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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologische Daten, Therapie und Molekularpathologie der
Mammakarzinomen, Ovarialkarzinomen, Borderlinetumoren des

Ovars und Zervix-Karzinomen

1.1.1 Mammakarzinom

Das Mammakarzinom stellt in den industrialisierten Landern die hdaufigste bosartige
Tumorerkrankung und die zweithaufigste Todesursache bei Frauen dar [1]. Dank Fortschritten
in Friherkennung und Therapie hat sich die Prognose des Mammakarzinoms in den letzten
Jahren verbessert [2]. Standardisierte Richtlinien fiir Diagnostik, Therapie und Nachsorge

werden in der S3-Leitlinie der Deutschen Krebsgesselschaft zusammengefasst [3].

Die haufigsten histologischen Subtypen der Mammakarzinome sind das duktale (etwa 70 %)
und das lobulére (etwa 15 %) Mammakarzinom, andere Typen wie z.B. das papillare, muzindse,

oder metaplastische Mammakarzinom kommen nur selten vor [4].

Auf dem Gebiet der molekularen Charakterisierung der Mammakarzinome wurden in den
letzten Jahren viele Fortschritte erzielt, unter anderem mit der Durchfiihrung von
Genexpressionsanalysen, die zeigten, dass es in der Gruppe der Mammakarzinome funf
molekulare Subtypen gibt: luminale, Her2-enriched, basal-like, normal-like und Claudin-low
Subtyp [5, 6]. In der Routinediagnostik werden die drei wichtigsten Subtypen durch die
Immunhistochemie definiert, HR+; Her-2+ und sog. ,.tripel negative* Tumoren (TNBC: ER-;
PR-.; -Her-2-). Diese immunhistochemisch definierten Subtypen bilden die Grundlage fir die

therapeutischen Entscheidungen. Die TNBC-Gruppe umfasst sehr aggressive Tumoren, fir
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welche es zurzeit keine spezifische Therapie gibt [7]. Bei den ibrigen Entitaten konnten bereits
spezifische Therapien entwickelt werden: So werden z. B. die Hormonrezeptor-positiven
Tumore mit Ostrogenrezeptor-Modulatoren wie Tamoxifen behandelt. Weiterhin kénnen die
Her-2-positiven Tumore mit Her-2-inhibierenden Substanzen, z. B. Trastuzumab, behandelt
werden. Die so therapierten Patientinnen haben in der Regel auch eine deutlich bessere
Prognose. Bei einem Teil der Patientinnen, ca. 15%, besteht eine Trastuzumab-Resistenz [8].
Die Aktivierung der intrazellularen Signalkaskaden ist die charakteristische Eigenschaft der
Trastuzumab-resistenten Zellen. In diversen Studien wurde gezeigt, dass eine PIK3CA-
Signalweg-Aktivierung den Zellen die Resistenz gegenlber Trastuzumab verleiht [9-11]. Es
konnte gezeigt werden, dass der PIK3CA-Signalweg die wichtigste Rolle in einer sog. ,,breast
cancer stem cell-like maintenance® spielt [12] und damit den Tumoren Resistenz gegeniber
einer Therapie mit Trastuzumab vermittelt [13]. Eine wichtige Eigenschaft der sog. ,,cancer
stem-cell like cells“ ist die Fahigkeit, den Apoptose-induzierenden Signalen die durch
Chemotherapie [14, 15] und Radiotherapie [16] vermittelt werden, zu widerstehen. Auch
bezuglich der TNBC-Gruppe konnten mit der Durchfuihrung der Genexpressionsanalysen neue
Erkenntnisse gewonnen werden. So haben entsprechende Analysen gezeigt, dass die TNBC-
Gruppe in sieben Subtypen unterteilt werden kann: basal-like 1 (BL1); basal-like 2 (BL2);
,immunomodulatory (IM)*; ,,mesenchymal (M)*; ,,mesenchymal stem—like (MSL)*; ,,luminal
androgen receptor (LAR)*; und ,,unstable (UNS)“ [17]. Die interessante Erkenntnis war, dass
die sog. ,mesenchymal-like“ und ,mesenchymal stem cell-like* Subtypen eine
Uberaktivierung der Zellsignalwege wie z. B. PIK3CA zeigten. Das Wachstum der
Tumorzellen, die einem der angegebenen Subtypen angehdrten, konnte mit dem PIK3CA-
Inhibitor BEZ235 supprimiert werden [17]. Die Standardtherapie fiir die TNBC-Gruppe ist die
Chemotherapie. PIK3CA-Mutationen sind mit einer Resistenz gegenuber der Chemotherapie
assoziiert, wahrscheinlich durch eine Forderung des Zelliberlebens. Préklinische Studien

konnten bereits zeigen, dass PIK3CA-Inhibitoren die Effizienz der DNA-schéadigenden
2
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Medikamente erhdhen [18-21]. Klinische Studien, die solche Kombinationen bei Patientinnen
mit TNBC testen sollen, sind aktuell im Gange [22]. Diese Erkenntnis ist ein wichtiger Beitrag
und bietet die Mdglichkeit einer zielgerichteten Therapie auch in dieser sonst sehr aggressiven

Tumorgruppe, die bislang ohne effiziente Therapiemdglichkeiten war.

1.1.2 Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom ist die siebthdufigste maligne Erkrankung der Frau und die achth&ufigste
Todesursache infolge einer Krebserkrankung [23], mit dem high grade serésem Karzinom
(HGSC) als haufigste Histologie [24]. Wegen der fehlenden Klinischen Frihsymptome
prasentiert sich die Mehrheit der Patientinnen in einem fortgeschrittenen klinischen Stadium.
Bislang wurden keine zuverlassigen Screeningmethoden fir die Friiherkennung dieser oft fatal
verlaufenden Erkrankung entwickelt. Traditionelle prognostische Faktoren sind Alter der
Patientinnen, FIGO-Stadium, Lymphknotenstatus, Tumorgrade, histologischer Tumortyp und
Residualtumor [25-28]. Die vier hdufigsten histologischen Subtypen des Ovarialkarzinoms
sind: ser6s, endometrioid, muzinds und klarzellig. Auf molekularer Ebene zeigen die HGSC
eine hohe p53-Mutationsrate und in etwa 22 % der Falle, eine Mutation in BRCA1/2 sowie eine
Deregulation von Signaltransduktionswegen wie Phosphoinositol-3-Kinase (PIK-3), Forkhead
Box M-1(FOX M1), Retinoblastoma 1 (RB1), und Notch [29]. Die LGSC dagegen zeigen oft
Mutationen in BRAF- und KRAS-Genen auf [30], wobei die endometrioiden und klarzelligen
Ovarialkarzinome Mutationen in AT-rich interaction domain-containing protein (ARID1A)-
Genen aufweisen [31]. Die muzindsen Ovarialkarzinome sind haufig KRAS-mutiert und
weisen in etwa 30 % der Falle eine human epidermal growth factor receptor (Her-2)-Mutation
auf [32-34]. Diese vier histologischen Subtypen sind auch mit unterschiedlichem biologischem

Verhalten und differentem Ansprechen auf die Chemotherapie assoziiert [35].
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1.1.3 Aktuell geltende Therapiekonzepte bei Ovarialkarzinomen

Der aktuelle therapeutische Standard ist die chirurgische Therapie gefolgt von systemischer
Chemotherapie. Adjuvante Chemotherapie basiert auf Carboplatin in Kombination mit
Taxanen [36]. Auch wenn das Ansprechen auf die systemische Therapie zu Beginn hoch ist,
erfahren die meisten Patientinnen mit initial fortgeschrittenem Tumorleiden oder bereits
vorhandenen Metastasen bei der Diagnosestellung ein Rezidiv, entwickeln eine Platinresistenz
und versterben an ihrer Erkrankung [37]. Die Therapie wurde in der letzten Zeit mit der
zusétzlichen Gabe von neuen Therapeutika wie z. B. Bevacizumab und PARP-Inhibitoren
verbessert, dennoch besteht noch immer Bedarf an der Entwicklung weiterer Therapien, die ein
langeres Therapieansprechen ohne begleitende Behandlungs-Toxizitat sichern wirden. In
diversen Studien konnte gezeigt werden, dass die epithelialen Ovarialkarzinome in mehr als
50 % der Falle immunogene Tumore mit einer spontanen Immunantwort darstellen [38-43].
Diese Erkenntnis konnte in der Zukunft eine weitere therapeutische Option anbieten, ndmlich

die Mdglichkeit der Etablierung der Immuntherapie in dieser Tumorgruppe.
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1.1.4 Borderline-Tumore des Ovars

Borderline-Tumoren des Ovars (BOT) machen etwa 10-15 % aller Ovarialtumoren aus, mit
serosen BOT als die haufigste Histologie [44]. Diese Tumore stellen eine Zwischenform
zwischen Adenom und Karzinom dar. Das wichtigste histologische Merkmal, das sie von
Karzinomen unterscheidet, ist die fehlende Stromainvasion. Im Unterschied zu Adenomen
zeigen diese Tumore eine erhohte mitotische Aktivitat und eine zytologische Atypie [45].
Borderlinetumore sind haufig mit serésen Zystadenomen oder Adenofibromen assoziiert und
haben insgesamt eine gute Prognose [46]. Der Literatur folgend zeigen etwa 7 % der Félle eine
Progression zu low grade serdsen Karzinomen [47]. Gewisse Klinisch-pathologische
Eigenschaften wie z.B. mikropapillares Wachstum [48-50], Mikroinvasion [51] und
fortgeschrittenes Stadium zum Zeitpunkt der Diagnose [52] weisen auf einen aggressiveren
Verlauf hin; allerdings kénnen auch die Félle ohne diese histopathologischen Eigenschaften mit
Rezidiv oder Progression zu einem low grade serésen Karzinom assoziiert sein. [53-55]. Die
molekularen Studien haben gezeigt, dass KRAS- und BRAF-Mutationen oft in diesen Tumoren
zu finden sind [30, 56]. Zuletzt wurde auch eine 12-bp Insertion-Mutation in ERBB2 in einer
Gruppe der Borderline-Tumore beschrieben, die lber keine BRAF- oder KRAS-Mutation

verfiigten [57].

