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1. Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom
1.1.1 Epidemiologie und Prognose

Das Ovarialkarzinom liegt in Deutschland mit einem Anteil von 3,1 % auf dem achten Platz
der haufigsten Malignome und ist nach dem Mammakarzinom die gynakologische Tumo-
rerkrankung mit der hdchsten Mortalitat. Mit einem Anteil von 5 % an allen Krebstodesfal-
len in Deutschland belegt das Ovarialkarzinom den funften Platz aller Krebstodesfalle
(Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutsch-
land e.V., 2023). Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt in Deutschland bei 68 Jah-
ren. Bis zum 85. Lebensjahr steigen die Neuerkrankungen stetig an. Insgesamt nehmen
Erkrankungs- und Sterberaten jahrlich ab. Wéahrend die absolute Zahl der Neuerkrankun-
gen deutlich rucklaufig ist, liegt die absolute Zahl der Sterbefélle in Deutschland seit der
Jahrtausendwende mit nur leicht abnehmender Tendenz bei tiber 5.000. 2020 gab es in
Deutschland 7180 Neuerkrankungen an einem bdsartigen Tumor der Eierstdcke; dies ent-
sprach etwa einer von 74 Frauen. 5265 Frauen starben im selben Jahr an dieser Erkran-
kung. In 73 % der Félle erfolgt die Diagnose erst in einem der fortgeschrittenen Stadien
[l oder IV. In Uber 30 % der Falle liegen zum Diagnosezeitpunkt bereits ein maligner
Pleuraerguss oder Fernmetastasen vor, was einem Stadium IV entspricht. Die spate Di-
agnose bedingt die schlechten Uberlebensaussichten von Patientinnen mit Eierstock-
krebs. Im Stadium 1lI liegt das relative 5-Jahres-Uberleben aktuell bei 42 % und sinkt im
Stadium IV auf 21 %. Uberlebenschancen von 90 % bestehen bei einer frihen Diagnose
der Erkrankung im Stadium | (Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologi-

schen Krebsregister in Deutschland e.V., 2023).

Global befindet sich das Ovarialkarzinom auf Platz 7 der haufigsten Malignome und ist
die 8. haufigste Krebstodesursache. 2020 wurden weltweit 313.959 Neuerkrankungen
und 207.252 durch das Ovarialkarzinom bedingte Sterbefélle verzeichnet. Die Mortalitat
des Ovarialkarzinoms ist in Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen am hochs-
ten, wahrend Lander mit hohem Einkommen abhangig vom soziodkonomischen Status
die héchsten Inzidenzen haben. Seit 1980 lasst sich auch global ein Rickgang der Neu-

erkrankungs- und Sterberaten feststellen. Bei jungen Frauen unter 40 Jahren zeigten sich



jedoch zuletzt steigende Inzidenzen des Ovarialkarzinoms (Gaona-Luviano et al., 2020;
Huang et al., 2022).

1.1.2 Klassifikation und Ausbreitung

Alle malignen epithelialen und nicht-epithelialen Ovarialtumore, Borderline-Tumore sowie
Tuben- und Peritonealkarzinome werden nach der TNM-Klassifikation der Union for Inter-
national Cancer Control (UICC) klassifiziert, die in der 2017 aktualisierten 8. Auflage vor-
liegt (UICC, 2017). Entsprechend der Ausdehnung des Primartumors (T), des Lymphkno-
tenbefalls (N) und der Fernmetastasierung (M) werden die Tumore einem Schweregrad
zugeordnet. Die Klassifikation der Fédération Internationale de Gynécologie et
d’Obstétrique (FIGO) wurde 2014 nach tber 25 Jahren angepasst und wird fir die syste-
matische Einteilung gynékologischer Tumoren verwendet (Meinhold-Heerlein et al.,
2015). Stadium | beschreibt ein auf die Ovarien oder Tuben limitiertes Tumorgeschehen,
wobei das Stadium IC je nach Auftreten einer Kapselruptur und Zellnachweis auf der Tu-
moroberflache oder in der Spulzytologie in die Kategorien IC1 bis IC3 untergliedert ist.
Stadium Il umfasst einen Befall des Beckens inklusive eines priméren peritonealen Kar-
zinoms. Im Vergleich zur Klassifikation von 1988 existiert nun kein Stadium [IC mehr. Im
Stadium 11l liegt eine peritoneale Ausbreitung Uber das Becken hinaus und/oder eine Be-
teiligung retroperitonealer Lymphknoten vor. Das Stadium IllIA weist entsprechend des
Vorliegens retroperitonealer Lymphknotenmetastasen oder der mikroskopischen Ausbrei-
tung jenseits des Beckens zusatzliche Unterkategorien auf. Neben der makroskopisch
extrapelvinen Ausbreitung beinhaltet das Stadium IlIC auch eine Beteiligung der Leber-
oder Milzkapsel. Im Stadium IV liegen schlie3lich Fernmetastasen au3erhalb des Abdo-
mens vor. In der 2014 aktualisierten FIGO-Klassifikation existiert zudem ein Stadium IVA,
welches Pleuraerglsse mit positiver Spulzytologie beschreibt. TNM- und FIGO-Klassifi-

kation sind zueinander konkordant (Tab. 1).



Tab. 1: TNM und FIGO Klassifikation der Tumoren des Ovars, der Tube und des primaren
peritonealen Karzinoms entsprechend des Leitlinienprogramms Onkologie 2022. Die
Klassifikation ist fur alle malignen epithelialen und nicht-epithelialen Tumore des Ovars,
der Tube und des primaren peritonealen Karzinoms gultig.

TNM FIGO Definition

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt fiir einen Tumor

T1 | Tumor begrenzt auf Ovarien oder Tuben

Tla IA Tumor auf ein Ovar oder eine Tube begrenzt (Kapsel oder Se-
rosa intakt), kein Tumor auf der Oberflache des Ovars oder der
Tube; keine malignen Zellen im Aszites oder in der Peritone-
alspulung

Tlb B Tumor auf beide Ovarien oder Tuben begrenzt (Kapsel oder Se-
rosa intakt), kein Tumor auf der Oberflache der beiden Ovarien
oder Tuben; keine malignen Zellen im Aszites oder in der Peri-
tonealspilung

Tlc IC Tumor begrenzt auf ein(e) oder beide Ovar(ien) oder Tube(n) mit
einem der nachfolgenden Punkte:

Tlcl IC1 iatrogene Kapsel- oder Serosaruptur

T1lc2 IC2 Kapsel- oder Serosaruptur praoperativ oder Tumor auf Ovar-
oder Tubenoberfldche

T1lc3 IC3 maligne Zellen im Aszites oder in der Peritonealspilung

T2 Il Tumor beféllt ein(e) oder beide Ovar(ien) oder Tube(n) mit zyto-
logisch oder histologisch nachgewiesener Ausbreitung ins kleine
Becken oder primares Peritonealkarzinom

T2a A Ausbreitung und/oder Implantate auf Uterus und/oder Tube(n)
und/oder Ovarien

T2b IIB Ausbreitung auf andere Strukturen im kleinen Becken

T3 und /oder N1 | IlI Tumor beféllt ein(e) oder beide Ovar(ien) oder Tube(n) oder pri-
mares Karzinom des Peritoneums mit zytologisch oder histolo-
gisch nachgewiesener Ausbreitung auf das Peritoneum aul3er-
halb des kleinen Beckens und/oder retroperitoneale Lymphkno-
tenmetastasen

N1 Nur retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

Nla AL Lymphknotenmetastasen < 10 mm

N1b AL Lymphknotenmetastasen > 10 mm

T3ajedes N A2 mikroskopische Ausbreitung auf das Peritoneum jenseits des
kleinen Beckens mit oder ohne retroperitoneale Lymphknoten-
metastasen

T3b jedes N B makroskopische Ausbreitung auf das Peritoneum jenseits des
kleinen Beckens, 2 cm oder weniger in grofdter Ausdehnung, mit
oder ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

T3c jedes N lc makroskopische Ausbreitung auf das Peritoneum jenseits des
kleinen Beckens, mehr als 2 cm in grof3ter Ausdehnung, ein-
schlie3lich Tumorausbreitung auf die Leber- und Milzkapsel, mit
oder ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

M1 1\ Fernmetastasen (aul3er peritonealer Metastasen)

Mla IVA Pleuraerguss mit positiver Zytologie

M1b VB Parenchymale Metastasen der Leber und/oder der Milz, Meta-
stasen in auBerhalb des Abdomens gelegenen Organen (ein-
schlief3lich inguinaler Lymphknotenmetastasen und/oder ande-
rer auBerhalb des Abdomens gelegener Lymphknotenmetasta-
sen)
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Histopathologisch werden die tubo-ovariellen Tumore nach der 2020 aktualisierten Klas-
sifikation der WHO charakterisiert (WHO Classification of Tumours Editorial Board, 2020).
Bei Uber 90 % der tubaren, ovariellen und peritonealen Malignome handelt es sich um
epitheliale Tumore (Meinhold-Heerlein et., 2015). Die heterogenen Ovarialkarzinome wer-
den verschiedenen histologischen Subtypen zugeordnet, die sich neben der Morphologie
auch pathogenetische und molekulare Eigenschaften differenzieren. Den gr63ten Antell
der Ovarialkarzinome machen mit 75 % die high-grade serdsen Karzinome aus. Weniger
als 5 % der Ovarialkarzinome sind low-grade ser6s, jeweils 10 % sind endometrioid oder

klarzellig und 3 % sind muzinds (Prat, 2012).

Entsprechend ihrer Differenzierung werden sergse Karzinome einem Grading von 1 (low-
grade seroses Ovarialkarzinom, LGSOC) oder 3 (high-grade serdses Ovarialkarzinom,
HGSOC) zugeordnet. LGSOCs und HGSOCs unterscheiden sich hinsichtlich ihres Ent-
stehungsortes. Die gut differenzierten LGSOCs entwickeln sich aus Borderline-Tumoren
oder benignen Vorstufen und sind mit Mutationen der Gene KRAS/BRAF, PIK3CA,
CTNNB1 und PPP2R1A assoziiert (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022). HGSOCs sind
schlecht differenziert und entwickeln sich tber Vorlauferlasionen in den Tuben, soge-
nannte serdse tubare intraepitheliale Karzinome (STIC) (vergleiche Kapitel 1.1.3). Eine
hohe Proliferationsrate, genetische Instabilitédt und das durch Mutationen veranderte Tu-
morsuppressorgen TP53 bedingen das sehr aggressive Wachstum dieser Tumorart. (Ko-
bel et al., 2008; McCluggage et al., 2015). Auch bei Tragerinnen einer Mutation im BReast
CAncer (BRCA) Gen sind HGSOCs der am haufigsten vorkommende Subtyp (Webb und
Jordan, 2017).

Muzindse Karzinome weisen ebenfalls KRAS- oder BRAF-Mutationen auf. Sie werden oft
in einem frihen Stadium diagnostiziert und operiert. Eine einheitliche Tumorgraduierung

gibt es nicht.

Endometrioide und klarzellige Karzinome kdnnen mit einer Endometriose assoziiert sein
(siehe Kapitel 1.1.3). Fur endometrioide Karzinome gibt es ein dreistufiges Grading. Klar-
zellige Karzinome werden immer als high-grade klassifiziert. Beide Subtypen sind mit
ARID1A-Mutationen assoziiert. (WHO Classification of Tumours Editorial Board, 2020).
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Weitere seltene epitheliale Tumorentitaten sind das (meist erst in fortgeschrittenen
Stadien diagnostizierte) undifferenzierte Karzinom, der maligne Brennertumor vom
Transitionalzelltyp, das Karzinosarkom sowie das 2020 in der WHO-Klassifikation

erstmals berucksichtigte Karzinom mesonephrischer Differenzierung.

Borderline-Tumoren machen 10 - 20 % aller malignen Tumore des Ovars aus. Aufgrund
der Moglichkeit einer Mikroinvasion und einer Absiedelung von Implantaten ohne destru-
ierendes Wachstum liegt ihre Dignitat zwischen der Dignitat von benignen Lasionen und
malignen Karzinomen. Prinzipiell kénnen sie bei jedem epithelialen Subtyp vorkommen;
zu 95 % liegt eine serése oder muzindse Histologie vor. Die Diagnose erfolgt meist in
frihen Stadien. Mit einem 5-Jahresuberleben von 95 % haben Borderline-Tumore eine
deutlich bessere Prognose als invasive Karzinome (du Bois et al., 2013). Gemal3 aktueller
WHO-KIlassifikation markieren atypische Epithelzellproliferationen von tber 10 % bei
seroser oder muzindser Histologie differentialdiagnostisch die Grenze zwischen einem
Zystadenom und einem Borderline-Tumor (WHO Classification of Tumours Editorial
Board, 2020).

Die nicht-epithelialen Neoplasien des Ovars umfassen neben den Keimzelltumore und
den Keimstrang-Stromatumoren mit dem Granulosazelltumor als haufigstem Subtyp auch
mesenchymale Tumoren, gutartige tumoréahnliche Lasionen wie Zysten sowie Metastasen
anderer Tumorentitaten (Singh, 2022; WHO Classification of Tumours Editorial Board,
2020).

1.1.3 Pathogenese und Risikofaktoren

Die genaue Entstehung des Ovarialkarzinoms ist bisher nicht abschliel3end geklart. Nach
der ,Incessant Ovulation Theory“ (Fathalla, 1971) kann eine bis zur Menopause ununter-
brochene Ovulation durch eine zyklische Schadigung des ovariellen Oberflachenepithels
Uber andauernde Entztindungsprozesse und Verdanderungen der DNA zur Karzinoment-
stehung fihren. Tatsachlich haben sich Faktoren, die die Anzahl an Ovulationen reduzie-
ren, als protektiv fir die Entstehung eines Ovarialkarzinoms erwiesen. So fuihren die Ein-

nahme oraler Kontrazeptiva, eine lange Stillzeit und Multiparitat zu einer Risikoreduktion,
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wahrend Infertilitat und Nulliparitat das Risiko erhéhen. Der Einfluss eines langen hormon-
aktiven Zeitraums durch eine frihe Menarche und eine spate Menopause wird kontrovers

diskutiert (Momenimovahed et al., 2019).

Limitationen der “Incessant Ovulation Theory” fihrten dazu, die Rolle von Hormonen bei
der Entstehung des Ovarialkarzinoms naher zu betrachten. Zum einen wurden mit hypo-
physaren Gonadotropinen verbundene Zelltransformationen des ovariellen Oberfla-
chenepithels beobachtet (Choi et al., 2002; Saad et al., 2010). Zum anderen diskutierte
man im Rahmen der Ovarialkarzinomgenese die protektive Rolle von Progesteron gegen-
Uber einem erhdhten Level an Androgenen als Risikofaktor (Risch, 1998). In diesem Kon-
text wurde auch eine Assoziation zwischen dem Polyzystischen Ovarialsyndrom und dem
Auftreten von Ovarialkarzinomen beschrieben (Schildkraut et al., 1996), die jedoch strittig
ist. Ebenso gibt es keinen Hinweis auf eine Korrelation zwischen ovariellen Zysten bezie-

hungsweise Fibromen und Ovarialkarzinomen (Webb und Jordan, 2017).

In dem urspriinglich 2004 von Kurman und Shih entwickelten ,Two-Pathway Model®
werden epitheliale  Ovarialkarzinome nach ihrer Histologie sowie ihren
Proliferationseigenschaften und ihrer Pathogenese zwei Gruppen zugeordnet. In dieser
Einteilung umfassen Typ-I-Tumore LGSOCs, Tumore mit einer Histologie vom
endometroiden, klarzelligen, muzinésen und seromuzinésen Typ sowie maligne Brenner-
Tumore. Dem Modell zufolge entstehen Typ-I-Tumore schrittweise aus benignen
Vorlauferlasionen. Sie sind durch ein langsames Wachstum gekennzeichnet und basieren
auf definierten genetischen Verédnderungen. Die Typ-ll-Tumoren beinhalten hingegen
HGSOCs und andere hochmaligne Subtypen (Karzinosarkome und undifferenzierte
Karzinome), die sich ohne gutartige Vorlauferlasionen entwickeln und durch ein
aggressives Wachstum und Mutationen des Tumorsuppressorgens TP53 gekennzeichnet
sind. Uber 75 % der epithelialen Ovarialtumore lassen sich nach dem Modell Typ-I-

Tumoren zuordnen (Kurman und Shih, 2016).

