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2. Einleitung

2.1. Epidemiologie des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom ist ein relativ seltener Tumor. Mit nur knapp 20.000 geschatzten
neuen Féllen in den USA im Jahr 2023 erscheint seine Inzidenz nicht einmal unter den
10 haufigsten Karzinomentitaten bei Frauen (1). Allerdings ist die Prognose des
Ovarialkarzinoms weiterhin aul3ergewohnlich ungtinstig. So zahlt der Tumor zu der

funfhaufigsten krebsassoziierten Todesursache bei Frauen (2-6).

Bei anderen Tumorentitaten wurden in den letzten Jahren beeindruckende Fortschritte
erzielt und so gelang es beispielsweise die Inzidenz des Zervixkarzinoms zwischen
2012 und 2019 fur geimpfte Frauen im Alter zwischen 20 und 30 Jahren um 65% zu
senken. Auch die Mortalitat des Mammakarzinoms, des mit 31% Inzidenz mit Abstand
haufigsten Karzinoms der Frauen, sank insbesondere aufgrund von Fortschritten in
der Friherkennung um 43 % seit 1989 (1) .

Dagegen gelang eine Reduktion der Inzidenz oder Mortalitdt beim Ovarialkarzinom
bisher kaum und so ist die Prognose mit einer 5 Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit
von circa 43% uber alle Tumorstadien beim Ovarialkarzinom auch im Jahre 2023

weiterhin sehr ungunstig (1).

Die Ursachen hierfur sind vielfaltig, eine Rolle durfte die, mit Ausnahme einer
Pradisposition fiir BRCA keimbahnmutierte Frauen, weiterhin ungeklarte Atiologie (7)
sowie fehlende Friiherkennungsoptionen (8) spielen. Da Ovarialkarzinome meist im
fortgeschrittenem Stadium entdeckt werden, wenn bereits eine Peritonealkarzinose
besteht, gelingt die vollstandige Resektion selbst in spezialisierten Zentren nur in
etwas uber 50% (9). Weitere therapeutische Verbesserungen konnten mit der
Einfihrung von VEGF-Inhibitoren in die Erhaltungstherapie (10) sowie vor Kurzem mit
der Zulassung von PARP-Inhibitoren erzielt werden (11). Aber insgesamt sind die
therapeutischen Optionen bei dem zu Rezidiven und Platinresistenz neigenden

Ovarialkarzinom weiterhin sehr limitiert (12).



2.2. Allgemeine Karzinogenese

Virchow begrindete mit ,Omnis cellula e cellula® den Grundsatz der modernen
Zelltheorie, der besagt, dass alle Zellen aus einer anderen Zelle hervorgegangen sind
(13). Basierend auf dieser Erkenntnis weil3 man heute, dass Krebszellen durch meist
Noxen-induzierte Veranderungen aus einem gesunden Ursprungsgewebe entstehen.
In den 2000 erstmals versuchsweise zusammengefassten ,hallmarks of cancer®
wurden verschiedene allgemeine Eigenschaften aller Krebszellen zusammengefasst,
die im Wesentlichen besagen, dass Krebszellen sich von gesunden Kodrperzellen
durch gestorte Regulationsmechanismen von Wachstumssignalen, ein erhohtes
replikatives Potential und Verhinderung von Apoptosen, der Befahigung zur Invasion
und Metastasierung sowie damit einhergehend mit der Generierung notwendiger

Eigenschaften wie z.B. tumoreigene Angiogenese auszeichnen (14).

Aber bei detaillierterem Hinsehen differieren verschiedene Karzinome erheblich. So
sind zum einen die karzinogenen Noxen recht unterschiedlich (Tabak — Lungenkrebs;
HPV — Zervixkarzinom, UV-Strahlung — Hautkrebs) und die daraus resultierend
entstandenen Treibermutationen, zum anderen wissen wir heute aber auch, dass
Karzinogenese auch epigenetisch durch Inaktivierung von Tumorsupressorgenen
initiiert werden kann, ein bekanntestes Beispiel ist die MLH1 Methylierung beim
kolorektalen oder endometrioden Adenokarzinom.

Neuere Erkenntnisse weisen zudem darauf hin, dass es nicht nur das eine auslésende
Ereignis gibt, sondern Tumorzellen sich in einem Evolutionsprozess vom
Normalgewebe abspalten, der einem standigem Selektionsdruck unterliegt.
Selektionierend wirken hierbei tumoreigene metabolische Prozesse, wie Hypoxie und
Nahrstoffmangel bei unkontrolliertem Wachstum aber auch kdrpereigene, protektive
Faktoren wie zelleigene Reparaturprozesse oder Elimination durch das Immunsystem.
Dies fuhrt zur Pertubation von Signalwegen mit dem Ziel der Anpassung an die
jeweiligen Notwendigkeiten, vermutlich in Abhangigkeit von Tumorstadium und
Tumorumgebung (15).

Das Zusammenspiel dieser Faktoren macht die medikamentdse Karzinomtherapie
komplex und so helfen z.B. BRAF Inhibitoren beim genetisch relativ homogenen
Melanom aber nicht beim Kolonkarzinom (16). Auch Immuntherapien, wie

Immuncheckpoints, sind besonders wirkungsvoll bei der Existenz von Neoantigenen
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im Tumor, wie sie insbesondere z.B. bei MLH1 oder POLE dysregulierten Karzinomen
vermehrt entstehen (17). Neben der generellen Sicht auf die Karzinogenese erscheint
es daher sinnvoll, in der Ara der Prazisionsmedizin, sich die Karzinomentitaten im
Einzelnen anzusehen, um subtypenspezifische Faktoren herauszuarbeiten und

zielgerichtete Therapien generieren zu kdnnen.

2.3. Allgemeine Pathologie und histologische Subtypen des

Ovarialkarzinoms

Ausfuhrliche Beschreibungen der verschiedenen Morphologien im Ovarialkarzinom
bestehen schon langer. So wurde unter anderem bereits 1901 Uber ein papillares
Ovarialkarzinom (18) berichtet, das vermutlich histologisch einem serdsen Subtyp
entspricht. Aber erst umfassende molekulare und immunhistologische Analysen zu
Beginn des 21 Jahrhunderts ermdglichten die eindeutige Abgrenzung der
verschiedenen histologischen Subtypen. Erst mit der WHO Klassifikation von 2014
wurden high-grade und low-grade ser6se Adenokarzinome als zwei verschiedene
Entitaten gewdrdigt (19). Nach dem aktuellen Konzept werden epitheliale
Ovarialkarzinome in funf verschiedene Subtypen unterteilt, deren Unterschiede auf
verschiedenen Ebenen, unter anderem proteomisch mittels MALDI oder IHC,
epigenetisch mittels DNA Methylierung (20) oder teilweise genetisch mittels Exome
Sequencing gezeigt werden konnten (21). Nach aktueller Erkenntnis handelt es sich
bei genauerer Betrachtung bei Ovarialkarzinomen nicht um Tumore mit Ursprung in
den weitestgehend epithelfreien Ovarien, sondern um Tumore mit Primarmanifestation
oder friher Manifestation in den Ovarien. Der Ursprung liegt in einem dorthin
disseminierten ektopen Epithel oder den Tuben (22, 23). Vereinfachend werden die
Tumore in dieser Habilitationsschrift jedoch weiterhin als Ovarialkarzinome

subsummiert.

2.3.1. Endometrioide Adenokarzinome (EOC)
EOC machen circa 10% der Ovarialkarzinome aus und entstehen in den Ovarien auf
dem Boden einer Endometriose (24). Zum Teil lassen sich bereits in den

Endometriosen &hnliche Veranderungen wie in endometrioiden Adenokarzinomen
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nachweisen (25, 26). Das EOC zeichnet sich durch glandulares Wachstum mit
stiftchenférmigen Kernen und gelegentlich morulaartiger Plattenepithelmetaplasie aus.
Auf molekularer Ebene wurden, analog den endometrioiden Adenokarzinomen des
Uterus, vier Subtypen identifiziert, das TP53 mutierte, das MSI, das POLE mutierte
und der ,no special type“ (27). Interessanterweise weisen insbesondere das MSI und
das POLE mutierte Adenokarzinom eine hohe Tumormutationslast auf, mit
entsprechender Produktion von Neoantigenen, die eine entsprechende Immunantwort

auslésen und gut auf immunmodulierende Therapien ansprechen (28).

2.3.2. Klarzellige Adenokarzinome (COC)

COC entstehen ebenfalls auf dem Boden einer Endometriose und machen circa 10-
12% der Ovarialkarzinome aus (24). Morphologisch sind sie charakterisiert durch ein
glanduléares oder solides Wuchsmuster bestehend aus Zellen mit hellem, optisch
leeren Zytoplasma. In den glandularen Abschnitten sind haufig sogenannte hob-nail

Kerne (lUber das Zytoplasma ins Lumen hineinragende Kerne) nachweisbar.

2.3.3. Muzinése Adenokarzinome

Muzindse Adenokarzinome im Ovar sind haufig Metastasen gastrointestinaler Tumore
und das Konzept von Krukenbergtumoren ist lange bekannt (29). Die in Europa relativ
seltenen, circa 3-4%, der primaren Ovarialkarzinome ausmachenden, muzindésen
Ovarialkarzinome entstehen vermutlich Uber maligne Entartung aus benignen
Teratomen, aus benignen Brenner Tumoren oder Invagination metaplastischen
Ovarepithels (30). Histologisch sind sie GI-Trakt Karzinomen sehr @&hnlich und werden
durch Muzin-produzierende Drusen gekennzeichnet, die von stiftchenformigen Kernen
tragenden Epithelien ausgekleidet werden. Als Besonderheit finden sich manchmal
sogenannte ,mural-nodules®, welche kleinen Herden sarkomatoid oder anaplastisch
dedifferenzierter Tumoranteilen entsprechen (31). Molekular entsprechen die
muzindésen Adenokarzinome weitestgehend ebenfalls dem Gl Pendant mit h&aufigen
KRAS Mutationen. Weiterhin konnten z.B. der Notch-pathway und BMI1 beim
muzinésen, nicht aber beim HGSOC identifiziert werden und es gibt Hinweise auf ein
geringeres Ansprechen muzindser Tumorzellen auf die standardméafige platinhaltige-

Chemotherapie von Ovarialkarzinomen (32).



