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Zusammenfassung 1

1  Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die haufigste Tumorerkrankung der Frau. Moderne
Therapiekonzepte, welche Einfluss auf das Immunsystems nehmen, gewinnen
zunehmend an Bedeutung. Eine wichtige Voraussetzung fur deren Erfolg spielen dabei
Chemokine, endogene, chemotaktische Botenstoffe, die vor allem die
Leukozytenmigration in physiologischen, aber auch pathologischen Prozessen steuern.
Von besonderem Interesse sind im Mammakarzinom vor allem die CXCR3-Chemokine
CXCL9 und CXCL10. Sie sind einerseits fur die Rekrutierung von tumorsuppressiven
Immunzellen in die Tumormikroumgebung zustandig. Andererseits konnen Tumorzellen
den Chemokinrezeptor CXCR3 exprimieren, damit an Orte mit erhdhter
Chemokinkonzentration migrieren und die Invasivitat und Metastasierung von Tumoren
auf diese Art fordern.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression beider Chemokine im Tumorgewebe
sowie im Serum von Brustkrebspatientinnen mit klinikopathologischen Faktoren sowie
der Prognose zu korrelieren.

Es ergab sich kein Zusammenhang zwischen intratumoraler und peripherer
Chemokinkonzentration. Zudem fanden sich im Serum primdr metastasierter
Brustkrebspatientinnen héhere CXCL10-Konzentrationen als bei nicht metastasierten
Patientinnen. Auch zeigte sich das krankheitsfreie Uberleben nicht metastasierter
Patientinnen mit hohem Serum-CXCL9 verringert. Es stellte sich kein Einfluss der
intratumoralen oder systemischen Chemokinkonzentration auf das Gesamtuberleben
heraus, unabhangig vom Metastasierungsstatus.

Diese Beobachtungen waren unabhangig von etablierten prognostischen Faktoren wie
dem tumorbiologischen Subtyp, dem histologischen Grad oder dem Proliferationsindex.
Die Ergebnisse legen eine tumorsupportive Rolle hoher systemischer Konzentrationen
der CXCR3-Liganden im Mammakarzinom nahe. Somit kdnnten CXCL9 und CXCL10

zukUnftig als potentielle Serummarker fir eine schlechtere Prognose diskutiert werden.
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2  Einleitung

2.1 Das Mammakarzinom
211 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist die haufigste Krebserkrankung bei Frauen. Jahrlich werden
deutschlandweit rund 70.000 Neudiagnosen gestellt (Robert Koch-Institut, 2021) und
weltweit 2,4 Millionen neue Falle gemeldet (Fitzmaurice et al., 2017). Dies entspricht in
Deutschland fast einem Drittel der jahrlich neu auftretenden malignen Neoplasien bei
Frauen. Die weite Verbreitung spiegelt sich ebenfalls im Lebenszeitrisiko wider: Derzeit
erkrankt eine von acht Frauen im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs (Robert Koch-
Institut, 2021; Siegel et al., 2020). Bei der Diagnosestellung sind die Patientinnen im
Durchschnitt 64 Jahre alt (Robert Koch-Institut, 2021).

Es fallt zudem auf, dass die Inzidenz des Mammakarzinoms zunimmt. Erkrankten 1980
weltweit noch 641.000 Frauen pro Jahr, waren es drei Jahrzehnte spater mit 1.643.000
Frauen schon mehr als doppelt so viele (Forouzanfar et al., 2011).

Mit 17,7% aller Krebspatientinnen ist das Mammakarzinom fur den gréfiten Anteil der
krebsbedingten Todesfalle bei Frauen verantwortlich (Robert Koch-Institut, 2021). Im
Gegensatz zum Inzidenzanstieg zeigte sich in den letzten Jahrzehnten durch
weiterentwickelte Therapiekonzepte und neue Screeningmethoden ein Rickgang der
Mortalitat (Siegel et al., 2020).

Als Risikofaktor fur die Entwicklung eines Mammakarzinoms kann in erster Linie
steigendes Alter sowie eine familiare Pradisposition genannt werden.
Reproduktionsfaktoren wie eine frihe Menarche, eine spate Menopause sowie wenig,
keine oder eine spate erste Schwangerschaft erhéhen das Risiko ebenfalls. Zusatzlich
zu einem langen hormonell aktiven Zeitraum kann der Einsatz von (")strogenen, vor allem
postmenopausal, brustkrebsfordernd wirken. Hinzu kommen einige Lifestylefaktoren, die
einen moglichen Angriffspunkt fur eine Pravention darstellen. So konnen hoher
Alkoholkonsum und fettreiche Emahrung zur Erhéhung des Brustkrebsrisikos beitragen,

ebenso wie ein hoher BMI bzw. Adipositas (Reeves et al., 2007; Sun et al., 2017).

2.1.2 Stadien

Das Mammakarzinom wird analog zu anderen malignen Tumoren anhand der TNM-
Klassifikation in verschiedene Stadien eingeteilt. Dabei werden die Ausdehnung des
Primartumors (T), die Auspragung regionaler Lymphknotenmetastasten (N) sowie das

Vorliegen von Fernmetastasen (M) beurteilt (Tabelle 1). Fur die Charakterisierung der
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Lymphknoten spielt vor allem deren Lokalisation eine Rolle. Kontralateral befallene

axillare Lymphknoten werden hierbei als Fernmetastasen gewertet (Gaspar et al., 2017).

Hamatogene Fernmetastasen betreffen am haufigsten Knochen, Lunge und Leber (Y.

T. Lee, 1983).

Die Einstufung erfolgt zunachst klinisch sowie mittels Bildgebung in ein cTNM-Stadium

und nach operativer Resektion in ein histopathologisches pTNM-Stadium (Brierley et al.,

2017).

Tabelle 1: Histopathologisches Staging des Mammakarzinoms mittels pTNM-Klassifikation.
Modifiziert nach (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021)

pTNM-

Stadium Tumorausbreitung

pTX Primartumor kann nicht beurteilt werden

pTO Kein Nachweis fir Primartumor

pTis Carcinoma in situ

pT1 TumorgroRe <2 cm

pT2 Tumorgrofle >2 cm und <5 cm

pT3 Tumorgrofle >5 cm

pT4 Tumor jeder Gré3e mit Infiltration der Haut und/oder Brustwand

pNX Lymphknotenstatus kann nicht beurteilt werden (bspw. nach Resektion)

pNO Kein regionarer Lymphknotenbefall

pN1 Mikrometastasen, Befall 1-3 ipsilateraler Lymphknoten

pN2 Befall 4-9 ipsilateraler axillarer Lymphknoten oder klinisch erkennbarer
Lymphknoten entlang der A. mammaria int. ohne axillare
Lymphknotenmetastasen

pN3 Befall 210 ipsilateraler axillarer oder Befall infraklavikularer Lymphknoten;
Befall klinisch erkennbarer Lymphknoten entlang der A. mammaria int. mit
Befall min. eines axillaren Lymphknotens oder Befall > 3 axillarer
Lymphknoten sowie Sentinel-Lymphknoten entlang der A. mammaria int.,
aber nicht klinisch erkennbar; Befall ipsilateraler supraklavikularer
Lymphknoten

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

pM1 Fernmetastasen mikroskopisch bestatigt
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Die TNM-Klassifikation kann zuséatzlich um die peritumorale Invasion von Lymphgefalien
(L) sowie Venen (V) erweitert werden (Mohammed et al., 2011). Mit dem Préafix y wird
das Stadium nach neoadjuvanter Systemtherapie bezeichnet (Brierley et al., 2017).
Anhand der TNM-Klassifikation werden vier Stadien nach der union internationale contre
le cancer (UICC) unterschieden. Diese Stadien lassen sich in lokal begrenzte, lokal
fortgeschrittene sowie metastasierte Karzinome zusammenfassen (Woérmann et al.,
2018).

2.1.3 Histopathologische Klassifikation

Grundsatzlich werden maligne Neoplasien der Brust in invasive Karzinome und
Vorlauferlasionen unterteilt. Anhand ihres Ursprungsgewebes werden die invasiven
Mammakarzinome nach World Health Organisation (WHO) in solche ohne und mit
speziellem Typ unterschieden. Erstere Kategorie wurde friher auch als invasiv-duktales
Karzinom bezeichnet, entspringt dem Milchgangsepithel und macht mit 75% den groften
Anteil der Mammakarzinome aus. Die zweithdufigste Form ist das invasiv-lobulare
Karzinom, welches zu den speziellen Typen gehdért und sich aus dem Gewebe der
Milchdrisenlappchen entwickelt. Seltene Brustkrebsformen umfassen u.a. das
kribriforme sowie das inflammatorische Mammakarzinom (Bécker, 2013; Sinn et al.,
2013). Analog werden die Vorlauferlasionen in der Brust in duktale Carcinomata in situ
(DCIS) sowie lobulare Carcinomata in situ (LCIS) eingeteilt. Diese Tumore durchbrechen
die Basalmembran nicht und werden somit als nicht-invasiv eingestuft. Das DCIS gilt
daruber hinaus als obligate Prakanzerose (Sinn und Kreipe, 2013).

Zudem wird der Tumor histologisch auf seine Zelldifferenzierung hin gepruft. Fir das
Grading des Mammakarzinoms hat sich das nach Elston und Ellis modifizierte Bloom-
Richardson-System etabliert, welches den Tumor in Bezug auf Tubulusausbildung,
Kernpolymorphie und Mitoserate untersucht. Durch ein Punktesystem wird der Tumor in
drei Kategorien eingeteilt, welche eine starke Korrelation mit der Prognose aufweisen
(Elston et al., 1991).

2.1.4 Molekularbiologische Klassifikation

Das Mammakarzinom ist eine &ulerst heterogene Tumorentitat. Auf Basis
verschiedener tumorbiologischer und immunhistochemischer Auspragungsmerkmale
lassen sich einzelne Subtypen unterscheiden. Diese sind in Tabelle 2 dargestellit.

Bei dieser Einteilung ist vor allem die Erhebung des Hormonrezeptorstatus von

besonderer Bedeutung, welche bei allen Mammakarzinompatientinnen regular
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durchgefuhrt wird. Bis zu drei Viertel der Tumore sind Hormonrezeptor (HR)-positiv und
exprimieren somit Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptoren. Bei einem
immunhistochemischen Nachweis von min. 1% positiver Tumorzellkerne gilt ein Tumor
als hormonsensitiv (Hammond et al., 2010). HR-positive Tumore werden anhand des
human epidermal growth factor receptor (HER) 2- und Ki-67-Status zusatzlich in Luminal
A und Luminal B eingeteilt und haben gegeniber den anderen Subtypen eine bessere
Prognose (Sotiriou et al., 2003).

HER2-positive Tumoren finden sich in 15% bis 30% der Mammakarzinome (Ruischoff et
al., 2017; Slamon et al., 1989; Wolff et al., 2013). Der Wachstumsfaktorrezeptor HER2
fungiert als Protoonkogen. Dessen Uberexpression filhrt in der Regel zu einer
ungunstigen Prognose, bietet jedoch einen Angriffspunkt flr eine gezielte
Antikérpertherapie (Slamon et al., 1989; Untch et al., 2006). Die HER2-Expression wird
mittels Immunhistochemie (IHC) bestimmt und kann bei unklarem Ergebnis um eine
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) erweitert werden (Wolff et al., 2013). Tumoren
mit niedriger HER2-Expression in der IHC und negativer FISH werden neuerdings als
HER2-low Tumore bezeichnet (Shirman et al., 2023). Eine fehlende HER2-
Uberexpression wird als HER2-negativ gewertet.

Alle weiteren Mammakarzinome werden der Triple-negativen Gruppe zugeordnet, die
keinen der drei genannten Rezeptoren exprimiert und auch seltene histologische
Sonderformen umfasst (Goldhirsch et al., 2011). Der Triple-negative Subtyp ist im
Vergleich mit den anderen Subtypen mit der prinzipiell schlechtesten Prognose
vergesellschaftet (Liedtke et al., 2008).

Eine starke Auspragung des Proteins Ki-67 geht ebenfalls mit einer schlechteren
Prognose einher (Thor et al., 1999). Ki-67 Iasst sich sowohl im Zellkern sich teilender
Zellen als auch vermehrt in malignen Neoplasien nachweisen und wird entsprechend in
verschiedenen Tumorentitdten als Marker fur die Proliferationsrate genutzt (Gerdes et
al., 1983).

Tabelle 2: Immunhistochemische Subtypen des Mammakarzinoms.

HR = Hormonrezeptor, ER = Ostrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor. Modifiziert nach (Goldhirsch
et al, 2011)

Tumorsubtyp ER und/oder PR HER2 Ki67
Luminal A positiv negativ niedrig
Luminal B positiv positiv/negativ hoch
HER2-positiv negativ positiv jeder Wert

Triple-negativ negativ negativ jeder Wert
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2.1.5 Therapie

Die Behandlung des Mammakarzinoms wird durch multimodale Therapiekonzepte
beschrieben und ist abhdngig vom Stadium sowie der individuellen Tumorklassifikation.
Sie besteht aus verschiedenen Therapiemodalitaten, wobei bei nicht-metastasierten
Mammakarzinomen die operative Resektion meist die kurative Basis bildet. Zusatzlich
wird bei klinisch unauffalligen regionaren Lymphknoten eine Sentinel-
Lymphonodektomie durchgefuhrt, um den axillaren Lymphknotenstatus zu untersuchen
und im positiven Fall eine Axilladissektion vornehmen zu kénnen (McDonald et al.,
2016). Inzwischen werden meist brusterhaltende Verfahren angewandt, welche in
Kombination mit einer Bestrahlung vergleichbare Uberlebensraten wie nach einer
Mastektomie bieten. Zu der Operation kommen je nach Tumorsubtyp adjuvante
Malnahmen, welche in Tabelle 3 aufgelistet sind (Harbeck et al., 2019;
Leitlinienprogramm Onkologie, 2021).

Fur die Behandlung HR-positiver Karzinome stehen Wirkstoffe wie der selektive
Ostrogenrezeptor-Modulator Tamoxifen zur Verfiigung, welcher die Mortalitat dieser
Tumoruntergruppe vor allem in Kombination mit einer Chemotherapie signifikant senken
kann (Harbeck et al., 2019).

Bei HER2-positiven Tumoren bietet der gegen HER2 gerichtete monoklonale Antikorper
Trastuzumab eine zusatzliche Therapiemoglichkeit (Harbeck et al., 2019). Neuere
Arzneistoffe umfassen Lapatinib und Pertuzumab (Pondé et al., 2018). Daruber hinaus
wurden in den letzten Jahren Chemoimmunkonjugate wie Trastuzumab-Emtansin (T-
DM1) entwickelt, welche HER2-spezifische Antikdrper mit Zytostatika kombinieren, um
die Therapieeffektivitat zu steigern (Ferraro et al., 2021).

Eine Chemotherapie erfolgt in der Regel neben den in Tabelle 3 genannten Indikationen
ebenfalls bei jungen Patientinnen sowie bei schlecht differenzietem Tumorgewebe. Als
Zytostatika werden standardmafRig Kombinationen aus Anthrazyklinen und Taxanen
eingesetzt. Bei Triple-negativen Karzinomen konnen zusatzlich Platinderivate
Anwendung finden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021).

Eine neoadjuvante Systemtherapie wird unter anderem bei einer Tumorgrofie von Uber
5 cm, lokal fortgeschrittenen und inflammatorischen Mammakarzinomen durchgefuhrt
(McDonald et al., 2016).

Metastasierte Mammakarzinome werden als nicht heilbar angesehen und entsprechend
palliativ therapiert. Zum Einsatz kommen in erster Linie systemische Therapien, welche
in bestimmten Fallen durch eine Radiotherapie oder eine Operation ergdnzt werden
konnen (Harbeck et al., 2019).
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Tabelle 3: Adjuvante Systemtherapie des Mammakarzinoms nach Tumorsubtyp.
Modifiziert nach (Harbeck et al., 2019)

Subtyp Adjuvante Systemtherapie

Luminal A Endokrine +/- Chemotherapie

Luminal B Endokrine +/- Chemotherapie +/- Antikdrpertherapie
HER2-positiv Chemo- + Antikorpertherapie

Triple-negativ Chemotherapie

Hervorzuheben ist, dass viele eingesetzte Wirkstoffe neben ihrem pharmakologischen
Wirkmechanismus auch Einfluss auf das Immunsystem nehmen und so ihre Wirkung
ausuben oder verstarken. Als Beispiel sei die Wirkstoffgruppe der Poly-ADP-Ribose-
Polymerase (PARP)-Inhibitoren wie Olaparib genannt. Diese werden als
Chemotherapeutika beim metastasierten Mammakarzinom mit BRCA1- oder BRCA2-
Mutationen eingesetzt und verlieren bei Immundefizienz ihre Wirksamkeit. Dies legt
nahe, dass ihr Therapieeffekt abhangig von einem intakten Immunsystem ist (L. Ding et
al., 2018; Shen et al., 2019).
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2.2 Tumorimmunologie des Mammakarzinoms

Zusatzlich zu bekannten und etablierten Systemtherapien wie Chemotherapien wurden
Behandlungskonzepte onkologischer Erkrankungen in den letzten Jahren intensiv
weiterentwickelt. Insbesondere Patienten mit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen
konnten bisher bereits von innovativen Therapiekonzepten in der Immuntherapie
(gemeint: Immuncheckpointblockade) profitieren (Khalil et al., 2016).

Chen und Mellman beschreiben in ihrem ,Krebs-Immunitats-Zyklus“ die endogene
Aktivierung des Immunsystems gegen Tumorzellen, die prinzipiell zu einer wirksamen
Bekampfung und Eliminierung dieser fihren kann. Durch den Zelltod von Tumorzellen
werden Tumorantigene freigesetzt, welche von T-Zellen erkannt werden und zu einer
spezifischen T-Zell-Antwort fluhren. Zytotoxische T-Zellen (CTLs) migrieren und
infiltrieren den Tumor, wo sie durch die Sekretion porenbildender Proteine und
Einschleusung von Granzymen die Apoptose der Tumorzellen erwirken (Chen et al.,
2013; Zander et al., 2020).

Von Tumorzellen entwickelte negative Feedback-Mechanismen greifen jedoch in diesen
Prozess ein und verhindern eine effektive Immunbekampfung. Der Ansatz der meisten
Immuntherapien zielt entsprechend darauf ab, die Schritte der immunologischen
Reaktion zu reaktivieren (Pio et al., 2019). Bestimmte Therapiemechanismen fordern
beispielsweise die Migration tumorsuppressiver T-Zellen in den Tumor. Diese T-Zellen
werden als Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TILs) bezeichnet, die in den Tumor
einwandern und zu denen zusatzlich auch B-Zellen und Natuirliche Killerzellen (NK)
gezahlt werden (Teixeira et al., 2016). TILs gehoren mit verschiedenen Zelltypen wie
Fibroblasten und Endothelzellen sowie l6slichen Faktoren wie Zytokinen, Chemokinen
und Wachstumsfaktoren zur Tumormikroumgebung auch des Mammakarzinoms (TME).
Die Zusammensetzung des TME spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und
Progression des Mammakarzinoms und bietet darlber hinaus einen Angriffspunkt fir
verschiedene therapeutische Ansatze (Soysal et al., 2015).

Eine hohe Anzahl an TlLs geht im Mammakarzinom mit einer verbesserten Prognose
einher. Neben der direkten Tumorzellelimination erhdht ein ausgepragtes lymphozytares
Infiltrat das Ansprechen auf adjuvante sowie neoadjuvante Therapiekonzepte (Denkert,
Loibl, et al., 2018; Denkert et al., 2010; Loi et al., 2013; Mahmoud et al., 2011).

Die Rekrutierung von T-Zellen in den Tumor wird maf3geblich durch die Chemokine
CXC-Motiv-Chemokinligand (CXCL) 9 und CXCL10 initiilert (Chen und Mellman, 2013),
welche zusatzlich auch tumorsuppressive Naturliche Killerzellen in den Tumor locken
(Wendel et al., 2008).
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2.3 Chemokine und ihre Rezeptoren
2.3.1 Ubersicht

Chemokine sind chemotaktisch aktive Zytokine, die eine Gruppe von 47 verschiedenen
Molekilen umfassen und hauptsachlich die Chemotaxis von Immunzellen steuern. Sie
zeichnen sich durch eine molekulare Grofze von ca. 8-14 kDa aus und bestehen aus 70-
125 Aminosauren (Le et al., 2004; Zlotnik et al., 2000). Chemokine spielen eine wichtige
Rolle in physiologischen Prozessen wie der Embryogenese, Angiogenese,
Hamatopoese und Leukozytenmigration (Allen et al., 2007).

