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3 Einleitung

Trotz der seit etwa 20 Jahren abnehmenden Inzidenz kommt dem Ovarialkarzinom aufgrund
der schlechten Prognose und hohen Letalitit weiterhin eine gro3e Bedeutung innerhalb der
gyndkologischen Onkologie zu (Sopik et al., 2015). Da sowohl Fritherkennungsmafinahmen
wirkungslos als auch die therapeutischen Mdglichkeiten limitiert sind, besteht ein Bedarf an
der Entwicklung und Optimierung neuer Behandlungsansdtze. Die Therapie mit
Immuncheckpoint-Inhibitoren ist seit Jahren in klinischer Erprobung, bislang allerdings mit
eher erniichternden Ergebnissen (Bronger, 2021). Aus diesem Grund kommt der Identifikation
von priadiktiven Parametern, wie etwa der Expression von Zielstrukturen und Biomarkern zur
Charakterisierung des Immunmilieus, eine besondere Bedeutung zu (James et al., 2022).
Hierbei konzentrieren sich viele wissenschaftliche Untersuchungen auf den Primértumor am
Ovar. Da die Metastasen, insbesondere am Peritoneum, allerdings das eigentliche klinische
Problem darstellen, gilt es, diese mehr und mehr in den Fokus der (Biomarker-) Forschung
einzubeziehen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Immunmilieu in verschiedenen
Metastasenlokalisationen beim high-grade serdsen Ovarialkarzinom vergleichend zu

beschreiben und seine prognostische Bedeutung herauszuarbeiten.

3.1 Epidemiologie

Im Laufe ihres Lebens erkrankt in Deutschland etwa eine von 76 Frauen an Eierstockkrebs.
Damit ist dies die achthdufigste Tumorentitit und die flinfthdufigste krebsbedingte
Todesursache bei Frauen (Buttmann-Schweiger & Kraywinkel, 2019). Die héufigste
histologische Unterform, das serose Adenokarzinom, betrifft vorwiegend éltere Patientinnen.
Die Erkrankungsrate nimmt bis zum Alter von 85 Jahren zu, das mittlere Erkrankungsalter liegt
bei 69 Jahren (,,Krebs in Deutschland fiir 2017/2018, 3.21 Eierstocke, 2017). Die Inzidenz lag
in Deutschland im Jahr 2018 bei 10,7/100.000 (altersstandardisiert). Weltweit ist die Inzidenz
mit 6,6/100.000 pro Jahr etwas geringer, ein geografischer Schwerpunkt liegt in Mittel- und
Osteuropa (Ferlay et al., 2020; P. M. Webb & Jordan, 2017). Die schlechte Prognose mit einer
5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 42% bedingt sich unter anderem durch die frithe und meistens
ausgedehnte Metastasierung, die unspezifische Symptomatik und das Fehlen geeigneter

Praventionsmoglichkeiten. Damit einhergehend wird die Diagnose oft erst in fortgeschrittenem



Stadium gestellt: ca. drei Viertel der Félle sind bei Diagnosestellung bereits im FIGO-Stadium
IIT oder IV, zeigen also bereits eine Metastasierung innerhalb der Bauchhohle oder sogar

Fernmetastasen (Bankhead et al., 2005).

3.2 Risikofaktoren

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist multifaktoriell und daher oftmals nicht endgiiltig
geklirt. Als gesicherte Risikofaktoren gelten Alter, Ubergewicht sowie hormonelle Faktoren.
Eine Hormonersatztherapie mit Ostrogenmonopriparaten erhoht die
Erkrankungswahrscheinlichkeit (,,Krebs in Deutschland fiir 2017/2018, 3.21 Eierstocke®,
2017). Kinderlosigkeit, friihe Menarche und spiate Menopause gehen mit einer erhohten Anzahl
an Ovulationen einher und erhohen sehr wahrscheinlich dadurch das Erkrankungsrisiko,
wihrend héaufige Schwangerschaften und lange Stillperioden sowie eine operative Tubenligatur
und vor allem die Einnahme von Ovulationshemmern das Risiko senken (Sopik et al., 2015).
Insbesondere letzteres scheint ein wesentlicher Grund fiir den Riickgang der Inzidenz in den
letzten zwei Jahrzehnten zu sein (Ferlay et al., 2020).

Eine positive Familienanamnese, auch fiir Brustkrebs, kann auf eine genetische Pradisposition
hinweisen (Jones et al., 2017). Bei bis zu einem Viertel der Patientinnen lassen sich mit
Ovarialkarzinom  assoziierte = Genverdnderungen  finden. Das  durchschnittliche
Erkrankungsalter ist in dieser Risikogruppe geringer (Meindl et al., 2013a). Hierbei spielen vor
allem Mutationen in den Genen BRCAI und BRCA2 eine Rolle, die auBlerdem fiir die
Therapieentscheidung relevant sind (Wooster & Weber, 2003). Ebenso ist das HNPCC-
Syndrom mit einem erhdhten Risiko fiir die Entwicklung eines Ovarialkarzinoms verbunden.
In diesen Risikogruppen wird die Erwdgung einer prophylaktische Adnexektomie empfohlen

(Chene et al., 2015; Meindl et al., 2013).

3.3 Klinische Présentation und Diagnostik

Meistens zeigen sich in frithen Stadien keine Symptome. Bei fortgeschrittener Erkrankung fiihrt
vor allem die Tumorausdehnung zu unspezifischen Symptomen. Klassisch sind abdominelle

Beschwerden wie Ubelkeit, Vollegefiihl, StuhlunregelmiBigkeiten und Schmerzen, die bei



Befall des Omentum majus auch besonders den Oberbauch betreffen kdnnen (Cannistra, 2004).
Das ,,Pseudo-Meigs-Syndrom* beschreibt das Vorhandensein maligner Ergiisse in Form von
Aszites oder Pleuraergiissen beim Ovarialkarzinom. Aszites kann mit einer
Bauchumfangsvermehrung einhergehen, Pleuraergiisse koénnen zu Dyspnoe fiihren. Eine
Tumorkachexie ist hdufig (Balogun et al., 2012).

Ein klinischer Verdacht kann durch transvaginale Sonografie erhértet werden (Shetty, 2019).
Als Screening ist sie jedoch ungeeignet. Der Tumormarker CA-125 ist zwar in mehr als 80%
der Félle erhoht, eignet sich aber aufgrund unzureichender Spezifitit und Sensitivitét allenfalls
als Verlaufsparameter und nicht zum Screening oder zur endgiiltigen Diagnosestellung
(Kobayashi et al., 2008; Menon et al., 2009). Eine transkutane Biopsie wird nicht empfohlen,
da die Gefahr einer iatrogenen Streuung besteht. Die definitive Diagnose kann in der Regel nur

durch eine Operation mit histologischer Sicherung gestellt werden (Cannistra, 2004).

3.4 FIGO-Stadien

Die Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms erfolgt nach dem TNM-System der UICC (Union
Internationale contre le Cancer) und der Einteilung der FIGO (Fédération Internationale de
Gynécologie et d’Obstétrique). Die neueste Auflage der FIGO-Klassifikation von 2014 nach
Hohn fasst Karzinome von Ovar, Tube und Peritoneum zusammen (Ho6hn et al., 2014). Der
Einteilung kommt eine hohe prognostische Bedeutung zu, die 5-Jahres-Uberlebensrate reicht

von bis zu 90% in Stadium I bis unter 10% in Stadium IV (Natarajan et al., 2018).

Tabelle 1: FIGO-Klassifikation (2014)

TNM FIGO Anatomische Ausbreitung
Tla IA Kapsel/Serosa intakt, | Aufein Ovar / eine Tube begrenzt
negative
- T1b . IB Begrenzung auf Spiilzytologie Auf beide Ovarien / Tuben begrenzt

ien/T .
Ovarien/Tuben Kapsel/Serosa rupturiert oder Tumor auf der Ovar- oder

Tlc IC Tubenoberfliche oder maligne Zellen in
Aszites/Spiilzytologie

T2a IITA Ausbreitung innerhalb Infiltration von Uterus, Tuben, Ovarien

des kleinen Beckens

T2 I .
oder priméres

T2b IIB | Peritonealkarzinom Infiltration extragenitaler Organe
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Ausbreitung auBerhalb IITA1: ausschlieBlich regionire
i Lymphknotenmetastasen

T3a IIT A des kleinen Beckens mikroskopisch yIp

und/oder .

Peritonealmetastasen IITA2: Peritonealmetastasen
T3 1T

und/oder

T3b IIB retroperitoneale Makroskopisch, Ausdehnung <2 cm
Lymphknoten-

T3c I C metastasen Makroskopisch, Ausdehnung >2 cm

Pleuraerguss mit positiver Zytologie und/oder histologischer

VA Sicherung des Pleurabefalls
Fernmetastasen
M1 v (exklusive Parenchymatdse Metastasen der Leber/Milz und
v B | Peritonealmetastasen) extraabdominelle Metastasen einschlief8lich der

inguinalen Lymphknoten
und Lymphknoten auflerhalb der Bauchhdhle

3.5 Histologische Einteilung

90% aller malignen Ovarialtumore sind epithelialen Ursprungs. Diese Gruppe wird je nach
pradominantem Zelltyp in fiinf histologische Subtypen eingeteilt. Den grofiten Anteil bilden
die serosen Ovarialkarzinome mit 50-80%. Hiervon sind wiederum die meisten gering
differenziert (high-grade), lediglich 5-20% der serdsen Ovarialkarzinome werden als /low-
grade eingestuft. Seltener sind endometrioide (ca. 10 %), klarzellige (10 %) und muzindse (5
%) Ovarialkarzinome (Stewart et al., 2019). Die vorliegende Arbeit konzentriert sich

ausschlieBlich auf das high-grade serése Ovarialkarzinom (HGSOC).

3.6 Metastasierung

Der genaue anatomische Ursprung des Ovarialkarzinoms ist umstritten bzw. kann meist nicht
geklart werden (Soong et al., 2019). Insbesondere bei Patientinnen mit BRCA 1/2-Mutationen
werden Friihstadien eher im Epithel der Eileiter gefunden werden, was auf einen Ursprung in
tubdrem Gewebe hinweisen konnte (Gockley & Elias, 2018). Neben dem Tuben- und
Ovarialepithel kann auch das Peritoneum selbst Ursprungsort des high-grade serdsen
Karzinoms sein (Salvador et al., 2009).

Die Metastasierung erfolgt zundchst hauptséachlich in Form einer Peritonealkarzinose. Dabei
durchlaufen einzelne Karzinomzellen eine epithelial-mesenchymale Transition und kdnnen

sich so unter anderem aufgrund eines Verlusts von E-Cadherin leicht aus dem Zellverband 16sen



und direkt in die freie Bauchhohle gelangen. Die so modifizierten Zellen haben hoch
proliferative und invasive Eigenschaften und wandern einzeln oder in Clustern durch die
physiologische Bewegung von Peritonealfliissigkeit durch die Bauchhdhle (Lengyel, 2010).
Verschiedene molekulare Mechanismen fiihren dazu, dass sich die Zellen schlielich gemal3
dem ,,Seed and Soil“-Prinzip an typischen Lokalisationen einnisten, eine mesenchymal-
epitheliale Transition durchlaufen und Metastasen bilden (Lengyel, 2010; Mikula-Pietrasik et
al., 2018; Motohara et al., 2019). Vorrangig sind dies das Omentum majus sowie die
peritonealen Uberziige von Organen des kleinen Beckens und des Oberbauchs, insbesondere
Blasendach, kraniale Anteile des Uterus, Colon sigmoideum, Gallenblase, Leber und Milz
sowie das Peritoneum des Zwerchfells und intraperitonealer Darmabschnitte (Christian et al.,
2020). Es konnte gezeigt werden, dass die Metastasenzellen verhéltnismaBig &hnliche
Mutationen aufweisen wie die bereits ausgeprigt genetisch aberranten Ovarialtumorzellen
(Khalique et al., 2009).

Das Peritoneum ist eine serdose Haut, bestehend aus einer parietalen Schicht, die die
Innenflachen der Bauch- und Beckenwand auskleidet und einer viszeralen Schicht, die die
Bauchorgane und ihre Aufhingestrukturen bedeckt. Es dient der reibungslosen
Verschiebbarkeit der Organe gegeneinander und hat auBerdem verschiedene, unter anderem
immunologische Funktionen (Kastelein et al., 2019).

Das Omentum majus ist eine beidseits von Peritoneum bedeckte Struktur aus Fett und
Bindegewebe, die von der groflen Kurvatur des Magens und dem Colon transversum ausgehend
schiirzenartig herabhdngt und mit einer Ausdehnung von ca. 15x20cm die Ventralseite der
Bauchorgane bis etwa zum Bauchnabel bedeckt (Liebermann-Meffert, 2000). Das Omentum
majus beeinflusst durch Resorption und Absorption das Fliissigkeitsgleichgewicht im
Peritonealraum, hat metabolische Funktionen und spielt aufgrund der Prdsenz zahlreicher
Makrophagen und Lymphozyten eine zentrale Rolle fiir die Inmunabwehr in der Bauchhdhle
(A. W. Wang et al., 2020). Es dient als Barriere bei lokalisierten Inflammationen und kann
somit die Ausbreitung zu einer Peritonitis einddmmen. Zudem werden ihm verschiedene
weitere Funktionen und Aktivititen zugeschrieben, die die Vaskularisation fordern,
Entziindungen hemmen und Wundheilung beschleunigen (Meza-Perez & Randall, 2017).
Hierbei spielen vor allem sogenannte Milky spots, diffus im Omentum verteilte
Leukozytenaggregate, eine Rolle. Die zelluldre Zusammensetzung unterscheidet sich hier von
sekundéren lymphatischen Geweben. Insbesondere finden sich im Vergleich weniger CD4 " und
CD8" T-Zellen, vorherrschend sind B-Lymphozyten und Makrophagen (Rangel-Moreno et al.,

2010). Insgesamt findet sich eine einzigartige Zusammensetzung an Immunzellen, wie etwa

10



VAT (Visceral Adipose Tissue)-assoziierte regulatorische T-Zellen (Cipolletta et al., 2014) und
angeborene Lymphoidzellen (Brestoff et al., 2015), die auch metabolische Funktionen
iibernehmen, sowie Natiirliche Killerzellen und verschiedene weitere. Diese Zellmischung ist
darauf optimiert, die metabolische Homoostase aufrechtzuerhalten und einen Schutz vor
Infektionen, insbesondere mit Darmpathogenen, zu gewihrleisten (Meza-Perez & Randall,
2017).

Trotz dieser fiir das Immunsystem gut zuginglichen Umgebung scheint allerdings eine
antitumorale Immunantwort im Omentum majus in der Regel unzureichend zu sein, im
Gegenteil scheinen die Metastasenzellen insbesondere beim Ovarialkarzinom vorrangig zum
Omentum zu translokalisieren und dort angekommen besonders aggressiv zu wachsen
(Oosterling et al., 2006). Hier spielen neben chemotaktischer Rekrutierung von Tumorzellen
verschiedene weitere Interaktionen eine Rolle. Tumorzellen stimulieren z.B. die Proliferation
der omentalen Fibroblasten iiber den Wachstumsfaktor TGF-f1, wodurch die Implantation und
das Wachstum von Tumorzellen erleichtert wird (Cai et al., 2012). Dennoch ist bekannt, dass
maligne Zellen sowohl erkannt als auch bekdmpft werden. Es wurde zum Beispiel beschrieben,
dass insbesondere zu einem frithen Zeitpunkt der Metastasierung die Milky Spots an Grof3e und
Anzahl zunehmen, dhnlich wie bei einer Exposition gegeniiber exogenen Pathogenen. Auch ist
bekannt, dass eine Infiltration des Omentum majus mit CD8"-Zellen mit einer verbesserten
Prognose und die Infiltration mit regulatorischen T-Zellen mit einer schlechteren Prognose
assoziiert ist (siche Abschnitt TILs in Haupttumor und Metastasen) (Meza-Perez & Randall,
2017).

Der peritoneale Weg ist der vorherrschende Metastasierungsmechanismus, lymphogene und
hidmatogene Metastasierung kommen jedoch auch vor und spielen durchaus eine klinische
Rolle, beispielsweise bei der Bildung von Rezidiven (Barbolina, 2018). In einer Studie konnte
bei Patientinnen mit peritoneovendsem Shunt beobachtet werden, dass die iiber den Shunt in
den Blutkreislauf gelangten malignen Zellen tendenziell wieder in das Peritoneum und

Omentum absiedeln (Tarin et al., 1984).

3.7 Prognostische Faktoren

Als gesicherte prognostische Faktoren gelten das Alter bei Erkrankungsbeginn, der klinische
Allgemeinzustand, das Tumorstadium nach FIGO bei Diagnosestellung, die Menge an

Resttumorgewebe nach Resektion, das Vorkommen oder Fehlen von Aszites (Ford et al., 2020)
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sowie das Grading und der histologische Subtyp. Serdse und endometrioide Ovarialkarzinome
gehen mit einer giinstigeren Prognose einher als muzindse und klarzellige Ovarialkarzinome
(Peres et al., 2019). Die prognostische und pradiktive Bedeutung verschiedener Laborparameter
wie CA125, alkalische Phosphatase und Albumin ist ebenfalls lange bekannt (Clark et al.,
2001). Eine direkte Untersuchung des Tumorgewebes auf die Expression von etwaigen
prognostisch oder priadiktiv relevanten Biomarkern ist wie bei anderen Entititen in der
Vergangenheit  ausfiihrlich  durchgefiihrt worden. Insbesondere der Stellenwert
immunologischer Marker riickt dabei aufgrund der Entwicklung immunmodulatorischer

Therapiekonzepte zunehmend in den Fokus (Clark et al., 2001).

3.8 Antitumorale Immunantwort / ,,Immunoediting*

Die Effektivitit einer antitumoralen Immunantwort unterliegt im Sinne des Immunoeditings
dynamischen Verdnderungen im Laufe der Zeit. Dabei durchliuft die Immunantwort
typischerweise drei Phasen: Elimination, Equilibrium und Escape (Dunn et al., 2004). Wéahrend
der ersten Phase ist die Erkrankung in der Regel noch nicht klinisch apparent. Das
Immunsystem erkennt und bekdmpft Tumorzellen, dabei spielen eine Vielzahl an zelluldren
und humoralen Faktoren eine Rolle. Werden in dieser Phase nicht alle malignen Zellen
eliminiert, entsteht in der nachfolgenden Phase ein Gleichgewicht zwischen Bekdmpfung und
Entstehung neuer Tumorzellen, die nun im Sinne einer darwinistischen Selektion eine Art
Mikroevolution durchlaufen. Dabei werden zunehmend auch Mutationen angehduft, die dem
Tumor einen Vorteil gegeniiber der Immunabwehr verschaffen, sodass sich schlielich in der
Escape-Phase diejenigen Tumorzellen unkontrolliert vermehren, die vom Immunsystem
schlecht erkannt und bekdmpft werden (Dunn et al., 2002).

In allen Phasen spielen sowohl Eigenschaften des Tumors selbst, insbesondere die
Mutationslast, als auch Eigenschaften des Immuninfiltrats wie zelluldre Zusammensetzung und
Expression verschiedener modulierender Faktoren, beispielsweise von Immun-Checkpoint-
Proteinen, eine Rolle (Donnell et al., 2019). Die Tumormutationslast (Tumor Mutational
Burden, TMB) bezeichnet die Anzahl der (nicht-hereditdren) Mutationen pro Million Basen
einer untersuchten Genomsequenz und geht einher mit einer erhdhten Zahl an prisentierten
Neoantigenen und damit mit einer prinzipiell besseren Erkennbarkeit fiir das Immunsystem
(Riviere et al., 2020). Fiir das Ovarialkarzinom ist eine verhéltnisméfig geringe TMB

beschrieben (Bronger, 2021). Vor allem p53-Mutationen spielen hier eine Rolle (Bell et al.,
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2011). Es konnten aber in verschiedenen Studien molekulare Subgruppen mit besonders
immunoreaktiven Tumoren und einer besseren Prognose identifiziert werden (Konecny et al.,
2014; C. Wang et al., 2017). Auch der Grad und die Zusammensetzung des Zellinfiltrats spielen
eine wichtige Rolle. Sogenannte TILs (Tumor-infiltrierende Lymphozyten) und ihre
prognostische Bedeutung sind seit langem Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen (Ma

& Gu, 1991; Zhang et al., 2003).
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit relevanten tumorinfiltrierenden Immunzellen,
Biomarker und ihre Interaktionen. Quelle: Eigene Erstellung

3.9 CD3-positive T-Zellen

Der CD3-Rezeptor (Cluster of Differentiation 3, CD3) ist ein Transmembranrezeptor, der von
T-Lymphozyten exprimiert wird. CD3 ist an der Aktivierung von T-Zellen beteiligt, indem er
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die Expression des T-Zell-Rezeptors an der Zelloberfliche induziert und an der Ubertragung
von Aktivierungssignalen ins Zellinnere mitwirkt (Kuhns et al., 2006). CD3 bzw. das CD3-
positive Infiltrat ist bereits lange als prognostischer Marker im Ovarialkarzinom bekannt
(Zhang et al., 2003). Es sind prognostisch giinstige Zusammenhange zwischen der Expression
mit dem Therapieansprechen (Raspollini et al., 2005) sowie mit dem Uberleben (Clarke et al.,
2009; Milne et al., 2012; Raspollini et al., 2005; Zhang et al., 2003) beschrieben. Einige Studien
ergaben jedoch eine fehlende Assoziation mit dem Uberleben (Adams et al., 2009; Sato et al.,
2005; Shah et al., 2008). In zwei Studien wurde zwischen der epithelialen und stromalen
Infiltration unterschieden und jeweils fiir erstere ein positiver prognostischer Effekt gefunden,
wihrend letztere nicht (TomSova et al., 2008) oder sogar negativ (Al-Attar et al., 2010) mit dem
Uberleben assoziiert war. Neben den tumorsuppressiv wirkenden zytotoxischen und T-Helfer-
Zellen wird CD3 auch durch regulatorische T-Zellen (Tregs), denen ein Tumorwachstum

begiinstigender Effekt zugeschrieben wird, exprimiert (Bronger, 2021).

