
1 
 

 

UNIVERSITÄTSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF 

 

 

Institut für Pathologie mit den Sektionen Molekularpathologie und Zytopathologie  

Direktor: Prof. Dr. med. Guido Sauter 

 

 

Auswertung und Quantifizierung der Ausprägung von CTLA-4 

positiven Zellen in 90 Tumorentitäten mittels KI-unterstützter 

Analyse 

 

 

Dissertation  

 

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin  

an der Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg. 

 

 

vorgelegt von: 

Tjark Leon Crispin Henke 

aus Hamburg 

 

Hamburg 2024 

 



2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Angenommen von der 

Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg am 15.05.2024 

 

Veröffentlicht mit Genehmigung der 

Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg. 

 

 

 

 

Betreuer / Gutachter der Dissertation: Prof. Dr. Guido Sauter 

Gutachter der Dissertation: Prof. Dr. Stefan Bonn 

Vorsitz der Prüfungskommission: Prof. Dr. Stefan Bonn 

Mitglied der Prüfungskommission: Prof. Dr. Nicolaus Kröger 

Mitglied der Prüfungskommission: PD Dr. Katharina Harms-Effenberger 

Datum der mündlichen Prüfung: 09.02.2026  



3 
 

Inhalt 

1.  Publikation: Semi-automated validation and quantification of CTLA-4 in 90 different 

Tumor entities using multiple antibodies and artificial intelligence. ...................................... 4 

2. Darstellung der Promotion ........................................................................................... 12 

2.1. Einleitung .................................................................................................................. 12 

2.2. Material und Methoden ............................................................................................. 13 

2.3. Ergebnisse ................................................................................................................ 14 

2.4 Diskussion .................................................................................................................. 16 

3. Zusammenfassung .......................................................................................................... 20 

4. Abstract ............................................................................................................................ 21 

5. Erklärung des Eigenanteils.............................................................................................. 22 

6. Abkürzungsverzeichnis ................................................................................................... 23 

7. Literaturverzeichnis ......................................................................................................... 24 

8. Danksagung..................................................................................................................... 29 

9. Lebenslauf ....................................................................................................................... 30 

10. Eidesstattliche Erklärung ............................................................................................... 31 

 

 

 



4 
 

1.  Publikation: Semi-automated validation and quantification of 

CTLA-4 in 90 different Tumor entities using multiple antibodies 

and artificial intelligence. 

 



5 
 

 

 



6 
 

 

 



7 
 

 

 



8 
 

 

 



9 
 

 

 

 



10 
 

 



11 
 

 



12 
 

2. Darstellung der Promotion 

2.1. Einleitung 

CTLA-4 (cytotoxic t-lymphocyte antigen 4, CD-152) ist ein Rezeptor, der sowohl auf CD4+- 

Helfer- und Regulatorischen T-Zellen als auch CD8+- cytotoxischen-T-Zellen exprimiert 

wird (Rowshanravan et al., 2018, McCoy and Le Gros, 1999). Zusammen mit dem Rezeptor 

CD28 spielt er eine Rolle in der Regulation der T-Zell-Antwort. Beide Rezeptoren binden 

die gemeinsamen Liganden CD80 sowie CD86, die auch B7-Proteine genannt und ihnen 

von Antigenpräsentierenden Zellen (APC) präsentiert werden. (Rowshanravan et al., 2018, 

Schwartz et al., 2001) Während CD28, wenn an die Liganden gebunden, eine co-

stimulatorische Wirkung auf die T-Zell-Antwort ausübt, kommt CTLA-4 generell ein 

hemmender Effekt zu. Ausgeübt wird dieser Effekt zu einem wesentlichen Anteil über die 

Aktivierung der regulatorischen T-Zellen (Tregs), welche als natürliche „Bremse“ der 

Immunantwort wirken (Wing et al., 2008, Sakaguchi et al., 2008). Der CTLA-4-Signalweg 

wird häufig in der Immuntherapie gezielt genutzt: So wurde der CTLA-4-Inhibitor Ipilimumab 

allein oder in einer Kombinationstherapie von der amerikanischen Food and Drug 

Administration (FDA) für die Behandlung des fortgeschrittenen malignen Melanoms, des 

Nierenzellkarzinoms und des mikrosatelliteninstabilen kolorektalen Karzinoms zugelassen  

(Hodi et al., 2010, Ribas et al., 2016, Hargadon et al., 2018, Vaddepally, et al., 2020). 