Die Chemokine der verschiedenen Subgruppen ahneln sich in ihrer Aminosauresequenz
und weisen eine charakteristische Tertiarstruktur auf. Bis auf eine Ausnahme enthalten
sie vier Cysteinreste. Diese bilden untereinander zwei Disulfidbricken aus, welche drei
antiparallele p-Faltblatter stabilisieren. An das flexible aminoterminale Ende schlie3en
sich eine starre N-Schleife und meist eine 310-Helix an. Dieser Bereich ist fur die
Rezeptorbindung und -aktivierung zustdndig. Angrenzend an das flexible
carboxyterminale Segment folgt eine a-Helix (Bronger et al., 2019). In

Abbildung 1 ist die Tertiarstruktur eines Chemokins beispielhaft abgebildet.

Abbildung 1: Tertidrstruktur eines CXC-Chemokins.

Beispielhaft ist CXCL11 dargestellt. Die zentralen, antiparallelen B-Faltblatter (griin) werden durch zwei
Disulfidbriicken stabilisiert (gelbe Kugeln). An das aminoterminale Ende schlielen sich die N-Schleife und
eine 310-Helix (rot) an. Angrenzend an das carboxyterminale Ende findet sich eine a-Helix (rot). Nach
(Bronger et al., 2019)
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Die Einteilung in vier Subgruppen erfolgt nach Anzahl und Position der Cysteinreste im
aminoterminalen Proteinbereich. Eine Ubersicht (ber die Nomenklatur des
Chemokinsystems gibt Tabelle 4.

In der CXC- oder auch a-Untergruppe sind die ersten beiden Cysteinreste durch eine
Aminosaure getrennt, wahrend sie in der CC- oder B-Gruppe benachbart sind. Letztere
bildet die grofdte Untergruppe und wirkt chemotaktisch auf viele Subtypen der
Leukozyten, wie z.B. auf Monozyten, T-Zellen, Naturliche Killerzellen und Mastzellen
(Zlotnik und Yoshie, 2000). Charakteristisch fur die XC- bzw. y-Subgruppe ist, dass am
N-Terminus das erste und letzte Cystein fehlen (Kelner et al., 1994). Die CX3C- oder
auch 0-Gruppe umfasst nur ein Molekil, das membrangebunden oder I8slich
vorkommende Fraktalkin, bei dem sich zwischen den ersten beiden Cysteinresten drei

Aminosauren befinden (Bazan et al., 1997).

Tabelle 4: Nomenklatur der humanen Chemokine und Chemokinrezeptoren.
Die ausschlieRlich murin vorkommenden Chemokine CXCL15, CCL6, CCL9/CCL10 und CCL12 sind nicht
mit aufgefiihrt. Modifiziert nach (Struyf et al., 2003; Zlotnik et al., 2012)

Gruppe Systematischer Name Weitere Namen Rezeptor
CXC-Familie CXCL1 GRO a, MGSA CXCR2
CXCL2 GRO B CXCR2
CXCL3 GROYy CXCR2
CXCL4 PF-4 CXCR3-B
CXCL4L1 PF-4v1 CXCR3-B
CXCL5 ENA-78 CXCR2
CXCL6 GCP-2 CXCR1, CXCR2
CXCL7 PBP, NAP-2 CXCR1, CXCR2
CXCL8 IL-8 CXCR1, CXCR2
CXCL9 MIG CXCR3
CXCL10 IP-10 CXCR3
CXCL11 I-TAC CXCRS3, CXCR7
CXCL12 SDF-1a/p CXCR4, CXCR7
CXCL13 BCA-1, BLC CXCR5, CXCR3
CXCL14 BRAK, Bolekine unbekannt
CXCL16 SR-PSOX CXCR®6
CXCL17 DMC unbekannt
CC-Familie CCL1 [-309 CCR8
CCL2 MCP-1 CCR2
CCL3 MIP-1qa, LD78a CCR1, CCR5
CCL4 MIP-1B CCR5

CCL5 RANTES CCR1, CCR3, CCR5
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CCL7 MCP-3 CCR1, CCR2, CCR3
CCL8 MCP-2 CCR1, CCR2, CCR5
CCL11 Eotaxin CCRS3, CCR5
CCL13 MCP-4 CCR2, CCR3
CCL14 HCC-1 CCR1, CCR3, CCR5
CCL15 HCC-2, Leukotactin-1 CCR1, CCR3
CCL16 LEC, HCC-4 CCR1, CCR2, CCR5, CCRS,
H4
CCL17 TARC CCR4
CCL18 DC-CK1, PARC PITPNM3
CCL19 MIP-3B, ELC CCR7
CCL20 MIP-3a, LARC CCR®6
CCL21 6Ckine, SLC CCR6
CCL22 MDC CCR4
CCL23 MPIF-1, CKB8 CCR1, FPRL-1
CCL24 MPIF-2, Eotaxin-2 CCRS3, CCR5
CCL25 TECK CCR9
CCL26 Eotaxin-3 CCR3, CX3CR1
ccL27 CTACK, ILC CCR10
CCL28 MEC CCR10, CCR3
XC-Familie XCLA1 Lymphotactin, SCM-  XCR1
1a, ATAC
XCL2 SCM-1pB XCR1
CX3C-
Familie CX3CL1 Fractalkine CX3CR1
Neben der strukturellen Einteilung konnen Chemokine auch funktionell in

homdoostatische und inflammatorische Untergruppen eingeordnet werden. Erstere finden

sich konstitutiv in bestimmten Zellen und Geweben und sichern die fir das Immunsystem

essentielle Zellmigration, wie z.B. das Durchwandern sekundarer lymphatischer Organe

wahrend der Reifung von B- und T-Zellen. Zusatzlich spielen sie eine essentielle Rolle

in der Kardio- und Angiogenese sowie der Entwicklung des Zentralnervensystems.

Inflammatorische Chemokine hingegen werden temporar als Reaktion auf bestimmte

Verletzungs- oder Entzindungsreize von zirkulierenden Leukozyten sezerniert. Ziel der

induzierbaren Chemokine ist es, Immunzellen an den Ort der Verletzung bzw.

Inflammation zu locken. Die Ubergange sind teils flieRend, je nach biologischer Situation

kénnen Chemokine auch beide Funktionen ausiben (Allen et al., 2007; Vandercappellen

et al., 2008).
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Chemokine entfalten ihre Wirkung maf3geblich durch die Bindung an ihren passenden
Oberflachenrezeptor. Der Hauptanteil dieser besteht aus G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Bindet ein Ligand daran, verandert der Rezeptor seine Konformation und
wird aktiviert. Infolgedessen werden intrazelluldre Signalkaskaden ausgeldst wie z.B. die
Stimulation von Tyrosinkinasen oder Phospholipasen (Fernandez et al., 2002). Es
kommt zur Migration der Zielzellen, welche einem Konzentrationsgradienten folgend in
das Gewebe mit der hochsten Chemokinkonzentration einwandern (Luster, 1998; Struyf
et al., 2003; Vandercappellen et al., 2008).

Die Rezeptoren werden analog ihrer Liganden in vier Gruppen eingeteilt: CXC-, CC-,
XC- und CX3C-Rezeptoren, wobei zwischen Rezeptor und Ligand meist keine
Exklusivitat besteht (s. Tabelle 4). Zusatzlich existieren atypische Rezeptoren, von
denen aktuell sieben verschiedene bekannt sind. Diese weichen von der typischen
Struktur ab, agieren nicht Uber G-Proteine und vermitteln keine Chemotaxis (Bachelerie
et al., 2014; Zlotnik und Yoshie, 2012).

Unabhangig der Bindung an Rezeptoren kdnnen die basischen Chemokine mit negativ
geladenen Glykosaminoglykanen (GAG) der Glykokalix und Extrazellularmatrix
interagieren, um einen Konzentrationsgradienten aufzubauen und aufrechtzuerhalten
(Thompson et al.,, 2017). Die Chemokine werden dadurch an der Oberflache von
Endothelzellen gebunden und zirkulierenden Lymphozyten prasentiert (Van Raemdonck
et al.,, 2015). Dieser Mechanismus ist essentiell fir das Auslosen einer Zellmigration.
Durch Affinitat fir bestimmte Chemokine sowie fluktuierender Expression der GAG kann

die Immunantwort angepasst und reguliert werden (Mortier et al., 2012).

2.3.2 CXC-Chemokine

Die CXC-Chemokine bilden die zweitgrofldte Untergruppe der Chemokine. Aktuell sind
17 verschiedene Proteine bekannt, wobei eines davon, CXCL15, ausschlie3lich murin
vorkommt (Bachelerie et al., 2014).

Die CXC-Familie kann ferner in eine ELR-positive und eine ELR-negative Gruppe
differenziert werden. Das ELR-Motiv beschreibt ein Tripeptid aus Glutaminsaure, Leucin
und Arginin, welches sich vor der CXC-Domane befindet (Strieter et al., 1995). Dabei
fordern ELR-positive CXC-Chemokine die Angiogenese, indem sie Endothelzellen und
Neutrophile rekrutieren, die wiederum den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor A
(VEGF-A) produzieren und speichern kbnnen (Addison et al., 2000; Scapini et al., 2004).
ELR-negative CXC-Chemokine hemmen diese angiogenetische Aktivitat und wirken so
angiostatisch. Eine Ausnahme bildet CXCL12, welches kein ELR-Motiv ausbildet, jedoch

trotzdem angiogenetisch wirkt (Strieter et al., 1995).
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Mit Ausnahme von CXCL12 und CXCL13 werden die CXC-Chemokine den
inflammatorischen Chemokinen zugeordnet (Vandercappellen et al., 2008).

Einigen CXC-Chemokinen wird eine tumorsupportive Wirkung zugeschrieben. Unter
anderem konnen sie das Tumorwachstum und die Metastasierung begunstigen, indem
sie die tumorgerichtete Migration von tumorférdernden Immunzellen wie myeloiden
Suppressorzellen und regulatorischen T-Zellen induzieren (Nagarsheth et al., 2017).
Tumorsupprimierende CXC-Chemokine kénnen wiederum den Tumor bekdmpfende
Immunzellen wie TH1-Helferzellen, CD8-positive T-Zellen und Natirliche Killerzellen in
das Tumormilieu locken und so zu einer Tumorregression beitragen (Nagarsheth et al.,
2017).

2.3.3 CXCL9, CXCL10 und ihr Rezeptor CXCR3

Die Chemokine CXCL9 und CXCL10 gehoren zu den inflammatorischen Chemokinen
und werden entsprechend als Antwort auf bestimmte Entzindungsreize sezerniert. Sie
vermitteln die Chemotaxis verschiedener Leukozytenpopulationen hin zu
inflammatorischen Bereichen. Dazu gehoéren vor allem Naturliche Killerzellen und
aktivierte T-Lymphozyten. Daruber hinaus bilden sie kein ELR-Motiv aus und wirken
somit angiostatisch (Nagarsheth et al., 2017; Zlotnik und Yoshie, 2012).

CXCL9 und CXCL10 zeichnen sich durch eine hohe strukturelle Homologie aus (Muller
et al., 2010). Beide Chemokine binden an den G-Protein-gekoppelten Chemokinrezeptor
CXCR3, welcher zudem CXCL11 als zusatzlichen Liganden aufweist. Dabei besitzt
CXCL11 die hochste Rezeptoraffinitat, gefolgt von CXCL10 und schlief3lich CXCL9
(Meyer et al., 2001).

CXCR3 findet sich vor allem auf aktivierten T-Zellen, Natlrlichen Killerzellen,
Makrophagen, Endothel- und dendritischen Zellen (Garcia-Lopez et al., 2001; Loetscher
et al., 1996; Loetscher et al., 1998). Durch alternatives Splicing entstehen verschiedene
Isoformen. CXCR3-A, die Hauptform, findet sich zum Beispiel in der Plazenta, wahrend
auf mikrovaskuldarem Endothel ausschliellich CXCR3-B exprimiert wird. Zudem lassen
sich beide Varianten in Herz, Niere, Leber und Skelettmuskulatur nachweisen. Die
Rezeptorformen unterscheiden sich zudem in der Funktion: Die Bindung an CXCR3-A
vermittelt proliferative, migratorische und antiapoptotische Effekte (Lasagni et al., 2003;
Y. Lietal., 2015). Die Interaktion mit CXCR3-B fuhrt hingegen zu Wachstumshemmung,
Apoptose und Angiostase. Ferner ermdglicht CXCR3-B zusatzlich die Bindung von
CXCL4 und seiner Variante CXCL4L1 (Lasagni et al., 2003). Die Funktion der
Splicevariante CXCR3-alt ist nicht abschliellend geklart, sie scheint jedoch trotz



Einleitung 14

struktureller Abweichungen die chemotaktische Funktion von CXCL11 zu vermitteln
(Ehlert et al., 2004).

Eine Stimulation mit dem immunmodulatorischen Zytokin Interferon-gamma (IFN-y) fuhrt
in zahlreichen Zellen zur Synthese und anschlieRender Sezernierung beider Chemokine.
Dazu gehéren neben TH1-Zellen, Keratinozyten, Endothelzellen, Monozyten und
Fibroblasten auch Tumorzellen (Luster et al., 1987; Park et al., 2002; Rossi et al., 2000).
CXCL10 kann zusatzlich durch IFN-a, IFN-B und Tumornekrosefaktor (TNF)-a induziert
werden, wohingegen CXCL9 nur auf TNF-a anspricht, wenn es synergistisch mit IFN-y
wirkt (Farber, 1990; Ohmori et al., 1997; Ohmori et al., 1993; Vanguri et al., 1990). Durch
endogene Stoffe wie Prostaglandin E2 kann die Sekretion beider Chemokine inhibiert
werden (Bronger et al., 2012).

CXCL9 und CXCL10 sind durch Ubersteigerte Immunaktivierung mit der Pathogenese
verschiedenster Krankheitsbilder assoziiert, zu denen beispielsweise die proliferative
Glomerulonephritis, die rheumatoide Arthritis sowie chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen gehdren (Ostvik et al., 2013; Patel et al., 2001; Romagnani et al.,
1999; Uguccioni et al., 1999).

2.3.4 Das CXCR3-Chemokinsystem in Tumoren

In Tumorerkrankungen spielen CXCL9 und CXCL10 eine wichtige, jedoch divergente
Rolle. Das CXCR3-System wird in der Literatur haufig als ,zweischneidiges Schwert®
bezeichnet: Werden die beiden Liganden in der Tumormikroumgebung exprimiert, fuhrt
dies zu einer Steigerung der protektiven Immuninfiltration mit Tumorregression. Wird der
CXCR3-Rezeptor jedoch von Tumorzellen selbst exprimiert, werden Tumorwachstum
und Metastasierung geférdert (Billottet et al., 2013; Cerny et al., 2015).

Der antitumorale Effekt der CXCR3-Chemokine entsteht vor allem durch die
Rekrutierung tumorsuppressiver Lymphozyten. Wie Abbildung 2 zeigt, sind CXCL9 und
CXCL10 fur die Rekrutierung und Migration tumorinfiltrierender Lymphozyten wie TH1-
Zellen, zytotoxischen T-Zellen und Naturlichen Killerzellen aus dem peripheren Blut in
das Tumorgebiet zusténdig. Dies wird durch die Expression des CXCR3-Rezeptors auf

den entsprechen Zellen ermdglicht (Nagarsheth et al., 2017; Wendel et al., 2008).
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Abbildung 2: Schematische Ubersicht der antitumoralen Aktivitit verschiedener Chemokine.
Immunzellen, welche verschiedene Chemokinrezeptoren exprimieren, werden durch Chemokine rekrutiert
und wandern aus dem Blut in den Tumor ein. Dort eliminieren sie Tumorzellen und filhren zu einer
Tumorregression. Modifiziert nach (Nagarsheth et al., 2017)

Beobachtungen im Plasmozytom, Lymphom, Melanom und Ovarialkarzinom konnten
demonstrieren, dass CXCL9 und CXCL10 durch die Rekrutierung von TILs zu einer
Unterdriickung des Tumorwachstums und einem verlangerten Uberleben fiihren
(Bronger et al., 2016; Luster et al., 1993; Wendel et al., 2008).

Auch im Mammakarzinom konnte die protektive Wirkung von CXCL9 und CXCL10 durch
eine verstarkte Immunzellinfiltration sowohl im Mausmodell als auch in vivo bestatigt
werden. Dieser Effekt wurde durch eine Immundefizienz aufgehoben (Denkert et al.,
2010; Luster und Leder, 1993; Walser et al., 2007).

Analog dazu zeigten Denkert et al. und Specht et al., dass eine hohe Expression von
CXCL9-mRNA im Brustkrebsgewebe mit einem besseren Ansprechen auf eine

Chemotherapie und somit einer besseren Prognose einhergeht (Denkert et al., 2010;
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Specht et al., 2009). Wie eine Studie im Kolonkarzinom-Modell herausfand, wird CXCL9
im intratumoralen Milieu bendtigt, um ein Ansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibitoren
zu ermoglichen, welche auch im Mammakarzinom eingesetzt werden (Chow et al.,
2019).

Hinzu kommt, dass CXCL9 und CXL10 durch die Hemmung von VEGF die
Neovaskularisation des Tumors verhindern und so ein Tumorwachstum eindammen
konnen (Angiolillo et al., 1995; Aronica et al., 2009; Bronger, 2019; Nagarsheth et al.,
2017).

Tumorigene Eigenschaften durch CXCL9 und CXCL10 kénnen jedoch entstehen, wenn
ihr Rezeptor CXCR3 von Tumorzellen exprimiert wird. Eine hohe CXCR3-
Ligandenexpression an Orten unabhangig des Tumors kann zur Migration der
Tumorzellen entlang eines Konzentrationsgradienten fuhren, wodurch Invasivitat und
Metastasierung geférdert werden (Billottet et al., 2013; X. Ma et al., 2009). Die
Chemokine konnen so direkte Wirkungen auf die Tumorzellen selbst ausiben.

Abbildung 3 stellt diesen Mechanismus schematisch dar.

Primartumor

CXCL9
e CXCL10

Metastatische
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-]
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NK-Zellen Angiogenese

T-Lymphozyten

Abbildung 3: Rolle von CXCL9 und CXCL10 in soliden Tumoren.

Das CXCR3-Chemokinsystem Ubt einerseits durch die Rekrutierung von Naturlichen Killerzellen und T-
Lymphozyten sowie durch die Hemmung der Tumorangiogenese einen tumorsupprimierenden Effekt aus.
Andererseits kdnnen Tumorzellen den CXCR3-Rezeptor zur Ausbildung metastatischer Nischen nutzen. Mit
freundlicher Genehmigung von H. Bronger.

Im Ovarialkarzinom, Osteosarkom, Melanom und Kolonkarzinom tragt CXCR3
entscheidend zur Ausbildung von Metastasen und so zu einer unglnstigeren Prognose
bei (Kawada et al., 2007; Kawada et al., 2004; Pradelli et al., 2009; Windmuller et al.,
2017).

Auch im Mausmodell des Mammakarzinoms zeigte sich die Metastasierung abhangig

von CXCR3: Ein Antagonismus fuhrte zu reduzierter pulmonaler Metastasierung, ohne
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das lokale Tumorwachstum in der Brust zu beeintrachtigen (Walser et al., 2006). Ma et
al. bestatigten diese Beobachtung durch das Silencing des CXCR3-Gens. Beide
Forschungsgruppen konnten bei diesen Effekten eine Abhangigkeit von Naturlichen
Killerzellen nachweisen (X. Ma et al., 2009; Walser et al., 2006).

Des Weiteren ist die Expression von CXCR3 im Mammakarzinom mit einer schlechten
Prognose korreliert. Vor allem in Patientinnen ohne Lymphknotenbefall tragt eine hohe
Expression zu einem kirzeren krankheitsfreien Intervall und einer reduzierten
Uberlebenszeit bei (Bronger et al., 2017; X. Ma et al., 2009). Zudem ist eine starke
CXCRB3-Auspragung mit einer groRen Tumorausdehnung sowie einer hdheren Anzahl
an Lymphknotenmetastasen vergesellschaftet (X. Ma et al., 2009).