3.10 CDS8-positive T-Zellen (Zytotoxische T-Zellen)

Der CD8-Rezeptor (Cluster of Differentiation 8, CDS) ist ein auf zytotoxischen T-Zellen
exprimierter Co-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors und spielt durch seine spezifische Bindung an
den MHC-I (Major Histocompatibility Complex I) -Komplex eine zentrale Rolle fiir die T-Zell-
Reaktion auf intrazelluldre Antigene (de Vries et al., 1989). Zytotoxische T-Zellen spielen eine
zentrale Rolle in der antitumoralen Immunabwehr. Sie kénnen direkt zur Zerstorung maligner
Zellen fiihren, beispielsweise indem sie iliber Granulysin, Perforine und Granzyme, die per
Endozytose in die Zielzellen gelangen konnen, in diesen Membranporen entstehen lassen. Uber
die Bindung des auf zytotoxischen T-Zellen exprimierten Fas-Liganden an entsprechende
Rezeptoren auf den malignen Zielzellen kann in diesen die Apoptose ausgeldst werden (Raskov
etal., 2021).

Fiir das Ovarialkarzinom gilt CD8 als noch robusterer prognostischer Marker als CD3 (Bronger,
2021). In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass eine Infiltration mit CD8-positiven
Immunzellen mit einem hdoheren Tumorstadium und ausgeprigterer Entdifferenzierung
(Yildirim et al., 2017), einem verbesserten Ansprechen auf die operative Therapie (Adams et
al., 2009) sowie mit einem verbesserten Uberleben (Adams et al., 2009; Hamanishi et al., 2007;

Leffers et al., 2009; Sato et al., 2005) einhergeht. Man kann auch hier zwischen einer
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intratumoralen (epithelialen) und stromalen Infiltration unterscheiden, erstere scheint den

groBeren prognostischen Wert zu haben (Montfort et al., 2020; Stumpf et al., 2009).

3.11 Regulatorische T-Zellen (Tregs) und FOXP3

Regulatorische T-Zellen (Tregs) inhibieren physiologischerweise eine {iiberschielende
Immunantwort, indem sie die Aktivitidten anderer Inmunzellen, wie die zytotoxischer T- und
T-Helfer-Zellen sowie Makrophagen und B-Zellen, hemmen. Dabei spielen verschiedene
Mechanismen, wie z.B. die Expression des Immuncheckpointproteins CTLA-4 und die
Sekretion verschiedener immunsuppressiver Zytokine wie Interleukin-10 und TGF-f, eine
Rolle. So konnen sie die Selbsttoleranz des Organismus gewihrleisten und autoimmunen
Reaktionen entgegenwirken (Akkaya & Shevach, 2022). Tumorzellen konnen sich dies im
Rahmen eines sogenannten Immune-Escape-Mechanismus zunutze machen und Tregs
chemotaktisch in den Tumorlokus rekrutieren (C. Li et al., 2020). Tregs exprimieren auf ihrer
Oberfliache tiblicherweise CD3, CD4 und CD25 und kdnnen spezifisch liber die Expression des
Transkriptionsfaktors FOXP3 (Forkhead-Box-Protein P3) identifiziert werden. FOXP3 spielt
sowohl bei der Differenzierung als auch fiir die Funktion der Tregs eine Rolle. Es wird sowohl
von natlirlichen als auch von peripher induzierten Tregs exprimiert und ist als Marker fiir
tumorinfiltrierende Tregs etabliert (Gavin et al., 2007). Im HGSOC findet sich eine
verhéltnisméBig hohe Infiltration durch Tregs (Woo et al., 2001). Es gibt sowohl Studien, die
keine (Barnett et al., 2010; Shah et al., 2008) oder eine positive (Leffers et al., 2009; Milne et
al., 2009; Tsiatas et al., 2009) Assoziation mit dem Uberleben beschreiben, als auch solche, die
eine Infiltration mit einer schlechteren Prognose assoziieren (Curiel et al., 2004; Wolf et al.,
2005). Zudem ist ein Zusammenhang mit einem metastatischen Phianotyp bekannt (Barnett et
al., 2010).

Als weiterer prognostischer Marker wurde vielfach die CD8/FOXP3-Ratio beschrieben, um das
Zusammenspiel und die gegensitzlichen Aktivititen der verschiedenen Immunzellen zu
beriicksichtigen. Hier geben einzelne Studien keinen Zusammenhang mit dem Uberleben an
(Shah et al., 2008), andere Untersuchungen deuten auf eine positive prognostische Assoziation
hin (Knutson et al., 2015). Eine Metaanalyse von Li et al zeigte eine positive, aber nicht
statistisch ~ signifikante Assoziation der epithelialen CD8/FOXP3-Ratio mit dem
progressionsfreien Uberleben, ein Zusammenhang mit dem Gesamtiiberleben konnte nicht

gezeigt werden (J. Li et al., 2017).
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3.12 Weitere TILs

Auch die Bedeutung eines Infitrats durch andere proinflammatorische Immunzellen,
insbesondere CD4-positive T-Zellen, M1-Makrophagen und CD20-positive Zellen wurde in
verschiedenen Studien untersucht. Insgesamt scheinen diese Zellen mit einer besseren Prognose
einherzugehen. Neben den regulatorischen T-Zellen gibt es weitere immunsuppressiv wirkende

Zellen, wie M2-Makrophagen (Baci et al., 2020).

3.13 Immuncheckpointproteine

Immuncheckpointproteine sind membranstindige Rezeptoren auf v.a. T-Lymphozyten, die die
Immunantwort regulieren konnen. PD-1 (Programmed cell death protein 1) ist ein
inhibitorisches Immuncheckpointprotein, das durch Bindung an seinen Liganden PD-L1
(Programmed cell death-ligand 1) liber mehrere Mechanismen zu einer Immunsuppression
fithrt (Diskin et al., 2020). Die T-Zell-Rezeptor-vermittelte Aktivierung von T-Zellen wird
gehemmmt und die Produktion von Interleukin-2 reduziert (Sheppard et al., 2004). Die
Freisetzung verschiedener fiir die Immunreaktion notwendiger Transkriptionsfaktoren wird
gebremst und es findet eine Herunterregulation von T-Zell-Rezeptoren statt (Karwacz et al.,
2011).

Viele Tumore konnen solche immunsuppressiven Checkpoint-Proteine im Zuge einer
Immunevasion  hochregulieren. Eine vermehrte Expression von PD-L1 durch
Ovarialkarzinomzellen ist in verschiedenen Studien beschrieben worden. Dabei reicht die
Haufigkeit einer PD-L1-Expression je nach Studie von 13% bis zu iiber 90% (sieche Tabelle 28)
Die Expression von PD-L1 ist sowohl auf Tumorzellen als auch auf Immunzellen, vor allem
M2-Makrophagen, beschrieben (Martin de la Fuente et al., 2020; J. R. Webb et al., 2016). Der
Anteil der PD-L1-positiven Zellen ist dabei im Vergleich zu anderen Tumorentitdten
vergleichsweise gering (Aust et al., 2017). Einige Studien weisen auf eine negative Korrelation
der PD-L1-Expression mit der Uberlebenszeit hin (Abiko et al., 2013; Hamanishi et al., 2007;
Xue et al., 2020) sowie auf einen Zusammenhang mit Fernmetastasierung (Dotzer et al., 2019)
beziehungsweise mit einem hoheren FIGO-Stadium (Détzer et al., 2019; Drakes et al., 2018)
andere Gruppen zeigen demgegeniiber eine Assoziation mit einem verlingerten Uberleben
(Darb-Esfahani et al., 2016; J. R. Webb et al., 2016). Eine Zunahme der PD-L1-Expression im
Rezidiv wurde beschrieben (Aust et al., 2017).
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Die Expression von PD-1 und PD-L1 bietet einen therapeutischen Angriffspunkt fiir sogenannte
Immuncheckpoint-Inhibitoren. Durch Bindung an den Liganden oder Rezeptor wird die
Interaktion inhibiert, sodass die immunsuppressiven Effekte nicht ausgelost werden und
folglich die Immunreaktion gegen den Tumor verstiarkt wird. Wéhrend dieses Konzept die
Behandlung zahlreicher Entitdten, z.B. des Malignen Melanoms (Huang & Zappasodi, 2022),
in den letzten Jahren revolutioniert hat, befindet es sich beim HGSOC noch in der klinischen
Erprobung und hat als Monotherapie bislang eher enttduschende Ergebnisse gebracht (Bronger,
2021).

3.14 Vergleich des Immunmilieus zwischen Ovarialtumor und Metastasen

Die erste vergleichende Untersuchung des Immunmilieus zwischen Ovarialtumor und
Metastasen von Leffers et al. ergab eine hohere Gesamtinfiltration durch TILs in den
untersuchten Omentumproben, allerdings keine Unterschiede im direkten Vergleich bei Féllen,
in denen Proben von beide Geweben vorhanden waren. Es wurde fiir fortgeschrittene Stadien
eine positive Korrelation des Vorhandenseins einer FOXP3-Infiltration im Omentum mit dem
Uberleben sowie ein Zusammenhang mit der operablen Resezierbarkeit beschrieben (Leffers et
al., 2009). Jimenez-Sanchez et al. prédsentierten eine Einzelfallanalyse einer Patientin, die
innerhalb eines ldngeren therapiefreien Intervalls sowohl progrediente als auch regrediente
Metastasen aufzeigte, und konnten hier eine erhdhte Infiltration durch TILs in den jeweiligen
Geweben mit Regredienz beschreiben (Jiménez-Sanchez et al., 2017). In einer Studie von
Dotzer et al. wurde zwischen Omentum- und Peritonealmetastasen unterschieden. Hier konnte
wiederum eine hohere Expression von CD3 und CD8 in den Omentummetastasen, verglichen
mit dem Ovarialtumor gezeigt werden, allerdings nur beziiglich des Stromas, im Tumorepithel
selbst zeigten sich keine Unterschiede. Der Vergleich der Peritonealmetastasen mit dem
Ovarialtumor hingegen zeigte in Bezug auf die stromale Infiltration keine Unterschiede, wohl
aber eine deutlich hohere intratumorale PD-L1-Expression peritoneal (Détzer et al., 2019).
Bekos et al. konnten in ihrer Studie keine Korrelation der Expression auf TILs von CD8 und
PD-L1 zwischen Haupttumor und Metastasen finden, es fand sich aber ein positiver
Zusammenhang zwischen der PD-L1-Expression auf Tumorzellen im Haupttumor- und
Metastasengewebe. Zudem konnte fiir beide Lokalisationen eine negative Assoziation mit dem
Gesamtiiberleben gezeigt werden (Bekos et al., 2021). Parvathareddy et al. konnten schlieSlich

zeigen, dass sich die PD-L1-Expression bei einem paarweisen Vergleich von Ovarialtumor-
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und dazugehdrigem Metastasengewebe signifikant unterscheidet, wobei eine Expression in
Peritonealgewebe insgesamt héufiger gefunden wurde als in Ovarialtumorgewebe. Eine
Assoziation mit dem Uberleben wurde in dieser Studie fiir keine der beiden Lokalisation

gefunden (Parvathareddy et al., 2021).

3.15 Aktueller Therapiestandard

Die aktuelle S3-Leitlinie empfiehlt fiir alle operablen Patientinnen mit fortgeschrittenem high-
grade serésem Ovarialkarzinom eine primédre radikale Debulking-Operation. Die vollstindige
Entfernung aller makroskopisch sichtbaren Tumormanifestationen (RO-Resektion) ist
mafgeblich prognosebestimmend und mit einem verbesserten Uberleben assoziiert (du Bois et
al., 2009). Eine neoadjuvante Chemotherapie wird im Allgemeinen nicht empfohlen, einige
Studien zeigen aber Vorteile, insbesondere in fortgeschrittenen Stadien (Nishio & Ushijima,
2020). Die Operation erfolgt per Lingslaparotomie und beinhaltet im fortgeschrittenen Stadium
mindestens eine Hysterektomie mit beidseitiger ~Adnexektomie, infragastrischer
Omentektomie, Entfernung der ovariellen GefdB3biindel, Biopsien auch aus unauffilligen
Peritonealarealen, Zwerchfellzytologien sowie eine Spiilzytologie. Sdmtliche befallene
Gewebe werden, wenn moglich, entfernt, nicht selten sind Darmeingriffe erforderlich. Eine
pelvine und paraaortale Lymphadenektomie im fortgeschrittenen Stadium wird nur bei
makroskopischer oder bildgebender Auffilligkeit empfohlen (Harter et al., 2019). Es folgt eine
adjuvante Kombinationschemotherapie aus Carboplatin und Paclitaxel, gegebenenfalls erginzt
durch den anti-VEGF-Antikorper Bevacizumab. Im Anschluss soll eine Erhaltungstherapie mit
dem Bevacizumab und/oder einem PARP-Inhibitor erfolgen, die genaue Wahl ist dabei
abhédngig vom Ansprechen auf die zytostatische Therapie sowie vom Status der DNA-Reparatur
im Tumor (z.B. im Rahmen einer BRCA-Mutation oder einer anderen Storung der homologen
Rekombination) (Markman, 2019).

Es wurde gezeigt, dass die zytostatische Therapie auch immunmodulatorische Auswirkungen
hat (Galluzzi et al., 2015). So fiihrt die Therapie mit Taxanen zu einer vermehrten Aktivierung
von T-Effektorzellen (Peng et al., 2015), wéhrend Tregs in einer Studie zum nicht kleinzelligen
Lungenkarzinom durch Taxane supprimiert wurden (Zhang et al., 2008). Platinhaltige
Therapien scheinen immunogene Effekte zu haben, indem sie beispielsweise durch DNA-
Schdaden zu einer Vermehrung von Neoantigenen fiihren und T-Zellen aktivieren. Es ist

allerdings auch ein Zusammenhang zwischen neoadjuvanter platinhaltiger Therapie und einer
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vermehrten Expression von PD-L1 beschrieben worden (Peng et al., 2015). Die operative
Therapie fiihrt zu einer Reduktion von Tregs und des Zytokins Interleukin-10 sowie zur
vermehrten Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen (Napoletano et al., 2010). Die Therapie
durch PARP-Inhibitoren flihrt iiber die Hemmung der Poly-(ADP-ribose)-Polymerasen und
damit Verhinderung der Zellreparatur in Tumorzellen ebenso zu einer Vermehrung von

Neoantigenen (Vikas et al., 2020).

3.16 Immuntherapie

Verschiedene Studien in Phase Ib-III untersuchen die Wirkung einer Monotherapie mit
Antikorpern gegen PD-1 (Nivolumab (Hamanishi et al., 2015), Pembrolizumab (Matulonis et
al., 2019; Varga et al., 2019)) oder PD-L1 (Avelumab (Disis et al., 2019), Atezolizumab (Liu
et al., 2019)) bei in der Regel vielfach vortherapierten Patientinnen. Obwohl fiir einzelne
Patientinnen ein langanhaltendes Ansprechen beschrieben ist, sind die Ergebnisse insgesamt
ernlichternd. Die pradiktive Bedeutung der PD-L1-Expression im Tumorgewebe zur
Identifikation solcher potenziell profitierenden Subgruppen scheint insgesamt unzureichend
(Fan et al., 2018). Die Kombination mit einer zytostatischen Therapie liegt aufgrund der oben
genannten immunmodulatorischen Effekte nahe. In bisherigen Phase-III-Studien zusammen
mit Chemotherapie wurde aber keine verbesserte Prognose erreicht. Vereinzelt konnten aber
profitierende Subgruppen mit PD-L1 als pradiktivem Marker identifiziert werden (Bronger,
2021). Fiir die Kombination von Immuncheckpoint-Inhibitoren mit PARP-Inhibitoren liegen
aktuell noch keine Daten von Phase-III-Studien vor. Einige Frithphasenstudien und vorlaufige
Ergebnisse weisen jedoch auf positive synergistische Effekte und prognostische Vorteile in der
Behandlung sowohl vom Ovarialkarzinom (Lee & Konstantinopoulos, 2019) als auch anderer
solider Tumorentitidten (Vikas et al., 2020) hin.

Mogliche Griinde fiir das im Vergleich zu anderen Malignomen schlechte Ansprechen auf
Immun-Checkpoint-Inhibitoren koénnten in der hohen Infiltration durch Tregs oder
Makrophagen liegen (Woo et al., 2001). Die oft extensive Vortherapie der meisten bisher in
Studien eingeschlossenen Patientinnen fiihrt zudem mutmaBlich zu einem ,,immunologischen
Ausbrennen des Tumors (Farhood et al., 2019). Auch die im Ovarialkarzinom relativ geringe

Tumormutationslast scheint eine Rolle zu spielen (Bronger, 2021).
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4 Fragestellung und Zielsetzung

Insgesamt liegt es nahe, dass zukiinftig moglichst frith im Krankheitsverlauf diejenigen
Gruppen von Patientinnen identifiziert werden miissen, die voraussichtlich von einer Therapie
mit Checkpoint-Inhibitoren profitieren werden. So kann im Sinne einer personalisierten
Krebstherapie ein maximaler Effekt erzeugt werden. Umgekehrt konnen so denjenigen
Patientinnen, die keinen Nutzen von der Therapie erwarten konnen, unnétige Nebenwirkungen
erspart werden. Da vorangegangene Studien bereits beschrieben haben, dass das Immunmilieu
sich zwischen Ovarialtumor und Metastasen unterscheiden kann, gilt es, sich bei der
Identifikation solcher Patientengruppen nicht auf eine Lokalisation zu beschrinken. Fiir ein
fundierteres Verstdndnis der Zusammenhidnge und der prognostischen Bedeutung
verschiedener Immunbiomarker bedarf es weiterer Analysen.

Ziel dieser Arbeit ist die retrospektive, vergleichende Charakterisierung des Immunmilieus im
Ovarialtumor- und Metastasengewebe von high-grade serosem Ovarialkarzinom und eine

prognostische Einordnung.

Im Sinne einer explorativen Analyse erfolgte eine semiquantitative Messung der Expression
von vier Biomarkern:

- CD3 als T-Zell-Marker in Tumorepithel und Stroma

- CD8 als Marker fiir zytotoxische T-Zellen in Tumorepithel und Stroma

- FOXP3 als Marker fiir regulatorische T-Zellen in Tumorepithel und Stroma

- das Immuncheckpoint-Protein PD-L1 in Tumorepithel und Immunzellen

Um das Zusammenspiel der verschiedenen Zellen und Faktoren zu beriicksichtigen, bilden wir
zudem zwei bereits in der Literatur vorbeschriebene Kombinationen dieser Marker ab:
- die CD8/FOXP3-Ratio

- einen Immunitétsscore aus PD-L1 und CD8, analog zu Teng et al. (Teng et al., 2015)
Es folgt eine Suche nach Assoziationen dieser Marker untereinander und zwischen den

verschiedenen  Lokalisationen.  Eine  prognostische  Einordnung  erfolgt  durch

Uberlebenszeitanalysen.
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5 Material und Methoden

5.1 Patientinnenkollektiv — Zusammenstellung

Die grundsitzliche Fragestellung erforderte die Untersuchung eines Kollektivs, das zum einen
beziiglich klinischer Eckdaten mdglichst homogen sein sollte, und von dem zum anderen in
ausreichender Menge und Qualitdt Gewebematerial fiir die immunhistochemische Analyse zur
Verfiigung stehen sollte. Hierzu wurden Patientinnen, die zwischen 1990 und 2014 eine
Operation bei Ovarialkarzinom am Klinikum rechts der Isar erhalten hatten, fiir den Einschluss
evaluiert. Die Erfiillung der folgenden genaueren Einschlusskriterien wurde auf Grundlage von

Operationsberichten und Pathologiebefunden {iberpriift:

Einschlusskriterien:
e Nur Patientinnen mit Erstdiagnose eines HGSOC
e Nur Patientinnen im Stadium FIGO III oder IV
e Nur Patientinnen, die vor der Operation keine neoadjuvante Chemotherapie erhalten

hatten

Die intraoperativ entnommenen Gewebeproben, die standardméBig seitens der Pathologie
formalinbasiert aufbereitet und in Paraffinblocken konserviert werden, konnten anschliefSend
in der pathologischen Archivgewebebank des Klinikums rechts der Isar herausgesucht und fiir
die weiteren Untersuchungen zusammengestellt werden. Hierzu wurden auf Grundlage der
Operationsberichte und Pathologiebefunde fiir jeden Fall jeweils eine Gewebeprobe des
Ovarialtumors und wenn mdglich jeweils eine Gewebeprobe einer Omentummetastase sowie
einer Peritonealmetastase identifiziert und somit in das so erstellte Gewebekollektiv
eingeschlossen. Als Peritonealmetastase kam dabei tumorinfiltrierter Peritonealiiberzug
verschiedener Organe in Betracht. Die genaue Auswahl des jeweiligen Gewebeblockes erfolgte
je nach Vorhandensein und Qualitdt des Materials. Hierbei mussten aus dem anfanglichen

Kollektiv aus verschiedenen Griinden einige Falle wieder ausgeschlossen werden:

Ausschlusskriterien:
e Paraffinblock mit Haupttumorgewebe im Pathologiearchiv nicht mehr vorhanden

e (Gewebeblock beschidigt und deshalb nicht mehr verwertbar

21



e Auf dem Gewebeblock nicht ausreichend Material fur die weiteren Schritte vorhanden

Im néchsten Schritt wurden aus allen gesammelten Gewebeblocken 2-3 um dicke ,, Full-Face -

Schnitte auf Objekttragern fiir die weiteren Fiarbungen mittels Mikrotom hergestellt.

