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1. Einleitung
1.1. Epidemiologie und Klinik des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom ist ein relativ seltener Tumor: gemall Schatzung des National Cancer
Institute flr das Jahr 2012 steht es in den USA an neunter Stelle der haufigsten malignen
Erkrankungen der Frau und macht 3% an der Gesamtkrebsinzidenz aus.' Dabei weist es eine
hohe Mortalitdtsrate auf und steht in der Liste der flir 2012 geschatzten Krebstodesfalle bei
Frauen an funfter Stelle. GemaR dem Jahresbericht 2005-2006 des Gemeinsamen
Krebsregisters von Berlin und der ostdeutschen Bundeslander erkranken im Einzugsraum
durchschnittlich 1.532 Frauen an einem Ovarialkarzinom, durchschnittlich 1.122 Frauen
sterben jihrlich daran.? Die 5-Jahres-Uberlebesrate betrigt stadieniibergreifend 44%,“?
wobei das lokal begrenzte Stadium (Fédération Internationale de Gynécologie et
d’Obstétrique, FIGO 1) eine 5-Jahres-Uberlebensrate von tber 90% aufweist.® Allerdings
werden lediglich 15% der Ovarialkarzinome im friihen, potentiell heilbaren Stadium
diagnostiziert. Die weit (iberwiegende Zahl der Fille manifestiert sich als fortgeschrittenes
Tumorleiden mit peritonealer und lymphogener Dissemination.”” Friihsymptome fehlen
hadufig oder sind unspezifisch, symptomatisch werden die Betroffenen oft erst mit einer
Zunahme des Bauchumfanges aufgrund einer Peritonealkarzinose und von Aszites; eine
Heilung ist im fortgeschrittenen Stadium, also bei 85% aller Patientinnen nicht mehr maoglich.
MaBnahmen zur Fritherkennung, zum Beispiel durch Sonographie oder Serumtumormarker
waren bisher nicht erfolgreich.3"4 Als Richtlinien fir Diagnostik und Therapie gilt in
Deutschland die S2K-Leilinie der Arbeitsgemeinschaft Gyndkologische Onkologie (AGO),
Kommission Ovar.” Die Standardtherapie besteht in einer radikalen Tumormassenreduktion
mit adjuvanter Chemotherapie mit einer Kombination aus Taxanen und platinhaltigen
Substanzen. Anders als bei sonstigen peritoneal disseminierten Tumoren wird hier also eine
moglichst komplette Entfernung aller abdomineller und nodaler Tumormanifestationen
angestrebt, wobei der intraoperativ makroskopisch bestimmte Tumorrest einen der
wichtigsten Prognosefaktoren darstellt.”> 75% der Patientinnen sprechen auf eine adjuvante
Chemotherapie an, das heildt sie bleiben mehr als sechs Monate nach Abschluss der
Chemotherapie rezidivfrei (sogenannte Platinsensititivdt), dennoch erleidet der grofite Teil
von ihnen im spateren Verlauf ein Rezidiv. In der Rezidivsituation besteht wieder die Option

eines radikalen Tumorresektion mit anschliefender platinhaltiger Chemotherapie oder mit
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Alternativen wie Topotecan, pegyliertem liposomalen Doxobubicin oder Paclitaxel bei
Platinresistenz.” Die Erkrankung kann auf diese Weise teilweise Gber Jahre hinweg in einer
chronischen Situation gehalten werden. Fortschritte insbesondere in der Chemotherapie des
Rezidivs sowie die Weiterentwicklung des Operationsverfahrens haben wahrscheinlich tiber
die letzten 30 Jahre zu einer leichten Zunahme des 5-Jahres-Uberlebensraten gefl','lhrt.z’6
Lediglich im Stadium FIGO la und bei hohem Tumordifferenzierungsgrad (G1) wird auf eine
adjuvante Chemotherapie verzichtet, in alle anderen Tumorstadien erfolgt unabhangig vom
histologischen Typ des Karzinoms die oben geschilderte Standardtherapie.” Regime mit
anderen Chemotherapie-Kombinationen oder Variationen von Zykluszahl oder Dosierung
haben keine Prognoseverbesserung gegeniiber der Standardtherapie erbracht; auch die
Testung neuer, sogenannter zielgerichteter Substanzen (targeted therapy) mit small
molecules oder Antikdrpern flhrte lange Zeit nicht zu einem Durchbruch. Eine erste
Ausnahme mag der nun der Angiogenesehemmer Bevacizumab darstellen, der beim
fortgeschrittenen primdren Ovarialkarzinom in zwei neueren Studien ein verldangertes
progressionfreies Uberleben (PFS) im Vergleich zur Standardtherapie erbrachte.”® Daten
zum Gesamtiberleben stehen jedoch noch aus. Obwohl die aktuellen Therapiekonzepte oft
ein mehrjsahriges Uberleben der Patientinnen erméglichen, kann die Erkrankung selten

geheilt werden und flhrt in den allermeisten Fallen zum Tode.
1.2. Molekulare Grundlagen des Ovarialkarzinoms

Mehrere histologische Varianten des Ovarialkarzinoms sind bekannt: das high grade serdse
Karzinom (HGSC) macht mit 70% den grofiten Teil der Falle aus und beeinflusst deswegen
am starksten die oben genannten epidemiologischen Daten. Weitere Subtypen sind das
endometrioide (EC) und das klarzellige (CCC) mit jeweils 10%, das muzindse (MC) mit 5% und
das das low grade serdse Karzinom (LGSC) mit circa 3%, daneben gibt es weitere, sehr
seltene histologische Varianten. Diese histologischen Subtypen unterscheiden sich nicht nur
morphologisch sondern auch auf molekularer Ebene, durch ihre Atiologie, ihr
Therapieansprechen und ihre Prognose.’ Eine umfassende Analyse der genetischen
Eigenschaften des dominanten histologischen Typs, dem HGSC, wurde kirzlich im Rahmen
des Cancer Genome Atlas Project (TCGA) an etwa 500 Tumoren durchgefiihrt.® Praktisch
alle HGSC sind demnach durch p53-Mutationen gekennzeichnet, ferner finden sich in 22%

Mutationen im breast cancer 1/2-Gen (BRCA1/2). Wenige andere Mutationen finden sich in



geringeren Raten. Ausgesprochen hoch ist die chromosomale Instabilitdit des HGSC, die
wahrscheinlich durch hdufige Alterationen von Genen, die in die DNA-Reparatur involviert
sind, erklart werden kann. Die genomische Instabilitdt ist wahrscheinlich eine wichtige
Ursache fir die Sensitivitdt gegeniber einer zytotoxischen Therapie. Deregulation von
Signaltransduktionswegen (Pathways) wie von retinoblastoma 1 (RB1), Phosphoinositol-3-
Kinase (PI13K), forkhead box M1 (FOXM1) und Notch fanden sich in relevanten Gruppen des
HGSC. Beachtenswert ist an dieser Stelle auch das aktuelle Konzept zur Entstehung des
HGSC, das den Ursprung des Tumors nicht im Ovar sondern in der Tubenschleimhaut sieht,
wo es sich aus einer in-situ-Vorlauferldasion, dem sogenannten serous tubal intraepithelial

carcinoma (STIC) entwickelt.'*?

Die (brigen histologischen Subtypen weisen andere,
spezifische molekulare Besonderheiten auf, so finden sich im LGSC haufig b-raf und k-ras-
Mutationen,*® EC und CCC entstehen haufig in Endometriosen und beinhalten Mutationen
im Tumorsuppressor AT-rich interaction domain-containing protein 1A (ARIDlA)14 und MC
enthalten k-ras-Mutationen® und weisen in circa 30% eine human epidermal growth factor
receptor 2 (HER2)-Amplifikation auf.’®” Vorlauferlisionen dieser selteneren Subtypen sind
Borderlinetumoren, die Atypien aufweisen, aber nicht destruierend invasiv wachsen. Die
neuen Erkenntnisse Uber die molekularen Grundlagen des Ovarialkarzinome haben zur
Entwicklung des Typl/Typ2-Konzeptes gefiihrt, wobei unter Typl die (meist) gut
differenzierten Subtypen, die lber Borderlinetumoren entstehen subsummiert werden
(LGSC, MC, EC, CCC) und unter den Typ2-Karzinomen die HGSC sowie die Karzinosarkome,
undifferenzierten und high grade endometrioiden Karzinome verstanden werden. Letztere
sind den HGSC auf molekularer Ebene sehr dhnlich und woméglich mit ihnen identisch.®
Diese noch relativ jungen Konzepte zum Ovarialkarzinom sind noch nicht in der geltenden
WHO-Klassifikation der Malignome der Brust und der weiblichen Geschlechtsorgane von
2003 abgebildet.18 Insbesondere werden hierin LGSC und HGSC als unterschiedliche
Differenzierungsgrade derselben Entitat betrachtet und es wird noch das transitionalzellige
Karzinom unterschieden, das heute eher als morphologische Sonderform des HGSC

