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1 Einleitung
1.1 Epitheliale Ovarialkarzinome

1.1.1 Systematik und Atiologie

Die Einteilung maligner Tumoren des Ovars ist komplex. Grundsatzlich kann eine
Gliederung nach Ursprungszelle  erfolgen: Epitheliale ~ Tumoren,
Granulosazelltumoren und Keimzelltumoren. Seit 2014 werden die epithelialen
Tumoren des Ovars, der Tuben und des Peritoneums in WHO-KIlassifikation und
FIGO-Klassifikation gemeinsam klassifiziert. Die epithelialen Tumoren lassen
sich histologisch und molekularpathologisch weiter unterteilen: Wie Abbildung 1
zeigt, nehmen Kurman und Shih aufgrund der unterschiedlichen
molekularpathologischen Eigenschaften eine Unterscheidung der epithelialen

Tumoren in Typ 1 und Typ 2 Tumoren vor (Kurman and Shih le, 2016).

Typ 1 Tumoren sind meist indolente langsam wachsende Tumoren und weisen,
in frihen Stadien diagnostiziert, eine gute Prognose auf. Hierzu gehoren, die
histologischen Subtypen low-grade serds, klarzellig, endometrioid, seromuzinds
sowie muzinds. Das muzindse Karzinom zeichnet sich durch aktivierende
Mutationen im K-Ras-Pathway sowie Mutationen im TP53-Gen aus. Bei
muzinosen Malignomen im kleinen Becken sollte stets auch an einen Primarius
aus dem Gastrointestinaltrakt und damit einhergehende pelvine Metastasen
gedacht werden. Die ubrigen Typ 1 Tumoren sind durch ein Fehlen einer TP53
Mutation gekennzeichnet. Als Risikofaktor und Ursprungsgewebe von
klarzelligem, endometrioidem sowie seromuzindsem Karzinom gilt unter
anderem die Endometriose. Haufige Treibermutationen sind Aktivierung im Wnt-
B-Catenin Pathway, Inaktivierung von PTEN, PIK3CA Aktivierung, Inaktivierung
des Chromatin Remodelling tber ARID1A.

Gemall der derzeit fuhrenden Theorie, entstammt das low-grade serdse
Karzinom dem Epithel der Tube, vornehmlich aus dem Bereich des
Fimbrientrichters. Haufige Treibermutationen sind hier aktivierende Mutationen
im K-Ras, MEK, B-Raf, ErbB2 Pathway. Semimaligne Borderline-Tumoren bilden
den Ubergang vom benignen Zystadenom bis hin zum Karzinom. Bei

Diagnosestellung der Borderline-Tumoren liegen haufig nicht-invasive Implants
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vor. Hierbei handelt es sich um Absiedlungen innerhalb des Peritoneums. Bei
haufig diffuser peritonealer Aussaat der Borderline-Tumoren ist die Suche nach
moglichen invasiven oder auch mikro-invasiven malignen Arealen eine
diagnostische Herausforderung aber essenziell fir Diagnostik und Tumorstaging.
Die Diagnose eines Borderline-Tumors muss daher auf3erst sorgfaltig gestellt

werden.

Die Gruppe der Typ 2 Tumoren besteht mehrheitlich aus den high-grade serdsen
Karzinomen (HGSC). Charakteristisch ist hier eine p53 Mutation sowie eine hohe
Zahl genomischer Aberrationen. Der Erkrankungsgipfel liegt eher im spateren
Lebensalter; sie wachsen schnell aber oft symptomfrei und disseminieren frih,
sodass hier die Diagnose in spaten Stadien gestellt wird und die Prognose oft
schlecht ist. Betrachtet man die Statistik der Todesfalle durch Ovarialkarzinome,
so sind 10% der Todesfalle durch die Gruppe der Typ 1 Tumoren bedingt, 90%
durch Typ 2 Tumoren (Kurman and Shih le, 2016).

Typ-1 L..-a
B

TP53 mutation L
Extenshne structural —
genomic variations

Abbildung 1: Schema zur Atiologie der epithelialen Ovarialkarzinome. Charakteristische Mutationen (auf3en)
zugeordnet zu Histotyp (mittlere Bande), sowie der méglichen Vorlduferldsionen (innere Bande). Die Typ 1 Tumoren
(griin, blau und gelb) sind durch ein Fehlen einer TP53 Mutation gekennzeichnet. Héufige Treibermutationen sind
hier KRAS-Mutationen und bei Diagnosestellung hdufig nicht invasive Implants. Typ Il Tumoren (rosa) zeichnen sich
vor allem durch genetische Instabilitét und eine aberrante TP53 Expression aus. Grafik modifiziert nach (Shih et al.,
2021) Nutzung der Grafik mit Erlaubnis des Elsevier-Verlages unter der Lizenznummer 5945400737355.
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1.1.2 Immunhistochemischer Diagnosealgorithmus

Die deutsche S3  Versorgungsleitlinie  Ovarialkarzinom  (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2024) empfiehlt zusatzlich nach Kobel et al. zur
histophathologischen Diagnose  fakultativ die  Anwendung eines
immunhistochemischen Diagnosealgorithmus mit Antikérpern gegen WT1, p53,
Napsin A sowie den Progesteronrezeptor (Kébel et al., 2016), wie Abbildung 2
zeigt. Die Autoren der Primarpublikation empfehlen, jedes Forschungskollektiv
von Ovarialkarzinomen mithilfe des Algorithmus zu stratifizieren, um den
erheblichen tumorbiologischen Unterschieden Rechnung zu tragen und die
mitunter schwierige Diagnosestellung in Bezug auf die Reinheit der Kollektive zu

verifizieren.

WT1

- -+ WT \ aberrant
*. (diffus oder negativ)

.

L o L i
[ - ] [ 1

Progestzromrezeptor | klarzellig| |low-grade| | high-grade
- S N+ serds seros

/ 5
[s &

muzinds endometrioid

Abbildung 2: Diagnosealgorithmus fiir die Verwendung bei der Klassifikation epithelialer Ovarialkarzinome (EOC) auf
Grundlage der Arbeit von Kébel et al. (Kébel et al., 2016). Serése Karzinome lassen sich durch WT1 Positivitdt
identifizieren, HGSC sind zusdtzlich durch eine aberrante p53 Fdrbung definiert. Weiterhin dient Napsin A zur
Identifikation der klarzelligen EOCs. Der Progesteronrezeptor ist nur bei endometrioiden EOCs positiv. Muzinése
EOCs sind durch das Fehlen von WT1, Napsin A sowie des Progesteronrezeptors zu identifizieren. (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2020).
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1.1.3 Epidemiologie

Ovarialkarzinome stehen unter den gynakologischen Malignomen, betrachtet
man die Inzidenz, an dritter Stelle. Im Vergleich zu anderen gynakologischen
Malignomen (die Malignome der Brustdriise mit einbezogen) ist die Mortalitat
innerhalb der Erkrankten jedoch deutlich héher. Das funf Jahres Uberleben (5-
JUL) fir alle Ovarialkarzinomdiagnosen betragt zwischen 35% und 40% (Siegel
et al., 2024). Eine oft sehr spate Diagnose (75% in Stadium 3 oder 4) und hohe
Rezidivraten bzw. haufige frihe Rezidive nach platinbasierten Chemotherapien
tragen zur hohen Mortalitadt bei. Unter den Ovarialkarzinomen ist die mit 50%
(Kurman, 2019) haufigste Entitdt das high-grade serése Karzinom, das auch

Forschungsgegenstand dieser Arbeit ist.

1.1.4 Risikofaktoren

Das Risiko an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, nimmt mit steigendem Alter
zu. Durch Multiparitat sowie durch die Einnahme von oralen Antikontrazeptiva
wird das Risiko reduziert. Im Gegensatz dazu erhoht sowohl eine frihe Menarche
wie eine spate Menopause das Risiko zu erkranken; ebenso wie ein hoher
soziookonomischer Status (Kurman et al., 2019). Im Rahmen des Familiaren
Brust- und Eierstockkrebssyndroms haben Keimbahntragerinnen einer BRCA1/2
— Mutation ein erhohtes Erkrankungsrisiko: Bei einer BRCA1-Mutation besteht
bis zum 69. Lebensjahr ein Risiko von 39%, bei einer BRCA2-Mutation besteht
ein Risiko zwischen 11% und 22% (Deutsche Krebsgesellschaft, 2024).

1.1.5 Diagnostik

Hinsichtlich der Primardiagnose bei V.a. Ovarialkarzinom steht die vaginale
Sonografie an erster Stelle (Deutsche Krebsgesellschaft, 2024). Zur Planung der
Operation kann eine erweiterte Bildgebung herangezogen werden. Keine
bildgebende Methode hat sich in der Vergangenheit als gleichwertig zum
chirurgischen Staging erwiesen. Zudem wird die Operabilitat in der Bildgebung

oft falsch eingeschatzt (Deutsche Krebsgesellschaft, 2024).
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Gynakologische Tumoren werden zusatzlich zur UICC TNM Klassifikation gemaf
der FIGO-Klassifikation gestaged. Die deutsche S3 Leitlinie empfiehlt ein
chirurgisches Staging (Deutsche Krebsgesellschaft, 2024). Vor Beginn einer
(neoadjuvanten) Chemotherapie, welche in Einzelfallen in sehr spaten Stadien
erwogen werden kann, wird eine diagnosesichernde Biopsie empfohlen (Berek
et al., 2018).

1.1.6 Screening und Friiherkennung

Die deutsche S3-Leitlinie empfiehlt, innerhalb der Normalbevdlkerung kein
Screening mittels der Serum CA-125 Werte und/ oder transvaginaler Sonografie
durchzufliihren, da Studien zwar eine Diagnosestellung in frlheren Stadien
nachweisen konnten (Kobayashi et al., 2008, Menon et al., 2009), eine Reduktion
der Mortalitat bislang jedoch nicht stark genug untermauert werden konnte (Buys
et al., 2011, van Nagell et al., 2011, Menon et al., 2009) - auch aufgrund
methodischer Mangel der jeweiligen Studien (Deutsche Krebsgesellschaft,
2024). Verwandten einer am Ovarialkarzinom erkrankten Patientin mit
krankheitsrelevanter pathogenen Keimbahnmutation soll eine prophylaktische
Operation angeboten werden. Screening-Untersuchungen konnten hier weder
die Mortalitat senken, noch eine zuverlassige Diagnose in frlhen Stadien

erreichen (Deutsche Krebsgesellschaft, 2024).

1.1.7 Das High-grade seré6se Karzinom von Ovar, Tube und Peritoneum
Der folgende Abschnitt konzentriert sich auf die Beschreibung des high-grade

serosen Karzinoms.

1.1.7.1 Atiologie

Als Vorlauferlasion der high-grade serésen Karzinome von Ovar, Tube und
Peritoneum gilt ein serdses in-situ Karzinom der Tuben (serbses tubares
intraepitheliales Karzinom = STIC) mit zumeist aberranter TP-53 Expression und
gesteigertem Proliferationsindex (Ki-67 Index oder Mib-1 Signatur (Kurman and
Shih le, 2016, Shih et al., 2021, Kindelberger et al., 2007). Die erworbene TP53
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Mutation gilt als eines der frihesten Ereignisse in der Entstehung von HGSC. In
einer Metaanalyse betrug die Haufigkeit fur ein HGSC 7,1%, nachdem zuvor die
Diagnose STIC gestellt worden war (Linz et al., 2022). Die Inzidenz fur ein STIC
wird aktuell auf zwischen 0,6% bis zu 7% bei BRCA-Tragern geschatzt
(Wethington et al., 2013).

Aus diesem Wissen ergibt sich fur die pathologische Praxis laut deutscher
Leitlinie, dass die Tuben samt Fimbrientrichter extensiv auf das Vorliegen eines
STICs untersucht werden sollen (Deutsche Krebsgesellschaft, 2024). Die
deutsche Leitlinie empfiehlt, dass allen Patientinnen mit geplanter operativer
Hysterektomie eine opportunistische Salpingektomie angeboten werden soll
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2024).

1.1.7.2 Molekulare Subtypen

Genetisch gelten HGSC mit einer Haufung von Chromosomenaberrationen als
sehr instabil, dabei sind neben TP53 wiederkehrende Treibermutationen selten
(Cope et al., 2013). Etwa 13% der HGSC-Patientinnen haben eine
Keimbahnmutation im BRCA1/2 Gen (Cancer Genome Atlas Research, 2011).

Mithilfe von RNA-Analysen des NIH finanzierten Cancer Genome Atlas Research
Network konnten 2011 erstmals vier molekulare Subtypen des HGSC definiert
und anhand ihrer spezifischen Genexpressionsprofile benannt werden: HGSC
vom mesenchymalen Typ, C1; HGSC vom immunoreaktiven Typ, C2; HGSC vom
proliferativen Typ, C4; HGSC vom differenzierten Typ, C5 (Cancer Genome Atlas
Research, 2011). Eine Arbeit der Forschungsgemeinschaft Ovarian Tumour
Tissue Analysis-Konsortiums (OTTA), konnte eine Prognoserelevanz der
Subtypen herausarbeiten: Dabei hatten HGSC vom immunoreaktiven Typ die
beste Prognose gefolgt vom differenzierten, proliferativen und mesenchymalen
Typ (Konecny et al.,, 2014). In einer weiteren Arbeit des OTTA-Konsortiums
bestand ein prognostisch gunstiger Zusammenhang zwischen dem
differenzierten C4 Typ und Langzeitiberleben, besonders wenn die Tumoren
einen hohen Anteil Tumorepithelzellen aufwiesen (Nelson et al., 2024). Die

Autorengruppe merkte an, dass diesem Detail fur das bessere Verstandnis der
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Immunkontrolle im HGSC in weiteren Studien mehr Beachtung geschenkt
werden musse. Die molekularen Subtypen des HGSC haben derzeit jedoch noch
keine klinische Bedeutung und werden in der klinischen Routine nicht bestimmt
(Kurman et al., 2019).

1.1.7.3 Klinik

Der Erkrankungsgipfel liegt fur das HGSC im sechsten bis siebten
Lebensjahrzehnt. Die Diagnose erfolgt meist im spaten Stadium (FIGO Il / V),
da typische Frihsymptome fehlen. Im fortgeschrittenen Stadium treten
unspezifische Symptome meist durch intestinale Beteiligung oder den
raumfordernden Prozess zu Tage, wie etwa abdominale Schmerzen, Vollegefunhl,
Verdauungsstérungen, Anderung der Miktionsfrequenz oder seltener vaginale
Blutungen (Kurman et al., 2019, Berek et al., 2018).

Intraoperativ haben die Ovarien oftmals nur diskrete Auflagerungen, wobei sich
die Haupttumormasse disseminiert im Peritoneum befindet. Haufig ist das von
Metastasen durchsetzte Omentum majus mit dem Intestinum verbacken
(,omental cake®), was die Operabilitat in vielen Fallen erschwert, selten limitiert
und konsekutiv die Uberlebensdauer beeintrachtigt. Erlaubt es der
Allgemeinzustand der Patientin, ist eine optimale Zytoreduktion auch durch die
Entfernung von weiteren Organen und ggf. die Notwendigkeit einer aufwendigen
Rekonstruktion der Darmpassage anzustreben. Der Resektionsstatus ist ein gut

belegter unabhangiger Prognosefaktor (du Bois et al., 2009).

1.1.7.4 Therapie

Die medikamentdése Primartherapie des HGSC besteht in einer primaren
Operation mit angestrebtem optimalen Tumordebulking. Anschlief3end folgt fur
fortgeschrittene Stadien eine platinbasierte Chemotherapie ggf. unter Zunahme
von Bevacizumab, welches das Gesamtuberleben insbesondere fur HGSCs vom
proliferativen Typ verlangern kann (Kommoss et al., 2017). Unter einer platin-
sensitiven Erkrankung versteht man ein Ansprechen auf die platinhaltige initiale

Therapie und ein Rezidiv-Ereignis frihestens 6 Monate nach Abschluss der

20



Behandlung (Deutsche Krebsgesellschaft, 2024). Bei Rezidiv einer platin-
sensitiven Erkrankung sollen nach erneuter platinbasierter Chemotherapie
PARP-Inhibitoren als Erhaltungstherapie eingesetzt werden (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2024).

1.1.7.5 Prognose
Eine peritoneale Aussaat erfolgt besonders beim HGSC oft fruh.
Prognoselimitierend sind oft die Metastasen in die Bauchhdhle. Ein optimales

Tumordebulking bestimmt die Prognose (du Bois et al., 2009).

Etwa 80% der Patientinnen sind initial Platin-sensitiv, etwa 70 % der Patientinnen
entwickeln ein Rezidiv. Das 5-JUL betragt etwa 41% Uber alle Studien
(Bachmann, 2023, Havasi et al., 2023, Menon et al., 2023).
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1.2 T-Lymphozyten
Allen Tumorzellen, welche bis zur manifesten Krebserkrankung proliferieren, ist
die Fahigkeit, dem Immunsystem zu entgehen, gemeinsam - die Fahigkeit zur

Immunevasion (Hanahan and Weinberg, 2011).

Die Rolle der T-Lymphozyten bei der Krebsentstehung und Immunkontrolle ist
zentral. Sie gehoren, klassisch betrachtet, zur sogenannten zellularen adaptiven
Immunantwort. Die T-Zellpopulation und ihre Funktionen innerhalb der
Immunantwort sind sehr heterogen. Die Vorlauferzellen der T-Lymphozyten
entstammen der CD34* hamatopoetischen Stammzelle, werden im
Knochenmark gebildet und reifen im Thymus aus. Fehlt das Thymusgewebe oder
reift nur minimal aus, wie zum Beispiel beim Di-George-Syndrom, haben
betroffene Patienten deutlich verringerte oder fehlende T-Zellzahlen. Allen T-
Lymphozyten gemeinsam ist die Expression eines antigenspezifischen T-
Zellrezeptors (TCR) und des Oberflachenproteins CD3.

Der TCR ist ein Heterodimer, besteht aus zwei Transmembrandomanen und
ahnelt dem variablen Fragment eines Antikorpers wie schematisch in Abbildung
3 dargestellt. Anders als Antikdrper kann der TCR nur Peptide binden. Damit eine
Bindung mit diesen aus Antigenen stammenden Peptiden zustande kommt, muss
das Antigen intrazellular prozessiert werden und die daraus resultierenden
Peptide auf MHC-Molekilen an der Oberflache von Zellen prasentiert werden.

(Zum Mechanismus der Antigen Prasentation s. MHC und T-Zellaktivierung).

Die den TCR-codierenden Gen-Abschnitte sind in der Population noch
heterogener als die Vielfalt an Immunglobulinen von naiven B-Zellen. Gleichzeitig
gibt es Mechanismen zur Minimierung von autoaffinen T-Zellen, welche durch
Bindung an korpereigene Peptide aktiviert werden koénnen. So wird
beispielsweise in Stromazellen im Thymusmark ein Protein exprimiert (AIRE),
welches zur Expression von Proteinen aus anderen Geweben beitragt (Anderson
et al, 2002). Kommt es hier zu Fehlfunktionen kdnnen schwere

Autoinflammationssyndrome entstehen.
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In Abgrenzung zu den Immunglobulinen von B-Zellen kann der TCR nach der
Aktivierung nicht durch Affinitatsreifung mit somatischer Hypermutation verandert

werden (Murphy and Weaver, 2016).
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Abbildung 3: Der T-Zellrezeptor ist ein Heterodimer aus zwei Transmembrandomdnen. Er dhnelt dem variablen
Fragment eines Antikérpers. Anders als Antikérper kann der T-Zellrezeptor nur Peptide binden. (Murphy, K.M.T., P.;
Walport, M., Janeway Immunologie. 9 ed. 2018: Spektrum Akademischer Verlag GmbH; S.195). Nutzung der Grafik
mit Genehmigung des Verlags Springer Berlin Heidelberg unter der Lizenznummer 1600254-1.

Die weiteren Ausflihrungen in dieser Arbeit beschranken sich auf die CD4* T-
Zellen, in der klassischen Immunologie T-Helferzellen (Th-Zelle) genannt, da
traditionell angenommen wurde, dass sie keine unmittelbaren Effektorfunktionen
aufweisen. Mehrheitlich weisen diese T-Zellen in Abgrenzung zu den CD8* T-
Zellen keine unmittelbar zytotoxischen Eigenschaften auf, sondern pragen, je
nach Differenzierung, z.B. die Immunantwort der angeborenen Immunzellen
(Makrophagen, Granulozyten) Uber ihre spezifischen Zytokinmuster, differenziert
als Th1, Th2 oder Th17 Zellen, oder stimulieren als follikulare Th-Zellen in
Keimzentren die Affinitatsreifung der B-Zellen. Neuere Untersuchungen konnten
auch in CD4* T-Zellen cytotoxische Eigenschaften nachweisen (Cachot et al.,
2021). Regulatorische T-Zellen (Trg) fallen auch unter die Gruppe der Th-Zellen.
Diese werden klassischerweise durch die Expression von FOXP3 definiert und
formen an Immunologischen Grenzflachen wie Schleimhduten eine
Immuntoleranz, welche eine UberschieRende Reaktion gegenuber

Kommensalen z.B. im Darm verhindert.

Allen T-Zellen gemeinsam ist, dass sie bei Kontakt mit dem Antigen klonal

expandieren und je nach Zytokinmilieu subdifferenzieren. Die Form der
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Differenzierung wiederum wird durch die Interaktion des angeborenen
Immunsystems mit dem Antigen bestimmt (s. T-Zellaktivierung). In vivo
(Mausmodell) scheint die klassische Subtypdifferenzierung in die
unterschiedlichen Subtypen (Th1, Th2, Th17) nicht nachweisbar zu sein,
vielmehr kommt es je nach Pathogenexposition zu einer Zytokinexpression,
welche im Verlauf der Infektion dynamisch ist und nicht einem Subtyp

zuzuordnen ist (Kiner et al., 2021, van Beek et al., 2021).