Die therapeutischen Optionen bei diesen Tumoren sind limitiert. Zumeist kommen platinhaltige
Chemotherapien und/oder Hormontherapien zum Einsatz, h&ufig jedoch mit méiigem Erfolg

[58-60].
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1.1.5 Endozervixkarzinom

Das Endozervixarzinom gilt international als die vierhdufigste maligne Krebserkrankung der
Frau [21], die vor allem im fortgeschrittenen Stadium mit hohen Mortalitatsraten
vergesellschaftet ist. So betrégt die Letalitat beim invasiven Zervixkarzinom 60 % [61] wéhrend
die stadientibergreifende 5-Jahres-Uberlebensrate auf 69 % geschatzt wird [62]. In Deutschland
stellt das Zervix-Karzinom die elfthdufigste diagnostizierte Krebsart und die zwolfthaufigste
Ursache fur krebsbedingte Todesfalle dar [63, 64]. Zu unspezifischem Schmerzempfinden
kommt es hdufig erst bei beginnender Metastasierung, andere Symptome (z.B. Ausfluss,
Blutungen) finden sich jedoch héufig schon im friihen Stadium. Héufig liegt der Erkrankung
eine Infektion mit humanen Papillomaviren (HPV) zugrunde. Atiologisch ist die
Krebsentstehung mit einer Infektion mit high-risk humanen Papillomaviren (HPV-Typen 16,
18, 45, 31, 33, 58, 52, 35, 59, 56, 6, 51, 68, 39, 82, 73, 66 und 70) verbunden, wobei 3 % der
Patientinnen mit persistierender HPV-Infektion an einem Zervix-Karzinom erkranken [65]. Bei
bestehender HPV-Infektion und gleichzeitiger Einnahme von oralen Kontrazeptiva wird eine
Erhéhung des relativen Risikos diskutiert [66]. Histologisch zeigen sich am haufigsten
squamose oder nicht-squamdse Plattenepithelkarzinome (80 %), gefolgt von
Adenokarzinomen (10-20 %). Andere Entitaten (adenosquamdse, neuroendokrine, serds-
papillare Karzinome) sind selten [67, 68]. Fir die Entstehung einer Dysplasie ist die
deregulierte Expression der viralen Onkoproteine E6 und E7 in epithelialen Stammzellen
erforderlich. Die Expression des HPV-E7-Onkoproteins bewirkt dabei eine massive
Uberexpression des zelluldren p16™K*-Proteins [69, 70]. Als wesentliche morphologische
Prognosefaktoren gelten FIGO- bzw. Tumorstadium, das Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen, die Resektionsrdnder und die TumorgroRe [71-74]. Unter Umstanden
kommt auch der LymphgefaRinfiltration eine prognostische Bedeutung zu [75, 76].
Grundsatzlich weisen neuroendokrin differenzierte Karzinome eine schlechtere Prognose auf

[77]. Die prognostische Relevanz der Unterscheidung zwischen Adeno- und
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Plattenepithelkarzinomen ist hingegen gering [78]. Therapeutisch kommen in Abhéangigkeit
von Kurz- und Langzeitfolgen der verschiedenen Therapiemdglichkeiten, dem
Allgemeinzustand mit Risikofaktoren, der Lebenssituation der Patientin, dem Tumorstadium,
dem Menopausenstatus und dem Vorliegen eines Kinderwunsches eine primare Operation und
eine Radiochemotherapie in Betracht [79]. Eine Kombination von beiden Verfahren findet v.a.
bei hohergradigem Tumorstadium statt, bzw., wenn das primére Therapieziel nicht erreicht
wurde. Aufgrund der erhdhten Komorbiditat bei der Kombination mehrerer Therapien wird
empfohlen, mdglichst nur ein primares Therapieverfahren einzusetzen [79]. Operative
Verfahren finden in Deutschland hauptsachlich in den Frihstadien (1A bis 11A) bzw. beim lokal
begrenzten Zervixkarzinom Anwendung, bei hoheren Stadien wird die Radiochemotherapie

angewendet [79-81]. Chemotherapeutisch kommt zumeist Cisplatin zum Einsatz [82, 83].

1.2 Molekulare Prognosefaktoren bei Mammakarzinomen

Zur Abschéatzung der Prognose und Planung der Therapie maligner Tumoren werden
konventionell-histologische, immunhistochemische und molekulare Prognosemarker
herangezogen. In der Klinischen Praxis wird die Expression der Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren sowie des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors Her-2/neu vor

Therapieeinleitung immunhistochemisch bzw. mittels FISH oder CISH untersucht [84, 85].

Im Kontext einer gezielten Therapie gewinnt die Untersuchung auf Mutationen in den am
héaufigsten betroffenen Genen, wie z. B. PIK3CA, in Mammakarzinomen immer mehr an
Bedeutung [86]. Zusétzlich zu diesen haben in den letzten Jahren auch die Genexpressionstests
bei der Prognoseeinschatzung an Bedeutung gewonnen [87-90]. Zu den bekanntesten Tests

gehoéren: Oncotype DX ® (Genomic Health; Redwood City, CA, United States of America),
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EndoPredict®- Test (Sividon Diagnostics; Koln, Deutschland) und Pam50/Prosigna®
(Nanostrings Technologies; Seattle, WA, United States of America) [87]. Grundlage aller drei
Tests ist die Bestimmung der Genexpression bestimmter Gene im FFPE-Gewebe, wobei

sowohl Anzahl als auch Auswahl der Gene partiell differieren [87].

Aktuell wird beim TNBC die Rolle diverser Biomarker diskutiert, die z. T. auch nur in dieser
Tumorgruppe exprimiert werden. Zum Beispiel konnte eine EGFR-Expression in 40-50 % der
Mammakarzinome und in bis zu 80 % der TNBC nachgewiesen werden. EGFR ist einer von
vier Rezeptoren (EGFR (ErbB-1), HER-2/neu (ErbB-2), HER-3 (ErbB-3) und HER-4 (ErbB-
4)) der ErbB-Familie — diese Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in der
Tumorzellproliferation [91, 92]. Der EGFR-Signalweg ist fur die Zellproliferation,
Angiogenese, Metastasierung und Apoptoseinhibition von Bedeutung [93]. In mehreren
Studien konnte eine EGFR-Expression als prognostischer Marker in der TNBC Gruppe der

Mammakarzinome nachgewiesen werden [94, 95].

Ein weiterer prognostischer Marker in dieser Tumorgruppe ist VEGF. Die Angiogenese ist
wichtig fir das Tumorwachstum und wird durch VEGF vermittelt. In mehreren Studien konnte
eine hohe VEGF-Expression im DCIS und invasivem Mammakarzinom gezeigt werden — auch
eine Assoziation mit der Prognose konnte festgestellt werden [96, 97]. In der TNBC-
Tumorgruppe war eine hohe VEGF-Expression statistisch signifikant mit kiirzerem DFS und
OS assoziiert. Weiterhin bestand eine Korrelation mit der TumorgroRe und dem Tumorgrad

[98-100].

Das Tumorsupressorprotein p53 spielt bei vielen zelluldren Prozessen eine wichtige Rolle: Es
reguliert den Zellzyklus, das Zellwachstum, die Proliferation sowie die Apoptose [101].
Mutationen in diesem Gen konnen zur Karzinogenese fihren. In 18-25% Mammakarzinomen
lasst sich eine Mutation in TP53 finden [102]. Weiterhin konnte in Mammakarzinomen eine

prognostische Rolle flir p53 nachgewiesen werden. Mehrere Studien konnten zeigen, dass eine
8
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persistierende p53-Aktivierung mit einer aggressiven Tumorform und kiirzerem DFS und OS
in TNBC-Patientinnen assoziiert ist [103-106]. Dariiber hinaus fiihrt eine p53-Uberexpression
zu einer niedrigeren Chemosensitivitat, was diesem Protein auch eine prédiktive Rolle verleiht

[107, 108].

Ein weiterer prognostischer und pradiktiver Marker im Mammakarzinom ist ki67. Ki67 ist ein
Marker der zellularen Proliferation und fiihrte in mehreren Studien zu einer besseren
Vorhersage des Therapieansprechens und Prognose in der Gruppe der Patientinnen, die eine

neoadjuvante Therapie erhalten haben [109-111].

