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1 EINLEITUNG

1.1 DAs OVARIALKARZINOM

1.1.1 Uberblick

Das Ovarialkarzinom ist eine maligne Tumorerkrankung bei Frauen, die meist nach der
Menopause auftritt. Uber viele Jahre konnte trotz intensiver Forschungsbemiihungen
die Prognose nicht wesentlich verbessert werden. Das liegt unter anderem an der
schweren Friherkennung, da das Ovarialkarzinom sich im Bauchraum lange entwickeln
kann, ohne Symptome zu verursachen. Dadurch befinden sich bei der Erstdiagnose
bereits viele Karzinome im fortgeschrittenen Stadium und sind somit oft nicht mehr
total resezierbar. Darliber hinaus kann zwar eine Chemotherapie die Heilungschancen

verbessern, die Rezidivwahrscheinlichkeit bleibt aber trotzdem relativ hoch.

1.1.2 Epidemiologie

Mit einer Morbiditdt von 18,6/100.000 ist das Ovarialkarzinom die sechsthaufigste
Krebserkrankung bei Frauen. In Deutschland erkrankten laut Robert Koch Institut 2008
7790 Frauen, 5529 verstarben an einem malignen Tumor des Ovars. Trotz riicklaufiger
Inzidenz seit den 90er Jahren ist die Mortalitdt nur leicht gesunken. Grundsatzlich kann
die Erkrankung in jedem Lebensalter auftreten, wobei das mittlere Erkrankungsalter
bei 69 Jahren liegt. Mit zunehmendem Alter steigt auch das Risiko zu erkanken bis zum
Alter von 75 Jahren kontinuierlich an und stagniert dann, vermutlich im
Zusammenhang mit der Menopause. Da 59% der Tumore erst im Stadium T3 (s.u.)
diagnostiziert werden, ist die relative 5-Jahres-Uberlebensrate mit 40%

vergleichsweise gering (Robert-Koch-Institut, Krebs in Deutschland 2007-2008; 2012).

1.1.3 Atiologie

Die genaue Atiologie des Ovarialkarzinoms ist noch weitestgehend ungeklart. Es
besteht zu 10% eine familidare Disposition meist in Form von Mutationen auf dem

Genloki BRCA1- und BRCA2-, die auch mit dem Mammakarzinom in Verbindung
1
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stehen, sodass dieses auch flir ein Ovarialkarzinom pradestiniert. Eine Reihe von

weiteren Risikofaktoren sind:

- Infertilitat

- Alter

- kaukasische Rasse
- Nulliparitat

- Rauchen

1.1.4 Histologie

Grundsétzlich konnen Ovarialkarzinome aus dem einfach kubischen Epithel, dem
Stroma ovarii und dem darin enthaltenem Keimgewebe entstehen. Am haufigsten sind
epitheliale Tumore. Da die Ovarialkarzinome sehr heterogen sind, werden sie nach

ihrem Epitheltyp weiter unterteilt in:

- serds

- muzinés

- endometroid
- klarzellig

- transitionalzellig (Brenner-Tumoren)

Das serdse Ovarialkarzinom kommt mit >50% am haufigsten vor (Kommoss et al.
2009). In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Patientinnen mit einem high grade

serosen Ovarialkarzinom untersucht.

1.1.5 Pathogenese

Allgemein werden derzeit drei Gewebe als Ursprungsort fir die Tumore diskutiert: Das
Oberflachenepithel der Ovarien, das Tubenepithel und das sekundadre Miillerepithel,
welches als Relikt aus der Embryogenese angesehen wird. Hinsichtlich der Theorien
zum Ursprung des Ovarialkarzinoms findet aktuell ein Paradigmen-Shift statt. Nach
klassischem Verstandnis entsteht das Ovarialkarzinom aus dem Oberflachenepithel des
Ovars. Dafiir spricht, dass das Epithel bei jeder Ovulation geschadigt wird und somit

standig Reparaturprozessen unterliegt, was eine maligne Entartung beglinstigt und
2
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auch ,incessant-ovulation-theory” genannt wird (Fathalla MF 1971). Beobachtungen,
dass Ovulationshemmer das Erkankungsrisiko senken und eine hohe ovarielle Aktivitat
dieses verstarkt, bekraftigt ebenfalls die Annahme vom Oberflichenepithel als

Ursprung (Auersperg et al. 1997).

Andere Autoren machen primdr hohe Gonadotropin-Level fiir eine maligne Entartung
verantwortlich, was erklaren wirde, warum der Grof3teil der Karzinome
postmenopausal auftritt und Frauen mit wenig Ovulationen und somit geringem

Gonadotropin-Spiegel seltener erkranken (Cramer et Welch 1983).

In ihren Untersuchungen konnten die Arbeitsgruppen von Orsulic et al. (2002) sowie
Flesken-Nikitin et al. (2003) zeigen, dass bei Mausen Karzinome aus dem
Oberflachenepithel entstehen, wenn bestimmte Tumorsuppressorgene (u.a. P53)
ausgeschaltet werden. Allerdings weisen Ovarialkarzinoms haufig zystischen Anteile
auf, die auf keinen epithelialen Ursprung hinweisen. Es wird darlber hinaus vermutet,
dass das Tubenepithel an der Tumor Entstehung zumindest beteiligt ist (Leeper et al.

2002).

Die haufige Koinzidenz der Tumore macht auch eine Entstehung aus Zellen des
sekundaren Miller Systems denkbar. Fir diese Erklarung spricht, dass gerade
Borderline-Tumore bilateral und ohne epitheliale Beteiligung auftreten konnen (Wang
et al. 2003). Auch spate Rezidive, die wie ein neuer Tumor auf Chemotherapie
reagieren, weisen auf einen multizentrischen Ursprung hin (Markmann et al. 1991).
Diese Beobachtungen werden in der Literatutur auch als ,field effect” (Woodruff et al.

1969) oder ,field cancerization” (Buller et al. 1998) bezeichnet.

Auf diese Erkenntnisse griinden sich zwei neuere Hypothesen zur Pathogenese des

Ovarialkarzinoms (Dubeau et al. 2008):

Die Z6lum Hypothese geht davon aus, dass Zellen, die dem Zdélum-Epithel
entstammen, sich zu Miiller-dhnlichen Zellen differenzieren. Dies geschieht
vornehmlich in hormonreichen Bereichen, in denen Inklusionzysten entstehen. In
einem weiteren Schritt entarten diese Zellen und es entsteht ein Tumor, was allerdings
bedeuten wiirde, dass die Tumorzellen zunachst besser differenziert waren als die

Stammezellen.
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Dem Ansatz der Miiller-Hypothese nach entarten die Zellen des Z6lum-Epithels ohne
einen solchen Differenzierungsschritt. Das Phdanomen multizentrischer Karzinome wird

von beiden Theorien erklart, eindeutige Erkenntnisse gibt es bislang allerdings nicht.

1.1.6 Klassifikation

Aktuell werden die Ovarialkarzinome nach einem neueren Modell in Typ | und Typ Il

eingeteilt:

90% der Karzinome sind vom Typ | oder high-grade-Subtyp und leiten sich de novo von
ovariellen oder endometroiden Epithel ab. Der Subtyp weist eine Mutation im p53
Suppressor-Gen, eine hohe genetische Instabilitdt und ein aggressives Wachstum auf.

High-grade Karzinome sprechen gut auf Chemotherapie an (Kurman et al. 2008).

Die Typ Il oder low-grade-Subtyp Karzinome entstehen durch verschiedene
Mutationen. Beteiligte Gene sind K-ras, B-raf, P-ten und beta-Catenin. Der Tumor ist
klinisch indolent und entspricht einem mikropapilldren, serésen low-grade-Karzinom
vom Borderline Typ. Es erkranken meist jlingere Frauen und die Prognose ist trotz
geringerer Chemosensibilitat besser (Gilks 2004). Manche Autoren zahlen auch die
muzindsen-, endometroiden-, transitionalen- und klarzell-Tumore dazu (Shih et al.

2004).

Neben der histologischen Typisierung mit einer Einteilung in high-grade und low-grade
Karzinome geschieht die Einteilung der Krankheitsstadien postoperativ unter
Einbeziehung klinischer und pathologisch-anatomischer Befunde gemafd der FIGO
(Fédération Internationale de Gynécolgie et d’Obstétrique) Klassifikation, die sich

allgemein an der Ausdehnung und Lokalisation der Befunde orientiert (Tabelle 1.1.).
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FIGO TNM' OVAR

I Tl Begrenzt auf Ovarien

la Tla Ein Ovar, Kapsel intakt

Ib T1lb Beide Ovarien, Kapsel intakt

Ic Tlc Kapselruptur, Tumor auf Ovaroberfiche, positiver

Aszites oder Peritonealspilung

1l T2 Ausbreitung im Becken

lla T2a Auf Uterus oder Tube(n)

llb T2b Andere Beckengewebe

llc T2c (2a  oder 2b) und positiver Aszites oder

Peritonealspilung

1l T3 und/oder N1 Peritonealmetastasen und/oder regiondre
Lymphknotenmetastasen

llla T3a Mirkoskopische Peritonealmetastasen
b T3b Makroskopische Peritonealmetastasen <2cm
lc T3cund/oder N1  Peritonealmetastasen >2 cm und/oder regionare

Lymphknotenmetastasen

\} M1 Fernmetastasen (ausschlieBlich
Peritonealmetastasen)

Tabelle 1.1 FIGO- und TNM-Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms (Kommission Ovar

der Arbeitsgemeinschaft Gyndkologische Onkologie e.V. 2012)

1.1.7 Therapie

Therapie der Wahl ist zundchst die radikale Operation mit Exzision aller
Tumormanifestationsorte im Abdomen (,Tumordebulking”) und anschlieBende
Kombinationschemotherapie, aufler bei Patientinnen mit frihem Ovarialkarzinom

Stadium IA Grad 1 (Leitlinie der Kommission Ovar 2007).

Sofern kein Kinderwunsch bei der Patientin besteht, werden eine Adnektomie, eine
Hysterektomie und eine infrakolische Omentektomie durchgefiihrt. Dabei wird der
langliche Hautschnitt Uber dem Bauch groflzligig gezogen, um die gesamte

Abdominalhéhle ausfiihrlich auf einen Tumorbefall hin zu Uberpriifen. Bei positivem
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Befund wird das Organ teilresiziert (Leber, Blase, Colon) oder auch komplett entfernt
(Milz, Appendix). Selbst in frihen Stadien ist die systematische pelvine und paraaortale
Lymphonodektomie sinnvoll. Multiple Peritonealbiopsien, auch aus unauffalligen

Regionen, werden empfohlen.

Dieses radikale Vorgehen erklart sich einerseits durch die verbesserte Prognose und
zum anderen durch das vermehrte Ansprechen auf die folgende adjuvante
Chemotherapie. In beiden Fallen ist der bestimmende Faktor die Grofle des

verbleibenden Tumors.

Die Chemotherapie wird auller im Stadium IA Grad 1 durchgefiihrt, da bereits mit
Rezidiven zu rechnen ist, denn der Tumor manifestiert sich per definitionem auerhalb

der Kapsel des Ovars.

Bei makroskopischer Tumorfreiheit in der Op verfolgt eine Chemotherapie den
kurativen Ansatz und dauert in etwa ein halbes Jahr. Behandelt wird in 3-6 Zyklen mit
platinbasierten Prdaparaten wie Cysplatin oder dem nebenwirkungsarmeren

Carboplatin (Vergote et al. 1992), kombiniert mit Paclitaxel.

Der Tumormarker CA 12-5 (Mucin 16 auf >80% der Ovarialkarzinome exprimiert) dient
der Kontrolle und ist besonders bei fortgeschrittenen Stadien sehr sensitiv. Da er aber
auch bei anderen Erkrankungen erhoht sein kann, wird er in der Frihdiagnostik
aullerhalb klinischer Studien nicht eingesetzt. Nach drei Zyklen sollte CA 12-5 um ca.
50% gefallen sein, wenn der Tumor sensibel auf das Chemotherapeutikum reagiert

(Lee et al. 2009).

Meistens wird die Strahlentherapie nur noch palliativ, beispielsweise zur Behandlung
von Knochenmetastasen, eingesetzt. Fiir molekularbiologische Ansdtze konnte bislang
noch kein Vorteil gegeniuber der klassischen Chemotherapie nachgewiesen werden.
Allerdings ist die Angiogenesehemmung mit dem Antikorper Bevazizumab fiir

fortgeschrittene Stadien bereits Teil der Primartherapie.
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1.1.8 Prognose

Mit dem Staging kann sich intraoperativ auch die Prognose verschlechtern (bei 20-30%
der Patientinnen im Stadium 1,11), je mehr der Tumor metastasiert und je gréRer der
verbleibende Tumorrest ist. Bei makroskopischer Tumorfreiheit betragen die

Heilungschancen 60%, verbleibt ein 1cm groRRer Rest, sinken sie schon auf 10%.

Einen Uberblick tiber die 5-Jahres-Uberlebensraten bietet folgende Tabelle:

FIGO 5-Jahres-Uberlebungsrate
I 80-90%

Il 40 - 60%

I 10 - 40%

1% <10 %

Tabelle 1.2. 5-Jahres Uberlebensrate beim Ovarialkarzinom

Ein weiteres Kriterium ist in Folge das Ansprechen auf die Chemotherapie. Bei einer
primaren Progression oder einem Friihrezidiv ist ein kurativer Therapieansatz schon
nicht mehr sinnvoll. Weitere prognosebestimmende Kriterien sind das pathologische

Grading und der Epitheltyp des Tumors.

Da die meisten Ovarialkarzinome erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert
werden und die Prognose demzufolge schlecht ist, wird momentan intensiv nach
serologischen Tumormarkern geforscht, die eine bessere Friiherkennung ermdéglichen.
Fiir die klinische Nachbeobachtung wird in den Leitlinien zurzeit bei symptomfreien
Patientinnen nur die regelmallige korperliche Untersuchung empfohlen. Die
Bestimmung des Tumormarkers CA125 fihrt nicht zu einer Verlangerung des

Uberlebens und ist somit nicht Teil der Routinediagnostik.

Gegenstand aktueller Forschungen sind neben vielen anderen Parametern vor allem

das humane epididymale Protein 4 (HE4) (Moore et al. 2009) sowie glycosilierte Akut-
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Phase Proteine und IgG (Saldova et al. 2007). In der Diagnose von Ovarialkarzinom-
Rezidiven zeigt HE4 im Vergleich zu 5-Jahres Uberlebensrate beim Ovarialkarzinom
CA125 eine hohere Sensitivitdt und Spezifitdt (vgl. Piovano et al. 2014). Die
vielversprechenden Ergebnisse missen allerdings noch unter randomisierten
Bedingungen mit groBeren Fallzahlen verifiziert werden. Fortschritte im Bereich der
Proteomik eroffnen die Moglichkeit, in kurzer Zeit viele Biomarker gleichzeitig zu
bestimmen. Daraus kénnen in Kombination Algorythmen entwickelt werden, die eine

verbesserte Prognosebestimmung ermoglichen (Cohen et al. 2014).

Biomarker kénnten darliber hinaus auch Hinweise hinsichtlich der Prognose der
einzelnen Tumorformen geben und bei der Einteilung in Typ-lI und Typ-Il Karzinome

helfen (Nolen et al. 2009).

Neuere Untersuchungen weisen zudem darauf hin, dass die Verteilung bestimmter
Immunzellen einen groRen Unterschied im Outcome macht. In einer Studie erhéhte
eine hohe Zahl an intraepithelialen CD8+ T-Zellen bei Patientinnen das Uberleben
deutlich von 26 auf 55 Monate. Eine hohe Ratio aus CD8+-T-Zellen/T-regs verbesserte
das Uberleben sogar auf 58 Monate im Vergleich zu 23 Monaten bei Patientinnen mit
niedrigen Ratios. CD4+ T-Zellen, aus denen auch regulatorische T-Zellen (Tregs)
entstehen, wurden ebenfalls als beteiligte Population identifiziert: Ein hohes CD8+ T-
Zell/CD4+ T-Zell Ratio im epithelialem Ovarialkarzinom erhohte bei 117 Fallen das

mediane Uberleben von 25 auf 74 Monate (Sato et al. 2005).

In einer weiteren Studie konnten die tumorprogressionsfreien Intervalle mit der
Prasenz von Ovarialkarzinom infiltrierenden T-Zellen positiv korreliert werden (Zhang L

et al. 2003).

Diese Ergebnisse werden auch von anderen Studien bestatigt, sodass eine Aufklarung
der Zusammenhadnge in Zukunft zu einer Verbesserung der Diagnosen und zu neuen

Therapiemoglichkeiten fihren wird.
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1.2 DASIMMUNSYSTEM BEIM OVARIALKARZINOM

1.2.1 Das Tumormikromilieu

Tumore haben ein sehr heterogenes Mikromilieu, das sich stark vom physiologischen
Milieu des Korpers unterscheidet. Durch unkontrolliertes Wachstum entsteht ein
ungeordnetes Stroma mit abnormer Vaskularisation und dadurch vor allem zentral
hypoxischen Bereichen. Auch die Versorgung mit Nahrstoffen wie Kohlenhydraten und

Zucker erfolgt unkoordiniert, was zu Azidose fiihrt (Mueller-Klieser 2010).

Neben Molekiilen, die Tumorwachstum und —vaskularisation ermdglichen, ist auch die
Zusammensetzung von Signalmolekiilen, die  das Immunsystem beeinflussen,
verandert. Dazu gehéren Chemokine, Zytokine, Wachstumsfaktoren und
Prostaglandine. Uber viele Tumor-escape-Mechanismen wird eine adiquate
Immunantwort verhindert, sodass die Karzinome ungehindert wachsen kdnnen. Einige

Mechanismen sind typisch fur das Ovarialkarzinom.

Das Ovarialkarzinom entsteht im Gegensatz zu beispielsweise hamatologischen
Karzinomen ausschlieflich in einem &uRerst immunsuppressiven Milieu in der
Peritonealhdhle, was auch entscheidend fir die haufig diffuse lokale Metastasierung

und fur die Rezidive ist.

Um eine (berschieBende Reaktion des Immunsystems, wie sie bei
Autoimmunkrankheiten erfolgt, zu verhindern, werden die Prozesse (ber
Signalmolekile von TH17-Zellen (T-helper 17 Zellen) und T-regs reguliert (Yigit et al.
2010). Alle Zellen des Immunsystems konnen grundsatzlich pro- und antitumorigen
wirken, allerdings ist dieses Gleichgewicht beim Ovarialkarzinom zugunsten
protumorigener Effekte gestort und das Vorkommen sowie die funktionellen
Eigenschaften der Komponenten im Tumormilieu des Ovars unterscheiden sich bei

erkrankten Patientinnen wesentlich von denen gesunder Frauen.

Speziell fur das Ovarialkarzinom wurden bereits einige Zusammenhange aufgedeckt,
die beim Immunoediting beteiligt sind. Tumor-, aber auch Stroma- und Immunzellen

selbst sezernieren vermehrt immunsuppressive Faktoren. Proliferation, Aktivierung



Einleitung

und Differenzierung des Immunsystems werden dadurch beeinflusst und die

antitumorigene Immunantwort wird gehemmt (Yigit et al. 2010).

Die Tumorzellen beim Ovarialkarzinom entsprechen nicht einem homogenen Zelltyp.
Es konnen allgemein zwei Subpopulationen von Ovarialkarzinom-Zellen mit
unterschiedlichem Stammzellpotential, inflammations- und Zytokin-Profil in Typl und
Typ2 eingeteilt werden. Typ1-Zellen induzieren, durch Tumor assoziierte Makrophagen
(TAM) vermittelt, Reparatur- und Erneuerungsmechanismen. Sie exprimieren dazu
vermehrt scavenger Rezeptoren und Zytokine wie IL-6 und IL-8. Typ2-Zellen dagegen
haben keine Stammzell-Eigenschaften und kreieren ein immuntolerantes
Tumormikromilieu, indem sie Makrophagen zur IL-10 Produktion anregen und die

Differenzierung von Tregs fordern (Alvero et al. 2012).

Durch Mutationen kann bei Tumorzellen die Prasentation von Antigenen reduziert
sein, sodass die Tumorzellen von T-Zellen nicht mehr als fremdartig erkannt werden
(Quesnel 2008). Auch eine Heterogenitat der prasentierten Antigene verhindert eine

koordinierte Immunantwort (Hicklin et al. 1999; Garrido et al. 1997).

Ein weiterer Tumor-escape-Mechanismus beim Ovarialkarzinom sind gestérte
Signalwege, die das Zufiuihren entarteter Zellen in die Apoptose verhindern kdnnen
(Igney et Krammer 2002). Einen Uberblick iiber die verschiedenen Zellen im

Tumormikromilieu gibt die Abbildung 1.1.
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Abbildung 1.1 Schematische Ubersicht des Tumormikromilieus Das Tumormikromilieu
zeichnet sich durch eine chronische Inflammation aus, die durch Tumorzellen und die
verschiedenen Immunzellen aufrecht erhalten wird. Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs)
und M2-TAMs modulieren durch die Zytokine IL-6 und TGF-B das Mikromilieu, indem sie
Effektor-T-Zellen supprimieren und die Entwicklung von Tregs und TH17-Zellen induzieren.
Schliisselmolekiile der TH17-Differenzierung sind IL-6, IL-23, TNF-a und IL-1R. Die komplexen
Regulationsmechanismen flihren zu einer limitierten Immunantwort, chronischer
Inflammation, Angiogenese und Tumorproliferation (Abb. Zamarron et Chen 2011).
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1.2.2 Tumor und Inflammation

Die Tumorentwicklung von der Entstehung, Uber die Progression bis hin zu
Metastasierung enthalt immer eine inflammatorische Komponente. Beim
Ovarialkarzinom ist der konkommitierende Aszites ein Ausdruck der Inflammation.
Genau wie beim Immunsystem koexistieren stets pro- und antitumorigene
Entziindungsmechanismen, die bei progredienten Tumoren zu protumorigenen
Effekten verschoben sind (Bui et Schreiber 2007). Inflammation verursacht
Zellschaden, oxidativen Stress und eine erhohte Freisetzung von Zytokinen und
Prostaglandinen (Ness et Cottreau 1999). Das beglinstigt wahrend der
Tumorentstehung  Mutationen, genomische Instabilitit und epigenetische
Modifikationen (Hussain et al. 2003). Im Zuge einer Entziindung werden
Reparaturmechanismen aktiviert und Zytokine gebildet, die eine Proliferation der
malignen Zellen foérdern (Langowski et al. 2006). Auch eine durch Entziindung

begiinstigte Metastasierung wird vermutet (Grivennikov et al. 2010).

Chronische Entziindungen durch bakterielle oder virale Infektionen erhéhen das Risiko
fir Karzinome (de Martel et Franceschi 2009) ebenso wie fir Autoimmunerkrankungen

(Waldner et Neurath 2009).

