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Einleitung

Sarkome sind eine vielfaltige Gruppe von bdsartigen Tumoren, die sich vor allem
aus dem Knochen und aus dem Weichgewebe bilden (Guy, Lazar, & Lev, 2008).
Insgesamt machen maligne Weichteiltumoren ca. 1% der malignen Tumoren im
Erwachsenenalter aus (Que, et al., 2019) (Guy, Lazar, & Lev, 2008). Bei Kindern
hingegen reprasentieren maligne Weichteiltumoren etwa 15% der Malignome
(Fenzl, Mehrmann, Kremp , & Schneider, 2017) (Guy, Lazar, & Lev, 2008). Die
bei Kindern am haufigsten vorkommenden malignen Weichteiltumoren sind das
Rhabdomyosarkom, das Synovialsarkom, das Fibrosarkom und das Ewing
Sarkom (Fenzl, Mehrmann, Kremp , & Schneider, 2017). Bei den Erwachsenen
dominieren das Liposarkom, das maligne fibrose Histiozytom (heute NOS), das
Fibrosarkom, das Synovialsarkom und das Rhabdomyosarkom (Wirbel, Feifel, &
Mutschler, 1997). Die topographische Verteilung der Sarkome betrifft
hauptsachlich die unteren Extremitaten (32%), den Rumpf (9%), die oberen
Extremitaten (13%), das Retroperitoneum (27%), Kopf und Hals (6%) und die
Viszera (13%) (Guy, Lazar, & Lev, 2008).

Head & Neck
n=292
(6%)

Upper Extremity
n=678
Thoracic (13%)
n=464
(9%)
Visceral
n=670

(13%)

Retroperitoneal
Intra-abdominal
n=1362
(27%) Lower Extremity

n=1647
(32%)

Abbildung 1: Anatomische Verteilung der Sarkome (Guy, Lazar, & Lev, 2008)

Eingeteilt werden die Weichteiltumoren nach der WHO Klassifikation, dessen

erste Ausgabe im Jahre 1969 unter der Leitung von Dr. Franz Enzinger entstand.

1



Es existieren insgesamt vier Ausgaben, wobei die vierte Ausgabe im Jahre 2013
ins Leben gerufen wurde und derzeit die Aktuellste darstellt. Grundsatzlich
beinhaltet die Systematik der Weichteiltumoren die folgenden Tumorkategorien:
lipomatose Tumoren, fibroblastische/myofibroblastische Tumoren,
fibrohistiozystische = Tumoren, glattmuskulare = Tumoren, perizystische
(perivaskulare) Tumoren, vaskulare Tumoren der Weichteile, chondroossare
Tumoren, Gastrointestinale Stromatumoren (GIST), Nervenscheidentumoren,
Tumoren mit ungewisser Differenzierung und undifferenzierte Sarkome
(Petersen , 2013).

An der Einteilung der Weichgewebstumoren in der WHO Klassifikation sind die
standig auftretenden Neuerungen hervorzuheben, welche vor allem die
Subgruppenkategorisierung beinhaltet. Die wesentlichen Neuerungen in der
WHO-Klassifikation von 2013 beinhalten die neuen Subgruppen der
undifferenzierten Sarkome, welche die Kategorie ,malignes fibroses Histiozytom*®
abloste, die neu aufgenommene Subgruppe der Gastrointestinalen
Stromatumoren und die ebenfalls neu hinzugefugte Subgruppe der
Nervenscheidentumoren. Alle Weichgewebstumoren werden auch nach ihrer
Dignitat eingeteilt, wobei Benigne, Intermediare (lokal aggressiv/selten
metastasierend) und Maligne unterschieden wird.

Das hauptsachlich angewandte Graduierungssystem ist das FNCLCC- (Union
internationale contre le cancer) System. Dieses basiert auf einem Score, welcher
die Parametern Tumordifferenzierung, Mitoserate und Tumornekrose beinhaltet
(Fenzl, Mehrmann, Kremp , & Schneider, 2017).

Das Staging von Weichteilsarkomen setzt sich aus histologischer und klinischer
Information zusammen. Das Staging System fur Weichteilsarkome entstand aus
der UICC (Union internationale contre le cancer) und dem AJCC (American Joint
Committee on Cancer). Dieses TNM System basiert auf dem histologischen Grad
(Grad 1-3), der Tumorgrof3e T sowie regionalen Lymphknotenmetastasen (NO
oder N1) und Fernmetastasen (MO oder M1) (Fenzl, Mehrmann, Kremp , &
Schneider, 2017).

In der nachfolgenden Abbildung werden die Subgruppen mit ihren malignen
Entitaten dargestellt.



Subgruppen maligne Entitdten

Adipozytare Tumoren: Dedifferenziertes Liposarkom

Myxoides Liposarkom

Pleomorphes Liposarkom

Liposarkom (NOS)
Fibroblastische/myofibroblastische Tumoren: Adultes Fibrosarkom

Myxofibrosarkom

Niedrigmalignes fibromyxoides Sarkom

Sklerosierendes epitheloides Fibrosarkom

Fibrohistiozytische Tumoren (FHT): Maligner tenosynovialer Riesenzelltumor
Glattmuskuldre Tumoren: Leiomyosarkom

Perizytische (perivaskuldare) Tumoren: Maligner Glomustumor
Skelettmuskuldre Tumoren: Embryonales Rhabdomyosarkom

Alveolares Rhabdomyosarkom
Pleomorphes Rhabdomyosarkom
Spindelzell-/sklerosierendes Rhabdomyosarkom

Vaskulare Tumoren der Weichteile: Epithelioides Himangioendotheliom
Angiosarkom der Weichteile
Chondroossare Tumoren: Extraskelettales Osteosarkom
Gastrointestinale Stromatumoren (GIST): Malignes GIST
Nervenscheidentumoren: Maligner peripherer Nervenscheidentumor (MPNST)

Epithelioider MPNST
Maligner Tritontumor
Maligner Granularzelltumor
Ektomesenchymom

Tumoren ungewisser Differenzierung: Synovialsarkom NOS
Synovialsarkom, spindelzellig
Synovialsarkom,biphasisch
Epithelioides Sarkom
Alveoladres Weichteilsarkom (ASPS)
Klarzellsarkom der Weichteile
Extraskelettales myxoides Chondrosarkom
Extraskelettales Ewing Sarkom
Desmoplastischer kleinrundzelliger Tumor (DSRCT)
Extrarenaler Rhabdoidtumor
Neoplasien mit perivaskularer epithelioider Zelldifferenzierung (PECom)
PEComa NOS,benigne
PEComa NOS,maligne
Intimasarkom

Undifferenzierte/unklassifizierte Sarkome: Undifferenziertes Spindelzellsarkom
Undifferenziertes pleomorphes Sarkom
Undifferenziertes rundzelliges Sarkom
Undifferenziertes epithelioides Sarkom
Undifferenziertes Sarkom NOS

Tabelle 1: WHO Klassifikation der malignen Weichgewebstumore (Petersen, 2013)

Im Folgenden werden die wichtigsten und haufigsten Sarkom-Typen naher
betrachtet.



Liposarkome, welche bei Erwachsenen am haufigsten auftreten (20%), gehdren
zu einer Gruppe maligner Tumoren unterschiedlicher Malignitatsgrade aus
Fettzellen verschiedener Reifegrade (Lipoblastom) mit Sitz im tiefen
Weichgewebe. Das mittlere Manifestationsalter ist die 5.-7. Lebensdekade und
die typischen Pradilektionsstellen sind die Hufte, der Oberschenkel, der Oberarm
und das Retroperitoneum. Molekularpathologisch wird in verschiedene
Liposarkomsubtypen unterschieden. Das hochdifferenzierte Liposarkom zeigt
Ringchromosomen mit amplifizierten 12g-13-15-Sequenzen auf (Crago, MD,
PhD, FACS, & Dickson, 2016). Beim myxoiden Liposarkom finden sich hingegen
Translokationen t (12;16) (113; p11) mit Fusion des CHOP-Gens mit dem Gen
,ransloacated in Liposarcoma“. Das so entstandene Fusionstranskript entbindet
die Fettvorlauferzelle von adipogenen Stimuli und von der Kontaktinhibition.
Makroskopisch Uberwiegen bei Liposarkomen die festen, gelblich weilen,
gelatindsen Tumoren oft mit regressiven Veranderungen. Das hochdifferenzierte
Liposarkom, bei dem eine grofie Ahnlichkeit zu Lipomen erkennbar ist, dominiert
mit univaskularen Adipozyten im Verein mit atypischen Stromazellen
(hyperchormatische Zellkerne) und oligovakuolaren Lipoblasten. Diese Art von
Liposarkomen haben einen niedrigen Malignitadtsgrad und metastasieren sehr
selten. Zu einer weiteren Subgruppe gehort das myxoide Liposarkom, bei dem
multivaskuolare Lipoblasten mit fettvaskuolenreichen Zytoplasma herausstechen
und die Tumorschnittflache knotig, weillich gelatinds durchsetzt ist. Das
myxoide Liposarkom st strahlensensibel, besitzt einen intermediaren
Malignitatsgrad und metastasiert bei 30% der Patienten. In vielen Fallen
wechseln sich die myxoiden Tumorareale mit geringer Zelldichte mit solchen ab,
die zu zwei Drittel dicht mit rundzelligen Lipoblasten besetzt sind. Diese Tumoren
besitzen eine 50%ige Metastasierungsrate in Leber, Lunge und Skelett.

Das entdifferenzierte Liposarkom macht 10% aller Liposarkome aus und ist
dadurch gekennzeichnet, dass ein hochdifferenziertes Liposarkom (Primar-oder
Rezidivtumor) schlagartig in ein hochmalignes, nicht lipogenes Sarkom Ubergeht.
Beim pleomorphen Liposarkom, welches ebenfalls ein hochmaligner Tumor ist,
befinden sich bizarre, teils riesige Tumorzellen mit fettvaskuolenreichen
Zytoplasma. Das Stroma setzt sich insgesamt ahnlich zusammen wie beim
myxoiden Liposarkom (Riede, Werner, & Schaefer, 2004).



Ty

Abbildung 2: Dedifferenziertes Liposarkom (Riede, Werner, & Schaefer, 2004)

Das Leiomyosarkom ist laut Definition ein maligner Tumor der glatten
Muskulatur, welcher beispielsweise ca. 10% aller Uterustumoren ausmacht und
erst nach dem 3. Lebensjahrzehnt vorkommt. Bei der Pathogenese fallt auf, dass
Leiomyosarkome meist aus atypischen Leiomyomen hervorgehen.
Makroskopisch ist ein Teil der Leiomyosarkome nicht von einem Leiomyom zu
unterscheiden. Homogen weiche, gelbliche Tumoren mit Infiltration ins
Myometrium, Endometrium oder Parametrium, mit Gefallinvasion oder mit
Nekrose, sind bereits makroskopisch sarkomverdachtig. Im Gegensatz zum
Leiomyom findet man histologisch keinen geflechtartigen Aufbau mehr. Die
Zellen zeigen polymorphe, hyperchromatische Kerne und bilden teilweise auch
Riesenzellen. Zu den relevantesten Malignitatskriterien zahlen vor allem die
Gefalinvasion, der Mitosereichtum und die Nekrosen (Marko, MD, & Wolfman,
2018) (Riede, Werner, & Schaefer, 2004).



Abbildung 3: Leiomyosarkom des Femurs (Riede, Werner, & Schaefer, 2004)

Angiosarkome gehoren zu den seltensten Formen der Weichteilsarkome
(Gaballah, et al., 2017). Dieser Sammelbegriff steht fur eindeutig maligne
Tumoren, die eine endotheliale Differenzierung vorweisen. Je nach auslésendem
Faktor werden bei der Pathogenese in das idiopathische kutane Angiosarkom,
das lymphodem-assoziierte Angiosarkom, das postirradiation-Angiosarkom, das
Weichteil-Angiosarkom und das Organ-Angiosarkom unterteilt (Gaballah, et al.,
2017). Oberflachliche Tumoren zeigen bei der Morphologie rétliche Plaques oder
Knoten auf. Ein Angiosarkom imponiert auf der Schnittflache als unscharfe, oft
schwammartige hamorrhagische Lasion mit markig-weillicher Komponente.
Histologisch lassen sich gewucherte Gefalispalten erkennen, die mit atypischen
Endothelzellen austapeziert sind. Der ultrastrukturelle Nachweis von Weibel-
Palade-Korpuskeln  sowie der immunhistochemische Nachweis von
Gerinnungsfaktor VI, CD34 (=Antigen hamatopoetischer Vorlauferzellen) und
CD31 (=Plattchen/Endotheladhasionsmolekuil) sind diagnostisch relevante
Faktoren. Das Angiosarkom imitiert sowohl Spindelzellkarzinome als auch
maligne Melanome (Riede, Werner, & Schaefer, 2004).
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Abbildung 4: Beispiel eines Angiosarkoms (Riede, Werner, & Schaefer, 2004)

Rhabdomyosarkome, welche etwa 15% aller Weichteilsarkome ausmachen
und bei Kindern unter 15 Jahren das haufigste Weichteilsarkom darstellen,
gehdren zu einer Gruppe bodsartiger Tumoren, welche von der quergestreiften
Muskulatur oder von primitiven, noch pluripotenten Mesenchymzellen
abstammen (Fenzl, Mehrmann, Kremp , & Schneider, 2017) . Makroskopisch
finden sich unscharf begrenzte Weichteilgeschwulste mit weicher Konsistenz und
graurétlicher Schnittflache, die teilweise nekrotisch verandert sein kdnnen.
Exophytisch wachsende Tumoren konnen unabhangig vom histologischen Typ
ein traubenférmiges Wachstumsmuster erlangen (genannt Sarcoma botryoides).
Eine Expression von Myo-D1, Myogenin und Desmin lasst sich meist
immunhistochemisch in den Tumorzellen nachweisen (Skapek, et al., 2019). Je
nach histologischer Ausdifferenzierung und Wachstumsmuster werden das
embryonale Rhabdomyosarkom, das alveolare Rhabdomyosarkom und das
pleomorphe Rhabdomyosarkom unterteilt (Riede, Werner, & Schaefer, 2004).



