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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Die Zahl der neu an Brustkrebs erkrankten Frauen im Jahr 2016 betrug 71640
und wird for das Jahr 2020 auf 77600 geschétzt [1]. Somit stellt das
Mammakarzinom die haufigste Krebserkrankung der Frau dar [2].

Das Risiko, dass eine Frau im Laufe ihres Lebens am Mammakarzinom
erkrankt, liegt bei 12% [2].

Die Zunahme der Neuerkrankungen fand hauptsachlich bei postmenopausalen
Frauen statt, im Jahr 2012 besonders in der Altersgruppe der 65- bis 70-
jahrigen Frauen. Jedoch befanden sich auch 3 von 10 neuerkrankten Frauen
unter dem Lebensalter von 55 Jahren [2].

Mit der Einfihrung des Mammographie Screenings im Jahr 2005 wurde eine
hohe Neuerkrankungsrate registriert, was darauf zurtckzufuhren ist, dass viele
Erkrankungen durch das Mammographie Screening deutlich friher
diagnostiziert wurden [2].

Der Anteil, der an den Folgen von Brustkrebs verstorbenen Frauen an der
Gesamttodesrate aller Frauen in Deutschland betrug im Jahr 2012 3,9% [3].

Mit 17 748 Todesfallen im Jahr 2012 ist somit das Mammakarzinom nach den
Herz-Kreislaufsystem Erkrankungen die viert haufigste Todesursache [2].

Trotz der gestiegenen Zahl der Neuerkrankungen sterben dennoch auf Grund
der fortgeschrittenen Therapiemdglichkeiten heute weniger Patientinnen an
Brustkrebs als vor 10 Jahren [2].

1.1.2 Atiologie

Die genauen é&tiologischen Faktoren zur Entwicklung des Mammakarzinoms
sind bisher noch ungeklart. Man vermutet eine multifaktorielle Pathogenese.
Ein bedeutsamer Faktor, der das Risiko am Mammakarzinom zu erkranken

relevant erhoht, ist das zunehmende Alter.
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So erkrankt im Alter von 90 Jahren bereits jede flinfte Frau an Brustkrebs [4].
Dahingegen sind nur weniger als 10 von 100000 Erkrankten unter 25 Jahre

alt [4].

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Dauer der reproduktiven Phase der Frau.
Bei frih einsetzender Menarche oder spater Menopause ist der Zeitraum, in
dem die Frau den auf die Brustdrise potentiell krebsbegiinstigend wirkenden
Sexualhormonen ausgesetzt ist, verlangert, und somit das Brustkrebsrisiko
erhoht [4]. Peri- und postmenopausale Hormontherapien haben durch die
kunstliche Zufuhr der Sexualhormone Ostrogen und Progesteron denselben zu
erwartenden Effekt [5].

Einen weiteren Risikofaktor stellt das familiar gehaufte Auftreten des
Mammakarzinoms dar. Dies kdnnte auf die Vererbung des mutierten BRCA-1-
oder BRCA-2-Gens zuriickgefiihrt werden. So liegt die Wahrscheinlichkeit am
Mammakarzinom zu erkranken bei einer 70-jahrigen Frau mit mutiertem
BRCA-1-Gen bei 57%, bei einer 80-jahrigen Frau sogar bei 81% [6]. Eine
Mutation am BRCA-2-Gen erhoht das Risiko einer 80-Jahrigen an Brustkrebs
zu erkranken auf 83% [6].

Eine Mutation des Genabschnittes, welches fir das PALB2-Protein codiert,
kann ebenfalls zu einem erhéhten Brustkrebsrisiko flihren [7]. Die Mutation
verhindert die zur Tumorsuppression erforderliche Interaktion dieses Proteins
mit dem BRCAZ2-Gen [7]. Personen, die von solch einer Mutation betroffen sind,
haben ein um das 9,5-fache gesteigertes Risiko an Brustkrebs zu erkranken [7].
Das Erkrankungsrisiko einer 70-jahrigen Tragerin dieses mutierten Gens liegt
bei 35% [7].

Auch der regelmafige Alkoholkonsum wird zu den Risikofaktoren gezahilt [4].
AuBerdem scheinen auch umweltabhéangige Faktoren das Brustkrebsrisiko zu
erhohen. Beispielsweise sollen mangelnde Bewegung oder fettreiche Nahrung
das Krebsrisiko steigern. Hintergrund hierflr ist das durch die vermehrte
Aufnahme von Fetten resultierende erhdhte Angebot an Cholesterin, welches
ein Grundelement der Synthese der potentiell krebsbegiinstigend wirkenden

Sexualhormone darstellt [8].
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1.1.3 Prognose

Einer der wichtigsten Prognosefaktoren fiir den Verlauf der Erkrankung ist der
Lymphknotenbefall. Je ausgepréagter dieser ist, desto schlechter ist die
Prognose fir die Uberlebenszeit der Patientin bzw. desto hoher ist die Gefahr
des Auftretens eines Rezidivs oder von Metastasen [9]. Auch die
PrimartumorgrofRe ist ein bedeutsamer Prognosefaktor, da man annimmt, dass
das Ausmall des Lymphknotenbefalls hiervon abhangig ist. Somit ist die
Prognose mit steigender Primartumorgrof3e schlechter [9].

Histologisch ist es moglich, das Mammakarzinom in verschiedene Subtypen
einzuteilen, welche sich prognostisch unterschiedlich verhalten [10].

Die Subtypen unterscheiden sich unter anderem in der Expression von
Hormonrezeptoren (HR) und dem HER2/neu-Rezeptor. Die Expression von HR
wird als prognostisch positiv gewertet, da bei diesen Tumoren ein gutes
Ansprechen auf antihormonelle Therapien vorliegt [11]. Die Lebenszeit nach
Diagnose der Erkrankung erwies sich bei Patientinnen, deren Tumor sowohl
ER- und PR-Rezeptoren, als auch HER2/neu exprimierte, als langer als bei
Patientinnen, bei denen keine Expression der Rezeptoren vorlag [12]. Die
Expression von HER2/neu galt vor der Einfihrung der Therapie mit dem gegen
HER2/neu gerichteten monoklonalen Antikérper Trastuzumab im Jahr 1998 als
negativer Prognosefaktor [12, 13]. Damals galt der HR+/HER2/neu+ Subtyp als
prognostisch ungunstiger als HR+/HER2/neu- [14]. Mit der Einfuhrung der
gegen HER2/neu-gerichteten Therapie erwies sich die Lebenszeit nach
Diagnose bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom des
HR+/HER2/neu+ Subtypen als langer als bei Patientinnen mit dem
HR+/HER2/neu- Subtyp [12]. Somit ist der HR+/HER2/neu+ Subtyp im Hinblick
auf die jetzigen Therapiemdglichkeiten als prognostisch gilinstiger anzusehen
[12]. Tumore, die, weder Hormonrezeptoren, noch HER2/neu exprimieren,
werden als Triple-negative Tumore bezeichnet. Bei dem HR-/HER2/neu- Subtyp
liegt die geringste Lebenszeit nach Diagnose vor [12]. Er zeichnet sich klinisch
durch vermehrte Aggressivitat und Invasivitat aus [15].

Der Nachweis einer Streuung Uber die Blut- oder Lymphbahn z&ahlt ebenfalls zu

den negativen Prognosefaktoren [9].
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Ein weiterer prognostischer Faktor, aus dem eine Abschatzung der Invasivitat
des Tumors maoglich ist, ist das Vorhandensein von disseminierten Tumorzellen
im Knochenmark oder im Blut [16]. Das Vorhandensein von Tumorzellen im
Knochenmark bedeutet jedoch nicht zwingend, dass es zu einer Ausbildung von
Metastasen kommt. Umgekehrt werden bei Patientinnen mit Metastasen nicht
immer disseminierte Tumorzellen im Knochenmark nachgewiesen [17]

(s. Kapitel 1.1.4).

Weiterhin kann anhand des Gradings eine prognostische Aussage getroffen
werden. Das Grading-System nach Bassler gibt Auskunft Gber den jeweiligen
Diffenrenzierungsgrad des Tumors. Anhand der Kriterien Tubulusausbildung,
Mitoserate und Kernpolymorphie wird ein Score berechnet. Der Tumor gilt als
umso undifferenzierter, je hoher die so errechnete Punktezahl ausfallt. So gilt
ein G1 Tumor als gut differenziert und somit gering maligne, wéahrend ein G3

Tumor als schlecht differenziert und hochmaligne eingestuft werden kann [18].

Tabelle 1: Grading nach Bassler [19]

Grading System nach Béssler:

Score

Tubulusausbildung
>75%
10-75%
<10%
Kernpolymorphie
gering
mittelgradig
stark
Mitoserate
0-1/HPF* (0-10/10 HPF)
1-2/HPF (11-20/10 HPF)
>2/HPF (>20/10 HPF)

WN P WN P

WN P

Summe:
Score 3-5: Grading G1: gut differenziert, gering maligne
Score 6-7: Grading G2: maliig differenziert, m&Rig maligne
Score 8-9: Grading G3: schlecht differenziert, hoch maligne

* HPF= High-power field
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1.1.4 Tumorzelldissemination

Tumorzellen besitzen die Féahigkeit sich aus dem Primartumorzellverband zu
l6sen. Hierdurch kdnnen sie entweder indirekt Uber das lymphatische System,
oder direkt in das Blutsystem gelangen. Tumorzellen, die im Blut zirkulieren,
werden als zirkulierende Tumorzellen bezeichnet (CTCs, engl. circulating tumor
cells) [20]. Tumorzellen, die sich in anderen Organen wie z. B. im
Knochenmark niederlassen, werden als disseminierte Tumorzellen bezeichnet
(DTCs, engl. disseminated tumor cells) [20]. Es wird angenommen, dass das
Vorhandensein von disseminierten Tumorzellen eine der Ursachen fur die
Entstehung von Fernmetastasen darstellt. Nach Ansiedlung der disseminierten
Zellen im jeweiligen Organ, sollen diese, unter noch nicht vollstandig
erforschten Bedingungen, beginnen zu proliferieren [20]. Diese Zellen kdonnten
den Ursprung einer Metastase darstellen [20]. Andererseits sind auch bei
20-40% der Patientinnen, die weder Klinisch noch histopathologisch Anzeichen
von Metastasen vorweisen, disseminierte Tumorzellen nachweisbar [17].

Dies ist auf die Annahme zurtickzufuhren, dass disseminierte Zellen anstatt zu
proliferieren in der GO-Phase des Zellzyklus verbleiben und sich nicht teilen.

Die Zellen befinden sich somit in einer Ruhephase und werden auch als
schlafende Zellen bezeichnet (engl. tumor cell dormancy) [21]. Schlafende
Zellen kénnen aber nach einiger Zeit wieder in den aktiven Zustand tUbergehen
und werden fir das Auftreten von Metastasen und den erneuten
Krankheitsausbruch, auch Jahre nach Diagnose des Primartumors,
verantwortlich gemacht [22]. Trotzdem werden bei manchen Patienten selbst 20
Jahre nach Therapie des Primartumors keine Metastasen oder Rezidive
diagnostiziert, obwohl disseminierte Zellen vorhanden waren. Man spricht
hierbei von dem sogenannten lebenslangen Tumorzellschlaf (engl. longlife
tumor cell dormancy) [23].

Die meisten disseminierten Zellen gehen jedoch in die Apoptose Uber. Hierbei
erfolgt der programmierte Zelltod durch eine intrazellulare Signalkaskade, die
schlief3lich zu einer Fragmentierung der Zellbestandteile und somit zum Tod der
Zelle fuhrt. Dies ist auch eine Erklarung dafir, warum bei Patientinnen mit

disseminierten Zellen nicht immer eine Metastasierung auftritt [24].
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1.2 Interaktion Tumor und Immunsystem

1.2.1 Das Prinzip der Immuniberwachung

Die Fahigkeit des Immunsystems, transformierte und maligne Zellen zu
detektieren und zu eliminieren, wird als Immuniberwachung bezeichnet [25].
Hierbei kbonnen natirliche Killerzellen (NK-Zellen) und T-Lymphozyten durch
spezielle Rezeptoren spezifische oder veranderte Oberflachenantigene
erkennen und auf diese reagieren [25].

Der Vorgang des Erkennens einer modifizierten oder bosartigen Zelle wird tber
Interaktionen von auf Immunzellen exprimierten hemmenden und aktivierenden
Rezeptoren und den darauffolgenden Signalkaskaden gesteuert [26].

Das Versagen der Immunuberwachung wird auf das Fehlen bzw. eine
Dysfunktion  dieser Rezeptoren  zurlckgefuhrt. Eine  Stérung der
Immuniuberwachung erhoht somit das Risiko einer unkontrollierten Vermehrung
maligner Zellen.

Durch das Vorhandensein von zirkulierenden Tumorzellen im Blut bzw.
disseminierten Zellen im Knochenmark ist nicht nur eine lokale, sondern auch

eine systemische Interaktion der Immunzellen mit den Tumorzellen mdglich.

1.2.2 Zellen der Immunabwehr

Die Immunabwehr kann in eine spezifische und eine unspezifische
Immunabwehr gegliedert werden. Bei der unspezifischen Immunantwort wird
unabhangig von Antigenen immer dieselbe Immunantwort ausgelést, wahrend
es bei der spezifischen Immunantwort Uber die T-Lymphozyten zu einer
gezielten und auf das jeweilige Antigen abgestimmten Immunantwort kommt.
Eine Hauptrolle bei der spezifischen Immunabwehr des Organismus spielen die
Lymphozyten. Diese lassen sich aufgrund ihres Reifungsortes in zwei
Untergruppen gliedern. Zum einen in die B-Lymphozyten, deren Differenzierung
im Knochenmark (engl. bone marrow) stattfindet, und zum anderen in die
T-Lymphozyten, welche im Thymus reifen [27].

Vor allem T-Lymphozyten sind an der Immuntberwachung beteiligt und lassen



Einleitung

sich aufgrund der Expression des Oberflachenmolektils CD3 von den
B-Lymphozyten unterscheiden [27]. CD3 ist in der Lage mit den nur auf
T-Lymphozyten exprimierten und Antigen-spezifischen TCR-Rezeptoren

(engl. T-Cell Receptor) zu interagieren und somit den T-Lymphozyten zu
aktivieren [27]. Innerhalb der Gruppe der T-Lymphozyten kann auf Grund der
Expression der Oberflaichenmolekiile CD4 und CD8 weiter unterteilt werden.
CD4-positive, sogenannte T-Helferzellen, dienen der Regulation und Aktivierung
weiterer Schritte der Immunantwort, wahrend CD8-positive, sogenannte
zytotoxische T-Zellen, in der Lage sind, direkt auch gegen befallene

korpereigene Zellen vorzugehen [27].

1.2.3 Die Bedeutung von CD28

Zur optimalen Aktivierung und weiteren Differenzierung der T-Lymphozyten ist
die Interaktion der auf den Antigen-prasentierenden-Zellen (APZ) exprimierten
Oberflachenmolekile CD80 und CD86 mit dem auf den T-Zellen exprimierten
Oberflachenmolekil CD28 essentiell [28]. Erfolgt keine Kostimulation der T-
Lymphozyten Uber CD28, werden die T-Lymphozyten in ein hyporesponsives
Stadium Uberfihrt und kénnen hierdurch nicht mehr aktiviert werden [29].

Das Ausbleiben der Kostimulation fihrt auRerdem zu einer Blockade der
Interleukin 2-Sezernierung [30]. Diese ist notwendig, um weitere Immunzellen
zu aktivieren. Ihr Ausbleiben schwécht die Immunantwort zusatzlich [30].

IL-2 wird auch zu den Faktoren gezahlt, die die Uberlebenschance der
T-Lymphozyten erhéhen und somit vor Apoptose schitzen [31]. Durch fehlende
Stimulation tGber CD28 und somit dem Ausbleiben der IL-2-Produktion fehlt
dieser Schutzmechanismus und die T-Lymphozyten gehen in die Apoptose
Uber. Ein weiterer Hinweis flr die Apoptose-Schutzfunktion ist die bei den
T-Lymphozyten nach CD28-Stimulation einsetzende vermehrte Expression des
BCL-XL-Proteins, welches in der Lage ist die T-Lymphozyten vor der Apoptose
Uber den CD95 Weg zu schitzen [30] (s. Kapitel 2.4).

Gruber et al. zeigten, dass bei Patientinnen mit Mammakarzinom die Zahl der
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zytotoxischen T-Lymphozyten, die CD28 exprimieren, im Vergleich zu gesunden
Patientinnen erniedrigt ist [29].