Akute Entzliindungen, wie sie im Rahmen der Chemotherapie auftreten, kénnen
allerdings die Immunantwort verstdrken (Zitvogel et al. 2008). Davon differenziert
werden muss die tumorassoziierte Inflammation. Da es bei Karzinomen nur selten zu
einer natlrlichen Regression kommt, wird davon ausgegangen, dass durch
Immunoediting Tumorzellen die Immunantwort und Inflammation konstant
modulieren (Smyth et al. 2006). Dabei werden die komplexen Mechanismen gestort,
die zwischen der angeborenen Immunantwort aus Monozyten bzw. Makrophagen und
der adaptiven Immunantwort aus den verschiedenen T- und B-Zellen bestehen. Die

Auspragung pro- und antitumorigener Komponenten bestimmt die Tumorentwicklung.

Der Aszites stellt ein geeignetes Tumormodell dar, da er Tumorzellen mit
unterschiedlichen Resistenz- und Stammzelleigenschaften sowie Immunzellen des
angeborenen Immunsystems (TAM) und adaptiven Immunsystems (Tregs, TH17-Zellen,

CD4+ und CD8+ Effektor-T-Zellen) in ausreichender Menge enthilt, sodass diese Zellen
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leicht isoliert werden kdnnen, um sie im Anschluss zu charakterisieren. Im Folgenden
werden einzelne Immunzellsubsets, die im Rahmen dieser Arbeit im Aszites von

Ovarialkarzinom-Patientinnen untersucht wurden, ndher beschrieben.

1.2.3 TH17-Zellen

T helper 17- bzw. TH17-Zellen sind ein Subset von CD4" T-Lymphozythen, die das
charakteristische Zytokin IL-17A (IL-17) produzieren. Die IL-17 Familie besteht aus den
sechs Zytokinen IL-17A-F, von denen IL-17A das charakteristische ist. Darliber hinaus
werden TH17-Zellen anhand des typischen Transkriptionsfaktors retinoic acid receptor
related orphan receptor (ROR)yt identifiziert (Maniati et al. 2010). CD8+ T-Zellen, NK-
Zellen, yoT-Zellen und andere Immunzellen kdnnen zwar ebenfalls geringe Mengen IL-
17 produzieren (Aarvak et al. 1999), doch beim Ovarialkarzinom wurde das bisher nur

flr CD4+ T-Zellen nachgewiesen (Kryczek et al. 2009a).

Es ist nicht klar, ob TH17-Zellen aus nativen Vorlduferzellen entstehen oder die
gangigen Immunzellen lediglich IL-17-kompetent werden. TH17-Zellen haben eine
hohe Plastizitat und kdnnen sich unter Umwelteinfliissen dynamisch in andere T-Zell
Subtypen umwandeln. Durch Sekretion von Zytokinen im Zuge der Immunantwort
interagieren TH17-Zellen mit anderen Zellen des Immunsystems. Wahrend ihnen bei
Infektionen eine protektive Rolle  zugesprochen wird,  wurde bei
Autoimmunerkrankungen eine induzierende Wirkung durch dysregulierte TH17-Zellen
beschrieben. Bei Tumorerkrankungen treten sowohl protumorigene als auch

antitumorigene Effekte auf (Maniati et al. 2010).

Auch wenn die genauen Mechanismen der TH-17 abhadngigen Immunantwort noch
unklar sind, konnten bereits einige wichtige beteiligte Faktoren identifiziert werden.
Schliisselmolekiile bei der Differenzierung aus naiven T-Zellen sind IL-6, IL-21, IL-1R,
Tumor-Nekrose-Faktort-alpha (TNFalpha) und transforming-growth-factor (TGF)-g.
Neben RORyt regulieren noch weitere Transkriptionsafktoren die TH-17 Entwicklung,
unter anderem nuclear-factor (NF)-kappaB, signal transducers and activators of
transcription (STAT)3 und hypoxia-inducible-factor (HIF)lalpha (Hemdan et al. 2012).
Die Erkenntnisse aus Experimenten bei anderen Tumorentitdten lassen sich allerdings

nur eingeschrankt auf das Ovarialkarzinom Ubertragen und sind zum Teil kontrovers.
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Allgemein treten beim Ovarialkarzinom vermehrt TH17-Zellen im Tumormilieu

gegeniber dem peripheren Blut auf (Kryczek et al. 2009).

Als besonderer Subtyp existieren IFNy+IL-17+ Zellen, die auch im Tumormilieu des
Ovarialkarzinoms vorkommen und eine intermedidre Population zwischen TH17- und
Effektor-T-Zellen sein kdnnten. Vor allem antitumorigene Funktionen der TH17-Zellen

sind von der Fahigkeit zur IFNy Produktion abhangig (Muranski et al. 2008).

Die Wechselwirkung zwischen den verschiedenen Zytokinen macht es allgemein
schwierig, die IL-17 abhangigen Effekte eindeutig kausal zuzuordnen, zumal noch viele
andere Molekiile in die Regulationsprozesse eingreifen. Durch die Fahigkeit anderer
Immunzellen zur IL-17-Bildung wird die ldentifikation eindeutiger Ursache-Wirkungs-

Beziehungen zusatzlich erschwert.

1.2.4 Protumorigene Funktionen von TH17-Zellen

Die Ergebnisse verschiedener Studien weisen protumorigene Funktionen von TH17-
Zellen nach: Sowohl Tumorzellen als auch TH17-Zellen produzieren das
Gewebshormon Prostaglandin-E2 (PG-E2), durch welches andere proinflammatorische
Mediatoren supprimiert werden. In Folge fihrt dies zu einer Suppression von
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) und
natlrlichen Killerzellen. Die sekundare Immunantwort durch TH2-, TH17-Zellen und
Tregs wird (u.a. durch Autostimulation) verstarkt, eine primare Immunantwort gegen

den Tumor bleibt aus (Hot et al. 2012).

Fir das kolorektale Karzinom wurde eine negative Korrelation zwischen TH17-Zellen
und der Expression von p53 in Tumorzellen beschrieben. p53 ist ein tumorsuppressor-
Protein und wird als Prognosemarker verwendet. Demzufolge hatten in der Studie von
Radosavljevic et al. (2010) Patientinnen mit hohem IL-17 Spiegel eine schlechte
Prognose. Beim Non-Small-Cell-Lung-Cancer (NSCLC) und dem Magenkarzinom war
dariber hinaus eine schlechte Prognose mit einer erhdhten Expression des
Transkriptionsfaktors STAT3 durch TH17-Zellen assoziiert (vgl.: Chen et al. 2010; Kim
DY et al. 2009).
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TH17-Zellen werden durch Chemokine wie CCL5 und CCL2 ins Tumormilieu rekrutiert
und in diesem proinflammatorischen Milieu kdnnen sie sich differenzieren und
expandieren (Su et al. 2010). Fir das HCC wurde eine dhnliche Wirkung von IL-18, IL-6
und IL-23 auf TH17-Zellen beschrieben. Diese Interleukine werden von TAMs gebildet.
Wurde die Inflammation in vivo inhibiert, so reduzierten sich TH17-Zellzahl und
TumorgrofRe (Kuang et al. 2010a). Ein weiteres Interleukin im Tumormilieu ist 1L-27,
das wahrscheinlich von CTLs gebildet wird. IL-27 wirkt antiinflammatorisch und

inhibiert TH17-Zellen.

TH17-Zellen selber produzierten beim HCC IFNy, IL-2, IL-22 (s.0.) und TNFo. Uber diese
Molekile wird die Bildung von GranzymB und Perforin durch Effektorzellen inhibiert,

sodass Tumorzellen schlechter lysiert werden kénnen (Kuang et al. 2010 B).

Weitere protumorigene Funktionen erflillen homing Molekiile wie CCR6 und CD161,
die von TH17-Zellen, Tregs und DCs exprimiert werden. Beim NSCLC waren sie mit der
Tumorprogression assoziiert und kénnten eventuell als Prognosemarker dienen oder

sogar Ziele einer Therapie sein.

Die Wirkung von TH17-Zellen auf die Angiogenese des Tumors ist ambivalent. In der
Genese des Kolonkarzinoms bei Mausen hatte IL-17F eine protektive Wirkung,
wahrscheinlich tiber eine Angiogenese-Inhibition (Tong et al. 2012). Bei rheumatoider
Arthritis hingegen wurde die Angiogenese von TH17-Zellen iber CXC-Chemokine

intensiviert (Pickens et al. 2010).

1.2.5 Antitumorigene Funktionen von TH17-Zellen

TH17-Zellen modulieren die Immunantwort und haben so indirekte antitumorigene
Funktionen: Sie aktivieren CTLs und induzieren die MHC-I und —ll Bildung, interagieren
mit TH1-Zellen, bilden IFNy und supprimieren Tregs, denen protumorigene Fuktionen

zugeschrieben werden.

Ein zentrales Molekil der Interaktion zwischen TH17-Zellen und Tregs ist TGF-B. Dieses
Zytokin hat protumorigene Funktionen: Zum Beispiel inhibiert es die Antigen-
Prasentation durch DCs (Novitsky et al. 2012). Bei hohen Konzentrationen TGF-R3

konnen TH17-kompetent gewordene Tregs wieder in den nativen Typ
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zuriickkonvertieren (Hemdan et al. 2012; Hemdan et al. 2010). IL-17 scheint also ein

Gegenspieler von TGF-R zu sein.

Beim Pankreas-Karzinom konnten Yamamoto et al. (2009) liber eine Treg-Depletion
und hohe Level von TH1- und TH17-Zellen die Anti-Tumor-Immunitat. Allerdings
bestand neben der oben beschriebenen STAT3 assoziierten schlechteren Prognose
auch eine schlechtere Prognose bei erhdhter TH17-Antwort in Folge von
vermindertem TGF- (Novitsky et al. 2011). TH17-Zellen schiitzen also nicht per se vor

Tumoren.

Ein weiterer Zwischenspieler der Immunantwort ist [L-2. IL-2 inhibiert die TH17
Produktion und Differenzierung, aktiviert aber Tregs, denen eher protumorigene
Eigenschaften zugeschrieben werden (Kryczek et al. 2007a). Auch eine IL-10
Verminderung zusammen mit einer TH17-Zell Erhohung bei Mdusen fihrte zu einer
geringeren inhibitorischen Treg-Funktion und einer verstarkten TH1 vermittelten

antitumor-Antwort (Ma et al. 2011).

Bei der Autoimmun-Enzephalomyelitis wurde experimentell nachgewiesen, dass der
IFNy+IL-17+ Subtyp zytotoxisches Potential besitzt, was fur T-Helfer Zellen untypisch ist
(Domingues et al. 2010). Tajima et al. (2011) konnten nachweisen, dass TH17-Zellen
durch IL-12 zu IL-17/IFNy zu doppelt positiven Zellen werden kdnnen, die sogar

zytotoxische Aktivitat gegeniiber Tumorzellen aufweisen.

Die Immunantwort wird direkt durch die Sekretion von verschiedenen Molekiilen
moduliert. Neben IL-17 und IFNy bilden TH17-Zellen colony-stimulating factors (z.B.
GM-CSF), CXC Chemokine, Metallproteinasen (MMP6) und IL-6. Dadurch werden
neutrophile Granulozyten mobilisiert und aktiviert. Uber IL-25 werden dariiber hinaus
CC-Zytokine (CCL5, CCL11) induziert, durch die eosinophile Granulozyten aktiviert

werden und die Expression von TH2 Molekiilen verstarkt wird.

Die Induktion von CTLs durch TH17-Zellen konnte in vitro von Munegowda et al. (2011)
als MHC-I und IL-2 vermittelt nachgewiesen werden. Fir das Ovarialkarzinom
vermittelte IL-2 allerdings ex vivo eine Treg Konvertierung in TH17-Zellen. Die genaue

Funktion von IL-2 in vivo ist also noch unklar.
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Abbildung 1.2 Ubersicht TH17 abhingiger Signalwege. Dargestellt ist eine Auswahl der
Signalwege durch die TH17-Zellen auf Tumoren wirken. IL-12 abhangig kénnen sich TH17-
Zellen zu IFNg+ Effektor-Zellen differenzieren und antitumords wirken. Durch die Bildung von
CCR6 und CD161 hingegen Uben sie, wie Tregs, protumorigene Funktionen aus. Zusatzlich
beeinflussen sie andere Immunzellen und wirken so indirekt auf den Tumor. Ihre Funktion wird
dabei u.a. durch TAMs modifiziert.

Grin: aktivierende Wirkung. Rot: supprimierende Wirkung.

1.2.6 regulatorische T-Zellen (Tregs)

In Interaktion mit den bisher genannten Lymphozyten stehen Tregs, die Uber die
Expression der Molekiile CD4, CD25 und den forkhead box P3 transcription factor
(FoxP3) definiert werden. CD 25 bildet die a-Kette des IL-2 Rezeptors. IL-2 ist essentiell
fur das Uberleben von Tregs. In dieser Arbeit wird zusatzlich FoxP3 identifiziert. CD4+-
CD25+-FoxP3+ Zellen gelten als relevantester Treg-Typ und machen 10% der CD4+ T-
Zellen aus. Allgemein kdnnen alle drei Molekiile auch von anderen T-Zellen exprimiert
werden, sodass eine Differenzierung auf Grund einer hohen Plastizitat der Tregs nicht

exakt moglich ist. Die Typisierung schlieRt verschiedene funktionelle Tregs ein,
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darunter resting, activated und cytokin-producing Tregs, die nach der Expression von

CD45RA noch naher differenziert werden kdnnen (Miyara et al. 2009).

Als fakultativer Counterpart zu den inflammatorischen TH1 Zellen supprimieren Tregs
andere Immunzellen (CTLs, natirliche Killerzellen u.a.) durch die Zytokine IL-10, IL-6
und TGF-B. Somit wirken sie UberschieBenden Autoimmunreaktionen entgegen und
spielen mit ihrem suppressiven Potential bei der Immunhomoostase eine essentielle

Rolle.

Man geht davon aus, dass es zwei Entwicklungswege flir Tregs gibt: natural-Tregs
(nTreg) entstehen im Thymus durch das Erkennen von Autoantigenen und sorgen fir
eine Immuntoleranz gegen korpereigene Zellen (Hsieh et al. 2004). Inducible-Tregs
(iTreg) entwickeln sich hingegen aus konventionellen T-Zellen im peripheren Gewebe
wie Schleimhduten, wo sie Fremdantigene erkennen und so zum Beispiel eine
Immuntoleranz im Darm gegen die Normalflora regulieren. Im Tumor steigert TGF-R
zusammen mit Retinolsdure die Expression von FoxP3 in nativen T-Zellen, die so zu
iTregs konvertieren (Bilate et al. 2012). iTregs konnten auch durch Tumor-Antigene
induziert werden und konsekutiv zu Immunsuppression flihren. Es wurden allerdings
noch keine Antigene identifiziert, die diese Hypothese unterstiitzen. Weiter ungeklart
ist auch, wie Tregs ins Tumormilieu rekrutiert werden. Beim Ovarialkarzinom ist
bewiesen, dass hohe Konzentrationen von CCL22 die Treg Migration Gber den CCR4-
Rezeptor induzieren (Curiel et al. 2004). Das spricht dafiir, dass die Migration von Tregs

Uber eine Chemokin-Rezeptor-Achse funktioniert.

Verschiedene Studien legen nahe, dass Tregs abhangig von Inflammation und Milieu
kontextabhangige Transkriptionsprogramme adaptieren, durch welche sie auf
pradominante Zielzellen wirken (Koch et al. 2009; Zheng et al. 2009; Chaudhry et al.
2009). Tregs Uben, wie TH17-Zellen, sowohl pro- als auch antitumorigene Funktionen
aus. Wahrend beim HCC eine hohe Treg-Dichte mit einer schlechten Prognose
assoziiert ist, korreliert beim kolorektalem Karzinom (CRC) die Treg-Dichte mit einem
verbessertem Outcome (Savage et al. 2013). Interessant ist beim CRC, dass ein hohes
Vorkommen von IL-17 die Prognose verschlechtert (Tosolini et al. 2011), aber
gleichzeitig IL-17 produzierende Tregs nachgewiesen werden kdnnen (Yang et al.

2010). Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass TH17-Zellen durch Tregs gehemmt
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werden, indem diese einen TH17 Phdnotyp adaptieren und das inflammatorische

Tumormilieu supprimieren.

Eine protumorigene Wirkung von Tregs, speziell beim Ovarialkarzinom, ist die
Angiogenese-Induktion unter hypoxischen Konditionen. Facciabene et al. (2011)
konnten nachweisen, dass durch eine Uberexpression von CCL28 auf Tregs die
Angiogenese und die Produktion von VEGF gesteigert ist. Dieser Effekt ldsst sich durch

Treg-Depletion deutlich reduzieren.

So wie HCC Patienten haben auch Ovarialkarzinom-Patientinnen mit einem hohen
Treg-Anteil im Tumormilieu eine schlechte Prognose, vor allem bei gleichzeitig geringer
Rate von CD8+ Zellen (Curiel et al. 2004; Sato et al. 2005). Diese Beobachtungen legen
eine Suppression der direkten antitumorigenen Immunantwort im Tumormilieu durch

Tregs nahe.

Aktuelle Studien untersuchen, ob bestimmte single nucleotide polymorphisms (SNPs)
Gene beeinflussen, die in die Regulation von Treg-Funktionen involviert sind. Erste
Ergebnisse konnten eine Auswirkung auf das Outcome beim Ovarialkarzinom durch
SNPs in einzelnen Genen nachweisen. Meist beschranken sich die Korrelationen jedoch
auf einen bestimmten histologischen Subtyp des Ovarialkarzinom (DeRycke et al.
2013). Die Aufklarung von spezifischen Transkriptionsprogrammen
tumorinfiltrierender Tregs im Vergleich zu denen von Tregs im peripheren Blut hat zu
einem besseren Verstandnis der Mechanismen von Immuntoleranz und

Tumorentwicklung gefihrt.

1.2.7 myeloid-derived suppressor cells (MDSCs)

Myeloid-derived cells (MDCs) sind eine heterogene Population myeloider Zellen, die
unreife Makrophagen, Granulozythen und dendritische Zellen umfasst und anhand der
Rezeptoren CD11b und Gr-1 identifiziert werden. Unter dem Einfluss von Zytokinen
(IL-6, IL-10, CSF-1, VEGF u.a.) kdnnen MDCs im Tumormilieu zu einem suppressiven
Phanotyp (MDSCs) reifen (Serrafini et al 2006). Sie reagieren plastisch auf die
Einflussfaktoren im Tumormilieu und {ben sowohl pro- als auch antitumorigene

Funktionen aus, wobei die protumorigene Wirkung durch eine Suppression v.a. der T-
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Zell Antwort Gberwiegt (He at al. 2010). Es ist davon auszugehen, dass sich die MDSC-
Population aus mehreren Subpopulationen konstituiert. Unterschieden werden
kéonnen mononuclear cells (MO-MDSCs), die inflammatorischen Monozyten ahneln,
von low-density polymorphonuclear cells (PMN-MDSCs), die mit unreifen Neutrophilen
vergleichbar sind (Movahedi et al. 2008). Beim Ovarialkarzinom gibt es Hinweise
darauf, dass eine IL-17 abhangige TNF-a Produktion zur vermehrten Rekrutierung von
MDSCs fiihrt und das Tumorwachstum geférdert wird (Charles et al 2009). Die
genauen Funktionen und Einflussfaktoren von MDSCs in der Tumorentwicklung sind

bislang aber noch weitestgehend unerforscht.

1.2.8 Tumor assoziierte Makrophagen

Monozyten sind die Vorldauferzellen der Makrophagen. Beide reagieren als Antwort auf
Umwelteinfliisse durch Modifikation ihrer funktionellen Eigenschaften, kénnen ihre
Funktion und ihren Phadnotyp also verdndern und sind somit heterogen. Polarisierte
Makrophagen unterscheiden sich vor allem in der Expression von Rezeptoren und in
der Produktion von Zyto- und Chemokinen. Im Tumormilieu wirken Zytokine von
Tumor- und T-Zellen auf sie ein. TAMs bilden einen GroRteil der den Tumor
infiltrierenden Leukozyten und weisen einen aberranten Differenzierungs- und
Polarisierungzustand auf, der dynamisch auf Signale im Tumormilieu reagiert, sodass
sie die Tumorentwicklung und Ausbreitung verhindern, aber auch die Progression von
Tumoren unterstiitzen kdnnen. Generell werden sie anhand der Oberflaichenmarker
CD11b, CD14, MHCII/HLA-DR und CD45 identifiziert. In Anlehnung an die Klassifikation
von T-Zellen in TH1 und TH2 wurde versucht, die TAMs in M1 (klassisch aktiviert) und
M2 (alternativ aktiviert) einzuteilen. Bei der Einteilung nach dem Polarisierungszustand
handelt es sich um ein basales Grundkonzept, das ein Kontinuum verschiedener

funktionaler Stufen beschreibt.

M1-Zellen gelten  grundséatzlich als  proinflammatorisch  und  potente
Tumorsuppressoren. Sie werden durch Zytokine, wie IFNy, und bakterielle Bestandteile
(Lipopolysaccharide) aktiviert, prasentieren ausgepragt Antigene und bilden vor allem
IL-12 und IL-23, durch welche die Chemokine CCR7 und FCyRs induziert und die Typ-I T-

Zell Antwort aktiviert werden (Cassetta et al. 2011). Dariber hinaus sind sie potente
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Effektor-Zellen, die  Tumorzellen und Mikroorganismen abtéten.  Uber

inflammatorische Zytokine rufen sie die adaptive Immunantwort hervor.

Der M2-Typ zeichnet sich durch einen IL-12"%, IL-10"¢", cD163"" und CD206"®"
Phantopy aus (Djemadji-Oudjiel et al. 1996). Durch IL-4, IL-13, IL-10 oder
Glucocortikoide wird eine alternative Aktivierung induziert und u.a. vermehrt CD14
exprimiert. |hre Kapazitat zur Antigenprdsentation ist gering. Die T-Lymphozyten
Proliferation wird durch IL-10 gehemmt und M2-Zellen modulieren so die
Immunantwort (Akila P. et al. 2012). Neben der Suppression der adaptiven
Immunantwort steigern sie Angiogenese, Gewebeumbau- und Reparaturmechanismen
(Mantovani et al. 2002). TAMs differenzieren sich eher in M2 und ihre Cytotoxizitat
gegeniber Tumorzellen ist gering auf Grund einer verminderten Produktion an

Stickstoffmonoxit (NO) und proinflammatorischen Zytokinen (Mills et al. 2000).

TAMs in Aszites von Ovarialkarzinom-Patientinnen weisen einen gemischten M1/M?2
Phanotyp auf. Wahrend einzelne M2 Marker wie z.B. CD163 erh6ht sind und mit einer
schlechten Prognose korrelieren (Reinartz et al. 2014), sind andere M2 Marker

downreguliert (Torroella-Kouri et al. 2009).

