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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Ovarialkarzinom ist eine relativ hdufige und bosartige Erkrankung der weiblichen Ge-
schlechtsorgane in der westlichen Welt. Es ist mit einer hohen Sterblichkeit assoziiert, da eine
Symptomatik des Tumors erst im fortgeschrittenen Stadium auftritt und es an prognostisch

relevanten Screening-Methoden fehlt.

Diese Arbeit wird sich im Folgenden mit dem epithelialen Ovarialkarzinom (EOC) beschitti-
gen. Der Ursprung des epithelialen Ovarialkarzinoms liegt im Oberflachenepithel des Ovars
und wird von solchen unterschieden, die von den Keimzellen oder dem Stroma des ovariellen
Gewebes ausgehen. Das EOC stellt hierbei die haufigste Form maligner Ovarialtumore dar. In

den meisten Fillen handelt es sich um Adenokarzinome.

1.1 Epidemiologie

Das Ovarialkarzinom stellt die dritthdufigste bosartige Erkrankung der weiblichen Ge-
schlechtsorgane dar und geht unter den gyndkologischen Malignomen mit der zweithochsten
Mortalitit einher (Runnebaum and Stickeler 2001). Das Lebenszeitrisiko fiir eine in Deutsch-
land lebende Frau betrigt derzeit 1,5%, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken (Krebs in

Deutschland, RKI 2012).

Die Inzidenz des Ovarialkarzinoms ist in Nordamerika und Nordeuropa am hdochsten, wih-
rend die Zahl der Neuerkrankungen in Asien und Afrika im Vergleich niedriger sind (Runne-
baum and Stickeler 2001). Deutschland befindet sich mit 15/100.000 Neuerkrankten pro Jahr
beziiglich der Inzidenz in Europa im Mittelfeld. Im Jahr 2008 wurde bei etwa 7.790 deutschen
Frauen erstmals Eierstockkrebs festgestellt (Krebs in Deutschland, RKI 2012). Seit 1990
konnte zwar eine Abnahme der Erkrankungsfille in Deutschland beobachtet werden, die
Sterblichkeit der Erkrankung bleibt jedoch auf nahezu unverdndertem Niveau. Das mittlere
Erkrankungsalter fiir das Ovarialkarzinom liegt bei 69 Jahren. Die Erkrankungsraten steigen
bis zum 85. Lebensjahr kontinuierlich an und bleiben ab dann in etwa konstant (Krebs in

Deutschland, RKI 2012).

Bei 75% der Patientinnen handelt es sich zum Zeitpunkt der Diagnose bereits um ein fortge-
schrittenes Tumorstadium (FIGO III/ IV). Dies ist einer der Hauptgriinde fiir die schlechten

Uberlebensraten. Die relativen, iiber alle Stadien gemittelten 5-Jahres Uberlebensraten liegen
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bei 40%. Das Uberleben ist jedoch stark von dem Tumorstadium abhéingig: im Friihstadium
(FIGO Ia-II) betriagt die 5-Jahresiiberlebenszeit mit addquater Therapie 80-90%. Im fortge-
schrittenen Tumorstadium (FIGO IIb-IV) liegt das 5-Jahres-Uberleben bei 25% (Hilpert et al.
2007; Colombo et al. 2006).

1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Uber die Entstehung des Ovarialkarzinoms ist nur wenig bekannt. So befasst sich die For-
schung zunehmend mit moglichen Risikofaktoren, die die Entstehung des aggressiven Tu-
mors begiinstigen. Letztendlich scheint es sich um eine multifaktoriell bedingte Erkrankung

zu handeln.

Bei 5-10% der Erkrankten kann eine genetische Disposition als Ursache des malignen Ge-
schehens ausfindig gemacht werden. Sie geht am hdufigsten mit Mutationen im BRCA-1-
Gen (oder auch seltener im BRCA-2-Gen) einher und lassen sich so dem ,,hereditédren Brust-
Ovarialkarzinom-Syndrom (HBOS)* zuordnen (Holschneider and Berek 2000). Das Risiko
fiir Trigerinnen der BRCA-1-Genmutation, im Laufe ihres Lebens an einem Ovarialkarzinom
zu erkranken betrigt 39%, die Wahrscheinlichkeit bei einer Mutation im BRCA-2-Gen hinge-
gen bei 11-22% (Antoniou et al. 2003).

Eine seltenere Form des hereditdren Ovarialkarzinoms kann im Rahmen des Lynch-Syndroms
(auch ,,HNPCC-Syndrom* genannt) auftreten. Hierbei liegen Genmutationenin einem der
verschiedenen Missmatch-repair Gene (MLH1, MLH3, MSH2, MSH6, PMS2) vor. Tragerin-
nen einer MSH2- oder MLH1-Mutation haben ebenfalls ein erhohtes Lebenszeitrisiko an ei-

nem Ovarialkarzinom zu erkranken (Bonadona et al. 2011).

In der Mehrheit (90-95%) der Fille tritt das Ovarialkarzinom jedoch sporadisch auf und geht
in diesem Fall zu 90% vom Oberflichenepithel aus (Smith and Xu 2008). Fiir die Atiologie
des sporadisch auftretenden, epithelialen Ovarialkarzinoms wurden verschiedene Faktoren
identifiziert, die fiir die Karzinogenese verantwortlich scheinen. Es wird unter anderem die
Anzahl der Ovulationen mit einem erhdhten Risiko fiir die Karzinomentstehung assoziiert
(Holschneider and Berek 2000). Dies wird durch die Hypothese von Fathalla (1971) begriin-
det, in der davon ausgegangen wird, dass es durch wiederholte Mikrotraumen des ovariellen
Oberfldchenepithels zu fehlerhaften Reparaturprozessen kommt. Diese wiederum begiinstigen

die maligne Entartung des Gewebes.
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Eine friihe Menarche und eine spdte Menopause, die folglich eine hohe Anzahl an Ovulatio-
nen mit sich bringen, konnten bisher jedoch nicht eindeutig mit der Karzinogenese von Ovari-

altumoren in Zusammenhang gebracht werden (Whittemore, Harris, and Itnyre 1992).

Des Weiteren wurde in Metaanalysen eine geringgradige Steigerung des Erkrankungsrisikos
fiir ein epitheliales Ovarialkarzinom bei Anwendung einer Ostrogen- oder Ostrogen-

Gestagen-Therapie in der Peri- und Postmenopause ermittelt (Beral et al. 2007).

Fiir die Anwendung von ovulationsinduzierenden Medikamenten kann der Einfluss auf die-
Karzinogenese des Ovarialkarzinoms nicht sicher ausgeschlossen werden. Es wurde lange
Zeit vermutet, dass die Medikamente zur Infertilitdtsbehandlung die Entstehung eines Ovari-
alkarzinoms begiinstigen, jedoch konnte letzten Endes nur die Kinderlosigkeit als sicherer
Risikofaktor identifiziert werden. Fiir den sicheren Ausschluss des Zusammenhangs mit ferti-
litdtsinduzierenden Medikamenten werden jedoch Langzeitbeobachtungen nétig sein (Vlahos,

Economopoulos, and Creatsas 2010).

Einen weiterer Risikofaktor fiir das sporadisch auftretende Ovarialkarzinom scheint die Er-
ndhrung bzw. die Adipositas im Erwachsenenalter darzustellen. In Metaanalysen zahlreicher
Studien wurde beobachtet, dass mehr libergewichtige Frauen von der Erkrankung betroffen
sind als Frauen mit Normalgewicht (Olsen et al. 2007; Collaborative Group on Epidemiologi-

cal Studies of Ovarian Cancer 2012).

Neben den Risikofaktoren konnten auch einige protektive Faktoren fiir das Ovarialkarzinom
identifiziert werden. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass die Einnahme oraler Ovu-
lationshemmer, durch die Reduktion der Anzahl der Ovulationen, das Erkrankungsrisiko re-
duziert (Cibula et al. 2010; Veljkovi¢ and Veljkovi¢ 2010; Hannaford et al. 2007). Dies gilt
auch fiir Tragerinnen der BRCA-1 oder BRCA-2-Genmutation (Cibula et al. 2010; Narod et
al. 1998). Bei Ihnen konnte eine signifikante Risikoreduktion durch die Einnahme oraler
Kontrazeptiva erzielt werden (Iodice et al. 2010). Die signifikanteste Risikoreduktion gelang
bei den BRCA-1/-2-Mutationstragerinnen jedoch durch die bilaterale Salpingo-
Oophorektomie (Rebbeck, Kauff, and Domchek 2009).

Des Weiteren wird auch eine hohere Geburtenzahl und eine lange Stillzeit als ,,Schutzfaktor*
fiir die Entstehung dieser malignen Erkrankung angenommen (Hartge et al. 1994; Whittemo-
re, Harris and Itnyre 1992). In weiteren umfangreichen Studien konnte die Tubenligatur sowie

die Hysterektomie als protektive Faktoren identifiziert werden (Cibula et al. 2011; Rice et al.
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2013). Der genaue Mechanismus, welcher fiir den protektiven Effekt verantwortlich ist, ist
bislang nichtvollstdndig geklirt. Es wird zum einen eine mechanische Barriere flir den Trans-
port von kanzerogenen Substanzen sowie Epithelzellen des Endometriums durch eine Tuben-
ligatur angenommen. Allerdings wére auch eine Minderperfusion der Ovarien als Erkldarung
denkbar, da bei den genannten Eingriffen ebenfalls ovarversorgende Gefdle unterbunden

werden.

1.3 Klinik, Diagnostik

Das Ovarialkarzinom wird meist (70% der Félle) erst in einem fortgeschrittenen Tumorsta-
dium entdeckt. Die Hauptursache fiir die spédte Diagnose ist, dass sich die Symptome erst im
Spétstadium (FIGO IIb-IV) manifestieren und auch dann recht unspezifisch sind. Zu den hiu-

figen Symptomen vor Diagnosestellung zdhlen:

Vollegefiihl

Meteorismus

unklare abdominelle Beschwerden oder Schmerzen
Zunahme der Miktionsfrequenz

Bauchumfangszunahme

Bei der Persistenz dieser Symptome oder auch deren rezidivierenden Auftreten wird, insbe-
sondere bei liber 50-jahrigen Frauen, die Indikation zur weiterfiihrenden Diagnostik empfoh-
len. Im Rahmen der Diagnostik sollte geméf der aktuellen Leitlinien der AWMEF zuerst die
gynikologische Spiegel- und bimanuelle Tastuntersuchung sowie eine Transvaginalsonogra-
phie erfolgen. Bei nicht eindeutigen Befunden oder speziellen Fragestellung zur Differential-
diagnose konnen sowohl CT, MRT als auch PET/ CT zum Einsatz kommen (Buy et al. 1991;
Nam et al. 2010)

Wenn der hochgradige Verdacht auf eine maligne ovarielle Raumforderung gestellt wird, soll-
te ein umfassendes praoperatives Staging erfolgen, bei dem vorzugsweise das CT zum Einsatz
kommt (Forstner u. a., 2010). Geméal den Leitlinien ist jedoch nur das intraoperative Staging
eine zuverldssige Moglichkeit, die Operabilitidt einzuschétzen, die Diagnose des malignen

Ovarialtumors zu sichern und den Tumor zu klassifizieren.

Moglichkeiten des Screenings zur Fritherkennung eines Ovarialkarzinoms gibt es derzeit

nicht. Es wurden zum einen die transvaginale Ultraschalluntersuchung und zum anderen die
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Bestimmung des Tumormarkers CA-125, neben zahlreichen anderen potentiellen Markern,
untersucht. CA-125 wird vorwiegend vom serdsen epithelialen Ovarialkarzinom gebildet,
besitzt jedoch nur eine geringe Spezifitit, sodass dieser daher vorzugsweise als Parameter bei
der Verlaufskontrolle zum Einsatz kommt. Beide Verfahren eignen sich laut den Empfehlun-
gen der aktuellen Leitlinien jedoch nicht als Screeningmethode. Es wird auf Grund der hohen
falsch positiven Befunde und der fehlenden Senkung der Mortalitdt von einem generellen
Screening beziiglich des Ovarialkarzinoms abgeraten (Buys et al. 2011; AWMF: Aktuelle

Leitlinien).

1.4 Klassifikation

Die Klassifikation des Ovarialkarzinoms ist von entscheidender Bedeutung fiir die Therapie
und Prognose der einzelnen Patientinnen. Aus diesem Grund scheint es sinnvoll hier die Klas-
sifikationssysteme niher zu erldutern, bevor dann im Abschnitt ,,prognostische Faktoren® auf

die genaue Bedeutung fiir die Prognose eingegangen wird.

1.4.1  Histologische Subtypen

Das Ovarialkarzinom ldsst sich in verschiedene histogenetische Typen einteilen. Diese Eintei-
lung erfolgt anhand des Ursprungsgewebes in epitheliale Tumoren, Keimstrangtumoren und
Keimzelltumoren. Die epithelialen Tumoren stellen hiervon mit ca. 90% die iliberwiegende
Mehrzahl aller Ovarialtumoren und konnen, entsprechend der WHO- Klassifikation, histopa-

thologisch weiterfiihrend unterteilt werden:

Serose Karzinome (40-75% der epithelialen Tumoren)
Muzinose Karzinome (10%)

Endometrioide Karzinome (10%)

Klarzellige Karzinome (5%)

Transitionalzellige Karzinome, Brenner Tumore (2%)
Plattenepithelkarzinome

Epitheliale Mischtumore

Undifferenzierte Karzinome (5-10%)

Diese histologische Einteilung ist von Relevanz fiir das zu erwartende therapeutische Anspre-

chen und in Abhédngigkeit von dem vorliegenden Krankheitsstadium nach FIGO und dem
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histopathologischen Grading auch fiir die Prognose (Kaku et al. 2003; Jalid Sehouli: ,,Multi-
modales Management Maligner Ovarialtumore*; AWMEF: Aktuelle Leitlinien).

1.4.2  Histologischer Differenzierungsgrad

Der Graduierung des Ovarialkarzinoms wird eine grofle Bedeutung fiir die Therapie und die
Prognose der Erkrankung zugesprochen. Es existieren verschiedene Gradingsysteme, welche
sich unterschiedlich gut auf die einzelnen histologischen Subtypen des EOCs anwenden las-
sen. Aus diesem Grund wird aktuell eine typspezifische Graduierung des EOC empfohlen

(Hauptmann et al. 2014), welche in der folgenden Tabelle zusammengefasst ist:

Tabelle 1:  Empfehlung zur typspezifischen Malignitdtsgraduierung des Ovarialkarzinoms

Histologischer Subtyp Gradingschema Gradingkriterien
seros ,low*“- und ,,high-grade* Mitoserate und
Kerngrossenvarianz
endometrioid FIGO (G1-G3) Prozent solider
Tumoranteil
klarzellig per definitionem ,,high-grade*

Maligner Brenner Tumor -

muzinOs -—

undifferenziert per definitionem ,,high-grade*

(Hauptmann et al. 2014)

Fiir die Einteilung der serdsen EOC in ,,Jow-" und ,,high-grade* wird die mitotische Aktivitit,
der nukledre Atypiegrad und die genetische Stabilitdt der Tumorzellen beurteilt. Hierbei sind
low-grade-serése Karzinome genetisch eher stabil, zeigen weniger Kernatypien und maximal

12 Mitosen pro ,,high power field* (Malpica et al. 2004).

Die Einteilung der endometrioiden EOC nach dem FIGO-System beriicksichtigt den prozen-
tualen soliden Tumoranteil, wobei Grad 1 einen soliden Tumoranteil von bis zu 5%, Grad 2

bis 50% und Grad 3 iiber 50% entspricht (Singh et al. 2008).
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Fiir klarzellige und undifferenzierte EOC wir aufgrund fehlender prognostischer Relevanz des
histologischen Differenzierungsgrades und oft aggressiven Krankheitsverlauf kein Grading
empfohlen. Diese Tumorentititen sind generell als G3 bzw. ,,high-grade* einzustufen (Malpi-

ca 2008; Singh et al. 2008).

Ebenso konnte fiir das Grading des muzindsen EOC keine unabhingige prognostische Rele-
vanz nachgewiesen werden (Hoerl and Hart 1998; Lee and Scully 2000). Die grofte prognos-
tische Relevanz kommt bei diesem histologischen Typ dem Ausschluss von Metastasen sowie
die Unterscheidung von expansiven und infiltrativen Wachstum zu (Khunamornpong et al.

2014).

1.4.3 Stadieneinteilung nach FIGO/ TNM

Die gingigste Einteilung des Ovarialkarzinoms erfolgt nach der UICC-Klassifikation anhand
des TNM-Systems und mit der Stadieneinteilung nach FIGO (Tabelle 2.). Fiir beide Klassifi-
kationssysteme ist der intraoperative Befund und die histologische Bestitigung obligat. Das

jeweilige Tumorstadium stimmt in beiden Klassifikationssystemen {iberein.

Der sogenannte Borderlinetumor lédsst sich mit dieser Klassifikation nicht erfassen. Er zeich-
net sich dadurch aus, dass er nicht invasiv wéchst, aber die malignen Zellen alle Charakteris-
tika eines Ovarialkarzinoms aufweisen. Er wird auch als ,,Low malignant Potential Tumor

(LMP-Tumor)* bezeichnet.
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Tabelle 2:  Stadieneinteilung nach dem TNM-System der UICC (International Union against Can-
cer) und FIGO (Feédeération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique)
TNM FIGO Definition
Tx Nicht beurteilbar
TO Kein Tumorgewebe
T1 I Tumor auf Ovarien begrenzt
Tla IA Tumor auf ein Ovar begrenzt, Kapsel intakt, keine malignen Zellen im
Aszites oder Peritonealavage
T1b IB Tumor auf beide Ovarien begrenzt, Kapsel intakt, keine malignen Zellen
im Aszites oder Peritoneallavage
Tlc IC Tumor auf ein/ beide Ovarien begrenzt mit folgender Unterteilung:
Tlcl IC1 chirurgisch/ operativ bedingte Kapselruptur
T1c2 IC2 préoperative (spontane) Kapselruptur oder Tumor auf der Oberflédche der
Ovarien
Tlc3 IC3 Nachweis von Tumorzellen im Aszites/ Peritoneallavage
T2 I Tumor ein/ beider Ovarien mit Ausbreitung im kleinen Becken
T2a A Ausbreitung auf und/oder Implantate an Tuben und/oder Uterus
T2b 1IB Ausbreitung auf andere intraperitoneale Beckenorgane
T2c Inc Ausbreitung im Becken (ITA oder IIB)+ Tumorzellen im Aszites oder
Peritoneallavage
T3 I Tumor ein/ beider Ovarien mit zytologischen und histologischen
Nachweis einer Ausbreitung auflerhalb des kleinen Beckens und/
oder retroperitoneale Lymphknoten- Metastasen
T3 1A Metastasen der retroperitonealen Lymphknoten mit oder ohne
mikroskopische Peritonealmetastasen auflerhalb des kleinen Beckens
T3/ -N1 A1 AusschlieBlich retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
T3Nla IAL(i) retroperitoneale Lymphknotenmetastasen < 10mm
T3N1b A 1(ii) retroperitoneale Lymphknotenmetastasen > 10mm
T3a/-N1 | IIIA2 Mikroskopische Ausbreitung auf dem Peritoneum aulBerhalb des kleinen
Beckens mit oder ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
T3b/- N1 B makroskopische Peritonealmetastasen auflerhalb des kleinen Beckens <
2cm mit oder ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
T3¢/ -N1 MIC makroskopische Peritonealmetastasen aullerhalb des kleinen Beckens
>2c¢m mit oder ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen,
einschlielich Kapselbefall von Leber und Milz
M1 v Fernmetastasen aufler Peritoneale Ausbreitung
Mla IVA zytologisch und histologisch gesicherter Pleurabefall
MIlb IVB Parenchymmetastasen und/oder Metastasen in extraabdominellen
Organen (inguinale Lymphknoten, Nabel)
N1 Regionale Lymphknotenmetastasen

Quelle: I. Meinhold — Heerlein, AGO State of the Art 2013, 22.06.2013, Berlin; Hohn AK, Einenkel J,
Wittekind C, Horn LC. Pathologe. 2014 Jun 6.
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1.5 Therapie

1.5.1 Operative Primértherapie

Im Rahmen der leitliniengerechten Therapie des Ovarialkarzinoms wird als erster Schritt die
radikale operative Therapie empfohlen, in dessen Rahmen auch das Staging erfolgt und die
Stadieneinteilung nach FIGO/ TNM erst ermdglicht. Das Ziel dieser Operation ist primér, den
Tumor vollstindig zu entfernen, da der verbliebene Tumorrest einen signifikanten Einfluss
auf die Prognose hat. Erst anschlieBend an die Operation soll die stadienabhingige, adjuvante

Chemotherapie durchgefiihrt werden.

Der Umfang der Operation richtet sich nach der intraoperativ vorgefundenen Tumorausbrei-
tung und unterscheidet sich in der Radikalitét fiir die Therapie des Frithkarzinoms und die des
fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms. Da sich das Ovarialkarzinom durch eine intraperitoneale
Metastasierung und eine lymphatische Ausbreitung (paraaortal, parametrial, pelvin, inguinal)
auszeichnet, wird der Umfang der chirurgischen Therapie durch das Ausmal} der beteiligten

Organe bestimmt.

Das Vorgehen fiir das Friihkarzinom wird durch die aktuellen Leitlinien der AWMEF wie fol-
gend empfohlen: Léngsschnittlaparotomie, Inspektion und Palpation der gesamten Abdomi-
nalhohle, Peritonealzytologie, Biopsien aus allen auffilligen Stellen, Peritonealbiopsien aus
unauffilligen Regionen, Adnexexstirpation beidseitig, Hysterektomie, ggf. extraperitoneales
Vorgehen, Omentektomie mindestens infrakolisch, Appendektomie (bei muzindsem/unklarem

Tumortyp) und beidseitige pelvine und paraaortale Lymphonodektomie.

Bei einem fortgeschrittenen Ovarialkarzinom, bei dem sich die Tumorausdehnung per defini-
tionem nicht auf das kleine Becken beschrinkt, ist das primére Ziel der Operation ebenfalls,
den Tumor moglichst komplett zu entfernen oder zumindest einen Tumorrest <lcm zu errei-
chen. Dem entsprechend féllt das Ausmall der Operation umfangreicher aus. Es erfolgt im
Rahmen der operativen Therapie die infragastrische Resektion des Omentums, die Explorati-
on der Bursa omentalis, Salpingo-Oophorektomie, Hysterektomie, Abbindung der ovariellen
GefidBbiindel, Resektion des tumorinfiltrierten (parietalen) Peritoneums einschlieBlich des
diaphragmatischen Peritoneums, Resektion von infiltrierten Darm, ggf. Appendektomie, Ent-
fernung pelviner und paraaortaler Lymphknoten sowie die komplette intraabdominale Tumor-

resektion.
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Die Vollstindigkeit der zytoreduktiven Operation besitzt eine hohe prognostische Relevanz
und ist stark von der Erfahrung und dem Konnen des Operateurs abhédngig. Die Durchfiihrung
wird daher an spezialisierten Zentren empfohlen (Tingulstad, Skjeldestad, und Hagen 2003;
Holschneider und Berek 2000).

1.5.2  Systemische Therapie

Im Anschluss an die operative Therapie erfolgt ab dem Stadium Ib, G1 bis Stadium Ila die
adjuvante platinhaltige Mono-Chemotherapie fiir 6 Zyklen mit Carboplatin. Im Stadium Ia,
G1 konnte fiir die systemische Therapie kein signifikanter Uberlebensvorteil nachgewiesen
werden (Winter-Roach, Kitchener, and Lawrie 2012; Trimbos et al. 2003; Young et al. 1990).
Sie wird daher in dieser Situation nicht empfohlen (AWMF: Aktuelle Leitlinien).