Abbildung 5: Rhabdomyosarkom (Riede, Werner, & Schaefer, 2004)

Das Synovialsarkom gehort zu einer Gruppe seltener, maligner Tumoren des
paraartikularen und peritendindsen Weichteilgewebes, deren Zellen wie die
Mesothelien die Fahigkeit besitzen, sich in epithelartiger und/oder
mesenchymaler Richtung auszudifferenzieren und meist eine tumorspezifische
Chromosomentranslokation aufweisen. Das Pradilektionsalter betragt 15-40
Jahre und die Pradilektionsstellen sind die untere Extremitat im Knie-, Ful®- und
Huftbereich (60% der Falle). Uber 95% der Synovialsarkome exprimieren das
SS18-SSX Gen, welches als diagnostischer Marker fur diesen Tumortyp gilt
(Mika, et al., 2019). Makroskopisch enthalt der Tumor unscharf begrenzte
grauweilde Knoten, die bei der seltenen intraartikularen Lokalisation (nur 10% der
Falle) die Innenhaut der Gelenkkapsel durchsetzen. Je nach feingeweblicher
Ausdifferenzierung werden insbesondere monophasische Tumorformen mit
epithelartiger oder mesenchymaler Pragung und biphasische Tumoren, bei
denen beide Gewebekompartimente zugleich das Bild beherrschen,
unterschieden. Das Synovialsarkom bildet in seiner biphasischen Form
spaltférmige Hohlrdume, die von schleimbildenden epithelartigen Zellen bedeckt
und von fibrosarkomahnlichem Gewebe auseinandergeschoben werden.

Immunhistochemisch kann der Nachweis von Vimentin und herdférmig



Zytokeratin und EMA (epitheliales Membranantigen) erfolgen (Riede, Werner, &
Schaefer, 2004).
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Abbildung 6: Synovialsarkom (Riede, Werner, & Schaefer, 2004)

Durch die niedrige Inzidenz der Sarkome ergibt sich in allen
Forschungsbereichen einschlieBlich Grundlagenforschung und klinischen
Studien eine zu geringe Anzahl an Studien mit groRen Fallzahlen (Chibon &
Aurias , 2007). Somit sind unter anderem auch die Ursachen fir das Entstehen
von Sarkomen nahezu ungeklart, wobei in erster Linie Umweltfaktoren,
Immunsuppression, AIDS, Transplantation, chronische Entziindung und
genetische Alterationen diskutiert werden (Guy, Lazar, & Lev, 2008).

Potenzielle Umweltfaktoren stellen Chemikalien wie Polyvinylchlorid, Thorotrast,
das als Schadlingsbekampfungsmittel verwendete anorganische Arsen, Dioxin,
Chlorphenol, Benzophenon und Medikamente wie androgen-anabol wirkende
Steroide dar (Guy, Lazar, & Lev, 2008). Sarkome werden darlber hinaus mit dem
Li-Fraumeni-Syndrom, Retinoblastom, Werner Syndrom, Bloom Syndrom,
Rothmund-Thompson Syndrom und der Neurofibromatosis Typ 1 assoziiert
(Guy, Lazar, & Lev, 2008). Patienten mit einer Neurofibromatosis Typ 1 haben
ein 10% Risiko einen MPNST (malignant peripheral nerve sheath tumor) zu
entwickeln (Shurell, et al., 2016).

Charakteristische Translokation oder Mutation kommen bei 40% aller Sarkome
vor. Die restlichen 60% besitzen keine spezifische Translokation/Mutation, wobei



20% auf die undifferenzierten Sarkome (NOS) fallen. Sarkome wie
Leiomyosarkome, pleomorphe Rhabdomyosarkome, pleomorphe Liposarkome,
Myxofibrosarkome und schlecht differenzierte Sarkome weisen in der Regel ein
komplexes genomisches Profil auf, das durch zahlreiche Gewinne oder Verluste
von Genen mit einem haufigen Verlust von RB1 und Veranderungen von p53
gekennzeichnet sind (Chibon & Aurias , 2007).

Die Therapie besteht nach wie vor aus den drei Hauptsaulen Chirurgie,
Strahlentherapie und Chemotherapie (Nowicki, et al., 2017) (Boxberg, et al.,
2018).

Jedoch liegt das Gesamtuberleben (OS) beim rezidivierten Sarkom bei <12
Monaten (Kim, et al., 2016). Somit sind neuartige Therapien dringend von Néten
(Veenstra R. , Kostine, Cleton-Jansen, de Miranda, & Bovée, 2018). Innerhalb
der Sarkomtherapie wird sich deswegen auch zunehmend mit der Immuntherapie
befasst (Que, et al., 2019) (Boxberg, et al., 2018).

Das Immunsystem Ubernimmt eine wichtige Kontroll- und Schutzfunktion bei der
Bekampfung von Krebszellen. Dieses erkennt rechtzeitig im gesunden Korper
veranderte, krankhaft entstandene Zellen und kann diese eliminieren. Das
Wachstum  von  Krebszellen wird somit eingedammt. Gewisse
Zelloberflachenproteine, wie die sogenannten Immuncheckpoints, sollen eine
Uber- oder Unteraktivierung unserer Immunzellen vermeiden und stellen dadurch
ein naturliches Gleichgewicht des Immunsystems sicher. Es existieren jedoch
Krebszellen, welche in der Lage sind, sich vor dem Immunsystem zu ,verstecken®
und dadurch eine Reaktion des Immunsystems zu unterdricken. In der Folge
erkennt das Immunsystem diese ,versteckten“ Krebszellen nicht und bekampft
diese nicht. Das Krebswachstum kann somit ungehindert vonstattengehen.
Nach der Entdeckung des programmierten Zelltodproteins 1 (PD-1) im Jahr 1992
wurde gezeigt, dass PD-1 und PD-L1 eine besondere Rolle bei der Krebs-
Immuniberwachung spielen (Park, et al., 2018). PD-L1 (auch bekannt als B7-
H1) ist ein Mitglied der B7-Familie. PD-L1 wird auf immunkompetenten Zellen wie
T-Zellen, B-Zellen, dendritischen Zellen (DCS) und Makrophagen exprimiert
(Que, et al., 2017) (D'Angelo, et al., 2015) (Paydas, Bagir, Deveci, & Gonlusen,
2016). Eine Uberexpression von PD-L1 in Tumoren hemmt nachweislich die
Aktivierung und Proliferation von T-Zellen und induziert gleichzeitig Apoptose in

den T-Effektorzellen, was zu verminderten Immunantworten und zur
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Beeintrachtigung der schutzenden Immunitat gegen Krebs fihrt (Que, et al.,
2017) (Kim, et al., 2013). Die Interaktion von PD-L1 und PD-1 gleicht dem
sogenannten Schlussel-Schloss Prinzip. Die Krebszellen besitzen den
Immuncheckpoint-Eiweil3stoff PD-L1 auf ihrer Zelloberflache als ,Schlissel”. Die
nattrlichen Immunzellen besitzen hingegen den Immuncheckpoint-Eiweil3stoff
PD-1 auf ihrer Oberflache, welcher als ,Schloss* fungiert. Durch diese Schlissel-
Schloss-Interaktion wird die Aktivitat und Funktion der Immunzelle gehemmt. Es
kommt zu einem ,Tumorentkommen® vor dem Immunsystem (D'Angelo, et al.,
2015) (Boxberg, et al., 2018) (Sundara, et al., 2017).

Bei Sarkomen wurden in sieben friheren Studien berichtet, dass mehr als 50 %
der Sarkome, darunter das Leiomyosarkom, das dedifferentierte Liposarkom
(DDLPS), das undifferenzierte pleomorphe Sarkom (UPS), das Osteosarkom,
das Epitheloidsarkom und andere Sarkome, eine PD-L1-Expression in
Tumorzellen aufwiesen (Park, et al., 2018). Um die PD-1/PD-L1 Achse
therapeutisch zu nutzen, muss erreicht werden, dass die Interaktion von PD-L1
und PD-1 im Tumorgewebe verhindert wird. Dadurch sollte die Effizienz einer
antitumoralen Entzindung verstarkt werden. Pembrolizumab stellt den ersten

von der amerikanischen FDA zugelassenen Immuncheckpoint-Inhibitor dar.

MHC PD-L1 Anti-PD-L1

a

PD-L1

No tumor killing Tumor killing

Abbildung 7: Schematischer Uberblick iiber den Wirkungsmechanismus von Anti-PD-1- und Anti-PD-L1-Antikérpern
(Veenstra R. , Kostine, Cleton-Jansen, de Miranda, & Bovée, 2018)



Immuncheckpoint-Inhibitoren sind bereits bei einigen bodsartigen Tumoren
zugelassen. In  der folgenden  Abbildung werden  zugelassene
immunonkologische Therapien mit Checkpoint-Inhibitoren dargestellt.

Tab.1 Zugelassene immunonkologische Therapien mit Checkpoint-Inhibitoren

Ipilimumab Nivolumab Pembrolizumab®  Atezolizumab Durvalumab Avelumab
(Anti-CTLA4- (Anti-PD1- (Anti-PD1- (Anti-PD-L1- (Anti-PD-L1- (Anti-PD-L1-
Antikérper) Antikorper) Antikorper) Antikorper) Antikorper) Antikérper)
Melanom
1L +
2L + (auch in Kombi-
nation mit Nivolu-
mab)
NSCLC
[ +
2L 0 + + +f
Nierenzellkarzinom
L + (mit + +
Nivolumab)*
2L + -
Urothelkarzinom
L +* +°
2L + 4 + + +
Kopf-Hals-Tumoren
2L + -
Klassischer Morbus Hodgkin
3L + -
Merkelzellkarzinom
1L +
Magen-/0GJ-Karzinome
3L +
MSI kolorektales Karzinom
2L + (mit + +
Nivolumab)®
MSI-Karzinome, allgemein
2L +
Metastasiertes Zervixkarzinom
2L +
PMLBL
3L +
Hepatozellulares Karzinom
2L +

Zulassungsstatus immunonkologischer Therapeutika (Stand: 7/2018). Die Zulassungen sind hier nur kursorisch angegeben und vielfach an weitere Vorbe-
dingungen geknipft, v.a. bestimmte Vorbehandlungen

1L Erstlinientherapie, 2L Zweitlinientherapie, 3L ab Drittlinientherapie, NSCLC nichtkleinzelliges Lungenkarzinom, MSI mikrosatelliteninstabil, 0GJ 6so-
phagogastrale Junktion, CTLA4 ,cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4°, PD-L1 ,programmed cell death ligand 1°, PMLBL Primar mediastinales
groBzelliges B-Zell-Lymphom

*Bislang nur FDA-Zulassung (U.S. Food and Drug Administration; Zulassungsbehdrde der USA)

“Derzeit beschleunigtes Zulassungsverfahren der FDA fir Low-dose-Ipilimumab in Kombination mit Nivolumab

Viele Zulassungen fiir Pembrolizumab basieren auf der PD-L1-Expression als Biomarker; s. @ Tab. 2 fiir weitere Details

*Zulassung durch die FDA auch ohne PD-L1-Testung in Kombination mit Chemotherapie

“Fur Patienten, bei denen eine Cisplatin-Therapie nicht durchgefihrt werden kann; PD-L1-Test muss positiv sein

‘Erhaltungstherapie fiir nichtresektable Stadium-lll-Tumoren nach Radiochemotherapie

Quellen: [1,29]

Tabelle 2 Indikation fiir Checkpoint Inhibitor Therapie (Schildhaus, 2018)
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Jedoch kdnnen diese Immuncheckpoint-Inhibitoren autoimmune
Nebenwirkungen hervorrufen, welche durch eine Aktivierung von T-Lymphozyten
mit einer Infiltration des entsprechenden Organs beglnstigt wird. Zu den
haufigen  Nebenwirkungen gehoren die Kolitis, Hepatitis, kutane
Nebenwirkungen, Endokrinopathien (Thyreoiditis oder Hypophysitis) und
seltener (Kardio-) Myositiden und neurologische Nebenwirkungen. Allerdings
kann der frihzeitige Einsatz von Glukokortikoiden autoimmune Nebenwirkungen
verkirzen und Komplikationen, wie zum Beispiel die Darmperformationen,
verhindern (Heinzerling, de Toni, Schett, Hundorfean, & Zimmer, 2019).

Der Einsatz von Immuncheckpoint-Inhibitoren wird derzeit auch bei Sarkomen
evaluiert, wenn auch bisher ohne durchschlagenden Erfolg. Die folgende
Darstellung gibt einen Uberblick Uber aktuelle Studien zur Wirkung von
Immuncheckpoint-Inhibitoren auf unterschiedliche Sarkom-Typen.