In Anbetracht der Rolle von CTLA-4 als Ziel von Arzneimitteln ist die Prävalenz und 

topografische Verteilung von CTLA-4+ Lymphozyten und Lymphozyten-Unterklassen von 

Interesse. Die bisher vorrangig eingesetzten Verfahren zum Nachweis CTLA-4-positiver 

Zellen in Tumorgeweben setzen häufig auf Untersuchungen mittels Durchflusszytometrie 

oder RNA-basierten Verfahren (Chan et al., 2014, Roh et al., 2017). Da diese Techniken 

am besten an unfixiertem Gewebe anwendbar sind, das bei den meisten Tumoren in der 

Routinepraxis nicht zur Verfügung steht, sind Untersuchungen an großen Kohorten und 

insbesondere an seltenen Tumorentitäten erschwert. Derartige Studien erfordern die 

Verwendung von routinemäßig aufbereitetem, formalinfixiertem Gewebe, wurden aber 

bisher durch einen Mangel an CTLA-4-Antikörpern behindert, die für die Immunhistochemie 

(IHC) geeignet sind. Antikörper mit nachgewiesener Spezifität für unverarbeitetes, natives 

Zielprotein zeigen bisher auf formalinfixiertem Gewebe oft enttäuschende Ergebnisse 

(Hewitt et al., 2014, Buchwalow et al., 2011, Saper, 2009). Zu den potenziellen Mängeln 

gehören eine fehlende Anfärbung des Zielproteins, ein ungünstiges Signal-Rausch-

Verhältnis, welches zu einer unspezifischen Hintergrundfärbung führt oder eine 

Kreuzreaktivität der Antikörper, die zu einer deutlichen Anfärbung von Strukturen führt, die 

das Zielprotein nicht enthalten (Hewitt et al., 2014, Buchwalow et al., 2011). 
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Im Bereich der histopathologischen Diagnostik nimmt der Einsatz von künstlicher Intelligenz 

einen immer höheren Stellenwert ein. In den letzten Jahren kommen dank der 

Digitalisierung der Medizin zunehmend Programme zum Einsatz, die die optische 

Auswertung an Gewebeschnitten unterstützen. (Forsch et al., 2021, van der Laak et al., 

2021): So existieren bereits seit mehreren Jahren Assistenzsysteme, die in der 

histopathologischen Aufarbeitung Regionen von erhöhter Auffälligkeit identifizieren und z.B. 

auf Metastasen- oder Tumorwachstum hinweisen können (Ehteshami Bejnordi et al., 2017, 

Steiner et al., 2018). In der regelhaften histopathologischen Diagnostik spielen diese 

Systeme noch eine untergeordnete Rolle (Ahmad et al., 2021). 

Im hier verfolgten Untersuchungsansatz wurden zwei Antikörper verwendet, die CTLA-4+- 

Zellen in verschiedenen Tumorentitäten in formalinfixiertem Gewebe anfärben. Um die 

Schwächen der Antikörper zu kompensieren, erfolgte der Einsatz einer KI, welche die 

Unterscheidung zwischen unspezifischer und spezifischer Färbung unterstützte. 

Mithilfe von Tissue Micro arrays („TMA“) ist es möglich, parallel immunhistochemische 

Untersuchungen an mehreren Gewebeproben vorzunehmen. Hierzu werden aus in 

Paraffinblöcken eingelagerten Normalgeweben oder Tumoren die entsprechenden Areale 

durch Pathologen eingezeichnet, ausgestanzt und in Paraffinblöcke eingesetzt. Auf diese 

Weise können mehrere hundert Tumorstanzen parallel und unter gleichen Bedingungen 

ausgewertet werden (Kononen et al., 1998).  

2.2. Material und Methoden 

Die durchgeführten Methoden und die verwendeten Materialien sind in der Publikation 

detailliert dargestellt. Die nachfolge Darstellung ist stark vereinfacht. In der gezeigten Arbeit 

wurde neben einem Normalgewebe-TMA mit 76 unterschiedlichen Normalgeweben ein 

„Multi-Tumor Array“ (MTA) verwendet, welcher aus über 5000 verschiedenen 

Tumorgeweben von 134 Tumorarten besteht.  

Für die Durchführung der immunhistochemische Analyse (IHC) der TMA-Schnitte wurden 

frische 4 µm dicke Gewebeschnitte zugeschnitten und diese mit den beiden Antikörpern 

MSVA-152R und CAL49 nach Herstellerangaben gefärbt.  