Diese ,, Full-Face “-Schnitte konnten verwendet werden, um zundchst HE-Farbungen sowohl
der Ovarialtumor- als auch der Metastasenpridparate anzufertigen (Durchfiihrung nach
Standard, Protokoll im Anhang). Fiir einen Teil der Gewebeblocke entfiel dieser Schritt, da die
bereits in der Routine angefertigten HE-Farbungen aus der Pathologie zur Verfiligung standen.
Anschlieend wurden sidmtliche HE-Farbungen durch eine Fachédrztin fiir Pathologie (PD Dr.
Aurelia Noske) histologisch erneut hinsichtlich der Einschlusskriterien und Verwertbarkeit
kontrolliert. Dabei musste wiederum ein weiterer Teil des Kollektivs ausgeschlossen werden

aus verschiedenen Griinden:

Weitere Ausschlusskriterien:
e Gewebeblock technisch nicht schneidbar (z.B. aufgrund hohen Fett- oder
Nekroseanteils)
e HE-Féarbung auch nach mehrfacher Wiederholung nicht in ausreichender Qualitit

moglich (z.B. aufgrund hohen Fett- oder Nekrosenanteils)

Bei der histologischen Beurteilung wurden zudem mittels Farbstiftmarkierung Tumorareale
markiert, um fiir die Herstellung von Tissue Micro Arrays (TMAs) im nédchsten Schritt die
geeigneten Stanzareale eindeutig einzugrenzen. Die Herstellung der TMAs wurde von nach
Standardprotokoll durchgefiihrt (Seiz et al., 2012). Hierbei standen fiir einen Teil der Félle

bereits TMAs aus fritheren Projekten zur Verfiigung.

Auf jedem TMA war auBBerdem Vergleichsgewebe verschiedener Organe (Niere, Leber, Lunge,
Plazenta, Tonsille) in vordefiniertem Muster platziert. Dies diente zum einen zur Orientierung
bei der Beurteilung unter dem Lichtmikroskop, zum anderen konnten diese Gewebe als Positiv-

/Negativkontrollen bzw. zur Kalibrierung der Farbung herangezogen werden.

AnschlieBend wurden aus den TMA-Blocken 2-3 pum dicke Gewebeschnitte fiir die
nachfolgenden immunhistochemischen Farbungen hergestellt. Dazu wurden Objekttrager der

Firma Thermo Scientific verwendet (Superfrost Plus, REF JI800AMNZ, Fa. Menzel), das
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Mikrotom Microm HM 335 E der Firma Microm, Mikrotomklingen A35 der Firma Feather, die
Kiihlplatte COP 30-010 der Firma Medite sowie das Wasserbad TFB 35 der Firma Medite. Das
Wasserbad wurde zur Herstellung auf 38°C erwédrmt. Die Mikrotomeinstellungen waren 2-3

um fiir die Dicke des Schnitts sowie 8° fiir den Messerabstandswinkel.
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5.2 Patientinnenkollektiv — Klinische Daten

Das erstellte Gewebekollektiv entsprach einem klinischen Kollektiv aus 254 Patientinnen mit

folgenden klinischen Eckdaten:

Tabelle 2: Deskriptive Daten zum Kollektiv

n %

Alter bei Diagnose (in Jahren) 63,2 (20-89;s=11,4)
Gesamt 252 100
FIGO-Stadium

111 186 73,8

v 66 26,2
Histologisches Grading

2 28 11,1

3 223 88,5
Resttumor

RO (makrosk. Tumorfreiheit) 105 41,7

R1 (Tumorrest <lcm) 71 28,2

R2 (Tumorrest >1cm) 72 28,6
Aszitesmenge

Kein Aszites 29 11,5

< 500ml Aszites 38 15,1

> 500ml Aszites 71 28,2
Tod im Untersuchungszeitraum

Ja 170 67,5

Nein/unbekannt 82 32,5
Rezidiv im Untersuchungszeitraum

Ja 174 69,0

Nein/unbekannt 78 31
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5.3 Immunhistochemische Féarbungen

Alle TMA-Gewebeschnitte wurden immunhistochemisch (IHC) auf die Expression von CD3,
CD8, FOXP3 sowie PD-L1 untersucht.

Im Labor von Dr. med. vet. Katja Steiger (vergleichende experimentelle Pathologie, TUM)

wurden die IHC-Farbungen in vollautomatisierten Farbesystemen der Firma Roche (Ventana

BenchMark XT IHC/ISH Farbemodul) durchgefiihrt.

Die Fiarbungen gegen CD3, CD8 und FOXP3 wurden gemiB dem laborinternen
Standardprotokoll ,,T CeP CCI“ Nr. 301 nach der Prozedur , XT ultraView DAB v3*
durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils die Antikorper Anti-CD3-MRQ-39 von Cell Marque, Anti-
CD8-C8/144B von Dako und Anti-FOXP3-236A/E7 von Abcam als Primédrantikorper

eingesetzt. Die wichtigsten Zwischenschritte des Firbeprotokolls sind in Tabelle 3

zusammengefasst, das detaillierte Originalprotokoll findet sich im Anhang.

Tabelle 3: Farbeprotokoll T CeP CC1 Nr. 301

Schritt

Unterschritte

Entparaffinierung

Autheizen des Objekttragers bis 75° C fiir 4 Minuten
Mehrere Waschschritte
Aufheizen des Objekttragers bis 76° C fiir 4 Minuten
Mehrere Waschschritte

Hitzevorbehandlung und
Conditioning

Cell Conditioner 1 auftragen

Aufheizen des Objekttragers bis 100° C fiir 4 Minuten
Cell Conditioner 1 mehrschrittig auftragen

Spiilen mit Reaktionspuffer

Blockierung der endogenen
Peroxidaseaktivitat

Aufheizen des Objekttriagers bis 37° C
Inkubation fiir 4 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

1 Tropfen UV INHIBITOR auftragen
Inkubation fiir 4 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

Primérantikorper

Aufheizen des Objekttriagers bis 37° C

Inkubation fiir 4 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

Handauftrag mit Primirantikérper in jeweiliger
Verdiinnung

Inkubation fiir 32 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

Sekundarantikorper

Auftheizen des Objekttragers bis 37° C
Inkubation fiir 4 Minuten
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Spiilen mit Reaktionspuffer

1 Tropfen UV HRP UNIVERSAL MULTIMER
auftragen

Inkubation fiir 8§ Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

Markierung und Férbung Spiilen mit Reaktionspuffer

1 Tropfen UV DAB und einen Tropfen UV DAB H202
und LCS auftragen

Inkubation fiir 8 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

Verstiarkung 1 Tropfen UV COPPER auftragen

Inkubation fiir § Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

Da es fiir das Antigen PD-L1 im Gegensatz zu den anderen Antigenen weniger Erfahrungen
mit lange erprobten und gut etablierten Primérantikdrpern gab, wurden hier zunéchst
Testfarbungen mit zwei verschiedenen Antikorpern durchgefiihrt — mit dem Antikdrper Anti-
PD-L1-22C3 von Dako und dem Antikdrper Anti-PD-L1-SP263 von Ventana Medical
Systems/Roche. Nach einer mikroskopischen Zwischenbeurteilung der Férbequalitit und
Auswertbarkeit durch PD Dr. Aurelia Noske fiel die Wahl auf den Antikérper SP263 von
Ventana Medical Systems/Roche, mit dem dann die Féarbungen des restlichen Kollektivs
komplettiert wurden. Dazu wurde das dem laborinterne Standardprotokoll ,,PDL1 SP263* Nr.
1 nach der Prozedur ,,XT VENTANA PD-L1(SP263) Assay* durchgefiihrt. Die wichtigsten
Zwischenschritte des Firbeprotokolls sind in Tabelle 4 zusammengefasst, das detaillierte

Originalprotokoll findet sich im Anhang.

Tabelle 4: Féarbeprotokoll PDL SP263 Nr. 1

Schritt Unterschritte

Entparaffinierung Aufheizen des Objekttriagers bis 75° C fiir 4 Minuten
Mehrere Waschschritte
Aufheizen des Objekttriagers bis 76° C fiir 4 Minuten
Mehrere Waschschritte

Hitzevorbehandlung und Cell Conditioner 1 auftragen

Conditioning Autheizen des Objekttriagers bis 95°C fiir 4 Minuten

Aufheizen des Objekttriagers bis 100° C fiir 8 Minuten
Cell Conditioner 1 mehrschrittig auftragen

Spiilen mit Reaktionspuffer

Blockierung der endogenen | Aufheizen des Objekttrigers bis 37° C
Peroxidaseaktivitét Spiilen mit Reaktionspuffer

1 Tropfen OV PEROXIDASE INHIBITOR auftragen
Inkubation fiir 4 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

Primérantikrper Autheizen des Objekttrigers bis 37° C
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Inkubation fiir 4 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

1 Tropfen Ventana-PDL1 (SP263) auftragen
Inkubation fiir 16 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer in mehreren Schritten
Sekundarantikorper Spiilen mit Reaktionspuffer

1 Tropfen OV HQ UNIVERSAL LINKER auftragen
Inkubation fiir § Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

1 Tropfen OV HRP MULTIMER auftragen
Inkubation fiir 8 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer in mehreren Schritten
Markierung und Férbung Spiilen mit Reaktionspuffer

1 Tropfen UV DAB und einen Tropfen UV DAB H202
und LCS auftragen

Inkubation fiir § Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

Verstiarkung 1 Tropfen UV COPPER auftragen

Inkubation fiir 4 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

Waschgang

Gegenfarbung Aufheizen des Objekttriagers bis 37° C

Spiilen mit Reaktionspuffer

1 Tropfen HEMATOXYLIN II auftragen
Inkubation fiir 8 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

Gegenfarbung Spiilen mit Reaktionspuffer

1 Tropfen BLUING AGENT auftragen
Inkubation fiir 4 Minuten

Spiilen mit Reaktionspuffer

5.4 Histologische Evaluation

Die histologische Auswertung erfolgte durch Begutachtung der jeweiligen Farbungen am PC
mit der Ansichtssoftware Aperio ImageScope im Anschluss an die Digitalisierung der
Objekttrager mittels Objekttriger-Scanner.

Zur semiquantitativen Evaluation wurden Auswertungsschemata zugrunde gelegt, die in
vorheriger Diskussion mit PD Dr. Aurelia Noske entwickelt worden waren.

Fiir die Marker CD3 und CD8 wurde hierzu eine Ordinalskala festgelegt, deren Werte dem
prozentualen Anteil der Zellen mit einer Expression des jeweiligen Proteins in Zehnerschritten
entsprachen. Eine subjektiv wahrgenommene Expression des Proteins durch 1-9% der Zellen

wurde hier beispielsweise mit der Kategorie ,,1-10%*“ bewertet, was zur besseren
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Ubersichtlichkeit mit ,,5%* betitelt wurde. Zur Orientierung wurde die nachfolgende Skizze

herangezogen:

Abbildung 2: Schema zur semiquantitativen Auswertung der Expression immunhistochemisch
markierter Proteine.

Diese wurde um die Kategorie ,,<I1%/any* ergénzt, um die Félle mit einer sehr geringen
Expression getrennt von 0% betrachten zu kdnnen. Dabei wurde die Expression in Stroma und
Tumorepithelgewebe getrennt beurteilt und dokumentiert. Dots, die nicht eindeutig einem Wert
dieses Scores zugeordnet werden konnte, wurden entsprechend als kontrollbediirftig
klassifiziert und nach Riicksprache mit PD Dr. Aurelia Noske erneut evaluiert. Nicht
auswertbare Gewebedots (aufgrund von Schiadigung wihrend der Fiarbeprozedur) entfielen der
weiteren Analyse.

Zur besseren Orientierung beim histologischen Scoring wurden in Absprache mit der
Pathologin PD Dr. Aurelia Noske fiir die jeweiligen Abschnitte représentative Proben aus dem
Kollektiv herausgesucht und daraus fiir Stroma und Epithel jeweils Ubersichten erstellt, die den
Auswertern wihrend der Auswertung zur stdndigen Abgleichmdglichkeit vorlagen, um

moglichst einheitliche Ergebnisse zu erzielen.
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Abbildung 3: Orientierungshilfe fiir die semiquantitative Auswertung der CD3- und CD8- Expression

im Gewebe (A: Stroma, B: Tumorepithel)

Fir den Marker FOXP3 wurde das Scoring-Konzept aufgrund des prozentual deutlich

geringeren Anteils exprimierender Zellen abgewandelt: Hier wurden nur die 3 Kategorien ,,0*

(keine oder maximal eine Zelle im ganzen Dot angeférbt), ,,1 (vereinzelte angeférbte Zellen —

auf einen gesamten Dot hochgerechnet etwa 2-5 Zellen) und ,,2* (zahlreiche Zellen) vergeben.

Dabei wurde die Expression in Stroma und Tumorepithelgewebe getrennt beurteilt und

dokumentiert.

o)

Abbildung 4: Beispiele fiir vergebene Scores in der Auswertung der IHC-Féarbung gegen FOXP3, 40-

fache VergroBerung
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Fiir den Marker PD-L1 wurde ein dhnliches Konzept angewandt. Es konnten Werte auf einer
Ordinalskala von 0 (keine Expression) bis 4 (Hochstwert der im Kollektiv gefundenen
Expression) vergeben werden. Dabei wurde die Expression in Tumorepithelgewebe und den

tumor- infiltrierenden Immunzellen getrennt beurteilt und dokumentiert.

Abbﬂdung 5: Beispiele fiir vergebene Scores in der Auéwertung der IHC-Féarbung gegen PD-L1, 40-
fache VergroBerung

Die Auswertung nach diesen Konzepten erfolgte fiir die Farbungen gegen CD3, CD8 und
FOXP3 durch zwei unabhingige Bewerter (Janna Nikonov, PD Dr. Holger Bronger,
Gyndkoonkologe) und fiir die Féarbungen gegen PD-L1 durch PD Dr. Aurelia Noske
(Pathologin). Alle Werte wurden in einer Tabelle dokumentiert und im néchsten Schritt
statistisch ausgewertet. Um fiir jeden Fall pro Lokalisation jeweils nur einen Wert zu erlangen,
wurde zwischen den mitunter unterschiedlichen Scores im Falle von mehreren Dots jeweils der
Median gebildet und falls der Median zwischen zwei auf der verwendeten Ordinalskala

vorkommenden Werte lag, wurde nichsthohere Wert der Ordinalskala festgelegt.

Die so generierten ordinalskalierten Scores wurden anschlieend fiir die Marker CD3 und CD8
zusdtzlich in die Kategorien «low» und «high» dichotom nominalskaliert eingeteilt, fiir die
Marker FOXP3 und PD-L1 erfolgte die dichotome Nominalskalierung nach «negativ» und

«positiv». Hierflir wurden folgende Einteilungswerte («Cut-Off-Werte») gewihlt:
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Tabelle 5: Kategorienbildung fiir jeweilige dichotome Nominalskalen

«low» «highy»
CD3 0%; <1% 1-9%; 10-19%; 20-29%; 30-39%; 40-49%; >50%
CDS8 0%; <1% 1-9%; 10-19%; 20-29%; 30-39%; 40-49%; >50%
«negativ» «positivy
FOXP3 0 1;2
PD-L1 0 1;2;3;4;5

Der Wahl dieser Cut-Off-Werte liegt in erster Linie eine Einschitzung physiologisch sinnvoller

Kategorien zugrunde. Zum anderen konnten durch die Wahl dieser Kategorien dhnlich grofie

Vergleichsgruppen generiert werden und gro3tmogliche Effekte gezeigt werden.

Fiir einige Untersuchungen wurden die ordinalskalierten Werte, fiir andere die dichotomisierten

Kategorien herangezogen. Diese Wahl hing hier in erster Linie von der optimaleren und

iibersichtlicheren grafischen Darstellung ab, zum anderen von Uberlegung physiologisch

sinnvoller Kategorisierung.
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5.5 Statistische Auswertung

Die Autbereitung des Datensatzes erfolgte mit Microsoft Excel (Microsoft Corporation (2018);
Microsoft 365 MSO, Version 2301 Build 16.0.16026.20002, Redmond, USA) und R (R Core
Team (2021). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Version 4.2.2, Vienna, Austria) sowie RStudio (RStudio Team (2020).
RStudio: Integrated Development for R. Version 2022.12.0+353, PBC, Boston, MA) Die
statistische Auswertung und grafische Umsetzung erfolgte mit R und RStudio. Folgende Pakete

wurden dabei verwendet:

Datenmanagement: dplyr, tidyr, tibble, readxl, rio, data.table

Statistische Auswertungen/ Grafische Darstellung: ggplot2, gridExtra, extrafont, patchwork,
plotly, survival (Kaplan-Meier-Kurven), networkD3 (Sankey-Diagramme), corrplot
(Korrelationstafeln), ggsankey

Sonstige: remotes, htmlwidgets, psych

Teilweise wurden im Anschluss mit Microsoft PowerPoint Legenden eingefiigt und
Beschriftungen optimiert. Die Erstellung von Abbildung 1 erfolgte ebenfalls mit Microsoft
PowerPoint (Microsoft Corporation (2018); Microsoft 365 MSO, Version 2301 Build
16.0.16026.20002, Redmond, USA).

Die Arbeit ist als explorative Analyse zu verstehen. Alle angegebenen p-Werte dienen einer
groben Einordnung der Signifikanz und sind nicht im Sinne einer Hypothesenbestitigung oder
-ablehnung gemeint.

Um das Zusammenspiel und die teils gegensitzlichen Aufgaben der verschiedenen Bestandteile
des Immunsystems zu beriicksichtigen, wurden verschiedene Scores und Ratios gebildet. In der
Literatur vorbeschrieben ist die CD8/FOXP3-Ratio, die das Verhiltnis des Anteils CDS-
positiver Zellen zu dem Anteil FOXP3-positiver Zellen abbildet. In verschiedenen Studien, in
denen die Quantifizierung der CD8- und FOXP3-Expressionen auf metrischen Verhéltnisskalen
erfolgte, war die Bildung dieser Ratio durch bloe Division der Werte moglich (Preston et al.,
2013; Sato et al., 2005). Mitunter wurden diese so gebildeten Werte anschlieend in
ordinalskalierte Bereiche gruppiert (Knutson et al., 2015). In anderen Studien wurde von
Anfang an die Ratio auf einer Ordinalskala abgebildet (Ono et al., 2020). Da in dieser Arbeit
die Expression semiquantitativ auf Ordinalskalen abgebildet wurde, konnte auch die Ratio nur

auf einer Ordinalskala quantifiziert werden. Um eine begriindete und nachvollziehbare

32



Einteilung vorzunehmen, wurde zunéchst die urspriingliche Quantifizierung der Expressionen
von CDS als sehr grobe Beschreibung des prozentualen Anteils gefirbter Zellen verstanden
(beispielsweise entspricht der Wert ,,15° hier dem Bereich ,,10-20% und wird somit als
»15%+/-5%“ verstanden. Fiir die FOXP3-Expression wurden ebenfalls der Ordinalskala
entsprechenden Prozentwerte verwendet, diese wurden auf 0,5% fiir den Scorewert 0, auf 3%
fiir den Scorewert 1 und 5% fiir den Scorewert 2 festgelegt.

Auch wenn die so entstandenen Skalen keine Verhéltnisskalen sind, wurden fiir eine sehr grobe
Einschitzung der Ratio die Werte durcheinander dividiert. Die so erhaltenen scheinbar metrisch
skalierten Werte (siche Tabelle 6) wurden anschliefend in die Bereiche ,,0<x<1%, ,,1<=x<5*
und ,x>=5“ eingeteilt. Fiir diese Einteilung wurden die jeweiligen Fallzahlen der so

entstehenden Subgruppen berticksichtigt.

Tabelle 6: Schema fiir die Bildung einer CD8/FOXP3-Ratio

CD8

0 (ca. 0,5%)
FOXP3 |1 (ca.3%)
2 (ca. 5%)

[} le) [l fen

CD8

0 (ca. 0,5%)
FOXP3 | 1 (ca. 3%)
2 (ca. 5%)

Um den Unterschied zwischen einer sehr geringen (sowohl CD8 niedrig als auch FOXP3
niedrig) und einer sehr hohen Gesamt-Immuninfiltration, die gleichermaBen durch eine
»medium*“ CD8/FOXP3-Ratio reprasentiert werden, wurde zudem ein ,,CD8/FOXP3-Score*
gemil Tabelle 7 gebildet.

Tabelle 7: Schema fiir die Bildung eines CD8/FOXP3-Scores

CD8

FOXP3
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Die Abbildung verschiedener Immunologischer Subtypen unter Beriicksichtigung der CDS-
sowie PD-L1-Expression erfolgte analog einer Studie von Teng et al. (Teng et al., 2015)

Tabelle 8: Schema fiir die Bildung von immunologischen Typen I - IV

CD8
0 1 5 15 25 35 45
0 1 v v v v v v
1 I I I I I I I
PD-L1 |2 I I I I I I I
3 I I I I I I I
4 I I I I I I I
Typ I TILS*/PD-L1*
Typ II TILS / PD-L1-
Typ 1 TILS /PD-L1"
Typ IV TILS'/PD-LI-

TILS" ist definiert als CD8-positiv, PD-L1" ist definiert als PD-L1-positiv in Immun- und/oder

Tumorzellen.