Die dualistische Einteilung der Ovarialkarzinome in Tumore des Typ | und Typ Il wurde
mittlerweile abgelost. Neueren Studien zufolge entstehen HGSOCs nicht aus einer
Transformation des ovariellen Oberflachenepithels, sondern aus den sekretorischen
Zellen des distalen Tubenepithels im Bereich der Fimbrien und des Infundibulums
(Kroeger und Drapkin, 2017; Lee et al., 2007). Untersuchungen der distalen Tuben bei
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BRCA-Mutationstragerinnen nach bilateraler Salpingo-Oophorektomie untermauern die
Rolle von STICs als Vorlauferlasionen von serésen Karzinomen. Wie bei den HGSOCs
wurden bei den tubaren Vorstufen TP53-Mutationen verbunden mit hohen Mitoseindizes
und genomischer Instabilitdt nachgewiesen. Diese Erkenntnis hat dazu gefihrt, dass bei
prophylaktischer Salpingo-Oophorektomie aufgrund einer vermuteten BRCA-Mutation
das Operationspraparat nach dem SEE-FIM Protokoll (Sectioning and Extensively
Examining the FIMbriated End of Fallopian Tube) aufgearbeitet wird (Medeiros et al.,
2006).

Der bedeutendste Risikofaktor fiir die Entstehung eines Ovarialkarzinoms ist die Genetik.
Bei bis zu einem Viertel der an einem epithelialen Ovarialkarzinom erkrankten Patientin-
nen liegt nach neuesten Forschungsergebnissen ein hereditéares Ovarialkarzinom vor (Sa-
muel et al., 2022). Ein junges Erkrankungsalter und eine familiare Haufung von Brust- und
Eierstockkrebs kénnen Hinweise auf eine erbliche Krebserkrankung sein. In mindestens
2/3 der Falle finden sich Keimbahnmutationen in den Tumorsuppressorgenen BRCA1 und
BRCAZ2 (Toss et al., 2015), welche autosomal-dominant vererbt werden. Diese Gene co-
dieren fur DNA-Reparaturproteine, die im Rahmen der homologen Rekombination Dop-
pelstrangbriiche der DNA durch einen Abgleich mit dem komplementéren Strang des
Schwesterchromatids beheben. Das Lebenszeitrisiko, an einem Ovarialkarzinom zu er-
kranken, betragt bei einer BRCA1-Mutation 40 %, bei einer BRCA2-Mutation 18 %. Dar-
Uber hinaus gibt es seltener betroffene Risikogene wie CHECK2, RAD51 B/C/D, BRIP1,
PALB2 und ATM, deren Genprodukte fiir die Reparatur von Doppelstrangbrtichen bedeut-
sam sind. In mutierter Form kénnen sie eine homologe Rekombinationsdefizienz bedin-
gen (Samuel et al., 2022; Toss et al., 2015).

Durch eine prophylaktische bilaterale Salpingo-Oophorektomie bei Patientinnen mit Mu-
tationen von BRCA1 oder BRCA2 kann das Risiko, an einem Tuben- oder Ovarialkarzi-
nom zu erkranken, um mindestens 80 % gesenkt werden (Finch et al., 2006). Aufgrund
des Nachweises epithelialer Karzinomvorstufen in den Tuben werden auch alleinige bila-
terale Salpingektomie als prophylaktische MalRnahme durchgefiihrt. Diese gehen mit ei-
ner Risikoreduktion von 35-50 % einher (Falconer et al., 2015). Auch eine sterilisierende
Tubenligatur senkt das Ovarialkarzinomrisiko fir alle histologischen Subtypen aufl3er flr

muzindse Karzinome deutlich (Cibula et al., 2011).



14

Das hereditare nicht-polypdse kolorektale Karzinom, bei nachgewiesener Keimbahnmu-
tation auch bekannt als Lynch-Syndrom, verursacht weitere 10-15 % der erblichen Ovari-
alkarzinome (Lynch et al., 2009). Zugrunde liegen Mutationen von DNA-Mismatch-Repa-
raturgenen, die bei Einzelstrangbrichen involviert sind. Es handelt sich um die haufigste
Form von familidrem Darmkrebs, die mit einem auf etwa 8 % erh6hten Lebenszeitrisiko,
an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, einhergeht. Im Gegensatz zu sporadischen Ova-
rialkarzinomen werden mit dem Lynch-Syndrom assoziierte Ovarialkarzinome in der Re-
gel in frihen Stadien diagnostiziert und haben eine nicht-serése Histologie (Nakamura et
al., 2014).

Endometriose, eine chronische multifaktorielle gynakologische Erkrankung, stellt einen
Risikofaktor fur das Auftreten von endometroiden und klarzelligen Ovarialkarzinomen dar.
Bisher ist nicht geklart, ob eine Mutation im normotopen Endometrium ursachlich fir die
Migration und Invasivitat entarteter Zellen ist, oder ob Endometriumzellen zunéchst durch
retrograde Menstruation zu den Ovarien gelangen und dort durch genetische Verande-

rungen zur Krebsentstehung fihren (Pavone und Lyttle, 2015).

Inflammatorisches Geschehen kann zur Tumorgenese beitragen. Die Tatsache, dass sich
die Einnahme von antiphlogistischen nicht-steroidalen Antirheumatika protektiv auf die
Entstehung eines Ovarialkarzinoms auspragt, bestétigt diese Theorie. Insbesondere die
tagliche Einnahme von Aspirin in niedriger Dosierung reduziert das Risiko, an einem Ova-
rialkarzinom zu erkranken (Trabert et al., 2014). Der Einfluss einer infektionsbedingten
Unterleibsentziindung auf die Entstehung von Ovarialkarzinomen ist nicht eindeutig. Ent-
ztiindungsprozesse im Becken stellen einen geringen Risikofaktor fiir serése Ovarialkar-
zinome dar. Fur andere histologische Subtypen wurden bisher keine Assoziationen ge-

funden (Rasmussen et al., 2017).

Neben dem Alter als demographischem Risikofaktor besteht auch eine Korrelation zwi-
schen dem Lebensstil und dem Auftreten von Ovarialkarzinomen. Héhere Inzidenzen sind
nach aktuellen global durchgefuhrten Studien mit Nikotin- und Alkoholkonsum, korperli-
cher Inaktivitat, Ubergewicht und weiteren kardiovaskularen Risikofaktoren wie Hyperto-
nie, Diabetes und Fettstoffwechselstorungen assoziiert (Huang et al., 2022). Ein stark er-
héhter BMI einhergehend mit einem héheren Grad an Adipositas fiihrt zu einem grof3eren
Risikoeffekt (Liu et al., 2015) Umweltfaktoren, Lebensstil und metabolischen Faktoren
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konnten die Korrelation zwischen einem hohen soziodkonomischen Status und Ovarial-

karzinomen und die weltweit steigenden Inzidenzen bei jungen Frauen erklaren.

Die Exposition mit kanzerogenen Asbestfasern ist ein weiterer Risikofaktor fur die Entste-
hung eines Ovarialkarzinoms. Seit 2016 ist das Ovarialkarzinom neben Lungen- und Kehl-
kopfkrebs als meldepflichtige durch Asbest verursachte Erkrankung aufgefiihrt. Nach wis-
senschaftlichen Erkenntnissen gelangen die Fasern nach inhalativer Aufnahme tber den
Gastrointestinaltrakt in den Bauchraum. Lymphogener und hamatogener Transport, Pe-
netration in serose Korperhohlen sowie eine transvaginale Ubertragung werden diskutiert

(Leitlinienprogramm Onkologie, 2022).

1.1.4 Klinisches Bild und Diagnostik

Das klinische Erscheinungsbild des Ovarialkarzinoms ist durch ein langes symptomfreies
Intervall und durch unspezifische Beschwerden wie Schmerzen im Bereich des Abdo-
mens, Vollegefuhl, Flatulenzen, StuhlunregelmaRigkeiten und eine erhdhte Miktionsfre-
guenz gekennzeichnet (Bankhead et al., 2005). Auch Zyklusstérungen kénnen auftreten.
Vor dem Hintergrund der Mdglichkeit eines epithelialen Tumors sollten uneindeutige
Symptome insbesondere bei Patientinnen mit einem Alter von tber 50 Jahren und oder
bei einer auffalligen Familienanamnese abgeklart werden (Leitlinienprogramm Onkologie,
2022) In weit fortgeschrittenen Stadien kann es zu einer Vermehrung des Bauchumfangs
durch Aszites, einer begleitenden Tumorkachexie und zu respiratorischen Symptomen

aufgrund von Pleuraergissen kommen (Berek et al., 2021).

In der Diagnostik des Ovarialkarzinoms hat die Transvaginalsonographie (TVUS) neben
einer ausfuhrlichen Anamnese und einer Spiegel- und Tastuntersuchung aufgrund ihrer
Verfugbarkeit einen hohen Stellenwert (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022). Weitere
bildgebende MalRnahmen wie die Computertomographie, die Magnetresonanztomogra-
phie und die Kombination aus Positronenemissionstomographie und Computertomogra-
phie (PET-CT) dienen bei Verdacht auf fortgeschrittene Tumorstadien dem Staging und
dem Ausschluss von Differenzialdiagnosen. Hier erwies sich das PET-CT als den anderen

Untersuchungsmethoden tberlegen (Nam et al., 2010). Die bildgebende Diagnostik kann
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das operative Staging inklusive maximaler Zytoreduktion mittels Explorationslaparotomie
jedoch nicht ersetzen (Timmerman et al., 2021).

Bisher gibt es keinen Tumormarker, der als zuverlassiger diagnostischer Parameter ge-
nutzt werden kann. Die Bestimmung des Proteins CA-125 (Cancer Antigen 125) im Serum
kann zur Verlaufskontrolle vor Therapiebeginn erfolgen, sollte aber nur in Kombination mit
bildgebenden Verfahren und Klinik gewertet werden (Gupta und Bernardini, 2018). Im Fall
eines Rezidivs hat eine fruhzeitige Therapie basierend auf einem alleinigen CA-125-An-
stieg keinen Benefit hinsichtlich Uberleben und Lebensqualitat gezeigt (Rustin et al.,
2010). Bei symptomatischen Patientinnen werden in der Rezidivdiagnostik die oben ge-
nannten apparativen Untersuchungsmethoden verwendet. Insbesondere bei Patientinnen
mit erhohtem CA-125 erwies sich das PET-CT als sehr sensitiv (Gu et al., 2009). Weiter-
hin kann die Bestimmung der Tumormarker CEA (Carcinoembryonales Antigen) und CA-
19-9 (Carbohydrate Antigen 19-9) sinnvoll sein, um differentialdiagnostisch zwischen ei-
nem primaren Ovarialkarzinom und Metastasen gastrointestinaler Tumoren zu unter-

scheiden (Timmerman et al., 2021).

1.1.5 Fruherkennung und prognostische Faktoren

Griunde fur die schlechte Prognose des Ovarialkarzinoms sind zum einen lange beschwer-
defreie Intervalle und unspezifische abdominelle Symptome. Zum anderen existiert bisher
kein effektives Friherkennungsprogramm fir bdsartige Ovarialtumore. Die geringe Inzi-
denz des Ovarialkarzinoms stellt zudem eine Herausforderung fur ein allgemeines Scree-
ning der Normalbevélkerung dar (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022). Prospektiv rand-
omisierte Studien, die den TVUS und den Tumormarker CA-125 als mogliche Scree-
ninginstrumente untersuchten, konnten keinen Effekt in Bezug auf eine Mortalitatsreduk-

tion herausfinden (Jacobs et al., 2016).

Die Anwendbarkeit des Tumormarkers CA-125 ist dadurch limitiert, dass er nur bei etwa
80 % der Ovarialkarzinome exprimiert wird. Weiterhin lasst sich das Glykoprotein auch
bei benignen Erkrankungen wie der Endometriose, Entziindungen des Gastrointestinal-

traktes und anderen gynékologischen und nicht-gynakologischen Malignomen nachwei-
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sen. Dies fuhrt in Kombination mit der niedrigen Inzidenz des Ovarialkarzinoms insbeson-
dere bei pramenopausalen Patientinnen zu einer geringen Aussagekraft dieses Markers,
sodass seine Bestimmung individuell abgewogen werden sollte (Briggs et al., 2019; Gupta
und Bernardini, 2018).

Nach dem Konsens der fihrenden internationalen Fachgesellschaften fiir gynakologische
Onkologie bleibt CA-125 trotz mangelnder Spezifitdt der am besten geeignete Biomarker
zur Charakterisierung von Ovarialtumoren. Bei Malignitatsverdacht oder der Differenzie-
rung von primaren Ovarialtumoren und Metastasen kann eine Bestimmung sinnvoll sein

(Timmerman et al., 2021).

Basierend auf dem Tumormarker wurden verschiedene Scores entwickelt. Die Kombina-
tion von CA-125 mit dem Protein HE-4 (Humanes Epididymis Protein 4) aus dem Mdller-
Epithel des weiblichen Genitaltrakt und dem Menopausenstatus im ROMA (Risk of Malig-
nancy Algorithm)-Score zeigte in der klinischen Praxis gegentber CA-125 alleine keinen
Vorteil hinsichtlich der Mortalitat (Moore et al., 2008).

Ebenso sind die Méglichkeiten der TVUS als apparative Screeningmal3nahme einge-
schrankt, wenngleich diese Untersuchung eine wichtige Saule der gynakologisch-onkolo-
gischen Diagnostik darstellt. Der Risk of Malignancy Index (RMI) kombiniert die Sonogra-
phie, den Biomarker CA-125 und den Menopausenstatus und ist aufgrund der Abh&ngig-
keit von CA-125 nur begrenzt anwendbar (Gupta und Bernardini, 2018; Timmerman et al.,
2021). Insbesondere bei Hochrisikopatientinnen zeigte der Risk of Ovarian Cancer Algo-
rithm (ROCA)-Score eine Verbesserung in der Diagnostik von frihen Tumorstadien (Ro-
senthal et al., 2017). Durch Serienmessungen von CA-125 und den Vergleich mit Refe-
renzkurven lasst sich ein individuelles Risiko bestimmen. Der Score konnte jedoch nicht
uneingeschrankt auf Patientinnen mit einer mittleren Risikokonstellation Ubertragen wer-
den (Naumann und Brown, 2018). Die International Ovarian Tumour Analysis Group (I-
OTA) schlagt mehrere Scoring-Systeme zur Differenzierung von benignen und malignen
Ovarialtumoren anhand sonografischer Kriterien vor. Mithilfe der IOTA Simple Rules er-
folgt die Beurteilung der Dignitat eines Adnextumors anhand je finf benigner und maligner
sonografischer Kriterien. Das IOTA Assessment of Different NEoplasias in the adneXa

(ADNEX) System evaluiert neben sechs sonografischen Kriterien das Alter, das behan-
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delnde Zentrum und fakultativ CA-125 als Biomarker. Diese auf Ultraschall basierten di-
agnostischen Modelle sind nach Expertenkonsens den CA-125 assoziierten Scores Uber-

legen (Timmerman et al., 2021).

Bisherige FriiherkennungsmafRnahmen haben sich auch fir Risikopopulationen nicht als
effektiv erwiesen. Bei Verdacht einer krankheitsrelevanten Mutation sollte eine genetische
Testung angeboten werden. Bestatigt sich diese, ist eine prophylaktische bilaterale Sal-
pingo-Oophorektomie die einzige effektive Strategie, um das Risiko fur das Auftreten ei-

nes Ovarialkarzinoms zu senken (van der Velde et al., 2009).

Relevant fur die Prognose des Ovarialkarzinoms sind neben dem Patientinnenalter und
dem Allgemeinzustand das Tumorstadium, der histologische Subtyp und die Differenzie-
rung des Tumors (Grading). Der postoperative Tumorrest ist der bedeutendste und zeit-
gleich auch der einzige beeinflussbare Prognosefaktor. Einflisse der Tumorbiologie und
genetischer Faktoren auf die Prognose sind Gegenstand aktueller Forschung (Leitlinien-

programm Onkologie, 2022).