Pubmed Autor Entitat Pembromlizumab
31395100 Florouetal. Angiosarkom +
31078463 Wilky etal.  Alveoldres Weichteiksarkom +
28988646 Tawbietal. Undifferenziertes pleomorphes Sarkom ++
28988647 Tawbietal. Liposarkom ++
28988648 Tawbietal. Synovialsarkom ++
28988649 Tawbietal. Leiomyosarkom -
28988650 Tawbietal. Osteosarkom ++
28988651 Tawbietal.  Chondrosarkom ++
31741767 Kleinetal. Ewingsarkom -
31741768 Klein etal. Undifferenziertes pleomorphes Sarkom +++

31348579 Tamura etal. Liposarkom -
31348579 Tamura etal. Leiomyosarkom -
31348579 Tamura etal. Myofibrosarkom -
31348579 Tamura etal. Undifferenziertes pleomorphes Sarkom -
31348579 Tamura etal. Angiosarkom -

30194084 Galanina et al. Kaposi Sarkom +++

30006421 Salleretal. Kaposi Sarkom +

28228279 George etal. Leiomyosarkom +++
partial response: +

objective response: ++
complete response: +++

no response: -

Tabelle 3 Studien zum Immuncheckpoint-Inhibitor-Einsatz bei unterschiedlichen Sarkomentitdten
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Neue Erkenntnisse brachte die ASCO (American Society of Clinical Oncology)
Jahrestagung von 2019 in Bezug auf den Erfolg von Immuncheckpoint-
Inhibitoren. Die grofdte veroffentlichte klinische Phase-lI-Studie wurde von der
,Sarcoma Alliance for Research through Collaboration“ (SARC) Studiengruppe
durchgefuhrt (Kasper, 2019). Es wurden insgesamt 80 Patienten mit
Weichteilsarkomen und Knochensarkomen aus 12 teilnehmenden Zentren mit
dem PD1-Inhibitor Pembrolizumab behandelt, bei der die Ansprechrate der
primare  Endpunkt war. Hinzugezogen wurden 40 Patienten mit
Weichteilsarkomen (je 10 Patienten mit Leiomyosarkom, Liposarkom,
Synoviasarkom und undifferenziertem pleomorphem Sarkom) sowie 40
Patienten mit Knochensarkomen (22 Patienten mit Osteosarkom, 13 mit Ewing-
Sarkom und 5 mit Chondrosarkom) (Kasper, 2019). Die Gesamtansprechrate der
40 Patienten mit Weichteilsarkomen betrug 18 %. Die Heterogenitat der
Weichgewebesarkome in Bezug auf die Biologie und das Ansprechen auf die
systemische Behandlung gewann erneut an Bedeutung, da die Ansprechraten je
nach Sarkom-Subtyp unterschiedlich ausfielen. Eine dufRert gute Ansprechrate
von 40 % ergab sich fir die Kohorte der undifferenzierten pleomorphen Sarkome
(UPS) und eine Uberdurchschnittlich glinstige Ansprechrate von 20 % stellte sich
fur die Gruppe der Liposarkome dar. Durch die Aufnahme weiterer 30 Patienten
in jede dieser beiden Kohorten wurde in der Subgruppe der UPS eine
Gesamtansprechrate von 23 % (9/40) und in der Kohorte der Liposarkome eine
Gesamtansprechrate von 10 % (4/39) erzielt. Das mediane PFS (progression
free survival) betrug bei den UPS drei Monate und bei den Liposarkomen zwei
Monate (Kasper 2019). Besonders bedeutsam sind potenziell pradiktive,
molekulare Marker fur das mogliche Therapieansprechen und die Bewertung der
optimalen  Behandlungskombinationen von  Checkpoint-Inhibitoren  mit
Chemotherapie, Strahlentherapie oder ,targeted therapies (Kasper 2019). Die
Expression von PD-L1 durch Tumorzellen und Tumor-assoziierte
Entzindungszellen gelten als wichtige pradiktive Biomarker fur das Ansprechen
auf Checkpoint-Inhibitoren. Weitere potenzielle Biomarker sind die
Quantifizierung tumorinfiltrierender Lymphozyten und die sogenannte
Mutationslast (mutational burden) (He, et al., 2020) (Grinewald, et al., 2020)
(Keung, et al., 2020) (Cohen, Eleyan , Zick, Peretz, & Katz, 2018).

14



Material und Methoden
1.1 Die Tissue Microarray Methode

Das Tissue Microarray Verfahren wurde 1998 erstmals von Kononen et al.
beschrieben (Kononen, et al., 1998). Es handelt sich um eine Methode, welche
die gleichzeitige Untersuchung von hunderten Tumoren auf einen einzigen
Objekttrager erlaubt und damit Gewebeuntersuchungen mittels in situ Methoden
massiv beschleunigt und 6konomisiert. Diese Vorteile entfalten allerdings erst
dann ihre Wirkung, wenn die Tissue Microarrays physisch vorliegen. Die
Herstellung von Tissue Microarrays ist jedoch mit einem erheblichen Aufwand
verbunden. Zunachst mussen potenziell fur eine Studie in Betracht kommende
Gewebe identifiziert werden. Danach mussen die entsprechenden Schnitte aus
Archiven geholt werden und von einem Pathologen bezuglich fur den Zweck der
TMA-Herstellung nutzbarem Tumorgewebe evaluiert werden. Fur Tissue
Microarrays ist es notwendig, dass zumindest ein Bereich eines
Gewebeschnittes eine dichte Tumordurchsetzung aufweist und frei von Nekrosen
ist. Die optimalen Tumorareale werden bei jedem Tumor auf dem bestmadglichen
Schnitt markiert. Danach werden die entsprechenden Gewebeblocke
herausgesucht (Dancau, Simon, Mirlacher, & Sauter, 2016). Die Organisation
eines Tissue Microarrays erfolgt am Universitatsklinikum Eppendorf gemaf}
einem standardisierten Vorgehen. Ein Gewebeschnitt wird in 6 Sektoren
eingeteilt, welche durch GrolRbuchstaben definiert sind (A-F), wobei die Sektoren
aus Grunden der Orientierbarkeit unterschiedlich groR® sind. Innerhalb jedes
Sektors werden die Zeilen mit Zahlen von 1-9 und die Spalten mit
Kleinbuchstaben (a-r) markiert. Der Aufbau eines UKE-Tissue Microarrays ist in
Abbildung 8 und 9 dargestellt.
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Abbildung 8 zeigt die Koordinaten des TMAs SAR 2.2 A zur Auswertung der einzelnen Gewebespots

16

Abbildung 9 zeigt die Koordinaten des TMAs SAR 2.2 B zur Auswertung der einzelnen Gewebespots



An den durch dieses System definierten Positionen eines leeren Paraffinblocks
werden mittels eines Bohrers (Durchmesser 0,6mm) Locher gebohrt. In diese
Locher werden Tumorgewebezylinder gesetzt, welche vorher mit einer Hohinadel
aus einem vordefinierten Tumorblocks enthommen worden waren (innerer
Durchmesser 0,6mm) (Bubendorf, Nocito, Moch, & Sauter, 2001). Die Bohrung
von Lochern, die Entnahme und Umsetzung von Tumorgewebszylinder und das
automatische Aussuchen der nachsten definierten Koordinaten erfolgt mit einem
von UKE Mitarbeitern hergestellten halbautomatischen Gerat (Abbildung 10).

Abbildung 10: Stanzvorgang mittels eines halbautomatischen Gerdits

Sind alle Positionen eines Tissue Microarray Blocks durch Tumorzylinder gefiillt,
kénnen vom fertigen Tissue Microarray Block 2,5 um dicke Schnitte hergestellt
werden, welche flir die immunhistochemische Analysen oder anderen in Situ

Methoden verwendet werden konnen.
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Es ist ein wesentlicher Vorteil der Tissue Microarray Methode, dass Vorgaben
des Datenschutzes praktisch automatisch erflllt werden. Potenziell Patienten
identifizierende Merkmale, wie die Biopsienummer der Pathologie, sind nur
wahrend der Herstellungsphase des Tissue Microarrays erforderlich, in einer Zeit
wo die Gewebeblécke und Schnitte mit den Einsende-Nummern fir die
Herstellung des TMAs zusammensortiert werden. Ist der Tissue Microarray erst
erstellt, sind die klinischen und histopathologischen Parameter mit einer
bestimmten Koordinate des TMAs verbunden und die ursprunglich bendtigten
Patienteninformationen  (Biopsienummer) kénnen entweder fir ein
Forschungsprojekt ausgeblendet werden (Pseudonymisierung) oder permanent
geléscht werden (Anonymisierung) (Bubendorf, Nocito, Moch, & Sauter, 2001).
Ein Beispiel eines zu einem Tissue Microarray gehérenden Datenfall mit klinisch
pathologischen Parametern ist in Abbildung 11 und 12 dargestellt.

Sarkom Array 2.2 A
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Abbildung 11 zeigt den Sarkom Array 2.2 A mit zugehérigen klinisch pathologischen Parametern
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Sarkom Array 2.2 B
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Abbildung 12 zeigt den Sarkom Array 2.2 B mit zugehdérigen klinisch pathologischen Parametern

1.2 Herstellung eines Sarkom Tissue Microarrays

Fir die Herstellung eines Sarkom Tissue Microarrays wurde zunachst die Nexus
Datenbank des Pathologie Informationssystems mit verschiedenen
Suchabfragen bedient, welche die Stichworte ,Sarkom* bzw. ,Angiomyolipom®,
,<Angiosarkom®,  ,Chondrosarkom®, ,Dermatofibrosarkoma protuberans®,
,Epitheloides = Hamangiom®, ,Fibromyxoides Sarkom®, ,Fibrosarkom®,
,Ganglioneurom®, ,Glomus Tumor®, ,Granularzelltumor®, ,Hamangioperizytom®,
.Kaposi  Sarkom®,  Klarzellsarkom®, ,Leiomyosarkom®, ,Liposarkom®,
,Mesotheliom“ (epitheloid und anderer Typ), ,MPNST“ ,Myofibrosarkom®,
,Myoperizytom®, ,Neurofibrom®, ,NOS*, ,Osteosarkom®, ,Paragangliom®, ,PNET*,
,Rhabdomyosarkom®, .Sarkomatoides Karzinom®, ~Schwannom®,
,Spindelzellsarkom®, ,Stromasarkom® und ,Synovialsarkom®“ verwendet. Die
Suche ergab ca. 3000 Treffer. Die entsprechenden Befunde wurden ausgedruckt
und zunachst aufgrund der Aktenlage auf Nutzbarkeit fir einen Tissue Microarray
sortiert. Dabei wurden sehr kleine Biopsien oder am Ende nicht eindeutige

Diagnosen bzw. sehr kleine Tumoren (<1cm) eliminiert.
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Von den verbleibenden 1.062 Tumoren, wurden die Schnitte aus dem Archiv
herausgeholt und von Pathologen beurteilt. Bei 823 dieser Tumoren konnte
ausreichend groldes reprasentatives Tumormaterial identifiziert werden, welches

sich fur die Herstellung eines TMAs eignete. Von diesen Tumoren wurden die

entsprechenden Bldcke herausgesucht (Abbildung 13).

Abbildung 13 Herausgesuchte Blécke und Schnitte aus dem Archiv des Universitétsklinikum Eppendorf

Die Zusammensetzung der Diagnosen der 823, am Ende als geeignet
klassifizierten, Tumoren ist in Tabelle 4 dargestellt.

Die Tumoren wurden nach Diagnosen sortiert, in einem TMA eingebracht,
welcher in achtfacher Ausfertigung hergestellt wurde. Wegen einer prinzipiell
ahnlichen Morphologie wurden auch 25 sarkomatoide Karzinome der Harnblase
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und 51 Mesotheliome

miteingeschlossen.

der

Pleura in das Projekt und damit dem TMA

Entitat n
Angiomyolipom 89
Angiosarkom 37
Chondrosarkom 7
Dermatofibrosarcoma protuberans 20
Epitheloides Hamangiom 1
Fibromyxoides Sarkom 1
Fibrosarkom 2
Ganglioneurom 14
Glomus Tumor 1
Granularzelltumor 18
Hamangioperizytom 3
Kaposi Sarkom 8
Klarzellsarkom 1
Leiomyosarkom 35
Liposarkom 73
Mesotheliom-anderer Typ 22
Mesotheliom-epitheloid 29
MPNST 12
Myxofibrosarkom 26
Myoperizytom 4
Neurofibrom 115
NOS 70
Osteosarkom 13
Paragangliom 4
PNET 20
Referenzgewebe Haut 2
Referenzgewebe Leber 2
Referenzgewebe Lymphknoten 2
Referenzgewebe Niere 2
Referenzgewebe Prostata 2
Rhabdomyosarkom 7
Sarkomatoides Karzinom 25
Schwannom 115
Spindelzellsarkom 2
Stromasarkom 1
Synovialsarkom 11

Tabelle 4 zeigt die Entitdten mit ihrer entsprechenden Anzahl
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1.3 Immunhistochemie

Far alle immunhistochemischen Untersuchungen wurden 2,5 ym dicke Schnitte
des Sarkom Tissue Microarrays hergestellt, welche innerhalb von wenigen Tagen
nach der Herstellung auch immunhistochemisch gefarbt wurden. Zur
Vorbereitung wurden die Schnitte in Xylol entparaffiniert (3x fur je 5 min) und in
einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 90%, 80%, 70%) rehydriert. Fur die PD-
L1 Immunhistochemie wurde der Antikérper E1L3N (Kaninchen monoklonal, Kat.
Nr. 13684, Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, USA) in einer
Verdinnung von 1:200 verwendet. Antigendemaskierung und Immunfarbung
wurden in einem Farbeautomaten der Firma Invitrogen/Dako (DAKO PT-Link und
Link 48) durchgeflhrt. Die Schnitte wurden in einem speziellen Puffer zur Losung
von Proteinquervernetzungen (Dako Antigen Retrieval Buffer pH9) bei 98°C
behandelt, anschlieRend fir 5 Minuten die endogene Peroxidase blockiert (Dako,
Envision Flex-Kit 8002) und anschlieBend mit der Antikérperlésung bei
Raumtemperatur fur 20 Minuten inkubiert. Zur Detektion des gebunden
Primarantikorpers wurden ein Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter
Sekundarantikdrper eingesetzt (DAKO EnVision Flex-Kit 8002 fur 20 Minuten)
und als Substrat fur die Peroxidase DAB-Chromogen (DAKO EnVision Flex-Kit
8002) fur 10 Minuten hinzugegeben. Die Gegenfarbung des Gewebes erfolgte
mit Hamatoxylin (DAKO K8008) fur 5 Minuten. Die PD-L1 Auswertung erfolgte
semiquantitativ durch einen Pathologen (Professor G. Sauter), der von jedem
Tumor den prozentuellen Anteil positiver Tumorzellen bestimmte und die
Intensitat der festgestellten Farbung in einer dreistufigen Skala (0, 1+, 2+, 3+)
klassifizierte. Gleichzeitig wurde der prozentuale Anteil der PD-L1 positiven
Entzindungszellen festgelegt.