Abgesehen vom NSCLC (Kim DW et al. 2008) korreliert die Konzentration von TAMs
negativ mit der Prognose von Tumorerkrankungen wie dem Ovarialkarzinom. TAMs
induzieren Uber die Expression von VEGF und Thrombospondin-1 die Angiogenese
(Salvesen et al. 1998). Eine erhdhte Expression von colony-stimualting factor 1 durch
insbesondere M2 TAMs fordert neben der Tumorprogression zusatzlich die
Chemoresistenz (Kawamura et al. 2009). Vor allem bei fortgeschrittenen
Ovarialkarzinomen (Stadium IlI-IV) ist bei hohen M2 TAM Konzentrationen das
Outcome verschlechtert (Lan et al. 2013). Eine hohe M1 (HLA-DR+)/M2 (CD163+) ratio
im soliden Ovarialkarzinom ist mit verlingertem Uberleben assoziiert (Zhang et al
2014). Unabhangig von der Prognose steigt generell die Rate an TAMs und
tumorinfiltrierenden Tregs mit dem Stadium des Ovarialkarzinoms (Mhawech-

Fauceglia 2013).
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1.3 FRAGESTELLUNG

Die Entwicklung und Progression maligner Tumore wird maRgeblich durch
Entziindungsprozesse im Tumormikromilieu beeinflusst. TAMs, die einen aberranten
Differenzierungs- und Polarisierungszustand aufweisen, spielen dabei eine zentrale
Rolle. Eine weitere wichtige inflammatorische Komponente im Tumormilieu sind TH17-
Zellen, die sowohl anti-tumorigene als auch pro-tumorigene Funktionen ausiben
konnen. Dabei ist die Funktion von inflammatorischen TH17-Zellen und ihr
Zusammenspiel mit anderen Immunzellen, insbesondere mit TAMs, in der
Tumorgenese des Ovarialkarzinoms noch weitesgehend unerforscht. Ovarialkarzinome
sind haufig begleitet vom Auftreten eines malignen Aszites, der Cytokine (z.B. IL-6 und
IL-10) und Immunzellen enthélt, und somit ein geeignetes Modell darstellt, um
inflammatorische Zellsubsets und deren Interaktionen im Tumormikromilieu zu
charakterisieren. Ein genaueres Verstandnis inflammatorischer Mechanismen koénnte
neue Therapieoptionen erdffnen, um die bislang schlechte Prognose des

Ovarialkarzinomens in Zukunft positiv zu beeinflussen.

In dieser Arbeit soll untersucht werden, inwiefern inflammatorische Immunzellen, wie
TH17-Zellen und TAMs, die antitumorale Immunantwort im Tumormikromilieu des
Ovarialkarzinoms beeinflussen. Dabei sollen Korrelationen und Zusammenhange
zwischen diesen inflammatorischen Zellsubsets untereinander sowie mit
immunsuppressiven Zellsubsets (Treg, MDSC) und Effektor-T-Zellen im Aszites und

peripherem Blut aufgezeigt werden.

Es wurden TAMs anhand mehrerer Oberflaichenmolekile identifiziert, um ihrem
aberranten Differenzierungs- und Polarisierungszustand gerecht zu werden und sie
dementsprechend einzuteilen. Daraufhin wurde untersucht, ob sich fir einzelne TAM-
Subtypen Korrelationen mit dem Vorkommen von TH17-Zellen signifikant nachweisen
lassen und ob TH17-Zellen eine Wirkung auf immunsuppressive Immunzellen wie Tregs

und MDSCs haben.

Dazu wurde zum einem die Frequenz von Tregs bzw. MDSC mit dem Vorkommen von
TH17-Zellen korreliert. Zum anderen wurde die Assoziation zwischen TH17-Zellen und

einer immunsuppressiven Treg-Funktionalitdt untersucht. Hierfliir wurde ein Treg-
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Suppressionsassay durchgefiihrt, in dem die Hemmung der Proliferation von Effektor
T-Zellen durch unterschiedlichen Treg Konzentrationen gemessen wurde. Die IFNy-
Expression bzw. proliferative Aktivitat von Effektor-T-Zellen wurde ebenfalls auf

Korrelationen zu der Auspragung von TH17-Zellen hin untersucht.

Unklar ist bisher auch, inwieweit sich die Anwesenheit von TH17-Zellen auf die
Prognose auswirkt, weswegen die Krankengeschichte der Patientinnen nach der
Probenentnahme weiterbeobachtet wurde, um retrospektiv Schliisse auf die Prognose
ziehen zu koénnen. Interessant war dabei insbesondere die unterschiedliche
Auspragung von TH17-Zellen im peripheren Blut und dem Aszites, da es immer noch
keinen verldsslichen Prognosemarker fiir das Ovarialkarzinom gibt und die Ergebnisse

hierzu einen Beitrag leisten kdnnten.
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2 MATERIAL

2.1 LABORGERATE

Gerat

Modellbezeichnung

Hersteller

CO,-begaster
Brutschrank

Heraeus Hera-cell 150

Thermo, USA

Fluorescence-activated
cell sorter (FACS)

FACSCalibur, 2 Laser

BD, USA

Kihlschrank

Premium NoFrost, 4°C

Liebherr, Schweiz

Kihlschrank

Premium NoFrost, -20°C

Liebherr, Schweiz

Magnetischer
Zellseparator

VarioMACS

Miltenyi, Deutschland

(Inverses) Mikroskop

Axiovert 40 CFL

Zeiss, Deutschland

Pipetboy pipetus Hirschmann,
Deutschland
Pipetten Finnpipette (0,3-3ul, 3-30ul, 1- Thermo, USA

10ul, 10-100ul, 100-1000pl)

Sterile Werkbank

Bio-1I-A, class Il cabinet

Telstar, Spanien

Stickstofftank Apollo Cryotherm, Deutschland
Tiefkiihlschrank Hera, freeze -85°C, Heraeus Thermo, USA
Tischzentrifuge mit Biofuge fresco, Heraeus Thermo, USA

Kihlung

Vortexer MS2 Minishaker IKA Works, USA

Zahlkammer

Neubauer improved 0,0025mm2

La fontaine,
Deutschland

Zellzentrifuge

Multifuge 3 S-R, Heraeus

Thermo, USA
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2.2 SOFTWARE

FACS Software CellQuest Pro Software BD, USA
Statistik Software Excel Microsoft, USA

Prism GraphPad, USA
2.3 Kits

Cytofix/Cytoperm Plus Fixation/Permeabilization Kit (with
Golgi Plug)

- Fixation/Permeabilization solution (125 ml)
- Perm/Wash buffer, 10x Konzentrat mit Fetal Bovine Serum
(FBS) und Saponin (1:10 in AquaDest gel6st) (100 ml)

- BD GolgiPlug protein transport inhibitor mit brefeldin A (1 ml)

BD, USA

Human Regulatory T cell Staining Kit

FITC anti-human CD4 (RPA-T4) und APC anti-human CD25 (BC96)
PE anti-human Foxp3 (PCH101)

PE Rat IgG2a isotype control

Normal Rat Serum

Flow Cytometry Staining Buffer

Fixation/Permeabilization Concentrate
Fixation/Permeabilization Diluent

Permeabilization Buffer (10X)

eBioscience, USA

CD4* CD25* cD127%™" Regulatory T Cell Isolation Kit II
-CD4* CD25* CD127%™" T-Zell Biotin Antikérper Coctail Il, human
- Anti-Biotin MicorBeads

- CD25 MicroBeads Il, human

Miltenyi,
Deutschland

CFSE Cell Proliferation Kit
- CellTrace CFSE (mit lyophilized powder)

- DMSO

Life = Technologies,
USA
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2.4 VERBRAUCHSMATERIAL

FACS-Rohrchen

Flow Cytometry Tubes (5ml)

Sarstedt,
Deutschland

MACS MACS LD- und MS-Saulen

Separationssaulen

Miltenyi,
Deutschland

Kryorohrchen Cryo Tube ™ Vials (1,8ml) Nunc, Danemark

Monovetten Li-Hep-Gel Sarstedt,
Deutschland

Multi-Well Cellstar (96er, 24er, 12er, 6er) Greiner bio-one,

Zellkulturplatten

Deutschland

Pipettenspitzen

Finntip (10 pl; 0,5-200ul; 30-300ul; 100-1000ul)

Thermo, USA

sterile serologische Cellstar (5ml, 10ml, 25ml, 50ml)

Pipetten mit Spitze

Greiner bio-one,
Deutschland

Verschlussfolie Parafilm

Pechiney, USA

Zentrifugenrohre

2.5 ANTIKORPER UND MICROBEADS

Rohre (15ml, 50ml)

Sarstedt,
Deutschland

Antikorper Klon

Fluorochrom

Hersteller

Anti-human CCR7  3D12
Anti-human CD4 RFT-4g
Anti-human CD4 VIT4
Anti-human CD8 BW135/80
Anti-human CD11b ICRF44
Anti-human CD14  TUK4
Anti-human CD25  4E3
Anti-human CD16  CB16
Anti-human CD32  6C4

Anti-human CD33 WM-53

PE
PeCy7
FITC
APC
PE
FITC
APC
PE-Cy7
APC

PE-Cy7

BD Pharmingen, USA
Southern Biotech, USA
Miltenyi, Deutschland
Miltenyi, Deutschland
eBioscience, USA
Miltenyi, Deutschland
Miltenyi, Deutschland
eBioscience, USA
eBioscience, USA
eBioscience, USA
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Anti-human CD64 10.1 PE eBioscience, USA
Anti-human CD68 Y1/82A FITC eBioscience, USA
Anti-human CD163 GHI/61 PE eBioscience, USA
Anti-human CD206 15-2 APC Biozol, Deutschland
Anti-human FoxP3  3G3 PE Miltenyi, Deutschland
Anti-human HLA- LN3 APC eBioscience, USA
DR
Mouse IgG polyclonal Dianova, Deutschland
Anti-human IFNy 4S.B3 FITC eBioscience, USA
Anti-human IL-10 JES3-19F1 PE BD Pharmingen, USA
Anti-human IL-12 C11.5 FITC BD Pharmingen, USA
Anti-human IL-17A  64CAP17 PE eBioscience, USA
Isotypenkontrolle:
Mouse IgG1 P3.6.2.8.1 APC eBioscience, USA
Mouse IgG1 A85-1 FITC BD Pharmingen, USA
Mouse IgG1 MOPC-21 PE-Cy7 BD Pharmingen, USA
Mouse IgG1 M1-14D12 PE eBioscience, USA
Mouse IgG1 P3.6.2.8.1 PE-Cy7 eBioscience, USA
mouse IgG2a X-57 FITC Miltenyi, Deutschland
Mouse IgG2a X-39 PE BD Pharmingen, USA
Mouse IgG2b eBMG2b/IS6- APC eBioscience, USA/ Miltenyi,
11E5.11 Deutschland
Mouse IgG2b eBMG2b/IS6- FITC eBioscience, USA/ Miltenyi,
11E5.11 Deutschland
Rat 1gG2a R35-95 PE BD Pharmingen, USA
Microbeads

CD14-Microbeads

Miltenyi, Deutschland
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2.6 PUFFER, LOSUNGEN UND SONSTIGE CHEMIKALIEN

Reagenz

Zusammensetzung /Lagerung

Hersteller

Aqua dest.,, Wasser fir

Injektionszwecke

Serumwerk,
Deutschland

BSA (Bovine Serum Albumin,
Cohn Modified)

Biomedicals,USA

Natriumacid

Sigma, USA

PBS Dulbecccos’s without Ca &
Mg (1x)

PAA, Osterreich

Cellwash

PBS + 0,01% Natriumazid

PAA, Osterreich

CFSE (Cy9H19NO;) CellTrace™
CFSE Cell Proliferation Kit - For
Flow Cytometry

Stocklosung (CFSE):
Lyophilisation in 18ul DMSO
(Konzentration: 5 mM CFSE)

Life
Technologies,
USA

CFSE-Labeling Buffer

PBS / 0,1%BSA

Life
Technologies,
USA

DMSO Hybri-Max (Dimethyl Sigma, USA
Sulphoxide)
Deoxyribonuclease | (DNase 1) Sigma, USA

FCS (fetales Kélberserum)

PAA, Osterreich

Einfriermedium

FCS + 10% DMSO

EDTA (Ethylendiamine-
tetraaceticacid)

2Na2H,0

Carl
Deutschland

Roth,

FACS Clean, FACS Rinse, FACS
Flow

BD Pharmingen,
USA

FACS Waschpuffer

Cellwash+2% FCS

Ficollgradient

Lymphozyten-
Separationsmedium

PAA, Osterreich

lonomycin

Stock in DMSO 1mg/ml

eBioscience, USA

RPMI 1640 mit stabilem L-
Glutamine

PAA, Osterreich

Kulturmedium

RPMI (2g/l NaHCOs;, 0,532g/I
stabieles L-Glutamin) /10% FCS,

PAA, Osterreich
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100mM Sodium Pyruvat,
10mg/ml Penicillin/Streptomycin

MACS-Puffer 2mM EDTA, 0,5% BSA in PBS pH Miltenyi,

7.2 (steril filtriert) Deutschland
PMA (phorbol 12-myristate 13- Stock in DMSO 1mg/ml eBioscience, USA
acetate)
KHCO3 Merck,
(Kaliumhydrogencarbonat) Deutschland
NH,4Cl (Amoniumchlorid) Sigma, USA
RBC-Lysispuffer 155mM NH4Cl, 10 mM KHCOs3,

0,21mM EDTA, pH 7,2-7,4

FACS-Staining Solution steriles PBS + 1% FCS PAA, Osterreich

2.7 PATIENTENKOLLEKTIV

Mononukleédre Zellen wurden aus dem peripheren vendsen Blut (2x8ml heparinisiertes
Vollblut) und intraoperativen Aszites-Punktat von Ovarialkarzinom-Patientinnen
gewonnen, die an der Studie ,Rolle von Peroxisome-Proliferator-activated Receptors
RB/d (PARPB/3) in der Aktivierung tumor-assoziierter Makrophagen (TAM) von
Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom” (Positives Ethikvortum vom 21-
12-2010; Az: 205/10 liegt vor) teilnehmen. Die Proben stammen ausschlieRlich von
Patientinnen, bei denen eine primare Operation erfolgte. Operationen von Rezidiven
wurden nicht in die Studie mit einbezogen. Die Patientinnen wurden bis zum
18.02.2013 nachbeobachtet. Die Zusammenfassung der klinischen Daten mit dem
TAM-Phinotyp (CD163"8"'°") der 20 analysierten Patientinnen stellt Tabelle 2.1 dar.
Mit Ausnahme von 3 Patientinnen konnte eine Assoziation zwischen klinischem

Verlauf und dem Vorkommen einzelner Immunsubsets untersucht werden.
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Tabelle 2.1 Patientenkollektiv (n=20)

Patient | Alter |Stadium| Histologie TAM Rezidiv | Rezidivfrei zensiert
(Nr.) Phanotyp |(Monate)| (Monate)

TAM 11| 72 G2 pT3c CD163"" 14 nein
TAM 12 | 81 G2 |Peritoneum| CD163"" ja
TAM 13 | 57 G3 pT3c CD163"e" 29 ja
TAM 14 | 71 G2 pT3c CD163"e" ja
TAM 15| 69 G3 pT3c CD163"e" 13 nein
TAM 17 | 66 G2 pT3c CD163"e" 14 nein
TAM_18 65 G2 pT3c CD163"" 16 nein
TAM_ 19 | 59 G2 pT3c CD163"" 6 nein
TAM 20 | 74 | G2-3 pT3c CD163"e" 8 nein
TAM 21| 48 G2 pT3c CD163"e" 12 nein
TAM 22 | 71 G2 pT3c CD163"e" 10 nein
TAM 23 | 72 G2 pT3c CD163"" 13 ja
TAM 24 | 35 G2 pTlc CD163"" 13 ja
TAM 25| 76 G2 pT3c CD163"e" 7 nein
TAM 26 | 74 G2 pT3b CD163"" 12 ja
TAM 27 | 72 G3 pT3c CD163"" 11 ja
TAM 28 | 71 G3  |Peritoneum| CD163"" 11 ja
TAM 29 | 46 G3 pT3c CD163"e" 11 ja
TAM 30| 54 G3 pT3c CD163"e" 10 ja
TAM 31| 60 G3 pT3c CD163"" 9 ja

Patienten, die nicht in Survivalanalysen mit einbezogen werden (n=6):

TAM_12, 14 und 26: Ausschluss wegen Tumorunabhangigem Todesfall

TAM_19: Ausschluss wegen neoadjuvanter Chemotherapie

TAM_11 und 13: Ausschluss wegen extremer Varianzen im Vergleich zum Gesamtkollektiv

TAM_16: komplett aus Daten entfernt, da Pancreas-CA statt Ovarial-CA
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3 METHODEN

3.1  UBERSICHT UBER DAS PROBENPROZESSING

Im Rahmen der Studie ,Rolle von Peroxisome-Proliferator-activated Receptors R/d
(PARPR/d) in der Aktivierung tumor-assoziierter Makrophagen (TAM) von Patientinnen
mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom® (Positives Ethikvortum vom 21-12-2010; Az:
205/10 liegt vor, siehe Anlage) wurde Patientinnen mit fortgeschrittenem
Ovarialkarzinom (FIGO IIl/IV) Aszitesfliissigkeit intraoperativ entnommen. Peritoneale
monozytire Zellen (PC) wurden zunadchst aus der Aszitesflissigkeit Uber einen
Ficollgradienten isoliert und anschlieBend mittels MACS in CD14+ und CD14-
Zellfraktionen separiert. Die CD14+ Makrophagen wurden anhand unterschiedlicher
Antikorperkombinationen  durchflusszytometrisch  phanotypsiert, um  deren

low

Polarisierungszustand (CD163°" versus CD163"" -Status) genauer zu beschreiben.
Analog dazu erfolgten die Isolierung von peripheral-blood-mononuclear-cells (PBMCs)
aus peripherem Blut sowie die Separation und Phadnotypisierung von CD14+
Monozyten. Fir die weiteren Analysen wurden die CD14- Fraktion aus peripherem Blut
und Aszites unmittelbar nach Isolierung cryokonserviert. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde aus dem peripheren bzw. peritonealen CD14- Zellpool die Frequenz der
TH17-Zellen anhand der IL-17-Expression sowie der CD4+ und CD8+ Effektor-T-Zellen
anhand der INFg-Expression und proliferativen Kapazitdt durch FACS-Analyse

bestimmt. Desweiteren wurden innerhalb der CD14- Zellfraktion suppressive

Zellpopulationen wie MDSCs und Tregs quantifiziert (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1 Ubersicht zum Probenprozessing Fiir jede Patientin wurden eine
Aszitesprobe und eine Blutprobe gewonnen. Zunachst wurden die Maktrophagen/Monozyten
anhand von CD14 isoliert. Daraufhin erfolgte die Bestimmung von MDSCs, TH17-, Effektor-T-
Zellen und Tregs.

3.2 ISOLIERUNG VON MONONUKLEAREN ZELLEN AUS ASZITES UND PERIPHEREM BLUT MITTELS

FICOLLGRADIENT

Die intraoperativ durch Aszitespunktion gewonnene Probe wurde direkt im Anschluss
zunichst bei 300g und Raumtemperatur (RT) fiir 10 Min zentrifugiert. Der Uberstand
aus Aszitesflissigkeit wurde abpipettiert und das Zellpellet aus peritonealen Zellen in
20ml PBS resuspendiert. Das heparinisierte Vollblut wurde zu gleichen Teilen in PBS
verdiinnt, was zu einer besseren Reinheit der PBMCs fiihrte. AnschlieBend konnte die
Aufreinigung peritonealer und peripherer mononukledrer Zellen {ber den

Ficollgradienten erfolgen.

Bei diesem physikalischen Trennverfahren macht man sich die unterschiedliche Dichte
einzelner Zelltypen zunutze und trennt Makrophagen, Monozyten und T-Zellen durch
isopyknische Zentrifugation von Zelldetritus, Thrombo-, Granulo- und Erythrozyten.

Zunachst wurden 15ml Ficolllésung lichtgeschiitzt auf RT erwdarmt und dann in einem
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50ml Falkonréhrchen mit der Asziteszellsuspension bzw. dem verdiinnten Heparinblut
vorsichtig (berschichtet. AnschlieBend wurde die Probe fiir 20min bei 1200g ohne
Bremse zentrifugiert. Die Trennlésung ist ein hydrophiles Polymer aus Saccharose und
hat eine Dichte von 1,077g/ml. Die Ficollphase liegt zwischen der Interphase aus
Mono- und Lymphozyten (~1,07) und dem Pellet aus Erythro- und Granulozyten

(~1,08), welche die Ficollphase bei der Zentrifugation passieren (Abbildung 3.2).

ZELLTRENNUNG
DURCH DICHTEZENTRIFUGATION

—

Plasmaphase
Thrombozyten

Interphase
Lymphozyten
Monozyten

Ficollphase

N\

Pellet
Granulozyten

Erythrozyten

X

Abbildung 3.2 LSM 1077 Lymphozytenmedium Nach Zentrifugation liegen die
Lymphozyten und Monozyten lber der Ficollphase und kénnen dort pipettiert werden.
©PAA

Der Interphasering mit den mononukledaren Zellen konnte mit einer Pasteurpipette
vorsichtig abgenommen und in ein steriles 50ml Rohrchen Uberfihrt werden. Die
Probe wurde mit dem doppelten Volumen an PBS gewaschen und bei 300g 10 min RT
zentrifugiert. Bei einer Erythrozytenkontamination im Pellet musste in einem
Zwischenschritt das Pellet in 3ml RBC Lysispuffer resuspendiert, 5min bei RT inkubiert
und anschlieBend mit 30ml PBS gewaschen werden (Zentrifugation s.o.). Danach
konnten die PCs bzw. PBMCs mit 10ml sterilem PBS resuspendiert werden. Zur
Eliminierung von Zellaggregaten, welche die nachfolgenden MACS-Separationen
nachteilig beeinflussen kénnten, wurden die PCs (PBMCs nur im Falle von sichtbaren
Zellaggregaten) Uber ein 40um Zellsieb filtriert. Der Durchfluss wurde abzentrifugiert

(s.0.) und fiir die anschlieRende CD14-MACS-Selektion in MACS-Puffer resuspensiert.
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Zur Zellzahlbestimmung wurde die Zellsuspension in eine Neubauer-Zahlkammer
pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden bei 40facher VergroRerung die Zellen in
mindestens zwei groflen Quadraten ausgezahlt. Ein Quadrat steht fur 21pl
Zellsuspension, sodass nach folgender Formel die Anzahl an vitalen Zellen pro ml

berechnet werden konnte:

vitale Zellen _ gezéhite Zdlenx Verdiinnungsfaktor x10000
m Anzahl der Eckquadrate

Abbildung 3.3 Formel zur Berechnung der Zellzahl

Um die bendtigte Zellkonzentration fir die nachfolgende CD14-Zellseparation
kalkulieren zu konnen, erfolgte zusatzlich eine kurze FACS-Kontrollfarbung mit anti-
human CD14 FITC Antikdrper. Dazu wurden 5x10* Zellen in 100p! Cellwash mit 1pl anti-
human CD14 FITC fur 5min bei RT im Dunkeln inkubiert und ohne weiteres Waschen

direkt im FACS gemessen (s. Kapitel DurchfluBzytometrie).