1.1.6 Therapie

Grundsatzlich besteht die Therapie des Ovarialkarzinoms aus einer Debulking-Operation
mit anschlielender Kombinationschemotherapie und Erhaltungstherapie, wobei Patien-
tinnen mit einem Ovarialkarzinom im Sinne einer hohen Behandlungsqualitat immer eine
Anbindung an spezialisierte gynako-onkologische Zentren erhalten sollten (Leitlinienpro-
gramm Onkologie, 2022; Timmerman et al., 2021). Das operative Staging ist zugleich
diagnostisches Element und die wichtigste Saule der Therapie des Ovarialkarzinoms. Ziel
sind eine maximale Tumorreduktion und die Einschatzung der Tumorausbreitung fir die
Therapieplanung und Prognose. Im Rahmen einer L&ngsschnittlaparotomie wird die ge-
samte Bauchhdhle inspiziert und es werden systematisch Gewebe- und Zellproben des
Peritoneums sowie Biopsien aus auffalligen Bereichen entnommen. Zusétzlich zur beid-
seitigen Adnexexstirpation und Hysterektomie erfolgt die Entfernung des infrakolischen
Omentum majus und die selektive Entnahme der paraaortalen und pelvinen Lymphknoten
beidseits. Bei Auffalligkeiten oder Hinweisen auf einen muzinésen Tumor ist eine Appen-

dektomie indiziert (Berek et al., 2021). Bei jungen Patientinnen ist bei einem einseitigen
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Tumor des FIGO-Stadiums | ein fertilitatserhaltendes Prozedere moglich (Zanetta et al.,
1997). Bei fortgeschrittenen Tumormanifestationen ab Stadium Il ist eine radikale zytore-
duktive Debulking-Operation zentral fir das Erreichen einer maximalen postoperativen
Tumorfreiheit. Hierzu erfolgen abhangig von der Tumorausbreitung zusatzlich eine De-
peritonealisierung aller befallenen Areale, die Entfernung des Omentum minus und eine
En-bloc-Resektion von Uterus, Adnexen und Sigmoid bei Infiltration des Rektosigmoids.
Multiviszeralresektionen des Darms oder anderer Oberbauchorgane sind empfohlen,
wenn dadurch eine Komplettresektion erreicht oder eine Obstruktion beseitigt werden
kann (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022). Nach Ergebnissen der randomisierten AGO
LION Studie fuhrt eine systematische Lymphonodenektomie der pelvinen und paraaorta-
len Lymphknoten beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom zu keinem verbesserten Ge-
samtiberleben, wenn eine makroskopische Tumorfreiheit besteht und die Lymphknoten

klinisch unauffallig sind (Harter et al., 2019)

Ab einem FIGO-Stadium von IA und einem Grading von 2 folgt auf die Operation eine
adjuvante Chemotherapie. Hierbei handelt es sich im Stadium | um eine platinbasierte
Monotherapie Uber sechs Zyklen und ab dem Stadium Il um eine Polychemotherapie mit
Carboplatin AUC 5 und Paclitaxel 175 mg/mz2 tiber 3 h intravends fir insgesamt 6 Zyklen
alle 3 Wochen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022). Ab dem FIGO-Stadium Il erhalten
Patientinnen nach Ansprechen der Chemotherapie zusétzlich eine Erhaltungstherapie mit
Bevacizumab, Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP)-Inhibitoren oder einer Kombination
aus beiden. Der monoklonale Antikdrper Bevacizumab ist gegen den Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) gerichtet und gehdrt zur Gruppe der Angiogenesehemmer. Die
Gabe von Bevacizumab erfolgt parallel zur Chemotherapie und als Erhaltungstherapie fur
maximal 15 Monate und fiihrt zur einer Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens.
Positive Auswirkungen auf das Gesamtiuberleben wurden bei hoher Tumorlast und einer
high-grade serdsen Histologie beobachtet (Perren et al., 2011). PARP-Inhibitoren wie Ola-
parib oder Niraparib greifen in den Prozess der DNA-Reparatur ein und fihren in Tumor-
zellen, in denen die Mechanismen der homologen Rekombination durch Mutationen de-
fekt sind, zu Doppelstrangbriichen und schlief3lich zur Apoptose. Daher eignen sich diese
Substanzen insbesondere flr Malignome, bei denen eine homologe Rekombinationsdefi-

zienz vorliegt, z. B. im Rahmen einer BRCA-Mutation.
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Nach aktueller Evidenz ergibt sich durch eine neoadjuvante Chemotherapie mit einer an-
schlieenden Intervalloperation kein Vorteil. In mehreren umfassenden Studien wurde
eine primare Debulking-Operation, gefolgt von sechs Zyklen carboplatinhaltiger Chemo-
therapie mit drei Zyklen neoadjuvanter Chemotherapie, gefolgt von einer Operation im
Intervall und drei weiteren Chemotherapiezyklen gegentbergestellt. Trotz niedrigerer
postoperativer Mortalitdt und Morbiditat nach neoadjuvanter Therapie unterschied sich
das Gesamtiuberleben in der EORTC-Studie zwischen den beiden Armen nicht (Vergote
et al., 2010). Auch die CHORUS-Studie konnte keine Uberlegenheit der neoadjuvanten
Therapie gegeniber einer primaren Operation herausstellen (Kehoe et al., 2015).

Trotz der existierenden Therapieoptionen liegt die Rezidivrate des Ovarialkarzinoms in
den ersten sechs Monaten nach Primartherapie bei Giber 20 % und nach den ersten sechs
Monaten bei etwa 60 % (Pignata et al., 2017). In fortgeschrittenen Stadien ab FIGO-Sta-
dium Il kommt es in tGber 80 % der Falle zu einer Rezidiverkrankung (Salani et al., 2017).
In der Therapie von Rezidiven wird zwischen Platinresistenz und -sensibilitat unterschie-
den. Diese Unterscheidung hat eine prognostische Relevanz, da mit Beginn einer Platin-
resistenz das Ansprechen unterschiedlicher Chemotherapeutika nur noch sehr einge-
schrankt ist und daher auch nur eine zytostatische Monotherapie mit Topotecan, Paclit-
axel, pegyliertem Doxorubicin oder Gemcitabin (Sehouli et al., 2008) empfohlen wird. So-
fern die Patientinnen noch Bevacizumab-naiv sein sollten, hat sich in dieser Situation
Paclitaxel kombiniert mit Bevacizumab als beste Option herausgestellt (Pujade-Lauraine
et al., 2014). Im Falle eines platinsensitiven Rezidivs ist eine kombinierte Chemotherapie
indiziert (Parmar et al., 2003). Wie in der Primartherapie sollte bei Ansprechen eine Er-
haltungstherapie mit Bevacizumab oder einem PARP-Inhibitor erwogen werden (Leder-
mann et al., 2012). Den Ergebnissen der AGO-OVAR OP.4 (DESKTOP ll)-Studie zufolge
fuhrte eine zytoreduktive Rezidivoperation mit anschlielBender Chemotherapie bei platin-
sensitiven Patientinnen zu einem Uberlebensvorteil. Voraussetzung fiir eine erneute ope-
rative Therapie im Rahmen der Studie war ein positiver AGO-Score, der sich aus folgen-
den pradiktiv giinstigen Faktoren zusammensetzt: Guter Allgemeinzustand ohne Ein-
schrankung der Alltagsaktivitaten, weniger als 500 ml Aszites und einer primaren Kom-
plettresektion (Harter et al., 2021).
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Fur einen therapeutischen Nutzen der hyperthermen intraperitonealen Chemotherapie
existieren zum aktuellen Zeitpunkt keine konsistenten Daten. Daher kann die multimodale
Methode, bei der nach operativer Zytoreduktion die Bauchhdhle mit einem Zytostatikum
gespult wird, aul3erhalb von kontrollierten Studien nicht eingesetzt werden (Fotopoulou et
al., 2018).

1.2 Der biochemische Prozess der Proteinglykosylierung
1.2.1 Grundlagen der Proteinglykosylierung

Die Glykosylierung bezeichnet die Bindung von Zuckerresten oder Sacchariden an Nicht-
Zucker-Molekile und tritt bei 50 % aller Proteine auf. Es handelt sich um eine co- und
posttranslationale Modifikation in der Proteinbiosynthese, die zur strukturellen und funkti-
onellen Diversitat des Proteoms beitragt und die Konformation, Lebensdauer und Stabili-
tat von Proteinen sowie zellulare Interaktionen und Signalwege beeinflusst (Gagneux et
al., 2022). Aus dem Konjugat von Zuckerresten und Polypeptiden entstehen durch O- oder
N-glykosydische Bindungen Glykoproteine. Erfolgt die Peptidbindung der Glykane uber
die Hydroxylgruppe eines Serin- oder Threoninrestes, spricht man von O-Glykosylierung.
Im Rahmen der N-Glykosylierung von Proteinen erfolgt die Saccharidbindung Uber die
Amidgruppe eines Asparaginrestes der Proteinsequenz Asparagin-X-Serin/Threonin, wo-
bei ,X“ jede Aminosaure aulder Prolin sein kann (Varki und Kornfeld, 2022). Eukaryotische
N-Glykane haben eine gemeinsame Kernstruktur bestehend aus zwei N-Acetylglucosa-
min-(GIcNAc) und drei Mannose-Molekilen (MansGIcNAc2Asn). Dariliber hinaus kénnen
die N-Glykane in drei grof3e Untergruppen klassifiziert werden (Abb. 1, A-C). Bei den Oli-
goglykanen, auch als ,High Mannosen“ bezeichnet, erweitern Mannosereste die Kern-
struktur. Komplexe N-Glykane sind durch Ketten definiert, die mit GIcNAc am Grundgerist
beginnen. Die Gruppe der hybriden N-Glykane vereint die beiden Strukturen. Weitere Ver-
zweigungen der komplexen und hybriden N-Glykane bestehen oft aus einer N-Acetyllac-
tosamin (LacNAc)-Sequenz, die sich aus dem einleitenden GIcNAc und einer angelager-
ten Galactose zusammensetzt (GalB1-4GIcNAc). Weiterhin kdnnen die Arme durch die Ad-

dition von der Sialinsaure N-Acetylneuraminsaure oder Fucose erganzt werden (Stanley
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et al., 2022). Die N-Glykosylierung findet in der Zelle zun&achst im endoplasmatischen Re-
tikulum statt, wo an Dolicholpyrophosphat ein Vorlauferglykan aus 14 Monosacchariden
entsteht. Dieses Molekil wird durch den Oligosaccharyltransferase-Enzymkomplex auf
den Asparaginrest eines ebenfalls im endoplasmatischen Retikulum entstehenden Pro-
teins transferiert. Schlie3lich gelangt das Polypeptid in den Golgi-Apparat der Zelle. Dort
entfernen Mannosidasen Mannosereste, wahrend andere Enzyme wie die Glykosyltrans-
ferasen die Saccharidketten verlangern, sodass verschiedene N-Glykane generiert wer-
den. Die Proteinfaltung erfolgt abhangig von der N-Glykosylierung. Zur Qualitatskontrolle
durfen nur korrekt gefaltete Glykoproteine das Endoplasmatische Retikulum verlassen
(Hirata und Kizuka, 2021). Veréanderungen in der Glykosylierung gehen mit pathologi-
schen Prozessen und chronischen Entziindungen einher. Erstmalig beschrieben Meezan
et al. 1969 Unterschiede der Glykoproteine in gesunden Fibroblasten und in durch ein
Virus veranderten Fibroblasten. Krebserkrankungen sind ebenfalls mit einer veranderten
Glykosylierung assoziiert, die sich in einer Uber- oder Unterexpression natirlich vorkom-
mender Glykane auf3ern kann. Im Rahmen einer Neoexpression kénnen auch Glykane
embryonaler Gewebe auftreten. Durch ein verandertes Glykosylierungsprofil sind maligne
Zellen in der Lage, ihre Mikroumgebung hinsichtlich Adhasion, Rezeptoraktivierung und
Zellproliferation zu beeinflussen und begiinstigen so einen invasiven Phanotyp (Hausel-
mann und Borsig, 2014) Ursprung fur Abweichungen in den Verzweigungen der Saccha-
ridketten kann eine veranderte Aktivitat der Glykosyltransferasen und -hydrolasen sein
(Abbott et al., 2008). Die Expression von sogenannten ,Branching Enzymen® der N-Gly-
kosylierung wie Fucosyl- und N-Acetylglucosaminyltransferasen ist bei verschiedenen
Krebserkrankungen inklusive des Ovarialkarzinoms dereguliert (Kizuka und Taniguchi,
2016). Die Charakterisierung und der Nachweis der Glykane erfolgt unter anderem durch
Massenspektrometrie und spezifische monoklonale Antikdrper auf der Basis von Serum-
und Gewebeproben, Aszites und Zelllinien. Als mdgliche Biomarker fur das Ovarialkarzi-
nom wurden verschiedene Glykoproteine wie Ca-125 und HE-4 untersucht. In Serumpro-
ben von Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom wurde eine veranderte N-Glykosylierung
der enthaltenen Akute-Phase-Proteine und Immunglobuline festgestellt (Saldova et al.,
2008). In verschiedenen Studien wurden Gewebeproben von Ovarialkarzinom-Patientin-
nen massenspektrometrisch hinsichtlich ihrer N-Glykosylierung untersucht. Membran-
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Glykoproteine wiesen vermehrt sogenannte ,bisecting“ GICNAc Reste am mittleren Man-
noserest der Kernstruktur auf (Abb. 1, E), die mit einer erhdhten Aktivitat der N-Acetylglu-
cosaminyltransferase GnT-Ill zusammenhangen (Allam et al., 2015). Insgesamt war ne-
ben den ,bisecting“ GIcNAcs auch die Auspragung oligomannosidischer Verzweigungen
sowie sialylierter und fucosylierter Strukturen in den tumorésen Gewebeproben erhoht
(Anugraham et al., 2017; Briggs et al., 2019).
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Abb. 1: Subtypen der N-Glykane

N-Glykane werden entsprechend der Molekile, die an ihre Kernstruktur
(MansGIcNAc2Asn) binden, klassifiziert. (A)-(B) Bei Oligomannosen erweitern typischer-
weise ausschlie3lich Mannoseketten das Grundgertst, wahrend komplexe N-Glykane
Aste haben, die mit GIcNAc beginnen und durch LacNAc (GalB1-4GIcNAc) erweitert wer-
den kénnen. (C) Hybride N-Glykane stellen einen Mischtyp dar. Die Struktur komplexer
und hybrider Glykane kann auf3erdem durch Fucose- oder N-Acetylneuraminsaurereste
erganzt werden. (D) Als eigener Subtyp der N-Glykane bestehen die Paucimannosen aus
zwei GIcNAc-Molekilen, die durch maximal drei Mannosereste und einen optionalen Fu-
coserest erweitert werden (Mani-3GIcNAcz2Fuco-1). (E) ,Bisecting” GIcNAc-Reste setzen

am mittleren Mannoserest der Kernstruktur an.

1.2.2 Paucimannose als Biomarker

Ein bisher wenig erforschtes Glykan von hohem pathomechanischem Potential ist die
Paucimannose. Hierbei handelt es sich um ein kurzkettiges Zuckermolekiil, welches im
Rahmen der posttranslationalen N-Glykosylierung an ein Protein gebunden wird. Es be-
steht aus 2 N-Acetylglucosaminen, 1-3 Mannoseresten sowie einem optionalen Fucose-
rest (Mani-3GIcNAcz2Fuco-1) (Schachter, 2009; Tjondro et al., 2019). Die Paucimannose
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galt lange Zeit als typisches in Pflanzen und Invertebraten wie Drosophilia melanogaster
exprimiertes Glykan (Schachter, 2009). Neuere Erkenntnisse beweisen allerdings die
Existenz paucimannosidischer Epitope in Zellen von Vertebraten. Eine erhdhte Pauci-
mannoseexpression in humanen pankreatischen Stammzellen und murinen neuronalen
Progenitorzellen deutet auf eine Funktion von Paucimannose in der Regulation von Zell-
wachstum und -differenzierung hin (Dahmen et al., 2015; Zipser et al., 2012). Daruber
hinaus wurde das kurzkettige N-Glykan unter pathologischen Bedingungen, darunter ent-
zuindliche Vorgange und maligne proliferative Prozesse, nachgewiesen. Im Sputum von
an Pneumonie erkrankten Personen sezernieren neutrophile Granulozyten Proteine mit
paucimannosidischen Strukturen. Es wird angenommen, dass diese in der neutrophilen
Granula durch B-Hexosaminidasen aus komplexen Glykanen entstehen (Thaysen-Ander-
sen et al., 2015). Im Mausmodell wurde eine Assoziation von Paucimannose mit systemi-
schem Lupus erythematodes nachgewiesen (Hashii et al., 2009). Neben der Hochregu-
lierung in Stammzellpopulationen und unter inflammatorischen Bedingungen existieren
auch deutliche Hinweise fur eine Korrelation zwischen Paucimannosylierung und Tumo-
rerkrankungen. 2012 entwickelten Zipser et al. den monoklonalen Antikérper Mannitou,
der Paucimannose spezifisch bindet. In menschlichen Kolonkarzinomproben wurde im-
munhistochemisch eine deutliche Paucimannose-Expression nachgewiesen. Das mit
Mannitou gefarbte Material prasentierte sich in Form von Granula in Epithelzellen des
Kolonkarzinoms intrazelluléar apikal sowie extrazellular. Ein Microarray verschiedener Tu-
morgewebe inklusive Proben des Ovarialkarzinoms zeigte ebenfalls eine deutliche Man-
nitou-Positivitat.

