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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie, geographische Distribution, Inzidenz und
Mortalitat des Ovarialkarzinoms

Pro Jahr erkranken in Deutschland etwa 9 600 Frauen an einem malignen
Ovarialtumor. 5 500 Frauen sterben pro Jahr an einem Ovarialkarzinom (Batzler
et al., 2008, Burges and Schmalfeldt, 2011).

Somit ist das Ovarialkarzinom in Deutschland nach dem Mamma-, kolorektalen,
Lungen- und Endometriumkarzinom (Burges and Schmalfeldt, 2011) der
funfthaufigste maligne Tumor der Frau (Kurman et al., 2011) und steht an
funfter Stelle der durch Krebserkrankungen verursachten Todesfalle (Schuler et
al., 2013, Siegel et al., 2014).

Von den gynékologischen Tumoren ist das Uteruskarzinom das haufigste, an
zweiter Stelle kommt das Ovarialkarzinom, gefolgt vom Zervixkarzinom. Dabei
besitzt das Ovarialkarzinom unter den gynakologischen Tumoren die hdchste

Letalitatsrate (Tumorregister Minchen).

Die Inzidenz des Ovarialkarzinoms unterliegt einer auffalligen geographischen
Distribution, wobei Migrationsstudien gezeigt haben, dass sich die Inzidenzen
an den Ort der Immigration anpassen und nicht vom Ort der Emigration
beeinflusst werden, sodass man auf den Einfluss von Umweltfaktoren schlie3en
kann (Kurman et al., 2011). Im Durchschnitt aller Lander liegt die Inzidenz des
Ovarialkarzinoms bei 6,1 Neuerkrankungen/100 000 Einwohnern. Dabei
variieren die Inzidenzen pro 100 000 Einwohnern sehr stark von z.B. 0,8 in
Comoros, Ostafrika bis 14,2 in Latvia, Nordeuropa (International Agency for
Research on Cancer, 2014). Die geographische Variation lasst sich unter
anderem durch die Ovulationstheorie erklaren, welche besagt, dass das Risiko,
an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, abhangig ist von der Haufigkeit der
Ovulationen (Fathalla, 1971). Diese wuirden regelmaRig das Ovarialepithel

schadigen, welches zu wiederholten Reparaturvorgangen und



Zellproliferationen fihren und somit maligne Entartung fordern kdnne (Fathalla,
1971). Im Horizont dieser Theorie verringern orale Kontrazeptiva (Havrilesky et
al., 2013), Multiparitat (Hinkula et al., 2006) und Laktation (Leeper et al., 2002)
die Wahrscheinlichkeit an einem Ovarialkarzinom zu erkranken.

In Deutschland liegt das mittlere Erkrankungsalter am Ovarialkarzinom bei 69
Jahren und die relative Funfjahrestberlebensrate bei etwa 42%, da Uber 75%
der Neuerkrankungen erst in fortgeschrittenen Stadien entdeckt werden (FIGO
[l und IV) (Siehe FIGO-Klassifikation fur das Ovarialkarzinom im Anhang)
(Karst and Drapkin, 2010).

Bei dieser Erkrankung spielt Friiherkennung eine besonders wichtige Rolle, da
die Prognose sehr stark vom Initialstadium und dem Alter zum
Diagnosezeitpunkt abhangt. So betrdgt die Wahrscheinlichkeit des
Funfjahrestberlebens bei einem ,friihen® Ovarialkarzinom, also einer auf das
Becken beschréankten Erkrankung (FIGO-Stadium | bis IIA) im Stadium IA
89,6%, im Stadium IIA schon nur 70,7%. Beim fortgeschrittenem
Ovarialkarzinom (FIGO-Stadium 1IB bis IV) liegt die Uberlebensrate nach 5
Jahren im Stadium IlI1A bei 46,7%, im Stadium IV nur noch bei 18,6% (Heintz et
al., 2006). Der zweite bedeutsame Faktor in der Friherkennung dieser
Erkrankung ist das jeweilige Alter zum Diagnosezeitpunkt. So zeigt sich bei
einem Alter von 15-29 Jahren eine relative FUnfjahresiberlebensrate von
81,5%, wahrend sie bei einem Alter von 70-79 Jahren bei 33,3% und bei Uber
80-Jahrigen bei lediglich 23% liegt (Heintz et al., 2006).

1.2 Screening, Therapie und Staging des Ovarialkarzinoms

Die im vorangegangenen Kapitel angedeutete hohe Bedeutung der
Friherkennung einer Ovarialkarzinomerkrankung geht jedoch mit besonderen
Schwierigkeiten einher.

Doch warum ist die Friherkennung so schwierig? Welche Frihsymptome gibt

es?



Dies liegt unter anderem an der anatomischen Lage der Ovarien, welche die
prazise Einordnung von Frihsymptomen nicht beginstigt, dass sogar nach
signifikanter GroéRenzunahme, gastrointestinale Beschwerden in Form von
Blahgefiihl oder Ubelkeit die einzigen und unspezifischen Friihsymptome
darstellen (Karst and Drapkin, 2010). Ein weiterer Faktor ist das Fehlen von
verlasslichen Screening Methoden. CA-125 Serumwertkontrollen und
transvaginaler Ultraschall bei asymptomatischen Frauen oder sogar in
Risikogruppen hat nicht zu einer Erhéhung der Krebsfriherkennung gefihrt
(Reade et al., 2013), da diese Methoden viele falsch-positive Ergebnisse liefern.
Schon seit 1975 gilt die mdglichst radikale Tumorresektion als der wichtigste
unabhangige Prognosefaktor in der Therapie des Ovarialkarzinoms (Griffiths,
1975, Wimberger et al., 2010). Deshalb wird nach den S3-Leitlinien zur
Therapie des Ovarialkarzinoms eine en-bloc  Tumorresektion  mit
Langsschnittlaparatomie,  Adnexexstirpation beidseits, Hysterektomie,
Omentektomie, Appendektomie (bei muzinésem/unklarem Tumortyp) und
beidseitiger pelviner und paraaortaler Lymphonodektomie angestrebt. Bei
fortgeschrittenem Stadium kommen auch multiviszerale Resektionen zum
Einsatz, obwohl eine Komplettresektion dann oft unmoglich ist. Neben der
Zytoreduktion, ist die Operation ebenfalls essentiell, um die Diagnose
histologisch zu sichern und um das prognose- und therapiebestimmende
Staging zu gewahrleisten (Coleman et al.,, 2013, Bristow et al., 2002). Zum
operativen Staging gehdrt die Inspektion der gesamten Abdominalhdhle,
Biopsieentnahmen aus allen auffalligen Arealen, sowie aus unauffalligen
Peritonealregionen und aufRerdem eine Peritonealzytologie und histologische
Aufarbeitung des En-Bloc Resektats (Kommission Ovar A.G.O e.V., 2013).

Als postoperative systemische Therapie erhalten die Patientinnen mit frihem
Ovarialkarzinom eine Chemotherapie mit Carboplatin tUber 6 Zyklen, ab
Stadium IlIb-IV erganzend dazu Paclitaxel und bei Bedarf zusétzlich den Anti-
VEGF monoklonalen Antikérper Bevacizumab als Angiogenesehemmer
(Kommission Ovar A.G.O e.V., 2013, Coleman et al., 2013).

Obwohl sich die Therapie des Ovarialkarzinoms in den letzten 20 Jahren
kontinuierlich weiterentwickelt hat, mit besseren chirurgischen Techniken (Chi
et al.,, 2009, Earle et al., 2006), dem Verzicht auf Radiotherapie, die keine
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Vorteile bringt (Gronroos et al., 1984) und besseren Kombinationen und
Dosierungen von Chemotherapeutika (McGuire et al., 1989, Piccart et al., 2000,
Coleman et al.,, 2013) sind das Langzeitiberleben und die Rezidivhaufigkeit
trotzdem relativ stabil geblieben (Pothuri and Herzog, 2006). Bis 1988 bspw.
betrug die Zehnjahresuberlebensrate 32,2%, wobei sie in den 10 Jahren
danach lediglich auf 34,4% anstieg (Engel et al., 2002).

1.3 FIGO-Klassifikation und Metastasierungswege

Zur Stadieneinteilung gynékologischer Tumoren hat sich die FIGO-
Klassifikation, basierend auf einem klinischen Staging, etabliert. Wobei diese
Stadien beim Ovarialkarzinom praktisch dem T-Wert der TNM-Klassifikation,
nach chirurgischen und pathologischen Kriterien, entsprechen (Siehe Abbildung
1).

Die gynakologischen Tumore werden in der FIGO-Klassifikation nach dem

folgenden Schema eingeteilt:

0 = Carcinoma in Situ

| = Tumor auf das Ausgangsorgan begrenzt

Il = Tumor auf das angrenzende Gewebe ausgedehnt
[Il = Ausdehnung bis zum n&achsten Organ

IV = Einbruch in angrenzendes Organ, Fernmetastasen

Fur die jeweiligen Stadien besteht noch eine genauere Untergliederung (Siehe
FIGO-Klassifikation im Anhang).

Das Ovarialkarzinom kann sich durch Exfoliation maligner Zellen auf die
Nachbarorgane und in die Peritonealhdhle ausbreiten, haufig ist auch das
kontralaterale Ovar mitbefallen. Lymphogen metastasiert es in pelvine und
paraaortale Lymphknoten. Uber den hamatogenen Metastasierungsweg kénnen

Fernmetastasen entstehen, bevorzugt in Leber und Lunge.


https://de.wikipedia.org/wiki/Metastase

Malignant cells
in ascites

Malignant cells

in ascites

11 (| v
T3 T3

111A/3a

Microscopic only
111C/3c
Peritoneal
metastases 111B/3b
<2cm Macroscopic

peritoneal

metastases

=2cm Parenchymal

Liver capsule

Abbildung 1: Primdrtumor und Metastasen des Ovarialkarzinoms mit Darstellung der FIGO-Stadien aus ,,Carcinoma
of the Ovary” (Heintz et al., 2006).
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1.4 Einteilung der Ovarialneoplasien

Bei den Neoplasien des Ovars kann man nicht von einer einheitlichen
Erkrankung sprechen, eher von sehr heterogenen vollig unterschiedlichen
Malignomen, welche das Ovar betreffen.

Eine Grundlegende Eigenschaft all dieser Tumoren sind ihre benignen,
borderline- und malignen Dignitaten. Typisch fur die benigne Dignitat ist das
nicht-invasive, eher verdrangend-langsame Wachstum, bei der Ubergangsform
der borderline Dignitat liegen zwar Zell- und Gewebsatypien vor, aber ein
invasives Wachstum, welches fir die maligne Dignitat typisch ist, kann nicht

nachgewiesen werden.

Die WHO hat die Malignome des Ovars daher erstmals nach ihrem

Ursprungsgewebe eingeteilt (Siehe Abbildung 2):

- Aus dem Miller-Oberflachenepithel entstehen die epithelialen Tumore
(60-70%).

- Aus den Keimzellen entstehen die Keimzelltumore (15-20%).

- Aus dem gonadal- oder sexuell-differenziertem Stroma (Granulosa- und
Theka-Zellen) entstehen die Keimstrang-Stroma Tumore (5-10%).

- Aus anderen Organen und Geweben kdnnen sekundar Metastasen im

Ovar entstehen (5%).
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Oberflachenepithelzellen Keimzelle Keimstrangstroma Ovarialmetastasen
Haufigkeit 65-70% 15-20% 5-10% 5%
Serdser Tumor Teratom Fibrom Endometriumkarzinom
Muzinoser Tumor Dysgerminom Granulosazelltumor Mammakarzinom
Endometricider Tumor Endodermaler Thekazelltumor Gastrointestinale
Hellzelliger Tumor Sinustumor Androblastom Karzinome
Typen Kleinzelliger Tumor Chorionkarzinom ua.
Brenner-Tumor Embryonales
Mesodermaler (Muller=) Karzinom
Mischtumor Polyembryom
Unklassifizierbare Tumoren

Abbildung 2: Einteilung der Ovarialneoplasien anhand ihres histologischen Ursprungs aus ,,Gyndkologie” (Kast et al.,
2013).

Die haufigste Gruppe mit 60-70% und der hdchsten Letalitatsrate sind die
epithelialen Tumoren. Sie machen 40% aller benignen und fast 90% aller
malignen Ovarialtumoren aus.

Obwonhl diese Gruppe scheinbar alle von derselben Ursprungszelle ausgehen,
namlich einer einschichtigen, das Ovar umgebenden Mesothelzellschicht,

sprechen wir auch hier von sehr heterogenen Erkrankungen.

Die WHO hat
unterschiedlichen Zellmorphologien des sekundaren Miuller-Systems (Siehe
Tabelle 1) (Staebler and Diebold, 2007, Kurman et al., 2011).

Die haufigste Entitat der epithelialen Neoplasien, sind die serésen Tumore mit

diese Gruppe deshalb weiter differenziert nach den

einem Anteil von ca. 67% (Kurman et al.,, 2011). Darunter fallt, als benigne
Form das serése Zystadenom, als Ubergangsform der serése Borderline Tumor
und als maligne Form das serdse Ovarialkarzinom. Letztgenanntes beschreibt

den, fir diese Arbeit, grundlegenden Tumortyp.
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Die Endometrioiden Tumore haben einen Anteil von 7,5%, die muzindsen 4%
und die klarzelligen Tumore einen Anteil von 8,5% an den epithelialen
Neoplasien.

Eine weitere Auffalligkeit dieser Neoplasien ist, dass die serésen Tumore
morphologisch dem Tubenepithel, die endometrioiden Tumore den
Endometriumsdrisen und die muzinésen Tumore dem endozervikalen Epithel
ahneln (Siehe Abbildung 3) (Dubeau, 1999).

Tabelle 1: WHO Klassifikation der epithelialen Ovarialneoplasien.

Serdse Tumore low-grade

- Serfses Zystadenom
- Seroser borderline Tumor

- Low-grade seréses Adenokarzinom

Serdse Tumore high-grade

- Serbses tubares intraepitheliales
Karzinom (STIC)
- High-grade sertéses Karzinom von

Tube, Ovar oder Peritoneum

Muzindse Tumore

- Muzin6ses Zystadenom

- Muzinoser Borderline Tumor

Muzindses Adenokarzinom

Endometrioide Tumore

Endometrioides Zystadenom
Endometrioider Borderline Tumor

Endometrioides Adenokarzinom

Klarzelltumore

Klarzelliges Adenofibrom,
Zystadenom
Klarzelliger Borderline Tumor

Klarzelliges Adenokarzinom

Transitionalzelltumore
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- Brenner Tumor
- Borderline Brenner Tumor

- Maligner Brenner Tumor

Gemischt epitheliale Tumore

- Benigne
- Borderline
- Maligne

Undifferenziertes Karzinom

Fallopian

mm

Abbildung 3: Die wichtigsten histologischen Subtypen der epithelialen Ovarialkarzinome. Das serése Karzinom dhnelt
dem Tubenepithel, das endometrioide Karzinom den Endometriumsdriisen und das muzinése Karzinom dem
endozervikalen Epithel aus ,,Ovarian Cancer Pathogenesis: A Model in Evolution” (Karst and Drapkin, 2010).

Warum sehen diese Malignome Geweben des Miullerschen-Systems &ahnlich,
obwohl das Ovar gar nicht aus dem Millergang entsteht? Das
Oberflachenepithel des Ovars geht Uber in das Mesothel welches die anderen
Bauch- und Beckenorgane uberzieht, warum sehen die Malignome deshalb
nicht eher den Mesotheliomen ahnlich? (Dubeau, 1999)
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H&aufig werden Karzinome im Peritoneum und in der Tube gefunden, welche
histopathologisch als epitheliale Ovarialkarzinome klassifiziert werden, ohne
dass ein Primartumor im Ovar nachzuweisen ist. Bisher wurde auf eine De
Novo Entstehung spekuliert.

Diese morphologischen Beobachtungen und die sehr unterschiedliche klinische
Manifestation, werfen viele Fragen hinsichtlich der Karzinogenese auf, vor allem
wenn diese heterogenen Erkrankungen vermeintlich nur aus einer Zelllinie

entstehen sollen.

1.5 Entstehungstheorien von epithelialen Ovarialneoplasien

1.5.1 Inklusionszysten aus dem Oberflachenepithel des Ovars.

Die herkbmmliche Theorie zur Entstehung der epithelialen Tumore des Ovars,
geht von einem gemeinsamen Ursprung aus dem Oberflachenepithel aus, mit
einer schrittweisen Karzinogenese, &hnlich der Adenom-Karzinom-Sequenz
beim kolorektalen Karzinom (Hermanek, 1989). Durch standige Ovulationen
hervorgerufene Verletzungen und Reparaturvorgange des Oberflachenepithels
werden die Zellen zur Proliferation angeregt und wiederholt entzindlichen
Zytokinen, sowie reaktiven Sauerstoffspezies ausgesetzt (Fathalla, 1971).
Dadurch kdnnen DNA-Schaden entstehen (Murdoch and Martinchick, 2004).
Weiterhin kommt es mit zunehmendem Alter gehauft zu Invaginationen des
Epithels, und letztendlich zu sogenannten Inklusionszysten (Karst and Drapkin,
2010, Scully, 1995). Diese werden nun in dem hormonreichen Milieu des Ovars
zunehmend zur Metaplasie und Proliferation angeregt, sodass Miller-ahnliche
Differenzierungen aus dem urspringlichen Mesothel entstehen kénnen (Resta
et al., 1993).