betrachtet wird.*®



1.3. Epidemiologie und Klinik des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist das haufigste Malignom der Frau: 10.905 Frauen erkranken daran
jahrlich in Berlin und Ostdeutschland.? In den USA wird das Mammakarzinom im Jahre 2012
geschatzt 29% der Krebserkrankungen bei Frauen ausmachen und liegt damit deutlich vor
dem Bronchialkarzinom als zweithiufigstem Malignom (14%).! Etwa jede zehnte Frau
erkrankt im Laufe ihres Lebens an einem Mammakarzinom. Im Gegensatz zum
Ovarialkarzinom ist allerdings die Prognose deutlich giinstiger: Die 5-Jahres-Uberlebensrate
betragt stadientbergreifend 89%. Diese glinstige Prognose ist zum Teil dadurch zu erklaren,
dass 60% der Erkrankungen im lokalisierten Stadium erkannt werden (5-Jahres-
Uberlebensrate 99%). Auch bei regionidrem Lymphknotenbefall (33% bei Erstdiagnose) ist die
Prognose noch relativ gut (5-Jahres-Uberlebensrate 84%). Erst bei Fernmetastasierung (5%
bei Erstdiagnose) fillt die Lebenserwartung stark ab und die 5-Jahres-Uberlebensrate in
diesem Fall betrdgt nur noch 24%.' Mit dem Mammographiescreening existiert fir das
Mamakarzinom eine Fritherkennungsmethode; das Screening wird in Deutschland seit 2009
far alle Frauen zwischen 50 und 70 Jahren angeboten. Die Mortalitdat des Mammakarzinoms
sinkt seit den 90er Jahren. Dieser Trend ist in den USA und auch in Deutschland zu

beobachten.??°

Fortschritte in Friiherkennung und Therapie werden dafiir verantwortlich
gemacht.21 Ein weiterer Gegensatz zum Ovarialkarzinom ist die deutlich differenziertere
Therapie des Mammakarzinoms. Standardisierte Richtlinien fur Diagnostik, Therapie und
Nachsorge werden in der S3-Leitlinie der Deutschen Krebsgesellschaft zusammengefasst,22
aullerdem werden Empfehlungen von der Arbeitsgemeinschaft Gyndkologische Onkologie
(AGO, http://www.ago-online.de/index.php?lang=de&site=mamma_guide_topical&topic=

mamma_guide) sowie bei der in St. Gallen stattfindenden Konsensuskonferenz
herausgegeben und regelmaRig aktualisiert.”® Meist erfolgt eine primare Tumorresektion,
die oft brusterhaltend durchgefiihrt werden kann, in Kombination mit einer axillaren
Lymphonodektomie nach dem Sentinelkonzept sowie eine post-operative Strahlentherapie.
Eine adjuvante Chemotherapie ist hdufig indiziert und richtet sich unter anderem nach
Tumorgrofle und - differenzierung sowie dem Rezeptorstatus. Eine neoadjuvante
Chemotherapie (NACT) hat sich, auch beim operablen Mammakarzinom, gegeniiber dem

2324 und ist besonders fiir bestimmte Subgruppen

Standardvorgehen als ebenblirtig erwiesen
des Mammakarzinoms geeignet (vergleiche Diskussion). Zielgerichtete Therapien werden je

nach Rezeptorstaus des Tumors angeschlossen, wobei die antihormonelle Therapie mit
4



Ostrogenrezeptormodulierenden Substanzen (Tamoxifen) oder Aromataseinhibitoren
(Letrozol, Anastrozol) bei Hormonrezeptor (HR)-positiven Tumoren (ca. 70%) wahrscheinlich
wesentlich zur Prognoseverbesserung des Mammakarzinoms beigetragen hat.?! Tumoren,
die HER2 (iberexprimieren, werden ein Jahr lang mit Trastuzumab behandelt. Trotz des
allgemein hohen Niveaus der Versorgung existieren prognostisch unglinstige Subgruppen
des Mammakarzinoms, insbesondere die HER2-positiven, tripel negativen (triple negative
breast cancer, TNBC) oder luminal B-Karzinome, die neuer therapeutischer Optionen

bediirfen. Die Besonderheiten dieser Subtypen werden nachfolgend ausgefiihrt (Kapitel 1.4).

1.4. Molekulare Grundlagen des Mammakarzinoms

Mammakarzinome sind zu ca. 70% duktale Adenokarzinome unterschiedlichen
Differenzierungsgrades. Deutlich seltener sind die lobuldren (circa 12%) und sehr selten
andere histologische Typen (zum Beispiel (mikro-) papilldire, muzindse, metaplastische,
neuroendokrine Karzinome (vergleiche WHO-Klassifikation 2012). Das Verstindnis der
molekularen Grundlagen des Mammakarzinoms wurde vor zwolf Jahren revolutioniert, als
Genexpressionsanalysen zeigten, dass Mammakarzinome funf intrinsischen Subtypen

d.®*”. Luminale Tumore machen etwa zwei Drittel aller Mammakarzinome

zuzuordnen sin
aus; sie trennen sich weiter auf in den Subytp luminal A (Ostrogenrezeptor (ER)-positiv, hohe
Expression ER-abhdngiger Gene, luminale Zytokeratine) und luminal B (schwachere HR-
Expression, zusatzlich Expression proliferationsassoziierter Gene, HER2 kann zusatzlich
Uberexprimiert sein). Der Subtyp HER2-enriched kommt in 5-10% der Falle vor (HER2-
Uberexprimierend, Ko-Expression von Genen im HER2-Amplikon, zum Beispiel
Topoisomerase |l alpha). Der Subtyp basal-like findet sich in 15-20% der Félle (HR- und HER2-
negativ, Expression von basalen Zytokeratinen, epidermal growth factor receptor (EGFR) und
c-kit). Diesem Subtyp gehoren auch die auf dem Boden einer BRCA1l-Keimbahnmutation
entstandenen Tumoren an.”® Zuletzt findet sich noch der normal-like Subtyp, dessen
Berechtigung als Entitdt umstritten ist sowie der relativ neu definierte Claudin-low Subtyp
(HR- und HER2-negativ, Charakteristika der epithelial-mesenchymalen Transformation).?® Die
Existenz dieser intrinsischen Subtypen konnte mehrfach in unabhangigen Kollektiven

bestitigt werden.?*%

Die intrinsischen Subtypen des Mammakarzinoms haben ohne
adjuvante Therapie eine deutlich differierende Prognose, die von den luminalen Uber die
HER2-positiven Karzinome bis zum basal-like Subtyp schlechter wird.** Da die Subtypisierung

durch Genexpressionsprofiling fiir die Anwendung in der klinischen Routine nicht
5



praktikabel, da sie aufwendig und kostenintensiv ist und schockgefrorenes Gewebe
erfordert, gab es Bemihungen, die intrinsischen Subtypen mittels Immunhistochemie (IHC)

3336 Mittlerweile werden in der klinischen Praxis die drei wichtigsten

zu bestimmen.
Subtypen vereinfacht durch IHC abgebildet: luminale Karzinome (ER- und/oder
Progesteronrezeptor (PR)-positiv), HER2-positive Karzinome, die entweder HR-positiv oder
HR-negativ sein kénnen und TNBC (ER-, PR- und HER2-negativ). Diese Subtypen stimmen
nicht vollstandig mit den molekularen Subtypen Uberein, sie haben jedoch ebenfalls
prognostische und pradiktive Bedeutung wund sind derzeit Grundlage von
Therapieentscheidungen.

Luminale Tumoren kdnnen aufgrund ihrer HR-Expression antihormonell behandelt werden,
wobei beobachtet werden kann, dass die luminal B-Subgruppe schlechter als die luminal A-
Gruppe darauf anspricht und einen unglinstigeren Verlauf nimmt. Mit Trastuzumab oder
neueren HER2-inhibierenden Substanzen steht eine spezifische Therapie fir die HER2-
positiven Karzinome zur Verfligung, was zu einer wesentlichen Prognoseverbesserung fiir die
betroffenen Patientinnen gefihrt hat. Bei einem signifikanten Teil der Patientinnen besteht
jedoch eine primdre Trastuzumab-Resistenz, die bei Kombination mit Chemotherapie bei
circa 15% liegt.>’ Die TNBC sind derzeit die problematischste Subgruppe, da es sich um eine

aggressive, haufig rasch zum Tode fiihrende Entitdt handelt, fir die derzeit keine spezifische

Therapie zur Verfiigung steht.*®
1.5. Zielstellung

Ziel der nachfolgend vorgestellten Arbeiten war es, im Gewebe von primdren Ovarial- und
Mammakarzinomen verschiedene Biomarker zu evaluieren, die eine bessere Einschatzung
der Patientenprognose und des Ansprechens auf Chemotherapie ermoglichen und
letztendlich die Therapie individualisieren und optimieren koénnten. Die untersuchten
Marker wurden jeweils hypothesenbasiert ausgewihlt.
Spezifische Ziele im Ovarialkarzinom waren:
* Analyse der Proteinexpression und des prognostischen Wertes der
Lysophosphatidylsaure-Acyl-Transferase B (LPAAT-P)
e Bestimmung der Aktivitdt des kanonischen nuclear factor kappa B (NF-kB)-Pathway
und dessen prognostischer Relevanz mittels Proteinexpressionsanalyse wichtiger

Pathway-Komponenten



» Vergleichende Analyse der prognostischen Relevanz der Ostrogenrezeptor a-
Expression auf Protein- und mRNA-Ebene

e Untersuchung der Beziehung zwischen der Proteinexpression der Aldehyd-
Dehydrogenase-1 (ALDH1) und von EGFR im serdsen high grade Ovarialkarzinom im
Hinblick auf die Patientenprognose

Spezifische Ziele im Mammakarzinom waren:

* Analyse des pradiktiven und prognostischen Wertes einer molekularen
Tumortypisierung mittels ER/PR/HER2-Expressionsbestimmung durch IHC

e Identifikation und Validierung des pradiktiven Wertes der Thymosin beta 15A

(TMSB15A)-mRNA-Expression im tripel negativen Mammakarzinom

Ein methodisches Ziel in einigen der nachfolgend vorgestellten Arbeiten war zusatzlich die
Optimierung der quantitativen reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR)

aus Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebetteten Gewebe (FFPE-Gewebe).

Die vorgestellten Arbeiten wurden im Rahmen einer translationalen Tumorforschung
durchgefiihrt, die als Bindeglied zwischen der Grundlagenforschung (in vitro-Modelle,

Tiermodelle) und der klinischen Forschung gilt.