Fiir die adjuvante systemische Therapie des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms wird eine
Kombinationstherapie aus Carboplatin und Paclitaxel fiir ebenfalls 6 Zyklen empfohlen. Zu-
sdtzlich kann ab dem Stadium IIIb eine Behandlung mit dem Angiogenesehemmer Bevaci-
zumab parallel und als Erhaltungstherapie fiir 12-15 Monate in Betracht gezogen werden

(AWME: Aktuelle Leitlinien; Perren et al. 2011a; Trimbos et al. 2003).

In mehreren Studien wurde eine intraperitoneale Applikation (i.p.) der systemischen Therapie
untersucht (Robella et al. 2014; Safra et al. 2014). Generell wird die Anwendung jedoch auf-
grund der hohen Komplikationsraten derzeit nur im Rahmen von kontrollierten Studien emp-

fohlen (Harter et al. 2013).

1.5.3 Therapie des Rezidivs

Die Therapie eines Ovarialkarzinomrezidivs unterscheidet sich hinsichtlich der Platinsensibi-
litdt (> 6 Monate Rezidivfreiheit nach platinhaltiger Chemotherapie) des Tumors. Eine erneu-
te Operation kommt hierbei nur bei platinsensiblen Tumoren in Frage und wenn zusétzlich
der AGO- Score positiv ist (vollstindige Primér-OP, guter Allgemeinzustand, <500ml Aszi-
tes)(Harter et al. 2014; Harter et al. 2011; Sehouli et al. 2010). Des Weiteren ist eine erneute
Chemotherapie indiziert, die sich bei platinsensiblen Tumoren aus einer Kombination von
Carboplatin und Gemcitabin/ PEG-Doxorubicin zusammensetzt. Handelt es sich um ein Rezi-
div eines nicht-platinsensiblen Tumors, wird eine Monotherapie mit pegyliertem liposomalen
Doxorubicin, Topotecan, Gemcitabin oder Paclitaxel empfohlen (AWMEF: Aktuelle Leitli-

nien).
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1.6 Prognostische Faktoren

Unter prognostischen Faktoren werden Merkmale einer Erkrankung verstanden, die eine Aus-

sage liber den behandlungsunabhéngigen Krankheitsverlauf ermdglichen.

1.6.1 Etablierte Prognosefaktoren

Fiir wenige der bereits untersuchten moglichen prognostischen Faktoren konnte durch zahl-
reiche Studien eine groBe Bedeutung bzgl. der Prognose nachgewiesen werden. Sie haben
sich als klinische Parameter etabliert undgehen in die Entscheidung {iber den Operationsum-

fang und die anschlieBende Chemotherapie mit ein.

Tumorrest < 1cm nach der Priméroperation
Stadium nach FIGO

Aszites

Allgemeinzustand
Alter
histologischer Subtyp

Differenzierungsgrad

(Ovarian Epithelial Cancer Treatment (PDQ®) - National Cancer Institute n.d.; AWMF: Aktuelle
Leitlinien)

Der postoperativ verbliebene Tumorrest ist einer der wichtigsten prognostischen Faktoren und
hat signifikanten Einfluss auf das Uberleben der Patientinnen. Es konnte in mehreren Studien
gezeigt werden, dass eine vollstindige Tumorentfernung bei der Priméroperation mit einer
Verlidngerung der Uberlebenszeit sowie einer Verbesserung der Lebensqualitit korreliert

(Aletti et al. 2006; Hoskins et al. 1992; Wakabayashi, Lin, and Hakim 2008).

Ahnlich groBe Bedeutung fiir die Prognose weist die Tumorausdehnung bei Erstdiagnose auf.
Sie wird letztendlich erst durch das intraoperative Staging und die histologische Aufarbeitung
des Gewebes ersichtlich und spiegelt sich im FIGO-Stadium wieder. Mit fortgeschrittenem
Tumorstadium bei Erstdiagnose sinkt die 5-Jahres-Uberlebensrate (Dembo et al. 1990; Vergo-
te 2001).
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Tabelle 3:  5- Jahres-Uberlebensrate in Abhiingigkeit des Tumorstadiums bei Erstdiagnose

FIGO- Stadium Stadium (%) zum 5-Jahres- Uberlebensrate
Zeitpunkt der Erstdiagnose (%)

I 24 95

II 6 65

11 55 14-30

v 15 0-20

(American Cancer Society 2000) Annual Report 2000 Registry Database

Einen weiteren prognostischen Faktor stellt das Vorhandensein von Aszites dar. Multivariate
Analysen zeigten, dass zum einen das Aszitesvolumen mit dem Ausmal der peritonealen Me-
tastasierung korreliert (H. Huang u. a. 2013), aber auch das Vorhandensein von Aszites mit

einer schlechteren Prognose einhergeht.

In einem fortgeschrittenen Tumorstadium und bei zusidtzlich vorliegendem Aszites konnte
eine deutlich geringere 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit festgestellt werden als bei
Patientinnen im gleichen Tumorstadium ohne Aszites (Chi et al. 2001; Puls et al. 1996;
Huang et al. 2013). Das Alter und der Allgemeinzustand werden ebenfalls zu den prognos-
tisch relevanten Faktoren gezdhlt. So konnte in Metaanalysen gezeigt werden, dass ab dem
65. Lebensjahr die 5-Jahres-Uberlebensrate deutlich geringer ist als bei Patientinnen, die vor
dem 65. Lebensjahr erkranken (30% vs. 65%) (Thigpen et al. 1993). Da der korperliche All-
gemeinzustand sicherlich nicht unabhingig vom Alter zu sehen ist, besitzt auch dieser Faktor
Einfluss auf die Prognose der Erkrankung. Ein Karnofskyindex von <70% wurde als prognos-
tisch ungiinstig ermittelt (Omura et al. 1991). Nicht zuletzt scheint der Zusammenhang zwi-
schen dem Allgemeinzustand der Patientin und der Uberlebensrate auch mit der Operabilitit
erkldrbar zu sein. Ein schlechter Allgemeinzustand erlaubt meist nicht die nétige Radikalitét
der Primédroperation, durch die eine positive Beeinflussung der Prognose mdglich gewesen

ware.

Neben den klinischen Prognosefaktoren wurden bisher nur der histologische Subtyp und das
Grading des Karzinoms als etablierte tumorbiologische Marker mit prognostischer Relevanz
beschrieben. Beziiglich des histologischen Subtyps konnte eine ungiinstigere Prognose fiir

Tumoren vom muzindsen und klarzelligen Subtyp, besonders im FIGO-Stadium III/ 1V,
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nachgewiesen werden. Fiir diese Subtypen wurde ein schlechteres Ansprechen auf die platin-
haltige Kombinationschemotherapie festgestellt als fiir die serds-papilldren oder endometrioi-

den Ovarialkarzinome (Horn, Fricke, and Krugmann 1995; Mackay et al. 2010).

Fiir das histologische Grading des Tumors wurde, mit Aussnahme des muzindsen und klarzel-
ligen histologischen Subtyps, ebenfalls eine signifikante Relevanz fiir die Prognose festges-
tellt. Mit zunehmender Entdifferenzierung (Horn, Fricke, and Krugmann 1995), steigender
mitotischer Aktivitdt und genetischer Insatbilitit (Malpica et al. 2004) der Tumorzellen sowie
mit der Zunahme des soliden Tumoranteils nimmt die Wahrscheinlichkeit fiir ein progressi-

onsfreies Uberleben ab.

Fiir beide tumorbiologischen Prognosefaktoren fehlt es jedoch aktuell an Relevanz fiir die

Therapie.

Im gleichen Sinne wurden gidngige tumorbiologische Marker wie HER-2 (Serrano-Olvera et
al. 2006), p53 (Kupryjanczyk et al. 1996; Schmider et al. 2000), VEGF (Manenti et al. 2003;
Wong, Wellman, and Lounsbury 2003) u.a.m. hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir das Ovarial-
karzinom untersucht. Jedoch kam es zu teils widerspriichlichen Ergebnissen im Sinne ihrer

prognostischen und pradiktiven Relevanz.

Da es bei den bisherigen Untersuchungen der tumorbiologischen Faktoren an therapierelevan-
ten Ergebnissen mangelt, erscheint die weitere Forschung an der Tumorbiologie, aber auch
am tumorassoziierten Stromagewebe sinnvoll, um eine spezifischere Therapie des Ovarialkar-

zinoms zu ermoglichen.

1.6.2  Experimentelle Prognosefaktoren

In einer Vielzahl von Studien wurden weitere mogliche Prognosefaktoren fiir das Ovarialkar-
zinom an Tumorgewebe untersucht. So konnte ein Zusammenhang zwischen erhohten Serum-
spiegeln von VEGF-C und einer schlechten Prognose des Ovarialkarzinoms hergestellt wer-
den (Cheng, Liang, and Li 2013), des weiteren konnten c-ABL (Zhou et al. 2013) die Uber-
expression von sCD163 (No et al. 2013) und auch eine verringerte Expression der Xantin-
Oxidoreduktase (Linder et al. 2012) als Marker identifiziert und mit einer ungiinstigen Prog-
nose assoziiert werden. Jedoch fehlt es den genannten Studien oft an ausreichenden Daten, so
das Aussagen iiber die Signifikanz der Untersuchungsergebnisse noch nicht moglich sind

(AWMEF: Aktuelle Leitlinien).
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Trotz der bereits bekannten Bedeutung des Stromas flir das Wachstum und die Invasion eines
Tumors beschiftigt sich der iiberwiegende Teil der bisherigen Studien bzgl. der Prognosefak-

toren beim Ovarialkarziom mit der Forschung an den Tumorzellen selbst.

Die groBBe Bedeutung des Stromas fiir die Tumorentwicklung wird durch die tumorinvasions-
bedingten Verdnderungen im Stromaaufbau (z.B. Umwandlung von Fibroblasten im Normal-
gewebe (NF) in tumorassoziierte Fibroblasten (CAF), vermehrte Extrazellularmatrix (EZM))
erkldrt. Durch diese Verdnderungen werden wiederum verschiedene Interaktionen zwischen
Tumor und umgebenden Stroma ermdglicht, welche bedeutenden Einfluss auf die Tumorent-

wicklung haben (Goubran et al. 2014; Hanahan and Weinberg 2011).

Die CAF besitzen eine bedeutende Rolle in der Progression und dem Wachstum von epithe-
lialen Tumoren. Thr Phenotyp und die Funktionen unterscheiden sich von denen der NF, wo-
bei bisher fiir diese Verdnderungen parakrine Faktoren (PDGF, TGF-B1) aus Karzinomzellen
verantwortlich gemacht werden (Buhrmann et al. 2014; Bierie and Moses 2006; Fu et al.
2013a). In Studien zum Mammakarzinom konnte bereits eine Vielzahl an Verdnderungen der
Genexpression im tumorassoziierten Stroma gegeniiber dem Stroma von Normalgewebe fest-
gestellt werden (Casey et al. 2009; Singer et al. 2008). Insbesondere resultieren hieraus eine
vermehrte Expression von EZM (Bauer et al. 2010b), Cytokinen (Erez et al. 2013) und Pro-
teasen (Singer et al. 2002). Diese modifizierte Genexpression gegeniiber NF ermdglicht die

progressionsinduzierende Interaktion mit dem Tumorgewebe.

Zudem konnte bereits die Bedeutung des tumorassoziierten Stromas fiir die Krankheitsprog-
nose und das Ansprechen einer Therapie beim Mammakarzinom nachgewiesen werden (Far-

mer et al. 2009; Finak et al. 2008a).

Die signifikanten und therapierelvanten Erkenntnisse {iber CAF und ihrer prognostischen Re-
lavanz bei Ovarialkarzinomen sind noch weitgehend ausstehend. Die bereits beschriebene
Interaktion zwischen Stroma und Tumorgewebe konnte in vitro ebenfalls fiir eine Beglinsti-
gung der Tumorprogression des EOC ausfindig gemacht werden (Zhang et al. 2011a; Fu et al.
2013a). Es wurden vermehrt Studien zum Verstdndniss der Stroma-Tumorinteraktion beim
EOC durchgefiihrt, jedoch ohne bisher relevante Aussagenbeziiglich der Prognose und neuer
Therapieoptionen machen zu konnen. Es gelang nachzuweisen, dass Zellen eines Ovarialkar-
zinoms die CAF im Omentum zur Produktion von mitogenen Faktoren(IL-6, CXCL-12) sti-

mulieren, welche wiederum die Zellproliferation des Tumors unterstiitzen (Ko et al. 2012; Ko
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and Naora 2014). Zudem korrelierte ein hoher Stromaanteil im fortgeschrittenen Tumorsta-

dium mit einer ungiinstigen Prognose (Labiche et al. 2010a).

Diese prognostische Relevanz des Stromaanteils legt die Vermutung nahe, dass stromale Fak-
toren die Prognose des Ovarialkarzinoms beeinflussen konnten. Die stromalen Faktoren bend-
tigen weitere Untersuchungen, um sie als prognostische Marker oder neue Therapieangriffs-
punkte zu identifizieren, mit deren Hilfe eine positive Einflussnahme auf die Sterblichkeit

moglich sein konnte.

1.7 Hintergrund zu den untersuchten Proteinen

Bei den untersuchten Proteinen handelt es sich um Proteine, zu denen es teilweise erfolgver-
sprechende Beobachtung beziiglich ihrer Expression in CAF des Mammakarzinoms gibt. Sie

wurden hierbei als Einflussgrofen fiir das Tumorwachstum identifiziert (Bauer et al. 2010a).

In dieser Arbeit wurde die Expression der im Folgenden aufgefiihrten Proteine mitunter in
CAF des tumorassoziierten Stromas beim EOC untersucht, um sie hinsichtlich ihrer prognos-

tischen Relevanz zu beurteilen.

1.7.1 AKRI1C1, AKR1C2

Bei der Aldo-Keto-Reduktase familyl member C1 (AKR1C1) und der Aldo-Keto-Reduktase
familyl member C2 (AKR1C2) handelt es sich um zytoplasmatisch lokalisierte Enzyme, die
zu der Superfamilie der Aldo-Keto-Reduktasen zdhlen. Thre Funktion besteht in der NADH-

abhingigen Umwandlung von Aldehyden und Ketonen in deren entsprechenden Alkohol.

AKRICI1 kommt eine Bedeutung im Progesteronstoffwechsel zu. Es ist verantwortlich fiir die
Katalysierung der NADH-abhdngigen Reaktion von Progesteron in dessen inaktive Form, das
20-alpha-Hydroxyprogesteron (AKR1C1 Aldo-Keto Reductase Family 1, Member C1 [Homo
Sapiens (Human)] —Gene- NCBI). Es kommt physiologisch, hauptsdchlich zytoplasmatisch
und nur selten nukledr, in respiratorischem Epithel, im Gastrointestinaltrakt, Eileiter, Leber,
Blasenurothel, himatopoetischen Zellen sowie in den meisten mesenchymalen Zellen vor. Bei
Leberkarzinomen sowie Pankreas-, Magen-, Urothel- und Ovarialkarzinomen ist eine modera-
te bis starke zytoplasmatische Expression von AKRI1C1 im Tumorgewebe bekannt (The Hu-

man Protein Atlas).
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AKRIC2 hingegen bindet Gallensduren und scheint durch eine geringe 3-alpha-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Aktivitit ebenfalls Einfluss auf die Steroidhormonmetaboli-

sierung zu haben.

Das vermehrte Vorkommen von AKR1C2 wurde bisher hauptsédchlich in malignen Tumoren
der Leber, des Plattenepithels, des Urothels der Blase und in der Lunge beschrieben. Physio-
logisch wird dieses Enzym in Lebergewebe, Blase und Darm sowohl zytoplasmatisch als auch
nukledr exprimiert (The Human Protein Atlas). Die genetische Sequenz beider Proteine findet

sich in Clustern auf Chromosom 10.

Fiir beide Enzyme wurde bereits durch deren Uberexpression ein Zusammenhang mit der Ent-
stehung von neoplastischen Transformationen in Keratinozyten von Méusen (Chien, Ho, and
Lee 2009) sowie flir die Entstehung des NSCLC (Palackal et al. 2002) nachgewiesen. Die
alleinige Uberexpression von AKR1C2 hingegen wird in Verbindung mit der Progression des
Prostatakarzinoms gebracht (Huang et al. 2010). Des Weiteren konnte in Studien eine ver-
minderte stromale Expression von AKR1C1/-C2 in der Mehrheit von Mammakarzinom-
Gewebe gegeniiber normalen Brustgewebe nachgewiesen werden (Lewis, Wiebe, and Heath-
cote 2004; Bauer et al. 2010a). Untersuchungen der Expression des Proteins in den CAF des
Mammakarzinoms ergaben, dass die Expression sowohl in Tumorzellen als auch in CAF mit
einem lingeren Gesamtiiberleben (OS) und Progressionsfreien-Uberleben (PFS) korreliert.
Zusitzlich konnte eine Assoziation zwischen dem Vorliegen von giinstigen Tumorcharakte-
ristika und der Expression in den Tumorzellen und den CAF nachgewiesen werden (Wenners

et al. 2015).

1.7.2  GALNT3

GALNTS3 wird auch als UDP-GalNAc-Transferase 3 bezeichnet. Es wird auf Chromosom 2
codiert und gehort zu der Familie der GalNAc-Transferasen. Bei dieser Enzymfamilie handelt
sich um Enzyme, die an der Biosynthese von Oligosacchariden beteiligt sind, indem sie N-
Acetylgalaktosamine auf Hydroxylgruppen iibertragen. Sie kommen hauptsichlich im Golgi-
Apparat, aber auch im Zytoplasma und Nukleus der Zellen vor (The Human Protein Atlas).

Es wurde bereits beschrieben, dass GALNT3 in malignen Zellen des Endometriums, des
Brustdriisengewebes, der Prostata und des Gastrointestinaltrakts vermehrt exprimiert wird.
Zudem wurde in mehreren Arbeiten bereits ein Zusammenhang zwischen der Mutation im

GALNT3-Gen und der Tumorgenese in unterschiedlichen Geweben hergestellt.
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So konnte zum Beispiel bereits fiir das Mammakarzinom GALNT3 als tumorassoziiertes An-
tigennachgewiesen werden. Es zeigte sich eine vermehrte Expression des Proteins im Tumor-
gewebe, welche mit der Hohe der Tumormasse korreliert (Cavallo et al. 2005). Ebenso be-
steht ein Zusammenhang zwischen der GALNT3-abhingigen Glykosylierung und der Entste-
hung des Pankreaskarzinoms (Maupin et al. 2010; Taniuchi et al. 2011) sowie einer ungiinsti-

gen Prognose fiir das Nierenzellkarzinom (Kitada et al. 2013).

Des Weiteren konnte im Rahmen von Untersuchungen an tumorassoziierten Stromagewebe
des Mammakarzinoms auch die Uberexpression von GALNT3 in CAF im Vergleich zu Fib-

roblasten des normalen Stromagewebes nachgewiesen werden (Bauer et al. 2010a).

1.7.3 GATA3

Das GATA-bindende-Protein 3 zdhlt zu der GATA-Familie der Transkriptionsfaktoren. Es
handelt sich um ein 48kDa grofles Protein, dessen Gen auf Chromosom 10 lokalisiert ist.
GATA3 wird eine wichtige Rolle in der Regulation der T-Zellentwicklung und an den biolo-
gischen Vorgéingen in Endothelzellen zugeschrieben. Es kommt physiologisch nahezu ubiqui-

tér in allen Zellen vor, wobei es liberwiegend nukledr lokalisiert ist.

Von besonderer klinischer Bedeutung ist GATA3 zum einen als Marker von Urothelkarzino-
men (Bezerra et al. 2014; Li et al. 2014; Ordonez 2013), aber auch fiir Mammakarzinome. So
konnte fiir Her2/neu-positive Mammakarzinome ein Zusammenhang hergestellt werden zwi-
schen der Uberexpression von GATA3 in den Tumorzellen und einer giinstigen Prognose fiir
die Patientinnen (Gonzalez et al. 2013). Im Umkehrschluss wurde nachgewiesen, dass ein
Verlust der GATA3-Expression durch vermehrtes Auftreten von Metastasen und Beeinflus-
sung des Microenvironments mit einer schlechten Prognose fiir die Mammakarzinompatien-
tinnen verbunden ist (Chou et al. 2013). In den CAF von Mammakarzinomen konnte eine

Uberexpression des Proteins beobachtet werden (Bauer et al. 2010a).

1.74  TGF-B2

Transforming growth factor-beta 2 (TGF-B2) ist ein potentiell sekretorisches, transmembrands
lokalisiertes Protein. Es wird zu der Familie der Zytokine gezdhlt und ist somit an mehreren
zelluldren Regulationsvorgéngen (u. a. Proliferation, Differenzierung, Adhdsion, Migration)
beteiligt. Die genetische Information fiir dieses Protein ist auf Chromosom 1 lokalisiert (The

Human Protein Atlas).



18 Einleitung

Die TGF-B2 vermittelte Signaltransduktion erfolgt iliber die transmembrandsen TGFS-
Rezeptoren vom Typ I und II. Diese sind wiederum an intrazellulire SMAD-Proteine gekop-
pelt. Stérungen im TGFB-Rezeptor/SMAD-Signalweg fiihren zum Verlust der Tumorsupres-
sorfunktion des Proteins und kénnen im fortsgeschrittenen Tumorstadium dazufiihren, dass
das Tumorwachstum gefordert wird (Jakowlew 2006). Neben anderen TGFB-Isoformen gilt
auch TGF-B2 als ein unterstiitzender Faktor bei der Produktion von Extrazelluldrmatrix in
Tumorgewebe (Chang u. a. 2007) und stimuliert die Migration von Ovarialkarzinomzellen
(Gao et al. 2014). Weitere Forschungsergebnisse zeigen eine erhohte Expression von TGF-32
in CAF bei Lebermetastasen des Kolonkarzinoms (Nakagawa et al. 2004) und in CAF des
Mammakarzinoms (Bauer et al. 2010a). Auch in Tumorzellen des Mammakarzinoms konnte
eine Uberexpression festgestellt werden (de Jong et al. 1998), es wird angenommen, dass dies
mit einer aberranten EZM-Produktion beim Mammakarzinom in Verbindung steht (Chang et

al. 2007).

1.7.5 KLF-4

Der Kruppel-like factor 4 (KLF4) gehort zur KLF-Familie der Transkriptionsfaktoren. Seine
genetische Information liegt auf Chromosom 9. Es handelt sich um ein nukledr lokalisiertes
Zink-Finger-Protein mit Bedeutung fiir die Regulation von Proliferation, Differenzierung und
die Apoptose von Zellen. In Abhéngigkeit von dem jeweiligen Zielgen kann KLF4 die Trans-

kription sowohl steigern als auch unterdriicken.

Er findet sich physiologisch in epithelialen Gewebe der Haut und inneren Organen, aber auch

in Trophoblasten, zu einem geringeren Teil im Hodengewebe sowie im Knochenmark.

In zahlreichen ver6ffentlichten Arbeiten wurde die Annahme bestirkt, dass der Verlust der
Expression von KLF4 mit der Tumorprogression assoziiert ist. Es konnte unter anderen ein
tumorsuppressiver Effekt fiir die Enstehung von Lungenkarzinomen (Zhang et al. 2012), Ma-
gen- (Ji et al. 2014), Plattenepithelkarzinomen der Haut und des Kopf- /Halsbereiches (Yang
and Zheng 2012; Liu et al. 2013) sowie auch bei Mammakarzinomen (Nagata et al. 2014)

nachgewiesen werden.

Eine seiner physiologischen Funktionen beinhaltet die Aufrechterhaltung der DNA-Stabilitit

durch Modulation verschiedener Reparaturprozesse (El-Karim u. a. 2013).
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Eine grofle Bedeutung von KLF4 ist auch fiir CAF des Tumorgewebes anzunehmen. So zeigte
sich in Studien, dass KLF4 an der Transformation von Fibroblasten in pluripotente Stammzel-

len beteiligt ist (Takahashi et al. 2007).

Bei Untersuchungen am Mammakarzinomen konnte in den CAF eine verminderte Expression
von KLF4 nachgewiesen werden (Bauer u. a. 2010) und somit die Annahme bestarkt werden,

dass diesem Protein eine tumorprotektive Bedeutung zukommt.

