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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie, Inzidenz und Mortalitat des Ovarialkarzinoms
Ovarialkarzinome stellen die achthaufigste maligne Neoplasie der Frau in
Deutschland dar und sind fur 5,3% aller Krebsterbefallen von Frauen
verantwortlich. Etwa eine von 74 Frauen in Deutschland erkrankt im Laufe ihres
Lebens an Eierstockkrebs (Koch-Institut and e.V., 2019) (Schubert et al.,
2022).. Im Durchschnitt erkranken Frauen in Deutschland mit 69 Jahren, die
Erkrankungsraten steigen jedoch bis zum 85. Lebensjahr kontinuierlich an. Das
5-Jahres-Uberleben liegt bei zirka 40% und hangt primar davon ab, in welchem
FIGO-Stadium die Diagnose erfolgt. Eine Diagnose im Stadium | geht
beispielsweise mit einem 5-Jahresuberleben von 90% einher. Da
Ovarialkarzinome im Fruhstadium haufig unspezifische Symptome zeigen
resultiert jedoch oft eine Diagnosestellung im fortgeschrittenen Stadium. 73%
der Erkrankungen werden im Stadium Ill/IV entdeckt, das 5-Jahresuberleben
sinkt dabei von 42% (Stadium IIl) auf 21% im Stadium IV (Ronckers et al.,
2023). Laut dem globalen Krebsregister Globocan gab es weltweit im Jahr 2022
324.603 neue Falle und 206.956 Todesfalle durch Ovarialtumoren (Ferlay J,
2024).

1.2 Risikofaktoren und protektive Faktoren

5-10% der Ovarialkarzinome zeigen eine familiare Haufung, in der
uberwiegenden Anzahl der Falle treten sie sporadisch auf. Ein wichtiger
Risikofaktor ein Ovarialkarzinom zu entwickeln ist jedoch ein bereits
aufgetretenes Karzinom in der Familie (Holschneider & Berek, 2000). Auch
BRCA1-(17921) und BRCA2-Mutationen (13g12-13) fihren zu einem erhohten
Risiko an einem Ovarialkarzinom zu erkranken (Momenimovahed et al., 2019).
Ein weiterer Risikofaktor sind Hormontherapien in der Peri- und
Postmenopause, das Risiko gleicht jedoch 2-4 Jahre nach Beendigung der
Behandlung wieder dem fur Frauen ohne Hormontherapie (Beral et al., 2015,
Morch et al., 2009, Shi et al., 2016). Auch Ubergewicht ist mit einem erhhten
Risiko an einem Ovarialkarzinom zu erkranken assoziiert. Frauen mit einem

BMI von uber 30 (Adipositas Grad |) haben ein 30% hoheres Risiko an einem
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Ovarialkarzinom zu erkranken als normalgewichtigen Frauen, bei

ubergewichtigen Frauen mit einem BMI von 25-29,9 ist das Risiko 16% hoher

(Olsen et al., 2007). Protektive Faktoren sind unter anderem eine mindestens 3-

monatige Stillphase, Multiparitat und die Einnahme oraler Kontrazeptiva, die

den Eisprung verhindern (Gaona-Luviano et al., 2020).

1.3 Klassifikation von Ovarialtumoren

Die Einteilung der Ovarialtumore erfolgt nach ihrem Ursprungsgewebe.

Ovarialtumore konnen aus Epithelzellen, Keimzellen und Keimstrangstroma

entstehen. Im Ovar kbnnen sich auch Metastasen aus anderen Tumorentitaten

wie zum Beispiel dem Magenkarzinom oder einer Neoplasie der Appendix
(LAMN) zu finden. Einen Uberblick iber die Haufigkeit und die Typen der

Ovarialtumore unterteilt nach ihrem histologischen Ursprung bietet Abbildung 1.
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Oberflachenepithelzellen Keimzelle Keimstrangstroma Ovarialmetastasen
Haufigkeit 65-70% 15-20% 5-10% 5%
Serdser Tumor Teratom Fibrom Endometriumkarzinom
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Endometrioider Tumor Endodermaler Thekazelltumor Gastrointestinale
Hellzelliger Tumor Sinustumor Androblastom Karzinome
Typen Kleinzelliger Tumor Chorionkarzinom ua.

Abbildung 1: Histologischer Ursprung der Ovarialtumore aus ,,Die Gynékologie®; Kapitel ,Adnexe” (Dose

and Jénicke, 2003)

Es werden sechs verschiedene histologische Subtypen der Ovarialkarzinome

unterschieden: high-grade serdose (HGSC), low-grade serose (LGSC),

klarzellige (CCC), muzinése (MC), endometrioide Karzinome (EC) und die
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seltenen malignen Brenner Tumoren (transitionalzellige Differenzierung). Mit

mehr als 50% bilden HGSC, die in der vorliegenden Arbeit untersucht werden,

den haufigsten Subtyp (Schubert et al., 2022). Die Subtypen unterscheiden sich

in ihren Vorlauferlasionen und in ihrem immunhistochemischen Phanotyp und

weisen unterschiedliche Prognosen auf. Die Immunhistochemische Diagnostik

umfasst die Antigene p53, WT1, Napsin A und den Progesteronrezeptor (Kobel

et al., 2016). Eine korrekte histologische Diagnostik ist entscheidend, um das

therapeutische Vorgehen fur die betroffene Patientin optimal planen zu kénnen.

Einen Uberblick der Graduierung, Vorstufen und immunhistochemischen

Phanotypen der histologischen Subtypen gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: Uberblick iiber die histologischen Subtypen der Ovarialkarzinome, modifiziert nach
Schubert et al. (2022)

Histologie Graduierung Vorstufe Klinik Molekulargenetik Immunhistochemischer
Phéanotyp
serds Low-grade Serdse Deutlich langsamerer BRAF-/KRAS WT1 98,4%
(G1) Borderlinetumore klinischer Verlauf als Mutation PR-Rezeptor 58,7%
HGSC
High-grade Serdses tubares Hohe Proliferationsrate P53-Mutation, WT1 96,7%
(G3) intraepitheliales hoher Anteil BRCA TP53 aberrant 93,9%
Karzinom (STIC) 1/2-Mutationen, PR-Rezeptor 36,6%
hohe chromosomale
Instabilitat,
hoher Anteil HRD
muzinds Benignes Zystadenom Expansiv, invasives & BRAF-/KRAS- TP53 aberrant 61,3%
->Borderlinetumore destruktiv, Mutation
—~Inasive Karzinome stromainvasives
Wachstum
endometrioid G1, G2, G3 Endometrioide Verbindung mit ARID1A-Mutation, PR-Rezeptor 84,7%
Adenofibrome, atypischer Endometriose PIK3CA-Mutation
Borderlinetumore
klarzellig Immer G3 Endometrioide Verbindung mit ARID1A-Mutation Napsin A 91,8%

Adenofibrome,

Borderlinetumore

atypischer Endometriose

1.4 High-grade serose Karzinome

Da sich das in unserer Studie untersuchte Kollektiv aus high-grade serdsen

Ovarialkarzinomen (HGSC) zusammensetzt, wird auf diese Tumorentitat im

Folgenden naher eingegangen. Morphologisch imponieren HGSC meist

papillar, kdnnen jedoch auch solide Areale aufweisen sowie intrazystische

Proliferationen zeigen. Verkalkungen in Form von Psammomkorperchen

konnen vorkommen, sind jedoch im Vergleich zu low-grade serdsen
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Karzinomen seltener zu finden. HGSC weisen oft eine hohe mitotische Aktivitat
auf (Diebold, 2014). HGSC werden meist erst in fortgeschrittenen Stadien
entdeckt, zeigen hohe Proliferationsraten und haufig eine chromosomale
Instabilitat sowie Mutationen im Tumorsuppressorgen p53. Ein aberrantes p53-
Protein liegt bei zirka 97% der HGSC vor (Schubert et al., 2022). Haufig finden
sich somatische oder gonosomale Mutationen in den Genen BRCA1 und
BRCAZ2, bei bis zu 25% der Patientinnen mit HGSC lassen sich BRCA1 oder
BRCA2-Mutationen feststellen (Turashvili et al., 2020, McAlpine et al., 2012). In
ca 50% der Falle iegt eine homologe Rekombinationsdefizienz (HRD) vor, was
aufgrund der klinischen Relevanz (siehe auch Abbildung 2) mittels einer
Keimbahntestung sowie Gewebediagnostik untersucht werden sollte (Schubert
et al., 2022). Als Vorlauferlasion gilt das serose tubare intraepitheliale Karzinom
(STIC). Man geht von einem dualistischen Enstehungsmodell high-grade
seroser Karzinome aus; zum Einen direkt im Ovarialepithel, zum Anderen in der
Mehrzahl der Falle Gber STIC in den Tuben (Kurman and Shih le, 2016). Dieses
Wissen hat zu einer Veranderung der klinischen Praxis gefuhrt: es kdnnen
prophylaktische Salpingektomien bei Hochrisikopatientinnen durchgefuhrt

werden, um so das Risiko der Entstehung eines HGSC zu senken.

1.5 Screening und Staging des Ovarialkarzinoms

Eine grol3e Schwierigkeit in der Behandlung von Ovarialkarzinomen ist ihre
mangelhafte Fruherkennung durch derzeit noch fehlende zielgerichtete
Screeningprogramme und unspezifische Fruhsymptomatik (Gaona-Luviano et
al., 2020). Symptome wie Bauchschmerzen, vermehrter Harndrang, Flatulenzen
und allgemeine Verdauungsbeschwerden treten haufig im Fruhstadium des
Ovarialkarzinoms auf, werden jedoch meist nicht auf eine Tumorerkrankung des
Ovars zuruckgefuhrt. In einem von Goff et al. (2000) befragten 1500 Falle
grol3en Kollektiv gaben 95% der Patientinnen ruckblickend unspezifische
Frihsymptome an. Drei prospektive randomisierte Studien konnten keine
Reduktion der Mortalitat durch Screening-MalRnahmen wie transvaginalen
Ultraschall und CA-125-Serumbestimmungen zeigen (Buys et al., 2011, Jacobs
et al., 2016, Menon et al., 2009, Kobayashi et al., 2008, AWMF, 2021, Deutsche

Krebsgesellschaft, 2022). CA-125 wird zwar in erster Linie von serésen
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Ovarialneoplasien gebildet, ist jedoch wenig spezifisch und kann auch zum
Beispiel bei Endometriose, Infektionen, Leber- und Autoimmunerkrankungen
erhoht sein. Die serielle Bestimmung von CA-125 kann jedoch zur
Verlaufsbeurteilung bei bereits diagnostizierter Erkrankung nutzlich sein
(Schubert et al., 2022). Das Screening ist durch die geringe Inzidenz von
Ovarialkarzinomen und damit verbundenen hohen falsch-positiv Raten
erschwert. Das erhohte Mortalitatsrisiko durch operative Eingriffe bei falsch-
positiven Patientinnen steht einer moglichen Risikoreduktion durch Screening-
MalRnahmen entgegen. In der deutschen S3 Leitlinie von 2022 wird daher ein
Screening weder in der Allgemeinbevdlkerung noch in Risikogruppen
empfohlen (Deutsche Krebsgesellschaft, 2022). Das Staging von
Ovarialkarzinomen erfolgt nach TNM und FIGO-Kriterien und ist die
Ausgangsbasis fur weitere Therapieentscheidungen. Die FIGO-Stadien sind im
Anhang in der Tabelle 15 dargestellt.

1.6 Therapiemoglichkeiten des high-grade serosen Ovarialkarzinoms
Nur in ca. 25-30% der Patientinnen gelingt die Diagnosestellung in einem
frihen FIGO-Stadium von | bis IIA vor. Die Mehrzahl der Patientinnen zeigt ein
fortgeschrittenes Stadium Il oder IV. In allen Fallen soll ein grundliches
operatives Staging erfolgen. Das Ziel der Operation ist die komplette
Tumorresektion zu erreichen oder gegebenenfalls weitere
Tumormanifestationen zu finden, die eine Anpassung der anschlielenden
systemischen Therapie zu Folge hatten. Das operative Staging erfolgt mittels
einer Langsschnittlaparotomie und beinhaltet sowohl die Inspektion als auch die
Palpation der gesamten Abdominalhdhle. Gewebeproben des Peritoneums
sollten im Rahmen der Stagings entnommen werden.

Auch bei Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Ovarialkarzinom ist
das vorrangige Ziel die komplette Tumorresektion, denn mit der Entfernung des
gesamten sichtbaren Tumorgewebes ergibt sich eine bessere Prognose fur die
Patientin. Gegebenenfalls missen im Rahmen einer solchen Operation
Darmabschnitte, Teile des Peritoneums oder des Omentums entfernt werden.
Falls die operative Tumorfreiheit mit einer zu gro3en Morbiditat einhergeht, ist

das Operationsziel eine bestmogliche Reduktion der Tumormasse. In der Regel
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erfolgt keine neodadjuvante Chemotherapie, wenn jedoch schon in der
Operationsplanung sicher ist, dass keine makroskopische Tumorfreiheit erreicht
werden kann, sollen praoperative Chemozyklen erwogen werden. Die
Patientinnen profitieren in der Regel von einer postoperativen platinhaltigen
Chemotherapie, auf die ausschlieldlich im FIGO Stadium IA Grad 1 verzichtet
werden kann. Beim frihen Ovarialkarzinom sollte eine Carboplatin-
Monotherapie erfolgen. Beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom FIGO [IB-IV
besteht die Chemotherapie aus 6 Zyklen Kombinationschemotherapie mit
Carboplatin und Paclitaxel. Zusatzlich kann ab FIGO |IIB der monoklonale
Antikorper Bevacizumab (Anti-VEGF Antikorper) gegeben werden. Die
Erhaltungstherapie soll im FIGO Stadium |lI-IV mit Bevazizumab oder einem
PARP (,poly ADP ribose polymerase®) -Inhibitor (zum Beispiel Olaparib,
Niraparid) oder einer Kombinationstherapie aus diesen beiden genannten
Substanzen erfolgen. PARP-Inhibitoren zeigen bei HGSC mit homologer
Rekombinationsdefizienz (HRD) und / oder BRCA1/2-Mutation ein gutes
Ansprechen. Die PARP-Inhibitoren fuhren in diesen Tumoren zum
Akkumulieren von DNA-Bruchen und so zum Zelltod der Tumorzellen.

Trotz optimaler Operation und Leitlinien-gerechter Chemotherapie liegt
das Rezidivrisiko bei 70-80% (Schubert et al., 2022). Die strikte Einteilung in
platin-sensibel (Rezidiv nach mehr als 6 Monaten nach Abschluss der
platinhaltigen Chemotherapie) und platin-resistent (Auftreten des Rezidivs in
weniger als 6 Monaten nach platinhaltiger Chemotherapie) verliert zunehmend
an Bedeutung und die Entscheidung der jeweiligen Rezidivbehandlung hangt
zusatzlich von Faktoren wie zum Beispiel dem BRCA- und HRD-Status ab.
Einen Uberblick tiber die Rezidivbehandlung beim Ovarialkarzinom bietet
Abbildung 2.
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Frihes symptomatisches Rezidiv
Primérdiagnose unter Chemo-
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+ Tumorbiologie/ Histologie/ BRCA/ HRD u.a.m
* Symptome

* Anzahlund Ansprechen auf Vortherapien
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Mikrosatelliteninstabiltat: plus Bevacizumab
Pembrolizumab (PD1-Inhibitor), Gefolgt von PARP- l
Nivolumab (PD1-Inhibitor) Inhibitor, wenn der
Ipilumab (CTLA4-Antikorper) Tumor angesprochen Bevacizumab als

hat Erhaltungstherapie

Abbildung 2: Therapiealgorithmus Ovarialkarzinom Rezidiv, modifiziert nach dem KEM

Therapiealgorithmus Ovarialkarzinomrezidiv (Harter and Kiimmel, 02/25)

Im November 2024 wurde das Antikorper-Wirkstoff Konjugat Mirvetuximab
Soravtansin zur Therapie von Platin-resistenten Ovarialkarzinomrezidiven mit
bis zu drei Vortherapien neu von der EMA zugelassen. Der Antikorper bindet
zielgenau an den Folatrezeptor-a (FR-a ) und Patientinnen mit Platin-
resistenten FR-a positiven Ovarialkarzinomen profitieren hinsichtlich des PFS
und OS verglichen mit der Chemotherapie (Moore et al., 2023).

1.7

Das Immunsystem nimmt mit der Abwehr von Bakterien, Viren, Pilzen und auch

Immunsystem

der Bekampfung von entarteten Zellen eine Schlusselrolle im Organismus ein.
Studien zum Tumormikroenvironment zeigen, dass dem Immunsystem auch in
Bezug auf maligne Neoplasien eine besondere Rolle als Abwehrmechanismus

zukommt.

1.7.1 Unspezifisches Inmunsystem

Das Immunsystem beinhaltet einen unspezifischen Teil, der eine schnelle und
wenig zielgerichtete Immunantwort ermdglicht. Uber sogenannte ,Pattern
Recognition Receptors® (PRRs) konnen Makrophagen, Granulozyten, naturliche

Killerzellen und dendritische Zellen Pathogene und entartete Zellen erkennen
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und schnell bekampfen. MHC-Rezeptoren werden von HLA-Genen codiert und
sind Glykoproteine, auf denen Zellen Antigene prasentieren. Das angeborenen
Immunsystem kann so beispielsweise korpereigene von fremden Zellen zu
unterscheiden. Uber MHC-I-Rezeptoren werden Antigene prasentiert, die aus
dem Inneren der Zelle stammen und sie finden sich auf fast allen kernhaltigen
Zellen und auf Thrombozyten. Bei entarteten oder infizierten Zellen kann es zur
Produktion von anderen Proteinen als gewohnlich oder gro3eren Mengen
gewohnlicher Antigene kommen, die uber MHC-I-Rezeptoren nach aufien
prasentiert werden. So konnen sie durch das Immunsystem als fremd erkannt
und eliminiert werden. Uber die MHC-I-Prasentation werden vorrangig CD8* T-
Lymphozyten aktiviert, die bei der als fremd erkannten Zelle die Apoptose durch
zytotoxische Substanzen oder Uber den Fas-Rezeptor auslosen. Neben den
MHC-I-Rezeptoren tragen antigenprasentierende Zellen wie Makrophagen,
dendritischen Zellen und B-Zellen MHC-II-Rezeptoren auf ihrer ZellaulRenseite.
Uber die MHC-II-Rezeptoren werden Antigene prasentiert, die aus dem
Extrazellularraum aufgenommen wurden. Die Antigen-prasentierenden Zellen
sind uber MHC-II-Rezeptoren in der Lage die weitere Reifung von CD4*

Lymphozyten zu beeinflussen.

1.8 Spezifisches Immunsystem

Parallel zur unspezifischen Immunantwort wird auch die spezifische
Immunantwort eingeleitet. Die spezifische Immunabwehr ist langsamer jedoch
sehr zielgerichtet und eine so erworbene Immunitat bleibt teilweise ein Leben
lang bestehen. Das spezifische Immunsystem besteht vorrangig aus T- und B-
Lymphozyten, die durch die Antigen-prasentierenden Zellen aktiviert werden,
unter Einfluss verschiedener Zytokine reifen und sich klonal vermehren. Dabei
werden Rezeptoren oder Antikorper gebildet, die exakt auf das prasentierte
Antigen passen und so eine zielgerichtete Bekdmpfung ermoglichen. T-
Lymphozyten konnen zum einen als CD8* Lymphozyten wie oben beschrieben
zytotoxisch wirken oder als CD4*T-Helferzellen die Immunantwort anderer
Zellen verstarken oder als regulatorische T-Zellen (Treg) beispielsweise bei
uberschieenden Immunantworten hemmen. lhre Reifung wird durch die

Antigen-Prasentation und den Einfluss verschiedener inflammatorischer oder
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auch inhibierender Zytokine bestimmt. B-Lymphozyten nehmen vor allem durch
die Bildung von |6slichen Antikérpern an der Bekampfung der als fremd
erkannten Zellen teil. B-Zellen zirkulieren im Blut und binden ihr passendes
Antigen entweder direkt oder durch Antigen-prasentierende Zellen.
AnschlieRend nehmen sie das Antigen auf und prozessieren es, um es dann
uber MHC-II auf ihrer Oberflache passenden T-Zellen zu prasentieren, die die
B-Zelle aktivieren konnen. Aktive B-Lymphozyten reifen und werden selektiert
bis sich Plamazellen bilden, die humorale Antikorper bilden kdnnen. Ein Teil der
B-Zellen differenziert sich zu B-Gedachtniszellen, die eine langfristige Immunitat
bewirken und eine schnelle Immunreaktion bei erneutem Kontakt mit dem
Antigen ermdoglichen. Selten konnen B-Zellen auch ohne die T-Zell-abhangige
Aktivierung Antikdrper produzieren.