2. Eigene Arbeiten

2.1. Prognosefaktoren im Ovarialkarzinom

Die Untersuchungen zum Ovarialkarzinom wurden an einem Kollektiv aus primaren, in der
Charité diagnostizierten und behandelten Ovarialkarzinomen durchgefiihrt, wobei FFPE-
Gewebe verwendet wurde. In allen Fallen lagen vollstandige klinisch-pathologische
Charakterisierungen sowie Uberlebensdaten vor. Klinische Daten wurden von unseren
Kooperationspartnern aus der Gruppe von Professor Jalid Sehouli beigetragen (Frauenklinik,
Charité Campus Virchow Klinikum). Alle Falle wurden hinsichtlich der Histologie und der

Differenzierung (SiIverberg—Grading)a'9 gemal der aktuellen WHO-Klassifikation beurteilt.'®
2.1.1. Die Lysophosphatidylsdaure-Acyl-Transferase B (LPAAT-B)

Expression of lysophosphatidic acid acyltransferase beta (LPAAT-£3) in ovarian carcinoma -

Correlation with tumor grading and prognosis.

Silvia Niesporek, Carsten Denkert, Wilko Weichert, Martin Kébel, Aurelia Noske, Jalid Sehouli, JW Singer,
Manfred Dietel, Steffen Hauptmann

British Journal of Cancer, 2005; 92(9):1729-36

Phospholipide wie Lysophosphatidylsdure (LPA) und Phosphatidylsdure (PA) sind in
Ovarialkarzinomzellen wichtige Regulatoren von Proliferation, Migration und Invasion.*%*!
Lysophosphatidylsaure-Acyl-Transferase B (LPAAT-B) konvertiert intrazelluldres LPA in PA
und ist ein potentielles therapeutisches Zielmolekail.

Wir fanden in der RT-PCR, dass die LPAAT-B konstitutiv in acht Ovarialkarzinomzelllinien
exprimiert wurde. Immunhistochemisch sahen wir eine Uberexpression der LPAAT-B in 76
Ovarialkarzinomen im Vergleich zu 25 Boderlinetumoren, Zystadenomen oder normalem
ovariellem Oberflachenepithel (p<0.0001). Im Ovarialkarzinom war eine hohe LPAAT-B-
Expression vorwiegend in gering differenzierten (p=0.044) und fortgeschrittenen Tumoren zu
finden (p=0.032). Bei Patientinnen, die jinger als 60 Jahre alt waren, war die Expression des
LPAAT-B ein negativer Prognosefaktor fiir das PFS (p=0.012) und das Gesamtiiberleben
(overall survival, OS, p=0.024).

Diefenbach et al. fanden nach uns eine Uberexpression und prognostische Relevanz der

LPAAT-B im Ovarialkarzinom.*’ Die gleiche Beobachtung machten Springett et al., ferner

fanden sie, dass spezifische LPAAT-B-Inhibitoren in Ovarialkarzinomzellen Apoptose



auslosten.”® Diese Ergebnisse skizzieren die LPAAT-B als potentielles therapeutisches Target

im Ovarialkarzinom.

2.1.2. Der kanonische nuclear factor kappa B (NF-kB)-kB-Pathway

Expression of classical NF-kB pathway effectors in human ovarian carcinoma.

Silvia Darb-Esfshani, Bruno V. Sinn, Wilko Weichert, Jan Budczies, Annika Lehmann, Aurelia Noske, Ann-Christin
Buckendahl, Berit Maria Miiller, Jalid Sehouli, Dominique Koensgen, Balasz Gyorffy, Manfred Dietel, Carsten

Denkert

Histopathology, 2010; 56(6):727-39

Die Komponenten der Transkriptionsfaktorfamilie nuclear factor kappa B (NF-kB) sind
essentielle Regulatoren des Immunsystems, der Apoptose und der Proliferation und spielen
eine pathogenetische Rolle in verschiedenen hiamatologischen und soliden Tumoren.** Fiir
den potentiellen Einsatz von spezifischen Inhibitoren ist Einschdtzung der NF-kB-Aktivitat im

Tumorgewebe wiinschenswert.

In 85 Ovarialkarzinomen analysierten wir die Expresssion von Komponenten des
kanonischen NF-kB-Pathway, p65, p(hospho)-p65, inhibitor of kappa B alpha (IkBa), p-lIkBa
durch IHC, zusatzlich die mRNA-Menge von IkBa durch mRNA-In-Situ-Hybridisierung (ISH).

Die NF-kB-Untereinheit p65 war rein zytoplasmatisch exprimiert und invers mit den anderen
NF-kB-Komponenten assoziiert. Eine Kaplan-Meier-Analyse zeigte, dass p65 ein Marker fir
ein kurzeres Gesamtiberlegen war (p=0.018), wahrend der NF-kB-Regulator IkBa (p=0.001)
sowie nukledres (p=0.031) und zytoplasmatisches p-IkBa (p=0.001) glnstige
Prognosefaktoren waren. Dies galt auch fir die Subgruppe der serésen Karzinome. In der
multivariaten Analyse blieb zytoplasmatisches p-lkBa ein unabhdngiger Prognosefaktor
(p=0.010). Wir suchten anschlieBend nach Ursachen dafiir, dass wir lediglich eine
zytoplasmatische p65-Expression im Ovarialkarzinom feststellen konnten, wadhrend in
anderen Tumoren haufig nukledres p65 gefunden wurde war, was fir die die aktive Form
des Transkriptionsfaktors gehalten wird. In OVCAR-3-Zellen fanden wir nach Interleukin 1
beta (IL1B)-Stimulation eine stark vermehrte DNA-Bindungskapazitait von p65 im
Transkriptionsfaktorassay (p=0.002), auRerdem eine nukledre Translokation in der
Immunfluoreszenz. AnschlieRend inhibierten wir das fiir den nukleozytoplasmatischen

Transport zustandige Protein chromosomal region maintenance/exportin 1 (CRM1) mit
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Leptomycin B (LMB) und fanden, dass der Ricktransport von p65 vom Kern in das
Zytoplasma in stimulierten OVCAR-3-Zellen dadurch im Vergleich zu nicht-behandelten
Zellen stark verzogert war. In der IHC fanden wir, dass die Expression von CRM1 positiv mit

p65 assoziiert war (p<0.0001).

IkBa und insbesondere p-lIkBa, die gemeinhin als Indikatoren eines aktiven NF-kB-Pathway
gelten, fand wir hier also als Marker fiir eine gute Prognose, wahrend eine Inaktivitdt des
Pathway eher fiir eine unglinstige Prognose sprach. Zusatzlich erhielten wir in vivo und in
vitro Hinweise darauf, dass die zytoplasmatische Retention von p65 im Ovarialkarzinom
moglicherweise durch eine vermehrte Aktivitdt von CRM1 zu erkldren ist. Annunziata et al.
publizierten im selben Jahr, dass die Expression der NF-kB-Untereinheit p50 ein signifikanter
und die von p65 im Trend ein ungiinstiger Prognosefaktor im Ovarialkarzinom war.*
Interessanterweise war das NF-kB-Zielgen Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP9) glinstig mit
der Prognose korreliert. Dieselbe Gruppe fand, dass die NF-kB-aktivierende IkappaB-Kinase
beta (IKKB) ein negativer Prognosefaktor war und IKKB-Inhibition Proliferation, Inhibition
und Adhision von Ovarialkarzinomzellen hemmte.*® Die Bestimmung der NF-kB-Aktivitit im

Tumorgewebe bleibt also eine Herausforderung und ldsst einige Frage offen.

2.1.3. Der Ostrogenrezeptor (ESR1)

Estrogen receptor 1 mRNA is a prognostic factor in ovarian carcinoma - determination by

kinetic PCR in formalin-fixed paraffin-embedded tissue.

Silvia Darb-Esfahani, Ralph M. Wirtz, Bruno V. Sinn, Jan Budczies, Aurelia Noske, Wilko Weichert, Areeg Faggad,
Susanne Scharff, Jalid Sehouli, Guelten Oskay-Ozcelik, Claudio Zamagni, Pierandrea De laco, Andrea Martoni,

Manfred Dietel, Carsten Denkert

Endocrine-Related Cancer, 2009; 16(4):1229-39

Ein signifikanter Teil der Ovarialkarzinome exprimiert den ER. Ferner weisen
Zellkulturexperimente darauf hin, dass Ovarialkarzinomzellen ER-abhingig wachsen.”’
Dennoch waren antihormonelle Therapieversuche meist wenig erfolgreich, wobei in den

meisten Studien keine Stratifizierung gemal der Rezeptorexpression vorgenommen wurde.*®

An einer Kohorte von 139 Ovarialkarzinomen untersuchten wir systematisch die Expression

von ESR1, dem Gen, das fir den ERa kodiert, auf mRNA- und Proteinebene. mRNA-Analytik
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wurde mit qRT-PCR durchgefiihrt, nachdem RNA mittels eines neuen, auf magnetischen
beads basierenden, von unseren Kooperationspartnern bei Siemens Healthcare (jetzt Sividon
Diagnostics GmbH, Koln) entwickelten Verfahrens aus FFPE-Gewebe extrahiert worden war.
Ziel der Arbeit war es, die Verteilung der RNA- und Proteinexpression sowie die

prognostische Wertigkeit beider Marker miteinander zu vergleichen.