Chatterjee et al. (2019) untersuchten erstmals systematisch den Zusammenhang zwi-
schen der Paucimannosylierung von Proteinen und verschiedenen Krebserkrankungen
und betonten die Bedeutung von paucimannosidischen Glykanen in Tumorgeweben. Die
Forschungsergebnisse basieren auf N-Glykosylierungsdaten von Zelllinien und Gewebe-
proben, die durch eine Kopplung von Flissigchromatographie und Massenspektrometrie
Uber einen Zeitraum von zehn Jahren gewonnen wurden. Die Studie belegte eine erhéhte
Expression von Paucimannose in verschiedenen malignen Tumoren, einschlief3lich kolo-
rektalem Karzinom, Leberzellkarzinom, Prostatakarzinom, Hirntumoren und verschiede-

nen Leukamiesubtypen im Vergleich zu benignen Kontrollgeweben. Auch mehrere Zellli-
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nien und einzelne Gewebeproben fortgeschrittener Ovarialkarzinome waren mit einer ge-
steigerten Paucimannose-Expression assoziiert. Insbesondere fucosylierte, bi- oder tri-
mannosidische Glykane konnten in den Tumorgeweben identifiziert werden. Im Vergleich
zu Oligomannosen sowie komplexen und hybriden Strukturen war der Anteil von Pauci-

mannose am gesamten N-Glykom der untersuchten Gewebe immer noch niedrig.

Bei Untersuchungen des Glioblastoms wiesen insbesondere sehr aggressive Zelllinien
ein starkes Paucimannose-Signal auf, das mit Prozessen der Tumorgenese wie Prolife-

ration, Invasion, Migration und Adhasion in Zusammenhang stand (Becker et al., 2019).

Dartber hinaus wurde belegt, dass der auf Makrophagen exprimierte Mannoserezeptor
CD206 bevorzugt paucimannosidische Glykane bindet. Liganden dieses Rezeptors wur-
den auf verschiedenen Krebszellen gefunden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Paucimannose an der Interaktion des Immunsystems mit malignen Prozessen beteiligt
ist. (Stavenhagen et al., 2021).

1.3 Fragestellung

HGSOCs stellen den haufigsten histologischen Subtyp von Eierstockkrebs dar und neh-
men aufgrund eines aggressiven Wachstums und einer hohen Mortalitat einen bedeuten-
den Stellenwert ein (Prat, 2012). Eine hohe Proliferationsrate und eine ausgepréagte ge-
netische Instabilitat, die meist mit TP53-Mutationen assoziiert ist, charakterisieren die Ag-
gressivitdt des Tumors. BRCA-Mutationen und andere genetische Defekte in der
DNA-Reparatur fuhren typischerweise ebenfalls zu HGSOCs und kdnnen bereits in jun-
gen Jahren zu einem aggressiven Verlauf fihren (Lisio et al., 2019). Unspezifische Symp-
tome der Erkrankung und eine bislang unzureichende Friherkennung verursachen eine
spate Diagnosefindung und verzégern mogliche therapeutische Malinahmen. Fast 75 %
der Neudiagnosen werden im FIGO-Stadium Il oder IV gestellt. In diesen fortgeschritte-
nen Stadien besteht bereits eine Ausbreitung des Tumors Uber das kleine Becken hinaus
oder ein Befall retroperitonealer Lymphknoten. Das Erreichen der makroskopischen Tu-
morfreiheit bei fortgeschrittener, in der Bauchhdhle disseminierter Erkrankung erfordert

einen radikalen operativen Eingriff. Trotz primar guten Ansprechens auf eine adjuvante
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Chemotherapie treten haufig Rezidive auf. Das Ovarialkarzinom sowie dessen operative
und chemotherapeutische BehandlungsmalRnahmen reduzieren die Lebensqualitat der
Patientinnen deutlich. Daher bedarf es eines geeigneten Screeningprogramms zur Frih-
erkennung eines aggressiven Ovarialtumors. Als mégliche Biomarker kénnen Glykane

oder Glykoproteine in Betracht gezogen werden.

Fur viele Zellfunktionen ist eine korrekte Glykosylierung unverzichtbar. Defekte im Glyko-
sylierungsprozess fuhren auf zellularer Ebene zur Karzinogenese, Metastasenbildung
und Neoangiogenese. Als bisher wenig untersuchte Form der N-Glykosilierung ist Pauci-
mannose beim Menschen vor allem im Rahmen proliferativer und inflammatorischer Pro-
zesse exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Paucimannose bei
verschiedenen Krebserkrankungen, einschliel3lich des Ovarialkarzinoms, erhohtist (Chat-
terjee et al., 2019). Die genaue Funktion der Paucimannose in Zellen des Ovarialkarzi-
noms ist bisher nicht untersucht. Das Molekil kdnnte moglicherweise als prognostischer
Parameter eingesetzt werden oder als pradiktiver Marker die frihzeitige Diagnosefindung
unterstitzen. Dartber hinaus kdnnte es ein interessanter Kandidat fur zielgerichtete The-

rapieoptionen sein.

Die vorliegende Dissertation hat das Ziel, neue Erkenntnisse Uber die Expression von
Paucimannose in HGSOCs zu gewinnen. Dazu erfolgte der immunhistochemische Nach-
weis von paucimannosidischen Strukturen auf Karzinomzellen von HGSOCs und die Un-
tersuchung einer Korrelation der Paucimannoseexpression mit dem Uberleben und der
krankheitsfreien Zeit nach Therapie der betroffenen Patientinnen. Dartiber hinaus wurde
eine Assoziation mit verschiedenen Faktoren des klinischen, intraoperativen und thera-

peutischen Verlaufs untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientinnenkollektiv

Die zu analysierende Kohorte umfasste initial 400 Patientinnen, die aufgrund eines ovari-
ellen Tumors zwischen dem 13.01.2010 und dem 15.12.2020 in der gyn&kologischen Ab-
teilung des Universitatsklinikums Bonn operiert und behandelt wurden. Inklusionskriterium
war das Vorliegen einer high-grade serdsen Histologie. 31 Falle mussten aufgrund eines
nicht-epithelialen oder eines Borderline-Tumors des Ovars ausgeschlossen werden. In 12
Fallen ergab die histopathologische Untersuchung Metastasen anderer gynakologischer
oder gastrointestinaler Malignome als Ursache fir das Tumorleiden. Bei 36 Patientinnen
war aus verschiedenen Griinden die Durchfihrung einer Debulking-Operation in domo
nicht moéglich oder wurde abgelehnt. Neben 229 Patientinnen mit einem histologisch be-
statigten high-grade serdsen Ovarialkarzinom befanden sich in der Kohorte 48 Patientin-
nen, welche an anderen epithelialen Unterformen von Eierstockkrebs erkrankt waren.
Hierunter fanden sich endometroide (24), muzindse (16) und klarzellige (6) Histologien
sowie je ein kleinzelliges Ovarialkarzinom mit Hyperkalzamie und ein maligner Brenner-
tumor. Dartber hinaus wurden 44 serése Karzinome einem anderen Grading als G3 zu-
geordnet (Abb. 2). Alle in die Kohorte eingeschlossenen Patientinnen erhielten in dem

oben genannten Zeitraum eine operative Zytoreduktion im Universitatsklinikum Bonn.
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¢ in 43 Fallen andere Diagnosen,

¢ in 36 Fallen keine Operation im Haus,

¢ in 48 Fallen keine serdse Histologie,

¢ in 44 Fallen kein high-grade Karzinom (G3)

Kohorte von 400

Patientinnen mit
ovariellen Tumoren

229 Patientinnen ) . . . . .
vl 12 ¢ in 35 Fallen kein Zugriff auf die Gewebebldcke,

€ edlate s h e @ in 12 Fallen keine Tumorzellen im Praparat,
(TR ER RGN o in 6 Fallen kein Zugriff auf Pathologiebefund
Typ

Farbung von 176

Praparaten

Abb. 2: Eingrenzung der Kohorte im Verlauf des Projekts

Inklusionskriterien waren das Vorliegen eines HGSOCs und die Durchfiihrung einer ope-
rativen Zytoreduktion im Universitatsklinikum Bonn. Patientinnen mit anderen Maligno-
men nicht-epithelialen Ovarialtumoren oder Tumoren einer anderen Histologie als high-
grade serts wurden ausgeschlossen. Im Rahmen der Gewebekollektion verringerte sich
die Kohorte weiter, sodass schlie3lich 176 Praparate fur die immunhistochemische Féar-
bung zur Verfiigung standen.

2.2 Klinische Datenerhebung

Die klinischen Daten wurden retrospektiv mithilfe der digitalen Patientenakten erfasst.
Uber das am Universitatsklinikum Bonn verwendete Krankenhaus-Informationssystem
Orbis® der Firma Agfa waren unter anderem Arztbriefe, Operationsprotokolle, histopatho-
logische Befunde und Verlaufsuntersuchungen einsehbar. In einer verschlisselten Excel-
Tabelle wurden pseudonymisiert neben der Erstdiagnose, dem Operationsdatum und
dem Alter der Patientinnen Informationen zum allgemeinen Gesundheitszustand inklusive
der Risikoklassifikation der American Society of Anesthesiologists (ASA) und dem BMI
gesammelt. Darliber hinaus wurden Details zum chirurgischen Eingriff vermerkt, darunter
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neben einer eventuellen laparoskopischen Diagnosesicherung das Ergebnis der Opera-
tion, die Tumorverteilung und die Lokalisation des Resttumors bei Nicht-Erreichen einer
makroskopischen Tumorfreiheit. Zusatzlich wurden Darmanastomosen bei intestinalem
Tumorbefall, durchgefuhrte Lymphadenektomien und der Peritonealkarzinoseindex (PCI)
dokumentiert. Informationen zum Staging beinhalteten neben der histopathologischen Di-
agnose das FIGO-Stadium und mégliche Lymphknotenmetastasen. Auch Behandlungs-
mafl3nahmen wie neoadjuvante Chemotherapien, postoperative Nachbehandlungen und
eine Therapie mit dem Angiogenesehemmer Bevacizumab wurden in die Tabelle mit auf-
genommen. SchlieRlich wurden als Outcome-Parameter das krankheitsfreie Uberleben
und das Gesamtiiberleben dokumentiert (Tab. 2). Alle klinischen Daten, die uns bis Marz
2022 in den digitalen Patientenakten des Uniklinikums Bonn vorlagen, wurden in das Pro-
jekt eingeschlossen. Es wurde sich an der im Jahr 2014 aktualisierten FIGO-Klassifikation
des Ovarialkarzinoms orientiert, da 57,4 % der Kohorte nach 2014 diagnostiziert wurden.
Bei Patientinnen, die entsprechend der FIGO-Klassifikation von 1988 diagnostiziert wur-

den, wurden einzelne Stadien zur Vereinheitlichung angeglichen.

Tab. 2: Erhobene Informationen anhand der digitalen Patientinnenakten. Die Datenerhe-
bung erfolgte im Rahmen einer retrospektiven Kohortenstudie. In die Studie eingeschlos-
sene Patientinnen erhielten zwischen dem 13.01.2010 und dem 15.12.2020 die Diagnose
eines HGSOC und wurden am Universitatsklinikum Bonn operiert und betreut.

Erhobene klinische und intraoperative Parameter
Allgemeine  (demografi- | Alter,

sche) Daten Diagnose- und Operationsdatum

Gesundheitszustand Risiko-Score der American Society of Anesthesiologists (ASA),
BMI

Details zum operativen | priméarer Eingriff oder Rezidiv-OP,

Eingriff Laparoskopische Diagnosesicherung,

Ergebnis der Operation/ Vorliegen makroskopischer Tumorfreiheit,
Lokalisation des Resttumors,

Darmanastomose bei intestinalem Tumorbefall,
Lymphonodektomie

Peritonealkarzinoseindex (PCI)

Staging Lymphknotenmetastasen,
FIGO-Stadium,
TherapiemalRhahmen neoadjuvante Chemotherapie,

postoperative Nachbehandlung,
Therapie mit Bevacizumab
Outcome-Parameter krankheitsfreies Uberleben,
Gesamtiiberleben
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2.3 Gewebekollektion

Die Gewebekollektion erfolgte als eine retrospektive Datenerhebung im Rahmen der Bio-
bankinitiative. Der entsprechende Ethikantrag ist von der Ethikkommission des Universi-

tatsklinikums Bonn unter dem Aktenzeichen 428/22 genehmigt worden.

Uber die histopathologischen Befunde in den digitalen Patientinnenakten war es uns mog-
lich, auf die jeweiligen Pathologiebefunde und -nummern zuzugreifen. Diese entsprachen
den im Archiv des Universitatsklinikum Bonns aufbewahrten Gewebeproben von operier-
ten Ovarialkarzinomen. Uber das pathologische Institut des Universitatsklinikums wurden
Objekttrager zur Verfuigung gestellt, die jeweils einen konservierten Gewebeblock repra-
sentierten. Hierbei handelte es sich in den meisten Fallen um das Hauptpréaparat mit Ad-
nextumor oder um ein En-bloc-Préparat inklusive Rektosigmoid nach operativer Zytore-
duktion, seltener um Tumormanifestationen anderer intraperitonealer Lokalisationen. Mik-
roskopisch wurde pro Patientin ein Schnitt identifiziert, der eindeutig Tumorzellen enthielt.
Im nachsten Schritt wurden im pathologischen Institut 4 um dicke Schnitte der Paraffin-
Blocke angefertigt und danach auf Objekttragern fixiert. Diese Schnitte dienten den im-
munhistochemischen Farbungen und den entsprechenden Kontrollen.

Aufgrund anderweitig genutzter Schnitte und Blocke, fehlendem Zugriff auf histologische
Befunde und aufgrund von Praparaten mit mikroskopisch nicht eindeutig nachweisbaren
Tumorzellen reduzierte sich die Kohorte schlie3lich auf 176 Gewebeproben von Patien-

tinnen mit einem ovariellen Karzinom vom high-grade serdsen Typ (Abb. 2).

2.4 Immunhistochemische Féarbung

Die Expression von Paucimannose wurde mithilfe von immunhistochemischen Farbungen
im Labor des Biomedizinischen Zentrums des Universitatsklinikums Bonn (Arbeitsge-
meinschaft Muders) untersucht. Hierfir wurde fir jeden Fall mindestens eine Farbung
hergestellt. Negativkontrollen und je eine Positivkontrolle wurden mitgefuhrt. Die verwen-
deten Reagenzien, Zellen, Gerate und Materialien sind in Tabelle 3 aufgelistet.
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Tab. 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien, Zellen, Materialien und Gerate. Die im-
munhistochemischen Farbungen zum Nachweis von Paucimannose in Ovarialkarzinom-
proben erfolgten im Labor der Arbeitsgemeinschaft Muders im Biomedizinischen Zentrum

des Universitatsklinikums Bonn.