Diese Theorie geht einher mit epidemiologischen Beobachtungen der
Ovulationstheorie und kann auch die Entstehung von differenzierten Mduller-

charakteristischen low-grade Karzinomen des Ovars erklaren.
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Allerdings beobachtet man sehr selten, dass diese Malignome zu high-grade
Karzinomen ubergehen. Die Entstehung von extraovariellen
Peritonealkarzinomen, deren Ursprung histologisch dem Ovar zuzuordnen sind,

kénnen genauso wenig erklart werden.

1.5.2 Das dualistische Modell

In diesem Modell werden die epithelialen Tumore des Ovars nach ihrer
Entstehung in zwei grof3e Kategorien eingeteilt, dem Typ 1- und Typ 2 Tumor
(Staebler and Diebold, 2007, Kurman and Shih le, 2010, Meinhold-Heerlein et
al., 2011, Diebold, 2014, Malpica et al., 2004, Shih and Kurman, 2004).

Typ 1 Tumore sind low-grade und entstehen schrittweise aus Vorganger-
Lasionen, ahnlich der Theorie der Inklusionszysten. Der Prototyp dieser
Kategorie ist, aufgrund der Haufigkeit, das sergse Karzinom vom low-grade-
und borderline-Typ. Weitere Tumore sind die muzinésen Tumore, die
endometrioiden Tumore, die Brenner Tumore sowie die Klarzelltumore. Sie
weisen bestimmte molekulare Veré&nderungen auf, welche in den Typ 2
Tumoren nicht gefunden werden; BRAF- und KRAS-Mutationen in sersen
Karzinomen, KRAS-Mutationen in muzinésen Tumoren und R-Catenin-, PTEN-
Mutationen sowie Mikrosatelliteninstabilitat in endometrioiden Tumoren (Shih
and Kurman, 2004). Diese Tumore weisen einen langeren Krankheitsverlauf
und bessere Prognose auf, als die der Typ 2 Tumore.

Der Prototyp der Typ 2 Tumore ist, ebenfalls aufgrund der Haufigkeit, das high-
grade sertse Karzinom (HGSC), ein weiterer das undifferenzierte Karzinom.
Charakteristisch sind Mutationen im Tumorsuppressorgen 53 (TP53) in 50-80%
und Genamplifikation im HER2/neu Onkogen in 10-20% der Falle, sowie
chromosomale Instabilitdt (Kurman and Shih le, 2010, Meinhold-Heerlein et al.,
2011, Staebler and Diebold, 2007, Diebold, 2014, Shih and Kurman, 2004).
Diese Tumore haben eine rasche Krankheitsprogredienz und eine schlechte

Prognose.
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Diese Theorie erklart das Vorhandensein dieser zwei klinischen Auspragungen
und ging zunachst bei den Typ 2 Karzinomen von einer Entstehung de novo
aus, da keine Vorlauferlasionen im Ovar bisher gefunden werden konnten (Shih
and Kurman, 2004).

1.5.3 Vorlauferlasionen aus den Fimbrien der Tube

Nach der Entdeckung der BRCA-Keimbahn-Mutation (Breast Cancer Antigen),
ein familiares Mamma- und Ovarialkarzinom-Syndrom, welches fir ca. 11-15%
der Ovarialkarzinome urséchlich ist, wurden zahlreiche prophylaktische
Oophorektomien auf okkulte Tumormanifestationen untersucht (Karst and
Drapkin, 2010). Hier wurde eine hohe Inzidenz, ca. 50%, von

Tubenepitheldysplasien festgestellt (Piek et al., 2001).

Die beiden Gene BRCAL (auf Chromosom 17) und BRCA2 (auf Chromosom
13) sind Zellreifungs-, DNA-Reparatur- und Tumorsuppressorgene welche, mit
loss-of-function Mutationen in der Keimbahn, Karzinogenese nicht mehr
adaquat verhindern konnen. Diese Mutation geht mit einem 15-40%

Lebenszeitrisiko eines Ovarialkarzinoms, einher (Kast et al., 2013)

Das Tubenepithel besteht aus zwei Zelltypen, sekretorische und Zilien-tragende
Zellen. Piek et al. haben beobachtet, dass die dysplastischen Regionen eine
Entwicklung zum sekretorischen Phéanotyp und Verlust der Zilien-tragenden
Zellen zeigten (Piek et al., 2001, Karst and Drapkin, 2010). Diese Neoplasien
der sekretorischen Zellen, weisen eine Mutation in p53 aber ohne
Proliferationsaktivitat auf, die sogenannte p53-Signatur (Staebler, 2011, Gross
et al., 2010).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass Frauen mit BRCA-Mutation am
haufigsten serdse tubare intraepitheliale Karzinome (STIC) in den Fimbrien der
Tuben aufweisen, keine jedoch in den Ovarien (Medeiros et al., 2006).
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Vorlaufer dieser STIC-Lasionen sind vermutlich die Tubendysplasien mit p53-
Signatur (Staebler, 2011, Gross et al., 2010).

Auch bei serosen Ovarialkarzinomen von Frauen ohne BRCA-
Keimbahnmutation wurde das Vorhandensein von STIC-Lasionen dokumentiert
(Kindelberger et al., 2007).

Als erster Schritt in der Entwicklung von der p53-Signatur zum serfsen
Karzinom, wird eine erhohte Proliferation beobachtet, die ,proliferierende p53-
Signatur® (Staebler, 2011).

Durch den Verlust von p53, dem ,Wéachter des Genoms® und daraufhin z.B.
ovulatorisch-bedingten Entziindungsprozessen im Mikromilieu der Fimbrien,
kann es zu weiteren genetischen ,Hits“ mit dann fehlender DNA-Reparatur
kommen und somit die Entstehung von STIC-Lasionen verursachen (Karst and
Drapkin, 2010, Salvador et al., 2008, Erickson et al., 2013). Die N&ahe zum Ovar
wahrend den Ovulationen ermdglicht die Ubersiedlung dieser Neoplasien zu
den Ovarien oder zum Peritoneum, welches wiederum die Pathogenese der
Peritonealkarzinose ohne Primartumor im Ovar erklart (Carlson et al., 2008,
Kindelberger et al., 2007).

Da wir nun wissen wie Vielfaltig die Erkrankung ,Eierstockkrebs® sein kann,
stellt sich die Frage wie sinnvoll es ist fir diese heterogene Gruppe nur eine
standardisierte Therapie zu haben. Momentan beschaftigen sich daher viele
Arbeitsgruppen mit der Suche nach spezifischeren, personalisierten
Tumortherapien.

Hierflr eignet sich insbesondere die Immuntherapie. Daflir mussen wir aber
zuerst mehr Uber den Schnittpunkt zwischen Tumorbiologie und Immunsystem

erfahren.

1.6. Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes System aus zellularen und nicht-zellularen

Bestandteilen, welches der Abwehr von Mikroorganismen, wie Bakterien, Viren
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und Pilzen, dient und auRerdem auf maligne-gewordene korpereigene Zellen
reagieren kann (Schmidt, 2013).

Um die Unversehrtheit des Kérpers gegentber auf3eren Einfliissen, sowie
pathologischen inneren Veranderungen, zu bewahren, besitzen selbst einfache
Organismen ein Abwehrsystem, die angeborene oder unspezifische
Immunantwort. Dieser Schutz entwickelte sich schon sehr friih in der Evolution
und besteht aus physiologischen Barrieren wie Epithelien, zellvermittelte
Abwehr durch dendritische Zellen, Makrophagen, nattrliche Killerzellen und
Granulozyten, sowie durch allgemein entzindliche Reaktionen und dem
Komplementsystem (Ute et al., 2009). Diese durch Erbinformation angelegte
Reaktion ist unspezifisch, lebenslang festgelegt und lauft innerhalb von Minuten
ab.

Zeitgleich wandern aktivierte dendritische Zellen in regionale Lymphknoten und
reifen zu Antigen-prasentierenden Zellen, um Zellen der adaptiven, oder
spezifischen, Immunantwort zu aktivieren (Gatti and Pierre, 2003).

Die adaptive Immunantwort, eine bei Wirbeltieren weiterentwickelte,
anpassungsfahige und spezifische Form der Abwehr mit immunologischem
Gedachtnis, besteht hauptséchlich aus zwei Zelltypen: Den B- und T-
Lymphozyten. Die B-Lymphozyten sind fur die humorale Immunabwehr
verantwortlich, indem sie sich zu Plasmazellen weiterentwickeln, Antigen-
spezifische Antikdrper bilden und somit zur Opsonierung von Antigenen
beitragen (Miller, 2017).

Auf die T-Lymphozyten wird im néachsten Abschnitt genauer eingegangen.

1.6.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten wandern unablassig durch den Korper und Uberwachen die
Zusammensetzung der Peptide auf der Membran kdrpereigener Zellen auf
pathologische Veranderungen. Jede T-Zelle kann mit ihrem T-Zell-Rezeptor
und weiteren Co-Rezeptoren ein spezifisches Antigen erkennen (Schlissel-

Schloss-Prinzip) (Miller, 2017). Im Gegensatz zu B-Lymphozyten bendétigen T-
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Lymphozyten jedoch die Prasentation Uber das MHC-System (major
histocompatibility complex), unterliegen also der sogenannten MHC-Restriktion
(Kamradt and Ferrari-Kihne, 2011). MHC | Proteinkomplexe befinden sich auf
nahezu allen kernhaltigen Zellen des Koérpers und prasentieren die
intrazellularen Proteine des Zytosols. MHC |l Proteinkomplexe befinden sich auf
Antigen-prasentierenden Zellen und prasentieren extrazellulare Peptide, welche
durch Endo- oder Phagozytose aufgenommen worden sind (Kamradt and
Ferrari-Kiihne, 2011).

Je nach Art des T-Lymphozyts kommt es nach Aktivierung mit dem passenden
Antigen zu einer unterschiedlichen Reaktion (Weinzierl, 2008). Zytotoxische T-
Zellen, mit dem Co-Rezeptor CD8, erkennen Peptide welche auf MHC |
prasentiert werden und lysieren entartete Zellen. Liganden auf MHC II-
Molekulen werden von T-Lymphozyten mit dem Co-Rezeptor CD4 erkannt.
Dieser ist charakteristisch fur T-Helfer-Zellen, welche durch Zytokinproduktion
weitere Immunzellen anlocken und regulatorische T-Zellen, welche eine
uberschie3ende Immunreaktion verhindern (Miller, 2017).

Im Falle der Progression einer Neoplasie im Korper, kann das adaptive
Immunsystem dieser Entwicklung durch unterschiedliche Mechanismen

entgegensteuern.

1.6.2 Naturliche Reaktionen auf Kanzerogenese

Durch die standige Kontrolle und Zerstérung von fehlerhaft-funktionierenden,
korpereigenen Zellen, versucht der Korper Kanzerogenese zu verhindern
(Robbins and Kawakami, 1996). Kommt es doch zu einer Neoplasie, kdnnen
Tumor-infiltrierende T-Lymphozyten (TILs) Tumorzellen direkt zur Apoptose
anregen oder Zytokine wie Interferon-Gamma produzieren, welche die Tumor-
Angiogenese und -Proliferation hemmen und somit zur Tumorregression fiihren
(Weinzierl, 2008).
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An einigen Karzinomtypen, unter anderem dem HGSC, wurde gezeigt, welch
erhebliche prognostische Relevanz TILs haben (Hwang et al.,, 2012, Milne et
al., 2012, Fridman et al., 2012) und das eine hohe Anzahl von TILs im HGSC
mit einem deutlich verbesserten Overall Survival assoziiert ist (Adams et al.,
2009, Hwang et al., 2012, Clarke et al., 2009, Webb et al., 2014, Sato et al.,
2005, Kandalaft et al., 2011). Dabei scheinen vor allem die T-Lymphozyten eine
Rolle zu spielen, welche das Tumorepithel infiltrieren (Hwang et al., 2012,
Zhang et al., 2003). Dabei spielt es prognostisch eine Rolle welche
Lymphozyten erhdht sind. Bei bspw. hoher Infiltration von intraepithelialen
CD3+ und CD103+ verbessert sich das Uberleben von 0% bei kombiniert
niedriger auf 90% bei kombiniert hoher Infiltration (Bésmdller et al., 2016).

Mittlerweile wird sogar von einer ,Immune Contexture“ eines Tumors
gesprochen. Genauer gesagt, die Anzahl, die Zellart und der Ort von
Immunzellinfiltraten, welches eine wesentliche Rolle zum Overall- und Disease
free Survival beitragt (Galon et al., 2007, Fridman et al., 2012). Diese
Beobachtung wurde erstmals am kolorektalen Karzinom und spéter an vielen
anderen Krebserkrankungen, unter anderem dem Ovarialkarzinom,
beschrieben (Pages et al., 2010, Ascierto et al., 2011). Arbeiten von Galon et al.
zum kolorektalen Karzinom zeigten, dass vor allem die Verwendung eines
,Jmmunoscores” eine genauere prognostische Aussagekraft bieten kénnte als
die bisher gelaufige TNM-Klassifikation (Galon et al.,, 2012b, Galon et al.,
2012a). Dabei werden einmal im ,nvasive margin“ (IM) und im ,center of
Tumor® (CT) zwei Lymphozytenpopulationen (CD8+, CD3+ oder CD45R0O+)
ausgezahlt und in einem Score von ,I0“ bis ,l14“ eingeteilt. Durch diese
Einteilung werden die Patienten, welche eine starkere Therapie brauchten als
sie es mit der TNM Klassifikation bek&dmen, aufgedeckt, und somit die Falle von

Tumorprogredienz vermindert.

Wahrend der Progression von malignen Tumorerkrankungen sind Tumorzellen
extrinsischem Stress in Form von Sauerstoffmangel, Nahrstoffmangel und
Angriffen des Immunsystems ausgesetzt (Cui, 2016). Diesem Selektionsdruck
kbnnen nur die Tumorzellen standhalten, welche angepasste Signalwege
eingeschaltet haben, beispielswiese zur verstarkten Angiogenese oder

Abschwachung der Immunantwort. Bei schnell-wachsenden Tumoren sorgt der
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enorme Zellumsatz fur genigend Mutationen um sich diesen Gegebenheiten

anzupassen.

Tumorzellen kénnen demnach Immune-escape Fahigkeiten besitzen, wie
beispielsweise, der Expression von PD-Ls (Ligand for programmed cell death).,
sodass TILs, wenn sie an diese andocken, zur Apoptose angeregt werden
(Hamanishi et al., 2007).

Weiterhin kann das Mikromilieu bestimmter Tumoren die Immunantwort
supprimieren, indem immunsuppressive Chemokine wie TGF-, IL-10, VEGF
und IL-6 produziert werden (Yigit et al., 2010), sodass der Korper seine
Fahigkeit zur Erkennung und Abwehr entarteter Zellen verlieren kann.
Tumorzellen kénnen aulRerdem, bspw. durch Herrunterregulierung des
Transporter TAP1/2 (Transporter associated with Antigen processing) welcher
die MHC I-Molekile mit Antigenen beladt, ,inkognito“ wachsen (Weinzierl,
2008). Daher sind zum einen die Tumorimmunantwort und zum anderen die
Tumorantigene, welche von Tumorzellen prasentiert werden, wichtige Faktoren

fur eine gunstige Prognose.

1.7 Tumorantigene

Tumorantigene kénnen, je nach ihrem Expressionsmuster, in Tumor-assoziierte
Antigene, welche auf Tumorzellen sowie auf gesunden Korperzellen vorhanden
sind und Tumor-spezifische Antigene, welche nur auf Tumorzellen vorhanden
sind, eingeteilt werden.

Zur Entwicklung von Immuntherapien ist es wichtig Antigene zu finden, welche
spezifisch vom Tumor exprimiert werden, damit Autoimmunphdnomene
vermieden werden kénnen. Da jedoch einige Antigene, welche als spezifisch
vermutet wurden, oft doch nicht so Tumor-spezifisch sind, hat sich eine neue
Einteilung aufgrund der Molekulstruktur etabliert. Einige dieser Typen werden
im Folgenden genannt:

Differentiation-Antigene, welche aul3er von Krebszellen auch von embryonalen

Zellen exprimiert werden koénnen, nicht jedoch von normalen Zellen.
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Overexpression/amplification Antigene, welche ebenfalls auf normalen Zellen
vorkommen kénnen, auf diesen jedoch in zu niedriger Auspradgung um eine
Immunantwort zu induzieren. Weitere Typen sind durch Tumormutationen
entstandene mutational Antigene, cancer-testis Antigene, oncofetale Antigene,
glykolipid Antigene und virale Antigene (Chu et al., 2008, Liu et al., 2010).