MRNA- und Proteinexpression waren signifikant miteinander korreliert. Die ESR1-mRNA-
Expression war ein signifikanter positiver Prognosemarker fiir das OS der Patientinnen, wenn
eine Cox-Regression mit kontinuierlichen mRNA-Daten durchgefiihrt wurde (hazard ratio
0.756 (95% Konfidenzintervall (Cl)=0.634—0.903) pro AACT, p=0.002). Um zu prifen, ob die
ESR1 mRNA-Expression zur Dichotomisierung von Ovarialkarzinompatientinnen mit guter
und schlechter Prognose verwendbar sei, ermittelten wir einen sogenannten , optimalen”
cut-off-Punkt. Daflr trugen wir mit einem auf der statistischen Sprache R basierenden
Verfahren die hazard ratios gegen alle moglichen cut-off-Punkte auf.”® Ein AACT-Wert von
34.10 trennte die Studiengruppe mit einer minimalen hazard ratio (0.230, 95%
Konfidenzintervall 0.102—0.516). Auch in relevanten Subgruppen war die ESR1-Expression
prognostisch signifikant, so in serdsen (p=0.0007), schlecht differenzierten (G2-3, p=0.0003),
weit fortgeschrittenen (FIGO IlI-1V, p=0.0012) Ovarialkarzinomen sowie in Tumoren, die ohne
Tumorrest operiert worden waren (p=0.0001). Auch in der multivariaten Uberlebensanalyse
war ESR1 ein signifikanter Prognosefaktor (p=0.001). Trotz einer starken Korrelation
zwischen mRNA- und Proteinexpression war letztere kein signifikanter Prognosefaktor in

unserer Studiengruppe.

Die qRT-PCR scheint geeigneter als die IHC zu sein, biologisch relevante ER-
Expressionsunterschiede im Ovarialkarzinom zu unterscheiden. Es ware lohnenswert, in
einer klinischen Studie mit Stratifizierung gemall ESR1-Expression, die Wertigkeit einer

antihormonellen Therapie im Ovarialkarzinom zu evaluieren.
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2.1.4. Die Aldehyd-Dehydrogenase-1 (ALDH1) und der epidermale Wachstumsfaktor-
rezeptor (EGFR)

Aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1)/epidermal growth factor receptor (EGFR) co-expression
is characteristic of a highly aggressive, poor-prognosis subgroup of high grade serous ovarian

carcinoma.

Catarina Alisa Liebscher, Judith Prinzler, Bruno Valentin Sinn, Jan Budczies, Carsten Denkert, Aurelia Noske, Jalid

Sehouli, Elena loana Braicu, Manfred Dietel & Silvia Darb-Esfahani

Human Pathology, 2013, 44(8):1465-71

In Modellsystemen fir das TNBC ist kiirzlich gezeigt worden, dass EGFR in den sogenannten
Tumorstammzellen (cancer stem cells, CSC) hochreguliert wird.”® Als Tumorstammzellen
gelten diejenigen Zellen, die fir Tumorinitiierung und —rezidiv sowie fir Chemoresistenz
verantwortlich gemacht werden. Die Aldehyd-Dehydrogenase-1 (ALDH1) gilt als Marker fiir
CSC. Da das HGSC molekulare Ahnlichkeiten mit dem TNBC aufweist, untersuchten wir die
Assoziation der EGFR-Expression mit der ALDH1-Expression. Die EGFR-Expression war bereits
in einer friiheren Arbeit unserer Gruppe untersucht worden.”® In 112 priméaren HGSC fand
sich eine hochsignifikante Assoziation zwischen ALDH1 und EGFR (p<0.0001). AulRerdem war
ALDH1 ein unabhangiger unglnstiger Prognosefaktor fiir das OS (p=0.041). Karzinome, die
positiv fir ALDH1 und EGFR waren, stellten eine Subgruppe mit besonders unglinstiger

Prognose in univariater (p<0.0001) und multivariater Uberlebensanalyse dar (p=0.004).

Therapieversuche mit EGFR-Inhibitoren zeigten in (unselektierten) Ovarialkarzinomen bisher
nur malligen Erfolg.52 Allerdings standen bisher auch noch keine zuverldssigen Biomarker zur
Verfigung, um Patientinnen mit einem potentiellen Nutzen zu selektieren;
immunhistochemische Verfahren mit gdngigen Antikorpern zeigten Expressionsraten
zwischen 4% und 70% und sehr unterschiedliche Einfliisse auf die Prognose.53 Der gegen die
intrazellulare Domane gerichtete anti-EGFR-Antikorper, den wir in unserer Kohorte
verwendet hatten, produzierte ein sehr distinktes membrandres Farbemuster und zeigte
einen klaren prognostischen Wert der EGFR-Expression.’’ Dieser Assay stellt deshalb einen
attraktiven potentiellen Biomarker fiir eine EGFR-Uberexpression im Ovarialkarzinom dar.
EGFR zusammen mit ALDH1 identifizierte eine hoch-aggressive Subgruppe von HGSC, die

einerseits einen aktivierten EGFR-Pathway, andererseits einen erhdhten Gehalt an CSC
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aufweisen koénnten. Fir Patienten mit EGFR und ALDH1-ko-exprimierenden Karzinomen

sollten alternative Therapieoptionen — potentiell EGFR-Inhibitoren — evaluiert werden.

2.2. Pradiktive Biomarker im Mammakarzinom

Die Untersuchungen zum Mammakarzinom wurden an FFPE-pra-therapeutischen
Stanzbiposien aus den neoadjuvanten Phase [lI-Studien (GeparDuo, GeparTrio,
GeparQuattro) der German Breast Group (GBG) durchgefiihrt. Alle Angaben zu klinisch-
pathologischen Variablen, Therapieansprechen und Uberleben wurden der zentralen

Studiendatenbank entnommen.

2.2.1. Die Definition biologischer Tumortypen durch Expressionsbestimmung von
Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor und humanem epidermalen

Wachstumsfaktorrezeptor 2 (ER/PR/HER2)

Identification of biology-based breast cancer types with distinct predictive and prognostic
features: role of steroid hormone and HER2 receptor expression in patients treated with

neoadjuvant anthracycline/taxane-based chemotherapy.

Silvia Darb-Esfahani, Sibylle Loibl, Berit M. Miiller, Marc Roller, Carsten Denkert, Martina Komor, Karsten
Schliins, Jens-Uwe Blohmer, Jan Budczies, Bernd Gerber, Aurelia Noske, Andreas du Bois, Wilko Weichert,

Christian Jackisch, Manfred Dietel, Klaus Richter, Manfred Kaufmann, Gunter von Minckwitz

Breast Cancer Research 2009;11(5):R69

Pra-therapeutische Stanzbiopsien aus der neoadjuvanten Phase IllI-Studie GeparDuo
(NCT00793377), die von unseren Kooperationspartner von der German Breast Group (GBG)
durchgefiihrt worden war,> wurden mittels einem von uns entwickeltem, hier erstmalig
angewandten Verfahren auf einen tissue micro array (TMA) gebracht und
immunhistochemisch auf die Expression von ER, PR und HER2 sowie mehrerer anderer
Marker hin untersucht. Die Markerkombinationen ergaben vier biologische Tumortypen,
wobei unser besonderes Augenmerk auf dem Unterschied zwischen HER2-positiven
Tumoren mit und ohne zusatzliche HR-Expression lag. Die IHC-Auswertung erfolgte mit Hilfe
einer von der Firma VMscope GmbH (Berlin) in Kooperation mit unserer Gruppe

entwickelten Software (TMA Evaluator) am digitalisierten Schnitt.
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116 Falle konnten ausgewertet werden. Die vier biologischen Tumortypen, HR+/HER2-,
HR+/HER2+, HR-/Her2+, HR-/HER2 (TNBC), zeigten deutliche Unterschiede im Ansprechen
auf Anthracyclin/Taxan-haltige NACT, wobei das Ansprechen als pathologische
Komplettremission (pathological complete remission, pCR) bestimmt wurde. So erreichte
nur eine von 57 Patientinnen mit HR+/HER2- -Karzinom eine pCR (1.8%), wahrend die pCR-
Raten bei HR+/HER2+ mit 23.1% und bei HR-/HER2- -Tumoren mit 24.2% signifikant hoher
waren (Odds Ratio (OR)= 16.80, 95% CI=1.59-178.12, p=0.019 und OR=17.92, 95% Cl=2.13-
151.04, p=0.008, jeweils verglichen mit HR+/HER2-). Trotz der geringen Ansprechrate war
das krankheitsfreie Uberleben (disease-free survival, DFS) bei HR+-Tumoren durchweg gut,
und wurde auch bei Ko-Expression von HER2 nicht signifikant schlechter (3-Jahres-
Uberlebensrate: HR+/HER2- 96.3%, HR+/HER2+ 90.0%). Dagegen war trotz hoher pCR-Rate
die Uberlebenszeit von Patientinnen mit HR-/HER2- -Tumoren deutlich kiirzer: 3-Jahres-
Uberlebensrate 65.0% (p=0.016 verglichen mit HR+/HER2-). Die kiirzesten Intervalle bis zum
Rezidiv fanden sich bei Patientinnen mit HR-/HER2+-Karzinomen: 3-Jahres-Uberlebensrate
33.3% (p<0.0001, verglichen mit HR+/HER2-). Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit war, dass
mit Hilfe des ki67-Proliferationsindex TNBC mit hoher Ansprechrate von solchen mit

geringerer Ansprechrate unterschieden werden konnen (pCR-Rate 63.6% vs. 0%, p<0.0001).

Mammakarzinome mit Ko-Expression von HR und HER2 stellen eine besondere Gruppe dar,
die sich durch ein gutes Ansprechen auf Anthracylin/Taxan-haltige Chemotherapie und lange
Uberlebenszeiten auszeichnet. Dieser Sachverhalt wurde auch in anderen, gréReren

55,56

Studiengruppen gezeigt. Die pCR-Raten bei HER2-positiven Karzinomen konnten durch

die mittlerweile standardmafige Hinzufligung von Trastuzumab zur NACT noch gesteigert

werden.”’

