unternommen: Grosset et al. hat gezeigt, dass die gezielte
Beeinflussung des CRD-unabhéngigen zytosolischen Gal-7 in Brustkrebszellen und damit die
Beeintrachtigung der p53-Funktionen eine wertvolle Strategie fur die Behandlung von Brustkrebs
sein konnte [102]. Der Einsatz von Gal-8 ist bisher noch nicht untersucht worden. Die Ausschal-
tung von Gal-3 erhoht die Empfindlichkeit von Tumorzellen gegentber dem apoptotischen Wirk-
stoff Arsentrioxid (ATO, der bereits von der US Food and Drug Administration fur die Behandlung
von akuter myeloischer Leuk&mie zugelassen ist) [37], was Gal-3 zu einem interessanten thera-
peutischen Ziel macht. Ein oral verabreichter Gal-3-Antagonist wurde bereits in einem Mausmo-
dell untersucht und fiihrte zu einem geringeren Wachstum von Lungenadenokarzinomen [103].
AuBerdem wurde ein Gal-1-Inhibitor entdeckt, der eine synergistische Wirkung mit dem
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Chemotherapeutikum Paclitaxel bei Brustkrebs zeigt [104]. Da Gal-7 zur gleichen Familie wie
Gal-1 gehort, kénnte ein ahnliches therapeutisches Potenzial fiir Gal-7 bestehen.

3.3 Paper ll: Ergebnisse und Diskussion

Die Rezeptorfamilie der Siglecs ist vor allem fur ihre Rolle bei immunbedingten Krankheiten be-
kannt und derzeit gibt es nur sehr wenige Daten Uber die Rolle von Siglecs auf Tumorzellen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden erste Hinweise auf eine mdgliche Rolle der Siglec-8-Expression
bei Brustkrebs gesammelt [2]. Bis jetzt wurde nur in zwei Studien die Expression von Siglec-8 bei
soliden Krebserkrankungen mittels IHC bestimmt (bei Nieren- und Magenkrebs [88, 89]), wobei
beide ahnliche Expressionsmuster wie in den Brustkrebsproben zeigten.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass hdhere Siglec-8-Expressionswerte
mit héherem Grading einhergehen, was darauf hindeutet, dass die Siglec-8-Expression bei der
Entdifferenzierung von Tumorzellen induziert werden kdnnte. Die Siglec-8-Expression ist bei ER-
positiven Tumoren signifikant hoher als bei ER-negativen Tumoren und bei TNBC am niedrigsten
[2]. Siglec-8 wurde in Bezug auf Uberlebensdaten nicht als prognostischer Faktor identifiziert. Die
Siglec-8-Expression korreliert jedoch mit den zuvor identifizierten prognostischen Faktoren Gal-7
(negativer prognostischer Faktor [1]). Bei der Auswertung dieser prognostischen Faktoren im Zu-
sammenhang mit der Siglec-8-Expression wurde gezeigt, dass eine hohe Gal-7-Expression in
der Untergruppe mit hoher Siglec-8-Expression mit einem schlechteren PFS verbunden ist und
die Kombination beider Faktoren somit eine prognostische Relevanz zeigt. Die Daten dieser Stu-
die deuten auf einen Zusammenhang zwischen Siglec-8 und prognostischen Faktoren, wie Gal-7,
bei Brustkrebs hin. Fur diese Arbeit wurde in Zellkulturexperimenten versucht eine Abhéngigkeit
der beiden Faktoren ausfindig zu machen, wobei der knockdown von Siglec-8 in der Zellkultur zu
einer reduzierten Gal-7-Expression auf mMRNA-Ebene flihrte, was auf eine Interaktion dieser bei-
den Proteine hindeutet [2]. Eine mdgliche Interaktion dieser beiden Proteine ist in der Literatur
bisher noch nicht zu finden. In GeneCards wird bisher nur eine Interaktion von Gal-3 mit Siglec-8
auf genetischer Ebene beschrieben [107]. Die Hohe der Expression von Gal-7 in Tumorzellen
wird von unterschiedlichen Mechanismen beeinflusst. Dabei reguliert der intrazellulare Spiegel
von Gal-7 unter anderem auch selbst die Hohe der Gal-7-mRNA-Expression [98]. Dies koénnte
eine mogliche Erklarung dafur sein, dass ein von mir in der Zellkultur durchgefihrter knockdown
von Siglec-8 zu einer verringerten mMRNA-Expression von Gal-7 fuhrt. N-Acetyllactosamine
(LacNAc)-Epitope binden bekanntlich an Galectine wie Gal-1, Gal-3 und Gal-7 [108]. Fur Gal-1
wurde eine wichtige Rolle der LacNAcs bei der Ubertragung von extrazellular nach intrazellular
nachgewiesen: extrazelluldre Glykane mit LacNAc-Epitopen, binden Gal-1 und fangen es so ext-
razellular ab. Eine a-2,6-Sialylierung dieser LacNAc-Epitope hemmt die Bindung von Gal-1 und
bewirkt den Transfer nach intrazellular und den anschlie@enden nukledren Transfer von Gal-1
[99]. Ein &hnlicher Mechanismus besteht womdglich auch fir Gal-7. Mdglicherweise spielt
Siglec-8 in diesem Transfer eine Rolle, da bekannt ist, dass es sialylierte LacNAcs binden kann
[109]. Auf diese Weise kdnnte Siglec-8 sialylierte extrazellulare LacNAc-Epitope stabilisieren und
die Freisetzung von extrazellular gebundenem Gal-7 férdern, das dann wieder nach intrazellular
Ubertragen werden konnte. Auf diese Vermutungen missen jedoch weitere Funktionsanalysen
folgen, um die vorgeschlagenen Interaktionen grundlich zu analysieren und zu bestatigen.