1.2.1 T-Zellaktivierung

Um zur Effektorzelle zu werden, mussen T-Zellen aktiviert werden.
Voraussetzung fur eine adaptive Immunantwort ist, dass T-Zellen zirkulieren,
deren TCRs ausreichend affin zum jeweiligen Antigen, bzw. zu einem Epitop des
Antigens sind, um eine Konfigurationséanderung des TCRs zu bewirken. Dies
geschieht im sekundaren lymphatischen Gewebe. Damit eine CD4 positive Th-
Zelle aktiviert werden kann, muss das Antigen von einer antigenprasentierenden
Zelle (APC) auf einem MHC Il Molekul prasentiert werden. APCs sind Zellen,
welche Uber spezifische Rezeptoren oder membranstandige Antikorper Antigene
binden und Epitope des Antigens Uber MHC Il an T-Zellen prasentieren konnen.
Durch Chemotaxis sowie rezeptorvermittelt sind die Akteure der adaptiven
Immunitat im sekundaren lymphatischen Gewebe derart angeordnet, dass ein
Aufeinandertreffen von antigenprasentierender Zelle sowie antigenaffiner T-Zelle
besonders wahrscheinlich ist. So kann die klonale Expansion und Differenzierung
des antigenspezifischen T-Zell Klons optimal gesteuert werden. Im Anschluss
verlassen die aktivierten Effektorzellen das lymphatische Gewebe und
rezirkulieren in den Kreislauf (Murphy and Weaver, 2016). Parallel vollzieht sich
die Affinitatsreifung der B-Zellen, an deren Ende die Freisetzung von Antikorpern
ins Blut als auch die Rezirkulation von Plasmazellen sowie Gedachtniszellen
steht. Die Aktivierung einer naiven T-Zelle im sekundaren lymphatischen

Gewebe umfasst folgende Schritte:

1. Binden eines MHC: Peptid-Komplex auf einer APC an einen affinen TCR.
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2. Ko-Stimulation Uber Rezeptoren: Liganden-Interaktion auf T-Zelle und
APC. Diese beeinflusst wesentlich die Differenzierung der T-Zelle und
kann sowohl aktivierend (CD28:B7.1/B7.2) als auch inhibitorisch (CTLA-
4:B7.1/B7.2) sein.

3. Erst durch die Ausreifung der Interleukin 2 (IL2) Rezeptoren in der T-Zelle
und durch autokrine Stimulation mit IL2 sowie linienspezifischer
Interleukine der umliegenden Zelltypen erfolgt nun die klonale Expansion
sowie Differenzierung der T-Zellklone in die unterschiedlichen Achsen
(z.B. Tfh, Th1, Th2, Th17, Treg). (Murphy and Weaver, 2016).

1.2.2 CD4* T-Zellen als Prognosefaktor bei soliden Neoplasien

CD4* T-Zellen sind in Summe eine prognostisch glinstige Zellpopulation bei
soliden Malignomen. Bei der prognostischen Relevanz ist vor allem auch die
Subdifferenzierung der T-Zellen wichtig. Die diskutierten Wirkmechanismen sind
(modifiziert nach (Speiser et al., 2023)):

1. Direkt Uber cytotoxische CD4*-Zellen (ThCTLs) vermittelt (Oh and Fong,
2021): ThCTLs isoliert aus Proben von Patientinnen mit Melanom zeigten
in vitro eine Zytotoxizitat gegenuber Tumorzellen, in welchen eine HLA-II
Expression induziert wurde uUber Inkubation mit Interferon gamma (IFNg)
bzw. eine Transduktion von class Il major histocompatibility complex
transactivator (CIITA) (Cachot et al., 2021). Das Vorhandensein einer
RNA-Signatur spezifisch fir ThCTLs bei einer Patientinnengruppe mit
Blasenkarzinom korrelierte mit dem Ansprechen auf eine anti-PD1
Therapie (Oh et al., 2020).

2. Indirekt Uber die Regulation angeborener wie adaptiver Immunzellen im
Tumormikroenvironment (TME) durch Zytokine der CD4* Subtypklassen:
IFNy, IL2 und TNF, klassischerweise Th1 Zytokine, hemmen die
Angiogenese sowie Tumorproliferation. Regulatorische T-Zellen und
follikulare T-Zellen fordern das Tumorwachstum Uber die Hemmung der
Immunaktivierung via CTLA4 bzw. den Verbrauch von aktivierendem [L2
(Kennedy and Celis, 2008, Borst et al., 2018, Speiser et al., 2023). Eine
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eindeutige Zuordnung zu anti- und pro-Tumor Subtypen gilt als veraltet,
da zum einen die Differenzierung der T-Zellklone weit komplexer ist als
die traditionell beschriebenen Subtypen (Ruterbusch et al., 2020, Kiner et
al., 2021, van Beek et al., 2021) und zum anderen die Zytokine oft

verschiedene Auswirkungen haben (Speiser et al., 2023).

3. CD4* T-Zellen haben eine zentrale Rolle in der Orchestrierung der
Prozesse in Keimzentren der sekundaren lymphatischen Gewebe. Sie
tragen zur Steuerung der Antikorperproduktion sowie der Differenzierung
der aktivierten T-Zellen bei (Borst et al., 2018).

Zur  Standardisierung der Nomenklatur und Vergleichbarkeit von
Studienergebnissen definierte die Internationale Immuno-Oncology Biomarkers
Working Group 2017 den Begriff der Tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs):
Als “intra-epitheliale” Tumor infiltrierende Lymphozyten (iTILs) werden TILs
benannt, welche im Tumor gezahlt werden. Als “stromal” (sTlLs) wurden TILs
definiert, welche innerhalb 1,0 mm unterhalb der epithelialen Schicht liegen
(Hendry et al., 2017, Hudry et al., 2022).

1.2.3 CD4* T-Zellen als Prognosefaktor beim HGSC

In einem Kollektiv von 128 HGSC war das Vorhandensein von CD4* TILs mit
einer positiven Prognose assoziiert (Pinto et al., 2018b). In einer anderen Studie
mit 76 EOCs hatte die CD4* Lymphozytenzahl keinen Einfluss auf die Prognose,
die CD4* TILs korrelierten jedoch mit héheren Stadien. Im gleichen Kollektiv
hatten die Typ Il Tumoren die meisten CD4* TlLs (Arman Karakaya et al., 2021).
In einer dritten Studie war eine hohe Zahl regulatorischer TILs mit einer

schlechten Prognose assoziiert (Curiel et al., 2004)

In einer Untersuchung an 186 epithelialen Ovarialkarzinomen (EOCs) war die
Abwesenheit von intraepithelialen Lymphozyten vergesellschaftet mit einer
hdheren Expression von VEGF sowie einer schlechteren Prognose (Zhang et al.,
2003). In einer Untersuchung auf mRNA-Ebene war die Expression von IFN v,
einem Th1 Interferon, mit einem verbesserten 5-JUL, die Expression von TGF,

einem Treg Interferon, mit einem reduzierten 5-JUL korreliert (Nakamura et al.,
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2019). IL17, ein klassisches Th17 Zytokin, gemessen im Aszites von EOC-
Patientinnen, korrelierte in einer Untersuchung an 200 Patientinnen mit einem
besseren Gesamt-Uberleben (Kryczek et al., 2009). In einer weiteren
Untersuchung an 97 Patientinnen mit high grade serésen Ovarialkarzinomen war
die intratumorale CD4-Zahl mit einem verbesserten Gesamtuberleben assoziiert
(Ukita et al., 2022).

1.3 MHC

Damit der TCR die Peptidsequenz von Pathogenen binden kann ist eine Gruppe
von Oberflachenproteinen notwendig: Die major histocompatibility complexes
(MHC). Benannt wurden sie 1958 vom Hamatologen Jean Dausset, der sie mit
Kollegen initial auf Leukozyten nachwies, und sie daher human leukocyte antigen
(HLA) nannte. Nur wenn eine ausreichende Ubereinstimmung in diesen Genen
besteht, ist die Wahrscheinlichkeit fur eine TransplantatabstoRung niedrig genug.
Die human leukocyte antigen Gene (HLA-Gene synonym zu MHC) sind
hochpolymorph in der Population und Uberdies polygen in den Individuen. Es
werden auf den homologen Chromosomen jeweils andere Genotypen derselben
Klassen exprimiert. Die Bandbreite der Epitope, das sog. HLA-Ligandom, die fur
die TCR:APC-Interaktion zur Verfugung stehen, wird durch den individuellen
Genotyp der MHC-Molekule sowie Eigenschaften der jeweiligen Zellen bestimmt,
somit besteht eine interindividuelle Heterogenitat der Immunreaktion auch bei
Infektionen mit identischen Antigenen (Rammensee et al., 2002). Es gibt zwei
grundsatzlich verschiedene MHC Molekl Klassen: Klasse | MHC sowie Klasse
Il MHC.

1.3.1 MHC

MHC | wird auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Prasentiert werden Peptide
aus dem Inneren der Zelle. MHC Klasse |: Peptid-Komplexe binden Uber den
Korezeptor CD8 und den T-Zellrezeptor an CD8* T-Zellen und bewirken eine
Konformationsanderung. Das dient der Erkennung von fremden Proteinen wie
sie zum Beispiel bei Virusinfektionen sowie in einer genetisch instabilen

Tumorzelle (tumorassoziierter Antigene) gebildet werden. Im Rahmen der
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Immunevasion verlieren viele Tumorzellen die Fahigkeit zur Expression von HLA
| Molekulen (Garrido et al., 2010). Weiter soll auf die Klasse | Molekile hier nicht

eingegangen werden.

1.3.2 MHC I

Klassischerweise ist die Expression von MHC-II Molekulen auf
antigenprasentierende Zellen beschrankt. Im Unterschied zu MHC Klasse |
werden auf MHC-II Molekulen Peptide aus dem extrazellularen Kompartiment
bzw. Peptide, die sich bereits in Endosomen befinden prasentiert (z.B.
sekretorische Proteine). MHC-II Molekiile dienen der Antigenprasentation an
CD4* T-Zellen und binden uber den TCR-Korezeptor CD4. Beiden MHC-Klassen
gemeinsam ist, dass sie Uber eine Peptidbindungsstelle verfugen, in der einige
exponierte Anker-Aminosauren mit ihren Seitenketten Uber Wasserstoffbricken
mit dem Peptid eine stabile Bindung mit einer Vielzahl variabler Peptide eingehen
konnen. Zudem ist die MHC Il Peptidbindungsstelle offen, sodass anders als bei

MHC | die Lange der Peptide nicht begrenzt ist.

Die Beladung der MHC-II Peptidbindungsstelle findet intrazellular statt:
Endosomen, die sich aus dem Golgi-Apparat abschniren und die unbeladenes
MHC-II beinhalten, fusionieren mit Endolysosomen, welche die Peptidfragmente
der zu prasentierenden Proteine beinhalten. Das unbeladene MHC Il Molekdl ist
bis zur Beladung mit den Peptidfragmenten an eine invariante Peptidkette (li)
gebunden; so wird die Peptidbindungsstelle fir eine ungerichtete Reaktion vor

der Verschmelzung mit dem Endolysosom blockiert.

1.3.3 HLA-DR ein Isotyp von MHC Il

Die MHC Il Proteinfamilie besteht aus 3 Isotypen: HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ.
Die Moleklle bestehen aus zwei Transmembranketten: a (34 kDa) und B (29
kDa) (vgl. Abbildung 4). Jede der Glykoproteinketten hat zwei Domanen. Beide

Ketten bilden zusammen eine kompakte Struktur aus vier Domanen.
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Abbildung 4: Schemazeichnung und Bdndermodell von MHC II. a, b und c zeigen jeweils das Bdndermodell, Abbildung
a mit gebundenem Peptid (Peptidriickrat gelb eingefdrbt; Seitenketten der Anker-Aminoséuren des MHC Il Molekdils
grau eingefdrbt, Wasserstoffbriicken blau gestrichelt). d zeigt schematisch ein MHC Klasse Il Molekiil. Modifiziert
nach (Murphy, K.M.T., P.; Walport, M., Janeway Immunologie. 9 ed. 2018: Spektrum Akademischer Verlag GmbH,;
S.198) Nutzung der Grafik mit Genehmigung des Verlags Springer Berlin Heidelberg unter der Lizenznummer 1600254-
1.

HLA-DR setzt sich zusammen aus einer invarianten alpha-Kette, welche

genetisch hochkonserviert ist, und einer genetisch polymorphen beta-Kette.

Die Varianz der Peptidbindungsstelle der HLA-DR Komplexe gehen auf die
Polymorphismen der beta-Kette zuruck (Dai et al., 2008). HLA-DP und HLA-DQ
weisen sowohl alpha- als auch beta-Kette Polymorphismen auf (Victor A.
McKusick, 1986).

Eine Arbeitsgruppe konnte 2016 eine hohe Ubereistmmung der
Immunhistochemischen Detektion von MHC |l exprimierenden Tumoren sowohl

mit der Verwendung eines HLA-DR monoklonaren Antikdrpers als auch eines
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pan-MHC Antikorpers, welcher sowohl HLA-DR,-DQ -DP und -DX bindet,

nachweisen (Johnson et al., 2016).

1.3.4 Die Regulation der MHC Il Expression (in Tumorzellen)

Die Expression von MHC-II Molekulen ist nicht auf hamatopoetische Zellen
beschrankt: Uber das Th1 Zytokin IFNy via JAK/STAT Signalwege kann die
Expression von HLA-Klasse Il Molekulen (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DM,
HLA-DO) induziert werden (Meraz et al., 1996, Rosa and Fellous, 1988). So
werden MHC Klasse Il Proteine zum Beispiel auch in der Diagnostik von
Myositiden als Inflammationsmarker verwendet (Wiendl H., 2022). Dabei wird
das Regulatorprotein class |l transactivator (CIITA) aus der Familie der
nucleotide-binding and leucine-rich-repeat Proteine (NLR) aktiviert (Chang et al.,
1994, Ting et al.,, 2008). Es existieren vier Promotorregionen, welche die
Expression unterschiedlicher Isoformen von CIITA kontrollieren (Muhlethaler-
Mottet et al., 1998). Fur die Induktion von HLA Il in nicht-hamatopoetischen
Zellen, ist der CIITA-Promoter IV der starkste Treiber (Muhlethaler-Mottet et al.,
1998, Piskurich et al., 1999, Waldburger et al., 2001). Auf die Expression von
CIHITA und damit auf MHC-II Molekule haben neben IFNy ebenfalls 1L4, IL1 und
LPS eine aktivierende Wirkung (Ting and Trowsdale, 2002). Einen hemmenden
Einfluss haben TGF beta (Piskurich et al., 1999), IL10, IFN-beta, sowie PGE2
(Ting and Trowsdale, 2002).

Aufgrund der Induzierbarkeit von HLA-DR Uber IFNy wird die Expression in
Tumorzellen als Biomarker fur inflammatorische Aktivitat durch T-Zellen diskutiert
(Axelrod et al., 2019). Eine Studie konnte eine konstitutive MHC Il Expression in
Melanomen via CIITA Promoter P1, welcher normalerweise nur in B-Zellen
konstitutiv aktiv ist, jedoch auch in Abwesenheit von IFNy zeigen (Deffrennes et
al., 2001).
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1.3.5 HLA-II als Prognosefaktor bei Tumoren
Die Expression von MHC Il ist fUr viele Tumorentitaten belegt: Eine Vielzahl an
Studien weist fur eine HLA-II Expression auf Tumorzellen einen prognostischen

Benefit nach (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Ubersicht Publikationen zur Prognoserelevanz von HLA-II

Tumorentitit Publikation Findings
Kolorektales Karzinom (Bustin etal., 2001) Expression
(de Bruin et al., 2008); Verbesserte Prognose

(Matsushita et al., 2006);
(Andersen et al., 1993);
(Lavig et al., 2002)

Pankreaskarzinom (Gaida et al., 2012) Mehr TILs

Adenokarzinom des Osophagus (Dunne etal., 2017) Verbesserte Prognose

Melanom (Brocker et al., 1984) Expression

Larynxkarzinom (Heng et al., 2023); Verbesserte Prognose, Ansprechen auf Anti-
(Sikorska et al., 1999) PD1 Therapie

Mamma CA (Forero et al., 2016) Verbesserte Prognose, mehr TILs

Bei Tumoren des Larynx, des Magens, des Pankreas, dem Mammakarzinom
sowie dem kolorektalen Karzinom konnte die Expression von HLA-DR
nachgewiesen werden und war mit einem langeren OS korreliert (Sikorska et al.,
1999, Matsushita et al., 2006, Andersen et al., 1993, Lavig et al., 2002, Forero et
al., 2016, Gaida et al., 2012). In einer Untersuchung an Patienten mit malignen
Melanomen korrelierte die mit IHC nachgewiesene HLA-DR Expression positiv
mit der CD4* TIL- Zahl; die gezahlten TlLs wurden nicht weiter differenziert
innerhalb der Th-Subtypen. Die Studie untersuchte weiterhin die prognostische
Relevanz: Die HLA-DR Expression korrelierte mit einer besseren Prognose
sowie auch dem Ansprechen auf eine anti-PD-1 Therapie. Zudem kamen
unterschiedliche Antikérper zur Anwendung: Ein monoklonaler HLA-DR-
Antikorper wurde mit einem pan-MHC Il Antikorper verglichen, welcher HLA-DR,
-DQ, -DP, -DX nachweisen kann. Es zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung der
Farbeergebnisse sowohl qualitativ als auch quantitativ. Eine HLA-DR Expression
wurde hier als einerseits denkbarer Biomarker einer intratumoralen Inflammation
und andererseits als moglicherweise funktionales Protein innerhalb der
Antigenerkennungskaskade mit direkter Stimulation von CD4* Th-Zellen durch
Tumorzellen diskutiert (Johnson et al., 2016). In einer japanischen Studie an
Magenkarzinomen aus 1994 korrelierte die immunhistochemisch nachgewiesene

Expression von HLA-DR positiv mit einer vermehrten Invasion von nicht weiter
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differenzierten TILs (Ma et al., 1994). Demgegenuber war in einer Untersuchung
an Melanomen eine MHC Il Expression mit aggressiveren Tumoren und einer
schlechten Prognose korreliert. Hier wurde die MHC |l Expression als
Mechanismus zur Immunevasion diskutiert (Martins et al., 2009, Ostmeier et al.,
2001).

1.3.6 HLA-Il beim Ovarial CA

Es konnte gezeigt werden, dass Ovarialkarzinomzellen in Zellkultur mit IFNy
HLA-DRA exprimieren kdnnen (Gamzatova et al., 2007). In einer Untersuchung
an 184 HGSC Patientinnen im Stadium [Il und IV war das OS der Gruppe mit
hoher intratumoraler Expression von HLA-DMB einem Protein aus der
Antigenprozessierungs-Kaskade von MHC Il (Weber et al., 1996) signifikant
langer als in der Gruppe mit niedriger intratumoraler HLA-DMB Expression.
Ebenso korrelierte die CD8* iTIL-Zahl positiv mit der HLA-DMB Expression
(Callahan et al., 2008). Eine hohe Genexpression von HLA-DRB korrelierte
signifikant mit einem verlangerten OS sowie DFS im Vergleich zur HLA-DRB

schwachen Kontroligruppe (Tegeler et al., 2022).
Eine Tubinger Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass HLA-DR auf EOC-Zellen

heterogen exprimiert vorkommt, wahrend es auf benignem Tubenepithel kaum
exprimiert war. Eine weitere Analyse derselben Arbeitsgruppe zeigte, dass sich
Peptide von im Tumor Uberexprimierten Genen wie unter anderem Mesothelin im
Ligandom der HLA Klasse Il finden (Schuster et al., 2017).
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1.4 Konventionelle Chemotherapie und pratherapeutischer Inmunstatus
bei soliden Neoplasien

Dass der pratherapeutische Immunstatus mit dem Erfolg einer Chemotherapie
korreliert, ist bereits gut belegt (Fridman et al., 2012, Zitvogel et al., 2011). So
zeigte die Arbeit von Denkert et al., dass eine hohe Zahl an TILs in der
diagnosesichernden Stanzbiopsie mit einem guten Ansprechen von Patientinnen
mit Mammakarzinom auf eine neoadjuvante Anthrazyklin-/ Taxan- haltige
Chemotherapie korreliert (Denkert et al., 2010). Auch eine Arbeit an
Ovarialkarzinomen konnte zeigen, dass eine hohe Zahl CD3 positiver TILs mit
einem guten Ansprechen auf eine Chemotherapie assoziiert war (Zhang et al.,
2003).

Eine bereits bestehende spezifische CD4 anti-Tumor-Antwort korreliert mit einem
verlangerten Gesamtuberleben. So wurde in einer Untersuchung an nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) die pratherapeutische Immunantwort
gegenuber  verschiedenen  Telomerase-Epitopen, einem  ubiquitaren
Tumorantigen, gemessen mit einem IFNy-ELISPOT bestimmt. Das OS von
Patienten, mit bereits vor Chemotherapie bestehender spezifischer
Immunantwort war langer als das der Gruppe ohne reaktive T-Zellklone (Godet
et al., 2012).

