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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Das Ovarialkarzinom oder Eierstockkrebs ist eine bosartige Erkrankung der
Eierstocke. Nach dem Mammakarzinom, den Lungen-, Darm- und
Gebarmuttertumoren steht das Ovarialkarzinom in Deutschland [1] und in den
USA [2] an fuinfter Stelle — weltweit an siebter Stelle [3] — als Todesursache bei
Frauen. Dabei zeigen besonders die sertsen Ovarialkarzinome einen sehr
aggressiven Verlauf mit rascher peritonealer Ausbreitung. Deswegen zahlt

diese Entitat zu den aggressivsten malignen epithelialen Tumoren bei Frauen

[4].

Nach Schatzungen des Robert Koch-Instituts und laut der im klinischen
Krebsregister zusammengefuhrten Daten tritt der Eierstockkrebs jahrlich in
Deutschland mit einer Inzidenz von 7790 Neuerkrankungen auf. Die hohe
Sterberate beim Ovarialkarzinom betréagt 7,5 pro 100.000 Falle. In den Jahren
2009/2010 wurden 5599 Sterbefédlle konstatiert. Frauen erkranken an
Eierstockmalignomen im Medianalter von 68 Jahre. Das gesamte 5-Jahres-
Uberleben bei Ovarialtumoren in Deutschland liegt bei 42,6%. [1] (Tabelle 1.1)

In der Abbildung 1.1 ist die Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. Diese Kurve zeigt
das prozentuale relative Uberleben bei serésen und muzindsen
Ovarialkarzinomen in Abhangigkeit vom FIGO-Stadium (vgl. Anhang: FIGO-

Klassifikation) und der Histologie.
Bei serdsen Ovarialkarzinomen zeigt sich folgende Uberlebensrate:

e Bleibt der Tumor auf Ovarien begrenzt, d.h. das Stadium FIGO I, betragt
die Finf-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) ca. 85%.

e Im Stadium FIGO Il - also bei weiterer Ausbreitung des Tumors im
kleinen Becken - liegt die 5-JUR bei ca. 75%.
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e Beim Tumorbefall eines oder beider Ovarien, bei weiterer Progression
des Ovarialkarzinoms mit histologisch nachgewiesenem peritonealem
Aussaat aul3erhalb des kleinen Beckens und/oder mit Ausbildung der
Lymphknotenmetastasen (FIGO-Stadium IlI) sinkt die 5-JUR auf ca.
35%.

e Im Stadium FIGO IV betragt die 5-JUR ca. 18-20%.

Bei fortgeschrittenem Stadium und hohem Alter der Patientinnen ist diese
Diagnose mit sehr schlechter Prognose assoziiert. Deswegen spielt die

Friherkennung dieser Erkrankung im Initialstadium eine sehr wichtige Rolle.
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Tabelle 1.1: Zusammenstellung der statistischen Daten mit Inzidenz und Mortalitét der 24 hdufigsten
Krebserkrankungen der Frauen in Deutschland [1]

Lokalisation ICD-10 Neuerkran- Erkran- Sterbefille® Sterberate® Altersd 2-/5-Jahres-Uberleben 10-Jahres-
kungen®  kungsrate® (%) Privalenz®
Anzahl Pro Anzahl Pro Median Gesamt Relativ
100.000 100.000 [10%-, 90%-
Perzentile]
Mundhéhle  C00-C14 3490 5.9 1204 18 64(48,84] 74,2/60,2 76,4/64,3 59
und Rachen
Speisershre  C15 1420 21 1142 1.7 69(53,85] 29,5/25,4 32,8/264 21
Magen C16 6690 85 4400 51 77[55,891 41,1297 44,1/343 35
Darm C18-C21 28630 36,8 12510 13,9 74(54,88] 70,7/56,3 75,9/66,6 59
Leber c22 2480 32 2534 30 74[56,87] 26,3/14,1° 27.4/153° 2,1
Gallenblase 23,24 3070 37 2041 23 77(60,89] 27,2/15,3° 29,2/17,5° 21
und-wege
Bauchspei- (€25 8060 10,0 7950 9.5 76(59,88] 21,7/84 22,5/91 14
cheldriise
Kehlkopf (32 460 08 188 03 64[49,81] 743/584°  764/627° 64
Lunge (33,034 17.030 26,5 13.627 19,8 69[53,84] 33,6/183 34,7/19.9 23
Malignes 43 9580 17,8 1143 1,6 60[35,82] 93,7/86,9 96,9/94,0 87
Melanom
der Haut
Mesotheliom C45 350 05 298 04 72(55,85] 30,7/-2 308/~ 19
Brustdrise  C50 70.340 1196 17.466 24,0 64(45,83] 92,0/81,7 95,1/88,3 8.1
Vulva 51 3190 46 749 08 75(50,88] 74,9/58,1 80,3/67,6 58
Gebdrmutter- C53 4660 93 1524 2,5 52(35,81] 76,8/66,5 78,0/68,5 70
hals
Gebarmutter- C54 11.550 17.7 2432 30 69[53,84] 85,1/74.1 88,7/82,4 75
kérper
Eierstécke  C56 7790 121 5599 7,5 68[47,85] 65,6/42,6 67,6/46,2 46
(ohne Bor-
derline)
Niere Co4 5570 82 2151 24 72[54,85] 83,4/73,7 86,6/81,5 71
Harnblase ~ Cé7 4150 50 1885 19 78[59,90] 49,1/45,8 53,0/52,0 44
ZNS C70-C72 3030 5.2 2559 3.9 66[35,83] 37,7/1255 38,1/26,0 34
Schilddriise €73 4220 87 431 05 53(33,74] 96,2/94,6 97,2/96,9 9,2
Morbus 81 940 22 147 0.2 38(19,77] 91,5/87,4° 92,2/89,1¢ 89
Hodgkin
Non-Hodgkin- C82-C85 7640 11,2 2921 33 71[48,86] 71,7/60,7 754/67,9 64
Lymphome
Multiples €90 2780 37 1850 2 T74[57,86] 62,8/36,4 65,1/39,4 44
Myelom
Leukémien  C91-C95 4920 77 3304 40 73[40,88] 65,2/485 68,2/53,5 56
Sonstige Lo- 12.880 184 10.348 12,4 73[48,89] 54,9/409 57.3/448 44
kalisationen
Insgesamt ~ C00-C97 224910 349,1 100,403 127.9 68[46,86] 73.3/616 76,4/67,7 6.4
(ohne C44)
€44 andere maligne Neoplasmen der Haut, ICD-10 ,International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems, 10th revision’, ZNS
zentrales Nervensystem®™Mach Schatzungen des Robert Koch-Instituts fur 2010 [1] bzw. Ergebnissen des TRM (Tumorregister Minchen [6])°Krebs in
Deutschland 2009/2010 [1)Ergebnisse des TRM [6]: *Kohorte 2007-2013; *Kohorte 1998-2013
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Abbildung 1.1:  Prozentuales relatives Uberleben beim Ovarialkarzinom in Abhéngigkeit vom FIGO*-
Stadium und der Histologie (ser6s und muzinds) (n=2606) [1]. *, Fédération internationale
degynécologie etd obstétrique “.

1.2 Tumorentitaten im Ovar mit einem Fokus auf
epitheliale Neoplasien

In der aktuellen WHO-Klassifikation der ovariellen Neoplasien unterscheidet

man folgende Entitaten:

e Epitheliale Tumore,

e Keimzelltumore,

¢ Keimstrang-Stroma-Tumore,
e Mesenchymale Tumore und

e Metastase im Ovar mit Primarius in anderen Organen.
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AulRerdem unterscheidet man in der Gruppe der epithelialen Neoplasien
zwischen benignen Tumoren, Borderline-Tumoren und malignen Neoplasien.
Die epithelialen Ovarialkarzinome werden nach Zelltyp wie folgt unterteilt:

e serose high-grade (70%),

e sertse low-grade (5%),

e klarzellige (10%),

e endometrioide (10%),

e muzintse (3%),

e transitionalzellige oder Brenner-Tumore, gemischte sero-muzinése und

undifferenzierte Ovarialkarzinome (2%) [5, 6].

Durch eine systematische mikroskopische und klinische Analyse einer grof3en
Anzahl epithelialer Neoplasien im Ovar entstand ein dualistisches Modell der

Pathogenese von Ovarialkarzinomen.

In diesem Modell sind alle epitheliale Ovarialtumore in zwei Gruppen unterteilt:

Typ-1- und Typ-2-Karzinome [7]. Als Prototyp bei Typ-1-Tumoren gilt low-grade
sergses, bei Typ-2-Tumoren gilt als Prototyp high-grade serdses Karzinom [7-
9]. Lange Zeit hielt man das oberflachliche Miuller-Epithel als Entstehungsort

beider Karzinom-Typen (Abbildung 1.2).

Zum Typ-1-Karzinomen gehoren: low-grade serdse, muzindse, klarzellige
Karzinome und maligner Brenner-Tumor. Aktuell wird angenommen, dass das
invasive low-grade serése Karzinom entweder von serésem Cystadenom oder
vom Adenofiborom oder einem Endometrioseherd ausgehen kann. Seine
Pathogenese stellt sich in der weiteren Entwicklung als Proliferation der
Epithelzellen dar, mit maligner Umwandlung in einen serésen Borderline-Tumor
und bei der weiteren Progression in ein invasives low-grade seréses Karzinom.
Man spricht dann tUber sogenannte Borderline-Tumor-Karzinom-Sequenz. [7, 8]
(Abbildung 1.2)
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Diese Entitat ist durch ein langsames Wachstum, hohe Differenzierung und ein
indolentes Verhalten charakterisiert [7, 8]. Das Typ-1-Karzinom umfasst
mehrere Tumorentitdten mit unterschiedlichen biologischen Ereignissen. Zu
diesen biologischen Ereignissen zahlen insbesondere Mikrosatelliten-Instabilitét
und Mutationen in unterschiedlichen Genen, wie z.B. in KRAS, BRAF, [3-

Catenin, PTEN, ARID1A Genen sowie relativ geringe chromosomale Stérungen

[8].

Zum Typ-2-Karzinomen gehoren high-grade serése, maligne Mduller-
Mischtumore und undifferenzierte Karzinome. Die traditionelle Vorstellung war,
dass das oberflachliche Miiller-Epithel oder die ovarielle Inklusionszysten mit
bdsartiger Umwandlung der Epithelzellen [4, 7] eine entscheidende Rolle in de
novo Pathogenese spielen (Abbildung 1.2). Es wurden allerdings keine
Uberzeugenden Vorlaufer im Ovar oder im Peritoneum identifiziert. Die
aktuellsten molekularpathologischen Untersuchungen zeigten jedoch keine
genomische Anomalien im ovariellen Oberflachenepithel oder in den ovariellen
Einschlusszysten [10]. Die Typ-2-Tumore sind durch geringe Differenzierung,
aggressiven Verlauf und schnelle Metastasierung gekennzeichnet [7]. Ein
groBer Teil dieser Tumore ist aktuell auf Vorlauferlasionen wie STIC (Engl.:

serous tubal intraepithelial carcinoma) in Tuben zurickzufihren

Charakteristisch fur das high-grade serése Karzinom (engl.:HGSC) ist seine
ungewdhnliche hohe chromosomale Instabilitat [8, 11, 12] mit Aberrationen in
den Chromosomen 1q, 5q, 8q, 18q, 22q [7, 12-14] sowie nachgewiesene DNA-
Amplifikationen und Deletionen [15]. Typisch ist eine ubiquitdre somatische
TP53-Mutation bei der HGSC.

11
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Abbildung 1.2:  Entstehungsmodell und Progressionswege der low-grade (LGSC) und high-grade
(HGSC) serdsen Karzinome. LGSC entstehen von einem stufenweise entwickelten serdsen
Borderline-Tumor, oft mit Nachweis assoziierter BRAF- und KRAS-Mutationen. Fur
Entstehung von HGSC ist TP53-Mutation verantwortlich, auferdem besteht es hohes
Entstehungsrisiko bei BRCA*-Genen-Inaktivierung. Laut friherer Theorie entstehen die Typ2-
Tumore aus einer Inklusionszyste mit Ausbildung eines serdsen Zystadenoms und weiterer
bdsartiger Umwandlung in das invasive Karzinom. Ein grofer Teil dieser Tumore ist aktuell
auf Vorlguferldgsionen wie STIC in Tuben zurdckzufihren. [13] *Breast cancer Antigen.