1.7.6  ST6GALNACS

ST6 (alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-galactosyl-1,3)-N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-
sialyltransferase 5 (STO6GALNACS) gehort zur Familie der Sialyltransferasen. Es handelt sich

um ein Transmembranprotein, welches auch sezerniert werden kann.

Es beeinflusst durch die Modifizierung von Zelloberflachenproteinen die Zell-Zell-Interaktion
sowie Interaktionen zwischen Zellen und EZM (The Human Protein Atlas; Tsuchida et al.

2003). Die genetische Codierung fiir dieses Protein liegt auf Chromosom 1.

In bisherigen Studien wurde unter anderem vermutet, dass ST6GALNACS fiir Verdnderun-
gender Oberflichenstruktur der Mammakarzinomzellen verantwortlich ist, die die Passage der
Karzinomzellen durch die Bluthirnschranke und somit die Entstehung von Hirnmetastasen

ermdglichen (Bos et al. 2009).

Eine hohe Expression des Proteins und die damit verbundene Verdnderung der Zelloberfli-
chenproteine wird ebenfalls mit der Tumorprogression und Aggressivitit des Mammakarzi-

noms in Verbindung gebracht (Cazet u. a. 2010).

In Untersuchungen an CAF des Mammakarzinoms wurde beobachtet, dass auch hier die Ex-
pression von STOGALNACS gegeniiber NF erhoht ist, so dass auch ein stromaler Einfluss auf

Metastasenbildung und Tumorprogression anzunehmen ist (Bauer et al. 2010a).
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2 Ziel der Arbeit

Das tumorassoziierte Stroma besitzt eine entscheidende Bedeutung fiir die Entstehung und
Progression von Tumoren. In verschiedene Studien gelang es nachzuweisen, dass Verdnde-
rungen im tumorassoziierten Stroma von epithelialen Tumoren eng mit der Tumorentwick-
lung verkniipft sind (s. 1.6.2). CAF sind maBigeblich in die Interaktion zwischen Stroma und
Tumorzellen involviert. Sie sind durch vielseitige Mechanismen, wie der Sekretion von Pro-
teinen und Chemokinen und der Regulation der ECM, an der Entstehung und dem Wachstum
von epithelialen Tumoren beteiligt (Fu et al. 2013a). Der Einfluss der CAF auf die Tumor-
progression und das Ansprechen einer Therapie beim Mammakarzinom ist bereits nachgewie-

sen worden (Farmer et al. 2009; Finak et al. 2008a).

Fiir das EOC finden sich in der Literatur ebenfalls Hinweise, dass CAF die Tumorprogession,
das Krankheitsstadium und die Entstehung von Metastasen beeinflussen konnen (Zhang et al.
2011b). Die detaillierte Charakterisierung des Stromas des EOC ist akuell allerdings weitest-
gehend ausstehend. Ebenso konnten bisher die stromalen Einflussgréfen fiir das Tumorwach-

stum und die Prognose beim EOC nicht ausreichend geklart werden.

Die Bedeutung von stromalen Faktoren beim epithelialen Ovarialkarzinom wird in der vorlie-
genden Arbeit untersucht. Es wird eine systematische Charakterisierung der Stromamorpho-
logie durchgefiihrt und der EinfluB3 des tumorassoziierten Stromas auf die Prognose des EOC
analysiert. Hierzu werden klinische Faktoren, histopathologische Merkmale sowie Kandida-
tenproteine in Tumor- und Stromazellen beziiglich ihrer prognostischen Relevanz und Aus-
wirkungen auf das Uberleben untersucht. Die Auswahl der Kandidatenproteine (AKR1Cl,
AKR1C2, GALNT3, GATA3, KLF-4, ST6GALNACS, TGF-B2) erfolgte aufgrund vielver-
sprechender Beobachtung beziiglich ihrer Expression in CAF des Mammakarzinoms und der
damit verbundenen prognostischen Relevanz fiir das Uberleben (Bauer et al. 2010a). Die ver-
wendeten Gewebeproben liegen in Form von TMA vor und stammen von Teilnehmerinnen
der ICON-7-Studie, bei denen durch eine zweite histologische Beurteilung das Vorliegen ei-
nes EOC bestitigt wurde (AGO-Ovar-11t-Histo-Studie). So wird gewéhrleistet, dass ein ho-
mogenes Kollektiv vorliegt, das unter konstanten Versuchsbedingungen untersucht werden
kann. Die Evaluation der Proteinexpression in den Tumorzellen und in CAF sowie der Stro-
mamorphologie wird lichtmikroskopisch nach erfolgter immunhistochemischer Farbung der
Gewebeproben vorgenommen. Zusétzlich soll durch die Analyse der erhobenen Daten ermit-

telt werden, welche klinischen und histopathologischen Merkmale mit der Prognose des EOC
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assoziiert sind und ob die Stromamoprhologie und ermittelte Markerexpression in den CAF
und Tumorzellen mit klinischen oder histopathologischen Parametern korrelieren. SchlieBlich

sollen die Proteine identifiziert werden, deren Expression prognostisch relevant fiir das OS
und PFS sind.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Im Folgenden sind die zur Farbung und Auswertung verwendeten Materialien aufgefiihrt.

Tabelle 4:  Materialien der immunhistochemischen Fdrbung und Auswertung

Immunhistochemie Bezugsquelle
Xylol Th. Geyer GmbH
Ethanol Merck, Darmstadt

TBS- Waschpuffer: 12,0g IM Tris-aminomethan
+ 83,6g NaCl
+ 11ml 25% Hcl
ad 1000ml Aqua dest.

Merck, Darmstadt
Walter GmbH, Kiel
Merck, Darmstadt
Destille UFK Kiel

EDTA- PufferpH8: 0.37g EDTA
+ 1000ml Aqua dest.
+ 1M NaOH
+ 0.5 ml Tween 20

Sigma Aldrich

Merck, Darmstadt
Th. Geyer GmbH

Citratpuffer pH 6: 2,1 mg Citronenséure
+24ml 1M NaOH
ad 1000ml Aqua dest.

Merck, Darmstadt

3% H202 — Lsg.: 20ml 30% H202 + 180ml Aqua dest.

Merck, Darmstadt

Ziegen- Normalserum

Dako X0907, Glostrup, Ddnemark

4% ige Milchpufferlsg.: 0,24g Non fat dry milk

+ 6ml DPBS (Phosphat
gepufferte Salzlsg.)

BIORAD
GIBCO

1 ml Bright- DAB (3,3- Diaminobenzidin) Kit

Immunologic, BS04-sample

Héamalaun nach Meyer

Roth T864.2, Karlsruhe
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Gebrauchs- und Verbrauchsmaterial

Mikrowelle (R- 332) Sharp Electronics, Hamburg
Dampfdruckkochtopf Fisslar GmbH, Idar- Oberstein
CV Mount Eindeckmedium Leica U.N. 1307, Nussloch
Eindeckglaser Menzel, Braunschweig
Pipettenspitzen (10- 1000pul) , steril Eppendorf, Hamburg
Pipettierhilfe Eppendorf

Mikroskop, Objektive Diastar Nr. 26595, Reichert

Tabelle 5:  Verwendete Antikorper und Detektionssysteme

Antikorper Firma Verdiinnung
Anti- GATA3 Atlas 1:100 Polyklonal, Ziege
Anti- AKRI1C1 GeneTex 1:200 Polyklonal,
Kaninchen
Anti- AKR1C2 Abnova 1:50 Polyklonal,
Kaninchen
Anti- ST6GALNACS Protein Tech. 1:150 Polyklonal,
Group Kaninchen
Anti- GALNT3 Abgent/ Biocat 1:100 Polyklonal,
GmbH Kaninchen
Anti- KLF4 R&D Systems 1:20 Polyklonal, Ziege
Anti- TGF3-2 Abcam: ab36495 1:100 Monoklonal, Maus
Histofine simple stain MAX Medac
Vectrastain Elite ABC Kit Vector Labatories
Avidin- Biotin- Blocking Kit Vector
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3.2 Patientenkollektiv und Studie

Das Patientenkollektiv setzt sich aus 441 Patientinnen zusammen, bei denen ein histologisch
gesichertes EOC diagnostiziert wurde. Es handelt sich bei dem Kollektiv um Teilnehmerin-
nen der prospektiven, multizentrischen ICON-7-Studie, welche wiederum eine Substudie der
randomisierten, multizentrischen, Phase 3 AGO-OVAR-11-Studie ist. Die Hauptstudie
(AGO-OVAR 11/ ICON 7-Studie) vergleicht die aktuelle Standardtherapie (Carboplatin und
Paclitaxel) des EOC mit der Standardtherapie in Kombination mit Bevacizumab (VEGF-
Antikorper) in der Pimértherapie des EOC. Pro Studienarm der ICON-7-Studie, wurden laut
Studienprotokoll 764 Patientinnen mit einem diagnostisch gesicherten EOC im FIGO-
Stadium I-ITA (vom klarzelligen Typ oder G3) und FIGO-Stadium IIB-IV zugeteilt. Die Ran-
domisierung erfolgte zwischen Dezember 2006 und Februar 2009. Die bisherigen Ergebnis-
sen sprechen fiir eine Verminderung der Lebensqualitdt zu Gunsten des progressionsfreien
Uberleben durch die zusitzliche Therapie mit Bevacizumab fiir 5-6 Zyklen und einer an-
schlieBenden Monotherapie fiir weitere 12 Zyklen (Stark et al. 2013). Zudem konnte der
grosste Effekt von Bevacizumab auf des progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberle-
ben am deutlichsten fiir EOCs mit hohen Progressionsrisiko (high risk) gezeigt werden (Per-

ren u. a. 2011b).

Die Teilnahmevorraussetzung fiir die Substudie (AGO-Ovar-11t-Histo) war die Teilnahme an
der AGO-OVAR-11-Studie sowie das schrifliche Einverstindnis der Patientinnen. Ziel der
Substudie war die Uberpriifung der Sinnhaftigkeit einer histologischen Zweitbegutachtung als
Einschlusskriterium fiir die Teilnahme an einer klinischen Ovarstudie (Kommoss et al. 2008).
Sie basiert auf der Annahme, dass ein gewisser Anteil der Primérdiagnosen des EOC in bishe-
rigen Studien félschlicher Weise gestellt wurde. Diese Annahme wurde anhand der Substudie
untersucht und bestdtigt. Es konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei 6,8% der Primér-
diagnosen um eine therapierelevante Fehldiagnose handelte (Kommoss et al. 2013). Durch die
Zweitbegutachtung konnte die Etablierung einer Tumordatenbank fiir weitere Analysen vor-

genommen werden, welche auch dieser Arbeit zu Grunde liegt.

Das untersuchte Material und die klinsichen Informationen zu den Teilnehmerinnen der Stu-
die wurden von der AGO-11t-Histo-Studie bereitgestellt. Insgesamt standen 441 Félle von
Ovarialkarzinomen und ihre zugehorigen klinischen und histologischen Informationen, wie
z.B. die histologische Einteilung, das Grading, der postoperative Tumorrest, das FIGO-

Stadium und eine Einschitzung des Risikos flir Tumorprogression, zur Verfiigung (Tabelle
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8.). Die mediane Beobachtungszeit betrug 23,3 Monate und lag zwischen 0 und 44,6 Mona-

ten.

3.3 Gewebe

Die Gewebeproben lagen in Form von Tissue Microarrays (TMA) vor, die sich aus formalin-
fixierten Stanzbiopsien von epithelialen Ovarialkarzinomen zusammensetzen. Auf dem Ob-
jekttrager waren die einzelnen Gewebebiopsate so angeordnet, dass zwei nebeneinanderlie-

gende Spots aus unterschiedlichen Schichten der Stanzbiopsie einer Patientin stammten.

3.4 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung dient zum Nachweis und zur Quantifizierung von Gewe-
beantigenen durch die Zugabe von enzymmarkierten Antikdrpern. Der Nachweis beruht auf
der Antigen-Antikdrper-Reaktion, die durch die Zugabe eines Substrats (Chromogen) zu dem

enzymmarkierten Antikorper gelingt.

Es stehen mehrere immunhistochemische Methoden zur Verfiigung, die sich u.a. hinsichtlich

der Nachweisempfindlichkeit unterscheiden.

Hierbei unterscheidet man die direkte Methode, bei der der Priméirantikdrper enzymmarkiert
ist, von der indirekten Methode. Bei der indirekten Methode bindet ein unmarkierter Primér-
antikorper an das Antigen, so dass das Aufbringen eines weiteren enzymmarkierten Sekun-
dérantikorpers notwendig wird, der gegen den primiren Antikdrper gerichtet ist. Reagiert ein
dritter aufgebrachter enzymmarkierter Antikdrper mit einem enzymmarkierten Sekundéranti-
korper, so spricht man von der tertidren Methode. Die Nachweisempfindlichkeit fiir das An-

tigen nimmt von der priméren zur tertidiren Methode hin zu.

Des Weiteren konnen sowohl monoklonale, als auch polyklonale Primdrantikdrper verwendet
werden. Am haufigsten handelt es sich um Antikorper der Klasse IgM oder IgG. Sie unter-
scheiden sich darin, dass die monoklonalen Antikérper immunhistochemisch identisch sind
und nur mit einem bestimmten Epitop des zu untersuchenden Antigens reagieren, wohingegen
die polyklonalen Antikdrper, da sie in verschiedenen Plasmazellen gebildet wurden, mit ver-

schiedenen Epitopen des Antigens reagieren.
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3.4.1 Avidin-Biotin-Enzymkomplex-Methode

Die ABC-Methode zéhlt zu den Drei-Schritt-Methoden in der immunhistochemische Farbung.

Dieses Verfahren basiert auf der Affinitdt von (Strept-)Avidin zu Biotin.

Zunichst ist es notwendig, die physiologisch vorkommende endogene Peroxidase mittels 3%-
iger H202-Losung sowie die endogene Avidin-Bindungsaktivitdt mittels Avidin-Biotin-Block
in dem zu firbenden Gewebe zu blockieren. Somit kénnen falsch positive Fiarbeergebnisse

verhindert werden.

Nun erfolgt die Inkubation mit dem entsprechenden Primirantikorper als erster Schritt. Im
zweiten Schritt wird ein biotinmarkierter Sekundérantikorper auf die Gewebepriparate auf-
gebracht. Dieser ist gegen die Spezies des Primérantikorpers gerichtet und bildet mit diesem
einen Antigen-Antikdrperkomplex. Daraufhin kann im dritten Schritt die zuvor angesetzte

Avidin-Biotin-Enzymkomplex-Ldsung angewandt werden.

Avidin besitzt vier Bindungsstellen fiir Biotin, so dass sowohl fiir das Biotin aus der ABC-
Losung, als auch fiir das Biotin des Sekundérantikdrpers Bindungsstellen zur Verfiigung ste-
hen. Es reagiert der Avidin-Biotin-Enzymkomplex mit dem biotinylierten Sekundérantikor-

per.

Bei dem biotinmarkierten Enzym der hier verwendeten Avidin-Biotin-Methode handelt es
sich um Meerrettichperoxidase, die letztendlich nach der Zugabe der Substrat-

Chromogenlésung die Farbreaktion vermittelt.

3.4.2 Polymerkonjugat-Methode, Histofine

Dieses Verfahren zur immunhistochemischen Firbung gehort zu den Zwei-Schritt-
Detektionssystemen von Antigenen. Es handelt sich um eine indirekte Methode, bei der nach
der Inkubation mit einem unmarkierten Primirantikorper ein Polymerkonjugat verwendet
wird. Dieses Polymerkonjugat basiert auf einem Dextranmolekiil an dem sowohl Enzym (Pe-
roxidase) als auch Sekundérantikorper (Anti-Maus und Anti-Kaninchen) gebunden ist. Ein
Dextranmolekiil ist hierbei in der Lage 70 Enzymmolekiile zu binden und 10 Sekundéranti-

korpermolekiile.

Zur Visualisierung wird eine Substrat-Chromogenlosung (DAB) verwendet, welche dann
durch die dextrangebundene Peroxidase zur braunen Anfirbung des zu detektierenden Pro-

teins fuhrt.
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Die Envision-Polymer-Methode weist eine hohe Sensitivitdt auf und besitzt gleichzeitig keine
Neigung zur unspezifischen Hintergrundfarbung durch die Reaktion von Avidin mit endoge-
nem Biotin. Jedoch sollte auch bei dieser Methode die endogene Peroxidaseaktiviét blockiert
werdenund ggf. ein Backgroundreduce mit Normalserum aus der Spezies des sekundidren An-

tikorpers erfolgen, bevor die Inkubation mit dem priméren Antikdrper durchgefiihrt wird.

3.5 Durchfithrung der Farbungen

Die Farbungen des Gewebes im Rahmen dieser Arbeit begannen stets mit der Deparaffinie-
rung der Gewebeproben. Hierzu wurden die mit dem Gewebe bestiickten Objekttrager zu-
ndchst fiir 20 Minuten in einem Xylolbad entparaffiniert. Darauthin durchliefen sie dann eine

absteigende Ethanolreihe von 100-70%, die die Gewebeschnitte rehydrierte.
AnschlieBend wurden die Proben im TBS- Pufferbad gewaschen.

Als néchstes wurden die entparaffinierten und dehydrierten Schnitte nun zur Antigendemas-
kierung in einer entsprechenden Pufferlosung erhitzt. Hierbei konnten zu den einzelnen Anti-
korpern unterschiedliche Empfehlungen ausfindig gemacht werden, sodass die Antigende-
maskierung von TGFB-2 im EDTA-Puffer erfolgte, die der iibrigen Proteine im Citratpuffer.
Das Erhitzen wurde in der Mikrowelle fiir 20 Minuten bei 900W, bzw. bei KLF4 im Dampf-
drucktopf, durchgefiihrt, woraufhin sich eine 25-miniitige Abkiihlungsphase anschloss. Die

letzten 5 Minuten der Abkiihlungsphase fanden unter flieBendem Leitungswasser statt.

Darauthin wurden die Schnitte dreimalig in TBS- Puffer gewaschen, bevor sie fiir 20- 30 Mi-
nuten in eine 3%-ige H2O2-Losung gebracht wurden. Diese Losung dient zum Blockieren der
endogenen Peroxidaseaktivitdt im Gewebe und verhindert eine spétere ungewliinschte Hinter-

grundfarbung.

Nach anschlieBender Spiilung mit TBS-Pufferlosung wurde nun bei KLF4 ein Avidin-Biotin-
Block fiir insgesamt 30 Minuten durchgefiihrt, sowie eine weitere Hintergrundreduktion mit
4%-ige Milchpulverlosung fiir 20 Minuten. Bei AKR1C1 (1:5), AKRI1C2 (1:10), GALNT3
(1:5), TGFB-2 (1:100) und ST6GALNACS (1:10) erfolgte die Hintergrundreduktion mit Zie-

gen-Normalserum fiir 20-30 Minuten.

Die Inkubation mit den primiren Antikorpern wurde in den oben genannten Verdiinnungen
vorgenommen. Als Verdiinnungsmittel diente bei KLF4 2%-ige Milchpulverldsung, bei den

ibrigen Antikdrpern PBS-Pufferlosung. Die entsprechende Konzentration der jeweiligen An-
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tikdrper wurde zuvor an Ovargewebe bestimmt, welches nicht aus der Ovar 11t-Histo-Studie
stammte. Die Inkubation erfolgte bei allen primdren Antikorpern (auBler bei Anti-TGFB-2,
dort fiir 30 Minuten) iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank. Hierzu wurden die Objekttrager in

einer feuchten Kammer platziert.

Nach der Inkubationszeit folgte die Waschung mit TBS- Pufferlosung, bevor der sekundére
Antikorper aufgebracht wurde.

Bei GATA3, AKRI1C1, AKRIC2, GALNT3 und ST6GALNACS und TGF-32 handelte es
sich hierbei um das Polymerkonjugat Histofine, ein Substrat (Anti-Kaninchen und Anti-

Maus)- Enzym (Meerrettichperoxidase)-Gemisch, welches fiir 30 Minuten aufgebracht wurde.

Bei der Farbung von KLF4 wurde zunichst der sekundédre Antikoérper E0466 in einer Verdiin-
nung von 1:1000 in 2%-iger Milchpulverldsung fiir 30 Minuten angewandt. Danach folgte die
30-miniitige Inkubation mit dem Biotin-Enzym-Komplex, dem Tertidrreagenz nach der ABC-

Methode.

Die Visualisierung der Fiarbung erfolgte bei allen Proteinen einheitlich mit DAB-Reagenz,
welches in einer Verdiinnung von 1:50 verwendet wurde. Sobald eine braune Farbreaktion zu

erkennen war, wurde die Reaktion mit Leitungswasser gestoppt.

Die Gegenfarbung der Zellkerne wurde mit Himalaun fiir 4 Minuten mit darauf folgenden

Nachblduen fiir 20 Minuten unter flieBendem Leitungswasser durchgefiihrt.

Als letzter Schritt wurde die Dehydrierung in einer aufsteigenden Ethanolreihe vorgenom-
men. Vor der Eindeckung mittels Eindeckmedium und Deckglisern erfolgte die Uberfiihrung
der Schnittpriparate von Ethanol in ein Xylolbad fiir 3 Minuten. Die Aushértung fand iiber 12

Stunden unter dem Laborabzug statt.

3.6 Kontrollen

Um zu iiberpriifen, ob die Fiarbeergebnisse verlésslich sind und um falsch positive oder falsch
negative Ergebnisse auszuschlieBen, wurden bei den jeweiligen Versuchen bzw. Férbevor-
gingen stets Positiv- und Negativkontrollen eingesetzt. Bei diesen handelte es sich ebenfalls
um Ovarialkarzinomgewebe, welches jedoch nicht aus der Ovar 11t-Histo-Studie stammte,
sondern aus dem Bestand der Universitdt Kiel. Damit die entsprechende Antikérperkonzentra-

tion eine adidquate Farbung von Ovargewebe gewihrleistet, wurde in zahlreichen immunhis-
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tochemischen Vorarbeiten an dem selben Gewebe, welches spiter als Positiv- und Negativ-

kontrolle diente, ausgetestet und durch eine Pathologin bestitigt.

Die Negativkontrollen wurden nur mit dem Verdiinnungsmedium versehen und inkubiert,
wohingegen die Positivkontrollen mit der jeweiligen, in den Vorarbeiten ermittelten, geeigne-

ten Konzentration derPrimarantikorper inkubiert wurden.

3.7 Auswertung

Die mikroskopische Auswertung der immunhistochemisch gefarbten TMA erfolgte mit Hilfe
eines Lichtmikroskops unter 400-facher Vergroferung. Sie wurde ohne Kenntnis der klini-
schen Daten zu den Gewebepréparaten durchgefiihrt und stichprobenartig von einer Patholo-

gin kontrolliert.

Die Farbungen wurden als positiv gewertet, wenn eine Braunfarbung des Zellkerns oder des

Zytoplasmas zu beobachten war.

Hierbei wurde nicht nur die Anfarbbarkeit der Fibroblasten bewertet, sondern auch die des
Tumorgewebes, der Lymphozyten, Makrophagen und des Endothels. Zusétzlich zu der Beur-
teilung der Stdrke der Positivitdt in den einzelnen Gewebekompartimenten erfolgte auch die
Beurteilung des prozentualen Stromaanteils, der Zelldichte, des lymphozytéren Infiltrates so-

wie die Beurteilung der positiven Anteile des Stroma- und des Tumorgewebes in Prozent.
Somit ergaben sich bei der Auswertung 6 zu beurteilende Kategorien:

1. Stromaanteil in Prozent (in 10er%- Schritten)

Zellreichtum des Stromas (zellreich= 3, mittel= 2, zellarm=1)
Lymphozytéres Infiltrat (0= keines, 1= leicht, 2= deutlich)
Expression im Stromaanteil (Allred-Score)

Expression im Tumorgewebe (Allred-Score)

A

Expression in Lymphozyten, Endothel, Makrophagen (Anteil: 0= 0%, 1= partiell, 2= alle;

Intensitat: 0= negativ, 1= positiv)

Der, zur Beurteilung der Expression, verwendete Allred-Score ist ein 8-stufiger, immunhisto-
chemischer Score, der sich aus dem Prozentsatz positiver Zellen und ihrer Férbeintensitét

durch Addition wie folgt zusammensetzt:
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Tabelle 6: Allred-Score

Prozentsatz positiver Zellen Férbeintensitit Score
Keine positiven Zellen: 0 Pkt. | Keine Farbreaktion : 0 Pkt. 0- 8 Pkt.
< 1% positive Zellen: 1 Pkt. | Schwache Farbreaktion : 1 Pkt.