Einige cytotoxische Chemotherapien, darunter Anthrazykline und Paclitaxel,
konnen einen immunogenen Zelltod auslosen. Darunter versteht man die
Freisetzung von damage-associated molecular patterns (DAMPSs). Dies tragt zu
einer Immunisierung gegen den Tumor bei (Ahmed and Tait, 2020). Die Gabe
von Paclitaxel konnte in einer Untersuchung an Ovarialkarzinomen einen

immunogenen Zelltod der Tumorzellen auslésen (Lau et al., 2020).
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1.5 Tumorantigen Mesothelin

Mesothelin ist ein ca. 69 kDa schweres Membranprotein. Es ist Uber
Glycosylphosphatidylinositol in der Zellmembran verankert. Kodiert wird es durch
das Gen MSLN auf dem kurzen Arm des Chromosom 16, 16p13.3. Durch
monoklonale Antikorper, die aus der Immunisierung von Mausen mit Zellen der
OVCAR-3 Zelllinie stammen, wurde es erstmals als Antigen auf verschiedenen
Geweben, darunter Ovarial- und Zervixkarzinome, beschrieben (Chang et al.,
1992). Es wird physiologischerweise von Mesothelzellen exprimiert (O'Leary et
al., 2016). AuRerdem wird es in epithelialen Ovarialkarzinomen, Mesotheliomen,
Adenokarzinomen des Pankreas und einigen kolorektalen Adenokarzinomen
uberexprimiert (Hilliard, 2018). Es existieren mehrere RNA-Transkripte, welche

durch alternatives Splicing generiert werden (O'Leary et al., 2016)(Abbildung 5).
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Abbildung 5 Die Syntheseschritte von MSLN. Zunéichst wird aus dem Vorlédufer mit 622 Aminosduren (AA) und 77kDa
Masse ein Signal Peptid (SP) abgespalten, anschliefSend erfolgt die Bindung an die Zellmembran via
Glycosylphosphatidylinositol-Anker-Sequenz (GASS) und Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI). Zum Schluss wird
der Iésliche sogenannte megacaryocyte potentiation factor (MPF) an der Furinbindungsstelle (RR) abgespalten.
(Hassan et al., 2004) © 2004, American Association for Cancer Research, Lizenznummer 6010731331550

Nach der Proteinbiosynthese wird zunachst ein Signalpeptid abgespalten. Im
Anschluss wird ein I6sliches Protein, genannt megacaryocyte potentiation factor
(MPF), welches in vitro Megakaryozyten stimulieren kann (Kojima et al., 1995),

von Furin proteolytisch abgespalten (Hassan et al., 2004).

Es existiert eine 16sliche Form, auch soluble MSLN-releated Protein (SMRP)

genannt. Die Beteiligung von Proteasen parallel zum alternativen Splicing wird
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als Entstehungsmechanismus von SMRP diskutiert (Sapede et al., 2008). Diese
l6sliche Form des Mesothelins kann im Serum von Patientinnen mit
Ovarialkarzinom nachgewiesen werden (Huang et al., 2006). Dabei korreliert die
Serumkonzentration direkt mit der Expression im Tumorgewebe (Hanaoka et al.,
2017). Die genaue biologische Funktion von MSLN ist bislang ungeklart. MSLN-
defiziente Mause entwickeln und reproduzieren sich normal (Bera and Pastan,
2000). Eine Interaktion mit dem MAPK Pathway wird diskutiert (Chang et al.,
2012, Chang et al., 2009). Als physiologischer Ligand wurde das Muzin CA-125
(Rump et al., 2004) identifiziert. CA-125 ist im Serum von Patientinnen mit
Ovarialkarzinomen erhéht und wird als Tumormarker verwendet. Es wird in den
meisten Ovarialkarzinomen uberexprimiert. Die MSLN:CA-125 Bindung soll zur
Bildung von intraperitonealen Tumorzellaggregaten beitragen. Die dann im
Zellverbund stabileren Tumorzellen kdonnen dadurch Mikrometastasen unter
anderem im Peritoneum bilden (Hilliard, 2018, Coelho et al., 2020) (Abbildung 6).

A. Tumor cell shedding
from primary tumor

B. Dissemination as
single cells or
multicellular aggregates

( Mesothelin

@ ovarian tumor cell C. MSLN-CA125
interaction mediates

cellular adhesion

"\ Extracellular Matrix

D. Mesothelial Adhesion
and Invasion

Abbildung 6: Die Mesothelin:CA 125 Bindung kann zur Bildung von Tumorzellverbédnden beitragen. Die dann im
Zellverbund stabileren Tumorzellen kénnen Mikrometastasen im Peritoneum bilden. (Hilliard, 2018)
http.//creativecommons.org/licenses/by/4.0/

35



Eine hohe MSLN-Expression korreliert in einigen Tumoren, wie z.B. kolorektalen
Karzinomen (Inoue et al., 2020) und Adenokarzinomen der Lunge (Thomas et
al., 2015), mit einem verringerten OS und DFS.

Ein Anti-Mesothelin antibody-drug conjugate (ADC), Anetumab ravtansine, zeigte
in einer kleinen Phase 1b Studie an 65 Patientinnen mit MSLN-exprimierenden
Ovarialkarzinomen Ansprechraten von bis zu 42 % (Santin et al., 2023). Zuvor
war von Hassan et al. 2020 in einer Untersuchung an 145 Patienten mit MSLN-
exprimierenden soliden Tumoren die Sicherheit und Anti-Tumoraktivitat von
Anetumab ravtansine gezeigt worden (Hassan et al., 2020). Fur verschiedene
Ovarialkarzinom-Modelle hatte 2018 eine Arbeitsgruppe der BAYER AG gezeigt,
dass eine ADC-Monotherapie mit Anetumab ravtansine in vitro gute
Antitumoraktivitat ausschlieBlich bei MSLN-exprimierenden Tumoren zeigte
(Quanz et al., 2018).
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Diese Arbeit mdchte einen klinisch bedeutsamen Beitrag zur Stratifizierung und
immunologischen Charakterisierung der Entitat des high-grade serdsen tubo-
ovariellen Karzinoms leisten. An einem klinisch und pathologisch nach aktuellem
Goldstandart  stratifizierten  Kollektiv. von 387 Patientinnen  wurden
immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt. Die Immunhistochemie
stellt eine kosteneffiziente und zumeist Uberall verfugbare Methode dar. Zudem
sind direkte Ruckschlisse auf Proteinexpression und deren Lokalisation im
Tumor- und/oder tumorumgebenden Gewebe mdoglich. Die hier verwendeten

Antikorper sind kommerziell erhaltlich. Folgendes wurde untersucht:

- Die Zahl von CD3*/CD8- Zellen als Korrelat von intratumoralen T-
Helferzellen, einer T-Zellgruppe, welcher in der Vergangenheit eine den
CD8*-T-Zellen untergeordnete Rolle zugeschrieben wurde, deren
klinische Relevanz jedoch auch im Kontext der Immuntherapien neu

bewertet werden muss.

- Auf den Tumorzellen exprimiertes HLA-DRA, das aus der Familie der
MHC-Komplexe am  hochsten  konservierte  Protein,  welches
moglicherweise ein  weiterer geeigneter Marker ist, um die

tumorspezifische inflammatorische Aktivitat abzubilden.

- MSLN, ein physiologisch auf Mesothelzellen  exprimiertes
Membranprotein, welches derzeit wieder an Relevanz gewinnt, da aktuell

zielgerichtete anti-MSLN-Therapien in klinischen Studien erprobt werden.

1.6.1 Konkrete Fragestellung zu CD3*/ CD8 TILs:
- Hat die TIL-Zahl einen positiven Einfluss auf OS bzw. DFS im

Gesamtkollektiv?

- Ist es fir das OS oder DFS relevant, ob es sich um stromale oder

intraepitheliale Lymphozytenvorkommen handelt?

- Gibt es einen statistischen Zusammenhang zwischen einer schwacheren
Tumordissemination, einem niedrigerem Tumorstadium, einem optimalen

Resektionsstatus und der TIL-Zahl?
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1.6.2

1.6.3

Gibt es einen Unterschied zwischen der Gruppe mit einer hohen
postoperativen/ pratherapeutischen TIL-Zahl und der Gruppe mit einer
niedrigen postoperativen/ pratherapeutischen TIL-Zahl bezogen auf den

Erfolg einer adjuvanten Chemotherapie?

Konkrete Fragestellung zu HLA-DRA:
Hat HLA-DRA einen positiven oder negativen Einfluss auf OS bzw. DFS
im Gesamtkollektiv?

Gibt es einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der TIL-
Zahl und der HLA-DRA Expression? Macht es einen Unterschied, ob die

Lymphozyten hierbei im Epithel oder im Stroma gelegen sind?

Gibt es einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen einer
schwacheren  Tumordissemination, bzw. einem niedrigerem
Tumorstadium, einem optimalem Resektionsstatus und der HLA-DRA-

Expression?

Gibt es einen Unterschied zwischen der HLA-DRA hoch-exprimierenden
Gruppe (HLA-DRA-H) und der HLA-DRA schwach-exprimierenden
Gruppe (HLA-DRA-L) bezogen auf den Erfolg einer adjuvanten

Chemotherapie?

Konkrete Fragestellung zu Mesothelin:
Hat MSLN einen positiven oder negativen Einfluss auf das Gesamt-

und/oder rezidiv-freie Uberleben?

Gibt es einen Hinweis darauf, dass stark MSLN exprimierende Tumoren,
starker disseminieren und somit ein hdheres Tumorstadium und eventuell
inkomplette Resektabilitat aufweisen als MSLN-schwach exprimierende

Tumoren?

Gibt es einen Unterschied zwischen der MSLN-hoch exprimierenden
Gruppe (MSLN-H) und der MSLN-schwach exprimierenden Gruppe

(MSLN-L) bezogen auf den Erfolg einer adjuvanten Chemotherapie?
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenpopulation

In dem hier untersuchten Kollektiv an HGSC sind Proben von 407 Patientinnen
enthalten, die in der Universitatsfrauenklinik Tlbingen zwischen den Jahren 1999
und 2016 die Diagnose eines high-grade serdsen Ovarialkarzinoms erhielten.
Alle unterzogen sich einer Operation und erhielten eine neoadjuvante bzw.
adjuvante Chemotherapie. Die Therapie erfolgte in der Universitatsfrauenklinik
Tldbingen. Die pathologische Diagnostik erfolgte im Institut fir Pathologie
Tabingen. Die im Folgenden untersuchten Proben entstammen dem Archiv des

Instituts fur Pathologie Tubingen.

Bei der Operation handelte es sich um die tumortypische Operation mit
angestrebter kompletter Zytoreduktion. Gemall FIGO wurde ein operatives
Staging durchgefuhrt und der Resektionsstatus sowie Histotyp dokumentiert.
Ebenfalls wurden die folgenden klinischen Daten erhoben: Alter, Zeitpunkt der
Diagnosestellung, der Erhalt von neoadjuvanter sowie adjuvanter
Chemotherapie sowie die verabreichte Substanz. Im Follow-up wurden
Uberleben sowie das Datum der Rezidiv-Diagnose, als auch im Todesfall das
Sterbedatum erhoben. Nicht erhoben wurde, ob Bevacizumab Teil des

Therapieregimes war.

Die klinischen Daten zu den Fallen wurden in der Universitatsfrauenklinik
Tabingen erhoben und von Herrn Prof. Dr. Stefan Kommoss und Herrn Dr. Marcel
Grube mittels der RedCap Datenbank bereitgestellt. Die in die Auswertung
eingeflossenen Parameter finden sich im Ergebnisteil wieder. Zusammengestellt
wurde das Kollektiv aus Teilkollektiven der Vorgangerstudien von Fr. Dr. D.
Pham, Fr. Dr. A. Fischer und Fr. Dr. Britta Ney. Ebenso wurden die
pathologischen Untersuchungsberichte vom Institut fur Pathologie zur Verfigung
gestellt. Histotyp, Resektionsstatus, FIGO-Stadium sowie Grading der
untersuchten Tumorblécke sind erhoben worden und in die Datenbank

eingeflossen.

Zusatzlich zum Histotyp, entnommen aus den histopathologischen Befunden des

Instituts fur Pathologie, wurde mithilfe eines immunhistochemischen Algorithmus,
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modifiziert nach Kobel et. al (Kobel et al., 2016), durch Frau Dr. Nina Neudeck,
Frau Dr. Anna Fischer sowie Prof. Dr. Annette Staebler der Histotyp bzw. die
finale Diagnose gemaf der WHO-Klassifikation von 2020 erneut klassifiziert und
gegebenenfalls korrigiert. Siehe hierzu Doktorarbeit von Frau Dr. Nina Neudeck
(Neudeck, 2023).

In die vorliegende Doktorarbeit sind nur die Falle mit dem abschlieRenden
Histotyp high-grade serdses Karzinom (HGSC) eingeflossen. Falle mit anderen

finalen histologischen Diagnosen wurden ausgeschlossen.

Das Projekt wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Tubingen
im Rahmen des Projektes C14 aus dem SFB 685 bewilligt.

2.2 Erstellen von Tissue Microarrays (TMA)

FUr die Zusammenstellung des Kollektivs wurden Proben von Ovarialkarzinomen
uber die Jahre retrospektiv von unterschiedlichen Mitarbeitenden aus dem Archiv
des Pathologisches Instituts herausgesucht. Welche Schnitte den Primartumor
bzw. Metastasen tragen wurde den pathologischen Befunden enthommen. Im
Anschluss daran wurden die Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitte aus dem
Archiv herausgesucht und diese auf ihre Verfligbarkeit und Verwendbarkeit hin
uberpruft. Im Anschluss daran wurden von den zugehérigen Paraffinblocken
Schnitte erstellt. Auf diesen wurden durch Pathologen mit gynakopathologischer
Zusatzausbildung (Frau Prof. Dr. Annette Staebler oder Herrn PD Dr. Hans
Bdsmililler) die Regionen, die ausreichend vitale Tumorzellen tragen, markiert.
Die Markierung wurde im Anschluss auf den Paraffinblock Ubertragen und daraus
wurden schlieBlich, wie Abbildung 7 zeigt, mit einem Instrument zum Erstellen
von Tumor Microarrays Stanzzylinder aus der tumortragenden Region
entnommen und in einen vorbereiteten Empfanger-Paraffinblock eingefligt. Es
wurden pro Patientin insgesamt 6 bis 12 Stanzproben mit einem Durchmesser
von 0,6 mm gestanzt. Als Kontrollgewebe oder Platzhalter wurde benignes
Tuben- oder Ovarialgewebe eingesetzt. Bei 12 verfugbaren Stanzproben wurden
sechs aus zentralen Tumoranteilen und sechs aus peripheren Tumoranteilen

entnommen. Bei Fallen, welche auf sechs Stanzproben vorliegen, wurden drei je
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Ovar enthommen, um die potenzielle Tumorheterogenitat bei Bilateralitat
abzubilden. Beim Vorliegen eines unilateralen Tumors, wurden alle 6

Stanzproben aus dem betroffenen Ovar entnommen.

B.

SUB-ARRAY SUB-ARRAY SUB-ARRAY

2 3

(6 x18) (6x18) (6x18)
C. 4

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

P1 |P1 |PL |P1 Pl |P1 Pl P PiEIPL | P1 Pl Pi |PL | PL |P1 |P1 |P1
1 4G- | 4G~ | 4G- |4G- | 4G- | 4G- 4F- | 4F- | 4F- |4F- | @F- | 4F- 4F- | &F- | aF- | 4F- | 4F- | 4F-
PAH | PAH | PAH | PAH | PAH | PAH PAH | PAH | PAH | PAH | PAH | PAH PAH | PAH | PAH| PAH | PAH | PAH

P2- | P2- | P2- |P2- | P2- |P2- Pi- | P1- | P1- |P3- | P1- | P1- P1- |P1- | P1- | P1- |P1- | P1-
2 2H1-| 2H1-| 2H1-| 2H1- | 2H1-| 2H1- 4G- | 4G-  4G- | 4G- | 4G- | 4G- 4G- | 4G- | 4G- | 4G- | 4G- | 4G-
PIN | PIN | PIN |PIN | PIN | PIN N N N |N N N | |SA |SA Eﬁ SA §A SA

Abbildung 7: Arbeitsprozess bei der Erstellung von TMAs. A: Dem Paraffinblock wird aus dem markierten Bereich
eine Probenstanze entnommen. Die entnommene Probenstanze wird in einen neuen Paraffinblock eingefiigt. B:
Schema eines Objekttrégers mit einem Schnitt des TMA. Unterschiedliche Proben kénnen nun auf einem
Objekttréger angefdrbt und analysiert werden. C: Ein Stanzprotokoll trégt die Information, welche Proben an
welchem Platz sitzen. Grafik entnommen aus (Manley et al., 2001); Nutzung der Grafik mit Erlaubnis des Elsevier-
Verlages unter der Lizenznummer 607768086 0890.

Die TMAs wurden anschlieRend 2-malig fur 20 min bei 56°C erhitzt, damit die
Stanzproben mit dem Matrixparaffinblock verschmelzen. Zur folgenden
Immunhistochemie wurden von den TMAs 2,5 um dicke Schnitte angefertigt und
diese auf einen positiv geladenen Objekttrager gezogen. Die Stanzprotokolle mit
Herkunftsorgan und die anonymisierte Patienten ID sind fur alle verwendeten
TMAs aufgrund der grol3en Datenmenge digital zu erhalten. Ein Ausdruck ist im
Institut fir Pathologie Tubingen archiviert. Gleiches gilt fur die handisch notierten

Auswertungsergebnisse der Antikdrperfarbungen.
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Die Erstellung der TMAs wurde von Frau Christine Beschorner und von Frau Dr.
med. Britta Ney durchgefuhrt. Die technische Umsetzung der TMA-Planung und
Erstellung erfolgte fur alle TMAs durch Frau Christine Beschorner. Die TMAs
wurden von Frau Karen Greif sowie Christine Beschorner geschnitten. Das
Ausheben der fur die Studie in Frage kommenden Gewebeblocke sowie die
Archivarbeit wurde von Frau Dr. Anna Fischer, Frau Dr. Britta Ney, Frau Dr.
Deborah Pham und Frau Dr. Nina Neudeck, Frau Karen Greif und Christine
Beschorner geleistet. Fir die TMA-Serien 52.1 — 52.5; 53.1 - 53.2; 54 erfolgte die
Archivrecherche und Kollektivzusammenstellung durch Frau Dr. Britta Ney, Frau
Dr. Anna Fischer, Herrn PD Dr. Hans Bdsmiller und Frau Prof. Dr. Annette
Staebler. Fur die TMA-Serie 62.1 - 62.6 + 78 erfolgte die Archiv-recherche und
Kollektivzusammenstellung durch Frau Dr. Jana Pasternak, Frau Dr. Anna

Fischer, Frau Dr. Britta Ney.

2.3 Immunhistochemie

Die fUr diese Arbeit interessanten Protein- und Oberflachenmolekul-Marker
wurden in unserem Kollektiv mithilfe von immunhistochemischen Farbungen
(IHC) untersucht. Die so entstandenen Objekttrager lassen sowohl eine HE-
morphologische (Hamatoxylin-Eosin) als auch Protein-biochemische Analyse

des Gewebes zu (IHC zur prazisen Verortung der Protein-/Antigen-Lokalisation).

2.3.1 Einzelfarbung

Fir MSLN und HLA-DRA wurden Einzelfarbungen angefertigt. Verwendet wurde
ein dreistufiges System mit DAB (s. Tab.1; s. Abb. 8). Der ausgewahlte
Primarantikorper wird von einem polyklonalen Sekundarantikorper (HQ-Linker)
gebunden. Dieser ist spezifisch fur Immunglobuline der Spezies Maus und
Kaninchen und bindet zur Signalverstarkung den tertiaren Antikorper, an den das
Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) gebunden ist. Dieses bewirkt unter Zugabe
von H202 und 3,3’Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) braune Prazipitate
an den antigentragenden Zellkompartimenten. AnschlieBend folgt eine

Gegenfarbung mit HE zur histomorphologischen Beurteilbarkeit. Nachfolgend
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findet das sog ,Blueing® statt, um die HE Farbung in helle Blautone umzufarben:
Mithilfe von Lithium-lonen und dem Anheben des pH-Werts wird der Farbton der

HE-Farbung geandert; die Spezifika der Farbung bleiben gleich (Roche).

2.3.2 Doppelfirbung CD3/CD8

Um intratumorale CD4* T-Zellen (CD4* TILs) zu identifizieren, verwendeten wir
eine CD3/CD8 Doppelfarbung. CD3 ist ein Ko-Rezeptor des TCR und wird auf
allen T-Zellen exprimiert. CD8 ist ein Membranprotein, welches zytotoxische T-
Zellen, NK-Zellen sowie dendritische Zellen exprimieren. Bei der Doppelfarbung
wurden ausschlieRRlich Lymphozyten gezahit, welche rot (CD3*), nicht aber braun
(CD8*) angefarbt wurden. Diese Farbung identifiziert T-Zellen, welche CD8
negativ sind. In diese Gruppe fallen alle CD4* T-Zellen und zu einem kleinen
Anteil doppelt negative T-Zellen (Wu et al., 2022).

Fur die CD3/CD8 Doppelfarbung wurde zunachst die Farbung mit dem anti-CD8
Primarantikorper und dem DAB-Kit aufgebracht. Im Anschluss daran wurde der
anti-CD3 Primarantikérper aufgebracht und mithilfe einer indirekten IHC rot
angefarbt. Der verwendete Sekundarantikdrper ist konjugiert mit Alkalischer
Phosphatase (s. Tabelle 2, Abbildung 8).