Um das Färbemuster der beiden CTLA-4 Antikörper zu vergleichen, wurde ein angefärbtes 

Areal in einer menschlichen Tonsille untersucht. Dies ergab eine hohe Korrelation (r = 0.81, 

p < 0.0001).  

Die Gewebeschnitte wurden durch Leicas „Aperio AT2 slide scanner“ digitalisiert. Die 

Analyse der entstandenen Bilder wurde mittels eines zweistufigen Verfahrens durchgeführt, 

welches „convolutional neural networks“ (U-Net) für die quantitative Auswertung von CTLA-
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4-positiven Zellen und ein „deep neural network“ (DeepLab3+) zur Erkennung von nicht-

spezifischer CTLA-4 Anfärbung beinhaltete.  

Der U-Net Algorithmus zur Erkennung der einzelnen Zellen wurde wie folgt trainiert: Einem 

„Machine Learning“ Algorithmus, welcher die Kontraste von Zellkernen und Hintergrund 

erkennen soll, wurden Schwellenwerte zu deren Unterscheidung vorgegeben (sog. 

„Thresholding“) und diese zum Annotieren der ersten 500 Patienten genutzt. Nach 

Korrektur dieser 500 Patienten durch Pathologen wurden weitere, nun sukzessiv trainierte 

U-Nets mit nun mehr Patienten trainiert und manuell korrigiert, bis das finale U-Net zur 

Zellerkennung an 75% der Patienten trainiert worden war; anschließend erfolgte die 

Anwendung auf das Gesamtkollektiv. Der Schwellenwert der Färbung, welcher eine 

Wertung als CTLA-4 positiv festlegte, wurde von erfahrenen Pathologen visuell festgelegt 

und anschließend die Flächen der jeweiligen CTLA-4 positiven Zellen ebenfalls durch einen 

trainierten U-Net Algorithmus berechnet. 

Das DeepLab3+ deep-learning Programm zur Erkennung von jeweils abweichenden 

Anfärbungen wurde an 75% der Fälle von jeder der verwendeten Tumorentitäten trainiert. 

Durch Pathologen wurden manuell Flächen markiert, welche nicht-spezifische Anfärbung 

von CTLA-4 aufwiesen, sodass das Programm anhand dieser Grenzwerte ebenfalls nicht-

spezifische Anfärbung identifizieren konnte. Die Bewertung als falsch-positive Anfärbung 

wurde mittels Vergleichs der Anfärbemuster beider verwendeter CTLA-4 Antikörper 

vorgenommen. Analysierte Gewebeschnitte, die über 5% an nicht-spezifischer Anfärbung 

aufwiesen, wurden aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Folglich wurde die Analyse 

der Dichte von CTLA-4 positiven Zellen (Zellen / mm2) anhand von Gewebeschnitten 

durchgeführt, die 5% oder weniger nicht-spezifische Anfärbung ausmachten. 

Python (Version 3.822) und das Visiopharm software Package (Hoershom, Dänemark) 

wurden zum Training und zur Auswertung der KI-Systeme verwendet (Tippmann, 2015).  

Statistische Berechnungen wurden mittels R (Version 3.6.1. (The R foundation) und JMP 

Pro 15 software package (SAS Institute Inc., NC, USA) durchgeführt. Es wurden 

Kontingenztafeln und der Chi-Quadrat-Test zur Analyse von Auffälligkeiten zwischen 

CTLA-4-Dichte und Tumor-Phänotyp durchgeführt.  

 

2.3. Ergebnisse 

Die Ergebnisse sind detailliert in der beiliegenden Originalpublikation „Semi-automated 

validation and quantification of CTLA-4 in 90 different Tumor entities using multiple 
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antibodies and artificial intelligence.“ beschrieben. Die wichtigsten Befunde der 

Untersuchung waren: 

CTLA-4-positive Zellen im Normalgewebe 

Größtenteils zeigten die beiden verwendeten Antikörper eine zu erwartende starke 

Anfärbung der Zellmembranen von zahlreichen T-Lymphozyten.  

Beide Antikörper färbten außerdem übereinstimmend Schilddrüsengewebe an.  

Unterschiede im Normalgewebe zeigten sich bei mehreren Gewebetypen: So färbte MSVA-

152R stark das Cytoplasma von Nebennierenkortikalis- und Deziduazellen des 

Endometriums an. Außerdem wurden die Gewebe vom Zylinderepithel des Nebenhodens, 

die exokrinen azinösen Zellen des Pankreas, Hepatozyten und Oberflächenepithel des 

Gastrointestinaltraktes schwach angefärbt.  