CXCL9 und CXCL10 sind somit fur die Immunmodulation in Tumorerkrankungen von
grolRer Bedeutung. Sie kénnen durch parakrine Aktivitat tumorsuppressive Wirkungen
erzielen, indem sie tumorinfiltrierende Lymphozyten in die Tumormikroumgebung
locken. Andererseits konnen sie autokrin direkt auf Tumorzellen wirken und fur eine

Zunahme der Invasivitat, Proliferation und Metastasierung sorgen (Bikfalvi et al., 2020).
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2.4 Zielsetzung der Arbeit

Chemokinen wird in der Entstehung, Metastasierung sowie der endogenen Bekampfung
von Tumorerkrankungen eine bedeutende Rolle zugesprochen. Besonders CXCR3-
Liganden im Tumor sorgen fur eine Infiltration von tumor-suppressiven T-Zellen. Durch
die Expression von CXCR3 auf Tumorzellen kdnnen diese jedoch an Orte mit hoher
Chemokinkonzentration migrieren, was zu Invasivitat und Metastasierung des Tumors
beitragen kann.

Bisher existieren vor allem Arbeiten zur Expression der Chemokine im
Brustkrebsgewebe selbst und der damit einhergehenden Assoziationen mit klinischen
Parametern und Auswirkungen auf die Prognose. Es ist bisher unzureichend untersucht,
inwiefern sich diese Erkenntnisse auch auf die Chemokinkonzentration im peripheren
Blut Gbertragen lassen.

Ziele der vorliegenden Arbeit bestanden vorranging darin, die jeweiligen CXCL9- und
CXCL10-Werte im Blut von 278 therapienaiven Mammakarzinom-Patientinnen mit
klinischen Parametern und histomorphologischen Daten zu korrelieren. Dabei wird vor
allem der Fragestellung nachgegangen, ob  Abweichungen in der
Chemokinkonzentration zwischen den einzelnen Tumorstadien und den
tumorbiologischen Subtypen bestehen.

Daruber hinaus wird der Zusammenhang zwischen Serumkonzentration der CXCRS3-
Liganden und ihrer Expression im Tumorgewebe untersucht.

Zudem wird der Krankheitsverlauf abhangig von der CXCL9- bzw. CXCL10-
Konzentration im Serum untersucht und damit auch die Frage adressiert, ob die
systemische Chemokinkonzentration als prognostisch relevanter peripherer Marker

beim Mammakarzinom fungieren kann.
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3 Material und Methoden

3.1 Projektplan und Studienaufbau

Diese Promotionsarbeit ist Teil der Studie ,Expression, Funktion und Klinische
Bedeutung der Chemokine CXCL9 und CXCL10 sowie ihres Rezeptors CXCR3 beim
Mammakarzinom des Menschen“ der Frauenklinik am Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitat Minchen.

Den Studienteiinehmerinnen wurde bei der Vorstelung in einer der
Brustkrebssprechstunden des Interdisziplinaren Brustzentrums am Klinikum rechts der
Isar jeweils zwei Serum- und ein EDTA-R6hrchen Blut abgenommen. Die Seren wurden
30 Minuten lang bei Raumtemperatur gelagert und anschlieRend zehn Minuten lang bei
10.000 g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde abgenommen und in
Kryotanks mit flissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert. Zur Verarbeitung und Messung
wurden die Proben aufgetaut und die Konzentrationen von CXCL9 und CXCL10 per
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) aus dem Probandinnenserum bestimmt.
Zum Messzeitpunkt handelte es sich um praoperative und therapienaive Patientinnen.
Der Zeitraum der Patientinnen-Rekrutierung erstreckte sich von Dezember 2011 bis April
2019. Wahrend der Anbindung an das Interdisziplindre Brustzentrum des Klinikums
rechts der Isar wurden mit Einverstandnis klinische und histomorphologische Daten der
Patientinnen erhoben und dokumentiert. Die Studie wurde durch die Ethikkommission
des Klinikum rechts der Isar bewilligt und nach den ethischen Grundsatzen der
Deklaration von Helsinki durchgefuhrt.

In die Studie wurden 278 Patientinnen im Alter zwischen 22 und 91 Jahren
eingeschlossen.  Ausschlusskriterien  waren andere  Karzinomerkrankungen,
Autoimmunerkrankungen, chronisch-entzindliche Darmerkrankungen, chronische
Virushepatitiden, HIV-Infektionen, Kollagenosen, rheumatoide Arthritiden, sowie
systemische Kortison- oder Heparintherapien. Eine Beschreibung der klinischen
Merkmale des Patientinnenkollektivs findet sich in Tabelle 5.

Lokoregional begrenzte, nicht metastasiete Mammakarzinome unterscheiden sich
erheblich von metastasierten Mammakarzinomen und werden daher als ganzlich
unterschiedliche Krankheitsentitdten betrachtet. Deswegen wurde fur die meisten
Fragestellungen eine Unterteilung der Patientinnen in das MO- (nicht metastasierte) und
das M1- (primar metastasierte) Kollektiv vorgenommen. Dabei umfasste das M1-
Kollektiv nur Patientinnen mit primar metastasiertem Mammakarzinom, nicht solche, die

erst im Krankheitsverlauf Fernmetastasen entwickelten.
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Nicht fur alle Patientinnen waren Angaben zu jedem Merkmal verfugbar. Es wurde
zunachst das Gesamtkollektiv betrachtet (inklusive benigner Befunde und in situ-
Karzinome) und dieses anschlieBend in nicht metastasierte (MO) sowie primar
metastasierte Karzinome (M1) aufgeteilt.

Insgesamt fanden sich in dem betrachteten Kollektiv 15 Patientinnen mit einem benignen
Mammabefund, zwei Patientinnen mit einem in situ-Karzinom, 237 Patientinnen mit
nicht-metastasiertem Brustkrebs (davon 170 Patientinnen mit nodal-negativem und 52
Patientinnen mit nodal-positivem Brustkrebs) sowie 22 Patientinnen mit primar
metastasiertem Brustkrebs. Nicht fur alle Patientinnen waren Daten zum Nodalstatus
verfugbar. Fir jeweils eine Patientin fehlten Angaben zur Dignitdt bzw. zum
Metastasierungsstatus.

Unter den 15 benignen Mammabefunden lagen vier Fibroadenome, zwei benigne
Phylloidestumore, eine Mammazyste und eine komplex-serosierende Lasion ohne
invasives Tumorwachstum vor. Eine Patientin wurde mit Mollusca contagiosa
(Dellwarzen) diagnostiziert. Zu den weiteren Patientinnen mit benignem Befund lagen
aulRer dem fehlenden Malignitatsnachweis keine weiteren Details vor.

Fur das Grading wurden die TMAs und Tumorbiopsien nach Elston und Ellis in die drei
histologischen Stadien G1 (gut differenziert, geringer Malignitatsgrad), G2 (maRig
differenziert, maliger Malignitatsgrad) und G3 (schlecht differenziert, hoher
Malignitatsgrad) eingeteilt (Elston und Ellis, 1991).

Bei der Betrachtung des Hormonrezeptorstatus galten Tumore mit 21% positiven

Tumorzellen als Hormonrezeptor-positiv (Nofech-Mozes et al., 2012).

Tabelle 5: Ubersicht iiber das Patientinnenkollektiv.

Dargestellt sind sozioanamnestische, klinikopathologische und tumorbiologische Daten und
Verlaufsparameter fiir das Patientinnenkollektiv. Fir das Alter, die Anzahl an Schwangerschaften, die
Anzahl an TILs und den Ki-67-Status standen nicht flir alle Patientinnen Daten zur Verfligung. Die Parameter
Lokalrezidiv, Axillarezidiv, Fernmetastasen und verstorben beziehen sich auf das Auftreten im Verlauf der
Studie.

* = Prozentangaben beschreiben den Anteil an den malignen Befunden ohne DCIS (n = 260).
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Gesamtkollektiv (n = 278)

MO-Kollektiv (n = 237)
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M1-Kollektiv (n = 22)

n Median n Median n Median
(Spannweite) (Spannweite) (Spannweite)
Alter 267 58 (22-91) 237 58 (22-91) 22 61 (34-84)
Schwangerschaften 147 2 (1-7) 133 2 (1-7) 11 2 (1-4)
TILs (%) 53 10 (0-40) 44 5 (0-40) 8 5 (0-30)
Ki-67 (%) 61 15 (1-70) 55 15 (1-70) 4 27,5 (20-35)
n % n % n %
Menopausenstatus
pramenopausal 93 33,5 84 35,4 4 18,2
perimenopausal 12 4,3 11 4,6 1 4,5
postmenopausal 164 59 141 59,5 17 77,3
unbekannt 9 3,2 1 0,4
Malignitat
benigne 15 5,4
maligne 262 94,2
unbekannt 1 0,4
pT-Stadium*
pTO-pT1 151 54,3 144 60,8 3 13,6
pT2-pT4 76 27,3 67 28,3 8 36,4
unbekannt 51 18,3 26 11 11 50
pN-Stadium*
pNO 170 61,2 163 68,8 4 18,2
pN1 52 18,7 44 18,6 6 27,3
unbekannt 56 20,1 30 12,7 12 54,5
M-Status*
MO 237 91,1
M1 22 8,5
unbekannt 1 0,4
Histologischer Grad*
G1 30 10,8 29 12,2 1 4,5
G2 147 52,9 137 57,8 7 31,8
G3 68 24,5 55 23,2 11 50
unbekannt 33 11,9 16 6,8 3 13,6
Tumorsubtyp*
HR+ 191 68,7 173 73 15 68,2
HER+ 36 12,9 31 13,1 4 18,2
TNBC 30 10,8 28 11,8 1 4,5
unbekannt 8 2,9 5 2,1 2 9,1
Lokalrezidiv*
nein 214 77 193 81,4 16 72,7
ja 10 3,6 9 3,8 1 4,5
unbekannt 54 19,4 35 14,8 5 22,7
Axillares Rezidiv*
nein 181 65,1 162 68,4 13 59,1
ja 4 1,4 3 1,3 1 4,5
unbekannt 92 331 72 30,4 8 36,4
Fernmetastasen*
nein 175 62,9 168 70,9
ja 48 17,3 29 12,2
unbekannt 55 19,8 40 16,9
Verstorben*
nein 251 90,3 228 96,2 18 81,8
ja 11 4 7 3 4 18,2
unbekannt 16 5,8 2 0,8
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3.2 Materialien und Gerate

3.2.1 Chemikalien

Tabelle 6: Genutzte Chemikalien.
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Chemikalie Firma Methode
Antibody Diluent Agilent Dako, Santa Clara, USA IHC
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, MN, USA ELISA
(D,\ilr:;tlzi;natl})/drogenphosphat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland ELISA
gg;gsgﬁ"(gfg’s"")”ced Salt | ite Technologies, Carlsbad, CA, USA IHC
Hamalaun Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland IHC
Isopropanol Ins_titut f_[]f Pa’_[.hologie, Technische IHC
Universitat Minchen, Deutschland
Kaliumchlorid (KCI) Sigma-Aldrich, St. Louis, MN, USA ELISA
F;I'_il;ggizg’droge”ph“phat Sigma-Aldrich, St. Louis, MN, USA ELISA
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland IHC, ELISA
Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt, Deutschland ELISA
Peroxidase Substrat 'IJéeArmo Fisher Scientific, Waltham, MA, ELISA
Pertex Eindeckmittel Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland IHC
Salzsaure (HCI) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland IHC
Schwefelsaure (H2S04) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland ELISA
Trizma®-Base Sigma-Aldrich, St. Louis, MN, USA IHC
Tween®-20 Merck, Darmstadt, Deutschland ELISA
Wasserstoffperoxid (H202) Merck, Darmstadt, Deutschland IHC
Zitronensauremonohydrat g0 Aldrich, St. Louis, MN, USA IHC

(C6H807 x H20)
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3.2.2 Antikorper fiur die Inmunhistochemie

Tabelle 7: Fur die Immunhistochemie genutzte Priméarantikorper.
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Antikérper Wirtsspezies  Klonalitat Katalognummer  Firma
R&D Systems,
Anti-CXCL9 Maus Monoklonal MAB392 Minneapolis, USA
Santa Cruz Biotechnology,
Anti-CXCL10 Maus Monoklonal  sc-101500 Inc., Dallas, USA
3.2.3 Kits
Tabelle 8: Kommerziell erhiltliche Kits.
Kit Katalognummer Firma Methode
Human CXCL9/MIG R&D Systems, Minneapolis,
DY 392
DuoSet USA ELISA
Human CXCL10/IP-10 R&D Systems, Minneapolis,
DY 266
DuoSet USA ELISA
Contrast Kit Berlin, Deutschland
Broad Spectrum Bulk Kit Berlin, Deutschland
3.2.4 Puffer
Tabelle 9: Verwendete Puffer.
Puffer Herstellung Methode
- 2,1 g Zitronensaure-Monohydrat
Citratpuffer - ad 700 ml aqua dest. IHC
- pH auf 6,0 einstellen
- 80 g NaCl, 2 g KCl, 2,4 g KH2PO4, 14,4 g Na2HPO4
PBS 10x - ad 800 ml aqua dest. ELISA
- mit NaOH auf pH 7,4 einstellen
- 100 ml PBS (10x), 500 pl Tween20
PBST 1x - ad 1000 ml aqua dest. ELISA
- 60,5 g Trizma-Base
- ad 700 ml aqua dest.
TBS 10x - mit HCI pH auf 7,5 einstellen IHC
- 90g NaCl dazugeben
- ad 1000 ml aqua dest.
TBST 1x - 100 ml PBS (10x), 1 ml Tween20 IHC

- ad 1000 ml aqua dest.
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3.2.5 Verbrauchsgegenstande und Gerite

Tabelle 10: Verwendete Verbrauchsgegenstande und Gerite.

Verbrauchsgegenstand/Gerat

Hersteller

96-well-Platten fur ELISA
Autoklav

Falcon Zentrifugenréhrchen
Multipipette Multipette plus
Multiskan FC ELISA Reader
Objekttrager

pH-Meter Lab 850

Pipetten

Pipettenspitzen
Pipettenspitzen Combitips plus
Purelab classic Laborwasser
Reaktionsgefalle

Sartorius basic Waage
Sartorius BP 1200 Waage
Vortex Genie 2

Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland
Schott, Mainz, Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Germany

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Eppendorf SE, Hamburg, Germany

Elga GmbH, Wein, Osterreich

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Bender und Hobein AG, Zirich, Schweiz

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz,
Deutschland

3.3 Versuchsmethoden
3.3.1 Enzyme-linked Inmunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) nutzt das immunologische Prinzip
der Antigen-Antikdrper-Bindung. Ein Enzym wird, an Antikbrper gekoppelt, als Marker
eingesetzt und erlaubt Uber einen Substratumsatz eine Aussage Uber die Menge an
gebundenem und somit in der Probe vorhandenem Antigen (Gan et al., 2013). Als
Enzym wird die Meerrettich-Peroxidase (Horseradish peroxidase; HRP) genutzt
(Luttmann, 2014). Das hinzugefiugte chromogene Substrat generiert Uber eine Reaktion
mit dem Enzym einen Farbumschlag, der anschlielend photometrisch gemessen
werden kann und quantitative oder qualitative Ergebnisse liefert (Gan und Patel, 2013).
Je nach ELISA-Technik wird entweder der Antikorper oder das Antigen an eine feste
Phase, meist eine 96-well-Platte, gebunden. Durch Waschen der Platte kann so freies

von gebundenem Antigen differenziert und getrennt werden. Zudem werden unbesetzte
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Proteinbindestellen geblockt, um unspezifische Bindungen zu vermeiden (Luttmann,
2014).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Sandwich-ELISA durchgefuhrt. Hierbei wird ein
Capture-Antikorper, welcher spezifisch fur das zu messende Antigen ist, an die feste
Phase gebunden. Nach Inkubation mit der zu untersuchenden Probe wird ein
spezifischer  Detektionsantikorper und anschlieBend ein enzymgebundener
Sekundarantikdrper aufgetragen. Durch Hinzufiigen von Substrat wird eine Farbreaktion
erzielt, welche nachfolgend photometrisch gemessen werden kann (Gan und Patel,
2013).

3.3.2 CXCL9- & CXCL10 ELISA

Die hCXCL9- sowie hCXCL10-ELISAs wurden gemal} den Vorgaben von R&D Systems
durchgefuhrt. Das folgende Versuchsprotokoll bezieht sich auf jeweils eine 96-well-
Platte. Alle Vorgange und Inkubationen wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.
Zunachst wurde pro well 100 ul der Capture-Antikérper-Verdinnung (CXCL9: 6 ug/ml,
CXCL10: 2 pg/ml) aufgetragen und Uber Nacht mit einer Klebefolie verschlossen
inkubiert. Danach wurden die freien Proteinbindungsstellen mit 200 ul Blocking-Losung
(1% BSA in PBS) fur eine Stunde geblockt.

Fir den Standard wurde eine 1:1 Verduinnungsreihe von 2.000 pg/ml — 31,25 pg/ml
(CXCL9) bzw. 4.000 pg/ml - 62,5 pg/ml (CXCL10) in 1% BSA/PBS angefertigt. Nach der
Inkubation der Blocking-Losung wurden die Standards in Duplikaten und die Proben in
Triplikaten aufgetragen. Neben den Proben wurde immer der Blank-Wert sowie ein
interner Kalibrator mitgemessen. Es wurde jeweils 100 pyl pro well appliziert.
AnschlieRend wurde die Platte mit einer Folie verschlossen und flr zwei Stunden
inkubiert. Nachfolgend wurde die Platte mit je 100 pl der Detektionsantikdrper-
Verdinnung (CXCL9: 200 ng/ml, CXCL10: 12,5 ng/ml) Gber zwei Stunden inkubiert.
Die Platte wurde danach mit 100 ul des Streptavidin-HRP-Konjugats in einer 1:40-
Verdunnung mit 1% BSA/PBS Uber 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschliel3end
folgte die 20-minutige Inkubation mit je 100 pl des Peroxidase-Substrats, erneut im
Dunkeln. Es wurde schlieBlich pro well 50 pl Stopplésung (1 M Schwefelsdure)
hinzugegeben, um die enzymatische Reaktion zu beenden. Die Platte wurde
abschliel3end in den ELISA plate reader gegeben, zehn Sekunden geschittelt und die
Absorption photometrisch bei 450 nm gemessen.

Zwischen jedem Arbeitsschritt wurde die Platte drei Mal mit PBS gewaschen und

ausgeklopft.
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Die Serumkonzentrationen fir CXCL9 und CXCL10 wurden in absoluten Werten (pg/ml)
dargestellt. Zusatzlich wurden sie auf einen Standard normalisiert und in relativer
Konzentration angegeben, um Variationen zwischen den Assays auszugleichen. Hierfur
wurde eine hochproteinangereicherte, komplexe biologische Probe mit bekannter
Chemokinkonzentration genutzt. Bei dieser Probe handelte es sich um eine intraoperativ
entnommene Aszitesprobe einer Ovarialkarzinompatientin. Aufgrund UbermaRiger
Verfugbarkeit wurde diese als interner Kalibrator verwendet und die CXCL9- und

CXCL10-Konzentrationen entsprechend als ein Vielfaches dargestellt.

3.3.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein Verfahren, welches ahnlich wie der ELISA auf einer
spezifischen Antikorper-Antigen-Bindung basiert. Hierbei ist es moglich, bestimmte
Proteine und vor allem ihre Lokalisation im Gewebe darzustellen.

Nach Fixierung und Einbettung in Paraffin werden Gewebeschnitte erzeugt, die
mikroskopisch oder digital beurteilt werden kénnen. Neben dem primaren, spezifischen
Antikorper wird ein mit einem Enzym (HRP) gekoppelter Sekundarantikbrper
aufgetragen, um durch eine anschlieRende Reaktion mit einem Substrat das gebundene
Antigen sichtbar zu machen. Als Gegenfarbung erfolgt das Auftragen von Hamalaun,
welches basophile Strukturen wie Zellkerne blaulich anfarbt (Luttmann, 2014) .

In der vorliegenden Arbeit wurden Tissue Microarrays (TMAs) sowie Full Phase Schnitte
verwendet. TMAs erlauben es, bis zu 1.000 verschiedene Gewebeproben auf einmal zu
untersuchen (Ramos-Vara et al., 2014). Daflr werden auf den Gewebeschnitten Areale
markiert, die anschlieBend als Zylinder ausgestanzt und in Paraffinblocke eingesetzt
werden (Kuefer et al., 2004).