Als Mal fiir den Vergleich der verschiedenen Lokalisationen untereinander wurde fiir alle
Biomarker getrennt ein Heterogenititsindex gebildet. Hier werden jeweils unter Betrachtung
der dichotomisierten Skala (fiir CD3 und CDS8: ,low*/“high®, fir FOXP3 und PD-L1
Lhegativ/positiv) die Werte von zwei der Lokalisationen paarweise verglichen.

Ubereinstimmung wurde als homogen, Ungleichheit als heterogen gewertet (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Schema fiir die Bildung eines Heterogenitéts-Index

Lokalisation 2
low bzw. negativ high bzw. positiv
Lokalisation 1 lqw bzw. negqtl'v homogen heterogen
high bzw. positiv heterogen homogen

Da hier keine Unterscheidung zwischen der beiden als homogen eingestuften Situation einer
gleichsam hohen und gleichsam niedrigen Infiltration moglich ist, wurde zudem ein

Heterogenitétsscore gebildet (siehe Tabelle 10).
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Tabelle 10: Schema fiir die Bildung eines Heterogenitéts-Scores

Lokalisation 2
low bzw. negativ high bzw. positiv
. low bzw. negativ low-low (1) low-high (2)
Lokalisation 1 ["hioh baw. positiv high-low (3) high-high (4)

Univariate Uberlebenszeitanalysen:

Es wurden Analysen durchgefiihrt fiir das Gesamtiiberleben (OS, overall survival = Zeit
zwischen Diagnose und Tod in Monaten, Todesursache irrelevant) und das progressionsfreie
Uberleben (PFS, Progressionsfreies Uberleben = Zeit zwischen Diagnose und Progression der
Erkrankung oder Tod in Monaten, falls Tod: Todesursache irrelevant). Die Errechnung erfolgte
tiber das R-Package Survival mittels Kaplan-Meier-Schitzer, vergleichende Analysen mittels

Log-Rank-Test, die grafische Darstellung durch Kaplan-Meier-Kurven.

Korrelationen:

Korrelationsanalysen zwischen verschiedenen ordinalskalierten Parametern erfolgten mittels
Berechnung des Spearman-Korrelationskoeffizienten (R Base) und grafische Darstellung in

Korrelationstafeln mit Angabe des P-Werts mittels R-Package corrplot.
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5.6 Ubersichtstabellen aller verwendeten Materialien und Gerite

Tabelle 11: Verwendete Antikorper fiir die immunhistochemischen Farbungen

Antikdrper- Zielprotein Beschreibung Hersteller Katalognummer | Verwendete
Verdiinnung
Anti-CD3 - MRQ-39 Rabbit Monoclonal Cell Marque CMC10339020 | 1:500
IgG1
Anti-CD8 - C8/144B Mouse Monoclonal Abcam ab75129 1:100
I1gG1
Anti-FOXP3 - 236A/E7 Mouse Monoclonal Abcam ab20034 1:200
I1gG1
Anti-PD-L1 - SP263 Rabbit Monoclonal Ventana 07494 190 001 | 1:50
IgGl1
Tabelle 12: Verwendete Reagenzien fiir die immunhistochemischen Farbungen
Reagenz Beschreibung Hersteller Katalognummer
CC1 - Cell Conditioning | Leicht basischer Puffer auf TRIS- Ventana Medical 950-124
1 Basis zur Vorbehandlung Systems, Roche
formalinfixierter Praparate zur
Renaturierung von Proteinen
UV-Inhibitor Peroxidaseinhibitor (3% hydrogen Ventana Medical 760-500
Peroxid-Ldsung) Systems, Roche
UV HRP UNIV Multimer-Sekundar-Antikdrper (UltraView
MULT (Kombination aus HRP-markierten Universal DAB
Antikorpern (goat anti-mouse IgG, Detection Kit)
goat antimouse IgM, and goat anti-
rabbit) (<50 pg/mL) in einer
Pufferlsung aus Protein mit
ProClin 300, einem
Konservierungsmittel)
UV DAB Chromogen (0.2%
3, 3’-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid in einer
stabilisierenden Losung mit einem
Konservierungsmittel)
UV DAB H202 Peroxidase aus Meerrettich (0.04%
Hydrogen-peroxid in einer
Phosphat-Pufferlosung)
UV COPPER Verstérker (Kupfersulfat (5g/L) in
Acetatpuffer mit
Konservierungsmittel)
Reaktionspuffer Pufferlosung (pH 7.6 + 0.2) auf Ventana Medical 950-300
Tris-Basis Systems, Roche
OV Peroxidase Peroxidaseinhibitor (3% hydrogen Ventana Medical 760-700
Inhibitor Peroxid-Ldsung) Systems, Roche
OV HQ Universal Multimer-Sekundér-Antikorper (OptiView DAB
Linker (Kombination aus HQ-markierten IHC Detection Kit)
Antikdrpern (goat anti-mouse IgG,
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goat antimouse IgM, and goat anti-
rabbit) (<50 pg/mL) in einer
Pufferlosung aus Protein mit
ProClin 300, einem
Konservierungsmittel)

(HQ ist ein kovalent an goat-
Antikdrper gebundenes Hapten)

OV HRP Multimer

Mouse Monoclonal antiHQ-labeled
HRP Tertidr-Antikorper (<40
pg/mL) in einer Pufferlésung aus
Protein mit ProClin 300, einem
Konservierungsmittel)

OV DAB

Chromogen (0.2%

3, 3’-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid in einer
stabilisierenden Losung mit einem
Konservierungsmittel)

OV DAB H202

Peroxidase aus Meerrettich (0.04%
Hydrogen-peroxid in einer
Phosphat-Pufferlosung)

OV Copper

Verstérker (Kupfersulfat (5g/L) in
Acetatpuffer mit
Konservierungsmittel)

Hematoxylin 11

Gegenfarbung von Zellkernen

Ventana Medical
Systems, Roche

790-2208

Bluing Reagent

Wissrige Pufferlosung mit
Lithium-Acetat zur Gegenfarbung
von Zellkernen

Ventana Medical
Systems, Roche

760-2037
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6 Ergebnisse

6.1 Deskriptive Ubersicht iiber die Anteile

Immun-Marker

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

CD3 - Tumorepithel

Primarius Peritoneum  Omentum Majus
n=247 n=143 n=143

CD8 - Tumorepithel

Primarius Peritoneum  Omentum Majus
n=245 n=140 n=142

FOXP3 - Tumorepithel
Primarius Peritoneum  Omentum Majus

n=243 n=142 n=145

PD-L1 - Tumorzellen

Primarius Peritoneum  Omentum Majus
n=239 n=138 n=141

exprimierender Zellen der untersuchten

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

CD3 - Stroma
Primarius Peritoneum  Omentum Majus
n=242 n=148 n=143
CD8 - Stroma

Primarius Peritoneum  Omentum Majus
n=241 n=138 n=134

FOXP3 - Stroma

Primarius Peritoneum  Omentum Majus

n=243 n=144 n=145

PD-L1 - Immunzellen

Primarius Peritoneum  Omentum Majus

n=239 n=138 n=141

45
35
25
15

35
25
15

o =N

]|
oO=_NWH

Abbildung 6: Expression der untersuchten Immun-Marker nach Lokalisation (relative Anteile der
Ausprigungen an der Gesamtzahl der jeweils untersuchten Falle)
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Nachfolgend wird in Abgrenzung zum Metastasengeweben der Begriff ,,Haupttumor* fiir das
Ovarialtumorgewebe verwendet. In einem Grofteil der Félle konnten sowohl in den
Ovarialtumor- (Haupttumor-) als auch in den Metastasen-Gewebeproben CD3-positive Zellen
gefunden werden. Hierbei war im Vergleich die Infiltration im Stroma etwas ausgeprégter als
im Tumorepithel (Abbildung 6A und B). Unterschiede in den verschiedenen Lokalisationen
lieBen sich fiir die Infiltration des Tumorepithels allenfalls tendenziell beobachten: Bei den
Peritonealmetastasen fanden sich mehr Fille mit hoheren Infiltrationen als im Haupttumor, bei
den Omentum-Metastasen zeigte sich eine umgekehrte Tendenz. Deutlichere Unterschiede
wurden bei der Untersuchung der Stroma-Infiltration durch CD3-positive Zellen sichtbar: Hier
wurden in den Metastasen, insbesondere in Omentummetastasen, im Vergleich zum
Hauptttumorgewebe hdufiger hohere Infiltrationsgrade gefunden, was darauf hindeuten konnte,

dass diese Lokalisationen ein inflammatorischeres Milieu aufweisen.

Tabelle 13: Anteil der Zellen mit CD3-Expression nach Lokalisation, A = Ausprigung der
Immuninfiltration (semiquantitativ)

Tumorepithel Stroma

Haupttumor Peritoneum  Omentum | Haupttumor Peritoneum  Omentum
A n % n % n % n % n % n %
0 31 12,6 14 9.8 20 14,0 15 6,2 6 4,1 4 2,8
1 59 23,9 41 28,7 45 31,5 33 13,6 7 4,7 5 3,5
5 95 38,5 46 32,2 40 28,0 84 34,7 30 20,3 23 16,1
15 45 18,2 29 20,3 31 21,7 54 22,3 54 36,5 44 30,8
25 14 5,7 10 7,0 5 3,5 44 182 30 20,3 40 28,0
35 3 1,2 3 2,1 2 1,4 6 2.5 13 8,8 21 14,7
45 0 0,0 0 0,0 0 0,0 6 2.5 8 5.4 6 4,2

ges. | 247 143 143 242 148 143

Der Anteil CD3-positiv gewerteter Fille fillt fiir alle Lokalisationen bei der Betrachtung des
Stromas hoher aus als im Epithel. Dieser Unterschied stellt sich deutlicher dar bei der Wahl
einer dichotomen Einteilung in ,,low* (keine oder nur wenige Zellen positiv) versus ,,high*. Der
Anteil der als ,,high* gewerteten Fille war bei Betrachtung des Tumorepithels am hdchsten im
Haupttumorgewebe, am geringsten im Omentummetastasengewebe. Bei Betrachtung des
Stromas war genau umgekehrt der Anteil als ,high* gewerteter Fille am hdchsten im

Omentummetastasengewebe und am geringsten im Haupttumorgewebe.
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Tabelle 14: Abs. und rel. Anzahl der Félle mit als positiv bzw. "high" gewerteter CD3-Expression nach
Lokalisation

Tumorepithel Stroma
Haupttumor Peritoneum  Omentum | Haupttumor Peritoneum  Omentum
n Y% n Y% n Y% n Y% n Y% n Y%
pos. | 216 87,4 129 90,2 123 86,0 227 93.8 142 95,9 139 97,2
high | 157 63,6 88 61,5 78 54,5 194 80,1 135 91,2 134 93,7

Analoge Beobachtungen konnten auch fiir die jeweilige Infiltration durch CD8-positive Zellen

gemacht werden.

Tabelle 15: CD8-Expression nach Lokalisation, A = Ausprigung der Immuninfiltration
(semiquantitativ)
Tumorepithel Stroma
Haupttumor Peritoneum  Omentum | Haupttumor Peritoneum  Omentum
A n Y% n Y% n Y% n Y% n % n Y%
0 47 192 21 150 20 14,1 33 13,7 4 2,9 5 3,7
1 83 339 50 357 50 352 | 60 249 20 14,5 19 14,2
5 73 29,8 39 27,9 41 28,9 81 33,6 57 41,3 39 29,1
15 29 11,8 20 14,3 23 16,2 52 21,6 34 24,6 37 27,6
25 12 4,9 8 5,7 7 4,9 13 5,4 20 14,5 33 24,6
35 1 0,4 2 1,4 1 0,7 2 0,8 2 1,4 1 0,7
45 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,7 0 0,0
ges. | 245 140 142 241 138 134

Der Anteil CD8-positiv gewerteter Félle féllt auch fiir alle Lokalisationen bei der Betrachtung
des Stromas hoher aus als im Epithel. Auch hier stellt sich dieser Unterschied deutlicher dar bei
der Wahl einer dichotomen Einteilung in ,,Jlow* (keine oder nur wenige Zellen positiv) versus
,high®. Der Anteil der als ,,positiv" bzw. ,.high* gewerteten Fille war bei Betrachtung des
Tumorepithels etwas hoher in den Metastasenproben als im Haupttumorgewebe. Bei der
Betrachtung des Stromas waren die Anteile ,,positiv¢ bzw. ,high* gewerteter Fille in den

Metastasenlokalisationen deutlich hoher als im Haupttumorgewebe.

Tabelle 16: Abs. und rel. Anzahl der Félle mit als positiv bzw. "high" gewerteter CDS-Expression nach
Lokalisation

Tumorepithel Stroma
Haupttumor Peritoneum  Omentum | Haupttumor Peritoneum  Omentum
n Y% n Y% n Y% n Y% n Y% n %
pos. 198 80,8 129 92,1 122 85,9 208 86,3 134 97,1 129 96,3
high 115 46,9 69 49,3 72 50,7 148 61,4 114 82,6 110 82,1
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Auch FOXP3-positive Zellen fanden sich vergleichsweise am hiufigsten im Tumorepithel der

Peritonealmetastasen und im Stromagewebe beider Metastasen.

Tabelle 17: FOX-P3-Expression nach Lokalisation, A = Ausprigung der Immuninfiltration
(semiquantitativ)

Tumorepithel Stroma
Haupttumor Peritoneum  Omentum | Haupttumor Peritoneum  Omentum
n % n ) n % n Y% n % n %

A
0 | 119 49,0 48 338 62 428 | 72 296 27 188 26 179
1
2

48 19,8 42 29,6 39 26,9 53 21,8 24 16,7 29 20,0
76 31,3 52 36,6 44 30,3 118 48,6 93 64,6 90 62,1
ges. | 243 142 145 243 144 145

Tabelle 18: Abs. und rel. Anzahl der Félle mit als positiv gewerteter FOXP3-Expression nach
Lokalisation

Tumorepithel Stroma
Haupttumor Peritoneum  Omentum | Haupttumor Peritoneum  Omentum
n % n Y% n % n Y% n Y% n %
pos. 124 51,0 94 66,2 83 57,2 171 70,4 117 81,3 119 82,1

Die Expression von PD-L1 in Tumorzellen fiel insgesamt sehr gering aus, die meisten
Gewebeproben wiesen keinerlei PD-L1-positive Tumorzellen auf. Auch tumorinfiltrierende
Immunzellen exprimierten selten PD-LI1, hier konnten die hochsten Anteile in den
Peritonealmetastasen gefunden werden, die niedrigsten im Haupttumorgewebe. Wenn man
keine Unterscheidung zwischen der Expression auf Tumor- und Immunzellen bzw. in
Haupttumor- und Metastasengewebe trifft, also einen Fall insgesamt als PD-L1-positiv wertet,
sofern in irgendeiner der Lokalisationen eine positive Expression auftritt, so ergibt sich eine

Rate von 48% positiver Fille (121/252 Fillen).
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Tabelle 19: PD-LI1-Expression nach Lokalisation, A =

Auspriagung der Immuninfiltration

(semiquantitativ)
Tumorzellen Immunzellen
Haupttumor Peritoneum  Omentum | Haupttumor Peritoneum  Omentum
A n % n Y% n % n % n % n %
0 | 213 8,31 127 920 128 90,8 | 191 799 79 572 91 64,5
1 17 7,1 6 43 10 7,1 19 7,9 27 196 25 177
2 8 33 3 2,2 1 0,7 13 5,4 13 9,4 9 6,4
3 1 0,4 2 1,4 2 14 14 5,9 10 7,2 13 9,2
4 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 0,8 9 6,5 3 2,1
ges. 239 138 141 239 138 141

Tabelle 20: Abs. und rel. Anzahl der Félle mit als positiv gewerteter PD-L1-Expression nach

Lokalisation
Tumorzellen Immunzellen
Haupttumor Peritoneum  Omentum | Haupttumor Peritoneum  Omentum
n % n Y% n % n Y% n % n %
pos | 26 10,9 11 8,0 13 9.2 48 20,0 59 428 50 355
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6.2 Univariate Uberlebenszeitanalyse

Klinische Parameter

Fiir verschiedene klinische Parameter konnte eine Assoziation mit dem Uberleben gezeigt

werden: Weniger Resttumor nach der Staging-Operation, niedrigeres FIGO-Stadium, geringere

Aszitesmenge sowie geringeres Alter bei Erstdiagnose (ordinal kategorisiert) gehen in dem

untersuchten Kollektiv mit einem besseren Uberleben einher. Dies gilt sowohl fiir das

Gesamtiiberleben (overall survival, OS) als auch fiir progressionsfreie Uberleben (progression-

free survival, PFS, hier nicht abgebildet).
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Abbildung 7:

Uberlebenskurven (Gesamtiiberleben) nach Kaplan-Meier in Abhingigkeit

unterschiedlicher klinischer Parameter (A: Resttumor nach Debulking-Operation; B: FIGO-Stadium;

C: Aszitesmenge; D: Alter bei Erstdiagnose)
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Immunparameter und Uberlebenszeiten

Eine univariate Uberlebenszeitanalyse wurde zunichst fiir alle untersuchten Parameter an allen
jeweiligen Lokalisationen separat durchgefiihrt. CD3 und CD8 wurden dichotomisiert
untersucht (in den Kategorien ,,low* und ,high®), fiir FOXP3 wurden separate Analysen
gemacht in der oben genannten Ordinalskala sowie dichotomisiert in die Kategorien ,keine
Expression®/,,Expression“. Die PD-LI1-Expression wurde dichotomisiert nach ,keine
Expression®/,,Expression untersucht. Die sich dabei abzeichnenden Tendenzen sind in Tabelle

21 und Tabelle 22 zusammengefasst.

oS

Tabelle 21: Ubersicht iiber die Zusammenhinge mit dem Gesamtiiberleben der verschiedenen
Biomarker an den verschiedenen Lokalisationen (blassgriin: pos. Korrelation mit p<0,1, dunkelgriin:
pos. Korrelation mit p<0,05)

Haupttumor Peritoneum Omentum
Epithel Stroma Epithel Stroma Epithel Stroma
CD3 - - positiv - positiv -
CD8 (positiv) - positiv - - positiv
FOXP3 (positiv +-) - - positiv (012) - -
Immunzellen Tumorzellen | Immunzellen Tumorzellen | Immunzellen Tumorzellen
PD-L1 positiv - (positiv) - - -
PES

Tabelle 22: Ubersicht iiber die Zusammenhinge mit dem progressionsfreien Uberleben der
verschiedenen Biomarker an den verschiedenen Lokalisationen (blassgriin: pos. Korrelation mit p<0,1,
dunkelgriin: pos. Korrelation mit p<0,05, blassrot: negative Korrelation mit p<0,1)

Haupttumor Peritoneum Omentum
Epithel Stroma Epithel Stroma Epithel Stroma
CD3 - - - - positiv -
CD8 positiv - - - - positiv
FOXP3 - - - - (positiv) -
Immunzellen Tumorzellen | Immunzellen Tumorzellen | Immunzellen Tumorzellen
PD-LI (positiv) ((negativ)) (positiv) - - -
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CD3

Fiir die nach ,Jlow*/,,high® dichotomisierte CD3-Expression im Haupttumor zeichnet sich
weder mit dem PFS noch mit dem OS eine Assoziation ab. Allenfalls bemerkenswert ist eine
leichte numerische Tendenz zu einer negativen Assoziation der Expression im Stroma, wihrend
es sich im Tumorepithel genau umgekehrt verhilt. Fiir die Metastasen sind bei insgesamt
geringerer Fallzahl die Auspragungen im Stroma sehr ungleich verteilt, hier deuten sich keine
prognostischen Tendenzen an. Epithelial ist die Expression fiir beide Lokalisationen positiv mit
dem OS assoziiert, fiir das Omentum auflerdem auch mit dem PFS (siche Abbildung 8 und
Abbildung 9)

Bei der isolierten Betrachtung derjenigen Félle mit Resektionsstatus RO sind diese Effekte noch
deutlicher zu erkennen. Bei der alleinigen Betrachtung von Féllen, bei denen kein RO erreicht

werden konnte, lisst sich kein Uberlebensvorteil erkennen.
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Abbildung 8: Uberlebenskurven (Gesamtiiberleben) nach Kaplan-Meier in Abhiingigkeit der
epithelialen (links) und stromalen (rechts) CD3-Expressionsrate in den unterschiedlichen
Lokalisationen. A, B: Ovarialtumor; C, D: Peritonealmetastase; E, F: Omentummetastase
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A CD3-HT Epithel B cD3-HT Stroma
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Abbildung 9: Uberlebenskurven (Progressionsfreies Uberleben) nach Kaplan-Meier in Abhingigkeit
der epithelialen (links) und stromalen (rechts) CD3-Expressionsrate in den unterschiedlichen
Lokalisationen. A, B: Ovarialtumor; C, D: Peritonealmetastase; E, F: Omentummetastase
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Abbildung 10: Uberlebenskurven (Gesamtiiberleben) nach Kaplan-Meier in Abhingigkeit der
epithelialen CD3-Expressionsrate je nach Resektionsstatus (RO: links, R1: rechts) in den
unterschiedlichen Lokalisationen. A, B: Ovarialtumor; C, D: Peritonealmetastase; E, F: Omentum
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CD8

Die nach ,,“low*/“high* dichotomisierte CD8-Expression zeigt im Epithel des Haupttumors
eine Tendenz zur positiven Assoziation mit dem OS und PFS. Stromal zeichnet sich keine
Assoziation ab. Fiir die Omentummetastasen scheint eine positive Assoziation im Stroma
ausgepragter zu sein als epithelial (vor allem PFS), genau umgekehrt ist es in den

Peritonealmetastasen (hier v.a. OS) (siehe Abbildung 11 und Abbildung 12).