Verwendete Produkte
Reagenzien und Lésungen
Aqua destillata

BSA, verdiinnt in PBS (1:20)
Ethanol 50 %

Ethanol 70 %

Ethanol 96 %

Ethanol 100 %

Hamalaun

PBS (1X)

Peroxidaseblock

Xylol

Antikérper und Negativkontrolle
CD68-Antikorper

Mannitou IgM, verdiinnt in BSA/PBS (1:50)

0,5 M Methyl-a-D-mannopyranosid
Verwendete Kits

ABC-Reagenz

Biotinylated Goat Anti-Mouse IgM

Chromogene Substrate
Chromogen HistoGreen

Chromogen ImmPact DAB

Chromogen ImmPact NovaRED

Zelllinien

LNCaP (Lymph Node Carcinoma of the Pros-

tate)-Zellen

Sf-9 (Spodoptera frugiperda)-Zellen

Herstellerinformationen

Albumin Fraktion V, Blotting grade fir die
Immunelektrophorese, pH 7,0 (Neofroxx, 9048-46-8)

Hamalaunldsung sauer nach Mayer

(Carl Roth, T865.3)

Phosphate Buffered Saline, pH 7.4
(Gibco, 10010-015)

Dako REAL Peroxidase-Blocking Solution,
ready-to use (Dako REAL, 202386-2)

CD68 (D4B9C) XP ® Rabbit mAb Antibody
(Cell Signaling Technology, #76437)
hergestellt im Labor von PD Dr. Simone Diestel,

Institut far Erndhrungs- und
Lebensmittelwissenschaften, Universitat Bonn
basierend auf Dahmen et al., 2019

194,18 g/mol (Sigma-Aldrich, M6882)

aus VECTASTAIN® Elte® ABC-HRP Kit,

Peroxidase, R.T.U.,(Universal)
(Vector Laboratories, PK-7200)
aus VECTASTAIN® ABC-HRP Kit,
Peroxidase (Mouse IgM)

(Vector Laboratories, PK-4010)

HistoGreen HRP-Substrate-Kit (Histoprime, E109)

ImMmPACT® DAB Substrate Kit, Peroxidase (HRP)
(Vector Laboratories, SK-4105)

IMmPACT NovaRED®, Substrate Kit, Peroxidase
(HRP) (Vector Laboratories, SK-4805)

Leibniz-Institut Deutsche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen (DSMZ); FFPE-Zellpellets
zur Verfligung gestellt von SF

FFPE- Zellpellets zur Verfiigung gestellt von Sarah
Forster; Zellen zur Verfigung gestellt von Dr. Inga



Materialien

Objekttrager Superfrost Plus
Pasteurpipetten

Pipetten (10pl, 100ul, 1000ul)
Pipettenspitzen ohne Filter
Préaparatekleber

Reaktionsgefaie (1,5ml)
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Hochheiser (AG Geyer), Institut fur Strukturbiologie,
Uniklinik Bonn

Gerhard Menzel, Braunschweig, DE

Labomedic, Bonn

Eppendorf, Hamburg, DE

Greiner Bio-One, Kremsmiunster (AT)

Eukitt Quick-hardening mounting medium (Sigma-
Aldrich Merck, 03989)

Eppendorf, Hamburg, DE

Wachsstift Dako Pen (Agilent Dako, 237-S200230)
Gerate

Autoklav SHP Steriltechnik AG, Detzel Schlof3, DE
Gefrierschrank -20 °C Liebherr, Bulle, CH

Kihlschrank -4 °C Liebherr, Bulle, CH

Mikroskop BX45 mit DP22 Digitalkamera Olympus, Hamburg, DE

Roller Shaker RS-TR 10
Vortex-Laborrihrer RS-VA10

Phoenix Instruments, Garbsen, DE
Phoenix Instruments, Garbsen, DE

Als Antikdrper zur Identifikation von Paucimannose wurde der fur trimannosidische Struk-
turen spezifische Mannitou-Antikdrper in einer Verdinnung von 1:50 genutzt (Dahmen et
al., 2015; Zipser et al., 2012). Fur die Negativkontrolle wurde Mannitou fur 8 Stunden bei
Raumtemperatur unter konstanter Durchmischung mit 0,5 M Methyl-a-D-mannopyranosid
prainkubiert. Durch die sehr gute Bindung des Antikorpers an Methylmannosid konnte die
spezifische Paucimannosebindung des Antikorpers gezeigt werden. Eine Bindung weite-
rer paucimannosidischer Strukturen wurde durch den Vorgang blockiert (Dahmen et al.,
2015). Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete Zellpellets der Insektenzelllinie Sf-9
(Spodoptera frugiperda), (Juliant et al., 2014; Tjondro et al., 2019) wurden zur Positivkon-
trolle genutzt, da Zellen von Invertebraten inklusive Insekten hohe Level an paucimanno-

sidischen Glykanen exprimieren.

Pro Objekttrager wurden in den einzelnen Schritten 150-200 pl Losung verwendet. Die
frischen Schnitte der Gewebebldcke wurden beschriftet, im Abzug in Xylol deparaffinisiert
und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Im Anschluss wurden die Proben in
destilliertem Wasser platziert, um eine Austrocknung zu verhindern. Als Waschlésung
zwischen den verschiedenen Versuchsschritten wurde Phosphat-gepufferte Salzlésung
(PBS) verwendet. Durch eine 15-mintige Inkubation mit der Peroxidase-Blocking-Losung
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wurde die endogene Peroxidaseaktivitat des Gewebes blockiert. Nach einem Wasch-
schritt erfolgte die Absattigung unspezifischer, proteinbindender Bereiche mit 5-prozenti-
gem Bovinem Serumalbumin (BSA)/PBS fir 25 Minuten. Mannitou wurde in einem Ver-
haltnis von 1:50 in BSA/PBS verdinnt. Danach wurden die Proben mit dem Erstantikorper
Uber Nacht mind. 16 Stunden. bei 4 °C in Feuchtekammern inkubiert (Becker et al., 2019;
Dahmen et al., 2015). Nach einem weiteren Waschschritt wurde am nachsten Tag der
biotinylierte anti-IgM Zweitantikérper in BSA/PBS im Verhéaltnis 1:200 verdunnt. Eine 30-
minttige Inkubation der Proben mit dem zweiten Antikérper bei Raumtemperatur sowie
ein Waschschritt mit PBS folgten, bevor die Schnitte fur 30 Minuten mit dem ABC -Rea-
genz inkubiert wurden. Mithilfe dieser Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Technik wurde die
Konzentration von Peroxidase erhoht, da das tetramere Protein Avidin in der Lage ist,
mehrere biotinylierten Enzyme zu binden (Abb. 3). Die Folge war eine gesteigerte Signal-
intensitat in der auf diesen Schritt folgenden immunhistochemischen Farbung (Vector La-
boratories, 2024).

Schlief3lich wurde nochmals gewaschen und mit dem Chromogen ImmPact NovaRED
entwickelt. Anfangs wurde vergleichend der braune Farbstoff ImmPact DAB genutzt. Nach
einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurde die Entwicklung mit Leitungswasser gestoppt.
Die Gegenfarbung erfolgte mit Hamalaun. Nach einer Reinigung in destilliertem Wasser
wurden die gefarbten Gewebeproben mit der aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol dehy-
driert. In einem letzten Schritt wurden die Objekttrager eingedeckelt.
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Abb. 3: Die ABC-Technik als Basis der immunhistochemischen Féarbung

1.) Nach Inkubation mit dem priméaren Paucimannose-spezifischen Mannitou-Antikdrper
Uber Nacht binden mehrere biotinylierte Sekundarantikdrper spezifisch den Erstantikorper
und dienen so der Signalverstarkung. 2.) Ein Detektionssystem bindet den sekundaren
Antikdrper. Hierbei handelte es sich konkret um Avidin-Biotin-Peroxidase Komplexe (Vec-
tor Laboratories, 2024), die die Enzymkonzentration am Antigen erh6hen. 3.) Das Chro-
mogen bildet das Substrat fur die im Detektionssystem enthaltene Peroxidase (grin).

Um Tumorzellen und Zellen des Immunsystems eindeutig voneinander differenzieren zu
kénnen, wurden einige Praparate zusatzlich immunhistochemisch mit spezifischen Anti-
korpern fur das Zelladhasionsmolekil CD68 (Cluster of Differentiation 68), welches ins-
besondere von Makrophagen und Monozyten exprimiert wird, gefarbt. Die Doppelfarbung
wurde von Dr. Sarah Forster aus der Arbeitsgemeinschaft Muders durchgefiihrt; dabei
wurde im Anschluss an die Paucimannosefarbung CD68 mit dem griinen Farbstoff Histo-
Green entwickelt (Forster et al., 2023).
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2.5 Mikroskopische Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

In Tabelle 4 sind die acht Auswertungskriterien fir die Ergebnisse der immunhistochemi-
schen Farbungen mit dem Paucimannose-spezifischen Antikorper inklusive jeweiliger Un-
terkategorien aufgelistet Die Auswertung der 176 Praparate und der entsprechenden Ne-
gativ- und Positivkontrollen erfolgte am Durchlichtmikroskop BX45 der Firma Olympus.
Hierzu wurden Objektive in den Vergrél3erungsstufen 4x, 10x, 20x und 40x verwendet,
sodass eine 40- bis 400-fache Gesamtvergréf3erung entstand. Praparate und Préparat-
bereiche wurden mit der am Mikroskop installierten Digitalkamera DP22 fotografiert be-
ziehungsweise mithilfe der Software PathoZoom® eingescannt. Ergédnzend wurden mit
einer externen Kamera durch die Optik des Mikroskops Bilder der Praparate gemacht.
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Tab. 4: Auswertungskriterien der immunhistochemischen Farbungen. Im Rahmen der
mikroskopischen Auswertung wurden alle mit dem Paucimannose-spezifischen Antikor-

per Mannitou gefarbten Praparate entsprechend der folgenden acht Kriterien analysiert.

Auswertungskriterium Unterkategorien
1. Paucimannosefarbung | Keine bis we- | Viele Zellen ge-
der Tumorzellen allgemein | nige  Zellen | farbt
(0-2) gefarbt (0-1) | (2)
2. Farbeintensitét (O - 3) Keine  Far- | Schwache bis | Starke In-
bung (0) mittlere Intensi- | tensitét (3)
tat (1-2)
3. Prozentanteil gefarbter | keine Far- | 10 - 50 %,
Tumorzellen nach Immun- | bung, <10 % | 51 - 80 %,
reaktivem Score (0 - 4) (0-1) >80 %
(2-4)
4. Immunreaktiver Score 0-1 2-3
(Farbintensitat x Prozen-
tanteil gefarbter Tumorzel-
len)
02 >0
23 >1
4-8 ->2
9-12 ->3
5. Farbung von Immunzel- | Immunzellen | Keine Immun-
len (0-2) gefarbt (1) zellen  gefarbt
oder andere
Zellen gefarbt
0, 2)
6. Genauer Prozentanteil | Keine  Far- | <5% 5-<10% 10-20 % 30-80%
gefarbter Tumorzellen flr | bung 1-2) 3) (4-5) (6-11)
H-Score (0)
0 0%
1 <1%
2 <5%
3 5-<10%
4 10 %
5 20 %
6 30 %
7 40 %
8 50 %
9 60 %
10 70 %
11 80 %
7. H-Score in % (Farbinten- | 0 - 50 % 51-100 % 101 - 200 % | 201 - 300 %
sitdt x genauer Prozentan-
teil gefarbter Tumorzellen)
8. Hot Spot (x40) <50% > 50 %

Zunachst wurde beurteilt, ob Uberhaupt Zellen der einzelnen Praparate gefarbt waren. Es

wurde weiterhin zwischen einer Farbung von keinen bis wenigen Zellen (0-1) und einer
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Farbung vieler Zellen (2) differenziert. Entsprechend ihrer Farbintensitat wurden den Préa-
paraten die Stufen 0, 1, 2 und 3 zugeordnet (Abb. 4). Fur die Auswertung wurden die

beiden mittleren Stufen zusammengefasst.
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Abb. 4: Farbintensitaten 0 bis 3 zur Berechnung des Immunreaktiven Scores (IRS) nach
Remmele und des modifizierten H-Scores

(0) Keine Farbreaktion erkennbar. (1) Leichte Farbreaktion im Zytoplasma der Zellen. (2)
Moderate Farbreaktion in Form von zytoplasmatischen Granula. (3) Intensive Farbreak-
tion im Zytoplasma und im Membranbereich der Zellen.

Der Prozentanteil der gefarbten Tumorzellen wurde zum einen in den funf Unterkatego-
rien ,0“ (0 %), ,1“ (< 10 %), ,2“ (10 - 50 %), ,3" (51 - 80 %) und ,4“ (> 80 %) erfasst, wobei
in der Auswertung Farbungen mit weniger als 10 % gefarbten Tumorzellen solchen mit
mehr als 10 % gefarbten Tumorzellen gegeniberstellt wurden. Aus der Multiplikation der
Farbeintensitat (0 - 3) mit der entsprechenden Unterkategorie der gefarbten Tumorzellen
(O - 4) wurde der Immunreaktiven Score (IRS) nach Remmele (Remmele und Stegner,

1987) berechnet. Es ergab sich ein Produkt mit einer méglichen Spannbreite von O bis



39

12, das wiederum nach dem IRS den Kategorien 0 bis 3 zugeordnet wurde (Tab. 5). Diese
vier Kategorien wurden fur die Auswertung in den zwei Gruppen O - 1 und 2 - 3 zusam-

mengefasst.

Zum anderen wurde der geschéatzten Prozentsatz der gefarbten Tumorzellen auf etwa
10 % genau dokumentiert und aus diesem Anteil, erneut multipliziert mit der Farbintensi-
tat, ein vereinfachten H-Score berechnet (Budwit-Novotny et al., 1986; Specht et al.,
2015). Fur die Auswertung wurde dieser Prozentsatz in funf Unterkategorien vereinfacht
(0%,<5%,5-<10 %, 10 - 20 %, 30 - 80 %). Der H-Score wurde nach den Subgruppen
0 - 50 %, 51 - 100 %, 101 - 200 % und 201 - 300 % ausgewertet (Tab. 5).

Zuletzt wurde von jedem Praparat der am starksten gefarbten Bereich in 400-facher Ob-
jektivvergréRerung genauer in Betrachtung genommen und der Prozentsatz dieses ,Hot
Spots® abgeschatzt (Jang et al., 2017). Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden
Hot Spots mit einer Farbung von < 50 % mit Hot Spots mit Farbungen von > 50 % vergli-

chen.

Immunzellfarbungen wurden morphologisch identifiziert und Farbungen ohne Immunzell-
positivitdt gegentbergestellt. Informationen zu den gefarbten Zellstrukturen sowie zu ei-

ner moglichen Hintergrundfarbung wurden ebenfalls dokumentiert.
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Tab. 5: Angewandte immunhistochemische Scores zur Evaluation der Paucimannosefar-
bung der Tumorzellen (TZ). Der IRS nach Remmele und Stegner berechnet sich aus der
Multiplikation der Farbeintensitat O bis 3 (A) mit den Unterkategorien O bis 4 der gefarbten
Tumorzellen (B). Das Ergebnis kann alle Werte zwischen 0 und 12 annehmen und wird
wiederum in den Stufen O bis 3 klassifiziert. Der vereinfachte H-Score entspricht dem
Produkt aus Farbeintensitat und dem auf 10 % gerundeten Prozentsatz der gefarbten Tu-
morzellen. Er nimmt Werte zwischen 0 und 300% an.

Immunoreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner (0-12)

Farbeintensitat (A) %-Anteil positiver TZ (B) IRS (AxB)

0 (keine Farbreaktion) 0 (keine geféarbten TZ) 0-1 (negativ) ->0

1 (leichte Farbreaktion) 1 (<10 % der TZ geféarbt) 2-3 (leicht positiv) ->1

2 (moderate Farbreaktion) 2 (10-50 % der TZ gefarbt) 4-8 (positiv) ->2

3 (intensive Farbreaktion) 3 (51-80 % der TZ gefarbt) 9-12 (stark positiv) ->3
4 (>80 % der TZ gefarbt)

Modifizierter H-Score (0-300 %)

Farbeintensitat (A) H-Score (AxB)
0 (keine Farbreaktion) 0-50 %

1 (leichte Farbreaktion) %-Anteil positiver TZ auf 10 % | 51-100 %

2 (moderate Farbreaktion) genau gerundet (B) 101-200 %

3 (intensive Farbreaktion) 201-300 %

2.6 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit Minitab Version 18 und Minitab LLC des State
College Pennsylvania, USA. Die Uberlebensanalysen hinsichtlich Gesamtiiberleben und
rezidivfreiem Uberleben wurden anhand der Kaplan-Meier-Methode ausgewertet, wobei
die Intervalle bis zum Auftreten eines Events in Monaten vom Datum der Primardiagnose
bis zum Datum des Ereignisses angegeben wurden. Als Ereignis wurden ein Todesfall
oder Rezidiv im Beobachtungszeitraum bis Mérz 2022 beurteilt. Die Daten sind durch den
Zeitpunkt des letzten Follow-Ups, der dem letzten Patientinnenkontakt entspricht, zen-
siert. Mittels Log-Rank-Test wurden die 5-Jahres-Uberlebenskurven der Unterkategorien
der verschiedenen Auswertungskriterien auf einem Konfidenzniveau von 95 % verglichen.
Bei den acht Auswertungskriterien handelte es sich um die allgemeine Paucimannosefar-
bung, die Farbintensitat, den Prozentanteil der gefarbten Tumorzellen nach IRS und auf
10 % genau gerundet, den IRS und den H-Score, die Immunzellfarbung und den Prozent-

satz positiver Tumorzellen im Hot Spot (Tab. 13). Im Rahmen der Nullhypothese wurde
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angenommen, dass die 5-Jahres-Uberlebenskurven verschiedener Unterkategorien iden-
tisch sind und dass die Ereignisse Todesfall und Rezidiv unabhangig von der Gruppen-
zugehdrigkeit auftreten. Wenn der p-Wert Giber dem Signifikanzniveau von 0,05 lag, wurde

die Nullhypothese beibehalten. Bei Werten von 0,05 oder darunter wurde sie abgelehnt.