Die Bestimmung von Th17-Zellen, Tregs und IFNg-produzierenden Effektor-T-Zellen
erfolgte mit mononukledren Zellen, die bei -196°C in flussigem Stickstoff
cryokonserviert wurden. Nach der oben beschriebenen Isolierung der Zellen wurden
diese mit eiskaltem Einfriermedium langsam beschichtet, um eine Bildung von
Eiskristallen und damit verbundener Schadigung der Zellen zu verhindern. Im
Anschluss wurden die Zellen resuspendiert und auf 1ml Kryorohrchen verteilt. Mit
Hilfe einer Isopropanol enthaltenden Einfrierhilfe-Dose wurden die Rohrchen um

1°C/min auf -80°C abgekiihlt und abschlieBend in einem Flissigstickstoff-Tank gelagert.

Bei Bedarf wurde die jeweilige Probe dem Tank entnommen und zur
Mykoplasmen-Dekontamination mit Methanol bespriht. Das Auftauen erfolgte
schonend im 37°C warmen Wasserbad. AnschlieBend konnte die Zellsuspension in ein
50ml Falcon Tube Uberfihrt und langsam mit kaltem Kulturmedium {berschichtet
werden. Nach einer Zentrifugation (260g, RT, 10min) wurde das im Einfriermedium
enthaltene DMSO abpipettiert und die Probe in frisches Kulturmedium resuspendiert.
Je nach folgendem Versuch erfolgten eine weitere Aufreinigung (z.B. von Tregs),

Stimulation oder Kultivierung.
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3.3 MAGNETISCHE ZELLSEPARATION (MACS) CD14+ MONOZYTEN BZW. MAKROPHAGEN

Diese Methode der Zellsortierung funktioniert Uber das magnetische labelling von
Zellen durch spezifische superparamagnetische Mikropartikel (s.g. MicroBeads). Die
Zellsuspension enthélt magnetische und nicht magnetische Zellen, die eine Trennsaule
in einem Magnetfeld durchlaufen. Dabei bleiben die vorher markierten Zellen in der
Saule arretiert, wdhrend der andere Teil die Sdule durchlduft. Die gesuchte

Zellpopulation kann danach aullerhalb des Magnetfeldes eluiert werden.

Die Zellen wurden einmalig in 5ml MP gewaschen (300g, 10min, 4-8°C) und in 80ul MP
pro 10’ Zellen resuspendiert. Danach wurden 20ul CD14 MicroBeads hinzugefugt,
durch Auf- und Abpipettieren gemischt und bei 4°C fiir 15min inkubiert. Die Kapazitat
der Saulen liegt bei maximal 1x107gelabelte CD14+ Zellen (max. 1x10° Gesamtzellzahl).
Bei einer Konzentration von iber 10’ Zellen wurde das Volumen von MP und
MicroBeads proportional erhéht. Nach einem weiteren Waschschritt in 2ml MP
wurden die Zellen in 500ul MP resuspendiert und Uber die dquilibrierte MACS-Saule
gegeben. Die Saule wurde anschlieRend dreimal mit 500ul MP nachgewaschen und die
CD14- Durchfluss- und Waschfraktion gepoolt. AnschlieBend wurde die Sdule vom
Magneten getrennt. Mit Iml MP konnten die gelabelten CD14+ Zellen (Makrophagen
bzw. Monozyten) eluiert werden. Die Zellzahl der CD14+ und CD14- Fraktionen wurden
unter dem Mikroskop und die Reinheit der MACS Uber eine kurze FACS-
Kontrollfarbung mit anti-human CD14 FITC Antikérper bestimmt (s.0.). Die Reinheit der
CD14+ Makrophagen lag i.d.R. bei >90%, die der CD14+ Monozyten >95%.

Die CD14+ Fraktionen wurden unmittelbar nach Isolierung fiir die FACS-
Phdnotypsierung der peritonealen Makrophagen bzw. Makrophagen-Vorstufen im
peripheren Blut verwendet (s. Kapitel 3.4). Die CD14- Zellfraktionen wurden z.T. frisch
fir die Phenotypsierung der MDSC (s. kapitel 3.5) verwendet, und die restlichen Zellen

fir die Analyse der Treg, TH17 und Effektor-T-Zellsubsets cryokonserviert.
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3.4 PHENOTYPING TUMOR ASSOZIIERTER MAKROPHAGEN AUS ASZITES BZW. PERIPHERER

MONOZYTEN

Die Daten zur Phenotypisierung tumor-assoziierter Makrophagen bzw. peripherer
Monozyten wurden im Rahmen der Studie ,Rolle von Peroxisome-Proliferator-
activated Receptors B/6 (PARPR/3) in der Aktivierung tumor-assoziierter Makrophagen
(TAM) von Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom“ (Positives Ethikvotum
vom 21-12-2010; Az: 205/10 liegt vor) erhoben und standen fur die
Korrelationsanalysen zur Verfligung. Die durchfluBzytometrische Phanotypisierung

wurde wie folgt durchgefiihrt:

Far die Klassifikation der TAM / Monozyten wurden  folgende

Antikorperkombinationen eingesetzt.

e TAM/Monozyten Ansatz 1: Isotypenkontrolle A (mouse FITC/mouse PE/mouse
PE-Cy7/mouse APC)

e TAM/Monozyten Ansatz 2: CD14 FITC / CD64 PE / CD16 PE-Cy7 / HLA-DR APC

e TAM Ansatz 3: Isotypenkontrolle B (mouse FITC intrazellular/rat PE intrazellular
/mouse APC)

e TAM Ansatz 4: CD68 FITC intrazellular/ CCR7 PE / CD32 APC

e TAM Ansatz 5: CD68 FITC intrazellular/ CD163 PE /CD206 APC

e TAM Ansatz 6 IL-12 FITC intrazelluldr/ IL-10 PE intrazelluldr/ CD206 APC

Zunichst wurden die 1x10°> CD14+ Zellen auf 6 FACS-Réhrchen verteilt und mit 1ml
Staining Buffer gewaschen (500g, 5min, RT). AnschlieRend erfolgte ein Blockierung der
Fc-Rezeptoren auf Monozyten/Makrophagen mit 50ul mouse IgG (Stock 11,3 mg/ml
1:100 in Staining Buffer verdiinnt) fir 15min bei 4°C. In Ansatz 4 wurden nun 5ul des
Antikorpers anti-CCR7-PE auf ca 100ul Zellsuspension hinzugegeben und fir 30min bei

37°Cim Dunkeln inkubiert. Danach erfolgte die weitere Oberflachenfarbung wie folgt:

e TAM Ansatz 1: 1ul isotype-FITC mouse
1ul isotype-PE mouse
1ul isotype-PE-Cy7 mouse
1ul isotype-APC mouse

e TAM Ansatz 2: 1ul CD14 FITC
1ul CD64 PE
1ul CD16 PE-Cy-7
1ul HLA-DR APC

e TAM Ansatz 3: 1ul isotype-APC mouse

e TAM Ansatz 4: 1ul CD32 APC
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e TAM Ansatz 5: 1ul CD163 PE
1ul CD206 APC
e TAM Ansatz 6: 1ul CD206 APC

Nach einer 30 mintigen Inkubation bei 4°C wurde mit 1ml Staining Buffer gewaschen
(s.0.). Die Ansatze 1 und 2 konnten bis zur Messung bei 4°C gelagert werden. Fiir die
folgende intrazelluldre Farbung der Ansatze 3 — 6 wurde das BD Cytofix/Cytoperm Plus
Fixation/Permeabilization Kit verwendet. Es erfolgte zunachst eine Permeabilisierung
der Zellmembran, damit die Farbeantikorper fir die intrazellulare Anfarbung in die
Zellen diffundieren konnten. Dazu wurden pro Ansatz 250yl Fixation/Permeabilization
(Fix/Perm) working Solution verwendet und fir 20 Min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.
Danach wurde zweimalig mit je 1ml Perm/Wash Solution gewaschen, damit die
entstandenen Poren in der Zellwand sich nicht wieder schlieRen. Fiir die intrazelluldre

Farbung wurden folgende Antikdrper zugegeben:

e TAM Ansatz 3: 1ul isotype-FITC mouse
1ul rat PE intra

e TAM Ansatz 4: 2ul CD68 FITC

e TAM Ansatz 5: 2ul CD68 FITC

e TAM Ansatz 6: 0,5ul IL-12-FITC
1ul IL-10-PE

Nach einer Inkubation von Gber 30 Min bei 4°C im Dunkeln und nach einmaligem
Waschen mit 1ml Perm/Wash Solution sowie Resuspension in 250ul Staining Buffer

konnte die Messung am FACS erfolgen.

3.5 QUANTIFIZIERUNG VON MDSCs IM ASZITES UND PERIPHEREM BLUT

Das Phanotyping der MDSC erfolgte parallel nach dem gleichen Prinzip, allerdings mit
der CD14- Zellfraktion und anderen Oberflichenantikbrpern. Es wurden ein
Analyse-Tube und eine Isotypenkontrolle mit je 1x10° Zellen verwendet. Nach dem
oben beschriebenen Waschen und Fc-Block erfolgte die Oberflachenfarbung mit

folgenden Antikorpern:

e MDSC Tube 1: 1ul isotype-FITC mouse
1ul isotype-PE mouse
1ul isotype-PE-Cy7 mouse
e MDSCTube2: 1ulCD14FITC
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1ul CD11b PE
1ul CD33 PE-Cy-7
Die Inkubation und das weitere Prozedere verliefen entsprechend dem TAM

Phanotyping.

3.6 QUANTIFIZIERUNG UND CHARAKTERISIERUNG VON TREGS IM ASZITES UND PERIPHEREM BLUT

3.6.1 Bestimmung CD4+CD25+FoxP3+ Tregs

Zum Nachweis von Tregs haben sich die Marker CD4, CD25 und FoxP3 etabliert. Fiir die
Farbung wurden die cryokonservierten CD14- Fraktionen lymphozytdrer Zellen aus

Aszites und peripherem Blut aufgetaut (s. Kapitel 3.2.1).

1x10° CD14- Zellen wurden zunichst mit 1ml PBS fiir 5min bei 500g und RT gewaschen,
danach wurde die Oberflaichenfarbung durchgefiihrt. Von dem monoklonalem
Antikérper CD4-FITC wurden 2,5ul hinzugegeben und von dem monoklonalem
Antikdrper CD25-APC 2ul. AnschlieBend inkubierten die Zellen fir 30min im
Kihlschrank (KS) bei 4°C im Dunkeln. Durch einen weiteren Waschschritt wurden die
Antikorper, die noch nicht gebunden hatten, nach o.g. Schema entfernt. Um den
Transkriptionsfaktor FoxP3 nachzuweisen, musste die Zellwand zunachst
permeabilisiert werden, damit die Farbeantikorper in die Zellen diffundieren konnten.
Abweichend vom TAM Phanotyping wurde das Human Regulatory T cell Staining Kit
(PE FoxP3 PCH101, FITC CD4, APC CD25, eBioscience) verwendet, da FoxP3 nicht wie
die Zytokine im Zytosol vorkommt, sondern im Zellkern. Zundchst erfolgte eine Zugabe
von 1ml Fixation/Permeabilization (Fix/Perm) working Solution und eine Inkubation
Uber eine Stunde im KS. Die Fix/Perm working solution wurde in zwei Waschschritten
wie oben entfernt. Statt PBS wurde dabei allerdings je 2ml Permeabilization Buffer
working Solution verwendet, die dafiir sorgte, dass sich die entstandenen Poren in der
Zellwand nicht schliefen konnten. Im ndchsten Schritt wurden die Zellen mit 10ul des
monoklonalen Antikdrpers Anti-human FoxP3-PE bzw. einer entsprechenden

Isotypkontrolle (10ul rat IgG PE) fir 30min im Dunkeln bei 4°C inkubiert.
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Nach einem letzten Waschschritt mit 2ml Permeabilization Buffer working Solution
konnte der Anteil an CD4+CD25+FoxP3+ Treg in der Probe durchflusszytometrisch

nachgewiesen werden.

3.6.2 MACS Selektion CD4+CD25+CD127dim/- Tregs

Um Proliferationsunterschiede zwischen An- und Abwesenheit von Tregs festzustellen,
mussten diese aus den zu untersuchenden Proben zunachst entfernt werden. Fir die
MACS-Selektion der CD4+CD25+CD127%™" Tregs wurden die cryokonservierten CD14-
Zellen aus Aszites bzw. peripherem Blut nach dem Auftauen (s.0.) zunachst in 1ml
Kulturmedium (RPMI1640/10% FCS) mit 40ul DNase Stock fir 30 min bei RT unter
Schitteln inkubiert. Der Stock enthielt 2500 U/ml, sodass die Endkonzentration von
DNase in der Probe 100 U/ml betrug. DNase baut genomische DNA ab, die von
absterbenden Zellen ins Medium abgegeben wird und zur Zellaggregation und damit
zur erhohten Viskositdat der Probe fihrt und somit bei der nachfolgenden MACS-
Separation z.B. die Saule verstopfen konnte. Die Selektion der Tregs erfolgte in zwei

high 7ellen indirekt mit Biotin

Schritten. Im ersten Schritt wurden die CD4 und CD127
konjugierten Antikorpern und Anit-Biotin MicroBeads gelabelt und (ber die erste
MACS (LD) Saule positiv selektiert. Im zweiten Schritt wurden die zuvor negativ
selektierten CD4+ CD25+ CD127%™" Tregs direkt mit CD25 MicroBeads gelabelt und
von den Ubrigen CD4+ Zellen durch positive Selektion Uber eine zweite MACS (MS)

Séule getrennt.

Fur die LD-S3ule wurde die CD14 Zellfraktion (i.d.R. 10’ Zellen) in 3 ml MP gewaschen,
zentrifugiert (300g, 5min, 4°C), bevor der Uberstand anschlieBend in 40ul MP
resuspendiert wurde. Bei veranderten Zellzahlen wurden alle Volumina proportional
angepasst. Danach wurde der Zellsuspension 10ul Biotin-antibody-cocktail zugegeben
und die Probe fiir 10min im KS inkubiert, bevor anschlieBend noch einmal MP
hinzugefigt (30ul) wurde und die Zellen mit 20ul anti-biotin-microbeads gelabelt
wurden. Nach erneuter Inkubation im KS (15min) erfolgte ein Waschschritt (s.0.) mit
2ml MP und einer Resuspension in 500ul MP. Die Probe konnte nun auf die im Vorfeld
mit 2ml MP &quibrilierte MACS-LD-Saule gegeben werden. Nach zweimaligem

Waschen mit je 2ml MP konnten die gebundenen Zellen mit weiteren 2ml MP abgel&st
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werden. Im Durchfluss befanden sich die CD4+, CD127%™ ~und im Eluat die CD4
CD127"&" Zellen.

Der Durchfluss mit den CD4+ CD25+ CD1274™" Tregs wurde fir die anschlieRende MS-
Siule verwendet. Bei einer Standard-Zellzahl von 1x10 Zellen vor der LD-Saule wurde
das Zell-Pellet mit MP auf 90ul verdinnt, ansonsten wurde das Endvolumen
proportional angepasst. Auf ein 90ul Volumen wurden 10ul CD25 micorbeads gegeben
und far 15min bei 4°C inkubiert. Danach wurden pro 10ul microbeads 2ml MP
zugegeben, zentrifugiert (s.o0. LD-Sdule) und in 500 pl MP resuspendiert. Die Probe
wurde auf die mit 500ul dquilibrierte MACS-MS-Saule gegeben und die Saule dreimal
mit je 500ul MP gewaschen. Die gebundenen CD25+ Zellen lieBen sich mit 1ml MP
ablésen. Durchfluss und Eluat wurden zentrifugiert (s.0.) und die Zellzahl wurde
bestimmt. LD Eluat und MS DurchfluB bildeten die Treg depletierte Fraktion und LD
DurchfluR (negative Selektion) mit MS-Eluat (positive Selektion) die CD25+ CD127-

Tregs.

3.7 CFSE-TREG-SUPPRESSIONSASSAY

Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester ist zundchst ein farb- und
fluoreszenzloses Molekiil, das passiv in Zellen diffundiert und dort an freie Amine von
Proteinen bindet. Uber das Abspalten von zwei Azetatgruppen durch Esterasen
entsteht das fluoreszierende Carboxyfluoreszein-Succinimidyl Ester (CFSE). Dieser
Farbstoff ist sehr stabil, beeintrdachtig die Zelle aber nicht in ihrer Funktion. Bei
Zellteilungen halbiert sich der CFSE Anteil (und die Fluoreszenzintensitat) der einzelnen
Zelle, sodass sich Uber die Fluoreszenzmessung im Durchflusszytometer die
Proliferationsaktivitat der Zellen nachverfolgen lasst. Diese Eigenschaft wurde genutzt,
um eine veranderte Proliferationsaktivitdt von Effektor T-Zellen in Anwesenheit von

Tregs nachzuweisen.

Um eine Proliferation der T-Zellen zu induzieren, wurde anti-CD3 Antikorper benutzt,
der wie ein MHC/Antigen-Komplex an den TCR/CD3 Komplex auf der Membran von T-

Zellen bindet und ein polyklonaler Stimulus fiir die T-Zell Proliferation ist.

Fiir den CFSE-Treg-Suppressionsassay wurde die Treg-depletierte lymphozytdre
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Fraktion aus Aszites bzw. peripherem Blut zundchst mit CFSE gelabelt. Nach Kokultur
mit unterschiedlichen Treg-Konzentrationen wurde die Suppression der Proliferation
der Treg-depletierten CD4+ bzw. CD8+ Zellen anhand der Anzahl CFSE+ Zellen

bestimmt.

Fir das CFSE-Labeling wurden Treg-depletierte Zellen in ein 15ml Falcon-Tube
pipettiert (5x10* Zellen pro geplanten Ansatz) und mit 5ml CFSE Labeling Buffer (PBS /
0,1%BSA) gewaschen (Zentrifugation: 300g, 10 min, RT). Unmittelbar vor dem Labeln
wurde aus einer 5 mM CFSE-Stammlosung durch 1:100 Verdinnung in CFSE-Labeling
Buffer eine 50uM CFSE-Working Solution hergestellt. Die Treg-depletierten Zellen
wurden dann in CFSE Labeling Buffer plus CFSE Workingsolution resuspendiert (Pro
1x10° Zellen 1ml Buffer + 20pl Working Solution). Die Gesamtverdiinnung betrug somit
1:5000 und die CFSE Endkonzentration 1uM. Fir das CFSE Labeling inkubierte die
Probe 30 Min bei 37°C im Brutschrank. Es folgte ein Stoppen des Labelings Gber die
Zugabe von kaltem Kulturmedium (RPMI/10%FCS in dreifachem Volumen des
eingesetzten CFSE Labeling Buffers) und eine Inkubation Gber 5min auf Eis. Danach
wurde mit 300g fur 5min bei RT zentrifugiert und zweimal mit warmem Kulturmedium
(je gleiches Volumen kaltes Medium) gewaschen. Je 5x10* Zellen wurden in 50l
Medium aufgenommen. Einer der stimulierten Proben wurden zusatzlich zu 10% Tregs
hinzugefiigt, um deren Einfluss auf die Proliferation festzustellen. Bei Proben, bei
denen ausreichende Zellzahlen von Tregs isoliert werden konnten, wurden zusatzlich
Ansdtze mit einer Treg Konzentration von 33% und 20% erstellt, um einen Dosis-
Abhangigkeits-Effekt zu untersuchen. Die Treg-Tubes wurden nochmals zentrifugiert

und mit 1-2ml Medium gewaschen.

Flir die Stimulation wurde eine CD3-Beschichtung der Wells durchgefiihrt, in welche
die Zellen spéater ausplattiert wurden. Das CD3 aus dem 0,5mg/ml Stock wurde
zunachst 1:100 auf 5ug/ml verdiinnt. In jedes Well wurden 100ul pipettiert und fir 2
Stunden bei 37°C und 5%CO, inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit je 150ul PBS
pro Well waren die Wells mit CD3 beschichtet. AnschlieRend wurden pro Well
(insgesamt 3-5) 5x10° Zellen ausplattiert (Endvolumen je 100pl). Eine Probe blieb dabei
zur Kontrolle komplett unstimuliert und wurde in ein nicht-beschichtetes Well

ausplattiert. Es erfolgten zwei Waschschritte mit PBS.
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Stimulationsansatze der drei Proben:

e Tube 1: unstim
e Tube 2: CD3 beschichtet (5ug/ml)
e Tube 3: CD3 beschichtet +Tregs 10:1 = 5x10° Tregs (ggf. zusatzlich 5:1 und 2:1)

Die T-Zell-Proliferation mit und ohne Kokultur mit Tregs wurde nach drei Tagen
Inkubation bei 37°C, 5% CO, gemessen. Dafilir wurden die Zellen geerntet, nachdem
10ul kaltes 20mM EDTA pro 100ul Ansatzvolumen fiir 15min zugegeben worden war,
um das Ablosen zu erleichtern. Danach konnten die Zellen Uber einmaliges Nachspiilen

mit PBS in je ein FACS-R6hrchen pipettiert werden.

Um zwischen den CD4+ und CD8+ Effektor T-Zellen zu unterscheiden, erfolgte als
letzter Schritt des Versuchs die Oberflachenfarbung mit 2,5ul anti-CD4 PeCy7 und 5ul/
anti-CD8 APC. Nach 20 mindtiger Inkubation (4°C, im Dunkeln) und folgendem
Auswaschen der Antikdorper konnte die Proliferation der Proben im
Durchflusszytometer bestimmt werden. Durch die Oberflachenfarbung war es méglich,
die Ergebnisse so auch auf Unterschiede in der Proliferations-Suppression zwischen

CD4 und CD8 T-Zellen zu untersuchen.