Bei der isolierten Betrachtung derjenigen Falle mit Resektionsstatus RO kann ein signifikanter
Uberlebensvorteil fiir eine als ,high* klassifizierte CD8-Expression fiir den Ovarialtumor sowie
die Omentummetastasen festgestellt werden. Bei der alleinigen Betrachtung von Fillen, bei
denen makroskopisch keine Tumorfreiheit erreicht werden konnte, ldsst sich kein

Uberlebensvorteil erkennen (sieche Abbildung 13).
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Abbildung 11: Uberlebenskurven (Gesamtiiberleben) nach Kaplan-Meier in Abhéngigkeit der
epithelialen (links) und stromalen (rechts) CD8-Expressionsrate in den unterschiedlichen
Lokalisationen. A, B: Ovarialtumor; C, D: Peritonealmetastase; E, F: Omentummetastase
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Abbildung 12: Uberlebenskurven (Progressionsfreies Uberleben) nach Kaplan-Meier in Abhéingigkeit
der epithelialen (links) und stromalen (rechts) CDS8-Expressionsrate in den unterschiedlichen
Lokalisationen. A, B: Ovarialtumor; C, D: Peritonealmetastase; E, F: Omentummetastase
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Abbildung 13: Uberlebenskurven (Gesamtiiberleben) nach Kaplan-Meier in Abhingigkeit der
epithelialen CDS8-Expressionsrate je nach Resektionsstatus (RO: links, R1: rechts) in den
unterschiedlichen Lokalisationen. A, B: Ovarialtumor; C, D: Peritonealmetastase; E, F: Omentum
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FOXP3

Die nach ,negativ*/,positiv dichotomisierte FOXP3-Expression scheint in allen
Lokalisationen tendenziell eher positiv mit dem Uberleben assoziiert zu sein, die Unterschiede
sind allerdings geringfiigig. Betrachtet man die ordinalskalierte FOXP3-Expression (,,negativ®,
»low*, | high) so ldsst sich allenfalls feststellen, dass zumeist eine hohe Expression verglichen
mit keiner Expression mit einem verbesserten Uberleben assoziiert ist, relevante Assoziationen
finden sich aber nicht, sodass eine prognostische Einordnung einer niedrigen Expression nicht

moglich ist (siche Abbildung 14 und Abbildung 15).

Ein signifikanter Unterschied im Gesamtiiberleben abhingig von der FOXP3-Expression im
Haupttumorgewebe zeigt sich bei der alleinigen Betrachtung derjenigen Fille, in denen eine
makroskopische Tumorfreiheit (R0O) erreicht werden konnte. Hier ist eine hohere Expression
mit einem lingeren Uberleben assoziiert. Fiir die Metastasengewebe konnte dieser Effekt nicht
gezeigt werden. Fiir die Fille mit R1-Status ergab sich ebenfalls kein Zusammenhang der

FOXP3-Expression mit dem Uberleben (siche Abbildung 16).

53



A Foxps-HT Epithel B roxps - PE stroma

(0s) (0S)
1.00 1.00
p=0.078 p=0.94
0.75 0.75
0.50 0.50
0.25 0.25
0.00 0.00 LI
0 50 100 150 200 250 0 100 200 300
FOXP3-Status == negativ. == positiv FOXP3-Status == negativ == positiv
C FOXP3 - PE Epithel D Foxp3-HT stroma
(08) (08)
1.00 1.00
p=0.57 p=0.15
0.75 0.75
0.50 0.50
0.25 0.25
S — |_I
0.00 0.00 I |
0 100 200 300 0 100 200 300
FOXP3-Status == negativ. == positiv FOXP3-Status == negativ == positiv
E roxps3- oM Epithel F Foxp3- oM stroma
(08) (08)
1.00 1.00
p=0.33 p=0.16
0.75 0.75
0.50 0.50
0.25 0.25
0.00 | 0.00
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
FOXP3-Status == negativ. == positiv FOXP3-Status == negativ == positiv

Abbildung 14: Uberlebenskurven (Gesamtiiberleben) nach Kaplan-Meier in Abhingigkeit der
epithelialen (links) und stromalen (rechts) FOXP3-Expressionsrate (dichotomisiert nach
negativ/positiv) in den unterschiedlichen Lokalisationen. A, B: Ovarialtumor; C, D:
Peritonealmetastase; E, F: Omentummetastase
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Abbildung 15: Uberlebenskurven (Gesamtiiberleben) nach Kaplan-Meier in Abhingigkeit der
epithelialen  (links) und stromalen (rechts) = FOXP3-Expressionsrate  (gruppiert in
Hnegative/“low/“high®) in den unterschiedlichen Lokalisationen. A, B: Ovarialtumor; C, D:
Peritonealmetastase; E, F: Omentummetastase
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A FOXP3 - HT Epithel B Foxps - HT Epithel
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Abbildung 16: Uberlebenskurven (Gesamtiiberleben) nach Kaplan-Meier in Abhingigkeit der
epithelialen FOXP3-Expressionsrate je nach Resektionsstatus (RO: links, R1: rechts) in den
unterschiedlichen Lokalisationen. A, B: Ovarialtumor; C, D: Peritonealmetastase; E, F: Omentum
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PD-L1

Fiir die PD-L1-Expression auf Immunzellen zeichnet sich im Haupttumorgewebe eine positive
Assoziation mit dem Uberleben ab. Demgegeniiber ist fiir die Expression auf Tumorzellen fiir
das OS keine Assoziation, fiir das PFS tendenziell eine negative Assoziation zu erkennen. In
den beiden Metastasenlokalisationen war eine Expression auf Tumorzellen nur in wenigen
Féllen zu verzeichnen, es besteht hier also eine grofle Fallzahlendifferenz zwischen den
Subgruppen mit einer Expression und denen ohne Expression. Die Expression auf Immunzellen
zeigt allenfalls fiir die Peritonealmetastasen eine positive Tendenz, fiir die Omentummetastasen

ist keine Assoziation erkennbar (siche Abbildung 17 und Abbildung 18).

Bei der separaten Betrachtung der Fille mit und ohne makroskopischen Tumorrest konnte fiir
keine der beiden Gruppen ein Zusammenhang der PD-L1-Expression mit dem Uberleben

festgestellt werden, dies gilt sowohl fiir die Expression in Immun- als auch in Tumorzellen

(siche Abbildung 19).
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A PD-L1 - HT Immunzellen B PD-L1 - HT Tumorzellen
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Abbildung 17: Uberlebenskurven (Gesamtiiberleben) nach Kaplan-Meier in Abhiingigkeit der PD-L1-
Expressionsrate in Immun-(links) und Tumorzellen (rechts) in den unterschiedlichen Lokalisationen.
A, B: Ovarialtumor; C, D: Peritonealmetastase; E, F: Omentummetastase
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A PD-L1 - HT Immunzellen B PD-L1 - HT Tumorzellen
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PD-L1-Status == negativ == positiv PD-L1-Status == negativ == positiv

Abbildung 18: Uberlebenskurven (Progressionsfreies Uberleben) nach Kaplan-Meier in Abhéingigkeit
der PD-L1-Expressionsrate in Immun-(links) und Tumorzellen (rechts) in den unterschiedlichen
Lokalisationen. A, B: Ovarialtumor; C, D: Peritonealmetastase; E, F: Omentummetastase
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A PD-L1 - HT Immunzellen B PD-L1 - HT Immunzellen

(OS - nur RO-Resektion) (OS - nur R1-Resektion)
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Abbildung 19: Uberlebenskurven (Gesamtiiberleben) nach Kaplan-Meier in Abhéngigkeit der PD-L1-
Expressionsrate je nach Resektionsstatus (RO: links, R1: rechts) in den unterschiedlichen
Lokalisationen. A, B: Ovarialtumor; C, D: Peritonealmetastase; E, F: Omentum
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6.3 Zusammenhang zwischen den Anteilen exprimierender Zellen der
unterschiedlichen Immun-Marker an den jeweiligen Lokalisationen
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Abbildung 20: Korrelationstafeln der verschiedenen Immunmarker untereinander, nach Lokalisation,
rechte obere Hilfte: Korrelationskoeffizienten nach Spearman, linke untere Hélfte: jeweilige P-Werte
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Untersucht wurden die Korrelationen der verschiedenen Marker untereinander an sechs
unterschiedlichen Lokalisationen: Jeweils epithelial sowie stromal in Haupttumor,
Peritonealmetastasen, Omentummetastasen. Es fallt auf, dass an allen Lokalisationen die
stirkste Korrelation zwischen den Expressionsraten von CD3 und CDS besteht. Ebenfalls stark
korreliert ist an allen genannten Lokalisationen die CD3-Expressionsrate mit der von FOXP3.
Etwas weniger stark, aber dennoch deutlich und mit einem p-Wert unter 0,05 korrelieren in
allen Lokalisationen die Expressionsraten von CD8 und FOXP3. Diese Assoziation ist am
stiarksten in Haupttumor und Omentum ausgeprégt, und hier jeweils etwas stérker epithelial als
stromal. In den Peritonealmetastasen ist diese Korrelation sowohl epithelial als auch stromal
dazu verglichen kleiner. Die Expressionsrate von PD-L1 auf Immunzellen korreliert in allen
Lokalisationen mittelgradig mit der Expressionsrate von CD3. Die Korrelation der PD-L1-
Expressionsrate mit der von CD8 ist dazu verglichen insgesamt in allen Lokalisationen etwas
geringer, jedoch in den Metastasenlokalisationen deutlicher als im Haupttumorgewebe. Die
Korrelation der PD-L1-Expressionsrate mit der FOXP3-Expressionsrate ist in den
Omentummetastasen etwas ausgeprdgter als im Haupttumor und Peritonealmetastasen.
Bemerkenswerterweise zeigte sich im Haupttumorgewebe eine schwache Korrelation zwischen
der PD-L1-Expression in Immun- und Tumorzellen, wiahrend dies in den Metastasen nicht der

Fall ist.

6.4 Zusammenhang der Anteile exprimierender Zellen der untersuchten Immun-Marker

zwischen den jeweiligen Lokalisationen

CD3

Die CD3-Expression korreliert am stiarksten zwischen den epithelialen und stromalen Geweben
an der jeweiligen Lokalisation. Diese Assoziation ist am ausgepragtesten im Haupttumor.
Auffillig ist eine deutliche Korrelation zwischen der epithelialen Expression im Haupttumor-
und Omentumgewebe, die Korrelation zwischen der Expression in Haupttumor- und
peritonealem Tumorepithel ist im Vergleich etwas geringer. Im Stroma ist die Korrelation
zwischen Expression in Haupttumor und den Metastasen jeweils geringfiigig kleiner als
epithelial, auch hier scheint die Assoziation zwischen Omentummetastasen und Haupttumor

grofler als die zwischen Peritonealmetastasen und Haupttumor. Die Metastasen untereinander

62



haben stromal eine hohere Assoziation bzgl. der CD3-Infiltration als epithelial. Insgesamt
scheint die CD3-Expression aber in allen Lokalisationen miteinander schwach bis mittelgradig
assoziiert zu sein (siche Abbildung 21). Bei der Betrachtung der Fallzahlen beim Vergleich von
zwel Lokalisationen fillt trotz dieser Korrelation direkt ins Auge, dass eine betridchtliche
Anzahl von Fillen eine heterogene Expression aufweist, also in einer Lokalisation als ,,high*
gewertet wurde und in der verglichenen Lokalisation als ,low* und umgekehrt. So konnen
jeweils vier Gruppen voneinander abgegrenzt werden: zum einen jeweils eine mit homogen
niedriger und homogen hoher CD3-Expression, zum anderen jeweils zwei Subgruppen mit in

den Lokalisationen unterschiedlicher CD3-Expression (siche Abbildung 22 und Abbildung 23).
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Abbildung 21: Korrelationstafel der CD3-Expression zwischen verschiedenen Lokalisationen, rechte
obere Hilfte: Korrelationskoeffizienten nach Spearman, linke untere Hélfte: jeweilige P-Werte
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Haupttumor Peritoneum Omentum Haupttumor
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Abbildung 22: Sankey-Diagramm zur CD3-Expression (Epithel) der verschiedenen Lokalisationen,
dichotomisiert nach ,,Jow* und ,,high* (,,Jow*: 0% Expression und vereinzelte exprimierende Zellen,
,»high“: >1% Expressionsrate). Untersucht wurden ausschlieSlich Félle, fiir die zu allen Lokalisationen
die ndtigen Daten vorhanden waren. Angegeben ist jeweils die absolute Anzahl der Félle in den Balken
fiir die angegebene Lokalisation und in den Flachen zwischen den Balken die Fille, die jeweils links
und rechts den angrenzenden Balkenabschnitten zugeordnet sind.
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Abbildung 23: Sankey-Diagramm zur CD3-Expression (Stroma) der verschiedenen Lokalisationen,
dichotomisiert nach ,,Jlow* und ,,high“ (,,low*: 0% Expression und vereinzelte exprimierende Zellen,
,high“: >1% Expressionsrate). Untersucht wurden ausschlielich Félle, fiir die zu allen Lokalisationen
die ndtigen Daten vorhanden waren. Angegeben ist jeweils die absolute Anzahl der Fille in den Balken
fiir die angegebene Lokalisation und in den Fliachen zwischen den Balken die Fille, die jeweils links
und rechts den angrenzenden Balkenabschnitten zugeordnet sind.
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CD8

Ahnliche Assoziationen prisentieren sich in der Analyse der CD8-Expression. Hier ist die

Korrelation zwischen der epithelialen omentalen Expression mit der im Haupttumor wieder

geringfiigig stirker als die mit der peritonealen. Im Stroma &hneln sich die beiden

Korrelationen. Auffillig ist im Vergleich zu CD3, dass die Korrelation zwischen den beiden

Metastasen stromal ausgeprigter zu sein scheint als epithelial (sieche Abbildung 24 bis

Abbildung 26).
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Abbildung 24: Korrelationstafel der CD8-Expression zwischen verschiedenen Lokalisationen, rechte
obere Hilfte: Korrelationskoeffizienten nach Spearman, linke untere Hilfte: jeweilige P-Werte, grau
hinterlegt: P-Werte < 0,05
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Abbildung 25: Sankey-Diagramm zur CD8-Expression (Epithel) der verschiedenen Lokalisationen,
dichotomisiert nach ,,Jow* und ,,high* (,,Jow*: 0% Expression und vereinzelte exprimierende Zellen,
,»high“: >1% Expressionsrate). Untersucht wurden ausschlieBlich Félle, fiir die zu allen Lokalisationen
die ndtigen Daten vorhanden waren. Angegeben ist jeweils die absolute Anzahl der Félle in den Balken
fiir die angegebene Lokalisation und in den Flachen zwischen den Balken die Fille, die jeweils links
und rechts den angrenzenden Balkenabschnitten zugeordnet sind.
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Abbildung 26: Sankey-Diagramm zur CD8-Expression (Stroma) der verschiedenen Lokalisationen,
dichotomisiert nach ,,Jlow* und ,,high“ (,,low*: 0% Expression und vereinzelte exprimierende Zellen,
,»high*“: >1% Expressionsrate). Untersucht wurden ausschlielich Félle, fiir die zu allen Lokalisationen
die nétigen Daten vorhanden waren. Angegeben ist jeweils die absolute Anzahl der Félle in den Balken
fiir die angegebene Lokalisation und in den Flachen zwischen den Balken die Fille, die jeweils links
und rechts den angrenzenden Balkenabschnitten zugeordnet sind.
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FOXP3

Die Korrelation der verschiedenen FOXP3-Expressionen gestaltet sich insgesamt weniger
ausgeprigt. Wihrend epithelial zwischen Haupttumor und den beiden Metastasenlokalisationen
jeweils eine leichte Assoziation zu bestehen scheint, gibt es stromal keine Korrelation.
Umgekehrt ist aber zwischen den beiden Metastasenlokalisationen untereinander stromal eine
hohere Assoziation beziiglich der FOXP3-Expression zu finden als epithelial (sieche Abbildung
29 bis Abbildung 28).
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Beide Lokalisationen unterschiedlich — ,negativ* und ,low"

Zwischenflachen

Beide Lokalisationen ,negativ*

Abbildung 27: Sankey-Diagramm zur FOXP3-Expression (Epithel) der verschiedenen Lokalisationen,
unterteilt nach ,,negativ®, ,,low* und ,high. Untersucht wurden ausschlieBlich Fille, fiir die zu allen
Lokalisationen die nétigen Daten vorhanden waren. Angegeben ist jeweils die absolute Anzahl der
Fille in den Balken fiir die angegebene Lokalisation und in den Fldchen zwischen den Balken die Fille,
die jeweils links und rechts den angrenzenden Balkenabschnitten zugeordnet sind.
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Abbildung 28: Sankey-Diagramm zur FOXP3-Expression (Stroma) der verschiedenen Lokalisationen,
unterteilt nach ,,negativ®, ,low* und ,,high“. Untersucht wurden ausschlieBlich Fille, fiir die zu allen
Lokalisationen die nétigen Daten vorhanden waren. Angegeben ist jeweils die absolute Anzahl der
Félle in den Balken fiir die angegebene Lokalisation und in den Flachen zwischen den Balken die Fille,
die jeweils links und rechts den angrenzenden Balkenabschnitten zugeordnet sind.
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Abbildung 29: Korrelationstafel der FOXP3-Expression zwischen verschiedenen Lokalisationen,
rechte obere Hilfte: Korrelationskoeffizienten nach Spearman, linke untere Hilfte: jeweilige P-Werte,
grau hinterlegt: P-Werte < 0,05
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PD-L1

Die Expression von PD-L1 korreliert sowohl fiir die Tumor- als auch fiir die Immunzellen am
stiarksten zwischen den beiden Metastasen. Auch zwischen Haupttumor und den Metastasen
ist eine Assoziation zu erkennen, jedoch etwas geringer. Im Haupttumor korreliert die PD-L1-
Expression in Tumorzellen mit der in Immunzellen. Weder in den Omentum- noch in den
Peritonealmetastasen zeichnet sich eine solche Assoziation zwischen der Expression in
Immun- und Tumorzellen ab (siche

Abbildung 30 bis Abbildung 32).
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Abbildung 30: Korrelationstafel der PD-L1-Expression zwischen verschiedenen Lokalisationen, rechte
obere Hilfte: Korrelationskoeffizienten nach Spearman, linke untere Hilfte: jeweilige P-Werte, grau
hinterlegt: P-Werte < 0,05
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Abbildung 31: Sankey-Diagramm zur PD-L1-Expression (Immunzellen) der verschiedenen
Lokalisationen, dichotomisiert nach ,,negativ* und ,,positiv. Untersucht wurden ausschlieflich Fille,
fiir die zu allen Lokalisationen die notigen Daten vorhanden waren. Angegeben ist jeweils die absolute
Anzahl der Fille in den Balken fiir die angegebene Lokalisation und in den Fldchen zwischen den
Balken die Fille, die jeweils links und rechts den angrenzenden Balkenabschnitten zugeordnet sind.
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Abbildung 32: Sankey-Diagramm zur PD-L1-Expression (Tumorzellen) der verschiedenen
Lokalisationen, dichotomisiert nach ,,negativ* und ,,positiv*. Untersucht wurden ausschlieBlich Fille,
fiir die zu allen Lokalisationen die notigen Daten vorhanden waren. Angegeben ist jeweils die absolute
Anzahl der Fille in den Balken fiir die angegebene Lokalisation und in den Fldchen zwischen den
Balken die Fille, die jeweils links und rechts den angrenzenden Balkenabschnitten zugeordnet sind.
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6.5 Heterogenitétsindex

Bei der Uberlebenszeitanalyse eines dichotomisierten Heterogenititsindex (sieche Abschnitt zu
Material und Methoden, Statistische Auswertung, Seite 32) fiir CD3 und CD8 zeichnet sich vor
allem fiir die Heterogenitét zwischen Haupttumor und Peritoneum eine positive Assoziation mit
dem Uberleben ab. Eine Heterogenitiit zwischen den beiden Metastasenlokalisationen in der
CD8-Expression zeigt ebenfalls eine deutliche Tendenz dazu, mit verlingertem Uberleben
einherzugehen (siche Abbildung 33). Fir FOXP3 und PD-L1 =zeigen sich keinerlei

Zusammenhinge zwischen Heterogenititsindex und Uberleben.