2.3.4. Low-grade serose Adenokarzinome (LGSOC)

Das LGSOC wird erst mit der WHO Klassifikation von 2014 als eigener Subtyp
eingefuhrt. Vorher ging man von einer kontinuierlichen Entwicklung von gut
differenziert (low-grade) Uber mittelgradig bis gering differenziert (high-grade) aus. Es
ist mit circa 5% der Ovarialkarzinome relativ selten. Histologisch sieht man ein
papillares Wuchsmuster mit geringer Kernpleomorphie und wenigen Mitosen. Haufig
sind Psammonkérper nachweisbar. Molekular unterscheidet es sich deutlich vom
HGSOC und ist durch haufige Alterationen im MAPK Signalweg z.B. KRAS und BRAF
Mutationen charakterisiert. Es weist keine TP53 Mutation und keine Defizienz der
homologen Rekombination auf (33). Als gesichert gilt die schrittweise Entstehung der
LGSOC uber Inklusionszysten, serdse Zystadenome und serése Borderlinetumore zu
primar im Ovar oder uber Implants im Peritoneum invasiven LGSOC. Hierbei sind die
Inklusionszysten vermutlich tubaren Ursprungs und eine primare Entstehung der
LGSOC in der Tube wird ebenfalls diskutiert (34). Aufgrund des relativ neuen Konzepts
der eigenstandigen Entitat und der Seltenheit der Erkrankung gibt es wenige eigene
Studien zum LGSOC. Eine Assoziation der proliferativen Aktivitat mittels Ki-67 mit der
Prognose (35), dem Ansprechen auf Chemotherapie (36) und dem Vorliegen von

Lymphknotenmetastasen (37) besteht.

2.3.5 High-grade sertéses Adenokarzinome (HGSOC)

Das HGSOC ist mit circa 70% der haufigste und aggressivste Subtyp unter den
Ovarialkarzinomen. Vor ungefdhr 10 Jahren konnte als Ursprungsepithel
disseminiertes oder frih metastasierte Tubenepithel identifiziert werden mit der
Vorlauferlasion des serdsen tubaren intraepithelialen Karzinoms (STIC) (22, 23).
Dieses Konzept konnte zwischenzeitlich auf molekularer Ebene bestatigt werden (38)
und mit der Definition von p53-Signatur und der serésen tubaren intraepithelialen
Lasion (STIL) (39) konkretisiert werden. Konventionell-morphologisch zeichnet sich
das HGSOC durch solides Wachstum mit spaltférmigen Hohlraumen, eine
ausgepragte Pleomorphie und hohe mitotische Aktivitat, mit haufig auch atypischen
Mitosen, aus. Auf molekularer Ebene finden sich fast immer eine TP53 Mutation und

in circa 22% eine somatische- oder Keimbahnmutation in den BRCA1/2 Genen (40).
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Neben BRCA finden sich auch andere Alterationen der homologen Rekombination und
zusammengenommen weisen circa 50% der HGSOC eine homologe
Rekombinationsdefizienz auf. Die Kombination aus DNA-Reparaturdefizienz und
Mutation der TP53 Chaperone bedingt vermutlich die ausgepragte genomische
Instabilitat des HGSOC, die sich insbesondere in einer hohen Zahl von somatischen

vollstandigen oder partiellen chromosomalen Kopienzahlvariationen auf3ert (40).

Aus der chromosomalen Instabilitat resultiert eine ausgepragte Tumorheterogenitat.
Anders als in MSI Tumoren, die eine hohe Mutationslast insbesondere durch
Leserasterverschiebungen aufweisen und sich durch die Induktion einer ausgepragten
Immunantwort durch Ausbildung von Neoantigenen auszeichnen (41, 42), sind
HGSOC eher durch eine fehlende Immunogenitat gepragt. Die Immunantwort auf
Neoantigene unterliegt einem komplexen Regelmechanismus, indem die Menge der
Genexpression des Neoantigens, die Affinitdt und Starke der Bindung des Antigen-
MHC-Komplexes auf antigenprasentierenden Zellen und die ausreichende Erkennung
als ,fremd” zur Induktion einer Inmunantwort gegentber einer Immuntoleranz relevant
sind (43). Die exakten Mechanismen mit denen HGSOC der Immuniberwachung des
Korpers ausweichen sind bisher nicht bekannt. Die chromosomale Instabilitat mit
chromosomomalen Kopienzahlvariationen induzieren offenbar anders als Punkt- oder
Sequenzmutationen keine vom Immunsystem detektierbaren Neoantigene. Weiterhin
beglnstigt die hohe Tumorheterogenitat vermutlich durch positive Selektion
besonders immunevasive Klone (44, 45). Auch die immunsupprimierenden
Eigenschaften der extrazellularen Matrix zum Beispiel Giber die Generierung spezieller

immunsuppressiver Makrophagen sind aktuell Gegenstand der Forschung (46).

2.4. Klinik und aktuelle Therapiestrategien bei Ovarialkarzinomen

2.4.1. Friherkennung

Die beste Behandlung einer Tumorerkrankung, insbesondere des HGSOC ware die
Friherkennung. Bisher konnte hier allerdings keine geeignete Methode entdeckt
werden. Ovarialkarzinome bleiben lange symptomarm. Auch in Bildgebung und
Serologie ist die Fruherkennung schwierig: Weder die routineméalRige
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Ultraschalluntersuchung noch die Ultraschalluntersuchung in Kombination mit
Laborparametern wie z.B. CA125 konnten, wie vom UK Collaborative Trial of Ovarian
Cancer Screening (UKCTOCS) gezeigt, bisher die Mortalitat an ovariellen Karzinomen
ausreichend senken, um sie als gesetzliche Friherkennungsuntersuchung zu
etablieren (47). Mit dem neuen Wissen um den Fimbrientrichter der Tuba uterina als
Ursprungsort der HGSOC kommen neue Screeningoptionen in Betracht. Vermutlich
besteht zwischen der Entwicklung der p53-Signatur, der serdsen tubaren L&sion
(STIL) sowie des STIC und der ausgepragten Peritonealkarzinose, mit der die
Patientinnen klinisch manifest werden, ein Zeitfenster. Labidi-Galy (38) berechnet fur
dieses Zeitfenster circa 7 Jahre. Aber auch ohne eine genaue Zeitangabe erscheint es
logisch, dass sich von der sehr kleinen STIC Zellen abschilfern und diese an anderer
Stelle im Peritoneum anwachsen. So lange es nur wenige Tumorzellen sind, oder sie
mdoglicherweise initial sogar noch vom Immunsystem eliminiert werden kdnnen, bleibt
die Krankheit symptomarm. Erst wenn sich eine kritische Zahl kleiner Metastasen
gebildet hat, die ihrerseits jeweils proliferieren und neue kleine Metastasen bilden,
entsteht ein exponentielles Wachstum mit ausgedehnter Peritonealkarzinose im
Bauchraum. Offenbar sind auch die Adipozyten an der Implantation und dem

Tumorprogress beteiligt (48).

Bisher konnten die neuen Erkenntnisse um die STIC nicht in ein suffizientes Screening
umgesetzt werden. So zeigte z.B. der Versuch der Sequenzierung von TP53 mutierten
Zellen in Uterus- bzw. Tubenlavage zwar eine Zunahme mutierter Zellen mit dem Alter
der Patientinnen, aber keine ausreichende Spezifitat auf das Vorliegen eines HGSOC
(49). Erste Pilotprojekte beschaftigen sich bereits mit der Detektion von diagnostischen
Proteinen in extrazellularen Vesikeln oder der Detektion von mRNA im Blut (50, 51),
auch Studien zum Mikrobiom im genitalen Sekret kdnnten moéglicherweise in Zukunft

Erfolge in der Friherkennung von Ovarialkarzinomen verzeichnen (52).

Derweil bleibt als Konsequenz aus der Erkenntnis um die Tube als Ursprung HGSOC
nur die zweistufige Salpingoophorektomie fir Risikopatientinnen mit bekannter
BRCA1/2 Keimbahnmutation oder die opportunistische Salpingektomie bei
bauchchirurgischen Eingriffen anderer Indikation. Erste Auswertungen grol3er
Kollektive weisen auf eine deutliche Risikoreduktion fir HGSOC sowie andere

epitheliale Ovarialkarzinome hin (53).
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2.4.2. Operative und medikamentdse Therapie

Gemald S3-Leitlinie (54) fur Ovarialtumore ist die primére Debulking Operation
vorzugsweise in einem spezialisierten Zentrum mit erfahrenem gynako-onkologischen
Operateur mit Intention der Resektion aller makroskopisch erkennbaren
Tumormanifestationen die Methode der Wahl, dies gilt auch fur zufallig entdeckte
Ovarialkarzinome in frihen Stadien und selbst fir zufallig entdeckte STICs. Eine
neoadjuvante Chemotherapie hat bisher keine Verbesserung gegeniber der priméren
Operation gezeigt (55), die ausgedehnte Lymphonodektomie weist aufgrund einer
erhohten Rate an postoperativen schwerwiegenden Komplikationen eher einen
Uberlebensnachteil auf (56).

AnschlieBend wird fur alle Ovarialkarzinome mit Ausnahme der gut differenzierten
lokal begrenzten (pTlal) Karzinome die adjuvante Taxan-/platinhaltige
Chemotherapie empfohlen. In vielen anderen Tumorentitaten werden an dieser Stelle
zur Therapieentscheidung Prognosefaktoren herangezogen. Beispielhaft sei hier das
Mammakarzinom genannt, das neben den konventionellen Prognosefaktoren wie
TumorgréfRe und Nodalstatus auch die Rezeptorexpression und den Ki-67 Status
bericksichtigt, sowie teilweise Multigentests zur Beurteilung von Nutzen und Schaden
einer adjuvanten Chemotherapie herangezogen werden (57). Auch beim
Kolonkarzinom wird neben den klassischen Prognosefaktoren wie TumorgréRe und
Nodalstatus seit einigen Jahren zusatzlich der Mikrosatellitenstatus zur
Indikationsstellung einer Chemotherapie beurteilt (58). Es mag an der Ermangelung
von therapeutischen Alternativen aber auch am bisherigen Fehlen von verlasslichen
Prognoseparameter des Ovarialkarzinoms liegen, dass bisher nahezu
uneingeschrankt die Empfehlungen zur Chemotherapie gegeben wird.