1-10% positive Zellen: 2 Pkt. | MéBige Farbreaktion : 2 Pkt.

11-33% positive Zellen: 3 Pkt. | Starke Farbreaktion : 3 Pkt.

34-66 % positive Zellen: 4 Pkt.

>66% positive Zellen: 5 Pkt.

3.8 Statistik

Die priméren klinischen Endpunkte waren die Gesamtiiberlebenszeit (OS) und das progressi-
onsfreie Uberleben (PFS). Beides wurde in Abhiingigkeit von ausgewihlten klinischen Va-
riablen und der Expression der genannten Marker untersucht. Die Uberlebenszeit sowie das
progressionsfreie Uberleben wurden in Monaten vom Zeitpunkt der Randomisierung bis zum
Eintritt des Todes oder ersten Hinweisen einer Progression der Erkrankung gezihlt. Die Daten
der Patientinnen, die den Endpunkt der Studie iiberlebten und keine Krankheitsprogression
erlitten, wurden auf den Zeitpunkt der letzten Untersuchung zensiert. Die klinisch-
pathologischen Variablen wurden von der AGO zur Verfligung gestellt. Es standen Informa-
tionen zu Alter und physischen Zustand der Patientinnen, Ursprungsgewebe des Tumors, His-
tologie, Grading und FIGO-Stadium sowie zur Grofle des postoperativen Tumorrestes, die
Beobachtungsdauer der einzelnen Patientinnen und Informationen zur Art der Therapie (Stan-

dardmedikation/ Studienmedikation) zur Verfiigung (Tabelle 8.).

Die Zusammenhinge zwischen der Stromamorphologie und der Markerexpressionen in Stro-
ma- und Tumorzellen mit den klinisch-pathologischen Variablen wurden mittels Chi-Quadrat-
Test untersucht. Der Zusammenhang der Markerexpression im Stroma und in den Tumorzel-

len wurde mit dem Kendall-Korrealtionskoeffizienten bewertet.

Der Log-Rank-Test diente zur univariaten Analyse des Einflusses der klinischen Variablen
und der Markerexpression auf das PFS und OS. Fiir die multivariate Uberlebenszeitanalyse

wurde das Cox-Proportional-Hazards Modell genutzt. Nachdem mittels Cox-Regression und
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anschliessender Riickwértselektion die signifikanten Variablen bestimmt wurden, konnte
durch die Bestimmung der Hazard Ratio auch die Stirke des Zusammenhanges zwischen den

Variablen und den klinischen Endpunkten ermittelt werden.

Die Ergebnisse wurden als signifikant gewertet, wenn der p-Wert kleiner oder gleich 0,05

war.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels SPSS (Version 20) sowie dem Paket

'survival' aus dem Programmsystem R (CRAN).
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4 Ergebnisse

4.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Die klinischen Informationen zu den Teilnehmerinnen der Studie wurden von der ICON-7-
Studie bereitgestellt. Insgesamt standen 441 Fille von Ovarialkarzinomen und ihre zugehori-
gen klinischen und histologischen Information zur Verfiigung. Das mediane Alter der Patien-
tinnen betrug 58 Jahre (18-80 Jahre). 92,7% der Patientinnen befanden sich in einem Allge-
meinzustand gemdl ECOG 0 oder 1. Bei 90,4% lag der Ursprung des Tumorgewebes im

Ovar, wobei es sich in 85,9% der Félle histologisch um serdse Karzinome handelte.

Die Mehrzahl der Patientinnen (76,3%) wies ein fortgeschrittenes Tumorstadium (FIGO IIIC
und FIGO IV) auf. Postoperativ kam es bei 12,2% der Patientinnen im FIGO-Stadium I-11IB
zu einem Tumorrest von iiber 1cm, wihrend imFIGO-Stadium IIIC 24,1% und im FIGO-
Stadium III/ IV 41,7% einen postoperativen Tumorrest von iiber 1cm zeigten. In insgesamt
77,8% der Félle konnte durch die chirurgische Behandlung ein postoperativer Tumorrest von
weniger als 1cm erreicht werden. Bei den meisten Tumoren (69,2%) handelte es sich um his-
tologisch gering differenzierte Tumoren, wahrend nur bei 4,6% der Tumoren eine gute und
bei 26,3% eine miBige Differenzierung vorlag. Insgesamt lag bei demPatientenkollektiv in
15,9% ein Ovarialkarzinom mit einem hohen Progressionsrisiko (FIGO HI/IV mit zusitzli-
chen postoperativen Tumorrest >/= lcm) vor. 215 (49%) Patientinnen wurden im Rahmen der
ICON-7-Studie in den Studienarm der Standardtherapie, welche aus 6 Zyklen Carboplatin und
Paclitaxel besteht, randomisiert. 224 Patientinnen (51%) hingegen erhielten die Standardche-
motherapie kombiniert mit Bevacizumab (5-6 Zyklen und anschlieBende Monotherapie fiir

weitere 12 Zyklen) (Tabelle 8.).

4.2 Deskription der Stromamorphologie

In der Analyse der Daten, die mittels der mikroskopischen Auswertung erhoben wurden, zeig-
te sich, dass die meisten Gewebeproben (80,2%) eine Stromaproportion von bis zu 33% auf-
wiesen. Deutlich seltener (10,7%) war ein Stromaanteil von bis zu 66% und ein Stromaanteil
von liber 66% zu beobachten (9,1%). Zusétzlich wurde das Stroma hinsichtlich des Zellreich-
tums bewertet. Hierbei lag bei einem GroBteil der Tumoren (75,5%) ein zellreiches Stroma

vor und nur bei 1,2% ein zellarmes Stroma. Zusitzlich war iiberwiegend ein méBiges lym-
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phozytéres Infiltrat in den Tumoren (49,9%) zu beobachten, wihrend 31,1% gar kein Infiltrat
zeigten und 19,1% ein stark ausgeprégtes (Tabelle 9.).

4.3 Deskription der Markerexpression

In der Auswertung der TMA wurde die Expression der 7 Proteine in Stromafibroblasten, Tu-
morzellen und anderen stromalen Kompartimenten, wie Leukozyten und Endothelzellen, be-
urteilt. Von den vorliegenden Gewebeproben der insgesamt 441 Patientinnen waren 439 fiir
die Analysen auswertbar. Der aus der immunhistochemischen Féarbung resultierende Allred-
Score diente zur Auswertung der Markerexpression, wobei ein Score von 0 einem negativen
Ergebnis entspricht. Bei einen Score von 2 bis 8 wurde die Expression als positiv gewertet.
Die Intensitit der Expression wurde weiter unterschieden in schwach (Allred-Score 2-4), mi-

Big (Allred-Score 5-6) und stark (Allred-Score 7-8) (Tabelle 10.).

Die ausgewerteten TMA und die daraus erhobenen Daten ergaben, dass der Marker AKR1Cl1
bei 95,7% (n= 420) der Patientinnen in den CAF und &hnlich hiufig in den Tumorzellen
(98,1%, n=431) exprimiert wurde. Eine starke Expression von AKRIC1 war hédufiger in den
Tumorzellen (90,1%; n= 395) als in den CAF (60,3%; n= 264) zu beobachten. Fiir die Expres-
sion in anderen stromalen Kompartimenten entsprachen die Ergebnisse denen der Expression
von AKRI1CI1 in den Tumorzellen (Abbildung 1.). Die Expression in den Tumorzellen sowie
den Fibroblasten lag cytoplasmatisch etwas hiufiger vor als nukleédr, kam aber jeweils in bei-

den Kompartimenten vor.

Fiir AKR1C2 hingegen zeigte sich eine hdufigere Expression in den CAF (93,6%; n=411) als
in den Tumorzellen (77%; n= 338). Zusitzlich war eine starke Expression von AKR1C2
iiberwiegend in den CAF (73,7%; n= 324) und seltener in den Tumorzellen (49,2%; n= 216)
zu beobachten. Die Expression in anderen stromalen Kompartimenten entsprach anndhernd
der Expression in den CAF. AKR1C2 wurde in den Tumorzellen nahezu ausschlieBlich cy-
toplasmatisch exprimiert, in den CAF hingegen lag sowohl nukleér als auch cytoplasmatisch

eine Expression vor.

Die Expression von GALNT3 in den CAF (89,2%; n=391) und in den Tumorzellen (88,7%:;
n= 389) zeigte sich anndhernd gleich oft, wobei sich auch die Hiufigkeit einer starken Ex-
pression in den beiden Kompartimenten nur geringfiigig unterschied (CAF: 56,8%; n= 249,
Tumorzellen: 63,4%; n=278). In den Epithelzellen des Ovars war die Expression des Proteins

gleich héufig im Cytoplasma und Nukleus zu beobachten. In den CAF hingegen war sie héu-
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figer nukledr lokalisiert. Insgesamt zeigte sich die meiste Expression des Proteins (95,8%; n=

421) in den weiteren Kompartimenten des Stromas (Abbildung 2.).

Ebenfalls gleich oft, aber deutlich seltener, war die Expression von STOGALNACS in den
Stromafibroblasten (56,9%; n= 250) und in den Tumorzellen (59,9%; n= 263) zu beobachten.
Auch bei diesem Protein war die Expression in den Tumorzellen sowohl cytoplasmatisch als
auch nukledr zu beobachten, wohingegen es in den CAF iiberwiegend nukledr exprimiert
wurde. Eine starke immunhistochemische Reaktion zeigte sich 6fter in den Tumorzellen
(33,3%; n=146) als in den CAF (13,6%; n= 60). Am haufigsten wurde STOGALNACS in den

anderen stromalen Kompartimenten (90,1%; n= 396) exprimiert.

Die Proteine GATA3 und KLF4 wurden haufig sowohl in den CAF als auch in den Tumorzel-
len exprimiert, wiahrend die Expression beider Proteine in den Tumorzellen insgesamt stirker

war.

Es zeigte sich in weniger als 50% eine starke Expression der Proteine in den CAF, wohinge-
gen in den Tumorzellen eine starke Expression deutlich ofter vorlag (GATA3: 65,1%; KLF4:
82,2%). Die Expression in Leukozyten und Endothelien war fiir KLF4 (99,5%; n= 437) und
GATA3 (91,7%; n= 403) ebenfalls hdufig zu beobachten. Sowohl fiir GATA3 als auch KLF4
war die Expression in den CAF meistens nukledr, in den Tumorzellen hingegen nukledr und

cytoplasmatischen gleich hiufig zu beobachten.

Ahnlich der Expression von GALNT3 und ST6GALNACS stellte sich die Expression von
TGF-B2 in den CAF und in den Tumorzellen gleich hiufig dar (CAF: 70,8%; n= 310, Tumor-
zellen: 69,9%; n=307). Ein Unterschied in der Stirke der Expression zeigte sich nicht, in bei-
den Kompartimenten lag eine starke Expression des Proteins bei anndhernd 18% vor. Eben-
falls vergleichbar mit der Expression von GALNT3 und ST6GALNACS war die Expression
von TGF-B2 in den weiteren Stromakomponenten (78,1%; n= 343) am haufigsten (Tabelle
10.). Die TGF-B2-Expression in den Tumorzellen und den CAF konnte vergleichbar hdufig

nuklder und cytoplasmatisch festgestellt werden.
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Abbildungl A- D: Immunhistochemische Farbung AKRICI-positiver CAF und Tumorzellen.
Negative (4), schwache (B), mdfsige (C) und starke (D) Markerexpression in den
CAF. Die Epithelzellen zeigten iiberwiegend eine starke Expression von AKRICI
(Abbildung 1.4, B, D)



36 Ergebnisse

Abbildung2 A- D: Immunhistochemische Farbung GALNT3-positiver CAF, Tumorzellen und weiteren
stromalen Kompartimenten (Lymphozyten, Makrophagen, Endothelzellen).
A. GALNT3-negative CAF bei starker Expression in den Tumorzellen B. Mdfige
Expression von GALNT3 sowohl in den CAF als auch in den Tumorzellen C. Star-
ke Expression sowohl in den CAF als auch in den Tumorzellen D. Starke Expressi-
on in den Tumorzellen, Endothelzellen und iiberwiegend in den CAF

4.4 Korrelationsanalysen

In den Korrelationsanlysen wurden die ermittelten Daten hinsichtlich eines moglichen Zu-
sammenhanges untersucht. Zum einen wurde eine mogliche Assoziation zwischen der Ex-
pression der Proteine in Stromafibroblasten mit der Expression in den Tumorzellen bestimmt.
Weiterhin wurden Analysen mit dem Ziel durchgefiihrt, mogliche Zusammenhinge zwischen
der Stromamorphologie und der Markerexpression sowohl im Stroma- als auch im Tumorge-

webe mit den klinisch-pathologischen Parametern ausfindig zu machen.
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4.4.1 Korrelation der Markerexpression im Stroma mit der Markerexpression im
Tumor

Mittels Kendall-Korrelationsanalysen wurde untersucht, ob eine Assoziation zwischen der
Expression der Proteine in den Stromafibroblasten und in Tumorzellen besteht. Werte zwi-
schen 0,25- 0,5 wurden als eine schwache und Werte zwischen 0,5- 0,75 als eine moderate
Assoziation interpretiert. Eine starke (Werte zwischen 0,75 und <1) oder perfekte Korrelation
(ermittelter Wert= 1,0) der Expressionen lag bei keiner der untersuchten Gewebeproben vor.
Die Ergebnisse dieser Analysen zeigten fir AKRIC1, AKR1C2, KLF4, und TGF-B2 eine
schwache und fiir GALNT3, GATA3 und STO6GALNACS eine moderate Korrelation zwi-
schen der Proteinexpression in den Stromafibroblasten und der Expression in den Tumorzel-

len (Tabelle 11.).

4.4.2 Korrelation der Stromamorphologie mit klinisch-pathologischen Parametern

Durch die Korrelationsanalysen mittels Chi-Quadrat-Test konnte ein signifikanter Zusam-
menhang zwischen einem geringen Anteil an Stromagewebe und dem Ursprung des Tumor-

gewebes vom Eileiter nachgewiesen werden (p= 0,008).

Die Fallzahl der Patientinnen, bei denen der Ursprung des EOC im Eileiter nachgewiesen
wurde, war insgesamt sehr gering (n= 16). Eine Stromaproportion von <33% (4,9%; n= 15)
lag nur selten vor, war jedoch bei dieser Entitdt der EOCs die am héaufigtsen vorliegende
Stromaproportion. Bei einem primadren EOC hingegen zeigten sich hdufiger auch Stromapro-
portionen zwischen 33% und 66% (82,9%; n= 34) und auch iiber 66% (89,4%; n= 32). Fiir
Tumorgewebe mit primir peritonealem Ursprung konnte keine eindeutige Assoziation mit der
Stromapropotion ermittelt werden, wobei auch in diesem Fall die Fallzahl sich lediglich auf

18 Patientinnen belief. (Tabelle 12.)

Desweiteren lieB sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Zellreichtum des Stro-

mas und dem histologischen Subtyp feststellen (p= 0,001).

Ein HGSC lag in 84,6% (n= 77) der Gewebeproben mit mittleren Zellreichtum des Stromas
und in 85,8% (n= 283) mit zellreichen Stroma vor. Ein zellarmes Stroma wies keines der

HGSC auf.
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Zudem zeigte sich eine positive Korrelation zwischen dem FIGO-Stadium und dem Zellreich-
tum des Stromas (p= 0,007). Bei Vorliegen eines hoheren FIGO-Stadiums lag signifikant hdu-
figer ein zellreiches Stroma vor als bei Tumoren mit einem niedrigen FIGO-Stadium. Im FI-
GO-Stadium IIIC zeigte sich in 59,1% (n= 195) ein zellreiches Stroma und in 67% (n= 61)
ein mittleres Zellreichtum des Stromas, wohingehen der grof3te Anteil an zellarmen Stroma in

Gewebeproben des FIGO-Stadium I-1IA (60%; n= 3) beobachtet wurde.

Zusitzlich wiesen die Analysen einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Ausmaf3
des lymphozytéren Infiltrates und der GroBe des postoperativen Tumorrestes nach (p= 0,03).
Bei einem ausgeprdgten lymphozytdren Infiltrat wurde durch die chirurgische Behandlung

signifikant haufiger ein postoperativer Tumorrest kleiner oder gleich 1cm erreicht.

4.4.3 Korrelation der Markerexpression mit klinisch-pathologischen Parametern

4.4.3.1 Korrelation der Markerexpression im Stroma mit klinisch-pathologischen
Parametern

Es wurden alle genannten Marker hinsichtlich eines Zusammenhanges ihrer Expression im

Stroma mit den klinischen Variablen korreliert. Fiir die Expression von AKR1C2, GATA3

und TGF-f2 zeigten sich signifikante Zusammenhénge mit einzelnen klinischen Parametern

(Tabelle 13.).

Eine fehlende Expression von AKR1C2 in den CAF lag signifikant hdufiger in Tumoren mit
einem postoperativen Tumorrest unter lcm (6%) vor als in den Gewebeproben mit einem

postoperativen Tumorrest tiber oder gleich 1ecm (0,2%) (p=0,014).

GATA3 wurde signifikant hiufiger in den Stromazellen von Tumoren exprimiert, wenn ein
ECOG von 0 und 1 vorlag, als bei einem ECOG von 2 (41,6%; n= 148/ 51,7%; n=184 vs. 6%,
n=24; p=0,014).

TGF-B2 wurde ebenfalls bei einem ECOG von 0 und 1 deutlich 6fter exprimiert als bei einem
ECOG von 2 (43,3%; n=130/ 47%; n=141 vs. 9,7%; n= 29; p= 0,028). Zusétzlich zeigte sich
fiir die Expression von TGF-B2 ein Zusammenhang mit der Tumordifferenzierung sowie der
Platinsensibilitit. In gering differenzierten Tumoren war die Expression von TGF-f2 im
Stroma hiufiger negativ als im Stroma von méBig und gut differenzierten Tumoren (33% vs.

19%/ 27%; p= 0,03). Bei TGF-f2-positiven Stroma lag eine signifikant hohere Anzahl an
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platinsensiblen Tumoren vor als bei den Gewebeproben mit TGF-B2-negativen Stroma (77%;

n= 138 vs. 33%; n=41; p=0,012).

4.4.3.2 Korrelation der Markerexpression im Tumor mit klinisch-pathologischen
Parametern

Die Korrelationsanlysen der Markerexpression im Tumor mit den klinische Variablen zeigte
einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Expression von GALNT3 und dem Alter,
der Expression von STO6GALNACS und dem Differenzierzungsgrad und der Platinsensibilitit

sowie der Expression von TGF-B2 und der Platinsensibilitét.

Das Alter von iiber 50-60 Jahren war mit einer hoheren Expression von GALNT3 in den Tu-
morzellen (p= 0,038) assoziiert, wohingegen ein Alter von iiber 60-70 Jahren eine negative

Korrelation mit der GALNT3 Expression aufwies (p= 0,038).

Die fehlende Expression von STOGALNACS im Tumor war mit einem geringen Differenzie-
rungsgrad des Tumors (p= 0,021) assoziiert. Zudem zeigte sich ein Zusammenhang zwischen
der Expression von ST6GALNACS und dem Vorliegen einer Platinresistenz. Es lag signifi-
kant haufiger eine Platinresistenz des Tumors vor, wenn ST6GALNACS in den Tumorzellen

exprimiert wurde (49,1%; n= 84 vs. 37,3%; n=95; p=0,019).

Ebenso konnte fiir die Expression von TGF-B2 im Tumorgewebe ein signifikanter Zusam-
menhang mit der Platinsensibilitét festgestellt werden. TGF-2 wurde signifikant hdufiger bei
platinsensiblen Tumoren exprimiert (45,5%; n= 135 vs. 34,4%; n= 44; p=0,04) (Tabelle 13.).

4.5 Uberlebenszeitanalysen

4.5.1 Univariate Analysen zum Gesamtiiberleben (OS) und progressionsfreien
Uberleben (PFS)

In den univariaten Analysen zum OS und PFS wurde jeweils mittels Log-Rank-Test der Ein-
fluss der klinisch-pathologischen Parameter, der Stromamorphologie und der Markerexpres-
sion in Stroma- und Tumorzellen sowie in anderen stromalen Kompartimenten auf das Uber-

leben untersucht.

Die klinisch-pathologischen Variablen beeinflussten das Uberleben der Patientinnen signifi-

kant.
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Ein zunehmendes Alter war mit einem abnehmenden OS (p< 0.001) und einem kiirzeren PFS
assoziiert (p= 0,01). In der Altersgruppe der unter 40-jdhrigen entsprach das PFS nach 30
Monaten dem der iiber 60- bis iiber 70-jdhrigen Patientinnen und lag bei 30%. Das progressi-
onsfreie Uberleben in der Altersgruppe der 40- bis 60-jihrigen Patientinnen lag hingegen
nach 30 Monaten bei 43% (Abbildung 3A und 4A).

Ein guter Allgemeinzustand (ECOG von 0) korrelierte mit einem héheren OS und PFS im
Vergleich zu einem eingeschriankten Allgemeinzustand (ECOG von 1 oder 2) (OS: 70% vs.
50% nach 36 Monaten, p= 0,02; PFS: 38% vs. 28% nach 36 Monaten, p= 0,02) (Abbildung
3B und 4B).

Genauso zeigte sich fiir das FIGO-Stadium ein signifikanter Einfluss auf das Uberleben. Ein
fortgeschrittenes Tumorstadium (Stadium IIC-1V) wies, gegeniiber den Stadien I-IIIB, ein
kiirzeres OS (nach 36 Monaten 43% vs. >90%, p= 0) und ein kiirzeres PFS (nach 36 Monaten
72% vs. 21%, p= 0) auf (Abbildung 3C und 4C).

Ein méBiger und geringer Differenzierungsgrad des Tumorgewebes war mit einer deutlich
schlechteren Prognose fiir das Gesamtiiberleben gegeniiber einem gut differenzierten Tumor-
gewebe assoziiert (nach 36 Monaten 48% bzw. 58% vs. 84%, p= 0,03) (Abbildung 3D). Eine
gute Differenzierung des Tumorgewebes zeigte ebenso ein deutlich ldngeres PFS gegeniiber
einem mifBigen und niedrigen Differnzierungsgrad (nach 36 Monaten 79% vs. 35% bzw.

21%, p< 0,001) (Abbildung 4D).

Die univariaten Analysen bestdtigten den signifikanten Einfluss des postoperativen Tumorres-
tes auf das OS und PFS. Bei einem Tumorrest von {iber 1cm zeigte sich nach 36 Monaten eine
Uberlebenswahrscheinlichkeit von nur 20%, wohingegen bei einem Tumorrest unter 1cm die
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach der gleichen Zeit 65% betrug (p< 0,001) (Abbildung 3E).
Auch das PFS lag bei einem postoperativen Tumorrest von unter 1cm deutlich {iber dem fiir
Patientinnen mit einem postoperativen Tumorrest iber 1cm (nach 24 Monaten 50% vs. 20%,

p<0,001) (Abbildung 4E).

Hinsichtlich des Ursprungs des Tumorgewebes konnte nachgewiesen werden, dass ein primér
peritonealer Tumor mit dem kiirzesten OS und PFS assoziiert war gefolgt von den Tumoren,
deren Ursprung im Ovar lag. Das ldngste OS und PFS war bei Tumoren mit Ursprung im Ei-
leiter zu beobachten (OS: nach 36 Monaten: 41% vs. 58% vs. 70%, p= 0,043; PFS: nach 24
Monaten 15% vs. 40% vs. 54%, p=0,01) (Abbildung 3F und 4F).
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Ebenfalls zeigte sich eine signifikante Bedeutung des histologischen Subtyps fiir das OS und
PFS. Das Vorliegen eines HGSC war, neben nicht klassifizierbaren Tumorentititen, mit dem
schlechtesten OS und PFS assoziiert, das LGSC und SBOT hingegen mit dem besten Ge-
samtiiberleben (OS: p< 0,001; PFS: p<0,001) (Abbildung 3G und 4G).