3.8 BESTIMMUNG VON TH17-ZELLEN UND EFFEKTOR T-ZELLEN IM ASZITES UND PERIPHEREM BLUT

Das qualitative Merkmal der TH17-Zellen ist die Produktion an IL-17. IL-17 wurde in
CD4+ und CD8+ T-Zellen gemessen, um sowohl TH17 als auch Tcl7 Zellen
nachzuweisen. Die jeweilige Fahigkeit zur IFNy-Bildung wurde ebenfalls untersucht, um
ein IFNy bildendes, intermedidres Subset zwischen TH17 und Tcl7 Zellen zu
identifizieren. Fur eine bessere Nachweisbarkeit wurden die Zellen mit Phorbolester
(PMA) und lonomycin die Zytokinproduktion stimuliert. PMA und lonomycin wirken
aktivierend auf Proteinkinasen. Die Verwendung von Golgi-Stop flihrte zu einem Arrest
der Zytokine im Golgi-Apparat und damit zur intrazelluldren Akkumulation und einer

weiteren Steigerung der Fluoreszensintensitat bei der anschlieBenden FACS Messung.

Fir die Bestimmung der IL-17 und IFNy-Expression in CD4+ und CD8+ peripheren bzw.

peritonealen Lymphozyten wurde ein Aliquot der Treg-depletierten Zellen verwendet.
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Die Zellen wurden in 24er Kulturplatten in einer Konzentration von 5x10° bis 1x10°

Zellen in 500ul Kulturmedium ausplattiert.

Dazu wurde ein 24er Well mit 5ul PMA (Stock in Dimethylsulfoxid 1mg/ml, 1:100
verdinnt in Kulturmedium, Endkonzentration 100ng/ml) und 5ul lonomycin (Stock in
Dimethylsulfoxid 1mg/ml, 1:10 verdinnt in Kulturmedium, Endkonzentration 1ug/ml)
stimuliert, wahrend ein zweites 24er Well als unstimulierte Kontrolle diente. Im
Anschluss wurde noch 0,5ul Golgi-Plug zu beiden Wells hinzupipettiert. Die Proben
wurden anschlieBfend fiir 4 Stunden bei 37°C, 5% CO, inkubiert.

Alle anschlieBenden Arbeitsschritte wurden bei der stimulierten und unstimulierten
Probe identisch durchgefiihrt. Nach der Inkubation wurden die Zellen aus den Wells
geerntet. Hierzu wurde je 50ul kaltes 20mM EDTA pro 500ul Ansatzvolumen
hinzugegeben und fir 15 Min einwirken gelassen. Danach konnten die Zellen Uber

einmaliges Nachspuilen mit PBS in je ein FACS-R6hrchen pipettiert werden.

AnschlieRend wurden die Zellen mit 1ml Staining-Buffer (PBS+1% FCS) bei 500g fiur 5
Min gewaschen. Um eine unspezifische Bindung der Antikdrper an die Zelloberflache
zu vermeiden, wurde ein Fc-Block durchgefiihrt. Hierfiir wurden 50ul mouse IgG (Stock
11,3 mg/ml, 1:100 in Staining-Buffer verdiinnt) in die FACS-R6hrchen pipettiert. Nach
15 minutiger Inkubation bei 4°C wurde die Oberflachenfdarbung ohne vorheriges
Waschen durchgefiihrt: In beide FACS-R6hrchen wurden 5ul CD4 PE Cy7 und 2ul CD8
APC pipettiert, die Proben fiir 30 Min bei 4°C inkubiert und anschlieBend nach oben

genanntem Schema gewaschen.

Danach konnte die intrazelluldre Farbung, wie beim TAM Phanotyping (s.0.) begonnen
werden (BD Cytofix/Cytoperm Plus Fixation/Permeabilization Kit with Golgi Plug). Nach
der Permeabilisierung erfolgte die intrazellulare Farbung der Zytokine mit 0,5ul IFN-y
FITC (0,5mg/ml) und 1pl /IL-17A PE (50ug/ml). Die Konzentration von IL-17, IFNy, CD4

und CD8 wurde anschlieBend durch FACS gemessen.
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3.9 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE ANALYSE

3.9.1 Theoretische Grundlagen

Durch die Methode des ,fluorescence activated cell sorting” (FACS) lassen sich Zellen
auf ihre GroRe und molekulare Beschaffenheit hin untersuchen. Die Bestimmung
erfolgt auf Einzelzellniveau durch optische Messung von Lichtstreuung und Fluoreszenz

nach spezifischer Zellfarbung.

Bei der Methode wird der Probenstrom hydrodynamisch fokussiert und anschlieRend
rechtwinklig an einem Laser vorbeigefiihrt. Trifft der Laser auf eine Zelle, so wird er
durch die Zellbeschaffenheit unterschiedlich stark abgelenkt. Man unterscheidet
hierbei die Vorwartslichtstreuung oder ,forward scatter” (FSC) von der
Seitwartslichtstreuung oder ,side scatter” (SSC). Die FSC beschreibt den in einem
kleinen Winkel abgelenkten Laserstrahl, der zur Bestimmung der Zellgr6Re und des
Volumens interpretiert werden kann. Demgegeniber wird die SSC eher rechtwinklig
abgelenkt, je starker die Zelle granuliert ist, und beschreibt somit quantitativ den
Zellinhalt. Farbt man in der Zelle spezifische Strukturen, wie zum Beispiel Rezeptoren
oder Proteine, mit Fluorochromen an, so werden diese durch Laser zur
Photonenemission angeregt. Das Fluoreszenzlicht ldsst sich anschlieRend ebenfalls

messen.

Die Daten werden automatisch von einem Computer erfasst und kénnen nach dem
Erreichen einer statistisch befriedigenden Quantitdt bewertet werden. Durch die
digitale Form wird eine sehr hohe Modifizierung der Daten ermdoglicht, sodass sich
molekulare Zelleigenschaften sehr spezifisch darstellen lassen, wie in dieser Arbeit

logarithmisch in einem Koordinatensystem.

In dieser Arbeit wurde das FACSCalibur von BD verwendet, das lber zwei Laser
unterschiedlicher Wellenldnge verfiigt. Der erste Laser, ein blauer Argon-lon Laser,
ldsst die Detektion von FSC, SSC und drei Fluoreszenzspektren zu. Uber einen
zusatzlichen roten Laser lassen sich die Emissionen von einem weiteren Spektrum

detektieren, sodass bei den Versuchen vier verschiedene Fluorochrome eingesetzt
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werden konnten, wodurch in der Charakterisierung von einzelnen Populationen ein

hohes Mal’ an Differenzierung erreicht wurde (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 Schematische Darstellung des FACS-Prinzips Der Probenfluss wird auf ein
Einzelzellniveau reduziert. Die Ablenkung des Lasers wird vom Geréat anschlieend detektiert.
© facs-and-more.de
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3.9.2 Gerateeinstellung, Messung und Auswertung

Zur Messung und Auswertung wurde das FACS Gerat mit der Software CellQuestPro
verwendet. Anhand von Isotypen-Kontrollen (Treg-, TAM Phanotypierung) oder
unstimulierten Background-Kontrollen (l-17 Phanotypisierung; CFSE
Proliferationsessay) wurden fir die Messung erstellte Standardeinstellungen

verwendet.

3.9.3 Treg Phanotypisierung

Die Einstellungen fiir die Messung wurden gemall einer Isotypenkontrolle
vorgenommen. Die Lymphozytenpopulation wurde aufgrund ihrer GroRe im FSC/SSC

DotBlot als Gate R1 identifiziert.

Die als R1 definierten Zellen wurden daraufhin in einem weiteren Plot nach der
Expressionshéhe von CD4 aufgetragen. Die CD4+ Lymphozytenpopulation wurde durch

ein weiteres Gate (R2) definiert. Es wurden 10.000 CD4+ T-Lymphozyten gemessen.
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Zur Identifikation der Tregs wurden die CD4+ Lymphozyten (Kombination aus den
Gates R1 und R2) in einem dritten Plot nach FoxP3 und CD25 aufgetragen und anhand
der Isotypenkontrolle in Quadranten eingeteilt. Die Software errechnet den
prozentualen Anteil der Zellen im jeweiligen Quadranten an der CD4+ Population

(Abbildung 3.5).
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3.9.4 TH17 Phanotypisierung

Die Einstellungen in der Auswertung wurden zundchst anhand der unstimulierten

Probe festgelegt und anschlielend auf die stimulierte Probe (ibertragen. Analog zur
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Treg Phanotypsierung erfolgt die Bestimmung der Lymphozytenpopulation durch das
R1 Gate bis zur Erfassung von 100.000 Zellen im R1 Gate. In einem folgenden Plot
wurden die Zellen aus R1 gegen CD8 und CD4 aufgetragen. Die stark CD8+ Zellen
erfasste das Gate R2, die stark CD4+ Zellen das Gate R3. Anhand der fehlenden
Expression der intrazellularen Marker IL-17 und IFNy konnte anschliefend in der
unstimulierten Probe die Normalpopulation als Quadrant definiert werden. Fiir eine
statistische Signifikanz wurde ein Background von <0,05% gewahlt. CD4+ und CD8+
Zellen wurden in separaten Plots ausgewertet. Nach der Ubertragung des Quadranten
der unstimulierten auf die stimulierte Probe zeigten sich IL-17+- (oben links), IFNy+-

(unten rechts) und IL-17+ IFNy+- Zellen (oben rechts).

Die Software erstellte automatisch eine individuelle Statistik fiir die Graphen von CD4
(R3) und CD8 (R2) der stimulierten abzliglich der unstimulierte Probe (Abbildung 3.6
a-d).
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Abbildung 3.6 Auswertung der TH17 Phinotypisierung. CFC-Auswertung einer
unstimulierten  Probe im  Vergleich zur stimulierten Probe. Erfassung der
Lymphozytenpopulation in a. Die in b als R2 definierten CD8+ Zellen werden in ¢ dargestellt. d
zeigt das Ergebnis bei einer stimulierten Probe. Die in ¢ definierten Quadranten wurden auf
die stimulierte Probe (d) Gbertragen. Dort zeigt sich die erhohte Expression von IL-17 und IFNy.

3.9.5 CFSE Proliferationsassay

Ahnlich dem Ablauf bei der TH17 Phinotypisierung wurden die Einstellungen in der
Auswertung anhand der unstimulierten Probe erstellt und dann in die stimulierte

Proben kopiert. Der FSC/SSC DotPlot unterscheidet sich von den anderen Versuchen,
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da die Zellen tGber mehrere Tage inkubiert worden sind und die Lymphozyten dadurch
blastos werden. Demzufolge musste R1 wesentlich groRer gewahlt werden. Wie auch
bei der TH17 Phanotypisierung wurden anhand der unstimulierten Probe die CD4+-

und die CD8+-Zellen aus R1 in zwei weiteren Gates (R2 und R3) erfasst.

Die CD4+- und die CD8+-Zellen aus R2 bzw. R3 wurden in einem Histogramm nach der
Expression von CFSE und nach ihrer Anzahl aufgetragen. Gemal ihrer Proliferation

bilden die Zellen peaks und lassen sich somit differenzieren.

In M4 wurden die Tregs, in M1 die unstimuliert proliferierenden Zellen
ausgeschlossen. Die Software CellQuestPro berechnet die Zellzahl im Background der
einzelnen Proben. Der Background der stimulierten Probe abziglich der unstimulierten
Probe beschreibt die durch anti-CD3-Antikdrper zur Proliferation angeregten nativen
T-Zellen. Die dazu berechnete prozentuale Differenz des Backgrounds bei Proben mit

Tregs stellt die Inhibition dar (Abbildung 3.7 a-d).
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Abbildung 3.7 Beispiel fiir ein CFSE Dot- und ein Histogramm-Plot. Zur Bestimmung der
Lymphozytenpopulation wurde anhand der Isotypenkontrolle ein groRes Gate (R1) gewahlt (a).
Im folgenden Dot-Plot (b) konnten die CD4+ Population in R2 und die CD8+ Population in R3
differenziert werden. Bei Proliferation halbiert sich die CFSE Fluoreszenz pro Zelle durch
Mitose. c zeigt eine unstimulierte Probe mit intensiver Fluoreszenz der einzelnen Zellen. d
zeigt bei einer stimulierten Probe mehr Fluoreszenz im Background, dafiir einen niedrigeren
Peak in M1. M4 enthilt die Tregs und M1 die unstimuliert proliferierenden Zellen.
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3.9.6 TAM Phanotypisierung und MDSCs

Die Daten der FACS-Messung mit den Versuchsergebnissen aus der Studie ,,Rolle von
Peroxisome-Proliferator-activated Receptors B/d (PARPR/J) in der Aktivierung TAM
von Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom“ (Positives Ethikvortum vom
21-12-2010; Az: 205/10 liegt vor) standen zur Interpretation zur Verfiigung. Fur die
Analyse wurde eine Kombination aus R1 (Lymphozytengate im FSC/SSC) und R2 (Gate
CD14+ Zellen fir TAM-Phenotypisierung bzw. Gate CD14- Zellen fir MDSC-

Phenotypisierung) gewahlt. Die Messschwelle betrug 10000 Events in Gate R1.

3.10 STATISTIK

Die Statistik wurde mit Hilfe der Programme Prism und Microsoft Excel durchgefiihrt.
Fiir Korrelationen wurde der Test nach Pearson angewandt. Auf Normalverteilung
wurde nach D’Agostino und Pearson getestet. Die Signifikanzberechnung erfolgte bei
normalverteilten Daten durch den gepaarten T-Test und bei nicht normalverteilten
Daten durch den Wilcoxon matched pairs test. Als statistisch signifikant wurde ein P-

Wert von <0,05 betrachtet.
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4 ERGEBNISTEIL

4.1 CHARAKTERISIERUNG UND SUBGRUPPENANALYSE VON TH17-ZELLEN

Zunachst wurde untersucht, ob sich beim Gesamtkollektiv die Frequenz an TH17-Zellen
im Aszites und peripheren Blut signifikant unterscheidet. Die Daten wurden statistisch
mit dem paired-t-test analysiert und anhand eines Signifikanzniveaus von p<0,05
geprift. Des Weiteren wurde analysiert, ob Unterschiede in der TH17- Frequenz
abhédngig von dem im Aszites vorherrschenden TAM-Phdnotyp auftreten. Basierend
auf bereits publizierten Ergebnissen der Arbeitsgruppe besteht eine signifikante,
inverse Korrelation zwischen progressionsfreiem Intervall und Oberflachenexpression
von CD163 (hemoglobin/haptoglobin scavenger receptor) auf TAMs im Aszites von
Ovarialkarzinompatientinnen. Diese Assoziation besteht jedoch nicht in Bezug auf
andere M2-Polarisierungsmarker wie z.B. CD206, CD32, CD64, CD16, HLA-DR, CCR7
oder der intrazelluldren IL-10/IL-12-Ratio (Reinartz et al., 2013). Aufgrund dessen
wurde im Rahmen einer Subgruppenanalyse die TH17-Frequenz in Abhdngigkeit von
CD163"°% und CD163"" TAMs untersucht. Die Einteilung in die CD163"°"/ cD163"e"
Subgruppen erfolgte anhand des Medians der CD163-Expression auf CD14+ TAMs
innerhalb des Kollektivs (cut-off: 59,1%, Abbildung 4.1, siehe auch Tab. 2.1

Patientencharakteristika).

Aszites CD163+ (% of CD14+)

100+
.".'
80~ .
®
60 .
.3
.s
404 o*
e
20+ .
0 T

Abbildung 4.1 Einteilung des Patientenkollektivs nach CD163-Expression auf TAMs Die
Proben wurden nach dem Median (Cutoff 59,1%) in 2 Patientenkollektive aufgeteilt: cD163"
TAMs und CD163"" TAM:s. Beide Gruppen enthielten jeweils 10 Patientinnen.
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Fir das Gesamtkollektiv konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Frequenz
CD4+IL-17+ TH17-Zellen im Tumormilieu und im peripheren Blut nachgewiesen
werden. Im Rahmen der Subgruppenanalyse zeigte sich jedoch, dass bei Patientinnen
mit CD163"°Y TAMs die Frequenz von TH17-Zellen im peripheren Blut signifikant hoher
als im Aszites war (p=0,0384; Abbildung 4.2b). Zwischen den Proben mit CD163"°" und
CD163"8" TAMs untereinander bestand weder im Aszites noch im peripheren Blut ein

signifikanter Unterschied in der Verteilung der TH17-Zellen.

Insgesamt  korrelierten die TH17-Zellen positiv. mit der MFI (mittlere
Fluoreszenzintensitit) von CD163 (r=0,59). Bei den CD163"°" Proben war diese
Beobachtung nicht signifikant (Daten nicht dargestellt), wahrend die Korrelation bei

den CD163"" Proben stark ausgepragt war (r=0,67; Abbildung 4.3a, b).
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Abbildung 4.2 Verteilung der TH17-Zellen. Der Anteil der CD4+ IL-17+ T-Zellen an der Gesamt
CD4+ T-Zell Zahl in den verschiedenen Kompartimenten insgesamt (a) sowie fiir CD163"°" und
CD163"&" (b) mit jeweiliger Medianangabe. p gemaR paired-t-test anhand des
Signifikanzniveaus 0,05. In der Gesamtpopulation besteht kein signifikanter Unterschied
zwischen der Frequenz von TH17-Zellen in Aszites und dem peripheren Blut. Proben vom
CD163"°" Typ weisen allerdings im Aszites signifikant weniger TH17-Zellen auf (b). Die TH17
Frequenz im Aszites unterschied sich nicht signifikant zwischen CD163"° und CD163"€".
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Abbildung 4.3 Korrelation von TH-17/CD163 im Aszites. TH17-Zellen sind insgesamt positiv
mit der MFI von CD163 auf Makrophagen assoziiert (a). Korrelationskoeffizient r = 0,5902. In
CD163"" Proben war dieser Effekt besonders stark ausgepragt (r = 0,671 in b). Signifikanzwert
(p) jeweils unter dem Signifikanzniveau (0,05).

4.2 KuNISCHE RESPONSE BEI TH17-ZELLEN

Es wurden Survivalanalysen anhand der TH17 Daten und des progressionsfreien
Uberlebens der Patientinnen im follow-up durchgefiihrt. Die Proben aus Aszites und
peripherem Blut wurden je in TH17"¢" oder TH17"" eingeteilt (cutoff-Wert: Median
0,76 % CDA4+IL-17+ im Aszites und 1,07 % CD4+IL-17+ im peripheren Blut). 6 der 20
Probanden konnten wegen tumorunabhdngigem Todesfalles, neoadjuvanter
Chemotherapie oder extremer Varianzen der Makrophagenmarker im Vergleich zum
Gesamtkollektiv nicht in die Analysen inkludiert werden (s. Tab. 2.1). Das
progressionsfreie Uberleben (RFS) wurde bis zum Endpunkt (Juli 2013) in Monaten
gemessen und in Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Diese wurden dann (iber einen Log-
rank (Mantel-Cox) Test auf Signifikanz gepruft. Weder im Aszites noch in peripherem
Blut konnte eine signifikante Assoziation zwischen dem RFS und dem prozentualen
Level an TH17-Zellen aufgezeigt werden. Angesichts des kleinen Kollektivs bei einer
groflen Anzahl zensierter Events war keine signifikante Assoziation zu erwarten.
Tendenziell besteht ein verbessertes RFS bei Proben mit hoher TH17-Frequenz. Dieses

Ergebnis sollte in groRer angelegten Studien spezifiziert werden. (Abbildung4.4 a,b).
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Abbildung 4.4 Assoziation von RFS und TH17-Konzentration. Kaplan-Meier-Kurven fiir das
RFS der Patientinnen mit TH17high- und TH17low- Konzentrationen. Tendenziell besteht ein
verlangertes RFS bei hoher TH17-Frequenz. Weder im Aszites (a) noch im peripheren Blut (b)
war die Assoziation signifikant (jeweils p > 0,05). Der p-Wert liegt relativ knapp tGber dem
Signifikanzniveau. Eine Reevaluation der Ergebnisse mit einen gréBerem Patienkollektiv konnte
signifikante Ergebnisse liefern.

4.3  ASSOZIATIONEN ZWISCHEN TH17-ZELLEN UND TAM-POLARISIERUNGSMARKERN

low

Obwohl zunachst kein signifikanter Unterschied in der TH-17 Frequenz in CD163™" und
CD163"™" Proben im Aszites nachgewiesen werden konnte, ist es denkbar, dass die
Expression anderer TAM-assoziierter Marker die TH17-Rekrutierung
oder -Differenzierung beeinflusst. Aus diesem Grund wurden auch andere TAM-
Polarisierungsmarker im Hinblick auf die TH17-Population untersucht — auch wenn die
Expression dieser Marker bis auf IL-6 und IL-10 bisher keine prognostische Relevanz
beim Ovarialkarzinom gezeigt hatte (Reinartz et al. 2013). Analysiert wurden in diesem
Zusammenhang neben CD163 die klassischen M1/M2-Polarisierungsmarker CD206, IL-
10, IL-12, CCR7, die Fc-Rezeptoren CD16, CD32 (low affinity FcR) und CD64 (high
affinity FcR) und das in der Antigenprdsentation involvierte Molekiile HLA-DR. Die
Korrelation mit dem TH17-Subset wurde entweder zur prozentualen positiven
Expression oder zu der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) der TAM-Marker im FACS

bestimmt.
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Auffallig war, dass sich in dem CD163"" Patientenkollektiv eine haufigere Korrelation
zwischen Makrophagenmarkern und der Frequenz von TH17-Zellen feststellen liel§ als
im CD163"¢" Kollektiv. Positive Korrelationen bestanden im Aszites zu dem low affinity
FcR CD32, CD16 und CD14 sowie negative zu CCR7, HLA-DR und high-affinity FcR CD64
Zellen (Abbildung 4.5). Im CD163"¢" Patientenkollektiv war HLA-DR hingegen positiv mit

der TH17-Frequenz korreliert, genauso wie CD163.

Das Gesamtkollektiv entsprach in schwacherer Auspragung den Korrelationen zu CD14,
CD16, CD32 und CD64 im CD163"°Y Subset sowie CD163 im CD163"" Subset. Es bestand

dariber hinaus eine schwach positive Korrelation zu IL-10.

CD14 MFI
CD16
HLA-DR MFI
IL-10
CD163 MFI
CcD32
cD64 CD163high
I CD163low
CCR7 - Total
r T 1 T 1
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Komelationskoeffizient

Abbildung 4.5 Korrelation von TH17-Zellen und Makrophagenmarkern. Korrelation
einzelner TAM-Marker zur TH17 Frequenz. Korrelationen im CD163"¢" Subset sind gelb,
CD163"°" Subset sind rot und das Gesamtkollektiv ist braun dargestellt. Alle
Korrelationskoeffizienten sind signifikant gemaR paired-t-test (Signifikanzniveau p<0,05).
Typische M1 Marker sind IL-10 und CD163. Es bestehen positive Korrelationen zum
Gesamtkollektiv. Typische M2 Marker sind CD32, CD64 und CCR7. Bis auf CD32 bestehen
negative Korrelationen zur TH17 Frequenz. Die Assoziationen unterscheiden sich zwischen
dem CD163"" und dem CD163"&" Subset: TH17-Zellen haben in den verschiedenen Subsets
gegensatzliche Assoziationen zu HLA-RD: Im CD163"¢" Subset wirken sie sich positiv und im
CD163"" Subset negativ auf die Expression aus. Im CD163"°" Subset sind TH17-Zellen mit
auffallig vielen Makrophagenmarkern assoziiert.
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4.4 ANALYSE VON EFFEKTOR T-ZELLEN IM ASZITES UND PERIPHEREM BLUT

Auch fir die Effektor T-Zellen wurden Unterschiede zwischen Aszites und peripherem
Blut analysiert. Neben der Gesamtpopulation an CD4+ und CD8+ T-Zellen wurde
zusatzlich das jeweilige Effektorpotential anhand der Expression von IFNg nach

mitogenem Stimulus und der Proliferationskapazitdt nach CD3-Stimulus untersucht.