Hiernach liegt der Verdacht nah, dass die verminderte Expression von CD28
und die daraus resultierende verminderte T-Zell-Antwort und Apoptose der
T-Zellen, sowie die verminderte Aktivierung anderer Immunzellen Uber
Interleukin 2, zur Einschrdnkung des Immunsystems und somit zur

Einschrankung der Tumorzellbekampfung fihren kdnnte.

| |

Apoptose Aktivierung
Anergie Proliferation
IL-2-Sezernierung § Differenzierung zu

T-Effektorzelle

Abbildung 1: Folgen der Aktivierung der T-Lymphozyten durch
antigenpréasentierende Zellen (APZ)
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1.2.4 Die TCR (-Kette

Uber den T-Zell-Rezeptor ist es dem T-Lymphozyten moglich, das Antigen,
welches Uber MHC-II-Proteine der APZ prasentiert wird, zu erkennen [27].
Hieraus erfolgt die anschlieR3ende Aktivierung des T-Lymphozyten.

Der T-Zell-Rezeptor ist aus einem TCR-aB-Heterodimer, einem TCR (-
Homodimer und CD3-ye- und CD3-0¢-Heterodimeren aufgebaut [32].

Das TCR ¢-Homodimer besteht aus einer kurzen Extrazellulardoméane aus neun
Aminosauren, einer Transmembranregion und einer langen zytoplasmatischen
Kette [32].

TCR C ist nicht nur im T-Zell-Rezeptorkomplex vorzufinden, sondern ist auch
eine Komponente der aktivierenden Rezeptoren Nkp46, Nkp30 und CD16, die
auf NK-Zellen exprimiert werden [33].

Die lange zytoplasmatische Kette enthélt 3 Aktivierungsdomanen. Diese werden
bei Stimulation des T-Zell-Rezeptors Tyrosin-abhangig phosphoryliert und
aktivieren hierdurch eine Signalkaskade, die letztendlich zur Aktivierung des
T-Lymphozyten flhrt [34].

Bei fehlender Expression der {-Kette ist die Aktivierung der T-Lymphozyten tber
den TCR-Rezeptor nicht mehr méglich [35].

Bei Brustkrebspatientinnen konnte eine Verminderung der {-Ketten-Expression
der T-Lymphozyten im peripheren Blut im Vergleich zu gesunden Patientinnen
verzeichnet werden [29]. Die Expression der {-Kette erwies sich umso geringer,
je naher sich die T-Lymphozyten am Tumor befanden und, je fortgeschrittener
das Tumorstadium war [33]. De Boniface et al. konnten nachweisen, dass sich
die Expressionswerte nach chirurgischer Entfernung des Tumors wieder den
Werten gesunder Patienten naherten [33].

Somit ist eine Beeinflussung der {-Ketten-Expression durch Tumorzellen
anzunehmen. Der Tumor hat dadurch die Fahigkeit, sich der Immunabwehr

durch Stérung der T-Zell-Aktivierung zu entziehen [33].
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1.2.5 Apoptose Mechanismen

Der programmierte Zelltod, auch Apoptose genannt, ist ein physiologischer
Vorgang. Durch eine Signalkaskade, bei der unter anderem die Proteine Bax
und Bad sowie Caspasen eine entscheidende Rolle spielen, kommt es
schrittweise zu einer Fragmentierung der jeweiligen Zelle und fihrt somit zu
ihrem Tod [36]. Die Apoptose dient unter anderem dazu, die Anzahl der Zellen
und somit die GrofRe von Geweben konstant zu halten, aber auch zur Selektion
von veranderten und malignen Zellen [36].

Die Apoptose kann durch interne Signale und durch externe Botenstoffe
ausgelost werden. Zu den Apoptose-Mechanismen, die durch externe Signale
eingeleitet werden, gehort der Fas / FasL Signalweg. Dieser Mechanismus dient
auch der Regulation einer GberschieRenden Immunreaktion.

Der Fas-Rezeptor gehort zur Familie der Tumor-Nekrose Faktoren (TNF) und
wird auch als CD95 Oberflachenmolekll bezeichnet [37]. Bei Interaktion mit
dem fur diesen Rezeptor spezifischen Liganden FasL wird eine durch Caspasen
getragene Apoptose eingeleitet [38].

Der Fas-Rezeptor wird auf somatischen Zellen sowie auf aktivierten

B- und T-Lymphozyten, Hepatozyten und ovariellen Epithelzellen exprimiert
[39]. Die Expression von FasL hingegen ist beschrankt auf aktivierte T-Zellen,
NK-Zellen sowie den Sertoli-Zellen des Hodens und dem Kornealepithel der
Retina [39]. Naive T-Zellen exprimieren FasL nur in sehr geringem Mal3e [39].
T-Zellen, die jedoch zuvor bereits einmal Uber den TCR-Rezeptor aktiviert
wurden, exprimieren bei einer erneuten Aktivierung eine hohe Anzahl an
FasL-Oberflachenmolekiilen [39]. Dieser Mechanismus dient zur Regulation
des Immunsystems vor Uberschiel3enden Reaktionen [39].

Die Zellen des Mammakarzinoms sind ebenfalls in der Lage, FasL in erhéhtem
Mal3e zu exprimieren. Hierdurch sind die Tumorzellen dazu fahig, die Apoptose
der T-Lymphozyten zu induzieren und somit die Immunantwort abzuschwachen
[40].

AulRerdem scheint der Tumor auch einen Einfluss auf die Phanotypen der
peripheren Immunzellen zu haben. So zeigten Gruber et al., dass bei

Mammakarzinom-Patientinnen die Anzahl der T-Zellen, die den Fas-Rezeptor
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exprimieren und somit empfanglich fur Apoptose sind, doppelt so grof} ist, als
bei gesunden Patienten. Hierdurch ist der Tumor in der Lage, das

Immunsystem stark zu beeintrachtigen [29].

1.2.6 Die Rolle der Naturlichen Killerzellen

Einen wichtigen Teil der unspezifischen Immunabwehr bildet die Zellgruppe der
Naturlichen Killerzellen. Sie sind der Gruppe der Lymphozyten zuzuordnen und
entwickeln sich im Knochenmark aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle,
woraufhin sie im Blut zirkulieren [41].

Durch die fehlende Expression von antigenspezifischen Rezeptoren
unterscheiden sie sich jedoch grundlegend von den B- und T-Lymphozyten, die
dem spezifischen Immunsystem angehoéren [42].

Morphologisch erscheinen NK-Zellen mikroskopisch gréf3er und enthalten eine

deutlich ausgepragte zytoplasmatische Granula [41].

Die immunologische Funktion der NK-Zelle beruht auf die in der
zytoplasmatischen Granula enthaltenen Effektorproteine [41].

Diese durchdringen, analog zu den im Zuge der Immunantwort der
zytotoxischen T-Lymphozyten freigesetzten Proteine, die Zellmembran der
Zielzelle und fuhren somit zu ihrem Zelltod [41].

NK-Zellen sind vor allem in der frihen Phase der Immunantwort gegen
intrazellulare Pathogene, beispielsweise Viren, aktiv [41].

Uber von Makrophagen nach Antigenkontakt sezernierte Interferone und
Zytokine erfolgt die Aktivierung der NK-Zellen, die meist eine Uberbriickung der
Immunantwort und Eindammung der Infektion bis zum Ausreifen spezifischer
zytotoxischer T-Lymphozyten darstellt [41].

Naturliche Killerzellen sind in der Lage zwischen normalen und infizierten oder
malignen Zellen zu unterscheiden [26]. Die Aktivitat der NK-Zelle wird Utber ein

Zusammenspiel von aktivierenden und hemmenden Rezeptoren reguliert.

11
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1.2.6.1 Rezeptoren der NK-Zellen

Die Rezeptoren der NK-Zellen kdnnen in zwei, in ihrer Funktion gegensatzliche,
Rezeptortypen unterteilt werden. Der eine Rezeptortyp wirkt aktivierend auf die
NK-Zelle, wahrend der andere Rezeptortyp die Aktivierung hemmt [41].

Eine Aktivierung Uber die Rezeptoren bewirkt eine Ausschittung von Zytokinen,
sowie eine Freisetzung der zytotoxischen Granula, die schliel3lich zur
Zerstorung der Zielzelle fuhrt [41]. Zusatzlich besitzen NK-Zellen auch
Rezeptoren, die fur Immunglobuline spezifisch sind und bei Stimulation
ebenfalls eine Freisetzung der zytotoxischen Granula im Sinne einer
antikdrperabhéngigen zellularen Zytotoxizitat (ADCC) bewirken [41].

Zu den die Aktivitat der NK-Zelle bestimmenden Rezeptoren zéhlen zum einen
Mitglieder der Gruppe der Immunglobulin-dhnlichen Proteine (Killerzellen-
Immunglobulin-ahnliche Rezeptoren =KIR), als auch der Familie der
C-Typ-Lektin Proteine (Killerzellen-Lektin-ahnliche Rezeptoren = KLR) [41].

Jeweils zwei C-Typ-Lektine bilden mit CD94 und einem Protein der NKG2-
Familie einen funktionellen Rezeptorkomplex, welcher mit MHC-Molekilen
interagiert [41]. Beim Menschen sind die Proteine NKG2A, -B, -C, -D, -E und -F
bekannt. Hierbei wirken die Rezeptorkomplexe mit NKG2A und -B inhibitorisch
[41]. Der NGK2A-Rezeptor erkennt hierbei kérpereigene MHC-I-Molekile und
kann somit eine Immunreaktion gegen gesunde kdrpereigene Zellen verhindern
[26]. NKG2C und -D wirken hingegen aktivierend. NKG2D nimmt hierbei eine
gesonderte Rolle ein, da es anders als die anderen NKG2-Komplexe nicht mit
MHC-I-Molekilen, sondern mit spezifischen Liganden interagiert [41].

Die MHC-I-ahnlichen Liganden MICA und MICB, sowie Proteine aus der ULBP
Familie werden vermehrt auf malignen, virusinfizierten oder sich in Zellstress
befindlichen Zellen exprimiert und kdnnen vom NKG2D-Rezeptor erkannt
werden [43]. Besonders MICA wird vermehrt von epithelialen Tumorzellen
exprimiert [43].

Naive NK-Zellen missen, um aktiviert zu werden, zusatzlich zur NKG2D

Aktivierung Uber den Nkp46-Rezeptor stimuliert werden [25].

12
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Bei reifen NK-Zellen genugt die Aktivierung Gber NKG2D. Durch Bindung des
Liganden an den Rezeptor wird eine intrazellulare Signalkaskade ausgeldst, die
mit der Phophorylierung des Dap10 Proteins beginnt und tber die Aktivierung
der PI3-Kinase und anderen Signalmolekilen zu einer Ausschittung von
Zytokinen und zytotoxischer Granula der NK-Zellen fuhrt [25].

NKG2D wird nicht nur von NK-Zellen exprimiert, sondern kann auch auf

CD8+ T-Lymphozyten nachgewiesen werden [25]. Uber den Signalweg der
ebenfalls NKG2D exprimierenden T-Lymphozyten wird derzeit noch diskutiert.
Man geht jedoch von einem kostimulierenden Signal des NKG2D-Rezeptors
aus, nachdem der T-Lymphozyt zuvor tUber den TCR-Rezeptor aktiviert wurde
[25]. Die alleinige Stimulierung tber den NKG2D-Rezeptor reicht bei den
T-Lymphozyten nicht aus, um sie zu aktivieren [25].

Diese Theorie wird von dem Fakt gestutzt, dass wahrend der fur die
T-Lymphozyten essentiellen Kostimulation Uber CD28 ebenfalls der Signalweg
uber die Aktivierung der PI3-Kinase eingeleitet wird, wie es bei dem NKG2D-
Signalweg der Fall ist [44].

Die Rezeptoren der KIR-Familie kdénnen anhand der Lange ihres
zytoplasmatischen Anteils ebenfalls in inhibitorisch und aktivierend wirkende
Rezeptoren unterteilt werden. Hierbei wirken Rezeptoren mit einem langen
zytoplasmatischen Anteil inhibierend, Rezeptoren mit kurzem
zytoplasmatischen Anteil aktivierend [41].

Der Wirkmechanismus der inhibitorisch wirksamen Rezeptoren beruht auf ihre
Stimulation durch verschiedene MHC-I-Molekile, wodurch hierauf die
Signalkaskade der aktivierenden Rezeptoren blockiert und somit eine
Aktivierung der NK-Zelle verhindert wird [41].

Die Expression von MHC-I-Molekllen schiitzt die Zelle somit vor dem Angriff
der NK-Zellen.

Somit ist das Gleichgewicht zwischen aktivierenden und inhibierenden Signalen
malfigeblich fur die Interaktion der NK-Zelle mit der jeweiligen Zelle.

Hierzu bestehen zwei mogliche Interaktionsmechanismen.

Die erste Madglichkeit besteht in der Theorie, dass es im Zuge einer

Virusinfektion oder Entartung einer Zelle zu einer Verhinderung der
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MHC-I-Expression oder einer Veradnderung des MHC-I-Moleklls kommt.
Hierdurch wird zwar die Erkennung der Zielzelle Uber zytotoxische
T-Lymphozyten verhindert, das inhibitorische Signal der NK-Zellen fallt jedoch
hierdurch weg und wiurde letztendlich zu einer Aktivierung der NK-Zelle und
somit Zerstorung der Zielzelle fihren [41].

Eine weitere Hypothese konnte die unterschiedliche Reaktion von infizierten
und nicht infizierten Zellen auf die, im Zuge der Immunreaktion
ausgeschdtteten, Interferone a und 3 darstellen [41]. Wahrend normale, nicht
veranderte oder nicht infizierte Zellen, auf die Interaktion mit Interferonen mit
einer Erhéhung der MHC-I-Expression reagieren, sind infizierte Zellen nicht in
der Lage, die Expression zu erhohen. Somit fallt bei Ihnen das inhibitorische
Signal geringer aus und sie sind schliel3lich durch NK-Zellen angreifbar [41].
Weiterhin besitzen NK-Zellen aktivierende Rezeptoren, die infizierte Zellen
unabhangig der MHC-I-Auspragung, direkt Uber spezifische Liganden
erkennen. Diese Rezeptoren werden den natirlichen Zytotoxizitatsrezeptoren
(NCR) zugeordnet.

Die bekanntesten hierbei sind vor allem Nkp30 und Nkp46 [41]. Deren
Aktivierung erfolgt durch spezifische Antigene. Diese sind beispielsweise auf
malignen Zellen oder Zellen, die oxidativem Stress oder einer Virusinfektion
ausgesetzt sind, vorzufinden [26].

Nkp30 wird durch die beiden Liganden B7H6 und BAGSG6, die auf malignen
Zellen exprimiert werden, aktiviert. Nkp46 hingegen wird durch das
Hamagglutinin-Antigen, das von virusinfizierten Zellen exprimiert wird, aktiviert.
Welche Liganden bei malignen Zellen zur Aktivierung des Nkp46 Rezeptors
fuhren, ist jedoch noch nicht bekannt [26].

Tumorzellen haben jedoch Wege entwickelt, die Immunabwehr durch die
NK-Zellen und T-Lymphozyten zu umgehen.

So sind sie in der Lage unter anderem TGF-f1, PGE2 und nicht
zellgebundenes MICA auszuschitten, die zu einer Downregulation der
aktivierenden Rezeptoren fihren [26].

Mamessier et al. zeigten, dass sich nach 48-stindiger Inkubation wvon

phanotypisch normalen peripheren NK-Zellen mit Brustkrebszellen die
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Phanotypen der NK-Zellen veranderten und der NKG2D-Rezeptor, sowie der
Nkp30-Rezeptor, vermindert exprimiert wurden [26].

Es wird angenommen, dass der direkte oder indirekte Kontakt von NK-Zellen
mit Tumorzellen Gber von den Tumorzellen sezernierte, nicht zellgebundenen
Signalstoffe, zu einer Internalisierung der aktivierenden Rezeptoren fuhrt [26].
Daraus resultiert eine verminderte oder ein Ausbleiben der Immunreaktion
gegen die Tumorzellen [26].

Durch die von den Tumorzellen erfolgte Sezernierung des nicht zellgebundenen
MICA erfolgt zudem eine erhdhte Proliferation von NGK2D positiven
CD4+/CD25+ T-Regulator-Lymphozyten [25].

Hierin liegt ein weiterer Mechanismus der Tumorzellen, sich der Immunabwehr
zu entziehen. T-Regulator-Lymphozyten bewirken eine Immunsuppression, die

es dem Tumor ermdoglicht, die Immunabwehr zu umgehen [45].