Far die CD8 Immunhistochemie wurde der Antikdrper Anti-CD8 (Oncodianova,
Maus, Klon TC8) in einer Verdiinnung von 1:200 verwendet. Die weitere Farbung
erfolgte analog zum PD-L1-Protokoll. Antigendemaskierung und Immunfarbung
wurden in einem Farbeautomaten der Firma Invitrogen/Dako (DAKO PT-Link und
Link 48) durchgeflhrt. Die Schnitte wurden in einem speziellen Puffer zur Losung
von Proteinquervernetzungen (Dako Antigen Retrieval Buffer pH9) bei 98°C
behandelt, anschlieRend fur 5 Minuten die endogene Peroxidase blockiert (Dako,
Envision Flex-Kit 8002) und anschlieBend mit der Antikérperlésung bei
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Raumtemperatur fur 20 Minuten inkubiert. Zur Detektion des gebunden
Primarantikorpers wurden ein Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter

Sekundarantikdrper eingesetzt (DAKO EnVision Flex-Kit 8002 fur 20 Minuten)
und als Substrat fur die Peroxidase DAB-Chromogen (DAKO EnVision Flex-Kit
8002) fur 10 Minuten hinzugegeben. Die Gegenfarbung des Gewebes erfolgte
mit Hamatoxylin (DAKO K8008) fur 5 Minuten. Die Auswertung der CD8 positiven
Lymphozyten erfolgte mittels digitaler Bildanalyse. Digitale Bilder von gefarbten
Objekttragern wurden mit dem automatischen Mikroskop Aperio VERSA 8 von
Leica aufgenommen. TMA-Spots wurden automatisch identifiziert und unter
Verwendung der Software HALOTM (Indica Labs, USA) gemaR dem folgenden
Verfahren analysiert. Jeder TMA-Objekttrager wurde bei 40-facher Vergrof3erung
gescannt und durch die Software segmentiert, um einzelne Gewebepunkte zu
identifizieren. Bei Bedarf wurde die Segmentierung manuell korrigiert. Das
HALO-Membran-IHC-Quantifizierungsmodul wurde verwendet, um die Anzahl
von CD8 positiven Zellen in jedem Gewebespot zu bestimmen und die exakte
Flache jedes Gewebespots zu messen. Der letztere Schritt wurde durchgefuhrt,
um Fehler durch ungleichmalige oder unvollstandige Gewebespots
(Durchschnitt: 0,327 mm?) zu vermeiden. Die Anzahl der gefarbten Zellen und
die Flache in Quadratmillimetern jedes einzelnen Flecks wurden verwendet, um
die Dichte der gefarbten Zellen / mm? (Anzahl der Zellen pro Quadratzentimeter)

zuU berechnen.

FRT

T a?
’1 7 NN l@"_ X, < ; ) o r-, .‘ ‘. <
b a P ' 4 v, , oL : 3 # -
G o, ; e, L
0 SRR ST Y R
Ug < ’JO Vol a "‘_‘ . ‘@ ) p ‘.‘,_:4 p
; W '.‘_Jé',)‘:./ - 'J.{ SRR
‘-f».. o~ i . \h«'f 9 T _— . ‘. TN
¢ @*Og Y . o
0L T @G %y @ gog0:0
e e e ‘o ol «f g 0¢
i, e 5 oo B, B0 S
. e B il Vi O
JesB® S 2 09500
o ook O L
o eitag s 0% 55
A «H-U % Y O Eas
i 8 PAs @& 0 aGng © e
NE ‘-}Wgy R e 1o "‘ .
FO P BeL &2 o dn© + 9 Oc
R 8 Ny
awriva Ly / AR .-.‘

Abbildung 14: CD8 Hellfeld Firbung und Detektion der Zellen durch eine kiinstliche Intelligenz
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1.4 Statistik

Fiar die Klarung der Beziehung zwischen dem PD-L1 Status (Tumorzellen,
Entzindungszellen, kombiniert) und kategorischen Parametern (pT,
histologischer Tumortyp, R-Status, N-Status) wurden Chi-Quadrat-Tests oder
Mehrfeldertest durchgefuhrt. Zur Analyse der Beziehung zwischen kategorischen
und kontinuierlichen Variablen (CD8-Dichte) wurde ein t-Test durchgefuhrt. p-
Werte von <0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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Ergebnisse

1.5 PD-L1

Eine PD-L1 Anfarbung in Tumorzellen fand sich ausschliel3lich in malignen
Tumoren. Demensprechend war der Unterschied zwischen benignen und
malignen Tumoren bei jedem der 4 verwendeten Cutoffs statistisch signifikant
(Tabelle 5, p <0,005).

Anteil PD-L1 positive Tumoren

cutoff p cutoff cutoff cutoff

1% 5% P 10% P 50% P
Tumor Typ benigne 398 0.0 <0.0001 0.0 <0.0001 0.0 <0.0001 0.0 0.0011
maligne 349 4.3 4.3 3.2 2.0

Tabelle 5: PD-L1 Status in Tumorzellen vs Dignitct

Die Ergebnisse sind aufgeschlusselt auf die einzelnen Tumortypen in Tabelle 6
fur die Cutoffs von 1%, 5%, 10%, und 50% dargestellt.
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cutoff 21% cutoff 25% cutoff =210% cutoff 250%

Entitat n pos (%) pos (%) pos (%) pos (%)
Angiomyolipom 89 0.0 0.0 0.0 0.0
Angiosarkom 37 8.1 8.1 8.1 2.7
Chondrosarkom 7 14.3 14.3 14.3 0.0
Dermatofibrosarcoma protuberans 20 0.0 0.0 0.0 0.0
Epitheloides H&mangiom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Fibromyoides Sarkom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Fibrosarkom 2 0.0 0.0 0.0 0.0
Ganglioneurom 14 0.0 0.0 0.0 0.0
Glomus Tumor 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Granularzelltumor 18 0.0 0.0 0.0 0.0
H&mangioperizytom 3 0.0 0.0 0.0 0.0
Kaposi Sarkom 8 0.0 0.0 0.0 0.0
Klarzellsarkom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Leiomyosarkom 35 29 2.9 0.0 0.0
Liposarkom 73 2.7 2.7 2.7 2.7
Mesotheliom-anderer Typ 22 18.2 18.2 13.6 4.5
Mesotheliom-epitheloid 29 10.3 10.3 10.3 3.4
MPNST 12 0.0 0.0 0.0 0.0
Myofibrosarkom 26 0.0 0.0 0.0 0.0
Myoperizytom 4 0.0 0.0 0.0 0.0
Neurofibrom 115 0.0 0.0 0.0 0.0
NOS 70 10.0 10.0 5.7 43
Osteosarkom 13 0.0 0.0 0.0 0.0
Paragangliom 41 0.0 0.0 0.0 0.0
PNET 20 0.0 0.0 0.0 0.0
Rhabdomyosarkom 7 0.0 0.0 0.0 0.0
Sarkomatoides Karzinom 25 48.0 48.0 44.0 16.0
Schwannom 115 0.0 0.0 0.0 0.0
Spindelzellsarkom 2 50.0 50.0 50.0 50.0
Stromasarkom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Synovialsarkom 11 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 6: PD-L1 Positivitdt in Tumorzellen

Diese Darstellung macht deutlich, dass in den meisten PD-L1 positiven Fallen
mindestens 5% der Tumorzellen positiv waren. Falle mit mehr als 50% PD-L1
positiven Tumorzellen fanden sich aber immerhin bei 4 Sarkomtypen
(Angiosarkom, Liposarkom, Sarkom NOS, Spindelzellsarkom). Zudem fanden
sich auch bei den sarkomatoiden Karzinomen und den Mesotheliomen mehrere
Falle mit einer PD-L1 Positivitat in >50% der Falle. Reprasentative Beispiele einer
PD-L1 Positivitat in Tumorzellen bei Sarkomen, sarkomatoiden Karzinomen und

Mesotheliomen sind in den Abbildungen 15-23 dargestellit.
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Abbildung 15: Krdftige PD-L1 Expression in der Mehrzahl der Tumorzellen eines Angiosarkoms.

der Tumorzellen eines Liposarkoms. Zusétzlich sind PD-L1 positive

Abbildung 16: PD-L1 Positivitédt in ca. 20%

Makrophagen erkennbar
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Abbildung 18: Schwache bis mdflig starke PD-L1 Positivitit der (iberwiegenden Mehrzahl der Tumorzellen eines
malignen Mesothelioms
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Abbildung 19: Malignes Mesotheliom mit mdfSig starker membranéser PD-L1 Positivitit bei der Mehrzahl der
Tumorzellen

Abbildung 20: Schwache aber eindeutig erkennbare membranése PD-L1 Positivitdt in mindestens 30% der Tumorzellen
eines malignen Mesothelioms
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Abbildung 22: PD-L1 negatives Sarkom NOS
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Abbildung 23: Sarkomatoides Urothelkarzinom mit schwacher membrandser PD-L1 Positivitdt von ca. 40% der
Tumorzellen

Der Vergleich von PD-L1 Status (in Tumorzellen) mit pT-Stadium,
Differenzierungsgrad, Nodalstatus und Zustand des Resektionsrandes konnte
nur bei 3-120 Tumoren durchgefiihrt werden, von denen diese Angaben vorlagen
(Tabelle 7).

PD-L1 Positiv
Cutoff 1% Cutoff 5% Cutoff 10% Cutoff 50%
n % pos P % pos P % pos P % pos P
alle 747 20 20 15 0.9
pT1 7 0.0 0.823 0.0 0.823 0.0 0.823 0.0 0.823
pT2 30 33 33 3.3 33
pT3 5 0.0 0.0 0.0 0.0
pT4 5 0.0 0.0 0.0 0.0
Grad 1 16 0.0 0.2579 0.0 0.2579 0.0 0.4568 0.0 0.5888
Grad 2 27 3.7 37 3.7 37
Grad 3 120 75 75 5.0 33
pNO 47 43 0.1264 43 0.1264 0.0 0 0.0 n.a.
pN+ 3 333 333 33.3 0.0
RO 32 6.3 0.2089 6.3 0.2089 6.3 0.2089 6.3 0.2089
R+ 15 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 7: PD-L1 Status in Tumorzellen vs Tumorphénotyp
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Fir die einzelnen Tumortypen, war die Zahl der Patienten mit Vorliegen dieser
Daten fur separate Untersuchungen zu gering. Bei der kombinierten
Untersuchung samtlicher Tumortypen fand sich bei allen, fur die Untersuchung
evaluierter Cutoff, kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen PD-L1
Expression in Tumorzellen und Parametern, welche auf eine gesteigerte
Tumoraggressivitat hindeuten.

In Entzindungszellen fand sich in den untersuchten Tumortypen eine PD-L1
Expression noch seltener als eine PD-L1 Expression in Tumorzellen. Auch bei
der Beurteilung von Entzindungszellen war eine PD-L1 Expression vor allem in
malignen Tumoren zu sehen. Allerdings fand sich auch ein benigner Tumor
(Angiomyolipom) mit PD-L1 positiven Entziindungszellen, allerdings nur in <5%
der untersuchten Tumorflache. Daneben fanden sich PD-L1 positive
Entzindungszellen nur in zwei Sarkomtypen, dem Liposarkom und dem Sarkom
NOS.

Der Unterschied zwischen benignen und malignen Tumoren bezuglich PD-L1
positiven Entziindungszellen war somit statistisch nicht signifikant (Tabelle 8).

Anteil PD-L1 positiver Entziindungzellen

cutoff cutoff cutoff cutoff

1% P 5% P 10% P 50% P

benigne 398 0.3 0.4857 0.0 0.0807 0.0 0.0807 0.0 0.0807
Tumor Typ

maligne 349 0.6 0.6 0.6 0.6

Tabelle 8: PD-L1 in den Entziindungszellen vs Dignitdt

Dartber hinaus waren PD-L1 positive Entzindungszellen in einigen
sarkomahnlichen Neoplasien, wie dem sarkomatoiden Karzinom der Harnblase
und dem epitheloiden Mesotheliom, nachweisbar. Die Beziehung zwischen der
PD-L1 Positivitat in Entzindungszellen und dem histologischen Tumortyp ist in

Tabelle 9 dargestellt.
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cutoff 21%  cutoff 25% cutoff 210% cutoff 250%
Entitat n pos (%) pos (%) pos (%) pos (%)
Angiomyolipom 89 0.0 0.0 0.0 0.0
Angiosarkom 37 8.1 8.1 8.1 2.7
Chondrosarkom 7 14.3 14.3 14.3 0.0
Dermatofibrosarcoma protuberans 20 0.0 0.0 0.0 0.0
Epitheloides H&mangiom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Fibromyoides Sarkom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Fibrosarkom 2 0.0 0.0 0.0 0.0
Ganglioneurom 14 0.0 0.0 0.0 0.0
Glomus Tumor 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Granularzelltumor 18 0.0 0.0 0.0 0.0
H&mangioperizytom 3 0.0 0.0 0.0 0.0
Kaposi Sarkom 8 0.0 0.0 0.0 0.0
Klarzellsarkom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Leiomyosarkom 35 29 2.9 0.0 0.0
Liposarkom 73 2.7 2.7 2.7 2.7
Mesotheliom-anderer Typ 22 18.2 18.2 13.6 4.5
Mesotheliom-epitheloid 29 10.3 10.3 10.3 3.4
MPNST 12 0.0 0.0 0.0 0.0
Myofibrosarkom 26 0.0 0.0 0.0 0.0
Myoperizytom 4 0.0 0.0 0.0 0.0
Neurofibrom 115 0.0 0.0 0.0 0.0
NOS 70 10.0 10.0 5.7 43
Osteosarkom 13 0.0 0.0 0.0 0.0
Paragangliom 41 0.0 0.0 0.0 0.0
PNET 20 0.0 0.0 0.0 0.0
Rhabdomyosarkom 7 0.0 0.0 0.0 0.0
Sarkomatoides Karzinom 25 48.0 48.0 44.0 16.0
Schwannom 115 0.0 0.0 0.0 0.0
Spindelzellsarkom 2 50.0 50.0 50.0 50.0
Stromasarkom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Synovialsarkom 11 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 9: PD-L1 Positivitdt in Entziindungszellen