Die CD8+ T-Zellen machten in beiden Kompartimenten etwa ein Viertel der Leukozyten
aus, wobei sich die Verteilung nicht zwischen den CD163 Subgruppen unterschied .
Deutlich haufiger in der Leukozytenpopulation waren CD4+ T-Zellen, deren - Anteil im
peripheren Blut mit 56% gegeniiber ca. 40% im Aszites signifikant hoher war. Dieser
Unterschied spiegelte sich auch in den CD163 Subgruppen wider, die somit der

Gesamtpopulation entsprachen (Abbildung 4.6a-f).
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Abbildung 4.6 Verteilung der Effektor T-Zellen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und
die Standardabweichung der Proben prozentual zur Gesamtpopulation (Aszites blau,
peripheres Blut rot hinterlegt). CD4 Zellen kommen vermehrt im Aszites vor (a) und
exprimieren dort verstarkt IFNg (c). Sowohl CD4+ (e: p=0,01) als auch CD8+ (f: p<0,01) T-Zellen
proliferieren signifikant starker im Aszites. Allein beim CD163low Subset CD8+ T-Zellen
bestand kein signifikanter Unterschied. Die Proliferation der Effektor-T-Zellen im Aszites ist
beim CD163"¢" Subset signifikant starker als im CD163"°" Subset (p jeweils <0,01).

Betrachtet man die IFNg —Expression von CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen als
Effektorzellmerkmal, so zeigt sich eine signifikante Zunahme an CD4+ IFNg+ Effektor-T-
Zellen im Aszites im Vergleich zum peripheren Blut, wahrend die Expression von IFNg+
auf CD8+ T-Zellen im Aszites der im peripheren Blut entsprach. Eine weitere
Subgruppenanalyse der Patientinnen mit CD163"" versus CD163"8" TAMs ergab, dass
die signifikanten Unterschiede in der Frequenz CD4+ IFNg+ Effektor-T-Zellen zwischen

Aszites und peripherem Blut in beiden Subgruppen gleichermalen bestehen.

58



Ergebnisteil

Neben der IFNg-Expression wurde auch die proliferative Kapazitat von T-Zellen nach
polyklonalem Stimulus mit CD3-Antikorper als Effektormerkmal untersucht. Effektor T-

Zellen proliferierten insgesamt im Aszites stdarker als im peripheren Blut. Dieser

high low

Unterschied war jeweils im CD163™" Kollektiv starker ausgepragt als im CD163
Subset. Nur im CD163"" Subset bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der

CD8+ T-Zell Proliferation in Aszites und Peripherie.

4.5 KORRELATIVE TH17- uND EFFEKTOR-T-ZELL UNTERSUCHUNG

Das Vorkommen von TH17-Zellen wurde mit den T-Zell-Effektorfunktionen im
jeweiligen Kompartiment (peripheres Blut versus Aszites) verglichen, um zu
untersuchen, ob TH17-Zellen das Auftreten von Effektor-T-Zellen, die mdglicherweise
anti-tumorale Eigenschaften aufweisen, begiinstigen oder nicht. Die CD4+ und CD8+
Effektor-T-Zellen wurden zum einen Uber die IFNg-Expression nach mitogenem
Stimulus und zum anderen Uber die proliferative Kapazitdt nach polyklonalem Stimulus

mit anti-CD3 Antikdrper charakterisiert.

Wie Tabelle 4.1 zeigt, konnten im Aszites fiir das Gesamtkollektiv positive
Korrelationen zwischen TH17-Zellen und der IFNg-Expression in CD4+ und CD8+ T-
Zellen nachgewiesen werden. Im CD163"°" Subset korrelierte die Prisenz an TH17-
Zellen besonders stark mit dem Anteil an IFNg+ CD4+ (r=0,74) und IFNg+ CD8+
Effektor-T-Zellen (r=0,74). Fir das CD163"" Subset ergaben sich keine signifikanten

Korrelationen (Abbildung 4.7a-d).

CD4+IL-17+
total | CD163"" | cD163"&"
CDA4+ IFNy+ Aszites | 0,59 0,74 ns
(%]
c -
CD8+ IFNy+ Aszites | 0,56 | 0,74 ns S5
o N
o E
CD4+ IFNy+ Blut 0,59 0,65 0,79 S g
N 4
CD8+ IFNy+ Blut ns ns ns

Tabelle 4.1 Korrelation TH17-Zellen und IFNg Expression in CD4+ und CD8+ T-Zellen
Dargestellt sind die einzelnen Korrelationen zwischen TH17- und Effektor T-Zellen (ns = nicht
signifikant)
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Abbildung 4.7 Korrelation von Effektor-T- und TH17-Zellen im Aszites. TH17-Zellen im
Aszites korrelieren signifikant positiv mit der IFNg Expression von CD4+ (a,c) und CD8+ (b,d)
Effektor T-Zellen im Gesamtkollektiv und im CD163"" Subset. Wahrend die Korrelationen im
CD163"" Subset besonders stark waren (r = 0,74 in a und b), wiesen sie im CD163"" Subset

keine nennenswerte Signifikanz auf (nicht graphisch dargestellt).

Im peripheren Blut korrelierten die TH17-Zellen signifikant mit den CD4+ Effektor-T-

Zellen (Abbildung 4.8a-c). Abgesehen von den CD8+ Effektor-T-Zellen im peripheren

Blut und im CD163"" Subset im Aszites kann somit eine funktionelle Abhingigkeit

zwischen CD4+ und CD8+ Effektor T-Zellen und TH17-Zellen beschrieben werden. Diese

ist vor allem im Aszitesmilieu — und damit in direkter Umgebung des Tumors —

festzustellen.
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Als zweiten Marker der Effektor-T-Zell Antwort wurde die Proliferation von CD4+ und
CD8+ T-Zellen untersucht und mit der Frequenz an TH17-Zellen verglichen, wobei sich
herausstellte, dass weder im Aszites, noch im peripheren Blut statistisch signifikante
Zusammenhange bestehen. Dies galt fir das Gesamtkollektiv wie auch im Rahmen
einer Subgruppenanalyse von CD163"" und CD163"" Patientinnen (Daten hier nicht

dargestellt).

4.6 ASSOZIATIONEN ZWISCHEN TAM-POLARISIERUNGSMARKERN UND EFFEKTOR-T-ZELLEN

Da Patientinnen mit CD163"8" TAM-Phanotyp eine stirkere Effektor-T-Zell Antwort
aufwiesen - wie sowohl anhand der proliferativen Kapazitat als auch anhand der IFNg-
expression gezeigt wurde - ist es interessant zu analysieren, inwiefern die Expression
anderer TAM-assoziierter Marker die Effektor-T-Zellpopulation beeinflusst. Daher

wurden auch andere TAM-Polarisierungsmarker (klassische M2-marker: CD163,
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CD206, IL10, IL-12, M1-Marker: CCR7; Fc-rezeptoren CD32, CD64 und allgemeine
Makrophagen-Oberflachenmolekile: CD14, CD16, CD68 und HLA-DR) diesbeziiglich
untersucht. Dazu wurden die verschiedenen Makrophagenmarker zum einen mit der
Frequenz CD4+IFNg+ bzw. CD8+IFNg+ T-Zellen nach mitogenem Stimulus und zum
anderen mit der Fahigkeit zur T-Zellproliferation nach CD3 Stimulus korreliert und es
wurde eine Subgruppenanalyse gemafd der CD163"°% und cD163"e" Einteilung
durchgefihrt. Da im peripheren Blut keine signifikanten Korrelationen auftraten, die
sich mit denen im Aszites hatten vergleichen lassen, werden diese Daten im Folgenden

nicht extra erlautert.

In der Gesamtpopulation CD4+ T-Zellen gab es zur IFNg-Expression signifikant positive
Korrelationen zu CD163, CD206 und IL-12. Interessanterweise war die Expression von
CD163 und CD206 auf Makrophagen im Gegensatz dazu im CD163"&" Kollektiv sowohl
zu CD4+ als auch zu CD8+ T-Zellen negativ assoziiert. In der CD163°" Gruppe
korrelierte die MFI von HLA-DR stark negativ zur IFNg Expression sowohl durch CD4+
(r=-0,71) als auch durch CD8+ T-Zellen (r=-0,74). Aquivalent verhielt sich der M1-
Marker CCR7 zu den CD4+ (r=-0,76) und CD8+ T-Zellen (r=-0,76).

Die proliferative Kapazitat der Effektor-T-Zellen war durchweg positiv mit den
Makrophagenmarkern assoziiert. Das Ausmal’ der Proliferation von CD4+ und CD8+ T-
Zellen korrelierte in der Gesamtpopulation mit der CD68, CD163 und CD206
Expression. Zusatzlich bestand insgesamt zwischen der Proliferation CD4+ T-Zellen und
der IL-10 Expression durch Makrophagen eine positive Korrelation. Die totale CD8+ T-
Zell Proliferation korrelierte positiv mit der IL-12 Expression. Im CD163"" Subset
bestatigten sich die Beobachtungen zwischen der CD4+ Proliferation und CD163
(r=0,64) sowie CD206 (r=0,68). Im CD163"% Subset bestanden eine positive
Assoziationen zwischen der CD8+ T-Zell Proliferation und der IL-10 Expression von

Makrophagen.

Wahrend die Expression von IFNg durch T-Zellen und damit die antitumordse
Immunantwort sich  also insgesamt eher negativ zu verschiedenen
Makrophagenmarkern verhialt, fordern TAMs wiederum die proliferative Kapazitdt von
T-Zellen. Besonders deutlich stellt sich das im CD163"¢" Subset mit den Markern CD163

und CD206 dar, die mit der IFNy-Expression der Effektor-T-Zellen negativ und der
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proliferativen Kapazitdt von CD4+ Z-Zellen positiv korrelierten. Betrachtet man die
Gesamtpopulation, so besteht allerdings auch eine positive Assoziation zwischen der

CD4+ IFNg T-Zellpopulation und CD163 und CD206 (Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9 Korrelation von Effektor-T-Zellen und Makrophagenmarkern. Korrelationen
von Makrophagenmarkern und IFNg Expression sowie Proliferation von CD4+ T-Zellen in a und
CD8+ T-Zellen in b. Die IL-12 Expression durch TAMs korreliert positiv mit der IFNg Expression
durch CD4+ T-Zellen insgesamt (p = 0,04) und der Proliferationskapazitdt von CD8+ T-Zellen. Es
wirkt somit proinflammatorisch und antitumorés. Die Expression von HLA-DR auf
Makrophagen ist im CD163"" Subset negativ assoziiert zur IFNg Expression in CD4+ und CD8+
Effektor-T-Zellen. Auch das Chemokin-Rezeptor CCR7 korreliert ausschliefRlich im CD163""
Subset negativ mit der IFNg Expression in CD4+ und CD8+ Effektor T-Zellen. Die Expression von
CD163 auf TAMs ist im CD163"" Subset negativ zur IFNg Expression in CD4+ und CD8+
Effektor-T-Zellen assoziiert. Gleiches gilt fir den TAM-Marker CD206 und CD4+ und CD8+
Zellen. Im Gesamtkollektiv sind die TAM-Marker CD163 und CD206 allerdings positiv zur IFNg
Expression von CD4+ T-Zellen assoziiert. Die Proliferation der Gesamtpopulation von CD4+ und
CD8+ T-Zellen korreliert dariiber hinaus positiv zu CD68, CD163 und CD206. Die Ergebnisse fiir
CD163 und CD206 sind im CD163"&" Kollektiv dquivalent dazu. Die Expression von IL-10 durch
TAMs ist im Gesamtkollektiv positiv zur CD4-Proliferation assoziiert. Zur CD8-Proliferation
hingegen besteht eine signifikant positive Korrelation nur im CD163"" Subset.

4.7 AUSWIRKUNG VON EFFEKTOR T-ZELLEN AUF DAS RFS (RELAPSE FREE SURVIVAL)

Analog zu der klinischen Response der TH17-Population wurde untersucht, inwiefern
die IFNy-Expression in Effektor-T-Zellen und deren Proliferationskapazitit das
Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen beeinflussen kénnte. Die Einteilung der

Proben erfolgte ebenfalls nach dem jeweiligen Median der Proben als cutoff.
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Eine signifikant inverse Korrelation wurde nur fiir CD4+ IFNg+ T-Zellen in peripherem
Blut beobachtet (p = 0,01). Patientinnen vom IFNgIOW Typ hatten dort ein signifikant
langeres RFS (Abbildung 4.10c). Fiir CD8+ T-Zellen bestatigte sich diese Beobachtung
nicht. Fir die Frequenz von IFNg+ CD8+ Zellen und IFNg+ CD4+ Zellen im Aszites
konnte keine Assoziation zum RFS detektiert werden. Eine Differenzierung der Proben
in hohe bzw. niedrige proliferative Kapazitit zeigte weder im Aszitesnoch im

peripheren Blut Unterschiede im RFS.
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Abbildung 4.10 Assozitation von RFS und Effektor-T-Zellen. Assoziation zwischen der
Effektor T-Zell Antwort im Aszites (a und b) und peripherem Blut (¢ und d). Niedrige
Konzentrationen von IFNg+ CD4+ Effektor-T-Zellen im peripheren Blut wirken sich signifikant
positiv auf das RFS aus (c). Die EffektorT-Zell-Konzentration im Aszites hat keine Auswirkung
auf das RFS (a und b: p > 0,05)

4.8 TREG EFFEKTE AUF TH17- UND EFFEKTOR-T-ZELLEN

Genau wie TH17-Zellen sind Tregs heterogen im Zusammenspiel mit Tumoren. Bekannt
sind sie vor allem fir ihre suppressive Aktivitdt unter anderem auf Effektor-T-Zellen.

Um mogliche Kostimulationen oder Suppressionen bei ihrer Aktivitdit im
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inflammatorischen Tumormilieu aufzuzeigen, wurden die T-Zell Subsets auf

Korrelationen zueinander untersucht,.

Im Gegensatz zu den TH17-Zellen waren die Tregs in den beiden Kompartimenten
unterschiedlich verteilt und konnten signifikant vermehrt im Aszites nachgewiesen
werden (Abbildung 4.10a). Zwischen TH17-Zellen und Tregs bestanden fir das

Gesamtkollektiv und im Aszites keine korrelativen Zusammenhange.

Im  Treg-Suppressionsassay  konnte  gezeigt werden, dass Tregs die
Proliferationskapazitdt von Effektor T-Zellen unterschiedlich stark inhibieren. Im
peripheren Blut wurden CD8+ Effektor-T-Zellen signifikant starker supprimiert als im
Aszites. Es bestand auch eine Tendenz zu starkerer Suppression von CD4+ Effektor-T-

Zellen, die aber nicht signifikant war.

low

Die Frequenz von TH17 korrelierte beim CD163™" Zellsubset im peripheren Blut

negativ mit der Suppressoraktivitat von Tregs (Abbildung 4.10c und d).
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Abbildung 4.11 Treg Verteilung und Suppression. Verteilung der Tregs in den beiden
Kompartimenten mit Medianangabe in a. Die Treg-Konzentration ist im Aszites in etwa doppelt
so hoch wie im peripheren Blut (p < 0,01). Das Mal der Treg-Suppression von CD4+ und CD8+
Effektor-T-Zellen in den beiden verschiedenen Kompartimenten mit Medianangabe (b). Im
peripheren Blut ist die Suppression von CD8+ T-Zellen signifikant starker als im Aszites (p =
0,013). Dies gilt tendenziell auch fiir CD4+ T-Zellen, ist aber nicht signifikant. Es bestehen
Korrelationen zwischen der Treg-Suppression und der Frequenz von TH17-Zellen. Im CD163""
Subset im peripheren Blut ist die Suppression auf CD4+ (c) und CD8+ (d) T-Zellen in
Anwesenheit von TH17-Zellen inhibiert.

4.9 TH17-ZELLEN IM ZUSAMMENHANG MIT MDSCs

MDSCs reichern sich wahrend der Tumorentwicklung allgemein vermehrt im
peripheren Blut und im Tumorgewebe an. Sie bilden eine heterogene Gruppe aus
myeloiden Zellen, die dhnlich wie TH17-Zellen plastisch sind und sich in verschiedenen

Entwicklungsstufen befinden. Sie scheinen eher protumorigen zu wirken und sind in
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der Lage T-Zellantworten zu supprimieren und eine Anreicherung von Tregs zu
begiinstigen. Um ihre Funktion speziell beim Ovarialkarzinom im Zusammenhang mit
TH17-Zellen zu untersuchen, wurde die Verteilung dieser beiden Zelltypen bestimmt

und miteinander verglichen.

Im Gesamtkollektiv und im CD163"" Kollektiv waren im peripheren Blut negative
Assoziationen zwischen CD14-CD11b+CD33+ MDSCs und der TH-17 Frequenz zu

high

beobachten. Dagegen waren die Ergebnisse im CD163 Patientenkollektiv nicht

signifikant, genauso wenig wie im Aszites generell.

Wie bei der Suppressionsaktivitdt der Tregs korrelierte somit interessanterweise nur

das CD163"" Subset im peripheren Blut (Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12 Korrelation MDSCs und TH17-Zellen. Im peripheren Blut ist die
Konzentration von MDSCs und TH17-Zellen sowohl im Gesamtkollektiv (a) als auch im CD163""
Subset (b) negativ assoziiert.
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5 DISKUSSION

Das Ovarialkarzinom entwickelt sich meist lber einen langen Zeitraum symptomfrei,
sodass zum Zeitpunkt der Diagnosestellung oft bereits ein fortgeschrittenes Stadium
erreicht ist, das sich haufig durch Peritonealmetastasen und konkommittierendem
Aszites dullert. Damit ist die Prognose in der Regel schlecht. Der maligne Aszites
enthalt als Ausdruck der tumorbegleitenden Inflammation viele Immunzellen, wobei
die genaue Rolle der einzelnen Immunzellsubsets bei der Entwicklung und Progression
maligner Tumore trotz intensiver Forschung in den letzten Jahren noch nicht endgiiltig
geklart ist. Veroffentlichungen der letzten Jahre liefern speziell fir das Ovarialkarzinom
kontroverse Ergebnisse. In der vorliegenden Arbeit wurden TAMs, TH17-Zellen, Tregs
und Effektort T-Zellen im Aszites und im peripheren Blut von einem Kollektiv aus 20
Patientinnen mit fortgeschrittenem, serésem Ovarialkarzinom erstmalig systematisch
untersucht. In die Auswertung konnten die Ergebnisse einer Parallelstudie (Reinartz et
al. 2013) inkludiert werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den
Korrelationsanalysen und der klinischen Nachbeobachtung der Patientinnen auf

Grundlage des aktuellen Stands der Forschung diskutiert.

5.1 DERPROGNOSTISCHE WERT VON TH17-ZELLEN

Das Tumormilieu beinhaltet immer auch eine inflammatorische Komponente, die beim
fortgeschrittenen Ovarialkarzinom durch den engen Bezug zur Peritonealhdhle in Form
von Aszites auftritt. TH17-Zellen erfiillen als Teil der Immunantwort sowohl pro- als
auch antitumordse Funktionen. Speziell beim Ovarialkarzinom wird ihre Rolle

hinsichtlich der Auswirkung auf die Prognose kontrovers diskutiert.

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass bei Ovarialkarzinompatientinnen kein
signifikanter Unterschied im Vorkommen von TH17-Zellen zwischen Aszites und der
Peripherie besteht. Proben mit vielen und solche mit wenig TH17-Zellen zeigten keine
signifikanten Unterschiede im progressionsfreien Uberleben. Auch wenn das
Signifikanzniveau (berschritten wird (p: 0,16 > 0,05), haben Proben mit einer hohen

TH17-Zell Zahl tendenziell ein verldngertes, rezidivfreies Uberleben.
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Wahrend in einigen Studien am Ovarialkarzinom TH17-Zellen bzw. IL-17 einen
positiven Effekt auf die Prognose hatten (Droeser et al. 2013, Kryczek et al. 2009a),
induzierten in anderen Studien hohe Konzentrationen an IL-17 das Tumorwachstum
(Charles et al. 2009) bzw. die Angiogenese (Kato et al. 2001). Miyahara et al. (2008)
konnten zwar in 5 von 10 Proben aus Ovarialkarzinom-Gewebe erhéhte Level an TH17-
Zellen innerhalb der T-Zell Population im Vergleich zu Blutproben gesunder Probanden
feststellen, die 5 anderen Proben enthielten allerdings vergleichbare Konzentrationen.
Lan et al. (2013) wiesen nach, dass im Vergleich zu normalem Ovarialgewebe die Level
an IL-17 im Tumor signifikant erhdht waren. Das progressionsfreie Uberleben war in
der Studie bei hohen IL-17 Konzentrationen verldngert, nicht aber das Uberleben
insgesamt. Kryczek et al. (2009a) fanden vermehrt TH17-Zellen im soliden
Ovarialkarzinom verglichen mit dem peripherem Blut der Patientinnen. In
fortgeschrittenen Stadien fand sich zudem weniger IL-17. Zusatzlich war die IL-17
Konzentration im Aszites positiv mit der Prognose assoziiert. Allerdings wurden im
Gegensatz zur durchgefiihrten Studie die Proben fiir die Survivalanalyse nach dem IL-
17-Level in pg/ml und nicht dem prozentualen Anteil der TH17-Zellen innerhalb der
CD4" Zellen eingeteilt. Da nur an einem singuldren Zeitpunkt eine Parazentese
durchgefihrt wurde, kann Uber den klinischen Verlauf der Zellkonzentrationen im
untersuchten Patientenkollektiv keine Aussage getroffen werden. Fraglich ist, ob IL-17
auch von anderen Immunzellen als T-Zellen gebildet wird, wie fiir andere
Tumorentitdten beschrieben (Cua et al. 2010, Wang et al. 2013, Zhu et al. 2008, Lin et
al. 2007). Ob das auch fir das Ovarialkarzinom gilt, ist unklar. Laut der Studie von
Kryczek et al. (2009a) wird IL-17 exklusiv von T-Zellen gebildet und ist mit der Frequenz
von TH17-Zellen gleichzusetzen. Allgemein wird aktuell allerdings zwischen IL-17 und
TH17 distinguiert (Punt et al. 2015). TH17-Zellen sind in der Lage, temporar zwischen
unterschiedlichen Differenzierungszustidnden zu switchen, wobei jedoch die genauen
Einflussfaktoren und Auswirkungen auf ihre immunmodulierende Funktion dabei noch

weitestgehend unerforscht sind.