B7HG6

BAG6

Maligne

Zelle
1 MICA +MICB

Nkp30 (+)

Abbildung 2: Aktivierung und Hemmung der NK-Zellen
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1.3 Fragestellung

Nach dem von FEN. Burnet 1957 beschriebenen Prinzip der
Immunuberwachung [6sen im Regelfall Tumor-spezifische Antigene eine
Immunantwort aus, wodurch ein intaktes Immunsystem in der Lage ist, die
Entstehung des Tumors zu verhindern [46].

Voranschreitende Mutationen der Tumorzellen sowie tumorinduzierte
Verdnderungen der Immunzellen, sind Mechanismen, die zu einer
Einschrankung und Stérung der Immuntberwachung fihren kénnen.

So konnte bereits gezeigt werden, dass bei Patientinnen mit primarem
Mammakarzinom eine verminderte Expression von CD28, sowie eine erhohte
Apoptoseanfalligkeit der T-Lymphozyten vorlag [29]. Zudem konnte auch bereits
nachgewiesen werden, dass sich NK-Zellen nach Inkubation mit Tumorzellen
phanotypisch in ihrer Rezeptorexpression veranderten [26].

Die Zellen, die nach dem heutigen Kenntnisstand der Immuniberwachung als
erstes mit Tumorzellen in Kontakt treten, sind die NK-Zellen [47].

Eine verminderte NK-Zellaktivitat wird in verschieden Studien mit einem
gehauften Auftreten von malignen Erkrankungen assoziiert [48, 49].

Eine besonders aggressive Art des Mammakarzinoms stellt der Triple-negative
Tumor dar. Dieser wird durch eine fehlende Expression der Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren sowie von HER2/neu charakterisiert [15].

Bei diesem Tumor liegt in den meisten Fallen ein G3 Grading vor [15].

Daher soll im Zuge dieser Arbeit untersucht werden, ob das Grading des
Primartumors Einfluss auf die Immunzellen, speziell auf die NK-Zellen, die als
erste Effektorzellen mit dem Tumor in Kontakt treten, ausibt.

Hierbei soll zwischen den Immunzellen des peripheren Immunsystems und des
Immunsystems im Knochenmark unterschieden werden.

Ferner sollen die phanotypischen Veranderungen der Immunzellen des
peripheren Immunsystems und des Immunsystems im Knochenmark im Zuge
des bei G3 Tumoren haufiger auftretenden [50] Vorliegens von disseminierten

Tumorzellen im Knochenmark untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv wurde prospektiv im Zeitraum zwischen September 2014
und September 2015 erhoben.

Hierbei handelte es sich um Patientinnen mit primarem invasivem
Mammakarzinom, die an der Universitats-Frauenklinik Tubingen operativ
therapiert wurden und bei denen ebenfalls eine Bestimmung der
Lymphozytensubpopulationen des Blutes oder des Knochenmarks durchgefiuhrt
wurde.

In das Patientenkollektiv eingeschlossen wurden ausschlief3lich Patientinnen,
die primar operativ therapiert wurden, bei denen es sich nicht um ein Rezidiv
handelte und bei denen keine vorherige Krebserkrankung oder Immuntherapie
vorlag.

Hieraus ergab sich ein Patientenkollektiv von insgesamt 97 Patientinnen.
Hiervon wurde bei 92  Patientinnen eine  Untersuchung  der
Lymphozytensubpopulation im Blut und bei 75 Patientinnen im Knochenmark
durchgefiihrt. Die im Rahmen des operativen Eingriffs erfolgte

routinemalige Knochenmarksaspiration aus dem Beckenkamm wurde zur
Untersuchung auf disseminierte Tumorzellen und, nicht bei allen Patientinnen,
zur Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen im Knochenmark
verwendet.

Zur Untersuchung der Lymphozytensubpopulation im Blut und zur
Untersuchung des Vorhandenseins von zirkulierenden Tumorzellen im Blut
erfolgte bei den Patientinnen spatestens ein Tag praoperativ die Abnahme von

vendsem Blut.
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2.1.2 Laborausstattung

Neubauerkammer

SuperFrost®Plus-Objekttrager
Filterkarten

10 ml sterile, RNase-freie Plastikpipette
1,5 ml sterile, RNase-freie

ReaktionsgefalRe

50 ml Falcon®-Polypropylen-Rohrchen
15 ml Zentrifugenréhrchen

Pipette (100 — 1000 pl)

Pipette (1,0 — 200,0 pl) Eppendorf
Research®

0,5 — 10 ul Natural Pipette Tips

101 — 1000 pl Natural Pipette Tips

0,2 ml sterile, RNase-freie PCR-Gefal3
CryoTube™-Ro6hrchen

CellSave Preservative Tubes

10 pl Zwolfkanalpipette Eppendorf
Research®

Multititerplatte 96DeepWell PP Plate

Natural
BD FalconTM (FACS-R6hrchen)
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

R. Langenbrinck, Emmendingen
Hettich, Tuttlingen

Costar, USA

Eppendorf, Hamburg

Falcon, USA
Falcon, USA
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Starlab, Ahrensburg
Starlab, Finnland
Starlab, Ahrensburg
Nunc®, USA
Veridex LLC, USA
Eppendorf, Hamburg

Nalge Nunc International, USA

Becton Dickinson, Heidelberg
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2.1.3 Gerate

Uberkopfmischer Sample Mix MXIC 1
Zentrifuge Biofuge primo

Zytozentrifuge Rotina 380
Multifuge 3 S-R
Dako Autostainer

CellTracks® AutoPrep® System
CellTracks Analyzer lI®

Sysmex XP-300

Vortexer

FACSCaliburTM (Durchflusszytometer)

2.1.4 Software
FACSCompTM Software

Sofware Cell Quest Pro®
SPSS Statistics

2.1.5 Chemiekalien

Ampuwa (deionisiertes Wasser)
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Ficoll-Hypaque®

Trypanblau-Lésung
Formalin-Ldsung (0,5%)
Vector Red Substrate Kit (magenta)

Histoprime Puffer fur Histo Red-AP
Substrate Kit

Mouse IgG1 A45B/B3 Anti Human CK

IMMPRESS™-AP anti-mouse IG
Reagenz
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Dynal, Norwegen
Heraeus, Osterode

Hettich, Tuttlingen
Heraeus, Osterode
Dako GmbH, Hamburg

Janssen Pharmaceutical Companies,
USA

Janssen Pharmaceutical Companies,
USA

Sysmex GmbH, Norderstedt

Cenco Intrumenten BV.,
Nierderlande

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

IBM, Version 23

Fresenius AG, Bad Homburg
Biochrom KG, Berlin
Biochrom KG, Berlin

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Merck KgaA, Darmstadt
Vector Laboratories, USA

Linaris Gmbh, Dossenheim

Micromet AG, Miinchen

Vector Laboratories, USA
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Pferdeblut-Serum 2,5%

M30 CytoDeath

Anti c-erbB-2(Her-2/neu)

Dako REAL™ Antibody Diluent

Dako REAL™ Hamatoxylin

CellSearch® Circulating Tumor Cell Kit

(Epithelial)
Anti-EpCAM Ferrofluid
Farbreagenz

Nukleinsédure-Farbung

Capture-Enhancement-Reagenz

Permeabilisierungsreagenz

Zellfixiermittel

Verdinnungspuffer
CellTracks® AutoPrep® Instrument

Buffer
CellSearch® Circulating Tumor Cell

Control Kit
FACS-Lyselosung

CellWASH TM

Digitonin-Ldsung

BD CellFIXTM
FACSClean
FACSRinse
FACSSafe

BD FACSFlowTM

BD CalibriteTM Beads
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Vector Laboratories, USA
Roche Life Sciences, Penzberg
Biogenex, USA

Dako GmbH, Hamburg

Dako GmbH, Hamburg
Veridex LLC, USA

Veridex LLC, USA

Veridex LLC, USA

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
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2.1.6 Antikorper

Mouse IgG1k Alexa Fluor 647
Mouse IgG1lk PE-Cy7

Mouse IgG1lk PE

Mouse IgG2a FITC

CD3 PerCP

CD4 APC

CD8 APC

CD28 PE

CD19 PerCP

Quantibrite™ CD38 PE

CD95 FITC

CD127 Alexa Fluor 647

NKG2D APC

Nkp46 PE-Cy7

CD337 (Nkp30) Alexa Fluor 647
Simultest CD3/16+56+ FITC PE

TCR-zeta FITC
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Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
BioLegend, Kanada

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Biozol, Eching
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2.2 Methoden

2.2.1 Detektion der disseminierten Tumorzellen im Knochenmark

Zusammengefasst erfolgt die Detektion der disseminierten Zellen im
Knochenmark zunachst durch eine Dichtegradienten-Zentrifugation des
Knochenmarks. Daran schlief3t sich die Anfertigung von Zytospins an, woraufhin
anschlieBend die Markierung der Tumorzellen durch einen gegen Zytokeratin
gerichteten Antikorper erfolgt.

Zur Dichtegradzentrifugation des heparinisierten Knochenmarks werden 15 bis
20 ml des Knochenmarks in ein 50 ml Falcon®-Polypropylen-Réhrchen
uberfuhrt und unter Zugabe von 30 ml einer phosphatgepufferten Salzlésung
(engl. phosphatebuffered saline = PBS) verdunnt. Parallel hierzu wird ein
weiteres 50 ml Falcon®- Polypropylen- R6hrchen mit 15 ml Ficoll-Hypaque®,
einem Separiermedium, aufgefullt und anschlieRend das verdinnte
Knochenmark hinzugegeben. Daraufhin erfolgt eine 30-minltige Zentrifugation
bei 1600 rpm, wobei die verschiedenen Knochenmarksbestandteile in
unterschiedliche Phasen aufgeteilt werden. Hierbei enthalt die Interphase die
mononukleadre Fraktion, welche sich aus den Lymphozyten und Monozyten
zusammensetzt.

Diese wird in ein weiteres Falcon®-Propylen- Réhrchen abpipettiert und mit

30 ml PBS resuspendiert.

Es folgt ein Waschvorgang durch erneute Zentrifugation (7 min, 1600 rpm) und
Entfernung des Uberstandes. Um eventuell noch verbliebene Erythrozyten zu
zerstoren, werden, je nach PelletgrofRe, 10-20 ml Lysepuffer (1,0 g KHCOs, 8,3
g NHa4Cl, 0,037 g EDTA und 800 ml Aqua dest., unter Zugabe von KOH den pH-
Wert auf 7,5 einstellen und anschliel3end auf 1 | verdiinnen) hinzugegeben und
fur 10 Minuten bei 4°C im Kuhlschrank belassen. Nach dieser Inkubationszeit
wird nochmals zentrifugiert (7 min,1600 rpm) und der Uberstand abpipettiert.
Das verbliebene Sediment wird anschlie3end mit 10 ml PBS resuspendiert.
Anschlielend werden 50 pl dieser Knochenmarksuspension mit Trypanblau-
Ldsung gefarbt, um daraufhin in einer Neubauerkammer unter dem Mikroskop

die Anzahl der mononukklearen Zellen zu bestimmen.
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Anschlielend wird ein weiteres Mal zentrifugiert (7 min, 1600 rpm) und der
Uberstand abgekippt, und, mit Hilfe der nun bekannten Anzahl der monukleéren
Zellen, eine mit PBS verdiinnte Knochenmarkssuspension mit 1,5x10° Zellen/ml
hergestellt.

Diese Suspension wird zur zytologischen Differenzierung der in der Suspension
enthaltenen Zellen mittels Zytospin genutzt.

Hierzu wird 1 ml der Knochenmarkssuspenion auf acht positiv geladenen
SuperFrostePlus- Objekttrager vorgelegt.

Nach einer zweiminitigen Zentrifugation bei 2500 rpm erfolgt eine weitere
Zentrifugation (1 min, 2500 rpm). Es folgt eine 12-24-stiindige Trocknung bei
Raumtemperatur und eine daran anschlieende Fixation mit 0,5%-iger
Formalin-Ldsung zur Einleitung einer immunhistochemischen Untersuchung.
Die Tatsache, dass epitheliale Zellen Zytokeratine exprimieren kdnnen, normale
Zellen des Knochenmarks jedoch nicht dazu fahig sind, ermobglicht die
Detektion der epithelialen Tumorzellen an Hand von Antikdrpern, die gegen
Zytokeratine gerichtet sind. Hierzu wird der Antikbrper A45/B3 eingesetzt, der
sich gegen die Zytokeratine CK8, CK18 und CK 19 richtet. Die Farbung wird
automatisiert mittels IMPRESS™-AP Anti-Mouse |G Reagenz im Dako
Autostainer durchgefihrt. Hierbei erfolgt nach Protein-Blockade durch ein
2,5%-iges Pferdeblut-Serum (horse serum) die Markierung der Tumorzelle
durch den Primarantikdrper.

Nach 30-mindtiger Inkubation erfolgt die Zugabe des Enzymimmunkomplexes
aus Alkalischer Phosphatase. Nach Zugabe des Substrats Neofuchsin wird
dieser Komplex Uber eine enzymatische Farbreaktion sichtbar gemacht und
daraufhin eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin durchgefihrt.

Hieraus resultiert, bei Betrachtung unter dem Mikroskop, die Rotfarbung der
Tumorzellen und die Blaufarbung der normalen Knochenmarkszellen.

Die Tumorzellen wurden nicht nur ausschliel3lich durch ihre Farbung
identifiziert, sondern auch durch ihre charakteristische Morphologie, die durch
eine zum Kern verschobene Zell-Plasmaverteilung, eine unregelméaRige
Chromatinstruktur und einer Zunahme der Zellgro3e gekennzeichnet ist.

Zudem treten Tumorzellen meist in Zellverbdnden, sogenannten Clustern, auf.
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2.2.2 Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen im Blut

Um Tumorzellen im Blut nachzuweisen wurde das Verfahren CellSearch®
durchgefuhrt.

Mit dem CellSearch® Circulating Tumor Cell Kit wird die Anzahl der im Blut
zirkulierenden Tumorzellen mit epithelialem Ursprung, die

das Oberflachenmolekil-Expressionsmuster CD45-, EpCAM+, CK8+, CK18+
und/oder CK19+ aufweisen, bestimmt.

Hierzu werden die Tumorzellen mit Hilfe von EpCAM-Antikdrpern angereichert
und anschlieBend, nach Farbung mit Fluoreszenz, unter Zuhilfenahme eines
halbautomatischen Fluoreszenzmikroskopes gezahlt und analysiert.

Zu Beginn werden ca. 9 ml Blut in ein CellSave Preservative Tube
abgenommen. 7,5 ml dieses Blutes werden in ein konisches 15 ml Rdhrchen
Uberfahrt und mit 6,5 ml Verdinnungspuffer Gberschichtet. Nach 10-minatiger
Zentrifugation wird der Inhalt in das CellTracks® AutoPrep® System uberfuhrt.
Hierbei handelt es sich um ein automatisiertes System, bei welchem folgende
Schritte ablaufen: Der Probe werden Anti-EpCAM Ferrofluid und Caprine-
Enhancement-Reagenz hinzugefiigt. Nach immunomagnetischer Separation
wird der Uberstand, der die ungebundenen Zellen und tiberschiissiges Plasma
enthalt, entfernt. Die Ubrig gebliebenen, an Ferrofluid gebundenen Zellen,
werden in Pufferlésung resuspendiert. Da jedoch die gesuchten Zytokeratine
intrazellular anzutreffen sind, erfolgt darauffolgend eine Behandlung der Zellen
mit einem Permeabilisierungsreagenz. AnschlieBend kann nun die Markierung
mit den folgenden Fuoreszenz-gekoppelten Antikorpern erfolgen:

Der Fluoreszenzfarbstoff Anti-CK-Phykoerythrin ist spezifisch fur intrazellulare
Zytokeratine, 6-Diamidino-2-phenylndoldihydrochlorid ist spezifisch fur

die Nukleinsduren im Zellkern, wahrend Anti-CD45-Allophykocyanin spezifisch
fur Leukozyten ist und dadurch die Unterscheidung dieser von epithelialen
Zellen ermdglicht.

Nach magnetischer Separation der gebundenen Zellen und Entfernen der
ungebundenen Fluoreszenzreagenzien werden die Zellen fixiert.