Dabei gabe es auf Basis aktueller Erkenntnisse Hinweise darauf, dass die
histologischen Subtypen mit unterschiedlicher Prognose und auch unterschiedlichem
Ansprechen auf die konventionelle Chemotherapie assoziiert sind. So zeigen Studien,
dass LGSOC z.B. nur zu circa einem Viertel auf die klassische Taxan-/Platinhaltige
Chemotherapie ansprechen (59) und stattdessen Therapien mit Bevacicumab (60),

endokrinen Erhaltungstherapien (61) oder MEK-Inhibitoren, entsprechend aktueller
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Erkenntnisse Uber die Aktivierung des MAPK-Signalwegs bei dieser Entitat,

erfolgversprechender sein konnten (62).

Unabhangig von der bisher gleichbleibenden standardisierten Empfehlung zur
Operation und anschlieBender platinhaltiger Chemotherapie setzen sich aktuell
weitere Therapieansatze in der Erhaltungstherapie durch. So wurden 2011
Angiogenesehemmer (z.B. Bevacizumab) aufgrund einer relativ geringen
Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens (circa 6 Monate im PFS) zur

Erhaltungstherapie zugelassen (10).

Vielversprechend, zumindest fur die Gruppe der Patientinnen mit BRCA Mutation oder
anderer homologer Rekombinationsdefizienz, erscheinen insbesondere PARP-
Inhibitoren. Diese, circa 2005 entdeckte Medikamentengruppe fihrt bei Patientinnen
mit Defekten der homologen Rekombination zur synthetischen Letalitat. Sie induzieren
vermehrten Doppelstrangbrichen, die aufgrund des defekten
Reparaturmechanismuses zur Akkumulation von DNA-Schaden in der Apoptose
muinden (63). Urspringlich wurden sie in der Rezidivsituation fur BRCA mutierte
Tumore zugelassen. Nach den ermutigenden Ergebnissen der SOLO-1 Studie werden
sie nun auch fir Patientinnen mit BRCA mutierten Tumoren zur Erhaltungstherapie in
der Primarsituation (64) genutzt. Da neben der Mutation von BRCA auch weitere Gene
mutiert sein konnen, bzw. auch epigenetische Modifikationen zum Ausfall der
homologen Rekombination fihren, konnte nach der PAOLA-1 Studie und mit
Entwicklung verschiedener HRD-Assays die Therapie mit Olaparib auf die Gruppe der
HRD Karzinome ausgeweitet werden (11). Ein anderer PARP Inhibitor, Niraparib, ist
seit November 2020 ohne HRD-Testung fir fortgeschrittene Ovarialkarzinome zur

Erhaltungstherapie zugelassen (65).

Aber auch nach initialem Therapieansprechen erleiden mehr als 80% der Patientinnen
friher oder spater ein platinresistentes Rezidiv ihres Ovarialkarzinoms. In dieser
Situation bleiben kaum weitere Therapieoptionen, manchmal kénnen andere
Chemotherapiestrategien mit pegyliertem liposomalen Doxorubicin oder Gemcitabine
oder auch PARP Inhibitoren in Kombination mit Bevacicumab noch das Fortschreiten
der Tumorerkrankung aufhalten. Dennoch versterben Patientinnen  mit

platinresistentem Rezidiv durchschnittlich innerhalb eines Jahres (66).
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Interessanterweise kommen bei Ovarialkarzinomen, anders als in vielen anderen
Tumorentitaten, Immuntherapien kaum zum Einsatz. Mit Ausnahme des MSI
endometrioiden Adenokarzinoms, konnte bisher kein ausreichendes Ansprechen auf
Immuncheckpointinhibitoren nachgewiesen werden (67). Auch Therapien mit
monoklonalen Antikérpern gegen Zielmolekile kommen, abgesehen von dem VEGF-
Inhibitor Bevacizumab nicht zur Anwendung. Aber die Kenntnisse uber die Interaktion
von Immunsystem und Kanzerogenese haben sich in den letzten Jahren
weiterentwickelt und die Mdoglichkeiten der Immuntherapie auch im Hinblick auf

ambitionierte Projekte wie Tumorvakzination scheinen nicht ausgeschopft (68).

Die aktuelle Entwicklung bringt mit der Anerkennung unterschiedlicher histologischer
Subtypen und der HRD-Testung in der Empfehlung fiir high-grade Subtypen einen
vorsichtigen Schritt in Richtung Patientinnenstratifizierung beim Ovarialkarzinom.
Trotzdem Dbleiben viele Fragen offen und funktionierende Biomarker zur

Therapiepersonalisierung und —Optimierung waren winschenswert.

2.5. Prognostische Biomarker

2.5.1. Prinzipien der Biomarkerbestimmung

Der Begriff Biomarker definiert beobachtbare, messbare Veranderungen
entsprechend einer Krankheit. Genau genommen definiert somit bereits die in der
Antike durchgeflihrte ,Harnschau” erste ,Biomarker“ (69) und wendet sich ab von dem

zuvor praktizierten Glauben der ,gottgegebenen® Erkrankung.

Moderne Tumorbiomarker kénnen diagnostisch, prognostisch oder pradiktiv sein. Sie
konnen theoretisch an jeder der eingangs erwahnten ,Hallmarks“ von Karzinomen
abgeleitet werden und unterscheiden sich hierbei je nach Tumorentitdt zum Tell
erheblich. So erfolgt die Rezeptorbestimmung am Mammakarzinom prinzipiell am
,=Hallmark: Entkoppelte Regulationsmechanismen von Wachstumssignalen® (70). Die
prognostische Einteilung von Tumorbudding und —nesting beim Kolonkarzinom waére
dagegen eher dem ,Hallmark: Befahigung zur Invasion und Metastasierung®
zuzuordnen (71). Auch Veranderungen im Rahmen des Selektionsdruckes, dem die
Tumorzellen unterliegen kénnen zur Biomarkergenerierung dienen, ein typisches
Beispiel ist die Expression von PD-L1 (72). Meistens eher einschrankend, aber unter

bestimmten Voraussetzungen als Biomarker nutzbar, sind temporale und spatiale
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Tumorheterogenitat (73). Neben diesen biologischen Ansatzpunkten gibt es
methodische Unterschiede. So kodnnen Biomarker genetische, transkriptionale,
epigenetische oder proteomische Veranderungen beschreiben.

Biomarker unterliegen aber auch Anforderungen und so ist eine objektive Messbarkeit
und extensive Validierung auch vor dem Hintergrund der Vermeidung explodierender
Kosten flr die Krankenkassen essentiell. Gelingt die Etablierung eines zuverlassigen
Biomarkers, kénnen daraus die bereits erwahnten Vorteile fir die Therapie abgeleitet
werden. Dariiber hinaus kdnnen beispielsweise proteomische Biomarker das Substrat
der Aktivierung eines Signalweges messen und dann hypothesengenerierend fur
weitere  Grundlagenforschung der zugrundeliegenden genomischen oder

epigenomischen Alterationen genutzt werden (74).

2.5.2. Kollektiv der HGSOC
Da die histologischen Subtypen zusammen mit konventionellen Parametern (Staging,
Alter, Tumorrest) als wichtige Prognosefaktoren beim Ovarialkarzinom anerkannt sind

(54), ist eine separate Analyse nach histologischen Subtypen erforderlich.

Entsprechend der S3-Leitlinie werden Ovarialkarzinome primar maoglichst tumorfrei
operiert und das Tumorgewebe, das bei der Operation gewonnen wird, ist gut geeignet
fur retrospektive prognostische Biomarkeranalysen. FFPE Tumormaterial von
Ovarialkarzinompatientinnen ist in der Pathologie der Charité, die mit dem
Européaische Kompetenzzentrum fur Eierstockkrebs und der tumorbank ovarian cancer
(TOC) zusammenarbeitet, in ausreichender Menge verfluigbar. FFPE Material wird
routinemafig fur viele Farbungen und IHC Untersuchungen sowie zunehmend auch
fur genetische Analysen (75) verwendet und zeichnet sich durch eine gute
Reproduzierbarkeit der immunhistologischen Ergebnisse bei gleichem Protokoll- und
gleicher Antikdrperverwendung aus (76). Zur effizienten wissenschaftlichen
Untersuchung, wurde nach Diagnoseverifizierung einer versierten Gynékopathologin
(E.T.T.) entsprechend der aktuellen WHO Leitlinie (31) FFPE-Tumormaterial
verschiedener Patientinnen auf tissue microarrays (TMAsS) zusammengefasst.
Mehrere Stanzen pro Patientin bilden intratumorale Heterogenitat ab. Hierbei wurde
bei den HGSOC dem Konzept des Ursprunges in den Tuben mit frihzeitiger
gleichzeitiger Dissemination in den Bauchraum und die Ovarien folgend, peritoneales
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oder ovarielles Tumormaterial der Primaroperation verwendet (77). Das urspringlich
geplante Kollektiv wurde im Laufe der Zeit kontinuierlich erganzt und die klinischen
Parameter und der Uberlebensdaten fortwahrend aktualisiert. Bei neueren
Erkenntnissen, wie z.B. der konsistenten Mutation von TP53 beim HGSOC, erfolgt
eine kritische Optimierung. Entsprechend wurde das Kollektiv auf durchgangig p53
mutationstypisches Expressionsprofil nachtraglich bereinigt. Das Kollektivder HGSOC
ist fur die eingangs beschriebene Seltenheit der Entitat inzwischen sehr umfangreich
und umfasst circa 600 Falle, deren Diagnose sich Uber einen Zeitraum von circa 2000

bis circa 2019 erstreckt.

Entsprechend des langen Zeitraumes stellt sich die Frage, ob neben prognostischen
Biomarkern nicht auch eine Analyse pradiktiver Biomarker méglich ware. Eine
Stratifizierung nach Therapie wurde in der Publikation zu LRP1B (78) versucht. Dabei
erscheint es in diesem Zusammenhang problematisch, dass sich an der
Standardtherapie und Prognose kaum Veranderungen ergeben haben. Eine Einteilung
in verschiedene Therapiegruppen ergab daher aufgrund der nahezu durchgéngig
gleichartigen Therapie der Patientinnen nur eine Hauptgruppe fur die Primartherapie
(78). Fur die Analyse pradiktive Biomarker im Gegensatz zu prognostischen
Biomarkern ware die Gewebeentnahme vor, wahrend und nach der applizierten
Therapie ein weiterer zu prifender Ansatz. Dies ist jedoch sowohl fur bestehende als
auch fur innovative Medikamente problematisch, da sie insbesondere im
Ovarialkarzinom oft im Rezidiv appliziert bzw. initial getestet werden und dann bisher
kein weiteres Gewebe mehr entnommen wird (74). Zusammenfassend haben wir uns
aufgrund der speziellen Situation im Ovarialkarzinom, die eine Gruppierung nach

Therapien nicht erméglicht, auf prognostische Biomarker konzentriert.