CAL-49 färbte stark das Zytoplasma von oberflächlichen Epithelzellen des Magens und 

Zellen der Talgdrüsen der Haut an. Mittelstark bis schwach angefärbt wurden Medullazellen 

der Schilddrüse und epitheliale Zellen der Nierentubuli.  

Alle diese Anfärbungen bestanden bei jedem der Antikörper isoliert, sodass diese als 

Kreuzreaktion gewertet wurden. Obwohl das Schilddrüsengewebe von beiden Antikörpern 

stark angefärbt worden war, wurde dies ebenfalls als Kreuzreaktion gewertet, da CTLA-4 

nach aktuellem Kenntnisstand keine zu erwartende biologische Funktion im 

Schilddrüsengewebe hat.  

CTLA-4 Validierung im Tumorgewebe 

Insgesamt wurden zum Training und zur Validierung des deep-learning Algorithmus über 

9400 Bilder von 90 verschiedenen Tumorentitäten verwendet, um eine automatisierte 

Erkennung von nicht-spezifischer Anfärbung der Antikörper zu ermöglichen.  

Ein hoher Anteil von nicht-spezifischer Anfärbung zeigte sich für MSVA-152R in Adenomen 

der Nebennierenkortikalis (58%) und für CAL49 in Phäochromozytomen (66%) und 

Hepatozellulären Karzinomen (35%) Bei malignen Melanomen, 

Nebennierenrindenkarzinomen, Nieren- und Schilddrüsentumoren wurde bei 1% bis 8% der 

Zellen eine unspezifische Färbung für beide Antikörper festgestellt. Nach automatisiertem 

Ausschluss unspezifischer Färbereaktionen wurde in 126 Fällen (2,7 %) der 4723 mit 

MSVA-152R gefärbten Fälle und in 213 (4,5 %) der 4682 mit CAL49 gefärbten Fälle eine 

starke Korrelation zwischen den mit beiden Antikörpern ermittelten Dichten an CTLA-4+-

Zellen festgestellt (r = 0,93; p < 0,0001). Für alle weiteren Analysen wurden die mit beiden 

Antikörpern ermittelten durchschnittlichen Dichten von CTLA-4+-Zellen für jeden Patienten 



16 
 

verwendet, außer bei Tumorproben mit >5 % unspezifischer Färbung. In diesen Fällen 

wurden nur die Daten des Antikörpers mit spezifischer Färbung verwendet. 

CTLA-4 im Tumorgewebe 

Die Dichte von CTLA-4-positiven Zellen variierte über die 90 untersuchten Tumorentitäten 

sehr stark: Die höchste Dichte von CTLA-4+ Zellen zeigte sich erwartungsgemäß in 

Lymphomen. Über die Karzinome zeigte sich ebenfalls eine hohe Varianz der CTLA-4-

Dichte, jedoch auch innerhalb der Tumorentitäten gab es starke Schwankungen.  

Nach Einbeziehung von histopathologischen Parametern zeigte sich über alle epithelialen 

Neoplasien hinweg, dass eine hohe Dichte von CTLA-4+ Zellen mit einem günstigen pT 

Status (p <0,0001), einem pN0 Stadium (p= 0,0031) und PD-L1-Positivität in Tumor- und 

Entzündungszellen (jew. p<0,0001). vergesellschaftet war. 

2.4 Diskussion 

Die Daten dieser Studie zeigen die Machbarkeit einer zuverlässigen und präzisen 

Hochdurchsatz-Quantifizierung von Lymphozyten-Unterpopulationen unter Verwendung 

eines KI-gestützten Mehrfachantikörper-Ansatzes. 

Für diese Studie wurden zwei verschiedene CTLA-4-Antikörper verwendet, da die 

Verwendung mehrerer unabhängiger Antikörper der einzig praktikable Ansatz zur 

Validierung von Lymphozytenmarker-Antikörpern für die Immunhistochemie an 

formalinfixiertem Gewebe ist. 

Obwohl die Internationale Arbeitsgruppe für Antikörpervalidierung (International Working 

Group for Antibody Validation, IWGAV) vorgeschlagen hat, dass die Antikörpervalidierung 

für die Immunhistochemie alternativ einen Vergleich der IHC-Befunde mit 

Expressionsdaten umfassen könnte, die mit einer anderen unabhängigen Methode 

gewonnen wurden (Uhlen et al., 2016), ist dieser Ansatz für Immunzellmarker aufgrund der 

weiten Verbreitung von Immunzellen in praktisch allen Geweben nicht praktikabel. 