Angesichts der geringen Zahl von Tumoren mit Nachweis von Entzindungszellen

mit PD-L1 Expression konnte keine statistisch aussagekraftige Beziehung zu

histologischen Malignitatsparametern wie pT, Differenzierungsgrad, pNO und R-

Status gefunden werden (Tabelle 10).
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PD-L1 Positiv

Cutoff 1% Cutoff 5% Cutoff 10% Cutoff 50%
n % pos P % pos p % pos p % pos p
alle 747 0.4 0.3 0.3 0.3
pT1 7 0.0 n.a. 0.0 n.a. 0.0 n.a. 0.0 n.a.
pT2 30 0.0 0.0 0.0 0.0
pT3 5 0.0 0.0 0.0 0.0
pT4 5 0.0 0.0 0.0 0.0
Grad 1 16 0.0 0.4826 0.0 0.4826 0.0 0.4826 0.0 0.4826
Grad 2 27 3.7 3.7 3.7 3.7
Grad 3 120 0.8 0.8 0.8 0.8
pNO 47 0.0 n.a. 0.0 na. 0.0 0 0.0 n.a.
pN+ 3 0.0 0.0 0.0 0.0
RO 32 0.0 n.a. 0.0 na. 0.0 na. 0.0 n.a.
R+ 15 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 10: PD-L1 Expression in Entziindungszellen vs Tumorphénotyp

Die Ergebnisse der PD-L1 Untersuchung sind bei Zusammenfassung der
Positivitaten in Tumor- und Entziindungszellen fir verschiedene Cutoff in Tabelle
11 dargestellt.

cutoff =1% cutoff 25% cutoff 210% cutoff =50%

Entitat n pos (%) pos (%) pos (%) pos (%)
Angiomyolipom 88 1.1 0.0 0.0 0.0
Angiosarkom 34 8.8 8.8 8.8 2.9
Chondrosarkom 6 16.7 16.7 16.7 0.0
Dermatofibrosarcoma protuberans 20 0.0 0.0 0.0 0.0
Epitheloides Hdmangiom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Fibromyoides Sarkom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Fibrosarkom 2 0.0 0.0 0.0 0.0
Ganglioneurom 14 0.0 0.0 0.0 0.0
Glomus Tumor 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Granularzelltumor 18 0.0 0.0 0.0 0.0
Hamangioperizytom 3 0.0 0.0 0.0 0.0
Kaposi Sarkom 8 0.0 0.0 0.0 0.0
Klarzellsarkom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Leiomyosarkom 34 2.9 2.9 0.0 0.0
Liposarkom 71 2.8 2.8 2.8 2.8
Mesotheliom-anderer Typ 18 22.2 22.2 16.7 5.6
Mesotheliom-epitheloid 25 16.0 16.0 16.0 4.0
MPNST 12 0.0 0.0 0.0 0.0
Myofibrosarkom 26 0.0 0.0 0.0 0.0
Myoperizytom 4 0.0 0.0 0.0 0.0
Neurofibrom 115 0.0 0.0 0.0 0.0
NOS 63 11.1 11.1 6.3 4.8
Osteosarkom 13 0.0 0.0 0.0 0.0
Paragangliom 41 0.0 0.0 0.0 0.0
PNET 20 0.0 0.0 0.0 0.0
Rhabdomyosarkom 7 0.0 0.0 0.0 0.0
Sarkomatoides Karzinom 13 92.3 92.3 84.6 30.8
Schwannom 115 0.0 0.0 0.0 0.0
Spindelzellsarkom 1 100.0 100.0 100.0 100.0
Stromasarkom 1 0.0 0.0 0.0 0.0
Synovialsarkom 11 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 11: PD-L1 Positivitdt in Tumor- und/oder Entziindungszellen
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Auch in dieser kombinierten Analyse zeigt sich eine PD-L1 Expression signifikant
haufiger in malignen als in benignen Weichteiltumoren, wobei das

Signifikanzniveau von mindestens p<0,0001 fur alle untersuchten Cutoff erreicht
wurde (Tabelle 12).

Anteil PD-L1 positiver Tu/Entz.-Zellen

cutoff cutoff cutoff cutoff
1% P 5% P 10% © 50%
Tumor Typ benigne 398 0.3 <0.0001 0.0 <0.0001 0.0 <0.0001 0.0 0.0011
maligne 349 4.3 4.3 3.2 2.0

Tabelle 12: PD-L1 in den Tumor- und/oder Entziindungszellen vs Dignitdt
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1.6 CDS8 Quantifizierung

Die Ergebnisse der CD8 Quantifizierung ist fur die verschiedenen untersuchten

Tumortypen in Abbildung 24 dargestellt.

CD8-Dichte (Zellen/mm?)

Klarzellsarkom(n=1) —  ——
Spindelzellsarkom (n=2)
Sarkomatoides Karzinom (n=25)
Kaposi Sarkom (n=8)
Myofibrosarkom (n=26)
Mesotheliom-epitheloid (n=39)
Angiosarkom (n=41)

NOS (n=75)
Mesotheliom-anderer Typ (n=28)
Chondrosarkom (n=14)
Liposarkom (n=83)

MPNST (n=13)

Angiomyolipom (n=91)
Paragangliom (n=41)

PNET (n=23)

Schwannom (n=121)
Leiomyosarkom (n=38)
Epitheloides Hamangiom (n=1)
Osteosarkom (n=18)
Fibrosarkom (n=2)
Granularzelltumor (n=23)
Myoperizytom (n=4)
Dermatofibrosarcoma protuberans (n=21)
Ganglioneurom (n=14)
Fibromyoides Sarkom (n=2)
Neurofibrom (n=117)
Stromasarkom (n=2)
Rhabdomyosarkom (n=7)
Hamangioperizytom (n=3)

GlomusTumor (n=1)

L

Synovialsarkom (n=12)

o

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Abbildung 24: CD8 Dichte in Weichgewebstumoren,
Balken geben den Mittelwert an
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an
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Bereits aus dieser Abbildung wird deutlich, dass die CD8-Dichte bei malignen
Tumoren hoher ist als bei Benignen. In der Rangliste der Tumoren nach der CD8-
Dichte belegt das Angiomyolipom als am dichtesten CD8 lymphozytar infiltrierter
benigner Tumor den 13. Rang hinter 12 malignen Tumorentitaten.

Die zusammengefasste Untersuchung von benignen wund malignen
Weichteiltumoren ist in Tabelle 13 dargestellt. Dabei zeigt sich, dass die mittlere
Dichte CD8 positiver zytotoxischer Lymphozyten unserer Sarkome signifikant
hoéher ist als beim benignen Weichteiltumoren (p<0,0001). Zur Klarung einer
moglichen Beziehung zwischen CD8-Dichte und Tumoraggressivitat bei
Sarkomen wurden wiederrum alle Tumoren mit Angaben zu pT,
Differenzierungsgrad, pN und R Status gemeinsam analysiert. Diese
Untersuchung ergab eine signifikant groliere Menge CD8 positiver zytotoxischer
Lymphozyten in pT1 Tumoren (504,9 +126,4) als in pT2, pT3 und pT4 Tumoren
(jeweils <100, p=0,0261). Es fanden sich aber keine signifikanten Beziehungen

zum Differenzierungsgrad, Nodalstatus und Resektionsstatus (Tabelle 14).

n CD8-Dichte (MW) Std.-Fehler (%) p
benigne 413 106.8 23 <0.0001
maligne 391 235.8 23.7

Tabelle 13: CD8 Dichte vs Dignitiit
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n CD8-Dichte (MW) Std.-Fehler (%) ¢]

pT1 8 504.9 126.4 0.0261
pT2 33 76.7 62.2
pT3 5 56.4 159.9
pT4 5 30 159.9
Grad 1 27 187.4 129.2 0.6858
Grad 2 32 336.1 118.7
Grad 3 126 247.7 59.8
pNO 47 175 39 0.9245
pN+ 3 190.2 154.5
RO 35 137 79.9 0.6655
R+ 18 263.2 111.4

Tabelle 14: CD8 Dichte vs Tumorphdnotyp

Reprasentative Beispiele einer CD8-Positivitat in Tumorzellen bei Sarkomen,
sarkomatoiden Karzinomen und Mesotheliomen sind in den Abbildungen 25-33
dargestellt.

Abbildung 25: Angiosarkom mit einer hohen Beimengung CD8-positiver Lymphozyten
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Abbildung 26: Myxofibrosarkom mit einer sehr hohen Dichte an CD8-positiven Lymphozyten

positiven Lymphozyten

Abbildung 27: Liposarkom mit einer hohen Menge an CD8
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Abbildung 28: Malignes Mesotheliom mit einer geringen Dichte an CD8-positiven Zellen im Tumorgewebe. Ein Herd
mit vermehrten CD-8 positiven Zellen entspricht einem peritumoralen follikuldren Entziindungsinfiltrat

Abbildung 29: Sarkom NOS mit einer hohen Dichte an CD8-positiven Zellen
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Abbildung 31: Leiomyosarkom mit CD8-positiven tumorinfiltrierenden Lymphozyten

41



Abbildung 33: Sarkomatoides Urothelkarzinom mit einer hohen Dichte an CD8-positiven Zellen
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1.7 PD-L1 Expression und Lymphozytendichte

Der Nachweis einer PD-L1 Expression war unabhangig davon, ob diese im
Tumor oder in Entzindungszellen vorlag, in unseren Tumoren mit einer erhohten
Dichte CD8 positiver Lymphozyten assoziiert. Die entsprechenden Daten sind fir
die Befunde in Tumorzellen in Tabelle 15, die Befunde in Entziindungszellen in
Tabelle 16 und fur die kombinierte Analyse von Tumor- und Entziindungszellen

in Tabelle 17 dargestellt.

Alle Tumoren Alle Sarkome Angiosarkome

PD-L1 n CD8-Dichte 0 n CD8-Dichte n CD8-Dichte b
Cutoff  Ergebnis (MW:Stabw) (MWStabw) (MW+Stabw)

1% negative 799  152.08+15.786  <0.0001 732 141.64#1596  <0.0001 34 224.98+8061  <0.0001
pos 34 910.976£76.528 15 1100.66+111.49 3 1497.87+271.37

5% negative 799  152.08+15.786  <0.0001 732 141.64#1596  <0.0001 34 2249848061  <0.0001
pos 34 910.976£76.528 15 1100.66+111.49 3 1497.87+271.37

10% negative 805 159.751£16  <0.0001 736  148.459+16.24  <0.0001 34 2249848061  <0.0001
pos 28 853.05:85.789 11 993.364:132.87 3 1497.87+271.37

50% negative 820  168.22+1592  <0.0001 740 1512621622  <0.0001 36 275+81.8 <0.0001
pos 13 1118.59+126.43 7 1180.37:166.79 1 2243.013490.79
Liposarkome Sarkotcr;aloide Mesotheliome

PD-L1 n CD8-Dichte 5 n CD8-Dichte b n CD8-Dichte p
Cutoff  Ergebnis (MW+Stabw) (MW4Stabw) (MW+Stabw)

1% negative 71 210.73t56.43  <0.0001 13 21142122946  0.0345 44 24674334339  0.1287
pos 2 1690.07+336.24 12 955.772+238.83 7 427.717+108.79

5% negative 71 210.73t56.43  <0.0001 13 21142122946  0.0345 44 246.743+4339  0.1287
pos 2 1690.07+336.24 12 955.772+238.83 7 427.717+108.79

10% negative 71 210.73t56.43  <0.0001 14 230.167£219.78  0.0294 45  264.172+4383  0.6243
pos 2 1690.07+336.24 11 999.581+247.94 6  327.165+120.04

50% negative 71 210.73t56.43  <0.0001 21 417.66+183.17  0.0507 49 265.685:41.89  0.4805
pos 2 1690.07+336.24 4 1361.72+419.69 2 416.089+207.36

Tabelle 15: PD-L1 Status in Tumorzellen, CD8 Dichte in allen Tumoren und ausgewdhlten Subgruppen
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Alle Tumoren Alle Sarkome Angiosarkome

PD-L1 n CD8-Dichte 0 n CD8-Dichte b n CD8-Dichte b
Cutoff  Ergebnis (MW4Stabw) (MW:Stabw) (MW:Stabw)
1% negative 825  174.38+16.1  <0.0001 744  157.15:16.44  0.0003 37 328.186+95.699 -
pos 8  1077.18+163.54 3 1090.21£258.91 0 +
5% negative 826  174.21+16.04  <0.0001 745  156.99:16.34  <0.0001 37 328.186+95.699 -
pos 7 1226.48+174.22 2 1619.3315.33 0 +
10% negative 827 174.57+16 <0.0001 745  156.99+16.34  <0.0001 37 328.186+95.699 .
pos 6  1351.92+187.88 2 1619.3315.33 0 +
50% negative 831 179.6+16.15  <0.0001 745  156.99+16.34  <0.0001 37 328.186+95.699 -
pos 2 1619.3+329.2 2 1619.3315.33 0 +
Liposarkome Sarkog:noido Mesotheliome
PD-L1 n CD8-Dichte p n CD8-Dichte b n CD8-Dichte p
Cutoff  Ergebnis (MW4Stabw) (MW:Stabw) (MW:Stabw)
1% negative 72  210.04+47.18  <0.0001 22 465.73x184.67  0.1211 49  254602¢+4029  0.0384
pos 1 3219.1+400.36 3 1323.86£500.08 2 687.608+199.41
5% negative 72 210.04+47.18  <0.0001 22 465.73x184.67  0.1211 49 25460244029  0.0384
pos 1 3219.1+400.36 3 1323.86:500.08 2 687.608+199.41
10% negative 72 210.04+47.18  <0.0001 23 466.09+174.85  0.0493 49 25460244029  0.0384
pos 1 3219.1+400.36 2 1748.85£592.93 2 687.608+199.41
50% negative 72 210.04+47.18  <0.0001 25  568.709£178.88 - 51 271.583+40.86 -
pos 1 3219.1+400.36 0 + 0 +

Tabelle 16: PD-L1 Status in Entziindungszellen, CD8 Dichte in allen Tumoren und ausgewdhlten Subgruppen