DAB * Enhancer
Precipitate H202
W Tt Red Naphthol
Precipitate

Fast Red
/ \HRP Multimer =
HQ Linker \\% AP Conjugate ... /
HQ

A / B Primary| ~ )
Primary Antibod
Antbody 7 N, y \
Tissue D Target Antigen Tissue | I Target Antigen

Abbildung 8: Schemazeichnung des OptiView DAB IHC Detection Kits (A) und des UltraView AP red Detection Kits (B).
A: Ein Primdrantikérper bindet einen Sekunddrantikérper, passend fiir mehrere Spezies (HQ Linker) und dieser bindet
einen Tertidr AntikGrper, welcher mit HRP gekoppelt ist welches unter Zugabe von Kupfer DAB ausfiillt.
(Produktdatenblatt fiir OptiView DAB IHC Detection Kit; Ventana Medical Systems, Inc. Arizona/ USA 06/2011)

B: Ein Primdrantikérper bindet einen Sekunddrantikérper, welcher direkt mit alkalischre Phosphatase gekoppelt
welche Naphtol fast red ausfdllt (AP Conjugate). (Produktdatenblatt fiir UltraView Universal Alkaline Phosphatase
Red Detection Kit, Ventana Medical Systems, Inc., Arizona USA 04/2022)
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Im Anschluss daran erfolgt die HE-Gegenfarbung und das Blueing. Die
Immunhistochemischen Farbungen wurden an den Immunfarbesystemen
Ventana Benchmark XT und Ventana Benchmark Ultra mit kommerziell

erhaltlichen Antikérpern und Reagenzien (s. Tabelle 2) durchgeflihrt.

Tabelle 2 : Spezifikationen der verwendeten Reagenzien. Die verwendeten Programme sind im Anhang zu finden.

Antikorper Klon; Spezies Verdiinnung Detektion Kit Gerat
Herstellerinformation Antikorper
MSLN Klon: SPM 143, Maus 1:100 OptiView DAB Ventana
GTX15230, GeneTex monoklonal Detektion Kit der Benchmark XT
Fa. Roche Programm 8
HLA- Klon: TAL.1B5, Code-Nr.  Maus 1:400 OptiView DAB Ventana
DRA: MO0746, Dako monoklonal Detektion Kit der Benchmark XT
Fa. Roche Programm 8
DF Klon: SP7, CI597R06 Kaninchen  1:50 UltraView Universal Ventana
(CD3), CI597C01, CI597C002, [e]€; AP Detektion Kit Benchmark
rot DCS Immunoline der Fa. Roche Ultra
Programm 243
DF Klon: C8/144B Maus 1:150 OptiView DAB Ventana
(CDS8), Code M7103, Dako Monoklonal Detektion Kit der Benchmark
braun Fa.Roche Ultra
Programm 243

Die Antikérper fir HLA-DRA und MSLN wurden von Hand auf die Objekttrager
pipettiert. AnschlieRend wurde das Programm des Vollautomaten fortgefuhrt. Im
Anschluss wurden die Schnitte durch eine Verdinnungsreihe entwassert: Alkohol
absteigend in der Konzentration von 1:100, 1:10, 1:1, Xylol in der Konzentration
von 1:100, und von Hand mit einem Deckglas versehen. Die Farbung und weitere
Prozessierung wurde von Frau Karen Greif, Frau Christine Beschorner sowie in

Einzelfallen von mir selbst durchgeflhrt.

Abbildung 9 zeigt exemplarisch einen Ausschnitt eines Anti-MSLN/ HE gefarbten

TMASs, welcher auf 12 Cores einen Fall abbildet.
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Abbildung 9: Abbildung eines mit Anti-Mesothelin/ HE gefdrbten TMAs. Abgebildet wird ein Fall auf 12 Stanzproben;
Scans erstellt mithilfe von Roche Ventana DP 200 slide scanner, bearbeitet mit ViewPoint; PreciPoint GmbH Alois-
Steinecker-Strafie 22 85354 Freising, Bavaria, Germany.

2.3.3 Immunhistochemische Scores
Fur die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen fiur MSLN (s. Tabelle
3) und HLA-DRA (s. Tabelle 4) wurde ein Immunreaktivitatsscore (IRS) ahnlich

dem Allred-Score entwickelt.

Tabelle 3: Verwendetes Scoring System fiir MSLN (mod. Allred-Score). MSLN zeigt eine membrandre Fédrbung.
Verwendeter Klon: SPM 143.

Positive Zellen %  Expression Intensitat Intensitat Score (IS)
Score (ES)

0 0 keine 0

1-10 1 schwach 1

11-50 2 intermediar 2

51-80 3 stark 3

>80 4

Gesamtscore: ES x IS

Tabelle 4: Verwendetes Scoring System fiir HLA-DRA (mod. Allred-Score). Fiir HLA-DRA wurde ES und IS erfasst.
Verwendeter Klon: TAL.1B5.

Positive Zellen %  Expression Intensitat Intensitat Score (IS)
Score (ES)

0 0 keine 0

1-10 1 schwach 1

11-50 2 intermediar 2

51-80 3 stark 3

>80 4
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Die CD4* Lymphozyten wurden nach ihrem Vorkommen intraepithelial (=
intratumoral), stromal oder im gesamten Core numerisch ausgezahlt und dies

wurde, getrennt aufgefihrt, je Core dokumentiert.

2.4 Datenerhebung

2.4.1 Immunhistochemische Auswertung und Erhebung der molekularen
Daten

Die immunhistochemische Auswertung wurde fur MSLN und HLA-DRA von mir
selbst vorgenommen und im Anschluss von Frau Prof. Dr. Annette Staebler (fir
MLSN) bzw. Frau Dr. Anna Fischer (fur HLA-DRA) bestatigt bzw. korrigiert, und
von mir dokumentiert und digitalisiert. Die Auswertung der Doppelfarbung
CD3/CD8 wurde von Frau Dr. Anna Fischer durchgefuhrt und von mir
dokumentiert und digitalisiert.

2.5 Statistische Analyse

Die Rohdaten wurden von mir mittels EXCEL (Microsoft Corporation, 2018.
Microsoft Excel, https://office.microsoft.com/excel.) verarbeitet. Daraus wurden
fur Mesothelin Mittelwert, Minimum und Maximum errechnet. Fir HLA-DRA
wurden Mittelwert, Minimum, Maximum und Median jeweils fur Intensitat und
Expression errechnet. Fur die CD3/CD8 Doppelfarbung wurden Mittelwert,
Maximum, Minimum und Median jeweils fur iTILs/ sTILs und aTILs errechnet. Fur
einzelne fehlende Daten bezuglich einzelner Marker wurde angenommen, dass
das Fehlen der Daten keinem systematischen Fehler unterliegt, somit wurden
inkomplette Falle nicht zensiert. Die statistischen Analysen wurden mithilfe von
IBM SPSS Statistics durchgefuhrt (IBM Corp. Released 2020. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 27.0. Armonk, NY: IBM Corp).
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3 Ergebnisse

3.1 Das untersuchte Kollektiv - Deskriptive Statistik der klinischen
Parameter

Das final untersuchte Kollektiv enthalt Proben und auswertbare Daten von 387
Patientinnen, die zwischen den Jahren 1999 und 2015 operiert wurden. Die
Patientinnen waren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung zwischen 25 und 90
Jahre alt (MW 62 Jahre; Std. Abw. 11 Jahre). Die Patientinnen wiesen
groBtenteils ein FIGO-Stadium 3 oder héher auf (n=341; 81%). Eine komplette
Resektion (RO) konnte in 139 Fallen (36,4%), eine mikroskopisch inkomplette
Resektion (R1) in 146 Fallen (38%) erreicht werden. Ein makroskopischer Rest-
Tumor (R2-Resektion) musste in 90 Fallen (23%) belassen werden (s. Tabelle
5). Von 387 Patientinnen erhielten 282 (72%) eine adjuvante Chemotherapie
gemal Beschluss der interdisziplinaren Tumorkonferenz analog den jeweils
gultigen Therapieempfehlungen; in der Mehrheit Carboplatin + Paclitaxel. Der
Erhalt der jeweiligen Substanz sowie die zusatzliche Gabe eines anti-VEGF
Antikorpers (Bevacizumab) wurde in dieser Untersuchung nicht weiter
differenziert. Fur das OS im Kollektiv ergaben sich folgende Kennzahlen:
Minimum: 4 Tage (Tod); Maximum: 6894 Tage (last follow up; 18,8 Jahre);
Median: 1017 Tage = 2,7 Jahre; Std.-Abw. Tage; 5-JUL: 28%; 10-JUL: 9,6%.
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Tabelle 5: Klinische Charakteristika des untersuchten Kollektivs.

Klinische Charakteristika des untersuchten Kollektivs

Anzahl Anteil in %

Gesamt 387 100%
Alter beim Zeitpunkt der

Diagnose

Jiinger als 60 Jahre 140 36%
Alter als 60 Jahre 247 64%
FIGO-Stadium

I 14 4%
Il 28 7%
11 275 71%
Y 66 17%
Fernmetastasen

MO 251 65%
M1 66 17%
Keine Angabe 70 18%
Resektionsstatus

RO; Omm 139 36%
R1; 1 bis 10 mm 146 38%
R2; mehr als 10 mm 90 23%
Keine Angabe 12 3%
Adjuvante Chemotherapie

erhalten 282 72%
Nicht erhalten 103 27%
Keine Angabe 2 1%
Gesamtiiberleben

5 JahresUiberleben 107 28%

10 Jahrestuberleben 37 9,6%




3.2 Zusammenhang von Mesothelin, HLA-DRA sowie der CD4-Zellzahl
mit klinischen Parametern

Um zu Uberprifen, ob sich die klinischen Parameter Alter, FIGO-Stadium und

Resektionsstatus zwischen den einzelnen Expressionsstufen von HLA-DRA,

MSLN bzw. der Lymphozytenzahl unterscheiden, wurden Kreuztabellen erstellt.

3.2.1 Mesothelin Muster der Inmunfdarbung und Expression

MSLN zeigte in der Regel aufgrund seiner Funktion als Membranprotein und
Lokalisierung innerhalb der Zelle eine zumeist moderate membranare Farbung
(vgl. Abbildung 10). Fur den Marker MSLN wurden je Fall Minimum, Maximum
sowie Mittelwert des IRS (Immune Reactivity Score = modifizierter Allred Score)
erhoben. Technisch bedingt lagen fur 40 Falle keine Daten vor. Die Falle ohne
Daten zu MSLN blieben jedoch fur die Ubrigen Analysen erhalten. Im
untersuchten Kollektiv konnten somit 347 Falle bezuglich ihrer Mesothelin-
Expression ausgewertet werden (vgl. Tabelle 6). Die grof3te Trennscharfe in den
Uberlebenskurven wurde bei Verwendung des maximalen IRS je Fall erreicht,

daher wurde dieser Parameter flur alle Analysen und Statistiken verwendet.

Tabelle 6: Deskriptive Statistik flir MSLN-Expression im Gesamtkollektiv.

Mesothelin N (%)
Auswertbare Falle 347

IRS < 8 (MSLN-L) 175 (45%)
IRS = 8 (MSLN-H) 172 (44%)
Mittelwert 6,4
Median 6,0

Std. Abweichung 2,8
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Abbildung 10: Ausgewdhlte Scans der MISLN-Férbung in 20x Vergrdfserung. MSLN zeigt eine membrandre Expression:
a)IRS 1; b)IRS 4; c) IRS 6; d) IRS 8; e) IRS 12. Eigene Aufnahmen bearbeitet mit ViewPoint; PreciPoint GmbH Alois-
Steinecker-Strafle 22 85354 Freising, Bavaria, Germany.

3.2.2 Korrelation der Mesothelin Expression mit klinischen Parametern

Das Alter der Patientinnen, Resektionsstatus sowie die FIGO-Stadien
unterschieden sich nicht signifikant tGber die IRS-Expressionsstufen von MSLN.
Auffallig war, dass FIGO | und Il keine sehr hohen MSLN-Werte aufwiesen. Es
zeigte sich eine Tendenz, dass sowohl iTILs und aTILS (CD4* TIL-Zahlen/HPF)
mit steigendem MSLN abnahmen. Die Mittelwerte der iTILs (p= 0,690; ANOVA)
sowie der aTlLs (p=0,480; ANOVA) unterschieden sich Uber die Stufen von
MSLN nicht signifikant. Das OS (p=0,420) sowie das DFS (p= 0,369) nahm bei
steigendem IRS tendenziell ab, wenngleich auch hier keine Signifikanz erreicht

wurde (Tabelle 7 zeigt die Daten).
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Tabelle 7: Mesothelin Expression und klinische Parameter.

Mesothelin - maximaler IRS

Alter (Jahre)
<60
>60

FIGO Stage
1
Il
]|
v

Resektions-
status
RO (Omm)

R1 (1-10mm)
R2 (>10mm)
R unbekannt

CD4 iTIL/ HPF
Mw

MW

(SD)

(min - max)

CD4 sTIL/ HPF
Mw

MwW

(SD)
(min-max)

CD4 aTIL /HPF
Mw

MW

(SD)

(min - max)

Medianes OS
(Tage)
Medianes DFS
(Tage)
Medianes OS
(Tage)

Medianes DFS
(Tage)

Niedrig
(IRS 0-4)
N (%)

32 (25,6%)
57 (25,7%)

2 (16,7%)
11 (44,0%)
63 (25,2%)
13 (23,2 %)

36 (29,0%)
33 (24,8%)
16 (20,5%)
4(33,3 %)

6,9
9,5
0-65,0

57

0-31,0

12,6
13,2
0-96

1112

506

Moderat
(IRS 6)
N (%)

33 (26,4%)
53 (23,9%)

5 (41,7%)
6 (24,0%)

58 (23,2%)
16 (28,6%)

28 (22,6%)
35 (26,3%)
20 (25,6%)
3 (25%)

6,9
8,1
0-433

6,7

0-29,5

13,6
131
0-69,2

1235

482

Hoch
(IRS 8-9)
N (%)

51 (40,8%)
97 (43,7%)

5 (41,7%)
8 (32,0%)
109 (43,6%)
24 (42,9%)

54 (43,5%)
54 (40,6%)
36 (46,2%)
4(33,3)

6,0
6,4
0-36,3

6,6
8,8
0,1-75,2

12,6
13,1
0,1-89,9

921

464

Sehr hoch
(IRS 12)

N (%)
9(7,2 %)
15 (6,8%)

0 (0%)
0 (0%)

20 (8,05)
3 (5,4%)

6 (4,8%)
11 (8,3%)
6 (7,7%)
1(8,3%)

54
5,5
0,1-25/1

4,5

0-14 4

9,9

0.7-39.3

1011

412

Mesothelin Expression Gruppen

MSLN-L (IRS <8)

1180

499

MSLN-H (IRS 28)

927

453

Total
N (%)

125 (36%)
222 (64%)

12 (3,5%)
25 (7,3%)

250 (72,9%)
56 (16,3 %)

124 (35,7%)
133 (38,3%)
78 (22,5%)
12 (3,5%)

6,4
7,7
0-65,0

6,3

0-75,2

12,7
13,0
0-96,0

1032

473

P value,
Pearson x?

x?=0,943

x?=0,376

x?=0,721

ANOVA
p=0,690

ANOVA
p=0,480

ANOVA
p=0,666

p=0,420

P=0.369

p=0,113

p=0,288
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3.2.3 Mesothelin Expression und Resektionsstatus

Hinsichtlich der MSLN-Expression zeigte sich ein Trend zu negativer Korrelation
mit dem Resektionsstatus (Abbildung 11). Je hdher Mesothelin exprimiert war,
desto haufiger lag eine R2 oder R1 Situation vor, wenngleich diese statistisch

nicht signifikant war (x*=0,017).

Resektionsstatus

a) 0 mm b) 1-10 mm c) > 10 mm

Mesothelin Expression

M negative und moderate Mesothelin Expression
B starke und sehr starke Mesothelin Expression

Abbildung 11: Korrelation von Resektionsstatus mit Mesothelin-IRS: Félle mit Mesothelin -Expression IRS > 8 zeigen
eine Tendenz zu vermehrter R2 Resektion gegeniiber den Féllen mit Mesothelin-Expression IRS < 8 (x?=0.721).

3.2.4 Prognostische Relevanz der Mesothelin Expression
Im untersuchten Kollektiv verwendeten wir fiir die Uberlebenszeitanalysen die
maximalen IRS-Werte je Fall, wodurch der grofdte Unterschied im medianen OS

erreicht wurde. Die medianen Uberlebenszeiten sind in Tabelle 7 aufgefhrt.

3.2.4.1 Mesothelin - Uberlebenszeitanalyse

Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Uberlebensverteilungen
festgestellt. Das kurzeste mediane OS (921 Tage) wurde fur die Gruppe mit
starker MSLN-Expression (IRS = 8-9; n = 148 Falle) errechnet. Das langste
mediane OS (1235 Tage) wurde fir die Falle mit moderater MSLN-Expression

(IRS = 6; n = 86 Falle) errechnet. Das mediane OS der Falle mit negativer und
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schwacher Expression (IRS = 0-4; n = 89 Falle) mit 1112 Tagen bzw. das der
24) mit 1011 Tagen

Falle mit sehr starker Expression (IRS = 12; n

unterschieden sich kaum (Abbildung 12).

10

Mesothelin-Expression
08 _Megativ (IRS 0-4)
—TMaderat (IRS B)

1 Stark (8-3)

1 Sehr stark (IRS 12)

06

04

Kum. Uberleben

0,2

0,0

0 2000 4000 6000
0S in Tagen

Abbildung 12: Einfluss der MSLN-Expression auf das OS (p=0,420; vgl. Tabelle 7).

Beim DFS findet sich eine Tendenz zu friiheren Rezidiven mit steigendem MSLN-
IRS (DFS im Gesamtkollektiv: 473 Tage), obgleich keine Signifikanz erreicht
wurde (p=0,369) (Abbildung 13). Fir MSLN IRS 0-4 betrug das DFS 506 Tage;
das fur MSLN IRS 6 betrug 482 Tage; das fur IRS 8-9 464 Tage und fir IRS >8
412 Tage.
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Abbildung 13: Einfluss der MSLN-Expression auf das DFS (p=0,369; vgl. Tabelle 7).

3.2.4.2 Mesothelin Gruppenbildung

Der grofite Unterschied des medianen OS wurde erreicht bei dem Vergleich einer
negativen oder moderaten MSLN-Expression (MSLN-L; n=175 Falle) mit einer
starken und sehr starken MSLN-Expression (MSLN-H; n=172 Falle), (vgl. Tabelle
7).

Mesothelin-Expression
(IRS)

08 — I Negativ und moderat (IRS <8)

—1Stark und sehr stark (IRS 28)

06

04

Kum. Ubereben

02

00

o 2000 4000 6000

0S in Tagen

Abbildung 14: Einfluss der MSLN- Expression auf das OS (p= 0,133, vgl. Tabelle 7)
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Abbildung 15: Einfluss der MSLN-Expression auf das DFS (p=0,288; vgl. Tabelle 7).

Sowohl fur OS als auch DFS wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den
Uberlebensverteilungen festgestellt (s. Abbildung 14 + Abbildung 15). Bei
Patienten der MSLN-H Gruppe, betrug das OS im Median 927 Tage, bei
Patienten der MSLN-L Gruppe im Median 1180 Tage (p=0,113). Bei Patienten
der MSLN-H Gruppe betrug das DFS im Median 453 Tage, bei Patienten der
MSLN-L Gruppe im Median 499 Tage (p=0,288).
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3.2.5 HLA-DRA Muster der Inmunfarbung und Expression
HLA-DRA wird in seiner Funktion als antigenprasentierendes Protein membranar
auf Tumorzellen exprimiert. Makrophagen zeigten vermehrt eine starke Farbung

und mussten aus der Bewertung herausgehalten werden (vgl. Abbildung 16).

Abbildung 16: Ausgewdhlte Scans der HLA-DRA Férbung in 20 x Vergréf3erung. HLA-DRA zeigt eine membrandére
Expression. Makrophagen mussten aus der Bewertung herausgehalten werden. a) INT 0; b) INT 1; c) INT 2; d) INT 3
Eigene Aufnahmen, bearbeitet mit ViewPoint; PreciPoint GmbH Alois-Steinecker-Strafse 22 85354 Freising, Bavaria
Germany

Fur den Marker HLA-DRA wurde je Fall Minimum, Maximum, Median sowie
Mittelwert des IRS erhoben. Zudem wurde die Intensitat der Expression separat
dokumentiert. FUr 349 Falle lagen Daten zu HLA-DRA vor. Technisch bedingt
fielen 38 Falle aus der Datenanalyse heraus. Abbildung 16 zeigt exemplarische
Proben der unterschiedlichen Intensitatsstufen aus unserem Kollektiv. Die grofite
Trennschérfe in den Uberlebenskurven wurde bei Verwendung der maximalen
Intensitat je Fall erreicht, daher entschieden wir uns dafur, diesen Parameter fur
alle Analysen zu verwenden. Fur die maximale Intensitat je Fall ergab sich ein
Mittelwert von 2,07 (SD = 1,0), ein Maximalwert von 3,0 und ein Minimalwert von

0 (vgl. Tabelle 8).

Tabelle 8: Deskriptive Statistik ftir HLA-DRA (HLA-DRA-L = low, HLA-DRA-H = high).

HLA-DRA N (%)

Auswertbare Falle 349
Intensitat < 2 (HLA-DRA-L) 80 (21%)

Intensitat = 2 (HLA-DRA-H) 269 (69%)

Mittelwert 2,07
Median 2,0
Std. Abweichung 1,0
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3.2.6 Korrelation der HLA-DRA Expression mit klinischen Parametern

Das Alter der Patientinnen sowie die FIGO-Stadien unterschieden sich nicht
signifikant bezogen auf die HLA-DRA Expression. Der Resektionsstatus
unterschied sich je nach HLA-DRA Expression (x2=0,011 zweiseitig; s. Tabelle
9). Hohere Intensitaten von HLA-DRA waren quantitativ haufiger vorzufinden. Mit
steigender Intensitat von HLA-DRA waren héhere CD3*/ CD8- TIL Vorkommen
assoziiert, bezogen auf iTILs sowie aTlLs (p<0,001; ANOVA). In Bezug auf das
mediane OS und DFS waren korrelierend zur HLA-DRA Intensitat statistisch
signifikante langere Uberlebenszeiten zu beobachten. OS sowie DFS (p=0,012

bzw. p=0,043 (Log-Rank-Test)) werden im entsprechenden Kapitel behandelt.
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Tabelle 9: HLA-DRA Expression und klinische Parameter.