2.2.2. Thymosin beta 15A (TMSB15A) im tripel negativen Mammakarzinom

Thymosin beta 15A (TMSB15A) is a predictor of chemotherapy response in triple negative

breast cancer.

Darb-Esfahani S, Kronenwett R, von Minckwitz G, Denkert C, Gehrmann M, Rody A, Budczies J, Brase JC, Mehta
MK, Bojar H, Ataseven B, Karn T, Weiss E, Zahm DM, Khandan F, Dietel, M, Loibl S

Br J Cancer, 2012;107(11):1892-900
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Diese Arbeit war Teil einer vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF)-
geforderten systematischen Screening-, Training- und Validierungsstudie mit dem Ziel,
pradiktive Biomarker flr das Ansprechen auf eine Anthracyclin/Taxan-haltige NACT zu
identifizieren (NeoPredict, Fordernummer 01ES1002). Vier Patientenkohorten wurden
untersucht:  schockgefrorene  pra-therapeutische  Stanzbiopsien  wurden  einer
Genexpressionsanalyse mit Affymetrix-Chips (U133) unterzogen, wobei hier 86 Proben aus
einer populationsbasierten Kohorte stammten und 55 Proben aus der davon unabhdngigen

neoadjuvanten Phase IlI-Studie GeparTrio (NCT00544765) stammten.*®>?

Die Trainingskohorte
bestand aus 212 FFPE-Stanzen aus GeparTrio, die Validierungskohorte aus 383 Proben aus
der neoadjuvanten Phase llI-Studie GeparQuattro (NCT00288002),%° wobei die FFPE-Proben
mit gRT-PCR untersucht wurden.

In beiden Screening-Kohorten war TMSB15A, eine Isoform des Gens, das flr Thymosin beta
15 kodiert, pradiktiv fur die pCR (p<0.0001, p<0.0042). In der GeparTrio FFPE-Kohorte fand
sich eine signifikant hohere TMSB15A-Expression in TNBC (ESR1-/HER2-) als bei luminalen
Karzinomen (ESR1+/HER2-, p<0.0001), sodass wir weitere Analysen in den Subgruppen
separat durchfiihrten. Bei TNBC aus der GeparTrio Trainingskohorte war TMSB15A ebenfalls
ein signifikanter pradiktiver Biomarker fir die pCR (OR=1.25 pro ACT, 95% CI=1.01-1.55,
p=0.040), wahrend sich in luminalen Tumoren kein signifikanter pradiktiver Effekt fand.
Dieses Ergebnis lieR sich in TNBC aus GeparQuattro valdieren (OR=1.26 pro ACT, 95%
Cl=1.04-1.52, p=0.017).), ebenso wie ein Cut-off-Punkt fir die TMSB15A-mRNA-Expression,
der in GeparTrio mittels der oben beschriebenen Methode pradefiniert worden war und der
TNBC in eine Gruppe mit geringer TMSB15A-Expression und niedriger pCR-Rate (17.0%) und
eine Gruppe mit hoher TMSB15A-Expression und hoher pCR-Rate teilte (36.8%, OR=2.84,
95% Cl=1.18-6.82, p=0.020). In der multivariaten logistischen Regression in der
Trainingskohorte war die TMSB15A-Expression ein unabhangiger pradiktiver Faktor, neben
dem Patientenalter und dem klinischen Tumor- (cT) und Nodalstatus (cN, p=0.041). Wurden
die molekularen Tumortypen nicht RNA-basiert sondern, wie der aktuellen diagnostischen
Praxis entsprechend immunhistochemisch bestimmt, zeigte sich in GeparTrio und
GeparQuattro das gleiche Ergebnis. In der Zellkultur priften wir, ob sich ein funktioneller
Zusammenhang zwischen TMSB15A und der Chemosensitivitdit nachweisen lieRe. Tripel
negative Cal-51-Zellen zeigten hohe Expressionslevel von TMSB15A, die interessanterweise

nach Induktion einer sekundaren Paclitaxel-Resistenz deutlich abnahmen (p=0.004). Ein
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knockout von TMSB15A durch siRNA in parentalen Cal-51-Zellen wirkte sich jedoch nicht auf
die Sensitivitdt gegen Doxorubicin oder Paclitaxel aus, so dass ein kausaler Zusammenhang
zwischen TMSB15A und Chemoresponse nicht nachweisbar war und TMSB15A somit eher als
Surrogatmarker fur das Ansprechen auf Anthracyclin/Taxan-haltige Chemotherapie gelten
sollte.

TNBC sind eine heterogene Gruppe von Mammakarzinomen mit allgemein schlechter
Prognose.38 Jedoch kdnnen Patientinnen mit einem TNBC, die in der neoadjuvanten Therapie
eine pCR erreichen, mit einem giinstigen Lanzeitverlauf rechnen.®! Die Bestimmung des
TMSB15A-mRNA-Levels als validierter Biomarker konnte bei der Entscheidung fiir eine NACT
bei Patientinnen mit TNBC hilfreich sein. Fir Patientinnen mit einem gering TMSB15A-
exprimierenden Karzinom, deren Chance auf eine pCR niedriger ist, kénnten wiederum

alternative, experimentelle Behandlungsoptionen erwogen werden.
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3. Diskussion

3.1. Der aktuelle Stand der Entwicklung von Biomarkern fiir das Ovarialkarzinom und

Erfordernisse fiir die Zukunft

In den hier vorgestellten Arbeiten wurden verschiedene Biomarker im Gewebe von primaren
Ovarialkarzinomen auf ihre prognostische Wertigkeit hin untersucht. Einen zum Teil
unabhangigen prognostischen Wert konnten wir fir die Expression der LPAAT-beta, ESR1,
von NF-kB-Pathway-Komponenten und ALDH1/EGFR nachweisen. Diese Ergebnisse konnten
als Grundlage von Validierungsstudien in unabhdngigen Kohorten, praferentiell mit
prospektivem Ansatz dienen. Dennoch haben die hier vorgestellten Marker den Weg in eine
klinische Anwendung bisher nicht gefunden, ebenso wie zahlreiche andere Marker, die bis
dato publiziert worden sind (eine im Januar 2013 durchgefiihrte PubMed-Recherche mit den
Schlagwortern ,,ovarian cancer” und ,pronostic factor” ergab 1.924 Treffer). Die Tatsache,
dass prognostische Biomarker sich beim Ovarialkarzinom - im Gegensatz zum
Mammakarzinom — schwer in die klinische Anwendung bringen lassen, hat inhaltliche und

strukturelle Grinde.

Die therapeutischen Moglichkeiten beim Ovarialkarzinom beschranken sich auf die Chirurgie
und wenige zytotoxische Substanzen (vergleiche Kapitel 1.1). Mangels Therapiealternativen
ergaben sich bisher aus neueren Erkenntnissen (iber molekulare oder histologische
Subgruppen des Ovarialkarzinoms keine klinischen Konsequenzen. Auch fast alle targeted
therapies haben in den bisherigen Studien keinen relevanten Nutzen beim Ovarialkarzinom
gezeigt. Die erste Ausnahme stellt Bevacizumab dar, das von der AGO mittlerweile fir die
adjuvante Therapie des fortgeschrittenen primaren Ovarialkarzinoms empfohlen wird
(http://www.ago-online.de/fileadmin/downloads/leitlinien/ovar/ovar_empfehlungen_

maligner_tumoren_de_12.pdf). Diese targeted therapies sind die Hauptanwendungsgebiete
pradiktiver Biomarker. Auch die hier untersuchten Marker sind mit der Implikation,
therapeutische Targets zu identifizieren, untersucht worden. Die LPAAT-beta ist als
Zielmolekil spezifischer Inhibitoren von der US-amerikanischen Firma Cell Therapeutics Inc.
selektiert worden, die die Entwicklung dieser Medikamente allerdings mittlerweile
eingestellt hat. Auch NF-kB-Inhibitoren waren vor circa funf Jahren potentielle neue

Krebsmedikamente,**

allerdings sind bisher keine NF-kB-Inhibitoren in fortgeschrittener
klinischer Testung in soliden Tumoren angekommen. Moglicherweise riefen hier
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unerwinschte Arzneimittelwirkungen Probleme hervor, da es sich bei NF-kB um eine
ubiquitar aktive Transkriptionsfaktorfamlie mit multiplen Effekten handelt.®? Der relativ
unspezifischen und nicht selektiv NF-kB-hemmenden Substanzen Bortezomib und
Thalidomid werden allerdings bereits bei hamatologischen Malignomen, insbesondere dem
Plasmozytom eingesetzt. Interessanterweise hat unsere Arbeit Hinweise darauf erbracht,
dass die Aktivitdit des kanonischen NF-kB-Pathway eine giinstige Prognose im
Ovarialkarzinom anzeigt und eine Inhibition desselben mdéglicherweise nicht zum Vorteil des
Patienten sein konnte. Unsere Erkenntnisse Uber die ESR1-Expression im Ovarialkarzinom
konnten Basis fiir neue Therapieversuche mit einer der dltesten der zielgerichteten
Therapiestrategien sein, der antihormonellen Therapie. In den 80er Jahren wurden
Therapieversuche mit diesen Substanzen zumeist bei rezidivierten, mehrfach
vorbehandelten Ovarialkarzinomen unternommen, wobei die Ergebnisse enttduschend
waren.”® Allerdings wurden in diesen Studien meist keine Stratifizierungen gemaR einer ER-
Expression vorgenommen; was eine Ursache fir die negativen Ergebnisse gewesen sein
konnte. Mit der Expressionsanalyse der ERS1I-mRNA bieten wir einen vielversprechenden
Biomarker an und eine klinische Studie auf diesem Gebiet erscheint lohnenswert.