Hierbei werden die gebundenen Zellen so lange angereichert und konzentriert,

bis die Blutmenge anstatt der urspringlichen 7,5 ml auf 300 pl reduziert wird.
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Diese 300 ul werden automatisch in eine Kartusche der MagNest - Einheit
Uberfuhrt. Hier erfolgt bei Raumtemperatur innerhalb von mindestens

20 Minuten bis maximal 24 Stunden eine Anreicherung und Ausrichtung der
immunomagnetisch markierten Zelle an der magnetisierten Oberflache der
Kartusche. AnschlieRend erfolgt die Analyse dieser Zellen im

CellTracks Analyzerli®. Hierbei handelt es sich um ein halbautomatisches
Fluoreszenzmikroskop, welches die Oberflache jeder Kartusche vier Mal
scannt, wobei bei jedem Scan ein anderer Fluoreszenzfilter eingesetzt wird.

Die vier Bilder werden digital Gbereinandergelegt, woraus sich fir jede Zelle ein
spezifisches Muster ergibt. Hieraus werden die Zellen mit einem epithelialen
Fluoreszenzmuster (Zytokeratin-postiv, Nukleinsaure-positiv, CD45-negativ)
selektiert und auch ebenfalls an Hand der fur epitheliale Zellen
charakteristischen  Morphologie, wie beispielsweise einem deutlich
abgrenzbaren Zellkern, oder Zellgré3en ab 4 pm, selektiert und ausgewertet.
Der Test wird als positiv gewertet sobald mehr als 5 CTC/7,5 ml Blut gezéhlt
werden.

Parallel wird nochmals eine Kontrolle mit Hilfe des CellSearch®

Circulating Tumorcell-Control Kit vollzogen.

2.2.3 Analyse der Lymphozytensubpopulationen in Blut und Knochenmark
mittels Durchflusszytometrie

2.2.3.1 Funktionsprinzip

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, die Zellen ihrer jeweiligen
Subpopulation zuzuordnen, indem Gré3e und Granularitat der jeweiligen Zellen
bestimmt und verglichen werden.

Das Durchflusszytometer (engl. flourescence activated cell sorter = FACS)
besteht aus einer optischen Komponente, welche sich aus Laser, Filter, Spiegel
und Photodetektoren zusammensetzt, sowie einer hydrodynamischen
Komponente, die dafir verantwortlich ist, dass die Zellen in einer

Tragerflussigkeit einzeln in laminarer Stromung an dem Laserstrahl der
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optischen Komponente vorbeigeleitet werden [51]. Trifft der Laserstrahl der
optischen Komponente auf eine Zelle, so wird dieser Strahl abgelenkt.

Hierbei wird zwischen einem Vorwartsstreulicht (engl. Forwardscatter, FSC, 3-
10° Ablenkung) und einem Seitwartsstreulicht (engl. Sidescatter, SSC, ca. 90°
Ablenkung) unterschieden [51].

Das Vorwartsstreulicht ist charakteristisch fur die GroRe der Zelle, da es
vorwiegend durch die Beugung an der Zelloberflache entsteht [51].

Das Seitwartsstreulicht hingegen entsteht durch Brechung oder Reflexion an
intrazellularen Komponenten und gibt somit Auskunft Uber die Zellgranularitat
der Zelle [51].

Die weiteren Komponenten des optischen Systems leiten das gestreute Licht
weiter zu Photodetektoren. Hier erfolgt die Umwandlung des optischen Signals
in ein elektrisches Signal. Dieses Signal wird wiederum digitalisiert und kann

somit am Computer analysiert werden [51].

2.2.3.2 Antikérpermarkierung

Zur Analyse von intra- und extrazellularen Zellmerkmalen werden fluoreszenz-
gekoppelte Antikorper verwendet. Nach Bindung des Antikorpers an das
Antigen wird der an ihm gekoppelte Fluoreszenzfarbstoff zur Emission von Licht
im Fluoreszenzbereich angeregt. Hierbei ist die Intensitat der Fluoreszenz
proportional zur Antigenmenge der untersuchten Zelle.

In dieser Analyse wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Fluoreszeinisothiocyanat
(FITC), Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin (APC), Peridinin-ChloophyllProtein
(PerCP), Phycoerythrin-Cyanine (PE-Cy7) und Alexa Fluor 647 verwendet.

Zur Abdeckung der verschiedenen Absorptionsmaxima der
Fluoreszenzfarbstoffe werden ein Argonlaser (A= 488 nm) welcher FITC, PE,
PerCP und PE-Cy7 anregt, sowie ein Diodenlaser (A= 635 nm) zur Anregung

von APC und Alexa Fluor 647 verwendet.
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2.2.3.3 Probenvorbereitung

Zur FACS- Analyse der Proben erfolgt zun&chst aus den praoperativ gewonnen
Blutproben und den Knochenmarksproben mit Hilfe des vollautomatischen
Hamatology-Analysator Sysmex XP-300 eine Anfertigung

eines Differentialblutbildes mit der absoluten Anzahl der Leukozyten sowie dem
prozentualen Anteil der Lymphozyten.

Daraufhin werden je 100 pl Blut bzw. Knochenmark in 11 FACS-Tubes pipettiert.
Zu den Proben werden verschiedene, fur Lymphozytensubpopulationen
spezifische und Fluoreszenz-gekoppelte, Antikbrper hinzugegeben.

Zur Lyse, der sich noch in den Proben befindlichen Erythrozyten, werden nach
15-mindtiger Inkubation 750 pl FACS-Lyseldésung hinzugefigt. Daraufhin
werden die Proben weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der
darauffolgenden 5-minitigen Zentrifugation bleiben die Leukozyten als
Sediment zuriick, das Erythrozytenlysat bildet den Uberstand der daraufhin
verworfen wird. Der darauffolgende Schritt besteht darin, aus den Tubes 1-8 die
ungebundenen Antikdrper unter Hinzufigen von je 500 pl CellWASHTMm,
auszuwaschen. Die Tubes 9, 10 und 11 werden zum Nachweis intrazellularer
Antigene verwendet und werden hierfur durch Zugabe von jeweils 500 ul kalter
(+4°c) Digitonin-Lésung als Permeabilisator behandelt. Nach dem Auswaschen
der Digitonin-Losung werden die fir intrazellulare Antigene spezifischen
Antikdrper hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde werden
die Proben zentrifugiert (5 min, 250 x g) und der Uberstand verworfen. Es
folgen zwei Waschvorgénge unter Hinzuftigen von 500 ul CellWASHTm und eine
erneute Zentrifugation (5 min, 250 x g) und Entfernung des Uberstandes.

Die in den Kammern verbliebenen Zellen werden mit Fixierlosung resuspendiert

und bis zum weiteren Vorgehen bei 4°C gelagert.
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2.2.3.4 Probenanalyse

Zur Analyse wird der Inhalt jeder Kammer in ein FACS-R6hrchen (BD-FalconTtwv)
Uberfihrt und im Durchflusszytometer FACS-Caliburtv analysiert.

Anhand der Werte der Antikérper-Isotypenkontrollen in den Tubes 1, 7, und 9
wird die Einstellung des Durchflusszytometers gepriift und, bei Uberschneidung
der Emissionsspektren zweier Fluoreszenzfarbstoffe, manuell nachjustiert.

Um den Zelldebris aus der Datenaufnahme auszuschliel3en kann auch die
FSC- (Forwardscatter-) Schwelle manuell modifiziert werden.

Pro Probe werden mindestens 20000 Zellen zur Analyse herangezogen.

2.2.3.5 Datenanalyse

Mittels der Software FACSCompTtm und Cell Quest Proe ist es nicht nur moglich
zwischen den unterschiedlichen Leukozytenpopulationen zu differenzieren,
sondern auch die intra- und extrazellularen Zellmerkmale durch Fluoreszenz-
gekoppelte Antikorper zu analysieren.

Das Computerprogramm stellt die Ergebnisse als Punktwolken dar, wobei jeder
Punkt ein Ereignis darstellt. Hierzu werden jeweils zwei Werte gegeneinander
aufgetragen (FSC, SSC oder Fluoreszenzintensitat).

Da ZellgroBRe und Zellgranularitat fur die jeweilige Leukozytensubpopulation
spezifisch sind, kann durch Gegenuberstellung von FSC (charakteristisch fur
ZellgréRe) und SSC (charakteristisch fur Zellgranularitat) die jeweilige
Leukozytenpopulation bestimmt werden [51] (siehe Abbildung 3).

Im Computerprogramm ist ein sogenanntes “Gating™ mdglich.

Hierbei wird die Analyse wund Darstellung auf eine bestimmte
Leukozytensubpopulation beschrankt, in dem die geeigneten und fur diese

Subpopulation spezifischen FSC/SSC Wertepaare ausgewahlt werden.
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Abbildung 3: Punktwolkendarstellung unter Gegenuberstellung von Vorwarts-
und Seitwartsstreulicht zur Differenzierung der Leukozytensubpopulationen

In Abbildung 4 wurde das erste Gate (R1)

gesetzt.
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Abbildung 4: Gating der Lymphozytensubpupulation
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Die gegatete Subpopulation wird in einer Uber zwei Parameter aufgetragene
Punktwolkendarstellung dargestellt, welche durch die sogenannten Quadrant-
Statistikmarker in vier Quadranten eingeteilt wird. Punkte, die sich im oberen,
rechten Quadranten befinden (UR) sind fur beide Parameter positiv, wahrend
Punkte im unteren linken Quadranten (LL) fir beide Parameter negativ sind.
Punkte im oberen linken (UL) und im unteren rechten (LR) sind nur fir jeweils
einen der Parameter positiv.

Fur jeden Quadranten wird aus der Anzahl der Ereignisse innerhalb des
Quadranten geteilt durch die Gesamtzahl der Ereignisse der prozentuale Anteil
an den Gesamtereignissen (% Gated) berechnet. So kann beispielsweise bei
Wahl des Gates der Lymphozyten durch gegeneinander Auftragen der
Parameter CD3 und CD4 im UR Quadranten der prozentuale Anteil von
gleichzeitig CD3- und CD4-positiven Zellen (welche den T-Helfer-Lymphozyten

entsprechen) bestimmt werden (s. Abbildung 5).

Das Gate (R3) befindet sich im UR-Quadrant und ist somit um die gleichzeitig CD3-
und CD4-positiven Lymphozyten gesetzt (entsprechend den T-Helfer-Lymphozyten).

Abbildung 5: Punktwolkendarstellung im Lymphozytengate mit
Quadrantstatistikmarker bei Gegenuberstellung von CD3 und CD4
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Anhand der Quadrantstatistik (Abbildung 6) kann der prozentuale Anteil der
T-Helfer-Lymphozyten in der zuvor gegateten Lymphoyztenpopulation
(Abbildung 5) eingesehen werden.

Die fiur Abbildung 5 erstellte Quadrantstatistik (Abbildung 6) zeigt einen
prozentualen Anteil von 22,15% T-Helfer-Lymphozyten.

Tube: tube #10

Gate: Lymphos

Gated Events: 2262

Total Events: 20660

X Parameter: CDB PerCP (Log)

Y Parameter: CD4 APC (Log)

Quad Events % Gated % Totd

UL 307 13.57 1.49
UR 501 22.15 2.42
LL 101 48.67 5.33
LR 353 15.61 1.7

Abbildung 6: Quadrantstatistik

2.2.4 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS Statistics 24.
Anhand der im Differentialblutbild ermittelten Werte der absoluten Anzahl der
Leukozyten und dem Wert des prozentualen Anteils der Lymphozyten, konnte
die absolute Anzahl der Lymphozyten berechnet werden.

Mit den aus der FACS-Analyse bestimmten prozentualen Anteilen der jeweiligen
Lymphozytensubpopulationen konnte somit die absolute Anzahl der
Lymphozyten in der jeweiligen Subpopulation berechnet und statistisch
miteinander verglichen werden. Hierbei wurden die Mittelwerte und
Standardabweichung der jeweiligen Subpopulation berechnet und unter
Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests flr nichtparametrische unabhangige
Stichproben auf signifikante Unterschiede und Zusammenhange untersucht.
Zur Uberprufung eines Zusammenhangs der klinisch-pathologischen
Charakteristika der Patientinnen, zum einen, mit dem vorliegenden Grading
und, zum anderen, mit dem Vorliegen von disseminierten Zellen, wurde der
exakte Test nach Fisher durchgefihrt und die zweiseitige Signifikanz

ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische und pathologische Charakteristika
des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv setzt sich aus Patientinnen zusammen, die an einem
primaren invasiven Mammakarzinom erkrankt und im Zeitraum zwischen
September 2014 und September 2015 an der Universitatsfrauenklinik Ttubingen
priméar operativ behandelt wurden und bei denen ebenfalls eine Untersuchung
der Lymphozytensubpopulationen im Knochenmark oder im Blut erfolgte.

Das Patientenkollektiv umfasst insgesamt 97 Patientinnen.

Die klinischen und pathologischen Charakteristika fur die 97 Patientinnen des
Gesamtkollektivs wurden tabellarisch erfasst und sind in Tabelle 2 dargestellt.
Bei 92 dieser Patientinnen konnte eine quantitative Untersuchung der
Lymphozytensubpopulationen im Blut durchgefiihrt werden. Bei 75 Patientinnen
des Gesamtkollektivs wurde eine quantitative Untersuchung der
Lymphozytensubpopulationen im Knochenmark durchgefuhrt.

Hierbei ist das Vorliegen eines T1 Tumors bei mehr als der Halfte der
Patientinnen zu vermerken (56%).

Zudem lag bei den meisten Patientinnen (73%) kein Lymphknotenbefall vor.
Der Hormonrezeptorstatus erwies sich mehrheitlich als Ostrogen- und
Progesteron-positiv (ER+: 86%, PR+:69%), wahrend die HER2/neu-Expression
bei 92% der Patientinnen negativ ausfiel.

Bei mehr als der Halfte der Patientinnen im Gesamtkollektiv (57%) konnte ein

Tumor mit Grading G2 nachgewiesen werden.

Der Eliston-Ellis-Score liegt bei dem Groldteil der Patientinnen im
Gesamtkollektiv (73%) unter 7 Punkten und spricht daher ebenfalls fur das

mehrheitliche Vorliegen von gut bis maRig differenzierten Tumoren.

Die Patientinnen im Gesamtkollektiv sind vorwiegend postmenopausal (69%).
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Tabelle 2: Klinische und pathologische Charakteristika des Patientenkollektivs

Gesamtkollektiv

Gesamt 97
T-Klassifikation

pT1l: Tumorausdehnung < 2cm 54 (56%)
pT2: Tumorausdehnung 2-5 cm 38 (39%)
pT3: Tumorausehnung =25 cm 2 (2%)
pT4= Ausdehnung 3 (3%)
Brustwand oder Haut

Lymphknotenbefall*

pNO: kein LK Befall 70 (74%)
pN1: 1-3 LK 16 (17%)
pN2: 4-9 LK 7 (7%)
pN3: > 10 LK 2 (2%)
Grading

Gl 17 (17%)
G2 56 (58%)
G3 24 (25%)
Ostrogenrezeptorstatus

positiv 85 (88%)
negativ 12 (12%)
Progesteronrezeptorstatus

positiv 69 (71%)
negativ 28 (29%)
HER2/neu

positiv 8 (8%)
negativ 89 (92%)
Ellston-Ellis-Score

3-7 Punkte 72 (74%)
8-9 Punkte 25 (26%)
Menopausenstatus*

pramenopausal 29 (31%)
postmenopausal 65 (69%)
DTC*

positiv 10 (12%)
negativ 76 (88%)
CTC*

positiv 6 (7%)
negativ 82 (93%)

* Es lagen fur dieses Charakteristikum nicht von allen Patientinnen Daten vor
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3.2 Kaorrelation des Differenzierungsgrades des Tumors

mit klinischen und pathologischen Charakteristika sowie mit der
Tumorzelldissemination

Bei der Auswertung des gesamten Patientenkollektivs (Tabelle 3) konnte keine
signifikante Korrelation zwischen dem Grading des Tumors und dessen Grolie,
dem Lymphknotenbefall oder dem Menopausenstatus festgestellt werden.
Dahingegen zeigte sich bei G3 Tumoren ein signifikanter Zusammenhang im
Bezug zur Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren.

Patientinnen mit einem G3 Tumor exprimierten signifikant weniger Ostrogen-
und Progesteronrezeptoren als Patientinnen mit einem besser differenzierten
Tumor (G1+G2).

Bei der HER2/neu-Expression zeigte sich hingegen keine signifikante

Korrelation.

Da die Bestimmung des Grading aus dem histopathologisch ermittelten
Ellston-Ellis-Score erfolgt, ist daraus folgend ebenfalls in den vorgelegten
Ergebnissen eine signifikante Korrelation des Scores mit dem Grading zu

erkennen.

Es zeigte sich, dass Patientinnen mit disseminierten Zellen im Knochenmark zu
40% einen G3 Tumor aufwiesen, wahrend nur bei 22% der Patientinnen, ohne
disseminierte Zellen im Knochenmark, ein G3 Tumor vorlag.