1.9 Hallmarks of Cancer — Immunescape und Tumormicroenvironment
Tumorerkrankungen sind multifaktoriell beeinflusst und komplex. Um sie besser
zu verstehen, bieten Hanahan und Weinberg (2022) mit den Hallmarks of
Cancer eine Ubersichtsarbeit (iber die relevanten Mechanismen, die in
Abbildung 3 zusammengefasst sind.

UnabhéAngigeAs Erhalten Unempfindlichkeit gegentiber
der Proliferation Wachstumsinhibitoren

Phénotypische Epigenetische Umprogrammierung
Plastizitat
b

Deregulation des Vermeidung von
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und Mutation K Entziindung
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Abbildung 3: Hallmarks of Cancer, modifiziert nach Hanahan (2022)
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Das Tumormicroenvironment (TME) spielt eine wichtige Rolle in der
Tumorentstehung und -progression. Als TME beschreibt man die Umgebung
von Tumorzellen, die aus verschiedenen Lymphozyten und inflammatorischen
Zellen, BlutgefalRen, Fibroblasten, extrazellularer Matrix und Signalmolekulen
besteht. Die Interaktion der Tumorzellen mit den Komponenten des Tumor-
Microenvironments spielt eine entscheidende Rolle in der Kontrolle des Tumors,
des Tumorwachstums und der Invasion und Metastasierung der Tumorzellen.
Das TME stellt also ein sehr komplexes System dar und bietet zahlreiche,
vielversprechende therapeutische Ziele (Arneth, 2019).

Das Immunsystem ist relevant, um maligne Zellentartung zu verhindern
oder die malignen Zellen zu bekampfen. (Pra-)kanzerogenen Zellen
prasentieren auf ihrer Oberflache verschiedene Antigene, auf die das
angeborene und erworbene Immunsystem reagieren kann, um so ihr Wachstum
zu kontrollieren. Wenn die Elimination der malignen Zelle nicht gelingt, kann sie
auch in einen kontrollierten, ruhenden Zustand versetzt werden. Der
Selektionsdruck, dem die Tumorzellen so ausgesetzt sind, fuhrt zu einer
Auslese der immunogenen Tumorzellklone (Ackermann et al., 2014). Um dem
Immunsystem zu entgehen, reduzieren oder verlieren Tumorzellen die
prasentierten Oberflachenantigene und MHC-I-Komplexe, und kdnnen in der
Folge schlechter vom Immunsystem erkannt werden. Aulderdem kdnnen
Tumorzellen Uber die Expression von PD-Ls (Ligand for programmed cell
death) an ihrer Oberflache die Apoptose von einwandernden Lymphozyten
induzieren (Hamanishi et al., 2007).

Ein weiterer Mechanismus der Tumorzellen, sich vor Effekten der
Immunantwort zu schitzen, ist eine erworbene Resistenz gegenuber Fas-
induzierter Apoptose (Rivoltini et al., 1998, Hamanishi et al., 2007). Der Tumor
bildet aullerdem immunsuppressive Faktoren wie Indoleamindioxygenase (IDO)
und den transformierender Wachstumsfaktor-3 (TGF-R), was wiederum zu einer
vermehrten Migration von regulatorischen T-Zellen fuhrt (Coosemans et al.,
2016, Tanizaki et al., 2014, Ackermann et al., 2014). Auch fur das in dieser
Arbeit untersuchte Protein Galektin-1 gibt es Studien, die zeigen, dass es Uber

verschieden Mechanismen eine immunsupprimierte, den Tumorzellen
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zutragliche Umgebung schafft (Matarrese et al., 2005, Chen et al., 2017,
Thijssen et al., 2015). Durch ein rasches Tumorwachstum mit gleichzeitigem
Zellzerfall kommt es weiterhin zu einer chronischen Entziindungsreaktion im
Tumorgewebe. Im TME werden auch aufgrund dieser Entziindungsreaktion
vermehrt immunsupressive Chemokine (wie z.B. CCL-2) gebildet, die wiederum
eine verstarkte Einwanderung von regulatorischen T-Zellen, myeoloiden
Suppressorzellen und Monozyten bedingen (Kudo-Saito et al., 2013).
Monozyten, die in den Tumor einwandern, differenzieren sich dort zunachst zu
Makrophagen, die einen antitumoralen Phanotyp (M1) aufweisen. Bei rasch
fortschreitendem Tumorwachstum kommt es zu einem hypoxischen Milieu,
wodurch gemeinsam mit immunsupressiven Faktoren ein Wechsel der
Makrophagen zum M2-Phanotyp induziert wirrd, welcher immunsupressiv wirkt
und somit dem Tumor zutraglich ist (Noy and Pollard, 2014, Coosemans et al.,
2016).

1.10 Tumor-infiltrierende B-Lymphozyten

Einen Teil des adaptiven Immunsystems bilden B-Lymphozyten. |hre
Hauptaufgabe besteht darin, Antikdrper zu bilden. Sie kdnnen jedoch auch als
antigenprasentierende Zellen fungieren und so die T-Zellantwort beeinflussen.
B-Zellen reifen im Knochenmark und ihre Differenzierung ist nicht zwingend
antigenabhangig. Es gibt unter den B-Zellen Zentrozyten, Plasmazellen und B-
Gedachtniszellen (Hofler G, 2019).

1.10.1 CD20* B-Lymphozyten

In der B-Zell-Entwicklung wird das Protein CD20 ab dem spaten Pra-B-
Lymphozyten exprimiert, das CD20 Protein ist bei differenzierten Plasmazellen
nicht mehr vorhanden (Pavlasova and Mraz, 2020). Die Wirkweise von CD20*
B-Zellen wurde unter anderem in Autoimmunreaktionen nach
Organtransplantationen untersucht. Das Vorhandensein von CD20* B-Zellen bei
akuten AbstoRungsreaktionen nach Nierentransplantaten ist mit einem
schlechteren klinischen Ausgang assoziiert (Hippen et al., 2005). Diese CD20*
B-Zellen zeigten keine Korrelation mit serologischen Antikorpern, was die
Vermutung nahelegt, dass sie als Antigen-prasentierende Zellen und Uber die
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Ausschuttung von Zytokinen auf die T-Zellen wirken (Zarkhin et al., 2008). Bei
Allograft-Reaktionen wird nach Nierentransplantation Rituximab (CD20-
Antikorper) eingesetzt und es wurden nach der Medikamentengabe sowohl
weniger B-Zellen als auch weniger T-Zell-assoziierte Gene beobachtet
(Lehnhardt et al., 2006). Diese Beobachtungen in Autoimmunreaktionen konnen
gegebenenfalls ein Hinweis sein, wie CD20" B-Zellen auch im Rahmen von

Tumorerkrankungen im Immunsystem zusammen mit T-Lymphozyten wirken.

1.11 Langzeitiiberlebende in HGSC und die Rolle von CD20* B-
Lymphozyten
Obwohl das 5-Jahresuberleben von Ovarialkarzinomen tendenziell schlecht ist,
beobachtet man mit 15% eine Gruppe von Patientinnen, die mehr als 10 Jahre
nach der Diagnose noch leben (Hoppenot et al., 2018). Die genaue
Erkenntnisgewinnung Uber gunstige Faktoren in der Gruppe der
Langzeitiberlebenden ist durch einen relativen Mangel an verfugbaren Fallen
erschwert. Es wurde vielfach gezeigt, dass TILs mit einem deutlich besseren
Gesamtuberleben (overall survival, OS) assoziiert sind. Es ist prognoserelevant,
welche Lymphozyten vorhanden sind. CD8*-Lymphozyten sind signifikant mit
einem langeren OS in HGSC korreliert (Goode et al., 2017, Hwang et al., 2012).
Auch das Vorkommen von CD20* B-Zellen hat einen positiven prognostischen
Faktor in HGSC (Milne et al., 2009). Dieser positive Einfluss von
intraepithelialen CD8" -T-Zellen ist unabhangig von der optimalen, radikalen
chirurgischen Zytoreduktion, dem BRCA-Mutationsstatus und dem Einsatz von
Chemotherapeutika (Kandalaft et al., 2022). Weniger als 50% der Patientinnen
mit einem epithelialen Ovarialtumor weisen jedoch intraepitheliale T-
Lymphozyten auf und scheinen eine spezielle Gruppe bezogen auf den Einsatz
potentieller Immuntherapien darzustellen (Kandalaft et al., 2022).

Nielsen et al. (2012) untersuchten aulRerdem CD20* B-Zellen in HGSC
und zeigten, dass der positive Einfluss von zytotoxischen, CD8*-T-Zellen auf
die Uberlebenszeit in Anwesenheit von CD20* B-Lymphozyten signifikant
grofer ist. Verschiedene Studien zeigten Uberraschenderweise, dass eine hohe
PD-L1-Expression mit tumor-infiltrierenden CD8* Lymphozyten und einer
gunstigen Prognose korreliert (Webb et al., 2016, Mills et al., 2019, Hggdall et
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al., 2020). Nelson et Al. (2024) untersuchten die Gruppe der
Langzeituberlebenden und beobachteten, dass diese Gruppe vorrangig ein
kombiniertes Vorkommen von CD8" T-Zellen, PD-1" Immunzellen und CD20* B-
Zellen in Tumoren und einen hohen epithelialen Anteil aufweist.

1.12 Molekulare Subtypen und immunologische Einteilung von
Ovarialkazinomen
Neben der histologischen Einteilung von Ovarialkarzinomen gibt es die
Einteilung nach molekularen Subtypen und eine immunologische Einteilung, die
HGSC feiner bezuglich ihrer Prognose untergliedert. Die Gruppe der HGSC
lasst sich mittels Genexpressions- und Proteinexpressionsanalysen in vier, sich
zum Teil Uberlappende molekulare Subtypen einteilen: immunoreaktiv (C2),
differenziert (C4), proliferativ (C5) und mesenchymal (C1), die sich in ihren
Eigenschaften unterscheiden. Der immunoreaktive Subtyp macht bis zu 20%
der HGSC aus (Tothill et al., 2008, Verhaak et al., 2013). Die grundlegenden

Eigenschaften dieser Subtypen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Grundlegende Eigenschaften der vier molekularen Subtypen in HGSC: immunoreaktiv,
differenziert, proliferativ und mesenschymal. Tabelle modifiziert nach Chen et al. (2018) und Leong
et al. (2015)

Immunoreaktiv Differenziert Proliferativ Mesenchymal
Patientinnenalter -61 Jahre -55 Jahre -64 Jahre -59 Jahre
5 Jahres Uberleben (%) 50% 34% 34% 20%
Prognose Eher gut Intermediar Schlecht Schlecht
Lymphozyten Infiltration 24% 41% <5% <5%
Neutrophilen Infitration -8% -10% <5% <5%

AuRerdem gibt es in HGSC, wie in vielen anderen soliden Tumoren, eine
immunologische Klassifikation. Unterschieden werden die drei Gruppen immun-
inflammatorische Tumoren (auch als ,hei3e” Tumore bezeichnet),
immunologisch ausgeschlossene Tumore und immunologisch kalte Tumore.
Die Eigenschaften dieser drei Gruppen sind der Abbildung 4 zu entnehmen und
stellen einen wichtigen Baustein in der Entwicklung und dem Verstandnis von

Immuntherapien in HGSC dar.
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Abbildung 4: Klassifikation der Immunphé&notypen von high-grade serésen Ovarialkarzinome. Darstellung
der Tumor-Mikroumgebung (engl.: Tumormicroenvironment) in inflammatorischen (,heil3en”) Tumoren,
immunologisch ausgeschlossenen Tumoren und immunologisch kalten Tumoren. Modifiziert nach
Kandalaft et al. (2022)

Bezuglich der molekularen Subtypen zeigte die CLOVAR (Classification of
Ovarian Cancer) Studie von Chen et al. (2018), dass der immunoreaktive
Subtyp mit der besten Prognose assoziiert ist und der mesenchymale Subtyp

die schlechteste Prognose besitzt.

1.13 Antigen-Kandidaten fir die Immunantwort im Ovarialkarzinom

Uber HLA-Molekiile prasentierten Antigene auf der Zelloberflache kénnen zur
gezielten Abtotung entarteter Zellen durch das Immunsystem fuhren.
Tumorzellen prasentieren zum Teil Proteine (Tumorantigene), die mutiert oder
uberexprimiert sind oder normalerweise nicht von Zellen im adulten Organismus
gebildet werden. Rammensee et al. (2013) benennen drei verschiedene Arten
von Tumorantigenen: erstens gewebespezifische Antigene, zweitens
uberexprimierte Antigene und drittens mutierte Antigene. Besonders mutierte
Antigene eines Tumors zu detektieren, die ausschliellich auf den entarteten
Zellen exprimiert werden, bieten einen vielversprechenden Ansatz fur

Immuntherapien. Aber auch die Detektion und Erforschung von
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gewebsspezifischen und Uberexprimierten Antigenen bieten relevante
Erkenntnisse bezuglich der moglichen Entwicklung von Immuntherapien. Um
potentielle Antigene in HGSC zu detektieren, wurde als Vorarbeit zu unserer

Studie das Immunpeptidom auf Ovarialkarzinomen genau analysiert.

1.13.1 Immunpeptidom von Ovarialkarzinomen

Der Begriff Immunpeptidom bezeichnet die Gesamtheit der Antigene, die vom
Immunsystem erkannt werden, und somit im Interesse der Forschung zu
Immuntherapien in der Onkologie stehen. Die Arbeit von Schuster et al.
untersuchte die spezifische Antigenprasentation epithelialer Ovarialtumore und
stellt einen wichtigen Ausgangspunkt unserer Analyse von Galektin-1 auf
Proteinebene dar. Fur eine T-Zell vermittelte Bekampfung von Tumorzellen ist
eine MHC-Expression auf der Tumoroberflache notwendig. In der Arbeit wurde
gezeigt, dass die Genexpression von allen Allelen der MHC | und MHC I
Rezeptoren in EOC hoher ist als in gesundem Gewebe. Es konnten 56 Top-
HLA-Quellproteine detektiert werden, unter anderem MUC16, CRABP1/2,
KLK10, IDO1 und LGALS1, wobei die beiden letzten schon in Zusammenhang
mit immunevasiven Funktionen beschrieben wurden (Schuster et al., 2017).
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Abbildung 5: Darstellung der iiber MHC-I prasentierten Antigene auf Ovarialkarzinomen als word cloud.
Die Schriftgré3e représentiert die Frequenz des Auftretens des Antigens auf Ovarialkarzinomen.
Modifiziert nach Schuster et al. (2017)
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Korrelationen zwischen dem Uberleben und der Expression von Galektin-1 auf
mRNA-Ebene zeigen eine signifikant schlechtere Prognose der Patientinnen,
die eine hohe Expression von LGALS1 aufweisen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Korrelation von LGALS-1 Genexpression mit dem Uberleben. Die Tertilenanalyse zeigt ein
ein signifikant schlechteres 10-Jahresiiberlebe der oberen Tertile (hohe Galektin-1 mRNA-Menge, lilane

Kurve) (bisher unveréffentlichte Daten des OTTA-Konsortiums)

Diese Analysen legen einen entscheidenden Einfluss von Galektin-1 in HGSC
auf das Uberleben nah. Es kann jedoch keine Aussage (iber das Vorkommen
von Galektin-1 auf Proteinebene getroffen werden und es wird nicht zwischen
hinsichtlich der Lokalisation unterschieden, intratumoral/epithelial gegenuber
stromal, was in der vorliegenden Arbeit adressiert wird.

1.13.2 Galektin-1

LGALS-1 ist ein Gen, das fur das Protein Galektin-1 kodiert. Galektine sind
Proteine der Lektin-Superfamilie, sie nehmen vorrangig uber Carbohydrat-
Bindungsstellen Einfluss auf biologische Prozesse (Thijssen et al., 2015).
Galektine unterscheiden sich beispielsweise von Transkriptionsfaktoren und
Zytokinen dadurch, dass sie nicht an einen spezifischen Rezeptor, sondern an
eine aullen anhangende Kohlenhydratgruppierung von Proteinen, Lipiden und

Peptiden binden und so Einfluss auf eine Vielzahl von Prozessen nehmen
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(Schnaar, 2015). Galektin-1 ist ein sogenannter Prototyp der Galektine. Es
besitzt eine Carbohydrat-Bindungsstelle, die eine Bindungsaffinitat fur R3-
Galaktoside aufweist. Galektin-1 liegt in der Regel als Homodimer vor und
ermaoglicht so die Verknipfung von zwei Strukturen, die jeweils an eine
Carbohydrat-Bindungsstelle binden konnen (Abbildung 7).
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Galektin-1 Homodimer

Abbildung 7: Galektin-1 ist ein Prototyp Galektin mit einer Carbohydrat-Bindungsstelle. Die Abbildung zeigt

Galektin-1 vorliegend als Homodimer aus zwei Galektin-1 Proteinen. Erstellt mit Biorender.com

Galektin-1 wird im Zytosol an den Ribosomen gebildet und auch wenn ein
spezieller Sekretionsmechanismus fur das Protein fehlt, kommt es sowohl intra-
als auch extrazellular vor (Goud and Bhattacharya, 2021). Biologische
Prozesse, auf die Galektin-1 Einfluss nimmt, sind zum Beispiel Zell-Zell- sowie
Zell-Matrix-Bindungen und -Interaktionen (Elola et al., 2007). Elola et al. (2007)
postulieren, dass Galektin-1 konzentrationsabhangig sowohl adhasionsfordernd
als auch adhasionshemmend wirken kann. In geringen Konzentrationen kann
ein l6sliches Homodimer aus Galektin-1 Zellen an die extrazellulare Matrix
binden. Wenn zusatzlich gebundenes Galektin-1 an einer Zellmembran vorliegt,
fuhrt die hohe Konzentration von I6slichem Galektin-1 zu einer verminderten
Adhasion zwischen Zelle und extrazellularer Matrix (Elola et al., 2007). Eine
vereinfachte Darstellung dieser beschriebenen Prozesse finden sich in den
Abbildungen 8 und 9.
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Abbildung 8: a) Galektin-1 ist an Zell-Matrix-Interaktion beteiligt; b) auch auf Zell-Zell-Kontakten hat
Galektin-1 Einfluss; c) potentiell kommt Galektin-1 somit eine entscheidende Rolle in der

Tumormetastasierung zu. Abbildung modifiziert nach Thijssen et al. (2015) ; Erstellt mit BioRender.com

Abbildung 9: In hohen Konzentrationen kann Galektin-1 Adhdsionen zwischen Zellen bzw. Zelle und
Matrix verhindern. Abbildung modifiziert nach Elola et al. (2007) und Cousin and Cloninger (2016); Erstellt

mit BioRender.com
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Galektin-1 kommt in vielen Tumorentitaten vermehrt vor und scheint vielfaltigen
Einfluss auf die Tumorentwicklung, -invasion und das Immunsystem zu
nehmen. Es ist an der Bindung der Tumorzellen an die extrazellulare Matrix und
der Invasion von Tumorzellen beteiligt (Elola et al., 2007). Aul3erdem finden
sich in der Literatur einige Studien zu dem immunsupressiven Einfluss von
Galektin-1 im Rahmen von malignen Tumorerkrankungen (Chen et al., 2019,
Van Woensel et al., 2017). Der aktuelle Kenntnisstand der immunsupressiven
Eigenschaften von Galektin-1 wird in der Diskussion ausfuhrlich erlautert und
eingeordnet. In Rektumkarzinomen nimmt Galektin-1 au3erdem positiven
Einfluss auf vaskulare Neubildungen und ist so wiederum an der Bildung eines
dem Tumorwachstum zutraglichen Milieus beteiligt (Zhou et al., 2021).