Die als Hochrisiko eingestuften Tumoren waren mit einem deutlich niedrigeren OS und PFS
assoziiert als Tumoren, welche diese Kriterien nicht erfiillten (OS: 32% vs.60% nach 36 Mo-

naten, p< 0,001; PFS: 17% vs. 37% nach 36 Monaten, p=0,01) (Abbildung 3H und 4H).

Ebenso war eine fehlende Platinsensibilitdt mit einem deutlich niedrigeren OS assoziiert
(nach 24 Monaten 13% vs. 93%; p< 0,001). Die gleiche Korrelation lie sich fiir den Einfluss
auf das PFS nachweisen (nach 24 Monaten 0% vs. 50%; p< 0,001) (Abbildung 31 und 41).

Der positive Effekt auf die Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit durch die Studienmedikation
im Rahmen der ICON 7-Studie konnte in den durchgefiihrten Analysen bestétigt werden
(60% vs. 50% nach 36 Monaten, p= 0,014) (Abbildung 3J). Eine Uberlegenheit der Studien-
medikation gegeniiber der Standardchemotherapie beziiglich des PFS zeigte sich am deutlich-

sten im Zeitraum zwischen 8 und 24 Monaten (p= 0,01) (Abbildung 4J).

Die Analysen zum Einfluss des Stromaanteils, des Zellreichtums und der Stromainfiltration
auf das OS und PFS ergaben einen positiven Trend fiir einen Stromaanteil unter 33% und ei-
nem Vorliegen von zellarmen Stroma fiir das PFS (Abbildung 3K und 4L). Das Fehlen eines
lymphozytéren Infiltrates im Stroma hingegen zeigte einen negativen Trend hinsichtlich des
PFS (Abbildung 4M). Ein zellarmes Stroma war mit einem positiven Trend fiir das Gesamt-
iberleben verbunden (Abbildung 3K). Diese Ergebnisse waren nicht signifikant (OS: p=0,97;
PFS: p= 0,21).

Die Expression von AKRI1CI im Stroma war mit einem statistisch nicht signifikanten, positi-
ven Trend fiir das Uberleben assoziiert (OS: p= 0,74; PFS: p= 0,18) (Abbildung 3N und 4N).
Die Expression der librigen Marker in den Stromafibroblasten, Tumorzellen und in den weite-
ren stromalen Kompartimenten zeigten keinen Einfluss auf das OS. Fiir das PFS zeigte zudem
die fehlende Expression von TGF-B2 in Tumorzellen einen Trend zu einem lédngeren PFS
nach 24 Monaten, wobei auch dieses Ergebnis nicht signifikant war (p= 0,21) (Abbildung
40).
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4.5.2  Multivariate Analyse zum Gesamtiiberleben (OS) und progressionsfreien
Uberleben (PFS)

In den multivariaten Analysen wurden mittels der Cox-Analyse und dem Proportionalen Ha-

zard Modell ermittelt, welche histologischen und klinisch-pathologischen Marker einen unab-

héngigen Einfluss auf das OS und PFS haben.

Fiir die Analysen zum OS zeigte sich, dass die Expression der Marker, sowohl im Tumor als
auch im Stroma, keine pradiktiven Variablen darstellen. Im Rahmen der Riickwértsselektion,
bei welcher ein p-Wert von <0,05 die Obergrenze darstellte, wurden folgende Faktoren fiir
die weiteren Analysen zum OS beriicksichtigt: physischer Zustand, FIGO-Stadium, histologi-

scher Subtyp, postoperativer Tumorrest und die Art der Therapie.

Hiervon wurden folgende klinische Variablen letztlich als unabhédngige prognostische Fakto-
ren fiir das OS identifiziert: der physische Zustand (ECOG 0 vs.1 bzw. 2) mit einer HR von
1,98 (p= 0,001), das FIGO-Stadium I-ITIA vs. IIIC-IV mit einer HR von 0,19 (p= 0,02) und
FIGO-Stadium IIB-IIIB vs. IIIC-IV mit einer HR von 0,21 (p= < 0,001), der histologische
Subtyp (nicht klassifizierbare Tumoren vs. HGSC) mit einer HR von 5,12 (p= < 0,001) der
postoperative Tumorrest (>/=1cm vs. < lcm) mit einer HR von 2,1 (p< 0,001) und die Art der

Therapie (CTX+ Bevacizumab vs. CTX) mit einer HR von 0,6 (p=0,008) (Tabelle 7).

Bei den multivariaten Analysen zum PFS hingegen konnten, zusédtzlich zu den klinischen Va-
riablen, die Expression von AKR1C1 und GALNT3 im Stroma als unabhéngige prognosti-
sche Faktoren identifiziert werden. Fiir die Expression von AKRI1C1 (negativ vs. starke Ex-
pression) konnte ein HR von 2 (p= 0,036) ermittelt werden, so dass die fehlende Expression
von AKRI1C1 im Stroma mit einem kiirzeren PFS assoziiert ist. Die HR fiir die Expression
von GALNT3 (negativ vs. starke Expression) betrug 0,61 (p= 0,043) und legt somit nahe,
dass die fehlende Expression von GALNT3 einen giinstigen Effekt fiir das PFS hat.

Die klinisch-pathologischen Variablen, welche einen relevanten Einfluss auf das OS hatten,
konnten ebenfalls als unabhéngige prognostische Faktoren fiir das PFS ermittelt werden. Das
Vorliegen eines physischen Zustand nach ECOG von 1 oder 2 zeigte einen negativen Einfluss
auf das PFS gegentiber einem ECOG von 0 (HR: 1,59, p= 0,001). Auch das FIGO-Stadium
konnte erneut als unabhingiger prognostischer Faktor identifiziert werden. Das Stadium I-1IA
wies ein ldngeres PFS gegeniiber einem Stadium IIIC-IV auf (HR: 0,31; p= 0,001). Desweite-
ren wurde das PFS durch das Vorliegen des FIGO-Stadiums IIB-IIIB positiv beeinflusst ge-
geniiber dem FIGO-Stadium IIIC-IV (HR: 0,25; p< 0,001). Zusitzlich zeigte das Vorliegen
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des histologischen Subtypes eines nicht klassifizierbaren Tumors ein héheres Risiko fiir einen
Krankheitsprogress gegeniiber dem Vorliegen eines HGSC (HR: 3,17; p=0,001). Der histolo-
gische Subtyp des SBOT war im Vergleich zu dem HGSC mit einem langeren PFS assoziiert
(HR: 0,14; p=0,005).

Ferner besallen sowohl der postoperative Tumorrest von unter 1cm (HR: 1,88; p< 0,001) als

auch die Kombination der Standard-Chemotherapie mit Bevacizumab (HR: 0,56; p<0,001)

einen positiven Einfluss auf das PFS.

Tabelle 7:  Multivariate Analysen zu OS und PFS.

Variable Hazard Ratio 95%-Konfidenzintervall p- Wert
oS
ECOG
1/2vs. 0 1,98 1,32-2,97 0,001
FIGO
[-ITA vs. IIIC-IV 0,19 0,04-0,79 0,022
[IB-11IB vs. IIIC-IV 0,21 0,09-0,48 < 0,001
Histologie
unklassifizierbar vs. 5,12 2,19-11,98 <0,001
HGSC
Postop. Tumorrest
>/=1lcmvs. < lem 2,11 1,4-3,18 <0,001
Therapie
CTX+ Bev.* vs. CTX 0,6 0,41-0,88 0,008
PFS
AKRIC1 Expression
Stroma
negativ vs. stark 2 1,05- 3,81 0,036

GALNTS3 Expression
Stroma
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Variable Hazard Ratio 95%-Konfidenzintervall p- Wert
Negativ vs. stark 0,61 0,38- 0,98 0,043
ECOG
1/2vs. 0 1,51 1,17-1,95 < 0,001
FIGO
[-IA vs. ITIC-IV 0,29 0,14- 0,60 < 0,001
[IB-11IB vs. IIIC-IV 0,25 0,15- 0,41 <0,001
Histologie
SBOT vs. HGSC 0,14 0,03- 0,56 0,005
unklassifizierbar vs. 3,18 1,72- 5,88 < 0,001
HGSC
Postop. Tumorrest
>/=1lcmvs. < lcm 1,91 1,45-2,52 < 0,001
Therapie
CTX+ Bev.* vs. CTX 0,59 0,46- 0,76 < 0,001

*CTX~+ Bev.: Studientherapie (Standard-Chemotherapie+ Bevacizumab)
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression einzelner Proteine im Stroma- sowie im
Tumorgewebe des EOC hinsichtlich ihrer Relevanz fiir das Gesamtiiberleben und progressi-
onsfreie Uberleben untersucht. Zusitzlich wurde iiberpriift, welche Bedeutung die Morpholo-
gie des tumorassoziierten Stromas fiir das Uberleben hat. Hierbei deuten die Ergebnisse auf
einen Zusammenhang zwischen der GroBe des Stromaanteils sowie dem Zellreichtum des
Stromas und dem Uberleben hin. Desweiteren wurde die stromale Expression von AKR1C1

und GALNT3 als unabhingiger prognostischer Faktor fiir das PFS ermittelt.

Zusiatzlich konnte die Relevanz der bereits bekannten Prognosefaktoren (Alter, physischer
Zustand, FIGO-Stadium, Tumorgrading, Ursprung des Tumorgewebes, histologischer Subtyp,
Erfolg der zytoreduktiven Operation, sowie die Art der Chemotherapie und die Platinsensibi-

litdt) fiir das Uberleben bestitigt werden.

Ergénzend zu den Analysen zum PFS und OS wurden Analysen zur Dauer des progressions-
freien Intervalls (PFI) und Uberlebensdauer nach Progression (PPS) sowie die Stratifizierung
der Daten nach Erhalt der Studienmedikation im Rahmen der ICON-7-Studie durchgefiihrt.
Hierbei ergab sich keine prognostisch Relevanz durch die Expression der untersuchten Pro-

teine, so dass auf die Darstellung der Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit verzichtet wurde.

Im Vordergrund dieser Arbeit stand es die Stromamorphologie beim EOC systematisch zu
charakterisieren und den Einfluss des tumorassoziierten Stromas auf die Prognose des EOC
ndher zu untersuchen. Hierzu wurden Kandidatenproteine (AKR1C1, AKR1C2, GALNTS3,
GATA3, KLF-4, ST6GALNACS, TGF-B2) in Tumor- und Stromazellen beziiglich ihres Ein-

flusses auf das Uberleben analysiert.

Die Tumorforschung konzentrierte sich bis vor einigen Jahren hauptsdchlich auf die geneti-
schen und regulativen Verdnderungen, die in den Tumorzellen selbst vorliegen. Neuere For-
schungsergebnisse ergaben, dass wechselseitige Interaktionen zwischen Tumor- und umlie-
genden Stromagewebe stattfinden, welche wiederum die Karzinomentstehung, die Tumor-
progression und die Entstehung von Metastasen begilinstigen kdnnen (Polanska and Orimo
2013, Marsh, Pietras, and McAllister 2013, Kalluri and Zeisberg 2006). Zudem gewinnt die
zielgerichtete Pharmatherapie des tumorassoziierten Stromas zunehmend an Bedeutung in der
Behandlung von Karzinomen (Zhang et al. 2015, Hanahan and Weinberg 2011, Togo et al.
2013).
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Beim Ovarialkarzinom ist der Zusammenhang zwischen stromalen Faktoren und dem Tu-
morwachstum sowie der Prognose der Erkrankung bisher wenig erforscht. Es gelang jedoch
in vitro bereits der Nachweis, dass die Interaktion der CAF mit den Tumorzellen auch beim
EOC von Bedeutung fiir die Tumorprogression ist. Es zeigte sich, dass CAF des tumorasso-
ziierten Stromas in der Lage sind, in vitro die Tumorprogression des EOC zu unterstiitzen (Fu
et al. 2013b). Eine Bestétigung dieser Ergebnisse in vivo wurde bisher nicht durchgefiihrt.
Desweiteren konnte die Expression einzelner Gene (EGR1, FOSB) in den CAF des EOC mit
einem kiirzeren PFS in Zusammenhang gebracht werden (Kataoka et al. 2012) und ein hoher
Stromaanteil wurde bereits als ein unabhédngiger prognostischer Faktor fiir das Ovarialkarzi-

nom im Stadium FIGO III- IV identifiziert (Labiche u. a. 2010).

Im Gegensatz zum EOC wurde die Relevanz des Stromas fiir Tumorprogression, Uberleben
und Therapie des Mammakarzinoms bereits ausfiihrlicher untersucht. Hierbei zeigte sich, dass
die NF (normalen Fibroblasten) eine Tumorprogression supprimieren (Kamiya et al. 1995),
wohingegen eine verdnderte Genexpression in den CAF (Bauer et al. 2010A, Finak et al.
2008b) und damit verbundene, alterierte Interaktionen mit den Tumorzellen die Tumorprog-
ression unterstiitzen und fordern (Erickson and Barcellos- Hoff, 2003). Das tumorassoziierte
Stroma beim Mammakarzinom stimuliert Tumorinitiation, Tumorprogression und Metasta-
senbildung (Hasebe et al. 2001) und induziert eine Therapieresistenz (Loeffler et al. 2006,
Martinez-Outschoorn et al. 2011).

Vergleichbare Ergebnisse ergaben Untersuchungen zur Bedeutung des Stromas flir die Ent-
stehung und den Progress des Pankreas- (Feig et al. 2012) und Prostatakarzinoms (Giannoni

et al. 2010).

Die Bedeutung von Verdnderungen der Proteinexpression in den CAF des EOC und deren
Relevanz fiir die Prognose ist, im Vergleich zu den Erkenntnissen beim Mamma- und Pank-
reaskarzinom, derzeit noch mangelhaft geklért. Die Studien befassten sich iiberwiegend mit
kleinen Fallzahlen, inhomogenen Kollektiven und waren nur unzureichend systematisch. Es
zeigte sich jedoch, dass die CAF beim EOC ebenfalls eine Bedeutung fiir die Tumorgenese
haben (Zhang et al. 2011b) und die Invasion und Adhésion von Tumorzellen des EOC unters-
tiitzen (Cai et al. 2012). Bei den in dieser Arbeit untersuchten Proteinen wurde bereits eine
verdnderte Expression in den CAF im Vergleich zu den NF beim Mammakarzinom beobach-
tet. Sie wurden als EinflussgroBen fiir das Tumorwachstum identifiziert (Bauer et al. 2010a).

Diese Erkenntnisse gaben den Anlass, die Bedeutung der CAF und die Kandidatenproteine
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beim EOC im Rahmen dieser Arbeit ndher zu untersuchen, insbesondere da die Relevanz des
Stromas fiir die Progression und Therapie des Mamma- und Pankreaskarzinoms bereits erwie-

sen 1st.

Die durchgefiihrten Analysen basierten auf Daten von Teilnehmerinnen der ICON-7-Studie,
welche an der Substudie zur histopathologischen standardisierten Zweitbegutachtung teil-
nahmen (AGO-Ovar-11t-Histo). Bei den Teilnehmerinnen der ICON-7-Studie handelt es sich
um ein homogenes Kollektiv an Patientinnen mit fortgeschrittenen EOC. Alle Teilnehmerin-
nen erhielten im Anschluss an die operative Behandlung eine standardisierte Chemotherapie,
sodass eine gute Vergleichbarkeit der klinischen Endpunkte gegeben ist. Dadurch, dass die
Patientinnen zusitzlich Teilnehmerinnen der Substudie waren, wurden eventuell primér ent-
standene Fehldiagnosen beziiglich der histologischen Tumorcharakteristika korrigiert. Die
GroBle des untersuchten Kollektivs stellt einen weiteren Vorteil hinsichtlich der Signifikanz
der Ergebnisse dar. Die bisherigen Studien, welche die Bedeutung des tumorassoziierten

Stromas beim EOC untersuchten, besallen deutlich geringere Fallzahlen.

Die untersuchten Gewebeproben lagen in Form von Tissue Micro Arrays (TMA) vor. Dies
ermdglichte eine hohe Anzahl an Proben unter konstanten Bedingungen zu farben und somit
mogliche Fehlerquellen bei der Auswertung zu vermeiden. TMA bergen die Gefahr, das Ge-
webe nicht ausreichend zu reprisentieren, da sie nur einen kleinen Ausschnitt des Ursprungs-
gewebes darstellen. Es zeigte sich jedoch, dass TMA suffizient das Gewebe von Karzinomen
im Kopf-Hals-Bereich (Peters et al. 2004) sowie vom Mammakarzinom (Ruiz et al. 2006)
reprisentieren. Zusétzlich gelang es durchaus auch Vorteile der Auswertung von TMA gege-
niiber der von grofleren Schnitten festzustellen. Torhorst et al. zeigten anhand von Untersu-
chungen zur Relevanz von p53 fiir die Prognose des Mammakarzinoms, dass die Ergebnisse
bei der Auswertung von gro3eren Schnitten im Vergleich zu der Auswertung von TMA anfil-
liger fiir Storfaktoren wie Artefakte und irrelevante Subpopulationen waren. Desweiteren la-
gen bei den hier untersuchten TMA immer zwei Spots von einer Gewebeprobe pro Objekttri-

ger vor, so dass von einer groBBeren Reprisentanz des Gewebes ausgegangen werden kann.

Die Beurteilung des Stromaanteils und der Stromamorphologie anhand der TMA ist jedoch,
aufgrund des nur kleinen Ausschnittes aus dem zu beurteilenden Tumorgewebe, als nicht si-
cher reprasentativ fiir den vollstdindigen Tumor anzusehen. Es kann nicht ausgeschlossen

werden, dass aus einem grosseren Ausschnitt des jeweiligen Gewebes ein abweichendes Er-
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gebnis resultiert hitte. Die in der vorliegenden Studie festgestellten Ergebnisse sollten somit

mit Vorsicht interpretiert werden.

Die Beurteilung der Stromamorphologie ergab, dass in der Mehrzahl der untersuchten Gewe-
beproben eine geringe Stromaproportion vorlag. Hierbei présentierte sich das Stroma am héu-
figsten zellreich und wies liberwiegend ein méBiges lymphozytéires Infiltrat auf. In vorange-
gangen Publikationen iiber die Bedeutung des Stromas beim EOC wurde festgestellt, dass
eine hohe Stromaproportion mit einem negativen Einfluss auf das PFS und OS assoziiert ist
(Chen et al. 2015; Labiche et al. 2010c) und ein zellreiches Stroma vorwiegend bei fortge-
schrittenen Tumorstadien vorliegt (Chen et al. 2015). Die Ergebnisse beziiglich der Bedeu-
tung der Stromaproportion und des Zellreichtums des Stromas im Rahmen der vorliegenden
Studie ergaben ebenfalls den Trend zu einem kiirzeren PFS beim Vorliegen eines hohen
Stromaanteils und auch das Zellreichtum des Stromas zeigte einen negativen Trend fiir das
OS und PFS (Abb. 2K-M; 1K). Trotz der fehlenden statistischen Signifikanz der Ergebnisse
sind diese mit der aktuellen Studienlage gut zu vereinbaren. Ebenfalls die bereits von Chen et
al. beschriebene Assoziation zwischen einem fortgeschrittenen Tumorstadium und dem Zell-

reichtum des Stromas bestétigte sich in der vorliegenden Studie (Tabelle 12.).

Desweiteren konnte nachgewiesen werden, dass bei dem untersuchten Patientenkollektiv ein
zellreiches Stroma am héufigsten bei dem histologischen Subtyp eines HGSC vorliegt, wobei
die multivariaten Analysen das HGSC als unabhédngigen prognostischen Faktor flir das OS
und PFS identifizierte (Tabelle 7.). Diese Ergebnisse korrelieren mit der Erkenntnis von Han-
nibal et al. 2012. Auch in ihrer Arbeit gelang der Nachweis eines Zusammenhanges zwischen
dem histologischen Subtyp des HGSC und einem kiirzeren OS und PFS. Unter der Beriick-
sichtigung der Erkenntnisse von Chen et al. und dem in der vorliegenden Arbeit festgestellten
positiven Trend fiir ein ldngeres PFS und OS bei zellarmen Stroma, l14sst vermuten, dass das
Zellreichtum des Stromas die prognostische Relevanz des HGSC beeinflusst. Eine mogliche
Erklarung wére, dass bei einem zellreichen Stroma, welches héufig bei einem HGSC vorliegt,
verhdltnismaBig viele aktivierte CAF vorliegen. Diese begiinstigen durch die Freisetzung von
Chemokinen (z.B. SDF-1a, Interleukin-1), Proteasen und anderen l6slichen Faktoren wie
Urokinase-Typ Plasminogenaktivator die Invasion, Migration und Angiogenese des Tumors

(Schauer et al. 2011) und kénnten somit die Prognose des Tumors erheblich beeinflussen.

Das lymphozytire Infiltrat im Tumorgewebe wurde in verschiedenen wissenschaftlichen Ar-

beiten untersucht und wird als eine korpereigene Immunreaktion gegen Tumorantigene ge-
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deutet (Pages et al. 2010). Bei verschiedenen Tumorentititen wie unter anderem dem Endo-
metriumkarzinom (Kondratiev et al. 2004), dem Kolorektalkarzinom (Deschoolmeester et al.
2010; Pages et al. 2010) und dem Mammakarzinom (Shuzhen Liu et al. 2012, Ohtani et al.
2015) zeigte sich, dass das Vorliegen von intratumoralen Lymphozyten mit einem ldngeren
Gesamtiiberleben assoziiert ist. Auch fiir ein lymphozytdres Infiltrat im Tumorgewebe des
Ovarialkarzinoms konnte bereits in einigen Studien ein prognostischer Benefit nachgewiesen

werden (Zhang et al. 2015; Bachmayr-Heyda et al. 2013; Wouters et al. 2016).

Die Studien zur Bedeutung des lymphozytiren Infiltrates fiir die Prognose beim EOC sind, im
Vergleich zu der Bedeutung fiir die die Prognose von anderen Tumoren, deutlich weniger
untersucht worden. Dies wurde zum Anlass genommen, diesen Zusammenhang fiir das EOC
in dieser Studie ndher zu untersuchen. Es zeigte sich, dass ein postoperativer Tumorrest von
tiber 1cm mit einem geringen lymphozytéren Infiltrat (p= 0,03) assoziiert ist. Zusétzlich zeig-
te sich in den univariaten Analysen der Trend, dass ein lymphozytires Infiltrat im Stromage-
webe des EOC einen positiven Effekt auf das PFS hat. Dieses Ergebnis war statistisch nicht
signifikant und bestdtigte sich nicht in den multivariaten Analysen. Es ergibt sich hieraus aber
durchaus die Annahme, dass ein mdglicher Benfit durch ein lymphozytires Infiltrat beim
EOC fiir das OS und PFS besteht. Diese Ergebnisse sind gut mit der Erkenntnis vereinbar,
dass ein lymphozytéres Infiltrat die korpereigene Abwehr gegen Tumorantigene darstellt und

somit in fortgeschritteneren Tumorstadien ein geringeres lymphozytdres Infiltrat vorliegt.

In den bisher verdffentlichten Studien zur Relevanz des lymphozytiren Infiltrates in tumoras-
soziierten Gewebe wurde gezeigt, dass der positive Effekt des Infiltrates auch abhéngig von
dem Zelltyp ist (Karapetsas et al. 2015; Bachmayr-Heyda et al. 2013; Abiko et al. 2015;
Fridman et al. 2011). Da eine genauere Differenzierung der Lymphozyten in der vorliegenden
Arbeit nicht vorgenommen wurde, ist dies fiir genauere Aussagen iiber den Einfluss der Lym-

phozyteninfiltration im Stroma des EOC auf die Prognose noch ausstehend.