1.3 Molekulare Prognosefaktoren bei Ovarialkarzinomen

Die isolierte Anwendung der klassischen histopathologischen Kriterien ist wenig
aussagekraftig, wenn es um das Beurteilen der Ansprechbarkeit auf die Chemotherapie in dieser
Tumorgruppe geht. Wegen des weiterhin schlechten Verlaufs und der schlechten Prognose der
Patientinnen mit Ovarialkarzinom besteht ein dringender Bedarf an der Identifikation neuer
molekularer Parameter, die es erlauben wirden, die Prognose sowie das Ansprechen auf die
Therapie besser vorherzusagen. Die bekanntesten molekularen Prognosefaktoren in high grade
serdsen Adenokarzinomen des Ovars sind BRCA1/2-Mutationen. BRCA1 und BRCAZ2 sind
essenzielle Komponenten der Reparatur doppelstrangiger DNA mittels homologer
Rekombination (HR). Ein Verlust der BRCA-Funktion resultiert in DNA-Reparatur mittels
alternativer, nicht konservativer und fehleranfélligerer Mechanismen (z. B. nicht homologe
Rekombination), welche zu einer genomischen Instabilitat und somit zur Karzinogenese flihren
kénnen [112]. Etwa 10 % der Frauen mit einem invasiven epithelialen Ovarialkarzinom sind
Tréger von BRCA1- oder BRCA2-loss-of-function-Mutationen oder -Deletionen. Lange Zeit

9
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herrschte Uneinigkeit bezuglich der prognostischen Bedeutung dieser Mutationen. In einer
umfassenden Studie haben internationale Wissenschaftler und das Cancer Genome Atlas
Research Network 26 Studien Uber das invasive epitheliale Ovarialkarzinom untersucht und
evaluiert [113]. Interessanterweise wurde festgestellt, dass die Finf-Jahres-Uberlebensrate bei
Patientinnen ohne BRCA-Mutation 36 % betrug, wohingegen BRCAL-Mutationstragerinnen
eine Funf-Jahres-Uberlebensrate von 44 % und BRCAZ2-Mutationstragerinnen von 52 %
zeigten. Auch in der aktuellen Studie von Dong et al. (2016) konnte gezeigt werden, dass
Patientinnen mit einer sog ,,BRCAL/2 mutational signatur eine bessere Prognose haben [114].
Dies ist z. T. auf das jlngere Patientenalter, optimale Debulking oder eine erhdhte Sensitivitat

bei platinhaltigen Chemotherapeutika zurtickzufiihren [115, 116].

In einer weiteren Studie wurde eine begrenzte prognostische Bedeutung der Matrix-
Metalloproteasen (MMP) MMP-2 und MMP-14 beschrieben [117]. MMPs sind zinkabhangige
Proteasen, welche in normalen physiologischen Prozessen, wie z. B. Gewebemodellierung,

Reproduktion aber auch in diversen Karzinomen eine Rolle spielen [118].

Eine neuere Studie [119] zeigt, dass die molekularen Subtypen des HGOS mit einer
unterschiedlichen Prognose assoziiert sind. Die Klassifizierung der molekularen Subtypen:
,Immunoreactive®, , Differentiated*, ,Proliferative” und ,,Mesenchymal*“ basiert dabei auf

Gesamt-Genom-mRNA-Expressionsanalysen [29].

Weiterhin werden viele Proteine als prognostische oder préadiktive Marker im Ovarialkarzinom
diskutiert. Dazu gehdren z. B. Onkogene und Tumorsupressoren: p53, WT1 (Wilms Tumor);
Proliferationsmarker: Ki67, PCNA, Topoisomerasen; Zellzyklus-Regulatoren: Zykline;
Zyklin-Inhibitoren: p21, p27, p57 und p16; Apoptosefaktoren: TRAIL und die Rezeptoren,
Mitglieder der Bcl-2-Familie, Caspasen; Apoptose-Inhibitoren: 1APs; Reparaturenzyme:

PARP, ERCC1; Angiogenesemarker und Tyrosine-Kinase-Rezeptoren (TKR) [120].
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1.4 Molekulare Prognosefaktoren bei Borderlinetumoren des Ovars

Trotz einiger durchgefiihrter Studien auf dem Gebiet der molekularen Charakterisierung der
Borderline-Tumoren des Ovars, fehlen noch immer klare Kriterien, die es erlauben wiirden, die
Félle mit unterschiedlicher Prognose zu identifizieren oder das Ansprechen auf die Therapie
vorhersagen zu konnen [121-123]. Einer der untersuchten Marker in dieser Tumorengruppe ist
CEACAMBG, welcher in muzinésen Borderline-Tumoren und invasiv-muzindsen Karzinomen
exprimiert wird. Ein prognostischer oder pradiktiver Wert der CEACAM®6-Expression in den

Borderline-Tumoren konnte aber nicht bewiesen werden [124].

Eine andere Studie analysierte die Expression der Proliferationsmarker Ki-67/MIB-1,
Phosphohistone H3 (PHH3) und Survivin in den benignen-, Borderline-Tumoren und
Karzinomen des Ovars. Die Expression aller drei Marker war in den Karzinomen héher als in
benignen- oder Borderline-Tumoren des Ovars. Auch wenn eine héhere PHH3-Expression in
Ovarialkarzinomen als in Borderline-Tumoren zu finden war, konnte kein prognostischer Wert

nachgewiesen werden [125].

Ein weiteres Protein, welches in einer Vielzahl von Tumoren Gberexprimiert wird, ist Survivin
— ein Apoptose-hemmendes Protein der IAP-Familie, welches Uberwiegend in der G2/M-Phase
des Zellzyklus exprimiert wird. Auch wenn eine hohere Survivin-Expression in Borderline-
Ovarialtumoren und -Karzinomen nachgewiesen werden konnte [126], sind die Resultate

beziiglich des prognostischen Werts sehr umstritten [127-130] .

CD24 ist ebenfalls ein Protein mit tumorbiologischer Bedeutung. In einer Studie wurde die
Expression von CD24 in Borderline-Tumoren und invasiven Ovarialkarzinomen untersucht.

Trotz einer Expression in beiden Gruppen konnte ein prognostischer Wert nur in invasiven
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Ovarialkarzinomen festgestellt werden. Dabei ging eine zytoplasmatische Expression von

CD24 mit einer niedrigen Gesamtiiberlebenszeit einher [131].

1.5 Molekulare Prognosefaktoren bei Zervix-Karzinomen

Auch bei Zervix-Karzinomen fehlen bisher molekulare Parameter, mittels derer zuverlassige

prognostische Aussagen in Abhéngigkeit der Therapie ermdglicht werden.

Trotz dem Nachweis, dass die Krebsentstehung mit einer Infektion mit high-risk humanen
Papillomaviren verbunden ist, ist die prognostische Bedeutung einer HPV Infektion noch
immer umstritten. In der Studie von Lau at al [132] wurde eine potenzielle prognostische bzw.
pradiktive Bedeutung einer HPV Infektion untersucht. In der univariaten Analyse war eine HPV
16 Infektion mit schlechterem DFS und das non-HPV 16 alpha- 9 Spezies mit einem besseren
DFS assoziiert, ohne eine statistische Signifikanz zu erreichen. In der multivariaten Analyse
konnte dem HPV Status kein prognostischer Wert nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse
zeigte auch die Studie von Bareto at al. [133]. Interessanterweise zeigte eine weitere Studie,
welche gleichzeitig das HPV Status und das Serum-Niveau der HGF untersuchte, das HGF
Niveau im Serum der Patientinnen einen prognostischen Wert hat, wobei fur HPV Status

wiederum kein prognostischer Wert nachgewiesen werden konnte [134].

Des Weiteren wird fir die Marker TNF-a, IL-6, IL-8, IL-12, TRAIL, CD95, FAS-L oder VEGF
eine maogliche prognostische Bedeutung in dieser Tumorgruppe diskutiert [135-140]. So zeigte
die Studie von Kotowitz at al, dass das Niveau der im Serum bestimmter Marker (TNF, SCCA
und IL-6) bei Patientinnen mit Rezidiv statistisch signifikant héher war als bei diesen ohne

Rezidiv [135].
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2 Zielstellung

Das Ziel der Studien, welcher der vorliegenden Habilitationsschrift zugrunde liegen, war es,
bestimmte molekulare Marker auf ihre Nitzlichkeit als Prognostik- oder Pradikativfaktoren fir
die Behandlung von Mamma-, Ovarial- und Endozervixkarzinomen sowie Borderlinetumoren
des Ovars hin zu untersuchen. In den Studien wurden dabei die folgenden potenziellen
Prognose- bzw. prédiktiven Marker untersucht: Zum einen die Rolle des PIK3CA-
Mutationsstatus in  Mammakarzinomen, weiterhin  die  Cyclin-Al-Expression in
Ovarialkarzinomen auf Protein- und RNA-Ebene, drittens die ERCC1-Expression in Ovarial-
und Endozervixkarzinomen, sowie viertens die Fascin 1-Expression in Borderlinetumoren des
Ovars. Insgesamt wurden 5 Studien durchgefuhrt, die sich mit den folgenden Aspekten

auseinandersetzten:

1. In der ersten Studie wurde der Mutationsstatus des PIK3CA-Genes (eines der am
haufigsten mutierten Gene in Mammakarzinomen) untersucht und mit den klinisch-

pathologischen Daten und dem Uberleben korreliert.

2. In zwei weiteren Studien wurden die prognostischen und préadiktiven Faktoren in
Ovarialkarzinomen untersucht (Cyclin-Al-Expression in  Ovarialkarzinomen
immunhistochemisch und Cyclin Al z. T. auch auf mRNA-Ebene und ERCC1-

Expression).