Die genaue Rolle von Galektin-1 und sein Einfluss auf das Immunsystem
im Rahmen einer Tumorerkrankung bedarf weiterer Forschung. Einen Beitrag
zum Verstandnis der Rolle von Galektin-1 in HGSC soll die vorliegende Arbeit
leisten, die die Korrelation von Galektin-1 und Komponenten des
Immunsystems in einem Kollektiv von 342 Fallen high-grade serdser Karzinome

untersucht.

1.14 Ziele dieser Arbeit

Wie einleitend beleuchtet, stellt das Ovarialkarzinom einen potenziell hoch-
immunogenen Tumor dar, der als Kandidat fur potenzielle Immuntherapien in
Frage kommt. Es mangelt jedoch weiterhin an grundlegenden Informationen
uber das Tumormicroenvironment von HGSC. Es wurde beobachtet, dass TILs
(Tumor infiltrierende Lymphozyten) einen positiven prognostischen Einfluss
haben; genaue Mechanismen in HGSC, die das Immunsystem beeinflussen
und potenzielle Antigene, auf die die Lymphozyten reagieren konnten, sind
jedoch weitestgehend unbekannt. Es existieren Vorarbeiten, die mittels HLA-
Ligandomanalysen potenzielle Tumorantigene von Ovarialkarzinomen detektiert
haben, wobei die Uberexpression von LGALS-1 auf mRNA-Ebene einen
negativ prognostischen Einfluss zeigte. Die vorliegende Arbeit soll in diesem
Kontext wichtige Erkenntnisse zum Tumormicroenvironment, speziell Tumor-
infiltrierenden CD20* B-Zellen und dem potentiellen Tumorantigen Galektin-1

auf Proteinebene liefern. Ein Teil dieser Arbeit besteht in der
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immunhistochemischen Untersuchung von CD20* B-Lymphozyten, die sich an
den folgenden zwei Fragestellungen orientierte:

e Sind CD20" B-Zellen im Stroma oder im Tumorepithel in HGSC
prognostisch gunstig oder anders formuliert, spielt die Lokalisation der B-
Lymphozyten eine entscheidende Rolle?

e Wird der positive Einfluss von CD8" und CD4* T-Zellen auf die Prognose
bei gemeinsamem Auftreten mit CD20* B-Zellen verstarkt?

Der zweite Teil der Arbeit beinhaltet die Analyse von Galektin-1, das sich in
Genexpressionsdaten als vielversprechender prognostischer Faktor gezeigt hat.
Die Anwendbarkeit als prognostischer Biomarker auf Proteinebene soll in der
vorliegenden Arbeit untersucht werden. Die Leitfragen der Analyse der
Galektin-1 Daten lauten:

e |st die Expression von Galektin-1 auf Proteinebene im Tumor oder im
Stroma ein negativer prognostischer Faktor beziiglich des Uberlebens
von Patientinnen mit HGSC?

e Besteht eine negative Korrelation von hohen Galektin-1 Werten und
TILs?

e Besteht eine Korrelation der Galektin-1 Expression und weiteren
klinischen Parametern neben dem Uberleben?

Die Arbeit soll durch die Erhebung dieser Daten einen Beitrag leisten, um die
Patientinnen zu charakterisieren, die von einer potenziellen zielgerichteten
Immuntherapie profitieren konnten. Es sollen Informationen gewonnen werden,
die auf der Suche nach Targets fur die Entwicklung einer Immuntherapie fur
Patientinnen mit high-grade ser6sen Karzinomen wichtig sind.

Unsere Hypothesen sind zusammenfassend wie folgt:

e CD20* B-Lymphozyten in HGSC korrelieren mit einem besseren
Uberleben

e Der an unserem Kollektiv bereits untersuchte positive prognostische
Einfluss der CD4* und CD8* Lymphozyten wird bei gemeinsamen
Vorkommen mit CD20* verstarkt
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e Das erhdhte Vorkommen des Proteins Galektin-1 ist in HGSC mit einem
schlechteren Uberleben und einer verminderten Anzahl von TILs
korreliert

Um diese Fragestellungen zu adressieren, nutzten wir

immunhistochemische Farbungen von CD20 und Galektin-1 an

Gewebemikroarrays von einem gut charakterisierten retrospektiv

zusammengestellten Kollektiv von HCGS und fuhrten Kaplan-Meier-

Uberlebensanalysen durch.

2 Material und Methoden

2.1 Kollektiv

Far die Untersuchungen wurde ein bereits bestehendes und gut klassifiziertes
Kollektiv verwendet. Dieses Kollektiv enthalt insgesamt Daten von 412 high-
grade ser0sen Karzinomen, die mittels des Algorithmus von Kobel et al. (2016)
als high-grade serose Histotypen (re)-klassifiziert wurden. Das Tumorgewebe
stammt von Patientinnen, bei denen in den Jahren 2000-2016 an der
Universitatsfrauenklinik Tubingen die Diagnose eines high-grade serdsen
Ovarialkarzinoms gestellt wurde und die nach der Leitlinie der AGO
(Arbeitsgemeinschaft fur gynakologische Onkologie) mittels primarer Operation
bzw. adjuvanter Chemotherapie behandelt wurden. Die Untersuchungen im
Rahmen dieser Arbeit schlie3en nur Patientinnen mit einem high-grade serdsen
Ovarialkarzinom ein, die keine neoadjuvante Chemotherapie erhalten haben.
Uber das Tiibinger Krebszentrum wurden die Verlaufsdaten erfasst und zur
Verfugung gestellt. Insgesamt standen fur die durchgefuhrten CD20-Farbungen
345 Falle und fur die Galektin-1 Farbungen 342 Falle aus dem genannten
Kollektiv auf TMAs zur Verfugung. Fur 342 Falle der CD20-Farbung und 339
Falle der Galektin-1-Farbung waren Uberlebensdaten verfiigbar.
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2.2 Tissue Microarrays

Wie auch bei der Datenbank, konnte fur diese Arbeit auf bereits bestehende
tissue microarrays (TMAs) zuruckgegriffen werden. Diese TMAs bestehen aus
6 bis 12 0,6mm durchmessenden Gewebe-Stanzen pro Patientin. Diese
Stanzen wurden aus den in Paraffin eingebetteten Tumorproben gewonnen,
nachdem die genaue Region von Interesse an einem HE-Ganzschnitt markiert
wurde.

Falls eine Patientin beidseits ein Ovarialkarzinom aufwies, wurden 3-6
Stanzen je Seite auf den TMA aufgebracht. Um eine Orientierung auf dem TMA
zu gewahrleisten, befinden sich auf jedem TMA in der oberen linken Ecke 3
Stanzen aus Lebergewebe (siehe Abbildung 10). AuRerdem wurden fur interne
Kontrollen zusatzliche Stanzen auf den TMA, bestehend aus Tuben- oder
gesundem Ovarialgewebe aufgebracht. Durch die Verwendung dieser
bestehenden TMAs war es maoglich, an 14 Objekttragern high-grade serdses
Tumorgewebe von zirka 345 Patientinnen mittels immunhistochemischer

Farbung zu untersuchen.
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Abbildung 10: Beispielhafte Abbildung eines der verwendeten TMAs (CD20-Farbung an TMA 52.2)
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2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Allgemeines Prinzip immunhistochemischer Farbungen

Das Prinzip der immunhistochemische Farbung beruht auf der spezifischen
Bindung eines Antikdrpers an ein zu untersuchendes Protein. In dieser Arbeit
wurde die LAB-Technik (labeled avidin-biotin-Technik) angewandt. Der erste
Schritt der immunhistochemischen Farbemethode ist die Bindung eines
hochaffinen Primarantikorpers an das Protein, das analysiert werden soll.
Anschliel3end erfolgt die Bindung eines biotinylierten Sekundarantikorpers an
den bereits gebundenen Primarantikorper. Danach wird dem Ansatz ein mittels
Peroxidase markiertes Avidin zugefugt. Avidin bindet an das Biotin auf dem
Sekundarantikérper und die Beimischung eines H202-Chromogen-Komplexes
fuhrt zu einer Peroxidase-Reaktion, durch die Sauerstoff und H-O freigesetzt
werden. Das Chromogen, das verwendet wurde ist Diaminobenzin (DAB). Das
DAB wird durch diese Oxidation aktiviert und lagert sich als brauner Farbstoff
ab, wodurch das gesuchte Protein sichtbar wird (Mulisch, 2014).
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Abbildung 11: Darstellung der ABC Immunhistochemie angelehnt an Mulisch (2014); Erstellt mit

Biorender.com
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2.3.2 Immunhistochemie CD20

2.3.2.1 Immunhistochemische Farbung CD20

Die Immunhistochemische Farbung wurde im Diagnostiklabor des
pathologischen Instituts der Universitat Tubingen durchgefihrt. Es erfolgte eine
Vorbehandlung mit CC1 fur 64 Minuten bei 100°C. Anschlielend wurde die
Inkubation mit dem Antikorper in der Verdunnung 1:1000 fur 32 Minuten bei 37°C
durchgefuhrt. Es wurde der CD20cy (Dako Omnis) monoklonale Maus anti-
human Antikorper verwendet (Clone L26, diluent 1:1000, Dako/Agilent, on
Ventana Benchmark XT). Als Kontrollgewebe fungierte Material aus der Tonsille.
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Abbildung 12: : Immunhistochemische Farbung CDZ20; lymphoide Aggregate in dem peritumoralen

Bindegewebe; der schwarze Pfeil markiert intratumoral gelegene CD20* B-Lymphozyten

2.3.2.2 Auswertung der immunhistochemischen CD20* Farbungen

Die Auswertung erfolgte getrennt nach dem Vorkommen von CD20*
Lymphozyten im Stroma und im Tumor (intraepithelial). Es wurde ein
Maximalwert sowie ein Minimalwert pro Core fiur jeden Fall dokumentiert und
zusatzlich ein Mittelwert Uber alle auswertbaren Cores pro Fall errechnet.

Pro Patientin standen zwischen 6-12 Cores auf dem Gewebemikroarray
zur Auswertung zur Verfugung. Teilweise fehlten einzelne Cores, zum Beispiel
durch mangelhafte Fixierung oder das Fehlen von Tumor im ausgestanzten
Bereich. Cores, die weniger als 20 Tumorzellen im Verbund aufwiesen, wurden

nicht ausgewertet. CD20 ist ein Protein der B-Zelllinie, welches membranar und
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zytoplasmatisch exprimiert wird. Eine kraftige immunhistochemische
Farbereaktion ist hier winschenswert und wird als positiv interpretiert. Um
einen moglichst validen Wert der CD20* B-Lymphozyten zu erzielen, wurden
alle Auswertungen von Prof. Dr. Staebler, einer Expertin in Gynakopathologie,
reevaluiert. Zusatzlich wurde das Kollektiv auf das Vorkommen lymphoider
Aggregate untersucht.

2.3.3 Immunhistochemie Galektin-1

2.3.3.1 Etablierung des LGALS-1 Farbeprotokolls
Um die Galektin-1 Farbung im Pathologischen Institut zu etablieren, optimierten
wir zunachst das Farbeprotokoll an Schnitten mit einer hohen, mittleren und
geringen Genexpression von LGALS-1. Die Falle wurden anhand vorhandener
MRNA-Genexpressionsdaten ausgesucht und mithilfe der Datenbank PASnet
wurden die Blocke identifiziert, auf denen sich ausreichend Tumorgewebe
befand. Es erfolgte eine Re-Evaluation der Falle durch Prof. Annette Staebler
nach den folgenden Kriterien:

e Handelt es sich um ein high-grade serdses Ovarialkarzinom?

e |st ausreichend Tumorgewebe vorhanden?

e Wie gut ist die Fixierung des Gewebes?
An vier Blocken (zweimal hohe Galektin-1 Expression, einmal mittlere
Expression, einmal niedrige Expression) erfolgte die Farbung mit dem Galektin-
1 Antikorper in den Verdunnungen 1:3000, 1:4000, 1:5000, 1:6000 und 1:7000.

2.3.3.2 Immunhistochemische Farbung Galektin-1

Auch die Galektin-1 Farbungen erfolgten im Diagnostiklabor des pathologischen
Instituts der Universitat Tubingen. Die Verdinnung 1:6000 stellte sich als die
geeignetste heraus. Es erfolgte eine Vorbehandlung mit CC1 fur 64 Minuten bei
100°C. AnschlieRend wurde die Inkubation mit dem Antikdrper in der Verdinnung
1:6000 fur 32 Minuten bei 37°C durchgefuhrt. Es wurde der polyklonale Hasen
Anti-human Galektin 1-AK ab25138 (abcam) verwendet. Als Kontrollgewebe
fungierte Material aus dem Ovar, der Tube und der Bauchdecke.
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2.3.3.3 Auswertung der immunhistochemischen Galektin-1 Farbungen

Die Auswertung erfolgte nach zwei verschiedenen semiquantitativen Scores.
Die Auspragung der Farbung sowohl im Stroma als auch im Tumor
(intraepithelial/intrastromal) wurde zunachst nach ihrer Intensitat (0 = keine
Farbung, 1 = leichte Farbung, 2 = moderate/mittelstarke Farbung, 3 = starke

Farbung) ausgewertet (Abbildung 13). Dieser Score wird nachfolgend als
Intensitats-Score bezeichnet.

Abbildung 13: Beispielhafte Darstellung des Intensitéts-Scores der Galektin-1 immunhistochemischen
Féarbung; a) Stroma=3, Epithel= 3; b) Stroma=1, Epithel=2; c) Stroma=3, Epithel=1

Zusatzlich zum Intensitats-Score wurde ein Prozent-Score zur Auswertung
herangezogen. Dieser beschreibt, wieviel Prozent des jeweiligen Gewebes
(Bindegewebe oder Tumorgewebe) in der Intensitat, die im Intensitats-Score

angegeben wird, gefarbt ist und besitzt die Auspragungen 0 bis 4 (Abbildung
14).

Abbildung 14: Beispielhafte Darstellung des Prozent-Scores der Galektin-1 immunhistochemischen
Férbung; a) Stroma= 3 (Intensitét 3), Epithel= 2 (Intensitét 3); b) Stroma= 3 (Intensitat 3), Tumor= 3
(Intensitét 1); ¢) Stroma= 4 (Intensitdt 3), Tumor=0 (Intensit&t=0)
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Die detaillierten Definitionen der Scores sind nachfolgend in Tabelle 3 zu
finden. Um einen Score zu nutzen, der sowohl die Farbeintensitat als auch die
Menge der gefarbten Zellen abbildet, haben wir den Remmele-Score (IRS) als
Produkt aus dem Intensitatsscore und dem Prozentscore gebildet (Remmele
and Stegner, 1987).

Tabelle 3: Tabellarische Darstellung der méglichen Werte und ihrer Aussage der genutzten Scores,

geordnet vom héchsten Wert oben zum niedrigsten Wert unten

. Prozentscore
Intensitatsscore Remmele-Score
Wieviel Prozent der Zellen sind
Wie intensiv ist die Férbung? . Intensitétsscore x Prozentscore

gefarbt?
3 = starke Farbung 4 =81-100% 12
2 = moderate Farbung 3=51-80% 9
1 = schwache Farbung 2=11-50% 8
0 = keine Farbung 1=1-10% 6
0=0% 4
3
2
1
0

Pro Fall wurde jeweils getrennt nach Stroma und Tumor fur den Prozent- und
Intensitatsscore ein Wert dokumentiert und zusatzlich ein Mittelwert Gber alle
auswertbaren Cores pro Fall errechnet. So ergeben sich genaue Werte, die fur
einzelne Analysen gerundet wurden, um mit den entsprechenden Remmele-

Scores rechnen zu konnen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Gerundete Mittelwerte im Remmele-Score

Remmele-Score Beinhaltete Mittelwerte
12 >10,5
> 8,5 bis < 10,5
>7 bis < 8,5
>5bis<7
>3,5bis<5
>2,5bis < 3,5
>1,5bis<2,5
>0,5bis<1,5
0bis<1,5
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Um ein moglichst valides Scoring der Galektin-1 Farbung zu erreichen, wurden
alle Auswertungen von Dr. Fischer, Facharztin fur Pathologie mit dem
klinischen Schwerpunkt Gynakopathologie, reevaluiert.

2.4 Statistik

2.4.1 Statistische Analyse CD20* B-Lymphozyten

Die statistische Auswertung erfolgte mittels dem Programm SPSS (IBM SPSS
Statistics, Chicago). Es wurde fur jeden Fall mit den Mittelwerten fur das Stroma
und das Epithel aller ausgewerteten Cores gerechnet. Die erhobenen Daten
sind in Tabelle 16 im Anhang veranschaulicht. Aus diesen eingetragenen Daten
wurden Untergruppen gebildet, die anschlieRend in den Bezug zum Uberleben
und weiteren klinischen Parametern gesetzt wurden. Als signifikant wurden p-
Werte von <0,05 definiert.

2.4.2 Statistische Analysen der Galektin-1 Daten

Die Galektin-Daten wurden statistisch ebenfalls mithilfe des Programms SPSS
(IBM SPSS Statistics, Chicago) analysiert. Im Anhang findet sich Tabelle 17,
die zusammenfasst, wie die erhobenen Rohdaten in SPSS Ubertragen wurden.
Wie bei den statistischen Analysen der CD20* B-Lymphozyten, wurden aus den
Galektin-1-Daten Untergruppen gebildet, die anschliel3end in den Bezug zum
Uberleben, dem Vorkommen von Lymphozyten und weiteren klinischen
Parametern gesetzt wurden. Als signifikant wurden p-Werte von <0,05 definiert.

3 Ergebnisse
3.1 CD20* B-Lymphozyten

3.1.1 CD20* B-Zellen infiltrieren vorrangig das Stroma, aber auch das
Epithel in HGSC

CD20* B-Lymphozyten konnten in dem vorliegenden Kollektiv (n=345) sowohl

im Stroma als auch im Tumor detektiert werden. 273 Falle (78,82%) wiesen

mindestens einen CD20* B-Lymphozyten im Stroma auf. Die Verteilung der

CD20* B-Lymphozyten im Stroma ist in der Abbildung 15 dargestellt.
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Verteilung intrastromaler CD20* B-Lymphozyten im
Gesamtkollektiv
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Abbildung 15: Gruppierte Darstellung der Verteilung intrastromaler CD20* B-Zellen im Stroma in HGSC
(n=345); Gruppe 1: 0 Lymphozyten (n=70, 20,3%), Gruppe 2: >0-1 Lymphozyten (n=106, 30,70%),
Gruppe 3: 21-5 Lymphozyten (n=85, 24,6%), Gruppe 4: 25- 20 Lymphozyten (n=51, 14,8%) Gruppe 5: 220
Lymphozyten (n=33, 9,6%)

Im Tumorgewebe wiesen 139 Fallen (40,3%) mindestens einen CD20" B-

Lymphozyten auf, ihre Verteilung ist in Abbildung 16 dargestellit.

Verteilung der intratumoralen CD20* B-
Lymphozyten im Gesamtkollektiv
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Abbildung 16: Gruppierte Darstellung der Verteilung intratumoraler CD20* B-Zellen in HGSC (n=345);
Gruppe 1 (n=206, 59,7%) 0 Lymphozyten, Gruppe 2 (n=102, 29,6%) >0- <1, Gruppe 3 (n=37, 10,7%) =1
Lymphozyten
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Im Zuge der Auswertung CD20" B-Lymphozyten erfolgte die Identifizierung von
lymphoiden Aggregaten. In 28 von 345 Fallen (8,1%) konnten wir lymphoide
Aggregate (LA) detektieren. Diese waren ausschliel3lich im Stroma also
peritumoral lokalisiert. Intraepithelial konnten keine LA in dem untersuchten
Kollektiv nachgewiesen werden.