Hinsichtlich der Expression der untersuchten Proteine im Stroma sowie den Tumorzellen war
diese in den meisten Féllen gleich hiufig zu beobachten. Lediglich fiir AKR1C2 war die Ex-
pression in den Stromazellen deutlich héufiger zu beobachten als in den Tumorzellen (93,6%
vs. 77%). Fiir KLF4 hingegen zeigte sich eine etwas hohere Expression in den Tumorzellen
als in den CAF (98,6% vs. 91,3%). Im Vergleich mit der Haufigkeit der Expression von den

iibrigen Markern wurde STOGALNACS am seltensten in den Tumorzellen sowie in den CAF
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exprimiert. Auch fiir dieses Protein lieB sich kein Unterschied zwischen der Héufigkeit der

Expression in den CAF und Tumorzellen feststellen (56,9% vs. 59,9%).

Bei AKRI1CI handelt es sich um ein Enzym, welches am Progesteronstoffwechsel beteiligt
ist. Es inaktiviert Progesteron zu Hydroxyprogesteron (Penning et al. 2000). In der aktuellen
Studie wurde AKR1C1 sowohl in den der CAF (95,7%) als auch in den Tumorzellen (98,1%)
haufig exprimiert. Es zeigte sich keine Korrelation zwischen der Expression des Proteins mit
den einzelnen klinischen Parametern. In den univariaten Analysen zeigte sich ein positiver
Trend fiir das OS und PFS bei stirkerer Expression von AKR1C1 in den Stromazellen. Darti-
ber hinaus konnte in den multivariaten Analysen die Expression im Stroma als prognostisch
unabhingiger Faktor fiir das PFS ermittelt werden. Eine fehlende Expression von AKRIC1
war mit einem signifikant kiirzeren PFS assoziiert (HR: 2; p= 0,036). Eine mogliche Erkla-
rung fiir den Einfluss der fehlenden Expression von AKRICI in den CAF auf das PFS des
EOC ist, dass hieraus ein verminderter Abbau von Progesteron zu 20-alpha Hydroxyprogest-
ron im Tumorgewebe resultiert. Somit kommt es zu einem erhohten intratumoralen Progeste-
ronspiegel, welcher wiederum zu einer erhohten Expression von ,,A Disintegrin And Metal-
loproteinase with ThromboSpondin motifs* (ADAMTSI) fiihrt (Lima, Silva, and Freitas
2016). Eine weitere Studie zeigte, dass ADAMTS1 beim Ovarialkarzinom hoher exprimiert
wird, als in normalen Ovargewebe und tliber verschiedene Mechanismen die Tumorzellprolife-
ration, die Inhibierung der Apoptose und die Angiogenese und somit den Tumorprogress be-
giinstigt (de Arao Tan, Ricciardelli and Russell 2013). Fiir die Expression von AKR1C1 in
den Tumorzellen konnte hingegen keine statistisch signifikante Assoziation mit dem Uberle-

ben nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu den Erkenntnissen dieser Studie gelang es Wenners et al. 2015 nachzuwei-
sen, dass die Expression von AKRIC1 in den Tumorzellen des Mammakarzinoms mit einem
langeren OS und PFS assoziiert ist. Der im Rahmen dieser Arbeit festgestellte Zusammen-
hang zwischen der Expression von AKR1C1 in den CAF des EOC und dem PFS wurde je-
doch flir das Mammakarzinom noch nicht bestétigt. Es gelang aber bereits eine geringere Ex-
pression von AKR1C1 in den CAF im Vergleich zu der Expression in NF auch beim Mam-
makarzinom festzustellen (Bauer et al. 2010a) und dies mit einer moglichen Beeinflussung
des hormonellen Milieus in Zusammenhang zu bringen. Der Nachweis einer relevanten Be-
einflussung der Prognose des Mammakarzinoms durch die Expression von AKR1C1 in den

CAF blieb jedoch bisher aus.
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Deng et al. 2002 beschéftigten sich unter anderem mit der Expression von AKRICI in den
Tumorzellen des EOC. Sie wiesen in vitro eine erhohte Expression und Aktivitit von
AKRICI1 in Tumorzellen des platinresistenten EOC nach. Die in dieser Arbeit erhobenen Da-
ten geben hingegen keinen Hinweis dafiir, dass die Expression von AKR1CI1 in Zusammen-
hang mit der Platinresistenz steht (Tabelle 13). Im Gegensatz zu der Arbeit von Deng et al.
zeigte sich auch keine Korrelation der Expression in den Tumorzellen und dem Uberleben,
wovon bei einem Zusammenhang mit der Platinresistenz auszugehen gewesen wére. Der in
vitro festgestellte Zusammenhang der Expression von AKRI1C1 und der Platinresistenz lief3

sich in der vorliegenden Arbeit somit nicht bestétigen.

Unter Berticksichtigung der aktuellen Studienlage und den Ergebnissen dieser Arbeit scheint
die Bedeutung der AKR1C1-Expression somit bei unterschiedlichen Tumorentititen von der
Expression in den verschiedenen Kompartimenten abhéngig zu sein. Hierbei kommt der Ex-
pression in den CAF des EOC anscheinend eine grofere Bedeutung fiir das PFS zu als beim

Mammakarzinom.

Im Gegensatz zu AKRIC1 wurde AKRI1C2 héufiger in den CAF (93%) als in den Tumorzel-
len (77%) des EOC exprimiert. AKR1C2 gehort ebenfalls zur Superfamilie der Alpha-
Ketoreduktasen und ist somit an der Modulation des Progesteronstoffwechsels beteiligt. Es
wird hauptsdchlich im Gewebe der Prostata und der Mamma exprimiert. Die Expression in
den CAF war hiufiger bei einem postoperativen Tumorrestes von >1cm (p= 0,014) zu beo-
bachten. In den uni- und multivariaten Analysen zeigte sich jedoch keine Bedeutung der Ex-

pression von AKR1C2 fiir das OS und PFS.

Die Expression von AKR1C2 in Epithelzellen des Mammakarzinoms wurde bereits unter-
sucht und ergab, dass die Expression in den Tumorzellen gegeniiber den gesunden Epithelzel-
len verringert ist (Lewis, Wiebe, and Heathcote 2004). Entsprechendes konnte in der Arbeit
von Bauer et al 2010 fiir die CAF nachgewiesen werden. Wenners et al. 2015 untersuchten
die Expression des Proteins in den CAF des Mammakarzinoms hinsichtlich ihrer Bedeutung
fiir das OS und PFS und kamen zu dem Ergebnis, dass die Expression sowohl in Tumorzellen
als auch in CAF mit einem lédngeren OS und PFS korreliert. Zusétzlich konnte eine Assoziati-
on zwischen dem Vorliegen von giinstigen Tumorcharakteristika und der Expression in den
Tumorzellen und den CAF nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Expression von
AKRIC2 beim EOC hingegen zeigten eine signifikant hdufigere Expression bei Tumoren, bei

denen keine ausreichende zytoreduktive Operation moglich war (p= 0,014). Zusitzlich zeigte
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sich tendenziell deutlich hdufiger eine Expression des Proteins beim Vorhandensein von un-
giinstigen Tumorcharakteristika (HGSC, FIGO-Stadium >II, geringer Differenzierungsgrad)
(Tabelle 13.).

Die Bedeutung der Expression von AKR1C2 scheint somit fiir die Prognose des EOC deutlich
weniger Relevanz zu besitzen als fiir das Mammakarzinom. Zudem zeigten sich Hinweise,
dass die Expression in den CAF des EOC, im Gegensatz zu der Expression in den CAF beim
Mammakarzinom, mit ungiinstigen Tumorcharakteristika assoziiert ist, wobei dies ohne signi-

fikanten Einfluss fiir die Prognose zu bleiben scheint.

Desweitern wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von GALNT3 sowohl in den
CAF (89,2%) als auch in Tumorzellen (88,7%) des EOC héufig nachgewiesen. GALNT3 ist
durch O-Glykosilierung an der Biosynthese von Oligosaccariden beteiligt und besitzt durch
die Glykosilierung unterschiedlichster Proteine wie z.B. Mucin Einfluss auf die Tumorgenese.
Eine verdnderte DNA-Methylierung bei der GALNT3-Expression und damit verbundene
aberrante Glykosilierung von Mucin-1 konnte bereits in Zusammenhang mit Wachstum, Inva-
sion und Metastasierung von Karzinomzellen gebracht werden (Madsen et al. 2012). In den
multivariaten Analysen zum PFS konnte die Expression von GALNT3 in den CAF als unab-
héngiger prognostischer Faktor identifiziert werden. Eine fehlende GALNT3-Expression im
Stroma zeigte einen positiven Einfluss auf das PFS (HR: 0,61; p=0,043).

In den bisherigen Untersuchungen der GALNT3-Expression beim EOC wurde die Expression
des Proteins in den Tumorzellen analysiert. Hierbei wurde ebenfalls ein Zusammenhang zwi-
schen einer hohen Expression des Proteins und einer schlechteren Prognose festgestellt. Es
konnte in vitro eine Assoziation mit Tumorzellproliferation, Invasion und Metastasierung
nachgewiesen werden (Wang et al. 2014). Dies wird durch die vermehrte Expression von
Zelladhésionsproteinen erkldrt, welche durch die verdnderte Glykosilierung des MUC-1-
Proteins durch GALNT3 zustande kommt (GALNT3-MUC1-Achse) (Sellers et al. 2008). In
den hier durchgefiihrten Analysen zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Expression
des Proteins in den Tumorzellen und der Prognose. Moglicherweise beruht dies auf der feh-
lenden Differenzierung zwischen einer erhdhten Expression und normalen Expression des
Proteins im gesunden Ovargewebe, welche im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgenommen

wurde.

Die nachgewiesene Relevanz der Expression von GALNT3 in den CAF fiir die Prognose des

EOC ldsst vermuten, dass Verdanderungen der Glykosilierung von Proteinen auch im tumoras-
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soziierten Stroma von Bedeutung fiir den Tumorprogress sind. Aktuell sind die genauen Me-
chanismen, welche durch die stromale Expression von GALNT3 beeinflusst werden, noch
ungeklart. Die in dieser Studie festgestellte Relevanz der Expression von GALNTS3 fiir das
PFS gibt den Anlass fiir weitere Untersuchungen, in denen die Expression von GALNT3 und

deren Einfluss auf das tumorassoziierte Stroma genauer analysiert werden.

Der Transkriptionsfaktor GATA3 konnte fiir Urothel- und Brustgewebe bereits als Immun-
marker identifiziert werden (Haiyan Liu et al. 2012). Unter Hinzuziehung weiterer biochemi-
scher Marker ist anhand der Expression von GATA3 eine Abgrenzung von Metastasen des
Mammakarzinoms gegeniiber Metastasen anderen Ursprunges moglich (Clark et al. 2014;
Lew et al. 2015). Zudem wird die Entwicklung von T- und NK-Zellen im Thymus durch GA-
TA3 reguliert (Hosoya et al. 2009; Information et al. 1996).

Die mikroskopische Auswertung der untersuchten TMA ergab, dass die Expression von GA-
TA3 bei 84,8% der Gewebeproben in den CAF und bei 88,8% in den Tumorzellen vorlag. In
den uni- und multivariaten Uberlebensnalysen konnte kein unabhingiger Einfluss der GA-
TA3-Expression weder im Tumor noch im Stroma des EOC auf das PFS und OS nachgewie-

sen werden.

Die Expression von GATA3 beim Ovarialkarzinom wurde bislang nur in wenigen Studien
untersucht. Es gelang Eshiba et al. 2009. die Expression in einem iiberwiegenden Teil von
benignen Brennertumoren sowie transitionalzelligen Karzinomen des Ovars nachzuweisen.
Eine Expression von GATA3 in malignen Brennertumoren hingegen lag nicht vor. Es zeigte
sich, dass die Expression von GATA3 zur Differentialdiagnose von Metastasen eines 0stro-
genrezeptor-positiven Mammakarzinoms und sogar zur Abgrenzung gegeniiber Metastasen
des Ovarialkarzinoms herangezogen werden kann, da die Expression von GATA3 in Zellen
von Ovarialkarzinomen nicht nachzuweisen war (Braxton, Cohen, and Siddiqui 2015; Defte-

ros et al. 2015; Espinosa et al. 2015).

In der Studie von Defteros et al. wurden metastasierte dstrogenrezeptor-positive Ovarialkarzi-
nome hinsichtlich ihrer Expression von GATA3 untersucht, wobei in keinem der Fille das
Protein nachgewiesen werden konnte. Die Studie untersuchte jedoch keine dstrogenrezeptor-
negativen EOCs und die Fallzahl der untersuchten Ovarialkarzinome war sehr klein. Auch in
der Studie von Espinosa et al. 2015 wurde keine GATA3- Expression in Zellen von Ovarial-
karzinomen nachgewiesen, wobei ebenfalls nur eine kleine Fallzahl untersucht wurde. Die

Ergebnisse dieser Arbeit zeigen im Vergleich zu den Ergebnissen der bisherigen Studien eine
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deutliche Expression von GATA3 sowohl in den CAF als auch in den Tumorzellen des EOC.
Eine mogliche Ursache fiir diese Diskrepanz stellen hierbei die bisherigen niedrigen Fallzah-

len und die teils spezifische Selektion von dstrogenrezeptor-positiven EOC dar.

Der Zusammenhang zwischen der Expression von GATA3 in Tumorzellen des Mammakarzi-
noms und einer glinstigen Prognose (Chou et al. 2013; Gonzalez et al. 2013) lief3 sich durch
die durchgefiihrten Analysen fiir das Ovarialkarzinom nicht bestitigen, sodass davon auszu-
gehen ist, dass die prognostische Bedeutung der Expression von GATA3 fiir das EOC zu ver-

nachléssigen ist.

Bei TGF-B2 handelt es sich um ein transmembrands lokalisiertes Protein, welches im Ovar an
der Regulation der Proliferation des Oberflichenepithels beteiligt ist. Im gesunden Gewebe
und in frithen Tumorstadien des epithelialen Ovarialkarzinoms kommt TGF-f2 eine tumor-
supprimierende Funktion zu (Choi et al. 2001; Nilsson et al. 2001). In fortgeschrittenen Tu-
morstadien geht diese Funktion des Proteins verloren und das Tumorwachstum und die Inva-
sion werden unterstiitzt (Gao et al. 2014; Chang et al. 2007; Tang et al. 2003). TGF-2 wird
sowohl im gesunden sowie malignen Gewebe des Ovars exprimiert, wobei in Zellen des EOC
gegeniiber gesunden Ovargewebe eine Uberexpression des Proteins festgestellt wurde (Bart-

lett et al. 1997; Gordinier et al. 1999).

Die Expression von TGF-B2 konnte in der vorliegenden Arbeit bei ca. 70% der CAF und Tu-
morzellen des EOC nachgewiesen werden. Hierbei stimmte die Haufigkeit der festgestellten
Expression von TGF-B2 in den Tumorzellen mit den Ergebnissen der Studie von Bartlett et al.
1997 {iberein. Sie beobachteten in 66% eine TGF-B2-Expression in den Tumorzellen des Ova-
rialkarzinoms. Ebenfalls zeigte sich in beiden Studien kein Hinweis fiir eine Korrelation zwi-
schen dem Tumorstadium und der Expression von TGF-B2 in den Tumorzellen des EOC. Die
bereits beobachtete schwéchere Expression von TGF-B2 im Stroma im Vergleich zu den Tu-

morzellen des EOC (Nilsson et al. 2001) bestétigte sich auch in dieser Studie.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Korrelation der TGF-f2-Expression im Stroma
und dem Vorliegen von einer méBig und guten Tumordifferenzierung (p= 0,03). Dies lasst
sich mit der tumorsupprimierenden Funktion von TGF-B2 vereinbaren, welche in fortgeschrit-
teneren Tumorstadien und zunehmender Entdifferenzierung des Gewebes verloren geht (Blo-
be et al 2000, Tang et al. 2003). Ein entsprechender Zusammenhang fiir die Expression in den
Tumorzellen konnte in dieser Arbeit jedoch nicht nachgewiesen werden und stimmt in dieser

Hinsicht ebenfalls mit den Ergebnissen von Bartlett et al.1997 iiberein. Auch bei ihnen zeigte
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sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von TGF-f2 in den Tumor-
zellen des EOC und dem histologischen Differenzierungsgrad. Thnen gelang hingegen der
Nachweis, dass bei fortgeschrittenen Tumoren hdufiger TGF-B3 exprimiert wurde. Zusétzlich
identifizierten sie den Zusammenhang der TGF-B3-Expression im Tumor und einem kiirzeren

Uberleben.

Da in der aktuellen Studie nur eine sehr geringe Anzahl der Patientinnen einen guten Diffe-
renzierungsgrad des EOC aufwiesen, ist eine Korrelation der Expression mit dem Differenzie-
rungsgrad als nicht sicher anzusehen. Es werden weitere Studien nétig sein, um die hier fest-

gestellte Korrelation zu bestétigen und ggf. ihre Relevanz weiter zu untersuchen.

Die Analysen zum PFS und OS ergaben einen positiven Trend fiir ein ldngeres PFS bei feh-
lender Expression von TGF-B2 in den Tumorzellen. In der Studie von Bartlett et al. 1997 kor-
relierte die Expression von TGF-B2, im Gegensatz zur Expression von TGF-B3, nicht mit dem
Uberleben. Es konnte jedoch eine Koexpression der Proteine festgestellt werden, so dass eine
Beeinflussung des PFS durch die fehlende Expression von TGF-2 zum jetzigen Zeitpunkt

nicht auszuschlieBen ist.

Zusitzlich konnte in der vorliegenden Arbeit in den Korrelationsanalysen ein signifikanter
Zusammenhang der Expression von TGF-B2 im Stroma (p= 0,012) sowie in den Tumorzellen
(p= 0,04) und der Platinsensibilitidt nachgewiesen werden. Es lag hiufiger eine Platinsensibili-
tdt des Tumors vor, wenn TGF-f2 sowohl in den CAF als auch in den Tumorzellen exprimiert

wurde.

Diese Korrelation steht im Widerspruch zu den bisherigen Studienergebnissen beziiglich des
Einflusses von Mitgliedern der TGF-B-Superfamilie auf das Ansprechen einer platinhaltigen
Chemotherapie beim EOC. So zeigte sich in der Studie von Li et al. 2009 ein Zusammenhang
zwischen dem Signaltransduktionsweg von TGF-3 und der Entwicklung einer Platinresistenz.
Des Weiteren wird vermutet, dass die TGF-B-induzierte Transformation von Epithelgewebe
in Mesenchymgewebe zu einer aberranten Struktur in der EZM fiihrt (Chang u. a. 2007) und
diese wiederum moglicherweise einen Einfluss auf die Entstehung einer Chemoresistenz hat

(Hazlehurst et al. 2001).

Es wurde in den bisherigen Studien zwar nicht explizit der Einfluss von TGF-f2 auf die Ent-
stehung der Platinresistenz analysiert, aber da sich zusétzlich in den multivariaten Analysen

der aktuellen Studie keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben durch die Expression
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von TGF-B2 zeigte und sich sogar ein positiver Trend fiir das OS und PFS bei fehlender Ex-
pression von TGF-B2 abzeichnete, ist der Zusammenhang zwischen der Expression des Pro-
teins und der Platinsensibilitdt als nicht gesichert anzusehen. Es sollten weitere Analysen

durchgefiihrt werden, um die Ergebnisse als verldsslich ansehen zu konnen.

Der Transkriptionsfaktor KLF4 ist an der Aufrechterhaltung der DNA-Stabilitidt durch Modu-
lation verschiedener Reparaturprozesse beteiligt (EI-Karim u. a. 2013). Er besitzt somit Be-

deutung fiir die Regulation von Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Zellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde KLF4 in den Tumorzellen (98,6%) etwas hiufiger expri-
miert als in den CAF (91,8%). Ein Zusammenhang mit einzelnen klinisch-pathologischen
Variablen oder dem Uberleben konnte fiir die Expression des Proteins beim EOC im Rahmen

dieser Arbeit nicht ermittelt werden.

Hinsichtlich der Expression von KLF4 beim fortgeschrittenen EOC konnte bereits eine ver-
minderte Expression des Proteins im Epithelgewebe im Vergleich zu gesunden Gewebe fest-

gestellt werden (Yoon and Roh 2012).

Des Weiteren wurde in einigen Publikationen ein tumorsuppressiver Effekt von KLF4 bei
dem EOC (Zohre et al. 2014) sowie weiteren verschiedenen malignen Erkrankungen (Zhang
et al. 2012; Ji et al. 2014; Yang and Zheng 2012; Liu et al. 2013; Nagata et al. 2014) be-

schrieben.

Als ein moglicher Mechanismus der tumorsupressiven Funktion von KLF wurde die Inhibie-
rung der TGF-B-vermittelten Transformation von Epithelgewebe in Mesenchymgewebe iden-

tifiziert (Chen et al. 2014).

Demnach widersprechen die Ergebnisse der vorliegenden Studie den bisherigen Erkenntnis-
sen beziiglich der Bedeutung der Expression von KLF4 fiir das EOC. Die Expression zeigte
sich im Rahmen dieser Studie deutlich hdufiger sowohl in den Tumor- als auch in den Stro-
mazellen als es zu erwarten gewesen ware. Zumindest in den Tumorzellen hétte gemall den
Ergebnissen Yoon und Roh 2012 eine geringere Expression von KLF4 erkennbar sein sollen.
Zudem wire, gemil3 den bisherigen Studienergebnissen, eine Assoziation zwischen einer
niedrigen Expression des Proteins und einem fortgeschrittenen Tumorstadium sowie ggf. eine
Assoziation zwischen der Expression von KLF4 und einem lingeren Uberleben zu erwarten
gewesen. Letztendlich muss eine falsch positive Reaktion als mogliche Ursache der unerwar-

teten Ergebnisse hier in Betracht gezogen werden.
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Beziiglich der Expression von ST6GALNACS ergaben die Analysen, dass das Protein etwa
gleich hiufig in den CAF und Tumorzellen (56,9% und 59,9%) exprimiert wurde. Eine im-
munhistochemische Reaktion war jedoch am deutlichsten in den Lymphozyten Endothelzel-
len und Makrophagen zu beobachten (90,1%). Die Expression des Proteins in den Tumorzel-
len korrelierte mit einem guten Differenzierungsgrad (p= 0,021) und dem Vorliegen einer
Platinresistenz (p=0,019). Sowohl in den multi- als auch in den univariaten Analysen zum

Uberleben zeigte sich kein signifikanter Einfluss durch die Expression von ST6GALNACS.

Die bisherigen Erkenntnisse zu STOGALNACS beschrianken sich auf die Bedeutung fiir die
Entstehung von Hirnmetastasen beim Mammakarzinoms (Bos et al. 2009) und des Kolonkar-

zinoms (Stremitzer et al. 2015).

Die Bedeutung der Expression im Gewebe des EOC wurde bisher nicht untersucht. Die Er-
gebnisse dieser Studie stehen mit dem Stellenwert der Expression des Proteins beim Mamma-
karzinom nur teilweise im Einklang. Gemal3 Cazet et al. 2010 ist die vermehrte Expression
des Proteins an der Zelloberfliche von Mammakarzinomzellen mit einer hohen Tumoragres-
sivitdit und Tendenz zur Progression verbunden, wohingegen die aktuellen Ergebnisse nur
durch die Bedeutung fiir die Platinresistenz ggf. auf eine hohere Tumoraggressivitit schlieen
lassen. Im Widerspruch hierzu muss die Korrelation der Expression von STOGALNACS mit

einem guten histologischen Differenzierungsgrad des EOC gesehen werden.

Die Expression der untersuchten Marker im Stroma des EOC scheinen, mit Ausnahme von
AKRI1C1 und GALNT3, keinen relevanten Stellenwert fiir die Prognose des EOC zu besitzen.
Dadurch, dass jedoch in dem vorliegenden Patientenkollektiv {iberwiegend fortgeschrittenen
Tumorstadien vorlagen, ist eine Aussage beziiglich der Relevanz der Expression der Proteine
im Stroma fiir die Prognose nur eingeschrankt mdglich. Es ist nicht auszuschlieBen, dass ihre
Bedeutung in Friihstadien des EOC einen hoheren Stellenwert besitzt als die vorliegenden

Ergebnisse zeigen.