3. Eine Studie beschreibt die Analyse und mogliche prognostische Rolle der ERCC1-

Expression im Endozervixkarzinom.

4. Eine weitere Studie behandelte die Fascin1l-Expression in Borderline-Tumoren des

Ovars als potenziellen prognostischen Marker.
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3 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.1 Prognosefaktoren fir das Mammakarzinom

Literatur: Ruza Arsenic, Denise Treue, Annika Lehmann, Michael Hummel, Manfred Dietel,
Carsten Denkert und Jan Budczies. Comparison of targeted next generation sequencing and
Sanger sequencing for the detection of PIK3CA mutation in breast cancer subtypes. BMC Clin

Pathol. 2015 Nov 18; 15:20. eCollection 2015.

BMC Clin Pathol. 2015 Nov 18;15:20.

http://dx.doi.org/10.1186/s12907-015-0020-6

In der vorliegenden Arbeit haben wir uns mit der Bestimmung des PIK3CA-Mutationsstatus in
Mammakarzinomen befasst. PIK3CA steht flr Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha und stellt das Gen dar, das p110 alpha kodiert. Es ist auf dem
Chromosom 3026.3 lokalisiert. PIK3CA ist eines der am héaufigsten mutierten Gene in
Mammakarzinomen und findet sich nach den Angaben des TCGA in etwa 36 % der Falle [141,
142]. Das Gen besteht aus 20 Exonen, welche insgesamt 1068 Aminoséauren kodieren. Neben
Mammakarzinomen ist PIK3CA in vielen anderen Karzinomen mutiert, vor allem in Prostata,
Kolon und Endometrium [143]. In diesen Karzinomen sind 80 % der Mutationen in den sog.
,,hotspots* zu finden. Zwei dieser hotspots sind in der ,,helical domain* von p110alpha und der
dritte ist in der ,kinase domain“ zu finden. Diese Hotspotmutationen verursachen eine
Hyperfunktion in p110alpha und eine Uberregulation der Lipid-Kinase-Aktivitat im mutierten
Protein [144-146]. Ferner kann eine Hyperaktivierung des PIK3CA-Signalweges auch durch
die Amplifikation des PIK3CA-Gens verursacht werden [147, 148]. Weiterhin kann die
Aktivierung auch durch den Verlust von PTEN, dem PIK3CA-Antagonisten, bedingt sein [149-

156]. Zusatzlich fuhrt eine Hyperfunktion in bergeordneten Kontrollelementen wie z. B.
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EGFR zu verstarkter Aktivierung des PIK3CA-Signalweges in diversen Karzinomen [157-

161].

Das Héaufigkeitsauftreten der Mutationen: In unserem Patientenkollektiv, bestehend aus 186
Féllen, fanden wir eine Mutationsrate von etwa 35 %, indem wir die Hotspots in den Exons 9
und 20 sowie drei zusatzliche Exons (1, 5 und 13) mittels NGS sequenziert haben. Die
Mutationshotspots fanden sich in den Kodons 542, 545 (Helikal-Domane) und 1047 (Kinase-
Domane). In zwei untersuchten Fallen konnten jeweils zwei Mutationen detektiert werden.
Hierbei fanden wir einen statistisch signifikanten Unterschied in der Mutationsrate zwischen
HR+ und HR- sowie Her-2+ und Her-2-Patientinnen. Die Mutationsrate des PIK3CA-Gens war
bei vorliegendem HR+ oder Her2+ statistisch signifikant hoher als in HR- und in Her-2-
negativen Féllen (p = 0.002). Weiterhin bestand ein statistisch signifikanter Unterschied in
Bezug auf den Tumorgrad (G1; p < 0.001) und Lymphknotenbefall (p =0.042). Die meisten
mutierten Falle waren gut differenziert und zeigten Lymphknotenmetastasen. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass PIK3CA ceine pathogenetische Rolle in der Entwicklung von
Mammakarzinomen spielt und die Mutationen in einem frihen Stadium der Tumor-
Pathogenese entstehen [162]. In Bezug auf das Gesamtiiberleben konnte jedoch kein statistisch

signifikanter Unterschied zwischen mutierten und nicht mutierten Féllen beobachtet werden.
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3.2 Prognosefaktoren fur das Ovarialkarzinom

3.2.1 Cyclin-Al-Expression in Ovarialkarzinomen

Literatur: Ruza Arsenic, Elena llona Braicu, Anne Letsch, Manfred Dietel, Jalid Sehouli,
Ulrich Keilholz, Sebastian Ochsenreither. Cancer-testis antigen Cyclin Al is broadly expressed
in ovarian cancer and is associated with prolonged time to tumor progression after platinum-

based therapy. BMC Cancer. 2015 Oct 24; 15(1):784. doi: 10.1186/s12885-015-1824-6.

BMC Cancer. 2015 Oct 24;15:784

Cyclin Al ist ein essenzielles Protein flr die Gametogenese in Testis. In akuter myeloischer
Leukamie spielt Cyclin Al die Rolle eines Leukamie-assoziierten Antigens und es konnte hier
in einer fruheren Studie eine erhohte Expression nachgewiesen werden [163]. Eine
Uberexpression von Cyclin A1 wurde auch in den soliden Tumoren wie z. B. Keimzelltumoren
sowie Endometriumkarzinomen beschrieben [164]. Diese Resultate sind insofern wichtig, weil
sie unter der Voraussetzung, dass die restlichen Kriterien (intrazelluldre Lokalisation, hohe
Anzahl an Epitopen, Expression in den meisten Tumorzellen) erfullt sind, die Grundlage einer

sog. T-Zell-Therapie bilden kénnten.

Eine gezielte T-Zell-Therapie besteht aus einer Impfung oder einem adoptiven Transfer von T-
Zellen mit einer spezifischen Reaktivitat gegen definierte tumorassoziierte Antigene (TAA)
und ist eine sinnvolle Erweiterung der bereits etablierten Therapiestrategien. Patientinnen mit
einem fortgeschrittenen Tumorleiden, die initial chirurgisch und danach mit systemischer
Chemotherapie behandelt worden sind, stellen exzellente Kandidatinnen fir eine T-Zell-
Therapie dar. Die minimale Tumorlast und eine Tumorimmunogenitat, die nach Gabe von

Paclitaxel verstarkt werden kann, sind die Hauptgrinde dafur [165, 166]. Ein essenzieller
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Schritt in der Entwicklung der T-Zell-Therapie ist aber die Auswahl des geeigneten Antigens

[167, 168].

In unserer Studie haben wir eine Cyclin-Al-Expression in unterschiedlichen nicht
h&matologischen Tumoren zuné&chst mithilfe der GEO NCBI Daten
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) untersucht. Diese initiale in-silico-Analyse zeigte bei allen
analysierten Datensets nur in den Ovarialkarzinomen eine hohe Expression. Das war der Grund

dafiir, Cyclin Al als potenzielles T-Zell-Zielantigen in dieser Tumorgruppe zu untersuchen.

Wir haben als weiteren Schritt eine immunhistochemische Expression von Cyclin Al in 72 high
grade serésen Adenokarzinomen des Ovars untersucht. Es fand sich eine wenigstens moderate
Expression in den meisten untersuchten Ovarialkarzinomen, genau in 43 von 62 (69%) G3-
Tumoren und in einem von zehn (10%) G2-Tumoren. Um die immunhistochemischen Resultate
zu verifizieren, wurde RNA aus den Tumoren isoliert und eine gRT-PCR durchgefihrt. Hierbeli
zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation zwischen Immunhistochemie und mRNA-
Expression (p = 0.042). In Bezug auf das Uberleben bestand eine Assoziation zwischen

langerem TTP und Cyclin-Al-Expression in der univariaten Analyse.

Um eine potenzielle Verzerrung der Resultate durch die unterschiedlich effektive
Zytoreduktion auszuschlieBen, haben wir eine weitere Analyse durchgefiihrt und nur die
Patientinnen mit einem residualen Tumor eingeschlossen. In dieser Patientinnengruppe war der
Unterschied in TTP noch héher, was darauf hindeutet, dass Cyclin-Al-Expression pradiktiv fur
ein Ansprechen auf die Standard-First-Line-Chemotherapie ist. Um diese Beobachtung weiter
zu bekraftigen, haben wir den online verfligbaren Kaplan-Meier-Plotter [169] benutzt, um die
Daten von sechs unterschiedlichen Studien sowie aus dem Cancer Genome Atlas (TCGA)
(TCGA, Version 2011) zu analysieren. Es wurden insgesamt 264 Falle mit serdsem
epithelialem Karzinom Stadium 11-1V, suboptimaler Debulking und Platin-Therapie analysiert.

Auch hier war eine hohe Cyclin-Al-Expression mit langerem TTP assoziiert.
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3.2.2 ERCCI1-Expression in Ovarialkarzinomen
Literatur: Mustafa Zelal Muallem, loana Braicu, Mani Nassir, Rolf Richter, Jalid Sehouli,
Ruza Arsenic. ERRCC1 Expression as a Predictor of Resistance to Platinum-based

Chemotherapie in Primary Ovarian Cancer. Anticancer Research 34:393-400 (2014).

Anticancer Res. 2014 Jan;34(1):393-9.