3.3.4 CXCL9- und CXCL10-Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde gemaf den Vorgaben von R&D Systems (CXCL9) bzw.
Santa Cruz Biotechnology (CXCL10) an Formalin-fixierten Gewebeproben durchgefuhrt.
Zunachst wurden die Gewebeschnitte erwarmt und anschlieRend entparaffiniert. Hierzu
wurden die Schnitte einer absteigenden Alkoholreihe unterzogen, beginnend mit zwei
Mal Xylol & zehn Minuten, dann zweimal 100%-igem Isopropanol, einmal 96%-igem
Ethanol, und einmal 70%-igem Ethanol fur jeweils 5 Minuten. Der letzte Waschschritt
erfolgte in TBST fur finf Minuten. Die Schnitte wurden anschlieRend zur Revision der
Quervernetzung vier Minuten lang im Schnellkochtopf in Citratpuffer (s. Tabelle 9)

erhitzt.
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Zum Blocken der endogenen Peroxidase wurde das Gewebe in der Kivette fur 20
Minuten mit 3%-igem Wasserstoffperoxid bei Raumtemperatur inkubiert.

Um endogenes Avidin-Biotin zu blockieren, wurde fur die CXCL10-Farbung vor der
Inkubation mit dem Primarantikorper ein Avidin-Biotin-Block aufgetragen.

Nach Inkubation mit 5%-igem Ziegenserum wurde der primare Antikorper 1:25 (CXCL9)
bzw. 1:200 (CXCL10) mit dem Antibody Diluent gemischt und pro Schnitt 120 pl auf das
Gewebe gegeben. Die Schnitte wurden nachfolgend Uber Nacht bei 4°C in der
Feuchtkammer inkubiert.

Nach einem Pufferwechsel wurde jeweils 120 pl Sekundarantikérper aus dem LSAB-Kit
(Tabelle 8) hinzugegeben und 20 Minuten in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach emeutem Pufferwechsel erfolgte das Auftragen von jeweils 120 pl
Streptavidin-Peroxidase mit 20-mindtiger Inkubation in der Feuchtkammer bei
Raumtemperatur.

Daraufhin wurde das Substrat 3,3-Diaminobenzidin (DAB) 1:20 im zugehorigen Puffer
verdunnt, jeweils 120 ul aufgetragen und fur acht Minuten bei Raumtemperatur in der
Feuchtkammer inkubiert.

Zur Gegenfarbung wurden die Gewebeschnitte flr ca. 60 Sekunden in eine Klvette mit
Hamalaun getaucht und anschlielend funf Minuten unter flieRendem Leitungswasser
gespult. Das Gewebe wurde dann in destilliertes Wasser Ubertragen.

Zur Dehydrierung wurde das Praparat einer aufsteigenden Alkoholreihe in umgekehrter
Reihenfolge zur oben beschriebenen Vorgehensweise unterzogen. Schliel3lich wurde
das Gewebe zur Konservierung mit Pertex eingedeckelt.

Zwischen jedem Arbeitsschritt erfolgte ein Waschschritt mit TBST.

3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics fur Mac,
Version 28.0.1.1.

Die Proteinfarbung der Immunhistochemie wurde zum einen semiquantitativ
ausgewertet und zum anderen mit der Software Aperio ImageScope quantitativ
analysiert. AnschlieRend wurde die Chemokinexpression mit der Software Aperio
ImageScope in die Pixelintensitdten 0 bis 255 eingeteilt. Hierbei stellt 0 keinerlei
Farbung, d.h. weil}, und 255 eine komplette Farbung, d.h. schwarz, dar.

Assoziationen zwischen klinischen, histopathologischen und serologischen Parametern

wurden mittels einer Korrelation nach Spearman berechnet und flr Unterschiede
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zwischen verschiedenen Gruppen der Mann-Whitney-U (Mann et al., 1947) bzw. bei
mehr als zwei Gruppen der Kruskal-Wallis-Test (Kruskal et al., 1952) durchgefuhrt.
Aussagen Uber das Krankheitsfreie Uberleben (DFS), Progressionsfreie Uberleben
(PFS) sowie das Gesamtuberleben (OS) wurden mittels Kaplan-Meier-Kurven (Kaplan
et al., 1958) dargestellt und signifikante Unterschiede mithilfe des Log-Rank-Tests
bestimmt. Als Startpunkt wurde jeweils das Diagnosedatum verwendet. Das Intervall
zwischen diesem und dem Auftreten eines Lokalrezidivs, Fernmetastasen oder dem
Versterben wurde fiir nicht metastasierte Tumore als Krankheitsfreies Uberleben
definiert. Fir primar metastasierte Tumore wurde das Progressionsfreie Uberleben
genutzt. Als Gesamtuberleben wurde der Zeitraum zwischen dem Diagnosedatum und
dem Versterben gewertet. Trat keines dieser Ereignisse auf, wurde jeweils das Datum
der letzten Nachbeobachtung genutzt.

Als Signifikanzniveau galt stets p < 0,05.
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4  Ergebnisse

4.1 CXCL9- und CXCL10-Expression im Tumorgewebe

Um die Ilokale Expression der CXCR3-Liganden CXCL9 und CXCL10 im
Mammakarzinom zu bestimmen, wurde bei der diagnostischen Biopsie gewonnenes
Tumorgewebe immunhistochemisch untersucht. Die Expression von CXCL9 und
CXCL10 wurde zunachst semiquantitativ in die Kategorien keine (0), niedrige (1+),
moderate (2+) und hohe (3+) Chemokinexpression eingeteilt (sieche Abbildung 4). Von
den 278 in die Studie eingeschlossenen Patientinnen lagen lediglich fur einen Teil
immunhistochemische Proben vor. Entsprechend wurde bei 46 Patientinnen die CXCL9-
Expression und bei 43 Patientinnen die CXCL10-Expression im Tumor semiquantitativ
gemessen.

Die Chemokinexpression wurde anschlieRend anhand ihrer Pixelintensitat ermittelt.
Hierfir wurden mehr Patientinnenproben als fir die semiquantitative Messung
untersucht. Fir CXCL9 lagen 52 und fur CXCL10 50 Patientinnenproben vor, davon
jeweils eine Patientin mit DCIS.

Angefarbt werden dabei Tumorzellen, jedoch nicht das Stroma. Die Farbung ist dabei
nicht im Zellkern, sondern im Zytoplasma lokalisiert.

Die ermittelte Verteilung der Chemokinexpression im Tumorgewebe ist in Tabelle 11

dargestellt.
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Abbildung 4: Immunhistochemische Farbung der CXCL9- und CXCL10-Expression im
Tumorgewebe.

Die reprasentativen Farbebeispiele zeigen fiir CXCL9 keine (0, A), niedrige (1+, B), moderate (2+, C) bzw.
hohe (3+, D) Expression im Tumorgewebe, sowie fir CXCL10 keine (0, E), niedrige (1+, F), moderate (2+,

G) bzw. hohe (3+, H) Expression. CXCL9 bzw. CXCL10 ist braun angefarbt. Die Balkenléange betragt 50
pm.
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Tabelle 11: CXCL9- und CXCL10-Expression im Tumorgewebe.
MO = nicht metastasiertes Kollektiv, M1 = primar metastasiertes Kollektiv. *Cut-Off anhand des Medians.

Gesamtkollektiv MO M1
CXCL9 CXCL10 CXCL9 CXCL10 CXCL9 CXCL10

Semiquantitative Expression
N=46(%) n=43(%) n=40(%) n=38(%) n=6(%) n=>5(%)

keine 16(35) 25 (58) 14(35)  23(60,5)  2(33) 2 (40)
niedrig 8 (17) 7 (16) 7 (17,5) 6 (16) 1(16,5) 1(20)
moderat 13 (28) 4(10)  11(27.5) 4 (10,5) 2 (33) 0
hoch 9 (20) 7 (16) 8 (20) 5(13) 1(16,5) 2 (40)
Expression in Pixelintensitat

n=>52 n =50 n=43 n =41 n=28 n=28
Mittelwert 80,77 58,71 80,8 56,52 77,65 63,17
itb‘i-v'eichung 21,92 19,35 22,18 17,68 21,45 19,07
Minimum 46,61 39,53 46,61 39,53 56,87 41,45
Maximum 139,39 126,05 139,39 126,05 120,83 101,77
1. Quartil 62,41 45,86 61,95 44,84 59 52,43
Median 79,72 53,23 79,64 52,64 73,68 54,76
3. Quartil 92,43 62,37 92,53 58,8 89,62 74,47

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
CXCLIMO 5550y 25 (50) 22(51) 22 (54) 4 (50) 3 (37,5)
niedrig
CXOLINO0 26(50)  25(50)  21(49)  19.(46) 4(50)  5(62,5)

In Abbildung 5 ist die Verteilung der Chemokinexpression im Brustkrebsgewebe im
Gesamtkollektiv sowie den einzelnen Subgruppen (DCIS, MO, M1) dargestellit.

Hierbei stellte sich die CXCL9-Konzentration Uber die verschiedenen Gruppen nicht
unterschiedlich dar (p = 0,443). Fir CXCL10 konnte ebenfalls keine unterschiedliche

Verteilung der intratumoralen Konzentration festgestellt werden (p = 0,423).
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Abbildung 5: CXCL9- und CXCL10-Expression im Tumorgewebe in Gesamtkollektiv und
Subgruppen.

Es ist die CXCL9- (A) bzw. CXCL10- (B) Expression in Pixelintensitat im Tumorgewebe im Gesamtkollektiv
sowie der Median dargestellt. C bzw. D zeigen das Tumor-CXCL9 bzw. -CXCL10 in Pixelintensitat in den
verschiedenen Patientinnenkollektiven DCIS, MO und M1. DCIS = duktales Carcinoma in situ, MO = nicht
metastasiertes Kollektiv, M1 = primar metastasiertes Kollektiv. Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-

Test berechnet.

Zwischen CXCL9 und CXCL10 im Tumorgewebe fand sich im MO-Kollektiv keine
Korrelation (r = -0,065, p = 0,70, Abbildung 6A). Im M1-Kollektiv zeigte sich eine
mittelstarke Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,464. Es fiel jedoch
eine fehlende Signifikanz auf (p = 0,294, Abbildung 6B), wahrscheinlich auf die niedrige

Fallzahl von n = 7 zurlGckzufuhren.
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Abbildung 6: Korrelation von CXCL9 und CXCL10 im Tumor.

In A ist die Verteilung der CXCL9- und CXCL10-Expression im Tumor (in Pixelintensitat) im MO-Kollektiv (n
= 38) und in B im M1-Kollektiv (n = 7) dargestellt. Assoziationen wurden mittels Spearman-Korrelation

berechnet.
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4.2 CXCL9- und CXCL10-Expression im Serum

Um die Chemokinkonzentration im Serum von Mammakarzinompatientinnen zu
untersuchen, wurden CXCL9 und CXCL10 mittels ELISA bestimmt. In Abbildung 7 ist
die absolute sowie die auf eine Aszitesprobe normalisierte Chemokinkonzentration im
Gesamtkollektiv dargestellt. Fur eine Patientin fehlte die CXCL9-Konzentration und fur
eine andere Patientin die CXCL10-Konzentration, entsprechend standen flir beide
Untersuchungen 271 Daten zur Verfigung.

Wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben, wurden die absoluten Chemokinkonzentrationen
anhand einer Aszitesprobe normalisiert, um Variationen zwischen den an
unterschiedlichen Tagen durchgefuhrten Assays auszugleichen.

Die Chemokinkonzentration im Serum wurde zunachst Uber die verschiedenen
Befundgruppen (benigne Mammabefunde, in situ-Karzinome, nicht metastasierte
Karzinome und primar metastasierte Karzinome) betrachtet und mittels Kruskal-Wallis-
Test verglichen.

Hierbei stellte sich die CXCL9-Konzentration Uber die verschiedenen Gruppen nicht
unterschiedlich dar (p = 0,361). Auch der Vergleich zwischen Patientinnen mit benignen
und malignen Befunden ergab keine unterschiedliche CXCL9-Konzentration (p = 0,422).
Far CXCL10 konnte ebenfalls keine unterschiedliche Verteilung der Serumkonzentration
festgestellt werden (p = 0,155). Im paarweisen Vergleich zeigte sich jedoch, dass
zwischen dem MO- und M1-Kollektiv ein signifikanter Unterschied in der CXCL10-
Konzentration besteht (Median 0,096 vs. 0,121, p = 0,025). Dieser wies hingegen nach
der Bonferroni-Korrektur fur multiples Testen lediglich noch eine angepasste Signifikanz
von p = 0,155 auf. Im Vergleich zwischen Patientinnen mit benignen und malignen
Befunden konnte keine Assoziation mit dem Malignitdtsgrad gefunden werden (p =
0,286).
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Abbildung 7: Absolute und relative CXCL9- und CXCL10-Serumkonzentrationen in Gesamtkollektiv

und Subgruppen.

In A bzw. C ist die absolute CXCL9- bzw. CXCL10-Serumkonzentration in pg/ml dargestellt, in B bzw. D
findet sich die relative, normalisierte CXCL9- bzw. CXCL10-Serumkonzentration mit Cut-Off am 3. Quartil.
E bzw. G zeigen das Serum-CXCL9 bzw. -CXCL10 in den verschiedenen Kollektiven, in F bzw. H aufgeteilt
nach MO und M1. Extremwerte, welche den dreifachen Interquartilsabstand Uberschritten, sind nicht

dargestellt. DCIS = duktales Carcinoma in situ, MO = nicht metastasiertes Kollektiv, M1 = primar

metastasiertes Kollektiv. Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test berechnet.
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Eine Ubersicht tiber die Konzentrationen von CXCL9 und CXCL10 findet sich in Tabelle
12. Der Median der CXCL9-Werte lag bei 0,324 (Spannweite 0,070 — 1,610), der Median
von CXCL10 bei 0,099 (Spannweite 0,040 — 2,370).

Die Chemokinkonzentrationen wurden anschliel3end in die Kategorien niedrig bzw. hoch
eingeteilt. Da die Mehrzahl der Proben wenig bis gar kein Chemokin enthielten (s.
Abbildung 7), galten Werte innerhalb des 1. — 3. Quartils als niedrig und Werte im 4.
Quartil als hoch. Relative CXCL9-Konzentrationen bis 0,532 wurden entsprechend als
niedrig eingestuft, solche daruber als hoch. Als niedrig wurden relative CXCL10-

Konzentrationen bis 0,153 klassifiziert und als hoch Werte dartber.

Tabelle 12: CXCL9- und CXCL10-Serumkonzentration im Patientinnenkollektiv.
MO = nicht metastasiertes Kollektiv, M1 = primar metastasiertes Kollektiv. *Cut-Off anhand der 75.
Perzentile; CXCL9 niedrig: < 0,532, CXCL9 hoch: = 0,532; CXCL10 niedrig: < 0,153, CXCL10 hoch: = 0,153.

Gesamtkollektiv (n = 272) MO (n = 236) M1 (n = 20)

CXCL9 CXCL10 CXCL9 CXCL10 CXCL9 CXCL10
Mittelwert 0,419 0,215 0,415 0,215 0,491 0,260
Std.-Abweichung 0,260 0,370 0,260 0,382 0,275 0,361
Minimum 0,070 0,040 0,120 0,040 0,180 0,060
Maximum 1,610 2,370 1,610 2,370 1,170 1,580
1. Quartil 0,239 0,072 0,235 0,071 0,274 0,109
Median 0,324 0,099 0,323 0,096 0,390 0,121
3. Quartil 0,532 0,153 0,518 0,146 0,700 0,214
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

CXCL9/10 niedrig* 203 (75) 203 (75) 178 (76) 179 (76) 13 (65) 13 (65)
CXCL9/10 hoch* 68 (25) 68 (25) 57 (24) 56 (24) 7 (35) 7 (35)

Die Spearman-Korrelation zwischen CXCL9 und CXCL10 zeigte einen moderaten
Zusammenhang zwischen der Serumkonzentration beider Chemokine (Abbildung 8),
sowohl in nicht metastasierten Patientinnen (r = 0,590, p < 0,001), als auch in primar

metastasierten Patientinnen (r = 0,532, p = 0,016).
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Abbildung 8: Korrelation von CXCL9 und CXCL10 im Serum.

In A ist die Verteilung der relativen CXCL9- und CXCL10-Konzentration im MO-Kollektiv (n = 236) und in B
im M1-Kollektiv (n = 20) dargestellt. Assoziationen wurden mittels Spearman-Korrelation berechnet.

4.21 Korrelation der CXCL9- und CXCL10-Expression in Serum und
Tumorgewebe

Es wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen intratumoraler und systemischer
Konzentration der CXCR3-Chemokine besteht. Dazu wurde die per ELISA gemessene
Serumkonzentration mit der immunhistochemisch erhobenen Expression korreliert. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt.

Es fand sich kein Zusammenhang zwischen CXCL9 im Serum und im Tumor (r = 0,162,
p = 0,318). Auch im M1-Kollektiv zeigte sich keine Assoziation zwischen Werten im
Serum und Tumor (r = -0,088, p = 0,868). Die CXCL10-Konzentration in Serum und
Tumorgewebe korrelierten ebenfalls nicht miteinander, weder im MO-Kollektiv (r = -
0,022, p = 0,894) noch im M1-Kollektiv (r = 0,316, p = 0,604).
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Abbildung 9: Korrelation der CXCL9- und CXCL10-Expression in Serum und Tumorgewebe.
Dargestellt ist die Korrelation zwischen Chemokinkonzentration in Serum und Tumorgewebe (in
Pixelintensitat) im MO-Kollektiv fur CXCL9 (A) und CXCL10 (B), sowie im M1-Kollektiv fir CXCL9 (C) und

CXCL10 (D). Assoziationen wurden per Spearman-Korrelation berechnet.
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4.3 Assoziation zwischen Chemokinexpression und
klinikopathologischen Faktoren

4.3.1 Assoziationen zwischen Chemokinexpression im Tumor und
klinikopathologischen Faktoren

Tabelle 13: Assoziationen zwischen intratumoraler Chemokinkonzentration und
klinikopathologischen Faktoren im nicht metastasierten Patientinnenkollektiv.

Berechnung mittels Mann-Whitney-U- bzw. Kruskal-Wallis-Test. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt.

CXCL9 CXCL10
Variable n (%) Median p-Wert n (%) Median p-Wert
Alter
<60 J. 22 (51) 83,74 0,645 23 (46) 52,64 0,860
260 J. 21 (49) 67,69 18 (44) 51,30
Menopause
pramenopausal 14 (32,5) 83,74 0,317 14 (34) 51,55 0,316
perimenopausal 2 (4,5) 72,24 2 (5) 68,25
postmenopausal 27 (63) 77,06 25 (61) 49,85
Grading
G1 6 (14) 95,68 0,030 5(12,5) 44,56 0,692
G2 29 (69) 77,61 27 (67,5) 50,46
G3 7(17) 79,64 8(2) 54,14
Tumorgrofe
<2mm 19 (53) 79,64 1,000 15 (47) 49,00 0,156
22 mm 17 (47) 77,61 17 (53) 55,04
Nodalstatus
pNO 26 (76) 80,37 0,686 24 (77) 52,69 0,339
pN+ 8 (24) 76,05 7 (23) 55,81
Sentinel-LK
pNO (sn) 21 (81) 82,74 1,000 19 (29) 52,74 0,317
pN1 (sn) 5(19) 75,04 5(21) 73,26
LymphgefaRinvasion
LO 34 (94) 80,37 0,467 32 (97) 52,99 0,975
L1 2 (6) 66,27 1(3) 74,37
Veneninvasion
VO 35 (97) 79,64 1,000 -
V1 1(2) 55,47

Im nicht metastasierten Patientinnenkollektiv wurde zunachst die Assoziation zwischen

der Chemokinverteilung im Tumor und klinikopathologischen Faktoren untersucht
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(Tabelle 13). Hierbei fiel auf, dass die CXCL9-Korrelation in den verschiedenen
histologischen Gradinggruppen signifikant verschieden war (p = 0,030, Abbildung 10C).
Ein niedriger Grad wies hoheres intratumorales CXCL9 auf. Im paarweisen Vergleich
fand sich jedoch keine statistische Signifikanz mehr. Weitere Korrelationen zwischen der
Chemokinexpression und anderen klinikopathologischen Faktoren ergaben sich nicht,
insbesondere zwischen der CXCL9- & CXCL10-Konzentration und der Anzahl an
tumorinfltrierenden Lymphozyten (TILs, Abbildung 10).