HLA-DR alpha chain - maximale Intensitat

INTO INT 1 INT 2 INT 3 Total P value,
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) Pearson x2?
Alter (Jahre) x2=0,355
<60 8(22,9%) 18(40,0%) 47(36,7%) 54(38,3%) 127(36,4%)
>60 27(77,1%) 27(60,0%) 81(63,3%) 87(61,7%) 222(63,6%)
FIGO Stage x?=0,297
| 0 (0%) 0(0 %) 7 (5,6%) 5(3,6%) 12 (3,5%)
] 3(8,6%) 12,3 %) 11 (8,7%) 11 (7,9%) 26 (7,5%)
n 27 (77,1%) 39 (88,6%) 84 (66,7%) 103 (73,6%) 253 (73,3%)
v 5(14,3%) 4(9,1%) 24 (19,0%) 21 (15,0%) 54 (15,7%)
Resektionsstatus
x2=0,011*
RO (Omm) 11 (33,3%) 10 (22,7%) 46 (37,4%) 60 (43,8%) 127 (37,7%)
R1 (1-10mm) 12 (36,4%) 15 (34,1%) 49 (39,8%) 56 (40,9%) 132 (39,2%)
R2 (>10mm) 10 (30,3%) 19 (43,2%) 21 (22,8%) 28 (15,3%) 78 (23,1%)
R unbekannt 2 (5,7%) 1(2,2%) 5(3,9%) 4(2,8%) 12 (3,4%)
CD3+/CD8- ANOVA
Epithelial MW / HPF p<0,001*
MW 2,8 3,9 5,0 9,3 6,4
SD) 4,4 5.1 5,8 9,3 7,6
min - max) 0,0-22,3 0,0-29,8 0,0-43,3 0,0-65,0 0,0-65,0
CD3+/CD8- ANOVA
Gesamt MW/ HPF P<,0001*
Mw 7,3 7.8 10,9 17,3 12,7
(SD) 8,1 7.1 10,0 16,3 13,0
(min-max) 0,1-30,0 0,1-36,3 0,0-69,2 0,0-96,0 0,0-96,0
CD3+/CD8- ANOVA
Stromal MW/ HPF p<0,001*
MW 4,5 3,9 59 8,0 6,3
SD 6,6 4,0 6,1 9,7 7,7
(min - max) 0,0-30,1 0,0-15,3 0,0-48,3 0,0-75,2 0,0-75,2
Medianes OS 778 921 1078 1171 1032 Log Rank
(Tage) p=0,012
Medianes DFS 425 382 500 496 473 Log-Rank
(Tage) p=0,043
HLA-DRA Expression Gruppen
HLA-DRA-L (INT 0-1) HLA-DRA-H (INT 2-3)
Medianes OS 809 1127 1032 p=0,001
(Tage)
Medianes DFS 394 496 473 p=0,004
(Tage)
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3.2.7 HLA-DRA Expression und Resektionsstatus

Um zu testen, ob die HLA-DRA Expression einen Einfluss auf die Operabilitat der
Tumoren hat, wurde ein Chi-Quadrat-Test durchgefihrt (x?2 = 0,011). Es zeigte
sich, dass der Anteil von HLA-DRA-H Tumoren bei den Fallen mit RO-Resektion
(83,5%) hoher war als bei Fallen, bei denen ein mikroskopischer Rest (R1)
verblieb (79,5%) bzw. nur eine R2 Resektion erreicht wurde (62,8%) (s.
Abbildung 17).

Resektionsstatus

a) 0 mm b) 1-10 mm c) > 10 mm

105
79,55%

HLA-DRA Expression

M schwache und negative Expression
M mittelgradige und starke Expression

Abbildung 17: Korrelation von Resektionsstatus mit Intensitct der HLA-DR Expression: Fdlle mit HLA-DR Expression
IRS >2 zeigen vermehrt einen R1 bzw. RO Status (x?>=0.011) verglichen mit den Féllen mit HLA-DRA Expression IRS >2.

3.2.8 Prognostische Relevanz der HLA-DRA Expression
Im untersuchten Kollektiv wurden die Uberlebenszeitanalysen in Abhangigkeit
von der maximalen Intensitat je Fall durchgefluihrt, wodurch der grofite

Unterschied im medianen Uberleben erreicht wurde.

3.2.8.1 HLA-DRA - Uberlebenszeitanalyse
Der HLA-DRA IRS war fur das OS ebenfalls signifikant (p=0,001), allerdings

schnitten sich die Kurven von moderater und starker Expression nach ca. 3000
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Tagen. Beim IRS ist zu beachten, dass hier die Expression und die Intensitat
vermischt werden: Ein moderater IRS beispielsweise mit einer INT 3 und einer
Expression 2 kann aber auch mit einer INT 2 und Expression 3 erreicht werden.
Nach 3000 Tagen nahern sich die beiden Kurven von starker Intensitat und
mittlerer Intensitat an (Abbildung 18 a), schneiden sich jedoch nicht. Es ist davon
auszugehen, dass fur diesen Bereich der Unscharfeeffekt des IRS verantwortlich
ist. Fur die weiteren Analysen wurde daher mit der Intensitat allein

weitergerechnet, um so die klonale Tumorbiologie abzubilden.

Fir OS als auch DFS wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den
Uberlebensverteilungen festgestellt (p = 0,012). Die Abbildungen 18 a) bzw. 19
zeigen das OS bzw. DFS fur das Kollektiv aufgeteilt nach der HLA-DRA

Expression.

Das kurzeste mediane OS (778 Tage) wurde fur die Gruppe mit negativer HLA-
DRA-Expression (n = 35, 10%) errechnet. Das langste mediane OS mit 1171
Tagen wurde fur die Falle mit starker HLA-DRA Expression (n = 141, 40%)
errechnet. Das entspricht einer Differenz von 393 Tagen (12,9 Monaten). Das
mediane OS der Falle mit schwacher Expression (n = 45 Falle, 13%) betrug 921

Tage, das der Falle mit moderater Expression (n = 128 Falle, 37%) 1078 Tage.
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Abbildung 18: Einfluss der HLA-DRA Expression auf das OS. a) OS und HLA-DRA IRS (p=0,001) b) OS und HLA-DRA INT
(p=0,012; vgl. Tabelle 9)

Fur das DFS wurde ein zwar geringerer aber noch signifikanter Unterschied
zwischen den Uberlebensverteilungen festgestellt (p = 0,043), wobei sich hier
grafisch die Kurven schneiden (vgl. Abbildung 19). Das héchste mediane DFS
mit 500 Tagen wurde fur Falle mit moderater HLA-DRA Expression festgestellt
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(n = 128, 37%), das kurzeste mediane DFS mit 382 Tagen fur Falle mit
schwacher HLA-DRA-Expression (n = 45, 13%). Das entspricht einer Differenz
von 118 Tagen (3,8 Monaten). Die Falle mit starker Expression (496 Tage, n =
141, 40%) sowie negativer Expression (425 Tage, n = 35, 10%) lagen

dazwischen.

HLA-DRA-Expression
(INT)

—IMegativ (INT 0)
—1Schwach (INT 1)
—ITModerat (INT 2)
— 1 5tark (INT 3)

08

05

04

Kum. Uberleben

02

00

o] 2000 4000 000
DFSin Tagen

Abbildung 19: Einfluss der HLA-DRA Expression auf das DFS (p=0,043; vgl. Tabelle 9).

3.2.8.2 HLA-DRA Gruppenbildung

Als Cut-Off Wert wurde fur HLA-DRA eine maximale Intensitat von 2 festgelegt.
Dieser Cut-Off wurde fur die kombinierten Analysen verwendet. Bei Patientinnen
mit mittelgradiger und hoher Intensitat von HLA-DRA (HLA-DRA-H) betrug das
OS im Median 1127 Tage (n = 269, 77%) und das DFS im Median 496 Tage. Bei
Patientinnen mit negativer und niedriger Intensitat von HLA-DRA (HLA-DRA-L)
betrug das OS im Median 809 Tage (n = 80, 23%) und das DFS im Median 394
Tage. Sowohl OS (Mediane Differenz 318 Tage, p=0,001) als auch DFS
(Mediane Differenz 102 Tage, p=0,004) unterschieden sich statistisch signifikant
(s. Abbildung 20 + Abbildung 21).
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Abbildung 20: Einfluss der HLA-DRA Expression auf das OS. (p=0,001; vgl. Tabelle 9)
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Abbildung 21: Einfluss der HLA-DRA Expression auf das DFS (p=0,004; vgl. Tabelle 9)
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3.2.9 TILs im Tumorstroma sowie Tumorepithel - Doppelfarbung CD8/
CD3

Die CD3/ CD8 Doppelfarbung wurde etabliet um CD4* Th-Zellen zu

identifizieren. Die CD3* /CD8- Zellen wurden separat in Tumorstroma (sTIL) und

Tumorepithel (iTIL) ausgezahlt. Abbildung 22 zeigt beispielhaft eigene
Farbungen.

s 3
—

——

- 220

Vg

c) d)
Abbildung 22: Ausgewdbhlte Scans der Doppelfdrbung mit anti-CD8 (braun) und anti-CD3 (rot) in 4x bzw. 20x
Vergréfierung. a)und c) demonstrieren einen Fall ohne nennenswerte stromale oder epitheliale TILs, b) und d)
demonstrieren einen Fall mit hoher CD3*/CD8& iTIL-Zahl und hoher sTIL-Zahl (Pfeile). Eigene Aufnahmen, bearbeitet
mit ViewPoint; PreciPoint GmbH Alois-Steinecker-Strafse 22 85354 Freising, Bavaria, Germany.

Es wurde zudem ein Gesamtwert aller CD3* /CD8- TILs (aTlLs) je Core als
Summe von CD3* /CD8 iTILs und CD3* /CD8- sTILs errechnet. Die CD3* /CD8-

Lymphozyten wurden pro High Power Field (HPF) gezahlt; das entspricht der
Lymphozytenzahl im Hauptgesichtsfeld bei 400-facher Vergrolierung. Es wurden
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jeweils Minimum, Maximum, Mittelwert je Fall fur sTILs, iTILs sowie aTlLs
errechnet. Fur die statistischen Analysen wurde der errechnete Mittelwert pro Fall
verwendet: MW iTILs: 6,4/HPF; MW sTILs: 6,3/HPF, MW aTlLs: 12,7/HPF. Fuir
die Uberlebensanalysen wurden Tertile gebildet: obere Tertile iTILs (MW 14
/HPF); mittlere Tertile iTILs (MW 4 /HPF); untere Tertile iTILs (MW 1 /HPF).
Tabelle 10 gibt die deskriptive Statistik wieder.

Tabelle 10: Deskriptive Statistik fiir CD3+/CD8- TILs/ HPF und Bildung Tertile

untere Tertile mittlere Tertile obere Tertile Total
aTIL MW
MW/ HPF 2,99 9,19 25,44 12,70
(min - max) 0,0-5,9 6,1-13,1 13,5-96 0,0-96,0
sTIL MW
MW/ HPF 1,12 3,92 13,36 6,33
(min - max) 0-2,3 2,4-57 5,9-75,2 0,0-75,2
iTIL MW
MW/ HPF 1,08 4,00 14,33 6,37
(min - max) 0,0-2,3 2,463 6,4-65 0,0-65,0

3.2.10 Lymphozyten und Zusammenhang mit klinischen Parametern

Die klinischen Parameter des Patientinnenkollektivs in Zusammenhang mit den
iTILs, sTILs und aTlLs werden in den Tabellen 11-13 dargestellt. Die TIL-Zahlen
unterschieden sich im Hinblick auf das Alter der Patientinnen nicht wesentlich.
Hinsichtlich der FIGO-Stadien ist zu vermerken, dass hohe FIGO-Stadien
tendenziell weniger mit erhohten iTIL und sTIL-Zahlen assoziiert waren, bzw.
umgekehrt niedrige FIGO Stadien | und Il vermehrt gesteigerte
Lymphozytenvorkommen aufwiesen. Die aTlLs waren fur die Verteilung der
FIGO-Stadien nicht relevant. Die Mehrzahl der RO resezierten Falle wies iTILs im
obersten Tertil auf. Fir sTILs und aTlLs war diese Tendenz deutlich schwacher.
Das OS und DFS war uber die Tertile der TILs ungleich verteilt: Fiur alle zeigte
sich, dass sich das mediane Uberleben mit steigender TIL-Zahl verbesserte. Die

hdochste Signifikanz wurde bei den iTlLs erreicht.
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Tabelle 11: Zusammenhang von iTILs mit klinischen Parametern.

CD3+/CD8- TILs/ HPF -iTILs Tertile

Untere Tertile  Mittlere Tertile Obere Tertile Total P value,
N (%) N (%) N (%) N (%) Pearson x?
Alter (Jahre) x2=0,101
<60 35 (27,6%) 41 (32,3%) 51 (40,2%) 127 (36,5%)
>60 81 (27,6%) 74 (32,3%) 66 (40,2%) 221 (63,5%)
FIGO Stage x?=0,003*
| 2 (16,7%) 2 (16,7%) 8 (66,7%) 12 (3,5%)
Il 4 (16,0%) 7 (28,0%) 14 (56,0%) 25 (7,3%)
1] 89 (35,5%) 79 (31,5%) 83 (33,1%) 251 (73%)
v 18 (32,1%) 27 (48,2%) 11 (19,6%) 56 (16,3%)
Resektions- x?*=0,005*
status
RO (Omm) 32 (25,4%) 36 (28,6%) 58 (46,0%) 126 (36,2%)
R1 (1-10mm) 52 (39,1%) 48 (36,1%) 33 (24,8%) 133 (38,2%)
R2 (>10mm) 29 (37,7%) 26 (33,8%) 22 (28,6%) 77 (22,1%)
R unbekannt 3 (25,0%) 5 (41,7%) 4 (33,3%) 12 (3,5%)
Medianes OS 809 1018 1727 1018 p <0,001
(Tage)
Medianes DFS 378 491 653 469 P <0,001
(Tage)
Tabelle 12: Zusammenhang von aTILs mit klinischen Parametern.
CD3+/CD8- TILs/ HPF - aTILs Tertile
Untere Tertile Mittlere Tertile Obere Tertile Total P value,
N (%) N (%) N (%) N (%) Pearson x?
Alter (Jahre) x*=0,513
<60 49 (38,6%) 38 (29,9%) 40 (31,5%) 127 (36,5%)
>60 72 (32,6%) 75 (33,9%) 74 (33,5%) 221 (63,5%)
FIGO Stage x?=0,312
1 2 (16,7%) 6 (50,0%) 4 (33,3%) 12 (3,5%)
Il 7 (28,0%) 7 (28,0%) 11 (44,0%) 25 (7,3%)
1] 90 (35,9%) 76(30,3%) 85 (33,9%) 251 (73,0%)
v 20 (35,7%) 23 (41,1%) 13 (23,2%) 56 (16,3%)
Resektions-
status x2=0,201
RO (Omm) 36 (28,6) 47 (37,3%) 43 (34,1%) 126 (36,2%)
R1 (1-10mm) 49 (36,8%) 39 (29,3%) 45 (33,8%) 133 (38,2%)
R2 (>10mm) 32 (41,6%) 27 (35,1%) 18 (23,4%) 77 (22,1%)
R unbekannt 4 (33,3%) 0(0,0%) 8 (66,7%) 12 (3,4%)
Medianes OS 921 1018 1209 1018 p=0,011
(Tage)
Medianes DFS 451 466 520 469 p=0,058

(Tage)
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Tabelle 13: Zusammenhang von sTILs mit klinischen Parametern.

CD3+/CD8- TILs/ HPF - sTILs Tertile

Untere Tertile Mittlere Tertile Obere Tertile Total P value,
N (%) N (%) N (%) N (%) Pearson x?

Alter (Jahre) x?=0,853

<60 36 (28,3%) 50 (39,4%) 41 (32,3%) 127 (36,5%)

>60 69 (31,2%) 83 (37,6%) 69 (31,2%) 221 (63,5%)
FIGO Stage x?=0,072

| 5 (41,4%) 3 (25,0%) 4 (33,3%) 12 (3,5%)

] 7 (28,0%) 4 (16,0%) 14 (56,0%) 25 (7,3%)

1] 76 (30,3%) 98 (39,0%) 77 (30,7%) 251 (73,0%)

v 15 (26,8%) 27 (48,2%) 14 (25,0%) 56 (16,3%)
Resektions- x2=0,980
status

RO (Omm) 40 (31,7%) 47 (37,3%) 39 (31,0%) 126 (36,2%)

R1 (1-10mm) 39 (29,3%) 54 (40,6%) 40 (30,1%) 133 (38,2%)

R2 (>10mm) 23 (29,9%) 29 (37,7%) 25 (32,5%) 77 (22,1%)

R unbekannt 3 (25%) 3 (25%) 6 (50%) 12 (3,4%)
Medianes OS 930 1011 1209 1018 p=0,008
(Tage)
Medianes DFS 453 451 506 469 p=0,351
(Tage)

3.2.11 TiLs und Resektionsstatus

Um zu testen, ob eine hohe Lymphozytenzahl einen Einfluss auf die Operabilitat

der Tumoren hat, wurde ein t-Test durchgefuhrt. Korrelat fur die Operabilitat war,

ob operativ eine RO Resektion erreicht wurde. Die Gruppe der Falle, in denen

eine RO Resektion erfolgt war, wurde mit der Gruppe, in der ein mikroskopischer

oder makroskopischer Rest (R1-Resektion + R2-Resektion) verblieb, verglichen.

Es zeigte sich, dass die R1 und R2 resezierten Falle signifikant weniger iTILs

(p<0,001) und aTlLs (p=0,001) aufwiesen gegenuber der RO resezierten Falle.

Die Mittelwerte der sTILs unterschieden sich zwischen den zwei Gruppen wenig

(p=0,058), obgleich auch hier die Tendenz zu mehr sTILs bei RO resezierten

Fallen sichtbar war. Abbildung 23 veranschaulicht den Mittelwertvergleich

(Tabelle 14) im Fehlerbalkendiagramm.
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Abbildung 23: Zusammenhang zwischen TIL-Zahl und dem Resektionsstatus; Mittelwertvergleich und
Fehlerbalkendiagramm. Es zeigt sich, dass die Fdlle, bei denen ein Rest >1 mm verblieb (R1 und R2), signifikant
weniger iTILs (blau, p<0,001) und aTlILs (rot, p=0,001) aufweisen gegeniiber der RO resezierten Fdlle. Die sTILs sind
fir den Resektionsstatus weniger relevant (griin, p=0,058).

Tabelle 14: Zusammenhang zwischen TIL-Zahl und dem Resektionsstatus

Resektionsstatus

0 mm >1 mm T-test
iTILs per HPF 8,4 (9,5) 5,0(5,7) p<0,001
MW (SD)
sTILs per HPF 7,3(10,3) 5,7 (5,6) p=0,058
MW (SD)
aTILs per HPF 15,7 (16,8) 10,7 (9,7) p=0,001
MW (SD)

3.2.12 Prognostische Relevanz der TIL-Subgruppen im HGSC - TILs
Uberlebenszeitanalyse

Die Patientinnen mit hohen Lymphozytenzahlen im Tumorepithel (oberste Tertile)
wiesen ein deutlich verbessertes medianes OS (1727 Tage) auf verglichen mit
Patientinnen mit niedrigen iTlLs (809 Tage, p<0,001) (Abbildung 24). Das
mediane OS der Patientinnen mit Lymphozytenzahlen im mittleren
Tertilenbereich entsprach in etwa dem medianen Gesamtiberleben im Kollektiv
(1018 Tage).
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Abbildung 24: Einfluss der iTILs auf das OS (p<0,001 vgl. Tabelle 11).

Bemerkenswert war, dass das mediane Gesamtlberleben der oberen Tertile von
iTILs um knapp 22,8 Monate bzw. 1,9 Jahre langer ist als das Uberleben im
Gesamtkollektiv. Dieser Effekt war fur die aTils und die sTILs nicht zu
beobachten. Der Effekt der sTILs (Abbildung 25b) auf das mediane OS war
weniger signifikant (p=0,008), wobei das mediane OS der Falle im oberen
Tertilenbereich (1209 Tage) auch hier langer war als das der Falle im mittleren
(1011 Tage) bzw. unteren Tertilenbereich (930 Tage). Das OS wird ebenfalls
signifikant von der Lymphozytenzahl im gesamten Tumorgewebe (aTlLs,
Abbildung 25a) beeinflusst, jedoch insgesamt schwacher (p=0,011). So ergibt
sich fur das obere Tertil ein Median von 1209 Tagen und fur das mittlere (1018
Tage) bzw. untere Tertil ein Median von 921 Tagen. Fir die kombinierten
Analysen wurden die Tertile der intraepithelialen CD3* /CD8- Lymphozyten

(iTILs) verwendet.
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Abbildung 25: Einfluss von sTILs (p= 0,008) (b) und aTlLs (p=0,011) (a) auf das OS (vgl. Tabelle 12 und 13).

Beim DFS ist das mediane Gesamtiberleben der Patientinnen mit iTILs im

oberen Tertilenbereich mit 653 Tagen etwa um 6 Monate verlangert gegenuber

dem medianen OS des Kollektivs (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Einfluss der iTILs auf das DFS (p<0,001; vgl. Tabelle 11).

Abbildung 27 zeigt das DFS fur sTILs und aTlLs.
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Abbildung 27: Einfluss von a) sTILs (p=0,351) bzw. b) aTILs (p=0,058) auf das DFS (vgl. Tabelle 12 und 13).