Alle Tumoren Alle Sarkome Angiosarkome

PD-L1 n CD8-Dichte 0 n CD8-Dichte n CD8-Dichte 0
Cutoff  Ergebnis (MW:Stabw) (MW4Stabw) (MWStabw)

1% negative 797  151.308+15.816  <0.0001 731 141.79£16.03  <0.0001 34 224.98:8061  <0.0001
pos 36  885.908+74.415 16 1033.87:108.36 3 1497.87+271.37

5% negative 798  151.158+15.771  <0.0001 732 141.64:1596  <0.0001 34 224.98:8061  <0.0001
pos 35  910.305+75.303 15 1100.662111.49 3 1497.87+271.37

10% negative 804  158.846+15.985 <0.0001 736  148.459+16.24  <0.0001 34 224988061  <0.0001
pos 29 854.237+84.166 11 993.364:132.87 3 1497.87+271.37

50% negative 820  168.22+15.92  <0.0001 740 1512681622  <0.0001 36 275+81.8 0.0004
pos 13 1118.59+126.43 7 1180.37:166.79 1 2243.01%490.79
Liposarkome Sarkotc:atdde Mesotheliome

PD-L1 n CD8-Dichte 5 n CD8-Dichte p n CDB8-Dichte b
Cutoff  Ergebnis (MW:Stabw) (MW=Stabw) (MW+Stabw)

1% negative 71 210.73£56.43  <0.0001 13 21142122946 0.0345 43 231.842+42604 0.0226
pos 2 1690.07+336.24 12 955.7724+238.83 8  485.187+98.772

5% negative 71 210.7356.43  <0.0001 13 21142122946  0.0345 43 231.842:42604  0.0226
pos 2 1690.07+336.24 12 955.772+238.83 8 485.187+98.772

10% negative 71 210.7356.43  <0.0001 14 230.167+219.78  0.0294 44 250.006:4365  0.1883
pos 2 1690.07+336.24 11 999.581:247.94 7 407.21+109.44

50% negative 71 210.73£56.43  <0.0001 21 417.66+183.17  0.0254 49 265685:41.89  0.4805
pos 2 1690.07+336.24 4 1361.72+419.69 2 416.089+207.36

Tabelle 17: PD-L1 Status und CD8 Dichte fiir die kombinierte Analyse von Tumor- und Entziindungszellen
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Die, auf die PD-L1 Expression in Tumorzellen (Tabelle 15) beschrankte Analyse,
ergab fur die kombinierte Betrachtung aller Tumoren, aller Sarkome, der
Angiosarkome und der Liposarkome (die Tumorkategorie mit den meisten PD-L1
positiven Fallen), unabhangig vom Cutoff, massiv hdhere CD8 Dichten in PD-L1
positiven (jeweils >850) als in PD-L1 negativen Tumoren (jeweils < 250, jeweils
p <0,0001). Auch fir die sarkomatoiden Karzinome erreichten die Unterschiede
zwischen PD-L1 positiven und negativen Tumoren fir die Cutoffs 1%, 5% und
10% statistische Signifikanz (p<0,05) und verfehlte das Signifikanzniveau beim
Cutoff von 50% bei einem p-Wert von 0,0507 nur knapp. Aber auch bei diesem
Tumor waren die absoluten Unterschiede deutlich. Unabhangig vom Cutoff war
die Dichte CD8 positiver Lymphozyten in PD-L1 positiven Tumoren immer >950
und bei PD-L1 negativen Tumoren immer <420. Auch bei den Mesotheliomen
fanden sich unabhangig vom Cutoff hdhere Mengen CD8 positiver Lymphozyten
bei PD-L1 positiven als bei PD-L1 negativen Tumoren, doch wurde bei dieser
Tumorkategorie das Signifikanzniveau nicht erreicht.

Bei isolierter Betrachtung der Entziindungszellen (Tabelle 16) ergaben sich, trotz
einer insgesamt sehr geringen Zahl von Tumoren mit PD-L1 positiven
Entzindungszellen, hoch signifikante Unterschiede fur die Kategorien aller
Tumoren, aller Sarkome und Liposarkome (p<0,0001). Ebenfalls signifikant
waren die Unterschiede bei den malignen Mesotheliomen (p jeweils <0,05). Fur
sarkomatoide Karzinome wurde der Signifikanzwert nur bei einem Cutoff von
10% erreicht (p=0,0493).

Die kombinierte Analyse von Tumor- und Entziindungszellen (Tabelle 17) ergab
analoge Ergebnisse. Auch hier waren die statistischen Unterschiede zwischen
PD-L1 negativen und positiven Tumoren in der Regel unabhangig vom Cutoff.
Dies war v.a. bei allen Tumoren, Angiosarkomen und Liposarkomen (jeweils
p<0,0005) zu sehen. Auch bei sarkomatoiden Karzinomen waren die
statistischen Unterschiede unabhangig vom Cutoff statistisch signifikant
(p<0,05). Nur bei Mesotheliomen war, trotz fast doppelt so vielen Lymphozyten
in PD-L1 positiven Tumoren als in PD-L1 negativen Tumoren, bei einem Cutoff
von 1% und 5% eine statistische Signifikanz zu erkennen (p<0,05).
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Diskussion

Zahlreiche Studien haben sich in den letzten Jahren mit der PD-L1 Expression
von Weichteiltumoren und mit der Bedeutung lymphozytarer Infiltrate in diesen
Neoplasien beschaftigt. Studien zur Bedeutung sogenannter tumorinfiltrierender
Lymphozyten konzentrierten sich meistens auf die Zahl der CD8 positiven
zytotoxischen Lymphozyten. Bei diesem Zelltyp handelt es sich um diejenigen
Zellen, welche Tumorzellen durch direkte Interaktion eliminieren konnen. Die

wesentlichsten dieser Studien sind in Tabelle 18 dargestellt.

Pubmed Autor Tumortyp N Durchschnittin Zellen/mm? Messverfahren
21171080 Berghuis et al. Ewingsarkom 20 17 Automatisch
31516753 Que etal. Weichteilsarkom 163 137 Automatisch
30483955 Alves etal. Osteosarkom 21 25-130 Manuell
29308306 Keung etal. UPS 17 55vs 111 Automatisch
30133055 Oike etal. Synovialsarkom 36 188,3 Manuell
24243586 Fujiietal. Angiosarkom 55 131,8 Manuell
28039162 Nowicki et al. Synovialsarkom 29 15 Automatisch

4
Tabelle 18: Studien der Untersuchung von CD8 positiven Lymphozyten in Tumoren

Die Tabelle enthalt die Zahl der untersuchten Tumoren, die Art der untersuchten
Tumoren, das Verfahren zur Quantifizierung der CD8 positiven Lymphozyten und
die Kriterien fur die Klassifizierung der Tumoren in Gruppen (nach der Zahl der
tumorinfiltrierenden CD8 positiven Lymphozyten). Die Darstellung macht
deutlich, dass es zwar viele Studien gibt, dass die angewendeten Verfahren aber
sehr uneinheitlich sind, sodass die Vergleichbarkeit der Studien nicht ohne
Weiteres gegeben ist (Berghuis, et al., 2011) (Que, et al., 2019) (Alves, et al.,
2019) (Keung, Tsai, & Roland, 2017) (Oike, et al., 2018) (Fuijii, et al., 2014)
(Nowicki, et al., 2017).

Die Studienlage zum Thema PD-L1 Expression in Sarkomen ist noch komplexer
als diejenige zur Zahl tumorinfiltrierender Lymphozyten. Mindestens 37 Studien
haben zwischen 2013 und 2019, die Expression von PD-L1 in mesenchymalen
Tumoren untersucht. Dabei wurden nicht nur unterschiedliche PD-L1 AntikGrper
und Farbeprotokolle verwendet, auch die Kriterien fur die Definition eines PD-L1
positiven Tumors variierte, wobei die typischerweise verwendeten Cutoff Werte
1%, 5% oder 10% waren. Die friher beobachteten Positivitadtsraten zu PD-L1 in
mesenchymalen Tumoren ist in der Abbildung 34 fir Studien mit einem Cutoff
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von 1%, in Abbildung 35 fir Studien mit einem Cutoff von 5% und in Abbildung
36 fur Studien mit einem Cutoff von 10% dargestellit.

Cutoff 1%
0,00% 1000% 2000% 30,00% 4000% 5000% 6000% 70,00% 80,00% 9000% 100,00%
Liposarkom ® @ [
PNET/Ewing Sarkom °
Osteosarkom o0

Rhabdomyosarkom @ °

MPNST o °
Undifferentiertes pleomorphes Sarkom ® oo © ] °
Chondrosarkom @ °

Synovialsarkom @ ee

Leiomyosarkom @ ° )
Angiosarkom @ ] °
Epitheloides Sarkom @ [ ]
Fibrosarkom o
Alveoldres Weichteilsarkom ]
Spindelzellsarkom @ °
Malignes Mesotheliom L [ ] (X ] e oo e o

Neurofiborom @

Schwannom (]

Abbildung 34: Anzahl der PD-L1 positiven Tumoren mit einem Cutoff Wert von 1% angefirbten Tumorzellen
e Ergebnis einer Studie
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Abbildung 35:Anzahl der PD-L1 positiven Tumoren mit einem Cutoff Wert von 5% angeférbten Tumorzellen

e Ergebnis einer Studie
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Abbildung 36:Anzahl der PD-L1 positiven Tumoren mit einem Cutoff Wert von 10% angefirbten Tumorzellen

e Ergebnis einer Studie
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Ein Teil der durchgeflihrten Studien hatten auch andere Cutoff Werte verwendet.

Cutoff Rest
0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00% 70,00% 80,00% 90,00%  100,00%
Liposarkom @
PNET/Ewingsarkom @
Osteosarkom @ °
Rhabdomyosarkom L
Undifferentiertes pleomorphes Sarkom (R ] °
Chondrosarkom @

Kaposisarkom L]

Abbildung 37: Anzahl der PD-L1 positiven Tumoren mit einem anderen Cutoff Wert angefdrbten Tumorzellen
e Ergebnis einer Studie

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse aller Studien zur Frage der ,PD-L1
Positivitat” in Weichgewebstumoren ist in Abbildung 38 dargestellt, wobei die

Daten unabhangig von Cutoff verwendet wurden.

Cutoff gesamt
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Abbildung 38: Anzahl der PD-L1 positiven Tumoren (Zusammenfassung aller Studien mit allen Cutoff Werten)
e Ergebnis einer Studie
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In allen Darstellungen sind die Haufigkeiten von positiven Befunden fur die
einzelnen Subgruppen von Weichteiltumoren separat dargestellt. Aufgrund der
vorliegenden Daten der Literatur, lasst sich fur die Bedeutung der PD-L1
Expression in diesen Tumoren, aber auch fur die Bedeutung tumorinfiltrierender
CD8 positiver Lymphozyten und jedoch nicht fur die Interaktion dieser beiden
Parameter, ein klares Bild gewinnen. Ziel des vorliegenden Projektes war es
dementsprechend, die beiden Parameter PD-L1 Expression und Anzahl der
tumorinfiltrierenden CD8 positiven Lymphozyten an einer breiten Palette
verschiedener mesenchymaler Tumoren mit standardisierten Methoden zu
bestimmen und miteinander zu vergleichen. Eine Vielzahl von Studien hatten
bereits friher die PD-L1 Expression und die Zahl der tumorinfiltrierender CD8
positiven Lymphozyten bei Weichteiltumoren untersucht. Mindestens 37 Studien
hatten zwischen 2013 und dem Stichtag 14.09.2019 die PD-L1 Expression in
Weichteiltumoren untersucht und dabei zwischen 6 und 448 Tumoren untersucht
(im Durchschnitt: 109 Tumoren pro Studie) (Que, et al., 2017) (Koirala, et al.,
2016) (Park, et al., 2018) (Kim, et al., 2017) (Paydas, Bagir, Deveci, & Gonlusen,
2016) (Kostine, et al., 2016) (Késemehmetoglu, Ozogul, Babaoglu, Giiler Tezel,
& Gedikoglu, 2017) (Kim, et al., 2013) (Kim, et al., 2016) (Park, et al., 2018)
(Arantes, et al., 2017) (Torabi, Amaya, Wians JR, & Bryan, 2017) (Spurny, et al.,
2018) (Chen, et al., 2019). Mindestens 8 Studien hatten zwischen dem Jahr 2010
und 10.12.2018 die Zahl der tumorinfiltrierender CD8 positiven Lymphozyten
quantifiziert und dabei zwischen 8 und 163 Tumoren (Durchschnitt: 43 Tumoren
pro Studie) untersucht (Que, et al., 2019) (Tseng, et al., 2015) (Alves, et al., 2019)
(Fujii, et al., 2014) (Berghuis, et al., 2011) (Sorbye, et al., 2011). Beide
Parameter, die PD-L1 Expression und die Zahl der tumorinfiltrierenden CD8
positiven Lymphozyten hatten bereits 13 Studien untersucht, wobei zwischen 17
und 370 Tumoren zur Untersuchung gelangten (Durchschnitt 98 pro Studie)
(Boxberg, et al., 2018) (Cohen, Eleyan , Zick, Peretz, & Katz, 2018) (Patel, et al.,
2018) (Sundara, et al., 2017) (D'Angelo, et al., 2015) (Shurell, et al., 2016)
(Machado, Lopez-Guerrero, Scotlandi, Picci, & Llombart-Bosch, 2018) (Doyle, et
al., 2019) (van Erp, et al., 2017) (Oike, et al., 2018) (Keung, Tsai, & Roland, 2017)
(Nowicki, et al., 2017). Die Besonderheiten der jetzt vorliegenden Studie liegen
darin, dass eine besonders grof3e Zahl von Tumoren untersucht werden konnten

(n=823) und daher eine besonders prazise Analyse der Zahl der CD8 positiven
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Lymphozyten ermdglicht wurde, durch eine bereits vorher am Institut fur
Pathologie etablierte automatisierte digitale Zellquantifizierung.