Die CD3-positiven TILs wurden im Stroma des intraoperativ resezierten Tumorgewebes
bestimmt. Es erfolgte eine Einteilung nach Anteil des Immuninfiltrates an der

Gesamtzellpopulation.
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Abbildung 10: Korrelation zwischen Chemokinexpression im Tumor und TILs sowie zwischen
CXCL9 und histologischem Grad im nicht metastasierten Kollektiv.

Dargestellt ist die Korrelation zwischen Chemokinexpression im Tumor in Pixelintensitat und
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (Anteil an der Gesamtzellpopulation) im nicht metastasierten
Patientinnenkollektiv fir CXCL9 (A) und CXCL10 (B) sowie die Korrelation zwischen CXCL9 und
histologischem Grad (C). Korrelationen wurden per Spearman-Korrelation berechnet. TILs =
tumorinfiltrierende Lymphozyten
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AnschlieRend wurde der Zusammenhang zwischen klinikopathologischen Faktoren und
Chemokinkonzentration im Tumor im primar metastasierten Kollektiv untersucht. Es
zeigten sich keinerlei Korrelationen (Tabelle 14). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass

die Fallzahlen sehr gering waren.

Tabelle 14: Assoziationen zwischen intratumoraler Chemokinkonzentration und
klinikopathologischen Faktoren im primar metastasierten Patientinnenkollektiv.

Berechnung mittels Mann-Whitney-U- bzw. Kruskal-Wallis-Test. * = Berechnung nicht moglicher aufgrund
zu geringer Fallzahlen.

CXCL9 CXCL10

Variable n (%) Median p-Wert n (%) Median p-Wert
Alter

<60 J. 3(37,5) 67,56 1,000 3(37,5) 54,77 1,000

260 J. 5(62,5) 82,10 5(62,5) 54,75
Menopause

pramenopausal 2 (25) 73,68 1,000 2 (25) 63,76 1,000

perimenopausal 0 - 0 -

postmenopausal 6 (75) 73,48 6 (75) 54,76
Grading

G1 1(14) 12,08 0,388 0 - 0,429

G2 2 (29) 73,48 2 (29) 48,10

G3 4 (57) 62,31 5(71) 54,77
Tumorgrofe

<2mm 0 - =¥ 0 - =¥

22 mm 3 (100) 92,13 2 (100) 63,32
Nodalstatus

pNO 1(33,3) 12,08 0,333 0 - -

pN+ 2 (66,7) 74,59 2 (100) 63,32
Sentinel-LK

pNO (sn) 2 (66,7) 10,15 1,000 1 (50) 54,75 1,000

pN1 (sn) 1(33,3) 92,13 1 (50) 71,86
LymphgefaRinvasion

LO 1(33,3) 12,08 0,221 0 - =¥

L1 2 (66,7) 74,59 2 (100) 63,32
Veneninvasion

VO 3 (100) 92,13 =¥ 2 (100) 63,32 =¥

V1 0 0 -
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Im primar metastasierten Kollektiv fiel eine starke Korrelation zwischen intratumoraler
CXCL10-Expression und TILs auf (r = 0,896, p = 0,006, Abbildung 11). Es ist jedoch zu
beachten, dass die untersuchte Subgruppe sehr klein war (n = 7) und die Aussagekraft

somit stark eingeschrankt ist.
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Abbildung 11: Korrelation zwischen Chemokinexpression im Tumor und TILs im primar
metastasierten Kollektiv.

Dargestellt ist die Korrelation zwischen Chemokinkonzentration im Tumor und tumorinfiltrierenden
Lymphozyten fiir CXCL9 (A) und CXCL10 (B). Korrelationen wurden per Spearman-Korrelation berechnet.

TILs = tumorinfiltrierende Lymphozyten.
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4.3.2 Assoziationen zwischen Chemokinexpression im Serum und
klinikopathologischen Faktoren

Im nicht metastasierten Patientinnenkollektiv wurde zunachst die Assoziation zwischen
der Chemokinkonzentration im Serum und klinikopathologischen Faktoren untersucht
(Tabelle 15). Jingere Patientinnen unter 60 Jahren wiesen eine geringere CXCL9-
Serumkonzentration auf als altere Patientinnen (Median 0,294 gegenuber 0,341, p =
0,031). In der Spearman-Korrelation zwischen Alter und Serum-CXCL9 zeigte sich keine
Assoziation (r = 0,139, p = 0,034). Zwischen der CXCL9- bzw. CXCL10-
Serumkonzentration und dem Menopausenstatus, dem histologischen Grad, der
TumorgroBe, dem Nodalstatus, dem Sentinel-Lymphknotenstatus sowie der
Lymphgefal3- und Veneninvasion fand sich ebenfalls keinerlei Assoziation.
Anschlieend wurde eine Spearman-Korrelation durchgefiihrt, um den Zusammenhang
zwischen systemischer Chemokinkonzentration und Anzahl an tumorinfiltrierenden
Lymphozyten (TILs) zu untersuchen. CXCL9-Werte und TILs korrelierten nicht
miteinander (r = 0,231, p = 0,146), CXCL10-Werte und TILs ebenfalls nicht (r = - 0,135,
p = 0,399, Abbildung 12).

Mo Mo

A 1,20 . r=0,231 B . r=-0,135

p= 0,146 p= 0,399

1,00

-ation Serum

ive CXCL9-K
-
Relative CXCL10-Konzentration Serum

TiLs TILs

Abbildung 12: Korrelation zwischen CXCL9- und CXCL10-Expression in Serum und
tumorinfiltrierenden Lymphozyten im nicht metastasierten Kollektiv.
Dargestellt ist die Korrelation zwischen Chemokinkonzentration in Serum und tumorinfiltrierende
Lymphozyten im nicht metastasierten Patientinnenkollektiv fir CXCL9 (A) und CXCL10 (B). Extremwerte,
welche den dreifachen Interquartilsabstand uberschritten, sind nicht dargestellt. Korrelationen wurden per
Spearman-Korrelation berechnet. TILs = tumorinfiltrierende Lymphozyten.
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Tabelle 15: Assoziationen zwischen peripherer Chemokinkonzentration und klinikopathologischen

Faktoren im nicht metastasierten Patientinnenkollektiv.

Berechnung mittels Mann-Whitney-U- bzw. Kruskal-Wallis-Test. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt.

CXCL9 CXCL10
Variable n (%) Median p-Wert n (%) Median p-Wert
Alter
<60 J. 126 (54) 0,294 0,031 126 (54) 0,094 0,208
=60 J. 109 (46) 0,341 109 (46) 0,098
Menopause
pramenopausal 84 (36) 0,315 0,102 84 (36) 0,090 0,125
perimenopausal 10 (4) 0,264 10 (4) 0,087
postmenopausal 140 (60) 0,335 140 (60) 0,100
Grading
G1 26 (12) 0,317 0,308 27 (12) 0,109 0,467
G2 138 (63) 0,305 137 (63) 0,095
G3 54 (25) 0,360 54 (25) 0,097
Tumorgrofe
<2mm 142 (68) 0,333 0,125 142 (68) 0,096 0,969
22 mm 67 (32) 0,292 67 (32) 0,097
Nodalstatus
pNO 154 (77) 0,321 0,889 154 (77) 0,095 0,921
pN+ 46 (23) 0,337 46 (23) 0,098
Sentinel-LK
pNO (sn) 141 (84) 0,294 0,854 141 (84) 0,096 0,791
pN1 (sn) 27 (16) 0,337 27 (16) 0,102
LymphgefaRinvasion
LO 112 (85) 0,352 0,166 113 (86) 0,097 0,588
L1 20 (15) 0,285 19 (14) 0,126
Veneninvasion
VO 124 (98) 0,347 0,144 125 (98) 0,098 0,777
V1 3(2) 0,240 3(2) 0,134
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Das Vorliegen einer Assoziation zwischen den klinikopathologischen Faktoren und der
Serum-Chemokinkonzentration wurde anschlieBend im primdr metastasierten
Patientinnenkollektiv untersucht (Tabelle 16).

Im paarweisen Vergleich der CXCL10-Konzentration bei pradmenopausalen und
perimenopausalen Patientinnen zeigte sich ein grenzwertig signifikanter Unterschied
(Median 0,491 vs. 0,062, p = 0,064), welcher nach der Bonferroni-Korrektur fir multiples
Testen jedoch keinerlei Signifikanz mehr aufwies (angepasstes p = 0,192). Fir CXCL9-
Werte und Menopausenstatus fand sich keinerlei Zusammenhang.

Fiar die Beziehung zwischen CXCL9- bzw. CXCL10-Serumkonzentration und dem
histologischen Grad, der Tumorgroe, dem Nodalstatus, dem Sentinel-
Lymphknotenstatus sowie der LymphgefaRinvasion ergab sich kein signifikanter
Zusammenhang. Die Assoziation zwischen Chemokinkonzentration und Veneninvasion
konnte aufgrund zu geringer Fallzahlen nicht gemessen werden.

Zwischen der systemischen CXCL9-Konzentration und tumorinfiltrierenden
Lymphozyten (TILs) fand sich keine Korrelation (r = - 0,309, p = 0,552). Eine fehlende
Korrelation lie® sich ebenfalls fur das Serum-CXCL10 und die TILs beobachten
(r=-0,370, p = 0,470, Abbildung 13).
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Abbildung 13: Korrelation zwischen CXCL9- und CXCL10-Expression in Serum und
tumorinfiltrierenden Lymphozyten im metastasierten Kollektiv.

Dargestellt ist die Korrelation zwischen Chemokinkonzentration in Serum und tumorinfiltrierende
Lymphozyten im metastasierten Patientinnenkollektiv fir CXCL9 (A) und CXCL10 (B). Extremwerte, welche
den dreifachen Interquartilsabstand Uberschritten, sind nicht dargestellt. Korrelationen wurden per

Spearman-Korrelation berechnet. TILs = tumorinfiltrierende Lymphozyten.
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Tabelle 16: Assoziationen zwischen peripherer Chemokinkonzentration und klinikopathologischen
Faktoren im metastasierten Patientinnenkollektiv.

Berechnung mittels Mann-Whitney-U- bzw. Kruskal-Wallis-Test.

CXCL9 CXCL10
Variable n (%) Median p-Wert n (%) Median p-Wert
Alter
<60 J. 9 (45) 0,443 0,882 9 (45) 0,145 0,710
260 J. 11 (55) 0,373 11 (55) 0,119
Menopause
pramenopausal 4 (20) 0,614 0,214 4 (20) 0,491 0,153
perimenopausal 1(5) 0,250 1(5) 0,062
postmenopausal 15 (75) 0,373 15 (75) 0,119
Grading
G1 1(6) 0,407 0,995 1(6) 0,072 0,385
G2 6 (35) 0,425 6 (35) 0,121
G3 10 (59) 0,513 10 (59) 0,139
Tumorgrofe
pT <2 3 (30) 0,291 1,000 3 (30) 0,107 0,517
pT =2 7 (70) 0,285 7 (70) 0,116
Nodalstatus
pNO 4 (44) 0,349 0,286 4 (44) 0,091 0,286
pN+ 5 (56) 0,260 5 (56) 0,173
Sentinel-LK
pNO (sn) 4 (67) 0,288 0,133 4 (67) 0,091 0,533
pN1 (sn) 2 (33) 0,252 2 (33) 0,144
LymphgefaRinvasion
pLO 2 (40) 0,388 0,800 2 (40) 0,094 0,400
pL1 3 (60) 0,260 3 (60) 0,173
Veneninvasion
VO 5(100) 0,370 - 5(100) 0,116 -

V1 0 0 0,186
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4.4 Assoziationen zwischen Chemokinexpression und

molekularbiologischen Faktoren

441 Assoziationen zwischen Chemokinexpression im Tumor und
molekularbiologischen Faktoren

Zunachst wurde der Zusammenhang zwischen Chemokinexpression im Tumor und dem
Rezeptorsubtyp untersucht (Tabelle 17). Hierbei fiel auf, dass nicht metastasierte,
HER2-positive Tumore eine signifikant hohere intratumorale CXCL10-Konzentration
aufwiesen als Hormonrezeptor-positive oder Triple-negative Tumore. Diese
Beobachtung lie® sich fiur CXCL9 oder das primar metastasierte Kollektiv nicht
bestatigen.

Far die Untersuchung des Ki-67-Status lag eine ungenugende Fallzahl vor.

Tabelle 17: Assoziationen zwischen Chemokinkonzentration im Tumor und molekularbiologischen
Faktoren.

Berechnung mittels Kruskal-Wallis-Test. HR = Hormonrezeptor, HER2 = HER2-Rezeptor, TNBC = Triple-
negativ.

Nicht metastasiertes Kollektiv

CXCL9 CXCL10
Variable n (%) Median p-Wert n (%) Median p-Wert
Subtyp
HR+ 34 (79) 81,91 0,578 33 (81) 49,78 0,033
HER2+ 6 (14) 78,63 5(12) 82,25
TNBC 3(7) 79,41 3(7) 55,04

Primar metastasiertes Kollektiv

CXCL9 CXCL10
Variable n (%) Median p-Wert n (%) Median p-Wert
Subtyp
HR+ 5(71) 64,85 0,143 5(71) 53,22 1,000
HER2+ 2 (29) 80,95 2 (29) 65,05

TNBC 0 0
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4.4.2 Assoziationen zwischen Chemokinexpression im Serum und
molekularbiologischen Faktoren

AnschlieRend wurde die Assoziation der CXCL9- und CXCL10-Serumkonzentration mit
verschiedenen molekularbiologischen Faktoren untersucht. Hierzu wurden der
tumorbiologische Subtyp sowie der Ki-67-Status in die Berechnungen eingeschlossen
(Tabelle 18).

Eine gangige Differenzierung von Mammakarzinomen erfolgt in die Kategorien Ki-67
niedrig bzw. Ki-67 hoch, wobei der Grenzwert nicht einheitlich definiert ist. Die Cut-Off-
Werte fur die Einteilung reichen von 14% bis 29% (Gnant et al., 2015; Goldhirsch et al.,
2011). Fir diese Arbeit wurde ein Grenzwert von 14% gewahlt. Somit wurden Tumore

mit einer Ki-67-Auspragung von = 14% als Ki-67 hoch definiert.

Tabelle 18: Assoziationen zwischen Chemokinkonzentration im Serum und molekularbiologischen
Faktoren.

Berechnung mittels Mann-Whitney-U- bzw. Kruskal-Wallis-Test. HR = Hormonrezeptor, HER2 = HER2-
Rezeptor, TNBC = Triple-negativ.

Nicht metastasiertes Kollektiv

CXCL9 CXCL10
Variable n (%) Median p-Wert n (%) Median p-Wert
Subtyp
HR+ 170 (74) 0,31 0,253 170 (74) 0,096 0,324
HER2+ 31 (14) 0,335 31 (14) 0,081
TNBC 29 (13) 0,31 29 (13) 0,101
Ki-67
niedrig 24 (48) 0,277 0,669 23 (47) 0,089 0,968
hoch 26 (52) 0,322 26 (53) 0,096
Primar metastasiertes Kollektiv
CXCL9 CXCL10
Variable n (%) Median p-Wert n (%) Median p-Wert
Subtyp
HR+ 14 (78) 0,407 0,792 14 (78) 0,121 0,434
HER2+ 3(17) 0,577 3(17) 0,242

TNBC 1(5) 0,37 1(5) 0,116
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Es fand sich fur keine der molekularbiologischen Faktoren ein Zusammenhang mit den
CXCL9- oder CXCL10-Serumwerten. Insbesondere  stellte  sich  die
Chemokinkonzentration in den verschiedenen tumorbiologischen Subtypen nicht
unterschiedlich dar. Die Serumwerte zeigten sich unabhangig vom
Hormonrezeptorstatus, sowohl fir CXCL9 (Median HR+ 0,310 vs. HR- 0,352, p = 0,539)
als auch far CXCL10 (Median HR+ 0,096 vs. HR- 0,094, p = 0,816). Eine ahnliche
Beobachtung lieR® sich im primar metastasierten Kollektiv machen. Es zeigte sich kein
Zusammenhang mit den verschiedenen Subtypen (p = 0,792 fur CXCL9; p = 0,434 fur
CXCL10).

Auch die Rangkorrelation nach Spearman wies keinen Zusammenhang zwischen Ki-67-
Prozentsatz und CXCL9- bzw. CXCL10-Konzentration auf. Ki-67 konnte aufgrund zu

geringer Fallzahlen im primar metastasierten Kollektiv nicht untersucht werden.
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4.5 Prognostischer Wert von  CXCR3-Chemokinen  bei

Mammakarzinom-Patientinnen

Die prognostische Bedeutung der CXCRS3-Liganden wurde zundchst anhand ihrer
Expression im Tumorgewebe sowie anhand der Konzentration im Serum untersucht. Als
Endpunkte wurden das Gesamtiberleben (Overall Survival, OS) sowie das
krankheitsfreie Uberleben (Disease-free survival, DFS, im MO0-Kollektiv) oder
progressionsfreie Uberleben (Progression-free survival, im M1-Kollektiv) definiert.
Hierbei wurde das Studienkollektiv in Patientinnen mit nicht metastasiertem und primar
metastasietem Mammakarzinom unterteilt. Es wurden Kaplan-Meier-Schatzungen
durchgefuhrt und die Signifikanz mittels log-rank-Test berechnet.

Zudem wurde der Einfluss der Chemokinkonzentration auf das krankheitsfreie,
progressionsfreie und Gesamtuberleben mittels univariater und multivariater Cox-
Regressionsanalyse evaluiert. Daflr wurden die etablierten prognostischen Faktoren

Alter, TumorgréfRe, Lymphknotenstatus und histologischer Grad untersucht.

4.5.1 Prognostischer Einfluss der intratumoralen CXCR3-Chemokine

Der mediane Nachbeobachtungszeitraum belief sich fiir das krankheitsfreie Uberleben
auf 40 Monate (95% Konfidenzintervall (KI): 0,1 — 88,5 Monate), und fur das
Gesamtuberleben auf 47,38 Monate (95% KI: 0,3 — 87,7 Monate). Mediane
krankheitsfreie,  progressionsfreie oder Uberlebenszeiten konnten mangels
ausreichender Ereignisse bzw. Daten nicht bestimmt werden.

Fir die Analyse des nicht metastasierten Kollektivs wurden 40 Patientinnen (Disease-
free survival) bzw. 42 Patientinnen (Overall Survival) untersucht (Abbildung 14).

Eine hohe CXCL9-Serumkonzentration war im MO-Kollektiv im Zeitraum von ca. 6
Jahren mit einem besseren krankheitsfreien Uberleben assoziiert, nach diesem
Zeitpunkt kam es jedoch zu einer Umkehr dieser Beobachtung. Dies war nicht statistisch
signifikant (p = 0,535). Hohes intratumorales CXCL10 war wiederum negativ mit der
Dauer des krankheitsfreien Uberlebens korreliert (p = 0,078).

Zudem schienen eine hohe intratumorale CXCL9- und CXCL10-Expression zu einem
langeren Gesamtuberleben zu flhren, jedoch ohne eine statistische Signifikanz
aufzuweisen (p = 0,120 bzw. p = 0,671).

Das langste krankheitsfreie Intervall wiesen die Patientinnen mit niedriger Expression
beider Chemokine auf, das kurzeste Patientinnen mit gemischt niedriger und hoher
Chemokinexpression. Fur das Gesamtuberleben zeigten sich jedoch kombiniert hohe

Chemokinkonzentrationen protektiv, kombiniert niedrige Konzentrationen hatten einen
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negativen Effekt. Beide Beobachtungen waren jedoch nicht signifikant (p = 0,427 bzw. p
=0,425).

Far die Analyse des primar metastasierten Patientinnenkollektivs standen acht (Disease-
free survival) bzw. sieben Patientinnen (Overall Survival) zur Verfigung.

Es zeigte sich keine Assoziation der intratumoralen Chemokine mit dem krankheitsfreien
Intervall oder dem Gesamtuberleben. Aufgrund der geringen Fallzahl und somit

eingeschrankten Aussagekraft sind diese Ergebnisse nicht graphisch dargestellt.
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Abbildung 14: Prognostische Signifikanz des intratumoralen CXCL9 und CXCL10 im nicht

metastasierten Kollektiv.