2.5.3. Methodik und Auswertung IHC Biomarker

IHC Untersuchungen bergen teilweise eine nicht unerhebliche
Interobservervariabilitat, bedingt durch die unterschiedliche Interpretation von
Féarbeintensitaten und —expressionsmustern sowie die Auswahl des relevanten Areals
(79). Zur Unterstitzung der Quantifizierung eines IHC Markers wurden in der jingeren
Vergangenheit eine Reihe von Softwaresystemen entwickelt. In den aktuelleren
Publikationen wurde nahezu durchgangig mit der open-source Software QuPath
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(Version v0.4.4.) ausgewertet (80). Nach automatischer Erkennung und manueller
Feinjustierung werden in einem mehrschrittigen Vorgehen zuerst exemplarisch Tumor-
Stroma Areale vom Pathologen annotiert, nach deren Charakteristika anschliel3end
die gesamten TMAs einer Farbung von der Software klassifiziert werden. Das Ergebnis
der Tumor-Stroma Klassifikation wird visuell vom / von der Patholog:in Gberpruft. Diese
Schritte werden so lange wiederholt bis die Qualitat den Anspriichen genugt.
Anschliel3end wird die Intensitatsschwelle festgelegt, ab der eine Zelle als positiv zu
werten ist. Auch hier folgt die visuelle Abstimmung, bis das Ergebnis vom / von der
Patholog:in akzeptiert wird. Schlussendlich werden Artefakte manuell entfernt. Die
QuPath Software wurde zwischenzeitlich in mehreren klinischen Studien sowohl mit
der Einschatzung des/der Patholog:in als auch mit der prognostischen Richtigkeit
Uberpruft (81, 82).

2.5.4. Ergénzende in silico und in vitro Methoden

Transkription und Translation unterliegen komplexen Regulationsmechanismen und
zudem epigenetischen Modifikationen, so dass die Analyse von Proteinen aktuell
wieder an Bedeutung gewonnen hat. Das Proteinmuster von Zellen ist dynamisch da
sie als ,Lebensaulierung” den aktuellen Zustand von Zellen wiederspiegeln und nicht
wie genetische Mutationsanlaysen nur die ,Bauplane” mit den theoretischen
Moglichkeiten (83). In einigen Publikationen haben wir einen Beweis unserer
Ergebnisse in silico auf MRNA — Genchip Ebene (microarray) mit dem online Kaplan-
Meier Plotter durchgefiihrt (84). Der direkten Ubertragungen der Ergebnisse von
MRNA auf Proteinebene stehen sowohl methodische als auch biologische Argumente
entgegen. Methodisch konnen genomische ,bulk® Analysen nicht zwischen Tumor-
und Stromaexpression differenzieren und das Konzept der serdsen Tumore hat sich
mit der Einteilung in low- und high-grade serése Tumore als eigenstandige Entitaten
2014 geéndert, was in vielen offentlichen Datensatzen noch nicht entsprechend
umgesetzt wird (85) (19). Biologisch kdnnen Prozesse der post-transkriptionellen oder
post-translationalen Modifikation die Konzentration von mMRNA und Proteinen
beeinflussen. So weisen sowohl mMRNA Assay Analysen als auch die IHC
Proteinbestimmung Schwéachen auf, was die Stabilitdt kongruenter Ergebnisse in

beiden Methoden unterstreicht.
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Es liegt in der Natur der Biomarker, dass sie zwar Beobachtungen beschreiben, aber
fur sich genommen keine mechanistische Erklarung liefern kdnnen. Die Pathologie als
klassisches Schnittstellenfach zwischen Klinik und Grundlagenforschung stellt sich
nicht nur der Herausforderung, fur die Klinik nutzbare diagnostische Analysemethoden
zur Verfugung zu stellen, sondern méchte auch mit der Grundlagenforschung
zusammenarbeiten, um Erklarungen fir die komplexen biologischen Prozesse zu
erarbeiten. In den aktuelleren Publikationen haben wir daher versucht, tber die
Analyse von offentlichen in-silico Datenséatzen sowie in vitro Analyse von Zelllinien

ansatzweise mechanistische Informationen zu unseren Biomarkern zu erganzen.

Statistisch wurde eine cut-off Optimierung mit dem Cut-off Finder durchgefiihrt und
anschlieRend das Uberleben mittels Kaplan-Meier Analyse bzw. Cox-Regression uni-

und multivariat berechnet.

Zusammenfassend wurde in den vorliegenden Publikationen der methodische
Schwerpunkt auf die, im Vergleich zu anderen Methoden kostenglnstige,
immunhistochemisch-proteomische, prognostische Biomarkerdetektion beim HGSOC
gesetzt und diese durch in silico Analysen offentlich verfigbarer genomischer

Datensatze und einzelne in vitro Zelllinienanalysen erganzt.

2.6. Zielstellung

Die Prognose des HGSOC ist auch im Jahre 2023 sehr ungunstig. Der klinische
Verlauf ist durch spate Diagnosestellung, haufig initial bestehenden
Peritonealkarzinose und mehrfache Rezidive gekennzeichnet. Molekular zeichnet es
sich durch chromosomale Instabilitdt mittels TP53-Mutation und HRD aus. Saulen der
Therapie bilden eine moglichst vollstindige Resektion und eine platinhaltige
Chemotherapie. In den letzten Jahren waren mit Einfihrung von PARP-Inhibitoren in
die Erhaltungstherapie Erfolge zu verzeichnen. Fir andere therapeutische Anséatze,
insbesondere immunonkologische, konnten bei dieser Tumorentitat bisher keine
Wirkung belegt werden. Prognostische Biomarker zur Patientinnenstratifizierung sind
in der Ara der Prazisionsmedizin fiir das HGSOC dringend notwendig. Im Hinblick auf
die Besonderheiten des HGSOC haben wir die folgenden proteomischen Marker
immunhistologisch an einem grof3en, gut charakterisierten Kollektiv von HGSOC

Patientinnen auf ihre prognostische Relevanz untersucht.
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WT1 als diagnostischer Marker fir ser6se Ovarialkarzinome (31) ist ein
Tumorsuppressor (86) und wird im gesunden Tubenepithel nicht exprimiert (87). Da
WTL1 im Erwachsenengewebe nur selten exprimiert wird, scheint es ein geeignetes
Zielmolekil von Vakzinierungsstudien zu sein (88). Wissen um die prognostische
Signifikanz kann bei der Entwicklung und Bewertung von WT1 gerichteten

Immuntherapien relevant sein.

Neben den Tumorzellen selbst kbnnen auch intra- und peritumorale Lymphozyten
Aufschlisse Uber eine Immunantwort geben und zur prognostischen Einschatzung
dienen (89, 90). Wahrend mehrfach gezeigt wurde, dass die Anzahl von TILs
prognostisch relevant ist, scheint auch die Zusammensetzung der einzelnen
Lymphozytenuntergruppen eine Rolle zu spielen (91). Deshalb interessierte uns das
Vorkommen und die prognostische Signifikanz regulatorischer T-Zellen und TH17
Zellen beim HGSOC.

EVI1 hemmt den TGF-3 Signaltransduktionsweg, was indirekt tiber die Hemmung der
Transdifferenzierung TH17 Zellen zu regulatorischen T-Zellen (92) immunaktivierend
sein konnte. Zudem ist beim HGSOC eine Chromosomale Instabilitat durch TP53
Mutation und HRD bekannt. Die genauen Mechanismen von HRD sind dabei nicht
geklart, bisher werden die Effekte als Signatur ,genomischer Narben® im Gewebe (93)
gemessen. Daher fragen wir nach der prognostischen Aussage der Expression von
EVI1, einem Molekill des TGF- Signaltransduktionsweges (94), das bei der Fanconi-
Anamie (95) in Assoziation mit HRD aufgefallen war, und PARP1, einem wichtigen
Molekul der DNA- Einzelstrangreparatur.

Die Transdifferenzierung TH17 positiver Zellen zu regulatorischen T-Zellen wird auch
Uber den Tryptophanmetabolismus gesteuert (96, 97). IDOL1 ist ein intrazellulares
Enzym, das durch Tryptophanabbau die Verfigbarkeit dieser essentiellen Aminoséure
reduziert, mit vielfaltigen Auswirkungen auf das Immunsystem (98). Uns interessierte

ob es im HGSOC immunhistologisch nachweisbar ist, von welchen Zelltypen es
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exprimiert wird, seine Assoziation mit intratumoralen TILs und deren Subgruppen

sowie die prognostische Relevanz.

Eine weitere Besonderheit des HGSOC st die frithe und ausgedehnte
Peritonealkarzinose. In diesem Zusammenhang weisen verschiedene Studien auf eine
Dysregulation des Lipidstoffwechsels hin (99-102). LRP1B ist als Mitglied der Low-
Density-Lipoprotein (LDL) Rezeptorfamilie ein wichtiges Molekul im Lipidstoffwechsel
und gilt als Tumorsuppressor (103). Wir priften daher die Hypothese ob die
immunhistologische Expression von LRP1B, als Surrogat eines dysregulierten

Lipidstoffwechsels, prognostisch informativ ist.
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3. Eigene Arbeiten
3.1 Prognostischer Marker: Wilms tumor protein 1 (WT1)

Wilms tumor protein 1 (WT1)-- not only a diagnostic but also a prognostic marker in

high-grade serous ovarian carcinoma.

Taube ET, Denkert C, Sehouli J, Kunze CA, Dietel M, Braicu |, Letsch A, Darb-Esfahani
S.

Gynecol Oncol. 2016 Mar;140(3):494-502.
doi: https://doi.org/10.1016/j.ygyno.2015.12.018 |Epub 2015 Dec 22. PMID: 26721227 .

Im Folgenden ist das Abstract der Originalarbeit wiedergegeben (Ubersetzung durch

die Autorin).

Ziele.