Auf der anderen Seite liegt ein homogenes, relativ grofles Patientenkollektiv vor, welches
nach den aktuellen Standards behandelt wurde. Die Ergebnisse sind somit zumindest fiir das
fortgeschrittene EOC als repriasentativ anzusehen. Die bisher publizierten Studien zeigen, dass
das Stroma eine wichtige Rolle in der Progression verschiedener Tumoren spielt. Die prog-
nostische Bedeutung des Stromas beim EOC ist jedoch zum gegenwértigen Zeitpunkt noch

nicht abschlieBend geklért. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einen teils vielversprechenden
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Ansatz fiir die stromale Expression von AKR1C1, GALNT3 und TGF-B2, diese sollten je-

doch beziiglich ihrer klinischen Relevanz weiter untersucht werden.

Die Ergebnisse deuten im Kontext der bisherigen Erkenntnisse daraufhin, dass dem Stroma
des EOC ebenfalls eine relevante prognostische Bedeutung zukommt. Es bleiben jedoch ak-
tuell die relevanten Verdnderungen der Proteinexpression in den CAF insgesamt noch unzu-
reichend geklért. Die Funktion der Stromafibroblasten beim EOC sollte in weiteren Untersu-

chungen noch umfassender analysiert werden.
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6 Zusammenfassung

Im malignen Tumorgewebe finden Interaktionen zwischen den Tumorzellen und den umge-
benden Stroma statt, die die Invasion und Progression des Tumors begiinstigen kénnen. Das
tumorassoziierte Stroma besitzt somit Bedeutung fiir die Krankheitsprognose, das Ansprechen

einer Therapie und stellt einen Angriffspunkt fiir die Behandlung von malignen Tumoren dar.

Die Bedeutung von Veridnderungen der Proteinexpression in den karzinomassoziierten Fib-
roblasten (CAF) des epithelialen Ovarialkarzinoms (EOC) und deren Bedeutung fiir die Prog-
nose wurde, im Vergleich zu der Bedeutung des Stromas bei anderen Tumorentitéiten, bisher
nur wenig analysiert. Es gibt jedoch in der Literatur zahlreiche Hinweise, dass neben der
Stromaproportion und dem Zellreichtum des Stromas auch die CAF des EOC von Bedeutung

fiir die Tumorgenese und somit auch fiir die Prognose sind.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gewebeproben von epithelialen Ovarialkarzino-
men lagen in Form von TMA vor und stammten von Teilnehmerinnen der AGO-11t-Histo-
Studie. Insgesamt standen Gewebeproben von 441 Patientinnen und ihre zugehdrigen kli-
nisch-pathologischen Informationen (Alter, ECOG, Ursprung des Tumors, Histologie, Tu-
mordifferenzierung, FIGO-Stadium, postoperativer Tumorrest, Platinsensibilitdt und Thera-
pieschema) zur Verfiigung. Anhand der Gewebeproben wurde die Stromamorphologie beim
EOC systematisch charakterisiert und die Expression von den Kandidatenproteinen
(AKRI1CI1, AKRIC2, GALNT3, GATA3, KLF-4, ST6GALNACS, TGF-B2) quantifiziert.
Anschlieend wurden die klinisch-pathologischen Variablen, die Stromacharakteristika und
die Expression der Kandidatenproteine beziiglich ihres Einflusses auf das Gesamtiiberleben

(OS) und progressionsfreie Uberleben (PFS) des EOC analysiert.

Zum Nachweis und zur Quantifizierung der Kandidatenproteine wurde die immunhistochemi-
sche Féarbung verwendet. Hierbei kamen die Avidin-Biotin-Enzymkomplex-Methode und
Polymerkonjugat-Methode zum Einsatz. In der anschlieBenden mikroskopischen Auswertung
der Gewebeproben wurde die Expression der Kandidatenproteine in den CAF, Epithelzellen
und weiteren stromalen Komponenten wie Lymphozyten, Makrophagen und Endothelzellen
beurteilt. Zusitzlich erfolgte die Beurteilung des prozentualen Stromaanteils, des Zellreich-
tums des Stromas sowie des lymphozytiren Infiltrates. Die auf diese Weise erhobenen Daten
wurden mit den klinisch-pathologischen Variablen korreliert und ein moglicher Einfluss der

Expression der Proteine auf das PFS und OS analysiert.
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Beziiglich der Stromacharakteristika zeigte sich in der Auswertung, dass in der Mehrzahl der
untersuchten Gewebeproben eine geringe Stromaproportion vorlag. Auflerdem lag am héu-

figsten ein zellreiches Stroma sowie einméafliges lymphozytéres Infiltrat vor.

Die Analysen ergaben, dass bei einer hohen Stromaproportion und einem zellreichen Stroma
ein negativer Trend flir das PFS besteht. Das Vorliegen eines starken lymphozytdren Infiltrats
hingegen zeigte einen positiven Trend fiir das PFS und war statistisch signifikant mit einem
postoperativen Tumorrest von kleiner 1cm assoziiert (p= 0,03). Wie bereits in der Literatur
beschrieben konnte auch in dieser Arbeit die Korrelation eines zellreichen Stromas mit einem
hoheren FIGO-Stadium sowie dem Vorliegen eines HGSC festgestellt werden. Zusitzlich
konnte die Relevanz einiger bisher bekannter Prognosefaktoren des EOC (der physische Zu-
stand, der histologische Subtyp des HGSC, das FIGO-Stadium, die Platinsensibilitét und Gro-

Be des postoperativen Tumorrestes) fiir das OS und PFS bestétigt werden.

Durch die Analyse der Expression der Markerproteine wurde die stromale Expression von
AKRICI1 und GALNTS3 als prognostisch unabhéngiger Faktor fiir das PFS identifiziert. Eine
fehlende Expression von AKR1C1 war mit einem signifikant kiirzeren PFS assoziiert (HR: 2;
p=0,036), wohingegen die fehlende GALNT3-Expression im Stroma einen positiven Einfluss
auf das PFS zeigte (HR: 0,61; p= 0,043). In den Analysen zum OS wurden ebenfalls die kli-
nisch-pathologischen Variablen als unabhéngige prognostische Faktoren identifiziert, die Ex-

pression der untersuchten Proteine zeigte jedoch keine prognostische Relevanz fiir das OS.

Der positive Einfluss der Studienmedikation (Carboplatin+ Paclitaxel+ Bevacizumab) auf die
Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit (60% vs. 50% nach 36 Monaten, p= 0,014), welcher
bereits im Rahmen der ICON 7-Studie ermittelt wurde, konnte in den durchgefiihrten Analy-

sen bestétigt werden.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde erstmals an einem grof8en Kollektiv die prognostische
Bedeutung des Stromas beim EOC untersucht. Die Ergebnisse bestétigten zum Teil die in der
Literatur bereits beschriebenen Zusammenhénge. Es konnte sowohl die Relevanz der etablier-
ten Prognosefaktoren des EOC als auch der Vorteil der erginzenden Therapie mit Bevacizu-
mab fiir das OS und PFS bestitigt werden. AuBBerdem bestétigte sich die Assoziation zwi-
schen dem FIGO-Stadium und des Zellreichtums des Stromas mit dem histolgischen Subtyp
des HGSC. Zusitzlich gelang der Nachweis, dass die stromale Expression von AKR1C1 und
von GALNT3 prognostisch unabhidngige Faktoren fiir das PFS darstellen. Die Ergebnisse

veranschaulichen, dass dem Stroma des EOC eine relevante prognostische Bedeutung zu-
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kommt, jedoch bleiben aktuell die relevanten Verdanderungen der Proteinexpression in den
CAF noch unzureichend geklért. Es werden kiinftig weitere Studien notwendig sein, um die
Verdnderungen der Proteinexpression in den CAF zu identifizieren und hinsichtlich ihres Ein-

flusses auf den Tumorprogress und somit auf die Prognose zu untersuchen.
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Tabelle 8:  Beschreibung des Patientenkollektivs

n %
Alter (Jahre)
<40 31 7,1
>40- 50 97 22,1
>50- 60 121 27,6
>60- 70 153 34,9
>70 37 8,4
Median= 58
ECOG
0 194 442
1 213 48,5
2 32 7,3
Ursprung des Tumors
Ovar 397 90,4
Eileiter 17 39
primir peritoneal 25 6,5
Histologie
CCC 24 5,5
LGSC 10 2,3
HGSC 367 83,6
endometrioid 10 2,3
SBOT 15 34
andere 13 3
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n %

FIGO- Stadium

I- TTA 34 7,7

B/ 1IC 32 7,3

A 16 3,6

1B 22 5

c 263 59,9

1/ v 72 16,4

Differenzierung

gut 20 4,6

méssig 115 26,3

wenig 303 69,2

Postoperativer Tumorrest

<lcm 340 77,8

>/=1cm 97 22,2

Hohes Progressionsrisiko*

ja 70 15,9

nein 369 84,1

FIGO- Stadium und postop.Tumorrest| < lcm >/=1lcm <lem >/=1cm

I- TIA 32 2 94,1 5,9

B/ 11C 30 2 93,7 6,3

A 16 0 100 0

1B 22 0 100 0

c 198 63 75,9 24,1

1/ v 42 30 58,3 41,7

Therapie**

Standard CTX 215 49

Studien CTX 224 51

*  FIGO Stadium IV oder Il und zusdtzlichen postoperativen Tumorrest >/= Icm
**  Standardchemotherapie (6 Zyklen Carboplatin/ Paclitaxel; Studientherapie (Standardchemothe-

rapie+ 5-6 Zyklen Bevacizumab und anschliessende Monotherapie fiir 12 Monate)
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Tabelle 9:  Beschreibung der Stromamorphologie

Stromaproportion

-33% 352 80,2
-66% 47 10,7
>66% 40 9,1
Zellreichtum

zellarm 5 1,2
mittel 94 21,4
zellreich 340 77,5
Stromainfiltration

keines 136 31
maBig 219 49,9
ausgepragt 84 19,1
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Tabelle 10: Beschreibung der Markerexpression™®

Marker Expression in Expression in Expression in anderen
Stromazellen Tumorzellen Kompartimenten
n % n % n %

AKRIC1

negativ 19 4,3 8 1,9 8 1,9

positiv 420 95,7 431 98,1 431 98,1

schwach 50 11,3 7 1,7

méaBig 106 24,1 28 6,4

stark 264 60,3 395 90,1

AKR1C2

negativ 28 6,4 101 23 29 6,7

positiv 411 93,6 338 77 410 93,3

schwach 32 7,2 21 4.8

miBig 55 12,6 101 23

stark 324 73,7 216 49,2

GALNT3

negativ 47 10,8 50 11,3 18 4,2

positiv 391 89,2 359 88,7 421 95,8

schwach 37 8,5 5 1,2

miBig 104 23,8 106 24,1

stark 249 56,8 278 63,4

GATA3

negativ 67 15,2 49 11,2 36 8,3

positiv 372 84,8 390 88,8 403 91,7
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Marker Expression in Expression in Expression in anderen
Stromazellen Tumorzellen Kompartimenten

schwach 58 13,3 8 1,9

maBig 136 31 96 21,9

stark 178 40,5 286 65,1

KLF4

negativ 38 8,7 6 1,4 2 0,5

positiv 401 91,3 433 98,6 437 99,5

schwach 64 14,6 6 1,4

miBig 180 41 66 15

stark 156 35,6 361 82,2

ST6GALNACS

negativ 189 43,1 176 40,1 43 9,9

positiv 250 56,9 263 59,9 396 90,1

schwach 79 18,1 18 4

méaBig 111 25,2 99 22,5

stark 60 13,6 146 33,3

TGF-32

negativ 129 29,4 132 30,1 96 21,9

positiv 310 70,6 307 69,9 343 78,1
n % n %

schwach 112 25,4 23 5,2

miBig 120 27,3 207 47,1

stark 78 17,9 77 17,6

*

schwach= 2-4 Pkt., mdfig= 5-6 Pkt., stark= 7-8 Pkt.)

Die Expression wurde anhand des Allred-Scores beurteilt: (negativ= 0 Pkt.; positiv= 2-8 Pkt.,
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Tabelle 11: Assoziation der Markerexpression in Stromafibroblasten und Tumorzellen

Marker Kendall-Korrelationskoeffizient p-Wert
AKRI1C1 0,3844 < 0,001
AKR1C2 0,4708 < 0,001
GALNT3 0,5313 <0,001
GATA3 0,573 <0,001
KLF4 0,3401 <0,001
ST6GALNACS 0,6955 <0,001
TGF-B2 0,4462 < 0,001

Korrelationskoeffizient: 0,25- 0,55= schwach; 0,5-0,75= moderat, 0,75- <I= stark; 1,0= perfekt
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Tabelle 12: Korrelation der Stromamorphlologie mit klinisch-pathologischen Parametern
Variable Stromaproportion n (%) | Stromazellreichtum n ( %)  Stromainfiltrat n ( %)
-33% | -66% |>66% | p- | zell- mittel zell- | p- | Kein [gering| deut- | p-
Wert | arm reich | Wert lich | Wert
Alter
-40 21 3 3 10592 0 3 27 10,072 10 17 3 10,166
(6,8) | (7.3) | (8,6) 0) |33 8.2 (7,6) | (8) | (3,7
>40- 50 72 8 5 1 18 74 23 44 26
(23,4)((19,5) 1 (14,3) (20) |(19,8)((22,4) (17,4)](20,8) | (32,1)
>50- 60 80 17 9 2 17 96 35 55 25
(26) |(41,5)1 (25,7 (40) |(18,7)[(29,1) (26,5)1(25,9) | (30,9)
>60- 70 107 11 14 2 39 110 50 80 20
(34,7)| (26,8) | (40) (40) |(42,9)((33,3) (37,9)|(37,7) | (24,7)
>70 28 2 4 0 14 23 14 16 7
O.1) | (4.9) | (11,4) 0) (154 (1) (10,6)| (7,6) | (8,6)
Gesamt 308 82 35 4 91 330 132 | 212 | 81
(100) | (100) | (100) (100) | (100) | (100)
ECOG
0 136 | 20 14 10,222| 1 41 145 10,527 | 52 92 42 10,23
(44,2) | (48,8) | (40) (20) |(45,1)((43,9) (39,4)(43,4) | (51,9)
1 146 | 21 16 4 41 162 66 108 | 33
(47,4)|(51,2) | (45,7 (80) |(45.1)((49,1) (50) 1(50,9) |(40,8)
2 26 0 5 0 9 23 14 12 6
@4 | (0) [(143) 0 09 O (10,6)| (5.7) | (7.4)
Tumorursprung
Ovar 284 | 34 32 10,008 5 84 | 295 | 0,7 | 120 | 191 73 | 0,58
(92,2)1(82,9) | (89,4) (100) (92,3) (89,4) (90,9) | (90,1) [ (90,1)
Eileiter 15 1 0 0 4 13 3 9 5
49 | 24| O 0 @4 3G9 (2,3) | (4.3) | (6,2)
Prim. 9 6 3 0 3 22 9 12 3
peritoneal | (2,9) [(14,6) | (8,6) ©) | (33 (6,7 ©,8) | (5,7 | 3,7




84 Anhang
Variable Stromaproportion n (%) | Stromazellreichtum n ( %) Stromainfiltrat n ( %)
-33% -66% |>66% | p- | zell- mittel zell- | p- | Kein [gering| deut- | p-
Wert | arm reich | Wert lich | Wert
Histologie
cccC 12 3 3 0,35 3 9 10 [0,001| 9 10 3 0,7
(3,9) | (7.3) | (8,6) 60) 1 99 3 6,8) | (4,7) (3,7
LGSC 5 2 2 0 2 7 3 5 1
(L,6) (4,9 | (5.7 0 | (22| @201 (23)(24) (1.2
HGSC 266 | 34 29 0 77 | 283 107 | 181 71
(86,4)|(82,9) | (82,9) (0) (84,6) (85.8) (81,1) |(85,4) | (87.6)
endo 10 0 0 0 0 10 4 4 2
(33| O | (0 © | O | 3 (GB.1) | (1.9) | (2,5)
SBOT 6 0 1 1 2 10 5 8 0
2 | 0 |27 (20) | (2.2) | (3,3) (3,8) | 3.8) | (0)
andere 9 2 0 1 1 10 4 4 4
29 49 | (O (20) | (LD | (3) 3) (1,9 | (49
FIGO- Stadium
I-ITIA 26 1 2 0,58 3 3 28 10,007 10 12 12 | 0,13
84 (24) | (5.7 (60) | (3.3) | (85) (7,6) | (5,7) |(14,8)
IIB- IIC 24 3 2 0 6 25 10 18 3
(7,8) | (7.3) | (5,7) 0) | (6,6) | (7.6) (7,58)| (8,5) | (3,7)
ITA 9 3 0 1 4 8 7 4 2
(2,9) 44) | (0) (20) | 44) | 24 (5,3) | (1,9) | (2,5
1B 17 3 0 0 4 18 5 12 5
(5,5) | (7,3) | (0) 0 | 44 | (5.5 (3.8) | (5.7) | (6,2)
1Ic 183(5| 24 24 1 61 195 73 136 | 47
9,4) |(58,5)](68,6) (20) | (67) [(59.1) (55,3)1(64,2) | (58)
1/ v 49 7 7 0 13 56 27 30 12
(15,9) | (17.1) | (20) ) |(14,3)| (17) (20,5)((14,2) | (14,8)
Differenzierung
gut 8 2 2 0,10 1 4 13 | 0,01 6 12 0 0,19
(2,6) | (4,9) (5,79 (200 | 44 | (4,6) | (5,7) | (0)
mafig 74 10 15 0 17 93 36 56 18
(24,1) | (24,4) | (42,9) 0) |(18,7)/(28,3) (27,3) 1(26,5) | (22.,2)
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Variable Stromaproportion n (%) | Stromazellreichtum n ( %) Stromainfiltrat n ( %)
-33% -66% |>66% | p- | zell- mittel zell- | p- | Kein [gering| deut- | p-
Wert | arm reich | Wert lich | Wert
wenig 225 29 18 4 70 223 90 143 63
(73,3) [ (70,7) | (51,4) (80) |(76,9)|(67,8) (68,2) |(67,8) | (77.8)
postop.Tumorrest
<lcm 247 30 26 | 0,49 4 66 260 | 0,39 | 98 159 72 | 0,03
(80,5)((73,2) | (76,5) (80) [(72,5)((79,3) (74,2) | (75,7) | (88,9)
>=]cm 60 11 8 1 25 68 34 51 9
(19,5) [ (26,8) | (23,5) (20) [(27,5)((20,7) (25,8)1(24.3) | (11,1)
Platinsensibilitat*
nein 183 23 18 | 0,63 5 49 194 | 0,11 | 82 116 50 | 0,32
(59,4)|(56,1) | (51,4) (100) [(53,9) |(58.,8) (62,1)|(54,7)|(61,7)
ja 125 18 17 0 42 136 50 96 31
(40,6) | (43,9) | (48,6) (46,2) | (41,2) (37,9) | (45,3) | (38,3)

*

therapie (Carboplatin/ Paclitaxel)

Platinsensibilitit: Tumorprogress nach friihestens 6 Monaten nach Abschluss der letzten Chemo-
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Tabelle 13: Korrelation der Markerexpression mit klinisch-pathologischen Parametern

Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten

Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
AKRI1C1
Alter 0,514 0,182 0,199
<40 30 0 28 2 30 0

(7.4) ©7 | @9 (7.2) A
>40-50 87 6 91 2 &9 (50)