Die Platin-basierte Therapie ist die Therapie der Wahl in der Behandlung von
Ovarialkarzinomen [170]. Viele Patientinnen erleiden jedoch ein platinresistentes Rezidiv
[171]. Von einer Platin-Resistenz wird dabei immer dann gesprochen, wenn es wahrend einer
platin-basierten Chemotherapie zu einer Progression kommt, oder sich innerhalb von 6

Monaten nach abgeschlossener Therapie ein Rezidiv bildet.

Préklinische und klinische Studien legen eine potenzielle Rolle von ERCCL1 als molekularen

Prédiktor im Rahmen einer Platin-basierten Therapie nahe [172-174] .

Bekannt ist, dass das ERCC1-Protein eine essentielle Rolle in der DNA-Reparatur u.a. im
Rahmen einer Platintherapie bei Ovarialkarzinomen spielt [175]. ERCC1 ist das einzige
Enzym, das fur die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) und Reparatur der Vernetzungen
zwischen und innerhalb der DNA Strange benétigt wird und in der Lage ist, alle Arten der durch

Platin verursachten DNA-Schadigungen zu beseitigen [176].

In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass eine erhéhte ERCC1-Expression bei Patienten
mit Lungen-, Kolon-, Pankreas-, Magen- und Harnblasenkarzinom mit kirzerem Uberleben
assoziiert ist, wahrend sich eine niedrige ERCC1-Expression umgekehrt zumeist positiv auf das
Gesamtuberleben der Patienten auswirkt [177-181]. Fur Patientinnen mit Ovarialkarzinomen
fehlen jedoch bisher entsprechende Untersuchungen. Falls steigende ERCC1-Scores auch bei

Patientinnen mit Ovarialkarzinom die Wahrscheinlichkeit einer Resistenz gegen Platin-basierte
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Chemotherapie erhdhen, sollten fur die betroffenen Patientinnen im Sinne der FOrderung einer
individualisierten, patientenbezogenen Krebstherapie friihzeitig Therapiealternativen festgelegt
bzw. die Bestimmung des ERCC1-Scores routinemafig implementiert werden. Ein nicht-
vorliegender Zusammenhang zwischen ERCC1-Expression und Uberlebenszeit resp.
Resistenz-Risiko  wirde beim  Ovarial-Karzinom (im  Gegensatz zu anderen

Krebserkrankungen) auf eine geringe pradiktive Bedeutung des Molekiils hindeuten.

In unserer Studie haben wir eine Assoziation zwischen ERCC1-Expression und einer
potenziellen Platin-Resistenz bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom im Rahmen einer first-line
Chemotherapie untersucht. Das Ziel der vorliegenden Studie war es, festzuhalten, ob sich
zwischen dem Vorliegen einer ERCC1-Expression und der Resistenz gegen Platin-basierte
Chemotherapeutika, welche = DNA-Schadigungen  bewirken  kodnnen,  statistische

Zusammenhange identifizieren lassen.

Das Gesamtkollektiv setzte sich aus n=98 Patientinnen zusammen, von denen bei n=68
Patientinnen eine platin-basierte Therapie bei vorliegender Tumorregression durchgefuhrt
wurde (Responder), wahrend bei n=30 Patientinnen eine Platin-Resistenz vorliegend war, also
eine  Progression trotz platin-basierter Chemotherapie  (Non-Responder). Mittels
immunohistochemischer Analyse wurde in beiden Patientinnengruppen der ERCC1-Status
bestimmt. In beiden Gruppen wurden die Patientinnen entsprechend dem ermittelten H-Score
entweder als niedrig, mittel oder hoch ERCC1-expressiv klassifiziert. In statistischer Hinsicht
wurde anschliefend untersucht, ob zwischen dem Grad der ERCC1-Expression und der
Tumorreaktion auf die Standardchemotherapie bestehend aus Carboplatin und Paclitaxel
Zusammenhange bestehen (primarer Endpunkt), bzw. wie sich das progressionsfreie Uberleben

bzw. die Gesamtiiberlebenszeit in beiden Teilkollektiven gestaltete (sekundére Endpunkte).
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Insgesamt fanden sich in der Responder-Gruppe mehr Patientinnen mit hohem H-Score (26,5
% vs. 13,3 % in der Non-Responder-Gruppe), wahrend der Anteil der Patientinnen mit niedriger

ERCC1-Expression im Teilkollektiv mit Platin-Resistenz grofier war (40 % vs. 27,9 %).

In beiden Gruppen war die Gesamtuberlebenszeit abhdngig vom H-Score der ERCC1-
Expression: In der Responder-Gruppe fand sich die hochste Uberlebenszeit bei Patientinnen
mit mittlerem H-Score (76 Monate), wéhrend sich bei niedrigem H-Score die geringste
Uberlebenszeit abzeichnete (59 Monate). Bei den Patientinnen des Non-Responder-Kollektivs
zeigte sich die hochste Uberlebenszeit (28 Monate) bei mittlerem H-Score und die geringste
Uberlebenszeit bei hohem H-Score (15 Monate). Bei der progressionsfreien Uberlebenszeit
zeigten sich in beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede zwischen Patientinnen mit

niedrigem, mittlerem und hohem H-Score.

Die Gesamtlberlebenszeit war in der Responder-Gruppe signifikant hoher als in der Non-
Responder-Gruppe (65 Monate vs. 21 Monate, p<0.001). Auch die progressionsfreie

Uberlebenszeit war in der Responder-Gruppe deutlich hoher (31 Monate vs. 9 Monate).

Festgehalten werden konnte daher, dass im vorliegenden Kollektiv kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem H-Score der ERCC1-Expression und der Reaktion auf die
platin-basierte Chemotherapie bestand, bei hohem H-Score also nicht unbedingt von einer
hoheren  Resistenz-Wahrscheinlichkeit — ausgegangen  werden kann.  Auch  beim
progressionsfreien Uberleben zeigten sich keine Unterschiede, wahrend in der Non-Responder-
Gruppe der Grad der ERCC1-Expression pradiktiv fir eine schlechtere Gesamtiiberlebenszeit
war. Beim Ovarialkarzinom l&sst sich (zumindest im untersuchten Kollektiv) kein hdheres

Resistenz-Risiko bei steigendem H-Score nachweisen.
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3.3 ERCCI1-Expression als Prognosefaktor in Endozervixkarzinomen
Literatur: Mustafa Zelal Muallem, Simone Marnitz, Rolf Richter, Christhardt Kohler, Jalid
Sehouli, Ruza Arsenic. ERCC1 Expression As a Predictive Marker of Cervical Cancer Treated

with Cisplatin-based Chemoradiation. Anticancer Research. 2014; 34: 401-406.

Anticancer Res. 2014 Jan;34(1):401-6.

Plattenepithelkarzinome stellen die hdufigsten Karzinome der Endozervix als Subform des
Zervix-Karzinoms dar. Wie auch bei anderen Tumorentitaten, haben Patientinnen mit lokal
fortgeschrittenen Karzinomen ein hohes Rezidivrisiko und eine schlechte Prognose [182]. Eine
Cisplatin-basierte Chemotherapie ist die Therapie der Wahl bei den Patientinnen mit lokal
fortgeschrittenem Endozervixkarzinom. Die zytotoxische Aktivitat der Platin-haltigen
Chemotherapie basiert auf Bildung der DNA Addukte, welche die Vernetzungen innerhalb und
zwischen der DNA Stréange produzieren [183]. ERCC1 ist das Enzym, das eine essentielle Rolle
in der Reparatur dieser durch Chemotherapie entstandenen Schaden spielt. Eine Korrelation
zwischen einer hohen ERCC1-Expression und einer Cisplatin-Resistenz sowie schlechten
Uberlebensraten wurde bereits fiir verschiedene Tumortypen beschrieben, wie z.B. bei Kopf-
Hals-Plattenepithelkarzinomen [184, 185], wahrend sich selbige Zusammenhéange (wie im

letzten Kapitel aufgezeigt) fur das Ovarialkarzinom nicht nachweisen liel3en.

In der vorliegenden Studie wurde eine mogliche Korrelation zwischen der Expression des
ERCC1-Proteins und Gebarmutterhalskrebs untersucht. Dabei sollte analysiert werden,
inwiefern sich eine ERCC1-Expression als pradiktiver Marker beim Zervixkarzinom verhalt,
dh., ob bei Patientinnen, die hohe ERCC1-Expressionswerte aufweisen, bei kombinierter

Radio- und Chemotherapie mit dem Wirkstoff Cisplatin, eine schlechtere (oder glinstigere?)
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Prognose erwartet werden kann und inwiefern der Grad der ERCC1-Expression mit dem Platin-

Resistenz-Risiko korreliert.

Das ERCC1-Emzym spielt eine geschwindigkeitslimitierende Rolle im Rahmen der
Nukleotidexzisionsreparatur, dh., bei hoher ERCC1 Expression verlangsamt sich also die

Identifizierung und Eliminierung von Cisplatin-induzierten DNA-Addukten [186].

In verschiedenen Studien wurde ferner nachgewiesen, dass bei Plattenepithelkarzinomen des
Kopfes und Halses statistische Korrelationen zwischen dem Anstieg der ERCC1-Expression
und einer Cisplatin-Resistenz, sowie damit verbunden mit schlechteren Uberlebensraten

bestehen [184, 185, 187].