In dieser Arbeit beschaftigen wir uns mit dem glykolipid-Antigen CA-125 und
dem differentiation-Antigen Mesothelin (Chang and Pastan, 1996).

In einer Arbeit von Schuster et al. zeigen genau diese zwei Tumorantigene, auf
MHC | und MHC Il Liganden von HGSC, eine Uberexpression (Schuster et al.,
2017).

Diese Antigene werden demnach nicht nur als Protein auf der Zelloberflache,
sondern auch im sog. ,Ligandom®“ des Tumors, uUberexprimiert (Siehe
Abbildungen 4 und 5).
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Abbildung 4: Proteine welche auf Liganden der MHC Klasse | von HGSC (schwarz) und benignem Gewebe (grau)
prdsentiert werden. Der markante Expressionsgipfel in HGSC, welcher in benignem Geweben fehlt, wird in der Word-
Cloud aufgeschliisselt. Am hichsten reprdsentiert ist das MUC16 oder CA-125 (Schuster et al., 2017).
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Abbildung 5: Proteine auf Liganden der MHC Klasse Il von HGSC (schwarz) und benignem Gewebe (grau). Der
markante Expressionsgipfel in HGSC, welcher in benignem Geweben fehlt, wird in der Word-Cloud aufgeschliisselt.
Am héchsten reprdsentiert ist das Mesothelin (Schuster et al., 2017).

1.7.1 CA-125

Das cell-surface MUC16:

Das CA-125 liegt als MUC16 Gen auf 19p13.2. Es wird physiologisch im Epithel
von verschiedenen Organen, wie z.B. der Cornea, Conjunctiva, im
Respirationstrakt und in den weiblichen Geschlechtsorganen exprimiert
(Haridas et al., 2014). Es hat als zellmembran-gebundenes Muzin (csMUC16)
die Funktion, einen protektiven Oberflachenfilm zu erzeugen, welcher anti-
adhasiv wirkt und vor pathogenen Keimen und physikalischer Beanspruchung
schutzt (Haridas et al., 2014, Yin and Lloyd, 2001, Argieso et al., 2003). Vor

allem im Tranenfilm ist dies eine essentielle Aufgabe.
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Das shed MUC16:

Nach proteolytischer Abspaltung des MUC16 von der Zellmembran, kann es
auch als sMUC16 (shed Mucin) ins periphere Blut gelangen (Tyler et al., 2012).
Bei gesunden Frauen sind daher positive CA-125-Serumwerte normal, in der
Regel jedoch unter 35 U/ml (Haridas et al., 2014). Erhéhung des CA-125
Serumwertes kann bei einer Reihe gutartiger Erkrankungen, bzw. Zustande,
auftreten, wie z.B. bei Endometriose, Schwangerschaft oder der Menstruation
(Jacobs and Bast, 1989), jedoch auch bei malignen Erkrankungen wie das
Ovarialkarzinom. Daher haben sich CA-125 Serumwertkontrollen als Screening-
Methode nicht bewahrt (Reade et al.,, 2013), als Verlaufskontrolle sind sie
jedoch zuverlassige Tumormarker zum Uberpriffen des Ansprechens auf
Chemotherapie, zur Rezidivkontrolle und zur Prognoseabschéatzung (Bast et al.,
2005).

MUC16 in der Schwangerschaft:

Das csMUC16 hat in der Endometriumschleimhaut eine Barrierefunktion,
welches Zelladh&sion wéhrend der unfruchtbaren Zeit im Zyklus verhindert. Erst
durch die Herunterregulierung des MUC16 ist eine Einnistung der Blastocyste
maoglich (Haridas et al., 2014, Gipson et al., 2008).

Das MUC16 ist zur Erhaltung der Schwangerschaft ebenfalls essenziell. Es
kann Uber Siglec-9, ein Rezeptor auf der Oberflache einiger Immunzellen, eine
Inhibition der immunologischen Funktion bewirken. Durch diese Fahigkeit wird
das fetale Gewebe, welches normalerweise als koérperfremd erkannt und
zerstort werden wirde, vor der zytotoxischen Immunantwort geschuitzt (Belisle
et al., 2010).

Deshalb steigen im Verlauf der Schwangerschaft die CA-125 Serumwerte stark
an (Tyler et al., 2012).

CA-125 im serdsen Ovarialkarzinom:
MUC16 wird im serdsen Ovarialkarzinom in tiber 80 % Uberexprimiert, weshalb
die Serumwerte des Tumormarkers CA-125 mit Progression der Erkrankung

ansteigen (Reinartz et al., 2012).
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Die Eigenschaft des csMUC16 als anti-Adhasionsmolekiil tragt zum Immune-
Escape bei, da Immunzellen daran gehindert werden den Tumor zu
identifizieren und auch direkt die Lyse von Tumorzellen durch NK-Zellen
inhibiert werden kann (Gubbels et al., 2010, Patankar et al., 2005, Belisle et al.,
2010).

MUC16 scheint ebenfalls die Platinresistenz im Ovarialkarzinom zu fordern
(Boivin et al., 2009), sowie eine grofRe Rolle bei der Migration, Adhasion und
Invasion von Tumorzellen zu spielen (Reinartz et al., 2012).

Die Metastasierung, z.B. ins Peritoneum, kann unter anderem durch die hohe
Bindungskinetik von MUC16 zu einem weiteren Tumor-assoziierten Antigen,
dem Mesothelin (MSLN), welches physiologischerweise im Mesothel vorkommt,
bedingt werden (Gubbels et al., 2006b).

1.7.2 Mesothelin

Mesothelin liegt als MSLN-Gen auf 16 p13.3. Aus dem 69 kDa umfassenden
Precursor-Protein wird das 40 kDa Membran-gebundene Protein, Mesothelin,
und ein 30 kDa sekretorisches Protein synthetisiert (Chang and Pastan, 1996).
Mesothelin wird physiologischerweise auf dem Mesothel von Perikard,
Peritoneum und Pleura exprimiert. Eine Uberexpression kommt in
verschiedenen Tumoren vor wie z.B. dem Mesotheliom und dem
Adenokarzinom des Ovars und des Pankreas (Hassan et al., 2004, Chen et al.,
2013, Chang and Pastan, 1996). Das sekretorische Protein des Mesothelins
kann im Serum nachgewiesen werden (Chen et al., 2013). Bei verschiedenen
Tumorerkrankungen, wie beim Ovarial- und Pankreaskarzinom, ist es deutlich
hoher als im Serum gesunder Frauen oder Frauen mit benignen
gynakologischen Tumoren (Huang et al., 2006).

Aus einigen Studien geht hervor, dass eine hohe Expression von Mesothelin mit
einer sehr schlechten Prognose, erhdhtem Rezidivrisiko und Chemoresistenz

verbunden ist (Cheng et al., 2009), da es zu erhohter Zellmotilitat und somit
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erhohten Metastasierungsraten und sogar zur Verhinderung Paclitaxel-
induzierter Apoptose fiihren kann (Chang et al., 2012).
Aus diesen Griunden, kdnnte das Mesothelin als neuer Tumorbiomarker und

Prognoseparameter fir das serése Ovarialkarzinom, dienen.
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1.8. Ziele dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zum Verstandnis der
Wechselwirkung zwischen Tumorantigenen und der Immunantwort im high-
grade serdsen Ovarialkarzinom, zu leisten

Dabei wird insbesondere auf die Expression von CA-125 und Mesothelin, sowie
der Infiltration von CD8+ und CD3+ Lymphozyten in den Primartumoren, sowie
in den Metastasen, eingegangen.

Ein wichtiger Aspekt ist, ob die Expression der Antigene, bzw. Infiltration der
Lymphozyten, = homogen innerhalb des Primartumors und den
Tumorabsiedlungen ist und ob sich diese im Laufe der Metastasierung
verandert. Dies waren wichtige Fakten, die berlicksichtigt werden muissten bei
der Stichprobengewinnung, sowie Entwicklung und Anwendung von
personalisierten Immuntherapien.

Ein weiterer Aspekt ist der prognostische Einfluss dieser Tumorantigene und

der Infiltration von Lymphozyten, sowie die Korrelation dieser beiden Faktoren.
Damit sollen diese Erkenntnisse einen Beitrag zu einer genaueren

Prognoseabschatzung und zum gezielteren Einsatz der personalisierten

Therapie, liefern.
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2. Material und Methoden

2.1 Das Patientinnen-Kollektiv

Es wurde retrospektiv ein Kollektiv aus 157 Patientinnen erstellt, welche
konsekutiv von 1999-2008 in der Universitats-Frauenklinik in Tudbingen in
Behandlung waren. Follow-Up Daten wurden von der Patientenregistrierung

des Tubinger Krebszentrums erfasst.

Bei allen Fallen war die Diagnose eines serdsen Ovarialkarzinoms,
Uberwiegend high-grade, gestellt worden (Siehe Tabelle 2). Das Alter der
Patientinnen reichte von 31-92 Jahren, wobei der Mittelwert bei 66 Jahren lag
(Siehe Abbildung 6). Sie lie3en sich in der Universitats-Frauenklinik Ttbingen
nach den S3-Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft fir gynakologische Onkologie
(AGO) operativ behandeln (Kommission Ovar A.G.O e.V., 2013).

Falls indiziert bekamen diese Patientinnen eine Carboplatin-haltige adjuvante
Chemotherapie basierend auf den AGO-Empfehlungen.

Die histologischen Schnitte und Paraffinblocke wurden im Institut fir Pathologie
Tdbingen archiviert und nochmals Uberprift durch eine Pathologin mit
Zusatzausbildung in der Gynakopathologie (PD Dr. med. Staebler) auf

Tumorhistologie und Grading.
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Tabelle 2: Klinische Daten unseres Kollektivs.

Serdse Adenokarzinome |n %
Gesamt 157 100,0%
Alter

<60J 43 27,4%
60J oder >60J 114 72,6%
FIGO-Stadium

| 10 6,4%
Il 24 15,3%
11 123 78,3%
R-Status

RO 38 24,2%
R1 42 26,8%
R2 29 18,5%
k.A. 48 30,6%
Platin-Resistenz

ja 53 33,8%
nein 103 65,6%
k.A. 1 0,6%
Primartumore 157 100,0%
Metastasen

Netz 87 55,4%
Peritoneum 87 55,4%
Lymphknoten 65 41,4%
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Alter der Patientinnen im Kollektiv

Egl

129

109

Hiaufigkeit

31 35 42 45 49 52 54 56 58 GO0 62 B4 GG BB YO 72 T4 75 78 80 B2 84 B8 90
Alter

Abbildung 6: Alter der Patientinnen in unserem Kollektiv. Das Alter der Patientinnen reichte von 31-92 Jahren, wobei
der Mittelwert bei 66 Jahren lag.

2.2 Erstellen des Tissue-Microarray (TMA)

Aus dem entfernten Gewebe (Ovar, Uterus, Omentum, Peritoneum und
Lymphknoten) wurden zuallererst bestimmte Tumoranteile in Paraffinblocken
eingebettet. Aus diesen Paraffinblocken wurden Schnitte mit einer Dicke von

4um angefertigt und auf Objekttrager gezogen, welche mit Hamatoxylin-Eosin
(HE) geféarbt wurden.

Auf diesen Schnitten wurden reprasentative Tumorberieche markiert. Hier
wurde differenziert zwischen Invasionsfront (Bereiche mit einer Gewebsinvasion
und oft hoher Lymphozytenantwort) und dem Tumorzentrum (Bereiche mit
solidem, exo- oder endophytischem Wachstum ohne Gewebsinvasion).
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Die Tumorbereiche wurden zum einen nach der Qualitat der Fixierung und zum
anderen nach der Darstellbarkeit von Invasionsfront und Tumorzentrum

ausgesucht.

Anzahl der Stanzen pro Fall:
- Primartumor: 3 Stanzen Tumorzentrum, 3 Stanzen Invasionsfront
- Netzmetastasen: 3 Stanzen Tumorzentrum, 3 Stanzen Invasionsfront
- LK-Metastasen: 3 Stanzen Tumorzentrum

- Peritonealmetastasen: 3 Stanzen Invasionsfront

Aus morphologischen Griinden war es schwierig bei LK- und
Peritonealmetastasen zwischen Tumorzentrum und Infiltrationsfront weiter zu

differenzieren.

Anhand der Markierungen wurden, mit einem halbautomatischen Gewebearray
Instrument (Beecher Instruments Sun Prairie, WI, USA), die entsprechenden
Stanzen aus dem Spenderblock entnommen. Die ausgestanzten
Gewebezylinder, mit einem Durchmesser von 0,6mm, wurden dann auf einen
vorgefertigten Paraffinempfangerblock in leere, 0,6mm groRe Stanzkanéle

eingefigt.

Aus diesen TMA Blécken wurden wiederum 4um dicke Schnitte gemacht und
auf superfrost-Objekttrager gezogen. So erhielten wir ein ganzes Kollektiv
kompakt auf 2-3 TMA Objekttragern komprimiert. Als allerletztes wurden die
TMAs immunhistochemisch gefarbt (Siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Erstellen des Tissue-Microarrays.

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Aligemeine Immunhistochemie

In dieser Arbeit wurde die LAB- (engl.: labeled avidin-biotin) Methode
angewendet (Siehe Abbildung 8). Nach Vorbehandlung des Praparats
(Hitzebehandlung in einem Schnellkochtopf), wurde ein monoklonaler
Primarantikorper benutzt, welcher eine hohe Affinitdt und Spezifitat fur das zu
farbende Epitop besitzt. Nun bindet ein mit Biotin (Vitamin H) gekoppelter
Sekundarantikdrper an den Primarantikbrper. Danach wird mit Peroxidase
markiertes Avidin (aus Huhnereiweil3), dazugegeben. Avidin besitzt 4

34



Bindungsstellen und somit eine sehr hohe Affinitat fur Biotin, welches man sich
fur die Amplifikation des Primarsignals zunutze macht (Hsu et al., 1981). Als
letzten Schritt wird ein Wasserstoffperoxid-Chromogen-Komplex hinzugefugt.
Durch die Peroxidase wird das Wasserstoffperoxid (H.O,) zu H,O + O
gespalten und das Chromogen oxidiert, welches sich dann als brauner Farbstoff
am gesamten Komplex ablagert und das gewiinschte Epitop sichtbar macht.

(Strept-JAvidin-Biotin-
Enzymkomplex

Sekundarantikdrper
biotinyliert

L J )
_ [Strept-)Avidin
Primdr- ——

antikdrper
Biotin 4

Antigen Enzym @

Abbildung 8: Prinzip der Immunhistochemie mit der LAB Methode. Der Primdrantikérper koppelt sich an das
gesuchte Antigen, woran sich dann der biotinylierte Sekunddrantikérper zur Signalverstérkung heftet. Als ndchstes
bindet sich das mit Peroxidase gekoppelte Avidin an das Biotin. Nach Zugabe von Wasserstoffperoxid-Chromogen-
Komplex, wird dieses vom Peroxid oxidiert, welcher dann als brauner Farbstoff sichtbar wird. Abbildung von
(Mulisch, 2014).
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2.3.2 Immunhistochemische Farbung fiir CA-125, Mesothelin und
Lymphozyten

Arbeit mit dem vollautomatischen

Immunfarbesystem Ventana (Tucson, AZ, USA) Benchmark und dem XT iView

In dieser wurden die Farbungen

DAB Detection Kit von selbiger Firma durchgefuhrt.

Die Paraffinblocke mit den TMAs wurden als erstes geschnitten und auf
superfrost-Objekttrager gezogen, welche dann vorbehandelt wurden. Dazu
wurden sie mit einem anorganischen Puffer zur Epitopdemaskierung
hitzebehandelt (im Schnellkochtopf). Da die Antigene durch die Paraffinisierung
quervernetzt (maskiert) werden, kénnen sie durch Antikdrper nicht mehr erkannt
werden. Durch die Vorbehandlung mit einem leicht basischen Puffer erhalten

sie ihre Immunreaktivitat wieder.

Anschliel3end wurden jeweils folgende Primarantikérper verwendet:

Tabelle 3: In der Immunhistochemie verwendete Primdrantikérper.

Monoklonaler Mause |Verdinnung Glostrup,
CA-125 AK M11 Serum |1:450 DAKO Danemark
Monoklonaler Mause |Verdiinnung Irvine, CA,
Mesothelin [AK SPM143 | Serum |1:100 Genetex |USA
Monoklonaler Ratten |Verdinnung Hamburg,
CD3+ AK SP7 Serum |[1:100 DCS Germany
Monoklonaler Mause |Verdiinnung Glostrup,
CD8+ AK C8/144B | Serum |1:200 DAKO Déanemark

Als nachstes wurde der biotinylierte Sekundarantikbrper aufgetragen, woran
sich dann das mit horse-radish Peroxidase markierte Avidin bindet. Fur die
durch die Peroxidase katalysierte Oxidierungsreaktion wurde das Chromogen
Diaminobenzidin (I-VIEW DAB) mit H,O, verwendet.