Hierbei lag jedoch keine statistische Signifikanz vor.
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Tabelle 3:  Klinische und pathologische Charakteristika
sowie die Tumorzelldissemination in Abhangigkeit des
Differenzierungsgrades (G1+G2 vs. G3)
Gesamtkollektiv P-

Gl +G2 G3 Wert
Gesamt 97 73 (75%) | 24 (25%)
T-Klassifikation 0,06
pT1l 54 45 (83%)| 9 (17%)
pT2-4 43 28 (65%) | 15 (35%)
Lymphknotenbefall * 0,17
positiv 25 16 (64%)| 9 (36%)
negativ 70 56 (80%) | 14 (20%)
Ostrogenrezeptorstatus 0,001
positiv 85 69 (81%) | 16 (19%)
negativ 12 4 (33%)| 8 (67%)
Progesteronrezeptorstatus 0,001
positiv 69 59 (86%) | 10 (14%)
negativ 28 14 (50%) | 14 (50%)
HER2/neu 0,10
positiv 8 4 (50%)| 4 (50%)
negativ 89 69 (78%) | 20 (22%)
Ellston-Ellis-Score 0,000
3-7 Punkte 72 72 (100%)| 0 (0%)
8-9 Punkte 25 1 (4%) | 24 (96%)
Menopausenstatus * 0,45
pramenopausal 29 20 (69%)| 9 (31%)
postmenopausal 65 50 (77%) | 15 (23%)
DTC* 0,25
positiv 10 6 (60%)| 4 (40%)
negativ 76 59 (78%) | 17 (22%)
CcTC* 1,00
positiv 6 5(83%)| 1(17%)
negativ 82 61 (74%) | 21 (26%)

Signifikanter p-Wert: < 0,05 (exakter Test nach Fisher, 2-seitige Signifikanz)

* Es lagen fur dieses Charakteristikum nicht von allen Patientinnen Daten vor
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3.3 Haufigkeit des Auftretens von disseminierten Tumorzellen im
gesamten Patientenkollektiv

Bei 86 Patienten des Gesamtkollektivs (n= 97) wurde eine Untersuchung auf
das Vorhandensein von DTCs durchgefihrt.

Hierbei konnten bei 12% dieser Patienten (n= 10) DTCs nachgewiesen werden
(s. Tabelle 2).

88 Patienten des Gesamtkollektiv (n=97) wurden auf das Vorhandensein von
CTC untersucht. Bei 7% dieser Patienten (n=6) konnten CTC diagnostiziert

werden.

3.4 Korrelation des Auftretens von DTCs (disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark) mit klinischen und pathologischen
Charakteristika

Bei Patientinnen mit groReren Tumorbefunden (pT2-4) konnten prozentual
mehr als doppelt so haufig DTCs nachgewiesen werden, als bei Patientinnen
mit pT1 Befunden (19% vs. 6%, s. Tabelle 4).

Patientinnen mit Lymphknotenbefall wiesen prozentual haufiger DTCs auf als

Patientinnen ohne Lymphknotenbefall (19% vs. 9%, s. Tabelle 4).

Bei Patientinnen mit wenig differenzierten Tumoren (G3) konnten prozentual
haufiger DTCs nachgewiesen werden als bei Patientinnen mit besser
differenzierteren Tumoren (G1+G2) (19% vs. 9%, s. Tabelle 4).

Auch wenn keine statistisch signifikanten Korrelationen nachweisbar ist, zeigt
sich jedoch eine Tendenz, bei steigender BefundgrofRe (pT2-4) und geringerem
Differenzierungsgrad des Tumors (G3), haufiger DTCs nachweisen zu kénnen
(s. Tabelle 4).
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Tabelle 4: Klinische und pathologische Charakteristika in Abhangigkeit der
Tumorzelldissemination im Knochenmark
(DTC negativ vs. DTC positiv)

P-
Patienten mit Wert
vorliegender
DTC
Untersuchung DTC neg |DTC pos

Gesamt 86 76 (88%) |10 (12%)

T-Klassifikation 0,09

pT1 49 46 (94%) | 3 (6%)

pT2-4 37 30 (81%) |7 (19%)

Lymphknotenbefall * 0,26

positiv 21 17 (81%) |4 (19%)

negativ 63 57 (91%) |6 (9%)

Ostrogenrezeptorstatus* 0,63

positiv 74 66 (89%) |8 (11%)

negativ 12 10 (83%) |2 (17%)

Progesteronrezeptorstatus* 1,00

positiv 60 53 (88%) |7 (12%)

negativ 26 23 (89%) |3 (11%)

HER2/neu * 1,00

positiv 7 6 (86%) |1 (14%)

negativ 79 70 (89%) |9 (11%)

Ellston-Ellis-Score * 0,27

3-7 Punkte 64 58 (91%) |6 (9%)

8-9 Punkte 22 18 (82%) |4 (18%)

Menopausenstatus * 0,16

pramenopausal 25 20 (80%) |5 (20%)

postmenopausal 59 54 (92%) |5 (8%)

G_Stadium* 0,25

G1+2 65 59 (91%) |6 (9%)

G3 21 17 (81%) |4 (19%)

Signifikanter p-Wert: < 0,05 (exakter Test nach Fisher, 2-seitige Signifikanz)

* Es lagen fur dieses Charakteristikum nicht von allen Patientinnen Daten vor
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3.5 Korrelation des Auftretens von CTCs (disseminierte
Tumorzellen im Blut) mit klinischen und pathologischen
Charakteristika

Zwischen dem Auftreten von CTCs und den klinischen und pathologischen
Charakteristika konnte kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen
werden. Hierbei ist festzuhalten, dass es sich bei der Gruppe der CTC+
Patienten um eine kleine Gruppe handelt (n=6) und daher keine signifikanten

Ergebnisse zu erwarten sind.
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Tabelle 5: Klinische und pathologische Charakteristika in Abhangigkeit der
Tumorzelldissemination im Blut (CTC negativ vs. CTC positiv)
Patienten mit P-
vorliegender Wert
CTC CTC
Untersuchung CTC neg |pos
Gesamt 88 82 (93%) |6 (7%)
T-Klassifikation 0,70
pT1 50 46 (92%) |4 (8%)
pT2-4 38 36 (95%) |2 (5%)
Lymphknotenbefall * 0,64
positiv 22 20 (91%) |2 (9%)
negativ 64 60 (94%) |4 (6%)
Ostrogenrezeptorstatus* 0,53
positiv 78 73 (94%) |5 (6%)
negativ 10 9 (90%) 1 (10%)
Progesteronrezeptorstatus* 0,18
positiv 65 62 (95%) |3 (5%)
negativ 23 20 (87%) |3 (13%)
HER2/neu * 1,00
positiv 6 6 (100%) |0 (0%)
negativ 82 76 (93%) |6 (7%)
Ellston-Ellis-Score * 1,00
3-7 Punkte 65 60 (92%) |5 (7%)
8-9 Punkte 23 22 (96%) |1 (4%)
Menopausenstatus * 0,17
pramenopausal 26 26 (100%) |0 (0%)
postmenopausal 59 53 (90%) |6 (10%)
G_Stadium* 1,00
G1+2 66 61 (92%) |5 (8%)
G3 22 21 (96%) |1 (4%)

Signifikanter p-Wert: < 0,05 (exakter Test nach Fisher, 2-seitige Signifikanz)

* Es lagen fur dieses Charakteristikum nicht von allen Patientinnen Daten vor
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3.6 Verteilung der Differenzierungsgrade im gesamten
Patientenkollektiv

Bei allen 97 Patientinnen des Gesamtkollektivs wurde eine Untersuchung des
Differenzierungsgrades des Tumors durchgefihrt. Hierbei ist zu erkennen, dass
die Mehrheit der Patientinnen (58%) einen G2 Tumor aufweist (n=56).

Bei 17% der Patientinnen lag ein G1 Tumor vor, womit der Anteil dieser Tumore
am Patientenkollektiv am geringsten ausfallt (n=17).

Bei 25% der Patientinnen lag ein G3 Tumor vor (n= 24) (s. Tabelle 2).

3.7 Analyse der quantitativen Zusammensetzung der
Lymphozyten- und NK-Zellensubpopulationen im Blut in
Abhangigkeit des Tumorgradings

3.7.1 Vergleich der quantitativen Zusammensetzung der Lymphozyten- und
NK-Zellensubpopulationen im Blut zwischen Patienten mit G1 und G2
Tumor

Bei Patientinnen mit einem G1 Tumor im Vergleich zu Patientinnen mit einem
G2 Tumor zeigte sich keine signifikante Abweichung der absoluten Zahl der
T-Lymphozyten, T-Helferzellen, zytotoxischen T-Lymphozyten, NK-Zellen, und
B-Lymphozyten pro ul Blut (s. Tabelle 6).

Die Expression der Oberflachenmolekile CD25, CD38, CD28, CD95 und des
TCR-Rezeptors bei den jeweiligen Lymphoyztensubpopulationen zeigt keine
signifikanten Unterschiede (s. Tabelle 6).

Die Expression der aktivierenden Rezeptoren NKG2D, Nkp30 und Nkp46 auf

den NK-Zellen zeigt ebenfalls keine signifikante Veranderung (s. Tabelle 6).
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Tabelle 6;

Mittelwerte und Standardabweichung der absoluten Anzahl an

Zellen / pl Blut bei Patientinnen mit einem G1 Tumor im Vergleich

zu Patientinnen mit einem G2 Tumor

Subpopulation Absolute Anzahl an Absolute Anzahl an P-

Zellen / pl Blut bei Zellen / pl Blut bei Wert

Patientinnen mit G1 Patientinnen mit G2

Stadium Stadium

Mammakarzinom Mammakarzinom

Mittelwert Mittelwert =

Standardabweichung | Standardabweichung
T-Lymphozyten 1297 £ 630 1251 + 491 0,99
CD25 471 £ 224 405 £ 240 0,26
CD28 1063 £ 400 1061 + 422 0,89
CD95 483 + 418 453 + 265 0,64
TCR T 637 £ 542 631 + 328 0,40
CD38 590 + 280 637 £ 270 0,66
Th-Zellen (CD4) 616 + 331 584 + 288 0,81
CD25 357 £ 168 313+176 0,30
CD28 580 + 276 564 + 274 0,84
CD95 350 + 216 342 £ 169 0,77
TCR T 167 + 158 142 + 120 0,63
CD38 326 £ 149 306 + 154 0,65
Tc-Zellen (CD8) 484+ 308 456 + 266 0,79
CD28 322 + 164 327 £ 200 0,79
CD95 176 + 156 155 + 98 0,93
TCRC 224 + 243 211 +£134 0,52
CD38 251 +£143 243 £ 158 0,59
T-reg-Zellen 111 +£142 58 £ 22 0,13
B-Lymphozyten 146 £ 78 135+ 89 0,38
NK-Zellen (CD16+/56+) | 85 + 60 111 + 65 0,21
NKG2D 65 89 0,19
Nkp46 4+5 67 0,28
Nkp30 5£5 7+8 0,76

Signifikanter p-Wert: < 0,05 (Mann-Whitney-U-Test)
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Da keine signifikanten Unterschiede zwischen G1 und G2 Tumore festgestellt
werden konnten, wurden die Patienten mit G1 und G2 Tumore als eine Gruppe
zusammengefasst und mit der Gruppe der Patientinnen mit G3 Tumoren
verglichen (s. Tabelle 7).

3.7.2 Vergleich der quantitativen Zusammensetzung der Lymphozyten- und
NK-Zellensubpopulationen im Blut bei Patienten mit gut bis mafiig
differenzierten Tumoren (G1+G2) und Patienten mit wenig differenzierten
Tumoren (G3)

Die absolute Zahl der NK-Zellen pro ul Blut zeigte sich bei Patientinnen mit
wenig differenzierten Tumoren (G3) im Vergleich zu Patientinnen mit gut bis
mafig differenzierten Tumoren (G1+G2) signifikant vermindert (CD16+/56+: p-
Wert= 0,03).

Die absolute Anzahl der NKG2D, Nkp30 und Nkp46 exprimierenden

NK-Zellen pro ul Blut zeigt in Abhangigkeit des Gradings eine signifikante
Veranderung (CD16+/56+/NKG2D+: p-Wert = 0,04; CD16+/56+/Nkp46+:
p-Wert= 0,02; CD16+/56+/Nkp30+: p= 0,04) (s. Tabelle 7).

Die absolute Anzahl der NKG2D+ NK-Zellen pro ul Blut der Patientinnen mit G3
Tumoren ist im Vergleich zu Patientinnen mit G1 oder G2 Tumor signifikant
vermindert (p= 0,04) (Tabelle 7).

Die Zahl der Nkp46+ bzw. Nkp30+ NK-Zellen pro pl Blut erwies sich bei
Patientinnen mit G3 Tumor ebenfalls im Vergleich zu den Patientinnen mit G1

und G2 Tumoren, als signifikant erniedrigt (p = 0,02; p= 0,04) (s. Tabelle 7).

Zudem zeigen sich bei den T-Helferzellen ein statistisch signifikanter
Unterschied in der Expression des Oberflachenmolekiils CD95.

Die absolute Anzahl der CD3+/CD4+/CD95+ T-Lymphozyten pro pl Blut erwies
sich bei Patientinnen mit einem G3 Tumor im Vergleich zu Patientinnen mit G1

oder G2 Tumor als statistisch signifikant erhéht (p=0,03) (s. Tabelle 7).
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Tabelle 7;

Zellen / pl Blut bei Patientinnen mit G1 und G2 Tumore im
Vergleich zu Patientinnen mit G3 Tumoren

Mittelwerte und Standardabweichung der absoluten Anzahl an

Subpopulation Absolute Anzahl an | Absolute Anzahlan | P-

Zellen / pl Blut bei Zellen / pl Blut bei Wert

Patientinnen mit G1 | Patientinnen mit G3

und G2 Stadium Stadium

Mammakarzinom Mammakarzinom

Mittelwert + Mittelwert +

Standardabweichung | Standardabweichung
T-Lymphozyten 1256 £ 475 1274 £ 578 0,97
CD25 421 + 237 433 + 229 0,59
CD28 1066 + 402 1087 + 428 0,74
CD95 444 + 263 518 + 378 0,47
TCR C 619 + 312 668 + 497 0,76
CD38 634 + 270 578 £ 255 0,36
Th-Zellen (CD4) 579 £ 283 697 + 333 0,09
CD25 318176 392 +£191 0,07
CD28 559 + 269 670 + 292 0,06
CD95 333 £ 169 426 £ 199 0,03
TCR C 141 + 115 193 £ 160 0,19
CD38 308 £ 153 322 £ 127 0,41
Tc-Zellen (CD8) 457 + 262 425 + 246 0,43
CD28 328 £ 195 294 + 134 0,60
CD95 153 + 99 165 + 135 0,82
TCR C 206 + 131 212 £ 196 0,68
CD38 245 + 155 196 + 96 0,13
T-reg-Zellen 69+ 72 72 + 28 0,09
B-Lymphozyten 135+ 84 172 +£113 0,09
NK-Zellen (CD16+/56+) | 105 + 64 79 £ 57 0,03
NKG2D 8+8 57 0,02
Nkp46 6+6 34 0,01
Nkp30 7+8 4+5 0,02

Signifikanter p-Wert: < 0,05 (Mann-Whitney-U-Test)
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3.8 Analyse der quantitativen Zusammensetzung der
Lymphozyten- und NK-Zellensubpopulationen im Knochenmark in
Abhangigkeit des Tumorgradings

Zwischen G1 und G2 Tumoren zeigten sich in Abhéngigkeit des Gradings keine

signifikanten Veranderungen der absoluten Anzahl der jeweiligen Lymphozyten-

und NK-Zellensubpopulationen pro pul Knochenmark (s.Tabelle 8).