Die Tatsache, dass beide verwendeten Antikörper in Multicolor-Analysen nahezu identische 

Untergruppen von Lymphozyten identifizierten, ist ein starker Hinweis dafür, dass beide 

Antikörper CTLA-4 in formalinfixiertem Gewebe erkennen. Bei dem umfassenden 

Screening von 76 verschiedenen normalen Gewebekategorien wurden auch mehrere 

Gewebestrukturen identifiziert, die von einem Antikörper eindeutig angefärbt wurden, von 

dem anderen jedoch nicht. Während bei jedem funktionirenden Antikörper eine Anfärbung 

des Zielproteins zu erwarten ist, ist es wahrscheinlich, dass Kreuzreaktivitäten eher 

antikörperspezifisch sind und daher nicht überlappende Gewebe und Zelltypen betreffen. 
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Die CAL49-Anfärbung von Magen- und Nierenepithel sowie die MSVA-152R-Färbung in 

Nebennieren-, Deziduazellen und anderen Epithelialen Zellen werden daher als Antikörper-

Kreuzreaktivitäten gewertet. Kreuzreaktivitäten von diagnostisch verwendeten Antikörpern 

sind keine Seltenheit, wenn ein umfangreiches Screening von Normalgewebe durchgeführt 

wird (Fritschy et al., 2008). So haben wir bereits unspezifische Färbungen von glattem 

Muskelgewebe für den PLAP-Antikörperklon 8A9 (Reiswich et al., 2021), von 

Spermatozyten des Hodens für den DOG1-Klon SP31 (Jansen et al., 2021) und von 

Gelbkörperzellen des Eierstocks, Nebennierenrindenzellen und Deziduazellen für den 

SATB2-Klon 384R-18 (Dum et al., 2022) beobachtet. Die Kreuzreaktivität von Antikörpern 

stellt nicht unbedingt eine Einschränkung des Nutzens eines Antikörpers dar und kann 

sogar vorteilhaft eingesetzt werden: Die kreuzreaktive Bindung des Melan-A-Klons A103 

an Nebennierenrindenzellen wird zum Beispiel in der Diagnostik zur Unterscheidung 

zwischen Nebennierenrindengewebe und klarzelligem Nierenzellkarzinom verwendet 

(Ghorab et al., 2003).  

Die gründliche Analyse von >4582 Tumoren aus 90 verschiedenen Tumorarten zeigte in 

dieser Studie, dass die für unsere beiden CTLA-4-Antikörper festgestellten 

Kreuzreaktivitäten die Quantifizierung von CTLA-4-+-Lymphozyten nur in wenigen 

Tumorentitäten behinderten. Da die artefaktanfälligen Tumorentitäten antikörperspezifisch 

waren und sich für unsere Antikörper diesbezüglich nicht überschnitten, ermöglichte die 

Verwendung von nur zwei Antikörpern eine erfolgreiche Analyse des gesamten Tumorsets, 

obwohl einige einzelne Tumoren, wie z. B. stark pigmentierte Melanome, für keinen der 

beiden Antikörper ein aussagekräftiges Ergebnis erbrachten. Weiterhin fiel auf, dass sich 

in keinem der 4582 angefärbten Tumoren ein bestätigter Nachweis von CTLA-4-

angefärbten Tumorzellen erbringen ließ, obwohl in mehreren früheren IHC-Studien das 

Vorkommen von CTLA-4 in Tumorzellen von malignen Melanomen (Laurent et al., 2013), 

Brustkrebs (Yu et al., 2015) und Speiseröhrenkarzinomen (Zhang et al., 2016) beschrieben 

wurde. Es erscheint möglich, dass diese früheren Berichte auf einer unspezifischen 

Antikörperbindung an Tumorzellen beruhten.  

Die Tatsache, dass die Analyse von mehr als 4000 Tumorproben aus 90 verschiedenen 

Tumorentitäten mit demselben Deep-Learning-Algorithmus für beide Antikörper 

durchgeführt werden konnte, war eine Stärke dieser Studie und ermöglichte eine vollständig 

reproduzierbare Analyse der unspezifischen Färbung für mehrere Antikörper. Daher wurde 

die künstliche Intelligenz (KI) für die Erkennung unspezifischer Färbereaktionen auf 

Immunfärbungen beider Antikörper trainiert, und zwar zu gleichen Teilen, um eine gute 

Leistung für beide Antikörperklone zu gewährleisten. Um ein so breites Spektrum 

unterschiedlicher Färbemuster mehrerer Antikörper in verschiedenen Tumorentitäten 
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abzudecken, basierte das KI-Framework auf einer KI zur Zellsegmentierung sowie auf der 

zentralen KI zur Erkennung von unspezifischer Antikörper-Anfärbung.  