Um die IHC-markierten Zellen im umliegenden Gewebe zu lokalisieren, wurde

dieses mit einer Hamatoxylin-Farbung gegengefarbt, mit einer aufsteigenden
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Alkoholreihe dehydriert und abschlieBend mit dem Eindeckmedium Cytoseal
abgedeckt.

2.3.3. Auswertung der Immunhistochemie

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen wurden mithilfe dem
Immunreaktive Score (IRS), einem semiquantitativen Punktesystem,
ausgewertet.

Zwei Werte wurden vergeben, miteinander multipliziert ergaben sie dann den
IRS Score.

Wert 1: Farbeintensitat

0 = Keine Farbung

1 = Diffuse, schwache Féarbung

2 = maliggradige membrandse Farbung

3 = Starke Farbung der gesamten Zellmembran mit oder ohne zusatzlicher

zytoplasmatischer Farbung.

Wert 2: Prozent der positiven Zellen:

0=0%
1=1-10%
2 =11-50%
3 =51-90%
4 =>90%

Dieses Punktesystem wurde mit allen Gewebeproben durchgefiihrt von denen
mindestens eine Gewebsstanze beurteilbar war. Die Auswertung wurde dabei
nochmals unabhangig von einer erfahrenen Gynékopathologin (PD Dr. med.
Staebler) durchgefinhrt.

Jeder Tumorbereich war mit jeweils drei Stanzen im TMA vertreten.

Der Mittelwert dieser drei Stanzen ergab dann den endgultigen IRS-Score pro

Fall. Als Kontrollgewebe haben wir gesunde Tuben verwendet.
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Die Quantifizierung der Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TILS) wurde
durchgefuhrt, indem pro Stanze die IHC-gefarbten Lymphozyten eines High
Power Field (HPF=400x) ausgezahlt wurden.

Danach wurde von jeweils 3 Stanzen pro Fall ebenfalls der Mittelwert errechnet.
Bei den CD3+ und CD8+ Lymphozyten wurde nochmals unterschieden

zwischen stromalen und intraepithelialen Lymphozyten.

2.4 Statistische Auswertung

Die Bilder von unseren Schnitten wurden mit dem Programm IMagic gemacht
und anschlielBend mit Paint weiterbearbeitet.

Alle Graphiken und statistische Analysen wurden mit SPSS 23 oder Excel 2016
erstellt.

Die Streu- und Balkendiagramme, die Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen
einschlie3lich der dazugehérigen Graphiken, sowie der T-Test wurden mit der
SPSS Statistical Software (Version 23, IBM Corp., Armonk, NY, USA) erstellt,
wobei P-Werte niedriger als 0,05 als signifikant bewertet wurden. Die Graphiken
wurden anschliel3end teilweise mit Windows Paint Uberarbeitet.

Alle Haufigkeitsverteilungen in Tabellenform, Uberlebenstabellen und
Kreuztabellen wurden mit Excel erstellt.

Die verwendeten Cut-Offs wurden ermittelt, nach Auswertung der
Primartumoren in Gruppen nach Quartilen. Jeweils der Trennwert mit dem
groRten Unterschied zwischen den Quartilen in der Uberlebensanalyse wurde

als Trennwert zwischen hoher und niedriger Expression verwendet:

- CA 125: =2 IRS-Score 4

- Mesothelin: 2 IRS-Score 6

- CD3+ Lymphozyten: = 7 Lymphozyten pro HPF
- CD8+ Lymphozyten: = 1 Lymphozyt pro HPF
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3. Ergebnisse

3.1 Expressionsstatus von CA-125 und Mesothelin

Voraussetzung fur die Entwicklung zielgerichteter Immuntherapien ist die
Kenntnis Uber die Verteilung verschiedener Antigene im gesamten Tumor,
sowie in dessen Metastasen. Daher haben wir die Expression der Antigene CA-
125 und Mesothelin, zum einen im Primartumor des Ovars und zum anderen in
den Metastasen des Netzes, Peritoneums und der Lymphknoten, high-grade

serdser Ovarialkarzinome, untersucht.

Infolgedessen haben wir gefunden, dass CA-125 in allen Tumorregionen
uberwiegend eine hohe Expression uUber unserem festgelegten Cut-Off von
IRS-Score 4 zeigte (Siehe Abbildungen 9 und 11). Wir konnten sogar eine
Zunahme der positiven Félle in Metastasen des Peritoneums (94,2%) und der
Lymphknoten (98,4%), im Vergleich zu den Primartumoren im Ovar (85,4%)
und der Metastasen im Netz (86,6%), beobachten.

Die Mesothelinexpression zeigte ebenfalls eine Zunahme der Falle, Uber
unserem Cut-Off von IRS-Score = 6, in den Netz- (34,0%) und
Peritonealmetastasen (40,2 %), im Vergleich zu den Primartumoren im Ovar
(23,4%) und den Metastasen in den Lymphknoten (29,2%) (Siehe Tabelle 4).
Dabei fallt auf, dass weniger als die Halfte dieser Félle in allen Regionen eine
Mesothelinexpression oberhalb unseres Cut-Offs aufweist (Siehe Abbildung 10
und 11).

Im Vergleich zur diffusen Expression ublich fur die Karzinome, konnten wir im
Kontrollgewebe gesunder Tuben eine gerichtete Expression zum Lumen hin,
mit IRS-Scores von 6 bei CA-125 und 8 bei Mesothelin beobachten. (Siehe
Abbildung 12).

Zusammenfassend kénnen wir also sagen, dass CA-125 eine Uberwiegend
hohe  Expression in allen Tumorregionen aufweist, mit einer

Steigerungstendenz im Prozess der Metastasierung vom Ovar zum Netz, dann
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zum  Peritoneum und  schlieBlich zu den Lymphknoten. Die
Mesothelinexpression weist in deutlich weniger Fallen eine Uberexpression auf,
bei einer Steigerung der Expression vom Ovar, in Richtung Lymphknoten, Netz

und schlieRRlich zum Peritoneum.

'

CA-125 2x2=IRS4 k}

p‘l < .~ -
CA-125 3x4=IRS12

Abbildung 9: Beispiele des IRS-Scores von CA-125. Die linke Abbildung zeigt ein schwaches Fidrbemuster, die rechte
ein Membranfdrbemuster und die untere Abbildung eine starke Férbung mit zytoplasmatischem Anteil.
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Mesothelin  3x4 = IRS 12 ,
Abbildung 10: Beispiele des IRS-Scores von Mesothelin. Die linke Abbildung zeigt ein schwaches Fdrbemuster, die

—

mittlere Abbildung eine mittleres und die rechte Abbildung ein starkes Fdrbemuster.

CA-125 in den Primértumoren

Mesothelin in den Primartumoren
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Abbildung 11: Hdufigkeiten der IRS-Scores in den Primdrtumoren des Ovars. Links: CA-125 (n=157). Der Cut-Off liegt
bei IRS 24. 85,35% der Fille sind iiber dem Cut-Off, der Mittelwert liegt bei 7,01. Rechts: Mesothelin (n=141). Der

Cut-Off liegt bei IRS 2 6. 23,4% der Fiille liegen iiber dem Cut-Off, der Mittelwert liegt bei 3,68.
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Tabelle 4: Hdufigkeiten von CA-125 und Mesothelin in den Primdrtumoren des Ovars und in den Metastasen. St.
Abweichung = Standardabweichung.

Ovar Netz Peritoneum |Lymphknoten
CA-125 n % n % n % n %
IRS<4 23 14,6% 13 13,4% 5 5,8% 1 1,6%
IRS>4 134 85,4% 84 86,6% 81 94,2% 63 98,4%
Gesamt 157 100,0% 97 100,0% 86 100,0% 64 100,0%
Mittelwert 7,0 7,6 8,2 8,0
Median 7,0 7,7 8,0 8,0
St. Abweichung| 3,1 3,1 2,7 2,3
Mesothelin
IRS<6 108 76,6% 64 66,0% 49 59,8% 46  70,8%
IRS>6 33 23,4% 33 34,0% 33 40,2% 19 29,2%
Gesamt 141 100,0% 97 100,0% 82 100,0% 65 100,0%
Mittelwert 3,7 4.4 4.6 3,5
Median 3,0 3,5 4,2 2,7
St. Abweichung| 2,8 3,7 3,4 3,2

CA-125 Kontrollgewebe Tube

Abbildung 12: Immunhistochemie von gesunden Tuben als Kontrollgewebe mit CA-125 und Mesothelin. Die CA-125-
Férbungen ergaben am hdufigsten den IRS Score 8, die Mesothelin-Fdrbungen am hdéufigsten den IRS-Score 6.
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3.2 Verteilung der Expression von CA-125 und Mesothelin

3.2.1 Homogenitat der Expression innerhalb ausgewahlter
Tumorbereiche in Ovar und Netz

Um in klinischer Praxis moglichst exakte Proben gewinnen zu kénnen, muss die
Verteilung der Antigene innerhalb der einzelnen Tumorabsiedlungen
berucksichtigt werden.

Wir haben dabei die Homogenitat in zwei morphologisch und vom
Wachstumsverhalten sehr unterschiedliche Tumorbereiche untersucht, dem
Tumorzentrum und der Tumorperipherie (Infiltrationsfront) (Galon et al., 2012a).
Ab einem P-Value von p < 0,05, sprechen wir von einem signifikanten

Unterschied zwischen den untersuchten Lokalisationen.

Dabei haben wir gefunden, dass die CA-125 Expression in Ovar (n=131;
p=0,274 T-Test) und Netz (n=79; p=0,086 T-Test) homogen ausgepragt ist
(Siehe Tabelle 5).

Exemplarisch fur die Mesothelinexpression haben wir die Homogenitat
ausschlieBlich in den Netzmetastasen untersucht. Der T-Test fur verbundene
Stichproben zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen

Tumorperipherie und Tumorzentrum (p=0,909; n=80) (Siehe Tabelle 6).

Wir kdnnen daher feststellen, dass es bei unserer Stichprobengréf3e im Mittel
keinen Unterschied macht von wo Proben zur Untersuchung der CA-125- und
Mesothelinexpression innerhalb des Ovars oder der Netzmetastasen gewonnen

werden.
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Tabelle 5: T-Test fiir verbundene Stichproben zum Expressionsmuster von CA-125 in der Tumorperipherie und im
Tumorzentrum. Die P-Werte im Ovar p= 0,274 und Netz p=0,086 sagen aus, dass es keinen statistisch signifikanten
Unterschied in der Expression zwischen Tumorzentrum und Infiltrationsfront gibt.

CA-125 |N  Mittelwert  Mittelwert der 95% Konfidenzintervall P-Wert
Abweichung der Differenz (Sig.)

Ovar 131 7,5409 0,21023 Untere: -0,7885 0,274

Zentral Obere: 0,27557

Ovar 131 7,3307

Peripher

Netz 79  7,4008 -0,3333 Untere: -0,71535 0,086

Zentral Obere: 0,04868

Netz 79 77,7342

peripher

Tabelle 6: -Test fiir verbundene Stichproben zum Expressionsmuster von Mesothelin in der Tumorperipherie und im
Tumorzentrum. Der P-Wert sagt aus, dass es keinen statistisch signifikanten Unterschied in der Expression zwischen
Tumorzentrum und Infiltrationsfront im Netz gibt.

Mesothelin [N  Mittelwert Mittelwert der 95% Konfidenzintervall P-Wert
Abweichung der Differenz (Sig.)

Netz 80 4,2312 -0,02508 Untere: -0,45830 0,909

Zentral Obere: 0,40814

Netz 80 4,2563

Peripher

3.2.2 Heterogenitat der Expression im Primartumor verglichen mit
den Metastasen

Aus zwei Grinden ist das Wissen um die Verteilung der Antigene im
Primartumor und den Metastasen von groRer Bedeutung. Zum einen um
festzustellen wie zuverlassig eine Probe aus einer Metastase mit einer Probe
aus dem Primartumor verglichen werden kann, und zum anderen um mogliche

Angriffspunkte einer Immuntherapie zu eruieren.
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CA-125:

Folgende Erkenntnisse haben wir Uber die CA-125 Expression in den
Primartumoren und Metastasen gewonnen.

Eine homogen hohe oder homogen niedrige Expression des Antigens CA-125
konnten wir in 86,1% (74 von 86 Fallen) in Ovar und Netz und in 89,2% (66 von
74 Fallen) in Ovar und Peritoneum, feststellen (Siehe Tabelle 7). In 72,3% (34
von 47 Fallen) war die Expression in allen drei Lokalisationen homogen (Siehe
Abbildung 14).

Eine lineare Korrelation konnten wir hingegen nur bei der Expression in Ovar
und Netz (r=0,616; p=0,000), sowie Ovar und Peritoneum (r=0,527; p=0,000)
beobachten, nicht jedoch bei der Expression in Ovar und Lymphknoten
(r=0,223; p=0,090) (Siehe Abbildung 13). Diese Erkenntnis spiegelt sich in den
absoluten Zahlen wider, da im Ovar die geringste (85,4%) und in den
Lymphknoten die hochste (94,2%) Uberexpression von CA-125 beobachtet
wurde.

Anhand des T-Tests fur verbundene Stichproben konnten wir Unterschiede in
der Expression nur bei Vergleich des Mittelwerts der IRS-Scores aus dem Ovar
mit dem Peritoneum (p=0,000; n=74) finden (Siehe Tabelle 8). Die absoluten
Zahlen zeigen ebenfalls einen erheblichen Unterschied zwischen der
Uberexpression im Ovar (85,4%) und der im Peritoneum (94,2%) (Siehe
Tabelle 4). Beim Vergleich der Expression in Ovar und Netz (p=0,087; n=86),
sowie Ovar und Lymphknoten (p=0,072; n=59), konnten wir hingegen keinen

signifikanten Unterschied feststellen.

Zusammenfassend kdénnen wir sagen, dass anhand der absoluten Fallzahlen,
die Expression von CA-125 auch mit der Metastasierung eine homogene
Auspragung zeigt. Bei Untersuchung der Korrelation, sowie bei
Hypothesentestung (T-Test) kdnnen wir eine teilweise Heterogenitat in Ovar
und Lymphknoten, sowie Ovar und Peritoneum nicht ausschlielRen. Unter
Berlcksichtigung unserer Fallgruppengréf3e musste diese Erkenntnis jedoch

mit groReren Fallgruppen verifiziert werden.
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Abbildung 13: Streudiagramme zu den IRS-Scores von CA-125 im Ovar verglichen mit den Scores im Netz, Peritoneum
und Lymphknoten. Die gelben Linien trennen die Werte (iber und unter dem Cut-Off von IRS 4 ab.

Tabelle 7: Kreuztabelle zur Darstellung der Absolut- und Prozentzahl der Fdlle in Ovar und Netz, sowie Ovar und
Peritoneum, welche als Punkte pro gelbem Quadrat in den obigen Streudiagrammen dargestellt sind. Gezeigt
werden die Fdlle der CA-125 Expression (ber oder unter dem Cut-Off von IRS 4

CA-125 Ovar IRS<4| Ovar IRS>24
n % n %

Netz IRS<4 6 7,0% 5 58%

Netz IRS >4 7 81% 68 79,1%

CA-125 Ovar IRS<4 | Ovar IRS 24
n % %

PerIRS<4 3 41% 0 0,0%

PerIRS>4 8 10,8% 63 85,1%
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CA-125: Verteilung der Expression in Ovar, Netz und Peritoneum

40

33
70,2%

Haufigkeit

oL en 1L 1 2L en 3L en

Hohe CA-125 Expression

Abbildung 14: Balkendiagramm zur Verteilung der Expression von CA-125 in Ovar, Netz und Peritoneum. Die Balken
zeigen an wie viele Fille in jeweils 0,1,2 und in allen Lokalisationen einen IRS-Score > 4 hatten. Die Zahlen (iber den
Balken geben die jeweiligen Absolut- und Prozentwerte an.

Tabelle 8: T-Test fiir verbundene Stichproben zum Expressionsmuster von CA-125 im Ovar, Netz, Peritoneum und
Lymphknoten. Der Vergleich von Ovar und Peritoneum (p=0,000) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied in
der Expression. Der Vergleich von Ovar und Netz (p=0,087), sowie Ovar und Lymphknoten (p=0,072) zeigt keinen
Unterschied.

CA-125 N Mittelwert Mittelwert der 95% Konfidenzintervall P-Wert
Abweichung der Differenz (Sig.)

Ovar 86 7,1692 -0,51105 Untere: -1,09881 0,087

Netz 86 7,6802 Obere: 0,07671

Ovar 74 7,0204 -1,31068 Untere: -1,96455 0,000

Peritoneum |74 8,3311 Obere: -0,65680

Ovar 59 7,1397 -0,79819 Untere: -1,66928 0,072

Lymphknoten |59 7,9379 Obere: 0,07289

Mesothelin:

Die Erkenntnisse Uber die Expression von Mesothelin in den Priméartumoren
und Metastasen waren wie folgt.