Tabelle 8:

Mittelwerte und Standardabweichung der absoluten Anzahl an

Zellen / yl KM bei Patientinnen mit G1 Tumore im Vergleich zu
Patientinnen mit G2 Tumoren

Subpopulation Absolute Anzahl an | Absolute Anzahlan | P-

Zellen / pl KM bei Zellen / pl KM bei Wert

Patientinnen mit G1 | Patientinnen mit G2

Stadium Stadium

Mammakarzinom Mammakarzinom

Mittelwert + Mittelwert +

Standardabweichung | Standardabweichung
T-Lymphozyten 1905 + 851 1877 + 684 0,99
CD25 499 £ 254 433 £193 0,42
CD28 1498 + 626 1489 £ 494 0,94
CD95 964 + 568 725 + 326 0,35
TCR C 953 £ 620 954 + 517 0,92
CD38 1011 + 356 1103 + 415 0,86
Th-Zellen (CD4) 819 + 482 730 £ 330 0,98
CD25 437 + 246 364 + 187 0,76
CD28 756 £ 419 683 + 315 0,96
CD95 533 + 330 417 + 202 0,77
TCR T 271 +£ 243 195 + 163 0,55
CD38 444 + 228 423 + 216 0,94
Tc-Zellen (CD8) 695 + 442 733 £ 433 0,85
CD28 474 £ 210 482 + 240 0,80
CD95 350 + 275 286 £ 211 0,88
TCR T 329 + 313 373 £317 0,76
CD38 367 + 214 404 + 215 0,65
T-reg-Zellen 82 + 55 70 + 64 0,88
B-Lymphozyten 379 + 203 312 + 216 0,49
NK-Zellen (CD16+/56+) | 225 + 151 259 + 140 0,71
NKG2D 14 +15 21+19 0,42
Nkp46 8+9 14 +£10 0,18
Nkp30 8+8 15+12 0,24

Signifikanter p-Wert: < 0,05 (Mann-Whitney-U-Test)
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Patientinnen mit G1 und G2 Tumoren wurden daher ebenfalls zu einer Gruppe

zusammengefasst und mit Patientinnen mit G3 Tumoren verglichen.

Im Gegensatz zur Analyse der Lymphozytensubpopulationen im Blut zeigt sich

im Knochenmark kein signifikanter Unterschied der absoluten Anzahl der
CD16+/56+, CD16+/56+/NKG2D+, CD16+/56+/Nkp46+, CD16+/56+/Nkp30+

Zellen pro pl Knochenmark (s. Tabelle 9).

Tabelle 9:

Mittelwerte und Standardabweichung der absoluten Anzahl an

Zellen / yl Knochenmark bei Patientinnen mit G1 und G2 Tumoren
im Vergleich zu Patientinnen mit G3 Tumoren

Subpopulation Absolute Anzahl an | Absolute Anzahl an P-

Zellen / pl KM bei Zellen / pl KM bei Wert

Patientinnen mit G1 | Patientinnen mit G3

+2 Stadium Stadium

Mittelwert Mittelwert +

Standardabweichung | Standardabweichung
T-Lymphozyten 1882 + 704 2180 + 1133 0,30
CD25 448 £ 205 486 + 277 0,56
CD28 1492 + 511 1769 £ 935 0,13
CD95 774 + 386 1022 £ 583 0,12
TCR C 954 + 528 887 + 613 0,54
CD38 1085 + 400 1230 + 635 0,26
Th-Zellen (CD4) 746 + 358 679 £ 342 0,58
CD25 378 £ 197 342+ 178 0,78
CD28 695 + 331 661 + 326 0,85
CD95 439 + 231 457 + 242 0,70
TCR C 207 £ 180 149 + 140 0,20
CD38 425 £ 215 353 £ 162 0,34
Tc-Zellen (CD8) 722 + 428 886 + 537 0,21
CD28 478 £ 231 614 + 317 0,07
CD95 298 £ 222 423 + 300 0,15
TCR C 363 £ 312 376 £ 367 0,89
CD38 395+ 212 466 * 268 0,32
T-reg-Zellen 72 + 62 57 +31 0,51
B-Lymphozyten 324 £ 212 505 + 451 0,14
NK-Zellen (CD16+/56+) | 252 + 140 3235 + 220 0,15
NKG2D 20+ 18 27 £ 23 0,23
Nkp46 13+10 16 + 14 0,61
Nkp30 14 +11 14 +15 0,90

Signifikanter p-Wert: < 0,05 (Mann-Whitney-U-Test)
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3.9 Analyse der quantitativen Zusammensetzung der
Lymphozyten- und NK-Zellensubpopulationen im Blut in
Abhangigkeit der Tumorzelldissemination im Knochenmark

Es zeigt sich keine Veranderung der peripheren Immunitat im Zusammenhang
mit dem Auftreten von disseminierten Zellen im Knochenmark.

Weder bei der quantitativen Anzahl der Lymphozyten pro ul Blut, noch bei der
Analyse der Expression der Oberflaichenmolekile, konnte ein signifikanter
Zusammenhang festgestellt werden.

Auch die quantitative Anzahl der NK-Zelle, sowie deren Expression der
aktivierenden Rezeptoren, zeigte keine signifikante Korrelation mit dem
Vorhandensein von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark (s. Tabelle
10).
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Tabelle 10: Mittelwerte und Standardabweichung der absoluten Anzahl an
Zellen / pl Blut bei Patientinnen ohne Tumorzelldissemination im
Vergleich zu Patientinnen mit Tumorzelldissemination

Subpopulation Absolute Anzahl an | Absolute Anzahlan | P-

Zellen / pl Blut bei Zellen / pl Blut bei Wert

Patientinnen ohne Patientinnen mit

DTC DTC

Mittelwert Mittelwert =

Standardabweichung | Standardabweichung
T-Lymphozyten 1269 + 492 1356 + 581 0,43
CD25 431 £ 236 460 £ 267 0,72
CD28 1077 £ 396 1172 + 482 0,44
CD95 479 £ 310 504 + 293 0,66
TCR C 633 £ 374 685 + 410 0,64
CD38 627 + 272 611 + 210 0,99
Th-Zellen (CD4) 612 + 283 678 £ 367 0,52
CD25 344 £ 175 374 + 238 0,83
CD28 592 + 262 665 + 364 0,51
CD95 364 + 168 404 + 247 0,78
TCR C 149 + 126 176 £ 113 0,37
CD38 316 £ 146 300 £ 157 0,76
Tc-Zellen (CD8) 458 + 265 441 + 218 0,82
CD28 324 £ 187 321 +£135 0,59
CD95 165 £ 117 141+ 78 0,96
TCR T 211 £ 155 193 +134 0,87
CD38 237 £148 197 £ 92 0,65
T-reg-Zellen 72 +70 70 + 33 0,47
B-Lymphozyten 147 £ 97 159 + 83 0,53
NK-Zellen (CD16+/56+) | 96 + 63 104 £ 79 0,98
NKG2D 7+8 7+£10 0,87
Nkp46 5£6 4+4 0,87
Nkp30 67 56 0,94

Signifikanter p-Wert: < 0,05 (Mann-Whtiney-U-Test)
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3.10 Analyse der quantitativen Zusammensetzung der
Lymphozyten- und NK-Zellensubpopulationen im Knochenmark in
Abhangigkeit der Tumorzelldissemination im Knochenmark

In Tabelle 11 zeigt sich eine signifikante Korrelation der Expression der

TCR (-Kette des TCR-Rezeptors der T-Lymphozyten im Knochenmark mit dem
Auftreten von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark (1002 + 554
CD3+/TCR ¢+ pro pl Knochenmark bei DTC (-) vs. 655 + 322 CD3+/TCR {+ pro
pl Knochenmark bei DTC (+)).

Die Expression von TCR ¢ der T-Lymphozyten des Knochenmarks erwies sich
bei Patientinnen mit disseminierten Tumorzellen im Knochenmark (DTC+) im
Vergleich zu Patientinnen ohne disseminierte Zellen im Knochenmark (DTC-)
als erniedrigt.

Die absolute Anzahl der NK-Zellen pro pul Knochenmark zeigte im Hinblick auf
das Vorhandensein von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark keine

signifikante Verénderung.
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Tabelle 11;

Mittelwerte und Standardabweichung der absoluten Anzahl an

Zellen / pl Blut bei Patientinnen ohne Tumorzelldissemination im
Vergleich zu Patientinnen mit Tumorzelldissemination

Subpopulation Absolute Anzahl an | Absolute Anzahlan | P-

Zellen / pl KM bei Zellen / yl KM bei Wert

Patientinnen ohne Patientinnen mit

DTC DTC

Mittelwert Mittelwert =

Standardabweichung | Standardabweichung
T-Lymphozyten 1993 + 843 1721 + 595 0,41
CD25 466 + 218 402 £ 249 0,23
CD28 1582 + 656 1396 + 428 0,53
CD95 856 + 460 688 + 285 0,34
TCR 995 + 556 655 + 322 0,04
CD38 1132 + 463 1050 + 460 0,49
Th-Zellen (CD4) 750 £ 365 628 £ 276 0,22
CD25 381 +£193 309 £ 194 0,16
CD28 702 + 338 615 + 280 0,31
CD95 453 + 235 383 + 222 0,19
TCR C 207 £ 182 131 + 87 0,25
CD38 420 £ 212 354 +£171 0,34
Tc-Zellen (CD8) 777 £474 673 £ 299 0,79
CD28 515 + 268 474 + 167 0,75
CD95 338 + 255 258 + 142 0,43
TCR 391 + 339 233 +£120 0,17
CD38 418 £ 234 378171 0,80
T-reg-Zellen 70 £ 60 60 + 34 0,68
B-Lymphozyten 360 + 289 393 + 298 0,83
NK-Zellen (CD16+/56+)| 273 + 156 274 + 202 0,81
NKG2D 22+ 20 16 +11 0,70
Nkp46 14 +11 11 +11 0,51
Nkp30 14 +13 11 +10 0,47

Signifikanter p-Wert: < 0,05 (Mann-Whitney-U-Test)
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4 Diskussion

4.1 Immunosurveillance in Abhéangigkeit des
Differenzierungsstadiums

Bereits 1957 formulierten Burnet und Thomas die Hypothese der
“cancer immunosurveillance®, die postuliert, dass ein intaktes Immunsystem
Tumor-spezifische Antigene erkennt und durch die darauffolgend ausgeloste
spezifische Immunantwort die Entstehung des Tumors verhindert wird. [46, 52].
Die Immunabwehr und die Entstehung sowie Progression von malignen
Erkrankungen stehen in einem direkten Einfluss zueinander.

In vielen Studien wurde bereits die Einflussnahme von Tumorzellen auf die
Expressionsmuster, Aktivierbarkeit und Funktionsfahigkeit von Immunzellen

nachgewiesen.

So zeigten Mamessier et al. eine verminderte Expression der aktivierenden
Rezeptoren NKG2D und Nkp30 und eine hieraus resultierende verminderte
Aktivierbarkeit von NK-Zellen nach 48-stiindiger Inkubation mit Tumorzellen des
Mammakarzinoms [26].

Gruber et al. konnten eine verminderte CD28- und TCR (-Expression sowie
eine erhohte CD95-Expression der peripheren zytotoxischen T-Lymphozyten
bei Patientinnen mit Mammakarzinom im Vergleich zu gesunden Patienten
feststellen [29].

De Boniface et al. konnten ebenfalls eine Veréanderung der TCR -Expression
der peripheren T-Lymphozyten bei Vorliegen eines Tumors feststellen, die sich
nach chirurgischer Entfernung des Tumors wieder den Normwerten naherte
[33].

Diese Studien zeigen die Veranderungen der Immunzellen bei Vorliegen eines

Tumors im Vergleich zu einem gesunden Organismus auf.
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In der vorliegenden Arbeit wird jedoch verglichen, ob bei bereits manifester
Tumorerkrankung der Differenzierungsgrad des Tumors die zellulare Immunitat
beeinflusst.

Hierbei konnten folgende Aspekte beobachtet werden:

1. Bei Patientinnen mit wenig differenzierten Tumoren (G3) lag im Vergleich
zu Patientinnen mit besser differenzierten Tumoren (G1+G2) eine
verminderte absolute Anzahl der peripheren NK-Zellen vor.

2. Die peripheren NK-Zellen der Patientinnen mit wenig differenzierten
Tumoren (G3) wiesen eine verminderte Expression der aktivierenden
Rezeptoren NKG2D, Nkp46 sowie Nkp30 im Vergleich zu Patientinnen
mit besser differenzierten Tumoren (G1+ G2) auf.

3. Periphere T-Helferzellen zeigten bei Patientinnen mit wenig
differenzierten Tumoren (G3) eine erhdhte Expression von CD95 als bei
Patientinnen mit besser differenzierten Tumoren (G1+G2).

4. Im Kompartiment des Knochenmarks konnte in Abhangigkeit des
Differenzierungsgrades weder bei den NK-Zellen noch bei den
T-Lymphozyten eine Veranderung der absoluten Anzahl der
Immunzellen oder deren Expressionsmuster beobachtet werden.

Die vorgelegten Ergebnisse deuten auf eine verminderte Funktionalitat und
Einschrdnkung des peripheren Immunsystems bei Vorliegen eines

undifferenzierten Tumors hin.

4.1.1 Phasen der Immunosurveillance

Nach heutigem Kenntnisstand kann der Prozess der Immunosurveillance in drei
Phasen gegliedert werden. In der ersten, sogenannten Eliminierungsphase ist
das Immunsystem in der Lage, die noch stark immunogenen Tumorzellen zu
detektieren und zu eliminieren [47].

Die frihe Phase der Tumorzellbekdmpfung erfolgt hierbei primér durch
NK-Zellen [47]. Diese eliminieren die Tumorzellen und schitten hierbei IFN-y
aus, welches zu einer weiteren Rekrutierung von NK-Zellen und Makrophagen
fuhrt [47].
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Die spate Phase erfolgt durch die sich in den benachbarten Lymphknoten
differenzierenden CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten, die fir die jeweiligen
Tumorantigene spezifisch sind [47].

Hierauf folgt die “Gleichgewichtsphase®. Hierbei liegen im Organismus
Tumorzellen vor, die jedoch noch zu keiner manifesten Tumorerkrankung
fuhren. Es herrscht hierbei ein dynamisches Gleichgewicht zwischen der
Immunantwort und den vorliegenden Tumorzellen. Die Immunantwort ist zu
einem gewissen Zeitpunkt jedoch nicht mehr in der Lage alle Tumorzellen zu
eliminieren, da auf Grund des Selektionsdrucks Mutationen der Tumorzellen mit
geringer Immunogenitat entstehen, so dass diese von der Immunabwehr nicht
mehr erkannt werden [53].

Anders als bei der vorausgehenden Eliminierungsphase, bei der die Zellen der
angeborenen Immunitdt (Makrophagen, NK-Zellen) ausschlaggebend sind,
spielen in der Gleichgewichtphase vor allem die Zellen der erworbenen
Immunitat (T-Lymphozyten) eine grof3e Rolle.

Dies konnten Koebel et al. im Tierversuch bestéatigen [54]. So wurden Méause,
die zuvor mit dem karzinogen wirkenden MCA (Methylcholantrene) behandelt
wurden und daraufhin keinen klinisch manifesten Tumor entwickelten,
immunsupprimiert [54]. Bei der Einschrankung des adaptiven Immunsystems
durch gegen CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten gerichtete Antikdrper erfolgte bei
50% der Mause, bei denen zuvor kein klinisch manifester Tumor vorlag, ein
schnelles Tumorwachstum [54]. Dahingegen konnte bei Ausschaltung der
angeborenen Immunitat durch Antikérper, die die NK-Zell Funktion und
Aktivierung verhindern, kein vermehrtes Tumorwachstum festgestellt werden
[54]. Daher erschliet sich, dass in der “Gleichgewichtsphase der
Tumorentstehung das erworbene Immunsystem malgeblich verantwortlich ist,
wahrend in der Eliminierungsphase sowohl das angeborene als auch
erworbene Immunsystem beteiligt sind.

In der darauffolgenden und letzten Phase, die als “Entkommensphase®
bezeichnet wird, sind die Mutationen der Tumorzellen soweit fortgeschritten,
dass die Tumorzellen weder vom angeborenen noch adaptiven Immunsystem

erkannt werden konnen und der Tumor somit ungehindert wachsen kann [53].
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Nach diesem Prinzip der Immunosurveillance sind somit die ersten mit den
Tumorzellen in Kontakt tretenden Zellen die NK-Zellen [47].

Sie stellen die erste Tumorabwehrbarriere dar.

In den Ergebnissen dieser Arbeit konnte eine verminderte absolute Anzahl der
peripheren NK-Zellen bei Patientinnen mit G3-Tumor festgestellt werden.

Die Ausbildung eines undifferenzierten, klinisch aggressiveren, G3 Tumors
konnte somit durch Einschrankung der hauptsachlich von den NK-Zellen

getragenen Immunantwort in der Eliminierungsphase begunstigt werden.

4.1.2 NK-Zellaktivitat

NK-Zellen besitzen, im Gegensatz zu den T-Lymphozyten, keine spezifischen
Rezeptoren um das jeweilige Antigen zu erkennen, sondern agieren
unspezifisch. Da hierdurch keine Bildung und Rekrutierung von spezifischen
Effektorzellen erforderlich ist und die NK-Zelle selbst als Effektorzelle fungieren
kann, erfolgt die Reaktion der NK-Zelle, im Vergleich zur Reaktion der
T-Lymphozyten, schnell und unspezifisch [55].