Die erzielten Ergebnisse missen vor dem Hintergrund diskutiert werden, dass in die
Survivalanalysen nur ein kleines Kollektiv aus 14 Proben inkludiert werden konnte. Der

Signifikanzwert fiir ein verbessertes RFS bei Aszitesproben mit einer hohen Frequenz
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an TH17-Zellen (p=0,16) Uberschreitet zwar das Signifikanzniveau, bestétigt
grundsatzlich aber die Ergebnisse von Kryczek et al. fiir hohe IL-17 Konzentrationen im

Aszites.

Auf Grundlage der differenten Ergebnisse muss man feststellen, dass sich die
Erkenntnisse aus Studien mit soliden Tumoren nicht ohne weiteres auf Aszitesproben
Ubertragen lassen, obwohl tendenzielle Ubereinstimmungen bestanden, die es anhand
von groBeren Patientenkollektiven zu bestdtigen gilt. Um den Zusammenhang von
TH17-Zellen und der Prognose weiter zu erforschen, sollten sich zukilinftige Studien

detailliert mit der TH17-Dynamik im Verlauf der Tumorprogression beschaftigen.

5.2 KORRELATION zWISCHEN TAM-PHANOTYP UND DER TH17 POLARISATION

Im Aszites von Ovarialkarzinom-Patientinnen bilden TAMs den Groldteil der Antigen
prasentierenden Zellen. Ihr Phanotyp und ihre Funktionalitdt unterliegen multiplen
Faktoren des Tumormilieus (Wilke et al. 2011). Makrophagen exprimieren u.a. die
charakteristischen Oberflachenmolekiile CD14, ein Lipopolysaccharid Ko-Rezeptor fir
den TLR-4 Komplex und den Fc y -Rezeptor-1ll CD16, der an der Phagozythose beteiligt
ist. Zusammen mit CD14 und CD16 werden je nach Polarisierungszustand weitere
Makrophagenmarker koexprimiert: HLA-DR ist ein MHC-II Oberflachenrezeptor und
somit beteiligt an der Antigenprasentation. Weitere Marker werden zwei
unterschiedlichen Phanotypen zugeordnet: Klassisch aktivierte Makrophagen (M1)
gelten dabei als tumorsuppressiv im Gegensatz zu alternativ aktivierten Makrophagen
(M2). M1 Zellen exprimieren typischerweise die Fc-Rezeptoren CD32 und CD64 sowie
das am Homing beteiligte Chemokin CCR7. Typische M2-Marker sind der Scavenger-
Rezeptor CD163, der Mannose Rezeptor 206 und das immunsuppressive IL-10. Diese
dichotome Betrachtung von zwei extremen funktionellen Phanotypen wird
mittlerweile  verlassen. Angesichts der Identifikation zahlreicher neuer
immunrelevanter Einflussfaktoren auf die Makrophagen-Differenzierung sowie deren
Fahigkeit plastisch auf Umwelteinfllisse zu reagieren, wird mittlerweile von unzahligen
gemischten Phdnotypen ausgegangen, die am ehesten einem M1/M2 Phéanotyp

entsprechen.
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Aus einer Parallelstudie an denselben Proben konnten die Daten zum Phanotyp der
TAMs, zu Zytokinen im Aszites und der klinischen Nachbeobachtung in diese Arbeit
inkludiert werden (vlg. Reinartz et al. 2013). Die Parallelstudie weist eine inverse
Korrelation zwischen der Expression des Makrophagenmarkers CD163 und dem
progressionsfreiem Uberleben nach. Die Expression von CD163 ist dabei IL-6 und IL-10
abhangig. Diese beiden Zytokine sind auch an der Regulation von TH17-Zellen beteiligt.
Von den Antigen prasentierenden Zellen induzieren Makrophagen am effektivsten
TH17-Zellen (Kryczek et al. 2009a). Da die Regulationsmechanismen der Funktion von
TH-17 Zellen noch nicht ganzlich erforscht sind, wurde in Korrelationsanalysen geprift,
ob CD163 und andere bisher nicht betrachtete Makrophagenmarkern einen Einfluss

auf die TH17-Zell Frequenz haben.

Die Zahl der TH17-Zellen korreliert im Gesamtkollektiv positiv mit der CD163
Expression. In Anwesenheit von Uberwiegend CD163"™ TAMs kommen
dementsprechend im Aszites signifikant weniger TH17-Zellen vor als im peripheren
Blut. Insgesamt ist die TH17-Zellantwort auch leicht positiv zur Konzentration von IL-10
assoziiert. Daruber hinaus wurde nachgewiesen, dass die Wirkung weiterer
Makrophagenmarker auf die TH17-Differenzierung von der CD163-Polarisierung
abhédngig ist. Bei Patientinnen mit pradominanten CD163"°Y TAMs korreliert die TH17
Frequenz im Aszites positiv mit den Markern CD14 und den beiden low-affinity-
Rezeptoren CD16 und CD32. Demgegenliber bestehen negative Korrelationen zu den
high-affinity FcR CD64, HLA-DR und CCR7. In Proben mit vorwiegend CD163"¢" TAMs

besteht neben der CD163-Assoziation ebenfalls eine positive Korrelationen zu HLA-DR.

Tatano et al. (2014) haben nach mykobakterieller Infektion eine CD163"e" |L-10"e"
Makrophagen Population beschrieben, die einen stimulierenden Effekt auf die TH17-
Zellen hat. Im Gegensatz zu anderen T-Zellen exprimieren TH17-Zellen hohe Level an
IL-10 Rezeptoren (Huber et al. 2011), kdnnen aber auch IL-10 aktivierungsabhangig
selber produzieren (Zielinski et al. 2012). Durch eine reziproke Riickkopplung sinkt
nach einer Aktivierung bei steigender IL-10 Produktion das Level an IL-17 wieder. In
Co-Kulturen von TAMs und CD4+ T-Zellen kann die Suppression der T-Zellantwort
durch die Gabe von IL-10 Antikérpern geblockt werden (Goyne et al 2014). Die

durchgefiihrte Studie zeigt, dass beim Ovarialkarzinom die immunsuppressiven
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Makrophagenmarker CD163 und IL-10 positiv mit den TH17-Zellen assoziiert sind.
Inwiefern die Funktionalitdt der TH-17 Zellen davon abhangt und die Induktion oder
Rekrutierung von TH17-Zellen durch TAMs abhadngig vom Polarisierungszustand
beinflusst wird, sollte deswegen in speziellen, funktionalen Assays naher untersucht

werden.

AuBerdem wird die TH17-Differenzierung im Aszites auch durch TAMs mit zusatzlich
hoher HLA-DR-Expression begiinstigt (CD163"8"HLA-DR™®"). Eine Subpopulation der
CD163"°% TAMs mit dem Phinotyp CD16™8"CD32"¢"CD64""YHLA-DR“CCR7"" wirkt sich

ebenfalls positiv auf die Differenzierung aus.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass TAMs die TH17-Antwort substantiell
mitregulieren kdnnten. Der Phanotyp der Makrophagen entspricht dabei nicht der
einfachen Einteilung in M1 und M2, sondern muss nadher differenziert werden. Sowohl
pro- als auch antiinflammatorische Zytokine sind in der Lage, TH17-Zellen zu
induzieren. Um weitere Erkenntnisse auf diesem Gebiet zu erlangen, ware es sinnvoll,
die identifizierten TAM-Subsets zusammen mit TH17-Zellen zu kultivieren, um das

Verhalten von TH17-Zellen nach Induktion zu untersuchen.

5.3 TH17- UND IMMUNSUPPRESSIVE IMMUNZELLEN IM KONTEXT DER TUMORGENESE

Eine Voraussetzung fiir die Entwicklung des Ovarialkarzinoms ist, dass die
Immunantwort gegen Tumorzellen nicht addaquat erfolgt. Mitverantwortlich fur die
Immunsuppression sind Tregs und MDSCs (Wang HY et al. 2007; He et al. 2010).
Inwiefern dabei immunsuppressiven Zellen mit TH17-Zellen interagieren, ist

weitestgehend unerforscht.

Fir die Anzahl an Tregs fand sich im Verteilungsmuster eine Diskrepanz hin zu
signifikant mehr Tregs im Aszites verglichen zur Peripherie. Das spricht dafiir, dass
Tregs aktiv ins Tumormilieu rekrutiert werden, wie bereits andere Studien beim
Ovarialkarzinom gezeigt haben (Curiel et al. 2004; Kryczek et al. 2007a). In der
Subgruppenanalyse zeigten sich in der Anzahl der Tregs keine weiteren Unterschiede
zwischen Proben mit vorwiegend CD163"" oder CD163"¢" Makrophagen. Die Zahl der

TH17-Zellen korreliert allgemein weder quantitativ mit der Frequenz der Tregs noch
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funktionell mit ihrer suppressiven Aktivitat auf Effektor-T-Zellen. Lediglich in den
CD163"°% Proben im peripheren Blut konnte eine negative Korrelation zwischen den
TH17-Zellen und der Suppressionskapazitat der Tregs festgestellt werden. Sollte sich
diese Beobachtung bestdtigen, widre es interessant zu erforschen, wieso die

Suppression im Aszites nicht durch TH17-Zellen gehemmt wird.

Zhang Y et al. (2011) konnten beim Cervix-Karzinom nur bei gesunden Probandinnen
Korrelationen zwischen TH17 und Tregs beobachten und mutmalten, dass im Zuge der
Immunmodulation im Tumormilieu diese Balance gebrochen wird. Das wiirde erklaren,
warum im Aszites zwar vermehrt Tregs nicht aber TH17-Zellen gefunden werden. Beim
Ovarialkarzinom ist es aber auch moglich, dass sich bei erhohter Anzahl an TH17-Zellen
synchron auch die Treg-Freqzenz erhéht und somit eine enge Beziehung zwischen den
beiden T-Zell Subsets besteht (Kryczek et al. 2007a). Auch eine reziproke Regulation
der beiden Subsets durch Zytokine im Tumormilieu wurde beschrieben (Myahara et al.
2008). Im Verlaufe der Tumorerkrankung kénnte sich eine Dominanz zwischen den
beiden Subsets abwechseln, was eine Erklarung fir die fehlende Assoziation in dieser
Arbeit ware. Laut Fialova et al. (2013) bewirken bislang unbekannte Faktoren beim
Ovarialkarzinom einen Switch der T-Zell Population von einer TH17-Dominanz in
frilhen Tumorstadien zu einer Treg-Dominanz im Verlauf der Erkrankung. Da die hier
verwendeten Proben fast ausschlieflich von Patientinnen im Stadium pT3 stammten,
wadre es insofern sinnvoll, eine vergleichende Analyse mit anderen Stadien
vorzunehmen, um zu Uberprifen, ob sich in der Progression des Ovarialkarzinoms das

Verhaltnis zwischen den T-Zell Subsets verandert.

Die Unterschiede zwischen den Studien machen deutlich, dass eine einfache
Charakterisierung von Tregs durch FoxP3 und TH17-Zellen durch IL-17 beim
Ovarialkarzinom nicht den komplexen Interaktionen im Tumormilieu gerecht wird.
Infiltrierende Tregs kénnen sich in Anwesenheit von IL-6, IL-1f und IL-23 zu TH17-
Zellen differenzieren (El-Behi et al. 2011) und sowohl IL-17 als auch FoxP3 werden
zusatzlich auch von anderen Zellen gebildet. FoxP3 wird zum Beispiel auch von
Ovarialkarzinom-Zellen exprimiert (Zhang et al. 2010), aber nicht jede FoxP3
exprimierende Zelle (ibt konsekutiv suppressive Aktivitdten aus (Wing et al. 2010).

Andersherum gibt es auch Immunzellen, die sich FoxP3 unabhdngig wie Tregs
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verhalten (Shevach 2006). Die erzielten Ergebnisse bestédtigen den Ansatz, dass eine
differenzierte Betrachtungsweise erforderlich ist, um den wechselseitigen Einfluss der

T-Zellen angemessen abzubilden.

Ein weiteres immunsuppressves Zellsubset sind die MDSCs. In dieser Studie wird
gezeigt, dass TH17-Zellen im Aszites von Ovarialkarzinom-Patientinnen nicht

malgeblich von MDSCs supprimiert werden.

An Mausen wurde nachgewiesen, dass beim Lymphom und Melanom unter
genetischer Ablation von IL-17 das Tumorwachstum durch reduzierte MDSC-
Akkumulation bei gleichzeitig erhohter CD8+ T-Zell Infiltration beeintrachtigt ist (He et
al. 2010). Demzufolge unterstiitzen TH17-Zellen MDSCs bei der Suppression von
Effektor-T-Zellen. MDSCs konstituieren allerdings eine heterogene Zellpopulation, die
mindestens aus zwei Subpopulation besteht. Unterschieden werden demnach
mononuclear cells (MO-MDSCs), die inflammatorischen Monozyten ahneln, von low-
density polymorphonuclear cells (PMN-MDSCs), die mit unreifen Neutrophilen
vergleichbar sind (Movahedi et al. 2008). Ob TH17-Zellen subsetabhangig mit den
MDSCs interagieren, bleibt offen, da in den Versuchen nicht zwischen diesen Subsets
differenziert wurde. Eine andere Studie konnte speziell beim Ovavialkarzinom
nachweisen, dass IL-17 TNF-a abhangig produziert wird und zu MDSC-Rekrutierung in
das Tumormilieu und zu Tumorwachstum fiihrt (Charles et al 2009). Nach den erzielten
Erkenntnissen fihren TH17-Zellen allein nicht zu einer Rekrutierung von MDSCs, es
kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass sie dazu aktiviert werden konnen.
Interessant ware es zu priifen, ob es neben TNF-a noch andere Aktivatoren gibt und
von welchen Zellen sie gebildet werden. Es sind differenzierte Analysen zum Phénotyp
der untersuchten Immunzellen notwendig, um weitere beteiligte Molekiile wie TNF-a

zu identifizieren und die Regulationsmechanismen noch besser zu verstehen.

5.4 EFFEKTOR-T-ZELLEN UND IHRE ROLLE ALS PROGNOSEFAKTOR

Die zytotoxische Aktivitat von Effektor-T-Zellen ist ein wichtiger Mechanismus der
antitumorésen Immunantwort. Insbesondere CD8+ zytotoxische T-Zellen sind potent

darin, Tumorzellen zu erkennen, zu eliminieren und somit eine antitumordse
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Immunantwort einzuleiten (Martin-Orozco et al. 2009; Dranoff et al. 2013). Die
Mechanismen, welche die Effektor-T-Zell Antwort beim Ovarialkarzinom inhibieren,
sind komplex und werden bislang nicht véllig verstanden. Um die T-Zell-Antwort in den
Proben zu beurteilen, wurde IFNg bestimmt, das als stark inflammatorisches Zytokin
die Qualitat der Immunreaktion sowohl von CD4+ als auch CD8+ T-Zellen beschreibt.
Durch die Quantifizierung der Proliferationskapazitiat konnte ergdnzend die Reaktion
der T-Zellen auf einen CD3 Stimulus beurteilt werden. Aus den beiden Assays ergaben
sich Hinweise zur Verteilung der T-Zellen und ihrer Auswirkung auf den klinischen

Verlauf beim Ovarialkarzinom.

In dieser Studie wird gezeigt, dass weder die Frequenz der CD8+ T-Zellen noch ihre
IFNg Expression im Aszites erhoht ist, auch wenn im Vergleich zu den CD4+ T-Zellen
mehr IFNg durch CD8+ T-Zellen gebildet wird. In Stimulationsassays wurde einzig fiir
die CD163"™" Subgruppe eine erhéhte Proliferationsfahigkeit dokumentiert, die
allerdings nicht zu einem erhohten Anteil von CD8+ Zellen an der
Leukozytenpopulation fuhrt. CD8+ Effektor-T-Zellen werden demnach im malignen
Aszites nicht verstarkt aktiviert. CD4+ Effektor-T-Zellen sind insgesamt zahlreicher als
CD8+ T-Zellen. In der CD4+ T-Zell Population sind mit der IFNg Expression und der
Proliferation nach polyklonalem CD3-Stimulus beide untersuchten Merkmale potenter
im Aszites als im peripheren Blut. Der Anteil CD4+ T-Zellen an der
Leukozytenpopulation ist im Aszites aber trotzdem reduziert. Somit fallt auf, dass zwar
wenige CD4+ Effektor-T-Zellen im Aszites vorkommen, dort aber dafiir deutlich starker

IFNg bilden.

Die Verteilung der T-Zellen mit einer Dominanz CD4+ T-Zellen in der Gesamtpopulation
entspricht der aktuellen Datenlage beim Ovarialkarzinom. Es bleibt allerdings offen, ob
beide Populationen im Blut gegeniiber dem Aszites erhoht (Santin et al. 2001),
identisch verteilt (Bamias et al. 2007) oder nur die CD4+ T-Zellen im peripheren Blut
frequenter sind, wie in dieser Studie gezeigt. Deutlich wird allerdings, dass die
Immunantwort im Aszites nur bei den CD4+ T-Zellen gesteigert ist. Den zytotoxischen
CD8+ T-Zellen fehlen offensichtlich aktivierende Stimuli. Eine verstarkte CD8+ T-Zell

Antwort kann vor allem in soliden Tumoren nachgewiesen werden. Das Fehlen von
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Tumorantigenen sowie geringe Hypoxie und TNFa Level im Aszites werden als

mogliche Ursachen fir die fehlende Induktion diskutiert (Bamias et al. 2007).

Proben mit verstarkter IFNg Expression oder erhohter Proliferationskapazitat durch
CD4+ T-Zellen im Aszites haben keinen Vorteil im progressionsfreien Uberleben. Auch
die Ergebnisse der CD8+ Effektor-T-Zellen zeigen keine Unterschiede. Somit eignen sich
IFNg Expression und Proliferationskapazitat als Qualitdten der T-Zell Immunantwort im

Aszites nicht fiir eine Einschatzung der Prognose beim Ovarialkarzinom.

Zhang L et al. konnten bereits 2003 nachweisen, dass die 5-Jahres-Uberlebensrate von
Patientinnen, deren Ovarialkarzinom-Gewebe von CD3+ T-Lymphozyten infiltriert war,
mit 38% signifikant héher war als die 5-Jahres-Uberlebensrate von 4,5% der
Patientinnen mit T-Lymphozyten freiem Tumorgewebe. Die T-Zell Antwort war dabei
u.a. zur IFNg-Expression assoziiert. Die Ergebnisse fur allein CD3+ T-Zellen bestatigten
sich zwar nicht in Untersuchungen von Sato et al. (2005), dafiir ergab sich aber ein
Uberlebensvorteil fiir einen hohen Anteil an CD3+ CD8+ T-Zellen gegeniiber CD3+
CD4+ T-Zellen. Infiltrierende CD8+ T-Zellen korrelieren sogar bei allen histologischen
Ovarialkarzinom Typen stadienunabhdngig mit einem verbesserten klinischen
Outcome (Hamanishi et al. 2007; Clarke et al. 2009). Fur Aszitesproben konnte ein
Uberlebensvorteil von Proben mit vielen CD8+ T-Zellen bislang nicht belegt werden. Da
im Aszites nicht signifikant mehr Effektor-T-Zellen vorkamen als im peripheren Blut, ist
es moglich, dass sich durch eine Verstarkung der Immunantwort mit erhdéhter Zellzahl

auch die Prognose verbessern liele.

In den Suppressionsassays konnte in vitro bestatigt werden, dass Tregs die Effektor-T-
Zellen in ihrer Proliferation hemmen. Die Treg-Zahl ist im Aszites deutlich erhoht. Die
gleichzeitig erniedrigte CD4+ T-Zell Zahl kann durch eine Treg Suppression erklart

werden.

Hohe Level an immunsuppressiven Tregs im Ovarialkarzinom gehen mit einer
schlechten Prognose einher (Curiel et al. 2004). Ein hoher CD8+/Treg Quotient
begiinstigt die Prognose (Sato et al. 2005). Die Inhibition der IFNg-Expression und
Proliferationsfahigkeit von Effektor-T-Zellen ist ein bekannter Mechanismus der

Immunsuppression durch Tregs. Warum die Frequenz der Effektor-T-Zellen und der
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Tregs im Aszites nicht mit der Prognose korreliert, wie es bei Proben von soliden

Tumoren der Fall ist bleibt, offen.

Obwohl der Aszites beim Ovarialkarzinom Ausdruck einer tumorassoziierten
Inflammation ist, bleibt somit eine verstirkte Effektor-T-Zell Antwort aus. CD4+
Effektor-T-Zellen steigern im Aszites zwar ihre IFNg Expression, kommen dort aber
trotz erhohter Proliferationskapazitat in geringeren Konzentrationen vor als im
peripheren Blut. Die Zahl CD8+ Effektor-T-Zellen unterscheidet sich nicht signifikant
zwischen Aszites und peripherem Blut. Hohe Level von Effektor-T-Zellen im Aszites sind
nicht mit der Prognose assoziiert. Auch wenn sich keine Tendenz zu einem
Uberlebensvorteil zeigte, kdnnte eine Reevaluation der Ergebnisse mit einem groReren
Patientenkollektiv neue Hinweise liefern. Die immunsuppressiven Mechanismen
sollten noch naher aufgeschliisselt werden, um auch beim Ovarialkarzinom zukiinftig

Immuntherapien etablieren zu kénnen.

5.5 TH17- uND EFFEKTOR T-ZELLEN IM KONTEXT DER TUMORGENESE

Auch wenn die genauen Zusammenhange noch weitestgehend unklar sind, kann davon
ausgegangen werden, dass die von Effektor-T-Zellen ausgeldste antitumordse
Immunantwort durch TH17-Zellen moduliert wird. Ob die durch TH17-Zellen beim
Ovarialkarzinom hervorgerufene Wirkung auf die Effektor-T-Zell Antwort eher
supprimierend oder aktivierend ist, wird derzeit kontrovers diskutiert. Diese Arbeit
beschaftigt sich aus diesem Grund in Korrelationsanalysen mit der Frage, ob TH17-
Zellen mit Effektor-T-Zellen und deren IFNg-Expression bzw. Proliferationskapazitdt im

Aszites assoziiert sind.