Homogenitét bei der Expression von Mesothelin, konnten wir in 79,8% (63 von
79 Fallen) in Ovar und Netz, sowie in 72,1% (44 von 61 Féllen) in Ovar und
Peritoneum, feststellen (Siehe Tabelle 9). Beim Betrachten aller drei
Lokalisationen war die Expression in 65,2% (24 von 37 Fallen) homogen (Siehe
Abbildung 16).
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Beim Vergleich der Expression in Metastasen aus verschiedenen
Lokalisationen mit der Expression im korrespondierenden Ovarialtumor, zeigte
sich jeweils eine positive und signifikante Korrelation (Ovar und Netz (r=0,650;
p=0,000), Ovar und Peritoneum (r=0;425; p=0,000), Ovar und Lymphknoten (r =
0,359; p = 0,008)). (Siehe Abbildung 15).

Beim paarweisen Vergleich der Proben (T-Test), konnten wir einen signifikanten
Unterschied in der Expression von Ovar und Netz (p=0,039; n=79) feststellen,
wobei die Expression im Netz (34,0% Mesothelin-Uberexpression) hoher ausfiel
als im Ovar (23,4% Mesothelin-Uberexpression) (Siehe Tabelle 4). Die
Expression in Ovar und Peritoneum (p=0,399; n=61), sowie in Ovar und
Lymphknoten (p=0,197; n=53), zeigte hingegen keinen signifikanten
Unterschied (Siehe Tabelle 10).

Zusammengefasst konnten wir also in allen Lokalisationen Homogenitat in der
Expression von Mesothelin erkennen. Auch wenn die Expression in den
einzelnen Fallen eine signifikante Zunahme in den Netzmetastasen zeigte, so
beobachteten wir insgesamt eine positive Korrelation zwischen Primartumor

und Metastasen.
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Abbildung 15: Streudiagramme zu den IRS-Scores von Mesothelin im Ovar verglichen mit den Scores im Netz,
Peritoneum und Lymphknoten. Die gelben Linien trennen die Werte liber und unter dem Cut-Off von IRS 6 ab.
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Tabelle 9: Kreuztabelle zur Darstellung der Absolut- und Prozentzahl der Fdlle in Ovar und Netz, sowie Ovar und
Peritoneum, welche als Punkte pro gelbem Quadrat in den obigen Streudiagrammen dargestellt sind. Gezeigt
werden die Fille der Mesothelinexpression lber oder unter dem Cut-Off IRS 6.

Mesothelin| Ovar IRS<6| Ovar IRS>6
n % n %

Netz IRS<6 50 63,3% 4 51%

NetzIRS>6 12 15,2% 13 16,5%

Mesothelin| Ovar IRS<6| Ovar IRS26
n % %

PerIRS<6 34 55,7% 4 6,6%

PerIRS>6 13 21,3% 10 16,4%
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Mesothelin: Verteilung der Expression in Ovar, Netz und Peritoneum
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Abbildung 16: Balkendiagramm zur Verteilung der Expression von Mesothelin in Ovar, Netz und Peritoneum. Die
Balken zeigen wie viele Fdlle in jeweils 0,1,2 und in allen Lokalisationen einen IRS-Score > 6 hatten. Die Zahlen liber
den Balken geben die jeweiligen Absolut- und Prozentwerte an.

Tabelle 10: T-Test fiir verbundene Stichproben zum Expressionsmuster von Mesothelin im Ovar, Netz, Peritoneum
und Lymphknoten. Der Vergleich von Ovar und Netz (p=0,039) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied in der
Expression. Die Expression in Ovar und Peritoneum (p=0,399), sowie Ovar und Lymphknoten (p=0,197) zeigt keinen
Unterschied.

Mesothelin |N  Mittelwert Mittelwertder  95% Konfidenzintervall P-Wert
Abweichung der Differenz (Sig.)

Ovar 79 3,3997 -0,6625 Untere: -1,28925 0,039

Netz 79 4,0622 Obere: -0,3564

Ovar 61 3,9800 -0,3588 Untere: -1,20366 0,399

Peritoneum 61 4,3388 Obere: 0,48606

Ovar 53 3,6758 0,5658 Untere: -0,30363 0,197

Lymphknoten |53  3,1101 Obere: 1,43520

3.3 Infiltrationsstatus der CD3- und CD8-Lymphozyten.

Als Surrogat-Marker fur die Immunantwort auf den Tumor haben wir die
Infiltration von verschiedenen Lymphozytenpopulationen untersucht. Hier ist es,
wiederum fir die Entwicklung einer Immuntherapie, essentiell zu Uberprifen wie
die Lymphozyteninfiltration in den unterschiedlichen Tumor-Lokalisationen
ausfallt.
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Die hierbei untersuchten Lymphozytenpopulationen lieBen folgendes
Infiltrationsmuster erkennen.

CD3-Lymphozyten welche im Epithel des Tumors vorkommen (CD3E, Siehe
Abbildung 17 links), zeigten, bei einem Cut-Off von = 7, insgesamt seltener eine
hohe Infiltration. Im Ovar beispielsweise prasentierten nur 21,2% (33 von 156
Féllen) eine hohe Infiltration von CD3E. In den anderen Lokalisationen verhielt
es sich &hnlich.

Im Gegensatz hierzu zeigten CD3-Lymphozyten welche im Stroma des Tumors
vorkommen (CD3S, Siehe Abbildung 19 rechts), in 55,8% (87 von 156 Fallen)
eine hohe Infiltration im Ovar. Bei der Metastasierung ins Peritoneum war die
Infiltrationsquote mit 82,8% (72 von 87 Fallen), sowie ins Netz mit 95,9% (94

von 98 Fallen), sogar noch hoher.

Da CD8 Lymphozyten insgesamt seltener vorkamen, wahlten wir einen weitaus
niedrigeren Cut-Off bei = 1 Lymphozyt pro HPF.

Die Anzahl der CD8E-Lymphozyten, die Untergruppe der CD8 welche im
Tumorepithel vorkommen, verringerte sich vom Ovar in 71,2% (109 von 153
Fallen), zum Netz in 66,3% (63 von 95 Féllen) und schlief3lich zum Peritoneum
in 43,5% (37 von 85 Féllen).

Invers hierzu verhielt es sich mit den CD8-Lymphozyten, welche nur im
Tumorstroma vorkamen, den CD8S-Lymphozyten. Bei insgesamt ebenfalls
hoher Infiltrationsquote, zeigte sich eine Steigerungstendenz im Anzahl der
Falle mit hoher Infiltration, vom Ovar in 78,4% (120 von 153 Fallen), zum Netz
in 94,8% (92 von 97 Fallen) und schlieZlich im Peritoneum in 97,7% (85 von 87
Fallen) (Siehe Tabelle 11).

Aufgrund der natirlich vorkommenden hohen Lymphozytendichte in den
Lymphknoten, waren diese Farbungen nicht auswertbar. Als Kontrollgewebe
haben wir gesunde Tuben verwendet, in denen man vereinzelte Lymphozyten,

groRtenteils im Epithel erkennen kann (Siehe Abbildung 18).

Zusammenfassend konnten wir beobachten, dass CD3E Lymphozyten eine
geringe, aber homogene Infiltration zeigten. Im Unterschied zu den anderen

Lymphozytenpopulationen (CD8E, CD8S, sowie CD3S Lymphozyten), welche
51



bei insgesamt hdhere Infiltration eine Veranderung der Infiltrationsdichte mit der

Metastasierung zeigten.
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Abbildung 18: Immunhistochemie von CD3E (epitheliale) Lymphozyten aus der Tube als Kontrollgewebe.
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Tabelle 11: Verteilung der verschiedenen Lymphozytenpopulationen in Ovar, Netz und Peritoneum. CD3E: Epitheliale
CD3-Lymphozyten. CD3S: Stromale CD3-Lymphozyten. CD8E: Epitheliale CD8-Lymphozyten. CD8S: Stromale CD8-
Lymphozyten.

Haufigkeiten der Lymphozyten
Ovar Netz Peritoneum
n % n % n %
CD3E niedrig<7 {123 78,80% 68 70,80% 68 79,10%
hoch >7 33 21,20% 28 29,20% 18 20,90%
Gesamt 156 100% 96 100% 86 100%
CD3S niedrig<7 |69 44,20% 4 4,10% 15 17,20%
hoch > 7 87 55,80% 94 95,90% 72 82,80%
Gesamt 156 100% 98 100% 87 100%
CD8E niedrig<1 |44 28,80% 32 33,70% 48 56,50%
hoch > 1 109 71,20% 63 66,30% 37 43,50%
Gesamt 153 100% 95 100% 85 100%
CD8sS niedrig < 1 33 21,60% 5 5,20% 2 2,30%
hoch > 1 120 78,40% 92 94,80% 85 97,70%
Gesamt 153 100% 97 100% 87 100%

3.4 Heterogenitat der Lymphozyteninfiltration im Primartumor und
in den Metastasen

Um die Vergleichbarkeit von Proben unterschiedlichen Ursprungs zu
Uberprufen, ist die Kenntnis um eine mdgliche Heterogenitat der
Lymphozyteninfiltration unerlasslich.

Hierbei haben wir lediglich CD3E- und CD8E-Lymphozyten untersucht, da diese

Populationen den gro3ten Einfluss auf die Prognose zeigten.

CD3E:
Dabei liel3 die Infiltration von CD3E Lymphozyten eine homogene Verteilung in

den Lokalisationen Ovar und Netz in 73,8% (62 von 84 Fallen) und in den
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Lokalisationen Ovar und Peritoneum sogar in 80,8% (59 von 84 Fallen),
erkennen (Siehe Tabelle 12).

Beim Vergleich aller drei Lokalisationen miteinander konnten wir in 63,4% (26
von 41 Fallen) eine homogen niedrige Infiltration feststellen (Siehe Abbildung
20).

Eine signifikante lineare Korrelation zeigte sich bei der Infiltration von CD3E in
Ovar und Netz (r=0,542, p=0,000), sowie Ovar und Peritoneum (r=0,385;
p=0,001) (Siehe Abbildung 19).

Beim paarweisen Vergleich (T-Test) der CD3E-Lymphozyten in Ovar und Netz
(n=84), konnten wir einen signifikanten Unterschied beobachten (p=0,001),
wobei die Infiltration im Netz mit 29,2% hoher ausfiel als im Ovar (21,2%)
(Siehe Tabelle 11). In den Lokalisationen Ovar und Peritoneum konnten wir
jedoch eine &hnliche Lymphozyteninfiltration (p=0,526) feststellen. (Siehe
Tabelle 13).

Letztendlich deuten unsere Ergebnisse auf eine homogene Infiltration von
CD3E in den Tumorproben aus dem Ovar, Netz und Peritoneum. Lediglich beim
paarweisen Vergleich mittels T-Test, kann ein Unterschied der Infiltration
zwischen Proben aus dem Ovar und Netz beobachtet werden, wobei dieser

Unterschied durch unsere Fallgruppengrof3e bedingt sein kénnte.
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Abbildung 19: Streudiagramme zur Infiltration von CD3E im Ovar verglichen mit der im Netz und Peritoneum. Die
gelben Linien trennen die Werte iiber und unter dem Cut-Off von 7/HPF.
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Tabelle 12: Kreuztabelle zur Darstellung der Absolut- und Prozentzahl der Fiéille in Ovar und Netz, sowie Ovar und
Peritoneum, welche als Punkte pro gelbem Quadrat in den obigen Streudiagrammen dargestellt sind. Gezeigt
werden die Fdlle der Infiltration von CD3E Lymphozyten welche (iber oder unter dem Cut-Off 7/HPF waren.

CD3E Ovar <7/HPF| Ovar =7/HPF
% %

Per<7/HPF 54  74,0% 5 6,8%

Per>7/HPF 9 12,3% 5 6,8%

CD3E: Verteilung der Infiltration in Ovar , Netz und Peritoneum

CD3E Ovar <7/HPF| Ovar >7/HPF
% n %
Netz < 7/HPF 53 63,1% 6 7,1%
Netz > 7/HPH 16 19,0% 9 10,7%
30 26
63,4%

Haufigkeit

0 Lokalisationen

1 Lokalisation

Hohe CD3E-Infiltration

2 Lokalisationen

Abbildung 20: Balkendiagramm zur Verteilung der Infiltration von CD3E in Ovar, Netz und Peritoneum. Die Balken
zeigen wie viele Fdlle in jeweils 0,1 und 2 Lokalisationen eine Infiltration von > 7 CD3E/HPF hatten. Es gab keine Fdlle

die eine hohe CD3E-Infiltration in allen drei Lokalisationen zeigten. Die Zahlen tiber den Balken geben die jeweiligen
Absolut- und Prozentwerte an.

Tabelle 13: T-Test fiir verbundene Stichproben zur Heterogenitdt der Infiltration von CD3E Lymphozyten in den

Primédrtumoren des Ovars und den Metastasen in Netz und Peritoneum.

CD3E N Mittelwert Mittelwert der 95% Konfidenzintervall ~ P-Wert
Abweichung der Differenz (Sig.)

Ovar 84 4,3875 -4,05893 Untere: -6,32463 0,001

Netz 84 8,4464 Obere: -1,79323

Ovar 73 4,3464 -0,61018 Untere: -2,51976 0,526

Peritoneum |73 4,9566 Obere: 1,29939
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CD8E:

Die Infiltration von CD8E im Tumorgewebe zeigte in 71,4% (59 von 83 Fallen)
eine homogene Auspragung in den Lokalisationen Ovar und Netz, sowie in
72,5% (45 von 83 Fallen) im Ovar und Peritoneum (Siehe Tabelle 14).

Beim Vergleich der drei Lokalisationen Ovar, Netz und Peritoneum miteinander,
konnten wir in 50% (20 von 40 Fallen) eine Homogene Infiltration von CD8S8E
feststellen (Siehe Abbildung 22).

Eine signifikante lineare Korrelation konnten wir bei der Infiltration von CD8E im
Ovar und Netz (r=0,271; p=0,013), sowie Ovar und Peritoneum (r=0,319;
p=0,006) beobachten (Siehe Abbildung 21).

Auch der paarweise Vergleich mittels T-Test ergab bei CD8E Lymphozyten in
Ovar und Netz (n=84), sowie Ovar und Peritoneum (n=72), keinen signifikanten
Unterschied (p=0,257 und p=0,102). Demnach scheint sich die Infiltration von
CDS8E in diesen beiden Lokalisationen nicht zu unterscheiden (Siehe Tabelle
15).

Abschliel3end kdnnen wir also sagen, dass CD8E Lymphozyten homogen in der
Infiltration sind, wenn man zwei Lokalisationen miteinander vergleicht. Mochte
man jedoch Proben von allen drei Lokalisationen miteinander vergleichen, muss

man in 50% mit einem abweichenden Ergebnis rechnen.

r (Pearson) = 0,271

20,00
p=0,013

30,00

25,00

15,00

20,00

10,00

CDB8E Netz
T
CD8E Peritoneum

10,00
5,00

5,00

<
i 5 | % r [Pearson) = 0,319
o0 o0 p=0,006
o

T T T T
500 10,00 15,00 20,00 25,00

0o 2,00 4,'nn s,'nn 3"nn m"nn 12100
CDSE Ovar CDBE Ovar

Abbildung 21: Streudiagramme zur Infiltration von CD8E im Ovar verglichen mit der im Netz und Peritoneum. Die
gelben Linien trennen die Werte liber und unter dem Cut-Off von 1/HPF.
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Tabelle 14: Kreuztabelle zur Darstellung der Absolut- und Prozentzahl der Félle in Ovar und Netz, sowie Ovar und
Peritoneum, welche als Punkte pro gelbem Quadrat in den obigen Streudiagrammen dargestellt sind. Gezeigt
werden die Fdlle der Infiltration von CD8E Lymphozyten welche liber oder unter dem Cut-Off 1/HPF waren.

CDS8E

Ovar < 1/HPF

Ovar >1/HPF

Netz < 1/HPF
Netz > 1/HPF

n % n
15 18,1%
10 12,0%

%
14 16,9%
44 53,0%

CDSE Ovar <1/HPF| Ovar >1/HPF
n % %

Per< 1/HPF 19 26,4% 22 30,6%

Per>1/HPF 5 6,9% 26 36,1%

CDBE: Verteilung der Infiltration in Ovar, Netz und Peritoneum

12,54

10,0

7.5

Haufigkeit

2,5

0,0

0 Lokalisationen

1 Lokalisation

14

2 Lokalisationen

Hohe CD8E-Infiltration

3 Lokalisationen

Abbildung 22: Balkendiagramm zur Verteilung der Infiltration von CD8E in Ovar, Netz und Peritoneum. Die Balken
zeigen wie viele Fille in jeweils 0, 1, 2 und in allen Lokalisationen eine Infiltration von > 1 CD8E/HPF hatten. Die
Zahlen tiber den Balken geben die jeweiligen Absolut- und Prozentwerte an.