3.1.2 CD20* B-Lymphozyten haben einen positiven Einfluss auf das
Gesamtiiberleben

3.1.2.1 Das Vorkommen von CD20" B-Lymphozyten ist sowohl im Stroma als
auch im Tumor prognostisch gunstig
Fir 342 der insgesamt 345 immunhistochemisch untersuchten Falle lagen
Uberlebensdaten vor, anhand derer Kaplan-Meier Analysen durchgefiihrt
wurden. Alle Uberlebensanalysen der CD20-Farbung sind in Tabelle 7
zusammengefasst. Unsere Analysen zeigen, dass bereits das Vorkommen
eines CD20" Lymphozyten auf einem Core, ganz gleich ob intratumoral oder
stromal, einen prognostisch signifikanten, positiven Einfluss auf das Uberleben
der Patientinnen mit HGSC hat. Falle mit mindestens einem CD20" B-
Lymphozyten im Tumor oder peritumoralen Bindegewebe zeigten ein signifikant
besseres Gesamtuberleben (im Stroma p=0,012; im Tumor p=<0,001). Die
Uberlebenskurven kénnen Abbildungen 17 und 18 entnommen werden.

3.1.2.1.1 Medianes Uberleben bei stromalen vs. intraepithelialen CD20* B-
Zellen
Falle, die mehr als null intraepitheliale CD20* B-Lymphozyten aufwiesen,
(Gruppe 2) zeigten ein medianes Uberleben von 1442 Tagen, wohingegen
Patientinnen ohne intraepitheliale CD20* B-Lymphozyten (Gruppe 1) mit im
Median 927 Tagen eine deutlich schlechtere Prognose hatten (p=<0,001,
Abbildung 17). Auch bezogen auf die Untersuchung von CD20"* B-Lymphozyten
im Stroma zeigte sich ein 190 Tage langeres medianes Uberleben der Gruppe,
in der stromale CD20+ B-Lymphozyten vorkamen (Gruppe 2), verglichen mit
der Gruppe 1 in der das mediane Uberleben 937 Tage betrug (p=0,012,
Abbildung 18).
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Abbildung 17: Uberlebenskurven bei Vorkommen intratumoraler CD20* B-Lymphozyten verglichen mit

Féllen ohne intratumorale CD20* B-Lymphozyten, p=<0,001
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Abbildung 18: Uberlebenskurven bei Vorkommen intrastromaler CD20* B-Lymphozyten verglichen mit

Féllen ohne CD20+ B-Lymphozyten im Stroma, p=0,012
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3.1.2.2 Die Anzahl von CD20" B-Lymphozyten im Stroma korreliert mit der
Prognose
Im peritumoralen Stroma zeigte sich, dass es einen signifikanten (p=0,003)
Unterschied machte, wie viele CD20* B-Lymphozyten vorhanden sind. Anhand
der Mittelwerte pro Fall wurden praktisch anwendbare Cut-Offs gewahlt (0 und
5) und so drei Gruppen gebildet um die Uberlebenszeit miteinander zu
vergleichen. Falle, die mehr als 5 intrastromale CD20* B-Lymphozyten
aufwiesen (n=70), Uberlebten am langsten. Diese Gruppe (Gruppe 3) wies das
beste mediane Gesamtuberleben mit 1409 Tagen auf, 398 Tage mehr als
Gruppe 2 und 472 Tage mehr als Gruppe 1, in der keine CD20* Lymphozyten
im Stroma aufzufinden waren (p=0,003, Abbildung 19).

Einfluss stromaler CD20* B-Lymphozyten auf das Gesamtiiberleben

\ 1: 0 CD20* B-Lymphozyten
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Abbildung 19: Uberlebenskurven der 3 Gruppen mit unterschiedlicher Anzahl von intrastromalen CD20* B-
Lymphozyten (1: 0 CD20* B-Lymphozyten; 2: >0-5 CD20* B-Lymphozyten; 3: 25 CD20* B-Lymphozyten;
p=0,003)
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3.1.2.3 Hohe Maximalwerte von stromalen CD20* B-Lymphozyten sind
prognostisch gunstig
Neben den Mittelwerten wurden auch Maximalwerte der Falle zur
Uberlebensanalyse herangezogen. Es wurden die Maximalwerte fiir stromale
CD20" in zwei Gruppen zusammengefasst und verglichen (Wertespanne von 0
bis 140 CD20" stromale Lymphozyten). Falle, die einen Core mit mehr als 20
CD20* B-Lymphozyten im Stroma aufwiesen, Uberlebten signifikant langer als
Falle mit geringeren Maximalwerten (p=0,003, medianes Gesamtuberleben
1407 Tage gegenuber 989 Tage, Abbildung 20).

Einfluss der Maximalwerte stromaler CD20* B-Lymphozyten auf das Gesamtiiberleben
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Abbildung 20: Uberlebenskurven von 2 Gruppen mit unterschiedlichen Maximalwerte intrastromaler CD20*
B-Lymphozyten (1: <20 max. CD20* B-Lymphozyten; 2: = CD20" B-Lymphozyten; p=0,003)

3.1.2.4 Das Vorkommen lymphoider Aggregate ist prognostisch gunstig

In unserem Kollektiv (n=342) identifizierten wir auRerdem 28 Falle (8,1%), die
lymphoide Aggregate (LA) aufwiesen. Die lymphoiden Aggregate waren
ausschlieRlich im Stroma lokalisiert. Das mediane Gesamtuberleben betrug bei
Fallen mit lymphoiden Aggregaten 1728 Tage, wohingegen bei Fallen ohne
lymphoide Aggregate (Gruppe 2) das mediane OS (Overall Survival) mit 1011
Tagen signifikant kurzer war (p=0,033, Abbildung 21).

45



Einfluss lymphoider Aggregate auf das Gesamtiiberleben
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Abbildung 21: Darstellung der Uberlebenskurven von Féllen, die lymphoide Aggregate aufweisen (Gruppe
1) und Féllen, die keine lymphoiden Aggregate aufweisen (Gruppe 2), p=0,033

3.1.3 Ko-Existenz von CD8* T-Lymphozyten neben CD20* B-Zellen

3.1.3.1 Der prognostische Einfluss von CD8* T-Lymphozyten ist gro3er, wenn
gleichzeitig CD20* B-Lymphozyten vorkommen

Unsere vergleichenden Analysen von CD20* B-Lymphozyten und CD8* T-Zellen
aus der vorangegangenen Arbeit von N. Neudeck zeigten, dass der
prognostisch gunstige Einfluss von intraepithelialen CD8" T-Lymphozyten
signifikant grof3er ist, wenn sie gemeinsam mit CD20" B-Lymphozyten
auftreten.

Zunachst erfolgte die Einordnung der Mittelwerte von CD8* und CD20" in
3 Gruppen: hoch (1), mittel (2), und niedrig (3). Dies geschah mithilfe von
Tertilenanalysen fur CD8 und einer Zweiergruppierung fur CD20" B-Zellen
(CD20" vs. CD20%). Die Cut-Offs der Lymphozyten in den 3 Gruppen sind in
Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Cut-Offs der CD8* und CD20* Lymphozyten in Gruppen 1-3

Anzahl der intratumoralen Gruppe 1: Gruppe 2: Gruppe 3:
Lymphozyten CD8*/CD20* CD8*/CD20 CD8/CD20* oder CD20"
CcD8* >10 >10 <10
CD20* >0,4 <04 alle Werte

Die Gruppe 1 mit gleichzeitigem Vorkommen von CD8*- und CD20*-

Lymphozyten wies ein medianes OS von 2167 Tagen auf. Das bedeutet ein

1049 Tage langeres OS als bei alleinigem Vorkommen von CD8*-Lymphozyten,

bei denen das OS median 1118 Tagen betrug. Die Gruppe 3, in der keine

CD8*-Lymphozyten vorkamen, zeigte mit einem medianen OS von 927 Tagen

das signifikant schlechteste Uberleben (p=<0,001, Abbildung 22).

Prognostische Relevanz der Ko-Existenz von CD8* T-Zellen und CD20* B-Zellen
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Abbildung 22: Einfluss der intraepithelialen CD20* B-Lymphozyten auf die prognostische Aussagekraft der

intraepithelial vorkommenden CD8* T-Lymphozyten; Gruppe 1: Top Tertile CD8" und héchste Gruppe

CD20*; Gruppe 2: Top Tertile CD8* und niedrigste zwei Gruppen CD20*; Gruppe 3: niedrigsten zwei

Gruppen CD8* und alle CD20* Gruppen, p=<0,001
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3.1.3.2 CD4" T-Lymphozyten zeigen einen entscheidenden Einfluss auf die
Prognose, insbesondere bei gemeinsamen Vorkommen mit CD8* und
CD20* Lymphozyten

Dieser positive prognostische Effekt des gemeinsamen Vorkommens von CD8*

mit CD20*-Lymphozyten wird durch das zusatzliche Vorhandensein von CD4*

Lymphozyten nochmal verstarkt. Es wurden vier Gruppen gebildet, deren Cut-

Offs der Tabelle 6 zu entnehmen sind.
Tabelle 6: Cut-Offs der CD4*, CD8" und CD20*-Lymphozyten in den Gruppen 1-4

Anzahl der Gruppe 1: Gruppe 2: Gruppe 3: Gruppe 4:
intratumoralen CD8*/CD20*/CD4* CD8*/CD20* CD8*/CD20 CD8/CD20*oder- /
Lymphozyten /CD4- ICD4+ oder - CD4* oder-

CD8* >10 >10 >10 <10
CD20* >04 >0,4 <04 alle Werte
CD4+ =10 <10 alle Werte alle Werte

Die Gruppe 1, die alle Lymphozyten intratumoral aufwies, zeigte das langste
OS. Sie profitiert von einem 1871 Tage langeren medianen Gesamtuberleben
im Vergleich zur Gruppe 4, die keine CD8" TILs aufwies (p=<0,001; Abbildung
23; Tabelle 7).

Prognostische Relevanz der Ko-Existenz von CD8+/CD20+/CD4+ Lymphozyten
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Abbildung 23: Einfluss der intraepithelialen CD4* T-Lymphozyten auf die prognostische Aussagekraft der
intraepithelial vorkommenden CD8* und CD20* Lymphozyten; Gruppe 1: Top Tertile CD8" und héchste
Gruppe CD20* und CD4*; Gruppe 2: Top Tertile CD8" und niedrigste zwei Gruppen CD20* und CD4 ;
Gruppe 3: niedrigsten zwei Gruppen CD8* und alle CD20* Gruppen; p=<0,001
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Tabelle 7: Zusammenfassung Uberlebensanalysen CD20- Firbung

" 10- Medianes N
Gruppe Lymphozyten 5-JUL JOL os Standardfehler 95%- p Uberlebenskurve
Konfidenzintervall Abbildung
Abbildung 17, Gr.
1 CD20* Tumor 0 CD20* tumoral 20% 7% 927 67,45 794,81-1059,19 9
1
2 CD20* Tumor 20 CD20* tumoral 40% 14% 1442 329,92 795,36-2088,65 <0,001 Abbildung 17, Gr.2
1 CD20* Stroma 0 CD20* stromal 13% 3% 937 98,8 743,36-1130,64 Abbildung 18, Gr.1
Abbildung 18, Gr.
2 CD20* Stroma 20 CD20* stromal 32% 1% 1127 99,85 931,296-1322,70 0,012 29
Abbildung 19, Gr.
1 CD20* Stroma 0 CD20* stromal 13% 3% 937 98,8 743,36-1130,64 19
Abbildung 19, Gr.
2 CD20* Stroma > 0-5 CD20* stromal 28% 10% 1011 98,57 817,8-1204,21 29
Abbildung 19, Gr.
3 CD20* Stroma 2 5 CD20* stromal 41% 13% 1409 415,72 594,189-2223,81 0,003 39
1 CD20* Max < 20 CD20* maximal Abbildung 20, Gr.
24% 8% 989 65,38 860,85-1117,15
Stroma stromal 1
2 CD20* Max 2 20 CD20* maximal Abbildung 20, Gr.
39% 14% 278,69 860,77-1953,23 0,003
Stroma stromal 1407 2
1 lymphoide Aggregate 39% 14% 1728 64,59 884,4-1137,61 Abbildung 21, Gr 1
keine lymphoiden Abbildung 21, Gr.
2 27% 9% 1101 678,42 397,3-3056,71 0,033
Aggregate 2
Abbildung 22, Gr.
1 CD8+*/CD20* 48% 18% 2167 493,19 1200,34-3133,66 )
Abbildung 22, Gr.
2 CD8+/CD20 41% 1% 1118 336,38 458,7-1777,3 5
CD8/CD20* oder Abbildung 22, Gr.
3 19% 7% 927 67,45 794,81-1059,2 <0,001
CD20- 3
1 CD8+/CD20*/CD4* 53% 21% 2814 589,26 1659,05-3968,95 Abbildung 23, Gr.1
Abbildung 23, Gr.
2 CD8+/CD20*/CD4- 17% 0% 912 383,96 159,44-1664,56 29
Abbildung 23, Gr.
3 CD8*/CD20-/CD4* oder- 41% 1% 1311 440,61 447,41-2174,59 39
CD8-/CD20* oder- / CD4* Abbildung 23, Gr.
4 19% 6% 943 54,4 836,38-1049,62 <0,001

oder -

4
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3.2 LGALS-1

3.2.1 LGALS-1 Genexpression und Galektin-1 auf Proteinebene

Wie bereits einleitend (Seite 26-28) beschrieben, stellte sich Galektin-1 bei
HLA-Ligandomanalysen als eines der haufigsten Tumor-assoziierten Antigene
(TAA) in high-grade serosen Ovarialkarzinomen heraus (Schuster et al., 2017).
Genexpressionsanalysen des OTTA-Konsortiums mit einem studienspezifschen
Nanostringpanel zeigten eine signifikante Korrelation hoher LGALS1-mRNA-
Level mit einem reduzierten Uberleben der Patientinnen. Diese Analysen lassen
jedoch keine Aussagen zur Rolle des Proteins Galektin-1 oder seiner genauen
Lokalisation in HGSC zu. Die Untersuchung des Proteins selbst birgt jedoch
eine grol3e klinische und diagnostische Bedeutung. Diese Wissenslicke wird in
der vorliegenden Arbeit adressiert. Hierzu haben wir das Protein Galektin-1
mittels IHC in HGSC angefarbt und getrennt nach dem Vorkommen im Stroma

und im Tumor ausgewertet haben.

3.2.2 Das Protein Galektin-1 kommt in HGSC vor allem stromal vor

Die Analysen von Galektin-1 mittels IHC erfolgten jeweils in Hinblick auf die
Intensitat der Farbung und den Prozentsatz Galektin-1-positiv gefarbter Zellen.
Diese zwei Werte wurden fur das peritumorale Stroma und das Tumorgewebe
(intraepithelial) separat erhoben. Anschliefend wurde ein kombinierter Wert aus
Prozent- und Intensitatsscore, der Remmele-Score berechnet.

In Bezug auf den Remmele-Score wurde im Stroma nur bei einem Fall
von 342 (0,3%) kein Galektin-1 im Stroma detektiert. Generell wiesen die high-
grade ser0sen Ovarialkarzinome unseres Kollektivs eher hohe Galektin-1
Intensitaten im Stroma auf (Abbildung 24).

Der Remmele-Score im Tumor war im vorliegenden Kollektiv
gegensatzlich zu den Werten im Stroma verteilt. Intratumoral fanden sich vor
allem niedrige Galektin-1 Werte, wohingegen Galektin-1 im Stroma deutlich
intensiver und/oder quantitativer exprimiert war (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Darstellung der gerundeten Werte des Remmele-Scores von Galektin-1 im Stroma (Score

0: n=1, 0,3%, Score 1: n=2, 0,6%; Score 2: n=3, 0,9%, Score 3: n=3, 0,9%, Score 4: n=20, 5,8%; Score 6:

n=59, 17,3%;, Score 8: n=59, 17,3%, Score 9: n=103, 30,1%,; Score 12: n=92, 26,9%) verglichen mit den

gerundeten Werte des Remmele-Scores von Galektin-1 im Tumor (Score 0: n=29, 8,5%; Score 1: n=60,

17,5%,; Score 2: n=78, 22,8%, Score 3: n=82, 24%, Score 4: n=59, 17,3%; Score 6: n=20, 5,8%; Score 8:

n=9, 2,6%; Score 9: n=3, 0,9%; Score 12: n=2, 0,6%)

3.2.3 Hohe Galektin-1 Werte im tumorassoziierten Stroma sind ein
negativer prognostischer Faktor

Fir 339 der insgesamt 342 Falle der Galektin-1 Analyse lagen Uberlebensdaten

vor. Alle Uberlebensanalysen der Galektin-1-Farbung sind in Tabelle 8

zusammengefasst.

3.2.3.1 Hohe Galektin-1-Intensitaten im Stroma sind prognostisch ungunstig
Wir untersuchten zunachst den Einfluss des Intensitats-Scores auf das
Uberleben. Hierzu wurden Falle mit der hdchsten Intensitat 3 (n=174) mit Fallen
der niedrigeren Intensitaten, sprich 0-2 (negativ-schwach-moderat, n=165)
verglichen. Bei hohen Galektin-1 Intensitaten im Stroma zeigte sich ein
signifikant schlechteres Uberleben (p=0,017, Abbildung 25). In der Gruppe
hoher Galektin-1 Expression (Gruppe 2) betrug das mediane Gesamtuberleben
957 Tage, gegenlber einem medianen Uberleben von 1180 Tagen in Gruppe 1
(Abbildung 25). Bemerkenswert hierbei war, dass mit 51,3% etwa die Halfte der
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high-grade serosen tubo-ovariellen Karzinome eine Galektin-1 Expression von

starker Intensitat im Stroma aufwiesen (n=174/339).

Galektin-1: Einfluss der Expression im Stroma anhand der Intensitét auf das Gesamtiiberleben
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Abbildung 25: Darstellung der Uberlebenskurven von Féllen mit einer Galektin-1 Farbeintensitét von 3
(Gruppe 2) und den Féllen, die einen geringeren Intensitétsscore als 3 im Mittel aufweisen (Gruppe 1),
p=0,017
3.2.3.2 Der prozentuale Anteil Galektin-1 enthaltender stromaler Zellelemente
allein ist prognostisch nicht relevant
Der Prozentscore mit der Information bezuglich des Anteils der Galektin-1
positiven Zellen im Stroma zeigte in unseren Analysen keinen signifikanten
Einfluss auf das Uberleben. Eine Aufteilung der Falle nach Prozentwerten
>50% positiv fur Galektin-1 (Score 23, n=207) im Vergleich zu prozentual
weniger Galektin-1 Expression (Prozentsscore <3 entspricht <560% gefarbten
Zellen; n=132) zeigte keine signifikante Kurventrennung in Bezug auf das
Gesamtuberleben (p=0,624, Abbildung 29 im Anhang).

3.2.3.3 Ein hoher Galektin-1 Remmele-Score im Stroma ist prognostisch
ungunstig

Um das Zusammenwirken von Intensitat und Prozentwerten der Galektin-1

Expression im Stroma zu untersuchen, wurde ein modifizierter Remmele-Score

gebildet. Nach Einteilung in Quintilen, zeigte sich ein signifikant schlechteres

medianes Gesamtuberleben von Patientinnen, die Galektin-1 in der obersten
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Quintile aufwiesen (p=0,007, n=69, 20,35%, Abbildung 26). Die obere Quintile

entspricht Fallen mit den Mittelwerten des Remmele-Scores aus allen

ausgewerteten Cores von >10,75.

einem Remmele-Score <10,75 (Gruppe 1, medianes OS 1114 Tage) mit etwa

In Bezug auf das mediane Gesamtuberleben, profitieren Patientinnen mit

284 Tagen gegenuber Patientinnen deren Galektin-1-Expression im Remmele-

Score bei >10,75 (Gruppe 2) mit einem medianen OS von 830 Tagen (p=0,007,
Tabelle 8).
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Abbildung 26: Darstellung der Uberlebenskurven der oberen Quintile (Gruppe 2) des Remmele-Scores

Galektin-1 im Stroma und der Gruppe 1, die die restlichen Félle beinhaltet, p=0,007
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3.2.4 Hohes intraepitheliales Galektin-1 ist ambivalent mit der Prognose
korreliert
Interessanterweise zeigte sich im Gegensatz zu den Galektin-1-Expressions-
Ergebnissen im Stroma bei den intratumoralen Galektin-1-Werten eine
gegensatzliche prognostische Aussage. Bis auf eine sehr kleine Gruppe (n=3),
mit dem hdchsten intraepithelialen Intensitatsscore 3, die ein signifikant
schlechteres Uberleben zeigte, stellten sich hdhere Intensitatswerte von
Galektin-1 im Tumor als prognostisch gunstiger Faktor bezogen auf das
Uberleben heraus.