3.3 Korrelation von Mesothelin, HLA-DRA-Status und TIL-Vorkommen

3.3.1 Zusammenhang zwischen HLA-DRA Expression und CD3 */ CD8 -
TiLs

Zwischen der HLA-DRA-Expression und der epithelialen Lymphozytenzahl
besteht grafisch ein annahernd linearer Zusammenhang. Tabelle 15 zeigt die
Mittelwerte der Lymphozytenzahlen sowie Signifikanzniveau von ANOVA und t-
Test. Fur iTILs sowie aTlLs wird sowohl in ANOVA als auch t-Test eine
Signifikanz <0,001 erreicht. Die sTILs-Zahl nimmt ebenfalls mit steigender HLA-
DRA Intensitat zu, jedoch mit p=0,004 bzw. p=0,005 in ANOVA bzw. t-Test

weniger signifikant.

Tabelle 15: Zusammenhang von HLA-DRA Expression und TIL-Zahl.

Negative schwache moderate starke ANOVA t- test
Expression Expression Expression Expression
Mitte lwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert
(SD) (SD) (SD) (SD)
iTILs per 28(44) 39(5,1) 5,0 (5,8) 9,3(9,3) p<0,001 p<0,001
HPF
sTILs per 4,5 (6,6) 3,9 (4,0) 5,9 (6,1) 8,0 (9,7) p=0,004 p=0,005
HPF
aTILs per 7,3(8,1) 78(7,1) 10,9 (10,0) 17,3 (16,3) p<0,001 p<0,001
HPF

Abbildung 28 demonstriert die signifikante Korrelation von HLA-DRA-Expression

und Anzahl der TlLs. Grafisch zeigt sich fur die iTILs ein annahernd linearer
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Zusammenhang. Die Kurve fur sTILs weicht von der idealen linearen Kurve ab.

sTILs per HPF
20,0 — iTILs per HPF
— aTllLs per HPF

150

10,0

Mittelwert

50

negativeExpression schwache Expression moderate Expression starke Expression

HLA-DRA Expression

Abbildung 28: Trend der Verteilung der Lymphozytenzahlen - Korrelation mit der HLA-DRA Expression. Rot) aTILs
Mittelwerte je Fall p<0,001; blau) sTILs Mittelwerte je Fall p=0,004, griin) iTILs MW je Fall, p<0,001.

Das Fehlerbalkendiagramm in Abbildung 29 a) - c) verdeutlicht den signifikanten
Unterschied des Mittelwerts der TlLs zwischen der HLA-DRA-L Gruppe und der
HLA-DRA-H Gruppe.

95% ClaTlLs per HPF
95% CIsTILs per HPF
95% CIiTILs per HPF

= a0 3
78 40
30
50

20 20

a) Schwach und negativ (INT Mittelgradig und stark (INT b) Schwach und negativ (INT ~ Mittelgradig und stark (INT C) Schwach und negativ (INT  Mittelgradig und stark (INT
0-1) 23) 01) 23) 01) 23)

HLA-DRA-Expression (INT) HLA-DRA-Expression (INT) HLA-DRA-Expression (INT)
Abbildung 29: Zusammenhang zwischen TIL-Zahl und HLA-DRA. Fehlerbalkendiagramm mit Mittelwert und 95%

Konfidenzintervall fiir iTIL (blau, p<0,001), sTILs (griin, p=0,005), aTlLs (rot, p<0,001).

3.3.2 Korrelation von MSLN und CD3*/ CD8 TiLs
Zwischen den IRS-Stufen von Mesothelin unterscheiden sich die Mittelwerte der
TILs weder in der ANOVA noch im t-Test signifikant (s. Tabelle 16).
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Tabelle 16 Zusammenhang von MSLN-Expression und TIL-Zahl

Negative Schwache Moderate Starke ANOVA t-Test
Expression Expression Expression Expression
Mitte lwert Mitte lwert Mitte lwert Mittelwert (SD)
(SD) (SD) (SD)
iTILs per 6,9 (9,5) 6,9 (8,1) 6,0 (6,4) 54 (5,5) p=0,690 p=0,246
HPF
aTlLs per 12,6 (13,2) 13,6 (13,1) 12,6 (13,1) 9,9 (9,2) p=0,480 p=0,512
HPF
sTILs per 57(5,9) 6,7 (6,5) 6,6 (8,8) 45(44) p=0,666 p=0,961
HPF

Die Mittelwerte von aTlLs sowie iTlLs sind in der MSLN-H Gruppe geringer als in
der MSLN-L Gruppe. Der Mittelwerte der sTILs bleiben weitestgehend stabil,
ungeachtet der MSLN-Expression. Grafisch zeigt sich eine Tendenz hin zu einer
abnehmenden epithelialen Lymphozytenzahl bei steigender Mesothelin
Expression (s. Abbildungen 30+31).

sTILs per HPF
140 —iTlLs per HPF
— T —allLs per HPF
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40

negative und moderate starke sehr starke
schwache Expression Expression Expression
Expression

Mesothelin Expression

Abbildung 30: Trend der Verteilung der Lymphozytenzahlen - Korrelation mit der MSLN Expression (ANOVA). Rot:
aTlLs Mittelwerte je Fal,| p=0,080; blau: sTILs Mittelwerte je Fall, p=0,550, griin: iTILs MW je Fall, p=0,689.
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Abbildung 31: Zusammenhang zwischen TIL-Zahl und MSLN. Fehlerbalkendiagramm mit Mittelwert und 95%
Konfidenzintervall. Rot: aTILs; griin: sTILs; blau: iTILs.

3.4 Subgruppenanalyse Gesamtuberleben nach Mesothelin, HLA-DRA
und CD3+/ CD8- TILs

3.4.1 CD3*/CD8 und HLA-DRA

Der Einbezug des HLA-DRA Expressionsstatus verandert den Einfluss, den die

Lymphozytenzahlen auf das OS haben. Hierbei zeigt sich, dass sich viele iTILs

und zusatzlich eine hohe HLA-DRA Expression besonders gunstig auf das OS

auswirken.
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Abbildung 32: Einfluss der iTILs auf das OS geschichtet nach der HLA-DRA Expression. a): HLA-DRA-L (p=0,096); b):
HLA-DRA-H (p<0,001) (vgl. Tabelle 17).

Die kombinierte Kaplan-Meier Analyse des OS nach den Tertilen der iTILs ist in
der Gruppe mit zusatzlich HLA-DRA-H signifikanter als in der Gruppe mit
zusatzlich HLA-DRA-L (p < 0,001 vs. p = 0,096). In der Einzelanalyse betrug das
mediane OS bei iTILs im obersten Tertil 1727 Tage. In der kombinierten Analyse
betrug das OS bei iTILs im Obersten Tertil und zusatzlich HLA-DRA-H 2076
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Tage. Bei den Fallen mit iTILs im obersten Tertil und HLA-DRA-L betrug die
mediane Uberlebensdauer fiir dasselbe Tertil nur noch 1142 Tage (s. Abbildung
32 und Tabelle 17).

Tabelle 17: Kombinierte Kaplan-Meier Analyse des OS mit iTILs geschichtet nach der HLA-DRA Expression

HLA-DRA-L(n) Medianes OS in Tagen HLA-DRA-H (n) Medianes OS in Tagen
iTILs obere Tertile (10) 1142 iTILs obere Tertile (105) 2076

iTILs mittlere Tertile (23) 912 iTILs mittlere Tertile (89) 1078

iTILs untere Tertile (44) 732 iTILs untere Tertile (72) 852

Gesamtkollektiv (77) 809 Gesamtkollektiv (266) 1030

3.4.2 T-Lymphozyten und Mesothelin
Die Kombination des Ilymphozytaren immunologischen Milieus mit dem
Mesothelin-Expressionsstatus verandert den Einfluss, den die

Lymphozytenzahlen auf das Gesamtuberleben haben.

Die Uberlebensverteilungen basierend auf den Tertilen der epithelialen
Lymphozyten, geschichtet nach dem Expressionsmuster von MSLN,
unterscheiden sich sowohl in der MSLN-H als auch in der MSLN-L Gruppe
signifikant (p < 0,001), wahrend in der MSLN-H Gruppe, die Kurven grafisch
weniger stark getrennt sind (s. Abbildung 33).
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Abbildung 33: Einfluss der iTILs auf das OS geschichtet nach der MSLN-Expression. a): MSLN-L (p<0,001); b): MSLN-H
(p<0,001) (vgl. Tabelle 18).

Betrachtet man das mediane OS, so lasst sich der Einfluss der iTlLs besser
abbilden: Im Gesamtkollektiv hatte die Gruppe der Falle mit iTIL-Zahlen im
obersten Tertil eine OS von 1727 Tagen. Fur dasselbe Tertil der MSLN-H Gruppe
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betrug das OS 1306 Tagen. In der MSLN-L Gruppe betrug das OS fur dasselbe
Tertil 2219 Tage (s. Tabelle 18).

Tabelle 18: Kombinierte Kaplan-Meier Analyse des OS mit iTILs, geschichtet nach der MISLN-Expression.

MSLN-L (n) Medianes OS in Tagen MSLN-H (n) Medianes OS in Tagen
iTILs obere Tertile (59) 2219 iTILs obere Tertile (58) 1306

iTILs mittlere Tertile (55) 1017 iTILs mittlere Tertile (59) 1018

iTILs untere Tertile (59) 1018 iTILs untere Tertile (55) 717

Gesamtkollektiv (173) 1142 Gesamtkollektiv (172) 927

3.4.3 HLA-DR und Mesothelin

Der Mesothelin-Expressionsstatus verandert den Einfluss, den die HLA-DRA
Expression auf das Gesamtlberleben hat (vgl. Abbildung 34 und Tabelle 19). Die
HLA-DRA hoch-exprimierenden (HLA-DRA-H) Falle im Gesamtkollektiv haben
eine mediane Uberlebensdauer von 1127 Tagen. Die HLA-DRA-H und MLSN-H
Falle hingegen haben eine mediane Uberlebensdauer von 1002 Tagen,
wohingegen die HLA-DRA-H und MSLN-L Félle eine mediane Uberlebensdauer
von 1237 Tagen aufweisen und damit das OS sogar geringfligig verbessern (p =
0,048).
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Abbildung 34: Einfluss von HLA-DRA auf das OS geschichtet nach der MSLN Expression. a): MSLN-L (p<0,048); b):
MSLN-H (p=0,008 ) (vgl. Tabelle 19).

Tabelle 19: Kombinierte Kaplan-Meier Analyse des OS mit HLA-DRA, geschichtet nach der MSLN-Expression.

MSLN-L (n) Medianes OS in Tagen MSLN-H (n) Medianes OS in Tagen
HLA-DRA-L(48) 1030 HLA-DRA-L (28) 779

HLA-DRA-H (124) 1237 HLA-DRA-H (141) 1002

Gesamtkollektiv (172) 1142 Gesamtkollektiv (169) 921
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3.5 Einfluss des von HLA-DRA und TIL-Status auf das Gesamtiiberleben

abhangig von Resektionsstatus

3.5.1 TIL-Status

Einer der am besten belegten unabhangigen Prognosefaktoren ist der

Resektionsstatus. Lediglich die iTIL-Zahl ist prognostisch unabhangig vom

Resektionsstatus relevant und signifikant mit RO-Status (p<0,001) und R1+R2
resezierten Fallen (p=0,008) assoziiert. Die aTlLs (RO: p=0,447 bzw. R1+R2:
p=0,056) und sTILs (RO: p=0,002 bzw. R1+R2: 0,269) sind nicht unabhangig vom
Resektionsstatus relevant fur das OS (Abbildung 35 und Tabelle 20).

Tabelle 20: Einfluss von TIL-Zahl und Resektionsstatus auf das OS und DFS.

RO R1
Medianes OS in Medianes DFS in Medianes OS in Medianes DFS in
Tagen (n) Tagen (n) Tagen (n) Tagen (n)

Gesamtkollektiv 2076 (126) 787 (126) 779 (210) 378 (210)
aTlLs
Signifikanzniveau p=0,447 p=0,671 p=0,056 p=0,161
Log-Rank Test
untere Tertile 1498 (36) 589 (36) 779 (81) 383 (81)
mittlere Tertile 1615 (47) 823 (47) 699 (66) 378 (66)
obere Tertile 2248 (43) 967 (43) 912 (63) 376 (63)
sTILs
Signifikanzniveau p=0,002 p=0,189 p=0,269 p=0,415
Log-Rank Test
untere Tertile 1284 (40) 628 (40) 779 (62) 391 (62)
mittlere Tertile 1764 (47) 823 (47) 713 (83) 352 (83)
obere Tertile 3257 (39) 898 (39) 88 (65) 408 (65)
iTILs
Signifikanzniveau p<0,001 p=0,009 p=0,008 p=0,049
Log-Rank Test
untere Tertile 967 (32) 537 (32) 718 (81) 342 (81)
mittlere Tertile 2458 (36) 975 (36) 745 (74) 451 (74)
obere Tertile 2918 (58) 987 (58) 1016 (55) 408 (55)
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Abbildung 35: Einfluss des iTIL-Status auf das OS geschichtet nach dem Resektionsstatus. a): RO (p<0,001); b): R1+R2

(p=0,008) (vgl. Tabelle 20).
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3.5.2 HLA-DRA
Die HLA DRA Expression (RO:

p=0,112 bzw. R1+R2: p=0,049) ist nicht

unabhangig vom Resektionsstatus relevant fur das OS vgl. Tabelle 21.

Interessanterweise trennt der HLA-DRA Status in der R1+R2 Gruppe sowohl bei
OS (p=0,049) als auch DFS (p=0,086) die Uberlebenskurven stérker als in der

RO Gruppe vgl. Abbildung 36.

Tabelle 21: Einfluss von Resektionsstatus und HLA-DRA Expression auf OS und DFS

RO R1+R2
Medianes OS in Medianes DFS in Medianes OS in Medianes DFS in
Tagen (n) Tagen (n) Tagen (n) Tagen (n)
Gesamt-kollektiv 2076 (127) 777 (127) 801 (210) 378 (210)
Signifikanzniveau p=0,112 p=0,118 p=0,049 p=0,086
Log-Rank Test
HLA-DRA-H 2221 (106) 823(106) 813 (154) 391 (154)
HLA-DRA-L 1369 (21) 531 (21) 677 (56) 362 (56)
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Abbildung 36: Einfluss der HLA-DRA Expression auf das OS geschichtet nach dem Resektionsstatus. a): RO (p=0,112);

b): R1+R2 (p=0,049) (vgl. Tabelle 21).
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3.6 Einfluss einer adjuvanten Chemotherapie auf das Gesamtuberleben
abhéangig von MSLN, HLA-DRA und TIL-Status

3.6.1 Einfluss einer adjuvanten Chemotherapie auf OS und DFS im

Gesamtkollektiv

Wir haben fur unser Kollektiv untersucht, ob unsere MSLN, HLA-DRA und die

TIL-Zahl mit dem Erfolg einer Chemotherapie (CTX) assoziiert ist. In unserem

Kollektiv wurde das Gesamtlberleben und DFS durch eine Chemotherapie

verlangert. Tabelle 22 zeigt die klinischen Parameter je nach CTX-Status. In

unserem Kollektiv erhielten 103 Patientinnen keine adjuvante CTX. 282

Patientinnen erhielten eine platinbasierte CTX je nach gultiger Leitlinie.

Tabelle 22: Klinische Daten und CTX-Status.

CTX nicht erhalten CTX erhalten
Gesamt 103 282
Alter
<60 18 121
>60 85 161
FIGO 100 281
| 6 8
] 7 20
1] 64 210
v 23 43
Resektionsstatus
0 25 113
1+2 74 161
OS in Tagen (p<0,001) 636 1161
DFS in Tagen (p=1,94) 382 485

3.6.2 HLA-DRA

Die Uberlebensverteilungen basierend auf dem Erhalt oder Nichterhalt einer
adjuvanten Chemotherapie unterschieden sich sowohl in der HLA-DRA-H
Gruppe als auch in der HLA-DRA-L Gruppe signifikant (p<0,001 im Log-Rank-
Test). Die Patientinnen lebten jedoch im Median in der HLA-DRA-L-Gruppe
weniger lange unter Chemotherapie als im Gesamtkollektiv unter Chemotherapie
(999 Tage vs. 1161 Tage). Bei HLA-DRA-H lag das OS bei Erhalt einer
adjuvanten CTX deutlich uber dem ohne Erhalt einer adjuvanten CTX (1417 vs.
745 Tage, p < 0,001). Bei Patientinnen mit geringer HLA-DRA-Expression war
das DFS langer, wenn sie eine adjuvante CTX bekamen (209 vs. 453 Tage). Bei

den Patientinnen mit hoher HLA-DRA-Expression war der Unterschied zwischen
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Erhalt und Nichterhalt bezogen auf das DFS marginal (445 vs. 513 Tage). Im
Gesamtkollektiv war der Unterschied im DFS je nach Erhalt oder Nichterhalt einer
adjuvanten CTX mit 485 vs. 382 Tagen (p=0,194) geringer (s. Abbildung 37 und
Tabelle 23).
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Abbildung 37: Einfluss einer adjuvanten CTX auf das OS geschichtet nach der HLA-DRA Expression. a): HLA-DRA-L
(p<0,001); b): HLA-DRA-H (p<0,001 ) (vgl. Tabelle 20).

Tabelle 23: Kombinierte Kaplan-Meier Analyse des OS und DFS mit HLA-DRA, geschichtet nach dem CTX-Status,
sowie die Kaplan-Meier-Analyse mit CTX vs. keine CTX zum Vergleich.

Adj. CTX erhalten Adj. CTX nicht erhalten Signifikanzniveau
Log-Rank Test
Medianes OS in  Medianes DFS Medianes OS  Medianes DFS os DFS
Tagen (n) in Tagen (n) in Tagen (n) in Tagen (n)
Gesamt- 1161 (282) 485 (282) 636 (103) 382 (103) <0,001 0,194
kollektiv
HLA-DRA-H 1417 (193) 513 (193) 745 (74) 445 (74) <0,001 0,205
HLA-DRA-L 999 (56) 453 (56) 301 (24) 209 (24) <0,001 0,153

3.6.3 TIL-Status

Wir haben in unserem Kollektiv untersucht, ob der TIL-Status mit dem
Unterschied im Gesamtuberleben zwischen den Patientinnen, welche eine adj.
CTX erhielten und denen, welche keine adj. CTX erhielten, korreliert. Wir
untersuchten dies fur aTILS, iTILs und sTILs. Abbildung 38 zeigt die Kaplan-
Meier Kurven fur das OS fur iTILs, sTILs und aTILs. Grafisch Iasst sich erkennen,

dass bei sTILs und iTILs der Unterschied zwischen den Kurven mit zunehmender
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TIL-Zahl groRer wird. Die Ubrigen Werte fur aTILs und sTILs sind der Tabelle 24

zu entnehmen.

Tabelle 24: Kombinierte Kaplan-Meier Analyse des OS und DFS mit TlLs, geschichtet nach dem CTX-Status, sowie die
Kaplan-Meier-Analyse mit CTX vs. keine CTX zum Vergleich

Erhalt adjuvante CTX Nichterhalt adjuvante CTX Signifikanzniveau
Log-Rank Test

Medianes Medianes Medianes Medianes oS DFS

OSinTagen DFSin OSinTagen DFSin

(n) Tagen (n) (n) Tagen (n)
Gesamtkollektiv 1161 (282) 485 (282) 636 (103) 382 (103) <0,001 0,194
aTlLs
untere Tertile 1078 (84) 453 (84) 545 (37) 332 (37) < 0,001 0,436
mittlere Tertile 1180 (73) 485 (73) 691 (39) 449 (39) 0,005 0,702
obere Tertile 1542 (93) 538 (92) 801 (20) 382 (20) 0,005 0,222
sTILs
untere Tertile 999 (71) 453 (71) 652 (34) 452 (34) 0,022 0,944
mittlere Tertile 1193 (95) 451 (95) 691 (38) 445 (38) 0,010 0,979
obere Tertile 1995 (84) 532 (84) 556 (24) 239 (23) <0,001 <0,005
iTILs
untere Tertile 921 (73) 391 (73) 636 (43) 342 (43) 0,024 0,526
mittlere Tertile 1127 (88) 500 (88) 525 (26) 346 (26) 0,018 0,672
obere Tertile 2585 (89) 691 (89) 804 (27) 419 (27) <0,001 0,128

Am starksten war ein Effekt fur die iTILs abzulesen. Im Gesamtkollektiv hatte die
Gruppe der Falle, die eine adjuvante Chemotherapie erhielten, eine mediane
Uberlebensdauer von 1161 Tagen. In der Gruppe der Falle, die eine adjuvante
Chemotherapie erhielten und gleichzeitig eine epitheliale Lymphozytenzahl im
oberen Tertil aufwiesen, betrug die mediane Uberlebensdauer 2585 Tage. Unter
den Fallen, die eine adjuvante Chemotherapie erhielten und eine
Lymphozytenzahl im untersten Tertil prasentierten, betrug die mediane
Uberlebensdauer 921 Tage (p < 0,001 vs. p = 0,024). Hervorzuheben in diesem
Kontext ist das generell vermehrte Vorkommen von TILs, sowohl intraepithelial
als auch stromal, gemessen an der obersten Tertile, und der Erhalt einer

neoadjuvanten Behandlung (allesamt mit statistischer Signifikanz).
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Einfluss einer adjuvanten CTX auf das OS - aTILs Tertile aufsteigend
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Abbildung 38: Erhalt bzw. Nichterhalt einer adjuvanten CTX; Einfluss der TIL-Zahl auf das OS.

a) aTlLs untere Tertile, p<0,001; b) aTILs mittlere Tertile, p=0,005; c) aTILs obere Tertile, p=0,005; d) sTILs untere
Tertile, p=0,022; e) sTILs mittlere Tertile, p=0,010; f) sTILs obere Tertile, p<0,001; g) iTILs untere Tertile, p=0,024; h)

iTILs mittlere Tertile, p=0,018; i) iTILs obere Tertile, p<0,001 (vgl. Tabelle 23).
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3.6.4 Mesothelin
Die Mesothelin-Expression verandert den Einfluss, den der Erhalt einer

adjuvanten Chemotherapie auf das Gesamtiberleben hat, wenig, wie Abbildung

39 zeigt.
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Abbildung 39: Einfluss einer adjuvanten CTX auf das OS geschichtet nach der MSLN-Expression. a): MISLN-L
(p<0,001); b): MSLN-H (p>0,001) (vgl. Tabelle 24).