Tabelle 15: Homogenitdt der Infiltration CD8E-positiver Lymphozyten in den Primdrtumoren des Ovars und den
Metastasen in Netz und Peritoneum. T-Test fiir verbundene Stichproben.

CD8E N Mittelwert Mittelwertder  95% Konfidenzintervall P-Wert
Abweichung der Differenz (Sig.)

Ovar 84 2,4742 -0,57940 Untere: -1,58911 0,257

Netz 84 3,0536 Obere: 0,43030

Ovar 72 2,7318 -0,59755 Untere: -0,12125 0,102

Peritoneum | 72 2,1343 Obere: 1,31634
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3.5 Uberlebensanalyse

In den nachsten Abschnitten haben wir die prognostische Bedeutung der
Tumorantigene CA-125 und Mesothelin, sowie der Infiltration von CD3 und CD8
positiven Lymphozyten erforscht. Als letzten Schritt haben wir diese Faktoren in
Korrelation zueinander gesetzt, um ebenfalls Aussagen Uber die Prognose

machen zu kénnen.

3.5.1 Wie beeinflussen CA-125 und Mesothelin das Uberleben?

Wir haben die prognostische Bedeutung dieser zwei Antigene erforscht, indem
wir zum einen die Expression im Ovar und zum anderen die

Expressionsverteilung in allen Lokalisationen untersucht haben.

Unsere Analysen der Tumorantigene CA-125 und Mesothelin im Ovar ergaben
keinen statistisch signifikanten Einfluss auf das Uberleben.

Die Funfjahresiberlebensrate stieg lediglich von 23,2% bei niedriger CA-125-
Expression, auf 35,6% bei hoher Expression im Ovar (p=0,083; Siehe
Abbildung 23, links). Die Mesothelinexpression im Ovar zeigte hingegen eine
Verringerung der Funfjahresuberlebensrate von 39,6% bei niedriger, auf 29,9%
bei hoher Expression (p=0,252; Siehe Abbildung 24, links).

Des Weiteren haben wir analysiert wie sich die Uberlebensdaten verandern, je
nachdem in wie vielen Lokalisationen eine hohe Expression von CA-125 und
Mesothelin vorhanden war. Auch diese Analyse zeigte keine statistische
Signifikanz, weder fur CA-125 (p=0,548) noch fur Mesothelin (p=0,103) (Siehe
Abbildungen 23 und 24, rechts).

Allerdings konnten wir eine Verbesserung der Finfjahrestberlebensrate von
0% auf 27,6% beobachten, wenn CA-125 in mehr als einer Lokalisation hoch
exprimiert war. Invers dazu konnten wir eine Verschlechterung der

Funfjahrestberlebensrate von 32,5% auf 0% beobachten bei hoher
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Mesothelinexpression in dber einer Lokalisation. Bedingt durch unsere

Fallgruppengrof3e konnten wir jedoch keine statistische Signifikanz feststellen.

Wir haben demnach die Beobachtung gemacht, dass eine niedrige
Mesothelinexpression, bzw. hohe CA-125 Expression in allen Lokalisationen,
mit einem verbesserten Uberleben einherzugehen scheint, obwohl von keiner

statistischen Signifikanz gesprochen werden kann.

CA-125: Uberlebensfunktion im Ovar CA-125: Uberlebensfunktion in Ovar, Netz und Peritoneum
104 RS <4 10 70 und 1 Lokalisation hoch
! | RS =4 ! 2 undl 3 Lokalisationen
hoch
0,5 05
-
c c
a @
a 05 o 057
a a
T T
a a
o -]
P} 1 pm }
£ os § os
X X
0,29 0,29
+ -
0,04 Sig. (Log Rank) p=0,083 0,09 sig. (Log rank) p=0,548
T T T T T T T T T T T T T T
[u] 20 40 &0 80 100 120 a 20 40 &0 =in] 100 120
Overall Survival Overall Survival

Abbildung 23: Kaplan-Meier Uberlebenskurve fiir die CA-125 Expression im Ovar (links), sowie in Ovar, Netz und
Peritoneum (rechts).
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Mesothelin: Uberlebensfunktion im Ovar Mesothelin: Uberlebensfunktion in Ovar, Netz und Peritoneum

_ —TRS <6 a —10und 1 Lokalisation hoch
0 IRS = 6 10 2 und 3 Lokalisationen

LT —| . hoch

0,89 I] 084 l

L
06 | 0,64

Kum. Uberleben
¥
Kum. Uberleben
+

0.2 021

0.0 Sig. (Log Rank) p=0,252 0,07 Sig. (Log Rank) p=0,103

T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 G0 a0 100 120 o] 20 40 60 an 100

Overall Survival Overall Survival
Abbildung 24: Kaplan-Meier Uberlebenskurve fiir die Mesothelin Expression im Ovar (links), sowie in Ovar, Netz und
Peritoneum (rechts).

3.5.2 Wie beeinflusst die Lymphozyteninfiltration das Uberleben?

Wir haben die prognostische Bedeutung der epithelialen und stromalen CD3-
und CD8-Lymphozyteninfiltration untersucht. Dabei wurde jede Lokalisation
einzeln betrachtet. Um, in Anlehnung an den Immune-Score von Galon (Galon
et al., 2012b), alle Lokalisationen in ihrer Infiltration zu beriicksichtigen, musste

mit einer groReren Fallgruppe gearbeitet werden.

Bei hoher Infiltration von CD3E im Ovar konnte ein positiver Einfluss auf die
Prognose nachgewiesen werden (p=0,003 Log Rank). Das
Funfjahrestberleben bei hoher CD3E-Infiltration lag bei 58,1% (10-Jahres-
Uberleben 51,6%) verglichen mit 27,9% (10-Jahres-Uberleben 9,8%) bei
niedriger CD3E-Infiltration (Siehe Abbildung 25). Die anderen Lokalisationen
lieBen einen ahnlichen Trend beobachten, jedoch waren die Fallgruppen zu

klein um eine statistische Signifikanz zu erzielen.
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Die Populationen der stromalen CD3, sowie der stromalen und epithelialen CD8
lieBen in allen Regionen, bei unserer FallgruppengrofRe, keine prognostische

Relevanz erkennen.
Abschlieend konnten wir also zeigen, dass nur die CD3E-

Lymphozyteninfiltration im Ovar einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben
hat (Siehe Tabelle 16).

CD3E: Uberlebensfunktion im Ovar

i —ICD3E Low
10 ~ICD3E High
0,8
=
[ 1]
o 05
2
[
[ 1]
K=}
f
E 04+
¥
-
0,24 ‘—|
0,07 P=0,003 Log Rank
T T T T T T T
0 20 40 &0 80 100 120

Overall Survival

Abbildung 25:Kaplan-Meier Uberlebenskurve von CD3E mit hoher und niedriger Lymphozyteninfiltration im Ovar. Die
rote Kurve zeigt die Fdlle mit hoher und die blaue mit niedriger Lymphozyteninfiltration. Mit p=0,003 besteht eine
statistische Signifikanz.
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Tabelle 16: Uberlebenstabelle nach Kaplan Meier bei hoher und niedriger Lymphozyteninfiltration in Ovar, Netz und

Peritoneum. Med. Uberl. = Medianes Uberleben; Sig. LR = Signifikanz Log Rank; 5, 10 Jahre = Uberleben zu diesem

Zeitpunkt.

Uberlebenstabelle nach Infiltrationsdichte
der verschiedenen Lymphozytenpopulationen

Ovar Uberleben

N |5Jahre [10Jahre |Med. Uberl. |[Sig.LR
CD3E Low 122 127,9% 0,0% 30 Monate 0,003
CD3E High 33 51,6% 51,6% /
CD3S Low 68 28,8% 11,2% 31 Monate 0,513
CD3S High 87 [35,9% 22,1% 34 Monate
CDS8E Low 43 22,2% 0,0% 26 Monate 0,182
CD8E High 109 |49,2% 19,7% 34 Monate
CDS8S Low 33 18,0% 12,0% 34 Monate 0,32
CD8S High 119 |38,5% 20,2% 33 Monate
Netz Uberleben

N ([5Jahre [10Jahre |Med. Uberl. [Sig.LR
CD3E Low 64 20,9% 0,0% 27 Monate 0,581
CD3E High 26 |31,7% 21,1% 30 Monate
CD3S Low 4 0,0% 0,0% 46 Monate 0,859
CD3S High 88 29,7% 0,0% 28 Monate
CDS8E Low 31 21,5% 21,5% 29 Monate 0,804
CDS8E High 58 (30,1% 0,0% 29 Monate
CDS8S Low 5 0,0% 0,0% 42 Monate 0,866
CD8S High 86 [31,2% 0,0% 28 Monate
Peritoneum Uberleben

N |5Jahre [10Jahre |Med. Uberl. |[Sig.LR
CD3E Low 63 23,2% 12,4% 24 Monate 0,866
CD3E High 16 29,0% 29,0% 23 Monate
CD3S Low 14 127,8% 0,0% 24 Monate 0,848
CD3S High 66 (23,1% 23,1% 25 Monate
CD8E Low 45 15,2% 0,0% 23 Monate 0,181
CDS8E High 34  (33,9% 33,9% 25 Monate
CDS8S Low 1 / / / 0,910
CD8S High 79  124,7% 16,9% 25 Monate
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3.5.3 Wie beeinflusst die CA-125-Expression in Korrelation mit der
Lymphozytendichte das Uberleben?

Wie bereits erwahnt, haben die Patientinnen mit hoher CD3E-
Lymphozyteninfiltration im Ovar bisher die beste Prognose. Diese Gruppe lasst
sich nochmals in zwei Gruppen aufteilen, ndmlich nach hoher und niedriger CA-
125-Expression. Fir sich alleine zeigte die CA-125 Expression keine
prognostische Relevanz, aber in Korrelation mit hoher CD3E-
Lymphozyteninfiltration konnten wir eine Gruppe von Langzeitiiberlebern
feststellen (Siehe Abbildung 26). Diese Aufteilung in Gruppen haben wir in allen

Lokalisationen untersucht.

In der Gruppe mit hoher CA-125 Expression und gleichzeitig hoher CD3E
Infiltration im Ovar (n=25) war das Funfjahresuberleben bei 66,8%
(Zehnjahresuberleben 58,4%). Im direkten Vergleich hierzu war bei einer
niedrigen CA-125 Expression bei gleichzeitig hoher CD3E Infiltration das
funfjahresuberleben bei 25,0% (Siehe Tabelle 17). Allerdings kann man hier nur
von einem Trend sprechen, da durch die zu geringe Fallzahl keine statistische

Relevanz (p=0,183) gegeben ist.

Im Netz und Peritoneum haben wir denselben Zusammenhang zwischen CA-
125-Expression und CD3E-Lymphozyteninfiltration untersucht., allerdings
waren die Fallzahlen noch geringer, sodass eine statistische Auswertung nicht

maoglich war.
Zusammenfassend konnten wir also ein verbessertes Uberleben feststellen,

wenn im Ovar eine hohe Infiltration von CD3E und eine hohe Expression von
CA-125 vorhanden war.
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Tabelle 17: Uberlebenstabelle nach CA-125-Expression und CD3E.Infiltration im Ovar. Med. Uberl. = Medianes
Uberleben; Sig. LR = Signifikanz Log Rank; 5, 10 Jahre = Uberleben zu diesem Zeitpunkt.

Uberlebenstabelle CA-125 und CD3E

Ovar N |[5-JUR [10-JUR |Med. Uberl.|Sig. Log rank

CD3Elow + |14 28,6% 0,8% 34 Monate 0,190

CA-125 Low

CD3E Low + |108 21,4% 10,7% 13 Monate 0,190

CA-125 High

CD3E High +|8 25,0% / 30 Monate 0,183

CA-125 Low

CD3EHigh+|25 66,8% 584% |/ 0,183

CA-125 High
CA-125: Uberlebensfunktion bei niedriger CA-125: Uberlebensfunktion bei hoher
CD3E-Infiltration im Ovar CD3E-Infiltration im Ovar

E 0.4 E 0,4+

0,0 P =0,190 Log Rank oo+ P=0,183 Log Rank

U ’ “UC‘.l\f'eraII5:ur\f'i\.'alaEl - - i ? 40(::i\.veralISDSur\.vi\.raI80 " -

Abbildung 26: Kaplan-Meier Uberlebenskurve von CA-125 im Ovar mit niedriger (rot) und hoher (griin) Expression bei
niedriger CD3E-Infiltration (links) und hoher CD3E-Infiltration (rechts).

3.5.4 Wie beeinflusst die Mesothelin-Expression in Korrelation mit
der Lymphozytendichte das Uberleben?

Die Untersuchung der Mesothelinexpression konnte ebenfalls deutlich zeigen,

dass die Patientinnen, welche mit hoher CDS3E-Infiltration eine insgesamt
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bessere Prognose zeigen, je nach Mesothelin-Expressionsstatus, sich
nochmals stark hinsichtlich ihrer Prognose unterschieden (Siehe Abbildung 27).

Hier verhalt sich die Prognose invers zu der von CA-125 im Primartumor. Die
Gruppe der Langzeitiiberleber weist eine niedrige Expression von Mesothelin
bei hoher CD3E-Lymphozyteninfiltration auf. Das Funfjahresuberleben betragt
in dieser Gruppe 76,0% (Zehnjahresuberleben 67,6%), im Gegensatz zu 0% bei
hoher Mesothelinexpression und gleichzeitig hoher CD3E Infiltration (Siehe
Tabelle 18). Mit p=0,000 kdnnen wir auch von einer deutlichen statistischen

Signifikanz sprechen.

Im Netz und Peritoneum haben wir denselben Zusammenhang untersucht.,
allerdings waren die Fallzahlen noch geringer, sodass eine statistische
Auswertung, wie bei CA-125, nicht moglich war.

AbschlieRBend konnten wir also ein verbessertes Uberleben bei Patientinnen mit

hoher CD3E-Infiltration und niedriger Mesothelinexpression feststellen.

Tabelle 18: Uberlebenstabelle nach Mesothelin-Expression und CD3E-Infiltration. Med. Uberl. = Medianes Uberleben;
Sig. LR = Signifikanz Log Rank; 5, 10 Jahre = Uberleben zu diesem Zeitpunkt.

Uberlebenstabelle Mesothelin und CD3E

Ovar N |5-JUR |10-JUR |Med. Uberl.|Sig. Log rank
CD3ElLow + |83 28,9% 15,1% 30Monate 0,694

MSLN Low

CD3E Low + |27 34,0% 0,9% 43 Monate 0,694

MSLN High

CD3E High+|25 76,0% 67,6% |/ 0,000

MSLN Low

CD3EHigh+|5 0,0% 0,0% 17 Monate 0,000

MSLN High
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Uberlebensfunktionen Uberlebensfunktionen
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Abbildung 27: Kaplan-Meier Uberlebenskurve von Mesothelin im Ovar mit niedriger (rot) und hoher (griin)
Expression bei niedriger CD3E-Infiltration (links) und hoher CD3E-Infiltration (rechts).



4. Diskussion

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass das Expressionsprofil von CA-125 und
Mesothelin in HGSC, kombiniert mit der Tumor-infiltration von CD3E-
Lymphozyten, einen wesentlichen Einfluss auf die Prognose der Patientinnen
hat und zudem, dass diese Antigene als madgliche Ziele zukunftiger
Immuntherapien dienen kénnen.

In den meisten Féllen der Primartumoren und Metastasen, in Uber 85%, war
das  Tumorantigen CA-125 hoch  exprimiert,  wohingegen die
Mesothelinexpression in deutlich weniger Féallen, unter 40,2%, hoch ausfiel.
AulRerdem haben wir, in unterschiedlichen Bereichen innerhalb des
Primartumors und der Netzmetastasen, eine homogene Expression von CA-125
und Mesothelin festgestellt. Wird die Expression dieser zwei Antigene in allen
Tumorabsiedlungen verglichen, konnten wir jedoch eine teilweise Heterogenitét
nicht ausschlieRen. Diese Tumorantigene zeigten, fur sich alleine, keine
prognostische Relevanz. Eine hohe Infiltration von CD3E-Lymphozyten im
Primartumor, in 21,2% der Félle, hingegen zeigte eine deutlich verbesserte
Funfjahrestberlebensrate, verglichen mit Patientinnen mit niedriger
Lymphozyteninfiltration (p=0,003). Noch beeindruckender verbesserte sich die
Uberlebensrate, wenn zusétzlich zu hohen TILs noch eine Uberexpression von
CA-125 (nicht signifikant mit p=0,183), oder invers dazu eine niedrige
Expression von Mesothelin (signifikant mit p=0,000), hinzukam.