In der durchgefihrten retrospektiven Longitudinal-Studie wurde analysiert, ob statistische
Zusammenhdange zwischen der ERCC1-Protein-Expression (die sich als semi-quantitativer H-
Score bezogen auf die Farbintensitdt und dem Prozentsatz der positiv gefarbten Tumorzellen
prasentierte), dem progressionsfreien Uberleben (PFS), sowie dem Gesamtiiberleben (OS)
bestehen. Insgesamt wurden n=112 Patientinnen mit lokal fortgeschrittenem
Gebarmutterhalskrebs in  die Studie miteinbezogen, die mit Cisplatin-basierter
Radiochemotherapie mit oder ohne gleichzeitiger Hysterektomie behandelt wurden. Bei allen
Patientinnen wurde immunohistochemisch der H-Sore zur Darstellung des Grads der ERCC1-

Expression erhoben.

Ziel der Studie war es, das progressionsfreie-Uberleben und die Gesamtiiberlebenszeit in
Abhéngigkeit vom H-Score zu ermitteln (primérer Endpunkt). Entsprechende follow-up-
Untersuchungen fanden entsprechend den Vorgaben der Therapie-Leitlinien halbjahrlich
innerhalb der ersten 2 Jahre nach erfolgter Radiochemotherapie und danach einmal pro Jahr

statt.
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Bei 90 Prozent der Zervixkarzinom-Patientinnen des Kollektivs fand sich ein Adenokarzinom,
wéhrend bei 10 Prozent diagnostisch ein fortgeschrittenes Plattenepithelkarzinom vorliegend
war. Hintergrund dieser ungleichen Verteilung ist die Versorgung des deutlich seltener
auftretenden Adeno-Zervixkarzinoms meistens in universitdren Zentren wie die Charité in

Berlin, in welcher die Studie durchgefihrt wurde.

Entsprechend dem H-Score zur Darstellung des Grads der ERCC1-Expression konnten die
Patientinnen in drei Gruppen aufgeteilt werden: 36 % der Patientinnen (n=40) verfugten uber
einen niedrigen H-Score (0-1), bei 20 % (n=22) war ein mittlerer H-Score vorliegend (1,5-2,5),
wéhrend sich bei 45 % (n=50) ein hoher H-Score (3) fand. Bezlglich Alter, Tumorstatus- und
Grad, sowie klinischer und pathologischer Kennzeichen fanden sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den drei Subgruppen.

Ersichtlich war, dass in vorliegendem Kollektiv ein steigender H-Score mit einer besseren
Prognose korrelierte, sich die ERCC1-Expression also positiv auf das Gesamtuberleben und die
progressionsfreie Uberlebenszeit auswirkte. So betrug die 2-Jahres-Uberlebensrate bei den
Zervix-Karzinom-Patientinnen mit niedrigem H-Score 68,8 %, bei den Patientinnen mit
mittlerem H-Score 71,7 % und in der Gruppe mit hohem H-Score 90,7 %. Der Anteil der
Patientinnen mit 2-jahriger progressionsfreien Uberlebenszeit betrug in der Gruppe mit
niedrigem H-Score 49,7 %, sank dann auf 33,5 % ab (mittlerer H-Score), um bei den
Patientinnen mit hohem H-Score auf 72,7 % anzusteigen, wobei die gruppenspezifischen
Unterschiede sowohl beim Gesamtiiberleben als auch bei der progressionsfreien Uberlebenszeit

jeweils statistisch signifikant waren.

Wiéhrend sich bei Tumorerkrankungen, die nicht das weibliche Genital betrafen ( Lungen-,
Kolon-, Pankreas-, Magen- und Harnblasenkarzinom), eine hohe ERCC1-Expression also

negativ auf Prognose auswirkte und sich beim Ovarialkarzinom nur geringe Effekte zeigten, ist
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ein  hoher ERCC1-H-Score beim Zervix-Karzinom offenbar mit einer ldngeren

Gesamtiiberlebenszeit und einer hoheren progressionsfreien Uberlebenszeit assoziiert.
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3.4 Fascin 1-Expression in Borderline-Tumoren des Ovars

Literatur: Ahmed El-Balat, Ruza Arsenic, Nicole Sanger, Thomas Karn, Sven Becker, Uwe
Holtrich, Knut Engels. Fascin-1 expression as stratification marker in borderline epithelial

tumours of the ovary. BMJ J Clin Pathol. 2016; 69: 142-148.

J Clin Pathol. 2016 Feb;69(2):142-8.

Als Borderline-Tumoren des Ovars werden diejenigen Tumore bezeichnet, die sich weder der
benignen noch der malignen Kategorie zuordnen lassen. Die Therapie dieser Tumorgruppe ist
noch umstritten, insbesondere bei ser6sen Borderline-Tumoren des Ovars, die gleichzeitig auch
die hdufigste Gruppe dieser Tumorkategorie darstellt [188]. Auch wenn die Prognose flr
Patientinnen mit ovarialen Borderline-Tumoren h&ufig glinstig ist, erleiden einige Patientinnen
Rezidive und versterben an ihrem Tumorleiden [189, 190]. Folglich ist die Identifikation der
Rezidiv-assoziierten Risikofaktoren und der Tumor-assoziierten Ursachen fur die Morbiditat
essentiell [189, 191, 192]. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass eine actin-bundling-
protein-fascin-1 (FSCN1)-Expression in diversen Karzinomen mit Invasion und

Metastasierung assoziiert ist [193-198].

Ziel der Studie war es, die Fascin 1-Expression bei Patientinnen mit Borderline-Tumoren des
Ovars in Hinsicht auf eine potenzielle prognostische Rolle hin zu untersuchen. Insgesamt
wurden n=140 Patientinnen mit ovarialen Borderline-Tumoren in die Studie eingeschlossen,

bei denen immunohistochemisch das Vorliegen einer Fascin 1-Expression ermittelt wurde.

60 % der Patientinnen (n=84) konnten dem serésen Tumortyp zugeordnet werden, wahrend bei
32,1 % (n=45) ein muzindser Borderline-Tumor des Ovars vorliegend war. Der endometrioide

Typ sowie BOT-Mischtypen spielten im vorliegendem Kollektiv mit 1,4 % (n=2) bzw. 6,4 %
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(n=9) nur eine geringe Rolle. Eine Fascin-1-Expression fand sich insgesamt in 52,1 % der
eingeschlossenen Patientinnen (n=72). Bei 14,3 % (n=20) fand sich sogar eine starke
Expression. Mikropapillare Muster fanden sich partiell bei 17,9 % der Patientinnen (n=25) und

in ausgepragter Form bei 5 % (n=7).

Die Resultate unserer Studie zeigten eine hochsignifikante Assoziation zwischen einer Fascin
1-Expression und dem sog. ,,mikropapilldirem* Wachstumsmuster (p<0.001). Weiterhin war
die Fascin 1-Expression statistisch signifikant mit dem Vorhandensein von invasiven
peritonealen Implantaten assoziiert (p=0.022). Im Einzelnen war ersichtlich, dass sich eine
Fascin-1-Expression vor allem beim serfsen Tumortyp fand (Fascin-1-positiv: 75 %, n=63),
wéhrend beim muzinésen Typ die Expression deutlich tiefer war (Fascin-1-positiv: 11,1 %,
n=5). Ebenfalls fand sich eine Fascin-1-Expression signifikant h&ufiger in den Tumoren mit
mikropapillarem Muster, sowie bei Patientinnen, bei denen sich invasive Implantate im
Peritoneum nachweisen lielen, sich der Tumor also bis zum Bauchfell ausgebreitet hatte.
Zwischen dem FIGO-Stadium und der Fascin-1-Expression fanden sich hingegen keine
signifikanten Zusammenhange, ein fortschreitender Krankheitsverlauf war in vorliegendem
Kollektiv nicht mit einer Erhéhung des Fascin-1-Status assoziiert. Bei FIGO-Stufe IA betrug
der Anteil der Patientinnen mit nachweisbarer Fascin-1-Expression 54,8 % (n=23), bei Stufe Il
85,7 % (n=6), bei Stufe 111 57,1 % (n=4) und bei Stufe 1V 100 % (n=1), der Anteil der Fascin-
1-exprimierenden-Tumoren stieg bei fortschreitender Erkrankung also zundchst an, um dann
wieder abzusinken. Da nur eine Patientin Stufe IV zugeordnet werden konnte, war deren

Zuteilung Fascin-1-positiven Gruppe statistisch nutzlos.

Festzuhalten bleibt, dass bei BOT-Patientinnen mit ser6ésem Tumortyp, mikropapillarem
Muster und invasiven peritonealen Implantaten signifikant haufiger Fascin-1-Expression zu

erwarten ist, die Rickschlisse auf den Tumorstatus aber nur begrenzt méglich sind.
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4 Diskussion

Die Bestimmung von prognostischen und pradiktiven Markern im Tumorgewebe stellt
heutzutage in der Ara der sog. personalisierten Medizin einen wichtigen Bestandteil der
Tumorpathologie dar. Entsprechende Untersuchungen bieten Ansatzpunkte fur eine
Prognoseeinschatzung und das Festlegen der bestmdglichen Therapie. AuRerdem sind sie auch
aus gesundheitsokonomischer Sicht von Relevanz, da sie Sorge dafiir tragen kénnen, dass nur
diejenigen Patientinnen entsprechend therapeutisch versorgt werden, bei denen sich ein
gesundheitlicher ~ Benefit  ergibt, wodurch  sich  kostenintensive  Fehl-  und

Uberbehandlungsaspekte vermeiden lassen.