Die spezifische Hemmung von Siglec-8 kénnte zusatzlich zu endokrinen Therapien bei bestimm-
ten Brustkrebstumorarten eine therapeutische Strategie sein. Interessanterweise wird schon
lange ein Anti-CD33 (= Siglec-3)-Antikorper als Teil eines Antikdrper-Wirkstoff-Konjugats fur die
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Behandlung der akuten myeloischen Leukamie untersucht und ist auch als Wirkstoff zugelassen
[110]. Mehrere antikérperbasierte Therapien befinden sich mittlerweile in der klinischen Erpro-
bung fur die Behandlung von Lymphomen/Leukéamien und Autoimmunerkrankungen [111].

Weitere Untersuchungen in der Zellkultur im Rahmen dieser Promotionsarbeit, wie die Stimula-
tion mit Ostradiol hatten keinen Einfluss auf die Siglec-8-mRNA-Expression. Stimulation mit ei-
nem PPARYy-Agonisten (Rosiglitazone) hingegen flhrte zu einer stabilen mRNA-Erhéhung von
Siglec-8 [2]. In GeneCards [107] ist eine PPARy-Bindungsstelle im Transkriptionsfaktor des
Siglec-8-Genpromotors beschrieben, was die Wechselwirkung erklaren kénnte. Der Peroxisom-
Proliferator-aktivierte Rezeptor-y (PPARY) ist ein durch Liganden aktivierter nuklearer Hormonre-
zeptor, der als Transkriptionsfaktor fungiert und bei vielen Tumorarten, darunter auch bei Brust-
krebs, Uberexprimiert ist [112, 113]. Die Wirkungen von PPARy-Liganden bei Brustkrebs sind
noch nicht vollstandig geklart, aber Daten deuten darauf hin, dass Liganden wie Rosiglitazone
die Proliferation hemmen und die Apoptose induzieren [114]. Rosiglitazone wurde in klinischen
Studien untersucht [115], ohne jedoch einen Durchbruch zu erzielen [116]. Die Wirksamkeit der
PPARYy-Therapie kdnnte durch ein besseres Verstandnis der an verwandten Signalwegen betei-
ligten Proteine, wie Siglec-8, verbessert werden. Es wird davon ausgegangen, dass Siglec-F bei
Mausen das Aquivalent zu Siglec-8 beim Menschen ist [117]. Daher kénnten Experimente in vivo-
Mausmodellen durchgefihrt werden, um die Wirkung zu erproben.