Dargestellt sind die Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsfreie Uberleben (A) und Gesamtiiberleben (B)

abhangig von niedriger oder hoher CXCL9-Konzentration im Tumor bzw. das krankheitsfreie Uberleben (B)

und Gesamtiiberleben (C) abhangig von niedriger oder hoher CXCL10-Konzentration im Tumor. (E) zeigt

das krankheitsfreie Uberleben (E) und Gesamtiiberleben (F) abhéngig von der Konzentration beider

Chemokine im Tumor. Die Zeit ist in Monaten skizziert. Mittels log-rank-Test ist die statistische Signifikanz

(p-Wert) angegeben.
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4.5.2 Prognostischer Einfluss der CXCR3-Chemokine im Serum

Die prognostische Bedeutung von CXCL9 und CXCL10 bei Mammakarzinom-
Patientinnen wurde anhand der Serumkonzentration beider Chemokine untersucht.

Der mediane Nachbeobachtungszeitraum belief sich fiir das krankheitsfreie Uberleben
auf 15,2 Monate (95% Konfidenzintervall (KlI): 0,3 — 79,8 Monate) und fir das
Gesamtuberleben auf 23,8 Monate (95% KI: 0,6 — 84,8 Monate).

Fur die Analyse des nicht metastasierten Kollektivs wurden 236 Patientinnen untersucht
(Abbildung 15).

Eine hohe CXCL9-Serumkonzentration war im MO-Kollektiv mit einem reduzierten
krankheitsfreien Uberleben assoziiert (p = 0,012). Eine derartige Beobachtung mit
negativem Effekt von CXCLO liel3 sich fur das Gesamtiberleben zwar andeuten, jedoch
ohne statistische Signifikanz (p = 0,505).

Fiir CXCL10 zeigte sich fiir das krankheitsfreie Uberleben ein dhnlicher Trend wie bei
CXCL9: Hohe Chemokinkonzentrationen gingen mit einer schlechteren Prognose einher
(p = 0,118). Auch wiesen Patientinnen mit hohem peripheren CXCL10 ein kirzeres
Gesamtuberleben auf, jedoch war der Unterschied ebenfalls nicht signifikant (p = 0,181).
AnschlieRend wurden die Patientinnen anhand der Chemokine im Serum in drei
Gruppen eingeteilt: niedriges CXCL9 und CXCL10, hohe Konzentration beider
Chemokine und niedriges CXCL9 mit hohnem CXCL10 oder hohes CXCL9 mit niedrigem
CXCL10.

Kombiniert hohe Konzentrationen beider Chemokine im Serum wiesen das kurzeste
krankheitsfreie Intervall auf (p = 0,047). Im Subgruppenvergleich fiel zudem besonders
ein Unterschied zwischen Patientinnen mit hohem CXCL9 sowie CXCL10 und
Patientinnen mit niedriger Konzentration beider Chemokine auf (p = 0,015). Letztere
profitierten vom langsten krankheitsfreien Intervall.

Kombiniert hohes CXCL9 und CXCL10 im Serum war zudem mit einem verkurzten
Gesamtuberleben korreliert, die Unterschiede zu den beiden anderen Gruppen stellten

sich jedoch nicht signifikant verschieden dar (p = 0,365).
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Abbildung 15: Prognostische Bedeutung des peripheren CXCL9 und CXCL10
metastasierten Kollektiv.

im nicht

Dargestellt sind die Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsfreie Uberleben (A) und Gesamtiiberleben (B)
abhangig von niedriger oder hoher CXCL9-Konzentration im Serum bzw. das krankheitsfreie Uberleben (B)
und Gesamtiiberleben (C) abhangig von niedriger oder hoher CXCL10-Konzentration im Serum. (E) zeigt
das krankheitsfreie Uberleben (E) und Gesamtiiberleben (F) abhéngig von der Konzentration beider
Chemokine im Serum. Die Zeit ist in Monaten skizziert. Mittels log-rank-Test ist die statistische Signifikanz
(p-Wert) angegeben. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt.
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Zur weiteren Validierung der prognostischen Wertigkeit des systemischen CXCL9 und
CXCL10 wurde eine univariate Cox-Regressionsanalyse durchgefuhrt (Tabelle 19). In
das Modell eingeschlossen wurden neben der Serumkonzentration beider Chemokine
etablierte prognostische Faktoren fur das Mammakarzinom, zu denen das Alter, die
TumorgréRe, der Lymphknotenstatus und das Grading gehdrten. Zudem wurde der
Einfluss der tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) untersucht.

Fir das krankheitsfreie Uberleben konnte ein prognostischer Effekt des histologischen
Grads (HR = 2,38, p = 0,016), des Nodalstatus (HR = 2,86, p = 0,005) und des Serum-
CXCL9 (HR 2,24, p = 0,023) bestatigt werden. Hohe CXCL9-Werte waren mit einem
etwa zweifach erhdhten Risiko (HR = 2,24, 95%-KI = 1,12 — 4,49) flr ein Lokalrezidiv,
axillares Rezidiv oder der Entwicklung von Fernmetastasen verbunden. Fur CXCL10
zeigte sich ein dhnlicher negativer Effekt (HR = 1,70, 95%-KI = 0,82 — 3,50), jedoch ohne
statistische Signifikanz (p = 0,153).

Fiar das Gesamtuberleben fanden sich auf3er dem histologischen Grad als grenzwertig
signifikantem Prognosefaktor (HR = 3,64, p = 0,054) keine prognostisch relevanten
Variablen. CXCL9 und CXCL10 zeigten zwar eine negative Assoziation mit dem
Gesamtuberleben (HR = 1,73 bzw. HR = 2,37), jedoch ohne statistische Signifikanz (p
= 0,438 bzw. p = 0,200).

Tabelle 19: Univariate Cox-Regressionsanalyse des M0-Kollektivs.
Signifikante HR und p-Werte sind fett gedruckt. In Klammern ist das 95%-Konfidenzintervall (KI) angegeben.
DFS = Disease-free survival, OS = Overall survival, HR = Hazard Ratio, TlLs = tumorinfiltrierende

Lymphozyten.
DFS oS

Variable HR (95%-KI) p-Wert HR (95%-KI) p-Wert
Alter = 60 J. 0,77 (0,39 - 1,52) 0,447 1,52 (0,41 - 5,68) 0,530

Grading = 3 2,38 (1,17 — 4,84) 0,016 3,64 (0,98 - 13,57) 0,054

TumorgroRe 220 mm 1,57 (0,78 - 3,15) 0,209 1,63 (0,37 - 7,30) 0,521

pN positiv 2,86 (1,38 — 5,90) 0,005 2,35 (0,53 - 10,53) 0,263
TILs positiv 2,25 (0,58 — 8,71) 0,240 1,87 (0,17 - 20,61) 0,610
CXCL9 hoch 2,24 (1,12 - 4,49) 0,023 1,73 (0,43 - 6,96) 0,438
CXCL10 hoch 1,70 (0,82 - 3,50) 0,153 2,37 (0,64 - 8,83) 0,200

Nachfolgend wurde eine multivariate Cox-Regressionsanalyse durchgefuhrt. Hierfur
wurde ein Basismodell erstellt mit den Variablen Alter, Grading, TumorgroRe sowie

Nodalstatus und anschlieBend die Chemokinkonzentration separat mitanalysiert
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(Tabelle 20). Die TILs wurden aufgrund geringer Datenanzahl aus dem Modell
ausgeschlossen. Auch hierbei konnte CXCL9 als unabhangiger prognostischer Faktor
fiir das krankheitsfreie Uberleben identifiziert werden (HR = 2,73, 95%-Kl = 1,26 — 5,88,
p = 0,011). Hohes CXCL9 war zudem mit einem stark erhéhten Risiko fur ein kirzeres
Gesamtuberleben assoziiert (HR = 7,80, 95%-Kl = 0,78 — 77,73, p = 0,080), jedoch nur
mit eingeschrankter statistischer Signifikanz.

Ahnlich wie in der univariaten Analyse lieR sich auch fiir CXCL10 ein negativer Trend fir
das krankheitsfreie Uberleben erkennen (HR = 1,79, 95%-KI = 0,78 — 4,11, p = 0,168).
Der histologische Grad zeigte sich zudem ebenfalls als prognostischer Faktor mit einem
fast dreifach erhdhten Risiko (HR = 2,67, p = 0,015).

Fir das Gesamtuberleben erwiesen sich ein hohes CXCL10 als negativer
prognostischer Faktor mit einem Risiko von 23,82 (95%-KI = 1,26 — 452,13) sowie ein
hoher histologische Grad (HR = 10,29, 95%-KI = 1,02 — 103,44). Beide Werte weisen
einen hohen HR sowie eine weite Spanne des 95%-Konfidenzintervall auf, welches
vermutlich auf die wenigen eingetretenen Events (Versterben) zurickzufihren und somit

nur eingeschrankt interpretierbar ist.

Tabelle 20: Multivariate Cox-Regressionsanalyse des M0-Kollektivs.
Signifikante HR und p-Werte sind fett gedruckt. In Klammern ist das 95%-Konfidenzintervall (KI) angegeben.
DFS = Disease-free survival, OS = Overall survival, HR = Hazard Ratio.

DFS oS

Variable HR (95%-KI) p-Wert HR (95%-KI) p-Wert
Alter = 60 J. 0,68 (0,30 - 1,52) 0,347 0,43 (0,04 - 4,36) 0,471

Grading = 3 2,67 (1,21 - 5,85) 0,015 10,29 (1,02 - 103,44) 0,048
Tumorgrofle =2 20 mm 1,36 (0,56 - 3, 29) 0,500 7,90 (0,75 - 83, 19) 0,085
pN positiv 1,94 (0,81 - 4,65) 0,139 1,55 (0,20 - 12, 06) 0,677
CXCL9 hoch 2,73 (1,26 - 5,88) 0,011 7,80 (0,78 - 77,73) 0,080
CXCL10 hoch 1,79 (0,78 - 4,11) 0,168 23,82 (1,26 - 452,13) 0,035

Im primar metastasierten Kollektiv zeigte sich fur niedrige bzw. hohe CXCL9- und
CXCL10-Serumwerte  kein  Unterschied in der progressionsfreien  oder
Gesamtuberlebenszeit. Auch die Kombination beider Chemokinkonzentrationen hatte
keine prognostische Relevanz.

Eine univariate Cox-Regressionsanalyse des metastasierten Kollektivs (Tabelle 21)
konnte keine signifikanten Faktoren fur das progressionsfreie oder Gesamtuberleben

identifizieren. Entsprechend wurde keine multivariate Analyse durchgefihrt. Aufgrund
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der sehr geringen Patienten- und Fallzahlen ergaben sich zum Teil sehr grolle

Konfidenzintervalle.

Tabelle 21: Univariate Cox-Regressionsanalyse des M1-Kollektivs.

In Klammern ist das 95%-Konfidenzintervall (KI) angegeben. PFS = Progression-free survival, OS = Overall

survival, HR = Hazard Ratio, TILs = tumorinfiltrierende Lymphozyten.

PFS oS

Variable HR (95%-KI) p-Wert HR (95%-KI) p-Wert
Alter 2 60 J. 0,86 (0,32-2,31) 0,757 2,09 (0,22 - 20,20) 0,525
Grading = 3 1,07 (0,36 - 3,23) 0,898 44,46 (0,003 - 681359,83) 0,44
Tumorgrole 220 mm 0,82 (0,15-4,52) 0,815 - -
Nodalstatus positiv 1,68 (0,30-9,59) 0,558 - -
TILs positiv 0,45 (0,05-4,34) 0,489 55,58 (0,001 - 5456325,51) 0,493
CXCL9 hoch 2,28 (0,81-6,46) 0,119 0,41 (0,04 - 4,12) 0,449
CXCL10 hoch 1,70 (0,56 - 5,15) 0,351 1,16 (0,12 - 11,33) 0,902
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Abbildung 16: Prognostische Signifikanz des peripheren CXCL9 und CXCL10 im primar
metastasierten Kollektiv.

Dargestellt sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben (A) und Gesamtiiberleben (B)
abhangig von niedriger oder hoher CXCL9-Konzentration im Serum bzw. das progressionsfreie Uberleben
(C) und Gesamtiiberleben (D) abhangig von niedriger oder hoher CXCL10-Konzentration im Serum. (E)
zeigt das progressionsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben (F) abhingig von der Konzentration beider
Chemokine im Serum. Die Zeit ist in Monaten skizziert. Mittels log-rank-Test ist die statistische Signifikanz
(p-Wert) angegeben.
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4.5.21 Prognostische Bedeutung der CXCR3-Chemokine im Serum unter
Berucksichtigung des Nodalstatus

Der prognostische Einfluss von CXCL9 und CXCL10 wurde anschlieend nach
Nodalstatus untersucht. Hierfir wurde das Kollektiv in die Gruppen niedrige bzw. hohe
Chemokinkonzentration eingeteilt und anschlieRend das krankheitsfreie bzw.
Gesamtuberleben abhangig vom Nodalstatus untersucht. Die entsprechenden Kaplan-
Meier-Kurven finden sich in Abbildung 17 sowie in Abbildung 18.

Far Patientinnen mit hohem CXCLO9 fiel bei Vorhandensein von befallenen Lymphknoten
wie zu erwarten ein signifikant kiirzeres krankheitsfreies Uberleben auf (p = 0,007). Dies
lie® sich fur die Gruppe mit niedrigem CXCL9 nicht beobachten. Fir das
Gesamtuberleben zeigten sich abhangig von niedriger bzw. hoher Chemokinexpression

und befallenen Lymphknoten keine Unterschiede (Abbildung 17).



Ergebnisse

M0, CXCL9 niedrig

A .

DFsS

pNO (n= 103)
I pN =33 p=0295
00 PN+ (n=33)
0 20 40 60 80 100
Zeit (Monate)
MO0, CXCL9 niedrig
C .[ -
08
06
"
o
04
0.2
pNO (n= 117)
W pN+ (o= 34) p=0339
0.0
0 20 40 60 80 100 120

Zeit (Monate)

DFS

os

08

06

04

0.2

0.0

M0, CXCL9 hoch
pNO (n= 36)
=0,007
o N+ (1= 9) P
o 20 40 60 100 120
Zeit (Monate)
MO0, CXCL9 hoch
+ +
pNO (n= 41)
W pN+ (n=9)
PN+ (n=9) p= 0351
o 20 40 60 100 120
Zeit (Monate)

Abbildung 17: Prognostische Signifikanz von CXCL9 im Serum im nicht metastasierten Kollektiv,

abhangig vom Nodalstatus.

Dargestellt sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsfreie Uberleben abhéngig von niedriger (A) bzw.
hoher CXCL9-Konzentration (B). (C) zeigt das Gesamtlberleben fiir das Kollektiv mit niedriger CXCL9-
Konzentration, (D) fir das Kollektiv mit hoher CXCL9-Konzentration. Die Zeit ist in Monaten skizziert. Mittels

log-rank-Test ist die statistische Signifikanz (p-Wert) angegeben. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt.
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Abbildung 18: Prognostische Signifikanz von CXCL10 im Serum im nicht metastasierten Kollektiv,
abhangig vom Nodalstatus.

Dargestellt sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsfreie Uberleben abhéngig von niedriger (A) bzw.
hoher CXCL10-Konzentration (B). (C) zeigt das Gesamtlberleben fiir das Kollektiv mit niedriger CXCL10-
Konzentration, (D) fir das Kollektiv mit hoher CXCL10-Konzentration. Die Zeit ist in Monaten skizziert.
Mittels log-rank-Test ist die statistische Signifikanz (p-Wert) angegeben.

Patientinnen mit befallenen Lymphknoten wiesen unabhangig der CXCL10-
Konzentration ein kiirzeres krankheitsfreies Uberleben auf. Die Ergebnisse zeigten
einen Trend zur Signifikanz (p = 0,053 bzw. p = 0,054). Das Gesamtuberleben war im
Kollektiv mit geringer CXCL10-Konzentration ebenfalls schlechter, wenn Lymphknoten
befallen waren, auch wenn keine Signifikanz erreicht wurde (p = 0,065). Fur die CXCL10-

reiche Gruppe ergab sich kein Unterschied im Gesamtuberleben (Abbildung 18).
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4.5.2.2 Prognostische Bedeutung der CXCR3-Chemokine im Serum unter
Berucksichtigung des histologischen Subtyps

Der prognostische Einfluss von CXCL9 und CXCL10 wurde anschlieRend in
Abhangigkeit des histologischen Subtyps (Hormonrezeptor-positiv, HER2-positiv oder
TNBC) untersucht.

Fir die Untersuchung des krankheitsfreien Uberlebens standen hierfiir 146 nicht-
metastasierte Patientinnen mit Hormonrezeptor-positiver Erkrankung zur Verfugung, fur
das Gesamtuberleben 165 entsprechende Patientinnen.

Es ergab sich ein bereits im Gesamtkollektiv beobachteter Trend (Abbildung 19). Eine
hohe CXCL9-Serumkonzentration war mit einem reduzierten krankheitsfreien Uberleben
(p = 0,237) sowie einem kirzeren Gesamtiberleben (p = 0,533) assoziiert, jedoch ohne
Signifikanz. Fur CXCL10 ergab sich kein Unterschied hinsichtlich des krankheitsfreien
Uberlebens (p = 0,920) oder des Gesamtiiberlebens (p = 0,181).

Die gleichzeitige Untersuchung beider Chemokine zeigte keinen Unterschied bezuglich
des krankheitsfreien Intervalls (p = 0,721) und des Gesamtuberlebens (p = 0,542).

Im primar metastasierten Kollektiv fanden sich 14 Patientinnen mit Hormonrezeptor-
positiver Erkrankung. Es zeigte sich eine Assoziation zwischen hohem Serum-CXCL10
und einem verkiirzten progressionsfreien Uberleben, welche jedoch nicht statistisch
signifikant war (p = 0,065). Durch fehlende Ereignisse konnten keine Aussagen
bezuglich eines Zusammenhangs zwischen Serum-CXCL9 und -CXCL10 und dem
Gesamtuberleben getroffen werden.

Aufgrund der geringen Fallzahl und somit eingeschrankten Aussagekraft sind diese

Ergebnisse nicht graphisch dargestellt.
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Abbildung 19: Prognostische Signifikanz von CXCL9 und CXCL10 im Serum im Hormonrezeptor-

positiven, nicht metastasierten Kollektiv.
Dargestellt sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsfreie Uberleben (A) und Gesamtiiberleben (B)

abhangig von niedriger oder hoher CXCL9-Konzentration im Serum bzw. das krankheitsfreie Uberleben (C)

und Gesamtiiberleben (D) abhangig von niedriger oder hoher CXCL10-Konzentration im Serum. (E) zeigt

das krankheitsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben (F) abhéngig von der Konzentration beider Chemokine

im Serum. Die Zeit ist in Monaten skizziert. Mittels log-rank-Test ist die statistische Signifikanz (p-Wert)

angegeben. HR+ = Hormonrezeptor-positiv.
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AnschlieRend wurde das Kollektiv der HERZ2-positiven, nicht-metastasierten
Patientinnen untersucht (Abbildung 20). Hierbei handelte es sich um eine geringe
GruppengrolRe (n = 27). Es trat kein Versterben einer HER2-positiven Patientin ein,

sodass ausschlieRlich das krankheitsfreie Uberleben gemessen werden konnte.

Es ergab sich eine Assoziation mit einem kiirzeren krankheitsfreien Uberleben und
hohem Serum-CXCL9 (p = 0,052) sowie hohem Serum-CXCL10 (p = 0,088), jedoch

waren beide Untersuchungen statistisch nicht signifikant.

Auch hier wurden die Patientinnen anhand der Chemokine im Serum in drei Gruppen
eingeteilt, analog zu den Voruntersuchungen. Kombiniert hohe Konzentrationen beider

Chemokine im Serum wiesen das kirzeste krankheitsfreie Intervall auf (p = 0,043).

Es gab lediglich zwei Patientinnen mit primar metastasiertem, HER2-positivem

Brustkrebs, sodass in diesem Kollektiv keine Untersuchungen durchgefuhrt werden
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Abbildung 20: Prognostische Signifikanz von CXCL9 und CXCL10 im Serum im HER2-positiven,
nicht metastasierten Kollektiv.