,Die Expression des Wilms-Tumorproteins 1 (WT1) wird in der gynakologischen
Pathologie als diagnostischer Marker fur serése Differenzierung verwendet und wird
haufig koexprimiert mit ER-a. Frihphasenstudien zum WT1-Impfstoff in
gynékologischen Krebserkrankungen sind im Gange. In dieser Studie wollten wir den
prognostischen Wert von WT1 bei high-grade serdsen Ovarialkarzinomen bestimmen.

Methoden.

Die WT1-Proteinexpression wurde durch Immunhistochemie in einer Kohorte von 207
primaren high-grade serdsen Ovarialkarzinomen bestimmt. Die WT1-mRNA-
Expression wurde in einer Kohorte von 1137 Ovarialkarzinomen aus o6ffentlich

verfugbaren Genexpressionsdatensatzen untersucht.
Ergebnisse.

Eine hohe WT1-Expression war ein signifikant positiver Prognosefaktor bei primar
high-grade sertsen Ovarialkarzinomen hinsichtlich Gesamtiiberleben (OS, p = 0,008)

und progressionsfreiem Uberleben (PFS, p = 0,015), die Beobachtung war unabhangig
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von Alter, Stadium und Resttumor (OS: p=0,024, PFS: p=0,047). Die prognostische
Bedeutung der immunhistologischen WT1-Expression konnte in einer unabhéngigen
Kohorte von 72 Patient:innen reproduziert werden. Auf der mRNA-Ebene

wurde die prognostische Signifikanz in silico in Offentlich verfigbaren
Genexpressionsdatensatzen validiert, welche auch TCGA-Daten beinhalteten (OS:
p=0,002, PFS: p=0,011). Die WT1-Expression war signifikant mit der ER-a-Expression
verknupft (p=0,001) und Tumoren, die beide Marker (WT1+/ER-a+) koexprimierten,
hatten eine langere Uberlebenszeit als Tumoren aller anderen Markerkombinationen
(OS: p =0,002, PFS: p = 0,013).

Diskussion

Wir prasentieren WT1 als robusten prognostischen Marker beim high-grade serdsen
Ovarialkarzinom, auch zuztglich zu den prognostischen Informationen von ER-a. Dies
sollte bertcksichtigt werden, wenn WT1 im Zusammenhang von WT1-Targeting-

Therapien als Biomarker verwendet wird.”
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3.2. Prognostische Marker: Regulatorische T-Zellen und TH17

Zellen

Prognostic value of regulatory T cells and T helper 17 cells in high grade serous

ovarian carcinoma.

Marchenko S, Piwonski |, Hoffmann I, Sinn BV, Kunze CA, Monjé N, Pohl J, Kulbe H,
Schmitt WD, Darb-Esfahani S, Braicu El, von Brinneck AC, Sehouli J, Denkert C,
Horst D, Johrens K, Taube ET.

J Cancer Res Clin Oncol. 2023 Jun;149(6):2523-2536.
doi: |https://doi.org/10.1007/s00432-022-04101-2| Epub 2022 Jun 28. PMID: 35763108;
PMCID: PMC10129928.

Im Folgenden ist das Abstract der Originalarbeit wiedergegeben (Ubersetzung durch
die Autorin).

LZielstellung

In den letzten Jahren ist die Tumormikroumgebung und ihre Interaktion mit dem Tumor
in den Fokus der Forschung geruckt mit erhohter Aufmerksamkeit auf der
Zusammensetzung  tumorinfiltrierender ~ Lymphozyten.  Wir  wollten  die
Zusammensetzung regulatorischer T-Zellen (Tregs) und T-Helfer-17-Zellen (Thl17-
Zellen) quantifizieren und ihre prognostische Bedeutung bei high-grade serdsen tubo-

ovariellen Karzinom untersuchen.
Methoden

Tregs und Th17-Zellen wurden durch immunhistochemische Analyse von CD25 FoxP3
bzw. RORyt auf Gewebemikroarrays an einer Kohorte von 222 Patient:innen mit
Uberprufter Histologie und verfugbaren klinischen Daten bestimmt. Die Expression
wurde quantifiziert mittels Qupath und die Integration mit klinischen Daten erméglichte

die Berechnung der prognostischen Relevanz. Zur Validierung wurden die FOXP3-
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und RORC-mRNA-Expressionsniveaus von 502 Patientinnen mit HGSC in 6ffentlich

zugéanglichen Datensatzen ausgewertet.
Ergebnisse

Im Gesamtgewebe wurde ein durchschnittlicher Prozentsatz von 0,93% Tregs und
0,06% Th17-Zellen auf die Gesamtzellularitat nachgewiesen. Optimale Cut-Offs

wurden bestimmt und héhere Tregs waren mit einem besseren Gesamtuberleben im
Stroma- (p = 0,006), im Tumor- (p = 0,0012) sowie im Gesamtgewebe (p = 0,02).
verbunden. Nach Bericksichtigung bekannter prognostischer Faktoren wie Alter bei
Diagnose, Resttumor und FIGO-Stadium blieb dieser Zusammenhang fiir stromale
Tregs im Gesamtiiberleben signifikant (p = 0,02). Die Uberlebensanalyse fir Th17-
Zellen ergab keinen signifikanten Zusammenhang mit den Uberlebensraten. Darber
hinaus sind niedrigere Th17/Treg-Verhaltnisse positiv mit dem Gesamtiberleben der
Patient:innen assoziiert (p = 0,025 Tumor, p = 0,049 Stroma und p = 0,016
Gesamtgewebe).

Schlussfolgerung

Unsere Ergebnisse zeigen einen positiven prognostischen Effekt fir hohere Tregs,

nicht jedoch fur Th17 beim high-grade serésen Tuboovariellen Karzinom.*
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3.3 Prognostische Marker: EVI1 und PARP1

High EVI1 and PARP1 expression as favourable prognostic markers in high-grade

serous ovarian carcinoma.

Jank P, Leichsenring J, Kolb S, Hoffmann |, Bischoff P, Kunze CA, Dragomir MP,
Gleitsmann M, Jesinghaus M, Schmitt WD, Kulbe H, Sers C, Stenzinger A, Sehouli J, Braicu
IE, Westhoff C, Horst D, Denkert C, Gréschel S*, Taube ET",

J Ovarian Res. 2023 Jul 31;16(1):150. doi: https://doi.org/10.1186/s13048-023-01239-6 |

PMID: 37525239; PMCID: PMC10388497.

# geteilte Letztautorenschaft

Im Folgenden ist das Abstract der Originalarbeit wiedergegeben (Ubersetzung durch

die Autorin).

“Hintergrund

Mechanismen der Entwicklung und des Fortschreitens von high-grade serésem
Ovarialkarzinom (HGSOC) sind schlecht verstanden. EVI1 und PARP1, Teil des TGF-
3-Signalwegs, sind bei Krebserkrankungen mit DNA-Reparaturdefiziten hochreguliert
und kénnen das Fortschreiten bzw. Uberleben der Krankheit beeinflussen. Deshalb
hat uns die prognostische Signifikanz der Proteinexpression von EVI1 allein und in
Kombination mit PARP1 interessiert und wir haben sie an einer Kohorte von

Patientinnen mit HGSOC analysiert.
Methoden

Wir haben an 562 HGSOC-Patientinnen die EVI1- und PARP1-Proteinexpression in
der immunhistochemische Farbung mittels der digitalen halbautomatischen positiven
Zellerkennung von QuPath auf Gewebe-Microarrays evaluiert.
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Ergebnisse

HGSOC mit hoher EVI1-Expression (> 30 % positive Tumorzellen) waren mit einem
verbesserten progressionsfreien (PFS) (HR = 0,66, 95 %-KI: 0,504-0,852, p = 0,002)
und Gesamtuberleben (OS) (HR = 0,45, 95 %-KI: 0,352-0,563, p < 0,001) verbunden,
auch in der multivariaten Analyse. Interessant ist, dass die Gruppe mit hoher
Expression beider Proteine mit besonders guter Prognose verknipft zu sein scheint.
Unsere Ergebnisse wurden technisch und Klinisch mithilfe von Bioinformatik
Datensatzen zur Einzelzellsequenzierung, Variation der Kopienzahl und Gen- sowie

Proteinexpression validiert.
Schlussfolgerungen

EVI1 und PARP1 sind robuste prognostische Biomarker fur eine ginstige Prognose

bei HGSOC und implizieren weitere Forschung im Hinblick auf ihre Reziprozitat.”
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3.4 Prognostischer Marker: LRP1B

LRP1B - a prognostic marker in tubo-ovarian high-grade serous carcinoma.

Kolb S, Hoffmann I, Monjé N, Dragomir MP, Jank P, Bischoff P, Keunecke C, Pohl J,
Kunze CA, Marchenko S, Schmitt WD, Kulbe H, Sers C, Sehouli J, Braicu El, Denkert
C, Darb-Esfahani S, Horst D, Sinn BV, Taube ET.

Hum Pathol. 2023 Nov;141:158-168. doi:|https://doi.org/10.1016/j.humpath.2023.09.001 |
Epub 2023 Sep 22. PMID: 37742945.

Im Folgenden ist das Abstract der Originalarbeit wiedergegeben (Ubersetzung durch

die Autorin).

,Hintergrund

LDL Receptor Related Protein 1B (LRP1B) ist ein Mitglied der Low-Density-Lipoprotein
(LDL)-Rezeptorfamilie und wurde oft als Tumorsuppressorgen diskutiert, da seine
Herunterregulierung mit einer schlechten Prognose bei multiplen Karzinomentitaten
korreliert. Aufgrund der hohen Metastasierungsrate in die fettgewebshaltige
Bauchhohle und aktueller Forschungsergebnisse, die eine Dysregulation des
Lipidstoffwechsels beim tubo-ovariellen high-grade serésen Karzinom (HGSC) zeigen,

untersuchten wir die prognostische Signifikanz der LRP1B-Proteinexpression.