A Heterogenitatsindex CD3 HT-PE Epithel B Heterogenitatsindex CD8 HT-PE Epithel
(0S) (0S)

1.00 1.00

\_ p=0.057 p=0.033

|
0.75 0.75
0.50 0.50
0.25 0.25
=

0.00 I 0.00

0 100 200 300 0 50 100 150 200 250

Heterogenitatsindex == homogen heterogen Heterogenitatsindex =— homogen heterogen
C Heterogenitatsindex CD8 HT-PE Stroma D Heterogenitatsindex CD8 PE-OM Epithel
(0S) (PFS)
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\ p=0.012 p=0.013
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0.50 0.50
0.25 0.254
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Heterogenitatsindex == homogen heterogen Heterogenitatsindex == homogen heterogen

Abbildung 33: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier in Abhiingigkeit der Heterogenitiit zwischen den
verschiedenen Lokalisationen fir CD3 (A) und CD8 (B-D). A-C: X-Achse: Gesamtiiberleben,
Heterogenitétsindex zwischen Haupttumor und Peritoneum. A-B: Epithel, C: Stroma. D:
Progressionsfreies Uberleben in Abhingigkeit vom Heterogenititsindex zwischen Peritoneal- und
Omentummetastasen (Epithel)



Fiir eine differenziertere Betrachtung insbesondere der gleichermaBlen durch die Kategorie
,homogen* abgebildeten Subgruppen, die jeweils homogen hohe oder homogen niedrige
Expressionen aufweisen, lohnt sich die Betrachtung des Heterogenitétsscores (sieche Abbildung
34). Hier fallen wiederum vor allem fiir den Vergleich der CD3- und CD8-Expression zwischen
Haupttumor und Peritonealmetastasen Effekte auf: Ein Uberlebensvorteil zeichnet sich vor
allem fiir die Fille mit homogen hoher Expression ab. Zwischen den Uberlebenskurven der
Subgruppen mit heterogener und homogen niedriger Expression deutet sich kein Unterschied
an. Die Uberlebenszeitanalyse fiir FOXP3 zeigt keine eindeutigen Zusammenhiinge von
Heterogenititsscore und Uberleben. Fiir die Expression von PD-L1 sind die verglichenen

Fallzahlen sehr unterschiedlich, hier sind keine Tendenzen zu beobachten.

A Heterogenitatsscore CD3 HT-PE Epithel B Heterogenitatsscore CD8 HT-PE Epithel
(08) (0S)

0.75

0.50

0.50

0.25 0.25

0.00 0.004

Score low-low == low-high === high-low high-high Score low-low == low-high == high-low high-high

Abbildung 34: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier in Abhingigkeit des Heterogenititsscores
zwischen Haupttumor- und Peritonealmetastasenepithel fir CD3 (A) und CD8 (B). X-Achse:
Gesamtiiberleben in Monaten. Der P-Wert bezieht sich auf den zugrundeliegenden Log-Rank-Test mit
der Nullhypothese, dass alle untersuchten Gruppe die gleiche Uberlebenswahrscheinlichkeit haben.

6.6 Immunologischer Typ nach Teng

Die Verteilung der immunologischen Typen (sieche Abschnitt zu Material und Methoden,
Statistische Auswertung, Seite 32; Typ I: PD-L1+/CD8+, Typ II: PD-L1—/CD8—, Typ III: PD-
L1+/CD8—, Typ IV PD-L1-/CD8+) gestaltet sich in den verschiedenen Lokalisationen sehr
unterschiedlich. Vor allem im Haupttumor ist Typ IV vorherrschend. In den
Metastasenlokalisationen, insbesondere den Peritonealmetastasen, kommen auch die PD-L1-

positiven Typen I und III etwas héufiger vor. Dies gilt gleichermalen fiir Epithel wie Stroma,
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abgesehen von Typ III, der stromal hdufiger im Haupttumor beobachtet wurde, aber insgesamt

sehr selten vorkam (siehe Abbildung 35 und Tabelle 23). Eine eindeutige Assoziation mit dem

Uberleben konnte nicht gefunden werden. Vor allem Typ III konnte wegen geringer Fallzahl

nicht gut beurteilt werden. Fiir die anderen Typen zeichnet sich eine Tendenz dafiir ab, dass

Typ 1 mit der besten Prognose einhergeht, gefolgt von Typ IV und schlielich Typ II (sieche

Abbildung 36).
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Abbildung 35: Immunologische Typen nach Lokalisation (relative Anteile der vier Typen an der

Gesamtzahl der jeweils untersuchten Félle)

Tabelle 23: Absolute und relative Anzahl der jeweiligen immunologischen Subtypen nach Teng nach

Lokalisation, T = Subtyp nach Teng et al

Tumorepithel Stroma
Haupttumor Peritoneum  Omentum | Haupttumor Peritoneum  Omentum

T n % n % n % n % n % n %

I 56 23,5 61 45,2 50 35,7 52 22,5 64 48,1 47 35,6
II 43 18,1 16 11,9 16 11,4 28 12,1 4 3,0 4 3,0

I 2 0,8 4 3,0 4 2,9 4 1,7 0 0,0 1 0,8
v 137 57,6 54 40,0 70 50,0 147 63,6 65 48,9 80 60,6
ges. | 238 135 140 231 133 132
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Abbildung 36: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier in Abhiingigkeit des immunologischen Typs im
Tumorepithel des Haupttumors. X-Achse: A: Gesamtiiberleben in Monaten. B: Progressionsfreies
Uberleben in Monaten

6.7 CDS8/FOXP3-Ratio

Die CD8/FOXP3-Ratio unterscheidet sich zwischen den verschiedenen Lokalisationen
deutlich. Wihrend sich in den Peritonealmetastasen die Verteilung nur unwesentlich von der
im Haupttumor unterscheidet, wurden fiir die Omentummetastasen deutlich mehr Fille als
,medium® oder ,high* gewertet. Allerdings muss betont werden, dass vor allem fiir die
Wertung ,,high* die Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Lokalisationen gering ist:
Die meisten Fille, die in einer Lokalisation als ,,high* eingestuft wurden, sind in einer oder
beiden anderen Lokalisationen als ,,medium® oder sogar , low* gewertet (siche Abbildung 37

und Abbildung 38).
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Abbildung 37: Sankey-Diagramm zur CD8/FOXP3-Ratio (Epithel) der verschiedenen Lokalisationen,
aufgeteilt nach ,,low*, ,,medium® und ,,high“. Untersucht wurden ausschlieBlich Fille, fiir die zu allen
Lokalisationen die nétigen Daten vorhanden waren. Angegeben ist jeweils die absolute Anzahl der
Félle in den Balken fiir die angegebene Lokalisation und in den Flachen zwischen den Balken die Fille,

die jeweils links und rechts den angrenzenden Balkenabschnitten zugeordnet sind.
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Abbildung 38: Sankey-Diagramm zur CD8/FOXP3-Ratio (Stroma) der verschiedenen Lokalisationen,
aufgeteilt nach ,,low*, ,,medium* und ,,high*. Untersucht wurden ausschlielich Fille, fiir die zu allen
Lokalisationen die nétigen Daten vorhanden waren. Angegeben ist jeweils die absolute Anzahl der
Fille in den Balken fiir die angegebene Lokalisation und in den Fldchen zwischen den Balken die Fille,
die jeweils links und rechts den angrenzenden Balkenabschnitten zugeordnet sind.

Ein eindeutiger Zusammenhang mit dem Uberleben konnte nicht gefunden werden.
Interessanterweise zeichnet sich aber im Omentummetastasengewebe eine bessere Kurve fiir
als ,,high* gewertete Fille ab (siche Abbildung 39). Da in die Gruppe ,,medium* sowohl
CD8°"/FOXP3"°¥ als auch CD8"¢"/FOXP3Me" fillt, womit zwei ganz unterschiedliche
immunologische Situationen in eine Gruppe abgebildet werden, eignet sich zur weiteren
Stratifizierung die Bildung eines CD8/FOXP3-Scores (siche Abbildung 40). Hier sieht man vor
allem im Peritoneum-Epithel eine Tendenz fiir ein verbessertes Uberleben bei Fillen, die

sowohl hohe CDS8- als auch hohe FOXP3-Expressionen aufweisen.
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Abbildung 39: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier in Abhingigkeit der CD8/FOXP3-Ratio im
stromalen Omentummetastasengewebe.  X-Achse:  A:  Gesamtiberleben in  Monaten, B:
Progressionsfreies Uberleben in Monaten
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Abbildung 40: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier in Abhiingigkeit des CD8/FOXP3-Scores im
Epithel von Peritonealmetastasen. X-Achse: A: Gesamtiiberleben in Monaten, B: Progressionsfreies
Uberleben in Monaten
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7 Diskussion

Mit dieser Arbeit konnte erneut gezeigt werden, dass im Ovarialkarzinom durchaus
Immuninfiltrate gefunden werden kénnen. Die hohe Infiltrationsrate mit CD3+und CD8+ TILS
entspricht in etwa dem in verschiedenen Studien vorbeschriebenen Ausmall. In einer
Metaanalyse von Hwang et al wurden im Median 60% der Fille als positiv fiir intraepitheliale
CD3-Expression (Spannweite: 39% bis 90,2%) gewertet. Fiir die intraepitheliale Infiltration mit
CD8+ TILs ergab sich ein medianer Anteil von 62% als positiv gewerteter Félle (Spannweite:
19,4% bis 81,4%) (Hwang et al., 2012). Die jeweils hohe Spannweite erklirt sich durch die
inhomogene Definition von ,,Positivitdt” in den in der Metaanalyse eingeschlossenen Studien.
Dort war in einigen Studien jegliches Vorkommen positiver Zellen als Positivitit gewertet
worden, teilweise wurden Zellen in Gewebeausschnitten gezihlt und Cutoffs festgelegt. In der
hier vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche dichotome Einteilungen ausgewertet
(siche Abschnitt Material und Methoden). In der Auswertung mit ,,Positivitit” im Sinne
jeglichen Vorkommens exprimierender Zellen ergaben sich fiir CD3 und CDS jeweils Anteile
positiver Fille im oberen Bereich der oben genannten Spannweite der Metaanalyse. In der
Auswertung mit Unterscheidung zwischen ,,Jow* (keine oder nur wenige positive Zellen, siche
Abschnitt Material und Methoden) und ,,high* ergaben sich Anteile von positiv gewerteten
Féllen im Bereich des Medians der Metaanalyse fiir CD3 bzw. etwas darunter fiir CDS8 (siehe
Tabelle 24 und Tabelle 25). In der bereits oben genannten Metaanalyse wurden fiir diejenigen
Studien, die Positivitit als jegliches Vokommen von CD3+ bzw. CD8+ TILs werteten, weniger
signifikantere Effekte in den Uberlebenszeitanalysen gefunden als in den Studien mit héherem
Cutoff. Deshalb schlagen die Autoren vor, einen Cutoff von 5 positiven Zellen /200x HPF zu
wéhlen. Dies entspricht bei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten semiquantitativen
Auswertungsskala am ehesten der Einteilung in ,low* und ,high“, weshalb wir diese

Dichotomisierung fiir die Uberlebenszeitanalysen verwendeten.
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Tabelle 24: Abs. und rel. Anteile der Félle, die "positiv" bzw. "high" fiir CD3 gewertet wurden nach

Lokalisation

Tumorepithel

Stroma

Haupttumor Peritoneum

Haupttumor

Peritoneum Omentum

CD3 n % n %

n % n %

pos. 216 87,4 129 90,2
high | 157 63,6 88 61,5

142 95,9 139 97,2
135 91,2 134 93,7

Tabelle 25: Abs. und rel. Anteile der Fille, die "positiv" bzw. "high" fiir CD8 gewertet wurden nach

Lokalisation

Tumorepithel

Stroma

Haupttumor  Peritoneum

Haupttumor

Peritoneum  Omentum

CDS n % n %

n % n %

pos. | 198 80,8 129 92,1
high | 115 46,9 69 493

134 97,1 129 963
114 82,6 110 82,1

Auch eine verhéltnismiBig hohe FOXP3-Infiltration ist in verschiedenen Studien beobachtet

worden und bestdtigt sich in dem hier untersuchten Kollektiv. Etwa die Hilfte der untersuchten

Fille zeigte eine Infiltration durch FOXP3+ Zellen im Haupttumorgewebe, was sich sehr gut

deckt mit zwei Studien (Leffers et al., 2009; Milne et al., 2009).

Tabelle 26: Abs. und rel. Anteile der Fille, die "positiv" fiir FOXP3 gewertet wurden nach Lokalisation

Tumorepithel

Stroma

Haupttumor  Peritoneum

Haupttumor

Peritoneum Omentum

FOX
P n % n %

n % n %

pos. 124 51,0 94 66,2

117 81,3 119 82,1

Eine deutliche Diskrepanz findet sich allerdings in der PD-L1-Expression, die in dieser Arbeit
in deutlich geringerem Ausmaf3 gemessen wurde als in vergleichbaren Studien (siehe Tabelle

27 und Abbildung 41).

Tabelle 27: Abs. und rel. Anteile der Félle, die "positiv" fiir PD-L1 gewertet wurden nach Lokalisation

Tumorzellen

Immunzellen

Haupttumor Peritoneum

Haupttumor

Peritoneum Omentum

PD-
L1 n % n %

n % n %

pos. 26 10,9 11 8,0

59 42,8 50 35,5
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Abbildung 41: Ubersicht zu den Expressionsraten von PD-L1 in verschiedenen Studien mit
immunhistochemischer Untersuchung, die Farben geben die in den verschiedenen Studien untersuchten
Zellkompartimente an. Die Balken geben die Rate positiver oder als ,high* gewerteter Fille an,
genauere Angaben dazu finden sich in Tabelle 28.

Die Vergleichbarkeit ist allerdings gewissermallen durch die verschiedenen Studiendesigns

limitiert. Eine Ubersicht iiber die Studien ist in Tabelle 28 zu finden.

Beispielsweise unterschieden nur manche der Gruppen, insbesondere die spiteren
Untersuchungen, zwischen der Expression auf Tumorzellen und Immunzellen/Makrophagen,
auch eine Unterscheidung zwischen Hautpttumor und Metastasen wurde nur in wenigen
Studien gemacht. In dem hier untersuchten Kollektiv weisen 121 Fille eine PD-L1-Expression
in mindestens einer der genannten Lokalisationen auf. Ohne Riicksicht auf die Lokalisation und
den Zelltyp ergibt sich somit also eine Rate von ca. 48% (121/252). Diese Rate ist zwar noch
immer geringer als in denjenigen Studien, die keine solche Lokalisationsunterscheidung
getroffen haben, jedoch lieB3e sich so die Diskrepanz der Ergebnisse zumindest anteilig erkléren.
Bemerkenswert ist hier, dass auch in anderen Studien eine deutlich hohere PD-L1-Expression
in Immunzellen als in Tumorzellen beschrieben wurde (J. R. Webb et al., 2016; Gottlieb et al.,
2017;Kim et al., 2019), was mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit iibereinstimmt, wenn
auch wiederum mit teils deutlich hoherer Expressionsrate in den Immunzellen. Einzig in der
Untersuchung von Wang et al (J.-J. Wang et al., 2020) wurde eine hohere Expression in den

Tumorzellen als in den Immunzellen gefunden.
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Ein weiterer moglicher Storfaktor liegt im histologischen Scoring selbst. Denkbar wire eine
hohere Sensitivitdt bei automatisierter Auswertung im Vergleich zur Evaluierung durch
Personen. An dieser Stelle ist auch die begrenzte Vergleichbarkeit der Studien aufgrund
unterschiedlicher Dichotomisierungskriterien anzumerken. Einige der Studien unterschieden
zwischen einer hohen und niedrigen Expression, wihrend in anderen, inklusive der
vorliegenden Arbeit, jegliche Expression (positiv) mit fehlender Expression (negativ)
verglichen wurde. Durch diese Diskrepanz wéren aber tendenziell hohere Raten zu erwarten als
in den Studien mit Dichotomisierung in ,,Jow* und ,,high*. Dies kann also nicht die niedrigere

Expression im hier untersuchten Kollektiv erklédren.

Moglicherweise hat auch die Wahl der verwendeten Antikdrper einen Einfluss auf die
Ergebnisse. Nur eine einzige weitere Studie verwendete den gleichen Antikorper gegen PD-L1
wie in dieser Arbeit (Kim et al., 2019). Bemerkenswert ist, dass in dieser Studie ebenfalls
verhéltnisméBig geringe Expressionen gefunden wurden, wobei anzumerken sei, dass dort eine
Dichotomisierung in ,Jow* und ,high*“ erfolgte, was also mit der hier verwendeten
Dichotomisierung in ,,negativ* und ,,positiv* nur bedingt vergleichbar ist. Auch die Qualitét
der Gewebeproben konnte die Farbbarkeit beeinflussen. Hier ist der Einschluss teils sehr alter
Proben (die am frithesten gewonnenen Gewebeproben des Kollektivs stammen aus dem Jahr
1991) in das hier untersuchte Kollektiv zu betonen. Allerdings sind hierdurch verursachte
Einfliisse aufgrund der einheitlichen Konservierung und optimalen Lagerungsbedingungen als

gering einzustufen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Tissue Micro Arrays verwendet, entsprechend lag pro Fall
deutlich weniger Gewebematerial vor als in denjenigen Studien, in denen pro Gewebeprobe ein
ganzer Objekttrager hergestellt (,,Full-Face-Schnitte*) und analysiert wurde. Es liegt nahe, dass
insbesondere bei einer eher ungleichméfBigen Expression von PD-L1, die in der Literatur
vorbeschrieben ist (Q. Wang et al., 2017), die Wahrscheinlichkeit, mittels TMA-Stanze ein
solches Cluster zu verfehlen und entsprechend nicht abzubilden, hoher ist als bei der
Auswertung von solchen Full-Face-Schnitten. Der Stellenwert dieses Aspekts wird durch die
Tatsache unterstrichen, dass in den Studien mit Full-Face-Schnitten tendenziell hohere

Infiltrationsquoten gefunden wurden als in den Studien mit TMA-Verwendung (siehe Tabelle

28).

Auch die Struktur bzw. Homogentiét des Kollektivs hinsichtlich Grading und Staging kann als

Erklarung diskutiert werden. In der hier vorgestellten Arbeit wurde ein deutlich homogener
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gestaltetes Kollektiv mit ausschlieBlicher Betrachtung von HGSOC untersucht als in manchen

der vorherigen Studien. Allerdings wére aus diesem Grund eine eher hdhere Expression von

PD-L1 zu erwarten, da bekannt ist, dass ein hoheres Staging mit einer hoheren PD-L1-

Infiltration in Zusammenhang steht (Dotzer et al., 2019; Drakes et al., 2018).

SchlieBlich ist die Fallzahl in den Analysen sehr unterschiedlich groB, die GroBe des in dieser

Arbeit untersuchten Kollektivs findet sich hier in etwa im Mittelfeld. Sicherlich wiren bei der

Wabhl eines grofBeren Kollektivs belastbarere Ergebnisse zu erwarten.

Tabelle 28: Auswahl an Publikationen zur immunhistochemisch evaluierten PD-LI1-
Expression in HGSOC. Die Auswahl zeigt alle Publikationen, die im Zeitraum bis 03/2022 in
der Metadatenbank PubMed der nationalen medizinischen Bibliothek der Vereinigten Staaten
durch die kombinierte Suche der Begriffe ,,Ovarian Cancer* und ,,PD-L1* gefunden wurden
und die mittels histologischer Farbungen die PD-L1-Expression im Tumorgewebe und/oder
auf Immunzellen im HGSOC durchfiihrten.