Die Rolle von Siglecs in Tumoren, einschliel3lich méglicher therapeutischer Angriffspunkte, wird
derzeit untersucht. Die Forschung konzentriert sich auf die Rolle von Siglecs als zielgerichtete
Immun-Checkpoints [67]. Es wurde festgestellt, dass die CD33-Gruppe von Siglecs eine wichtige
Rolle als Immun-Checkpoint-Molekiile in der Tumor-Mikroumgebung von Brustkrebs spielt: Die
Hemmung von Siglec-7 (das auf Eosinophilen und natirlichen Killerzellen (NK) exprimiert wird)
konnte die Lyse von Tumorzellen durch NK-Zellen auslésen [118]. Siglec-9 wird auf TAMs expri-
miert und interagiert nachweislich mit MUC1 auf Tumorzellen [119, 120]. Darlber hinaus expri-
mieren TAMs hohe Mengen an Siglec-10, das mit CD24 interagiert. CD24 kann der dominierende
angeborene Immun-Checkpoint bei Eierstockkrebs und TNBC sein und ist ein vielversprechen-
des Ziel fur die Krebsimmuntherapie [121]. Siglec-1 (=CD169) fungiert als Adh&asionsmolekil und
kann die Erkennung und Internalisierung von mit Sialinsaure bestlickten Tumorzellteilen erleich-
tern. Somit kann CD169 an der Endozytose von Vesikeln, die von Tumoren gebildet werden,
beteiligt sein und es Makrophagen ermdglichen, entweder den Inhalt abzubauen oder die Auf-
nahme, Verarbeitung und Prasentation zu verbessern, um die Immunaktivierung zu steigern
[122]. Hierbei wird bereits die spezifische Ansteuerung von Siglec-1 auf der Oberflache von
Lymphknoten-Sinusmakrophagen zur Verbesserung einer antitumoralen Immunantwort erprobt
[123]. CD169-positive Makrophagen spielen auch bei Brustkrebs eine wichtige Rolle und kdnnten
als wichtige Marker genutzt werden [124]: Sie unterstitzen das Tumorwachstum und die Metas-
tasierung und die Untersuchung abhangiger Signalwege scheint essenziell zur therapeutischen
Unterstltzung der Immunantwort [75, 125]. Siglec-15 wird auf tumorassoziierten Makrophagen
und von einigen Tumoren exprimiert, wo es vermutlich zur immunsuppressiven Mikroumgebung
beitragt, beispielsweise Uber Produktion von TGF-B [126]. Siglec-15, das auf Antigen-prasentie-
renden Zellen als Inhibitor der T-Zell-Aktivierung identifiziert wurde, wird in einer friihen klinischen
Studie bei fortgeschrittenen soliden Tumoren mittels eines Antikdrpers erprobt. Siglec-15 wurde
an HER2-Antikorper gekoppelt und eine NK-Zell-vermittelte Abtétung von Tumorzellen wurde ge-
testet [127].

Alle diese Studien befassen sich mit dem Einfluss von Siglecs auf Immunzellen in der Mikroum-
gebung des Tumors. Im Gegensatz dazu konzentrierte sich diese Promotionsarbeit auf die Rolle
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von Siglec-8 auf dem Tumor selbst und liefert erste Hinweise auf eine Rolle der Siglec-8-Expres-
sion bei Brustkrebs. In weiteren Studien missen funktionelle Aspekte geklart werden, um seine
Rolle als mogliches therapeutisches Ziel zu bewerten.

3.4 Starken und Limitationen

Die Aussagekraft dieser Arbeit stiitzt sich auf die Datenerhebung an einem grof3en, breiten Pro-
benkollektiv mit langem Nachverfolgungszeitraum. Dennoch missen die Daten mit Vorsicht in-
terpretiert werden, da mittlerweile neue spezifische Therapiekonzepte (z.B. HER2-Antikdrper) die
Uberlebensdaten signifikant beeinflusst haben und sich deutlich von denen vor 20 Jahren (Zeit-
punkt der Sammlung des Kollektivs) unterscheiden. In vivo Studien und weitere Datenerhebun-
gen mit mehr Zelllinien (beispielsweise HER2-positive Brustkrebszellen) und mit Makrophagen
sind notwendig, um die Aussagekraft dieser Arbeit zu stérken und die Daten im Kontext heutiger
Therapiemoglichkeiten besser zu verstehen.
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4. Abstract

In the abstract, the research results and their significance for the field as well as possible limita-
tions of my work are discussed, and an outlook on potential future developments is given. For
more detailed results and discussions of the individual studies, reference is made to the corre-
sponding original papers, which are cited at the respective places and can be found in the appen-
dix.