Eine große Hürde bei der Entwicklung einer KI zur Erkennung unspezifischer Färbungen 

war es, eine große Vielfalt an unspezifischen Färbemustern sowie von spezifischem 

lymphozytären Färbemuster in der Trainingsmenge zu erreichen. Hierfür war die Tatsache 

von Nutzen, dass bei den meisten Tumorentitäten die Färbequalität der beiden Antikörper 

komplementär zueinander war (d. h. mindestens einer der der Antikörperklone eine 

spezifische Immunfärbung zeigte), was die Genauigkeit unserer KI deutlich erhöhte. Ein 

weiterer Vorteil waren die grundlegenden Unterschiede in der Form der CTLA-4+-

Lymphozyten und der unspezifischen Färbung. Daher kann der in dieser Studie 

beschriebene AI-Ansatz besonders bei Lymphozytenmarkern besonders effektiv sein. In 

Zukunft kann dieser KI-Ansatz - ähnlich wie andere KI-basierte 

Entscheidungsunterstützungssysteme in der Pathologie (Campanella et al., 2019) - den 

Pathologen unterstützen, indem er >90 % der unwichtigen Tumorproben ausschließen und 

auf die TMA-Kerne von Interesse (d. h. mit potenziell unspezifischer Färbung) hinweisen 

kann. Zusammengenommen könnte die Integration von standardisierten KI-Arbeitsschritten 

in den Prozess der Antikörper-Validierung zu einem effizienten halbautomatischen Prozess 

für die Qualitätsbewertung neuer Antikörperklone führen.  

Mehrere Daten aus unserer Tumorkohorte deuten auf eine mögliche biologische Relevanz 

von CTLA-4+-Lymphozyten hin. Obwohl es widersprüchliche Aussagen über die 

prognostische Rolle von CTLA-4 gibt, war die Tatsache, dass die Dichte der CTLA-4+ 

Lymphozyten zwischen den Tumorentitäten sowie zwischen einzelnen Tumoren variierte 

und dass die CTLA-4-Dichte bei Tumoren mit fortgeschrittenen klinisch-pathologischen 

Parametern geringer war, zu erwarten, da ähnliche Befunde für einen entzündeten 

Immunphänotyp (Blessin et al., 2021, Burandt et al., 2022, Ye, 2017), CD3+- (Galon et al., 

2006), CD8+- (Blessin et al., 2021)- und CD4+- (Matsumoto et al., 2016) Lymphozyten 

sowie für PD-L1+-Immunzellen (Huang et al., 2019) beobachtet wurden. Aus demselben 

Grund stimmt auch der signifikante Zusammenhang zwischen einer hohen Anzahl an 

CTLA-4+-Zellen und der PD-L1-Expression in Tumor- oder tumorassoziierten 

Entzündungszellen mit der Literatur überein (Jiang et al., 2019). Trotz des erwarteten 

allgemeinen Zusammenhangs zwischen hohen absoluten Zahlen von CTLA-4+-Zellen und 

günstigen Tumormerkmalen gab es auch einige Assoziationen zwischen einem hohen 

CTLA-4/CD3-Verhältnis und günstigen Tumormerkmalen. Letzteres würde eindeutig zu 

dem Konzept passen, dass Immun-Checkpoint-Rezeptoren - wie CTLA-4 - in T-Zell-

Akkumulationen in der Tumormikroumgebung hochreguliert sind, so dass eine hohe 

Expression von Immun-Checkpoints als Hinweis für eine hohe Anzahl von T-Zell-
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Akkumulationen (d. h. eine hohe T-Zell-Dichte, ein entzündeter Immunphänotyp) fungiert 

(Yang, 2023, Zenke et al., 2020, Liu, 2020). Da die CD3-Dichte in einer früheren Studie an 

nicht konsekutiven Objektträgern quantifiziert wurde, ist es möglich, dass einige 

Zusammenhänge mit klinisch-pathologischen Parametern in dieser Studie unterbewertet 

wurden. Mehrere andere Studien haben ebenfalls gezeigt, dass eine hohe Expression von 

CTLA-4+ auf T-Zellen mit einem günstigen Krankheitsverlauf oder Tumormerkmalen bei 