Dargestellt sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsfreie Uberleben abhangig von niedriger oder hoher
CXCL9- (A) bzw. CXCL10-Konzentration (B) im Serum. (C) zeigt das krankheitsfreie Uberleben abhéngig
von der Konzentration beider Chemokine im Serum. Die Zeit ist in Monaten skizziert. Mittels log-rank-Test
ist die statistische Signifikanz (p-Wert) angegeben. HER2+ = HER2-positiv.
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Die Gruppe der Patientinnen mit Triple-negativem Brustkrebs umfasste 28 Patientinnen
(Abbildung 21). Es ist zu beachten, dass die Uberlebensanalysen in einem Kollektiv mit
solchen geringen Fallzahlen nur eingeschrankt zu beurteilen sind.

Hohes Serum-CXCL9 sowie -CXCL10 war auch in diesem Kollektiv mit einem kurzeren
krankheitsfreien Uberleben assoziiert, jedoch waren diese Ergebnisse statistisch nicht
signifikant (p = 0,591 fur CXCL9, p = 0,936 fur CXCL10).

Fir das Gesamtiberleben ergab sich fir die CXCL9-Serumkonzentration kein
Unterschied. Eine hohe CXCL10-Serumkonzentration ging mit einem verkurzten
Gesamtuberleben einher, jedoch ebenfalls ohne statistische Signifikanz (p = 0,175).
Kombiniert hohe Konzentrationen beider Chemokine im Serum wiesen das kurzeste
krankheitsfreie Intervall auf (p = 0,231). Im Subgruppenvergleich fiel zudem besonders
ein Unterschied zwischen Patientinnen mit gemischter Konzentration (niedriges CXCL9
und hohes CXCL10 oder hohes CXCL9 und niedriges CXCL10 im Serum) und
Patientinnen mit hoher Konzentration beider Chemokine auf (p = 0,046). Letztere wiesen
das kirzeste krankheitsfreie Intervall auf, jedoch belief sich die Gruppengrdlde lediglich
auf drei Patientinnen.

Ahnliches lieR sich fir das Gesamtiiberleben beobachten. Auch hier wiesen die drei
Patientinnen mit hohem CXCL9 und CXCL10 im Serum das kurzeste Gesamtuberleben
auf. Der Unterschied war lediglich im Vergleich mit der Gruppe der gemischten
Konzentration signifikant (p = 0,046).

Es gab im vorliegenden Kollektiv lediglich eine Patientin mit primar metastasiertem,
Triple-negativem Brustkrebs, sodass keine Untersuchungen in dieser Subgruppe

durchgefuhrt werden konnten.
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Abbildung 21: Prognostische Signifikanz von CXCL9 und CXCL10 im Serum im Triple-negativen,
nicht metastasierten Kollektiv.

Dargestellt sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsfreie Uberleben (A) und Gesamtiiberleben (B)
abhangig von niedriger oder hoher CXCL9-Konzentration im Serum bzw. das krankheitsfreie Uberleben (C)
und Gesamtiiberleben (D) abhangig von niedriger oder hoher CXCL10-Konzentration im Serum. (E) zeigt
das krankheitsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben (F) abhzngig von der Konzentration beider Chemokine
im Serum. Die Zeit ist in Monaten skizziert. Mittels log-rank-Test ist die statistische Signifikanz (p-Wert)

angegeben. TNBC = Triple negative breast cancer.
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4.5.3 Prognostischer Einfluss der intratumoralen und peripheren CXCR3-
Chemokine

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss von CXCL9 bzw. CXCL10 in Tumorgewebe und
Serum kombiniert untersucht. Dazu wurde das Patientinnenkollektiv in vier Gruppen
eingeteilt: Chemokinkonzentration in Tumor und Serum niedrig, Chemokinkonzentration
in Tumor und Serum hoch, Konzentration im Tumorgewebe niedrig und im Serum hoch
sowie Konzentration im Tumorgewebe hoch und im Serum niedrig.

Fur die Analyse des nicht metastasierten Kollektivs standen hierfir 36 Patientinnen
(krankheitsfreies Uberleben) bzw. 37 Patientinnen (Gesamtiiberleben) zur Verfiigung
(Abbildung 22).

Es liel sich kein Trend fur das kirzeste krankheitsfreie Intervall abhangig der CXCL9-
Konzentration feststellen. Patientinnen mit niedriger CXCL9-Konzentration in Tumor und
Serum zeigten das schlechteste Gesamtiberleben, jedoch keine statistische
Signifikanz.

Es fiel zudem auf, dass eine hohe CXCL10-Konzentration sowohl intratumoral als auch
peripher zu dem kirzesten krankheitsfreien Uberleben fiihrte. Das langste
krankheitsfreie Intervall wurde von Patientinnen mit wenig Chemokin im Tumor und
reichlich Chemokin im Serum erreicht. Diese Ergebnisse waren jedoch nicht statistisch
signifikant (p= 0,165). Das Gesamtuberleben stellte sich in den verschiedenen CXCL10-
Gruppen nicht signifikant unterschiedlich dar.

Insgesamt sind die Ergebnisse jedoch bei sehr niedrigen Fallzahlen als lediglich

hypothesengenerierend zu werten.
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Abbildung 22: Prognostische Signifikanz des intratumoralen und peripheren CXCL9 und CXCL10 im
nicht metastasierten Kollektiv.

Dargestellt sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsfreie Uberleben (A) und Gesamtiiberleben (B)
abhéngig von der CXCL9-Konzentration in Tumor und Serum bzw. das krankheitsfreie Uberleben (C) und
Gesamtiiberleben (D) abhangig von der CXCL10-Konzentration in Tumor und Serum. Die Zeit ist in Monaten
skizziert. Mittels log-rank-Test ist die statistische Signifikanz (p-Wert) angegeben.

Der Einfluss von CXCL9 bzw. CXCL10 in Tumorgewebe und Serum wurde anschliel3end
im primar metastasierten Kollektiv geprift. Hierfir standen flr das progressionsfreie
Uberleben sechs Patientinnen zur Verfiigung, fiir das Gesamtiiberleben lediglich fiinf.

Bei sehr geringer Fallzahl konnte weder ein langeres progressionsfreie Uberleben noch
ein Uberlebensvorteil fiir eine der Gruppen herausgearbeitet werden. Die Ergebnisse

sind nicht graphisch dargestellt.
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5 Diskussion

Das Mammakarzinom ist bei Frauen der haufigste Tumor und ursachlich fur die Mehrheit
der krebsbedingten Todesfalle (Bray et al., 2018). In Deutschland ist jede achte Frau im
Laufe ihres Lebens von der Erkrankung betroffen (Robert Koch-Institut, 2021). Umso
wichtiger erscheinen effektive Behandlungsmaoglichkeiten. In den letzten Jahren wurden
Immuntherapien in der Onkologie weiterentwickelt und gewinnen zunehmend an
Bedeutung (Esfahani et al., 2020).

Im Zuge dessen spielen das Immunsystem modulierende Stoffe, wie Chemokine, eine
entscheidende Rolle. Diese kénnen durch die Chemotaxis tumorbekdmpfender
Immunzellen sowie einer Angiostase tumorsupprimierende Funktionen austiben und die
Wirkung von Immuntherapien, z.B. Immuncheckpointinhibitoren, Uberhaupt erst
ermoglichen. Andererseits konnen sie auch tumorférdernde Eigenschaften aufweisen,
indem sie zu einer gesteigerten Invasivitat, Proliferation und Metastasierung von
Tumorzellen fuhren (Mantovani et al., 2010).

Die vorliegende Arbeit adressiert die Frage, inwiefern sich die bekannten protektiven
Auswirkungen der intratumoralen CXCR3-Chemokine im Mammakarzinom auf die
systemische Konzentration im Serum Ubertragen lassen.

Die systemische Chemokinkonzentration konnte in Zukunft im Rahmen von Liquid
Biopsies untersucht werden. Liquid Biopsies, also flussige Biopsien, werden zunehmend
in der Tumordiagnostik eingesetzt. Darunter wird die Entnahme von Blutproben
verstanden, welche im Vergleich zu Stanz- oder Vakuumbiopsien eine geringere
Invasivitat aufweisen. Sollten sich protektive oder auch tumorsupportive Effekte der
peripheren Chemokine auf den Krankheitsverlauf zeigen, kdnnte die Messung der
Serumchemokine in Zukunft mit wenig diagnostischem Aufwand einen prognostischen

Mehrwert bieten.
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5.1 Serumexpression der CXCR3-Chemokine unabhangig von

intratumoraler Expression

Die CXCR3-Chemokine CXCL9 und CXCL10 werden von verschiedenen Immun- und
Tumorzellen nach Stimulation mit IFN-y sezeriert (Ohmori et al., 1997; Ohmori et al.,
1993). Moderat korrelierende Konzentrationen beider Chemokine konnten in
Vorarbeiten sowohl fur die intratumorale (Bronger et al., 2016) als auch fur die
Konzentration im Serum (M. H. Lee et al., 2022) bestatigt werden. Diese Beobachtung
zeigte sich ebenfalls in der vorliegenden Arbeit mit einer signifikant moderaten
Korrelation zwischen der CXCL9- und CXCL10-Expression im Serum. Im intratumoralen
Gewebe fand sich jedoch keine Korrelation zwischen beiden Chemokinen. Dies kénnte
sich darauf zurlckfihren lassen, dass die CXCL10-Expression sowohl durch IFN-y als
auch durch TNF-a stimuliert wird, wdhrend CXCL9 nur auf IFN-y oder den
synergistischen Effekt mit TNF-a anspricht (Bronger et al., 2016). Das Mikromilieu in
Tumoren ist generell sehr heterogen aus verschiedenen Zellentitaten sowie diversen
nicht-zelluldren Bestandteilen zusammengesetzt (Baghban et al., 2020), sodass ein
unterschiedliches Ansprechen der Chemokinregulation sehr plausibel sein kann.
AnschlieBend wurde der Frage nachgegangen, ob zwischen der lokalen, also
intratumoralen, und der systemischen Chemokinexpression ein Zusammenhang
besteht. Ein solcher wiirde durch die periphere Konzentration Rlckschllisse auf das
intratumorale Immunmilieu erlauben.

Pitteri et al. beobachteten beispielsweise im murinen HER2-positiven
Mammakarzinommodell eine Modifikation des Plasmaproteoms analog zu
Veranderungen im Tumormikromilieu. Mehr als die Halfte der Proteine, welche im
Plasma der Mause vermehrt exprimiert wurden, wurde gleichzeitig im Proteom-Profil
humaner Brustkrebszelllinien nachgewiesen, hinweisend darauf, dass sich die Daten
auch auf den Menschen Ubertragen lassen. Zu diesen Proteinen gehorten unter
anderem Vertreter, die eine Rolle in Signalwegen des Immunsystems spielen, wie die
Chemokine CCL2, CCL7 und CCLS8 (Pitteri et al., 2011).

In unseren Ergebnissen in Patientinnen ohne Fernmetastasen zeigte sich keine
Korrelation zwischen intratumoraler und serologischer Konzentration der CXCRS3-
Liganden. Tymoszuk et al. beobachteten erstmalig eine fehlende Korrelation zwischen
CXCL10 in Tumorgewebe und Serum von 132 Brustkrebspatientinnen aller Subtypen.
Jedoch wurde in der Studie nicht zwischen Patientinnen ohne und mit Fernmetastasen
unterschieden (Tymoszuk et al., 2014). Auch ergab sich in einer aktuellen Studie keine
Korrelation zwischen der CXCL9- und CXCL10-Konzentration im Blut von Patienten mit

Nierenzellkarzinom und dem entsprechenden Tumorgewebe (M. H. Lee et al., 2022) .
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Jabeen et al. konnten in 159 Mammakarzinom-Patientinnen hingegen eine positive
Korrelation zwischen der intratumoralen mRNA-Expression von CXCL10 und der
Proteinexpression im Serum feststellen. Praoperativ untersucht wurden zwei
unabhangige Kohorten mit nicht metastasiertem Mammakarzinom und sowohl HR-
positiven als auch HR-negativen Probandinnen (Jabeen et al., 2019).

Im Zuge der Ergebnisse von Tymoszuk et al. und Lee et al. (M. H. Lee et al., 2022;
Tymoszuk et al., 2014) kommt die Hypothese auf, dass die Chemokine im Serum
vermutlich nicht dem Milieu des Primartumors entstammen.

Unsere Beobachtung erscheint zunachst plausibel aufgrund der Tatsache, dass es sich
beim Mammakarzinom nach aktuellen Erkenntnissen eher um eine lokale Neoplasie
handelt, auch wenn im Verlauf die Mdglichkeit einer systemischen Ausbreitung mit
Ausbildung von Metastasen besteht (Punglia et al., 2007). Fir diese Theorie spricht die
in den letzten Jahren gesunkene Mortalitat durch verbesserte Screening- und
FriherkennungsmalRnahmen (Basu et al., 2018). Wirde es sich ausschlieRlich um eine
systemische Erkrankung handeln, hatte eine frihe Diagnose wenig Auswirkung auf die
Prognose (Punglia et al., 2007).

Winter et al. machten in ihrer Studie im kutanen T-Zell-Lymphom eine &hnliche
Beobachtung wie in der vorliegenden Arbeit, als sie erhdhte Konzentrationen der
CXCR3-Liganden im Serum, einhergehend mit geringer intratumoraler Konzentration
messen konnten. Ursachlich vermutet wurden Veranderungen im peripheren
Metabolismus der Chemokine, welche unabhangig vom Primartumor sind. Diese fihren
durch eine geringere serologische Anzahl an T-Zellen, welche Chemokin-abbauende
Enzyme exprimieren, zu einer erhdhten Chemokin-Serumkonzentration (Winter et al.,
2007).
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5.2 Intratumorale CXCR3-Liganden im Mammakarzinom ohne

prognostische Relevanz

CXCL9 und CXCL10 gehodren zu den inflammatorischen Chemokinen. Neben der
Differenzierung von Immunzellen initieren sie durch einen chemotaktischen
Konzentrationsgradienten vor allem die Migration verschiedener
Leukozytenpopulationen. Sie werden unter anderem von TH1-Zellen und Fibroblasten,
aber auch von Tumorzellen sezerniert (Tokunaga et al., 2018).

Zahlreiche Studien konnten bereits die intratumorale Proteinexpression von CXCL9 und
CXCL10 in verschiedenen Subtypen des Mammakarzinoms herausarbeiten (Bronger et
al., 2012; Datta et al., 2006; Hilborn et al., 2014; Mulligan et al., 2013).

Fir beide Chemokine wurden vor allem protektive Wirkungen beobachtet. Diese lief3en
sich in erster Linie auf die Rekrutierung CXCR3-exprimierender tumorinfiltrierender
Lymphozyten (TILs) zuruckfuhren (Denkert et al., 2010; Zeng et al., 2012). TIL-reiche
Tumore zeigten in mehreren klinischen Studien ein verbessertes Ansprechen auf
verschiedene neoadjuvante Therapien (Denkert, von Minckwitz, et al., 2018). Zudem
konnte in Vorarbeiten ein intratumorales lymphozytares Infiltrat mit einem geringeren
Risiko fur Fernmetastasen (Heimes et al., 2017) oder eine Krankheitsprogression
(Ignatiadis et al., 2019) sowie einem verlangerten krankheitsfreien und
Gesamtuberleben (Loi et al., 2013; Mahmoud et al., 2011) korreliert werden.

Ein ausgepragtes lymphozytares Infiltrat geht in soliden Tumoren wie dem
Ovarialkarzinom (Bronger et al., 2016), dem Lungenkarzinom (Kawai et al., 2008) und
dem kolorektalen Karzinom (Pagés et al., 2009) ebenfalls mit einer besseren Prognose
einher. Oldford et al. konnten dies im Mammakarzinom bestéatigen (Oldford et al., 2006).
TILs kdnnen weiter differenziert werden in zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs), welche
direkt eine Tumorzellelimination initiieren und T-Helferzellen, die als Typ-1-Helferzellen
(TH1) zu einer Aktivierung von CTLs fuhren oder als Typ-2-Helferzellen (TH2) eine
Stimulierung der humoralen Immunitat einleiten (Gooden et al., 2011). Zudem werden
regulatorische T-Lymphozyten (Treg) beschrieben, welche die tumorspezifische
Immunitat der anderen Subtypen hemmen kénnen (Curiel et al., 2004). Durch CXCL9
und CXCL10 chemotaktisch angelockte TILs umfassen CTLs, TH1-Zellen und NK
(Naturliche Killerzellen) (Nagarsheth et al., 2017; Wendel et al., 2008; Yang et al., 2006).
Bisherige Untersuchungen konnten vor allem eine Korrelation zwischen intratumoralem
CXCL10 und Anzahl der TILs sowohl im murinen (Yang et al., 2006) und humanen
Mammakarzinom (Mulligan et al., 2013) als auch im Ovarialkarzinom (Bronger et al.,
2016) feststellen. Jedoch bedeutet eine erhdhte intratumorale Chemokindetektion nicht

zwingend eine erhdhte Immuninfiltration: In einer Untersuchung von Rainczuk et al. im
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Ovarialkarzinom ergab sich eine fehlende Korrelation zwischen CXCL10 und
lymphozytarem Infiltrat, welche auf das Vorliegen einer antagonistischen CXCL10-
Isoform zurtckgefuhrt wurde (Rainczuk et al., 2014).

Li et al. konnten fuir die mRNA-Expression beider Chemokine im Mammakarzinom einen
protektiven Effekt nachweisen (Y. Li et al., 2020). Auch Ergebnisse von Razis et al.
brachten eine hohe mMRNA-Expression von CXCL9 mit einer verbesserten Prognose im
HER2-positiven und Triple-negativen Mammakarzinom in Verbindung (Razis et al.,
2020). Die Forschungsgruppe um Hilborn et al. berichtete Uber ein verbessertes
Ansprechen auf eine Tamoxifen-Therapie und somit einer besseren Prognose bei hoher
intratumoraler CXCL10-Konzentration (Hilborn et al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein Zusammenhang zwischen CXCL10 und TILs
im primar metastasierten Kollektiv. Fir die anderen Subgruppen ergab sich keine
Korrelation mit den TILs. Dies konnte ursachlich dafur sein, dass die bisher
beobachteten positiven Effekte intratumoraler Chemokine in dieser Arbeit nicht bestatigt
werden konnten. Es zeigte sich keine Auswirkung der lokalen Chemokinkonzentration
auf die Prognose.

Zudem konnte wie in den Arbeiten von Casrouge et al. und Rainczuk et al. eine
modifizierte Proteinform der Chemokine vorliegen, welche die chemotaktische Fahigkeit
einschrankt (Casrouge et al., 2011; Rainczuk et al., 2014). Dies konnte mittels einer
Aminosaurensequenzierung weiter analysiert werden.

AuRerdem konnte in der vorliegenden Arbeit ein intratumorales lymphozytares Infiltrat
mit einem erhdhten Risiko fur ein kurzeres krankheitsfreies und Gesamtuberleben
korreliert werden. Dies galt fur Patientinnen ohne primare Fernmetastasen, auch wenn
keine Signifikanz nachweisbar war. Denkert et al. konnten bei Patientinnen mit HER2-
negativen Tumoren und hohen TILs ebenfalls ein kiirzeres krankheitsfreies Uberleben
und Gesamtuberleben messen (Denkert, von Minckwitz, et al., 2018). Dies steht in
Kontrast zu den oben beschriebenen protektiven Auswirkungen intratumoraler TILs. Es
ist zu beachten, dass in der vorliegenden Arbeit keine Differenzierung der TILs erfolgte,
da eine solche mittels der verwendeten Farbung mit Hamatoxylin-Eosin (HE) in der
Immunhistochemie nicht darstellbar ist. Entsprechend ist unklar, welche Lymphozyten-
Subgruppen in unserem Patientinnenkollektiv dominierten. Méglicherweise handelt es
sich vorwiegend um Treg, welche bei intratumoralem Vorkommen im Mammakarzinom
in klinischen Studien prognostisch negative Effekte aufweisen. Bates et al. zeigten dies
im nicht metastasieten Mammakarzinom anhand verklrzter Intervalle fur das
rezidivfreie und Gesamtuberleben fur Treg-reiche Tumore (Bates et al., 2006). Analog

identifizierten Seenstréom et al. ein ausgepragtes Infiltrat aus Treg als unabhangigen
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Risikofaktor fir eine kiirzere Uberlebenszeit im metastasieten Mammakarzinom
(Stenstrom et al., 2021).
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5.3 Hohere periphere CXCL10-Konzentration im  primar

metastasierten Mammakarzinom

In der vorliegenden Arbeit wurden Assoziationen zwischen der Chemokinkonzentration
und klinikopathologischen sowie molekularbiologischen Faktoren untersucht, um zu
ergrunden, ob CXCL9 und CXCL10 unabhangig von weiteren Faktoren exprimiert
werden.