Die besondere Starke der Tissue Microarray Methode liegt darin, dass eine sehr
grofRe Zahl an Tumoren in kurzer Zeit und zu geringen Kosten untersucht werden
konnen. Die eigentliche Untersuchung unseres Tumorkollektivs dauerte weniger
als eine Woche. Die Herstellung der TMA Schnitte, von beiden im Rahmen der
Studie erstellten TMA Bldcke, dauerte weniger als eine Stunde (2x2 Schnitte von
2 Bldcken). Die Farbung der Schnitte erfolgte an einem Tag. Die PD-L1
Auswertung durch einen Pathologen dauerte weniger als eine Stunde und die
digitale Quantifizierung der CD8 positiven Lymphozyten erforderte ebenfalls
weniger als einen Tag Arbeitszeit. Auch die Reagenzienkosten (fur die Farbung
von 4 Gewebeschnitten) waren minimal (<100Euro). Diese logistischen und
Okonomischen Vorteile werden durch die Untersuchung von nur kleinen
Gewebefragmenten pro Tumor ,erkauft®. Die kleine Menge des pro Patienten
untersuchten Gewebes legt die Frage nahe, in wie weit ein so kleiner
Tumorbereich fur die Gesamttumormasse eines Patienten tatsachlich
reprasentativ ist. Zahlreiche Studien haben diese Frage fruher untersucht, wobei
das verwendete Studiendesign immer gleich war. Von einem Paraffinblock
wurden mehrere Stanzen entnommen und es wurde geklart, ob die Befunde von
einer, zwei, drei oder mehr Stanzen die Befunde an einen korrespondierenden
Grol3schnitt, gefarbt mit dem gleichen Antikdrper, am besten reprasentieren
konnte. Alle diese Studien haben gezeigt, dass mehrere Stanzen pro
Gewebeblock die Befunde am korrespondierenden Grof3schnitt besser
reprasentieren, als nur eine Stanze (Al Kuraya, Simon, & Sauter, 2004).
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Reprasentativitat mit der Zahl der
entnommenen und untersuchten Stanzen bis zu einem gewissen Grenzwert
ansteigt und dass ab diesem Grenzwert, die Verwendung weiterer Stanzen,
keine Verbesserung der Reprasentativitat ergibt (Dancau, Simon, Mirlacher, &
Sauter, 2016). Am Institut fir Pathologie des Universitat Klinikum Eppendorfs
werden trotz dieser Studienlage nur Tissue Microarrays gebaut, die lediglich eine
Probe pro Patienten aufweisen. Daflur gibt es zwei wesentliche Grinde. Das
klassische Einstanzenprinzip verhindert, dass ungleiche Gewebemengen pro
Tumor zur Untersuchung kommen. Dies ist deswegen wichtig, weil die genannten

Studien gezeigt haben, dass die Haufigkeit von positiven Befunden mit der Zahl
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der untersuchten Stanzen pro Tumor zunimmt. Da immer ein Teil, der in einem
TMA eingebrachten Gewebezylinder, kein beurteilbares Tumorgewebe
beinhaltet, gabe es bei Verwendung mehrerer Stanzen pro Tumor in einem TMA
zwangslaufig Patienten, bei denen eine, zwei oder gar mehr als zwei Stanzen
auswertbar waren, sodass die Vergleichbarkeit zwischen den Befunden dieser
Patienten eingeschrankt ware. Der zweite und wichtigere Grund, auf mehrere
Stanzen zu verzichten, liegt darin, dass mehrere Stanzen pro Tumor den
Aufwand fur eine Studie und den Gewebeverbrauch pro Studie vervielfachen,
ohne dass ein gesicherter Mehrwert entsteht. Die Intention einer Untersuchung
molekularer Marker an einem TMA ist es namlich nicht, Daten zu generieren, die
reprasentativ fur einen Gewebeblock sind, sondern Daten, die reprasentativ fur
den Tumor sind. Da ein Gewebeblock nur eine kleine Teilmenge eines gesamten
Tumors beinhaltet, ist es unsicher, ob ein solcher Gewebeblock die
Gesamtsituation in einem Tumor optimal abbildet. Nur eine einzige der bisher
durchgefuhrten Studie, zur Reprasentativitat von TMA Befunden, hat an einem
TMA Spot erhobene Daten mit an einem korrespondieren Grofl3schnitt erhobenen
Daten und mit dem klinischen Verlauf der entsprechenden Patienten verglichen.
Die Studie von Torhorst et al. an mehr als 500 Mammakarzinomen hatte
uberaschenderweise gezeigt, dass am Grol3schnitt zwar doppelt so haufig eine
p53 Positivitat gefunden wurde, als an den aus dem gleichem TMA Block
hergestellten TMA Stanzzylinder, das aber nur der TMA p53 Befund und nicht
der GroRschnitt p53 Befund prognoserelevant war (Torhorst, et al., 2001). Aus
diesen Daten muss man schlieBen, dass in diesem speziellen Fall am
Grol3schnitt biologisch irrelevante oder artifizielle Befunde erhoben wurden, die
an der TMA Stanze nicht sichtbar waren und dass dadurch die Beschrankung auf
ein kleineres Gewebestuck einen gunstigen Einfluss auf die Ergebnisse der
Studie hatte. Ein weiteres schwer zu widerlegendes Argument fur die
Verwendung einer Stanze pro Tumor ist die Tatsache, dass alle in der Literatur
etablierten Zusammenhange zwischen molekularen Parametern und den
klinischen Patientenverlauf an derartigen TMAs reproduziert werden konnten.
Studien hatten unter anderem gezeigt, dass die Expression von Ostrogen
(Ristimaki, et al., 2002) und Progesteronrezeptoren, die HER2 Amplifikation
(Shokouh, et al., 2015), ein positiver p53 Status (Torhorst, et al., 2001) und ein
hoher Ki67 labeling Index beim Mammakarzinom (Ruiz, et al., 2005) mit einer
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ungunstigen Prognose assoziiert sind. Fur das Urothelkarzinom konnte sogar der
prognostische Einfluss der histologischen Gradierung an 0,6mm messenden
Gewebestlcken reproduziert werden (Simon, et al, 2001). Beim
Prostatakarzinom konnten die etablierten Prognosemarker p53 Alteration
(Schlomm, et al., 2008) und PTEN Deletion (Burdelski, et al., 2015) von der
Arbeitsgruppe der Universitatsklinikum Eppendorf Pathologie am TMA validiert
werden. Daruber hinaus wurden an einem Prostatakarzinom TMA am UKE mehr
als 20 verschiedene molekulare Prognosefaktoren identifiziert (Brudelski, et al.,
2014). Es ist nicht anzunehmen, dass aufgrund von nicht reprasentativen
Befunden am TMA molekulare Befunde ,falschlicherweise” prognoserelevant
werden.

Fiar die Quantifizierung von CD8 positiven Lymphozyten in Weichteiltumoren
waren in der Vergangenheit mehrere verschiedene Methoden verwendet worden.
Diese beinhalten das manuelle Auszahlen an TMA (Boxberg, et al., 2018), das
manuelle Auszahlen an Grof3schnitten (Oike, et al., 2018) (Fujii, et al., 2014), die
automatische Auszahlung im Rahmen einer digitalen Bildanalyse (Nowicki, et al.,
2017), (Sundara, et al., 2017), aber auch einfaches Schatzen der
Lymphozytenzahl an Grofschnitten (Doyle, et al., 2019). Das in dieser Studie
eingesetzte Verfahren war bereits friher auf die spezielle Situation am Tissue
Microarray adaptiert worden. Der verwendete Algorithmus zahlt nicht nur die Zahl
der CD8 markierten Lymphozyten pro Gewebefragment, sondern misst auch die
Flache jedes untersuchten Gewebes, sodass der Wert ,,Zahl der CD8 positiven
Lymphozyten/mm2“ fir jeden einzelnen Gewebespot genau berechnet wird. Da
im Tumorgewebe Proben manchmal auch Hohlrdume enthalten, wie zum
Beispiel Gefalde oder Luftblasen, kommt es vor, dass einzelne TMA Spots nicht
einer kreisrunden Flache mit einem Durchmesser von 0,6mm entsprechen,
sondern nur eine Teilmenge dieser Flache darstellen. Reprasentative Bilder fur
inkomplette TMA Spots sind in Abb. 39 und 40 dargestellt.
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Abbildung 39: Beispiel eines inkompletten TMA Spots

Abbildung 40: Beispiel eines unvollstindigen TMA Spots
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Die immunhistochemische Untersuchung von PD-L1 zeigte zunachst, dass in
Weichteiltumoren die PD-L1 Expression fast ausschlieBlich Tumorzellen
vorbehalten ist. Dies passt zu Daten von Kim et al., Boxberg et al. und Que et al.,
welche auch die PD-L1 Expression in Tumorzellen und Entzindungszellen
separat untersucht hatten und deutlich mehr PD-L1 Positivitat in Tumorzellen als
in Entziindungszellen gefunden hatten (Kim, et al., 2013) (Boxberg, et al., 2018)
(Que, et al., 2017). Allerdings hatten andere Untersucher, zumindest in 44
Sarkomen von 50 Tumoren eine pradominante PD-L1 Farbung in
Entziindungszellen und wenig in Tumorzellen (6 von 50 Tumoren) gefunden
(D'Angelo, et al., 2015). Es ware denkbar, dass die Diskrepanz zwischen Studien
bezuglich der Frage Tumorzell- versus Entzindungszellpositivitat fur PD-L1
daher rihrt, dass PD-L1 positive Tumorzellen und PD-L1 positive Makrophagen
in der Realitat teilweise schwierig voneinander zu unterscheiden sind. Es ist
davon auszugehen, dass Untersucher sich in ihrer Herangehensweise, bei
fraglicher Zuordnung einer PD-L1 positiven Zelle zu Entzindungs- oder
Tumorzellen, unterscheiden. Im Institut fur Pathologie des UKEs werden fragliche
Einzelzellen allerdings eher zu den Entzindungszellen, als zu den Tumorzellen
gruppiert. Anzumerken ist auf jeden Fall, dass es Tumoren gibt, bei denen die
PD-L1 Expression, wenn sie auftritt, fast ausschliel3lich in Entzindungszellen
vorkommt (Chovanec, et al., 2017). Ein Beispiel hierfur ist das Seminom, bei dem
die Tumorzellen praktisch nie PD-L1 exprimieren (Dissertation Pierre
Zimmermann, Manuskript in Vorbereitung). Die Daten dieser Studie zeigen, dass
Weichteiltumoren definitiv nicht in diese Kategorie von Tumoren gehoren.

Maligne Tumoren zeigten deutlich haufiger eine PD-L1 Positivitat in Tumorzellen,
als benigne Tumoren, bei denen sich in unserer Untersuchung von 398 benignen
Neoplasien kein einziger PD-L1 positiver Fall zeigte. Auch andere Autoren hatten
mehr PD-L1 Positivitat in malignen, als in benignen Tumoren gefunden (Kostine,
et al., 2016). Fur Weichteiltumoren fand sich zum Beispiel eine PD-L1 Positivitat
in benignen Tumoren (Neurofibrom und Schwannom) in 2,9%, aber bei malignen
Tumoren (MPNST) in 16,9% der Falle (Shurell, et al., 2016). Auch, dass eine PD-
L1 Expression beim Kolonkarzinom (Chen, et al., 2018) oder beispielsweise beim
Nierenzellkarzinom (Lu, et al., 2020) mit einer ungunstigen Prognose assoziiert
ist, passte zu einer Rolle der PD-L1 Positivitat fur die Tumoraggressivitat. Auch
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das besonders haufige Vorkommen von PD-L1 positiven Tumorzellen in
malignen Mesotheliomen und sarkomatoiden Karzinomen, zwei besonders
aggressiven Tumorentitaten, welche nicht zu den Weichteiltumoren zu rechnen
sind, passt zum Konzept einer erhohten Tumoraggressivitat bei PD-L1 positiven
Neoplasien.

PD-L1 positive Entzindungszellen fanden sich in unserem Tumorkollektiv nur in
einer kleinen Zahl von Fallen, wobei lediglich 5 von 31 Tumortypen betroffen
waren. Zu den Tumortypen mit besonders hoher Haufigkeit von PD-L1 positiven
Entzindungszellen gehorten neben dem Mesotheliom und dem sarkomatoiden
Karzinom, die beiden Tumortypen, welche wegen der weichteiltumorahnlichen
Morphologie in die Studie eingeschlossen wurden, das Spindelzellsarkom, eine
Entitat, bei der 2 Tumoren zur Untersuchung gelangten. Zu den am haufigsten
von PD-L1 positiven Tumorzellen betroffenen Weichteiltumoren gehdorten
wiederum maligne Neoplasien, insbesondere das Sarkom NOS (11,1%) mit PD-
L1 positiven Entziindungszellen und das Chondrosarkom (16,7%). Andere
Untersuchungen hatten mehr PD-L1 positive Entzindungszellen gefunden. So
fanden Paydas et al. bei 20 Sarkomen in 30% der Tumoren PD-L1 positive
Entziindungszellen (Paydas, Bagir, Deveci, & Gonlusen, 2016). D° Angelo et al.
fanden bei 15 Sarkomen in 30% der Tumoren PD-L1 positive Lymphozyten
(D'Angelo, et al., 2015). Boxberg et al. fanden bei 10 Tumoren in 27,8% von 36
untersuchten Fallen PD-L1 positive Entziindungszellen (Boxberg, et al., 2018).
Es ware denkbar, dass die Art der verwendeten Antikorper bzw. das
Immunhistochemieprotokoll fur Diskrepanzen zwischen verschiedenen Studien
verantwortlich sein konnten. Allerdings verwendeten wir in dieser Studie den
Antikorper E1L3N von Cell Signaling Technology. Dieser Antikorper gilt generell
besonders sensitiv fur den PD-L1 Nachweis an formalinfixierten Gewebe
(Kostine, et al., 2016) (Doyle, et al., 2019) (Arantes, et al., 2017) (van Erp, et al.,
2017) (Patel, et al., 2018) (Sundara, et al., 2017) (Que, et al., 2017) (Spurny, et
al., 2018) (Késemehmetoglu, Ozogul, Babaoglu, Giler Tezel, & Gedikoglu,
2017).