Signaling
Technology,
Danvers, MA

111, alle
HGSOC

negativ; 1: schwach; 2,
moderat, aber schwicher
als Plazenta; 3:
gleich/starker als Plazenta,
Positivitét definiert als >5%
der Zellen positiv

in TILs keine progn.
Assoziation

Autor, Jahr n Verwendeter Eckdaten zum Material, Definition von Assoziation mit Anteil an PD-L1-
Antikorper Kollektiv Scoring ,»PD-L1-positiv* Uberleben / sonstiges positiven Fillen
Hamanishi,200 70 Eigens entwickelt 40% seros Full-Face- Semiquantitative Skala (0- Negativ mit OS und 88,6%
7 55,7% < FIGO Schnitte 3) (gemessen an der PFS, auch in der
v Positivkontrolle Plazenta) multivariaten Analyse
Invers mit CD8" T-
Zellen assoziiert
Abiko, 2013 64 Der von Hamanishi et 40% serds Full-Face- Plazenta als Negativ mit OS 68,75%
al. entwickelte AK 41% < FIGO Schnitte Positivkontrolle: Gleiche (p=0,023)
I /starkere Expression als
positiv, schwiéchere
(Proben mit Farbung in
weniger als 50% der
Zellen) als negativ gewertet
Darb-Esfahani, 202 Clone EPR1161(2), 13,4% < FIGO TMA; auf Semiquantitative Skala (0- Tumorzellen: Positiv mit 88,3 %
2016 Abcam plc., 111 Tumorzellen 3) PFS und OS
Cambridge, UK Alle HGSOC und Immunzellen: positiv
Immunzellen mit Uberleben
Webb, 2016 490 Clone SP142, Spring 40% HGSOC, TMA Einteilung in positiv Positiv mit PFS Tumorz. pos.: 13,2%
Bioscience, davon 67% < (mindestens eine geférbte Makrop. pos: 53,7%
Pleasanton, CA FIGO III Zelle in mindestens einem
und Core) und negativ
clone E1L3N, Cell
Signaling
Technology,
Danvers, MA
Gottlieb, 2016 61, davon Clone SP142, Spring Alle HG, stage 40 TMA, 21 Ordinalskala auf Grundlage Nicht untersucht HT Tumorzellen 8%,
21 auch Biosciences/ ITI-1V, aber Full Face des prozentualen Anteils TAMs 74%
Met Ventana, Pleasanton, 23,8% neoad. (auch Met) gefirbter Zellen (1 = 1-5%,
CA 2=6-10%, 3= 11-25%, 4
=26-50%, 5 > 50%).
Aust, 2017 64 (aber Clone EIL3N XP, Nur FIGO Full-Face Positiv, falls > 1% der positiv HT: 75%
nicht alle Cell Signaling II/1V 82% Tumorzellen im gesamten Metastasen: 40%
[HC) Technology, serds Tumorareal gefirbt
Danvers, MA
Wang, 2017 107 Clone EIL3N, Cell 24,3% < FIGO Full-Face Semiquantitative Skala: 0, In Tumorzellen negativ, Tumorzellen: 24,3%

TILs 15,89%
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Drakes, 2018 55 Clone ab205921, Fast alle serds Full-Face- Zellen/HPF, dann in (Nicht untersucht) Im Subset aus High
Abcam 16% low grade Schnitte Kategorien 0-3 eingeteilt PD-L1 signifikant Grade: 41,5%
84% high-grade haufiger in high-grade
16% < FIGO vs. low-grade Tumoren
111, gemischt
Tube,
Peritoneum,
endometrium
Détzer, 2019 49 Clone MIHI1, 90% seros, alle Full-Face- PD-L1-Positivitit definiert Nicht untersucht HT: 64%
(+ Met: affymetrix high grade Schnitte als Expression auf >1% der PE: 21%
OM 23, eBiosciences Zellen (Tumor- und OM: 25%
PE 15) Immunzellen)
Kim, 2019 248 Clone SP263, 56,5% serds, TMA semiquantitative Skala: 0 Expression in stromalen “High Expression”
Ventana, Tucson, AZ 77% grade 2 (none), 1+ (mild), 2+ TILs mit besserem OS Stroma TILs: 16.9%
oder 3 (moderate), 3+ (marked). Tumorzellen: 8.5%
,high®, wenn beide TMA- intraepitheliale TILs:
Cores 2+ oder mehr, bzw. 10.5%
wenn der Anteil der PD-
L1-exprimierenden Zellen
in beiden Cores >5%
Xue, 2020 77 PD-L1 antibody 68,8% serds, Full-Face- Einteilung in low/high Assoziation mit “High Expression™:
purchased from 20,8% < FIGO Schnitte sowie quantitativ mittels héherem FIGO-Stadium, 44,16%
Novus biotechnology I ,,H-Score, der die Stirke negativ mit OS
(keine genauere der Firbung gewichtet
Angabe)
De la Fuente, 130 Clone 22C3 M3653 Alle serds, TMA, 6-8 Einteilung in positiv 20% in TAMs, in
2020 Agilent high-grade, Cores pro Prozentbereiche (0%, < Tumorzellen fast gar
und FIGO M-IV Patientin, 1%, 1-4%, > 5%) TAM- nicht, daher nicht
1(\:/};)22 52229(: 3 aus HT und Positivitit definiert als > ausgewertet
Met 1% PD-L1-pos.
gemischt Makrophagen in > 2 Cores
Bekos, 2021 111 Clone E1L3N, Cell 57% high-grade TMA Optimaler Cut-Off bei 15% negativ Peritonealmetastasen:
Signaling serds gesetzt. Dann Einteilung in 9% high, 91% low (HT
Technology, low / high nicht angegeben)
Danvers, MA
Parvathareddy, 194 Clone E1L3N, Cell 64,4% high- TMA Positiv, wenn prozentualer keine 32,5% in HT
2021 Signaling grade-serds. Anteil der PD-L1-pos. 45,9% in Metastasen
Technology, >90% stage I1I- Zellen > 5% keine
Danvers, MA v Unterscheidung zwischen
Tumorzellen und
Immunzellen

Im Einklang mit bisherigen Studien (Bekos et al., 2021; Leffers et al., 2009) wurden auch in
diesem Kollektiv insgesamt hohere Anteile exprimierender Zellen fiir CD8 und FOXP3 im
Metastasengewebe als im Haupttumorgewebe gefunden. Auch die Expression von PD-L1 auf
TILs war 1im hier untersuchten Kollektiv im Metastasengewebe hoher als im
Haupttumorgewebe, flir die Expression auf Tumorzellen zeigen sich bei insgesamt sehr
niedrigen Raten kaum Unterschiede. Bisherige vergleichende Studien fiir die Expression von
PD-L1 zeigten zum Teil hohere Expressionen im Haupttumor (Bachmayr-heyda et al., 2013;
Détzer et al., 2019), zum Teil hohere Expressionen im Metastasengewebe (Gottlieb et al., 2017;
Parvathareddy et al., 2021). In der Gesamtschau dieser Beobachtungen scheint metastatisches
Gewebe eine stirkere Infiltration durch Immunzellen aufzuzeigen als das Haupttumorgewebe.
Mogliche Erkldrungsansitze wiren einerseits Verdnderungen der Tumor-Immunsystem-
bestehen bereits

Interaktion im Rahmen des Metastasierungsprozesses. Andererseits

physiologisch  besondere immunologische Voraussetzungen in Peritoneal- und

Omentumgewebe (siehe Abschnitt ,,Einleitung®).
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Die Uberlebenszeitanalyse der verschiedenen klinischen Parameter bestitigt weitestgehend

lange gesicherte prognostische Faktoren.

Dass kein Zusammenhang zwischen dem Anteil von Immunzellen mit CD3-Expression im
Haupttumorgewebe mit dem Uberleben gefunden wurde, steht im Widerspruch mit einigen
bisherigen Studien, aber im Einklang mit den Ergebnissen anderer Studien (Literaturverweise
siche Tabelle 30, Seite 91). Als Erklarungansatz fiir diese inhomogene Datenlage konnten hier
unterschiedliche Studiendesigns infrage kommen. Insbesondere ist in den meisten Studien
keine explizite Angabe dazu zu finden, ob ausschlieBlich Ovarialtumorgewebe oder auch
metastatisches Gewebe untersucht wurde. In einer Arbeit wurde explizit genannt, dass sowohl
Ovarialtumor- als auch Metastasengewebe eingeschlossen wurde und anschlieend eine
gemischte Auswertung unter Bildung eines Modalwerts durchgefiihrt wurde. Dabei konnte eine
positive Assoziation der CD3-Expression mit dem Uberleben gefunden werden (Martin de la
Fuente et al., 2020). Denkbar wire also als eine mdgliche Erklérung fiir die unterschiedlichen
Ergebnisse, dass auch in einigen der anderen Studien metastatisches Gewebe mitbeurteilt

wurde.

Die CD3-Expression im Tumorepithel sowohl der Omentum- als auch der Peritonealmetastasen
konnte in dieser Arbeit mit dem Gesamtiiberleben positiv korreliert werden, was bislang nicht
in der Literatur vorbeschrieben war. Diese Diskrepanz zwischen der prognostischen Bedeutung
der Infiltration mit CD3-positiven Zellen in Haupttumor und Metastasen unterstreicht die

Wichtigkeit einer differenzierten Betrachtung dieser unterschiedlichen Lokalisationen.

Auch fiir die Infiltration mit CD8-positiven Zellen konnten fiir die Metastasenlokalisationen
deutlichere Zusammenhinge mit dem Uberleben festgestellt werden als fiir den Haupttumor.
Allerdings ist hier fiir das Omentum lediglich eine Assoziation der stromalen Infiltration durch
CD8-positive Zellen mit dem Uberleben gezeigt worden, im Epithel ist der Zusammenhang im
Peritoneum deutlich und im Haupttumor als Tendenz zu erkennen. Dies deckt sich nur
eingeschrinkt mit der Studie von Leffers et al, die einen positiven Zusammenhang mit dem
Uberleben nur fiir CDS8-Expression im Infiltrat des Haupttumors, nicht aber der
Omentummetastasen zeigte (Leffers et al., 2009). Insgesamt deutet sich aber fiir alle
Lokalisationen eine positive prognostische Bedeutung an, was sich mit den bisherigen

Erkenntnissen aus anderen Studien deckt (Bekos et al., 2021).

Fiir die Infiltration mit FOXP3-positiven regulatorischen T-Zellen deutet sich in allen

Lokalisationen entweder mit dem OS oder PFS allenfalls eine Tendenz zu einer positiven
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Korrelation an. Dies passt zu der Uneinigkeit beziiglich der prognostischen Bedeutung in
bisherigen Studien: Wihrend einige Untersuchungen ebenfalls auf einen positiven
Zusammenhang hindeuten (Leffers et al., 2009; Milne et al., 2012), konnte in anderen kein
Effekt beobachtet werden (Barnett et al., 2010; Shah et al., 2008). Einerseits ist die
immunsuppressive Wirkung der Tregs bekannt, was eine negative prognostische Bedeutung
vermuten lieBe. Andererseits sind sie als Teil des Immuninfiltrats ein Indikator fiir die gesamte
Immunogenitit des Tumors: Die Abwesenheit intratumoraler Tregs kann in einigen Féllen darin
begriindet sein, dass liberhaupt keine Tumorinfiltration durch das Immunsystem stattfindet, was
sich wiederum ungiinstig auf die Prognose auswirkt. Eine differenziertere Analyse gelingt
durch die Betrachtung der CD8/FOXP3-Ratio, die die Infiltration der proinflammatorischen
CD8-Zellen mit berticksichtigt.

Anders als in einigen vorherigen Studien (Knutson et al., 2015; Leffers et al., 2009) und im
Einklang mit einer anderen Studie (Shah et al., 2008) konnte in dieser Arbeit kein
Zusammenhang der CD8/FOXP3-Ratio mit dem Uberleben gefunden werden. Diese
Diskrepanz konnte einerseits auf die limitierte Kollektivgroe, andererseits auch auf die
unterschiedliche Darstellung bzw. Ermittlung des Scores zuriickzufiihren sein. Die in dieser
Arbeit vorliegenden semiquantitativen, ordinalskalierten Daten lieBen nur eine unprézise
Darstellung des Scores zu, wodurch etwaige Effekte durchaus maskiert sein konnten. Ein
Hinweis auf eine Korrelation des Uberlebens mit einer erhdhten Infiltration durch sowohl CDS8-
als auch FOXP3-positive Zellen deutet sich an, was wiederum vereinbar ist mit einer positiv

mit dem Uberleben assoziierten hoheren Gesamtimmuninfiltration.

Fiir die Expression von PD-L1 zeichnet sich eine prognostische Bedeutung vor allem im
Haupttumor- und Peritonealgewebe ab. Auf den Immunzellen scheint eine Expression hier
tendenziell mit einem verbesserten OS wund PFS einherzugehen, wihrend in
Omentummetastasen keinerlei Zusammenhang mit dem Uberleben festgestellt wurde. Die
Expression auf Tumorzellen scheint im Haupttumorgewebe sogar eher negativ mit dem
Uberleben zusammenzuhiéingen. Dieses uneindeutige Ergebnis fiigt sich in die heterogene
Studienlage zu dieser Fragestellung (siehe Tabelle 28). Aufgrund der immunsuppressiven Rolle
von PD-L1 wire eine negative prognostische Bedeutung intuitiv naheliegend. Aber auch hier
kann die PD-L1-Expression wiederum als Surrogatmarker fiir die gesamte Immuninfiltration
und eine Interferon-getriggerte Immunantwort gegen den Tumor diskutiert werden, weshalb

eine differenziertere  Betrachtung mit Beriicksichtigung der Infiltration durch
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proinflammatorische CD8-positive Zellen anhand der Bildung von immunologischen Subtypen

erfolgte (s.u.).

Die starke Korrelation der CD3-Expression mit der CD8- sowie der FOXP3-Expression ist in
der Koexpression der jeweiligen Marker auf Tregs und zytotoxischen Zellen begriindet. Die
Korrelation der CD8- mit der FOXP3-Expression ldsst sich dadurch erklédren, dass im Zuge der
Immuninfiltration natiirlicherweise sowohl Tregs als auch zytotoxische T-Zellen an den
Tumorlokus gelangen. Hier sind verschiedene Chemokine beteiligt, die durch Bindung an
entsprechende Rezeptoren auf den Immunzellen chemotaktisch eine Art Rekruitierung in den
Tumorlokus vermitteln. Im Ovarialkarzinom kommt dabei dem CXCR3- Chemokinsystem mit
seinen Liganden CXCL9 und CXCL10 eine besondere Bedeutung zu (Bronger et al., 2016). Es
wurde in priklinischen Untersuchungen gezeigt, dass dieses sowohl bei der Rekruitierung von

T-Zellen insgesamt als auch von Tregs beteiligt ist (Barnett et al., 2010).

Auch die Expression von PD-L1 geht physiologischerweise mit einer insgesamten
Immunreaktion einher. Bemerkenswert ist an dieser Stelle, dass die Korrelation von PD-L1 mit
den anderen Immunmarkern deutlich stirker auf den Immunzellen als auf den Tumorzellen
ausgeprégt ist. Dies kann allerdings auch auf die sehr geringen Expressionsraten insbesondere
auf Tumorzellen zuriickzufiihren sein. Die Tatsache, dass die genannten Korrelationen je nach
Lokalisation teils unterschiedlich stark ausgeprégt sind, erhdrtet die Vermutung, dass in den
verschiedenen Lokalisationen ganz unterschiedliche Immunmilieus zu finden sind, in denen das
Zusammenspiel der verschiedenen Aspekte des Immunsystems sich unterscheidet. Fiir eine
differenziertere Betrachtung der prognostischen Bedeutung der einzelnen Marker scheint

aufgrund der oben genannten Zusammenhénge die Bildung von Scores und Ratios notwendig

(s.u.).

Die in dieser Arbeit beschriebene Korrelation der CD3-, CD8-und PD-L1-Expression zwischen
den verschiedenen Lokalisationen steht im Widerspruch zu zwei bisherigen Studien zu dieser
Fragestellung. In einer Arbeit wurde ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der PD-
L1-Expression in Haupttumor und Metastasen gefunden (Parvathareddy et al., 2021). Eine
andere Arbeit konnte eine Korrelation nur fiir die PD-L1-Expression auf Tumorzellen zeigen,
die Infiltration durch CDS8-positive sowie PD-L1-exprimierende TILs unterschied sich.
Andererseits konnten Gottlieb et al eine Korrelation zwischen der Infilitration durch PD-L1-
exprimierende TILs in Haupttumor und Metastasen finden. Mogliche Erkldrungen fiir diese

uneindeutige Studienlage liegen in einer unterschiedlichen Zusammensetzung der jeweils
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untersuchten Kollektive oder in den unterschiedlichen Quantifizierungsmethoden.
Insbesondere beziiglich der PD-L1-Expression kann auch die in dem hier untersuchten

Kollektiv deutlich geringer gemessene Auspragung eine Rolle spielen.

Dotzer et al. beschrieben in ihrer Studie einen Zusammenhang zwischen der Heterogenitit im
Immuninfiltrat zwischen Haupttumor und Metastasen und dem Ansprechen auf platinhaltige
Chemotherapie. In der vorliegenden Arbeit wurde die prognostische Bedeutung der
Heterogenitit per Uberlebenszeitanalyse untersucht. Insbesondere zeichnet sich ein
prognostischer Vorteil fiir Félle mit zwischen Hautpttumor und Peritonealmetastasen homogen
gestalteter CD3- und CD8-Expression ab. Fiir CD8 besteht auch ein Zusammenhang zwischen
der Homogenitdt der Expression zwischen Peritoneal- und Omentummetastasen und dem
Uberleben. Fiir die FOXP3- und PD-L1-Expression kann keine prognostische Bedeutung des
Heterogenitétsindex abgeleitet werden. Um auch innerhalb der Fille mit einer homogenen
Expression zwischen solchen mit an beiden Lokalisationen hoher und solchen mit an beiden
Lokalisationen geringer Expression unterscheiden zu kénnen, kann die Uberlebenszeitanalyse
eines Heterogenititsscores betrachtet werden. Hier zeichnet sich ein Uberlebensvorteil fiir
diejenigen Fille ab, die eine homogen hohe Expression von CD3 bzw. CD8 aufweisen im
Vergleich zu den homogen niedrig exprimierenden Fillen. Dies passt zusammen mit der bereits
vielfach bestétigten Hypothese, dass eine hohe Immuninfiltration generell prognostisch

vorteilhaft ist (s.0.).

Um das Immunmilieu differenzierter zu beschreiben, wurde eine FEinteilung in vier
immunologische Subtypen nach Teng et al. vorgenommen (Typ I PD-L1+/CD8+, Typ II PD-
L1-/CD8—, Typ III PD-L1+/CD8—, Typ IV PD-L1-/CD8+) (Teng et al., 2015). In einer
Ubersichtsarbeit zu dieser Klassifikation wurde iiber die vier Typen folgender
Erklarungsversuch postuliert: In Tumoren mit Immunmilieu vom Typ I (PD-L1+/CD8+) liegt
eine Immuninfiltration vor, die durch Hochregulation von PD-L1 durch den Tumor begrenzt
wird. Im Falle von Typ II liegt keine Infiltration vor und somit auch kein Trigger zur
Hochregulation von PD-L1. Bei einer Typ-IlI-Konstellation wird bei Abwesenheit eines
Immuninfiltrats von einer intrinsischen PD-L1-Hochregulation in den Tumorzellen
ausgegangen. Bei einer Typ-IV-Konstellation wiederum besteht die Vermutung, dass der
Tumor in der Lage ist, das bestehende Immuninfiltrat durch andere Mechanismen als eine PD-

L1-Hochregulation zu begrenzen.

Im hier untersuchten Kollektiv ergab sich die in
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Tabelle 29 angegebene Verteilung der vier Subtypen. In allen Lokalisationen war hier Typ IV
am haufigsten vertreten, gefolgt von Typ I und an dritter Stelle Typ II und mit nur einzelnen
Féllen von Typ III. Die Prddominanz der Typen I und IV stimmt mit einer bisherigen Studie
zum HGSOC (J. R. Webb et al., 2016) tiberein, wenngleich dort Typ I mit 57,4% der Fille
deutlich haufiger vorkam als Typ IV (37,4% der Fille). Dies konnte zu Teilen durch die bereits
oben diskutierte verhdltnisméBig geringe Auspragung der PD-L1-Expression in unserer Arbeit
erkléart sein. Hervorzuheben ist an dieser Stelle auch, dass in unserer Arbeit der Unterschied
zwischen der Haufigkeit von Typ I und IV in den Metastasenlokalisationen deutlich geringer
ausfdllt als im Haupttumorgewebe. In der oben genannten Studie wurde nicht explizit
angegeben, ob ausschlieflich Ovarialtumor- oder auch Metastasengewebe untersucht worden
ist. Der verhéltnisméBig geringe Anteil an Typ 11 (5,1% der Félle) in der genannten Studie passt
zu der Tatsache, dass auch in der hier vorliegenden Arbeit Typ II der zweitseltenste war,
wenngleich mit etwas hoherer Haufigkeit als in der Studie. Dies ist insbesondere in
Gegentiberstellung zu bisherigen Untersuchungen zum malignen Melanom bemerkenswert, wo
dieser Typ als der haufigste (mit ca. 41%, gefolgt von Typ I mit ca. 38%) beschrieben ist,
wohingegen Typ IV nur in etwa 20% der Fille vorkommt (Teng et al., 2015).

Im Vergleich zwischen den Lokalisationen stimmen die prozentualen Anteile der
verschiedenen immunologischen Typen in etwa mit den prozentualen Anteilen einer PD-L1-
Expression iiberein, die ebenso wie Typ I am hdufigsten im Peritonealgewebe und am seltensten

im Haupttumor zu finden waren.

Prognostisch entspricht der Score etwa den Beobachtungen bei der separaten Analyse der
Marker. CD8-Positivitdt als auch PD-L1-Positivitit gehen einher mit einem besseren
Uberleben, eine Positivitiit beider Marker zeichnet sich als giinstigster immunologischer Subtyp
ab. Hier ist jedoch die Beurteilbarkeit stark eingeschrankt aufgrund der teils sehr geringen

Fallzahlen in den Subgruppen und der sehr groben Einteilung in dichotomisierte Kategorien.
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Tabelle 29: Abs. und rel. Anzahl der jeweiligen immunologischen Subtypen nach Teng nach

Lokalisation, T = Subtyp nach Teng et al

Tumorepithel Stroma
Haupttumor Peritoneum  Omentum | Haupttumor Peritoneum  Omentum
T n Y% n Y% n Y% n Y% n Y% n Y%
I 56 235 61 452 50 357 | 52 225 64 481 47 356
Il 43 18,1 16 11,9 16 11,4 | 28 12,1 4 3,0 4 3,0
III 2 0,8 4 3,0 4 2,9 4 1,7 0 0,0 1 0,8
0% 137 57,6 54 40,0 70 50,0 147 63,6 65 48,9 80 60,6
ges. | 238 135 140 231 133 132
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8 Zusammenfassung

Ziel dieser explorativen Arbeit war es, eine differenzierte Charakterisierung des Immunmilieus
und der PD-L1-Expression in Haupttumor- und Metastasengewebe beim high-grade serdsen
Ovarialkarzinom darzustellen und dies prognostisch einzuordnen (Haupttumor meint dabei
Tumor am Ovar). Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass im hier untersuchten
Kollektiv eine Immuninfiltration im Tumorgewebe héufig ist und auch die Expression von PD-
L1 zumindest in einem Teil der Félle vorhanden ist. In diesem Kollektiv wurde eine hohere
Immuninfiltration tendenziell mit einem besseren Uberleben korreliert. Insgesamt scheint die
Immuninfiltration im Metastasengewebe tendenziell hoher zu sein als im Ovarialtumorgewebe.
Die FErgebnisse deuten darauf hin, dass zwar ein Zusammenhang beziiglich der
Zusammensetzung des Immuninfiltrats sowie der PD-L1-Expression zwischen Haupttumor und
Metastasen besteht, dass jedoch in einem betrachtlichen Teil der Fille Unterschiede vorliegen,
weshalb insbesondere bei histologischen Charakterisierungen in therapieentscheidenden
Situationen eine differenzierte Analyse mit gegebenenfalls seperater Bewertung von

Ovarialtumorgewebe und metastasischem Gewebe erfolgen sollte.