Zielgerichtete Therapien helfen erfahrungsgemdB nur Subgruppen von Patienten, deren
Tumoren ganz bestimmte molekulare Defekte aufweisen, die eine besondere Sensibilitat
dem spezifischen Wirkungsmechanismus gegeniiber hervorrufen. Als Beispiele seien hier
HER2-positive Mammakarzinome (Trastuzumab, Lapatinib), EGFR-mutierte nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinome (Gefitinib, Erlotinib) oder auch c-kit-mutierte gastrointestinale
Stromatumoren (Imatinib) genannt. Waé&hrend die Kenntnisse (iber die molekularen
Grundlagen des Ovarialkarzinoms bis vor etwa 10 Jahren stagnierten, gab es in den letzten
Jahren einen starken Wissenszuwachs, der potentiell zu einer hilfreichen molekularen
Subtypisierung der Ovarialkarzinome fiihren wird.®® Diese sollte letztendlich Subgruppen
definieren, die von bestimmten Therapeutika profitieren und die Entwicklung von neuen
targeted therapies beférdern. Eine wichtige neue Erkenntnis ist, dass die histologischen
Subtypen des Ovarialkarzinoms sich in molekularer, &tiopathogenetischer und
prognostischer Hinsicht deutlich unterscheiden. Kobel et al. zeigten, dass zahlreiche
immunhistochemische Marker in den histologischen Subtypen differentiell exprimiert
werden und dariiber hinaus ihre prognostische Relevanz innerhalb der Subtypen zum Teil

vollig unterschiedlich ist.** Wir sind diesen Erkenntnissen in unseren jiingeren Projekten
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dadurch nachgekommen, dass wir Biomarker auch separat innerhalb der groRten
histologischen Gruppe der serésen Karzinome analysierten, so bei der Untersuchung des NF-
kB-Pathway und von ESR1. Bei der Untersuchung der ALDH1-Expression beschrankten wir
uns dann nur noch auf die homogene Gruppe der HGSC. Diese machen etwa 70% der
Ovarialkarzinome aus, die neueren, sich verdichtenden Erkenntnissen gemal wahrscheinlich
iiber eine Vorliuferlsion (STIC) aus der Tubenschleimhaut hervorgehen.'! Diese Erkenntnis
wird die Konsequenz haben, dass bei Vergleichen zwischen HGSC und Ursprungsgewebe das
Tubenepithel und nicht mehr wie bisher meist geschehen das ovarielle Oberflachenepithel
untersucht werden wird. Die Ergebnisse des TCGA-Projektes bestatigte friihere Erkenntnisse,
dass praktisch alle HGSC p53-Mutationen sowie eine hohe chromosomale Instabilitat
aufweisen, die in circa 50% der Falle auf genetische Aberrationen von Regulatoren der
homologen Rekombination, unter anderem BRCA1/2 zurickzufiihren sind.X® Als potentiell
nitzliche Therapeutika fir diese Falle galten kirzlich Inhibitoren der Poly(ADP-
Ribose)polymerase (PARP) sein; diese hatten sich in mehreren Phase-Il-Studien bereits als
vielversprechend herausgestellt,”®> jedoch machten sich bei einigen Substanzen spiter
Probleme mit der Spezifitit bemerkbar und Zweifel an einem Effekt auf das
Langzeitliberleben kamen auf. Ob PARP-Inhibitoren bei bestimmten Patientensubgruppen
einen Nutzen haben, wird jedoch noch weiterhin in laufenden Studien untersucht. Auch
andere haufig im HGSC alterierte Pathways sind im TCGA-Projekt identifiziert worden, fur die
zum Teil bereits spezifische Inhibitoren existieren. Inwiefern die vier transkriptionellen, drei
Mikro-RNA-,  vier Promotormethylierungs-Subtypen sowie die prognostische
Genexpressionssignatur fir individuelle Therapienentscheidungen niitzliche Subtypen
darstellen werden, werden zukiinftige Studien zeigen. Die vier transkriptionellen Subtypen
des HGSC, bezeichnet als immunoreactive, differentiated, proliferative und mesenchymal
sind praktisch identisch mit bereits 2008 durch Genexpressionsanalyse gefundenen
Subtypen, haben prognostische Potenz und Uberlappen teilweise mit den miRNA-

% Die selteneren histologischen Ovarialkarzinomtypen (EC, CCC, MC, LGSC)

Subtypen.
werden hinreichend lediglich im Multicentersetting untersucht werden kdnnen, um
ausreichende Fallzahlen erreichen zu kénnen. Kleinere Fallserien haben in den letzten Jahren
gezeigt, dass MC hiufig HER2-amplifiziert sind,®*’ die Endometriose-assoziierten CCC und
EC Karzinome dagegen haufig pathogenetische Mutationen im Tumorsuppressorgen

ARID1A,* die EC auBerdem phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10
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(PTEN)- oder beta-Catenin (CTNNB1)-Mutationen aufweisen.®”®® Hieraus kénnten sich in
Zukunft spezifische Therapieoptionen herausbilden (zum Beispiel HER2-Inhibitoren fir MC,
Inhibitoren des PI3K/AKT/mammalian target of rapamycin (mTOR) fir EC). Auch zukinftige
Therapiestudien werden im Multicentersetting stattfinden miissen, wobei die Evaluation
zugehoriger pradiktiver Biomarker idealerweise parallel gehen sollte.

Die Herausforderung in der gewebebasierten translationalen Ovarialkarzinomforschung wird
in den nachsten Jahren sein, die relevanten neuen molekularen Subgruppen durch im FFPE-
Routinematerial anwendbare Biomarkerassays zu definieren, eine Aufgabe, der sich unter
anderem das von der EU gefoérderten FP7-Projekt OCTIPS, an dem auch unsere Gruppe
beteiligt ist, widmen wird (http://www.octips.eu/). Seit mehreren Jahren ist unsere Gruppe
zudem Partner in der Tumor Bank Ovarian Cancer (TOC, http://www.toc-network.de/), die
von unseren Kooperationspartnern in der Frauenklinik der Charité, CVK (Prof. Jalid Sehouli)
geleitet wird. In TOC sammeln Partner aus mehreren europdischen Liandern prospektiv
Tumorgewebe sowie Aszites-, Blut- und Serumproben von Ovarialkarzinompatientinnen und
dokumentieren standardisiert klinisch-pathologische Variablen und Uberlebensdaten. Im
Dezember 2012 war Biomaterial von insgesamt 2.184 Patientinnen im TOC archiviert.
Proben und Daten werden den Partnern fir Projekte zur Verfligung gestellt.
Multicentersetting und Standardisierung in TOC ermdglichen qualitativ hochwertige
Forschungsprojekte, insbesondere bei selteneren Ovarialkarzinomsubgruppen. Ein weiterer
struktureller Fortschritt in der Ovarialkarzinomforschung sollte die Implementierung
translationaler Forschungsprogramme innerhalb von klinischen Studien sein, die bei
hdufigeren Tumoren wie dem Mammakarzinom. mittlerweile Standard sind. Eine
wesentliche Komponente dieser translationalen Programme sollte insbesondere die
prospektive zentrale Gewebesammlung sein, die die Beantwortung pradefinierter
Fragestellungen erlaubt, aber auch die retrospektive Priifung von zum spateren Zeitpunkt
aufkommenden Hypothesen zuldsst. Die erste Ovarialkarzinomstudie, fiir die unsere Gruppe
die zentralpathologische Beurteilung liefert, ist die PROVE-Studie (NCT01388621), die den
Nutzen des EGFR-Inhibitors Panitumumab beim rezidivierten, platinsensitiven
Ovarialkarzinom prift. An unserem Institut erfolgt dabei die Bestimmung des k-ras-

Mutationsstatus, die Voraussetzung fiir die Studienteilnahme ist.
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3.2. Entwicklung von Biomarkern fiir prognostisch ungiinstige molekulare Subgruppen des

Mammakarzinoms

In den beiden hier vorgestellten Studien zum Mammakarzinom definierten wir eine
vereinfachte molekulare Tumortypisierung des Mammakarzinoms mit pradiktivem und
prognostischem Wert bei NACT und identifizierten TMSB15A als hilfreichen Marker fir die
Stratifizierung von TNBC fiir eine NACT. Bei TMSB15A handelt es sich dabei um einen in einer
systematischen Screening-, Training- und Validierungsstudie in unabhangigen Kohorten
gepriften Marker. Unsere Ergebnisse tragen zu den Kenntnissen tber das Ansprechen der
molekularen Subtypen auf Chemotherapie bei und haben das Potential, in die
Entscheidungsfindung in der Klinik einbezogen zu werden. Die Studien entstanden im
Kontext eines bereits umfangreichen Wissens Uber die molekularen Grundlagen des
Mammakarzinoms und unter Nutzung bereits vorhandener weitentwickelter Strukturen fir
die translationale Forschung. Seit 2005 wird von unserer Arbeitsgruppe (AG Translationale
Tumorforschung, Professor Denkert, Institut fiir Pathologie der Charité) die zentrale
Gewebebank fir die Studien der GBG betreut. In der Tumorbank werden pra-therapeutische
Stanzbiopsien und Gewebe von Operationspraparaten retrospektiv und bei neueren Studien
auch prospektiv zusammengetragen. Im Januar 2013 waren circa 14.000 Proben aus
neoadjuvanten und adjuvanten Studien in der Tumorbank archiviert. Um einen hohen
Probendurchsatz bei IHC-Studien zu ermoglichen, hat unserer Arbeitsgruppe eine Technik
entwickelt, pra-therapeutische Stanzbiopsien auf einen TMA zu bringen. Entsprechend
kontinuierlich aktualisierter standard operating procedures (SOP) wird wahrend der TMA-
Herstellung von den Stanzbiopsien auch Material fiir die Extraktion RNA und DNA asserviert.
Publiziert wurden neben den hier vorgestellten mehrere weitere Forschungsprojekte, die
TMAs und Nukleinsduren aus den neoadjuvanten Studien GeparDuo, GeparTrio und

GeparQuattro genutzt haben.®®”?