In den wenigen bisherigen Studien zu Expressionsprofilen von Tumorantigenen
im Primartumor des Ovars, konnte gezeigt werden, dass CA-125 im Grol3teil
der serésen Ovarialkarzinome Uberexprimiert wird und dass sich die Expression
in den low-grade- genauso wie in den high-grade Entitaten ahnlich prasentiert
(Kobel et al., 2008, Loy et al., 1992, Lagendijk et al., 1998, Hggdall et al., 2007).
Die physiologische Expression von CA-125 im Epithel von verschiedenen
Organen, wie z.B. der Cornea, Conjunctiva, dem Respirationstrakt und der

weiblichen Geschlechtsorgane fallt dabei wesentlich niedriger aus als die
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Uberexpression im HGSC (Haridas et al., 2014). Um diesen Unterschied zu
berticksichtigen wahlten wir einen hoheren Cut-Off (IRS-Score 4) als in den
meisten momentanen Studien und konnten trotzdem eine CA-125-
Uberexpression in tber 85,4% (134 von 157 Fallen) der Primartumore
beobachten.

Auch die Mesothelinexpression zeigt sich in low- sowie in high-grade Entitaten
homogen (Kébel et al., 2008), wobei wir nur in 23,4% (33 von 141 Féllen) der
Primartumore eine starke Féarbung beobachten konnten. Die in der
momentanen Literatur als hoher beschriebenen Fallzahlen positiver
Mesothelinexpression (Chang et al., 1992, Ordoéfiez, 2003, Hassan and Ho,
2008, Hassan et al., 2005), kann durch unseren hoheren cut-off Wert (IRS-
Score 6), sowie durch unsere spezifischere Untersuchung nur der high-grade
serbsen Ovarialkarzinome, erklart werden. Verglichen mit gesundem Gewebe,
z.B. des Perikards, der Pleura oder des Peritoneums, und allen anderen bisher
untersuchten Karzinomen, zeigt das Mesothelin auf mMRNA- und Proteinebene,
die hochste Expressionsrate im serdsen Ovarialkarzinom und ebenfalls im
serdsen Pankreaskarzinom (Frierson Jr et al., 2003).

Die high- und low-grade Entitat des serdsen Ovarialkarzinoms zeigt ein
ahnliches Antigenexpressionsmuster von Mesothelin und CA-125. Diese
Beobachtung trifft jedoch nicht fur alle Antigene zu. Untersuchungen vieler
anderer  Antigene haben ergeben, dass ausgehend von den
Entstehungstheorien, von zwei unterschiedlichen Erkrankungen ausgegangen
werden sollte und dass diese zwei Typen, genauso wie das muzindse,
klarzellige und endometrioide Ovarialkarzinom, ein ansonsten unterschiedliches
Antigenexpressionsmuster aufweisen (Gilks et al., 2008, Kbbel et al., 2008).

Als Verlaufsparameter hat sich der Biomarker CA-125 im Serum bewahrt, da es
aufgrund der signifikanten Korrelation mit der CA-125-Expression im
Tumorgewebe (p<0,0001), als Surrogat-Parameter flr die Tumormasse
verwendet werden kann (Hggdall et al., 2007). Allerdings ist auch hier die
genaue Entitdt des Tumors wichtig zu beachten, da jede Entitat eine andere
Neigung hat CA-125 zu exprimieren (Gilks et al., 2008, Mircea et al., 2009). Das
ser6se Ovarialkarzinom steht, bei einer Studie zur Untersuchung positiver
Expression von CA-125 (n=584 Falle), mit 85% an erster Stelle, gefolgt vom

papillaren (68%), dem endometrioiden (65%), dem klarzelligen (40%) und dem
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undifferenzierten Karzinom (36%). An letzter Stelle steht mit niedrigster
Expression das muzindse Karzinom mit nur 12% (Hggdall et al., 2007).

In unserer Studie haben wir neben der CA-125- und Mesothelin-Expression im
Primartumor auch die der Metastasen untersucht. Vergleichbare Arbeiten zum
Ovarialkarzinom liegen nach unserem Wissen momentan noch nicht vor.

Das Tumorantigen CA-125 zeigte eine Uberwiegend hohe Expression in allen
Tumorregionen, mit einer Steigerungstendenz im Prozess der Metastasierung
vom Ovar (85,4%) zum Netz (86,6%), dann zum Peritoneum (94,2%) und
schlie3lich zu den Lymphknoten (98,4%).

Die Mesothelinexpression zeigte in deutlich weniger Fallen eine
Uberexpression, bei einer Steigerung der Expression vom Ovar (23,4%), zu den
Lymphknoten (29,2%), zum Netz (34,0%) und schlieBlich zum Peritoneum
(40,2%).

Diese Dynamik kénnte Ausdruck der steigenden MUC16-Mesothelin-Interaktion
sein, welches die Metastasierung zu beglnstigen scheint (Gubbels et al.,
2006a).

Um eine zuverlassige Vergleichbarkeit von Proben unterschiedlichen Ursprungs
zu gewabhrleisten, ist das Wissen um die Verteilung der Tumorantigene
essentiell. Dabei haben wir zwischen zwei morphologisch und vom
Wachstumsverhalten sehr unterschiedliche Tumorbereiche unterschieden, dem
Tumorzentrum und der Tumorperipherie (Infiltrationsfront).  Dieselbe
morphologische Differenzierung wurde erstmals von Galon et al. als ,invasive
margin“ (IM) und ,center of tumor® (CT) beschrieben, da sich hier die meisten
Immunzellinfiltrate befinden. (Galon et al., 2012a). In diesen Regionen ist die
Expression von CA-125 im Primartumor des Ovars (n=131; p=0,274 T-Test)
und in den Metastasen des Netzes (n=79; p=0,086 T-Test) homogen. Die
Mesothelinexpression, welche wir ausschlielich in den Netzmetastasen
untersucht haben, war in diesen Regionen ebenfalls homogen (n=80; p=0,909
T-Test). Wir kdbnnen daher feststellen, dass es bei unserer Stichprobengrof3e im
Mittel keinen Unterschied macht von wo Proben zur Untersuchung der CA-125-
und Mesothelinexpression innerhalb des Ovars oder der Netzmetastasen

gewonnen werden.
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Um mogliche Angriffspunkte einer Immuntherapie zu eruieren, ist es ebenfalls
wichtig, zu untersuchen ob sich die Antigenexpression in den Metastasen einer
Tumorerkrankung veréandert.

Eine homogene Expression des Antigens CA-125 konnten wir in 86,1% (74 von
86 Fallen) in Ovar und Netz und in 89,2% (66 von 74 Fallen) in Ovar und
Peritoneum, feststellen. In 72,1% (34 von 47 Fallen) war die Expression in allen
drei Lokalisationen homogen. Bei weiteren statistischen Analysen kénnen wir
jedoch eine teilweise Heterogenitat in Ovar und Lymphknoten (r=0,223
Korrelationsanalyse; p=0,090), sowie Ovar und Peritoneum (p=0,000 T-Test;
n=74) nicht ausschlieBen. Unter Berucksichtigung unserer FallgruppengréfRe
misste diese Erkenntnis jedoch mit gro3eren Fallgruppen tberprift werden.
Homogenitat bei der Expression von Mesothelin, konnten wir in 79,8% (63 von
79 Fallen) in Ovar und Netz, sowie in 72,1% (44 von 61 Fallen) in Ovar und
Peritoneum, feststellen. Beim Betrachten aller drei Lokalisationen war die
Expression in 64,9% (24 von 37 Fallen) homogen. Aul3erdem konnten wir in
allen Lokalisationen, Ovar und Netz (r=0,650; p=0,000), Ovar und Peritoneum
(r=0;425; p=0,000), sowie Ovar und Lymphknoten (r = 0,359; p = 0,008), eine
lineare Korrelation erkennen. Allerdings kdnnen wir eine Heterogenitat in den
Lokalisationen Ovar und Netz (p=0,039 T-Test; n=79) nicht ausschliel3en.

Wir koénnen hiermit also zeigen, dass es keinen Unterschied macht wo
innerhalb des Primartumors oder einer Netzmetastase eine Stichprobe
gewonnen wird, dass es aber einen Unterschied machen koénnte, ob eine

Stichprobe aus einer Metastase mit einer aus dem Primartumor verglichen wird.

Die anfangs beschriebene Divergenz zwischen high- und low-grade Entitat
schlagt sich ebenfalls in der Untersuchung der prognostischen Bedeutung des
Expressionsmusters von CA-125 und Mesothelin, nieder. Es konnte gezeigt
werden, dass im HGSC eine hohe CA-125 Expression mit einer signifikant
gunstigeren Prognose und eine niedrige mit einer schlechteren Prognose
(p=0,0003) einhergeht (Haggdall et al., 2007). Im low-grade serésen Karzinom
konnte kein Zusammenhang beobachtet werden. Wir konnten in unserem
Kollektiv hingegen keinen signifikanten Einfluss (p= 0,083) von CA-125 im
HGSC auf das Uberleben der Patientinnen feststellen, allerdings war unser
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Kollektiv mit 157 Fallen um mehr als die Halfte kleiner. Im Gegensatz zu diesen
beiden Ergebnissen wurde in einer weiteren Studie ein 2-mal ho6heres
Mortalitatsrisiko bei hoher CA-125 Expression, im Vergleich zu keiner
Expression, festgestellt (de la Cuesta et al., 1999). Diese Aussage hat jedoch
ihre Limitation da die Fallgruppe mit 50 EOC sehr klein ist und zudem aus
unterschiedlichen Entitaten besteht. Wenn wir davon ausgehen, dass eine hohe
CA-125-Expression im Tumor eine gunstigere Prognose bedingen kdnnte,
wirde es zu der Annahme passen, dass dieses Tumorantigen das
Immunsystem zu einer starkeren Immunantwort gegen den Tumor anregen

kann.

Yen et al. haben in einer Studie mit 167 high-grade und 31 low-grade serésen
Ovarialkarzinomen die Mesothelinexpression in  den  Primartumoren
immunhistochemisch untersucht und mit dem Uberleben korreliert. Eine Gruppe
von 105 dieser Patienten mit optimalem chirurgischem Ergebnis und
postoperativer Chemotherapie wurden aufgeteilt in zwei Gruppen, eine mit
diffuser und starkerer Mesothelinexpression (n=29) und eine mit niedrigerer,
fokaler Expression (n=76). Das Mediane Uberleben der ersten Gruppe war mit
60 Monaten signifikant besser als das der zweiten Gruppe mit 34 Monaten
(p=0,023) (Yen et al., 2006). Dieses Ergebnis konnten wir mit unserer Arbeit
nicht verifizieren. Wir haben sogar einen gegenteiligen Effekt beobachtet. Bei
hoher Mesothelinexpression (33 von 144 Fallen) beobachteten wir eine
Funfjahrestberlebensrate von 39,6%, im Gegensatz zu 29,9% bei niedriger
Expression (108 von 144 Fallen), allerdings ohne statistische Signifikanz
(p=0,252). Diese unterschiedlichen Beobachtungen koénnten damit
zusammenhéngen, dass Yen et al. einen cut-off bei >5% gefarbten Zellen,
vergleichbar mit einem IRS-Score von 1 wahlten, wobei unser cut-off bei IRS 2
6 lag. AulRerdem haben wir keine Falle nach Resektionsstatus ausgeschlossen.
Anhand unseren Ergebnissen erscheint es uns daher sinnvoll, nicht nur nach
dem Vorhandensein einer Mesothelin-Expression zu unterscheiden, sondern
einen cut-off festzulegen der eine stark positive Farbung von einer
schwacheren trennt, da manch gesundes Gewebe Mesothelin in geringeren
Mengen ebenfalls exprimieren kann (Hassan et al., 2004). Eine hohe

Mesothelinexpression als negativer Prognoseparameter wirde mit dem
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momentanen Wissensstand einhergehen, da es die Zellmotilitit und

Metastasierung zu begiinstigen scheint (Chang et al., 2012).

Wie schon in einigen Arbeiten beschrieben, scheint die Anzahl, die Zellart und
der Ort von Immunzellinfiltraten, die sog. ,Immune contexture® eine wesentliche
Rolle zum overall- und disease free Survival zu spielen (Galon et al., 2007,
Fridman et al., 2012). Diese Beobachtung wurde erstmals am kolorektalen
Karzinom und spater an vielen anderen Krebserkrankungen, unter anderem
dem Ovarialkarzinom, beschrieben (Pages et al., 2010, Ascierto et al., 2011).
Vor allem T-Lymphozyten (CD3+) und zytotoxische T-Zellen (CD8+), sowie
Memory T-Zellen (CD45R0O+) scheinen dabei einen prognostischen Einfluss zu
haben (Galon et al., 2012a). In unserer Studie haben wir deshalb zusatzlich zu
den Tumorantigenen auch die Infiltration von CD8+ und CD3+ Lymphozyten
untersucht und konnten einen prognostischen Effekt lediglich fur die CD3+-

Lymphozyten im Epithel (CD3E) feststellen.

Wiederum zur exakten Probengewinnung und um mogliche Angriffspunkte einer
Immuntherapie zu eruieren, haben wir deshalb die Verteilung der CD3E-
Lymphozyten, mit einem cut-off bei 2 7 Lymphozyten pro HPF, im Primartumor
und den Metastasen untersucht.

Im Ovar zeigten nur 21,2% (33 von 156 Fallen), im Netz 29,2% (28 von 96
Fallen) und im Peritoneum 20,9% (18 von 86 Féllen) der Falle eine hohe
Infiltration von CD3E-Lymphozyten. Eine homogene Verteilung konnten wir in
den Lokalisationen Ovar und Netz in 73,8% (62 von 84 Fallen) und in den
Lokalisationen Ovar und Peritoneum sogar in 80,8% (59 von 84 Fallen),
feststellen. Beim Vergleich aller drei Lokalisationen miteinander konnten wir in
63,4% (26 von 41 Fallen) eine homogene Infiltration erkennen. Eine signifikante
lineare Korrelation zeigte sich bei der Infiltration von CD3E in Ovar und Netz
(r=0,542, p=0,000), sowie Ovar und Peritoneum (r=0,385; p=0,001). Allerdings
konnten wir in den Lokalisationen Ovar und Netz eine Heterogenitat nicht
vollstandig ausschlie3en (p=0,001 T-Test).

Arbeiten von Galon et al. zum kolorektalen Karzinom zeigten, dass die

Verwendung eines ,Immunoscores®, eine bessere prognostische Aussagekraft
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besitzt als das AJCC/UICC und TNM System (Galon et al., 2012b, Galon et al.,
2012a). Dabei werden einmal im IM und im CT eines Tumors zwei
Lymphozytenpopulationen (CD8+, CD3+ oder CD45RO+) ausgezahlt und in
einem Score von ,I0“ bis ,l4“ eingeteilt. In einer weiteren Studie zum
kolorektalen Karzinom (n= 602) wurde aufgezeigt, dass nur 4,8% der Patienten
mit einem hohen Immunoscore, dagegen aber 72% der Patienten mit einem
niedrigen Immunoscore, nach funf Jahren ein Rezidiv aufzeigten (Pages et al.,
2009). Hier wurden CD8+ und Memory CD45RO T-Lymphozyten ausgezahlt.
Im malignen Melanom wurden ahnliche Beobachtungen gemacht. Erdag et al.
haben in einer Studie 183 Melanom Metastasen untersucht und in 3
Immungruppen untereilt: Gruppe A mit keiner Infiltration von Immunzellen,
Gruppe B mit Immunzellinfiltration ausschlielich in der Nahe von
intratumoralen Gefal3neubildungen und Gruppe C mit diffuser Infiltration. Diese
Gruppen zeigten ein medianes Uberleben von 15, 23 und 130 Monaten (Erdag
et al., 2012).

In Anlehnung an den ,Immunoscore” haben wir unsere Uberlebensanalysen mit
CD3E TILs gerechnet. Die Patientinnen mit hoher CD3E-Infiltration hatten eine
Funfjahrestberlebensrate von 51,6% gegentber einer von 27,9% bei niedriger

Lymphozyteninfiltration (p=0,003).

Diese Uberlebensrate verbesserte sich nochmals auf 66,8%, wenn zusatzlich
zur hohen CD3E-Infiltration noch eine positive Expression von CA-125 vorlag.
Im direkten Vergleich hierzu war bei einer niedrigen CA-125 Expression bei
gleichzeitig hoher CD3E Infiltration das flnfjahrestberleben bei 25,0%. So
konnte also eine Uberexpression von CA-125 gekoppelt mit einer hohen
Lymphozyteninfiltration einen positiven prognostischen Effekt haben, obwohl wir
keine statistische Signifikanz erreichen konnten (p=0,183). Aus dieser
Beobachtung kénnen wir jedoch trotzdem vermuten, dass eine hohe Expression
von CA-125 eine verstarkte anti-tumor-Immunantwort anregen kann. Matsushita
et al. haben bei Fallen mit hoher Infiltration von CD8+ Lymphozyten in
Korrelation mit hoher CA-125 Expression ebenfalls eine verbesserte Prognose
feststellen kdnnen. In dieser Arbeit schien eine hohe CA-125 Expression, wie
bei Hggdall et al., fur sich alleine schon eine bessere Prognose zu haben. Die

durchschnittliche Lymphozyteninfiltration war in CA-125 positiven Tumoren
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aulBerdem hdher als in CA-125 negativen Tumoren (Matsushita et al., 2003). Da
diese Beobachtungen jedoch an einem Kollektiv von nur 31 Fallen, mit 20
Serdsen, 7 Muzindésen und 4 Klarzelligen Karzinomen, gemacht wurden, kann

eine limitierte Aussagekraft vermutet werden.