4.1 Applied Research Methods

The aim of my research was to investigate Galectins (Gal-2, Gal-7, and Gal-8) and Siglecs as
prognostic factors or targets of therapies in a selected collective of breast cancer patients. The
investigated collective comprises a panel of 235 formalin-fixed, paraffin-embedded breast cancer
specimens. All patients were diagnosed with and underwent surgery for primary, non-metastatic
breast cancer between 1998 and 2000 at the Department of Gynecology and Obstetrics at Lud-
wig-Maximilians-University of Munich. Clinical and pathological data as well as follow-up data (up
to ten years) were obtained from the patients’ medical records and from the Munich Cancer Reg-
istry. Histopathologic subtype (no specific type (NST) vs. non-NST), tumor grading (G1-3) accord-
ing to Elston and Ellis (1993) criteria [7-9] and staging according to the TNM system [6] (T for
tumor size, N for lymph node status, and M for metastasis) were determined in gynecologic pa-
thology.

The embedded tissue was first examined by immunohistochemical staining (IHC) of the proteins
(initially Gal-2, Gal-7 and Gal-8, then Sigelc 8) and by determination of the semiquantitative im-
munoreactive score (IRS, Remmele and Stegner 1987, [90]) using a Leitz Diaplan microscope
(Leitz, Wetzlar, Germany). The score was obtained by multiplying the predominant staining inten-
sity (0: none; 1: low; 2: moderate; 3: high) and the percentage of positively stained cancer cells
(0 = 0%, 1=1-10%, 2 = 11-50%, 3 = 51%-80%, and 4 = 81%-100% stained cells). IRS was
determined separately in the cytoplasm and nucleus of the cancer cells. Subsequently, statistical
analyses were performed using SPSS Statistics 25: correlations were tested with Spearman's
rank correlation coefficient, group comparisons regarding IRS between different clinical and
pathological subgroups were tested with the Kruskal-Wallis test and presented as boxplot dia-
grams. Survival times between the different groups were compared using Kaplan-Meier analyses,
and differences were tested for significance using log-rank tests (Mantel-Cox). Cox regression
analyses were performed to determine the independence of prognostic factors. After evaluation
of these results, immunofluorescence staining was performed to further characterize specific
Gal-7 expressing cells. In the following work for the study of Siglec-8, the protein was studied in
cell culture experiments. The different breast cancer cell lines (MCF-7, MDA-MB-231, T-47D)
were stimulated with 3-estradiol or Rosiglitazone or a knockdown of Siglec-8 was performed.
Subsequently, mRNA levels of Siglec-8 and Gal-7 were determined by quantitative real-time
PCR, and at the protein level, a Western blot was performed for Siglec-8.

4.2 Paper |: Results and Discussion

Galectins have been shown to be a central factor in carcinogenesis [28, 38, 42]. Their significance
in breast cancer has not yet been adequately explored. In my breast cancer panel, IHC showed
sparse expression of Gal-2 and a prognostic benefit was not statistically demonstrated. Thus, this
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research was initially focused on Gal-7 and Gal-8, with Gal-7 particularly emerging as a very
promising prognostic factor and potential target in breast cancer therapy for further research.

In this thesis, it was shown that Gal-7 and Gal-8 expression in the cytoplasm positively correlates
with HER2 status, i.e., in HER2-positive carcinomas there is a significantly higher expression of
Galectin. Gal-7 is significantly higher expressed in NST tumors, as well as in PR-negative tumors.
In addition, significantly increased Gal-7 expression was observed in less differentiated cells
(higher grading), while Gal-8 expression was highest in well-differentiated cells (low grading).
Gal-7 was also shown to be present in macrophages adjacent to tumor cells. Increased Gal-7
expression was observed in tumor-surrounding macrophages at low grading. High Gal-7 expres-
sion in the cytoplasm was identified as a significant independent prognostic marker for poor pro-
gression-free survival (p = 0.017) in the overall cohort and with borderline significance also in the
HER2-positive subgroup. Tumors with high Gal-8 expression in the cytoplasm showed signifi-
cantly improved overall survival (p = 0.032). The combination of high Gal-7 expression and low
Gal-8 expression showed poor survival data: The results of this work suggest that the combination
of Gal-7 and Gal-8 expression may further improve prognostic accuracy. The cohort was divided
into two different groups: a small group (high Gal-8-, low Gal-7-expression) with a very good
outcome and a second group (high Gal-7-, low Gal-8-expression) with a poor outcome. [1]