Die NACT, die in ihrer Anfangszeit inoperablen, insbesondere inflammatorischen
Mammakarzinomen vorbehalten war, ist mittlerweile eine Behandlungsoption des

2324 Das Ansprechen auf die Therapie kann klinisch

operablen Mammakarzinoms geworden.
durch Palpation und Sonographie festgestellt werden, der Goldstandard dafiir ist aber das
histopathologische Regressionsgrading am post-chemotherapeutischen Tumor(bett)resektat

(zum Beispiel das Regressionsgrading nach Sinn et al.).”® Die pCR ist das Ziel jeder NACT und
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primdrer Endpunkt in neoadjuvanten Therapiestudien. Gemeinhin ist eine pCR als
vollstdndiges Fehlen invasiv wachsender Tumorzellen im Tumorbett und in den axillaren
Lymphknoten definiert (ypTO/Tis, ypNO). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die pCR

779 Aktuelle Metaanalysen aller bisher von

ein Surrogatmarker fir das Langzeitiiberleben ist.
unseren Kooperationspartnern von der GBG durchgefiihrten Studien zeichnen ein
differenzierteres Bild, wobei die pCR insbesondere bei HER2-positiven Karzinomen und TNBC
ein wichtiger Prognosemarker ist, wahrend luminale Karzinome selten pCRs erreichen und
dennoch meist ein sehr gutes Uberleben zeigen.® Letzteres konnten wir in unserer Arbeit zu
den molekularen Tumortypen in der GeparDuo-Studie auch zeigen; mittlerweile ist dies ein
mehrfach belegter Sachverhalt. Abgesehen vom therapeutischen Nutzen fiir die
Patientinnen bietet die NACT auch ein grofRes Potential flir Biomarkerstudien, da pradiktive
Marker schnell auf ihren Wert hin evaluiert werden konnen, denn die langen

Nachbeobachtungs-Phasen, die aullerdem zusatzlich durch andere Einflisse als den

Therapieeffekt beeinflusst werden, entfallen hier.

Die beiden hier vorgestellten Arbeiten zum Mammakarzinom, die Proben aus GeparDuo,
GeparTrio und GeparQuattro untersuchten, zeigen exemplarisch, welchen groRRen Einfluss
biologische Subgruppen auf das Ansprechen auf eine Chemotherapie und auf das Uberleben
der Patientinnen haben. So zeigten wir in der GeparDuo-Studie, wie stark sich
Mammakarzinome unterschiedlicher Rezeptorexpression in pCR-Raten und
Langzeitprognose unterscheiden. Unsere Arbeit Gber GeparTrio und GeparQuattro zeigt, wie
wichtig die Beachtung molekularer Subgruppen auch fir die Biomarkerevaluation ist. Fir
TMSB15A zeigte sich namlich ein pradiktiver Wert lediglich fir die TNBC, wahrend es bei
luminalen Karzinomen nicht signifikant hilfreich war. Die Evaluierung eines Biomarkers in
einer Gesamtkohorte gemischter Subtypen kann demnach zu verfdlschten Ergebnissen
fihren. Auch therapeutisch missen die unterschiedlichen Subtypen separat angegangen
werden, was auch zunehmend umgesetzt wird. Erhielten zum Beispiel in der GeparDuo- und
GeparTrio-Studie noch alle Patientinnen eine identische Chemotherapie, wurden der NACT
in der GeparQuattro-Studie und den nachfolgenden Studien bei HER2-Positivitdt HER2-
Inhibitoren hinzugefiigt. Neuere Studien testen bereits differenzierte Therapieregime fir
Subtypen des Mammakarzinoms. So widmet sich die laufende GeparSixto-Studie
(NCT01426880) lediglich den HER2-positiven Karzinomen und den TNBC. Beide Typen

zeichnen sich im Vergleich zur der luminalen Gruppe durch eine intrinsische schlechte
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Prognose aus. Bei den HER2-Positiven sind die Uberlebensraten seit Einfiihrung des
spezifischen HER2-inhibierenden Therapie mit Trastuzumab deutlich gestiegen, jedoch weist
ein signifikanter Teil der Patientinnen eine primdre Resistenz gegen Trastuzumab auf, die auf
unterschiedliche Mechanismen zurickzufihren ist, zum Beispiel auf eine kompensatorische
Uberaktivitiat des PI.%K/AKT/mTOR—Pathway.37 Diese Patientinnen bendtigen also, damit
Trastuzumab seine Wirkung entfalten kann, zusatzliche Therapien, zum Beispiel mit
Inhibitoren des PI3K/AKT/mTOR-Pathway. Entsprechende Substanzen befinden sich bereits
in klinischer Testung.®® Zur Identifikation der Patientinnen, bei denen eine primére Resistenz
gegen Trastuzumab zu erwarten ist und zur Identifikation des spezifischen
Resistenzmechanismus wiederum sind Biomarker erforderlich. TNBC sind insofern die
problematischste Gruppe von Mammakarzinomen, weil bisher keine spezifische Therapie
gegen sie existiert. Es handelt sich um eine heterogene Gruppe von Tumoren, relativ
unscharf umrissen durch die gemeinsame Charakteristik des Fehlens einer ER-, PR und HER2-
Expression (= tripel negativ) und inkomplett mit der durch Genexpressionsprofiling
definieren Gruppe der basal-like Karzinome iiberlappend.?' Da Patientinnen mit TNBC im
Falle einer pCR jedoch mit einem gilinstigen Verlauf rechnen diirfen, ist die Identifikation von
Tumoren mit grofRer Chance auf ein Therapieansprechen fir die Entscheidung zur NACT sehr
wichtig. In unseren hier vorgestellten Arbeiten konnten wir den ki67-Proliferationsindex und
TMSB15A als pradiktive Marker fir TNBC finden. Anders als bei den HER2-positiven Tumoren
allerdings gibt es fur die TNBC ohne pCR (noch) keine alternativen Therapien. Die klinische
Problematik dhnelt hier der Situation bei den HGSC, was zum Teil dadurch erklart werden
kann, dass diese beiden Tumortypen sich auch auf molekularer Ebene sehr dhneln (p53- und
BRCA-Mutationen, Defekte in der homologen Rekombination mit resultierender
chromosomaler Instabilitdt). Nicht Gberraschend wurde deshalb auch bei den TNBC wie
beim HGSC grolle Hoffnung auf PARP-Inhibitoren gesetzt.82 Studien, die die Wertigkeit dieser
Medikamente beim TNBC priifen, laufen zurzeit. Als weiteres Medikament mit Potential bei

TNBC wurde Bevacizumab in der GeparQuinto-Studie identifiziert (NCT00567554).83

Der Erfordernis, pradiktive Biomarker fiir prognostisch unglinstige Subgruppen wie dem
HER2-positiven Karzinom, dem luminal B-Subtyp oder dem TNBC zu entwickeln, tragt unsere
Gruppe in aktuellen Forschungsprojekten Rechnung. Im Rahmen des aktuell angelaufenen
EU-geférderten F7-Projektes Responsify (http://www.responsify-fp7.eu/) werden die

bestehen Kollektive erweitert und Proben von GeparQuinto, GeparSixto sowie TECHNO®*
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aufbereitet und analysiert. Ziel ist eine systematisierte ldentifikation und Validierung von
pradiktiven Biomarkern, die fiir die Patientenstratifizierung sowohl fiir konventionelle
Chemotherapie als auch fir die zielgerichtete Therapie von Nutzen sein sollen. Ein wichtiger
Teil von Responsify ist dabei auch die prospektive Validierung von Markern in der aktuell
rekrutierenden GeparSixto-Studie, die bereits in retrospektiven Analysen der vorhandenen
Studienkollektive gefunden worden sind. Die mRNA-Expression von TMSB15A im TNBC

gehort unter anderem dazu.

3.3. Die Methodik der Biomarkerbestimmung am Formalin-fixiertem, Paraffin-

eingebetteten-Gewebe

In den hier vorstellten Arbeiten wurden die Biomarkeranalysen am FFPE-Gewebe
durchgefiihrt, das sich dadurch auszeichnet, dass es in der klinischen und
histopathologischen Routine verwendet wird und damit von jedem in der Pathologie
befundeten Fall in ausreichender Menge vorliegt. Die am haufigsten verwendeten Methoden
waren die IHC sowie die qRT-PCR. Beides sind mittlerweile gut etablierte Techniken, die auch
im Hochdurchsatzverfahren anwendbar sind. Die IHC ist ein Standardverfahren in der
Pathologie, sie ermoglicht die Beurteilung der Expression von spezifischen Proteinen, wobei
die Farbesignale lichtmikroskopisch exakt den exprimierenden Zellen zugeordnet werden
konnen, das heiBt es kann zum Beispiel eine Proteinexpression im Stroma oder in
Entziindungszellen von jener in den Tumorzellen unterschieden werden. Die qRT-PCR aus
FFPE-Gewebe ist eine im Vergleich dazu junge Methode, wobei unter anderem einige der
hier vorgestellten Arbeiten zu ihrer Etablierung als Standardmethode beigetragen haben.
Alle Arbeiten, die die qRT-PCR beinhalten, sind in intensiver Kooperation mit Sividon
Diagnostics GmbH, Koln (friher Siemens Health Care) entstanden, wobei Sividon mafigeblich
zur Entwicklung der Nukleinsdureextraktion aus FFPE-Gewebe und der gRT-PCR-Assays
beigetragen hat. Die gRT-PCR hat gegeniber der IHC zwei grolRe Vorteile: 1. Sie ist
quantitativ und 2. Sie ist objektiv und Untersucher-unabhangig. Die Expressionsbestimmung
desselben Faktors auf Protein- und mRNA-Ebene erbringt nicht unbedingt identische
Informationen. So zeigten wir, dass die ESR1-Genexpression im Ovarialkarzinom
prognostische Bedeutung hatte, jedoch nicht die ER-Proteinexpression, obwohl beide
Faktoren miteinander korreliert waren. Insbesondere in der ER-negativen Gruppe fiel auf,