1.3 Aktuelle Entstehungstheorie der high-grade
serosen Ovarialkarzinome und STIC-
Charakterisierung

Interessanterweise stellen invasive high-grade serdse Karzinome im Ovar, in
Tuben und im Peritoneum mehrere maligne Neoplasien dar. Diese Neoplasien
entstehen an unterschiedlichen anatomischen Orten mit sehr &hnlichem
Wachstum und klinischem Verlauf, aber ohne derzeit bekannte Ursprungzelle
[9]. In frGheren Zeiten wurden die meisten serésen high-grade Tumore des
kleinen Beckens wegen ihrer hoher Inzidenz in diesen Lokalisationen entweder
als Ovarialkarzinome oder als primare Peritonealkarzinome eingestuft [16, 17].
Wichtiges Hauptkriterium beim Peritonealkarzinom ist nach wie vor, dass sich
die Haupttumormassen mit entsprechender Morphologie im Peritoneum
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befinden [9, 18]. Bei Diagnosefeststellung dieser Peritonealkarzinome wurde
die Beteiligung des Eileiters als Metastase interpretiert. Im Gegensatz dazu
stellte sich das priméare high-grade serése Tubenkarzinom als eine extreme
Raritat dar [19]. Lange Zeit konnte ein Tubenkarzinom nur in Fallen bei einem
eindeutigen Nachweis von Haupttumormassen im Salpinx festgestellt werden
[20, 21].

Es gab keine evidenzbasierten Kriterien fir die Unterscheidung der primaren
Tubenkarzinome von lokalen Metastasen in den Tuben bei Ovarialkarzinom.
Spater berichtete die Weltgesundheitsorganisation (engl.: WHO) - basierend auf
Ergebnissen von einigen Fallkontroll-Studien der BRCAL/2-
Mutationstragerinnen - Giber eine direkte Rolle der Tuben in der Entwicklung von
zumindest einigen dieser high-grade sertsen Karzinome. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde bei den Risiko-Patientinnen und Frauen mit gesicherten
epithelialen Neoplasien im kleinen Becken ein Standartverfahren mit kompletter
mikroskopischer Untersuchung beider Tuben empfohlen. [18, 19, 22, 23]
(Abbildung 1.3)

Im Rahmen der prophylaktischen risikoreduzierenden Salpingo-Oophorektomie
wurden die STIC-L&sionen zuerst bei Frauen mit familiarer Belastung durch
BRCA1/2—-Keimbahnmutationen entdeckt [4, 22, 24, 25]. Diese MalRhahmen
ergaben auRerdem, dass die Inzidenz von okkulten Tubenkarzinomen deutlich
hoher war [8, 26, 27].

13
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Abbildung 1.3:  Protokoll kompletter ausfihrlicher Inspektion und mikroskopischer Untersuchung der
Tuben. Der Fimbrientrichter wird von restlichem Tubenanteil abgesetzt (A) und langst in der
gezeigten Richtung geschnitten (B). Der restliche Tubenanteil wird in Querschnitten mit 2-3
mm groflem Intervall geschnitten (C). Histologisch zeigen sich zahlreiche Plicae der
Schleimhaut im Fimbrientrichterbereich (D). [19]

Fast gleichzeitig wurden in unterschiedlichen Studien koexistierte STIC-
Lasionen in 48% [9] bis 50-65% der Fallen [16, 17] mit histologisch identischer
sporadischer HGSC beschrieben [9, 14, 16, 17, 28-30]. So wurden die STICs

als Vorlauferlasionen fir Typ-2-Ovarialkarzinome mit einem Entstehungsort in
der Tube genannt [4, 5, 9, 16, 17, 26, 28, 30, 31].

Es ist wichtig zu vermerken, dass in diesen Studien der ausgedehnte
Tubenbefall bei fortgeschrittenen HGSC als Metastase in Tuben interpretiert
und deshalb aus weiterer Untersuchung ausgeschlossen wurde. Mal3gebend
fur diesen Ausschluss waren folgende Kriterien: Bilateralitat, oberflachliches
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plagueartiges oder knotiges Wachstum der Tumorarealen in Tuben [16, 17]. So
wurde die Tube und insbesondere der tubale Fimbrientrichter [32] (bis zu 93%
aller untersuchten Falle [9]) zum ersten Mal als anatomische Lokalisation fir
Entwicklung der Vorlaufer-Lasionen high-grade serdser Karzinome des kleinen
Beckens betrachtet auch ohne genetische Pradisposition im Hintergrund [33,
34]. Argumentiert wurde es dadurch, dass der Fimbrientrichter einen direkten
Kontakt zum Mesothel des kleinen Beckens hat und sich in unmittelbarer Néhe
der Eierstockoberflache bei Eisprung befindet [13, 19]. Zu diesem Zeitpunkt war
es theoretisch denkbar, dass eine regionspezifische Empfindlichkeit fur die
Entstehung von tubalen intraepithelialen Karzinomen besteht [19]. Im Kontrast
dazu untersuchte eine aktuelle Studie zahlreiche inzidentelle STIC-L&asionen in
einem grofRen Untersuchungskollektiv und zeigte, dass die Pravalenz von
zuféllig entdeckten STICs bei tuber 50 Jahre alten Frauen ohne genetische
Pradisposition doch sehr gering ist [35].

Histologisch besteht die normale Tubenschleimhaut aus drei Zelltypen:
zilientragenden, sekretorischen und Stiftchenzellen. Die letzten werden als
entleerte sekretorische Zellen oder als zugrunde gehende Zellen definiert. Die
haufigste sind zilientragende Zellen, gefolgt von sekretorischen Zellen, die
zusammen Uber 90% der epithelialen Zellpopulation ausmachen. Auf3erdem
intraepithelial zeigen sich eingestreute Lymphozyten an der epithelial-stromalen

Ubergangstelle [23].

Es gibt Meinungen, dass sich ein grof3er Teil der HGSC aus sekretorischen
Eileiterepithelzellen entwickelt [14, 17, 23, 36]. So erstellte Karst et al. [16] ein
experimentelles Mausmodell der menschlichen HGSC mit Isolierung der
sekretorischen Zellen aus gesunden menschlichen Tuben, mit Erzeugung
transformierter Zellen durch eine bestimmte Onkogenen-Wirkung (z.B. c-Myc).
Die dabei hervorgegangenen Zellen waren  immunhistochemisch,
morphologisch und genetisch den menschlichen HGSC &hnlich. Diese Zellen
wurden in die Mausen implantiert und zeigten das invasive Wachstum einer

gering differenzierten epithelialen Neoplasie mit Expression von PAX-8, WT-1,

15
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aberranter Expression von p53-Antikérper und sehr hoher Proliferationsaktivitat
in der Mib-1-Farbung. Eine DNA-Analyse der Tumorzellen ergab schwere
genomische Aberrationen, die sehr stark an solche in den Tumorzellen des

humanen serésen high-grade serésen Karzinoms erinnern. [16]

Die Diagnostik einer STIC-Lasion basiert hauptsachlich auf ausgepragten
Zellatypien, Verlust der Zellpolaritat, Kerngrof3enschwankungen mit
Hyperchromasie und unregelmalliger Kernmembran, erhohter Kern-Plasma-
Relation zugunsten des Kerns, Verlust der Zilien und gelegentlich Mitosefiguren
[23]. Immunhistochemisch werden die STICs aufgrund eines entsprechenden
Expressionsprofils der etablierten Marker verifiziert:

1) aberrante Expression von p53-Antikorper, das bedeutet entweder
Uberexpression in >60% [5] - >75% der Zellen [19], oder kompletter
Ausfall der Farbung (<5% positiver neoplastischer Zellen [5]);

2) nukleare Expression von Mib-1-Proliferationsmarker in >70-75% [19, 23]
bis >80% [4] der Zellen.

Dabei gilt eine aberrante Expression von p53-Antikérper als Surrogat-Marker fur
Nachweis von TP53-Mutationen [5, 32]. Die nachgewiesene Missense-Mutation
in kodiertem TP53-Tumorsupressorgen fihrt zur Akkumulation des mutierten
p53-Proteins und zu seiner Uberexpression mit starker nuklearer Farbung [19,
26]. Wahrend die Nonsense-Mutation in diesem Gen die Erkennung des
Proteins durch den Antikorper verhindert, was immunhistochemisch als
komplett fehlende Expression imponiert [23, 26]. Als Ereignis der TP53-
Mutation zeigt sich ein progressiver Verlust der Zellzikluskontrolle [4]. Dadurch
wird eine Kaskade von molekularen Veranderungen mit unkontrollierter

Zellteilung und Verhinderung der Zellapoptose initiiert [32].

Zusammenfassend zeigten die friiheren Studien von STIC mittels PCR-Analyse
nachgewiesene DNA-Schadigung und identische somatische TP53-Mutationen
in den STIC-Lasionen der nichtneoplastischen Tuben bei BRCAL/2-
Mutationstragerin [4, 27] und auch in allen STIC-L&sionen mit assoziiertem

invasivem Karzinom [4, 9, 37]. Diese Ergebnisse unterstitzen die



1 Einleitung

Entstehungstheorien der serdsen high-grade serdésen Karzinomen des kleinen
Beckens aus einer Vorlauferlasion in distalem Tubenanteil [10, 28, 38, 39].

Darlber hinaus wurde die sogenannte p53-Signatur als Vorstufe der STIC-

Lasion vorgeschlagen [4, 40].

Die Inzidenz von p53-Signatur dominiert im distalen Fimbrientrichter des
Eileiters [37]. Definitionsmalig sind das mindestens 12 aufeinander folgende
nicht neoplastische zilientragende und sekretorische Zellen mit aberranter p53-
Expression wie bei einer STIC-Lasion, jedoch ohne gesteigerte
Proliferationsaktivitat [4, 19, 23, 37, 40]. Das Epithel ist in dieser L&sion
hyperplastisch mit geringer KerngréRenschwankung. Eine Pseudostratifizierung
ist dabei nicht ausgeschlossen. Es zeigt sich eine niedrige
Proliferationsaktivitat, typischerweise in einem Intervall von <10% [23] bis <25%
[37]. Lee et all. berichtete Uber z.T. STIC-assoziierte p53-Signaturen mit
identischen somatischen TP53-Mutationen bei der BRCA-Mutationstragerinnen
[4, 37]. Allerdings hat die p53-Signatur bis heute klinisch keine signifikante
Bedeutung verdient, vor allem aufgrund eines relativ haufigen Vorkommens in
den sonst unauffalligen nicht neoplastischen Tuben [23]. AuRerdem war die
pathogenetische Beziehung zwischen STIC-Lasion und p53-Signatur bis jetzt
unklar [8].

Eine neue Studie publizierte evolutionare Ergebnisse, die mittels Whole-Exome
Sequencing eine progressive Zunahme der klonalen Verdnderungen
nachgewiesen hat und lineare Entwicklung invasiver serdser high-grade
Karzinome aus dem tubalen Epithel zu p53-Signatur, zu STIC-Lasion und
weiter zu invasiver Neoplasie zeigte. Bemerkenswert in dieser Arbeit ist, dass
die Autoren einen Zeitraum der Progression von STIC zum Ovarialkarzinom in
den Fallen, die sie analysiert haben, im Durchschnitt von 6,5 Jahre definierten.
[10]
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1.4 Rolle der tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten in

dem serdsen high-grade Ovarialkarzinom

Ein invasiver solider Tumor stellt histologisch ein komplexes Zellmilieu dar,
welches auf3er Tumorzellen noch andere Komponenten - wie Fibroblasten,
Endothelzellen und Immunzellen - umfasst. Es wurde beobachtet, dass manche
Tumore mit einem starken intratumoralen lymphozytéren Infiltrat einhergehen.
Die  Anwesenheit von tumorinfiltrierenden  Lymphozyten z.B. Dbei
Mammakarzinom, Osophaguskarzinom, Prostatakarzinom und Melanom
korrelierte mit dem Klinischen Verlauf der untersuchten Patienten und war mit
einer besseren Prognose assoziiert [41-44]. Friher wurde auch Immunantwort
und Korrelation zwischen Lymphozyten-Infiltration und histopathologischen
Subtypen bei Patienten mit Nierenzellkarzinom untersucht [45, 46].