Dabei zeigte sich weder im nicht metastasierten noch im metastasierten Kollektiv eine
Korrelation zwischen systemischer Chemokinexpression und Anzahl der
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs). Diese Beobachtung konnte ebenfalls durch
Lee et al. in 33 Patienten mit Nierenzellkarzinom gemacht werden, bei denen sich
gleichermalden keine Korrelation zwischen der CXCL9 und CXCL10-Proteinexpression
im Plasma und den TILs ergab (M. H. Lee et al., 2022). Diese Erkenntnis ist plausibel,
da sich in unseren Ergebnissen zwischen intratumoraler und serologischer
Chemokinkonzentration ebenfalls kein Zusammenhang zeigt.

Die Serumkonzentration beider Chemokine zeigte sich in unseren Ergebnissen zudem
unabhangig vom histologischen Tumorsubtyp. Hilborn et al. konnten ebenfalls keine
Assoziation zwischen histologischem Subtyp und intratumoraler CXCL10-Konzentration
herstellen, wobei hier ausschliellich nodal-negative Mammakarzinom-Patientinnen
untersucht wurden (Hilborn et al.,, 2014). Ejaeidi et al. definierten die CXCL10-
Serumwerte primar metastasierter Patientinnen mit Mammakarzinom bereits als
unabhangig des Hormonrezeptor (HR)-Status, wahrend CXCL9-Werte in HR-positiven
Patientinnen deutlich erhdht waren (Ejaeidi et al., 2015). Wu et al. stellten hingegen eine
HR-abhangige Sekretion des serologischen CXCL10 in nicht metastasierten
Patientinnen fest (Wu et al., 2020).

Im Kollektiv ohne Fernmetastasen fiel in alteren Patientinnen ein erhdhtes Serum-
CXCL9 auf, verglichen mit jingeren Patientinnen. Dies steht in Kontrast zu Ergebnissen
von Ruiz-Garcia et al. sowie Narita et al., welche einen solchen Effekt fir nicht-
metastasierte Brustkrebspatientinnen nicht feststellten konnten (Narita et al., 2016; Ruiz-
Garcia et al., 2010). Es bleibt zu beachten, dass die Forschungsgruppe die Gruppen
anhand einer Grenze von 35 Jahren unterteilte, wahrend in der vorliegenden Arbeit als
Cut-Off der Median von 60 Jahren gewahlt wurde. Shurin et al. korrelierten erhdhte
CXCL9-Serumkonzentration mit steigendem Alter bei gesunden Probanden und
Probandinnen, allerdings wurde hier nicht zwischen weiblichen und mannlichen
Testpersonen unterschieden. Auch wurden in der Studie mehrere nach Alter aufgeteilte
Subgruppen miteinander verglichen und nicht anhand des Medians untersucht (Shurin

et al., 2007). Die in der vorliegenden Arbeit gemessene Korrelation zeigte jedoch nur
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eine sehr schwache Effektstarke, sodass der Einfluss des Alters auf die CXCL9-Werte
insgesamt aulRer Acht gelassen werden kann.

Die Serumexpression von CXCL9 und CXCL10 zeigte sich zudem unabhangig vom
Nodalstatus. Es ist seit langem bekannt, dass befallene Lymphknoten im
Mammakarzinom unabhangig von der Therapie mit einer kiurzeren krankheitsfreien
sowie Gesamtuberlebenszeit korreliert sind (Carter et al., 1989). Hervorzuheben ist,
dass der Nodalstatus in unserem Kollektiv in Patientinnen mit niedrigem Serum-CXCL9
keine besondere Relevanz hatte. Die Uberlebenszeiten unterschieden sich fiir
Patientinnen ohne und mit Lymphknotenbefall nicht signifikant.

Es fiel jedoch auf, dass die CXCL10-Konzentration im Serum primar metastasierter
Patientinnen hoher als im Serum nicht metastasierter Patientinnen war. Fur CXCL9
konnten ebenfalls hohere Konzentrationen im metastasierten Kollektiv gefunden
werden, jedoch ohne statistische Signifikanz. Eine Korrelation mit dem Alter kann hierbei
ausgeschlossen werden, da sich der Median im MO- und M1-Kollektiv mit 58 bzw. 61
Jahren nicht signifikant unterscheidet.

Unsere Ergebnisse bestatigen bisherige Beobachtungen, die hdéheres systemisches
CXCL10 in Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom nachweisen konnten,
verglichen mit lokal begrenzten Tumorstadien (Jafarzadeh et al., 2016) und gesunden
Kontrollen (Ejaeidi et al., 2015).

Ein ahnliches Ergebnis ergaben klinische Studien im Nasopharynxkarzinom (Hsin et al.,
2013), Ovarialkarzinom (Lambeck et al., 2007) sowie kolorektalen Karzinom (Toiyama
et al., 2012). Auch hier war das zirkulierende CXCL10 in fortgeschrittenen Tumorstadien
jeweils héher als in lokal begrenzten Stadien. Patienten mit metastasiertem Melanom
wiesen ein héheres Serum-CXCL10 auf als nicht metastasierte Patienten (Nevala et al.,
2009). Hoheres zirkulierendes CXCL9 fand sich in Patienten mit fortgeschrittenem
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle, verglichen mit lokal begrenzten Stadien (Chang
et al., 2013).

Im Zuge dieser Ergebnisse kommt die Frage auf, inwiefern Tumormetastasen generell
das systemische Immunmilieu modulieren. Zuckerman et al. verglichen die periphere
Immunsignatur von Brustkrebspatientinnen ohne und mit Lymphknotenmetastasen.
Dabei fiel in den Patientinnen mit befallenen Lymphknoten eine systemische
Hochregulierung inflammationsbezogener Gene wie TNF auf (Zuckerman et al., 2013).
TNF-a wird neben anderen Zytokinen wie IFN-y und Interleukin 6 (IL-6) in die
Tumormikroumgebung (TME) sezerniert. Inflammatorische Zytokine kdnnen
neoplastisches Wachstum begiinstigen (Coussens et al., 2002). Ein Uberschuss dieser
Stoffe kann zudem ins Blut gelangen und so eine systemische Inflammation auslosen
(Liu et al., 2015). CXCR3-Chemokine werden nach Stimulation mit TNF-a und IFN-y von
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verschiedenen Immun-, aber auch Tumorzellen exprimiert (Tsubaki et al., 2005), was
ihren Nachweis im peripheren Blut erklaren kénnte.

Auch Salgado et al. vermuteten, dass unter anderem eine allgemeine
Entzindungsreaktion in metastasierten Patientinnen zu erhohten zirkulierenden
Inflammationsmarkern  flhren koénnte. In ihrer Studie zeigten sie, dass
Brustkrebspatientinnen mit mehreren metastatischen Lasionen im Vergleich zu solchen
mit nur einer betroffenen Region ein erhohtes IL-6 im Serum aufwiesen. IL-6 ist unter
anderem in zahlreiche inflammatorische Prozesse involviert (Salgado et al., 2003).
DeNardo et al. fuhrten eine chronische Inflammation in der Tumormikroumgebung auf
das Vorhandensein myeloider Suppressorzellen, konstitutiv aktiver B-Zellen, CD4-
positiver TH2-Zellen sowie regulatorischer T-Zellen zurlck, welche durch die Sekretion
von Zytokinen ein Tumorwachstum fordert (DeNardo et al., 2007).

Zusammenfassend zeigte sich die CXCL9- und CXCL10-Serumkonzentration
unabhangig von klinikopathologischen und tumorbiologischen Faktoren. Eine Ausnahme
bildete der Metastasierungsstatus, hier fiel eine héhere CXCL10-Konzentration in primar

metastasierten Patientinnen als in nicht metastasierten Patientinnen auf.
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5.4 Periphere CXCR3-Liganden als prognostische Marker im

Mammakarzinom

Die Konzentration von CXCL9 und CXCL10 im Serum von Mammakarzinom-
Patientinnen wurde in der Literatur bereits mehrfach nachgewiesen. Beispielsweise
konnten Ruiz-Garcia et al. CXCL9 in Patientinnen ohne Fernmetastasen unabhangig
des Subtyps mittels ELISA messen (Ruiz-Garcia et al., 2010). Goldberg-Bittmann et al.
beobachteten zudem die Sekretion von CXCL10 durch humane Mammakarzinomzellen
in vitro (Goldberg-Bittman et al., 2004).

Hohere CXCL10-Serumkonzentrationen, verglichen mit gesunden Kontrollen, fanden
sich zudem in Patienten mit Nierenzellkarzinom (Polimeno et al., 2013) und
Gallenblasenkarzinom (Koshiol et al., 2016).

Die Serumkonzentration der CXCR3-Liganden CXCL9 und CXCL10 konnte in der
vorliegenden Arbeit bereits als unabhangiger Faktor identifiziert werden. Da sich die
periphere Chemokinexpression in metastasierten Patientinnen hdher zeigte als in nicht
metastasierten Patientinnen, wurden diese beiden Kohorten getrennt voneinander
betrachtet. Im n&chsten Schritt wurde untersucht, inwiefern sich die periphere
Chemokinkonzentration auf die Prognose auswirkt. Dazu wurden die Serumwerte mit
dem Krankheitsverlauf korreliert.

Die vorliegende Arbeit liefert wichtige Hinweise auf tumorsupportive Funktionen der
CXCR3-Liganden. Hohe CXCL9-Serumwerte flhrten in Patientinnen ohne
Fernmetastasen zu einem verkiirzten krankheitsfreien Uberleben. Dieser Trend lieR sich
auch bei Unterteilung der Patientinnen nach histologischem Subtyp beobachten. Es
zeigte sich abhangig des Subtyps kein Unterschied in der Prognose, jedoch lagen je
nach Subtyp sehr geringe Gruppengrof3en vor, wodurch die Aussagekraft deutlich
reduziert ist. Bei Einbeziehung des Nodalstatus korrelierten hohe Chemokin-Werte im
nodal-positiven, nicht metastasierten Patientinnen ebenfalls mit einem reduzierten
krankheitsfreien Uberleben. Jedoch zeigte sich im nodal-positiven Kollektiv auch fiir ein
niedriges CXCL10 ein schlechteres krankheitsfreies Uberleben.

Daruber hinaus konnte das Serum-CXCL9 nicht-metastasierter Patientinnen als
prognostischer Faktor fiir ein reduziertes krankheitsfreies Uberleben identifiziert werden,
unabhangig von weiteren etablierten Prognosefaktoren wie dem histologischen Grad
und Nodalstatus.

CXCR3-Chemokine Uben bei Expression im Tumorgewebe des Mammakarzinoms
groRtenteils einen protektiven Effekt aus. Diese Wirkung lasst sich zum groRen Teil auf
die Migration von Immunzellen an Orte mit erhdhter Chemokinkonzentration sowie die

angiostatischen Effekte zuruckfuhren (Bule et al., 2021; Mantovani et al., 2010). Es
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scheint also darauf anzukommen, in welchem Kompartiment die Chemokine
nachgewiesen werden. Eine hohe Chemokinexpression im peripheren Blut korrelierte in
unseren Ergebnissen mit einer schlechteren Prognose. Entsprechend zeigten die
Patientinnen mit hoher intratumoraler und niedriger peripherer Chemokinkonzentration
die beste Prognose, auch wenn diese Beobachtungen nicht statistisch signifikant waren.
Ein Erklarungsansatz fir die diskrepante Wirkung der peripheren Chemokine kénnte
darin liegen, dass der durch CXCL9 und CXCL10 hervorgerufene Chemokingradient im
Tumor bei hoher systemischer Konzentration gegebenenfalls nur noch eine
eingeschrankte chemotaktische Wirkung ausubt. Jedoch kbénnte die erhdhte
Chemokinkonzentration im Serum auch Ausdruck einer generellen Inflammation sein,
welche die schlechte Prognose der Patientinnen bedingt.

Zudem weisen die CXCR3-Chemokine neben den tumorsupprimierenden Funktionen
auch tumorfordernde Eigenschaften auf. Die Bindung von CXCL9 und CXCL10 an ihren
G-Protein-gekoppelten Rezeptor CXCR3 fulhrt zu dessen Aktivierung und zur Auslésung
intrazellularer Signalkaskaden, welches schlie3lich die Expression verschiedener Gene
zur Folge hat. Dabei resultiert die Bindung an CXCR3-A in einer Aktivierung der
Ras/ERK- sowie der PI3K/Akt-Kaskade (Bonacchi et al., 2001; B. Ma et al., 2015). Diese
fordern die Invasivitat, Migration, Proliferation und Metastasierung von Tumorzellen
durch die Induktion verschiedener Pathogenitatsfaktoren (Q. Ding et al., 2016; Ejaeidi et
al., 2015).

Ejaeidi et al. fanden heraus, dass das CXCL10 im Serum metastasierter
Brustkrebspatientinnen durch die Aktivierung verschiedener Signalwege Tumorzellen zu
metastatischen Prozessen wie Proliferation und Migration anregt (Ejaeidi et al., 2015).
Datta et al. zeigten auf, dass CXCL10 die Proliferation von Brustkrebszellen férdern kann
(Datta et al., 2006). Uberdies konnte bereits 1997 eine Studie in der metastasierten
Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 eine durch CXCL10 ausgel6ste Migration von Tumorzellen
in vitro beobachten (Youngs et al., 1997).

Im lokoregional begrenzten Mammakarzinom konnten Jabeen et. al bereits eine
negativen Effekt des systemischen CXCL10 auf das Gesamtliberleben feststellen
(Jabeen et al.,, 2019). Auch Ergebnisse aus anderen Tumorentitaten legen eine
tumorsupportive Funktion nahe. Damit im Einklang stehen klinische Beobachtungen in
der Chronisch Lymphatischen Leukamie (Yan et al., 2011), dem follikularen Lymphom
(Mir et al, 2015), dem Nasopharynxkarzinom (Hsin et al., 2013) und dem
Plattenepithelkarzinom der Mundhdéhle (Chang et al.,, 2013), die eine negative
Assoziation von Serum-CXCL9 und Prognose feststellten.

Wurde ein hohes systemisches CXCL10 gemessen, fuhrte dies im Ovarialkarzinom zu

einer schlechteren Prognose (Lambeck et al., 2007), ebenso wie im kolorektalen
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Karzinom, in dem zusatzlich die Entwicklung von Fernmetastasen geférdert wurde
(Toiyama et al., 2012). Dartber hinaus bewirkte eine hohe Expression von CXCL10 im
Tumorgewebe im Osophaguskarzinom (Blank et al., 2017), Hepatozelluldren Karzinom
(L. Li et al., 2017), Pankreaskarzinom (Lunardi et al., 2015; Shi et al., 2022) sowie im
Prostatakarzinom (Hu et al., 2015) ein reduziertes Gesamtuberleben.

Auf genetischer Ebene ergaben Untersuchungen in mit Tamoxifen behandelten
Mammakarzinompatientinnen, dass eine Uberexpression des CXCL10-Gens ein
kiirzeres rezidivfreies Uberleben hervorruft. Interessanterweise konnte die CXCL10-
Expression als Resistenzfaktor gegen die Wirksamkeit einer endokrinen Therapie
identifiziert werden, welches eine schlechtere Prognose von HR-positiven Patientinnen
zur Folge hatte (Mihaly et al., 2013). Tymoszuk et al. attribuierten einer hohen CXCL9-
und CXCL10-mRNA-Expression ebenfalls ein verringertes rezidivfreies Uberleben sowie
Gesamtuberleben, sowohl! fur HR-positive als auch fur HR-negative Patientinnen. In
dieser Studie wurde allerdings nicht zwischen lokal begrenztem und fernmetastasiertem
Mammakarzinom unterschieden (Tymoszuk et al., 2014).

In primar metastasierten Patientinnen konnte der beobachtete prognostisch negative
Einfluss des systemischen CXCL9 und CXCL10 nicht bestatigt werden. Dies kdnnte
drauf zuruckzuflihren sein, dass die durch Chemokine ausgeloste Wirkung auf die
Tumorzellen mit nachfolgender Migration in diesem Setting keine signifikante Relevanz
mehr hat, da die Metastasierung bereits stattgefunden hat.

Insgesamt scheint die uUberwiegende Funktionalitédt der Chemokine in hohem Malde von
ihrer Lokalisation und dem Stadium der Erkrankung, d.h. im Setting ohne oder mit
primaren Fernmetastasen, abhangig zu sein. Werden sie intratumoral exprimiert und
Uben so Einfluss auf die Tumormikroumgebung aus, scheint vor allem eine
tumorsupprimierende Funktion zu resultieren. Werden sie jedoch im peripheren Blut
nachgewiesen, kénnten eher negative und tumorsupportive Aspekte Uberwiegen,
welche im bereits metastasierten Setting keine Wirkung mehr zu haben scheinen.
Zusammenfassend konnten wir in dieser Arbeit zeigen, dass die intratumorale
Chemokinkonzentration nicht mit der systemischen korreliert. Hohe periphere

Expressionen der CXCR3-Liganden fihren zudem zu einer schlechteren Prognose.
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5.5 Einsatz des CXCL9 und CXCL10 im Serum als Biomarker

Zahlreiche Arbeiten erforschten bereits die Moglichkeit, die CXCR3-Liganden CXCL9
und CXCL10 als diagnostische und prognostische Marker des Mammakarzinoms
einzusetzen. Dies wurde zum einen fur die Genexpression beider Chemokine (Y. Li et
al., 2020) als auch fur ihre Konzentration auf Proteinebene untersucht.

Die Forschungsgruppe um Ruiz-Garcia et al. konnte im Serum HR-negativer
Patientinnen hohere CXCL9-Konzentrationen messen als in Kontrollen (Ruiz-Garcia et
al., 2010). Narita et al. stellten ebenfalls eine erhdhte Konzentration beider CXCR3-
Liganden im Plasma fest, verglichen mit gesunden Kontrollen (Narita et al., 2016).
Daruber hinaus konnte die systemische Konzentration beider Chemokine das
Ansprechen auf eine Immuncheckpoint-Inhibitortherapie vorhersagen (Chow et al,
2019).

Diagnostisches Potential fur die Einteilung in verschiedene Krankheitsstadien konnte
daruber hinaus fur das Serum-CXCL9 im Zervixkarzinom (Zhi et al., 2014), im
Lungenkarzinom (Shiels et al., 2015) sowie im Glioblastom (Sreekanthreddy et al., 2010)
validiert werden. Das zirkulierende CXCL10 bot zudem einen potentiellen Biomarker fir
die Unterscheidung zwischen Patientinnen mit Zervixkarzinom und gesunden
Kontrollen, da es sich bei Patientinnen entsprechend erhoht zeigte (Zhang et al., 2022).
Die vorliegende Arbeit liefert einen weiteren Hinweis darauf, dass vor allem das
systemische CXCL9 und eingeschrankt auch das CXCL10 als negative prognostische
Marker im Mammakarzinom fungieren konnen.

Eine Aussage Uber das diagnostische Potential der zirkulierenden CXCR3-Chemokine
kann aufgrund fehlender Einbeziehung von Kontrollen in dieser Studie nicht getroffen

werden.

Weitere Untersuchungen sind jedoch nétig, um auch den langfristigen Einfluss beider
Chemokine im Serum besser verstehen zu kénnen. Daruber hinaus konnte in der
vorliegenden Arbeit evaluiert werden, dass die systemische Konzentration keine
Ruckschlisse auf die intratumorale Chemokinexpression und das dortige Immunmilieu

erlaubt und somit als unabhangig dessen zu beurteilen ist.

Es ist zu beachten, dass eine wesentliche Limitation der vorliegenden Arbeit in der
geringen Fallzahl an primar metastasierten Patientinnen besteht. Einige durchgefuhrte
Analysen verlieren hierdurch erheblich an Aussagekraft. Gleiches gilt fur die
Unterscheidung nach histologischem Subtyp; auch hier sind gréfere Kollektive

notwendig.
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Zudem standen auch fur einige Parameter wie die Anzahl an tumorinfiltrierenden
Lymphozyten und den Ki67-Status nur wenig Daten zur Verfugung.

DarUber hinaus sollte die Serumkonzentration der Chemokine auf eine pradiktive
Wertigkeit gepruft werden, um den Einfluss der Chemokinkonzentration auf
verschiedene Therapieoptionen zu untersuchen. Diese Fragestellung wird derzeit in

einem weiteren Teilprojekt unserer Arbeitsgruppe bearbeitet.
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