Die acht Auswertungskriterien wurden auRerdem mit dem Spearman-Test mit vier klinisch
und intraoperativ erhobenen Parametern korreliert. Dabei handelte es sich um den PCI,
das FIGO-Stadium, die Tumorverteilung und das Operationsergebnis (Tab.14). Fir jeden
Parameter wurden zwei Bereiche bestimmt. Oberhalb der gewahlten Grenzen zwischen
den Bereichen wurden die Parameter als negative prognostische Faktoren gewertet, un-
terhalb nicht. Ein PCI-Score Uber 9, ein FIGO-Stadium ab IIB, ein Tumorbefall des Dinn-
darms und ein postoperativer Tumorrest sind mit einer schlechten Prognose assoziiert.
Es wurde beispielsweise angenommen, dass ein PCI von 9 oder kleiner mit einer héheren
Zellfarbung, einer starkeren Farbeintensitat, usw. verbunden war als ein PCI von tber 9.
Diese Annahmen wurden fir jedes Auswertungskriterium mithilfe eines Korrelationskoef-
fizienten und eines p-Werts gepruft (Tab.14). Sie musste abgelehnt werden, wenn der
berechnete Korrelationskoeffizient sich nicht signifikant von O unterschied. Das Signifi-

kanzniveau lag wie beim Log-Rank-Test bei 0,05.

Die FIGO-Stadien wurden in den Kategorien IA bis IlA und IIB bis IVA gruppiert und ana-
log zum PCI hinsichtlich der Korrelation mit den Auswertungskriterien 1 bis 8 miteinander
verglichen. Nach dem gleichen Prinzip wurden Tumormanifestationen ohne Dinndarm-
befall und die Tumorausbreitung auf den Dinndarm gegenubergestellt. Aul3erdem wurde
die Korrelation makroskopischer Tumorfreiheit mit den acht Kriterien gegentiber einem

postoperativen Tumorrest geprift.
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3. Ergebnisse

3.1 Mikroskopische Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen wurden ausfihrlich analysiert und
fotografisch dokumentiert. Die mit Mannitou behandelten Gewebeproben wurden mit den
jeweiligen Negativkontrollen verglichen, indem in beiden Préparaten die gleichen Aus-
schnitte in verschiedenen VergroRerungen mikroskopisch begutachtet wurden (Abb. 5,
Anhang 1). Dadurch, dass es sich bei den Proben und Negativkontrollen jeweils um auf-
einanderfolgende Schnitte desselben Paraffin-Blocks handelte, unterschieden sich die
Préparate hinsichtlich ihrer Zellanordnung kaum.
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Abb. 5: Mikroskopische Auswertung und fotografische Dokumentation des Farbeprozes-
ses

Die hier gezeigten Paucimannosefarbungen (A) bis (D) wurden mit der am Mikroskop in-
stallierten Digitalkamera oder einer externen Kamera aufgenommen. Die mit dem Pauci-
mannose-spezifischen Antikbrper Mannitou behandelten Préparatausschnitte (Mitte und
rechts) wurden mit den entsprechenden Negativkontrollen (links) verglichen. Wéahrend es
sich beim ersten Praparat um eine Farbung mit dem braunen Farbstoff ImmPact DAB
handelt, wurden die drei anderen Préaparate mit dem roten Farbstoff ImmPact NovaRED
entwickelt.



44

Die Paucimannose-positiven Zellen prasentierten sich nach dem Féarbeprozess typischer-
weise mit einer zytoplasmatischen Farbung, die granulare Charakteristika aufwies. In ein-

zelnen Fallen bestand eine membranése bis submembrandse Farbung (Abb. 6).

Abb. 6: Granulare Farbung der Tumorzellen mit dem Paucimannose-spezifischen Anti-
korper Mannitou

(A) bis (C) In den meisten Fallen war nach dem immunhistochemischen Farbeprozess ein
auf das Zytoplasma der Tumorzellen begrenzter granularer Farbetyp zu erkennen. (D)
Einzelne Praparate wiesen zusatzlich eine Farbung im Bereich der Zellmembran auf. Ge-
ringe Unterschiede in der Darstellung der Farbung kommen durch die Verwendung ver-
schiedener Kameras mit unterschiedlichen WeilRabgleichen zustande.

Neben den Tumorzellen zeigten auch andere Zelltypen ein positives Signal fir Pauciman-
nose (Abb. 7). Vor allem vertreten waren Immunzellen, darunter Lymphozyten und insbe-
sondere Makrophagen. Durch die verschobene Kern-Plasma-Relation und prominente
Nukleoli lieRen sich Tumorzellen in den meisten Fallen von den oft ahnlich grolen Mak-
rophagen abgrenzen. Die zusatzliche Farbung einiger Praparate mit einem Antikorper ge-
gen das fur Makrophagen und Monozyten spezifische Oberflachenmolekil CD68 (Dr. Sa-
rah Forster) bestétigte die korrekte Unterscheidung der beiden Zellentitaten anhand von
histologischen Kriterien (Abb. 8).
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Auch auf den Praparaten enthaltene Fibroblasten zeigten sich Paucimannose-positiv.
Eine mogliche Perizytenfarbung konnte nicht eindeutig von der artifiziellen Farbung bin-
degewebiger Strukturen differenziert werden. Interessanterweise erschien auch Plat-
tenepithel Paucimannose-positiv.

Abb. 7: Andere Zelltypen mit Paucimannose-Signal nach immunhistochemischer Far-
bung

(A) Zytoplasmatische Paucimannosefarbung eines Makrophagen (Pfeil) und mehrkernige
Tumorzelle mit Paucimannose-Signal und prominentem Nukleolus (Stern). (B) Pauciman-
nose-positive Lymphozyten. (C) Fibroblast mit zytoplasmatischer Paucimannosefarbung
(Pfeil). (D) Eingefarbte Plattenepithelzellen. (E) Unspezifische Paucimannosefarbung klei-
ner Blutgefalie
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Abb. 8: Doppelfarbung mit CD68-spezifischem Antikorper zur Identifizierung von Makro-
phagen

Um Paucimannose-positive Tumorzellen sicher von Makrophagen mit Paucimannose-
Signal abzugrenzen, wurden einzelne Préaparate in einem zweiten Farbevorgang mit ei-
nem CD68-Antikorper inkubiert. Diese Doppelfarbung wurde von Dr. Sarah Forster durch-
gefuhrt und mit dem Chromogen HistoGreen entwickelt. (A) Praparatausschnitt nach der
Farbung mit Mannitou (links) gegentbergestellt mit der CD68-Doppelfarbung (rechts).
CD68-positive Makrophagen und Monozyten stellten sich griin dar, wahrend die urspring-
lich rote Paucimannosefarbung als hellbraune Zytoplasmafarbung erhalten blieb. (B)
CD68- positive Makrophagen und Monozyten (griin) nach Doppelfarbung (oben), CD68-
positiver Makrophage (unten).

3.2 Deskriptive Statistik

Im Rahmen einer retrospektiven Kohortenstudie wurden demographische, klinische und
intraoperative Parameter erhoben. Die Tumorpraparate von 176 Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom vom high-grade serésen Typ wurden immunhistochemisch mit dem fur
Paucimannose spezifischen Antikdrper Mannitou gefarbt und nach einem festgelegten

Schema ausgewertet.

3.2.1 Paucimannose-spezifische Farbung mit dem Mannitou-Antikérper

Tabelle 6 veranschaulicht die Verteilung der gefarbten Préaparate hinsichtlich der acht im-

munhistochemischen Kriterien und ihre Unterkategorien.
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Tab. 6: Verteilung der immunhistochemischen Auswertungskriterien nach Unterkategorie.
Es werden der absolute und prozentuale Anteil angegeben.

Auswertungskriterium

Unterkategorien

1. Paucimannosefarbung | Keine bis we- | Viele  Zellen
der Tumorzellen allgemein | nige Zellen ge- | gefarbt (2)
(0-2) farbt (0 - 1)

Anzahl 89 87

Relativer Anteil (%) 50,6 49,4

2. Farbeintensitat (0 - 3)

Keine Farbung

Schwache bis

Starke  In-

0) mittlere Inten- | tensitat (3)

sitét (1 -2)
Anzahl 25 62 89
Relativer Anteil (%) 14,2 35,2 50,6
3. Prozentanteil gefarbter | keine Farbung, | 10 - 50 %,
Tumorzellen nach Immun- | <10% (0-1) | 51 - 80 %,
reaktivem Score (0 - 4) >80% (2-4)
Anzahl 130 46
Relativer Anteil (%) 73,9 26,1
4. Immunreaktiver Score 0-1 2-3
(Farbintensitat x Prozen-
tanteil gefarbter Tumorzel-
len)
Anzahl 128 48
Relativer Anteil (%) 72,7 27,3
5. Farbung von Immunzel- | Immunzellen Keine Immun-
len (0-2) gefarbt (1) zellen gefarbt

oder andere

Zellen gefarbt

0,2
Anzahl 109 67
Relativer Anteil (%) 61,9 38,0
6. Genauer Prozentanteil | Keine Farbung | <5 % 5-<10% 10-20% 30-80%
gefarbter Tumorzellen fur | (0) 1-2) 3) (4-5) (6-11)
H-Score
Anzahl 26 66 35 31 18
Relativer Anteil (%) 14,8 37,5 19,9 17,6 10,2
7. H-Score in % (Farbin- | 0-50 % 51-100 % 101 - 200 % | 201 - 300 %
tensitat x genauer Prozen-
tanteil gefarbter Tumorzel-
len)
Anzahl 142 23 8 3
Relativer Anteil (%) 80,7 13,1 4.5 1,7
8. Hot Spot (x40) <50% >50 %
Anzahl 151 25
Relativer Anteil (%) 85,8 14,2

Nach dem immunhistochemischen Féarbeprozess wurden die Gewebeproben anhand des

oben genannten Schema mikroskopisch ausgewertet. 85,8 % der Praparate zeigten ein
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positives Signal fir Paucimannose, in 14,2 % liel3 sich hingegen keinerlei Farbung erken-
nen. In 49,4 % waren viele Zellen, in 50,6 % keine bis wenige Zellen gefarbt (Abb. 9).

Immunhistochemische Paucimannosefarbung
(N=176)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Anzahl

geringe Expression hohe Expression
Paucimannose positive Tumorzellen

mviele Zellen positiv negativ wenige Zellen positiv

Abb. 9: Allgemeine Paucimannosefarbung in den Praparaten enthaltenen Tumorzellen

Etwa 85% der Proben zeigten in der mikroskopischen Auswertung ein positives Signal fir
Paucimannose. In je etwa 50% waren nur einzelne bis keine beziehungsweise viele Zellen
gefarbt.

Hinsichtlich der Farbintensitat wiesen 9,7 % der Proben eine leichte (1), 25,6 % eine mo-
derate (2) und 50,6 % eine intensive Farbung (3) auf. Die Ubrigen Proben blieben unge-
farbt (0).

Fur die Berechnung des IRS wurde der prozentuale Anteil gefarbter Tumorzellen in funf
Unterkategorien (0-4) erfasst. In 73,9 % der Félle waren unter 10 % der vorhandenen Tu-
morzellen gefarbt, wahrend sich in 26,1 % Utber 10 % der Tumorzellen gefarbt zeigten.
Der sich aus dem Produkt der Farbintensitat mit der Unterkategorie der gefarbten Tumor-
zellen ergebende IRS war in 23,9 % der Falle negativ, in 48,8 % leicht positiv, in 23,9 %
positiv und in 3,4 % stark positiv (Abb. 10).
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Immunoreaktiver Score nach Remmele und Stegner
(N=176)

negativ (0-1) leicht positiv (2-3) positiv (4-8)  stark positiv (9-12)
0 1 2 3
IRS
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Abb. 10: Anwendung des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele und Stegner

Der Immunreaktive Score berechnet sich aus der Multiplikation der Farbeintensitat (0-3)
mit der Anzahl der gefarbten Tumorzellen. Letztere werden fir den IRS den folgenden
funf Unterkategorien zugeordnet: ,0“ (0 %), ,1“ (< 10%), ,2“ (10-50 %), ,3" (51-80 %) und
4 (> 80 %).

Fast 62 % der Praparate wiesen Immunzellfarbungen auf. In den Ubrigen Féllen waren

keine Immunzellen gefarbt (Abb. 11).
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Abb. 11: Immunzellen mit Paucimannose-Signal

(A) Negativkontrolle: Tumorzellen befinden sich vor allem im rechten Bildbereich, bei den
Zellen im Zentrum handelt es ich morphologisch um Immunzellen (Pfeile). (B) Pauciman-
nosefarbung mit Mannitou: Neben den Tumorzellen weisen auch die Immunzellen eine
zytoplasmatische Paucimannosfarbung auf. (C) Doppelfarbung mit dem CD68-Antikorper
(Dr. Sarah Forster): Wahrend die Tumorzellen nur positiv fir Paucimannose sind, expri-
mieren die Immunzellen im Zentrum des Préparatbereichs zusatzlich CD68.

Weiterhin wurde der Prozentsatz der Tumorzellen auf etwa 10 % gerundet und fur die
Auswertung in funf Unterkategorien vereinfacht. Der gro3te Anteil der Proben wies mit
37,5 % eine Tumorzellfarbung von unter 5 % auf. In 19,9 % der Praparate waren die Tu-
morzellen zu mehr als 5 % und weniger als 10 % gefarbt, in 17,6 % zu 10 bis 20 % und in

10,2 % zu 30 bis 80 %. In 14,8 % der Proben waren keine Tumorzellen gefarbt.

Der vereinfachte H-Score reprasentiert das Produkt aus der Farbintensitat und dem ge-
rundeten Prozentsatz gefarbter Tumorzellen. Die Auswertung erfolgte entsprechend vier
Subgruppen: In 80,7 % lag der H-Score unter 51 %, in 13,1 % zwischen 51 und 100 %, in
4,5 % zwischen 101 und 200 % und in 1,7 % zwischen 201 und 300 %.
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Der in 400-facher Vergrof3erung am starksten gefarbte Bereich eines Préaparats wurde
ebenfalls ausgewertet. 14,2 % der Gewebeproben zeigten eine Farbung dieses Hot-Spot

von mehr als 50 %, 85,8 % wiesen ein Farbung von 50 % oder weniger auf.

3.2.2 Demographische Daten und allgemeiner Gesundheitszustand

Das Durchschnittsalter bei Erstdiagnose betrug 61,8 Jahre, der Median lag bei 62 Jahren.
25 % der Patientinnen waren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose zwischen 58 und 65 Jahren
alt. Die &lteste Patientin erhielt in einem Alter von 83 Jahren die Primardiagnose, die
jungste Patientin mit 16 Jahren. Hieraus ergibt sich eine Spannbreite von 67 Jahren.

Tab. 7: Erhobene Parameter zur Einschatzung des Gesundheitszustand. Vor der Opera-
tion wurden die Patientinnen entsprechend ihres perioperativen Risikos in die ASA (Ame-
rican Society of Anesthesiologists) -Stufen 1 bis 4 klassifiziert. Zudem wurde routinemalfig
der BMI (Body Mass Index) bestimmt. (Die prozentualen Angaben in der folgenden Ta-
belle sind auf die erste Nachkommastelle gerundet, wodurch ihre Summe bei einzelnen
Parametern marginal von 100% abweicht.)

| Anzahl | Relativer Anteil (%)
ASA-Klassifikation praoperativ
(N=176)
ASA 1 10 57
ASA 2 101 57,4
ASA 3 63 35,8
ASA 4 2 11
BMI (kg/m?) zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
(N=174)
Untergewicht (BMI<19) 8 4,6
Normalgewicht (BMI 19-24,9) 73 42
Ubergewicht (BMI 25-30) 53 30,5
Adipositas (BMI 31-40) 29 16,7
Extreme Adipositas (BMI>40) 11 6,3

Praoperativ erfolgte die Einschatzung des individuellen perioperativen Risikos basierend
auf Grunderkrankungen und funktionellen Einschrankungen der Patientinnen anhand des
ASA-Klassifikationssystems (Tab. 7). 5,7 % der Patientinnen wurden préoperativ mit ASA
1 als gesund klassifiziert. Mit 57,4 % lag bei den meisten Patientinnen ein ASA 2-Stadium

vor, welches einer milden systemischen Erkrankung entspricht. 35,8 % der Patientinnen
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litten hingegen bereits praoperativ unter schweren systemischen Erkrankungen und wur-
den als ASA 3 klassifiziert. 1,2 % der Kohorte waren lebensbedrohlich vorerkrankt und
wurden dem Stadium ASA 4 zugeordnet (Abb. 12)

Die Kérpermal3e und den Ernahrungszustand der Patientinnen zum Zeitpunkt ihrer Tu-
mordiagnose reprasentiert der BMI (Tab. 7). 42 % der Patientinnen der Kohorte hatten
einen BMI zwischen 19 und 24 kg/m? und galten somit als normalgewichtig. Mit einem
BMI von <19 kg/m? waren 4,6 % der Patientinnen formal untergewichtig. Bei 53,4 % der
Patientinnen lag der BMI Uber 24 und somit oberhalb der Norm. In dieser Gruppe Uber-
lebten 48,4 % der Patientinnen den Beobachtungszeitraum, wahrend 51,9 % der Patien-
tinnen mit einem BMI unter 25 kg/m? diesen Zeitraum Uberlebten. Bei zwei Patientinnen

waren weder Korpergré3e noch Gewicht und somit auch kein BMI eruierbar (Abb. 12).