Zahlreiche Studien zeigten, dass ein assoziiertes intratumorales entztindliches
Infiltrat bei vielen menschlichen Tumoren aus T-Lymphozyten wie T-
Helferzellen und zytotoxischen T-Lymphozyten sowie aus den natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen), B-Lymphozyten und Makrophagen besteht [47, 48].
AulBerdem  spiegelt der Nachweis von  Immunzellen in  der
Tumormikroumgebung nicht immer ein gunstiger Verlauf mit guter Prognose
wider [49]. Bestandteile des Immunsystems - wie z.B. regulatorische CD4+ T-
Lymphozyten - hemmen die adaptive Immunantwort, koénnen die
Tumorangiogenese fordern und unterstitzen damit das Uberleben der
neoplastischen Zellen, sowie weiteres Tumorwachstum und Metastasierung
[50, 51].

Zhang et al. [52] identifizierte zum ersten Mal CD3+ T-Lymphozyten
intratumoral bei HGSC mit proportionaler erhdhter Expression von Interferon-y,
Interleukin-2 und Chemokinen. Spater untersuchte Helal et al. [53]
tumorinfiltrierendes entzindliches Infiltrat in zahlreichen gutartigen und
bdsartigen Eierstocktumoren und zeigte auf, dass die CD8+ zytotoxische T-
Lymphozyten signifikant hdher in bosartigen Eierstocktumoren und vor allem in

serdsen Ovarialkarzinomen vorkommen.
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Man geht davon aus, dass das Ovarialkarzinom vom korperlichen
Immunsystem relativ frih erkannt wird. Moglicherweise spielen die
zytotoxischen  T-Lymphozyten bei der Tumorzelleneliminierung eine
entscheidende Rolle [54]. Die zytotoxische CD8+ tumorinfiltrierende
Lymphozyten zusammen mit Makrophagen bilden einen Hauptbestandteil
entzundlicher Zellpopulation [53, 55, 56]. Dabei erkennen
Oberflachenrezeptoren  der  zytotoxischen  T-Lymphozyten  bestimmte
tumorassoziierte Antigene, welche tUber MHC-Klasse-I-Moleklle (engl.: Major
Histokompatibility Complex) prasentiert werden. Diese T-Zellen sind in der Lage
die antigenexprimierende Zielzellen direkt zu téten. In vorliegender Arbeit sowie
auch in anderen Veroffentlichungen wird vermutet, dass das serdse high-grade
Ovarialkarzinom unterschiedliche Antigene - einschlie3lich Neoantige -
exprimiert und damit eine spezifische zellulare Immunantwort hervorruft [57,
58].

Die fortgeschrittene high-grade serdse Ovarialkarzinome wurden in einer Studie
dahin gehend untersucht, ob gewisse intrinsische Tumoraggressivitat durch
Beurteilung von Proliferationsaktivitat und die Bestimmung der intratumoralen
T-Zellinfiltration fur therapeutische Entscheidungen nach Durchfiihrung einer
chirurgischen Tumorreduktion nitzlich sein kann. Interessanterweise war ein
starkes intratumorales CD3+ und CD8+ T-Zellinfiltrat eher bei aggressiven high-
grade Ovarialkarzinomen mit hohem Proliferationsindex und nicht bei

indolenten Tumoren zu sehen. [57]

Sehr wichtig bei dieser Konstellation ist die prognostische Bedeutung von TILs
(tumorinfiltrierende Lymphozyten) in einer groRen Subgruppe von HGSC, wo
nachweislich eine hohe Zahl wvon TILs mit einer glnstigeren
krankheitsspezifischen Prognose korreliert [59]. So berichtete Zhang et al. [52]
Uber einen signifikanten Unterschied des progressionsfreien und des gesamten
Uberlebens zwischen Ovarialkarzinomen mit oder ohne tumorinfiltrierenden
Lymphozyten. Allerdings sind die HGSC mit hoher Zahl von TILs mit
verlangertem Uberleben assoziiert [53, 57, 59-62]. In letzter Zeit wird in dieser

Subgruppe von Karzinomen mit deutlicher immunogener Reaktion eine
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individualisierte Immuntherapie diskutiert. Einige Studien [58, 62] zeigten bei
Ovarialkarzinomen zusatzlich eine Korrelation zwischen hoher Dichte von TILs

und klinischem Ansprechen auf Chemotherapie.

In einem experimentellen Mausmodell wurde eine wirksame antitumorale
Reaktion der transferierten CD8+ T-Zellen bei Ovarialkarzinom aufgezeigt, die
wohl ausreicht, um Regression des fortgeschrittenen Tumors zu initileren. Diese
Reaktion war mit deutlicher T-Zellproliferation und Ausschittung von
Interleukin-2 und Interleukin-15 verbunden. Eine geringe Dichte von TILs flihrte
zu keiner Tumorregression. Eine besondere Schwierigkeit dabei war die
schlechte Persistenz der Zellen, erschwerte T-Zellvermehrung nach ihrer
Ubertragung und eine gewisse hemmende Wirkung der Inhibitoren auf aktivierte
T-Lymphozyten. Somit kommt es bei bestimmten immunogenen Tumoren - wie
z.B. bei Ovarialkarzinom - nicht immer zur effizienten Eliminierung der
neoplastischen Zellen. Die Ergebnisse dieser Studie unterstitzen trotzdem das
diskutierte Konzept, dass das Ovarialkarzinom durch Ansatze T-Zellbasierter

Immuntherapie einen moglichen gunstigen Verlauf zeigt. [54]

Zahlreiche aktuelle Untersuchungen zeigten, dass Prognose und Uberleben -
abhangig von genauer Lage der Lymphozyten im Tumorgewebe -
kontrastierend unterschiedlich sein kann. Es wurde berichtet, dass die
antitumorale Immunantwort teilweise durch direkte Zell-Zell-Kontakte vermittelt
wird und dabei eine genaue Lage der TILs im Tumorgewebe eine
entscheidende Rolle spielen kann [62-67]. Mit diesem Thema beschéftigten sich
mehrere Studien, die letztendlich aber zu widersprichlichen Ergebnissen
kamen [49, 58, 60]. In einigen Studien wurde festgestellt, dass hohe
intratumorale Zelldichte von CD8+ - aber nicht CD3+ Lymphozyten - statistisch
mit besserem Uberleben korreliert [60, 68]. Spater wurde allerdings festgestellt,
dass eine hohe intratumorale Dichte von CD3+ T-Lymphozyten in Kombination
mit fehlender/“negativer® stromaler lymphozytarer Infiltration statistisch mit
langerem gesamten und progressionsfreien Uberleben assoziiert ist [49]. Allein

die hohe CD3+ Lymphozytendichte intratumoral war laut einigen Autoren als ein
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unabhangiger prognostischer Faktor fir langeres gesamtes Uberleben
statistisch identifiziert [69, 70].

Hinsichtlich der intraepithelialen Lymphozyten wurde Uber vielfaltige funktionelle
Aktivitaten des Oberflachenmolekiils Integrin CD103 (aE/B7) berichtet. Integrin
CD103 wird durch Bindung an E-Cadherin weitgehend von intraepithelialen
CD8+ Lymphozyten im intestinalen Epithel und in der Lungenschleimhaut
exprimiert [71-73]. Die meisten CD103+ TILs sind als zytotoxischen T-Zellen,
naturliche Killerzellen (NK) und auch als CD4+ T-Lymphozyten prasentiert [74].
Daruiber hinaus wurde ein CD103-Marker beim serdsem Ovarialkarzinom als
weiterer prognostischer Marker etabliert [75] mit nachgewiesener Korrelation
zwischen besserer krankheitsspezifischer Uberlebenszeit und hoher Zahl von
CD3+/CD103+ [62], oder CD8+/CD103+ tumorinfiltrierenden Lymphozyten [74].

1.5 Ziele dieser Arbeit

Die Rolle der Immunantwort in STIC wurde bisher nur wenig untersucht [76].
Um die mogliche Rolle der spezifischen zellularen Immunantwort bei der
Entstehung der STIC und der HGSC zu beleuchten, haben wir in dieser Arbeit

vor allem drei wesentliche Fragen adressiert:

1. Welche Subpopulationen von immunkompetenten Zellen - abhangig von ihrer

Lage intratumoral oder in angrenzendem Stroma — sind an der Immunantwort
in Vorlauferlasionen beteiligt?

. Wie verandert sich die Lymphozytenzahl in STICs und ihrer Umgebung im
Vergleich zu der benachbarten tubalen Schleimhaut und zum
korrespondierenden Karzinom?

. Gibt es eine Korrelation zwischen der Immunantwort in STICs und in den
assoziierten Karzinomen? Hierbei analysieren wir, ob bei Tumoren mit einer
ausgepragten Immunantwort, die ersten immunkompetenten Zellen bereits in
den Vorlauferlasionen vorhanden sind oder erst spater beim fortschreitenden

invasiven Prozess auftreten.
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2 Material und Methoden

2.1 Kollektivund Auswertung der bereits
durchgefihrten p53-Farbung

Das bereits charakterisierte Patientinnenkollektiv aus der Arbeit von Sophie
Heliveldop mit diagnostizierten high-grade serésen Karzinomen des Kkleinen
Beckens und assoziierten sergsen tubalen intraepithelialen Karzinomen (STICS)
wurde weiter retrospektiv analysiert. Es waren in den Jahren zwischen 2004 -
2012 insgesamt 150 Patientinnen der Universitatsfrauenklinik Tilbingen
untersucht, bei denen konsekutiv ein high-grade serbses Karzinom
diagnostiziert wurde. Davon waren 101 Félle fur weitere Untersuchungen
geeignet. Alle Patientinnen unterzogen sich einer chirurgischen Behandlung mit
bilateraler Adnexektomie, Hysterektomie, Omentektomie bzw.
Lymphnodektomie. Das Resektionsmaterial von allen Fallen wurde im Institut
fur Pathologie des Universitatsklinikkums Tubingen untersucht. Das
Untersuchungsmaterial bestand aus Gewebeblocken, die fir die histologische

Untersuchung formalinfixiert und paraffineingebettet waren.

Das Projekt wurde von der Ethikkomission der Medizinischen Fakultat der
Universitat Tubingen genehmigt.

Alle Gewebeblocke und histologische Schnitte zu den vorgenannten Fallen
wurden aus dem pathologischen Archiv bezogen und von einer Pathologin mit
Zusatzausbildung im Bereich der Gynékopathologie (A.S.) erfasst. Bei allen
Fallen wurde die Tuben nach dem empfohlenen Algorithmus aufgearbeitet [22].
Dabei wurden die histologischen Schnitte von komplett eingebetteten Tuben
sorgfaltig  lichtmikroskopisch und anhand der immunhistochemischen
Farbungen von Tumorsupressorprotein p53 und Proliferationsmarker Mib-1
(Antikorper Ki-67) auf relevante pathologische Verdnderungen untersucht.
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Aufgrund dieser Untersuchungen konnte eine Datenbank von 23 Patientinnen
mit insgesamt 29 nachgewiesenen STIC-Lasionen erstellt werden.

Alle (100%) korrespondierenden Karzinome waren high-grade sertse
Karzinome. Bei 17 (74%) Fallen waren die Haupttumormassen in Ovarien, bei 3
(13%) Fallen in Tuben lokalisiert. Bei 1 (4%) Fall wurde ein primares
peritoneales Karzinom und bei 2 (9%) Fallen die Malignen Miuller-Mischtumore

der Ovarien festgestellt.

Zum Diagnosezeitpunkt waren alle Patientinnen im Alter zwischen 48 und 84
Jahre und hatten ein fortgeschrittenes Tumorstadium von llla bis Ilic mit
peritonealer Tumoraussaat (nach TNM-Klassifikation). 14 (61%) Tumore
prasentierten sich bei Diagnosefeststellung mit Lymphknotenmetastasen (N1).
Bei 6 (21%) Patientinnen entwickelten sich keine Lymphknotenmetastasen
(NO). Zu 3 (13%) Fallen konnte keine Aussage zum Lymphknotenstatus
getroffen werden (Nx) (Tabelle 2.1). Bei den Patientinnen aus meiner
Untersuchungspopulation gab es zu diesem Zeitpunkt keine Information tber

BRCA-Keimbahnmutationsstatus oder zusatzliche familidre Belastung.