3.2.4.1 Hohe intratumorale Galektin-1 Intensitaten sind tendenziell
prognostisch gunstig
Die Falle, die einen Intensitatsscore von 3 aufwiesen (n=3), zeigten verglichen
mit den restlichen Fallen (n=336) mit niedrigen Galektin-1 Intensitaten im
Tumor, ein signifikant schlechteres Uberleben (p=0,03, Abbildung 27).
Allerdings ist hier die mit n=3 sehr kleine Gro3e der prognostisch schlechter
laufenden Gruppe herauszustellen. Die Falle dieser Gruppe zeigten heterogene
Prozentwerte bezogen auf inre Galektin-1-Expression (Wertespanne von 1-80%

gefarbte Zellelemente).

Einfluss von intraepithelialen Galektin-1 auf das Uberleben anhand des Intensitétsscores

intratumoraler Galektin-1

Intensitadtsscore <3
_intratumoraler Galektin-1
0,8 Intensitatsscore =3

06

0.4

Kumulatives Uberleben

0,2

0,0

0 2000 4000 6000

Zeit in Tagen

Abbildung 27: Darstellung der Uberlebenskurve von Fiéllen, die eine Galektin-1 Férbeintensitét von 3 im

Tumor aufweisen (Gruppe 2) und den restlichen Féllen mit geringeren Galektin-1 Farbeintensiaten, p=0,03
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Eine weitere Analyse hinsichtlich des Gesamtuberlebens mit der
Unterscheidung zwischen Fallen mit negativen bis schwach gefarbten
gegenuber moderat und stark gefarbten Zellen (Cut-Off bezogen auf den
Mittelwert pro Fall: 1,4) hingegen zeigte, dass Tumoren mit intraepithelial
moderater bis starker Galektin-1-Expression eine bessere Prognose aufwiesen
und langer Uberlebten als Patientinnen, deren Tumore Galektin-1-negativ oder
nur sehr schwach positiv ausfielen (p=0,026).

Das mediane OS in der Gruppe hoher tumoraler Galektin-1 Intensitaten
(Gruppe 2) betragt 1193 Tage verglichen mit 999 Tagen in der Gruppe 1
(p=0,026, Abbildung 28, Tabelle 8).

Einfluss von intraepithelialen Galektin-1 auf das Gesamtiiberleben anhand des Intensitétsscores
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Abbildung 28: Darstellung der Uberlebenskurven der Félle, die eine Galektin-1 Férbeintensitét von >1,4 im
Tumor aufweisen (Gruppe 2) und den restlichen Féllen, die eine geringere Galektin-1 Farbeintensitéten

aufweisen, p=0,026

3.2.4.2 Der intraepitheliale Galektin-1 Prozentwert allein ist prognostisch nicht
relevant
Wie auch im Stroma zeigte sich der intraepitheliale Prozentscore weniger
aussagekraftig bezlglich des Uberlebens als der Intensitatsscore. Falle, die
einen hohen Prozentscore von >3 (entspricht mehr als 50% gefarbte
Tumorzellen) aufwiesen (n= 22, 6,49%), zeigten kein langeres Uberleben
(p=0,853) als Falle, deren Prozentscores <50% betrugen (n=317, 93,51%;
Abbildung 30 im Anhang).
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3.2.4.3 Ein hoher intratumoraler Galektin-1 Intensitatsscore ist relevanter

verglichen mit dem Remmele-Score

Um die Falle bezogen auf den intratumoralen Remmele-Score in zwei Gruppen

zu vergleichen, wurde ein Cut-Off gewahlt, der die Falle halftig teilt. Der Cut-Off

lag hier bei 2,5 und wurde auf 2 gelegt, was einem real moglichen Remmele

Score entspricht.

Der Remmele-Score der intratumoralen Galektin-1-Expression zeigte bei

einem Cut-Off von 2 eine nicht signifikante (p=0,46) Kurventrennung, die einen

Trend andeutet, dass die Gruppe mit hohen intraepithelialen Galektin-1-Werten

(n=214) hinsichtlich des 10-Jahresuberlebens besser abschneidet als die

Patientinnen mit geringerer und/oder schwacherer intratumoraler Galektin-1-

Expression (n=125). Die entsprechenden Uberlebenskurven sind der Abbildung

31 im Anhang zu entnehmen.

Tabelle 8: Zusammenfassung Uberlebensanalysen Galektin-1-Firbung

5- 10- Medianes 95%- Uberlebens-
. . . Standard-
Gruppe Galektin-1 JUL JUL Uberleben in foh Konfidenz- p kurve
ehler
Tagen intervall Abbildung
1 niedriges
) - 921,65- Abbildung
Galektin-1 Intensitat 0-2  30% 0% 1180 131,81
1438,36 25, Gr. 1
stromal
2 hohes .
. - 838,95- Abbildung
Galektin-1 Intensitat 3 26% 5,7% 957 60,23 0,017
1075,05 25, Gr.2
stromal
1 niedriges .
Remmele 962,82- Abbildung
Galektin-1 30% 1% 1124 77,134
<10,75 1265,18 26, Gr.1
stromal
2 hohes .
. Remmele 662,13- Abbildung
Galektin-1 19% <2% 830 85,65 0,007
>10,75 997,87 26, Gr. 2
stromal
1 niedriges - .
Intensitat 842,62- Abbildung
Galektin-1 24% 6% 999 79,79
<14 1155,38 28, Gr. 1
tumoral
2 hohes - .
. Intensitat 960,18- Abbildung
Galektin-1 32% 13% 1193 118,79 0,026
21,4 1425,83 28, Gr. 2
tumoral
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3.2.5 Korrelation Galektin-1 mit Tumor-infiltrierenden Lymphozyten

3.2.5.1 Ein hoher Galektin-1 Remmele-Score im Stroma ist mit geringeren
Lymphozytenzahlen im Tumor assoziiert
Es zeigte sich eine negative Korrelation zwischen hohen Galektin-1 Werten im
Stroma und der Anzahl CD3*, CD8* und CD4* Lymphozyten im Tumor.
Die obere Quintile des Remmele-Scores von Galektin-1 im Stroma (Remmele-
Score von grolder 10,75; n=70; 20,47%) wies signifikant weniger intratumorale
CD4* Lymphozyten (p=0,002), signifikant weniger intratumorale CD3*
Lymphozyten (p=0,009) und signifikant weniger intratumorale CD8*
Lymphozyten (p=0,026) auf als Falle mit geringeren stromalen Galektin-1-
Werten. Es zeigten sich keine signifikanten Korrelationen mit stromalen CD3*,
CD4*und CD8" Lymphozyten. Diese Zusammenhange sind zusammenfassend

in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Vorkommen von Lymphozyten in der oberen Quintile des intrastromalen Galektin-1

Remmele-Scores verglichen mit dem Vorkommen bei geringeren intrastromalen Galektin-1 Werten

Intrastromaler

Galektin 1 Intratumorale Intratumoraler Intratumorale Stromale Stromale Stromale
alektin-
CD4* CD3* CD8* CD4* CD3* CD8*
Remmele-
s Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten
core
<10,75 Mittelwert 10,68 13,83 11,36 10,68 7,40 5,94
n 271 271 272 271 271 272
Std.-
12,334 14,822 12,845 8,743 8,633 8,743
Abweichung
>10,75 Mittelwert 5,91 9,01 7,79 5,91 9,22 6,43
n 70 70 70 70 70 70
Std.-
6,75 7,195 7,379 6,75 11,65 7,549
Abweichung
insgesamt Mittelwert 9,70 12,84 10,63 9,7 7,78 6,04
n 341 341 342 341 341 342
Std.-
11,566 13,739 12,009 11,566 9,34 8,504
Abweichung
Signifikanz P 0,002 0,009 0,026 0,472 0,148 0,668
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3.2.5.2 Hohe Galektin-1 Intensitaten im Stroma sind mit geringeren
intratumoralen Lymphozytenzahlen assoziiert

Bezogen auf den Intensitatsscore zeigte sich, dass eine starke Intensitat (3) von

Galektin-1 im Stroma mit signifikant (p=0,032) weniger CD4* Lymphozyten im

Tumor korrelierte (Tabelle 10). Mit CD3* und CD8*-Lymphozyten zeigten sich

keine signifikanten Korrelationen.
Tabelle 10: Vorkommen von Lymphozyten in der Gruppe mit einem intrastromalen Galektin-1

Intensitéts-Score von <3 und der Gruppe mit einem intratsromalen Galektin-1 Intensitédtsscore > 3

Intrastromaler Intratumorale Intratumorale Intratumorale Stromale Stromale Stromale
Galektin-1 CD4* CD3* CD8* CD4* CD3* CD8*
Intensitatsscore Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten  Lymphozyten  Lymphozyten

<3 Mittelwert 11,10 13,64 11,29 8,74 7,95 5,50
n 164 164 165 164 164 165
Std.-
11,168 12,667 11,891 8,241 9,978 8,517
Abweichung
>3 Mittelwert 8,41 12,07 10,01 10,17 7,61 6,535
n 177 177 177 177 177 177
Std.-
11,808 14,657 13,255 8,733 8,486
Abweichung 12,12
insgesamt Mittelwert 9,70 12,84 10,63 9,48 7,775 6,037
n 341 341 342 341 341 342
Std.-
11,566 13,739 12,009 11,136 9,341 8,504
Abweichung
Signifikanz p 0,032 0,283 0,327 0,238 0,738 0,263

3.2.5.3 Hohe intratumorale Galektin-1 Intensitatsscores sind mit hdheren

Lymphozytenzahlen im Tumor und im peritumoralen Stroma assoziiert
Im Gegensatz zu den Korrelationen von hohen Galektin-1 Werten im Stroma
mit Lymphozyten, zeigte sich bei hohen intratumoralen Galektin-1 Werten ein
gegensatzlicher Zusammenhang mit den Lymphozyten.

Bei der Gruppe hoherer intratumoraler Galektin-1 Intensitat
(Intensitatsscore > 1,4, n=166, 48,5%) beobachteten wir signifikant mehr
intrastromale CD3* Lymphozyten (p=0,033), signifikant mehr CD4* Zellen im
Tumor (p=0,009) und signifikant mehr CD4* Lymphozyten im Stroma (p=0,003).
Zusammenfassend ist dies in Tabelle 11 dargestellt. Es zeigten sich keine

signifikanten Korrelationen mit CD8* Lymphozyten.
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Tabelle 11: Vorkommen von Lymphozyten in der Gruppe mit einem intratumoralen Galektin-1

Intensitédtsscore von <1,4 und der Gruppe mit einem intratumoralen Intensitédtsscore > 1,4

Intratumoraler

Intratumorale

Intratumorale

Intratumorale

Intrastromale

Intrastromale

Intrastromale

Galektin-1 CD 4* CD3* CD8* CD4* CD3* CD8*
Intensitatsscore Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten
>1,4 Mittelwert 11,38 14,1 11,56 11,35 8,88 6,16

n 165 166 166 165 166 166
Std.-
12,613 13,784 12,278 12,939 8,69337 8,6945
Abweichung
<14 Mittelwert 8,13 11,64 9,75 7,74 6,7269 5,9205
n 176 175 176 176 175 176
Std.-
10,280 13,628 11,717 8,816 9,82593 8,344
Abweichung
insgesamt Mittelwert 12,613 12,84 10,63 12,939 7,7751 6,037
n 341 341 342 341 341 342
Std.-
11,566 13,739 12,009 11,136 9,34067 8,50423
Abweichung
Signifikanz P 0,009 0,098 0,162 0,003 0,033 0,794

3.2.5.4 Ein hoher Galektin-1 Remmele-Score im Tumor ist mit mehr

Lymphozyten im Tumor assoziiert

Die Gruppe mit hoheren Galektin-1 Remmele-Score-Werten (Remmele-Score =

2,5, n=173, 51,2%) wies im Tumor signifikant mehr CD4* Lymphozyten

(p=0,040) auf als Falle, die geringere Galektin-1-Werte im Tumor zeigten (siehe

Tabelle 12). Es zeigten sich keine signifikanten Korrelationen mit CD3* und

CD8* Lymphozyten.
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Tabelle 12: Vorkommen von Lymphozyten in der Gruppe mit einem intratumoralen Galektin-1

Remmele-Score <2,5 und in der Gruppe mit einem intratumoralen Remmele-Score von 22,5

Intratumoraler

Intratumorale

Intratumorale

Intratumorale

Intrastromale

Intrastromale

Intrastromale

Galektin-1 CD4* CD3* CD8* CD4* CD3* CD8*
Remmele-Score Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten
225 Mittelwert 10,97 13,69 11,34 10,47 8,6 5,8554
n 174 175 175 174 175 175
Std.-
12,692 14,308 12,765 12,588 10,357 8,52
Abweichung
<25 Mittelwert 8,39 11,94 9,89 8,46 6,9054 6,2281
n 167 166 167 167 166 167
Std.-
10,134 13,096 11,152 9,136 8,0738 8,509
Abweichung
insgesamt Mittelwert 9,70 12,84 10,63 9,48 7,775 6,0374
n 341 341 342 341 341 342
Std.-
11,566 13,739 12,009 11,136 9,3407 8,50423
Abweichung
Signifikanz 0,040 0,239 0,264 0,097 0,094 0,686

3.2.6 Korrelation Galektin-1 mit dem Erkrankungsalter

3.2.6.1 Eine erhohte stromale Galektin-1 Expression korreliert nicht mit dem

Erkrankungsalter

Es lieen sich keine signifikanten Zusammenhange zwischen der Menge von

stromalem Galektin-1 und dem Erkrankungsalter finden.

3.2.6.2 Erhohte intratumorale Intensitaten von Galektin-1 korrelieren mit einem

jungeren Erkrankungsalter

Falle mit einem intratumoralen Intensitatsscore von Galektin-1 > 1,4 (n=166,

48,5%) wiesen signifikant haufiger (x*= 7,068, p=0,008) ein Erkrankungsalter

von unter 60 Jahren auf (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Korrelation des intratumoralen Galektin-1 Intensitédtsscores mit dem Alter

Intratumoraler Galektin-1

Intratumoraler Galektin-1

Alter Gesamt
Intensitatsscore > 1,4 Intensitatsscore <1,4
<60 n=72(58,1%) n =52 (41,9%) n =124 (100%)
>60 n =94 (43,1%) n =124 (56,9%) n =218 (100%)
Gesamt n =166 (48,5%) n =176 (51,5%) n =342 (100%)

2= 7,068, p=0,008
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3.2.7 Keine Korrelation von erhohter Galektin-1-Expression und dem
FIGO-Stadium

Es konnten keine signifikanten Zusammenhange zwischen der Galektin-1

Expression und den FIGO-Stadien beobachtet werden.

3.2.8 Korrelation Galektin-1 mit dem R-Status

3.2.8.1 Hohe stromale Expression von Galektin-1 korreliert mit schlechterem
Resektionsstatus

Unsere Analysen zeigten, dass Falle mit einer stromalen Galektin-1 Expression

anhand des Remmele-Scores im Bereich der oberen Quintile (Remmele-Score

>10,75, n=70, 20,5%) mit hdheren inkompletten Resektions-Status korrelierten

(x*=5.986, p=0.05, Tabelle 14)

Tabelle 14: Ein hoher stromaler Galektin-1 Remmele Score korreliert mit einem héheren R-Status

Stromaler Galektin-1 Stromaler Galektin-1
R-Status Gesamt
Remmele-Score <10,75 Remmele-Score >10,75
RO n =106 (84,8%) n =19 (15,2%) n =125 (100%)
R1 n =103 (79,2%) n =27 (20,8%) n =130 (100%)
R2 n=52(70,3%) n =22 (29,7%) n=74(100%)
Gesamt n =261((79,3) n =68 (20,7%) n =342 (100%)

X°= 5.986, p = 0.05

4 Diskussion

Diese Arbeit widmete sich vorrangig dem Ziel, die prognostische Relevanz von
CD20* B-Lymphozyten und dem Protein Galektin-1 in HGSC zu untersuchen.
Als wesentliche Ergebnisse mit potenziell klinischer Relevanz konnten wir
zeigen, dass CD20* B-Lymphozyten im Tumor und im Stroma prognostisch
gunstig sind und die prognostische Signifikanz von tumor-infiltrierenden T-
Zellen verstarken. Es ergibt sich die Frage nach der genauen Wirkung von B-
Zellen und ihrer potenziellen Nutzbarkeit bezuglich Immuntherapien, die in
zukunftigen Studien adressiert werden sollten. Galektin-1 zeigte sich als
ambivalenter prognostischer Marker in HGSC. Das Protein wies einen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben auf, der sich negativ verhielt, wenn das
Protein im Stroma vermehrt exprimiert war und umgekehrt prognostisch

gunstig, wenn die Proteinexpression intratumoral erhoht war. Diese scheinbar
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gegensatzlichen Ergebnisse implizieren deutlich, dass weitere Forschung
bezlglich der Rolle von Galektin-1 in HGSC notwendig ist.

Unsere Arbeit konnte zeigen, dass stromales Galektin-1 neben der
Korrelation mit einem schlechteren OS einen relevanten negativen Einfluss auf
die Anzahl von TILs hatte, was die Frage bezuglich klinischer Relevanz
hinsichtlich der Rolle als medikamentdses Target aufwirft. Allerdings zeigte
unsere Untersuchung auch, dass die bisher angenommene strikt
immunsupressive Wirkung von Galektin-1 in HGSC zu hinterfragen ist, da sich
bei erhohtem intratumoralem Vorkommen ein positiver Einfluss auf die Anzahl
von Lymphozyten und auf das Uberleben zeigte. Dies wirft wiederum Fragen
bezlglich der klinischen Anwendbarkeit von Galektin-1-Inhibitoren auf. Es wird
deutlich, dass es weiteren Studien zur Rolle von Galektin-1 in HGSC bedarf, um
Evidenz zu schaffen, die fur eine potenzielle klinische Anwendung zwingen

notwendig ist.

41 CD20*B-Lymphoyzten
In den letzten Jahren konnte mehrere translationale Studien zeigen, dass B-
Lymphozyten eine Rolle in der Immunantwort high-grade serdser tubo-ovarieller
Karzinome spielen und einen positiven prognostischen Einfluss haben (Nielsen
et al., 2012, Kroeger et al., 2016, Montfort et al., 2017). Unsere aktuelle Studie
zeigt nun in einer differenzierten Analyse, dass CD20"* B-Zellen sowohl im
Stroma als auch im Tumorepithel von HGSC prognostisch gunstig sind
(Abbildung 17 und 18). In der Mehrheit der Falle sind CD20* B-Lymphozyten im
Stroma zu finden (78,82%). Bei deutlich weniger Fallen (40,3%) sind sie auch
im Tumor vertreten und diese Gruppe stellt eine prognostisch besonders
gunstige innerhalb der HGSC dar. Auch Nielsen et al. (2012) fanden in 41% der
von ihnen untersuchten Falle (n=194) HGSC CD20* TILs. Unsere Studie an
wiederum 345 Fallen bestatigt, dass 40% der Falle eine reprasentative
Groldenordnung ist, in denen CD20* TILs in HGSC zu erwarten sind.