Die Uberlebensverteilungen basierend auf dem Erhalt oder Nichterhalt
adjuvanter Chemotherapie unterscheiden sich sowohl in der Gruppe mit hoher
und sehr hoher Mesothelin-Expression als auch in der Gruppe mit negativer und
mittelgradiger Mesothelin-Expression signifikant (p<0,001 im Log-Rank-Test; vgl.
Tabelle 25). Die Patientinnen lebten jedoch im Median weniger lange unter
Chemotherapie in der MSLN-High Gruppe (1407 Tage vs. 1032 Tage). Im
Gesamtkollektiv hatte die Gruppe der Falle, die eine adjuvante Chemotherapie
erhielten, eine mediane Uberlebensdauer von 1161 Tagen. Beim DFS lieRen sich

keine Unterschiede in Abhangigkeit vom MSLN-Status feststellen.
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Tabelle 25: Kombinierte Kaplan-Meier Analyse des OS sowie DFS mit MSLN, geschichtet nach dem CTX-Status, sowie

die Kaplan-Meier-Analyse mit CTX vs. keine CTX zum Vergleich

Adj.CTX erhalten

Adj. CTX nicht erhalten

Signifikanzniveau
Log-Rank Test

Medianes Medianes Medianes Medianes Unterschied im  Unterschied im
OSinTagen DFSin 0S in DFS in 0s DFS
(n) Tagen (n) Tagen (n) Tagen (n)

Gesamt- 1161 (282) 485 (282) 636 (103) 382 (103) <0,001 0,194

kollektiv

MSLN 1407 (129) 506 (1299 801 (846) 405 (46) <0,001 0,192

negative und

moderate

Expression

MSLN starke 1032 (120) 489 (120) 583 (51) 337 (851) <0,001 0,312

und sehr

starke

Expression
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit hat an einem groRRen klinischen Kollektiv von 387
Patientinnen mit Ovarialkarzinomen die Rolle der Expression von HLA-DRA bzw.
Mesothelin auf HGSC-Tumorzellen sowie die prognostische Relevanz der
Prasenz intraepithelialer CD3*/CD8- T-Zellen untersucht. Als Haupt-Endpunkte
wurden OS bzw. DFS mit einem Follow-up uber 18,8 Jahre betrachtet. Das
untersuchte Kollektiv von 387 Patientinnen mit der Diagnose highgrade seroses
tuboovarielles Karzinom ist pathologisch und immunhistochemisch nach

aktuellem diagnostischen Goldstandart re-klassifiziert und damit sehr rein.

Es wurden nur Patientinnen mit dem Typ high-grade seréses Karzinom von

Peritoneum, Tube oder Ovar eingeschlossen.

Die Zusammensetzung unseres Kollektivs ist hinsichtlich des Alters der
Patientinnen - 64% der Patientinnen waren zum Diagnosezeitpunkt alter als 60
Jahre - und der Zusammensetzung der FIGO-Stadien - in 71 % der Falle erfolgte
die Diagnosestellung im FIGO Stadium Il - anndhernd reprasentativ. Das 5 JUL
liegt in unserem Kollektiv bei 27%. In der aktuellen S3 Leitlinie wird das 5 JUL fiir
alle Formen des Ovarialkarzinoms bei 43% beschrieben (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2020). Dass das OS in unserem nur aus HGSC bestehenden
Kollektiv darunter liegt, ist plausibel: Fir fortgeschrittene Erkrankungen sinkt das
in der Literatur beschriebene 5 JUL auf 29 % (Reid et al., 2017).

4.1 Immunhistochemie und Auswertungs-Algorithmus

Fur unsere Untersuchung wurde sowohl die Intensitat der Farbung als auch der
Anteil der signalgebenden Tumorzellen erfasst. In unserem Kollektiv war die
Expression von HLA-DRA in den Tumorzellen mit einem MW der maximalen
Intensitat von 2,07 heterogen: 21% der Patientinnen wiesen eine niedrige HLA-
DRA- Expression mit einer maximalen Intensitat von < 2 auf; 69% eine maximale
Intensitat >2 im Gesamtkollektiv. In vorausgegangen Publikationen war die
Methodik zur Erfassung von HLA-DR heterogen, ebenso die verwendeten Skalen
und Cut-offs: In einer Untersuchung an squamdsen Larynxkarzinomen (Heng et

al., 2023) nutzten die Autorlnnen eine dreigeteilte Skala mit negativer HLA-DR
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Expression auf Tumorzellen bzw. < 20 % Expression vs. > 20% Expression. In
einer Untersuchung an Adenokarzinomen des Osophagus (Dunne et al., 2017)

nutzten die Autorlnnen eine duale Skala mit einem Cut-off von 50% Expression.

Auch MSLN zeigte eine heterogene Expression: 175 Falle (45%) wiesen einen
IRS <8 auf; 172 Falle (44%) wiesen einen IRS 2 8 auf.

4.2 Doppelfarbung und Cut-off

Viele immunhistochemische Studien charakterisieren die Lymphozyten
Population mittels Mono-Farbung von entweder CD8, CD3 oder CD4 (s.o.). CD3
erfasst alle T-Lymphozyten irrespektive der Subpopulation. CD8 positiv sind
cytotoxische T-Zellen sowie spezielle Thymozyten (Murphy and Weaver, 2016).
Die alpha-Kette von CD8 wird auf plasmazytoiden dendritischen Zellen (Schuster
et al.,, 2015), natlrlichen Killerzellen (Addison et al., 2005) sowie Monozyten
(Gibbings et al., 2007) exprimiert (Murphy and Weaver, 2016), (UniProt
(Consortium, 2024), abgerufen am 30.07.25, https://www.uniprot.org/Uniprotkb

/P01732/entry). Einer sauberen Kategorisierung der T-Zellen kommt eine

wichtige Bedeutung zu. Auch um eine Vergleichbarkeit innerhalb der
bestehenden Literatur zu gewahrleisten. Die Kombination aus der Immunfarbung
CD3*/CD8- charakterisiert die Gruppe der T-Helferzellen (Th-Zellen).
Mehrheitlich weisen diese Th-Zellen in Abgrenzung zu den CD8* T-Zellen keine
unmittelbar zytotoxischen Eigenschaften auf, sondern pragen, je nach
Differenzierung, z.B. die Immunantwort der angeborenen Immunzellen
(Makrophagen, Granulozyten) Uber ihre spezifischen Zytokinmuster, differenziert
als Th1, Th2 oder Th17 Zellen, oder stimulieren als follikulare Th-Zellen in
Keimzentren die Affinitatsreifung der B-Zellen. Regulatorische T-Zellen fallen
auch unter die Gruppe der Th-Zellen. Diese werden klassischerweise durch die
Expression von FOXP3 definiert und formen an Immunologischen Grenzflachen
wie Schleimhauten eine Immuntoleranz, welche eine Uberschieflende Reaktion
gegenuber Kommensalen z.B. im Darm verhindert. Im onkoimmunologischen
Kontext ist eine starke regulatorische Achse haufig mit einer schlechten

Prognose assoziiert (Togashi et al., 2019). Neuere Untersuchungen konnten
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auch in CD4* T-Zellen cytotoxische Eigenschaften nachweisen (Cachot et al.,
2021). Eine weitere Differenzierung hinsichtlich der T-Zell Subtypen wurde nicht

vorgenommen.

In unserer Studie haben wir das TIL-Vorkommen anhand von Tertilen relativ
eingeteilt. TILs wurden je Fall an 6 bzw.12 Cores bestimmt, was sehr robuste
Daten liefert. In unserer Studie sind die Cut-offs (per HPF) fir iTILs bei: 0-2,3 fir
die untere Tertile; 2,4-6,3 fur die mittlere Tertile und ab >6,4 fur ober Tertile.
Goode et al. wahlten analog zu Zhang et al. in jeweils gro® angelegten Studien
zum HGSC bzw. EOC einen absoluten Score mit vorher definierten Cut-offs:
negativ (0 TILs), niedrig (1—2 TILs), moderat (3—19 TILs), und hoch (=20 TILs)
(Goode et al., 2017).

4.3 TILs, MSLN, HLA-DRA - Zusammenhang mit klinischen Parametern

Fir das Ovarialkarzinom ist die optimale Resektion ein gut belegter Prognose-
faktor (du Bois et al., 2009). Eine starke HLA-DRA Expression korrelierte in
unserem Kollektiv mit der Resektabilitat, gemessen am dokumentierten
Resektionsstatus. Der Anteil der HLA-DRA-H war bei den RO resezierten
Patientinnen (83,5%) hoher als im Gesamtkollektiv und bei den R2 resezierten
Patientinnen (62,8%) kleiner. Mechanistisch ware hier eine starkere Inflammation
und damit eine Wachstumsbegrenzung Uber anatomische Kompartimente

hinweg denkbar.

Patienten der MSLN-H Gruppe zeigten eine Tendenz zu vermehrtem R1-oder R2
Status in unserem Kollektiv (x?=0,017). Es gibt Hinweise, dass Mesothelin durch
Bildung von Tumorzellaggregaten eine Metastasierung begunstigt (Hilliard,
2018); (Hilliard et al., 2021)). In einem Kollektiv aus Patienten mit kolorektalem
Karzinom korrelierte eine hohe MSLN-Expression mit einer hdoheren
Metastasierungsrate (Inoue et al.,, 2020, Kawamata et al., 2014). In einer
Untersuchung an nicht naher klassifizierten EOCs und BOTs des Ovars
korrelierte die immunhistochemische Detektion von MSLN mit einem

suboptimalen Resektionsstatus (Hanaoka et al., 2017).
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In unserem Kollektiv war eine hohe iTIL-Zahl mit einer verbesserten Operabilitat
vergesellschaftet: Es zeigte sich, dass die Falle, bei denen ein Rest >1 mm
verblieb (R1 und R2), signifikant weniger iTILs (p<0,001) und aTlLs (p=0,001)
aufwiesen gegentber den RO resezierten Fallen. Die sTILs waren fir den
Resektionsstatus weniger relevant (p=0,058). Dieser Zusammenhang wurde

auch im Kollektiv von Zhang und Kollegen gefunden (Zhang et al., 2003).

4.4 CD3+/CD8-TILs und OS

Die Ergebnisse unserer Arbeit bestatigen bisherige Annahmen: Eine hohe TIL-
Zahl ist besonders gunstig, wenn die TILs im Tumorepithel vorkommen. In
unserer Studie ist es bezogen auf das OS relevant, ob die Lymphozyten im
Tumorstroma (medianes OS oberste Tertile sTILs 1209 Tage, p=0,008) liegen
oder im Tumorepithel (medianes OS oberste Tertile iTILs: 1727 Tage, p<0,001).

Die Gruppe iTlLs-mittlere Tertile entsprach im OS dem Gesamtkollektiv, wobei
die Gruppe iTlLs untere Tertile ein deutlich verkirztes OS hatte und die Gruppe
iTILs obere Tertile ein deutlich verlangertes OS gegentber dem Gesamtkollektiv

aufwies.

In der aktuellen klinischen Routine, Diagnostik und Therapie des HGSC wird der
TIL-Status nicht erhoben. Klinische Entscheidungen werden ohne

Berucksichtigung der TIL-Zahlen getroffen.

Tumorinfiltrierende Lymphozyten werden beim HGSC schon lange als wichtiger

Prognosefaktor diskutiert (Santoiemma and Powell, 2015, Nelson et al., 2024).
Fur CD8* TILS ist der Stellenwert fur die Prognose bereits gut belegt:

Eine groRe Metaanalyse mit 1815 Fallen aus 10 eingeschlossenen Studien
zeigte 2011, dass intraepitheliale CD8* Lymphozyten ein wichtiger Parameter zur
Stratifizierung der individuellen Prognose von HGSC-Patientinnen sind (Hwang
et al., 2012). Eine Arbeit des OTTA-Konsortiums mit Uber 5500
eingeschlossenen Fallen, davon 3196 HGSC-Patientinnen, konnte einen hohen
prognostischen Wert der CD8* TILs mit einem vorteilhaften Dosis-Wirkungs-
Zusammenhang nachweisen. Die positive Beeinflussung des OS war

unabhangig von Resektionsstatus und angewandtem Therapieregime.
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Unmittelbar therapeutische oder diagnostische Implikationen ihrer Studie gaben
das Autorenteam aus dem OTTA-Konsortium nicht an (Goode et al., 2017).
Demgegenuber empfahlen Coukos et al. einen Cut-off von >5 CD8* TILs/200X

Gesichtsfeld zur Verwendung in der klinischen Routine (Hwang et al., 2012).
Fur CD4*TILs besteht folgende Datenlage:

Eine Metaanalyse von Publikationen zu epithelialen Ovarialkarzinomen stellte
heraus, dass in 5 von 8 Publikationen CD4* TILs einen prognostisch gunstigen
Effekt hatten, wahrend in 3/8 Publikationen kein prognostischer Zusammenhang
beobachtet worden war (Hudry et al., 2022). In einer Untersuchung an 128 HGSC
war eine hohe CD4* TIL-Zahl neben weiteren immunologischen Parametern mit
einem verbesserten OS bzw. DFS korreliert (Pinto et al.,, 2018a). Eine
Untersuchung an 117 EOCs konnte einen prognostisch guinstigen Effekt fur Falle
mit einer hohen CD8* zu CD4* Ratio nachweisen: Das Autorenteam
schlussfolgerte, dass in der Studie die regulatorischen T-Zellen innerhalb der
CD4* Fraktion den prognostischen Benefit durch die CD8* Zellen schmalerten;
es konnte ein verbessertes Uberleben fiir die Gruppe mit einer hohen CD8* zu
CD25*/FOXP3*(Treg) Ratio gezeigt werden (Sato et al., 2005). In einer
Untersuchung an Melanomen konnte eine inhibitorische Wirkung auf CD8+ T-
Zellen Uber die Interaktion von MHC Il tragenden Tumorzellen mit CD4+ T-
Lymphozyten und konsekutiver TNF-Sekretion nachgewiesen werden (Donia et
al., 2015).

In weiteren Studien an Ovarialkarzinomen (HGSC:(Le Page et al., 2012); EOC:
(Hamanishi et al., 2011, Tsiatas et al., 2009)) waren CD4* TILs mit einer

verbesserten Prognose vergesellschaftet.

In diese Studie an NSCLC wurde die Zusammensetzung der CD4* TILs
aufgeschlusselt: Bei den 11 immunhistochemisch untersuchten Tumoren waren
die intraepithelialen Th-Zellen entweder in Th2 oder Treg subdifferenziert
(Frafjord et al., 2021).

In einer Untersuchung an 187 HGSC wurden via Durchflusszytometrie und IHC
CD4* T Zellen identifiziert. Hiervon waren 13% CD25*/FOXP3-T-Zellen, diese

regulatorischen Zellen waren in vitro nicht zu Zytokinproduktion fahig, was eine
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Erschopfung dieser Treg Subgruppe nahelegte. Fur diese Subgruppe erschopfter
regulatorischer CD4* TILs konnte in CD8* TIL haltigen Tumoren hier eine
Korrelation mit einem verbesserten Uberleben nachgewiesen werden (deLeeuw
et al., 2015).

In einer weiteren Studie an 39 am HGSC erkrankten Patientinnen wurden die
CD4+ T-Zellen ebenfalls subdifferenziert. Besonders war hier die Methodik: Die
Subdifferenzierung erfolgte mittels der in Standford entwickelten CIBERSORT -
Technologie (Chen et al., 2018) mithilfe derer 22 Immunzelltypen aus
Multizellproben differenziert werden konnen. Die Haufigkeit der Zellpopulationen
wurden hier nicht durchflusszytometrisch erhoben, sondern mit machine learning
aus einer RNA-Datenbank aus einer Multizellprobe je Fall errechnet. Eine nicht
veroffentlichte LM22-Datenbank, welche 547 den 22 Immunzelltypen exklusiv
zuzuordnende Gene beinhaltet, diente hier als Grundlage. Follikulare T-Zellen
und regulatorische CD4+ Zellen waren mit einem verbesserten OS (> 10 Jahre)
assoziiert, wahrend naive CD4+ T-Zellen mit einem kurzeren OS (< 2 Jahre)

vergesellschaftet waren (Kotnik et al., 2023).

Eine Untersuchung der Arbeitsgruppe Pereault und Ohashi fuhrte 2023 an
HGSC-Patientinnen fallweise eine Analyse der im Serum nachgewiesenen
Autoantikorper, der durch die Tumorzellen exprimierten (Neo)antigene und der
tatsachlichen TCR-Affinitat der aus dem jeweiligen Tumor isolierten TILs durch.
Weder die Expression, noch das Vorhandensein von Antikdrpern korrelierte mit
der Zahl affiner TILs. Auch wurden Autoantikdrper gegen Neoepitope gefunden,
jedoch fand man keine hierfur affinen TlLs. Die Mehrheit der hier gefundenen

affinen TILs waren gegenuber Autoantigenen affin (Millar et al., 2023).

4.5 HLA-DRA und OS

MHC Il Molekdle sind in vielen Tumorentitaten exprimiert (vgl. Tabelle 1). Aus der
Familie der MHC-Komplexe ist HLA-DRA das am starksten konservierte Protein.
Auf Proteinebene wird die HLA-II-Expression auf Tumorzellen als Korrelat einer
Inflammation gehandelt (Axelrod et al., 2019, Johnson et al., 2016, Seliger et al.,

2017). Ob im Regelfall bei einer HLA-II Expression auf Tumorzellen eine Bindung
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mit TCR und dem Korezeptor CD4 entsteht, ist unklar. Eine Untersuchung an
Melanomen konnte zeigen, dass eine direkte Stimulation von CD4* T-Zellen
durch HLA-II positive Tumorzellen vorkommt, in diesem Fall handelte es sich um
regulatorische T-Zellen (Oliveira et al., 2022). Korrespondierend flhrte eine
Blockade von MHC Il in 6 Melanomzelllinien in-vitro zu einer signifikanten
Reduktion der CD4*T-Zell Aktivierung (Donia et al., 2015). Eine weitere Studie
an Melanomen zeigte, dass in Zellkultur zytotoxische CD4* T-Zellen gegenuber
konstitutiv. MHC Il exprimierenden Tumorzellen reaktiv waren, auch in
Abwesenheit von IFNy. Wohingegen bei nicht konstitutiv MHC Il exprimierenden
aber zur Expression fahigen Melanomzellen, IFNy notwendig war (Draghi et al.,
2023). Eine Expression von HLA-DRA korreliert jedoch nicht zwingend mit der
Expression des funktionalen HLA-DR: In einer Genexpressionsanalyse an 11
Ovarialkarzinom-Zellinien und 3 HGSC-Proben konnte eine Uberexpression der
HLA-DR Alpha Kette bei einer inadaquaten Expression der HLA-DR Beta Kette
gezeigt werden (Rangel et al., 2004).

Fur Ovarialkarzinome wurde die Rolle einer HLA-DR Expression bislang nur an
kleinen HGSC-Kollektiven (Callahan et al., 2008) bzw. Zelllinien (Turner et al.,
2017, Rangel et al., 2004) untersucht. Callahan et al. konnten ein verlangertes
OS bei HLA-DMB Expression im Tumor von 184 HGSC-Patientinnen
beobachten; hier war zudem eine positive Assoziation zwischen einer CD8* TIL-
Infiltration und der HLA-DMB Expression beobachtet worden (Callahan et al.,
2008).

In unserem Kollektiv korrelierte eine hohe Expression von HLA-DRA mit einem
verlangerten OS und DFS (p=0,001 bzw. p=0,004). Interessant ist, dass in
unserem Kollektiv nicht die Zahl der HLA-DRA exprimierenden Tumorzellen,
sondern die Intensitat der Farbung auch in kleineren Tumorarealen fuhrend far
die Prognose war. Dies spricht fur den klonalen Charakter der Erkrankung.
Patientinnen mit negativer HLA-DRA-Expression (n = 35, 10%) lebten im Median
12,9 Monate kurzer als Patientinnen mit starker HLA-DRA Expression (n = 141,
40%). Ein Rezidiv trat im Median fur die letztgenannte Gruppe 3,8 Monate spater

auf.
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Untersucht man den Einfluss von HLA-DRA auf das OS gruppiert nach R-Status
stellt man fest, dass HLA-DRA kein vom R-Status unabhangiger Parameter ist:
In der RO-Gruppe verliert HLA-DRA (p=0,112) an Signifikanz — in der R1+R2-
Gruppe zeigt eine HLA-DRA Expression eine glinstige Tendenz (p=0,049). Somit
scheint ein wichtiger Wirkmechanismus von HLA-DRA beim HGSC die
Begrenzung des infiltrativen Wuchses sowie die zunehmende Lymphozyten-Zahl

ZU sein.

Ubiquitar exprimierte HLA-Liganden, welche zusatzlich eine stabile antitumor-
Immunitat induzieren konnen, werden aktuell zur Verwendung in Peptid-
basierten Impfstoffen gesucht. So wurde beispielsweise Mesothelin in einer
Untersuchung an Ovarialkarzinomen haufig im HLA-DR Ligandom der
Tumorzellen identifiziert (Tegeler et al., 2022, Schuster et al., 2017). Tegeler et
al. konnten fur die Subgruppe der Patientinnen, welche Mesothelin in ihrem
Immunpeptidom als Ligand von HLA-DRB trugen, ein verbessertes
Gesamtuberleben nachweisen (Tegeler et al., 2022). In der gleichen
Studiengruppe konnte fir die immunhistochemisch Mesothelin hochpositive
Kohorte ein signifikant schlechteres Gesamtuberleben gezeigt werden (Schuster
et al., 2017).