Beziiglich morphologischer Variationen unterscheidet Soslow et al. in seiner
Publikation die high-grade serose Karzinome mit solidem,
pseudoendometrioidem  oder transitionalem  Wachstumsmuster  [77].
Dominierende  Tumorarchitektur  bei  dieser Entitat ist papillares
Wachstumsmuster, welches statistisch bei >50% der Féllen von HGSC
beobachtet wird [78].

Bei jedem Fall unserer Untersuchung wurden histologischer Subtyp und
Differenzierungsgrad des jeweiligen Tumors ohne Kenntnis der klinischen und
immunhistochemischen Daten von einer erfahrenen Pathologin (A.S.)
neuevaluiert. Darunter zeigten sich 13 (57%) papillar-serose, 5 (22%)
pseudoendometrioide, 4 (17%) solide und 1 (4%) transitionalzellartiges
Karzinome (Abbildung 2.1).
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Tabelle 2.1:  Zusammensetzung des Studienkollektivs aufgeschlisselt nach histologischem Subtyp, den klinisch-pathologischen Parametern, Tumorstadium und
Lymphknotenstatus

Total 13 (56,5) 5 (22,2) 4 (17,4) 1 (4,3) 23 (100)

lla 1 (20) 1 (4.3)
b 1 (20) 1 (25) 2 (8,7)
lllc 13 (100) 3 (60) 3 (75) 1 (100) 20 (86.9)

Nx 1 (7,7) 2 (40) 3 (13,0)

NO 4 (30,8) 1 (20) 1 (25) 6 (26,1)

N1 8 (61,5) 2 (40) 3 (75) 1 (100) 14 (60,8)
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Abbildung 2.1:  Haufigkeitsverteilung (%) der unterschiedlichen histologischen Subtypen der high-
grade serdsen Karzinome im Gesamtkollektiv.

Schlussendlich wurden insgesamt 29 STIC-L&sionen detektiert, davon 6 (21%)
Falle mit nachgewiesenen bilateralen STICs. Alle STIC-L&sionen befanden sich
im Fimbrientrichterbereich der Tube. 2 (7%) Falle wurden aus der weiteren
Analyse ausgeschlossen, da die STIC-Lasionen in tieferen histologischen
Schnitten nicht mehr vorhanden waren. Die tumorfreien Abschnitte des
unauffalligen Tubenepithels dienten bei jedem untersuchten Fall als interne
Kontrolle.

Bei den Fallen mit unzureichendem Tumorgewebe wurden zuséatzlich ein bis
zwei Paraffinbldcke mit reprasentativem karzinomtragendem Gewebe aus dem
pathologischen Archiv herausgesucht. Mit dem Rotationsmikroskop der Firma
Microm HM355S wurden aus den Blocken mit dem in paraffineingebetteten
Tumor- und Tubengewebe die histologische Schnitte mit einer Dicke von 2,5
um angefertigt und auf Superfrost-Objekttrager aufgetragen. Diese Schnitte
wurden einerseits mittels Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Danach erfolgten die
immunhistochemischen Farbungen an unmittelbar folgenden Schnitten mit 2,5

pum Dicke.

25



26 2 Material und Methoden

Zuallererst erfolgte eine histologische Begutachtung der Gewebeschnitte mit
p53-Farbung. Die Ergebnisse der p53-Farbung der histologischen Schnitte mit
pathologisch verandertem Tubenepithel wurden mithilfe eines semiquantitativen
Punktesystems bewertet. Auf diese Weise konnte die Farbeintensitat der
angefarbten Zellen auswertet werden. Allen STIC-Lasionen mit Ausfall von p53-
Expression wurde die Punktzahl O vergeben. Falls die STICs ein starkes
diffuses nukleares Reaktionsprodukt aufwiesen, wurde fir diese Areale die
Punktzahl 3 vergeben. Die Falle mit auffalligem Tubenepithel und schwacher
p53-Expression wurden mit der Punktzahl 1 bewertet und im
Untersuchungskollektiv als Falle mit nicht auswertbarem Farbemuster
bezeichnet. Im unauffalligen Tubenepithel zeigte sich in einzelnen Zellen eine
typische maRige heterogene Expression in weniger als 10% der Epithelien.
Dies entspricht einer Punktzahl 2 (Tabelle 2.2). Alle STIC-Lasionen mit
komplettem Ausfall oder mit p53-Uberexpression zeigten deutlich gesteigerte
Proliferationsaktivitdat fur Ki67-Antigen in ca. 70% der neoplastischen
Epithelzellen. AnschlieBend wurde das Farbemuster von p53-Expression in
STIC-Lasionen mit dem Expressionsprofil der korrespondierenden Karzinome
verglichen.

Tabelle 2.2:  Punktesystem zu Bewertung der immunhistochemischen Farbung fiir p53-Protein

Score Interpretation der Farbeintensitat von p53-Protein
0 Kompletter Ausfall der Farbung, keine Expression
1 Schwach, nicht auswertbar
2 MaRig, heterogen in einzelnen Zellen
3 Starke diffuse Uberexpression

Die Gewebeschnitte wurden von einer erfahrenen Gynékopathologin (A.S.) und
mir - unabh&ngig voneinander — bewertet. Das semiquantitative Punktesystem
ist etabliert und wurde auch in anderen Arbeiten schon mehrfach beschrieben.

In allen Féllen diente als interne Kontrolle das unauffallige Tubenepithel.
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2.2 Immunhistochemie

2.2.1 Allgemeine Immunhistochemie

Jeder immunhistochemische Prozess basiert auf einer immunologischen
Reaktion zwischen Antigenen und spezifischen monoklonalen oder
polyklonalen Antikorpern. Antigene sind Proteine, die mithilfe bestimmter
oberflachlicher Epitope die Antikorperbildung auslésen und mit gebildeten

Antikdrpern reagieren.

Um die entstandenen Antigen-Antikérper-Komplexe durch eine Farbreaktion zu
detektieren [79], wurde fir meine Arbeit eine indirekte Farbemethode - die
sogenannte (Strept-) Avidin-Biotin-Komplex-Methode - angewandt. Im ersten
Schritt bindet der primére spezifische monoklonale Antikdrper das Epitop des
nachzuweisenden Antigens. Im zweiten Schritt wurde ein biotinmarkierter
(biotinylierter) Sekundarantikbrper an einen primaren Antikorper gebunden.
Danach reagiert der enzymmarkierter (Strept-)Avidin-Komplex mit dem
biotinylierten sekundaren Antikorper. Im letzten Schritt erfolgt die Visualisierung
der Reaktion. Bei diesem Vorgang wandelt das Enzym Meerrettichperoxidase
das Chromogen Diaminobenzidin (DAB) mit dem zugegebenen
Wasserstoffperoxid-Substrat in einen Farbkomplex um. Das Chromogen wird
oxidiert und lagert sich als brauner Farbstoff an den gesamten Komplex an. Auf

diese Weise wird das gesuchte Antigen sichtbar (Abbildung 2.2).

Die Farbungen wurden mit dem vollautomatischen Immunfarbungssystem
Benchmark XT der Firma Ventana (Medical Systems, Tucson, AZ, USA)

durchgefiihrt. Die Reagenzien stammten ebenfalls von der vorgenannten Firma.
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DAB
Precipitate H,05

DAB

i Streptavidin HRP
....‘____) (SA-HRP)

Biotinylated Secondary "‘
Antibady ——

Primary ———

Antibody / \

Target Antigen

Tissue

NIEW DAB Detection Kit

Abbildung 2.2:  Prinzip der Immunhistochemie (zur Verfligung gestellt von der Firma Roche): Der
Primarantikdrper koppelt an das Antigen. Biotinylierter Sekundarantikfper bindet an den
Primarantikdrper. Danach enzymmarkierter  (Strept-)Avidin-Komplex reagiert mit
biotinyliertem sekundéarem Antikdrper. Als letzte wandelt das Enzym Meerrettichperoxidase
das Chromogen Diaminobenzidin (DAB) im zugegebenen Wasserstoffperoxid-Substrat-
Komplex in einen Farbkomplex um. Das Chromogen wird oxidiert und lagert sich als brauner
Farbstoff an den gesamten Komplex an. SA-HRP: Konjugierte Streptavidin-Meerrettich-
Peroxidase-Ldsung.

2.2.2 Immunhistochemische Farbungen von CD3, CD8 und
CD103

Die Gewebeschnitte wurden zunéachst auf Superfrost-Objekttragern platziert.
Danach wurden die Schnitte bei hochstens 60° im Warmeschrank mindestens
60 Minuten lang angetrocknet. Im néchsten Schritt wurden die Schnitte mit Xylol
und der absteigenden Ethanolreihe dehydratisiert und mit einem anorganischen
Puffer entparaffiniert. Die Entparaffinierung erfolgte im Benchmark XT mit EZ
Prep. Da bei der Fixierung mit 4%-gepuffertem Formalin der Zugang zu den
strukturell veranderten (maskierten) Epitopen erschwert wird, erfolgte zunéachst

eine korrekte hitzeinduzierte Vorbehandlung der Schnittpréaparate. Bei diesem
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Vorgang werden die gesuchten Antigenstrukturen demaskiert. Fur die CD8 und
CD103 Antikorper ist Epitopdemaskierung mittels eines vorgewarmten
Tris/Borat/EDTA-Puffer (CC1 mild) pH8,4 und fur Antikdrper gegen CD3 mittels
eines Tris/Borat/EDTA-Puffer (CC1 Std) pH8,4 erforderlich.

In dieser Arbeit wurden Konzentrate von monoklonalen Antikérpern angewandt.
Die monoklonale Antikérper gegen CD3 und CD103 werden aus
Kaninchenserum gewonnen. Der monoklonale Antikérper CD8 wird aus
Mausserum hergestellt. Fur die Verdiinnung wurde der ,Antibody Diluent® von
Firma Zytomed Systems verwendet. Dieser Verdunnungspuffer stabilisiert die
Antikorper sowohl mikrobiologisch als auch chemisch und reduziert dabei die

Hintergrundfarbung.

Die fur die Studie ausgewahlten Antikorper sind in der folgenden Tabelle 2.3
zusammen mit Angaben Uber Hersteller, Antikoérperverdinnung und

Herkunftsquelle dargestellt.

Tabelle 2.3:  Ubersichtstabelle tber die verwendeten Antikérper. *Verdiinnungspuffer ,, Antibody
Diluent* der Firma Zytomed Systems

Monoklonale | Clon Hersteller Spezies Optimale
Antikorper Verdinnung*
CD3 SP7 DCS Kaninchen 1:100

Innovative

Diagnostik,

Hamburg,

Deutschland

CD8 C8/144B Dako, Maus 1:150
Glostrup,
Danemark
CD103/ EPR/4166(2) | Gene Tex, Kaninchen 1:500
Integrin Alpha- Irvine, CA

E
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iIView DAB-Detektion-Kit enthielt als Sekundarantikdrper Anti-Kaninchen-, bzw.
Anti-Maus-Antikorper. Durch die oben beschriebene Reaktion mit
Meerrettichperoxidase  wandelt der  Antigen-Antikbrper-Komplex — mit
dazugegebenem Wasserstoffperoxid-Chromogen-Komplex in ein sichtbares
Reaktionsprodukt um (iVieW DAB Detection Kit, Ventana). Zur Kontrastbildung
erfolgt eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin und Blauen des Ubrigen Gewebes.
Anschliel3end erfolgte Dehydrierung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe und

Xylol sowie Eindecken mit dem Eindeckmedium Cytoseal.

2.3 Auswertung der Expression von CD3, CD8 und
CD103 Antikorper manuell und anhand digitaler
Bildanalyse

Die Objekttrager mit immunhistologischen Farbungen von CD3, CD8 und
CD103 Antikorper wurden mit dem Gerat Mirax-Scanner Zeiss gescannt und
mittels des Programms Adobe Photoshop 5.5 (Hersteller: Firma Adobe)

bearbeitet.