Eine reduzierte NK-Zellaktivitdt wurde bereits in den 80er Jahren bei Patienten
mit familiar gehauft auftretenden Melanomen [48], sowie bei einem Vergleich
von Patienten mit hoher familidrer Inzidenz von malignen Erkrankung im
Vergleich zu gesunden Patienten beschrieben [49].

Strayer et al. stellten auch im Zusammenhang mit dem Mammakarzinom bei
Patienten mit hoher familiarer Inzidenz von Brustkrebserkrankungen eine
signifikant verminderte NK-Zellaktivitdt im peripheren Blut im Vergleich zu
Patienten mit geringere familiarer Inzidenz fest [56].

Imai et al. konnten in einer prospektiven Studie zudem nachweisen, dass die
Inzidenzrate fiur das Auftreten von Tumorerkrankungen bei Patienten mit
niedriger NK-Zellaktivitat im peripheren Blut deutlich héher ausfiel als bei
Patienten mit hoher NK-Zellaktivitat im peripheren Blut [57].

Im Zuge dieser Arbeit konnte eine verminderte Expression der aktivierenden
Rezeptoren NKG2D, Nkp46 und Nkp30 der peripheren NK-Zellen von

Patientinnen mit einem G3 Tumor festgestellt werden.
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Hierdurch zeigt sich also eine verminderte NK-Zellaktivitéat im peripheren Blut
bei Patientinnen mit wenig differenzierten Tumoren.

NK-Zellen sind sowohl an der Tumor-Immunidberwachung als auch an der
Verhinderung der Entstehung von Metastasen bei bereits manifester
Tumorerkrankung beteiligt [58]. So konnten Bidwell et al. zeigen, dass in Zellen
einer Knochenmetastase des Mammakarzinoms die Expression des Gens,
welches den Interferon Typ | Regulator IRF-7 codiert, supprimiert ist [59].
Interferon Typ | ist in der Lage die NK-Zellaktivitat zu steigern und ist somit ein
wichtiger Faktor fur eine intakte Immunabwehr [60]. Die Entstehung von
Knochenmetastasen steht somit in einem Zusammenhang mit einer

Beeinflussung der Immunabwehr durch Herabregulierung der NK-Zellaktivitat.

Mafgeblich an der Aktivierung und Hemmung der NK-Zellaktivitat beteiligt sind
die NK-Zell-Rezeptoren aus der C-Typ-Lektin Familie, die mit einem Protein der
NKG2- Familie einen funktionellen Rezeptorkomplex bilden [41]. Relevant sind
hierbei die Proteine NKG2A, -B, -C und -D.

Hierbei wirken NKG2A und- B inhibitorisch, indem sie kdrpereigene
MHC-I-Proteine erkennen und daraufhin die Signalkaskade der aktivierenden
Rezeptoren blockieren und somit eine Aktivierung verhindern [26, 41].

Das in dieser Arbeit untersuchte Protein NKG2D hingegen wirkt aktivierend.
Hierbei nimmt NKG2D eine gesonderte Rolle ein, da es, anders als die anderen
NKG2-Komplexe, nicht mit MHC-I-Molekilen, sondern mit spezifischen
Liganden interagiert [41].

Die in dieser Arbeit ebenfalls untersuchten Rezeptoren Nkp30 und Nkp46
werden den naturlichen Zytotoxizitatsrezeptoren (engl. NCR) zugeordnet [41].
Auch sie reagieren unabhangig der MHC-I-Molekllauspragung und werden
durch spezifische Liganden aktiviert.

Somit konnen NK-Zellen durch fehlende, oder veranderte MHC-I-Expression bei
entarteten Zellen, sowie durch Kontakt zu tumorspezifischen Antigenen, die

Tumorzellen als erste Barriere bekampfen.
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Tumorzellen haben jedoch Wege entwickelt, die Immunabwehr durch NK-Zellen
zu umgehen.

Mamessier et al. untersuchten die Phanotypen von NK-Zellen nach 48-
stindiger direkter und indirekter Inkubation mit Brustkrebszellen
unterschiedlicher Subtypen [26]. Hierbei zeigte sich unabhangig des Subtyps
des Tumors eine Veranderung des Phanotyps der NK-Zellen hin zu einer
verminderten immunogenen Funktion der NK-Zelle [26]. So zeigte sich eine
deutlich verminderte Expression der aktivierenden Rezeptoren NKG2D und
Nkp30. Der inhibierende Rezeptor NKG2A wurde hingegen vermehrt exprimiert.
Mamessier et al. stellten hierbei fest, dass vom Tumor ausgeschittete Faktoren
wie beispielsweise TGF-1 die Zellfunktion von NK-Zellen reduzierten [61].

Die im Zelluberstand enthaltenen l6slichen Faktoren, vor allem TGF-$1, sowie
PGE2, wiesen eine hohe negative Korrelation mit den fur die Zytotoxizitat der
NK-Zellen essentiellen Molekilen auf [61].

Das ebenfalls von den Tumorzellen sezernierte, nicht zellgebundene, MICA
(soluble MICA = sMICA) bewirkt eine Downregulation der aktivierenden
Rezeptoren NKG2D sowie Nkp30 [26].

Der Vorgang der Internalisierung von NKG2D-Rezeptoren ist urspringlich
physiologisch und dient der Verhinderung einer tberschiel3enden Reaktion der
NK-Zellen. Hierbei fuhrt der Kontakt von NK-Zellen mit Zellen, die NKG2D-
Liganden membrangebunden tragen, physiologisch zu einer Internalisierung
und somit Downregulation der NKG2D-Rezeptoren auf den NK-Zellen [62].
Dieser Internalisierungsprozess der Rezeptoren erfolgt durch Quervernetzung
der NKG2D-Rezeptoren durch Bindung an Zellen mit membrangebundenen
Liganden [62].

Die verminderte Expression von NKG2D-Rezeptoren wird effektiver durch
membrangebundene Liganden erzielt als durch von Tumorzellen sezernierte
geloste Liganden [62]. Somit kann ein vermehrtes Auftreten von Zellen mit
membrangebundenen NKG2D-Liganden zu einer Einschrdnkung der NK-Zell-
Funktion fuhren.

Crane et al. konnte diesen Effekt ebenfalls bei Patienten mit Brustkrebs

beobachten [63]. So =zeigte sich bei Mammakarzinom Patientinnen ein
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gehauftes Auftreten von NKG2D- Liganden auf zirkulierenden Monozyten [63].
Hierbei konnte festgestellt werden, dass der vermehrte Nachweis von

LDH5 (Laktatdehydrogenase 5) in Patientenseren, mit einem vermehrten
Vorhandensein von NKG2D-Liganden tragenden Monozyten korrelierte [63].
Crane et al. stellten hierbei fest, dass Glioblastom-Tumorzellen vermehrt LDH5
sezernierten und dieses die Transkription und Expression von NKG2D Liganden
auf Monozyten forderte [63]. Die von den Tumorzellen ausgeschittete
Laktatdehydrogenase 5 ist somit in der Lage die NK-Zellfunktion tber Liganden-
exprimierende Monozyten zu beeintrachtigen.

Sowohl Crane et al., als auch Mamessier et al., stellten ebenfalls fest, dass
aggressivere und undifferenzierte Primartumore (G3) vermehrt TGF-31
sezernieren und dieses in der Lage ist, die NK-Zellfunktion direkt zu
beeintrachtigen [61, 63].

TGF-31 ist hierbei in der Lage die Expression des NKG2D-Rezeptors zu
verringern und so die NK-Zellfunktion stark zu beeintrachtigen [61].

Mamessier et al. konnte nachweisen, dass aggressivere Brustkrebs Tumore
vermehrt TGF-1-produzierende Zellen besitzen und somit starker die
NK-Zellfunktion beeintrachtigen [61].

In den in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnissen zeigte sich ebenfalls bei
Vergleich der Expressionsmuster der Rezeptoren der NK-Zellen im peripheren
Blut bei gut differenzierten Tumoren (G1+G2) im Vergleich zu schlecht
differenzierten und aggressiveren Tumoren (G3) eine signifikante Verringerung
der Expression der aktivierenden Rezeptoren NKG2D, Nkp30 sowie Nkp46.
Dahingegen zeigten in den Ergebnissen dieser Arbeit die NK-Zellen des
Knochenmarks, die sich somit weder im Mikroenvironment des Tumors
befinden noch im peripheren Blutsystem zirkulieren, keine Veranderung der
Expression der aktivierenden Rezeptoren in Abhangigkeit des Gradings des
Primartumors.

Die signifikante Veranderung des Expressionsmusters der NK-Zellen im
peripheren Blut in Abhangigkeit des Gradings konnte somit auf die
beschriebene vermehrte Freisetzung von immunsupprimierend wirkenden
Botenstoffen (TGF-31) durch G3 Tumore [61, 63] beruhen.

56



Diskussion

4.1.3 T-Lymphozyten-Aktivitat

In den hier vorgelegten Ergebnissen konnte eine Beeinflussung der
T-Lymphozyten-Aktivitat in Abh&ngigkeit des Gradings festgestellt werden.
Hierbei zeigte sich eine vermehrte Expression des Oberflachenmolekils CD95
der peripheren T-Helferzellen bei Vorliegen eines G3 Tumors.

Das Oberflachenmolekil CD95 wird auch als Fas-Rezeptor bezeichnet und
dient der physiologischen Einleitung der Apoptose der T-Lymphozyten.

Der Fas-Rezeptor gehort zur Familie der Tumor-Nekrose Faktoren (TNF).

Bei Interaktion mit dem fur diesen Rezeptor spezifischen Liganden FasL wird
eine durch Caspasen getragene Apoptose eingeleitet [38]. Dieser Mechanismus
dient dazu, eine tberschiel3ende Reaktion der T-Lymphozyten zu verhindern.
So exprimieren bereits zuvor aktivierte T-Zellen vermehrt FasL und gehen
hiermit in hoherem Mal3e in Apoptose Uber [39].

Mullauer et al. konnten zeigen, dass Zellen des Mammakarzinoms vermehrt
FasL exprimieren und hierdurch ebenfalls in der Lage sind, eine vermehrte
Apoptose der Lymphozyten zu induzieren [40]. In Bezug auf maligne
Erkrankungen konnten Gruber et al. feststellen, dass bei Patientinnen mit
primarem Mammakarzinom im Vergleich zu gesunden Patienten vermehrt
CD95 exprimierende periphere zytotoxische T-Lymphozyten vorlagen.

In den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte sich in Abh&ngigkeit des Gradings eine
vermehrte Expression von CD95 auf T-Helfer-Lymphozyten des peripheren
Blutes bei Patienten mit G3 Tumoren. Die Fahigkeit des G3 Tumors die
periphere Immunantwort durch die Steigerung der Apoptosebreitschaft der, fur
die Weiterleitung der Immunantwort essenziellen, T-Helferzellen zu
beeintrachtigen konnte somit eine bedeutende Ursache fur die vermehrte
Invasivitat und Aggressivitat des G3 Tumors darstellen.

T-Lymphozyten des Knochenmarks zeigten jedoch weder in Abhangigkeit des
Gradings noch bei einem Vorliegen von disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark eine veranderte T-Zell-Aktivitat.

Durch welche Mechanismen der G3 Tumor in der Lage ist auf die CD95-
Expression der peripheren T-Helferzellen Einfluss zu nehmen sollte

Gegenstand zukuinftiger Studien sein.
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4.2 Das Grading und die Tumorzelldissemination

Bereits 1996 konnten Diel et al. einen Zusammenhang zwischen dem Grading
eines Tumors und einem vermehrten Tumorzell-Shedding feststellen [64].

Die Detektion von Tumorzellen im Knochenmark korrelierte hierbei mit dem
Tumorgrading [64].

Sowohl Kasimir et al., als auch Braun et al., konnten feststellen, dass das
Auftreten von disseminierten Zellen im Knochenmark ebenfalls mit einem
erhéhten Tumorgrading korreliert [50, 65].

In dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektiv zeigte sich ebenfalls
eine Tendenz zu einem erhdhten prozentualen Anteil von G3 Tumoren bei DTC
(+) Patienten im Vergleich zu DTC (-) Patienten (40% vs. 24%).

4.2.1 Triple Negative Tumore

Triple-negative Tumore gelten als die aggressivste Form des Mammakarzinoms
und zeichnen sich durch ihre fehlende Expression von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren und HER2/neu aus.

Das Vorliegen dieses Tumors korreliert mit einem hoheren Auftreten von
Fernmetastasen und Rezidiven und einem generell schlechterem Outcome [15].
Bei diesen Tumoren liegt auch meist ein G3 Grading vor [15].

So stellten Bauer et al. bei 76% der in ihrem Patientenkollektiv enthaltenen
Triple-negative Tumoren eine schlechte bis nicht vorhandene Differenzierung
fest, bei den restlichen Brustkrebsarten lag der Anteil der schlecht bis nicht

differenzierten Tumore hingegen nur bei 28% [66].

Auch in den in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnissen konnte eine signifikante
Korrelation des Gradings mit der Hormonrezeptorauspragung (ER/PR-Status)
festgestellt werden.

So war der prozentuale Anteil der Patientinnen deren Tumor keine Ostrogen-
und Progesteronrezeptoren exprimierten, bei Patientinnen mit G3 Tumoren

hoher als bei Patientinnen mit G1 und G2 Tumoren (s. Tabelle 3).
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Fehm et al. untersuchten das Blut von 431 Patienten mit priméren
Mammakarzinom und konnten bei 58 Patienten CTCs nachweisen [67].

Die hochste CTC-positiv Rate konnte hierbei bei den Triple-negativen Tumoren
festgestellt werden [67].

Da wie bereits aufgefuhrt wurde, bei Triple-negativen Tumoren meist ein G3
vorliegt, kénnte dies einen weiteren Hinweis darauf sein, dass bei Vorliegen
eines G3 Tumors eine erhohte Invasivitat des Tumors vorliegt und dies in einer
erhohten Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen von CTCs im Blut resultiert.
Hieraus ergibt sich eine weitere Interaktionsmoglichkeit der peripheren NK-

Zellen mit den Tumorzellen.

Die von uns beobachtete verminderte Expression der aktivierenden Rezeptoren
NKG2D, Nkp30 und Nkp46 der NK-Zellen im peripheren Blut in Abhéngigkeit
des Gradings (G1+G2 vs. G3) kénnte somit auf folgende Mechanismen

zuruckgefuhrt werden:

(1) G3 Tumore sezernieren vermehrt auf NK-Zellen suppressiv wirkende
Botenstoffe (z.B. TGF-31) [61, 63].

(2) G3 Tumore verhalten sich invasiver und weisen ofter disseminierte
Tumorzellen im Blut und im Knochenmark auf als G1+ G2 Tumore
[50, 64, 65, 67], wodurch eine erhohte Interaktionsmoglichkeit mit

peripheren NK-Zelle bestehen kdnnte.

4.2.2 Tumorzelldissemination

In den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigte sich lediglich eine
Verdnderung des Expressionsmusters der peripheren NK-Zellen in
Abhéngigkeit des Vorliegens eines G3 Tumors im Vergleich zu besser
differenzierten Tumoren. NK-Zellen im Knochenmark hingegen zeigte keine
statistisch signifikante Veranderung ihrer Rezeptorauspragung in Abhangigkeit

des Differenzierungsstadiums des Primartumors.
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Grund hierfur kdnnte die Lokalisation in einem tumorfernen Kompartiment sein,
da hierdurch die vom Tumor sezernierten Botenstoffe keine Wirkung entfalten
kénnen.

Wie bereits erwéhnt kdnnen jedoch bei G3 Tumore auch vermehrt disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark nachgewiesen werden [50].

Dies fuhrt zu der Annahme, dass disseminierte Tumorzellen im Knochenmark
durch ihre Nahe zu den NK-Zellen im Knochenmark dieselben Effekte auslosen
konnten, wie es bei peripheren NK-Zellen der Fall ist.

Bei Vorhandensein von disseminierten Zellen im Knochenmark bestiinde ein
potenzieller Kontakt der Tumorzellen mit den NK-Zellen und es kdnnte hier
wiederum zu einer Beeinflussung der Rezeptorexpression und
Funktionsfahigkeit der NK-Zellen kommen.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse zeigen jedoch bei den NK-Zellen
des Knochenmarks keine signifikante Veranderung der Expression der NK-
Rezeptoren in Abhéngigkeit des Vorhandenseins von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark.