ASA-Score (N=176) BMI (N=174)
= <19 kg/m? "
mASA 1
19-24,9
ASA 2 kg/me ‘
= ASA 3 L 25 30 kg/mz
= ASA 4

= 31-40 kg/m?

Abb. 12: Verteilung der Risikoklassifikation der American Society of Anesthesiologists
(ASA) und des BMI in der Patientinnenkohorte

Praoperativ wurden zur Evaluation des perioperativen Risikos und zur Operationsplanung
der ASA-Score und der BMI bestimmit.

3.2.3 Details zum operativen Eingriff

Informationen zu den peri- und intraoperativ dokumentierten Parametern sind in den Ta-

bellen 8 und 9 dargestellt.
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Tab. 8: Im Kontext der zytoreduktiven Operation erhobene Parameter in absoluten Zahlen
und Prozentangaben. (Die prozentualen Angaben in der folgenden Tabelle sind auf die
erste Nachkommastelle gerundet, wodurch ihre Summe bei einzelnen Parametern margi-
nal von 100% abweicht.)

| Anzahl | Relativer Anteil (%)
Operation (N=176)
primére OP 145 82,4
Rezidiv-OP 29 16,5
Zweitrezidiv-OP 2 11
Laparoskopische Diagnosesicherung (N=176)
ja 104 59,1
nein 72 40,9
Tumorverteilung (N=176)
auf den Unterbauch begrenzt 49 27,8
bis zum rechten Zwerchfell 22 12,5
beide Zwerchfelle betroffen 15 8,5
inklusive Dinndarmmesenterium 90 | 51,1
Darmanastomose (N=176)
ja 93 52,9
Rektosigmoid 43 24,4
Kolon 14 8,0
lleozdkalpol 1 0,6
Dunndarm 5 2,8
mehrere Anastomosen 30 17,0
nein 83 47,1
Lymphonodektomie pelvin und paraaortal (N=176)
ja 103 58,5
nein 73 415
Postoperativer Tumorrest (N=176)
ja 61 34,7
Resttumor unbekannt 7 4,0
1 mm Resttumor 5 2,8
2 bis 5 mm Resttumor 21 11,9
6 bis 10 mm Resttumor 16 9,1
>10 mm Resttumor 12 6,8
nein 115 65,3
Lokalisation des Resttumors (N=61)
Dinndarmmesenterium 22 36,1
Dunn- oder Dickdarm 17 27,9
Dickdarmmesenterium 2 3,3
Leber und Leberpforte 4 6,6
Retroperitoneum 2 3,3
Zwerchfell 4 6,6
diffuse Ausbreitung im Situs 9 14,8
A. mesenterica superior und Pankreas 1 1,6
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Tab. 9: LagemalRe mit Standardabweichung (SD) und Spannweite des intraoperativ er-
hobenen Peritonealkarzinoseindex (PCI). Dieser quantifiziert die peritoneale Tumoraus-
breitung.

Mittelwert + SD Median (Spannbreite)
PCl (N=174) 12,8+6,2 13 (2-30)

Bei der Mehrheit der Patientinnen (145) war die von uns betrachtete Operation der pri-
mare operative Eingriff. In 29 Fallen handelte es sich um eine Rezidiv-Operation und in
zwei Fallen um die Operation eines zweiten Rezidivs. Eine laparoskopische Diagnosesi-

cherung im Voraus fand bei 104 Patientinnen der Kohorte statt.

Die intraabdominelle Tumorausbreitung wurde im Operationsbericht festgehalten, wobei
ein auf den Unterbauch begrenztes Tumorgeschehen in 27,8 % der Falle dokumentiert
wurde. In 51,1 % der Félle war das Dinndarmmesenterium makroskopisch mitbetroffen
und es zeigte sich somit ein fortgeschrittener Tumorbefall des Abdomens. Bei 12,5 % der
Patientinnen reichte die Tumorausbreitung bis zum rechten Zwerchfell, in 8,5 % waren
beide Zwerchfelle betroffen (Abb. 13).

Intraabdominelle Tumorverteilung (N=176)

= Auf Unterbauch begrenzt
Rechtes Zwerchfell befallen
= Beide Zwerchfelle befallen

= Tumorausbreitung bis
Dunndarmmesenterium

Abb. 13: Auspragung des intraabdominellen Tumorgeschehens

Intraoperativ wurde die Ausbreitung des ovariellen Tumors durch die Operierenden doku-
mentiert. In Uber 50 % der Falle reichte die Tumorausbreitung bis zum Dinndarmmesen-
terium.



Bei 52,9 % der Patientinnen mussten im Rahmen der Tumoroperation Teile des Darms
entfernt und Anastomosen geschaffen werden. In den meisten Fallen handelte es sich
hierbei mit 24,4 % um eine Descendorektostomie bei Resektion von Sigma und Teilen
des Rektums. Bei 8 % der Eingriffe erfolgte eine reine Kolostomie. Die chirurgische Ent-
fernung eines Dunndarmabschnitts fand in 2,8 % und die Resektion des lleoztkalpols in
0,6 % statt. Bei 17 % der Operationen mit Darmresektion mussten verschiedene intesti-

nale Bereiche reseziert und folglich mehrere Anastomosen gebildet werden (Abb. 14).

Intraoperativ geschaffene Darmanastomosen (N=93)
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R € KOS QN 01 15—
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Abb. 14: Verteilung der verschiedenen intraoperativ geschaffenen Darmanastomosen

Resektionen von Darmanteilen erfolgten bei iber 50 % der Patientinnen. Bei den meisten
Patientinnen wurde das Rektosigmoids aufgrund fortgeschrittener Tumorausbreitung ent-
fernt. Im Fall von mehreren Anastomosen wurde mit einer Ausnahme immer das Rekto-
sigmoid mit reseziert.

Eine Entfernung der pelvinen und aortalen Lymphknoten erfolgte im Rahmen der Tu-
moroperation bei 58,5 % der Patientinnen, wobei sich in 68 % dieser Falle Lymphknoten-

metastasen histologisch bestétigen.

In der Kohorte von 176 Patientinnen wurde in 65,3 % der Falle die Entfernung sémtlicher
makroskopischer Tumormanifestationen erreicht. In den tbrigen 34,7 % verblieben post-
operativ makroskopische Tumorresiduen. Diese Residuen hatten in 2,8 % der Félle eine

GrofRe von 1 mm. 11,9 % zeigten eine Groéf3e von 2 bis 5 mm, 9,1 % eine Grol3e von 6 bis
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10 mm und 6,8 % wiederum eine Grof3e von tber 10 mm. In 4 % der Falle blieb das Aus-
mald des postoperativen Tumorrests unbekannt (Abb. 15).

Postoperatives Ergebnis (N=176)

140
120
100
Q 80
S 60
40
20
0
tumorfrei Resttumor
OP-Ergebnis
®E RO Resttumor unbekannt
B 1mm Resttumor B 2 bis 5mm Resttumor

B 6 bis 10mm Resttumor E >10mm Resttumor

Abb. 15: Postoperative Tumorlast

Der Uberwiegende Teil der Patientinnen konnte makroskopisch tumorfrei operiert werden.
Tumorresiduen zeigten in den meisten Féllen eine Gro3e von mindestens 2 mm.

Das Dunndarmmesenterium war mit 36,1 % die haufigste Resttumorlokalisation, dicht ge-
folgt von Dunn- und Dickdarmanteilen selber, wo sich zu 27,9 % Tumorreste befanden.
Bei 14,8 % der Tumorresiduen handelte es sich um eine diffuse Ausbreitung in der Bauch-
hohle. In jeweils 3,3 % zeigte sich ein Befall des Dickdarmmesenteriums und des Retro-
peritoneums, in jeweils 6,6 % waren die Leber inklusive der Leberpforte sowie die Zwerch-
felle beteiligt. Die Arteria mesenterica superior und das Pankreas waren in 1,6 % betroffen
(Abb. 16).
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Resttumorlokalisation (N=61)

= Dick-oder Dinndarm
Dunndarmmesenterium

= Dickdarmmesenterium

= Diffuse Ausbreitung im Situs

= Leber(pforte)

= Retroperitoneum

= Zwerchfell

Abb. 16: Lokalisationen der postoperativ verbliebenen Tumorresiduen

In 61 Fallen konnte in der durchgefuhrten Operation keine makroskopische Tumorfreiheit
erreicht werden. Am haufigsten fanden sich Residuen im Dinndarmmesenterium.

Der PCI (Jacquet und Sugarbaker, 1996) wurde intraoperativ bei 174 Patientinnen durch
die Operierenden erhoben und dient der Quantifizierung der peritonealen Tumormasse.
Im Durchschnitt lag er bei 12,81 (+ SD 6,2), der Median betrug 13 mit einer Spannbreite
von 2 bis 30.

Fur die FIGO-Stadien IA bis lIlIA (N = 34), die einen lokalisierten Tumor mit einer maximal
mikroskopisch extrapelvinen Ausbreitung beschreiben, ergab sich ein gemittelter PCI von
4,7. Weit fortgeschrittene FIGO-Stadien ab 11IB, welche mit einer makroskopischen Tu-
morausbreitung Uber das kleine Becken hinaus einhergehen (N = 140), hatten im Mittel
einen PCI von 14,8. Beim Vorliegen von makroskopischer Tumorfreiheit lag der PCI
durchschnittlich bei 11, bei einem postoperativen Tumorrest bei 16,2.



3.2.4 Staging

Die Verteilung der FIGO-Stadien und Lymphknotenmetastasen reprasentiert Tabelle 10.

Tab. 10: Informationen zur Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms. Die Erkrankung wird
standardmafiig anhand der FIGO-Klassifikation charakterisiert. FIGO-Stadium und
Lymphknotenstatus wurden in der untersuchten Kohorte dokumentiert und ausgewertet.
(Die prozentualen Angaben in der folgenden Tabelle sind auf die erste Nachkommastelle
gerundet, wodurch ihre Summe bei einzelnen Parametern marginal von 100% abweicht.)
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| Anzahl Relativer Anteil (%)

FIGO-Stadium (N=176)
FIGO | 10 5,7

A 4 2,3

B 2 1,1

C 4 2,3
FIGO Il 10 5,7

A 4 2,3

B 6 3,4
FIGO Il 135 76,7

A 14 8,0

Al 11 6,3
A2 3 1,7

B 10 5,7

C 111 63,1
FIGO IV 21 11,9

A 17 9,7

B 4 2,3
Lymphknotenmetastasen (N=176)
ja 91 51,7
pelvin 72 40,9
paraaortal 12 6,8
pelvin und paraaortal 4 2,3
axillar und supraklavikular 3 1,7
nein 51 29,0
NX 34 19,3

Mit fast 63,1 % lag der grof3te Teil der operativ diagnostizierten Tumore in der Kohorte in
einem FIGO-Stadium IlIC vor. Jeweils 5,7 % der Patientinnen wurden mit einem auf die
Ovarien begrenzten Karzinom im Stadium | bzw. einer Tumorausbreitung ins kleine Be-
cken und somit einem Stadium Il erstdiagnostiziert. 88,6 % der Ovarialtumoren waren

zum Diagnosezeitpunkt bereits in einem fortgeschrittenen Stadium, davon 86,5 % in ei-

nem Stadium Il und 13,5 % in einem Stadium IV (Abb. 17).
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FIGO-Stadien (N=176)
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Abb. 17: Verteilung der FIGO-Stadien | bis IV

Die Erstdiagnose erfolgte beim Grol3teil der Patientinnen im fortgeschrittenen Stadium llI.
Hierunter war das Stadium I1IC am haufigsten vertreten.

Nach histologischer Aufarbeitung zeigte sich in 51,7 % der Falle eine Tumorausbreitung
in die Lymphknoten, wovon der Gberwiegende Anteil mit 79,1 % die pelvinen Lymphstati-
onen betraf. Bei 19,3 % der Patientinnen war keine Aussage uber den Lymphknotenstatus
maoglich (Nx), bei 29 % préasentierten sich die Lymphknoten unaufféllig (Abb. 18).
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Lymphknotenstatus (N=176)
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Abb. 18: Tumorausbreitung in die Lymphknoten

In Uber der Halfte der Félle waren in der histopathologischen Aufarbeitung der intraope-
rativ.enthommenen Lymphknoten Tumorzellen nachweisbar. Hierbei handelte es sich
Uberwiegend um pelvine Lymphknoten. Paraaortale, axillare und supraklavikulare Lymph-
knotenmetastasen traten seltener auf. Bei fast 20 % der Patientinnen war der Lymphkno-
tenstatus unbekannt (Nx).

3.2.5 Durchgefiuihrte Therapiemalinahmen

In Tabelle 11 sind die therapeutischen MalRnahmen dargestellt, die im Rahmen der Be-
handlung des Ovarialkarzinoms durchgefuhrt wurden. Bei 93,7 % der Patientinnen mit
dem oben beschriebenen ovariellen Karzinom erfolgte eine adjuvante medikamenttse

Therapie im Anschluss an die Debulking-Operation.

43,7 % der Patientinnen erhielten vor der Operation eine neoadjuvante Chemotherapie,
wobei es sich in dieser Gruppe bei 97,4 % der Falle um ein FIGO-Stadium IlIB bis IV
handelte. Nach priméarer Chemotherapie und anschlie3ender Intervalloperation konnte in
50,6 % eine makroskopische Tumorfreiheit erreicht werden. Eine primare Zytoreduktion
erfolgte hingegen in 56,3 % der Falle. Hier lag bei 67,7 % der Patientinnen ein FIGO-
Stadium von mindestens IIIB vor und 76,8 % der Patientinnen wurden makroskopisch tu-

morfrei operiert.
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Im Rahmen des Therapiekonzepts wurden 46 % der Patientinnen mit dem VEGF-Inhibitor
Bevacizumab behandelt. In einem dieser Falle musste die Gabe bei neu aufgetretener

arterieller Hypertonie frihzeitig abgebrochen werden.

Tab. 11: Medikamentése Behandlung bei den in die Studie eingeschlossenen Patientin-
nen. Entsprechend der Diagnose und dem individuellen Allgemeinzustand fand die The-
rapie vor und/oder nach dem operativen Eingriff statt. Eine Gabe des VEGF-Hemmers
Bevacizumab erfolgte ab dem Stadium 11I1B. (Die prozentualen Angaben in der folgenden
Tabelle sind auf die erste Nachkommastelle gerundet, wodurch ihre Summe bei einzelnen
Parametern marginal von 100% abweicht.)

| Anzahl | Relativer Anteil (%)
Neoadjuvante Chemotherapie (N=176)
ja 77 43,7
nein 99 56,3
Postoperative Nachbehandlung (N=176)
ja 165 93,7
nein 11 6,3
Therapie mit Bevacizumab (N=176)
ja 81 46,0
nein 95 54,0

3.3 5-Jahres-Uberleben nach FIGO-Stadium

Tabelle 12 veranschaulicht das 5-Jahres-Gesamtuberleben (5-year overall survival,
5YO0S) und das krankheitsfreie 5-Jahres-Uberleben (5-year disease-free survival, 5YDFS)
abhangig vom FIGO-Stadium. Die Uberlebensanalysen erfolgten anhand der Kaplan-
Meier-Methode (siehe Anhang 2).