Mit einem Ziel die T-Lymphozyten-Quantitéat in den neoplastischen Arealen und
im Tubenepithel zu erfassen, erfolgte eine computergestlitzte Bildanalyse.
Dabei wurden die gescannten histologischen Schnitte mithilfe des Programms
Definiens Tissue Studio™ [80] ausgewertet. Das System wurde anhand einer
Mikrometerskala geeicht. In den digitalen Bildern lieBen sich
Flachenbestimmungen berechnen und es wurden alle nétigen Messungen

durchgefuhrt.

Als Basiskriterien der Lymphozyten-Quantifizierung wurden folgende

Messparameter bestimmt:

1) Fur normales Epithel: die optimale Epithellange bei jedem Fall betrug
ca. 5 mm, die Epitheldicke war konstant 0,017 mm. Das Areal mit
angrenzendem Stroma hatte bei jedem Fall eine Lange von 5 mm und

konstante Dicke von 0,1 mm.
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2) Fur STIC-Lasionen: es wurde mindestens eine reprasentative STIC-
Lasion pro Fall untersucht. Wenn sich wahrend der histologischen
Untersuchung mehrere STICs pro Fall zeigten, dann wurden zwei
reprasentative Areale in diese Analyse angeschlossen mit einer
optimalen Gesamtlange der STIC-Lasionen und des angrenzenden
Stromas, jeweils von 5 mm. Die Dicke von neoplastischem Epithel
variierte von 0,014 bis 0,08 mm. Bei jedem Fall hatte das angrenzende

Stroma eine konstante Dicke von 0,1 mm.

Aufgrund der Rasterbildung der Bildanalyse von STIC-Lasionen und von
normalem Epithel erfolgte eine Fehlzuordnung der Lymphozyten an der
anderen Seite der Basalmembran, sodass hier auf eine automatische Detektion
der Lymphozyten verzichtet wurde. Stattdessen wurden die Messareale mit
dem Bildanalyse-Programm Definiens Tissue Studio™ erfasst und
anschlieend die Lymphozytenzahl in den STIC-L&sionen und im normalen
Epithel manuell ausgezahlt. (Abbildung 2.3 und 2.4).

Separat fur das Epithel und angrenzendes Stroma ergab sich ein Wert in mm?2
bezogen auf eine Flache (fur invasives Karzinom) oder auf eine Strecke (fur
STIC-Lasionen und normales Epithel) durch Multiplikation von Lange und
Dicke.
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Abbildung 2.3:  Normales Epithel mit mittels Difiniens Tissue Studio™ Programms markiertem Epithel
und subepithelialem Stroma (dunkelrot Epithel, griin Stroma), CD3-Farbung, Vergréfierung
x20um.
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Abbildung 2.4: STIC mlt mlttels Difiniens Tissue StudioTM Programms markiertem neoplastischem
Epithel und subepithelialem Stroma, CD3-Farbung, VergréRerung x50pum.

3) Fur invasive Karzinome: pro Fall wurden zwei Arealen mit

korrespondierendem Tumor und zwei Areale mit angrenzendem Stroma

gemessen und markiert. Jedes ausgewahltes Areal stellt ein Quadrat mit

einer Seitenlange von 500um oder 0,5 mm dar.
Der Flacheninhalt betragt:
A =a®=0,5% = 0,25 mm?

Letztendlich stellte jedes analysiertes Areal eine Flache von 0,25 mm2 dar,
sodass sich zwei Tumorareale und zwei Stroma-Areale mit jeweils einer
Gesamtflache von 0,5 mmz2 ergaben (Abbildung 2.5).

33



34 2 Material und Methoden

g
L
N

'q.g:?

-~
..'“

S
i

"‘:A « o .'"
f‘-,'s_ 24 rt"‘{-' : £
XV e 4 2 O F A ’

PR P I ) [ O
L R vk s U ,}. '.“f‘.;'s
27 g Y AR M NN T

Mg ase R S LR TN

AT, PO GIIRRR T B
:’ ‘& la- « e Mot by N
."E‘.'\,"' ':,'{ \.»:.;- .~t
- o Y \ d 3

. -’,‘§}‘.\‘ \\‘ e ’ %
o U N ‘w
o LR G
s, QlpEn 0 T g
-_T ...") N (Yo &S i
%&‘.‘ ¢ |
oo SR

0, Mo H )
Y XN tods ;,ig
saibo 1
* a' Wl | A e
e, \\QE PRI A,
» ..?1“. S L]
f/‘ - X“ \“‘ "4
3 ¢ Iy & : .
w . .‘ o o Z ‘l"-is'jiﬂ'? 3

“‘ ’ :{1 0’\'*- ..'* . - x‘ rw ﬁ,h"-. \"! ‘.‘gm

e .’. 1";3-'_ W, AU o R RE LR o 0
PR :{éé'd?.: ey PRV B AT D R
"o VTN BN LRI % Dl XGRS | < EP &AL L
B s T T A Ol A ALY

B0 s o MWL g8 AP Rt S .4}.‘. \ﬁ‘ R Y '\:% A

Abbildung 2.5:  Invasives high-grade serdses Karzinom mit insgesamt vier mittels des Difiniens Tissue
Studio™ Programms markierten Arealen: zwei Areale mit Tumor und zwei Areale mit
angrenzendem peritumoralem Stroma. In der Abbildung ein Tumor-Areal und ein Stroma-
Areal miterfasst (hell griin Tumor, orange angrenzendes Stroma), VergrofRerung x50um.

Anhand des Programms Definiens Tissue Studio™ wurden alle gemessenen
Areale des korrespondierenden Karzinoms als digitale Bildanalyse ausgefihrt.
Zuerst wurde mittels eines Kernerkennungsalgorithmus ein Kerndurchmesser
von 16 pm angegeben, um die korrekte Zellpopulation von positiven
Lymphozyten zu identifizieren. Dabei wurden die positiven und negativen Zellen
gegeneinander mit unterschiedlichem Chromogen detektiert. Das Programm
detektierte eine nukledre Expression der Antikdrper in den Lymphozyten als
schwach, maRig und stark gefarbte Kerne. Aul3erdem wurden die positiven und
negativen Zellen unterschiedlich farbig markiert (Abbildung 2.6). Damit wird die
korrekte Erkennung von allen positiven und negativen Zellen ermoglicht.
AnschlieBend wurde die vollautomatische Zellanalyse ausgefuhrt.
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Abbildung 2.6:  Detektionsergebnisse nach Kernerkennung (links: negative Kerne blau, positive Kerne
gelb; rechts: negative Kerne blau, kleine positive Kerne gelb, maRig groRe positive Kerne
orange, grofle positive Kerne braun) oder z.B. Detektion der Kernen nach Intensitat
(rechts: negative Kerne blau, schwach positive Kerne hellrot, maRig positive Kerne orange,
stark positive Kerne braun) (Definiens Tissue Studio™ 2.1.1, User Guide [80]).

Als Messergebnis resultierte daraus die absolute Zahl immunhistochemisch

gefarbter Lymphozyten bezogen auf Flache fir korrespondierende invasive

Karzinome und auf Strecke pro 1 mm? fur STIC-L&sionen und normales Epithel.

2.4 Statistische Auswertung

Alle benotigten Daten fiur Quantifizierung der Lymphozytenzahl in STIC-Lasionen,
im normalen Tubenepithel und in den korrespondierenden Karzinomen, sowie
Ergebnisse der weiteren immunhistologischen Farbungen wurden in eine
Microsoft® Excel Tabelle Ubertragen. Statistische Analysen und Diagrammen
wurden mit dem Softwarepaket SPSS12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und
Statistikprogramm GraphPad durchgefiihrt. Die Korrelationen und signifikante
Unterschiede zwischen CD3+, CD8+ und CD103+ Lymphozytenzahl in tumoralem
Stroma und unmittelbar intratumoral/intraepithelial wurden mithilfe t-Tests bei

einem Signifikanzniveau von a = 0,05 ermittelt.

Das Studienvorhaben wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums
Tubingen bewilligt (Pr. Nr.- 645/2012B02).
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3.1 p53 Expressionsstatus im Kollektiv

Basierend auf konventionellen morphologischen Kriterien und mithilfe der
immunhistochemischen Farbungen wurden insgesamt 27 Falle mit den serdsen
tubalen intarepithelialen Karzinomen identifiziert. Die folgende Tabelle (Tabelle
3.1) zeigt die Verteilung der immunhistochemischen Scores in STIC-Lasionen in
unserem Patientenkollektiv. Fur weitere Untersuchungen wurden Falle
ausgesucht mit folgenden fur STIC-Lasionen typischen Kriterien: deutlich
hohem Proliferationsindex (ca. 70%) in der Mib-1-Farbung und einer
Uberexpression oder Ausfall von p53-Protein mit entsprechendem Score 3 oder

Score 0. Das unaufféallige Tubenepithel wurde mit der Punktzahl 2 bewertet.

Tabelle 3.1: Ergebnisse der immunhistochemischen p53-Farbung im Untersuchungskollektiv

Gesamt STIC-Lasionen Ausgeschlossen
Score 3, Score 0, Nicht auswertbar
Uberexpression | Ausfall des p53- oder Score 1
des p53-Proteins Proteins
N % N % N % N %
27 100 20 74 6 22 1 3,7

Es wurden in drei (11%) Fallen in unserem Untersuchungskollektiv kleine

Areale mit p53-Signatur gefunden.

3.2 Immunhistochemische Darstellung verschiedener
Subpopulationen der T-Lymphozyten

Es wurden bei allen Fallen CD3-, CD8- und CD103-Expression in den

Lymphozyten sowohl intratumoral/intraepithelial als auch im tumoralen Stroma
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festgestellt. Die invasiven Karzinome zeigten - jedoch ohne Zusammenhang mit
einem konkreten histologischen Subtyp - ungeféahr die gleiche Anzahl von

Fallen mit viel und wenig tumorinfiltrierenden Lymphozyten (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1:  Invasive serose high-grade Karzinome mit viel (a, b, ¢) und wenig (d, e, f) tumorinfiltrierenden Lymphozyten in CD3-, CD8- und CD103-Farbungen.
VergrofRerung x400.
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o
Abbildung 3.2: Normales Epithel (a), STIC (b) und invasives Karzinom (c) mit immunhistochemischer Darstellung der intraepithelialen/tumorinfiltrierenden
Lymphozyten in der CD3-Farbung, VergrolRerung x400.

In dieser Studie wurde beobachtet, dass STIC-Lasionen Uberwiegend eine geringe Lymphozytenzahl in neoplastischem

Epithel zeigen im Vergleich zu benachbartem normalem Tubenepithel oder zu korrespondierendem Karzinom (Abbildung 3.2).

In der nachsten Abbildung (Abbildung 3.3) sieht man Unterschiede der lymphozytarer Infiltration in normalem Epithel und zwei

Subgruppen von STICs mit viel und wenig intraepithelialen Lymphozyten.

Um die Lymphozyten-Subpopulationen im Gewebe pro mm?2 zu quantifizieren, wurde von uns ein einfacher Algorithmus
entwickelt. Dieser Algorithmus wurde bereits im Abschnitt ,Material und Methoden® beschrieben.
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Abbildung 3.3:  Normales Epithel (a, d, g), STIC mit viel (b, e, h) und wenig(c, f, i)intraepithelialen/ tumorinfiltrierenden Lymphozyten in CD3-, CD8- und CD103-
Farbungen,VergroRerungx200.
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3.3 Statistische Unterschiede und Korrelation der
Lymphozytenzahl in normalem Epithel, STIC und
invasivem Karzinom

Wir konnten zu jedem Fall die Mittelwerte von Lymphozytenzahl fir normales
Epithel, STIC-Lasionen und korrespondierende invasive Karzinome ermitteln.
Mithilfe von t-Test wurde Uberpruft, ob die gerechneten Mittelwerte fur
Stichproben sich systematisch voneinander unterscheiden (Tabellen 3.2 und
3.3).