Eine Erklarung hierfur kénnte im Verhalten der disseminierten Zellen liegen.
Man geht davon aus, dass disseminierte Tumorzellen drei unterschiedliche
Entwicklungswege durchlaufen kénnen. Im Groben kann der Verlauf der
Tumorzelldissemination wie folgt beschrieben werden:

Zunachst erfolgt in Abhangigkeit von Art und Aggressivitdt des Tumors eine
lokale Invasion von Tumorzellen in das umgebende Gewebe. Danach erfolgt
eine Intravasation in umliegende Blut- oder LymphgefaRe. Uberlebt die
Tumorzelle im Laufe der Zirkulation, so erfolgt danach eine Extravasation in
einer Umgebung aullerhalb des Primartumorgewebes. Es schlief3t sich die
Kolonisation im neuen Gewebe an und darauffolgend eine, nicht in jedem Fall
eintretende, potentielle klinische Manifestation einer Metastase [68].

Ein Grol3teil der zirkulierenden Tumorzellen wird jedoch im Zuge der Zirkulation
im Blut- oder Lymphsystem apoptotisch. Grinde fur den Tod der Zellen liegen
zum einen in mechanischen Schaden, denen sie im Zuge der Zirkulation in den
GefalRen ausgesetzt sind, und zum anderen, im Angriff durch die ebenfalls im

Blut- und Lymphsystem zirkulierenden NK-Zellen [68].
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Disseminierte Zellen werden zudem als sogenannte potenzielle
Tumor-Stammzellen angesehen. Diese haben die Mdglichkeit sich, bei nicht
erfolgter Apoptose, in supportiven Nischen, deren Mikroenvironment ahnlich der
Nischen sind, in denen auch normale Stammzellen wachsen koénnen,
einzunisten und ihr Tumor-Stammzellenpotential beizubehalten [69].

Hierbei stellt das Knochenmark eine bevorzugte Stammzellennische bei Zellen
des Prostata- und Brustkarzinoms dar [69].

Hieraus ergibt sich der zweite Weg, den disseminierte Zellen einschlagen
konnen: Der Weg des sogenannten Tumorzellschlafes (engl. tumorcell
dormancy). Dies gilt als Bezeichnung fur einen Status der Tumorzellen, in dem
sie jahrelang ohne proliferative und metastatische Aktivitat verweilen kénnen,
aus dem sie aber auch wieder ,erwachen® kdnnen und zu Metastasen, auch
Jahre nach der priméaren Erkrankung, fuhren kénnen.

Hierbei werden zwei Modelle des Tumorzellschlafes beschrieben [68].

Der erste Mechanismus liegt in einem proliferativen Stillstand der einzelnen
Tumorstammzellen [68]. Der zweite Mechanismus, der vor allem bei einer
Massenansammlung von Tumorzellstammzellen beschrieben wird, ist eine
Inhibierung des Wachstums durch insuffiziente Vaskularisation, oder einer
konstanten Inhibition durch den Angriff des Immunsystems [68].

Das Mikroenvironment des Primartumors wird durch unterschiedliche Faktoren,
die vom Tumor ausgeschuttet werden, so verdndert, dass das Immunsystem
eingeschrankt wird. Dieser Schutzmechanismus ist in den Organen, die durch
die disseminierten Zellen besiedelt werden, zunéchst nicht vorhanden, wodurch
nur noch die ersten zwei Entwicklungswege eingeschlagen werden kdnnen [68].
Entweder erfolgt die Zerstorung der Zelle oder der Ubertritt in den
Tumorzellschlaf. Welche Mechanismen genau fir die Induktion des
Tumorzellschlafes und dessen Beibehaltung und die in manchen Fallen
eintretenden Wiederaufnahme des Tumorwachstums verantwortlich sind, ist
noch nicht hinreichend geklart.

Man geht davon aus, dass Molekile der TGF-B Familie sowie das perivaskulare
Milieu den Tumorzellschlaf induzieren, wahrend Umgebungen, die reich an

Kollagen Typ | oder Fibronektin sind, den Tumorzellschlaf inhibieren [69].
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Den dritten Weg, den disseminierte Zellen einschlagen kdnnen, ist der einer
klinisch manifesten Metastaste. Hierbei kann eine Kompromittierung des
Immunsystems oder ein Zusammenbruch der wachstumsinhibierenden
Faktoren zu einer Aktivierung der Tumorzellstammzellen fihren und das
Tumorwachstum induzieren [69].

Die sich im Patientenkollektiv dieser Arbeit darstellende fehlende Beeinflussung
der NK-Zell-Rezeptorexpression im Knochenmark trotz vorliegender
disseminierter Zellen kénnte durch den Tumorzellschlaf- Status der Tumorzellen
bedingt sein.

Wie oben beschrieben liegen diese meistens als Einzelzellen vorliegenden
Tumorstammzellen in einem Stadium der proliferativen Stilllegung vor [69].

Man geht, wie bereits beschrieben, von einem nicht proliferativen Status und
dem Verbleib im GO-Zyklusstadium [21], oder von einem Gleichgewicht
zwischen aktiven und apoptotischen Zellen mit einer mangelnden Fahigkeit zur
Vaskularisierungsinduktion aus [70]. Hierdurch werden vermutlich die sonst in
der Umgebung des Primartumors ausgeschitteten Faktoren, die zu einer
Beeinflussung und Einschrankung des Immunsystems flihren, nicht
ausgeschittet und die NK-Zellen bleiben unbeeinflusst. Umgekehrt bedeutet
dies aber auch, dass Tumorzellen unerkannt von Immunzellen jahrelang
vorliegen, was das in diversen Studien beschriebene Wiederauftreten von
Metastasen noch Jahre nach Therapie des Priméartumors erklaren konnte [22,
69], aber auch in einem lebenslangen Tumorzellschlaf ohne das Auftreten von

klinisch manifesten Metastasen resultieren kann [23].

4.2.3 Die TCR C-Expression

Es stellte sich die Frage, ob DTC, um den Status des Tumorzellschlafs
jahrelang aufrecht zu erhalten, ohne zerstort zu werden, andere Immunzellen
im Knochenmark beeinflussen kénnen.

In den vorgelegten Ergebnissen konnte eine signifikante Verminderung der
TCR C exprimierenden T-Lymphozyten im Knochenmark bei Vorhandensein von
DTC beobachtet werden.
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Durch den TCR-Rezeptor, der aus verschiedenen Unterketten besteht, ist der
T-Lymphozyt in der Lage Antigene zu erkennen um anschief3end aktiviert zu
werden. Das Fehlen der ¢-Kette fuihrt zu einem Ausbleiben der Aktivierung des
T-Lymphozyten.

Die verminderte Expression von TCR (¢ auf den T-Lymphozyten des
Knochenmarks bei Vorhandensein von DTC kdénnte mdglicherweise ein Anhalt
fur einen Interaktionsmechanismus der einzelnen Tumorzelle mit dem
TCR-Rezeptorkomplex der T-Lymphozyten sein. Dies konnte einen
Forschungsansatz fur die Mechanismen, die es disseminierten Zellen
ermdglichen jahrelang vom Immunsystem unerkannt im Knochenmark zu
bestehen, darstellen.

In den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte jedoch im peripheren Blut in
Abhangigkeit des Vorliegens von disseminierten Zellen im Knochenmark keine
signifikante Verminderung der TCR {-Ketten-Expression auf den

T-Lymphozyten festgestellt werden. In weiteren Studien sollte daher abgeklart
werden, ob das Vorhandensein von CTC im Blut eine Veréanderung der TCR (-

Ketten-Expression der peripheren T-Lymphozyten bewirkt.

In Abhangigkeit des Gradings zeigte sich in den vorgelegten Ergebnissen
weder im Knochenmark noch im Blut eine signifikante Veranderung der TCR (-
Ketten-Expression der T-Lymphozyten.

Auch in der Literatur lassen sich keine konkreten Nachweise fir eine
Korrelation des Primartumorgradings mit der TCR {-Ketten-Expression der
T-Lymphozyten im peripheren But oder im Knochenmark finden.

De Boniface et al. jedoch konnten einen Zusammenhang zwischen dem
Staging und der Expression der (-Kette feststellen. Sie zeigten, dass die (-
Ketten-Expression bei Patienten mit Stage | Tumoren (T1NO) im Vergleich zu
Stage Il Tumoren (TO/IN1, T2NO/1, T3NO) statistisch signifikant héher ausfiel
[33].

Somit scheint die GroRe des Primartumors sowie der Nachweis einer
Lymphknotenmetastase mit einer verminderten TCR (-Ketten-Expression der

peripheren T-Lymphozyten einherzugehen.
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4.3 Beeinflussung der zellularen Immunitat im peripheren Blut und
Knochenmark

In den im Zuge dieser Arbeit vorgelegten Ergebnissen ist festzuhalten, dass bei
Vorliegen eines wenig differenzierten Primartumors (G3) die absolute Anzahl
der peripheren NK-Zellen sowie deren Expression der aktivierenden
Rezeptoren NKG2D, Nkp30 und Nkp46 vermindert ist.

NK-Zellen des Knochenmarks zeigen sich in Abhangigkeit des Gradings des
Primartumors sowohl in ihrer absoluten Anzahl als auch in ihrer

Rezeptorexpression unverandert.

Die T-Lymphozyten der Peripherie zeigen in Abhangigkeit des

Gradings eine vermehrte Expression von CD95 auf den T-Helferzellen.

Das Vorliegen eines wenig differenzierten Prim&rtumors korreliert in den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit somit mit einer erhohten

Apoptosebereitschaft der peripheren T-Helferzellen.

Das Vorliegen von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark korreliert mit
einer verminderten TCR {-Expression der T-Lymphozyten des Knochenmarks.
Die hierdurch eingeschrankte T-Zell-Antwort im Knochenmark kénnte zu den
Mechanismen zahlen, die es disseminierten Tumorzellen ermdglichen jahrelang
unerkannt im Knochenmark zu uberleben. NK-Zellen des Knochenmarks
bleiben durch das Vorliegen von DTC im Knochenmark hinsichtlich der
Expression die aktivierenden Rezeptoren NKG2D, Nkp30 und Nkp46

unverandert.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Das Mammakarzinom gilt als die am haufigsten auftretende Krebserkrankung
der Frau. Hierbei stellen unter anderem der Differenzierungsgrad und die
Hormonrezeptor- und HER2/neu-Expression des Tumors, sowie der Nachweis
von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark oder im Blut, wichtige
Prognosefaktoren dar.

Die Assoziation einer fehlenden Hormonrezeptorexpression mit einem geringen
Differenzierungsgrad [15] sowie die haufigere Detektion disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark im Zusammenhang mit dem Vorliegen eines
gering differenzierten Tumors [59] konnten bei der in dieser Arbeit
durchgefuhrten Analyse der klinisch-pathologischen Charakteristika der

Patientinnen mit primarem Mammakarzinom ebenfalls festgestellt werden.

Diverse Studien belegen bereits eine Einschrédnkung des Immunsystems sowie
eine verminderte Funktionsfahigkeit der Immunzellen im Zuge eines
Tumorleidens [26, 29, 48, 49, 56, 57].

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die zellulare Immunabwehr bei
Patientinnen mit primarem Mammakarzinom vom Differenzierungsgrad des
Tumors beeinflusst wird. Diesbezilglich wurde zwischen dem peripheren
Immunsystem und den Immunzellen im Knochenmarkskompartiment
unterschieden und der Fokus auf die NK-Zellen gelegt, da diese noch vor den
Lymphozyten mit verénderten Zellen in Kontakt treten [47].

Das Knochenmark und das Blut von insgesamt 97 Patientinnen wurde
untersucht. Die Analyse der zellularen Immunitat im Knochenmark und im Blut

erfolgte mittels Durchflusszytometrie nach Fluoreszenz-Antikdrper-Markierung.

Hierbei zeigte sich, dass bei Patientinnen mit einem G3 Tumor im Vergleich zu
Patientinnen mit besser differenzierten Tumoren (G1+G2) sowohl eine
signifikant verminderte absolute Anzahl der peripheren NK-Zellen als auch eine
signifikant erniedrigte Expression der aktivierenden Rezeptoren NKG2D, Nkp30
und Nkp46 der peripheren NK-Zellen vorlag.
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Zusammenfassung und Ausblick

Im Gegensatz hierzu zeigten die NK-Zellen des Knochenmarks in Abhangigkeit
des Gradings des Primartumors keine signifikanten Verdnderungen der
absoluten Anzahl der NK-Zellen, oder deren Expression der Rezeptoren
NKG2D, Nkp30 und Nkp46.

Des Weiteren zeigte sich in den vorgelegten Ergebnissen bei Patientinnen mit
einem G3 Tumor eine signifikant hohere Expression von CD95 und somit eine
hohere Apoptosebereitschaft der peripheren T-Helferzellen im Vergleich zu den
peripheren T-Helferzellen der Patientinnen mit besser differenzierten Tumoren
(G1 + G2).

Das Immunsystem des Knochenmarks zeigte sich in den in dieser Arbeit
vorgelegten Ergebnissen in Abhangigkeit des Tumorgradings unbeeinflusst.
Erhohtes Grading korreliert jedoch, wie Kasimir et al. und Braun et al. zeigen
konnten, mit einem erhdhten Nachweis von disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark [50,65]. Auch in den Ergebnissen dieser Arbeit konnte dieser
Zusammenhang beobachtet werden.

Es wurden daher die Veranderungen des Immunsystems des Knochenmarks
und des Blutes in Abhangigkeit des Vorliegens von disseminierten Tumorzellen
im Knochenmark (DTCs) untersucht.

Hierbei zeigte sich in Abhangigkeit des Vorliegens von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark eine signifikant verminderte TCR C{-Ketten-
Expression der T-Lymphozyten im Knochenmark, wohingegen die absolute
Anzahl der T-Lymphozyten sowohl im Knochenmark als auch im Blut
unbeeinflusst blieb.

Die eingeschrankte T-Zell Antwort, ausgeldst z.B. durch die in dieser Arbeit
beobachtete reduzierte Expression von TCR (¢, konnte hypothetisch zur
Tumorzelldormancy beitragen, in der die disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark jahrelang unerkannt vom Immunsystem uberleben kdnnten.
Interessanterweise zeigte das Vorliegen von disseminierten Tumorzellen in den
hier vorgelegten Ergebnissen keine Beeinflussung der absoluten Anzahl der
NK-Zellen im Knochenmark, sowie keine Beeinflussung der Expression der
aktivierenden Rezeptoren NKG2D, Nkp30 und Nkp46.

66
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Dieses Ergebnis bestarkt die Hypothese, dass disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark in einem inaktiven Zustand ohne proliferative Aktivitat verharren
[21] und hierdurch die zur Beeinflussung von Immunzellen notwendigen
Botenstoffe nicht mehr sezerniert werden. Die NK-Zellen des Knochenmarks
bleiben hierdurch, wie in den vorgelegten Ergebnissen beschrieben, in der
Expression ihrer aktivierenden Rezeptoren unbeeinflusst.

Umgekehrt jedoch kdnnte der inaktive Zustand der disseminierten Tumorzellen
im Knochenmark verantwortlich dafur sein, dass die Tumorzellen jahrelang fur
Immunzellen des Knochenmarks, insbesondere fiir die eigentlich sehr

immunkompetenten NK-Zellen, unerkannt bleiben.

Im Zuge dieser Arbeit wurde lediglich unter dem Aspekt des Vorhandenseins
oder Nichtvorhandenseins von DTCs im Knochenmark untersucht.

Fur zukinftige Studien wéare es interessant, die Aktivitat bzw. die
ausgeschitteten Botenstoffe der DTCs im Knochenmark in Abhangigkeit des
Differenzierungsgrades des Priméartumors zu untersuchen.

Wie bereits beschrieben sind G3 Tumore prognostisch unginstig einzustufen
und sind, wie in dieser Arbeit gezeigt, in der Lage, die periphere Immunitat der
NK-Zellen  durch  Downregulation ihrer  aktivierenden  Rezeptoren
einzuschranken. Unklar bleiben jedoch die Interaktionsmechanismen und
Auswirkungen des Vorliegens von disseminierten Tumorzellen auf die
Immunzellen des Knochenmarks, speziell bei Vorliegen eines aggressiven und
wenig differenzierten Primartumors.

Der Fokus zukunftiger Studien sollte daher auf die prognostische Wertigkeit der
Immunkompetenz im Knochenmark und deren Beeinflussung beispielsweise
durch DTCs, die unterschiedlich differenzierten Primartumoren entstammen,

und deren ausgeschuttete Botenstoffe, liegen.
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