AulBerdem konnten wir zeigen, dass tumorinfiltrierende CD20* B-
Lymphozyten schon ab sehr geringen Cut-Off-Werten von >0 einen signifikant
positiven Einfluss auf das Gesamtuberleben haben. Die Gruppe mit mindestens

einem intratumoralen CD20" B-Lymphozyten profitiert median von einem 515
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Tage langeren OS, verglichen mit der Gruppe ohne tumorale CD20* B-Zellen
(p=<0,001, Abbildung 17, Tabelle 7).

Im tumorumgebenden Stroma macht es einen signifikanten Einfluss, wie
viele CD20* B-Lymphozyten vorkommen und ihr positiver prognostischer Effekt
ist starker, je mehr CD20" B-Lymphozyten im Stroma vorhanden sind. Die am
besten performante Gruppe unserer Kohorte weist mehr als 5 intrastromale B-
Lymphozyten auf und profitiert von einem median 472 Tage langeren
Uberleben verglichen mit Fallen ohne stromale CD20* B-Zellen (Abbildung 19,
Tabelle 7). Studien anderer Arbeitsgruppen zu CD8* Lymphozyten in HGSC
zeigten bereits, dass die Anzahl und nicht nur die Anwesenheit der
Lymphozyten einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben hat, weshalb der
Suche nach Faktoren, die die Lymphozyteninfiltration beeinflussen eine
besondere Relevanz zukommt (Goode et al., 2017).

Wir konnten aul3erdem zeigen, dass CD20* B-Lymphozyten den
prognostischen Effekt von CD4" und CD8* zusatzlich beeinflussen, da vor allem
das gemeinsame Vorkommen der T-Lymphozyten mit CD20* B-Zellen
prognostisch relevant zu sein scheint. Bei uns zeigte die Gruppe, in der sowohl
CD8" als auch CD20* Lymphozyten vorkamen ein medianes OS von 2167
Tagen, welches 1049 Tage langer ist, als in der Gruppe in der ausschlie3lich
CD8* Lymphozyten vorkommen. Die 5-Jahresuberlebensraten betrugen 48%
und 41% (p=<0,001, Abbildung 22, Tabelle 7). Unsere Ergebnisse schaffen
damit weitere Evidenz fur die Relevanz der B-Zellen in HGSC.

Schon Nielsen et al. (2012) beobachteten, dass CD20* B-Lymphozyten
in HGSC in raumlicher Nahe zu CD8* T-Lymphozyten lokalisiert waren und
Marker der Antigenprasentation wie MHC |, MHC |I, CD40, CD80 und CD86
zeigten, was eine Wirkung Uber die Verstarkung der zytotoxischen T-Zellantwort
nahelegt. Nielsen et al. (2012) fanden genau wie wir einen Uberlebensvorteil
bei gemeinsamen Vorkommen von CD20* und CD8* Lymphozyten (p<0,0001).

In weitere Analysen haben wir aulerdem verfugbare Daten von CD4*
Lymphozyten einbezogen. Die Gruppe, in der sowohl CD8*, CD4" als auch
CD20" TILs vorkommen zeigt die beste Prognose. Sie profitiert von einem 1871

Tage langeren medianen Gesamtuberleben verglichen mit der Gruppe, die nur
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CD8" TILs aufweist (p=<0,001, Abbildung 23, Tabelle 7). Mit einem 5-
Jahresuberleben von 53% liegt diese Gruppe deutlich Uber dem
durchschnittlichen 5-Jahresuberleben von HGSC, was etwa 40% betragt.

Auch Kroeger et al. (2016) konnten zeigen, dass der positive Einfluss
von zytotoxischen CD8* T-Zellen auf die Uberlebenszeit von Patientinnen mit
HGSC in Anwesenheit von CD20* B-Lymphozyten und CD4* Lymphozyten am
groften ist (p=0,03; n=155). Den verstarkten prognostischen Effekt von T-
Lymphozyten bei gemeinsamem Vorkommen mit CD20* B-Zellen, den Kroeger
et al. (2016) und Nielsen et al. (2012) bereits beschrieben haben, konnten wir
also an einem deutlich groferen Kollektiv von 342 Fallen bestatigen.

Die Studien von Kroeger et al. (2016) und Nielsen et al. (2012), zeigen,
dass CD20" B-Lymphozyten Antigen-erfahren sind und einen relevanten,
positiven Prognosefaktor in HGSC ausmachen. Die Suche nach moglichen
Antigenen und ihrer Interaktion mit T- und B-Lymphozyten sind ein wichtiger
Schritt hinsichtlich moglicher neuer Therapieansatze.

Zusatzlich zu diesen Ergebnissen zeigte sich bei uns eine weitere
prognostisch besonders gut verlaufende Gruppe, die durch hohe stromale
Maximalwerte von CD20* B-Lymphozyten charakterisiert ist. Wenn ein Core
mehr als 20 solcher Lymphozyten im Stroma aufwies, zeigte sich eine
Korrelation mit einem besonders langen Uberleben, das im Median 418 Tage
langer war als bei den restlichen Fallen (p=0,003, Abbildung 20, Tabelle 7).

Bei 28 Fallen (8,1%) unseres Kollektivs konnten aufierdem lymphoide
Aggregate detektiert werden. Diese Falle wiesen ein signifikant langeres
Uberleben auf (median 1726 Tage vs 1101 Tage, p=0,033, Abbildung 21,
Tabelle 7) als die Gruppe ohne lymphoide Aggregate. Auch hier liegen
vergleichbare Daten von Kroeger et al. (2016) vor. Dies deckt sich aul3erdem
mit weiteren Untersuchungen, unter anderen von Zhang et al. (2023), deren
Arbeit an einer Kohorte von 74 HGSC einen positiven Einfluss (p=<0,001) der
lymphoiden Aggregate zeigen konnte. Auch Lu et al. (2023) untersuchten
tertiare lymphoide Strukturen (TLS) in HGSC und fanden in 63 von 242 (26%)
der untersuchten Fallen TLS, die ein signifikant (p=0,0194) besseres,
progressionsfreies Uberleben aufwiesen.

64



Es liegt nahe, dass die Falle mit hohen intrastromalen CD20"-
Maximalwerten auch in die Gruppe mit lymphoiden Aggregaten im Stroma
gehoren. In unserer Kohorte wiesen jedoch 94 Falle diese hohen Maximalwerte
auf und nur bei 28 Fallen konnten wir lymphoide Aggregate detektieren. Dies
zeigt, dass viele intrastromale CD20*-Zellen auch unabhangig von lymphoiden
Aggregaten eine grof3e prognostische Aussagekraft besitzen.

Zusammenfassend ist fur die Analyse der CD20* B-Zellen festzuhalten,
dass wir den bereits gezeigten prognostischen Benefit von CD20* B-Zellen
allein, aber vor allem gemeinsam mit CD8" und CD4* T-Zellen an einem 342
Falle gro3en Kollektiv HGSC bestatigen konnten. Auch ein signifikant positiver
Einfluss lymphoider Aggregate konnte an unserem Kollektiv gezeigt werden.
Wir fanden zusatzlich heraus, dass nicht nur intratumorale CD20* B-
Lymphozyten relevant, sondern auch stromale CD20* Lymphozyten
prognostisch gunstig sind. Hohe stromale CD20* Maximalwerte von >20
Lymphozyten pro Core stellen unabhangig vom Vorkommen in lymphoiden
Aggregaten einen positiven prognostischen Faktor dar. Um zu analysieren, ob
dies auch unabhangig von TILs zu beobachten ist, wurde eine weitere
Rechnung gemacht, in der Falle mit mehr als 20 stromalen CD20* Lymphozyten
aber ohne CD20* TlLs mit Fallen verglichen wurden, die Maximalwerte von
unter 20 stromalen B-Lymphozyten aber intraepitheliale CD20* Lymphozyten
aufweisen. Es zeigte sich eine nicht-signifikante Kurventrennung, die dem
Anhang zu entnehmen ist (Abbildung 33). Der grof3e Einfluss der CD20*
stromalen Maximalwerte scheint also mit dem Auftreten von TILs

zusammenzuhangen.

4.2 Galektin-1

In unserem Kollektiv high-grade seroser Karzinome, das 339 Falle umfasst,
wurde in nahezu jedem (99,7%) untersuchten Tumorgewebe stromales
Galektin-1 detektiert. Intraepithelial zeigten 91,5% der untersuchten Falle eine
positive Farbung fur Galektin-1. Die Intensitat und Auspragung der Galektin-1
Farbung variierte jedoch zum Teil erheblich zwischen stromalen und

epithelialen Gewebe. Allgemein Iasst sich festhalten, dass sich eine hohe
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Galektin-1 Expression vor allem im Stroma finden liel3, im Tumor hingegeben
waren tendeziell geringere Galektin-1-Werte zu beobachten (Abbildung 24).

Unsere Werte fur stromales Galektin-1 (median Remmele-Score 9; 98%
positiv) decken sich mit denen von Schulz et al. (2017; median Remmele-Score
8; 98% positiv). Im Tumor fanden wir in 91,5% eine positive Farbung mit einem
medianen Remmele-Score von 3. Auch dies deckt sich weitestgehend mit den
Ergebnissen von Schulz et al. (2017). Sie fanden zwar mit zirka 68% der Falle
in deutlich weniger Tumoren eine positive tumorale Farbung, der mediane
Remmele-Score entsprach jedoch dem unserer Untersuchung (3). Der
Unterschied in der Anzahl der Falle mit intratumoraler Galektin-1 Expression
kann darin begrundet sein, dass bei Schulz et al. (2017) alle histologischen
Typen von Ovarialkarzinomen (n=156) untersucht wurden, von denen 110 Falle
seroser Histologie waren und unser untersuchtes Kollektiv ausschliel3lich
HGSC umfasst.

Eine vermehrte Galektin-1 Expression wird in verschiedenen
Tumorentitaten beobachtet. In Tumoren des Kolons (Sanjuan et al., 1997), der
Leber (Spano et al., 2010), des Pankreas (Chen et al., 2012, Berberat et al.,
2001, Chen et al., 2017, Tang et al., 2012, Shen et al., 2004) und in lymphoiden
Neoplasien (Abroun et al., 2008, D'Haene et al., 2005) sind hohe intrastromale
Galektin-1 Werte beschrieben, die zum Teil eine Korrelation mit einer negativen
Prognose zeigen.

Erhohte Werte von Galektin-1 in Tumorzellen, dem peritumoralen Stroma
oder in beidem sind bei Tumoren der Blase (Cindolo et al., 1999), der Lunge
(Kuo et al., 2011, Szoke et al., 2005), des Nasopharynx (Tang et al., 2010), der
Nieren (von Klot et al., 2014), der Haut (Mathieu et al., 2012), des
myeloproliferativen Systems (Koopmans et al., 2012) und der Schilddruse
(Chiariotti et al., 1995, Xu et al., 1995, Torres-Cabala et al., 2006) verglichen
mit dem jeweiligen gesunden Gewebe beschrieben. Nur in wenigen Studien
wurden erniedrigte Galektin-1 Werte in Kopf- und Halstumoren (Choufani et al.,
1999) und Blasentumoren (Chung et al., 2013) im Vergleich zum gesunden
Gewebe gefunden, zu diesen Tumorentitaten existieren jedoch auch

gegensatzliche Studien (Thijssen et al., 2015).
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4.2.1 Hohe stromale Galektin-1 Werte korrelieren mit signifikant weniger

TILs und einer schlechteren Prognose
In unserer Untersuchung wies eine starke stromale Galektin-1-Expression
(Intensitatsscore 3, 51,3% der Falle) ein signifikant schlechteres Uberleben auf
als Falle mit moderater oder schwacher stromaler Galektin-1 Intensitat (957
Tage vs. 1180 Tage; p=0,017; Abbildung 25, Tabelle 8).

Auch andere Arbeitsgruppen konnten bereits einen negativen
prognostischen Einfluss von Galektin-1 in Ovarialkarzinomen zeigen (Schulz et
al., 2017, Li et al., 2023, Chen et al., 2017). Die Studie von Schulz et al. (2017)
nutzte genau wie wir den Remmele-Score zur Quantifizierung von Galektin-1
und verglich Werte mit hohem IRS (6-12) mit niedrigen IRS-Werten (0-4). In
unserer Analyse lag der Cut-Off mit 10,75, welcher diejenige Uberlebensgruppe
trennt, die signifikant schlechter Uberlebt, deutlich Gber dem von Schulz et al.
(2017), die einen Cut-Off von 6 nutzten (Abbildung 26). Eine Rechnung mit
denselben Cut-Offs wie Schulz et al. (2017) wurde ebenfalls durchgefuhrt und
ergab in unserem Kollektiv eine nicht signifikante Kurventrennung (p=0,083).
Der Graph ist im Anhang als Zusatzmaterial dargestellt (Abbildung 32).
Wahrscheinlich ergibt sich dieser grol3e Unterscheid der Cut-Offs durch die
nicht direkt vergleichbaren Studienkohorten, die sich beispielsweise in den
untersuchten histologischen Subtypen unterscheidet. Aullerdem ist bekannt,
dass das Uberleben von vielen zusatzlichen klinischen Faktoren abhangt, die
hier nicht korrelierend untersucht wurden. Beide Studien belegen jedoch einen
eindeutig signifikant negativen Einfluss von erhdhter stromaler Galektin-1
Expression auf das Uberleben. Kommende Untersuchungen werden weitere,

potenziell auch klinisch nutzbare Cut-Offs definieren und priufen massen.

4.2.1.1 Aktueller Kenntnisstand zur Wirkweise von Galektin-1 in Tumoren
Galektin-1 ist an verschiedenen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt,
was eine potenzielle Rolle in der Tumorinvasion und -metastasierung nahelegt
und den negativen prognostischen Einfluss von Galektin-1 im Stroma erklaren
kann. Li et Al. (2023) zeigten, dass hohe LGALS1 (Galektin-1) Expressionslevel
mit einer erhdhten Zell-Matrix-Interaktion korrelierten. Auch bei in-vitro

Experimenten an verschiedenen humanen Ovarialkarzinom-Zelllinien, fihrten
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hohere Galektin-1 Spiegel zu einer erhohten Adhasion an Laminin oder
Fibronektin (van den Brule et al., 2003). Dies konnte auch in Kolonkarzinomen
beobachtet werden (Horiguchi et al., 2003).

Van den Brile et al. (2003) fanden in immunhistochemischen
Untersuchungen an Ovarialkarzinomen (n=24, 20 serds, 3 muzinds, 7 andere)
erhohte Galektin-1-Werte im peritumoralen Stroma, verglichen mit dem Stroma
von Normalgewebe (p=0,003). Um zu verstehen, warum sich Galektin-1 im
peritumoralen Stroma ansammelt, wurden in der Studie in situ Hybridisierungen
durchgefuhrt. Diese zeigten, dass Fibroblasten, die das Tumorgewebe direkt
umgeben Galektin-1-mRNA exprimieren. In der Studie konnte aul3erdem
gezeigt werden, dass die Ovarialkarzinomzellen selbst Galektin-1-mRNA
exprimieren und das Protein sezernieren. Eine Hypothese von Van den Brile et
al. (2003) ist, dass die Tumorzellen die umliegenden Fibroblasten dazu
veranlassen, vermehrt Galektin-1 zu produzieren, um sich so vor dem
Immunsystem zu schutzen.

Eine Studie von Kim et al. (2012) an 66 Ovarialtumoren zeigte, dass eine
starke immunhistochemische Farbung von Galektin-1 im peritumoralen Stroma
mit einem fortgeschrittenen Stadium, serdser Histologie, einem Residualtumor
nach der primaren Debulking-Operation und einem schlechten progressions-
freien Uberleben korreliert war. In einem Proliferations-Assay konnten sie
zeigen, dass rekombinantes Galektin-1 nach drei Tagen die Zellproliferation
einer Ovarialkarzinom Zelllinie (A2780-CP20) signifikant induzierte. Auf3erdem
fuhrten Kim et al. (2012) in-vitro Experimente mit dem Galektin-1-Inhibitor
Anginex und Galektin-1-siRNA durch. Sie zeigten, dass die Tumorzellen
weniger gut Uberlebten, proliferierten und invadierten, wenn Galektin-1
entweder durch Anginex oder die siRNA inhibiert wurde. In der Zelllinie A2780-
CP20 konnte die Forschungsgruppe erkennen, dass die Proben, die mit
Galektin-1 siRNA behandelt wurden, eine geringere MMP-2-Expression zeigte.
MMP-2 gehort zur Familie der Matrixmetalloproteasen, die wiederum eine
wichtige Rolle in der Tumorprogression und -invasion spielen.

Chen et al. (2017) zeigten, dass Galektin-1 in EOC an der Aktivierung
des NF-kB Signalwegs beteiligt ist und so die Tumorprogression verstarkt. NF-
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kB ist in vielen malignen Tumoren hochexprimiert und dbernimmt verschiedene
Funktionen, unter anderem ist es an der Expression von MMPs beteiligt
(Taniguchi and Karin, 2018). In den Untersuchungen von Chen et al. (2017)
zeigte sich ein signifikant schlechteres OS (p=0,034) und PFS (p=0,049) bei
erhohter Expression von Galektin-1. Die Inhibition der Galektin-1 Expression
mittels sh-Gal-1 (synthetisches Oligonukleotid, das zum Silencing von Gal-1
fuhrt), fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Migration und
Invasionskapazitaten der EOC, was eine mogliche Rolle von Galektin-1 in der
Tumormetastasierung nahelegt (Chen et al., 2017).

In einer Studie von Zhang et al. (2014) ist neben dem schlechteren
Uberleben bei erhéhter Galektin-1 Expression aulRerdem ein Zusammenhang
mit vermehrter Cisplatin-Resistenz beschrieben, die in der Behandlung von
Patientinnen mit Ovarialkarzinomen eine grol3e Herausforderung darstellt.

Die Expression von Galektin-1 scheint au3erdem im Zusammenhang mit
vaskularer Mimikry zu stehen. Vaskulare Mimikry beschreibt die Bildung von
Gefalien ohne echte Endothelzellen im Tumorgewebe, die in vielen
aggressiven Tumorentitaten beobachtet wird und mit einer schlechten Prognose
einhergeht. Zhou et al. (2021) untersuchten die Galektin-1 Expression in
rektalen Karzinomen und fanden eine signifikante positive Korrelation von der
Galektin-1 Expression und vaskularer Mimikry. Auch in dieser Studie war die
Gruppe mit erhéhten immunhistochemischen Galektin-1-Werten mit einer
geringeren Uberlebenszeit korreliert (p=0,003).

Pranjol et al. (2019) widmeten sich der Rolle von Galektin-1 in einer
Gruppe HGSC, die ins Omentum metastasiert waren. Sie konnten zeigen, dass
Galektin-1 signifikant die Migration und Proliferation von humanen omentalen
microvaskularen Endothelzellen (HOMEC) induzierte. Dieser Effekt beruht
vermutlich auf einer autokrinen Stimulation der HOMECs uber Galektin-1, das
vermehrt als Antwort auf hohere Cathepsin-L Spiegel sezerniert wurde. Mittels
MEK/ERK1/2-Inhibitoren (UO126 und PD98059) konnte eine Verminderung
dieses beschriebenen Pathways erreicht werden. Die GAL-1 Expression und
Anzahl an Mikroblutgefal3en sowie die Anzahl von Arealen mit
Mikroblutgefal3en korrelierten signifikant, was die pro-angiogene Wirkung von
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Galektin-1 nahelegt und das Protein somit als potenzielles neues
therapeutisches Target herausstellt (Pranjol et al., 2019).

Chen et al. (2019) konnten in Glioblastomen zeigen, dass die Fahigkeit
der Immunsuppression charakteristisch fur Tumore mit einer hohen LGALS-1
Expression ist. Der Knock-Out von LGALS-1 fuhrte zu weniger
immunsuppressiven M2-Makrophagen und weniger myeloiden
Suppressorzellen. Die LGALS-1 Expression zeigte auch in Glioblastomen einen
signifikant negativen Einfluss auf das Uberleben (p=0,0002) (Chen et al., 2019).