Methode

Wir untersuchten eine gut charakterisierte grof3e Kohorte von 571 Patient:innen mit
primarem HGSC und analysierten die LRP1B-Proteinexpression mittels
immunhistochemischer Farbung (getrennt in Tumor- als auch in Stromazellen), fuhrten
eine préazise Biobildanalyse mittels QuPath durch und berechneten die prognostischen

Auswirkungen mit SPSS.
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Ergebnisse

Unsere Ergebnisse zeigen, dass LRP1B als signifikanter prognostischer Marker fur
das Gesamtiiberleben (OS) und das progressionsfreie Uberleben (PFS) beim HGSC
auf Proteinebene fungiert. Eine hohe zytoplasmatische Expression von LRP1B im
Tumor, im Stroma und kombiniert in Tumor- und Stromazellen hat einen signifikant
positiven Zusammenhang mit einer mittleren Verlangerung des OS um 42 Monate
(p=0,005), 29 Monate (p=0,005) und 25 Monate (p). =0,001). Daruber hinaus war das
mittlere PFS bei Tumorzellexpression 18 Monate langer (p=0,002), bei
Stromazellexpression 19 Monate (p=0,004) und bei beiden Zelltypen zusammen 19
Monate langer (p=0,01). Unsere Ergebnisse blieben in der multivariaten Analyse

signifikant.

Schlussfolgerungen

Wir stellen uns LRP1B als potenzielles prognostisches Instrument vor, das uns helfen
koénnte, die funktionelle Rolle des Lipidstoffwechsels bei fortgeschrittenem HGSC zu

verstehen, insbesondere im Hinblick auf liposomale Medikamente.®
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3.5. Prognostischer Marker: IDO1

Increased expression of IDO1 is associated with improved survival and increased

number of TILs in patients with high-grade serous ovarian cancer.

Hoffmann I, Dragomir MP, Monjé N, Keunecke C, Kunze CA, Schallenberg S, Marchenko
S, Schmitt WD, Kulbe H, Sehouli J, Braicu IE, Jank P, Denkert C, Darb-Esfahani S, Horst D,
Sinn BV, Sers C, Bischoff P*, Taube ET".

Neoplasia. 2023 Oct;44:100934. doi: https://doi.org/10.1016/j.ne0.2023.100934 |

Epub 2023 Sep 11. PMID: 37703626; PMCID: PMC10502412.

# geteilte Letztautorenschaft

Im Folgenden ist das Abstract der Originalarbeit wiedergegeben (Ubersetzung durch

die Autorin).

.2Hintergrund

Das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase 1 (IDO1) spielt eine entscheidende Rolle bei
der Regulierung der Reaktion des Immunsystems auf Tumore, seine genaue Rolle bei
Krebs, insbesondere beim high-grade serdsen Ovarialkarzinom (HGSOC), bleibt
jedoch umstritten. Unser Ziel war es, den prognostischen Einfluss der IDO1-
Expression und ihre Korrelation mit tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) bei
HGSOC zu untersuchen.

Methoden

Immunhistochemische (IHC) Féarbung und Biobildanalyse mit der QuPath-Software
wurden eingesetzt, um die IDO1-Proteinexpression in einer gut charakterisierten

Kohorte von 507 Patient:innen mit primdrem HGSOC zu beurteilen. Die statistische
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Auswertung wurde mit SPSS durchgefuhrt und eine In-silico-Validierung unter
Berucksichtigung der IDO1-mRNA-Expression in Massen- und Einzelzell-
Genexpressionsdatenséatzen durchgefiihrt. Zusatzlich wurde die IDO1-Expression in

Interferon-Gamma (IFNG)-stimulierten HGSOC-Zelllinien analysiert.

Ergebnisse

Unsere Ergebnisse zeigten, dass die IDO1-Protein- und mRNA-Expression als positive
prognostische Marker flur das Gesamtiberleben (OS) und das progressionsfreie
Uberleben (PFS) bei HGSOC dienen. Eine hohe IDO1-Expression war mit einer
signifikanten Verbesserung des OS um 21 Monate (p < 0,001) und des PFS um 6
Monate (p = 0,016) verbunden. Bemerkenswerterweise korrelierte eine erhéhte IDO1-
Expression mit einer erhdohten Anzahl von CD3+ (p < 0,001), CD4+ (p < 0,001) und
CD8+ TILs (p < 0,001). Daruber hinaus wurde festgestellt, dass eine hohe IDO1-
MRNA-Expression und eine hohe Proteinexpression mit einer verstarkten Reaktion auf
proinflammatorische Zytokine, insbesondere IFNG, verbunden sind.

Schlussfolgerungen

Unsere Studie liefert Hinweise darauf, dass die IDO1-Expression als positiver
Prognosemarker bei HGSOC dient und mit einer erhéhten Anzahl von CD3+-, CD4+-
und CD8+-TILs verbunden ist. Das Verstandnis der komplexen Beziehung zwischen
IDO1, TILs und der Tumormikroumgebung kdnnte der Schlissel zur Verbesserung der
Therapie beim HGSOC sein.”
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante prognostische Relevanz
verschiedener immunhistologisch am FFPE Material bestimmter Biomarker im
HGSOC nachwiesen werden. Dies hat methodisch-praktische, hypothetisch-

biologische und im besten Fall zuktinftig klinisch-therapeutische Implikationen.

4.1. Methodisch-praktische Uberlegungen

Immunhistologische Farbungen weisen unterschiedliche Muster auf. Verschiedene
Zellorganellen konnen sich anfarben und die Farbung wird dann entsprechend
membranar, zytoplasmatisch oder nuklear exprimiert. Auch unterschiedliche
Intensitdten sind mdoglich oder bestimmte Expressionsmuster wie z.B. das
Wildtypexpressionsmuster gegeniber dem mutationstypischen Expressionsmuster
bei p53. Wir verwendeten fur die Auswertung, mit Ausnahme der Bestimmung von
WT1 und ER-q, die Freeware QuPath (80) und nutzten fiir die Bestimmung des Cut-
offs den Cut-off Finder der Universitat Heidelberg

https://molpathoheidelberg.shinyapps.io/CutoffFinder_v1 (104). Die Auswertung mit

QuPath bringt die in der Einleitung beschriebene Verbesserung der Quantifizierbarkeit
und Objektivierbarkeit der Ergebnisse mit sich. So sind auch feine
Intensitatsunterschiede objektiv messbar. Nach Festlegung der Parameter ermittelt
QuPath Prozentwerte positiver Zellen, bei Bedarf auch unterteilt in Tumor- und
Stromakompartiment. Allerdings werden digitale immunbhistologische
Auswertemethoden bisher nicht in der klinischen Routine verwendet, hier wird vielmehr
vom erfahrenen Pathologen ein Schatzwert ermittelt. Das bedeutet, ein Biomarker
muss eine gewisse Robustheit beziglich individueller Interpretationen sowohl der
Intensitat der als positiv zu wertenden Farbung als auch der Quantitat der positiven
Zellen aufweisen. Die Ermittlung eines Cut-offs mit einem Cut-off Finder ermdglicht
zwar die Optimierung des Cut-offs hinsichtlich des gesetzten klinischen Endpunktes,
birgt aber Uber multiples Testen die Gefahr eines nur zufallig signifikanten Cut-offs.
Zudem ist der optimale Cut-off haufig eine ungerade Zahl, was sich schwierig mit der
beschriebenen Praxis der visuellen Schatzung in der Pathologie vereinbaren lasst.
Neben der Anwendbarkeit in der Pathologieroutine ist fiir die behandelnden Arzte auch
die Aussage der Intervallgro3e, also um wieviel sich die Prognose zwischen beiden
Gruppen unterscheidet, interessant. Auch die Gruppengrof3e ist wichtig, betrifft der

Biomarker nur wenige oder doch einen deutlichen Anteil der Patient:iinnen.
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Schlussendlich sind auch das Signifikanzniveau und die Aufrechterhaltung der
Signifikanz in der multivariaten Analyse wichtig, je gravierender die Konsequenzen aus
einem Unterschied, umso sicherer sollte in der Anwendung an Patient:innen die
gefundene Erkenntnis sein. Im Gesamtkontext sind Kosten im Gesundheitssystem
Uberlegenswert. Gelange es also mit den gefundenen Biomarkern einen teuren z.B.
molekularpathologischen Test zu ersetzen oder eine teure und zudem schéadliche
Ubertherapie zu vermeiden, konnten vergleichsweise giinstige, simple Methoden wie

immunhistologische Marker sehr effizient sein.

Bei einem methodischen Vergleich der in dieser Arbeit vorgestellten publizierten
Biomarker wird schnell deutlich, dass EVI1 bei den statistischen Kenngrof3en die
meisten Vorteile aufweist. Der Cut-off von 30% positiven Zellen ist ein guter
Kompromiss zwischen optimalem klinischem Endpunkt und Praktikabilitat in der
Pathologieroutine. Die Bandbreite der moglichen Cut-offs betragt > 90%, was, wie das
Signifikanzniveau von 0,01 x 10'?, auf eine gewisse Robustheit des Biomarkers
hinweist. EVI1 bleibt auch in der multivariaten Analyse signifikant und bringt somit
einen Informationsgewinn gegeniber etablierten prognostischen Parametern. Die
Trennscharfe zwischen uber und unter dem Cut-off von 30% verteilten Patientinnen
betragt circa 2 Jahre und ist damit nicht wenig. Das Expressionsmuster von EVI1 ist
kraftig nuklear, was sich auch ohne digitale Unterstitzung leicht evaluieren liel3e.
Neben EVI1 weisen auch PARP1 und WT1 einigermaf3en konsistent gut ausgepragte
statistische Kenngrof3en auf. WT1 wurde schon per IRS-Bestimmung durch eine
Pathologin per visueller Schatzung ausgewertet und somit ist eine nachtréagliche
Rundung des Cut-offs nicht notwendig. Mit > 60% positiven Cut-offs im Cut-off Finder
weist die Farbung eine ausreichende Robustheit auf und ist aufRerdem als
diagnostischer Routineantikorper breit in Pathologielaboren vertreten. Ein Nachteil von
WT1 ware die geringe Trennscharfe von etwas mehr als einem Jahr zwischen hoher
und niedriger Expression. Bei PARP1l ist als Schwéche eine aberrante
zytoplasmatische Hintergrundfarbung zu nennen. Interessant hinsichtlich der
Signifikanz waren vielleicht auch noch Tregs im Stroma, aber bei einem cut-off von
2,068 ist deren standardisierte Auswertung nicht ohne weiteres in den Alltag

Ubertragbar.
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4.2. Hypothetisch-biologische Uberlegungen
Neben dem dokumentierten statistischen Zusammenhang interessieren, auch im
Hinblick auf etwaige therapeutische Optionen, die tumorbiologischen Ursachen fir

einen Tumorprogress.