4.6 Mesothelin und OS

In Untersuchungen an Adenokarzinomen der Lunge (Thomas et al., 2015,
Kachala et al., 2014), Kolorektalen Karzinomen (Shiraishi et al., 2020, Malla et
al., 2023), Adenokarzinomen des Pankreas (Nahm et al., 2019), Ovar (Yildiz et
al., 2019) war eine hohe MSLN-Expression mit einer negativen Prognose
korreliert. In einer retrospektiven Analyse an TNBC war die
immunhistochemische Detektion von Mesothelin nicht mit der Prognose korreliert
(Bayoglu et al., 2015).

Mesothelin wurde in einer Untersuchung an Ovarialkarzinomen haufig im HLA-
DR-Ligandom der Tumorzellen identifiziert (Tegeler et al., 2022, Schuster et al.,
2017). In der gleichen Studiengruppe konnte fur die Mesothelin hochpositive

Kohorte ein signifikant schlechteres Gesamtiuberleben gezeigt werden. Tegeler
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et al. konnten fir die Subgruppe der Patientinnen, welche MSLN in ihrem
Immunpeptidom als Ligand von HLA-DRB trugen, ein verbessertes Uberleben

nachweisen (Tegeler et al., 2022).

Trotz seiner eher negativen Auswirkung auf die Prognose in Malignomen hat sich
MSLN bislang nicht als prognostischer Marker in der klinischen Routine etabliert.
Ein fir den Alltag relevanter, prognostisch signifikanter Cut-off fir MSLN wurde

bislang nicht validiert.

In unserer Arbeit wurde Mesothelin an einem groRRen, klinisch und
histopathologisch sehr umfangreich stratifizierten Kollektiv mit langem klinischem
Follow-up untersucht. In unserem Kollektiv war eine hohe MSLN-Expression
(IRS>8) mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet. Dennoch ist MSLN
isoliert nicht signifikant relevant fir das OS: In der MSLN-H Gruppe, betrug das
OS im Median 927 Tage vs. 1180 Tage bei Patienten der MSLN-L Gruppe
(p=0,113). Das entspricht mit einer Differenz von 253 Tagen, einem verlangerten
Uberleben von 8,3 Monaten. In der Subgruppenanalyse zeigten sich fiir eine

bestimmte Gruppe jedoch eine glnstige Beeinflussung der Prognose:

Besonders die Gruppe MSLN-L mit hohen TIL-Zahlen (iTILs obere Tertile; n=59)
wies mit 2219 Tagen ein herausragend hohes Medianes OS auf gegenuber der
Einzelanalyse des TIL-Status (iTILs obere Tertile: OS 1727 Tage).

In unserem Kollektiv konnten keine synergistischen Effekte von HLA-DRA und
MSLN nachgewiesen werden. Es fand sich kein Uberlebensvorteil in der HLA-
DRA-H / MSLN-H Gruppe. Zu betonen ist an dieser Stelle, dass in den
vorausgegangenen Studien von Tegeler et al. sowie Schuster et al. MSLN im
HLA-DR-Ligandom betrachtet und nicht wie in unserer Studie mit IHC auf
Expressionsebene nachgewiesen worden war. Es besteht kein zwingender
Zusammenhang zwischen der MSLN-Expression und der Prasentation auf einem
MHC I Molekil. Méglicherweise tragt eine MSLN-Expression zur Immunevasion
bei, was einerseits die tendenziell niedrigere Lymphozytenzahl und das
vermehrte Vorkommen einer R1+R2 Resektion sowie andererseits das verkurzte
OS und DFS erklaren konnte.
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Tothill und Kollegen beschrieben bereits 2008 fur das HGSC via RNA-
Expressions-Analyse vier Molekulare Subtypen mit prognostischer Relevanz: C1
(Stromazell-Signatur dominierte HGSC) und C5 (mesenchymal differenzierte
HGSC) waren mit einer schlechten Prognose assoziiert, weniger TILs und C5 mit
einer verminderten Expression von MHC | und Il Genen, wahrend C2 (Immunzell-
Signatur reiche HGSC) und C4 (Stromazell-Signatur-arme HGSC) prognostisch
gunstiger waren (Tothill et al., 2008). Eine Arbeit des OTTA-Konsortiums fand
korrespondierend an einer weltweiten groflen Kohorte einen prognostischen
Benefit fur epithelzellreiche HGSC mit molekularem C4 Subtyp, welcher hier als

differenzierter Typ bezeichnet wurde (Nelson et al., 2024).

In unserer Arbeit wurde der Allred-Score fur die Kategorisierung von Mesothelin
an Tissue Microarrays angewandt. Bei dieser Methodik besteht generell die
Gefahr der Sampling-Unscharfe, sodass in epithelzellreichen Tumoren
moglicherweise mehr MSLN-Positivitat nachgewiesen wurde. Dies kdnnte dazu
beigetragen haben, den negativen Effekt von MSLN statistisch abzuschwachen.
FUr weitere Studien sollte die Intensitat der Expression in einzelnen Tumorzellen
und die Tumorheterogenitat bei der Auswertung immunhistochemischer

Farbungen erfasst werden.

4.7 TILs - HLA-DRA-, und MSLN-Status

In unserer Arbeit stellen wir eine HLA-DRA Expression in den Zusammenhang
mit der CD4* TIL-Zahl. Unsere Daten stitzen die Hypothese, dass eine HLA-DRA
Expression Korrelat einer inflammatorischen zellularen Immunreaktion ist. In
unserer Untersuchung gab es einen statistischen Zusammenhang zwischen der
Expression von HLA-DRA in den Tumorzellen und der Zahl an CD3*/CD8- iTILs
(p<0,001).

Die Subgruppe HLA-DRA-H und iTILs obere Tertile wies darlber hinaus ein
gunstigeres OS auf (2076 Tage). Dieser Zusammenhang wurde in der Literatur
schon fur Ovarialkarzinome (Callahan et al., 2018) und andere solide Malignome
wie Melanom (Johnson et al., 2016), kolorektales Karzinom (Walsh et al., 2009)

oder Pankreaskarzinom (Gaida et al., 2012) beschrieben. Die statistische
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Korrelation von stromalen TlLs mit der HLA-DRA Expression war weniger

signifikant.

Zwischen dem Expressionsstaus von MSLN und den TIL-Zahlen hingegen,
besteht die Tendenz zu verminderten TIL-Zahlen bei steigendem IRS (6,9
iTILs/HPF (MSLN-L) vs. 5,4 iTILs/ HPF (MSLN-H); p=0,666). In einer
Untersuchung an CRCs wurden bei hoher MSLN-Expression vermehrt

regulatorische T-Zellen im Tumorgewebe nachzuweisen (Malla et al., 2023).

Es gab keinen Zusammenhang zwischen der HLA-DRA und der MSLN-

Expression in unserem Kollektiv.

4.8 TILs, HLA-DRA- und MSLN-Status — Ansprechen auf eine adjuvante
Chemotherapie

In unserem Kollektiv korreliert die CD4* TIL-Zahl mit dem Erfolg einer

Chemotherapie (gemessen an Gesamtlberleben sowie rezidivfreiem

Uberleben):

Das mediane OS bei Erhalt einer adjuvanten CTX betrug 1161 Tage im
Gesamtkollektiv. Das Mediane OS in der CTX-Gruppe mit iTILs im oberen Tertil
betrug 2585 Tage gegenuber 921 Tagen, dem medianen OS der CTX-Gruppe
mit iTILs im unteren Tertil. Das mediane OS in der no_CTX-Gruppe betrug 636
Tage.

Mit abnehmender Lymphozytenzahl wird der Uberlebensvorteil durch eine
adjuvante CTX geringer. Die Kaplan Meier Kurven fir CTX vs. no CTX,
geschichtet nach den Tertilen der iTILs, unterscheiden sich mit abnehmender TIL
Zahl weniger signifikant: p=0,024 fur iTILs untere Tertile, p<0,001 fur iTILs obere
Tertile bzw. p=0,018 fur iTILs mittlere Tertile.

In einer Untersuchung an einem Vorlauferkollektiv unserer Studienkohorte war
das Vorkommen sowohl von CD8* als auch CD3* TILs mit einem verbesserten
Ansprechen gegenuber einer platinbasierten Chemotherapie korreliert
(Bosmuller et al., 2011). Klassische cytotoxische Substanzen flihren zu einer
hohen Freisetzung von (Neo-)Antigenen sowie zu einem immunogenen Zelltod

(Lau et al., 2020). Eine Untersuchung an NSCLC zeigte, dass Patientinnen, bei
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denen bereits vor Chemotherapie-Beginn eine CD4-Immunantwort gegenuber
einem ubiquitar exprimierten Epitop vorlag, deutlich starker von einer
Chemotherapie profitierten (Godet et al., 2012).

Interessant ist, dass in unserem Kollektiv die HLA-DRA-H Falle ebenfalls
besonders stark von einer Chemotherapie profitieren. Zu erklaren ware dies
durch eine verbesserte Rezeption und moglicherweise auch Prasentation von
Antigenen, welche durch Zellzerfall freiwerden, in einem immunologisch

kontrollierten Tumor.

4.9 Limitationen

In unserem Kollektiv wurde in einer interdisziplinaren Tumorkonferenz fur alle
Patientinnen festgelegt, ob eine adjuvante Chemotherapie indiziert war. Dies
wurde gemal der jeweiligen Leitlinienversion und des Performance Status nach
WHO/ ECOG (ECOG-PS) entschieden. Generell festzuhalten ist, dass
Patientinnen, welchen keine Chemotherapie empfohlen wird, tendenziell
schwerer vorerkrankt sind und einen niedrigeren ECOG-PS aufweisen. ECOG-
PS und Vorerkrankungen wurden im klinischen Datensatz nicht hinterlegt und

wurden bei unserer Auswertung nicht berucksichtigt.

Limitiert ist der klinische Datensatz durch die Nicht-Erfassung einer Anti-VEGF-
Therapie mit Bevacizumab. Zudem liegen keine molekularen Daten hinsichtlich

BRCA 1/ 2 sowie Defekten in der homologen Rekombination (HRD-ness) vor.

Die Analyse der immunhistochemischen Farbungen erfolgte semiquantitativ und
wurde fur diese Studie von Pathologinnen mit gynakopathologischer
Zusatzausbildung durchgeflhrt. Demgegenuber gestellt ist zu bemerken, dass
heutzutage die semiquantitative Auswertung der Farbungen zunehmend von
automatisierter Bilderkennungssoftware abgeldst wird. So wurde 2024 von einer
sudkoreanischen Forschungsgruppe eine Pan-Tumor Bildanalyse Software
vorgestellt (Brattoli et al., 2024).

Die Immunhistochemie ist eine etablierte Methode, die ermodglicht, die Ex-
pression bestimmter Proteine bei gleichzeitig erhaltener histomorphologischer

Beurteilbarkeit zu evaluieren. Zudem findet diese Methode heute nach wie vor
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breite  Anwendung in der klinischen Routinediagnostik. Besonders
hervorzuheben ist diesbezuglich, dass sich mittels Immunhistochemie neue
Biomarker so schnell in die klinische Praxis und Diagnostik GUbertragen lassen.
Dennoch ist die Analyse der Immunhistochemie mittels bestimmter
Auswertealgorithmen, die oft nur Mono- oder Doppelfarbungen zulasst,
zeitaufwandig und fur die Untersuchung von ganzen Pathways oder Clustern

weniger geeignet, verglichen mit z.B. DNA- oder RNA- Sequenzierung.

4.10 Ausblick

In dieser Arbeit konnte nebenbefundlich gezeigt werden, dass bei niedrigen CD4*
iTIL-Zahlen eine Chemotherapie kaum eine Verlangerung des OS bewirkt. Hierzu
sind jedoch noch weitere Untersuchungen mit hoheren Fallzahlen und strengen
Ein- und Ausschlusskriterien sowie die Findung von Konsensus-fahigen Cut-offs
notwendig. Perspektivisch betrachtet ware eine Datenlage winschenswert, die
es erlaubt, die TIL-Zahl als prognostischen Marker in die Leitlinien

mitaufzunehmen.

FUr unser Kollektiv liegen noch keine Daten zur Therapie mit einem
Checkpointinhibitor vor. Fir zukinftige Projekte ware interessant, ob der TIL-
Status bzw. HLA-DRA-Status mit einer PARP-Inhibitor Therapie korreliert. FUr
unser Patientinnen-Kollektiv  flossen weder PARP-Inhibitoren  noch

Checkpointinhibitoren in die Therapieregime ein.

In unserem Kollektiv waren TIL- und HLA-DRA- reiche Tumoren mit einem
verbesserten Resektionsstatus assoziiert, und MSLN zeigte eine Assoziation mit
einer suboptimalen Resektion. Moglicherweise ist hier auch die erschwerte
intraoperative Detektion der Tumorabsiedlungen ursachlich. Eine Betrachtung
der makroskopischen Merkmale in Korrelation mit den untersuchten molekularen
Markern konnte hier weitere Erkenntnisse Uber die Auswirkungen der Expression

auf die Tumorbiologie liefern.

In den letzten Jahren wird MSLN als Target fur Immuntherapien erforscht, da es
sich durch seine sparliche physiologische Expression im menschlichen Korper

(auf den Mesothelien der Korperhohlen) (Chang et al., 1992) und der hohen
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Expression in vielen Tumorentitaten auszeichnet (Hassan et al., 2004, Hassan et
al., 2016, Hassan et al., 2020).

In unserer Arbeit wurden TMAs mit Proben von Primartumor und Metastasen
erstellt (Multisite). Eine Unterscheidung der Proteinexpression je nach
Lokalisation je Patientin erfolgte nicht. In einem weiteren Schritt ware interessant,
ob es Falle gibt, bei denen eine Heterogenitat des Immunprofils je nach
Tumorlokalisation besteht. Moglicherweise lassen sich so neue Ansatze zur
Therapie finden oder Ruckschlusse hinsichtlich Tumorgenese,

Metastasierungspotenzial und Dynamik des TME ziehen.

In potenziellen Folgeprojekten konnte die Auswertung mittels Bildanalyse mit
kunstlicher Intelligenz erfolgen. Diese ist auch auf FFPE-Material anwendbar,
welches in der retrospektiven Untersuchung von Archivmaterial haufig

ausschliellich vorliegt.

Klrzlich publizierte das OTTA-Konsortium eine Untersuchung zu CCNE1 an
einem groflen HGSC-Kollektiv. Dieses physiologischerweise den Zellzyklus
regulierende Protein (Caldon and Musgrove, 2010) Kkorrelierte hier bei
Uberexpression mit einer schlechten Prognose. Diskutiert wurde auch, ob eine
CCNE1 Amplifikation mit einem schlechten Ansprechen gegenuber PARP-
Inhibitoren korreliert, und ob CCNE1 als pradiktiver Biomarker flir Tumoren,
welche keine homologe Rekombinationsdefizienz (HRD) aufweisen, verwendet
werden kann (Kang et al., 2023). Fir weitere Untersuchungen ware interessant,
inwiefern CCNE1 moglicherweise zur Immunevasion beitragt, und ob sich
CCNE1 amplifizierte Tumoren durch wenige TILs und fehlende HLA-DRA

Expression auszeichnen.

In neueren Publikationen wird der CD4* TIL-Status im Hinblick auf eine
diagnostische Wertigkeit zur besseren Vorhersage des Ansprechens auf

Immuntherapien untersucht (Borst et al., 2018, Speiser et al., 2023).

Eine Expression von MHC Il wird ebenfalls in aktuellen Publikationen als
pradiktiver Marker fur das Ansprechen auf anti-PD-1 Immuntherapien in
verschiedenen Tumorerkrankungen gehandelt (Johnson et al., 2016, Heng et al.,
2023, Amrane et al., 2024).
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Aktuelle Studien zeigten, dass es in malignem Gewebe zur Bildung von sekundar
lymphatischem Gewebe kommen kann. Die histologische Zusammensetzung
dieser Aggregate weist die Bildung eines Keimzentrums sowie hochendotheliale
Venulen ahnlich einem Lymphfollikel auf und es wird postuliert, dass es hier im
Tumor zu einer Affinitatsreifung von B-Zellen kommt. Das Vorhandensein von
tertiaren lymphoiden Strukturen (TLS) wird in den Zusammenhang mit dem Erfolg
einer Immuncheckpoint-Inhibitor Therapie gestellt (Schumacher and Thommen)
(Sautés-Fridman et al., 2019). In Tumorgewebe von HGSC-Patientinnen konnten
TLS nachgewiesen werden, wenn auch in geringem Ausmal} (Lu et al., 2023) bei
16% der Patientinnen (Kasikova et al., 2024). Hier war ein Vorkommen von TLS
mit CD8* TILs, jedoch nicht mit dem Ansprechen auf eine Immuncheckpoint-
Inhibitor Therapie vergesellschaftet (Kasikova et al., 2024). Lu et al. fanden ein
vermehrtes Vorkommen von TLS im C2 Immunreaktiven HGSC-Subtyp; hier
konnte auch eine Assoziation mit einem verbesserten Progressionsfreien
Intervall gezeigt werden (Lu et al., 2023). In der Arbeit von Lu et al. wurde
uberdies die Methode der Immunhistochemie aufgewertet, da hier gezeigt
werden konnte, dass eine starke CD20 Farbung mit einem Nachweis von TLS
mittels Genexpressionsanalyse korrelierte. Es konnte gezeigt werden, dass
insbesondere auch CD4* T-Zellen in TLS vorkommen (Cabrita et al., 2020),
jedoch wurden in diesem Kontext wenig follikulare Th Zellen beim HGSC
gefunden (Ukita et al., 2022). In einer Untersuchung an NSCLC innerhalb der
TLS wies der haufigste Subtyp Th2 Eigenschaften und Treg Eigenschaften auf
(Frafjord et al., 2021). Das Vorliegen von TLS innerhalb von Tumorgewebe war
mit einem verbesserten PFS korreliert (Lu et al., 2023). An unserem
hochwertigen Kollektiv mit multisite Material kdbnnte der Frage nachgegangen
werden, ob die TLS heterogen verteilt sind und ob es eine Korrelation mit HLA-

DRA sowie TIL-reichen Tumoren gibt.
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5 Zusammenfassung

Die Heterogenitat der malignen epithelialen Ovarialtumoren zeigt sich sowohl im
klinischen Verlauf, mikroskopisch-morphologischen und makroskopischen
Aspekt als auch der Tumorgenese. Mit  einem  genaueren
Tumorgeneseverstandnis der einzelnen Entitaten epithelialer Ovarialkarzinome
(Shih et al., 2021), der Etablierung eines immunhistochemischen Diagnose-
Algorithmus (Koébel et al., 2016), der Definition molekularer Subtypen (Tothill et
al., 2008), welche das HGSC weiter unterteilen, und der Einflhrung der PARP-
Inhibitoren in die Therapieleitlinien wurden in den letzten Jahren Meilensteine im
Verstandnis des Ovarialkarzinoms erreicht. Die Mortalitdt bleibt hoch.
Prognostische und pradiktive Marker sind aus therapeutischer Sicht dringend
notig, um die therapieassoziierte Morbiditdt und Mortalitdt gegen die

chemotherapeutisch ,erkaufte” Lebenszeit abwagen zu kénnen.

Die Immunhistochemie ist eine Uberall verfigbare Methode, die
histopathologisch zuverlassig verortbare molekularpathologische Informationen
auf Proteinexpressionsebene generiert und das bei hoher Kosteneffizienz. Die in
dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind kommerziell erhaltlich. Diese Arbeit
modchte an einem Klinisch und pathologisch nach aktuellem Goldstandart
stratifizierten Kollektiv einen klinisch bedeutsamen Beitrag zur Charakterisierung
der Entitdt highgrade sertses Karzinom des Ovars, der Tube oder des

Peritoneums leisten:

- Mesothelin exprimierende Tumoren wiesen in unserer Untersuchung
tendenziell ein fortgeschritteneres Tumorstadium, weniger TlLs und eine

ungunstige Prognose auf.

- Inunserem Kollektiv war HLA-DRA heterogen auf Tumorzellen exprimiert.
Eine starke HLA-DRA-Expression war mit einer gunstigen Prognose
vergesellschaftet. Dies scheint auch mit einer verbesserten Resektabilitat
dieser Tumoren assoziiert zu sein (RO-Status). Die HLA-DRA Expression
korrelierte nahezu dosislinear mit einer hohen CD4* iTIL-Zahl. Die
Subgruppe HLA-DRA-H und hohen CD4* iTIL-Zahl erwies sich als

besonders gunstig.
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- CD4* TILs waren, wenn sie im Tumorepithel nachgewiesen wurden, ein
unabhangig gunstiger Prognosefaktor. Dieser Zusammenhang wurde
auch in anderen Kollektiven gefunden. Im Stroma gelegene TILs waren
mit einer optimalen Resektion vergesellschaftet, jedoch nicht unabhangig
vom R-Status gunstig fur die Prognose. In unserem Kollektiv gab es einen
starken Zusammenhang zwischen einer hohen sTIL- und iTIL-Zahl und
dem Ansprechen auf eine adjuvante Chemotherapie. CD4* iTILs haben
einen Uber die verbesserte Operabilitat hinausgehenden prognostischen

Benefit.

Die zugrundeliegenden Mechanismen mussen weiter untersucht werden und

konnen Ausgangspunkte fur neue therapeutische Ansatze sein.
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