Limitierende Faktoren dieser Studie sind unter anderem das retrospektive Design, die begrenzte
Fallzahl, die eingeschrinkte Qualitdt des Materials sowie die Wahl von TMAss statt Full-Face-
Schnitten. Da die Studie jedoch als explorative Arbeit zu verstehen ist, konnen die Ergebnisse
als Grundlage fiir weitere Untersuchungen wegweisend sein. Insbesondere wire in zukiinftigen,
prospektiven Studien interessant, auch den préidiktiven Stellenwert fiir das Ansprechen auf eine
Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren getrennt nach Lokalisationen zu untersuchen. Fiir das
langfristige Ziel einer personalisierten Therapiegestaltung sollte die Expressionsanalyse nicht
nur auf den Haupttumor begrenzt werden, sondern eine vergleichende Analyse auch des

Metastasengewebes erfolgen.
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9 Anhang

Tabelle 30: Auswahl an Publikationen zur Expression von CD3, CD8 und FOXP3 in HGSOC.

Autor, . .. A Assoziation mit
Publikationsjahr Probenmaterial Definition ,, TILs positiv Untersuchtes Infiltrat Uberleben
Ma, 1991 Cryosections (HE-Féarbung, | Cells/HPF: mild (<5), moderat TILs positiv
ANAE als Marker) (5-15), marked (>15)
Zhang, 2003 Cryosections Any cells/HPF CD3e positiv
Raspollini, 2004 Paraffin-embedded Any cells/HPF CD3 positiv
Sato, 2005 Paraffin-embedded Upper two tertiles (N3.3 CD3 e Keine
11s/20x HPF
celis ) CD8 e positiv
Tregs (3) negativ
Hamanishi, 2007 Paraffin-embedded >5 cells/0.0625 mm2 CD8 e positiv
CD8 s keine
Tomsova, 2008 Paraffin-embedded >Median (125 cells/mm?2) CD3 e positiv
CD3 s keine
Shah, 2008 Paraffin-embedded (semiquantitative CD3 Keine
Unt h
ntersuchung) CD3
FOXP3
CD8/FOXP3 Ratio
Adams, 2009 Cryosections Any cells/HPF (CD3) CD3 e keine
>10 cells/HPF (CD8 und —
FOXP3) CD8e positiv
FOXP3 Negativ (1)
Leffers, 2009 TMA of primary tumors Upper two tertiles as number of | CDS e Positiv
d tal metast 1ls/mm?2
and omental metastases cells/mm FOXP3 o oy
CD8/FOXP3 Ratio positiv
Stumpf, 2009 TMA of primary tumors Any cells/HPF CD8 e positiv
CD8 s keine
Clarke, 2009 TMA Any cells/2 0.6 mm cores CD8 positiv
CD3 positiv
Milne., 2009 TMA Any cells/HPF CD3 e positiv
CD8 e positiv
FOXP3 positiv
Al Attar, 2009 TMA E: low / high (</ >70 cell/mm2) | CD3 e positiv
S: Any cells/HPF -
CD3 s negativ
Barnett, 2009 Paraffin-embedded (quantitative Untersuchung) CD8 positiv
FOXP3 keine
Knutson, 2015 Cryosections, (quantitative Untersuchung) CD8 positiv
Immunofluorescence -
Tregs (2) keine
CD8/Treg Ratio positiv
Goode, 2017 TMA (semiquantitative CD8 positiv
Untersuchung, cells/HPF)
Montfort, 2020 TMA (quantitative Untersuchung) CD8 e positiv
CD8 s Keine
De la Fuente TMA, 6-8 Cores pro High: > 50% der Cores mit CD3 positiv
Patientin, aus HT und >2% CD3+ pos Zellen
Metastasen gemischt
(1) nurin der multivariaten Uber itanalyse mit Berd von R-Status, CDS, CD3, Ki67
?) — Tregs : CD4+CD25+FOXp3+
(3) - Tregs: CD25+FOXP3+
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Tabelle 30 zeigt alle Publikationen, die im Zeitraum bis 03/2022 in der Metadatenbank
PubMed der nationalen medizinischen Bibliothek der Vereinigten Staaten durch die
kombinierte Suche der Begriffe ,,Ovarian Cancer* und ,,TILs*“ gefunden wurden und die
mittels histologischer Farbungen die Infiltrate durch CD3-, CD8 oder FOXP3-positiver TILs

untersuchten und darauf basierend Uberlebenszeitanalysen durchfiihrten.

Tabelle 31: Auswahl an Publikationen zum Vergleich des Immunmilieus in Haupttumor und
Metastasen des HGSOC.

Autor, . Untersuchtes Assoziation mit
oo n sonstiges -
Publikationsjahr Infiltrat Uberleben
CD8 HT Positiv
CD8 OM keine
306 . . In adv. St. pos.fiir
Leffers, 2008 (nur P: 159, 0: 36, | Anteile von CD8 und FOXP3 in | ¢y ps pyp Presence, aber nicht fiir
. O hoher als in Primarius I
beide: 111) quantitativ
FOXP3 OM In adv. St. Pos.
CD8/FOXP3 positiv

Expressionen korreliert nur mit
Platin sensitivity

Dotzer, 2019 49 PD-L1 mit FIGO assoziiert, PD-L1 Nicht untersucht
Expr. Hoher in OM als in HT
Bekos, 2021 111 Met + HT Expression hiangt nur | PD-L1 Met negativ
(nur P: 44, fiir PD-L1 in TZ zusammen, PD-L1 HT negativ
nur Met: 14 alles andere ohne Korrelation CDS HT Nur in multivariater
beide: 53) Analyse signifikant
Parvathareddy, 2021 194 Unterschied zwischen der PD-L1 HT und MET keine
Expression in HT und Met
signifikant
Gottlieb, 2016 61, davon 21 auch Zusammenhang zwischen HT PD-L1 Met und HT Nicht untersucht
Metastasen und Metastasen

Tabelle 31 zeigt alle Publikationen, die im Zeitraum bis 03/2022 in der Metadatenbank PubMed
der nationalen medizinischen Bibliothek der Vereinigten Staaten durch die kombinierte Suche
der Begriffe ,,Ovarian Cancer und ,,TILs* gefunden wurden und die mittels histologischer
Féarbungen die Infiltrate durch CD3-, CD8, PD-L1- oder FOXP3-positiver TILs (bzw. die PD-
L1-Expression der Tumorzellen) untersuchten und vergleichende Analysen zwischen

Ovarialtumor- und Metastasengewebe durchfiihrten.

9.1 Protokoll Himalaun/Eosin - Farbung

- 3 x 10 Min. Xylol fiir versiegelte Schnittte, sonst nur 2x 10 Min.)
- 5 Min. 2 x Isopropanol, 1 x 96%, 1 x 70% Alkohol

- 2 x 2-3 Min. mit TBS spiilen

- 6 Min. Hamalaun nach Mayer von Roth T865.2

- 10 Min. blduen (laufendes Leitungswasser)

- mit destilliertem Wasser spiilen
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- 1 Min. Eosin (Eosin G Losung 1% wissrig, Roth Art.Nr.: 3137.2 1:10 mit Aqua Dest vediinnt
+ 1 Tr. Eisessig, Merck 1.00063.1000)

- A.Dest kurz spiilen

- 1 Min. 96% Alkohol

- 2 x 3 Min. Isopropanol

- 2 x 3 Min. Xylol

- mit Pertex (Medite 41-4012-00) eindecken

TBS: 60,5g TRIZMA-Base (Sigma T — 1503) in 700 ml Aqua Dest 16sen, mit 2 N Salzsdure
auf pH 7,6 einstellen 90g NaCl ( Merck 1.06404) 16sen, ad 1000ml Aqua Dest, pH
iiberpriifen

Gebrauchslésung: Stocklsg. 1:10 mit Aqua Dest verdiinnen

9.2 Firbeprotokoll PD-L1 Original

Prozedur: XT VENTANA PD-L1(SP263) Assay (Zusammenfassung)
BenchMark XT IHC/ISH Farbemodul
Experimentelle Pathologie, Ismaninger Str.22 Muenchen

Protokoll-Nr.  Protokollname erstelit am
1 PDL1 SP263 29.12.2016
1 Primar Antikérper [Ausgewahit]
2 Hamatoxylin Il [Ausgewanhit)
3 1 Tropfen HEMATOXYLIN Il auftragen, Coverslip auftragen, und fiir [8 Minuten] inkubieren
<X ’ ) L " A-vhbs
AL . Venakena SPLED  Rabhit Monoclenal Prwwssy Anhbody,

v A ‘LA, A {v. )( Feeq
Lot (31 9L

4 \}(,\\jf;»\kﬂ“\\"_ (i 290 - X903
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Protokoli-Nr. 1 : PDL1 SP263 (29.12.2016)

Prozedur: XT VENTANA PD-L1(SP263) Assay
BenchMark XT IHC/ISH Firbemodul

*++4 EZ Prep Auswahlen ***
" Getimete Schritte Starten ****

"+ Mischer Aus ****
Aufheizen des Objekttréigers bis 75 °C, und fiir 4 Minuten inkubieren
EZPrep Vol, ausgleichen

Objekttrager waschen

EZPrep Vol ausgleichen

Objekttrager waschen

‘9 EZPrep Vol. ausgieichen

10 Coverslip auftragen

11 Aufheizen des Objektiréigers bis 76 °C. und for 4 Minuten inkubieren
12 Objekitrager waschen

13 Deparaffiniarung’ Vol. ausgleichen
14 Coverslip auftragen R
15  Objekttrager-Heizung ausschaiten L. (1
16 *** Mischer An ***** ; i
17 Objekttréiger waschen

18  Cell Condltioner Nr.1 lang auftragen )

19 Abgabe von Cell Cond. u. Coverslip lang '/

20  Aufheizen des Objekttragars bis 95 “C, und ﬂJr 4 Mlnutan inkubieren
21 Inkubleren for 4 Minuten
22 Aufheizen des Objekitragers bis 100 °C, und for 8 Minuten Inkubhmn
23 Cell Conditioner Nr.1 auftragen )
24 Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne B
25  Inkubieren far 8 Minuten
26 Inkubieren fGr 8 Minuten 1
27 Cell Conditioner Nr.1 auftragen ¥
28 Cell Cond. u. Coverslip aufiragen (ohne Barcode Blmﬁ)
29  Inkubieren fir 8 Minutery

30  Inkubieren fir 8 Minuten
31 Cell Conditioner Nr.1 auftragen ‘
32 Cell Cond. u. C ip auftragen (ohne B Blowoff) o
33 Inkubieren for 8 Minuten )
3 Acen Conditioner Nr.1 wﬂnaen

@ NG A w N =)

de Blowoff)

a7
38 - Cell COndnionor NrA auﬁranon : .
39 Cell Cond, ui, C ¢ ftrag (ohno Bar

40: ,omanmagor-ne«zung auw;hmn
41" Cell Conditioner Nr.1 ‘suftragen” "
42 Cell Cond. ii. & ip auftragen (ohno Bi
43 Spilen mit Reaktionspuffer

44  Felneinstellung des Raaktlonspulfmvolumn
45 Coverslip aufiragen i

‘4 ¢
* Ein Tropfen entspricht einer Reagenzienabgabe
Experimentelle Pnlhologlo.‘lsmanlmer Str.22 Muenehon
NexES v10.6



Protokoll-Nr. 1 : PDL1 SP263 (29.12.2016)

Prozedur: XT VENTANA PD-L1(SP263) Assay
BenchMark XT IHC/ISH Farbemodul

46
47
48
48
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

X =
89
90

——tSSC
*+*** Synchronisieren der Prozeduren
Aufwarmen der Objekttrager auf 37 °C

Sp mit Reakti puffer

Feinei ng des R puffer

1 Tropfen OV PEROX IHBTR auftragen, Coverslip auftragen, und fir 4 Minuten inkubieren.
Spulen mit Reaktionspuffer

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Coverslip auftragen
Aufheizen des Objek

gers bis 37 °C, und fir 4 Minuten inkubieren
Spilen mit Reaktionspuffer
Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens
Coverslip, einen Tropfen von V-PDL1 (SP263) C auftragen und fiir 0 Stunden 16 Min inkubieren
Spiilen mit Reaktionspuffer
Apply 460ul + VA Reaction Buffer
Coverslip auftragen
Spilen mit Reaktionspuffer
Apply 460ul + VA Reaction Buffe
Coverslip auftragen
Spllen mit Reaktionspuffer
Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens
Coverslip, einen Tropfen von OV HQ UNIV LINKR auftragen und fiir 8 Minuten inkubieren
pulen mit Reaktionspuff "
Apply 460ul + VA Reaction Buffer ol i
Coverslip auftragen
Spilen mit Reaktionspuffer
Apply 460ul + VA Reaction Buffer
Coverslip auftragen
Spilen mit Reaktionspuffer
Feinei g des Reaktionspufiervol
Coverslip, einen Tropfen von OV HRP MULTIMER auftragen und far 8 Mi inkubit
Spilen mit Reaktionspuffer
900 ul Reaktionspuffer auftragen 3
Coverslip auftragen : 1 & % AR -
Spillen mit Reaktionspuffer i 25T e A 18 i S T gk
Apply 460ul + VA Reaction Buffer T ERE i
Coverslip auftragen & ‘*{.—7.” ¥ _‘r A
\

.

Spalen mit Reaktionspuffer
Apply 460ul + VA Reaction Buffer
Coverslip auftragen aad i g

| =] DAe
Spalen mit Reaktionspuffer . < it o ?
Feineinstellung des Reakﬂonspuﬁervolumens' ; A “'k Dd{d‘ =
1 Tropfen OV H202 und einen Tropfen OV DAB auftragen, LCS auftragen und fiir 8 Mi i i 2 Uz bedi o

Spulen mit Reaktionspuffer e Ao o Wl € -58{;\\.-\1\10)

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens S - i

* Ein Tropfen entspricht einer Reagenzienabgabe § ! ¥ Gedruckt 28.11.2018 14:45:34

Experimentelle Pathologie, I inger Str.22 M h
NexES v10.6
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Protokoll-Nr. 1 : PDL1 SP263 (29.12.2016)

Prozedur: XT VENTANA PD-L1(SP263) Assay
BenchMark XT IHC/ISH Firbemodut

a1

288 LA8N

107

108
110
11
112

113

* Ein Tropfén entspricht einer Reagenzienabgﬁbe
Experimentelie Pathologie, ‘Ismaninger Str.22 Muenchen
NexES v10.6

[Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Spulen mit Reaktionspuffer

1 Tropfen OV.COPPER auftragen, Covarslip auftragen, und fir 4 Minuten inKubieren.
Spillen mit Reaktionspuffer

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Coverslip auftragen

Objekitréger-Heizung-ausschaiten

***** Optionalen Waschvorgang Auswahien *****

w4+ SSC:Wash Auswahlen *=**

Aufwarmen der Objekttrager auf 37 °C

Spilen mit Reaktionspuffer

-Feineinsteliung des Reaktionspuffervalumens
"1 Tropfen HEMATOXYLIN !t auftragen, Coverslip auftragen, und for [8 Minuten} inkubieren.
-Sptlen mit Reaktionspuffer

Feineinstellung des Reaktmnspuﬂ‘ervolm;ens
Coverstip auftragen g

Spiilen mit Reaktionspuffer
Femelnstellung des Reakhonspuffervomrnan 3 : ;
1 Tropfen BLUING REAGENT auftragen, Coversllp auﬂragen, und_‘ﬁ)r 4 Minuten inkubleren.
Spllen'mit Reaktionspuffer -

Coverslip auftragen

‘Objekttréger-Helzung ausschalten ‘ - - o ' P

***** Getimete Schritte Starten **+*
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9.3 Férbeprotokoll weitere Biomarker Original

o e

Prozedur: XT uitraView DAB v3 (Zusammenfassung-) R
BenchMark XT IHC/ISH Férbemodul
Experimentelle Pathologie, tsmaninger Str.22 Muenchen

“Paraffin [Ausgewahlt]
Entparaffinierung [Ausgewdhit]

Hitzevorbehandlung [Ausgewahl]

Cell Conditioner 1 [Ausgewahit)

Mildes CC1 [Ausgewahit]

Standard CC1 [Ausgew&hit]

Titration [Ausgewahit]

. sesss gandauftrag (Primar Antikdrper); und fur {0 Stunden 32 Min] inkubieren T

Gegenfaroung [Ausgewahif]

10 1 Tropfen von [COUNTERSTAIN 2] ( Gegenfarbung ) auftragen, LCS auftragen u. fiir [8 Minuten] inkubieren.

11 Nach-Gegenfarbung [Ausgewahit]

12 1 Tropfen von [BLUING REAGENT] ( Nach-Geagenfarbung ) gen, LCS gen u. fir [4 Minuten] inkubieren.

©WEND ;AR WN

Pp-r  fiSO

(o 5¢ A AOD
¢y 8 AARD
(y ¥ ALD

alle “PeodeFa 00 - N, SOA

cn 3 VR 11
FoxP3 A1 R00

* Ein Tropfen entgpricht einer Reagenzienabgabe Gedruckt 13.09.2017 12:33;28
Experimentelle Pathologle, lsmaninger Str,22 Muenchen Seite1 von 1
NexES vi0.6 .
4
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Protokoll-Nr. 301 ;1 CeP CC1 (24.04.2017)

Prozedur: XT ultraView DAB v3
BenchMark XT IHC/ISH Farbemodul

***** EZ Prep Auswahlen *™**

***** Getimete Schritte Starten *****

***** Mischer Aus *****

Aufheizen des Objekttragers bis 75 °C, und fiir 4 Minuten inkubieren
EZPrep Vol. ausgleichen

Objekttrager waschen

EZPrep Vol. ausgleichen

Objekttrager waschen

EZPrep Vol. ausgleichen

Coverslip auftragen

Aufheizen des Objekttragers bis 76 °C, und fir 4 Minuten inkubieren
Objekttrager waschen

Deparaffinierung Vol. ausgleichen

Coverslip auftragen

Objekttrager-Heizung ausschaiten

=+ Mischer An *****

[ Kurz- 8 Minuten Conditioning ]

Objekttrager waschen

Cell Conditioner Nr.1 lang auftragen

Abgabe von Cell Cond. u. Coverslip lang

w+*** SSC Wash Auswahlen *****

Aufheizen des Objekttragers bis 95 °C, und fiir 8 Minuten inkubieren
[ Mild - 30 Minuten Conditioning ]

Cell Conditioner Nr.1 auftragen

Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff)
Aufheizen des Objekttragers bis 100 °C, und fiir 4 Minuten inkubieren
Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff)
Cell Conditioner Nr.1 auftragen

Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff)
Cell Conditioner Nr.1 auftragen

Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff)
Cell Conditioner Nr.1 auftragen

Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff)
Cell Conditioner Nr.1 auftragen

Cell Cond. u. Ci lip auftragen (ohne Barcode Blowoff)
Cell Conditioner Nr.1 auftragen

Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff)
[ Standard - 60 Minuten Conditioning ]

Cell Conditioner Nr.1 auftragen

Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff)
Cell Conditioner Nr.1 auftragen

Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff)
Cell Conditioner Nr.1 auftragen

Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff)
Cell Conditioner Nr.1 auftragen

* Ein Tropfen entspricht einer Reagenzienabgabe Gedruckt 13.09.2017 12:33:53
Experimentelle Pathologie, | inger Str.22 M h Seite 1von 3
NexES v10.6
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70
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72
73
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Protokoll-Nr. 301 : T CeP CC1 (24.04.2017)

Prozedur: XT ultraView DAB v3
BenchMark XT IHC/ISH Farbemodul

Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ochne Barcode Blowoff)
Cell Conditioner Nr.1 auftragen
Cell Cond. u.C lip auftragen (ohne Barcode Blowoff)

Cell Cond Nr.1 kurz auftragen

Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff)

Cell Conditioner Nr.1 auftragen

Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff)
Objekttrager-Heizung ausschalten

Inkubieren fiir 8 Minuten

Spulen mit Reaktionspuffer

Feineinstellung des Reaktionspuffervol

Coverslip auftragen

Splen mit Reaktionspuffer

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Coverslip auftragen

***** Synchronisieren der Prozeduren

Aufheizen des Objekttragers bis 37 °C, und fir 4 Minuten inkubieren
Spilen mit Reaktionspuffer

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

1 Tropfen UV INHIBITOR auftragen, Coverslip auftragen, und fiir 4 Minuten inkubieren.
Spilen mit Reaktionspuffer

Feineinstellung des Reaktionspuffervol

Coverslip auftragen

Aufheizen des Objekttragers bis 37 °C, und fiir 4 Minuten inkubieren
Spilen mit Reaktionspuffer

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Coverslip auftragen

***** Handauftrag (Primar Antikérper), und fiir [0 Stunden 32 Min] inkubieren *****
Spiilen mit Reaktionspuffer

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

76  Coverslip auftragen

77  Aufheizen des Objekttragers bis 37 °C, und filr 4 Minuten inkubieren

78  Spilen mit Reaktionspuffer

79 Feinei ] des R ffi

80 1 Tropfen UV HRP UNIV MULT auftragen, C lip auftragen, und fiir 8 Minuten inkubieren.

81 Spiilen mit Reaktionspuffer

82 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

83 Coverslip auftragen

84  Spiilen mit Reaktionspuffer

85 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

86 1 Tropfen UV DAB und einen Tropfen UV DAB H202 auft LCS auftragen und fiir 8 Mi inkubieren.

87  Spilen mit Reaktionspuffer

88 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

89 1 Tropfen UV COPPER auftragen, Coverslip auftragen, und fiir 4 Minuten inkubieren.

90 Spllen mit Reaktionspuffer
* Ein Tropfen entspricht einer Reagenzienabgabe Gedruckt 13.09.2017 12:33:53
Experimentelle Pathologie, Ismaninger Str.22 Muenchen Seite 2von 3
NexES v10.6
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