Das unauffallige tubale Epithel zeigte eine gleichméaRige Verteilung der
vereinzelt  eingestreuten intraepithelialen  Lymphozyten  mit  einer
durchschnittlichen Anzahl von 328 Lymphozyten pro 1mmz2 fur CD3+, 295
Lymphozyten pro 1mm? fir CD8+ und 111 Lymphozyten pro 1mm?2 fir CD103+
Antikdrper. Das entspricht jeweils 5,5 Zellen, 5 Zellen und 2 Zellen pro 1mm
Epithellange. Die durchgefihrte Analyse der immunhistochemisch detektierten
Lymphozyten verglichen mit ihrer Anzahl in STIC-Lasionen zeigte eine deutliche
Verminderung der intraepithelialen Lymphozyten als in benachbartem
normalem Tubenepithel mit entsprechend 224 pro 1mm? in CD3+, 208 pro
1mm2 in CD8+ und 121 Lymphozyten pro 1mmz2 in CD103-Expression, obwohl
dieser Unterschied nur fir CD3-Expression signifikant war, mit einem P-Wert
von 0,03. FoOr die Verteilung der intraepithelialen/tumorinfiltrierenden
Lymphozyten in CD8- und CD103-Farbung zeigte sich keine Signifikanz mit
einem P-Wert von 0,146 und 0,763 entsprechend. (Tabelle 3.4) In invasiven
Karzinomen war die durchschnittliche Lymphozytenzahl intratumoral 522/mmz2
CD3-positiven (P=0,013), 247/mm2 CD8-positiven (P=0,444) und 184/mm?
CD103-positiven (P=0,111) Lymphozyten. Nur fur CD3-Expression war die
Anzahl der TILs statistisch deutlich signifikant.

Es wurde HE-morphologisch und immunhistochemisch eine deutliche
lymphozytare Infiltration in STIC-angrenzendem Stroma bei allen Fallen mit

p53-Uberexpression und p53-Ausfall beobachtet. Die durchgefiihrte
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Quantifizierung und weitere statistische Analyse der Lymphozyten-Verteilung
zeigten sehr hohe signifikante Unterschiede der lymphozytéaren Infiltration in
Stroma zwischen normalem tubalem Epithel und STIC-Lasion, sowie zwischen
STIC-Lasion und korrespondierendem Karzinom. Die unauffallige Tube zeigte
eine geringe Lymphozytendichte im subepithelialen Stroma mit einer
durchschnittlichen Anzahl von 55 Lymphozyten pro 1mm?2 fir CD3+, 29
Lymphozyten pro 1mmz fir CD8+ und 9 Lymphozyten pro 1mm?2 fur CD103+
Antikodrper. In STIC-Lasionen zeigte sich stromal eine sehr hohe signifikante
Zahl der infiltrierenden T-Lymphozyten mit 377/mm?2 CD3-positiven (P<0,001),
181/mm? CD8-positiven (P<0,001) und 44/mm?2 CD103-positiven (P=0,004)
Lymphozyten. In den korrespondierenden invasiven Karzinomen steigt die
Lymphozytenzahl in tumoralem Stroma weiterhin mit durchschnittlich 920/mm?2
CD3-positiven (P<0,001), 660/mm?2 CD8-positiven (P<0,001) und 206/mm?
CD103-positiven (P<0,001) Lymphozyten.

Tabelle 3.2: Signifikanzniveau flr Stichproben mit paarigen Werten von CD3- und CD8-Expression in
normalem Epithel, in STIC und im Karzinom

Test fur Stichproben mit paarigen Werten

Sig.
(2-
df seitig)
Paar1 Normales Epithel_CD3_Epithelial - o5 030
STIC_CD3_Epithelial '
Paar2 STIC CD3_Epithelial -
Karzinom_CD3_Epithelial 25| 013
Paar 3 Normales Epithel_CD8_Epithelial -
o 25| ,146
STIC_CD8_Epithelial
Paar4 STIC_CD8_Epithelial -
Karzinom_CD8_Epithelial 25| 444
Paar5 Normales Epithel_CD3_Stroma - 25| 000
STIC_CD3_Stroma
Paar6 STIC_CD3_Stroma - CA_CD3_Stroma 25( ,000
Paar 7 Normales Epithel CD8_ Stroma - 25| 000
STIC_CDS8_Stroma
Paar8 STIC CD8 Stroma- CA CD8 Stroma 25| ,000
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Tabelle 3.3: Signifikanzniveau fiir Stichproben mit paarigen Werten von CD103-Expression in

normalem Epithel, in STIC und im Karzinom

Test fur Stichproben mit paarigen Werten

Sig.
(2-
df | seitig)
Paar 1 Normales Epithel CD103_Epithelial - 25 763
STIC_CD103_Epithelial_mm? ’
Paar 2 STIC_CD103_Epithelial - o5 111
Karzinom_CD103_Epithelial ’
Paar 3 Normales Epithel CD103_Stroma - 25 004
STIC_CD103_Stroma '
Paar 4 STIC CD103 Stroma - Karzinom CD103 Stroma 25| ,000
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Tabelle 3.4:  Ubersichtstabelle mit Mittelwerten, Standardfehler der Mittelwerte der Lymphozytenzahl und Signifikanzniveau in normalem Epithel und in STICs pro
Imm?

In der Tabelle 3.4 sind Mittelwerte der Lymphozytenzahl in normalem Epithel, in den STICs und in den korrespondierenden
Karzinomen zusammengefuhrt mit Bezug auf ihre Lage intraepithelial oder stromal pro 1 mmz2. Die statistisch erfassten
Standardfehler der Mittelwerte bedeuten Standardabweichungen der Mittelwerte fir alle Stichproben; sie sind relativ gering
und zeigen, wie genau konnte die Lymphozytenzahl geschétzt werden. Beziglich der relevanten Unterschiede der

Lymphozytenzahl in normalem Epithel und in STIC sind statistische Signifikanzwerte in der Tabelle dargestellit.
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Abbildung 3.4: Graphische Darstellung der Verteilung der intraepithelialen/tumorinfiltrierenden T-
Lymphozyten im Vergleich: normales Epithel/STIC/Karzinom. In zwei Grafiken oben sind
Boxplot-Grafiken mit Mittelwert fir jede Gewebeart gezeigt. Jede Box prasentiert Streubreite
der Lymphozytenzahl. In zwei unteren Grafiken sind Liniendiagramme dargestellt, jede Linie
entspricht jedem einzelnen Fall. Signifikante Verminderung der
intraepithelialen/tumorinfiltrierenden Lymhozytenzahl im Vergleich im normalen Epithel und
STIC fir CD3-Antikdrper (P=0,03). Im Karzinom ist der Lymphozytengehalt signifikant hoher
als im STIC (P=0,013). Fir die Verteilung der inraepithelialen/tumorinfiltrierenden
Lymphozyten in CD8- Farbung zeigte sich ahnliche Tendenz, jedoch ohne signifikante
Unterschiede (P=0,146 und P=0,444).

Diese Lymphozyten-Quantifizierung bestétigte unsere Beobachtung, dass die
intraepithelialen Lymphozyten in den STIC-Lasionen im Durchschnitt geringer
sind als im normalen Epithel. Damit wurde fir CD3-exprimierenden
Lymphozyten (P=0,03) ein signifikanter Unterschied dieses Parameters
nachgewiesen. (Abbildung 3.4)
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Abbildung 3.5:  Graphische Darstellung der Lymphozytenzahl subepithelial und in der Tumor-

Mikroumgebung fir CD3- und CD8- Farbung in normalem Epithel /STIC/Karzinom. In zwei
Grafiken oben sind Boxplot-Grafiken mit Mittelwert fir jede Gewebeart gezeigt. Jede Box
prasentiert Streubreite der Lymphozytenzahl. In zwei unteren Grafiken sind Liniendiagramme
dargestellt, jede Linie entspricht jedem einzelnen Fall. Man sieht, dass normales Epithel sehr
wenige Lymphozyten im Stroma beinhaltet. In STIC sieht man sehr hohen signifikanten Anstieg
von Lymphozytenzahl (P<0,001), und bei der Progression von STIC zum Tumor beobachtet
man sehr deutliche Stromainfiltration mit hoher Signifakanz (P<0,001).

Die stromale Lymphozytenzahl fir CD3- und CD8-Farbung in normalem Epithel

und STIC zeigte hoch signifikanten Anstieg der Lymphozytenzahl in STICs
(P<0,001).

Bei der Progression der Neoplasie beobachtet man sehr deutliche T-

Zellinfiltration in der Mikroumgebung des invasiven Tumors mit hohem
signifikantem Unterschied der Lymphozytenzahl (P<0,001). (Abbildung 3.5)
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Abbildung 3.6: Graphische Darstellung der Verteilung der CD103-markierten Lymphozyten im
Vergleich normales Epithel/STIC/Karzinom. In zwei Grafiken oben sind Boxplot-Grafiken mit
Mittelwert fir jede Gewebeart gezeigt. Jede Box prasentiert Streubreite der Lymphozytenzahl.
In zwei unteren Grafiken sind Liniendiagramme dargestellt, jede Linie entspricht jedem
einzelnen Fall. Man sieht keine signifikanten Unterschiede von CD103-exprimierenden
Lymphozyten intraepithelial in normalem Epithel/STIC/Karzinom und einen hoch signifikanten
Anstieg vom Lymphozytengehalt im Stroma von normalem Tubenepithel zum STIC und weiter
zum invasiven Karzinom.

Aus diesen Grafiken (Abbildung 3.6) ist ersichtlich, dass sich keine signifikante
Unterschiede von CD103-exprimierenden Lymphozyten
intraepithelial/intratumoral im normalen Epithel, STIC und Karzinom
(entsprechend P=0,763 und P=0,111) ergeben. Dafir ist einen hoch
signifikanten Anstieg vom Lymphozytengehalt im Stroma des normalen
Tubenepithels verglichen mit der Lymphozytenzahl bei STIC (P=0,004) und in
invasivem Karzinom (P<0,001) ersichtlich. Basierend auf diesen Ergebnissen
ist in dieser Arbeit nachgewiesen, dass die STIC-Lasion - bei statistisch hoch
signifikanter T-Zellinfiltration in der CD3-, CD8- und CD103-Farbungen - eine

Immunantwort im Stroma bewirkt.
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Abbildung 3.7:  Verteilung der tumorinfiltrierenden Lymphozyten in STIC und in korrespondierendem Karzinom fir CD8- und CD103-Expression in den 26 Fallen
aus unserem Untersuchungskollektiv. Zelldichte der immunkompetenten T-Lymphozyten in STIC-L&sionen positiv korreliert mit Immunantwort in den
korrespondierenden invasiven Karzinomen.
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In der Abbildung 3.7 ist beispielweise die Verteilung der tumorinfiltrierenden
Lymphozyten in den STICs und in den korrespondierenden Karzinomen fur
CD8- und CD103-Expression gezeigt. In der Mehrheit der Félle beobachtete
man die Tendenz, dass die Zelldichte der immunkompetenten T-Lymphozyten
in den STIC-Lasionen mit Immunantwort in den korrespondierenden invasiven

Karzinomen positiv korreliert.

Eine signifikante Korrelation zwischen STIC und Karzinom zeigte sich fir

folgende Lymphozytenpopulationen:

e CD103 positive tumorinfiltrierende intraepitheliale Lymphozyten
(Korrelationskoeffizient 0,618; P=0,013);

e (D103 positive Lymphozyten im Stroma (Korrelationskoeffizient 0,565;
P=0,003);

e CD8 positive tumorinfiltrierende intraepitheliale  Lymphozyten
(Korrelationskoeffizient 0,402; P=0,042).