Auch die Mesothelinexpression haben wir mit dem Vorhandensein von CD3E
TILs korreliert. Die gruppe mit vielen TILs haben wir in zwei weitere Gruppen
nach hoher und niedriger Mesothelinexpression aufgeteilt, und erhielten zwei
prognostisch vollkommen unterschiedliche Krankheitsverlaufe. Die erste
Gruppe hatte eine Funfjahresiiberlebensrate von 0% (Medianes Uberleben 17
Monate), die zweite hingegen eine wesentlich und signifikant bessere Prognose
mit einer Funfjahrestberlebensrate von 67,6% (p=0,000). Somit konnten wir
eine Gruppe von Langzeitiberleber feststellen, ndmlich die mit hohen TILs und
niedriger Mesothelinexpression.

Mit diesen Beobachtungen konnten wir also zeigen, dass eine hohe Infiltration
von CD3E-Lymphozyten, sprich eine starke Immunantwort der Patientin, zu
einem verbesserten Uberleben fihrt. Wenn dazu noch eine hohe CA-125
Expression oder niedrige Mesothelinexpression, also eine bestimmte
Tumorbiologie, vorhanden ist, verbessert sich die Prognose nochmals.

Eine Arbeit von Leong Huei San et al.,, welche anhand genexpressions-
Microarray 4 verschiedene Subtypen (C1, C2, C4, C5) des HGSC beschreibt,
geht mit diesen Beobachtungen einher. Der Subtyp C2 (immunoreaktiver Typ)
zeigt eine hohe T-Zell-Infiltration und eine glnstige Prognose. Der Subtyp C5
(proliferativer Typ) zeigt eine niedrige CA-125-Expression und ist prognostisch
ungunstig. Weiterhin werden noch der Subtyp C1 (mesenchymaler Typ), mit
myofibroblastischer Infiltration und schlechter Prognose und der Subtyp C4
(differenzierter Typ) mit Ahnlichkeiten zu serésen borderline Tumoren und

mittlerer Prognose, beschrieben (San et al., 2015).

Die Grol3e unseres Kollektivs, bestehend aus 157 Patientinnen mit 97-64
Proben dazugehoriger Metastasen, schrankt die Aussagekraft manch unserer

Ergebnisse etwas ein. Vor allem bei Aufspaltung des Kollektivs nach
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Metastasenregion, Status der Antigenexpression sowie der
Lymphozyteninfiltration, waren die einzelnen Gruppen zu klein um verwertbare
statistische Analysen machen zu kénnen.

In unserer Arbeitsgruppe wurden einige Tumorantigene identifiziert, welche im
Ligandom HGSC vorhanden sind. Genauer gesagt, Tumorantigene welche
nicht nur als Protein auf der Zelloberflache, sondern auch auf MHC | und MHC
Il Liganden Uberexpirimiert werden (Schuster et al., 2017). Da wir lediglich die
zwei Antigene mit der héchsten Expression untersucht haben, gabe es noch
weitere Antigene, welche genauer untersucht werden konnten.

Da es sich in unserer Arbeit um eine retrospektive Studie handelt, zeigen
unsere Beobachtungen einen Zusammenhang zwischen verschiedenen
Parametern, wobei wir nicht auf direkte Kausalitdt schlieRen kénnen und
ebenso wenig alle Storfaktoren berlcksichtigen kénnen. Da der Grol3teil der
Patientinnen ebenfalls eine adjuvante Chemotherapie erhielten, kdnnen wir
unsere Beobachtungen nicht auf die reine Tumorbiologie Ubertragen, sondern
missen diese therapeutischen Einflisse bertcksichtigen. Es ware daher von
grof3em Interesse diese Hypothesen mit weiterfiihrenden prospektiven Studien

und einem groReren Kollektiv zu Uberprufen.

Der momentane Wissensstand kann einen Ausblick Gber andere Tumor-
assoziierte Antigene beim epithelialen Ovarialkarzinom liefern:

Der Serologisch Verlauf, sowie der immunhistochemische Nachweis von z.B.
Her2/neu zeigt beim Ovarialkarzinom, im Gegensatz zu seiner wichtigen
klinischen Rolle beim Mammakarzinom, keine prognostische Relevanz
(Hoopmann et al., 2005). MUC-1, respektive CA 15-3 (Van Elssen et al., 2010,
Dong et al., 1997, Wang et al., 2007), Galectin-1 (van den Brile et al., 2003)
und SOX2 (Pham et al, 2013) hingegen werden vom epithelialen
Ovarialkarzinom, im Gegensatz zum gesunden Ovar, Uberexprimiert und
kbnnten somit ein weiteres potentielles Ziel fur eine Immuntherapie darstellen.
Trotz allem gébe es noch genlgend weitere Tumorantigene die in diesem
Zusammenhang untersucht werden kdnnten (Schuster et al., 2017).

Fur zuklnftige Arbeiten ware es aul3erdem interessant die prognostische

Bedeutung der Tumorantigene CA-125, Mesothelin und weitere, fur sich alleine
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weiter zu untersuchen, da die Ergebnisse verschiedener Arbeiten teilweise weit
auseinandergehen.

Wirde die Antigenexpression jedes einzelnen Subtyps der epithelialen
Ovarialkarzinome identifiziert werden, kodnnten perspektivisch exaktere
Verlaufskontrollen, verbesserte screening Methoden, sowie eine genauere

Prognosebestimmung, vorgenommen werden.

Ein gréReres Ziel hingegen kdnnte, in Anlehnung an die Arbeiten von Galon et.
al. zum kolorektalen Karzinom, die Entwicklung eines Immunoscores fur das
HGSC sein (Galon et al, 2006, Galon et al., 2012a). Die genauere
Untersuchung weiterer Lymphozytenpopulationen, beispielsweise CD8+,
CD103+, CD45RO+ und TReg, ware in diesem Zusammenhang ebenfalls
interessant.

Auch der Zusammenhang zwischen Tumorantigenexpression und der
Infiltration von intratumoralen Lymphozyten koénnte zu einer genaueren
Prognosebestimmung, sowie zur Entwicklung spezifischer Immuntherapien
beitragen.

Bisherige Ansatze von Monotherapien verschiedener peptid-Vakzine bei
fortgeschrittenen immunogenen Tumoren konnten lediglich eine limitierte
Wirksamkeit aufzeigen (Rosenberg et al., 2004). Daher wird momentan
verstarkt nach spezifischeren Tumorantigenen gesucht, sowie eine
Verbesserung der Verabreichungsform der Vakzine und der Entwicklung von
Kombinationstherapien mit beispielsweise  Immunmodulatoren  erprobt
(Kandalaft et al., 2011). Beispielsweise wurde eine duale Peptidvakzine mit
tumor-assoziierten Kohlenhydrat- und Muzin-Antigenen entwickelt, in der
Annahme, dass mehrere Angriffspunkte am Tumor zu einer verstarkten
Immunstimulation fihren kann (Zhu et al., 2009). In einer klinischen Studie
wurde die Wirksamkeit, sowie die Nebenwirkungen einer Multipeptidvakzine
aus den Tumorantigenen MAGE-A1l, FBP, und Her2/neu an Patientinnen mit
Ovarial-Ca, Peritoneal-Ca oder Tubenkarzinom erprobt. Die Nebenwirkungen
konnten als sehr gering eingestuft werden, bei trotzdem vorhandener
Immunstimulation gegen die geimpften Antigene (Chianese-Bullock et al.,
2008). Ahnliche Ergebnisse lieferte eine weitere klinische Studie mit der

Verabreichung einer Vakzine mit NY-ESO-1, einem cancer testis Antigen, an
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Patientinnen mit Ovarialkarzinom (Diefenbach et al., 2008). Das Ausmal3 der
Immunstimulation lief3 jedoch noch zu wiinschen ubrig, sodass die Kombination
von Multipeptidvakzinen mit weiteren Immunmodulatoren vielversprechend sein
konnte (Liu et al.,, 2010). Bei Patientinnen mit Ovarial-, Mamma- und nicht-
keinzelligem Bronchial-Ca und entsprechender Uberexpression im
Tumorgewebe, wurde Her2/neu als Vakzine mit einem Adjuvans erprobt und
eine verbesserte Prognose abhangig von der T-Zell-Antwort festgestellt (Disis
et al., 2002).

Daher kann unsere Arbeit ebenfalls einen Beitrag zur Entschliisselung des
Antigenexpressionsmusters in unterschiedlichen Absiedlungen des high-grade
serbésen Ovarialkarzinoms, sowie zur Tumorimmunantwort, liefern. Hieran
kobnnen weitere Arbeiten anknipfen um beispielsweise die personalisierte

Immuntherapie gegen das high-grade serése Ovarialkarzinom voranzutreiben.
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5. Zusammenfassung

Zielsetzung: Das Ovarialkarzinom ist der zweithaufigste gynékologische Tumor
mit der hochsten Letalitdtsrate. Die epithelialen Karzinome machen fast 90%
aller malignen Ovarialtumoren aus. Davon ist das high-grade serdse
Ovarialkarzinom (HGSC), welches von dem low-grade serbsen, dem
endometrioiden, dem klarzelligen und muzinésen Karzinom unterschieden wird,
der haufigste Histotyp. Das Flinfjahresuberleben bei HGSC, welches in dieser
Arbeit untersucht wird, liegt derzeit bei 30-40%.

Das HGSC ist mit der Expression Tumor-spezifischer Antigene, welche vom
Immunsystem erkannt werden, intrinsisch immunogen. In aktuellen Studien
unserer Arbeitsgruppe wurden in umfassenden proteomischen Analysen des
HLA-Ligandoms CA-125 und Mesothelin als die am haufigsten Uberexprimierten
HLA-Liganden identifiziert. In dieser Arbeit haben wir deshalb zum einen das
Expressionsmuster von CA-125 und Mesothelin, sowie die CD3+ und CD8+
tumor infiltrierenden Lymphozyten (TILS) in Primartumor und Metastasen, und

zum anderen deren prognostische Bedeutung, untersucht.

Material und Methoden: Es wurde ein retrospektives Patientinnenkollektiv von
1999-2008, bestehend aus 154 Patientinnen mit HGSC mit Follow-Up Daten
von bis zu 10 Jahren erstellt. Von diesem Kollektiv haben wir Tissue-
microarrays (TMAs) erstellt und immunhistochemische Farbungen von CA-125,
Mesothelin, CD3+ und CD8+ Lymphozyten angefertigt, welche nach einem
semiquantitativen Scoring-System, bzw. Anzahl der Lymphozyten pro HPF,

ausgewertet wu rden.

Ergebnisse: In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass das Expressionsprofil
von CA-125 und Mesothelin in HGSC, kombiniert mit der Tumor-infiltration von
epithelialen CD3+ Lymphozyten (CD3E), einen wesentlichen Einfluss auf die
Prognose der Patientinnen hat.

In Gber 85% der Primartumoren und Metastasen war das CA-125 hoch

exprimiert, wohingegen die Mesothelinexpression in deutlich weniger Fallen, in
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40,2%, hoch ausfiel. Aul3erdem haben wir, in unterschiedlichen Bereichen
innerhalb des Primartumors und der Netzmetastasen, eine homogene
Expression von CA-125 und Mesothelin festgestellt. Wird die Expression dieser
zwei Antigene in allen Tumorabsiedlungen verglichen, lasst sich eine teilweise
Heterogenitat in 27,9% bzw. 35,9% der Falle zeigen. Diese Tumorantigene
zeigten, fur sich alleine, keine prognostische Relevanz. Eine hohe Infiltration
von CD3E-Lymphozyten im Primartumor, in 21,2% der Falle, hingegen zeigte
eine deutlich verbesserte Flnfjahrestiberlebensrate von 58,1% im Gegensatz
zu 27,9% bei Patientinnen mit niedriger Lymphozyteninfiltration (p=0,003).
Diese prognostisch gunstigere Gruppe mit hoher Lymphozyteninfiltration haben
wir nach Antigenexpressionsstatus weiter aufgeteilt:

Die Funfjahresuberlebensrate verbesserte sich nochmals, wenn zusatzlich zu
hohen TILs noch eine Uberexpression von CA-125 (Finfjahresiiberlebensrate
66,8%) hinzukam. Im Vergleich dazu lag bei gleichzeitig niedriger CA-125-
Expression das Funfjahresuberleben bei 25,0% (nicht signifikant mit p=0,183).
Bei niedriger Mesothelinexpression verbessert sich die Prognose der Gruppe
mit hohen TILs nochmals, mit einer Finfjahresuberlebensrate von 76,0% im
Vergleich zu 0% bei hoher Mesothelinexpression (signifikant mit p=0,000).

Schlussfolgerung: Aus unserer Arbeit geht hervor, dass Proben aus
unterschiedlichen Bereichen im Netz und Ovar zuverlassig vergleichbar sind.
Proben aus den Metastasen kdnnen jedoch nicht zuverlassig mit Proben aus
dem Ovar verglichen werden, da wir eine Heterogenitat der Antigenexpression
in einem Teil der Falle zeigen konnten (bei 27,9% fur CA-125 bzw. 35,9% fur
Mesothelin). Diese Heterogenitat ist von Bedeutung, wenn es darum geht
mogliche Angriffspunkte einer Immuntherapie festzustellen. Um den Tumor
einer Patientin ausreichend zu charakterisieren, sollten mehrere Lokalisationen
untersucht werden.

Aus unseren Ergebnissen schlieRen wir weiterhin, dass eine hohe Infiltration
von CD3-positiven Lymphozyten mit einer signifikant besseren Prognose
einhergeht. Durch die zusatzlich hohe Expression von CA-125 verbessert sich
die Prognose nochmals (jedoch ohne statistische Signifikanz), vermutlich durch
die damit verbundene Immunstimulation. Eine zusatzlich  hohe

Mesothelinexpression zeigte sich als negativer Prognoseparameter (statistisch
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signifikant), da es vermutlich durch erhohte Zellmotilitdit und Chemoresistenz
die Metastasierung und Krankheitsprogredienz begtinstigt.

Eine Heterogenitat dieser Parameter in der Expression zwischen
Primartumoren und Metastasen konnte die Aussagekraft dieser Biomarker
beeinflussen, zum Beispiel im Hinblick auf die Entwicklung und den Einsatz von
personalisierten Multipeptidvakzinen.

An diese Ergebnisse konnen weitere Arbeiten anknipfen, um zur
personalisierten Immuntherapie gegen das high-grade serése Ovarialkarzinom

einen Beitrag zu leisten.
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Anhang

FIGO Klassifikation und TNM-Stadium

Tabelle A 1: Einteilung der Ovarialkarzinome nach TNM- und FIGO-Stadien (Prat, 2014).

TNM | FIGO

T1 I Tumor auf die Ovarien beschrankt

Tla Auf ein Ovar beschrankt, Kapsel intakt, Ovarialoberflache
tumorfrei, negative Spulzytologie

T1lb Befall beider Ovarien

Tlc Tumor befallt ein Ovar oder beide Ovarien, mit iatrogene
Kapselruptur, praoperative Kapselruptur, Tumor auf der
Ovarialoberflache oder maligne Zellen im Aszites oder in
der Spulzytologie nachweisbar

T2 Il Tumor auf einem oder beiden Ovarien mit zytologisch
oder histologisch nachgewiesener Ausbreitung in das
kleine Becken oder primares Peritonealkarzinom

T2a Ausbreitung und/oder Tumorimplantate auf Uterus
und/oder Tuben

T2b Ausbreitung auf weitere intraperitoneale Strukturen im
Bereich des kleinen Beckens

T3 1] Tumor auf einem oder beiden Ovarien mit zytologisch
oder histologisch nachgewiesener Ausbreitung aul3erhalb
des kleinen Beckens und/oder retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen

T3a retroperitoneale Lymphknotenmetastasen und/oder
mikroskopische Metastasen aul3erhalb des kleinen
Beckens

T3b makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das

Peritoneum aul3erhalb des kleinen Beckens < 2 cm mit
oder ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen;

schliel3t eine Ausbreitung auf die Leberkapsel und die Milz
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ein

T3c makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das

und/ Peritoneum aul3erhalb des kleinen Beckens > 2 cm mit

oder oder ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen;

N1 schliel3t eine Ausbreitung auf die Leberkapsel und die Milz
ein

M1 | IV Fernmetastasen mit Ausnahme peritonealer Metastasen

Pleuraerguld mit positiver Zytologie

Parenchymale Metastasen der Leber und/oder der Milz,
Metastasen zu auf3erhalb des Abdomens gelegenen
Organen (einschlief3lich inguinaler
Lymphknotenmetastasen und/oder anderer auf3erhalb des
Abdomens gelegener Lymphknotenmetastasen)
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