Gal-7 appears to serve as a negative prognostic factor for clinical outcome in breast cancer [41],
this was shown by Demers et al. [53] and Grosset et al. [91] and is consistent with the data col-
lected for this work [1]. Grosset et al. [54] showed a correlation of strong Gal-7 expression and
increased HER2 positivity in breast cancer. A strong association between high Gal-7 expression
in the cytoplasm and HER2 amplification was also found in this work. In addition, HER2-positive
tumors with high Gal-7 expression showed a poorer prognosis [1]. This suggests that there may
be a functional connection between Gal-7 and HER2. HER2-positive tumors may be of particular
interest for potential treatment with Gal-7 as a target. Recently, Gal-3 has been shown to modify
the epidermal growth factor receptor (EGFR), which is a member of the ErbB receptor family, like
HER2. EGFR regulates cell growth and survival in normal and cancerous tissues [92-94]. To date,
only Gal-3 has been shown to be functionally connected to ErbB receptors, and a similar connec-
tion to Gal-7 could be possible.

In this work, Gal-8 expression was associated with better overall survival[1], similar results were
observed by Grosset et al. [91]. The results of this work show the advantage of increased prog-
nostic accuracy by a combination of both markers (Gal-7 and Gal-8) [1]. Similar effects have been
demonstrated for Galectin ligands: High levels of Gal-1 ligands and low levels of Gal-8 ligands
were observed in breast cancer patients, making their ratio a strong marker for breast cancer [95].
In this work, increased Gal-7 expression was observed in tumor surrounding macrophages
(TAMs) [1]. Tumor infiltrating macrophages could become increasingly important as therapeutic
strategies, and, in this context, Gal-7 plays a crucial role also in cervix cancer [96, 97].

Regarding the mechanisms of regulation of Galectin expression and distribution between nucleus
and cytoplasm, it is important to consider that Gal-7 is also provided extracellularly: Extracellular
Gal-7 controls the intracellular pool of Gal-7, both by increasing gene transcription (MRNA ex-
pression) and by a re-entry pathway into cells from extracellular to intracellular[98]. Similarly,
Gal-1 (which belongs to the same group as Gal-7) has been shown to be transferred from extra-
cellular to the nucleus, and the accumulation of Gal-1 in the nucleus promotes epithelial invasive-
ness in breast cancer [99]. In this work, Gal-7 was observed to be present in macrophages adja-
cent to tumor cells. Therefore, these macrophages could also be a source of extracellular Gal-7
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for tumor cells and regulate the intracellular Gal-7 pool. Tumor-associated macrophages are as-
sociated with poor survival rates in breast cancer [100], making Gal-7 even more interesting as a
therapeutic target. Notably, in breast cancer, gene regulation of Gal-7 via transcription factors has
been further explored. Gal-7 expression is influenced by p53 and other signaling pathways seem
to play a role: CCAAT/enhancer-binding protein beta (C/EBP) as a transcription factor could lead
to Gal-7 gene activation [55, 101]. Functional effects described for Gal-8 include activation of
activated leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM) [55, 102, 103] and activation of the endo-
thelial nitric oxide synthase (eNOS) pathway on endothelial cells [104]. However, these pathways
all describe a tumor-promoting potential of Gal-8, whereas Gal-8 was found to be a positive prog-
nostic factor in this work. Therefore, there may be other tumor suppressive pathways that need
to be further investigated, especially in relation to the isoforms of Gal-8 and the different affinities
of the carbohydrate binding specificity [105]. Gal-8 has been identified as a soluble factor released
by lymphatic endothelial cells that attracts podoplanin-expressing macrophages. This may result
in interaction on macrophage surfaces that promotes lymphangiogenesis in breast cancer, which
in turn describes a negative prognostic influence [106].