Die Quantifizierung CD8 positiver tumorinfiltrierender Lymphozyten ergab eine
deutliche Abhangigkeit der Lymphozytenzahl vom Tumortyp. Eine besonders
hohe Zahl tumorinfiltrierender Lymphozyten fand sich bei malignen Tumoren, wo
die durchschnittliche Zahl CD8 positiver Zellen mit 235,8 mehr als doppelt so
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hoch war als in benignen Tumoren (106,8 Zellen/mm2). Andere Studien hatten
allerdings keine signifikanten Unterschiede in der Zahl tumorinfiltrierender
Lymphozyten zwischen benignen und malignen Tumoren gefunden (Shurell, et
al., 2016). Die besondere Bedeutung der lymphozytaren Infiltrate fir maligne
Tumoren lasst sich auch in der Rangliste der Tumoren nach ihrer
durchschnittlichen CD8 Dichte erkennen (Abb. 24, Seite 37). Dabei befindet sich
der lymphozytereichste benigne Tumor, das Angiomyolipom mit durchschnittlich
176 CD8 positiven Lymphozyten/mm2 auf Rang 13. Dieser Befund passt zum
Konzept, dass eine lymphozytare Reaktion auf einem Tumor insbesondere dann
auftritt, wenn eine Neoplasie durch eine aggressive lokoregionale Expansion zu
Irritationen des umliegenden Gewebes fuhrt. Dies durfte bei langsam
wachsenden, scharf begrenzten Tumoren weniger der Fall sein als bei invasiv
wachsenden Neoplasien.

Der herausragende Befund unserer Untersuchung war die hochsignifikante
Beziehung zwischen dem Vorliegen einer tumoralen PD-L1 Expression und einer
hohen Zahl intratumoraler CD8 positiver Lymphozyten. Dass sich diese
Beziehung nicht nur bei Untersuchung aller Tumoren, sondern auch in
histologisch homogenen Unterkollektiven von Angiosarkomen, Liposarkomen,
sarkomatoiden Karzinomen und Mesotheliomen fand, und dass diese Beziehung
unabhangig vom gewahlten Cutoff war, spricht dafur, dass es sich bei diesem
Befund um eine wichtige, allgemeingultige biologische Beziehung handelt. Fur
eine prinzipielle Bedeutung dieses Befundes passt es auch, dass identische
Zusammenhange kurzlich von Tumorforschern der UKE Pathologie fur das
Nierenzellkarzinom und das Kolonkarzinom gefunden werden konnten
(Mandelkow, et al., 2019). Dabei waren die Ergebnisse beim Kolonkarzinom und
beim Nierenzellkarzinom ahnlich deutlich wie bei Sarkomen mit einer mindestens
doppelt, meist aber drei bis viermal hoheren Lymphozytenzahlen in PD-L1
positiven als in PD-L1 negativen Tumoren. Die Gesamtheit dieser Befunde
spricht dafur, dass die PD-L1 Expression in Tumoren eine direkte Reaktion auf
die lymphozytare Attacke durch das Tumormicroenvironment darstellt.
Angesichts der bekannten Beziehung eines hohen Lymphozytengehaltes in
Tumoren mit einer gesteigerten Immunogenitat von Tumoren wie beispielsweise
im Falle einer hohen Mutationslast oder einer Mikrosatelliteninstabilitat, konnte

folgendes Szenario postuliert werden: Hoch immunogene Tumore provozieren
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eine starke lymphozytare antitumorale Reaktion. Unter diesen Bedingungen
besitzen Tumorzellen, mit der Fahigkeit zur PD-L1 Uberexpression, einen
Selektionsvorteil, sodass PD-L1 exprimierende Tumore selektioniert werden. Die
PD-L1 Expression von Tumorzellen ware somit einer der maoglichen
Schutzmechanismen gegen einen Angriff durch mobilisierte zytotoxische T-
Zellen. Dementsprechend mussten PD-L1 positive Weichteiltumoren auf eine
Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren, welche sich gegen die PD-1/PD-L1 Achse
richten, ansprechen. Bisherige Studien haben allerdings diesbezuglich
gemischte Ergebnisse erzielt. Tawbi et al. fanden in einer Studie an 40 Tumoren
nur eine geringe Ansprechrate auf Pembrolizumab (gegen PD-1 gerichtet)
(Tawbi, et al., 2017). Studien, welche gleichzeitig das Ausmal der infiltrierenden
zytotoxischen T-Zellen und die PD-L1 Expression auf ihre pradiktive Rolle
untersucht haben, fehlen bisher. Unsere Daten deuten darauf hin, dass es aber
Sinn machen konnte, diese beiden hochkorrelierten Parameter gleichzeitig zu
analysieren.

Die gleichzeitige Untersuchung vieler Tumortypen mit einem einheitlichen
immunhistochemischen Protokoll fur die PD-L1 Anfarbung und einer identischen
Auswertungsmethode erlaubt es, die relative Bedeutung der PD-L1 Expression
in Weichteiltumoren zu bestimmen und eine Rangliste zu definieren nach der
Haufigkeit der PD-L1 Positivitat. Die von uns erhobenen Befunde sind in
Abbildung 38 im Kontext der fruheren Literatur dargestellt. Dabei machen die
grafisch dargestellten kontroversen Befunde aus der Literatur deutlich, wie
wichtig es ist, vergleichende Untersuchung verschiedener Tumorarten mit
einheitlicher Methodologie durchzufuhren. Unsere Daten zeigen, dass eine
Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren, welche sich gegen die PD1/PD-L1
Achse richten, insbesondere bei den Tumortypen Sarkomatoides Karzinom,
Mesotheliom,  Chondrosarkom, NOS, Angiosarkom, Angiomyolipom,
Leiomyosarkom und Liposarkom erfolgreich sein konnte. Die Ursachen fur die
diskrepanten Literaturbefunde sind schwer zu ergrinden, da viele Studien
gezeigt haben, dass die Detektionsrate unterschiedlicher Antikorper sich nicht
wesentlich unterscheidet (Cohen, Eleyan , Zick, Peretz, & Katz, 2018) (Chen, et
al., 2019) und dass sich selbst laborspezifische, selbst etablierte PD-L1
Immunhistochemieprotokolle, unter Verwendung nicht FDA zugelassener
Antikorper, vergleichbare PD-L1 Resultate erbringen, wie FDA zugelassene
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Antikorper (Arantes, et al., 2017) (Kostine, et al., 2016) (van Erp, et al., 2017)
(Que, et al., 2017) (Sundara, et al., 2017) (Patel, et al., 2018) (Kdsemehmetoglu,
Ozogul, Babaoglu, Giiler Tezel, & Gedikoglu, 2017) (Spurny, et al., 2018) (Doyle,
et al, 2019). Es misste eigentlich angenommen werden, dass den
Auswertekriterien fur die Diskrepanzen in der Literatur eine besondere Rolle
zukommt. Allerdings =zeigen die Daten unserer Studie auch, dass
unterschiedliche Cutoffs (mit Ausnahme eines extremen Cutoff von 50%) zu
keinen erheblichen Unterschieden in der Zahl der als PD-L1 positiv identifizierten
Tumoren fuhren, sodass die Ursache fur die divergente Literatur letztlich unklar
bleibt.
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Zusammenfassung

Das PD-L1/PD-1 Regelsystem spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation der
T-Zell vermittelten Immunantwort und verhindert insbesondere Uberschie3ende
Immunreaktionen. Die Blockade des PD-L1/PD-1 Regelsystems durch
blockierende Antikdrper (sogenannte Immuncheckpoint-Inhibitoren) spielt heute
in der medikamentdsen Tumortherapie eine zentrale Rolle. Da aber nicht alle
malignen Tumoren auf eine derartige Behandlung ansprechen, werden heute
viele Tumoren regelmafig auf mogliche pradiktive Parameter fur das Ansprechen
auf Checkpoint-Inhibitoren untersucht. Zu den wesentlichen pradiktiven
Parametern gehort in erster Linie die Expression von PD-L1 in Tumor- und/oder
Entzindungszellen. Ein anderer, viel diskutierter Parameter ist die Zahl der
tumorinfiltrierenden Lymphozyten, speziell der zytotoxischen (CD8 positiven) T-
Lymphozyten. Frihere Untersuchungen hatten, sowohl zur PD-L1 Expression
wie auch zur Dichte tumorinfiltrierender Lymphozyten, bei Weichteiltumoren,
wahrscheinlich in erster Linie wegen Verwendung unterschiedlicher Methoden,
divergente Ergebnisse erzielt. Um eine umfassende Ubersicht Uber die PD-L1
Expression, die Zahl CD8 positiver Lymphozyten und den Zusammenhang dieser
beiden Parameter in Weichteillumoren zu gewinnen, wurde flur diese
Untersuchung ein Tissue Microarray bestehend aus 823 Tumoren von 31
unterschiedlichen Tumortypen hergestellt. Der Array umfasste 398 verschiedene
benigne Weichgewebstumoren, 349 verschiedene maligne
Weichgewebstumoren, sowie die Kategorien maligne Mesotheliome (n=51) und
sarkomatoide Karzinome (der Harnblase) (n=25), welche als Sarkom ahnliche
Tumoren in die Studie inkludiert wurden. Der Tissue Microarray wurde
immunhistochemisch mit Antikorper gegen PD-L1 und CD8 untersucht, wobei die
PD-L1 Expression manuell evaluiert wurde und die Zahl der CD8 positiven
Lymphozyten durch eine automatisierte digitale Bildanalyse. Eine PD-L1
Expression in Tumorzellen fand sich ausschlieBlich bei malignen Tumoren und
zwar in 1 von 2 Spindelzellsarkomen, 48% von 25 sarkomatoiden Karzinomen,
18,2% der 22 nicht epitheloiden Mesotheliome, 14,3% von 7 Chondrosarkomen,
10,3% von 29 epitheloiden Mesotheliomen, 8,1% von 37 Angiosarkomen, 10%
von 70 Sarkomen NOS, 2,9% von 35 Leiomyosarkomen und 2,7% von 73
Liposarkomen. PD-L1 positive Entzindungszellen fanden sich ebenfalls
Uberwiegend in malignen Tumortypen namlich in 13,6% von 22 sarkomatoiden
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Karzinomen, 7,4% von 27 epitheloiden Mesotheliomen, 1,4% von 72
Liposarkomen, 1,4% von 69 Sarkomen NOS. Unter den benignen Tumoren fand
sich eine PD-L1 Expression in Entzindungszellen nur in einem Tumor, einem
Angiomyolipom (1,1%, 1/88). Die PD-L1 Expression zeigte weder fur
Tumorzellen, noch fur Entzundungszellen, noch die Kombination, einen
Zusammenhang zu pT, Differenzierungsgrad, pN und R-Status. Die CD8-Dichte
(CD8 positive Zellen -mm?) war bei malignen Weichteiltumoren deutlich héher
(235,8423,7) als in benignen Weichteiltumoren (106,823, p<0,0001). Der
Vergleich mit histologischen Parametern fur Tumoraggressivitat ergab fur die
Sarkome eine statistisch signifikante Abnahme der Dichte CD8 positiver
Lymphozyten von pT1 (n=8, 504,9 Zellen / mm?) Uber pT2 (n=33, 76,7) und pT3
(n=5, 56,4) zu pT4 (n=5, 30,0, p=0,0261) aber keinen signifikanten
Zusammengang zu Differenzierungsgrad, Nodalstatus oder R-Status. Der
Vergleich von PD-L1 Expression und CD8-Dichte ergab in PD-L1 positiven
Tumoren deutlich hdhere Lymphozytenzahlen als in PD-L1 negativen Tumoren.
Unabhangig davon, ob der PD-L1 Status von Tumorzellen, Entzindungszellen
oder die Kombination beider Parameter berucksichtigt wurde, war die Korrelation
mit der CD8 Dichte fur alle Cutoffs (1%, 5%, 10%, 50%) fur die Kategorien aller
Tumoren aller Sarkome, Angiosarkome und Liposarkome jeweils hoch signifikant
(p<0,0001). Auch numerisch waren die Unterschiede eklatant. Fir alle Sarkome
fanden sich bei einem Cutoff von 5% bei 732 PD-L1 negativen Tumoren im
Durchschnitt 141,64 (£15,96) CD8-positive Lymphozyten, wahrend die
entsprechende Zahl bei 15 PD-L1 positiven Tumoren 1100,66 (£111,49) war.

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Studie, dass die PD-L1 Expression
bei Sarkomen generell ein seltenes Ereignis ist, aber hochsignifikant mit einer
erhohten Lymphozytendichte einhergeht. Der enge Zusammenhang zwischen
PD-L1 Expression und hoher CD8-Lymphozytendichte spricht flr einen direkten
funktionellen Zusammenhang zwischen diesen Befunden und somit dafur, dass
die PD-L1 Expression eine Folge der lymphozytaren ,Immun-Attacke“ darstellt.
Die Entwicklung der Fahigkeit zur PD-L1 Expression in Tumorzellen ist somit ein
adaptiver Mechanismus, zur Vermeidung einer Tumor-Eliminierung durch die

Immunantwort.
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Abkiirzungsverzeichnis

WHO World Health Organization

CHOP-Gen C/EBP homologous protein

PD-1 Programmed death protein 1

PD-L1 Programmed death ligand 1

TMA Tissue Microarray

UKE Universitatsklinikum Eppendorf

NOS Not otherwise specified

PNET Primitiv neuroektodermaler Tumor

MPNST Maligner peripherer Nervenscheidentumor
pT Pathologische Einteilung des Primartumors
R Resektionsstatus

pN Pathologische Einteilung des Nodalstatus
CD8 Cluster of differentiation 8

HER2 Human Epidermal growth factor Receptor 2
PTEN Phosphatase and Tensin homolog

FDA Food and Drug Administration

UPS undifferenziertes pleomorphes Sarkom
Vs versus
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