Die in dieser Arbeit untersuchten Proben zeigen gleich viele TH17-Zellen im Aszites und
im peripheren Blut. Im Aszites bestehet eine positive Korrelation sowohl zu den CD4+
als auch den CD8+ IFNg-exprimierenden Effektor-T-Zellen. Zusatzlich konnte in der
Subgruppenanalyse gezeigt werden, dass dieser Zusammenhang nur im CD163""
Milieu signifikant ist. TH17-Zellen wirken demnach in Anwesenheit von CD163"°% TAMs
positiv auf die Effektor-T-Zell Antwort und somit antitumorés. Die fehlende Korrelation

im CD163"8" Milieu spricht dafiir, dass TH17-Zellen alleine dort keine Auswirkungen auf
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heh TAMs oder andere 16sliche

Effektorzellen haben, sondern stattdessen CD163
Mediatoren die Immunantwort der Effektorzellen regulieren. Die beschriebene
Assoziation zwischen TH17-Zellen und den IFNg-exprimierenden T-Zellen kdnnte also
insbesondere im CD163"°Y Tumormilieu ein wichtiger Teil der antitumordsen
Immunantwort sein, sollten sich die Ergebnisse in funktionellen Assays bestatigen

lassen.

Wie bereits beschrieben, ist keins der T-Zell Subsets direkt zur klinischen Progression
assoziiert. Erkenntnisse zur Interaktion der T-Zell Subsets stammen zum GroRteil aus
Versuchen, in denen quantitative Analysen mit Mausen durchgefiihrt wurden. Einige
dieser Studien zeigen, dass bei IL-177 sowie IL-177 IFNg'/' doppelt Knockout-Mausen
das Tumorwachstum inhibiert ist und TH17-Zellen somit protumords wirken (He et al.
2010; Wang et al. 2013). Einfach IFNg'/' Knockout-Mause hatten ein verstarktes
Tumorwachstum, woraus die Autoren schlossen, dass TH17-Zellen auch IFNg-
unabhdngig die Effektorzellen supprimieren. Andere Daten zeigen hingegen, dass bei
IL-177 M&usen die Zahl IFNg produzierender Effektor-T-Zellen simultan reduziert ist,
was zu vermehrtem Tumorwachstum fiihrt (Kryczek et al. 2009b). Auch Versuche an
Mausen, denen der Transkriptionsfaktor Roryt fehlte, unterstiitzen die Annahme, dass
TH17-Zellen die Rekrutierung von Effektor T-Zellen beglinstigen und somit die
antitumordse Antwort fordern (Nunez et al. 2012). Die Applikation von TH17-Zellen in
Tumorgewebe kann sogar die Zahl IFNg produzierender T-Zellen und die spezifische
Immunantwort auf Tumorzellen verstdrken (Martin-Orozco et al. 2009; Benchetritt et
al 2002). Auch speziell fiir das Ovarialkarzinom bei Mausen bestehen Hinweise darauf,
dass eine Immunantwort der Effektor-T-Zellen durch den Co-Transfer von TH17-Zellen
deutlich verstarkt und verlangert werden kann (Kryczek et al. 2011). Dariiber hinaus
zeigen Daten beim Menschen, dass TH17-Zellen TH1-Chemokine durch IL-17
aktivieren. IL-17 induziert beim Ovarialkarzinom synergistisch mit IFNg die Expression
von CXCL9 und CXCL10, was zu einer CD8+ T-Zell Rekrutierung ins Tumormilieu fihrt.
Dementsprechend korreliert im malignen Aszites die IL-17 Konzentration positiv mit
der Frequenz infiltrierender CD8+ T-Zellen (Kryczek et al. 2009b), wie in den
durchgefiihrten Versuchen bestatigt werden konnte. TH17-Zellen sind so durch eine

Effektor-T-Zell Aktivierung an der Immunabwehr gegen den Tumor beteiligt.
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Es bestehen erstmalig Hinweise darauf, dass TH17-Zellen insbesondere zusammen mit
CD163"°" TAMs antitumords wirken, indem sie die Effektor-T-Zell Antwort induzieren.

Warum hingegen im CD163""

Milieu keine Aktivierung von Effektor-T-Zellen durch
TH17-Zellen erfolgt, bleibt offen und sollte in Folgestudien entschliisselt werden. Sollte
sich diese Hypothese in funktionellen Assays durch Co-Kulturenexperimente
bestatigen lassen, konnte basierend darauf in Zukunft eine Immuntherapie entwickelt
werden, in der es durch eine verbesserte TH17- und Effektor-T-Zell Interaktion zu einer

effektiveren, antitumordsen Immunantwort kommt.

5.6 KORRELATION zWISCHEN TAM-PHANOTYP UND EFFEKTOR-T-ZELLEN

Effektor-T-Zellen konnen zwar effektiv Tumoren bekdampfen, werden aber im
Tumormikromilieu oft supprimiert. Der Aszites beim Ovarialkarzinom enthélt neben
anderen suppressiven Immunzellen viele TAMs, die lber verschiedene Mechanismen
die Immunantwort der Effektor-T-Zellen hemmen (Loercher et al. 1999). Unabhangig
von der direkten Antigenpradsentation Uber MHC-Molekiile sind Chemokine ein
wesentlicher Teil der Amplifikations- und Regulationssysteme von polarisierten T-Zell
Antworten. Die Identifikation von Chemokinen, die bei der Effektor-T-Zell Suppression
beteiligt sind, ist wichtig, um Tumor-Escape-Mechanismen beim Ovarialkarzinom zu

entschlisseln.

Das inflammatorische Zytokin IFNg wird von T-Zellen gebildet und induziert klassische
M1-Marker wie die Fcy -Rezeptoren CD32, CD64, IL-12 und das Chemokin CCR7 auf
Makrophagen. M1-TAMs wirken proinflammatorisch und koénnen [L-12 vermittelt
wiederum die Proliferation und Zytotoxizitat von vor allem TH1-Zellen induzieren. IFNg
supprimiert die Expression klassischer M2-Marker wie CD163. Die Polarisierung zu
CD163"" cD206™&" M2-TAMs wird vor allem von den Zytokinen IL-4, IL-10 und IL-13
getriggert, denen eine immunsuppressive Wirkung u.a. auf die zytotoxische T-Zell-

Antwort zugeschrieben wird (Mantovani et al. 2002).

Die Subgruppenanalyse zeigt, dass eine Assoziation zwischen Proliferationsfahigkeit
der Effektor-T-Zellen und dem pradominantem TAM-Subset im Aszites besteht. Beide

Effektor-T-Zell Gruppen aus CD163"" Proben proliferierten stirker als im cD163"°%
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Subset. Zusatzlich ist die Proliferationskapazitat beider T-Zell-Linien im Gesamtkollektiv
und den CD163"" Proben neben CD163 auch positiv mit CD206 und zu CD68 assoziiert.
Da sich die Zellkonzentration im Aszites aber nicht von der im peripheren Blut
unterscheidet, ist davon auszugehen, dass die suppressive Mechanismen, die eine

Effektor-T-Zell Expansion verhindern, im Tumormilieu Gberwiegen.

Im CD163"8" Subset supprimieren die klassischen Marker CD163 und CD206 die IFNg
vermittelte Zytotoxizitdt von T-Zellen. Flr das periphere Blut gibt es dhnliche Daten
(Buechler et al. 2000). Die erzielten Ergebnisse legen nahe, dass die schlechte klinische
Prognose bei CD163"8" Aszites-Proben (Reinartz et al. 2013) auch mit einer

supprimierten Effektor-T-Zell Antwort einhergeht.

Die IL-12 Konzentration in Makrophagen korreliert positiv zur IFNg-Expression durch
CD4+ Effektor-T-Zellen und der Proliferationskapazitdt von CD8+ Effektor-T-Zellen im
Gesamtkollektiv. IL-12 hat pleiotrophe Effekte auf verschiedene Immunzellen und hat
neben einer immunstimulierenden z.T. auch eine tumorfordernde Wirkung (Lenzi et al.
2007). Ergebnisse, wonach hohe IL-12 Level mit einer schlechten Prognose
einhergehen (Zeimet et al. 1998), bestatigten sich nicht in der durchgefiihrten
Parallelstudie (Reinartz et al. 2013). Hohe IL-12 Konzentrationen im Aszites steigern
zumindest das Risiko fiir ein Ovarialkarzinom (Clendenen et al. 2011). In dieser Arbeit
wurde bestdtigt, dass hohe IL-12 Level immunstimulierend wirken und Teil der

antitumorodsen Immunantwort durch Effektor-T-Zellen sind.

In der CD163"" Gruppe korrelieren sowohl CCR7 als auch HLA-DR negativ zur IFNg
Expression durch CD4+ und CD8+ Effektor-T-Zellen. Die Ergebnisse liefern somit einen
Hinweis auf eine neue immunsuppressive CD163"°" CCR7"&" HLA-DR™®" Makrophagen-

Subgruppe, die negative Auswirkungen auf die IFNg-Expression hat.

Die IL-10-Expression im CD163"% Subset ist positiv zur CD4+ und in der
Gesamtpopulation zur CD8+ Effektor-T-Zell Proliferation assoziiert. IL-10 gilt als
immunsuppressiv. und korreliert invers mit dem progressionsfreiem Uberleben
(Reinartz et al 2013). In Co-Kulturen mit Ovarialkarzinom-Zellen aus Aszites wirkt IL-10
sogar hemmend auf die IFNg Expression und die Proliferation von T-Zellen (Loercher et

al. 1999). Es ist allerdings nicht auszuschliefen, dass IL-10 speziell in CD163"°"
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Makrophagen Subsets einen gegenteiligen Effekt auf die T-Zell Antwort ausiibt, was in

Co-Kulturen bestatigt werden sollte.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass CD163"&" CcD206"" TAMs im Aszites die
Effektor-T-Zell Antwort supprimieren und somit protumordés wirken kdnnten. Daneben
wurde ein neues CD163"% CCR7™" HLA-DR™" Makrophagen Subset identifiziert,
welches ebenfalls an der Inhibition der Effektor-T-Zell Antwort beteiligt zu sein scheint.
Eine induzierende Wirkung auf die Immunantwort durch Effektor-T-Zellen haben
allgemein IL-12 und IL-10. Die Interaktion von Effektor-T-Zellen und Makrophagen
scheint wesentlich von der CD163-Polarisierung abzuhangen. Der nachste Schritt zur
Entschliisselung der komplexen Wechselwirkungen sollte die Evaluation der Ergebnisse
in Co-Kulturen sein. Darin sollten die IFNg Expression und Proliferationskapazitat der T-

Zellen in Anwesenheit der Makrophagensubsets geprift werden.

5.7 KRITIK DER METHODIK

Bei der Interpretation der gewonnenen Erkenntnisse muss das vergleichsweise kleine
Patientenkollektiv von 20 Patientinnen begleitend bericksichtigt werden. Das
Ovarialkarzinom wird nur selten in frihen Stadien diagnostiziert, sodass sich die
Rekrutierung der Probanden auf high-grade Karzinome konzentrierte, um die
angestrebte Probandenzahl zu erreichen. Dafiir waren die Proben gut vergleichbar und
es konnte eine sehr grofle Zahl verschiedener Immunzellen und Zytokine erstmalig
systematisch untersucht werden. In die Uberlebenszeitanalyse konnten nur 14 der 20
Patientinnen inkludiert werden und die Zeitspanne der klinischen Nachbeobachtung
von im Mittel 14,5 Monaten war relativ kurz. Eine Beurteilung der Ergebnisse kann von
daher nur mit Vorsicht erfolgen. Die bestehenden Tendenzen im Bereich niedriger
Signifikanzniveaus sind somit nur eingeschrankt beurteilbar, sodass es sich lohnt, eine

Reevalutation zu einem spateren Zeitpunkt durchzufihren.

Obwohl durch das Vorkommen von zahlreichen Zytokinen und Immunzellen der
Aszites dem Tumormilieu dhnelt, bestehen wesentliche Unterschiede zwischen den
beiden Tumormilieus. Ergebnisse an anderen Tumormodellen kdnnen zwar Gberprift

werden, ein interpretativer Vergleich der Studien ist aber nicht moglich.
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Die Akquisition von Aszites- und Blutproben ist leicht reproduzierbar, doch durch die
vergleichsweise geringen Zellkonzentrationen der Minor-Subpopulationen wie
TH17-Zellen und Tregs steigt die Fehleranfalligkeit bei der Verarbeitung der Proben.
Aus Grinden der besseren Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit wurde mit
cryokonserviertem Probenmaterial gearbeitet. Allgemein sind die Zellen bei in-vitro
Versuchen empfindlicher, da sie groBem mechanischem und termischem Stress
ausgesetzt werden. Zusatzlich ist die Stimulierbarkeit meist schlechter als bei frisch
isolierten Zellen. Die wesentlichen Erkenntnisse dieser umfangreichen Analysen sollten
somit in einem nachsten Schritt in ergdnzenden Studien vertieft werden, um die

statistischen Zusammenhange durch funktionelle Assays zu verifizieren.

5.8 FAzIT UND AUSBLICK

Die Studienergebnisse weisen auf Assoziationen zwischen TH17-Zellen, TAMs und der
Effektor-T-Zell Antwort hin. Dabei gab es erste Hinweise darauf, dass die CD163
Expression auf TAMs sich auf die Konzentration der T-Zell Subsets im Aszites auswirkt.
TH17-Zellen scheinen die Effektor-T-Zell Antwort zu férdern und somit antitumords zu
wirken und hohe Frequenzen an TH17-Zellen im Aszites kdnnten einen positiven

Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen haben.

Trotz optimaler Therapie ist die Prognose beim Ovarialkarzinom immer noch schlecht.
Das aggressive Wachstum der Tumorzellen geht oft mit peritonealer Metastasierung
und Chemoresistenz einher. Deswegen wird viel auf die Entwicklung alternativer
Therapiekonzepte wie einer spezifischen Immuntherapie gesetzt. Dazu gehéren die
Vakzinierung mit Tumorpeptiden, der T-Zell Transfer und die Applikation von
Zytokinen oder Antikdrpern. Auch wenn einige Studien an Mausmodellen bereits die
Wirkung einer Immuntherapie auf die Tumorprogression beim Ovarialkarzinom
belegen konnten, ist eine Einbeziehung solcher Therapieverfahren in die
Standardbehandlung in naher Zukunft nicht zu erwarten. Ein grundsatzliches Problem
ist die Unklarheit hinsichtlich von Langzeitfolgen bei der Behandlung mit
Immunmodulatoren. Zudem sind die Regulationsmechanismen zwischen Tumor und
Immunsystem hochkomplex und dynamisch im Verlauf der Erkrankung. Therapien mit

nur einem Ansatz haben daher oft nur eine geringe Wirkung und sind haufig mit
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schweren Nebenwirkungen verbunden. Immunmodulatoren missen von daher
kombiniert und individuell angepasst werden. Ein gezieltes Eingreifen in die
Mechanismen der Tumorhomdostase setzt ein detailliertes Verstandnis der
Wechselwirkungen zwischen dem Tumor und den Immunzellen voraus. Moderne
Verfahren aus dem Bereich der Proteomik und Gentechnologie haben das Potential,

die Entschlisselung der molekularen Zusammenhéange nachhaltig zu beschleunigen.

Ein vertiefendes Verstandnis fir die in den Korrelationsanalysen gewonnenen
Erkenntnisse zu entwickeln stellt ein erfolgsversprechendes Forschungsziel dar.
Sinnvoll ware es, Co-Kulturen der identifizierten Makrophagen und T-Zell Subsets
anzulegen, um anschlieRend das Wachstumsverhalten und die Expression einzelner
Zytokine zu analysieren. Die Wirkung von Antikérpern gegen beispielsweise CD163
sollte am Tiermodell getestet werden. Daraus konnten Moglichkeiten zu einer
gezielten Immuntherapie beim Ovarialkarzinom resultieren. Die Hypothese, dass sich
hohe Frequenzen von TH17-Zellen im Aszites positiv auf das progressionsfreie
Uberleben auswirken, sollte in groReren Studien verifiziert werden. Zudem sollten
andere Immunzellsubsets und l6sliche Mediatoren mit potenzieller Auswirkung auf die
Prognose im Aszites identifiziert werden. In Kombination kdnnte sich daraus die

Prognoseeinschatzung beim Ovarialkarzinom deutlich verbessern lassen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ovarialkarzinom entwickelt sich lange unbemerkt und wird meist erst in einem
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, in dem bereits Peritonealmetastasen und
maligner Aszites auftreten. Welche Mechanismen dazu fihren, dass in der
Pathogenese zwar eine tumorassoziierte Inflammation, aber keine effektive
Immunantwort entsteht, ist bislang noch nicht vollig geklart. Insbesondere die
protumordse sowie antitumorése Wirkung inflammatorischer Immunzellsubsets wird

in diesem Zusammenhang kontrovers diskutiert.

Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktion von TAMs, TH17-Zellen, Effektor-T-Zellen und
Tregs bei 20 Patientinnen mit high-grade ser6sem Ovarialkarzinom zu untersuchen und
deren Auswirkung auf das progressionsfreie Uberleben zu evaluieren. Die
Konzentrationen der TAM- und T-Zellsubsets wurden Uber verschiedene
Oberflachenmarker sowie ausgewahlter, intrazelluldrer Marker wie Zytokine
(insbesondere 1L-17 und IFNg) im Aszites und zum Vergleich im peripheren Blut
bestimmt. In Funktionsassays wurden die Prolifertionskapazitdt von Effektor T-Zellen
und die Suppression durch Tregs bestimmt. Da bereits im Vorfeld gezeigt werden

low

konnte, dass das Vorkommen von CD163™" TAMs im Aszites mit einer schlechten
Prognose assoziiert ist, erfolgte zusatzlich eine Subgruppenanalyse der T-Zellsubsets in
Patienten mit CD163"°Y und CD163"¢" TAMs. Die Ergebnisse wurden statistisch
analysiert und auf signifikante Korrelationen untersucht. Suppressive und aktivierende
Mechanismen sollten somit aufgedeckt werden, um daraus Riickschllsse hinsichtlich

der Tumorentwicklung ziehen zu kdénnen.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass TH17-Zellen positiv mit der CD163 Expression
auf TAMs im Aszites assoziiert sind. Aszitesproben mit pradominanten CD163"°Y TAMs
enthielten dementsprechend deutlich weniger TH17-Zellen als das periphere Blut.
Auch die Zahl der CD4+ T-Helfer Zellen war im Aszites reduziert. Dagegen war die
Proliferationsfahigkeit und IFNg Expression als Zeichen der antitumordsen
Immunantwort bei CD4+ Effektor-T-Zellen im Aszites erhoht. Die IFNg Expression

low

korrelierte signifikant mit der Frequenz der TH17-Zellen. Im CD163™" Subset war diese

high

Assoziation besonders stark. Im CD163™" Subset war die IFNg Expression negativ zur
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CD163 und CD206 Expression auf TAMs assoziiert. Tregs supprimierten signifikant
Effektor T-Zellen, aber nicht TH17-Zellen. Aszitesproben mit einer hohen TH17-Zell

Frequenz korrelierten tendenziell positiv mit dem progressionsfreien Uberleben.

Allgemein gehen hohe Level von CD163 auf TAMs mit einer schlechten Prognose
einher. Eine mogliche Erklarung kdnnte sein, dass Gber CD163 und CD206 die Effektor-
T-Zellantwort inhibiert wird. Unsere Ergebnisse zeigen dariiber hinaus eine positive
Assoziation zwischen CD163 und den TH17-Zellen. Andererseits scheinen TH17-Zellen
die IFNg Expression in Effektor-T-Zellen zu induzieren und somit vor allem antitumords
zu wirken. Tendenziell besteht zudem bei Patientinnen mit hohen TH17-Zell
Konzentrationen im Aszites ein verbessertes progressionsfreies Uberleben. Sie
scheinen insgesamt also eher antitumorigen zu wirken. Wahrscheinlich eignen sich
TH17-Zellen nicht allein als prognostischer Marker, aber unter Umstdnden in
Kombination mit anderen Immunzellsubsets oder 16slichen Mediatoren im Aszites.
Mogliche  Zusammenhdnge zwischen dem  TAM-Polarisiergunszustand und
unterschiedlichen T-Zellsubpopulationen sollten in funktionalen Assays untersucht
werden und konnten Grundlagen fir die Entwicklung von neuen Diagnostik- und

Therapiemoglichkeiten beim Ovarialkarzinom liefern.
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7 ABSTRACT

Ovarian cancer is usually diagnosed at an advanced stage of disease often with
peritoneal metastasis and malignant ascites. Tumor microenvironment and
immunologic interactions are a key component of tumorigenesis. Different models
suggest an immune escape mechanism, which prevents some tumors from cytotoxic
effects by the host’s immune system. It is still not clear which mechanisms are
responsible for prevention of an effective immune response. In particular, the exact
immunologic function of TH17 cells during tumor progression remains largely

unknown.

To create further insight on these mechanisms, we studied the interactions of tumor-
associated macrophages (TAM), TH17-cells, effector T-cells and regulatory T-cells
(Treg) in ovarian cancer patients. Furthermore we evaluated their prognostic value for
relapse free survival (RFS). The concentration of macrophages and the various T-cell-
populations were investigated in ascites and peripheral blood of 20 patients suffering
from high grade serous ovarian carcinoma. Various surface markers and cytokines
(especially IL-17 and IFNg) were evaluated by Fluorescence Activated Cell Sorting
(FACS). In functional assays the proliferative capacity of effector T-cells and the
suppression by Tregs was quantified. Due to the poorer prognosis of patients with
CD163low in ascetic fluid, a subgroup analysis of T cell subsets in patients with
CD163low and CD163high TAMs was carried out. The results were tested for significant
correlations by statistical analysis. Their impact on prognosis was studied by survival
analysis. Supressive and promoting mechanisms should be revealed to enhance the

understanding of the tumor development.

Our findings suggest that TH17-cells are positively associated with the CD163
expression on TAMs in ascites. Consistent with these findings, the concentration of
TH17-cells was reduced in ascites from CD163low patients compared to peripheral
blood as well as the number of CD4+ T-helper cells. However, the proliferative capacity
and IFNg expression of CD4+ T-helper cells in ascites was increased. The IFNg

expression correlated positively to the frequency of TH17-cells, especially in the
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CD163low subset. In the CD163high subset in contrast IFNg expression was negatively
associated to the CD163 and CD206 Expression on TAMs. In ascites Tregs suppressed
significant effector T-cells but not TH17-cells. High concentrations of TH17-cells in

ascites tend to correlate positively to RFS.

Overall high levels of CD163 show an inverse correlation to RFS. One possible
explanation could be the suppression of the effector-T-cell response by CD163
together with CD206. Our results show furthermore a positive association between
CD163 and TH17-cells. However, TH17 cells seem to display an antitumor immune
response by inducing the IFNg expression in effector-T-cells and to have a positive
impact on RFS. Probably TH17-cells are not suitable as a solitary prognostic marker but

in combination with other immunocytological subsets or soluble mediators in ascites.

Possible correlations between the states of TAM polarization and the different T cell
subpopulations should be tested in functional assays and could provide a basis for the

development of new diagnostic and therapeutic options in ovarian cancer.
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