The therapeutic value of Gal-7 has already been tested in different pathologies: exogenously
supplied Gal-7 has already been successfully used to repair corneal lesions in mice. In contrast,
the use of Gal-7 inhibitors needs to be tested in tumors where its expression is associated with
an unfavorable prognosis, such as breast cancer. These could selectively target only intracellular
or extracellular functions of Gal-7 to inhibit specific processes [41]. Initial attempts to target Ga-
lectins in breast cancer have been made: Grosset et al. has shown that targeting the CRD-inde-
pendent cytosolic Gal-7 in breast cancer cells, thereby affecting p53 functions, could be a valua-
ble strategy for the treatment of breast cancer [102]. The use of Gal-8 has not yet been investi-
gated. Knockdown of Gal-3 increases the sensitivity of tumor cells to the apoptotic agent arsenic
trioxide (ATO, which is already approved by the US Food and Drug Administration for the treat-
ment of acute myeloid leukemia) [37], making Gal-3 an interesting therapeutic target. An orally
administered Gal-3 antagonist has already been studied in a mouse model and resulted in re-
duced growth of lung adenocarcinomas [103]. In addition, a Gal-1 inhibitor was discovered to
show a synergistic effect with the chemotherapeutic agent Paclitaxel in breast cancer [104]. Since
Gal-7 belongs to the same family as Gal-1, there may be similar therapeutic potential for Gal-7.

4.3 Paper ll: Results and Discussion

Siglecs are best known for their role in immune-related diseases and currently there is very little
data on their role in tumor cells. In this work, first evidence for a possible role of Siglec-8 expres-
sion in breast cancer was collected [2]. To date, only two studies have determined the expression
of Siglec-8 in solid cancers by IHC (in renal and gastric cancers [88, 89]), both showing similar
expression patterns as in breast cancer samples.

In this work, it has been shown that higher Siglec-8 expression levels are associated with higher
grading, suggesting that Siglec-8 expression may be induced during tumor cell dedifferentiation.
Siglec-8 expression is significantly higher in ER-positive tumors than in ER-negative tumors and
lowest in TNBC [2]. Siglec-8 has not been identified as a prognostic factor in terms of survival
data. However, Siglec-8 expression correlates with previously identified prognostic factor Gal-7
(negative prognostic factor [1]). In conjunction with Siglec-8 expression, it was shown that high
Gal-7 expression was associated with worse PFS in the subgroup with high Siglec-8 expression,
and thus the combination of both factors showed prognostic relevance. The data from this study
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suggest an association between Siglec-8 and prognostic factors, such as Gal-7, in breast cancer.
Cell culture experiments were used to find a dependence of the two factors: knockdown of Sig-
lec-8 in cell culture resulted in reduced Gal-7 expression at the mRNA level, suggesting an inter-
action of these two proteins [2]. Such an interaction has not yet been found in the literature. In
GeneCards, an interaction only of Gal-3 with Siglec-8 at the genetic level has been described
[107]. The level of expression of Gal-7 in tumor cells is influenced by different mechanisms. For
example, the intracellular level of Gal-7 itself regulates the level of Gal-7 mRNA expression [98].
This could be a possible explanation for the fact that a knockdown of Siglec-8 performed in cell
culture leads to a decreased mRNA expression of Gal-7. N-acetyllactosamine (LacNAc) epitopes
are known to bind to Galectins such as Gal-1, Gal-3 and Gal-7 [108]. For Gal-1, an important role
of LacNAcs in the transfer from extracellular to intracellular has been demonstrated: extracellular
glycans containing LacNAc epitopes bind Gal-1 and thus trap it extracellularly. An a-2,6-sialylation
of these LacNAc epitopes inhibits Gal-1 binding and causes transfer to intracellular and subse-
guent nucleolar transfer of Gal-1 [99]. A similar mechanism possibly exists for Gal-7. It is possible
that Siglec-8 plays a role in this transfer, as it is known to bind sialylated LacNAcs [109]. In this
way, Siglec-8 could stabilize sialylated extracellular LacNAc epitopes and promote the release of
extracellularly bound Gal-7, which could then be transferred back to intracellular. However, these
conjectures need to be followed by further studies to thoroughly analyze and confirm the proposed
interactions.