In den hier dargestellten Studien haben wir uns mit der Untersuchung der prognostischen und
pradiktiven Marker in Mammakarzinomen und anderen Tumoren des weiblichen Genitals
befasst. So liel} sich z.B. in unserem Patientenkollektiv der Mammakarzinome eine hohe
PIKCA-Mutationsrate von etwa 35 % feststellen. Als potenzielle prognostische und prédiktive
Marker in Ovarialkarzinomen wurde die Cyclin-Al-Expression untersucht und mit klinisch-
pathologischen Daten korreliert. Wir fanden eine wenigstens méafiiggradige Expression in den
meisten untersuchten Fallen und konnten zusatzlich Cyclin Al als pradiktiven Marker flr eine
langere TTP nach der First-Line-Chemotherapie identifizieren. Die Auswirkungen einer
ERCC1-Expression haben wir immunhistochemisch in fortgeschrittenen Ovarial- und
Endozervixkarzinomen untersucht. Hierbei ergaben sich wechselseitige Ergebnisse. In der
Borderline-Gruppe der Ovarialtumoren wurde schlieBlich die Fascinl-Expression in Hinsicht

auf eine potentielle prognostische Rolle untersucht.

Aus allen Untersuchungen ergeben sich Schlussfolgerungen fir die Abschatzung der Prognose
und die Validierung von molekularen Tumortherapien in der Versorgung von Patientinnen mit

Mammakarzinom oder fortgeschrittenen Tumoren des weiblichen Genitals. Die im Rahmen der
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vorliegenden Habilitationsschrift durchgefuhrten Untersuchungen und statistischen Analysen
ermoglichen in prognostischer Hinsicht jedoch nur die Aufstellung von Hypothesen zugunsten
der Fokussierung bestimmter biochemischer Marker. Limitierend wirkte in einigen Studien die
geringe Patientenzahl, weswegen nach Klassifizierung der Patientinnen entsprechend ihrem
Tumorgrad nicht mehr durchgéngig statistisch valide Aussagen getatigt werden konnten. Das
Ziel der in dieser Arbeit zugrunde gelegten Studien ist es daher auch, weitere Studien mit
grolleren Kollektiven unter Berlicksichtigung weiterer Faktoren anzustolen, um zwecks

Optimierung der Therapie die hier gefundenen Zusammenhange zu bestétigen.

4.1 Bestimmung von prognostischen Markern zur Abschatzung der
Prognose und zur Validierung einer molekularen Tumortherapie bei

Brustkrebspatientinnen

4.1.1 PIK3CA als Prognosefaktor

GemaR den vorliegenden Ergebnissen und denjenigen anderer Arbeitsgruppen weisen etwa
35 % aller Mammakarzinome eine Mutation im PIK3CA-Gen auf. Auch der Cancer Genom
Atlas [141, 142] (TCGA) berichtet von einer PIK3CA-Mutationsrate von etwa 36 % in
Mammakarzinomen. Den prognostischen Wert betreffend sind die Resultate sehr umstritten.
Einige Studien beschreiben ein langeres Uberleben, wéhrend andere von einer reduzierten
Uberlebensrate und gesamtem Uberleben berichten [199-201]. In unserer Studie konnten wir
keine statistisch signifikante Assoziation zwischen Gesamtuberleben und PIK3CA-Mutationen
feststellen, was darauf hindeutet, dass der PIK3CA-Mutationsstatus alleine keinen
prognostischen Wert hat. Allerdings berichten mehrere Studien von einer reduzierten
Wirksamkeit der Anti-Her-2- und Polychemotherapie bei Patientinnen mit PIK3CA-

Mutationen [202, 203]. Folglich kénnte mit einer kombinierten Anwendung von Anti-Her-2-
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und PIK3CA-Antagonisten die Therapie dieser Patientinnen verbessert werden. Zahlreiche
PIK-3-Antagonisten sind zurzeit in den préklinischen und klinischen Studien und Her-2-
positive/PIK3-mutante Tumoren sind die Hauptziele. Des Weiteren wurden in der Gruppe der
TNBC-Mammakarzinome mittels Genexpressionsanalysen auch die Subtypen identifiziert, die
von einer Inhibition des PIK3CA-Weges profitieren kdnnten. Diese Tumorgruppe hat eine sehr
schlechte Prognose und keine spezifische Therapie. Diese Erkenntnis ist sehr bedeutend, weil
sie wenigstens fur einige Subtypen in der Gruppe eine spezifische Therapie anbieten wiirde und

dadurch auch die Prognose der Patientinnen verbessert werden kénnte.

4.1.2 Therapeutische Mdglichkeiten

Aus den dargestellten Ergebnissen ergibt sich die Frage, ob Patientinnen mit Her-2-positivem
Mammakarzinom und PIK3CA-Mutationen von einer zusatzlichen Blockade des PIK3CA-
Signalweges profitieren wirden. Auch die Gruppe der TNBC, fiir welche es zurzeit keine
effektive Therapie gibt, wére ein potenzielles Ziel fir diese zielgerichtete Therapie des

Mammakarzinoms.

Fir die Durchfiihrung klinischer Studien mit PIK3CA-Antagonisten ware es daher sinnvoll,
den PIK3CA-Mutationsstatus im Tumorgewebe zu bestimmen und mit dem Ansprechen auf
die Therapie zu korrelieren. Hier ist eine standardisierte Methode zur Bestimmung des
PIK3CA-Mutationsstatus unerlésslich. Die Resultate unserer Studie zeigten, dass die
Sensitivitdt der Next-Generation-Sequenzierung hoch und daher als Standardmethode zu

empfehlen ist. NGS ist vor allem in folgenden Konstellationen sinnvoll:

1. bei Fallen mit wenig Tumorgewebe;
2. fir die Detektion von subklonalen Mutationen;

3. fir eine simultane Mutationsdetektion in mehreren Exonen.
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4.2  Bestimmung von prognostischen Markern zur Abschatzung der
Prognose und zur Validierung einer molekularen Tumortherapie in

Tumoren des weiblichen Genitals

4.2.1 Cyclin Al als Prognosefaktor bei Ovarialkarzinomen

Eine Cyclin A 1-Expression auf Proteinebene fand sich in der Mehrheit der untersuchten
Ovarialkarzinom-Félle in unserem Patientenkollektiv. Die physiologische Rolle von Cyclin Al
in gesundem und malignem Gewebe wurde nachhinein nur partiell verstanden. So war bisher
unklar, ob eine Cyclin Al-Expression tumorspezifisch auftritt, oder eher von dem
Differenzierungsgrad der Tumoren und der Gewebeherkunft abhéngig ist. Bekannt ist, dass die
Cyclin-Al-Expression den G1/S-Ubergang beschleunigt und mit verstarkter Proliferation und
Invasivitdt von Mamma-, Urothel-, Prostata- und Schilddrisenkarzinomen einhergeht [204-
208]. Einige Studien konnten zeigen, dass Cyclin Al den proapoptotischen Effekt des
Tumorgens p53 verstarkt [209]. Auch wenn die Daten beziglich der Ovarialkarzinome sehr
limitiert sind, konnte dieser Mechanismus damit eine wichtige Rolle in der Pathogenese
derselben spielen. Offenbar findet sich Cyclin Al in malignen Ovarialkarzinomen in hoch
exprimierter Form, fur die wiederum p53-Mutationen und chromosomale Instabilitaten
charakteristisch sind [206, 210]. Als erste Forschergruppe tberhaupt haben wir die Cyclin-Al-
Expression als mogliches therapeutisches bzw. immuntherapeutisches Ziel in priméren
Ovarialkarzinomen untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass eine Expression auch
fir Ovarialkarzinome kennzeichnend ist, was den bisherigen Forschungsstand insofern
erweitert, da entsprechendes bisher nur in Mamma-, Urothel-, Prostata- und

Schilddrisenkarzinomen nachgewiesen war.

Ferner konnte in vitro gezeigt werden, dass Cyclin A1 immunogen ist, was zT. erklaren kénnte,
warum Ovarialkarzinome bei einer T-Zell-Infiltration eine bessere Prognose zeigen [43, 211].
In diesem Zusammenhang konnte festgestellt werden, dass der klinische Verlauf der
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Ovarialkarzinome offenbar durch initiale Tumorreduktion mittels Chirurgie und systemischer
Therapie charakterisiert ist, begleitet von einem Intervall ohne zytostatische Therapie und mit
minimalem Tumorrest. Damit prasentiert sich beim Ovarialkarzinom ein klinisches Setting,
welches pradestiniert fir die Anwendung einer Immunotherapie erscheint. AuRRerdem scheint

die initiale Exposition auf Paclitaxel die Présentation der TAA-Epitope zu erhdhen.

Das nordamerikanische National Cancer Institut initiierte eine Studie, die zum Ziel hatte, die
idealen Tumorantigene zu charakterisieren. Eine der wichtigsten Eigenschaften eines
Tumorgens ist dessen fehlende Expression im gesunden Gewebe mit Ausnahme der Hoden, die
fur die immunprivilegiertesten Organe gehalten werden. Diese selektive Expression konnte
bereits fiur Cyclin Al in einer friheren Studie nachgewiesen werden [163]. Weitere
Charakteristika, welche fir Cyclin Al erfullt sind, sind die intrazellulére Lokalisation, eine
hohe Anzahl an Epitopen sowie die Expression in hoher Zahl in den meisten Tumorzellen der
Patienten. Die Resultate unserer Studie konnten die Expression in den meisten untersuchten
Tumorzellen bestatigen. Folglich kénnte Cyclin Al in Bezug auf dieses Kriterium als
maogliches immuntherapeutisches Ziel im klinischen Setting diskutiert werden. Allerdings
sollten weitere Studien folgen, um die restlichen Kriterien zu prifen, bevor eine therapeutische
Anwendung moglich ware. Die hier erhobenen Daten lassen aber die Hypothese zu, dass bei
hoher Cyclin Al-Expression bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom eine T-Zell-

Immunotherapie dringend in Betracht gezogen werden sollte.