dass hier eine signifikante Menge an ESR1-postiver Tumoren enthalten waren, die qRT-PCR
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also sensitiver war. Bei der IHC werden erst starke Unterschiede im Expressionslevel in
Signalintensitatsunterschiede umgesetzt, die gRT-PCR detektiert dagegen bereits winzige
Unterschiede. Flr die Bestimmung des ER-Gehaltes im Ovarialkarzinom scheint also letztere
Methode die geeignetere zu sein. Im Mammakarzinom ist der prognostische und pradiktive
Effekt der ER-Proteinexpression gut etabliert,®® aber auch hier stellen die Objektivitat und
Quantifizierbarkeit der gRT-PCR einen Vorteil dar. So zeigten wir, dass im Mammakarzinom
die Expressionsdaten von ER, PR und HER2 auf Protein- und RNA-Ebene stark miteinander
korrelierten und gleich guten prognostischen und pradiktiven Wert hatten.”> Die HER2-qRT-
PCR war in der Aussage einem standardisierten, zentral mit IH und Silber-verstarkter ISH
(SISH) bestimmten HER2-Status ebenbirtig.”® In allen translationalen Studien an den
neoadjuvanten Studienkohorten bestimmen wir daher den Rezeptorstatus bevorzugt per
gRT-PCR. Dies erfolgte auch in der hier vorgestellten Studie zur TMSB15A-Expression und
ermoglichte so eine trennscharfe Unterscheidung von TNBC von Iluminalen
Mammakarzinomen. Als Nachteile der gRT-PCR aus FFPE-Gewebe ist zu erwdhnen, dass es
sich (noch) nicht um eine in allen pathologischen Laboren etablierte Standardmethode
handelt, ferner, dass die gemessene mRNA-Menge aus dem gesamten Gewebe stammt und
nicht selektiv den Tumorzellen zugeordnet werden kann. So kdnnen Marker, die differentiell
im Stroma oder im Entziindungszellinfiltrat und im Tumor selbst exprimiert werden,
verfalscht abgebildet werden. Wir begegnen diesem Problem, indem wir fiir die qRT-PCR
mindestens eine Tumorzellmenge von 30% fordern und gegebenenfalls den Tumoranteil
durch manuelle Mikrodissektion erhohen. Welche Bestimmungsmethode fir welchen
Biomarker die am besten geeignete ist, muss empirisch festgestellt werden. Weitere
Methoden, die an FFPE-Gewebe anwendbar sind, sind RNA/DNA-In-Situ-Hybridisierungen,
Mutationsanalysen und mit gewissen Einschrankungen Genexpressionsprofiling und deep-
sequencing-Methoden. Einige dieser Methoden gehéren mittlerweile zum diagnostischen
Standard, zum Beispiel Translokationsanalysen in mesenchymalen Tumoren mittels
Fluoreszenz-ISH (FISH) oder sind etablierte pradiktive Biomarker, zum Beispiel die EGFR-
Mutationsanalyse in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen mittels Sequenzierung. Die hier
vorgestellten Arbeiten sollten dazu beitragen, dass auch die qRT-PCR in die Auswahl der
routinemalig anwendbaren Methoden aufgenommen wird. Gelungen ist dies bereits mit
dem Endopredict-Test, der aus dem NeoPredict-Projekt weiterentwickelt wurde (BMBF-

Fordernummer 01ES1002), aus dem unter anderem TMSB15A als Marker hervorging
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(http://www.sividon.com/endopredict.html). Dieser Test beruht auf der
Expressionsbestimmung von 12 Genen mittels gRT-PCR aus FFPE-Gewebe und gibt eine
unabhingige Information lber die Langzeitprognose (fernmetastasenfreies Uberleben) von
luminalen Mammakarzinomen und hilft bei der Entscheidung, ob eine adjuvante

Chemotherapie notwendig oder eine alleinige endokrine Therapie ausreichend ist.®8 E

r
wird an 25 pathologischen Institutes im deutschsprachigen Raum angeboten und ist hier
mittlerweile ein bei den behandelnden Klinikern etabliertes diagnostisches Verfahren fiir das

luminale Mammakarzinom.
3.4. Ausblick

Ovarial- und Mammakarzinome werden zunehmend als heterogene Gruppen von Tumoren
wahrgenommen, die sich durch Unterschiede in den molekularen Grundlagen, der Atiologie,
dem Therapieansprechen und der Prognose auszeichnen. Das bis vor einigen Jahren

Ill

geltende Therapieprinzip des ,one size fits it all* gilt hier nicht mehr. Im Mammakarzinom
haben diese Erkenntnisse bereits in gewissem Male auf die Therapie ausgewirkt und es
existieren Biomarker zur Subtypisierung. Die Verfeinerung der Trennscharfe dieser
Biomarker und die Identifikation weiterer, in der klinischen Routine fiir die
Therapienentscheidung hilfreicher Biomarker im Rahmen von klinischen Studien ist unser
Anliegen fir die Zukunft. Im Ovarialkarzinom sind die Kenntnisse (iber die molekularen
Subtypen noch nicht so weitreichend. Marker fir die Definition der Subtypen sind
notwendig; spezifische Therapien fir die Subtypen missen entwickelt und geprift werden.
Die Etablierung von Tumorkollektiven aus klinischen Studien sowie die Kooperation im

interdisziplindren Multicentersetting wie im EU-Projekt OCTIPS und im translationalen

Forschungsverbund TOC werden Schwerpunkte zukiinftiger Forschungsprojekte sein.
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4. Zusammenfassung

Trotz aller neuen therapeutischen Ansdtze haben Ovarialkarzinome immer noch eine sehr
ungiinstige Prognose. Neue Forschungsergebnisse zeigen die molekulare Heterogenitat
dieser Tumoren auf; dies kann in der Zukunft zu einer weiteren Differenzierung der
therapeutischen Strategien fiihren. Diese molekulare Differenzierung ist fir das
Mammakarzinom bereits klinische Realitdt, hier stellen vor allem die prognostisch
unglinstigen Subgruppen ein Problem dar. Fir beide Tumorentititen werden zusatzliche

Biomarker zur Definition von therapeutisch relevanten Subgruppen benétigt.

Fiir das Mammakarzinom konnte in den hier zusammengefassten Arbeiten gezeigt werden,
dass durch eine standardisierte Tumortypisierung mittels ER-, PR- und HER2-
Expressionsanalyse Subgruppen definiert werden, die sich in Prognose und Ansprechen auf
eine neoadjuvante Chemotherapie deutlich unterschieden. In der Subgruppe der HER2-
positiven Tumoren bestehen deutliche Unterschiede bei Tumoren mit und ohne Ko-
Expression von Hormonrezeptoren. In der prognostisch ungiinstigen Gruppe der tripel
negativen Mammakarzinome konnten wir in einer systematischen Screening-, Training- und
Validierungsstudie TMSB15A als neuen molekularen Marker fir das Ansprechen auf eine
neoadjuvante Chemotherapie identifizieren. Unsere Ergebnisse vertiefen das Wissen (iber
die Chemosensitivitdt der molekularen Mammakarzinom-Subtypen und konnten die
Grundlage fiir neue Ansatze zur Indikationsstellung fir eine neoadjuvante Chemotherapie
bilden. Die molekularen Marker werden derzeit in klinischen Studienkohorten weiter

validiert.

Fiir das Ovarialkarzinom war ein wesentliches Element unserer Untersuchungen die
Schaffung von Strukturen, die - analog zum Mammakarzinom - die Biomarkerevaluation in
klinischen Kohorten ermdéglichen. Parallel zu den Untersuchungen beim Mammakarzinom
haben wir auch im Ovarialkarzinom die Expression des Ostrogenrezeptors untersucht. Hier
zeigt die quantitative Bestimmung auf mRNA Ebene mittels RT-PCR deutliche Vorteile
gegeniber der klassischen Bestimmung mittels Immunhistochemie. Mit der gRT-PCR
konnten wir somit eine neue Methode etablieren, die prognostisch relevante Unterschiede
in der Ostrogenrezeptorexpression detektierte, die mit der Immunhistochemie nicht

nachgewiesen werden konnten.
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Als weitere Marker wurden beim Ovarialkarzinom in den hier vorgestellten Arbeiten die
LPAAT-B, ALDH1 sowie Komponenten des kanonischen NF-kB-Pathway im Gewebe von
primaren Ovarialkarzinomen auf Protein- und teils auch auf mRNA-Ebene untersucht. Hier
konnte unter anderem gezeigt werden, dass ALDH1/EGFR-ko-exprimierende Karzinome eine
Subgruppe mit extrem schlechter Prognose darstellen, die moéglicherweise einer Therapie

mit EGFR-Inhibitoren zuganglich sein kdonnte.

Unsere Ergebnisse bilden die Grundlage fir die weitere Evaluierung der untersuchten
Proteine als therapeutische Zielmolekiile und schaffen eine methodische Basis flir neue

pradiktive Tests fur zielgerichtete Therapien.
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