In unserer aktuellen Studie konnten wir auRerdem eine signifikant
verminderte Anzahl von TILs in der oberen Quintile des Galektin-1 Remmele-
Scores (>10,75; n=70) und bei Fallen mit einem Intensitatsscore von 3 (n=174)
feststellen. Es zeigte sich bei der oberen Quintile des Remmele-Scores eine
geringere Anzahl intratumoraler CD3* (p=0,009), CD4* (p=0,002) und CD8"-
Lymphozyten (p=0,026; Tabelle 9). Bezogen auf den Intensitatsscore zeigte
sich bei der Gruppe hoher Intensitaten von stromalem Galektin-1 eine
signifikante (p=0,032) Minderung der Anzahl an CD4" TILs (Tabelle 10).

Erklarungsansatze zu dieser beobachteten Korrelation finden sich in
mehreren praklinischen Studien. Perillo et al. (1995) beispielsweise zeigten
schon vor 30 Jahren, dass Galektin-1 Uber die Bindung an N-Acetyllactosamine
(LacNAc), die in vielen Zell-Rezeptorn wie beispielsweise CD45 vorkommen,
die Apoptose von Effektor-Leukozyten induziert.

Van Woensel et al. (2017) untersuchten die Zusammenhange von
Galektin-1 und Lymphozyten in Glioblastomen. Auch hier fihrte weniger
Galektin-1 zu mehr CD3*-, CD8", und CD4*-T-Zellen und aul3erdem weniger
CD4" /[Foxp3* T-regulatorischen Helferzellen. In einer Studie von Matarrese et
al. (2005) zeigt sich, dass extrazellulares Galektin-1 die Uberlebenszeit von
Tumor-infiltrierenden T-Zellen Uber eine Fas-Liganden induzierte Apoptose
moduliert. An Mausmodellen mit Kopf-Hals-Tumoren zeigte Nambiar et al.
(2019), dass Galektin-1 Uber eine Hochregulation von PDL-1 und Galektin-9 im
Tumorendothel die T-Zell Migration in den Tumor vermindert. Eine Galektin-1
Blockade wiederum fuhrte zu mehr CD4* TlLs und auch zu einem besseren
Anti-PD1-Therapieansprechen (Nambiar et al., 2019).
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Wir nehmen an, dass stromal hoch exprimiertes Galektin-1 Uber
vielfaltige Mechanismen Einfluss im TME ausubt. Die verringerte Anzahl
intratumoraler Lymphozyten bei hohen stromalen Galektin-1 Werten lasst uns
vermuten, dass Galektin-1 unter anderem die Apoptose Leukozyten induziert,
die das Stroma durchwandern und so ihre Infiltration in den Tumor verhindert.
Somit wurde Galektin-1 eine potenziell medikamentos adressierbare Rolle in
immunologisch ausgeschlossenen Tumoren zukommen (siehe auch Abbildung
4). Nambiar et al. (2019) haben eine ahnliche Hypothese fur die Rolle von
Galektin-1 in Kopf-Hals-Tumoren formuliert.

Die resultierende schlechtere Immunabwehr erklart die schlechtere
Prognose von Tumoren mit hoher stromaler Galektin-1 Expression. In diesem
Kontext ist eine klinisch relevante Frage, ob Galektin-1 geeignet ist, um Falle
definieren zu konnen, die besonders von Immuntherapien profitieren kdnnten.
Bisher erzielen Immuntherapien in HGSC unterdurchschnittliche Ergebnisse,
obwohl es sich um immunogene Tumore handelt (Kandalaft et al., 2022,
Hamanishi et al., 2015, Matulonis et al., 2019, Deutsche Krebsgesellschaft,
2022, Gonzalez-Martin et al., 2019, Ray-Coquard et al., 2023). Die
Beobachtung in HGSC, dass bei hohen stromalen Galektin-1 Werten,
Immunzellen vor allem im Tumor vermindert sind, im Stroma jedoch weiterhin
vorkommen, ruckt Galektin-1 als einen potenziellen Einflussfaktor auf die
Wirksamkeit von Immuntherapien in den Fokus. In nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen zeigte sich interstitielles Galektin-1 als guter pradiktiver
Marker bezuglich des Ansprechens auf Immuntherapien (Capalbo et al., 2019).
Studien, die zeigen, dass eine Galektin-1 Blockade mit vermehrtem
Vorkommen von TILs assoziiert ist und zu einem besseren Ansprechen auf
PDL-1-Inhibitoren fuhrt, machen die grof3e klinische Bedeutung von Galektin-1
in HGSC deutlich (Nambiar et al., 2019).

Um diese Fragen klaren zu kdnnen, bedarf es weiterer Forschung zu
genauen Mechanismen von Galektin-1 im Stroma von HGSC und seiner Rolle
im TME.
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4.2.2 Hohe tumorale Galektin-1 Werte als positiver prognostischer Faktor
Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen stromaler Galektin-1-Expression, zeigte
sich hoch-exprimiertes tumorales Galektin-1 Uberraschenderweise als positiver
prognostischer Faktor. Drei Falle mit dem hochsten tumoralen Intensitatscore
von 3 zeigten jedoch eine signifikant negative Prognose (p=0,03, Abbildung 27).
Diese sehr geringe Fallzahl Iasst uns zu dem Schluss kommen, dass der
prognostische Einfluss von tumoralem Galektin-1 trotz dieser ,Ausreil3er” als
prognostisch gunstig zu bewerten ist. Bei einem Cut-Off von 1,4 zeigte der
intratumorale Galektin-1 Score eine signifikante Korrelation mit einem kurzeren
OS. Die Gruppe mit hohen Intensitaten (21,4) zeigte ein im Median 194 Tage
langeres Uberleben als Falle mit geringeren intratumoralen Galektin-1
Intensitaten (p= 0,026, Abbildung 28). Unsere Studie ist unseres Wissens die
erste, die diesen Zusammenhang feststellt.

Es finden sich wenige Studien, in denen eine dezidierte Auswertung von
Galektin-1 getrennt nach Stroma und Tumor vorgenommen wurde. Schulz et al.
(2017) untersuchten Galektin-1 mittels IHC im Stroma, im Zytoplasma der
Tumorzellen und im Nukleus der Tumorzellen an einem Kollektiv von
Ovarialkarzinomen, das auch 110 Falle ser6ser Histologie beinhaltete. Die
Ergebnisse decken sich nicht mit unseren, da in der Untersuchung sowohl
stromal als auch tumoral (zytoplasmatisch) vorkommendes Galektin-1 mit einer
negativen Prognose (p=0,029) korreliert ist (Schulz et al., 2017).

Es gibt, wie bereits einleitend skizziert, Hypothesen, dass Galektin-1
durch das Vorliegen als Homodimer mit zweiseitiger Bindungsstelle dosis-
abhangig gegensatzliche Funktionen ibernehmen kann (Abbildungen 7 und 8).
Dies ist ein Erklarungsansatz fur unsere kontraren Ergebnisse von Galektin-1
im Stroma bzw. im Tumor. In der Muskelentwicklung beispielsweise hemmt
Galektin-1 die Adhasion von Myoblasten an Laminine (Cooper et al., 1991). In
Ratten-Leydig-Zellen konnte gezeigt werden, dass Galektin-1 ihre Apoptose
induziert, was eine der wenigen Studien ist, in denen Galektin-1 die Apoptose
anderer Zellen als Immunzellen auslost (Martinez et al., 2004).

Ein aktuelles Review von Yu et al. (2023) zeigt, dass neben den gut
belegten immunsupressiven Funktionen von Galektin-1 auch kontextabhangig

72



pro-inflammatorische Effekte beobachtet wurden, die potenziell im Rahmen der
Tumorabwehr durch das Immunsystem zu einem prognostisch glnstigen
Outcome fuhren kdnnten. Diese pro-inflammatorischen Funktionen sind bisher
jedoch nicht im Rahmen von Tumor-Erkrankungen beschrieben. Andere
Arbeiten zeigten pro-inflammatorischen Effekte von Galektin-1 bei Sepsis
(Russo et al., 2021), verschiedenen Infektionen (Poncini et al., 2015, Petropolis
et al., 2014) und autoimmunen Prozessen (Pérez et al., 2015, Lei et al., 2018,
Toegel et al., 2016).

Wir konnten zeigen, dass hohe Galektin-1-Werte im Tumor
(Intensitatsscore > 1,4, n=166, 48,5%) mit signifikant mehr intrastromalen CD3*
Lymphozyten (p=0,033), signifikant mehr CD4* Zellen im Tumor (p=0,009) und
signifikant mehr CD4* Lymphozyten im Stroma (p=0,003) korrelierte (Tabelle
11). Eine potenzielle Erklarung ist, dass Galektin-1 auf der Tumorzelle
exprimiert wird und so als Antigen und HLA-Ligand wirkt, der von Lymphozyten
erkannt wird, die daraufhin vermehrt in das Tumorgewebe einwandern. Bei
hoheren intratumoralen Galektin-1 Werten zeigte sich eine positive Korrelation
mit Immunzellen und somit einer besseren Tumorabwehr und damit
einhergehend einer gunstigeren Prognose, was durch die dargestellte
Hypothese erklart werden kann.

Wie oben bereits beschrieben, zeigten Nielsen et al. (2012), dass CD20*
B-Lymphozyten in HGSC Antigen-erfahren sind und wahrscheinlich als Antigen-
prasentierende Zellen die T-Zellantwort beeinflussen. Wir fanden in unserer
Studie kein vermehrtes Vorkommen CD20* B-Lymphoyzten bei erhohter
tumoraler Galektin-1 Expression und nehmen daher an, dass es keinen direkten
Zusammenhang zwischen CD20* B-Lymphozyten und dem potentiellen
Tumorantigen Galektin-1 gibt. Das vermehrte Vorkommen der T-Lymphozyten
spricht dennoch fur einen potenziell antigenen Effekt von Galektin-1,
gegebenenfalls ohne direkt messbare Erhdhung der CD20" B-Lymphozyten.

Es bedarf weiterer Forschung, um genaue Mechanismen von tumoral
exprimierten Galektin-1 in HGSC zu identifizieren, um zu erdrtern wie Galektin-
1 im Tumor wirkt. Unsere Studie macht deutlich, dass es relevant ist,

potenzielle Antigene getrennt nach ihnrem Vorkommen in Tumor und Stroma
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auszuwerten. Fur zukunftige Studien ist es wunschenswert, dass einheitliche
Scoring-Systeme etabliert werden, um hohere Vergleichbarkeiten der Studien

untereinander zu schaffen.

4.2.3 Ist Galektin-1 ein brauchbarer prognostischer Biomarker in HGSC?
Vor dem Hintergrund der unterschiedlichen prognostischen Aussage von
Galektin-1 in HGSC abhangig von Vorkommen in Stroma oder im Tumor, ist die
Frage zu klaren, ob Galektin-1 als prognostischer Biomarker herangezogen
werden kann.

Es mangelt an Evidenz bezuglich des tumoralen Vorkommens von
Galektin-1 als positiver prognostischer Marker und unsere Studie an einem
gro3en (n=342) und sehr gut definierten Kollektiv von HGSC macht deutlich,
dass diese Zusammenhange in zukunftigen Studien weiter adressiert werden
sollten.

Wir konnten zeigen, dass es eine signifikante Korrelation zwischen
erhohter stromaler Galektin-1 Expression und einem kurzeren OS gibt. Viele
Studien zu verschiedenen Tumorentitaten zeigten bereits eine negative
Korrelation von Galektin-1 mit dem Uberleben und auch in HGSC gibt es neben
unserer Studie Evidenz dafur, dass Galektin-1 als negativer prognostischer
Faktor relevant ist.

Da die Farbung und Evaluation von stromalen Galektin-1 mittels
Immunhistochemie eine kostenglnstige Moglichkeit darstellt und mit einem
geringeren Aufwand als beispielsweise der Auszahlung von TILs einhergeht, ist
ihre klinische Anwendung vielversprechend.

Um Galektin-1 jedoch als prognostischen Biomarker zu etablieren, ist
neben weiterer Evidenz fur seine prognostische Bedeutung in HGSC aulierdem
ein einheitliches Scoring System notwendig. Unsere Studie legt nahe, dass die
Intensitat der Farbung (Intensitatsscore) prognostisch aussagekraftiger ist als
der prozentuale Anteil gefarbter Zellelemente (Prozentscore). Der Remmele-
Score erscheint auf den ersten Blick besonders valide, da er sowohl Intensitat-
als auch Prozentscore beinhaltet. Fur die Praxis bedeutet die Anwendung des
Remmele-Scores jedoch den doppelten Aufwand in der Auswertung und unsere

Untersuchungen zeigen, dass der intrastromale Intensitatsscore ausreichend
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ist, um prognostische Aussagen treffen zu konnen. Fur die diagnostische
Anwendung ist es zunachst notwendig zu klaren, wie valide das Scoring sowohl
des Intensitats- als auch des Remmele-Scores zwischen verschiedenen
Pathologen und Pathologinnen ist (Interobserver variability). AuRerdem bedarf
es weiterer Studien, die anwendbare und eineitliche Cut-Offs definieren, um
Galektin-1 klinisch nutzen zu kdnnen. Bei unseren Untersuchungen zeigte sich,
dass die obere Quintile besonders schlecht uberlebt und der Cut-Off von
stromalen Galektin bei einem mittleren Remmle-Score von >10,75 liegt
(Abbildung 26). Bei Nutzung des Intensitatsscores allein liegt der Cut-Off bei 3
(hohe Intensitat), was ein potenziell unkompliziert nutzbarer Cut-Off fur die
klinische Anwendung darstellen wurde (Abbildung 25).

Bezuglich der klinischen Relevanz ist zu beachten, dass viele
Patientinnen mit HGSC erhohte Galektin-1 Werte vor allem im Stroma
aufweisen, nur ein Fall von 342 (0,3%) wies kein Galektin-1 im Stroma auf. In
dem von uns untersuchten Kollektiv (n=339) zeigten 51,3% einen
intrastromalen Galektin-1-Intensitatswert von 3 und damit eine schlechtere
Prognose. Die prognostische Aussagekraft der intrastromalen Galektin-1-
Intensitat ist also relativ limitiert und lasst keine feinen Unterscheidungen,
beispielsweise einer prognostisch besonders schlecht oder gut verlaufenden
Gruppe zu. Bei der derzeitigen heterogenen Prognose innerhalb der Gruppe
HGSC ist die Moglichkeit mittels der IHC-Farbung von Galektin-1 einen
weiteren Prognosefaktor neben beispielsweise dem FIGO-Stadium zu
bestimmen jedoch ein grol3er Fortschritt und die Zusammenschau unserer
Ergebnisse und der Literatur heben stromales Galektin-1 als prognostischen
Marker in HGSC hervor.

Andere Forschungsgruppen beleuchteten die potenzielle prognostische
Aussagekraft von Galektin-1-Serumleveln bei Ovarialkarzinomen, die hier fur
einen umfassenden Blick auf Galektin-1 als potenziellen Biomarker erwahnt
werden soll.

Der gelaufige Tumormarker CA-125 hat eine mangelnde Sensitivitat
sowie Spezifitat und kann auch bei beispielsweise benignen Ovarialzysten und
bei Schwangerschaften erhoht sein. Ein verlasslicherer Biomarker konnte grol3e
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Vorteile in der klinischen Versorgung von Patientinnen mit Ovarialkarzinomen
bedeuten. Masoodi et al. (2021) untersuchten vor diesem Hintergrund bei 84
neu diagnostizierte Ovarialtumoren die Serumlevel von Galektin-1 vor und nach
der Behandlung. Die Serumlevel von Galektin-1 waren in der
Patientinnengruppe (n=84) signifikant hoher (p<0,0001) als in gesunden
Kontrollen (n=209). Aul3erdem fanden die Forschenden eine signifikante
Verminderung der Galektin-1 Serumlevel nach der Debulking-Operation
(p<0,0002) und signifikant hohere Galektin-1 Serumlevel bei malignen als bei
benignen Ovarialtumoren (p<0,0001) (Masoodi et al., 2021). Chen et al. (2015)
untersuchten 110 Ovarialkarzinome und normale Ovarialgewebe mittels IHC auf
Galektin-1. Patientinnen mit invasiven Karzinomen wiesen hohere intrastromale
Galektin-1 Level in der immunhistochemischen Untersuchung auf als
Patientinnen mit nicht-invasiven Karzinomen. Die intratumorale
immunhistochemische Galektin-1 Farbung zeigte keine Signifikanz bezuglich
der Invasion des Tumors, dem Tumorstadium und Lymphknotenmetastasen,
was die Rolle von Galektin-1 bei Vorkommen im Stroma hervorhebt. Zusatzlich
untersuchten Chen et al. (2015) 140 Blutproben von Ovarialkarzinom-
Patientinnen, 70 gesunden weiblichen Probandinnen und 40 Probandinnen mit
benignen gynakologischen Erkrankungen. Sie fanden keine signifikanten
Unterschiede zwischen diesen drei Gruppen und auch nicht zwischen den
unterschiedlichen eingeschlossenen histologischen Tumorentitaten (seros,
muzinos, endometrioid, klarzellig). Es konnte jedoch signifikanter h6here
(p=0,034) Galektin-1 Serumlevel bei metastasierten Patientinnen verglichen mit
nicht-metastasierten Patientinnen festgestellt werden. Auch Patientinnen mit
hoheren FIGO-Stadien wiesen signifikant hohere Galektin-1 Serumlevel auf
(p=0,041). Wie auch Masoodi et al. (2021) konnte in der Studie eine signifikante
Verminderung der Galektin-1 Serumlevel nach der Debulking-Operation bei 9
von 10 Fallen detektiert werden (p=<0,05) (Chen et al., 2015).

Auch wenn die Untersuchungen von Galektin-1 im Serum der
Patientinnen hier nur am Rande Erwahnung finden soll, unterstreicht es die

prognostische Bedeutung von Galektin-1 in Ovarialkarzinomen.
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Zusammenfassend ist es wichtig zu erwahnen, dass Galektin-1 durch
seine kontrare prognostische Aussagekraft bei Expression im Stroma bzw. im
Tumor als prognostischer Biomarker Herausforderungen mit sich bringt. Es fehlt
bisher an Evidenz, um tumorales Galektin-1 als positiven prognostischen
Biomarker zu bewerten und es sind weitere Studien notig um die prognostische
Rolle von Galektin-1 in HGSC abschliel3end zu klaren.

Wir kommen zu dem Schluss, dass der stromale Galektin-1-Intensitats-
oder Remmele-Score zur prognostischen Einschatzung durchaus geeignet ist.
Dies bedeutet, dass die Untersuchung des Biomarkers auf Proteinebene mittels
IHC erfolgen muss und die getrennte Auswertung nach Tumor und Stroma
notwendig ist. Es bedarf weiterer Studien, die sich dem Ziel widmen, klinisch
brauchbare Cut-Offs zu definieren, um Galektin-1 diagnostisch und

anwenderfreundlich, reproduzierbar nutzen zu konnen.

4.2.4 Ist Galektin-1 ein potenzielles therapeutisches Target in HGSC?
Um Galektin-1 als Protein therapeutisch zu adressieren muss evaluiert werden,
in welchen gesunden Geweben das Protein vorkommt und welche Rolle es dort
spielt. Die Analyse von Schuster et al. zeigt, dass LGALS-1 auf epithelialen
Ovarialtumoren Uberexprimiert ist und nicht auf dem dort verwendeten
gesunden Kontrollgewebe vorkommt (Schuster et al., 2017).

Zusammen mit Studien, die positive Effekte von Galektin-1 Inhibitoren
gezeigt wurden besteht eine begrindete Hoffnung Galektin-1 als Target in
HGSC nutzen zu konnen. Es gibt bereits einige Stoffe, die zur Galektin-1
Inhibition genutzt werden konnen und die zum Teil bereits in klinischen Studien
getestet werden (Huang et al., 2021). Ein Review von Goud et al. (2021) stellt
Galektin-1 als vielversprechendes Target in EOC heraus.