Wir haben uns in der vorliegenden Arbeit hypothesenbasiert fir relativ experimentelle
Marker interessiert, bei denen eine umfassende Aufklarung ihrer Bedeutung fur die
Tumorgenese noch nicht gelungen ist. Uber die Analyse von in-silico und explorativen
in vitro Daten und Einordnung in die aktuelle Literatur kénnen aber zumindest

Hypothesen lber die zugrundeliegenden Mechanismen generiert werden.

Wie in dem Abschnitt methodisch-praktische Uberlegungen aufgefiihrt, zeigte EVI1
das eindeutigste Farbemuster und die besten statistischen Parameter. In der EVI1-
Publikation wurde ein statistischer Zusammenhang mit PARP1 dargestellt. PARP1 ist
ein Bestandteil der Einzelstrangreparatur. Neben der therapeutisch genutzten
synthetischen Letalitdt bei PARP-Inhibition, ist es offenbar bei familiaren BRCA-
mutierten-Mammakarzinomen hochreguliert (105) als Hinweis auf eine erhdhte
Expression bei homologer Rekombinationsdefizienz. In diesen Zusammenhang wirde
auch passen, dass EVI1 urspringlich im Rahmen der Fanconi-Anamie beschrieben
wurde und einige Proteine der Fanconi-Anamie eine wichtige Rolle bei der homologen
Rekombination spielen, als bekanntestes Beispiel sei hier RAD51 erwahnt (106). Da
Patient:innen mit HRD Defizienz normalerweise gut auf die interkalierenden DNA-
Schaden der platinhaltigen Chemotherapie ansprechen (107), ware dies eine
potentielle Erklarung fur die assoziierte bessere Prognose von EVI1. An dem alteren
Patientinnenkollektiv mit Erstdiagnose vor Zulassung des ersten PARP-Inhibitors
Olaparib 2014 im platinsensitiven Rezidiv war eine Korrelation der EVI1 Expression
mit BRCA Mutation bzw. homologer Rekombinationsdefizienz leider nicht moglich, da
Letztere nicht retrospektiv bestimmt wurden. Weitere Untersuchungen zur Expression
von EVI1 und PARP beim HGSOC mit bekanntem HRD-Status sind in Arbeit. Da der
HRD-Status aktuell als wichtiger pradiktiver Test Uber einen komplizierten
molekularpathologischen  Algorithmus ermittelt wird, ware eine geeignete
immunhistologische Screeningmethode, vor dem Hintergrund explodierender Kosten
im Gesundheitswesen, interessant. Als weiterer Mechanismus der EVI1-Protektion

kdme eine tumorsuppressive Wirkung Uber die Inhibition des TGF-3
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Signaltransduktionsweges in Betracht (94). Insgesamt sind die Interaktionen von EVI1
nicht umfassend bekannt (108) und weitere Grundlagenforschung in Bezug auf die
Assoziation mit HRD und dem TGF-3 Signaltransduktionsweg sowie klinische Studien
zur Validierung der prognostischen Relevanz und einer moéglichen pradiktiven

Aussage in Bezug auf PARP-Inhibitoren sind notwendig.

WT1 wird im normalen Erwachsenengewebe nicht exprimiert und in unserer
Publikation diskutieren wir daher auch die mdégliche Nutzung als Zielmolekul
immunologischer Vakzinierungsstudien. Eine derartige Phase 1 Vakzinierungsstudie
mit WT1 als Vakzin und dem PD-L1 Inhibitor Nivolumab zur Forderung der
Immunantwort wurde 2016 - 2017 am Ovarialkarzinom durchgefihrt und wies teilweise
immunologisch spezifische Reaktionen auf die Vakzinierung sowie ein gutes

progressionsfreies Uberleben bei gleichzeitig tolerablen Nebenwirkungen auf (109).

Auch die Studien zu Tregs / TH17 Zellen und zu IDO1 beschéftigen sich mit der
Auseinandersetzung zwischen HGSOC und Immunsystem. Seit der Entdeckung von
Rezeptoren, mit denen Tumore offenbar die Immunantwort in ihrem Tumormikromilieu
herunterregulieren koénnen, wofir James P. Allison und Tasuko Honjo 2018 der
Medizinnobelpreis  verliehen  wurde, werden grol3e Hoffnungen in
immunmodulatorische Therapien bei Tumoren gesetzt. Auch beim HGSOC konnte
eine Assoziation von intratumoralen Lymphozyten mit Langzeitiberleben (89) bzw. mit
der Prognose festgestellt werden (90). Bereits 2011 wurden vier verschiedene
Subtypen des HGSOC definiert (40), die auch auf die Morphologie Ubertragbar sind
und von denen der immunreaktive Subtyp, gekennzeichnet durch vermehrt
tumorinfiltrierende Lymphozyten, die beste Prognose aufweist (110). Trotzdem
funktioniert die Immuntherapie mit PD-L1 Checkpointinhibitoren beim HGSOC nicht
gut (67). Anders als MSI endometrioide oder klarzellige Adenokarzinome, die durch
eine hohe Tumormutationslast mit Bildung von Neoantigenen und héheren CD8
positiven zytotoxischen T-Zell-Infiltraten ausgezeichnet werden (111), weisen HGSOC
meist eine eher niedrige Mutationslast mit weniger Neoantigenen und einer geringeren
Immunantwort CD8 positiver TILS auf (112). In Anbetracht der chromosomalen
Instabilitdt der HGSOC ist die geringe Immunantwort erstaunlich. Offenbar sind die
durch Doppelstrangbrtiche entstehenden chromosomalen Kopienzahlvariationen nicht
immunologisch. Neoantigene entstehen zudem seltener aus Treibermutationen in

bekannten Onkogenen wie z.B. KRAS, sondern vielmehr als mdglicherweise
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biologisch eher unwirksame, zufallige Mutationen defizienter
Einzelstrangreparaturmechanismen (113). Aber trotz der geringeren Anzahl von
Neoepitopen kommen spezifische gegen den Tumor gerichtete T-Zellen in HGSOC

vor (114). Mdoglicherweise regulieren andere Checkpointmolekile wie LAG-3 oder

CTLA4 eine Interferon-y mediierte eher prognostisch gunstige Immunantwort fur die

Patientinnen mit HGSOC (115). Diese Beobachtung konnten wir untermauern durch

die Zelllininenanalyse, die eine erhthte IDO1 Expression nach Interferon-y Stimulation

in HGSOC Zelllinien aufwies und passt zu der von uns gezeigten besseren Prognose
bei erhohter IDO1 Expression in den Tumorzellen. Gleichzeitig konnten wir eine
erhohte Anzahl CD3, CD8 und CD4 positiver tumorassoziierter Lymphozyten bei
erhohter IDO1 Expression nachweisen. Der kausale Zusammenhang ist hierbei nicht
ganz klar; bekannt ist eine IDO1-Expression von Epithelzellen bei Entztindungen. Die
erwahnten Lymphozyten konnten entsprechend die IDO1-Expression in den
Tumorzellen induziert  haben, welche nun Uber  den negativen
Ruckkopplungsmechanismus IDO1-Tryptophan-Kynurenin ihrerseits das
Immunsystem hemmen (98). Allerdings gibt es auch Studien, wonach Tumorzellen
vermehrt Immuncheckpointinhibitoren - unter anderem IDO1 - exprimieren,
unabhéangig von einer immunologischen Notwendigkeit, sondern eher als Nebeneffekt
einer Aktivierung des TGF-B Signalweges im Rahmen einer allgemeinen
Hochregulation der Proliferation (116). Tatsachlich haben wir in unserer Publikation in
silico eine negative IDO1 Korrelation mit Genen des TGF-[3 Signaltransduktionsweges
im TCGA-Datensatz und in den single-cell-Analysen zeigen kénnen (117). Auch
downstream ist der Wirkmechanismus von IDO1 in Geweben noch nicht vollstéandig
aufgeklart. Urspringlich vermutete man eine immunsuppressive, tumorférdernde
Wirkung Uber den vermehrten Abbau der essentiellen Aminosaure Tryptophan zu
Kynureninen (118). Diesem Ansatz steht entgegen, dass eine medikamentdse
Inhibition von IDO1 in Tumoren bisher nicht den erwarteten immunférdernden Effekt
hatte (119). Und tatséchlich scheinen die Effekte von IDO1 ambivalent und je nach
Tumorentitat unterschiedlich (120). So konnte z.B. bei Melanomen - &hnlich wie von
uns beim HGSOC -, eine positive prognostische Korrelation gezeigt werden, ganz im

Gegensatz zum Glioblastom (120). Es wird daher angenommen, dass die
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Interaktionen von IDO1 im Gewebe mdglicherweise organspezifisch und insgesamt

komplexer sind als bisher bekannt.

Eine weitere Wirkung des TGF-3 Signaltransduktionsweges und indirekt auch des
IDO1-AHR Signalweges scheint die Transdifferenzierung TH17 positiver T-
Helferzellen in regulatorische T-Zellen zu sein, ein eher immunsuppressiver Effekt
(92).

In der Publikation von Marchenko et al. beschaftigen wir uns mit den regulatorischen
T-Zellen und den TH17 Zellen (121). Wir konnten eine schwache inverse Korrelation
der regulatorischen und der TH17 Zellen nachweisen, was zu der These passt, dass
sich die beiden Zelltypen gegenseitig bedingen. Weiterhin konnten wir zeigen, dass
regulatorische T-Zellen, insbesondere im tumorassoziierten Stroma mit einer besseren
Prognose assoziiert sind. Auch wenn andere Autoren in anderen Karzinomen eine
ahnliche Beobachtung nachweisen konnten (122), widerspricht die vorteilhafte
Prognose auf den ersten Blick der allgemeinen Annahme, dass regulatorische
T-Zellen durch Immunsuppression eher eine pro-kanzerogene Wirkung haben
(123). Aber schon Whiteside weist darauf hin, dass die Immunsuppression
kontextbezogen durchaus auch die Karzinogenese hemmen kann (123).
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass zwar regulatorische T-Zellen von
IDO1 und dem TGF- Signalweg induziert werden, sie aber selbst ebenfalls
mittels einer positiven Ruckkopplung tdber IDO1 und den TGF-3 Signalweg die
Immunsuppression in Gang halten (124). Warum wir eine bessere Prognose bei
vermehrten regulatorischen T-Zellen im Gewebe fanden, ist nicht ganz klar. Die
regulatorischen T-Zellen kdnnten Ausdruck einer allgemeinen Immunaktivierung der
Tumore sein und nur eine Kleine Zellpopulation der insgesamt vermehrten
Immunzellen bei diesen Patientinnen ausmachen. Statt der absoluten Anzahl wére
dann eher die Fraktion an der gesamten T-Zell-Populationen interessant, eine erste
Annaherung weist unsere Ratio der TH17/Treg Zellen mit positiver prognostischer
Signifikanz auf. Weiterhin ist noch nicht bekannt inwiefern die Lokalisation der

regulatorischen T-Zellen im Tumor- oder Stromakompartiment relevant ist.