Specific inhibition of Siglec-8 could be a therapeutic strategy in addition to endocrine therapies
for certain breast cancer types. Interestingly, an anti-CD33 (= Siglec-3) antibody has been under
investigation as part of an antibody-drug conjugate for the treatment of acute myeloid leukemia
and has also been approved as an active agent [110] . Several antibody-based therapies are now
in clinical trials for the treatment of lymphomas/leukemias and autoimmune diseases [111].

Further studies in cell culture in the context of this thesis, such as stimulation with estradiol had
no effect on Siglec-8-mRNA expression. Stimulation with a PPARy agonist (Rosiglitazone), on
the other hand, resulted in a stable mRNA increase of Siglec-8 [2]. In GeneCards [107], a PPARy-
binding site is described in the transcription factor of the Siglec-8 gene promoter, which may
explain the interaction. Peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARYy) is a ligand-activated
nuclear hormone receptor that functions as a transcription factor and is overexpressed in many
tumor types, including breast cancer [112, 113]. The effects of PPARYy ligands in breast cancer
have not been fully elucidated, but data suggest that ligands such as Rosiglitazone inhibit prolif-
eration and induce apoptosis [114]. Rosiglitazone has been investigated in clinical trials [115], but
without notable success [116]. The efficacy of PPARYy therapy could be improved by a better
understanding of proteins involved in related signaling pathways, such as Siglec-8. Siglec-F in
mice is believed to be the equivalent of Siglec-8 in humans [117]. Therefore, experiments could
be performed in vivo mouse models to test the effect.

The role of Siglecs in tumors, including potential therapeutic targets, is currently under investiga-
tion. Research is focused on the role of Siglecs as targeted immune checkpoints [67]. The CD33
group of Siglecs has been found to play an important role as immune checkpoint molecules in the
tumor microenvironment of breast cancer: Inhibition of Siglec-7 (which is expressed on eosino-
phils and natural killer (NK) cells) could trigger lysis of tumor cells by NK cells [118]. Siglec-9 is
expressed on TAMs and has been shown to interact with MUC1 on tumor cells [119, 120]. In
addition, TAMs express high levels of Siglec-10, which interacts with CD24. CD24 may be the
dominant innate immune checkpoint in ovarian cancer and TNBC and is a promising target for
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cancer immunotherapy [121]. Siglec-1 (=CD169) functions as an adhesion molecule and can fa-
cilitate the recognition and internalization of sialic acid-loaded tumor cell parts. Thus, CD169 may
be involved in endocytosis of vesicles formed by tumors and allow macrophages to either degrade
the contents or enhance uptake, processing, and presentation to increase immune activation
[122]. Here, specific targeting of Siglec-1 on the surface of lymph node sinusoidal macrophages
to enhance an antitumor immune response is already being explored [123]. CD169-positive mac-
rophages also play an important role in breast cancer and could be used as important markers
[124]: They support tumor growth and metastasis and the study of dependent signaling pathways
seems essential to therapeutically support the immune response [75, 125]. Siglec-15 is expressed
by tumor-associated macrophages and by some tumors, where it is thought to contribute to the
immunosuppressive micro-environment, for example via production of TGF-f [126]. Siglec-15,
identified on antigene presenting cells as an inhibitor of T-cell activation, is being tested in an
early clinical trial in advanced solid tumors using an antibody. Siglec-15 has been coupled to
HER?2 antibodies and NK cell-mediated tumor cell killing has been tested [127].

All of these studies address the impact of Siglecs on immune cells in the tumor microenvironment.
In contrast, this work focused on the role of Siglec-8 on the tumor itself and provides the first
evidence for a role of Siglec-8 expression in breast cancer. Further studies need to clarify func-
tional aspects to evaluate its role as a potential therapeutic target.

4.4 Strengths and Limitations

The significance of this work is based on data collection from a large, broad sample collective
with a long follow-up period. Nevertheless, the data must be interpreted with caution, as new
specific therapy concepts (e.g. HER2 antibodies) have now significantly influenced the survival
data and differ markedly from those 20 years ago (time of collection of the collective). In vivo
studies and further data collection with more cell lines (e.g. HER2-positive breast cancer cells)
and with macrophages are necessary to strengthen the significance of this work and to better
understand the data in the context of today's therapeutic options.
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