(21,5) | (33,3) (21,9) (25) (21,3) 0
>50-60 111 3 115 0 115 3

(274) | (16,7) (27,6) (27,6) (37.5)
>60-70 142 7 146 3 147 |

G5 | (38,9 G5 | (37,5 G331 (125
=70 35 2 36 1 36

86 | (11,1 ®7) | (12,5) (8,6)
ECOG 0,928 0,894 0,654
0 176 9 181 4 183 3

(43.5) (50) (43.5) (50) (43.9) (37.5)
1 199 8 204 3 202 5

(49,1) | (444 (49) (37,5) (48.,4) (62,5)
2 30 1 31(87,5) 1 32 0

(74) | (50 12,5) (7.7)
Tumorursprung 0,17 1 0,166
Ovar 367 16 376 8 378 6

(90,6) | (88,9) (90,4) (100) (90,7) (75)
Eileiter 15 2 17 0 16 1

(3.7 | dLD (4.1) 3.8) (12,5)
Prim. peritoneal 23 0 23 0 23 1

(5,7) (5.5) (5.5) (12,5)
Histologie 0,278 0,27 0,178
CCC 21 1 21 1 22 0

(5,2) (5,6) (5,1 (12,5) (5,3)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs.| Wert| im Tumor pos. vs. | Wert, anderen stromalen  Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
LGSC 9 0 8 1 9 0
(2,2) (1,9) (12,5) (2,2)
HGSC 343 14 352 6 353 6
34,7 | (77.8) (84,6) (75) (84,7) (75)
endo 1 9 10 0 9 1
(2,2) (5,6) 2.4 (2,2) (12,5)
SBOT 13 0 13 0 13 0
(3,2) 3,1 (3,1
andere 10 2 12 0 11 1
(2,5) (11,1) (2,9) (2,6) (12,5)
FIGO-Stadium 0,992 0,224 0,772
I-ITA 33 1 34 0 34 0
(8,2) (5,6) (3,2) (3,2)
IIB-1IC 30 1 31 0 31 0
(7,4 (5,6) (7,59) (7,4)
IITA 13 0 12 1 13 0
(3,2) (2,9) (12,5) 3,1
I11B 20 1 22 0 22 0
(4,9) (5,6) (5,3) (5,3)
IIIC 243 12 248 7 250 6
(60) (66,7) (59,6) (87,5) (60) (75)
I/ 1v 66 3 69 0 67 2
(16,3) (16,7) (16,6) (16,1) (25)
Differenzierung 0,786 0,78 1
gut 18 0 18 0 18 0
(4.,5) (4,3) 4,3)
maBig 105 5 107 3 108 2
(26) (27,8) (25,8) (37,5) (26) (25)
wenig 281 13 290 5 290 6
(69,6) | (72,2) (69.,9) (62,5) (69,7) (75)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
postop. Tumorrest (), 138 1 0,67 8
<lcm 311 17 323 6 323 7
(77.2) | (94.4) (78) (75) (77.8) | (87.5)
> lem 92 1 91 2 92 1
(22,8) | (5.0) (22) (25) (22,2) | (125
Platinsensibilitt 0,229 1 0,485
ja 166 10 242 5 176 1
(50) (55,6) (58,2) (62,5) (42,2) (12,5)
nein 239 8 174 3 241 6
%59) (44,4) (41,8) (37,5) (57,8) (75)
AKR1C2
Alter 0,511 0,352 0,507
<40 28 2 25 5 29 1
(7.1) (7.4) (7,7) (5,2) (7.4) (3.6
> 40-50 9 82 63 28 82 9
33,3) | (20,9 (19,4) (28,9) (20,9) (32,1)
> 50-60 109 5 88 26 108 6
27,8) | (18,5 (27,2) (26,8) (27,5) 21,4)
> 60-70 139 10(37,4) 119 31 139 11
(35,5) 36,7 32) 354 (39,3)
>70 34 1 29 7 35 1
(8,7) (3,7 €)) (7,2) (8,9) (3.,6)
ECOG 0,424 0,613 0,16
0 166 15 136 46 165 16
(42,3) | (55,7 (42) 47.4) (42) (57,1
1 195 11 162 45 196 12
(49,7) | (40,7) (50) (46.,4) (49,9) (42,9)
2 31 1 26 6 32 0
(7.9 | 37 (®) (6,2) 8,1
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
Tumorursprung 0,308 0,874 0,702
Ovar 354 25 291 89 355 25
(90,3) | (92,6) (89,8) (91,8) (90,3) (89.3)
Eileiter 15 2 14 3 15 2
38 | T4 (4.3) (3.1 (3.8) (7,1)
Prim. peritoneal 23 0 19 5 23 1
(5,9) (5,9) (5,2) (5,9) (3.6)
Histologie 0,789 0,638 0,587
CCC 20 0 14 6 21 0
(5,1 4.3) (6,2) (5,3)
LGSC 8 1 7 2 8 1
) (3,7 (2,2) 2.0 ) (3,6
HGSC 331 24 277 80 330 26
84,4 | (88,9) (85,5) (82,5) (84) (92,9)
endo 10 0 8 2 10 0
(2,6) (2,5 2.0 (2,5
SBOT 12 1 11 2 12 1
(3.1 (3,7 (3.4 2.0 (3.1 (3.,6)
andere 11 1 7 5 12 0
(2,8) (3,7 (2,2) (5,2) 3.1
FIGO-Stadium 0,451 0,790 0,875
I-ITA 28 3 24 7 30 2
(7. | AL (7.4) (7,2) (7,6) (7,1)
[IB-1IC 27 3 24 6 28 2
(6,9 | (1LI) (7.4) (6,2) (7.1) (7,1)
IIIA 13 0 11 2 13 0
(3,3) (3,2) 2.1 (3,3)
111B 18 3 15 7 20 2
(4.6) | (1LD) (4,6) (7,22) (5,1 (7,1)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
1IcC 241 14 194 62 236 19
(61,5) | (51.9) (39.9) | (63.9) (60,1) | (67.9)
1 v 65 4 56 13 66 3
(16,6) | (14,8 17,3) (13,4 (16,8) (10,7)
Differenzierung 0,7 0,754 0,32
gut 16 2 14 4 16 2
“nH 74 (4.3) (4.1) (4.1) (7,1)
méaBig 103 6 81 28 105 4
(26,3) | (22,2) (25,1 (28,9) (26,8) (14,3)
wenig 272 19 228 65 271 22
(69,6) | (70.4) (70,6) (67) 69,1) | (78,6)
postop.Tumorrest 0,014 0,192 0,359
<lcm 298 26 245 80 302 24
(76,4) | (96,3) (76,1) (82,5) (77,2) (85,7)
> lem 92 1 77 17 &9 4
(23,60 | (3.7 (23,9 | (7.5 (22,8) (14,3)
Platinsensibilitit 0,846 0,404 0,434
ja 165 12 133 45 163 14
42,1) | (444 (41,1) (46,4) (41,5) (50)
nein 227 15 191 52 230 14
(58) (55,6) %59) (53,6) (58,5) (50)
GALNT3
Alter 0,348 0,038 0,078
<40 29 1 29 1 30 0
(7.7 | @217) (7.7) 2,1 (7.4)
> 40-50 80 13 79 14 86 7
(21.2) | (283) e2)) (29,2) (212) | (389
> 50-60 107 9 110 6 115 1
(28,3) | (19.6) (29.3) | (12,5 (28,3) (5.6)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs.| Wert| im Tumor pos. vs. | Wert, anderen stromalen  Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
> 60-70 130 19 126 23 140 9
(34,4) (41,3) (33,5) (47,9) (43,5) (50)
> 70 32 4 32 4 35 1
(8,5) (8,7) (8,5) (8,3) (8,6) (5,6)
ECOG 0,073 0,883 1
0 161 24 163 22 177 8
(42,6) (52,2) (43,4) (45,8) (43,6) (44,4)
1 191 16 185 22 198 9
(34.8) | (348) (49.2) | (458) (48.8) (50)
2 26 6 28 4 31 1
(6,9) (13) (7,5) (8,3) (7,6) (5,6)
Tumorursprung 0,567 0,417 0,155
Ovar 340 43 339 44 367 16
(90) (93,95) (90,2) 91,7) (90,4) (88,9)
Eileiter 15 2 14 3 15 2
4) (4,4) (3,7) (6,3) (3,7) (1L1)
Prim. peritoneal 23 1 13 1 24 0
(6,1) (2,2) (6,1) (20,1) (5,9)
Histologie 0,807 0,331 0,829
CCC 20(5,3) 2 20 2 21 1
(4,4) (5,3) (4,17) (5,2) (5,6)
LGSC 8 1 8 1 9 0
(2,1) (2,2) (2,1) (2,1) (2,2)
HGSC 318 40 318 40 342 16
(84,1) (87) (84,6) (83,3) (84,2) (88,9)
endo 8 2 7 2 9 1
(2,1) (4,4) (1,9) (6,3) (2,1) (5,6)
SBOT 13 0 11 2 13 0
(3,5) (0) (2,9) (4.2) (3,2)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
andere 11 1 12 0 12 0
29 | 22 (3.2) 3)
FIGO-Stadium 0,766 0,937 0,162
I-ITA 30 4 29 5 30 4
(7.9 | @7 (7,7) (10,4) (7.4) (22,2)
IIB-1IC 28 2 28 2 30 0
(74) | 44 (7.5) (4.2) (7.4)
1A 11 2 12 1 12 1
(2,9 (4.4) (3.2) 2,1 3) (5,6)
1B 21 1 20 2 22 0
(5.0 | (22 (5.3) (4.2) (5.4)
aic 225 31 226 30 246 10
(59.5) | (59.5) (60,1) | (62.5) (60,6) | (55,6)
o v 63 6 61 8 66 3
aen | (13) (16,2) | (16,7 (16,3) (16,7)
Differenzierung 0,364 0,459 0,19
gut 18 0 17 1 18 0
(4.8) (0) 4.5) 2.0 (4.4)
méaBig 98 12 100 10 108 2
(26) (26,1) (26,7) (20,8) (26,7) (11,1)
wenig 261 34 258 37 279 16
(69.2) | (73.9) (68,8) | (77.1) (68,9) (88,9)
postop. Tumorrest 0,136 0,859 0,145
<lcm 289 40 291 38 312 17
(76,9) 8&7) (77,8) (79,1) (77,2) %94,4)
> lem 87 6 83 37 92 1
23,1 | (13) (222 | (7.1 (22,8) (5,6)
Platinsensibilitt 0,649 1 0,822
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
ja 158 21 159 20 172 7
54,4 | (457 (42,3) 41,7 (42,4) (83.,9)
nein 220 25 217 28 234 11
(38.2) | (54.4) (7.7 | (383) (57.6) | (6L1)
GATA3
Alter
<40 26 4 28 2 28 2
(73) | (63) (75 | (43) 73) | 57
> 40-50 79 12 82 9 85 6
(22,2) | (18,8) (22) (19,2) (22,1) 17,1
> 50-60 96 18 99 16 101 13
27 (28,1) (26,5) 34) (26,3) 37,1
> 60-70 123 26 130 19 136 13
(34,6) | (40,6) (34,8) (40,4) (35,3) (73,1)
>70 32 4 35 1 35 1
(€)) (6,3) 9.4 2.1 (CHY) (2,9)
ECOG 0,014 0,105 0,115
0 148 35 158 26 162 21
41,6) | (54,7 (42,3) (55,3) (42,1) (60)
1 184 21 189 16 192 13
LD | (32,8) (50,5) 344 (49,9) 37,1)
2 24 8 27 5 31 1
6,7) | (12,5 (7,2) (10,6) 8,1 (2,9)
Tumorursprung 0,341 0,772 0,754
Ovar 318 61 336 44 346 33
(89,3) | (95,3) (89,8) (93,6) (89,9) (94,3)
Eileiter 16 1 16 1 16 1
45 | (Lo (4.3) 2,1 (4.2) (2,9)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
prim. peritoneal 22 2 22 2 23 1
(6,2) (3.1 (5,9) (4.3) (6) (2,9)
Histologie 0,162 0,646 0,416
CCC 20 1 20 1 21 0
(5.0 | (L6 (5.4) 2,1 (5.5)
LGSC 6 2 8 1 7 1
@7 1 G 2.1 2,1 (1,8) 2,9)
HGSC 298 59 315 42 324 33
(83,7) | (92,1) (84,2) (89,4) (84,2) (94,3)
endo 8 2 8 2 9 1
23) | GD 2. (4.3) (2,3) 2,9)
SBOT 12 0 11 1 12 0
(2,3) (0) (2,9) 2,1 (€RY
andere 12 0 12 0 12 0
(3.4 (0) (3,2) (3.1
FIGO-Stadium 0,889 0,776 0,645
I-ITA 28 4 29 3 30 2
(7,9) (6,3) (7.8) (6,4) (7.8) (5,7)
[IB-1IC 24 6 28 3 27 3
6,7 | (94 (7,5) (6,4) (7 (8,6)
1A 12 1 12 1 13 0
(3.4 (1,6) (3,2) (2,1) (3.4
1B 18 4 21 1 21 1
(5.1) | (6,25 (5,6) 2.1 (5,5) (2,9)
1aic 214 40 221 33 229 25
(60,1) | (62,5) (59,1) (70,2) (59,5) (71,4)
v 60 9 63 6 65 4
(16,9 | (14.1) (16,8) (12,8) (16,9) (11,4)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
Differenzierung 0,787 0,385 0,772
gut 16 2 16 2 17 1
CRIV N ERY (4.3) (4.3) (4.4) 2,9
mafig 93 15 100 8 100 8
(26,2) | (234 (26,8) a7 (26) (22,9)
wenig 246 47 257 37 267 26
(69,3) | (73.4) (68,9) | (78,7) (69,5) | (74.3)
postop.Tumorrest 0,469 0,69 1
<lcm 273 53 289 38 299 27
(76,9) | (84,1) 77,7) (80,9) (78,1) (77,1)
> lem 82 10 83 9 84 8
(23,1) | (159 (68,9) | (19,1 (21,9) (22,9)
Platinsensibilitit 0,211 0,092 0,372
ja 154 22 162 14 164 12
43,3) | (344 (43,3) (29,8) (42,6) (34,3)
nein 202 42 212 33 221 23
(56,7) | (65,6) (56,7) (70,2) 57,4 (65,7)
KLF4
Alter 0,841 0,279 0,175
<40 27 3 30 0 30 0
(7 8.1 (7.1) (7,1)
> 40-50 83 10 90 3 91 1
(2L,5) 27 21,4) (50) (21,6) (50)
> 50-60 109 8 117 0 117 0
(28,2) | (2L,6) (27,9) (27.,8)
> 60-70 137 12 148 2 150 0
(354 | (324 (35.2) (33.3) (35,6)
>70 31 4 35 1 33 1
(®) (10,8) (8.3) (16,7) (7.8) (50)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
ECOG 0,496 0,446 0,328
0 167 18 181 4 183 2
(43,2) | (48,7 (43,1 (66,7) (43.5) (100)
1 189 18 207 2 206 0
(48,8) | (48,7 (49.3) (33.3) (48.,9)
2 31 1 31 0 32 0
(®) 2.7 (7.6) (7.6)
Tumorursprung 0,757 0,098 1
Ovar 350 34 381 4 380 2
(90,4) | (91,9 (90,7) (66,7) (90,3) (100)
Eileiter 15 2 16 1 17 0
39 | G (3.8) (16,7) 4
prim. peritoneal 22 1 23 1 24 0
&7 @D (5.5) (16,7) (5,7)
Histologie 0,56 1 1
CCC 19 3 22 0 22 0
49 | @D (5.2) (5.2)
LGSC 8 1 9 0 9 0
@0 | (27 (2,1 (2,1)
HGSC 328 30 354 6 355 2
(84,6) | (8L,1) (84,3) (100) (84,3) (100)
endo 8 2 10 0 10 0
@D | G4 (2.4) (2.4)
SBOT 13 0 13 0 13 0
(3.4) (3.1 (3.1
andere 11 1 12 0 12 0
2.8 | @D (2.9 (2,6)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
FIGO-Stadium 0,505 0,728 0,632
I-ITA 30 4 33 1 34 0
(7.8) | (10,8) (7.9) (16,7) 8,1)
IIB-1IC 25 5 30 0 30 0
(6,5) | (13,5 (7.1) (7,1)
IIIA 12 1 13 0 13 0
@D | @D (3.1 (€RY
1B 18 3 22 0 22 0
@7 | @D (5.2) (5.2)
1Ic 239 19 255 3 254 1
(61,8) | (51.4) (60,7) (50) (60,3) (50)
o v 63 5 67 2 68 1
(16,3) | (13,5 (16) (33.3) (16,2) (50)
Differenzierung 0,865 0,284 0,643
gut 17 1 18 0 18 0
4.4) 2,7) 4.3) 4.3)
méaBig 100 9 110 0 109 0
259) | (24,3) (26,2) (26)
wenig 269 27 291 6 298 2
(69,7) (73) (69,5) (100) (69,7) (100)
postop. Tumorrest 0,687 0,613 0,404
<lcm 298(77,4 30 326 4 328 1
) L1 (78) (66,7) (78,3) (50)
> 1lcm 87 7 92 2 91 1
(22,6) | (18,9) (22) (33,3) 2L7) (50)
Platinsensibilitit 1 0,41 1
ja 163(42,1 16 176 4 177 1
) (43,2) (41,9) | (66,7) (42) (50)
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Anhang

Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
nein 224(57,9 21 244 2 244 1
) (56,8) (38,1) | (33.3) (58) (50)
ST6GALNACS
Alter 0,479 0,599 0,11
<40 21 9 22 8 29 1
@7 | 49 (8,6) 4.7) (7,6) (2,4)
> 40-50 48 45 53 40 84 9
(19,8) | (24,6) (20,8) 234 (21,9) 21,4)
> 50-60 65 52 71 46 108 9
(26,9 | (284 (27,8) (26,9) (28,2) 21,4)
> 60-70 87 61 87 62 133 15
(36) (33,3) (34,1) (36,3) 34,7 35,7
>70 21 16 22 15 29 8
(8,7) (8,7) (8,6) (8,8) (7,6) 19,1
ECOG 0,120 0,277 0,933
0 98 88 104 82 169 17
(40,5) | (48,1) (40,8) (48) (44,1) (40,5)
1 121 86 129 79 185 22
(50) 47 (50,6) (46,2) (48,3) (52,4
2 23 9 22 10 29 3
9,5) (4.9) (8,6) (5,9) (7,6) (7,1)
Tumorursprung 1 0,149 0,565
Ovar 219 166 236 149 348 37
90,5 | (90,7) (92,6) (87,1) (90,9) (88,1)
Eileiter 10 |7 7 10 14 3
41 3.8 (2,8) (5,9) (3,7 (7,1)
prim. peritoneal 13 10 12 12 21 2
(5.4) 5.5) 4.7 (7 (5.5) (4.8)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten

Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
Histologie 0,453 0,344 0,6
CCC 10 12 12 10 18 4

4D | (6,6 4.7 (5,6) 4.7) 9,5)
LGSC 6 3 7 2 8 1

25 | (Lo (2.8) (1,8) 2,1 (2,4)
HGSC 208 | 151(82,5) 214 146 325 34

(86) (83.9) | (854) (84,9) 81
endo 4 6 5 5 9 1

@7 1 G3 ) (2,9) (2,6) (2,4)
SBOT 9 4 11 2 13 0

@7 @D (4.3) (1,2) (3.4)
andere 5 7 6 6 10 2

@D | 38 (2.4) (3.5) (2,6) (4.8)
FIGO-Stadium 0,251 0,72 0,65
I-ITA 19 15 20 14 29 5

(7,6) (8,2) (7.8) (8,2) (7,6) (11,9)
[IB-1IC 16 14 19 11 28 2

(6,6) (7,7) (7,5) (6,4) (7,3) (4.8)
ITA 5 8 6 7 11 2

2.1 (4.4) 2.4 4.1 (2,9) (4.8)
1B 11 11 12 10 19 2

(4.6) | (6.0 4.7) (5.9) ) (4.8)
1aic 144 | 114(62,3) 152 106 232 26

(60) (59,6) (62) (60,6) (61,9)
v 47 21 46 23 64 4

19,4) | (1L,5) (18) (13,5) (16,79 9,5
Differenzierung 0,097 0,021 0,33
gut 13 5 16 2 18 0

(5.:4) (2,8) (6,3) (1,2) 4.7)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
méiBig 69 40 68 41 99 10
(28,5) (22) (26,7) (24,1) (25,9) (23,8)
wenig 160 | 137(75,3) 171 127 265 32
(66,1) (67,1) (74,7) (69.,4) (76,2)
postop. Tumorrest 0,3 56 0, 173 0,223
<lcm 183 | 146(80,2) 192 138 293 36
(75,9) (75,6) | (81.2) (76,9) | (85,7)
> lcm 58 36 62 32 88 6
24,1) | (19,8) 244) (18,8) (23,1 (14,3)
Platinsensibilitéit 0,551 0,019 0,425
ja 144 1103(56,3) 95 84 163 15
(59,5) (373) | (49,1 (42,6) (35,7)
nein 98 80 160 87 220 27
(40,5 | (43,7 (62,6) (50,9) 57,4 (64,3)
TGF-132
Alter 0,686 0,328 0,485
<40 22 8 18 12 21 9
(7.3) | (64 (6,1) 9.4) (6,3) 9.7
> 40-50 63 29 65 28 74 18
@D | (232 (219) | (21.9) 224) | (194)
> 50-60 77 39 76 39 86 30
(25,7) | (3L2) (25,6) (30,5) (26) (32,3)
> 60-70 111 39 108 42 119 30
371 | G2 (36.4) | (32.9) (36) (32,3)
>70 29 10 30 7 31 6
©) ®) (10,1) (5.5) 9.4) (6,5)
ECOG 0,028 0,750 0,971
0 130 56 130 55 145 39
(43,3) (44) (43,8) (43) (43,8) (41,9)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs.| Wert| im Tumor pos. vs. | Wert, anderen stromalen  Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
1 141 67 143 65 161 47
47) (53,6) (48,2) (50,8) (48,6) (50,5)
2 29 3 24 8 25 7
9.7 (2,4) (8.1) (6,3) (7,6) (7,5)
Tumorursprung 0,965 0,834 0,884
Ovar 272 112 267 117 299 84
(90,7) (89,6) (89,9) (91,4) (90,3) (90,3)
Eileiter 12 5 13 4 14 3
4) 4) (4,4) (3,1 (4,2) (3,2)
prim. peritoneal 16 8 17 7 18 6
(5,3) (6,4) (5,7) (5,5) (5:4) (6,5)
Histologie 0,219 0,540 0,419
CCC 12 10 13 9 14 8
“4) ) (4,4) (7 (4,2) (8,6)
LGSC 8 1 5 4 6 3
(2,7) (0,8) (1,7) (3,1 (1,8) (3,2)
HGSC 253 |106(84,8) 256 103 281 77
(84,3) (86,2) (80,5) (84,9) (82,8)
endo 6 4 7 3 8 2
(2) (3.2) (24) (2,3) (2,4) (2,2)
SBOT 11 2 7 6 12 1
(3,7) (1,6) (24) 4,7) (3,6) (L,1)
andere 10 2 9 3 10 2
(3,2) (1,6) (3) (2,3) (3) (2,2)
FIGO-Stadium 0,251 0,86 0,941
I-1TIA 19 15 22 11 26 8
(6,3) (12) (7.4) (8,6) (7,9) (8,6)
IIB-1IC 23 7 20 11 22 8
(7,7) (5,6) (6,7) (8,6) (6,7) (8,6)
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Variable Markerexpression| p- | Markerexpression = p- Markerexpressionin p-
im Stroma pos. vs. Wert im Tumor pos.vs. Wert anderen stromalen Wert
neg neg Kompartimenten
Positiv | Negativ Positiv | Negativ Positiv | Negativ
IIIA 8 5 10 3 10 3
2,7) 4) (3.4) (2,3) 3) (3.2)
111B 18 4 15 7 17 5
(6) (3.2) (.1 (5,5) (5,1) (5.4)
1IcC 179 78 178 79 200 57
(59,7) | (62,4) (59.,9) (61,7) (60,4) (61,3)
1 v 53 16 52 17 56 12
17,7y | (12,8) (17.5) (13.3) (16,9) (12,9)
Differenzierung 0,03 0,177 0.953
gut 13 5 9 9 14 4
(4.4) 4 3) (7 (4.2) (4.3)
méaBig 88 21 78 32 84 25
29,4) | (16,8) (26,4) (25) (25.5) (26,9)
wenig 198 99 209 87 232 64
(66,2) | (79.2) (70,6) (68) (70,3) | (68.8)
postop. Tumorrest 0,291 0,241 0,149
<lcm 229 | 101(81,5) 226 104 252 77
(76,6) (76,4 | (8L9) (76,4) (83,7)
> lem 70 23 70 23 78 15
23,4 | (18,5 23,7 (18,1) (23,6) (16,3)
Platinsensibilitéit 0,012 0,04 0,057
ja 138 41 135 44 147 31
(46) (32,8) (45,5) 344 (44,4) (33,3)
nein 162 84 162 84 184 62
54) (67,2) (54,6) (65,6) (55,6) (66,7)

Platinsensibilitit: Tumorprogress nach friihestens 6 Monaten nach Abschluss der letzten Chemothe-

rapie (Carboplatin/ Paclitaxel)
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Abbildung3: Univariate Analysen zum OS dargestellt anhand von Kaplan-Meyer-Kurven.

A. Assoziation zwischen Alter und OS

B. OS in Abhdngigkeit vom physischen Zustand (ECOG 0 vs .1/ 2)

C. OS in Abhdngigkeit des FIGO-Stadiums ( I-1IA vs. IIB-1IIB vs. IIIC-1V)

D. OS in Abhdingigkeit des Differenzierungsgrades (gut vs. mdf3ig vs. gering)

E. OS in Abhdngigkeit des postoperativen Tumorrestes (<lcm vs. >/= Icm)

F. OS in Abhdngigkeit vom Ursprungsgewebe des Tumors (Ovar vs. Peritoneum
vs. Eileiter)

G. Einfluss des histologischen Subtyps auf OS

H. OS in Abhdngigkeit vom Vorliegen eines Hoch-Risiko-Tumors

1. OS in Abhdngigkeit der Platinsensibilitdit

J. OS in Abhdngigkeit der Therapieform (Standard vs. Studienmedikation)

K. OS in Abhdngigkeit des Zellreichtums des Stromas (zellarm vs. mittel vs. zell-
reich)

L. OS in Abhdngigkeit der Stromaproportion (<33% vs. -66% vs. >66%)

M. OS in Abhdngigkeit des lymphozytdren Infiltrates (keines vs. mdfig vs. ausgep-
ragt)

N. OS in Abhdingigkeit der Expression von AKRICI (negativ vs. mdfig vs. stark)
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Abbildung4: Univariate Analyse zum PFS dargestellt anhand von Kaplan-Meyer-Kurven

A. Assoziation zwischen Alter und PFS

B. PFS in Abhdngigkeit vom physischen Zustand ( ECOG 0 vs .1/2)

C. PFS in Abhdingigkeit des FIGO-Stadiums ( I- IIA vs. IIB- IIIB vs. IIIC- IV)

D. PFS in Abhdngigkeit des Differenzierungsgrades ( gut vs. mdfig vs. gering)

E. PFS in Abhdngigkeit des postoperativen Tumorrestes (<Icm vs. >/= lcm)

F. PFS in Abhdngigkeit vom Ursprungsgewebe des Tumors (Ovar vs. Peritoneum
vs. Eileiter)

G. Einfluss des histologischen Subtyps auf PFS

H. OS in Abhdngigkeit vom Vorliegen eines Hoch-Risiko-Tumors

1. PFS in Abhdingigkeit der Platinsensibilitdt

J. PFS in Abhdingigkeit der Therapieform (Standard vs. Studienmedikation)

K. PFS in Abhdingigkeit des Zellreichtums des Stromas ( zellarm vs. mittel vs. zell-
reich)

L. PFS in Abhdngigkeit der Stromaproportion ( <33% vs. -66% vs. >66%)
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M. PFS in Abhdngigkeit des lymphozytiren Infiltrates (keines vs. mdfig vs. aus-
gepragt)

N. PFS in Abhdngigkeit der Expression von AKRICI1 im Stroma (negativ vs. mdf3ig
vs. stark)

0. PFS in Abhdngigkeit der Expression von TGF-2 im Stroma (negativ vs. mdf3ig
vs. stark)
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