Zusammenfassend konnen wir feststellen, dass moglicherweise die von uns
beschriebenen Proteine und Zelltypen tGber den Tryptophanmetabolismus und / oder
den TGF-3 Signaltransduktionsweg immunonkologisch am HGSOC beteiligt sind,
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dass die Interaktionen aber ausgesprochen komplex sind. In Anbetracht der rasanten
Entwicklungen auf dem Gebiet der Immuntherapien bei Karzinomen, bringt weitere
Forschung hoffentlich Klarheit in die Prozesse beim HGSOC, damit auch diese

Patientinnen von einer solchen Therapie profitieren kénnen.

Die Expressionsstudie von LRP1B als Indikatorprotein widmete sich weniger dem
Tryptophanmetabolismus als vielmehr dem Lipidmetabolismus. Dieser spielt im
HGSOC bei der frihen Metastasierung in das subperitoneale adipozytare
Weichgewebe eine wesentliche Rolle (125) und ist wichtig bei der Applikation
lipidgangiger Medikamente wie z.B. pegyliertem liposomalen Doxirubicin in der
platinresistenten Situation (126). Weiterhin gilt LRP1B als Tumorsuppressor (127). In
diesem Zusammenhang ist die positive prognostische Assoziation der LRP1B
Proteinexpression gut erklarbar. Eine pradiktive Untersuchung in Bezug auf applizierte

Chemotherapien war im Rahmen der Studie leider nicht méglich.

4.3. Klinisch-therapeutische Implikationen

Die vorgestellten Studien sind explorative Analysen. Fir eine Anwendung in der
klinischen Routine sind umfangreiche prospektive Validierungsstudien notwendig. Es
ist zu erwarten, dass die meisten der hier vorgestellten Biomarker, aufgrund der
aufgefiihrten methodisch-technischen Uberlegungen, nicht unmittelbar in die
pathologische Routine Ubertragbar sind. Der technisch optimalste Marker war EVI1,
weitere Untersuchungen auf seine Assoziation mit HRD werden durchgefihrt.
Prospektive Studien zur Reproduzierbarkeit der prognostischen Relevanz und der
immunonkologischen Mechanismen der regulatorischen T-Zellen, TH17 Zellen und
IDO1 sind notwendig. Auch LRP1B ist methodisch besser digital assistiert auswertbar,
klinisch waren insbesondere pradiktive Studien in Kohorten platinresistenter
Patientinnen interessant. Aber auch wenn die erzielten Ergebnisse keinen direkten
Einfluss auf die Entwicklung neuer erfolgversprechender Therapien wie z.B. der
ermutigenden Kombination von PD-L1 Inhibitor und Vakzine gegen WT1 beim HGSOC
(109) haben, so konnen Ergebnisse der Publikationen doch indirekt durch

Wissenszuwachs zum Fortschritt auch fir das HGSOC beitragen.
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4.4. Additive in-silico, in vitro, SCRNA seq Methoden
Additive Methoden kénnen Biomarkerstudien erganzen und einerseits zur Auswabhl der
zu testenden Antikoérper, andererseits zur Bestatigung und Erklarung gefundener

Ergebnisse verwendet werden.

Zur Auswahl von Biomarkern wurde z.B. in der Publikation zu AHRR und SFRP2
(accepted beim bjc 12.2023) mittels des Oncology Biomarker Panels von HTG-Edge
Sequencing eine kleine Kohorte (n=24) gepaarter primarer und rezidivierter
Ovarialkarzinome auf Geneexpressionslevel (MRNA) von 2549 Genen untersucht.
AnschlieBend wurden die Genlevel auf Unterschiede zwischen primaren und
rezidivierten HGSOC analysiert, was 233 abweichende Gene ergab. Diese wiederum
wurden mittels Kaplan-Meier Plotter auf ihre prognostische Signifikanz in-silico
gestest, womit nach Korrektur fir multiples Testen noch 23 differente Gene zwischen
primar und rezidivierten Ovarialkarzinomen resultierten. Ein Teil der Gene konnte
mittels Gen set enrichment Analyse biologischen Prozessen zugeordnet werden.
Schlussendlich erfolgte die Auswahl von 7 immunhistologischen Markern aus den
verbliebenen 23 different exprimierten Genen auch auf Basis praktischer
Uberlegungen, friherer Studien und Literaturrecherchen. Der Vorteil dieser
Biomarkerauswahl besteht in der optimalen Nutzung der generierten umfangreichen

Genexpressionslevel einer kleinen Patientinnengruppe.

In den in dieser Arbeit vorgestellten Publikationen wird der Kaplan-Meier Plotter
benutzt zur Unterstreichung der Ergebnisse auf mMRNA Ebene. Neben den in der
Einleitung dargelegten Schwierigkeiten der translationalen und transkriptionellen
Modifikation sowie der diagnostischen Prazision zwischen low- und high-grade
serbésen Adenokarzinomen, entstehen hier, gerade bei selteneren Affymetrix Arrays
auch Probleme mit der KollektivgroRe. Als Beispiel war FOXP3 (Affymetrix-ID:
“224211_at”) nicht im TCGA-Datensatz enthalten und das gesamte in-silico Kollektiv
umfasste nur 502 Patientinnen. Fur unsere aktuelleren Studien gelang uns die
Zusammenstellung eines ahnlich grof3en, sorgfaltig ausgewahlten, eigenen Kollektivs,
mit der zusatzlichen Information einer immunhistologisch mutationstypischen p53

Expression.

Bei der cbioportal Analyse relevanter Signalwege im TCGA-Datensatz waren es
zwischen 299 (128) und 617 (129) Patientinnen und bei den single-cell Analysen
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waren es bei Olbrecht 7 (130) und bei Olalekan 6 Patientinnen (131). Kompensatorisch
ist die Menge der pro Patientin generierten Information nattrlich wesentlich grof3er und
so gelingt die Verifizierung der IDO1 und der EVI1 Expression auf den Tumorzellen
und die Einbindung von IDOL1 in verschiedene immunologische Reaktionsmuster fur
die cbioportal und die single-cell Analysen. Mechanistisch ist die Funktion von IDO1
damit aber auch noch nicht vollumfanglich geklart, Fragen nach Ursache -
Wirkungsbeziehungen bleiben offen. Interessant ist in diesem Zusammenhang das

Zellkulturexperiment, das eine Stimulation von IDO1 nach Applikation von Interferon-

y darstellen konnte. Gleichzeitig werden neue Fragen aufgeworfen. So war die

Stimulation von IDO1 in der nicht p53 Wildtyp, eher nicht HGSOC Zelllinie weniger
ausgepragt. Dies unterstreicht die Notwendigkeit praziser Diagnosen in

experimentellen Kohorten.

4.5. Ausblick

Wir konnten interessante Einblicke in die prognostische Relevanz verschiedener
Biomarker gewinnen. Zur Ubertragung in die klinische Routine werden prospektive
Untersuchungen und standardisierte Reproduzierbarkeit, validiert im Rahmen von
Ringversuchen, notwendig sein. Inwieweit digitale Methoden hierzu in der Pathologie

Anwendung finden werden, bleibt abzuwarten.

Auch wenn wir ein relativ groBes Kollektiv gut charakterisierter, HGSOC
zusammengestellt haben, wird es notwendig sein, dieses kontinuierlich zu
aktualisieren. So kdnnte eine Verbesserung der Prognose des Ovarialkarzinoms nach
Zulassung der PARP Inhibitoren in der Erhaltungstherapie zumindest fir HRD positive
Patientinnen ab 2020, eine entsprechende Stratifizierung des Kollektivs nach HRD-
Status und Erhaltungstherapie erstrebenswert machen.

Die Erklarung biologischer Zusammenhange ware naturlich optimal im Hinblick auf die
Entwicklung von Therapien. In der Publikation zu AHRR und SFRP2 (accepted bjc
12.2023) haben wir daher die beiden Marker zu regulatorischen und effektiven
Veranderungen weiter untersucht. Methylierungsanalysen gaben Hinweise auf einen
regulatorischen Einfluss auf die AHRR Proteinexpression. Das Abschalten von AHRR

im Zellkulturexperiment bestarkte die Annahme der tumorsuppressiven Funktion. Die
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Funktionen von SFRP2 sind kontextbezogen offenbar unterschiedlich. Interessant ist,
dass nach SFRP2 Aktivierung in einer HGSOC Zelllinien, proteomisch eine
Hochregulation anderer tumorfordernder Proteine nachgewiesen werden konnte
[accepted bjc 2023].

Gerade in der Immunonkologie kommt die lokoregiondre Verteilung der Zellen in
Tumor- oder Stromakompartiment fir das Verstandnis ihrer Funktion als relevanter
Parameter hinzu. Multiplex Imaging Verfahren kdnnten hier in Zukunft die Vorteile

einer hohen Datengenerierung und einer raumlichen Analyse vereinen (132).

5. Zusammenfassung

Ovarialkarzinome zeichnen sich durch eine hohe Mortalitat aus. In der Ara der
Prazisionsmedizin sind Biomarker zur Patientinnenstratifizierung dringend erforderlich.
Die vorliegende Arbeit untersucht proteomische immunhistologische Biomarker (WT1,
ER-a, Treg, TH17, EVI1, PARP1, IDO1 und LRP1B) an einem grof3en, gut
charakterisierten Kollektiv von Patientinnen mit HGSOC auf prognostische Signifikanz.
In silico und in vitro Analysen werden zur Bestatigung und zur mechanistischen

Erklarung der gefundenen Ergebnisse herangezogen.

Biologisch  konnten wir Hinweise auf eine Signifikanz des TGF-
Signaltransduktionsweges, des Lipid- und Tryptophanmetabolismus sowie
immunologischer Regulationsmechanismen herausstellen. Die Ergebnisse liefern

einen Beitrag zur Klarung der einzigartigen Prozesse beim HGSOC.
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