Zhang et al. (2014) zeigten an Ovarialkarzinomzellen, dass Galektin-1
mit Cisplatin-Resistenz in Verbindung steht und der Knockdown von Gal-1 zu
einem verminderten Zellwachstum und verminderter Migration der Zellen fuhrte.
Eine Untersuchung von Thijssen et al. (2006) stellt Galektin-1 als mogliches
Target von Anti-Angionese wirksamen Anginex heraus und Rubinstein et al.
(2004) zeigten in vivo, dass die Blockade von Galektin-1 zu einer erhohten T-

Zellantwort in Tumorzellen fuhrte. Nambiar et al. (2019) blockierten Galektin-1
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in Kopf-Hals-Tumoren und beobachteten nicht nur mehr TILs, sondern auch
dass ein erhohtes Ansprechen auf Anti-PD1 resultiert. Derzeit bringen Anti
PDL-1 Therapien in EOC nicht den erhofften Erfolg und potenziell hdhere
Ansprechraten durch Kombinationstherapien erzielen zu kdnnen einen grol3en
Fortschritt in der Behandlung von Patientinnen bedeuten.

Unsere Studie wirft jedoch Fragen der klinischen Brauchbarkeit von
Galektin-1 Inhibitoren auf, da sich eine unerwartet positive Prognose bei hohen
tumoralen Galektin-1 Werten zeigte. Nichtsdestotrotz zeigt auch PDL-1, das
bereits medikamentds adressiert wird (Pembrolizumab, Ipililumab)
gegensatzliche Ergebnisse und so stellen beispielsweise PD-L1-exprimierende
TILs Uberraschenderweise einen gunstigen Prognosefaktor in
Ovarialkarzinomen dar (Kim et al., 2019, Bas et al., 2021).

Aus unseren Analysen konnen wir zwei relevante Schlussfolgerungen
bezuglich der therapeutischen Moglichkeiten, die Galektin-1 in HGSC birgt
Ziehen:

Zum einen zeigt sich, dass stromal vorkommendes Galektin-1 ein
relevanter und potenziell inhibierbarer Faktor ist, der mit einer verminderten
Anzahl von TILs und einem kirzeren OS einhergeht. Die Moglichkeit, dass
Galektin-1, zu der Bildung immunologisch ausgeschlossener Tumoren
beitragen kdonnte und inhibierbar ist birgt potenziell gro3e Chancen fur die
bisher immer noch mangelhafte Therapie von Patientinnen mit HGSC.

Dem gegenuber steht jedoch, dass tumoral hochexprimierten Galektin-1
einen signifikant positiven Einfluss auf TILs und das Uberleben in unserer
Untersuchung zeigt.

Wir werten unsere Studie als relevanten Beitrag auf der Suche nach
potenziellen Targets fur die Behandlung von HGSC, der deutlich macht, dass
eine Auswertung auf Proteinebene getrennt nach Lokalisation (stromal vs
tumoral) erfolgen sollte. In der weiteren Evaluation von Galektin-1 als
therapeutisch zu adressierendes Protein scheint dies neben seinem

Vorkommen auf Normalgewebe relevant und dringend zu beachten zu sein.
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4.3 Limitationen der Studie und Implikationen fiir zukiinftige
Untersuchungen
Eine Schwache sowohl unserer B-Zell-Analysen als auch der Galektin-1
Auswertung ist die Fehleranfalligkeit durch subjektiven Bias. Diesen Bias haben
wir versucht durch die Auswertung zu zwei Zeitpunkten und eine Reevaluation
nach dem vier Augen Prinzip moglichst gering zu halten, ganzlich
auszuschlief3en ist er jedoch nicht. Ein valides und moglichst objektives Scoring
von Galektin-1 sollte mit dem Remmele-Score erzielt werden, der Intensitat und
Anteil gefarbter Areale gleichermal3en einbezieht und der sich auch als
prognostisch brauchbarer Score darstellt. Bezlglich der Auswertung hinsichtlich
des Vorkommens lymphoider Aggregate ist ein Nachteil unserer Studie, dass
diese Auswertung nur an CD20-gefarbten und HE-Schnitten durchgefuhrt
wurden. Eine Studie von Buisseret et al. (2017) zeigte, dass die Validitat des
Scorings von lymphoiden Strukturen an Schnitten mit IHC-Farbung eine hohe
Ubereinstimmung zwischen unterschiedlichen Pathologen und Pathologinnen
hat. Allerdings wurden fur die Auswertungen entweder CD45 als Marker aller
Immunzellen oder eine Doppelfarbung von CD3 und CD20 verwendet, um
sowohl T- als auch B-Zellen zu farben.

Diese zusatzlichen Farbungen sollten bei zukunftigen Studien erganzt
werden, um die Auswertung lymphoider Strukturen noch valider zu gestalten.

Aulerdem ist es von Interesse zu evaluieren, wie die genaue
Komposition der lymphoiden Aggregate ist. Die kann mittels multiplex IHC
adressiert werden und so das Zusammenspiel der verschiedenen Lymphozyten
in HGSC weiter beleuchtet werden, was zukunftig winschenswert ware. Dazu
kann sich beispielsweise an der Studie von Kroeger et al. (2016) orientiert
werden, die so vier verschiedene Arten lymphoider Aggregate in HGSC
unterscheidet, die durch das Vorkommen unterschiedlicher
Lymphozytenpopulationen gekennzeichnet sind.

Unsere korrelativen Untersuchungen von Galektin-1 mit Komponenten
des Immunsystems und dem Uberleben bieten wichtige Erkenntnisse und
untermauern die angenommene Relevanz von Galektin-1 in HGSC. Durch die
korrelative Statistik weist die Untersuchung jedoch einige Limitationen auf und
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es ist wunschenswert, dass die beobachteten Einflusse von Galektin-1 genauer
analysiert werden. Einen ersten Schritt konnte eine Untersuchung mit Multiplex
IHC darstellen, die Galektin-1 und Komponenten des Immunsystem gleichzeitig
farbt und so ihre raumliche Komposition zeigen kann. Unsere Hypothese, dass
Galektin-1 ein Faktor ist, der zur Entstehung immunologisch ausgeschlossener
Tumore fuhrt, konnte Uber diese Methodik weiter adressiert werden.
Insbesonders die vergleichende Multiplex IHC Untersuchung von Fallen mit
hohem stromalen vs hohem tumoralen Galektin-1 kdnnte die scheinbar
kontrahere Wirkung von Galektin-1 im HGSC weiter beleuchten.

Zukunftig bietet die Untersuchung von Galektin-1 und den Immunzellen
in Zusammenhang mit unterschiedlichen molekularen und immunologischen
Subtypen von HGSC die Mdglichkeit relevante Erkenntnisse tber HGSC mit
klinischen Implikationen zu generieren (Verhaak et al., 2013). Die von uns
durchgefuhrte korrelative Analyse zeigt, dass es grof3e Relevanz hat die
genauen Wirkweisen von Galektin-1 auf das Immunsystem in HGSC zukunftig
in-vivo und in-vitro weiter zu analysieren, um gegebenfalls neue

therapeutischen Moglichkeiten von HGSC zu schaffen.
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5 Zusammenfassung

Zielsetzung: Ovarialkarzinome stellen die zweithaufigste gynakologische
Tumorentitat mit hoher Letalitat dar und kdnnen in verschiedene histologische
Subtypen eingeteilt werden, von denen high-grade serds der haufigste ist. Trotz
des Wissens, dass es sich bei HGSC zum Teil um immunologisch aktive
Tumore handelt gibt es bisher kaum Ansatze fur spezielle Immuntherapien. Die
tendenziell schlechte Prognose von HGSC ist innerhalb der Entitat sehr variabel
und hangt von verschiedenen Faktoren wie dem molekularen Subtyp und TIL
ab, die in der Routinediagnostik nicht bestimmt werden. Routinemalfig zu
bestimmende prognostische Biomarker fehlen bisher. TILs, besonders CD8*
Lymphozyten sind in HGSC prognostisch gunstig und es gibt Hinweise, dass ihr
positiver Einfluss auf das Uberleben in Anwesenheit von CD20* B-Lymphozyten
groRer ist. Des weiteren haben Genexpressionsanalysen Hinweise geliefert,
dass LGALS-1 auf dem HLA-Ligandom von HGSC uberexprimiert ist und auf
MRNA-Ebene einen negativen prognostischen Einfluss hat. Auf Proteinebene
existieren Studien, die einen immunsupressiven Effekt von Galektin-1 mit
prognostischer Signifikanz in verschiedenen Tumorentitaten und auch in
Ovarialkarzinomen zeigen. Diese Arbeit widmet sich dem Ziel die Rolle von
TILs, speziell CD20* B-Lymphozyten und dem Tumorantigen Galektin-1 in
HGSC naher zu beleuchten um so prognostische Faktoren sowie potenzielle
Targets fur Immuntherapien zu identifizieren.

Material und Methode: 345 Falle high-grade serdser Karzinome mit bis zu 20

Jahren Uberlebensdaten wurden mittels Immunhistochemie an Tissue
Microarrays untersucht. Eine semiquantitative Auswertung der Farbungen von
CD20 und Galektin-1 erfolgte mithilfe eines Intensitatsscores und
Prozentscores, die zum Remmele-Score zusammengefasst wurden, um ein
moglichst valides Scoring zu ermoglichen.

Ergebnisse: Intratumorale CD20* B-Zellen sind schon ab dem Vorkommen
einer CD20" B-Zelle prognostisch gunstig. Auch stromal vorkommende CD20*
B-Lymphozyten sind prognostisch gunstig, Maximalwerte von >20 Lymphozyten
charakterisieren hier eine besonders gunstig verlaufende Gruppe. Wenn CD20*
B-Zellen gemeinsam mit CD4* und CD8"-T-Lymphozyten vorkommen ist ihre
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prognostische Signifikanz hoher als bei alleinigem Vorkommen, besonders gut
verlaufende Falle (sprich mit besserem OS) weisen CD4*, CD8* und CD20*
TILs gemeinsam auf. Das Kollektiv wies aul3erdem in 8,1% der ausgewerteten
Falle lymphoide Aggregate auf, die sich abermals als prognostisch gunstig
erwiesen. Galektin-1 war stromal in 99,7% der Falle exprimiert, der Grolteil der
Falle (57%) wies hohe Werte von grofer 9 im Remmel-Score auf. Intraepithelial
zeigte sich lediglich bei 8,5% kein Galektin. Geringe intratumorale Werte bis zu
einem Remmele-Score von 3 zeigten sich jedoch in 72,8% der Falle. Die
Galektin-1 Auswertungen brachten ambivalente Ergebnisse: Hoch exprimiertes
stromales Galektin-1 (Remmele-Score >10,75) zeigt eine ungunstige Prognose
und korreliert mit weniger intraepithelialen CD3*-, CD4*- und CD8" -
Lymphozyten. Hohes tumorales Galektin-1 (Intensitatsscore =21,4) ist hingegen
prognostisch gunstig und korreliert mit mehr stromalen CD3*- und CD4*-
Lymphozyten und mehr tumoralen CD4*-Lymphozyten.

Schlussfolgerung: CD20* B-Lymphozyten spielen neben den T-Lymphozyten

eine relevante Rolle in der Prognose von HGSC. Besonders das gemeinsame
Vorkommen von verschiedenen T- und B-Lymphozyten ist ein wichtiger
Prognosefaktor in HGSC und auch auf3erhalb der Organisation als lymphoides
Aggregat prognostisch gunstiger als das Vorkommen einer
Lymphozytenpopulation alleine. Bezlglich der Rolle von Galektin-1 in HGSC ist
es relevant nach dem Vorkommen intratumoral bzw. intrastromal zu
unterscheiden. Stromales Galektin-1 scheint immunsupressive Effekte zu
haben, tumorales Galektin-1 eher antigen zu wirken. Es ist weiter zu evaluieren,
welche Rolle vor allem stromales Galektin-1 in der Entstehung immunologisch
ausgeschlossener Tumore spielt. Die positive Korrelation von intratumoralen
Galektin-1 in HGSC mit dem Uberleben muss in der Bewertung von Galektin-1
als prognostischer Biomarker und als potenzielles Target unbedingt bedacht
und zukunftig re-evaluiert werden muss. Stromales Galektin-1 kann als
prognostischer Marker dienen, ein klinisch einfach anwendbarer Cut-Off kann
bei einem Intensitatsscore von 3 gesetzt werden, der eine relativ grol3e Gruppe

innerhalb der Entitat definiert, die ein signifikant schlechteres OS hat.
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7 Anhang

7.1 Zusatztabellen

Tabelle 15: FIGO-Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms modifiziert nach Kaufmann (2013)

FIGO-Stadium Befundsituation

| Tumor begrenzt auf Ovarien

1A Ein Ovar betroffen, kein Tumor auf Ovaroberfliche, Kapsel intakt

1B Beide Ovarien betroffen, kein Tumor auf Ovaroberflache, Kapsel intakt

Ein oder beide Ovarien betroffen, Kapselruptur, Tumor auf Ovaroberflache oder

IC
maligne Zellen im Aszites oder bei Peritonealspulung

Il Ein oder beide Ovarien betroffen, Ausbreitung im Becken

1A Ausbreitung auf und/oder Implantate an Uterus und/oder Tube(n)

1B Ausbreitung auf anderes Beckengewebe

|[e3 IIA oder IIB und maligne Zellen in Aszites oder bei Peritonealsplilung

Ein oder beide Ovarien betroffen und mikroskopisch oder makroskopisch

1 nachgewiesene Peritonealmetastasen auRerhalb des Beckens und/oder
Lymphknotenmetastasen

1A Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens

1B Makroskopische Peritonealmestastasen jenseits des Beckens <2cm

e Peritonealmetastasen jenseits des Beckens >2cm und/oder regionare
Lymphknotenmetastasen

\% Fernmetastasen (ausgenommen Peritonelmetastasen)




Tabelle 16: Darstellung der erhobenen und eingetragenen CD20-Daten in das Statistik Programm

SPSS

Erhobener Wert

SPSS-Variable

Wie setzt sich die eingetragene

Variable zusammen?

Anzahl CD20* B-Lymphozyten im

Stroma

Anzahl CD20* B-Lymphozyten im

Tumor

Maximaler Wert CD20+ B-
Lymphozyten im Stroma
Minimaler Wert CD20* B-Lymphozyten
im Stroma
Maximaler Wert CD20+ B-
Lymphozyten im Tumor
Minimaler Wert CD20+ B-Lymphozyten

im Tumor

Vorkommen lymphoider Aggregate

CD20_Str_Av

CD20_Epi_Av

CD20_Str_Max

CD20_Str_Min

CD20_Epi_Max

CD20_Epi_Min

Lymph_aggregate

Ein Mittelwert pro Fall, gebildet aus
allen auswertbaren Cores (mind. 1,
max. 12)

Ein Mittelwert pro Fall, gebildet aus
allen auswertbaren Cores (mind. 1,
max. 12) Fall

Der maximale Wert pro Fall

Der minimale Wert pro Fall

Der maximale Wert pro Fall

Der minimale Wert pro Fall

Das Vorkommen (ja/nein) von
lymphoiden Aggregaten in mindestens

einem Core des untersuchten Falls

Tabelle 17: Darstellung der erhobenen und eingetragenen Galektin-1 Daten in das Statistik-

Programm SPSS

Erhobene Daten

SPSS-Variable

Wie setzt sich die eingetragene

Variable zusammen?

Galektin-1 Intensitatsscore Stroma

Galektin-1 Intensitatsscore Epithel

Galektin-1 Prozentscore Stroma

Galektin-1 Prozentscore Epithel

Galektin-1 Remmele-Score Stroma

Galektin-1 Remmele-Score Epithel

GAL1_Int_Str

GAL1_Int_Epi

GAL1_Perc_Str

GAL1_Perc_Epi

GAL1_Comb_Str

GAL1_Comb_Epi

Ein Mittelwert pro Fall, gebildet aus
allen auswertbaren Cores (mind. 1,
max. 12)

Ein Mittelwert pro Fall, gebildet aus
allen auswertbaren Cores (mind. 1,
max. 12)

Ein Mittelwert pro Fall, gebildet aus
allen auswertbaren Cores (mind. 1,
max. 12)

Ein Mittelwert pro Fall, gebildet aus
allen auswertbaren Cores (mind. 1,
max. 12)

Pro Core wurde ein Remmele-Score
gebildet, anschlieBend wurde der
Mittelwert aus allen auswertbaren
Cores in SPSS eingefiigt
Pro Core wurde ein Remmele-Score
gebildet, anschlieBend wurde der
Mittelwert aus allen auswertbaren

Cores in SPSS eingefiigt
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7.1.1 Zusatzabbildungen

Einfluss der prozentualen Galektin-1-Expression im Stroma auf das Gesamtiiberleben

1,0
intrastromaler Galektin-1
Prozenscore <3
intrastromaler Galektin-1
Prozentsscore =3
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Abbildung 29: Darstellung der Uberlebenskurven von Féllen, die einen Galektin-1 Prozentsscore >3 im
Stroma (Gruppe 2) aufweisen und Féllen, die weniger grof3fldchig stromales Galektin-1 exprimieren
(Gruppe 1); p=0,624

Einfluss der prozentualen Expression von Galektin-1 im Tumor auf das Gesamtiiberleben

1,0
1: intratumoraler Galektin-1

Prozentsscore <3
— 2: intratumoraler Galektin-1

0,8 4\1 ~ Prozentsscore =3
0,6 LH,
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Abbildung 30: Darstellung der Uberlebenskurven der Fiélle, die einen Galektin-1 Prozentscore >3 (Gruppe
2) aufweisen und Féllen die weniger gro3fldchig geférbtes Galektin-1 im Tumor exprimieren (Gruppe 1);
p=0,853

98



Einfluss der intraepithelialen Galektin-1 Expression auf das Gesamtiiberleben anhand des Remmele-Scores

1,0
\.
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Abbildung 31: Darstellung der Uberlebenskurven der Fiélle, die einen Remmele-Scores im Tumor von =2

(Gruppe 2) aufweisen und Gruppe 1 mit einem tumoralen Remmele-Score <2

Galektin-1 Remmele-Score im Stroma
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Abbildung 32: Darstellung der Uberlebenskurven unseres Kollektivs mit dem IRS-Cut-Off von Schulz et al.

(2017), p=0,083
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Einfluss CD20* stromaler Maximalwerte im Zusammenhang mit TILs auf das Uberleben

1: stromale Maximalwerte
L CD20+ B-Lymphozyten <20
und CD20+ TILs
2: stromale Max:‘malwerte
—ICD20+ B-Lymphozyten >20
08 ohne CD207 TiLs

0,6
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0,2

0,0

0 2000 4000 6000

Zeit in Tagen

Abbildung 33: Einfluss der stromalen Maximalwerte von CD20* B-Lymphozyten in Abhéngigkeit von
gemeinsamen Vorkommen mit TILs. Gruppe 1: stromale CD20* B-Lymphozyten mit Maximalwerten <20
und tumor-infiltrierende CD20" Lymphozyten, Gruppe 2: stromale CD20* B-Lymphozyten mit
Maximalwerten >20 ohne tumor-infiltrierende CD20* Lymphozyten; p= 0,092
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von Frau Karen Greif angefertigt. Die Auswertungen der Farbungen der CD20"-
und Galektin-1 Farbung und das Scoring erfolgten durch mich und wurden
anschlielend gemeinsam mit Prof. Dr. Annette Staebler (CD20) und Dr. Anna
Fischer (Galektin-1) reevaluiert. Die in der CD20-Analyse verwendeten Daten zu
CD8* und CD3* Lymphozyten stammen aus der Arbeit von Nina Neudeck. Die
der Galektin-1-Analyse zugrunde liegende Vorarbeit zum HLA-Ligandom bei
HGSC stammt aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hans-Georg Rammensee und
PD Dr. Stefan Stefanovic des Instituts fur Immunologie, Tubingen.

Die statistische Auswertung erfolgte, in Beratung mit dem
Biometrieinstitut, Prof. Dr. Annette Staebler und Dr. Anna Fischer, durch mich.
Ich versichere, das Manuskript selbstandig verfasst zu haben und keine weiteren

als die von mir angegebenen Quellen verwendet zu haben.

Koln, den 22.08.25

Freya Blome
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