289 Plattenepithelkarzinomen der Lunge (Paulsen et al., 2017), 162 Keimzelltumoren des 

Hodens (Lobo et al., 2019), 130 Mammakarzinomen (Yu et al., 2015), 45 Mesotheliomen 

(Roncella et al., 2016) und 39 chronisch lymphatischen Leukämien (Joshi et al., 2007) 

assoziiert war. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass CTLA-4+ Lymphozyten in dieser Studie schnell 

und präzise quantifiziert werden konnten, obwohl beide verfügbaren CTLA-4-Antikörper 

Limitationen aufweisen. Die Verwendung von zwei unabhängigen Antikörpern ermöglichte 

unserer KI die automatische Unterscheidung von "echtem" und "falschem" Immunostaining 

und die Identifizierung potenziell relevanter biologischer Daten wie z. B. eines 

Zusammenhangs zwischen einem niedrigen Verhältnis von CTLA-4/CD3 und des pN-

Status sowie von PD-L1-positiven Immunzellen. Weitere Untersuchungen zur Rolle von 

CTLA-4+-Lymphozyten-Untergruppen mittels Multiplex-Fluoreszenz-IHC werden 

höchstwahrscheinlich von der Verwendung von ähnlichen Ansätzen, wie den hier 

Beschriebenen, profitieren 
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3. Zusammenfassung 

CTLA-4 ist ein inhibitorischer Immun-Checkpoint-Rezeptor und ein negativer Regulator der 

Anti-Tumor-Wirkung von T-Zellen. Ziel dieser Studie war eine vergleichende Analyse der 

CTLA-4+-Zellen zwischen verschiedenen Tumorentitäten.  

Zur Quantifizierung der CTLA-4+-Zellen wurden 4582 Tumorproben von 90 verschiedenen 

Tumorentitäten sowie 608 Proben von 76 verschiedenen Normalgewebetypen mittels 

Immunhistochemie in einem Gewebe-Mikroarray-Format analysiert.  

Zwei verschiedene Antikörperklone (MSVA-152R und CAL49) wurden mit Hilfe eines Deep-

Learning-Systems zum automatischen Ausschluss unspezifischer Immunfärbung validiert 

und quantifiziert. Der Vergleich der beiden CTLA-4-Antikörper ergab ein klonabhängiges 

unspezifisches Färbemuster in Nebennierenrindenadenomen (63 %) für MSVA-152R und 

in Phäochromozytomen (67 %) sowie hepatozellulären Karzinomen (36 %) für CAL49.  

Nach dem automatischen Ausschluss unspezifischer Färbereaktionen (3,6 %) wurde eine 

starke Korrelation zwischen den mit beiden Antikörpern ermittelten Dichten von CTLA-4+-

Lymphozyten festgestellt (r = 0,87; p < 0,0001). 

Eine hohe CTLA4+-Zelldichte war verbunden mit einer niedrigen pT-Kategorie (p < 0,0001), 

pN0 Stadium (p = 0,0354) und PD-L1-Positivitäz in Tumorzellen oder Entzündungszellen 

(jeweils p < 0,0001). Ein hohes CTLA-4/CD3-Verhältnis stand im Zusammenhang mit 

fehlenden Lymphknotenmetastasen (p = 0,0295) und mit PD-L1-Positivität auf Immunzellen 

(p = 0,0026). Es bestehen deutliche Unterschiede in der Anzahl der CTLA-4+-Lymphozyten 

zwischen den Tumoren.  

Die Analyse von zwei unabhängigen Antikörpern durch ein Deep-Learning-Framework 

kann die automatisierte Quantifizierung von immunhistochemisch analysierten 

Zielproteinen wie CTLA-4 erleichtern. 
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4. Abstract 

CTLA-4 is an inhibitory immune checkpoint receptor and a negative regulator of anti-tumor 

T-cell function. This study is aimed for a comparative analysis of CTLA-4+ cells between 

different tumor entities.  

To quantify CTLA-4+ cells, 4582 tumor samples from 90 different tumor entities as well as 

608 samples of 76 different normal tissue types were analyzed by immunohistochemistry in 

a tissue microarray format. 

Two different antibody clones (MSVA-152R and CAL49) were validated and quantified 

using a deep learning framework for automated exclusion of unspecific immunostaining. 

Comparing both CTLA-4 antibodies revealed a clone dependent unspecific staining pattern 

in adrenal cortical adenoma (63%) for MSVA-152R and in pheochromocytoma (67%) as 

well as hepatocellular carcinoma (36%) for CAL49.  