Zusétzlich konnten wir in unserer Studie Cyclin Al als pradiktiven Marker fir eine langere
progressionsfreie Uberlebenszeit nach der First-Line-Chemotherapie identifizieren. Dieser
Effekt war unabhé&ngig von Tumorgrad, FIGO-Stadium, Alter der Patientinnen, peritonealer
Karzinomatose und war stérker ausgepragt bei Patientinnen mit suboptimaler Debulking. Der

langere TTP kdnnte demzufolge die Ansprechbarkeit auf die Chemotherapie reflektieren.
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4.2.2 ERCCI1 als Prognosefaktor in Ovarial und Endozervixkarzinomen

ERCCL1 ist das Enzym, dass eine essentielle Rolle in der sog.” nucleotide excision repair
pathway* spielt. ES konnte bereits in zahlreichen Studien bei Plattenepithelkarzinomen gezeigt
werden, dass eine ERCC1-Uberexpression mit reduzierter Chemosensitivitat und ungunstiger

Prognose assoziiert ist [183, 212, 213].

Auch wenn zahlreiche Studien einen Einfluss von ERRCC1-Expression auf die Prognose
zeigen, ist bisher ungeklart, ob ein Zusammenhang zwischen dem Grad der ERCC1-Expression
und der Wahrscheinlichkeit einer positiven therapeutischen Antwort bei zusatzlich
verabreichter platinhaltiger Chemotherapie besteht. Bei Lungen-, Kolon-, Pankreas-, Magen-
und Harnblasenkarzinomen wirkt sich eine erhéhte ERCC1-Expression zumeist negativ auf die
Uberlebenszeit und positiv auf die Wahrscheinlichkeit einer Platin-Resistenz aus [131-135],
hohe ERCC1-Scores sind also mit kiirzeren Uberlebenszeiten assoziiert. Wir konnten
nachweisen, dass die bisherigen Ergebnisse nicht auf alle Tumorarten generalisiert werden
konnen, da sich beim Ovarial- und beim Endozervixkarzinom abweichende statistische

Zusammenhange ergaben:

So lieR sich beim Ovarialkarzinom (anders als z.B. bei Patienten mit fortgeschrittenem
Lungenkarzinom) kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem H-Score der ERCC1-
Expression und der Reaktion auf die platin-basierte Chemotherapie bzw. der progressionsfreien
Uberlebenszeit nachweisen. Dies bedeutet maglicherweise, dass sich auch Ovarialkarzinom-
Patientinnen mit hohem H-Score fiir die Anwendung einer platin-basierten Chemotherapie

eignen, da hier nicht unbedingt ein erhohtes Risiko fur eine Platin-Resistenz zu erwarten ist.

Gegensétzliche Ergebnisse fanden sich beim Endozervixkarzinom: Hier war ein steigender H-
Score mit einer besseren Prognose korreliert, die ERCC1-Expression wirkte sich also positiv
auf das Gesamtiiberleben und die progressionsfreie Uberlebenszeit aus. Zusammenhinge

zwischen der ERCC1-Expression und einer sich entwickelnden Platin-Resistenz bestanden
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nicht. Daraus kann abgeleitet werden, das bei Zervixkarzinom-Patientinnen im
fortgeschrittenen Stadium und hoher ERCC1-Expression per se ein gunstigeres Profil zu
bestehen scheint und die Prognose durch Anwendung einer Platin-basierten Chemotherapie

noch weiter verbessert werden kann.

Als zentrale Erkenntnis kann festgehalten werden, dass der ERCC1-Expression eine positive
prognostische Wirkung insbesondere beim Endozervixkarzinom zukommt. VVon Relevanz ist,
dass sich damit der Wirkmechanismus dieses Molekls in Tumoren des weiblichen Genitals
offenbar von jener in anderen Tumoren unterscheidet. Inwiefern hormonelle Einfliisse dabei
von Bedeutung sind, ist unklar und sollte in weitergehenden Studien analysiert werden.
Weiterhin verweisen die Ergebnisse unserer Studien auf die Notwendigkeit, Wirkungsweise
und Histopathologie auch anderer Biomarker, bei denen in anderen Tumorarten
therapierelevante Erkenntnisse generiert wurden, explizit bei Tumoren des weiblichen Genitals
zu analysieren, um die zielgruppenspezifische Therapie zu verbessern, bzw. einzelne

Subgruppen zu analysieren, die verschiedener Formen einer gezielten Therapie bedurfen.

4.2.3 Fascin 1 als Prognosefaktor in Borderlinetumoren des Ovars

Fascin 1 ist ein Protein, das entsprechend der Ergebnisse mehreren Studien in diversen
Karzinomen mit Invasion und Metastasierung assoziiert ist. Die Resultate unserer Studie
konnten zeigen, dass Fascin 1 auch in den Borderlinetumoren des Ovars mit mikropapillarem
Wachstumsmuster exprimiert ist und eine starke Assoziation mit dem Vorhandensein von
invasiven Implantaten zeigt. Diese beide histopathologischen Charakteristika sind mit einem
erhdhtem Rezidivrisiko assoziiert, weswegen eine immunohistochemische Bestimmung einer
Fascin 1-Expression ein Mittel sein kdnnte, die Falle mit einem héherem Rezidivrisiko bereits
im Moment der Diagnosestellung zu identifizieren. Daraus resultierend kodnnten bei den

betroffenen Patientinnen friihzeitig entsprechende therapeutische MalRnahmen ergriffen
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werden, mit dem Ziel, die progressionsfreie Uberlebenszeit und die Gesamtiiberlebenszeit zu
erhdhen. Von Relevanz ist, dass Fascin 1 als dafiir nutzbar zu machender Prognosefaktor jedoch
nur in sergsen BOT verwendbar ist, da beim muzindsen Typ kaum entsprechende

Beobachtungen ersichtlich waren.
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Zusammenfassung

Molekulare Pathologie bzw. molekulare Prognosefaktoren sind heutzutage bei der
Prognoseabschatzung sowie Therapieplanung maligner Tumoren ein wichtiger Bestandteil
geworden. In den vorliegenden Studien haben wir PIK3CA-Genmutationen als potenziellen
Prognosefaktor in Mammakarzinomen untersucht. Wir konnten zeigen, dass PIK3CA in etwa
35 % der Mammakarzinome mutiert ist. Weiterhin konnte eine Mutation in PIK3CA-Gen
statistisch signifikant ¢fter in HR+, Her-2-negativen Mammakarzinomen festgestellt werden.
Dieses Ergebnis bildet die Grundlage fir eine gezielte Therapie in PIK3CA-mutierten

Mammakarzinomen.

In den Ubrigen Studien wurden potentielle Prognose- und pradiktive Faktoren in den Tumoren
des  weiblichen  Genitals  analysiert  (Ovarialkarzinome,  Endozervixkarzinome,
Borderlinetumore des Ovars). Fir Cyclin Al konnte nachgewiesen werden, dass sich selbiges
in den meisten serdsen Karzinomen des Ovars in exprimierter Form nachweisen lasst und hier
mit einem l&ngeren TTP assoziiert ist. Diese Erkenntnis deutet darauf hin, dass Cyclin Al neben
einer potenziellen therapeutischen Funktion auch eine prognostische Rolle in
Ovarialkarzinomen haben konnte. Beziiglich der ERCC1-Expression zeigten sich sowohl beim
Ovarial- als auch beim Endozervixkarzinom andere Ergebnisse, als bei anderen Tumoren (z.B.
Lungen- oder Pankreaskarzinom), bei denen eine hohe ERCCI1-Expression mit einem
schlechteren Ansprechen auf eine Platin-basierte Chemotherapie und einer geringeren
Uberlebenszeit assoziiert war. Beim Ovarialkarzinom lieRen sich nur sehr geringe negative
Zusammenhdnge nachweisen, weswegen hier bei hoher ERCC1-Expression nicht unbedingt
von einem hoheren Platin-Resistenz-Risiko ausgegangen werden kann. Beim
Endozervixkarzinom war eine hohe ERCCI1-Expression mit einer positiven Prognose

assoziiert. Ferner kommt offenbar auch der Fascin 1-Expression eine prognostische Wirkung
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Zusammenfassung

in serosen Borderline-Tumoren des Ovars zu. Dies ermdglicht das Rezidivrisiko bereits bei

Diagnosestellung einzuschétzen.

Zusammengefasst bieten die dargestellten Ergebnisse die Grundlage fur eine weitere
Erforschung der untersuchten Gene und Proteine als potenzielle prognostische und préadiktive
Biomarker sowie therapeutische Ziele in den Mamma-, sowie Tumoren des genitalen Traktes

mit dem Endziel einer personalisierten Therapie.

Schlagworte: Mammakarzinom, Ovarialkarzinom, Endozervixkarzinom, Borderlinetumoren

des Ovars, Molekulare Prognosefaktoren
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