Keine signifikante Korrelation zwischen STIC und Karzinom zeigte sich fur

folgende Lymphozytenpopulationen:

e CD3 positive tumorinfiltrierende intraepitheliale  Lymphozyten
(Korrelationskoeffizient 0,303; P=0,132);

e CD3 positive Lymphozyten im Stroma (Korrelationskoeffizient 0,321;
P=0,110);

e CD8 positive Lymphozyten im Stroma (Korrelationskoeffizient 0,278;
P=0,169).
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4 Diskussion

Es gibt wenige Daten zur Immunantwort in den Vorlaufer-Lasionen von
invasivem serdésem high-grade Karzinom des weiblichen Genitaltraktes. In
unserer Arbeit wurde schrittweise den Entstehungsweg von STIC-Lasionen zu
HGSC verfolgt. Wir haben uns darauf konzentriert die immunkompetenten
Zellen, vor allem zytotoxische T-Zellen zu quantifizieren und ihre Rolle in STICs
zu untersuchen, abhangig von ihrer Lage intratumoral oder im angrenzenden
Stroma. Es zeigte sich insgesamt eine heterogene Immunantwort in den STIC-
Lasionen. Basierend auf unseren morphologischen Beobachtungen formulieren
wir die Hypothese, dass sowohl CD3- als auch CD8-positive T-Lymphozyten in
einer Mehrheit der STIC-Lasionen deutlich reduziert sind, im Vergleich zum
normalen Epithel. Somit zeigt sich eine deutlich verminderte Immunantwort in
STICs im Vergleich zum normalen Epithel. In unserer quantitativen Analyse war
dieser Unterschied nur fur CD3 positiven Lymphozyten signifikant. Die
vorliegende Arbeit zeigte weiterhin, dass die STIC-Lasion bei statistisch hoch
signifikanter T-Zellinfiltration in der CD3-, CD8- und CD103-Farbungen eine
Immunantwort in angrenzendem Stroma bewirkt. Die invasiven Karzinome
zeigten ungefahr gleiche Zahl von Fallen mit viel und wenig TILs. Die Zelldichte
von immunkompetenten T-Lymphozyten in den STIC-L&sionen korreliert positiv

mit Immunantwort in den korrespondierenden invasiven Karzinomen.

Eine prognostische Bedeutung von TIL in den STIC-Lasionen wurde bis jetzt
anhand von quantitativen Kriterien sehr unzureichend untersucht. Allerdings
gab es bis jetzt nur eine Studie [76], die eine potenzielle Rolle von T-
Lymphozyten in den STIC-Lasionen - abhangig von BRCA-Status und von
ovariellem Zyklus - untersucht hat. Dabei wurden Immuninfiltrate in STICs in
zwei Untersuchungsgruppen mit und ohne BRCA1/2-Mutation beobachtet. Laut
dieser Studie scheinen die Makrophagen intraepithelial als vorherrschende

Zellpopulation in STICs zu sein. Bis her ging man davon aus, dass die T-Zell-



4 Diskussion

Infiltration spater bei weiterer maligner Progression auftritt. Das Zellinfiltrat
wurde unter Verwendung von automatisierter Bildanalyse-Software analysiert
und es wurde ein, bereits in anderer Studie beschriebenes, Score-System
verwendet [81] mit Angaben von Prozentsatz der positiven Zellen. Eine
spezifische Lage der Lymphozyten wurde dabei jedoch nicht in Betracht
gezogen. So wurden sowohl intraepitheliale Lymphozyten als auch
Lymphozyten im subepithelialen Stroma zusammengezéahlt. Dabei kann eine
prazise Trennung beider Lymphozytengruppen in der gefaltelten tubalen
Schleimhaut eine herausfordernde Aufgabe fiir das moderne Bildanalysesystem
darstellen. Zum ersten Mal berichtete man tber Anwesenheit von CD3+ und
CD8+ Lymphozyten und Gesamtzunahme von CD8+ Zellen in STIC, jedoch
ohne signifikante Unterschiede zwischen diesen Parameter in STIC und
invasivem Karzinom oder STIC und normalem Epithel. Es wurden statistisch
keine signifikanten Unterschiede von CD3- und CDB8-Expression in den
Patientengruppen mit pra- oder postovulatorischem ovariellem Zyklus
festgestellt. [76]

In vorliegender Arbeit haben wir 26 STIC-L&sionen nach den von anderen
Autoren veroffentlichten und standardisierten Kriterien [82, 83] diagnostiziert.
Die von uns verwendete CD3-, CD8- und CD103- Marker stellen robuste
Biomarker fir Identifizierung der tumorinfiltrierenden Lymphozyten im
Tumorgewebe dar. Wir entwickelten einen einfachen Algorithmus, um die
Lymphozyten intraepithelial/intratumoral sowie in angrenzendem Stroma pro 1
mm?2 zu quantifizieren. Fur die Auswertung von CD3-, CD8- und CD103-positive
Lymphozyten in STICs, in benachbarter unauffalliger tubaler Schleimhaut und in
korrespondierendem invasivem Karzinom wurden eine kombinierte
computergestiutzte Bildanalyse und ein manueller Zahlalgorithmus verwendet.

Als Messergebnis resultierte daraus die absolute Zahl von T-Lymphozyten

o bezogen auf Flache flr korrespondierende invasive Karzinome und

e bezogen auf Strecke pro 1 mmz fir STIC-Lasionen und normales Epithel.

Wir konnten zeigen, dass alle drei Marker CD3, CD8 und CD103 in STIC-

angrenzendem Stroma mindestens flinffach erhoht waren. In den STIC-
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Lasionen selbst (intraepithelial) zeigte sich hingegen eine tberwiegend niedrige
Zahl von TILs. In vielen Fallen in STIC-Lasionen blieb die Anzahl von TILs
sogar unterhalb des normalen Niveaus (Referenzgrenze 2 bis 5,5 Zellen pro
1mm). Aufgrund dessen haben wir vermutet, dass eine Unterdriickung der
zellularen Immunantwort bei der Entwicklung dieser Subgruppe der STIC-
Lasionen vorliegt, die mdglicherweise zu einer ungestorten intraepithelialen
Ausbreitung der neoplastischen Zellen fuhrt. Wir untersuchten die Beziehung
von CD103 positiven Lymphozyten zu den anderen Komponenten der
Immunantwort sowohl in STIC als auch in invasivem serfsem Karzinom.
Interessanterweise korrelierte die Zahl von CD103+ tumorinfiltrierenden
Lymphozyten positiv mit der Anzahl von CD3+ und CD8+ TILs. Somit waren,
unserer Meinung nach, die meisten CD103+ Zellen tatsachlich eine
Untergruppe von CD8+ zytotoxischen TILs und nicht CD56+ NK-Zellen.
Daruiber hinaus fanden wir eine signifikante Korrelation zwischen CD103+,
CD8+ TILs in STIC und dem assoziierten Karzinom. Diese Beobachtung
verknipft CD103+ und CD8+ Lymphozyten mit einer tumorantigenspezifischen
Immunantwort, die bereits auf der Ebene von STIC-L&sionen ausgel6st wird.
Die zytotoxischen T-Lymphozyten im subepithelialen Stroma spielen vermutlich
eine entscheidende Rolle, um die Mikroumgebung ungunstig fur die
Vorlauferlasion zu andern. Diese Beobachtung legt den Schluss nahe, dass

sich nicht alle STIC-Lasionen im Verlauf in invasive Karzinome entwickeln.

Wie schon von George et al. [76] erwahnt wurde, darf aber nicht die
Anwesenheit von Lymphozyten innerhalb der histologisch nichtneoplastischen
tubalen Schleimhaut - das heif3t bei einer chronischen Salpingitis - als Kriterium

fur ein erhdhtes oder geringes Karzinomrisiko interpretiert werden.

Es wurden bis jetzt mehrere Arbeiten publiziert, die sich mit Quantifizierung von
TILs in invasiven Ovarialkarzinomen - abhangig von ihrer Lage unmittelbar im
Tumorgewebe oder im Stroma - beschaftigte. Die Prasenz von CD3, CDS,
CD103 positiven Lymphozyten sowie ihre Kombination in HGSC gelten als
unabhangige Prognosefaktoren fir progressionsfreies und gesamtes Uberleben
der erkrankten Patientinnen [62, 69, 74]. In einigen Studien davon wurden aber
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oft aul3er serdser high-grade Ovarialkarzinomen noch andere histologische
Variante wie endometrioide, klarzellige und muzindse Ovarialkarzinome in der
Analyse miteingezogen [49]. In der vorliegenden Arbeit liegen die gerechnete
Mittelwerte fur invasive high-grade serose Karzinome von 522 CD3+
Lymphozyten, 247 CD8+ Lymphozyten und 184 CD103+ Lymphozyten pro
1mm? intratumoral. Diese Daten korrelieren mit den von anderen Autoren
veroffentlichten Daten, wie z.B. Tomsova et al. [69] zeigte. Die Verteilung von
TILs in invasiven Karzinomen in der Arbeit von Al-Attar et al. [49] variierte von 1
bis 184 Lymphozyten/mm?2. Im Stroma wurde CD3+ lymphozytare Infiltration nur
als vorhanden oder fehlend beurteilt [49]. Die offensichtliche Diskrepanzen in
Ergebnissen zwischen diesen Arbeiten (vorliegende Arbeit und von anderen
Autoren [49, 60, 69]) sind moglicherweise durch methodische Unterschiede
erklarbar. In einigen Studien gab es keine getrennte Auswertung von
intratumoralen und stromalen Lymphozyten und ihre Lage im Tumorgewebe

wurde nicht wirklich beriicksichtig [52].

Heutzutage zeigen sich allerdings deutliche Fortschritte in Kenntnissen der
Molekularbiologie der high-grade sertsen Ovarialkarzinome. Die aktuellste
Studie publizierte Ergebnisse zur Genexpressionsanalyse einer Gruppe von
HGSC mit und ohne assoziierte STIC-Lasionen und verglich die genomische
Daten mit denen in normalem Gewebe aus jeder mdglichen Ursprungsort.
Dabei zeigte sich eine bessere Korrelation (Korrelationskoeffizient 0,73)
zwischen Tumorproben von HGSC und Eileitergewebe, als zwischen HGSC
und Ovarialgewebe (Korrelationskoeffizient 0,66) oder Peritoneum
(Korrelationskoeffizient 0,56). Die Autoren berichteten Gber keine molekularen
Unterschiede zwischen HGSC mit und ohne STICs, was der Ursprungsort aus
Tubenepithel bestatigt. [84]

Eine andere aktuelle Publikation hat mittels Whole-Exome Sequencing die
lineare Entwicklung von HGSC aus STIC-L&sionen mit progressiver Zunahme
der klonalen Veranderungen in TP53, BRCALl, BRCA2 oder PTEN Genen
nachgewiesen [10].
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Das immunhistologische Profil einiger in-situ Lasionen wird aktuell sehr breit
diskutiert. Es wurden in letzter Zeit zahlreiche Falle mit duktalem Carcinoma in-
situ (DCIS) bei gesichertem triple-negativem Mammakarzinom untersucht. Die
DCIS-Komponente und invasive Karzinome zeigten in diesen Studien das
ahnliche signifikante perifokale lymphozytéare Infiltrat [85, 86]. Hendry et al. [87]
quantifizierte TILs im DCIS-angrenzenden Stroma und stellte fest, dass die
DCIS-Komponente &hnliche signifikante lymphozytare Infiltration wie bei

assoziierten invasiven triple-negativen Mamma-Karzinomen zeigt [87].

Eine kleine Studie hat bei Patienten mit Melanoma in situ einen positiven Effekt
von lokaler Anwendung eines Medikamentes mit Immunzellen untersucht. Zum
therapeutischen Ansatz wurden grundséatzlich Bestandteile eines entziindlichen
Infiltrates, wie T-Helferzellen, signifikant hohe Zahl zytotoxischer Zellen,
Monozyten oder Makrophagen angewandt. Bei den posttherapeutischen
Kontrolluntersuchungen zeigten sich keine Residuen von Melanoma in situ.
Dabei konnte die T-lymphozellulare Immunantwort die Apoptose von

neoplastischen Melanozyten auslésen. [88]

Es stellt sich logischerweise nachste Frage: warum sind die tumorinfiltrierende
Lymphozyten vor allen in invasiven Ovarialkarzinomen und in einigen STICs

nicht in der Lage, das Tumorwachstum erfolgreich zu hemmen?

Diesbeziglich gibt es wenige Berichte tUber alternative molekularpathologischen
Aspekte und Immunantwort in HGSC [89-91]. Es gibt plausible Hypothesen,
dass die unterschiedliche Immunantworten auf verschiedene genetische
Mutationen unter Ausbildung heterogener Tumorzellpopulation zurtickzufiihren
ist. In vorliegender Arbeit wie auch in anderen Publikationen wird zusatzlich
vermutet, dass das sertse high-grade Ovarialkarzinom unterschiedliche
Antigene - einschliel3lich Neoantige — exprimiert, und damit wird eine
spezifische zellulare Immunantwort moduliert [57, 58].