After automated exclusion of non-specific staining reaction (3.6%), a strong correlation was 

observed for the densities of CTLA-4+ lymphocytes obtained by both antibodies (r = 0.87; 

p < 0.0001).  

A high CTLA-4+ cell density was linked to low pT category (p < 0.0001), absent lymph node 

metastases (p = 0.0354), and PD-L1 expression in tumor cells or inflammatory cells (p < 

0.0001 each). A high CTLA-4/CD3-ratio was linked to absent lymph node metastases (p = 

0.0295) and to PD-L1 positivity on immune cells (p = 0.0026). Marked differences exist in 

the number of CTLA-4+ lymphocytes between tumors.  

Analyzing two independent antibodies by a deep learning framework can facilitate 

automated quantification of immunohistochemically analyzed target proteins such as CTLA-

4. 

 

 

 

 

 

 

 



22 
 

5. Erklärung des Eigenanteils 

Ich habe die Datenerhebung durch die Zusammenstellung des Multi-Tumor Arrays und die 

Akquise der Normalgewebearrays unterstützt. 

Ich habe mit der Arbeitsgruppe die Analysealgorithmen, die Konzeptualisierung der Studie 

und somit die KI-gestützte Antikörpervalidierung etabliert. 

Einen Anteil der mfl-IHC-Messungen habe ich assistierend durchgeführt. 

An der statistischen Analyse der erhobenen- und Vergleichsdaten war ich beteiligt, 

außerdem habe ich Literaturrecherche für die Publikation betrieben, die Abbildungen und 

Tabellen bearbeitet und habe in Zusammenarbeit relevante Anteile der Publikation 

geschrieben. Des Weiteren war ich an der Fertigstellung und den Revisionen der finalen 

Version des Papers bis hin zur fertigen Publikation beteiligt. 
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Niclas C. Blessin 

- Entwicklung der Methode: David Dum, Tjark Henke, Ronald Simon, Guido Sauter, Niclas 
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- Erhebung der Daten: David Dum, Tjark Henke, Tim Mandelkow, Cheng Yang, Elena Bady, 

Jonas B. Raedler 

- Analyse und Interpretation der Daten: Tjark Henke, David Dum, Tim Mandelkow, Cheng 

Yang, Elena Bady, Jonas B. Raedler, Ronald Simon, Guido Sauter, Niclas C. Blessin, 

- Schreiben, Bearbeiten und Überprüfung der Forschungsarbeit David Dum, Tjark Henke,  

Ronald Simon, Guido Sauter, Niclas C. Blessin,  

- Administrative, technische oder materielle Unterstützung: David Dum, Tjark Henke, Tim 

Mandelkow, Cheng Yang, Elena Bady, Jonas B. Raedler, Maximilian Lennartz, Franziska 

Büscheck, Andreas M. Luebke, Anne Menz, Andrea Hinsch, Doris Höflmayer, Sören 

Weidemann, Christoph Fraune, Katharina Möller, Patrick Lebok, Ria Uhlig, Christian 

Bernreuther, Frank Jacobsen, Till S. Clauditz, Waldemar Wilczak, Sarah Minner, Eike-

Christian Burandt, Stefan Steurer, Niclas C. Blessin 

- Studienaufsicht: Guido Sauter, Ronald Simon, Niclas C. Blessin 
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6. Abkürzungsverzeichnis 

APC: Antigenpräsentierende Zelle 

CD: „cluster of differentiation“ 

CTLA-4: „cytotoxic t-lymphocyte antigen 4“, CD-152 

CTLA-4-+-Zellen: CTLA-4-positive Zellen 

FDA: Federal Drug Administriation, USA 

HCC: Hepatozelluläres Karzinom 

HE: Hämatoxylin-Eosin 

HZL: Haarzell-Leukämie 

IFN-a2: „Interferon-alpha 2“ 

IHC: Immunhistochemie 

KI: Künstliche Intelligenz 

mfl-lHC: Multiplex-fluoreszens-Immunhistochemie 

MTA: „Multi-Tumor-Array“ 

PD: „Programmed Cell death protein“ 

PD-L1: „Programmed Cell death protein ligand 1” 

pN: Pathologischer Nodal-/Lymphknotenstatus 

pT: pathologischer T-Status 

RNA: Ribonuclein-Acid 

TMA: „Tissue micro Array“ 

Treg: T-regulatorische Zelle 

U-net: „convolutional neural network“  
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