So wird aktuell sehr aktiv eine Verteilung, Homogenitat und Expressionsstarke
von dem Oberflachenprotein PD-1 (eng.: Programmed cell death protein 1)

sowie seine Interaktion mit PD-L1 (eng.: Programmed cell death 1 ligand 1) in
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soliden Tumoren untersucht. Unter normalen physiologischen Bedingungen
sind die Immun- Checkpoint-Proteine (wie z.B. PD-1-Rezeptor) fur
Verhinderung der Autoimmunreaktionen und fir Schutz vor Gewebsschaden
bei einer Immunreaktion auf Infektion verantwortlich. Es ist bekannt, dass die
Immun-Checkpoint-Inhibitoren die Funktion von TILs (CD8+ Effektor-Zellen)
fehlregulieren kdnnen. Gleichzeitig werden ihre Liganden in transformierten
Tumorzellen Uberexprimiert. Es resultiert sich daraus eine Immunresistenz in

der Tumormikroumgebung. [92]

Es wird angenommen, dass die durch ihre Liganden verstarkte PD-1-
Expression an Anergie der T-Effektorzellen beteiligt ist. Es wurde eine PD-1-
Koexpression in CD8/CD103 positiven T-Lymphozyten im invasiven
Ovarialkarzinom nachgewiesen. Es ist denkbar, dass die erhéhte Expression
von PD-1 auf TILs zu einer verminderten Zytokinproduktion und Erschoépfung
des zytotoxischen Effektes fuhren konnte. [92, 93]

Laut zahlreichen Studien wird der positive PD-1-Status in unterschiedlichen
soliden Tumoren mit einer schlechten oder wiederum mit einer deutlich
besseren Uberlebensrate assoziiert [61, 94-98]. In vielen Fallen z.B. bei triple-
negativen invasiven Mammakarzinomen korreliert die PD-1-Expression mit dem

ausgepragten Immuninfiltrat [99, 100].

Andererseits wie bereits erwahnt, ist der Nachweis von Immunzellen in der
Tumormikroumgebung nicht immer mit guter Prognose assoziiert [49]. So
hemmen die regulatorische CD4+ T-Lymphozyten die adaptive Immunantwort
und kdénnen die Tumorangiogenese férdern. Damit wird Tumorwachstum und
Metastasierung unterstitzt [50, 51]. Bosmiuller et al. [101] berichtete Uber
deutlich erhéhte Zahl von CD4+ und CD8+ Lymphozyten in peritumoralem
Stroma von HGSC. Unmittelbar im Tumor wurden aber tUberwiegend CD3+,
CD103+ und CD56+ Zellen detektiert [101].

Wir haben versucht die Immunantwort in HGSC mit der Immunantwort in STICs

zu vergleichen. Leider war es nicht moglich die Ergebnisse lymphozytarer
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Infiltration unserer Arbeit in absoluten Zahlen mit den Ergebnissen oben

beschriebener Arbeit von George et al. [76] in Prozenten zu vergleichen.

Die Aussagekraft der in unserer Arbeit durchgefihrten Untersuchungen war
eingeschréankt, da sich die STIC-Lasionen fast ausschlief3lich als kleine Areale
dargestellt haben. Diese Areale in Einzelfallen waren nicht mehr in tieferen

Stufen vorhanden.

Die TILs in verschiedenen invasiven Karzinomen sind als ein prognostischer
Faktor gut etabliert. Allerdings vermuten wir, dass die Auspragung und
Expressionsmuster von tumorinfiltrierenden Lymphozyten in den STIC-L&asionen
moglicherweise eine prognostische Bedeutung hat. Eine weitere Analyse der
immunologischen Parameter ist bei Patientinnen mit Vorlaufer-Lasionen
erforderlich, um die Rolle der tumorinfiltrierenden Lymphozyten besser zu
verstehen. Allerdings mussen noch Grenzwerte von Lymphozytenzahl mit
Bezug auf ihre genaue Lage intratumoral/stromal festgelegt werden. In Zukunft
ist es sinnvoll auch die Ovarialkarzinome und STICs in einem grof3en
Untersuchungskollektiv zu untersuchen. AufRerdem ist es auch interessant in
Zukunft eine Gruppe von STICs und korrespondierenden Ovarialkarzinomen zu
untersuchen, in denen keine TILs somit keine Immunantwort stattgefunden hat.
Bezlglich Anwesenheit der intraepithelialen Lymphozyten als Kontrollproben
sollte man auch die tumorfreie und dysplasiefreie tubale Schleimhaut von
anderen gesunden Frauen verwenden. In unserer Arbeit waren die Areale mit
unauffalliger  Schleimhaut von gleichen Patientinnen analysiert mit
durchschnittlicher Lymphozytenzahl von 328/mm?2 fur CD3+, 295/mm? fir CD8+
und 111/mm2 fur CD103+ Antikorper, was etwas hoher ist als die
Lymphozytenzahl der normalen tubalen Schleimhaut in der Arbeit von Ardighieri
et al. [102] mit 120/mm?2 CD3+ und 160/mm?2 CD+ Zellen.
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Zusammenfassung

Zielsetzung: Viele Studien in friheren Zeiten zeigten, dass serdses tubales
intraepitheliales Karzinom (engl.: serous tubal intraepithelial carcinoma) eine
Vorlaufer-Lasion von HGSC darstellt. Die Tuben mit Vorhandensein der
intraepithelialen Lymphozyten, als  angeborenen und adaptiven
Immunzellkomponenten, haben grol3e Bedeutung in der Entstehungstheorie der
Vorlaufer-Lasionen von HGSC. Nach aktuellem Kenntnisstand, spielen
Neoantigene sowie die zellulare Immunantwort eine entscheidende Rolle in
Karzinogenese und Tumoreliminierung. Die Ergebnisse zahlreicher Studien
Uber prognostische Bedeutung von tumorinfiltrierenden Lymphozyten wiesen
den Weg zur Fragestellung der vorliegenden Arbeit. In dieser Arbeit sollten wir
erforschen, ob eine Immunantwort in der STIC-Lasion und ihrer
Mikroumgebung stattfindet, und welche immunkompetenten Zellen an der
Immunantwort in den Vorlauferlasionen beteiligt sind. Auf3erdem sollte eine
mdogliche Korrelation zwischen der Immunantwort in STICs und in den

assoziierten Karzinomen untersucht werden.

Material und Methoden: Es wurde eine Datenbank mit 23 Fallen von high-
grade sertsen Karzinomen des kleinen Beckens und insgesamt 29 assoziierten
STIC-Lasionen zusammengefasst. In allen detektierten STIC-Lasionen wurden
CD3, CD8 und CD103 positive Lymphozyten dargestellt und sowohl manuell als
auch mithilfe digitaler Bildanalyse quantifiziert. Danach wurden Korrelationen
und signifikante Unterschiede von TILs bei Vorlauferlasionen, bei
korrespondierenden invasiven high-grade serésen Karzinomen im Vergleich zur
Lymphozytenzahl in normalem Tubenepithel stromal und unmittelbar

intratumoral/intraepithelial statistisch analysiert.

Ergebnisse: In neoplastischem Epithel der STIC-L&sionen zeigte sich eine
signifikante Reduzierung der CD3+ TILs (P=0,03) und deutlich jedoch nicht
signifikant verminderte Zahl der CD8+ TILs (P=0,146) pro 1 mm?2 Epithelstrecke

im Vergleich zum normalen Epithel. In STIC-angrenzendem Stroma zeigte sich
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eine sehr hohe signifikante Zahl von TILs mit 377/mm2 CD3-positiven
(P<0,001), 181/mm?2? CD8-positiven (P<0,001) und 44/mm?2 CD103-positiven
(P=0,004) Lymphozyten. In den korrespondierenden invasiven Karzinomen
steigt die Lymphozytenzahl in tumoralem Stroma weiterhin deutlich signifikant in
den CD3-, CD8- und CD103-Farbungen (P<0,001). Die Zelldichte von
immunkompetenten T-Lymphozyten in den STIC-Lasionen korrelierte positiv mit

Immunantwort in den korrespondierenden invasiven Karzinomen.

Schlussfolgerung: Die Dichte von CD3, CD8 und CD103 positiven TILs in den
STIC-Lasionen kann in Analogie zu invasiven Ovarialkarzinomen als Indikator
der zellularen Immunantwort betrachtet werden. Die durchgefihrte
Lymphozyten-Quantifizierung bestatigte unsere Beobachtung, dass die
intraepithelialen Lymphozyten in den STIC-Lasionen im Durchschnitt geringer
sind als im nichtneoplastischen tubalen Epithel. Die geringe Zahl zytotoxischer
Zellen in den STIC-Lasionen kann auf eine eingeschrankte zellulare
Immunantwort hinweisen und beglnstigt moglicherweise eine ungestorte
intraepitheliale Ausbreitung von neoplastischen Zellen. Hingegen bewirkt die
signifikante mindestens funffach erhohte Zunahme der TILs im Stroma eine
Immunantwort in der STIC-Mikroumgebung, was einen weiteren invasiven
Prozess in der Tube hemmen koénnte. Es ist denkbar, dass diese Prozesse in
STICs eine langere nicht-invasive Phase der Vorlaufer-Lasionen in den Tuben
begilnstigen. Es zeigt sich auRerdem eine signifikante Korrelation zwischen der
Zahl der Lymphozyten in der Umgebung der STIC wund dem
korrespondierenden Karzinom. Somit ist die Modulation der Immunantwort als
Charakteristikum einzelner Tumoren schon in der Phase der Vorlauferlasion

relevant.
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A Anhang

Al

| TNM
TX
T0
T1

Tla
T1b
Tlc

Tlcl

Tlc2

T1c3

T2

T2a

Anhang

TNM und FIGO-Klassifikation der Tumoren des
Ovars, der Tube und des primaren peritonealen

Karzinoms

FIGO | Definition
| Primartumor nicht bekannt, keine Angaben moglich
Kein Anhalt fiir einen Tumor
1 Tumor auf die Ovarian oder Tuben beschrankt

1A auf ein Ovar (Kapsel intakt) oder eine Tube {(Serosa intakt) beschrinkt,
Ovar- oder Tubenoberfliche tumorfrei, negative Spiilzytologie

IB Befall beider Ovarien (Kapsel intakt) oder beider Tuben (Serosa intakt),
Ovar- oder Tubenoberflache tumorfrei, negative Spiilzytologie

IC Tumor beféllt ein oder beide Ovarien oder Tuben mit Nachweis einer der
folgenden Punkte:

IC1 iatrogene Kapsel- (Serosa-}ruptur

1C2 praoperative Kapsel- (Serosa-)ruptur oder Tumor auf der Ovar- oder
Tubenoberflache

IC3 maligne Zellen im Ascites oder in der Spiilzytologie nachweisbar
1l Tumor befillt ein oder beide Ovarien oder Tuben mit zytologisch oder
histologisch nachgewiesener Ausbreitung in das kleine Becken oder

primares Peritonealkarzinom

A Ausbreitung und/oder Tumorimplantate auf Uterus und/oder Tuben
und/oder Qvarien



A Anhang

TNM

T2b

T3 und/oder N1

NI

Nla

N1b

T3a jedes N

T3b jedes N

T3c jedes N

M1
Mla

M1b

FIGO

1IB

1

HATI

AT

A2

1B

lic

IVA

IVB

Definition

Ausbreitung auf weitere intraperitoneale Strukturen im Bereich des kleinen
Beckens

Tumor befdllt ein oder beide Ovarien oder Tuben oder primares
Peritonealkarzinom mit zytologisch oder histologisch nachgewiesener
Ausbreitung auRerhalb des kleinen Beckens und/oder retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen

nur retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
Metastasen < 10 mm
Metastasen > 10 mm

mikroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Peritoneum auferhalb
des kleinen Beckens mit oder ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen

makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Peritoneum auBerhalb
des kleinen Beckens< 2 com mit oder ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen

makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Peritoneum auferhalb
des kleinen Beckens> 2 com mit oder ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen; schliebt eine Ausbreitung auf die Leberkapsel
und/oder die Milzkapsel ein

Fernmetastasen mit Ausnahme peritonealer Metastasen

Pleuraergul mit positiver Zytologie

Parenchymale Metastasen der Leber und/oder der Milz, Metastasen in
aubBerhalb des Abdomens gelegenen Organen (einschlieRlich inguinaler

Lymphknotenmetastasen und/oder anderer auBerhalb des Abdomens
gelegener Lymphknotenmetastasen)
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