Tab. 12: 5-Jahres-Gesamtiiberleben (5YOS) und krankheitsfreies 5-Jahres-Uberleben
(5YDEFS) entsprechend Krankheitsstadium nach Kaplan-Meier-Methode.

FIGO-Stadium 5YOS (%) 5YDFS (%)
FIGO | 100,00 90,00
FIGO Il 85,71 33,33
FIGO Il 42,68 9,27
FIGO IV 19,64 0,00
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Bis zum Ende des Beobachtungszeitraums im Marz 2022 waren 50 % der in die Kohorte
eingeschlossenen Patientinnen verstorben. Das durchschnittliche Uberleben der Patien-
tinnen zum Ende des Beobachtungszeitraums im Marz 2022 betrug 35,4 Monate. Mit ei-
nem fortgeschrittenen FIGO-Stadium ging ein geringeres 5YOS einher. Wahrend im Sta-
dium 1 100 % und im Stadium Il 85,71 % der Patientinnen Uberlebten, lag das 5YOS im
Stadium Il bei 42,68 %. Fur das Stadium IV reduzierte sich dieser Wert nochmals auf
19,64 % (Abb. 19).

5-Jahres-Gesamtiuberleben nach Stadium
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Abb. 19: 5-Jahres-Gesamtiiberleben (5YOS) nach FIGO-Stadium

In den frihen FIGO-Stadien | und Il lag das 5YOS bei 100 beziehungsweise 85 %. Die
fortgeschrittenen Stadien Il und IV war mit einem 5YOS von unter 50 % assoziiert.

71 % der zwischen Januar 2010 und Dezember 2020 erstdiagnostizierten Patientinnen
entwickelten bis Marz 2022 ein Rezidiv ihres Ovarialkarzinoms. Die durchschnittliche
Dauer bis zum Wiederauftreten der Tumorerkrankung betrug 23,8 Monate. Im FIGO-Sta-
dium I lag das 5YDFS bei 90 %, im Stadium Il bei 33,33 % und im Stadium IIl bei 9,27 %.
Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom des FIGO-Stadiums IV erkrankten ohne Aus-

nahme innerhalb von finf Jahren an einem Rezidiv (Abb. 20).
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Krankheitsfreies 5-Jahres-Uberleben nach Stadium
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Abb. 20: Krankheitsfreies 5-Jahres-Uberleben (5YDFS) nach FIGO-Stadium

Die fortgeschrittenen FIGO-Stadien Il und IV waren im 5-Jahres-Intervall mit einer héhe-
ren Rezidivrate assoziiert als die frihen Stadien | und II.

3.4 Uberlebenszeitanalyse

Im Rahmen der schlieBenden Statistik wurden 5YOS und 5YDFS abhéngig von den Un-
terkategorien der verschiedenen immunhistochemischen Auswertungskriterien mit dem
Log-Rank-Test analysiert und danach auf Signifikanz gepruft (siehe Kapitel 2.6). In Ta-
belle 13 sind die Ergebnisse der Uberlebenszeitanalyse dargestellt. Fiir die allgemeine
Paucimannosefarbung ergab sich beispielsweise fiur keine bis wenige gefarbte Zellen ein
5YOS von 42,94 % und ein 5YDFS von 11,00 %, wahrend die Farbung vieler Zellen mit
einem 5YOS von 42,94 % und ein 5YDFS von 12,69 % einherging. Die auf der Basis
dieser Daten berechneten p-Werte fir 5YOS und 5YDFS abhangig von der allgemeinen
Paucimannosefarbung lagen tGber dem kritischen Wert von 0,05 und waren somit nicht
signifikant. Die Auswertungskriterien Farbeintensitat, Prozentanteil gefarbter Tumorzellen
nach IRS, IRS, genauer Prozentanteil gefarbter Tumorzellen und der H-Score wiesen in
Bezug auf die Uberlebenskurven von 5YOS und 5YDFS ebenfalls p-Werte oberhalb des
Signifikanzniveaus von 0,05 auf. Signifikante Ergebnisse zeigten sich hingegen fur die
immunhistochemische Farbung von Immunzellen. Das 5YDFS lag fir Praparate mit ge-
farbten Immunzellen bei 16,06 %, wahrend Praparate ohne Immunzellfarbung ein 5YDFS
von 6,16 % hatten (p = 0,035). Fir das 5YOS ergab sich fir den Unterschied der beiden
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Unterkategorien der Immunzellfarbung ein p-Wert von 0,052, der gerundet ebenfalls als
signifikant gewertet wurde. Weiterhin lagen die Differenzen im 5YOS bei der Betrachtung
des Hot Spots der Praparate mit einem p-Wert von 0,029 deutlich unter dem kritischen
Wert. Falle mit einer Tumorzellfarbung von maximal 50 % in 400-facher Vergro3erung
hatten ein 5YOS von 46,72 %. Bei einer Tumorzellfarbung von tber 50 % in derselben
VergroRerung lag das 5YOS im Vergleich dazu bei 23,68 %. Auch Rezidive traten bei
einer Tumorzellfarbung des Hot Spots von maximal 50 % weniger auf. Bezuglich des

5YDFS ergaben sich allerdings keine signifikanten Ergebnisse (p = 0,700).
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Tab. 13: Outcome nach immunhistochemischem Auswertungskriterium. Die Unterkatego-
rien der acht Auswertungskriterien wurden hinsichtlich des 5-Jahres-Gesamtiiberlebens
(5YOS) und des krankheitsfreien 5-Jahres-Uberlebens (5YDFS) verglichen. Mithilfe des
Log-Rank-Tests wurde pro Kriterium ein p-Wert berechnet der anschlie3end auf Signifi-
kanz geprift wurde. Signifikante Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle durch orange-
farbene Markierungen gekennzeichnet.

Auswertungskriterium Unterkategorien p-Wert
1. Paucimannosefarbung | Keine bis we- | Viele Zellen
der Tumorzellen allgemein | nige  Zellen | gefarbt
(0-2) gefarbt (2)
(0-1)
5Y0S 42,94 % 44,29 % 0,991
5YDFS 11,00 % 12,69 % 0,073
2. Farbeintensitat (0 - 3) Keine  Far- | Schwache Starke In-
bung (0) bis  mittlere | tensitat
Intensitat (©)
(1-2)
5Y0S 29,33 % 45,51 % 47,01 % 0,233
5YDFS 14,22 % 7,10 % 13,62 % 0,530
3. Prozentanteil gefarbter | keine  Féar- | 10 - 50%,
Tumorzellen nach Immun- | bung, <10% | 51 - 80%,
reaktivem Score (0 - 4) (0-1) > 80%
(2-4)
5Y0S 45,39 % 38,05 % 0,477
5YDFS 11,13 % 12,95 % 0,151
4. Immunreaktiver Score 0-1 2-3
(Farbintensitat x Prozen-
tanteil gefarbter Tumorzel-
len)
5Y0S 45,47 % 42,35 % 0,856
5YDFS 10,51 % 16,81 % 0,126
5. Farbung von Immunzel- | Immunzellen- | Keine Im-
len (0-2) gefarbt (1) munzellen
gefarbt oder
andere Zel-
len  gefarbt
0.2
5Y0S 42,20 % 36,70 % 0,052
5YDES 16,06 % 6,16 % 0,032
6. Genauer Prozentanteil | Keine  Far- | <5% 5-<10% [ 10-20% | 30-80%
gefarbter Tumorzellen fir | bung 1-2) 3) (4-5) (6-11)
H-Score (0)
5Y0S 28,15 % 49,43 % 54,75 % 34,37 % 38,37 % 0,185
5YDES 13.61 % 9,06 % 12,25 % 14,16 % 13,47 % 0,238
7. H-Score in % (Farbin- | 0-50 % 51-100 % 101-200 | 201 - 300
tensitat x genauer Prozen- % %
tanteil gefarbter Tumorzel-
len)
5Y0S 45,45 % 36,93 % 37,50 % 66,67 % 0,650
5YDES 11,80 % 10,73 % 18,23 % 66,67 % 0,829
8. Hot Spot (x40) <50 % > 50 %
5Y0S 46,72 % 23,68 % 0,029
5YDFS 12,33 % 9,56 % 0,700
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3.5 Korrelationsanalyse

Unter Anwendung des Spearman-Tests wurden die acht immunhistochemischen Auswer-
tungskriterien mit vier klinisch-intraoperativen Parametern in Korrelation gesetzt (siehe
Kapitel 2.6). Fur keine der Variablen PCI, FIGO-Stadium, Tumorbefall oder Tumorfreiheit
zeigten sich in Korrelation mit den Auswertungskriterien der Paucimannosefarbungen sig-
nifikante Ergebnisse (Tab. 14).
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Tab. 14: Korrelationsanalyse mit dem Spearman-Test. Die vier klinisch-intraoperativen
Parameter Peritonealkarzinoseindex (PCI), FIGO-Stadium, Tumorausbreitung auf den
Dunndarm und Operationsergebnis wurden jeweils mit den acht Auswertungskriterien
korreliert und auf Signifikanz gepruft. Oberhalb der festgelegten Grenzen wirken sich die
Parameter negativ auf die Prognose aus.

Parameterbereich Auswertungskriterium p-Wert
PCI<9vs.PCI>9 Paucimannosefarbung allge- p=0,697
mein
Farbeintensitét p=0,714
Prozentanteil gefarbter Tumor- | p=0,784
zellen n. Remmele
Remmele-Score p=0,846
Farbung von Immunzellen p=0,594
Genauer Prozentanteil gefarb- | p=0,946
ter Tumorzellen
H-Score p=0,778
Hot-Spot p=0,862
FIGO-Stadium IA-IIA vs. FIGO | Paucimannosefarbung allge- p=0,343
1IB-IVA mein
Farbeintensitat p=0,069
Prozentanteil gefarbter Tumor- | p=0,801
zellen n. Remmele
Remmele-Score p=0,471
Farbung von Immunzellen p=0,124
Genauer Prozentanteil gefarb- | p=0,594
ter Tumorzellen
H-Score p=0,249
Hot-Spot p=0,992
Kein Tumorbefall des Dunn- Paucimannosefarbung allge- p=0,575
darms vs. Tumorbefall des mein
Dinndarms Farbeintensitat p=0,134
Prozentanteil gefarbter Tumor- | p=0.858
zellen n. Remmele
Remmele-Score p=0,824
Farbung von Immunzellen p=0,227
Genauer Prozentanteil gefarb- | p=0,898
ter Tumorzellen
H-Score p=0,679
Hot-Spot p=0,538
Tumorfreiheit vs. postopera- | Paucimannosefarbung allge- p=269
tive Tumorresiduen mein
Farbeintensitat p=0,266
Prozentanteil geféarbter Tumor- | p=0,200
zellen n. Remmele
Remmele-Score p=0,164
Farbung von Immunzellen p=0,161
Genauer Prozentanteil gefarb- | p=0,175
ter Tumorzellen
H-Score p=0,141
Hot-Spot p=0,713
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4. Diskussion

4.1 Uberblick

Die vorliegenden Ergebnisse stellen die Bedeutung des immunhistochemischen Pauci-
mannose-Nachweises beim HGSOC heraus. Im Folgenden werden die immunhistoche-
mische Farbemethode, die klinisch erhobenen Variablen und die Bedeutung einer effek-
tiven Friherkennung fiir die Diagnose des Ovarialkarzinoms diskutiert und in den aktuel-

len Forschungsstand eingeordnet.

4.2 Immunhistochemische Farbung

4.2.1 Methode und Antikorper

Hinsichtlich der Farbemethode mit dem Paucimannose-spezifischen Antikérper Mannitou
wurde auf verschiedene frihere immunhistochemische Untersuchungen zuriickgegriffen.
Vor der Antikdrperinkubation erfolgte die Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat
und unspezifischer proteinbindender Strukturen (Becker et al., 2019; Dahmen et al., 2015;
Zipser et al., 2012). In vorherigen Studien zur Paucimannoseexpression wurde der Anti-
kérper Mannitou unverdinnt (Dahmen et al., 2015) beziehungsweise in einer Verdiinnung
von 1:80 (Becker et al., 2019) verwendet. Nach sorgfaltigen Vorversuchen wurde fur die
durchgefuhrten Farbungen eine an die Laborbedingungen angepasste Verdinnung von
1:50 gewahlt. Im Glykan-Array des Consortium for Functional Glycomics zeigte der Anti-
kérper Mannitou eine hohe Selektivitat bei der Identifizierung der paucimannosidischen
Struktur MansGIcNAc2 und eine im Vergleich geringere Aktivitat fir Pentamannosen
(Mans) (Zipser et al., 2012). Entsprechend den Ergebnissen von Zipser et al. und Dahmen
et al. wurde Mannitou fur die Negativkontrolle mit 0,5 M Methyl-a-D-mannopyranosid vor-
behandelt, wodurch der Primarantikérper nicht mehr fur die Bindung paucimannosidischer
Epitope der Schnitte zur Verfiugung stand. Im Vergleich zur Methode von Zipser et al.
wurde im Rahmen des vorliegenden Projekts keine Hitze induzierte Antigendemaskierung

vor dem eigentlichen Farbeprozess durchgefiihrt. Diese kann nach Formalinbehandlung
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der Rekonstruktion der Epitope dienen und sie so fur Antikbrper zuganglicher machen.
Wie Vorversuche bestatigten ist eine Demaskierung fur die Interaktion einiger Glykane
und ihrer Antikorper, darunter auch Paucimannose und Mannitou, nicht notwendig und

kann bei hitzelabilen Zuckerresten wie Polysialinsduren sogar kontraproduktiv sein.

Der initial genutzte braune Farbstoff ImmPact DAB wurde im Verlauf der immunohisto-
chemischen Farbungen nicht mehr verwendet, da der rote Farbstoff InmPact NovaRED
bei gleichem Farbeergebnis besser von unspezifischen Zellkernfarbungen und anderen

Artefakten zu differenzieren war.

4.2.2 Paucimannoseexpression und Farbemuster

Die in Kapitel 3.2.1 aufgefiihrten Ergebnisse zur Paucimannoseexpression beim Ovarial-
karzinom prasentierten sich ahnlich wie die Daten von Kaprio et al. (2015) zur N-Glyko-
sylierung beim kolorektalen Karzinom. Im Rahmen einer Studie zur Charakterisierung des
N-Glykoms beim Rektumkarzinom wurden Tumorpraparate von 220 Patientinnen und Pa-
tienten mit einem kolorektalen Karzinom immunhistochemisch hinsichtlich ihrer Pauci-
mannoseexpression untersucht. In 55,3 % der Falle zeigte sich ein negatives bis niedriges
Signal fur Paucimannose, wahrend in 44,7 % der Falle eine moderate bis starke Expres-
sion beschrieben wurde. Bei der immunhistochemischen Auswertung dieses Projekts wie-
sen 50,6 % der Ovarialkarzinompraparate ein negatives bis niedriges Signal und 49,4 %
eine Farbung vieler Zellen auf. Auch wenn sich die Daten zur Paucimannoseexpression
ahneln, ist die Vergleichbarkeit durch die Untersuchung von zwei verschiedenen Maligni-
taten reduziert. Ein weiterer limitierender Faktor fur die Ubertragbarkeit der Ergebnisse ist
die Verwendung des Antikérpers mAb100-4G11-A anstelle von Mannitou bei der Farbung
von kolorektalen Proben.

Der Antikdrper mAb100-4G11-A IgM bindet ebenfalls die Kernstruktur MansGIcNAc2 und
wurde auch von Stavenhagen et al. (2021) in einer immunhistochemischen Untersuchung
der Paucimannoseexpression verschiedener maligner Gewebe verwendet. Sowohl in
Ovarialkarzinom- als auch in Kolonkarzinomproben wurde eine Paucimannosefarbung

beobachtet, die jedoch jeweils nur in einem von drei Fallen starker ausgeprégt war als in
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benignem Kontrollgewebe. Es ware interessant, die beiden Antikdrper Mannitou und
mMAb100-4G11-A immunhistochemisch in denselben Proben zu vergleichen und ihre Se-

lektivitat fur trimannosidische Glykane zu untersuchen.

Zwischen der Paucimannosefarbung der Ovarialkarzinompraparate in 400-facher Vergro-
Berung (Hot Spot) und dem Gesamtiberleben zeigte sich ein signifikanter Zusammen-
hang. Eine Farbung von maximal 50 % der Tumorzellen im Hot Spot war mit einem 5YOS
von 46,72 % assoziiert, wahrend eine Farbung von tber 50 % der Tumorzellen im Hot
Spot mit einem 5YOS von 23,68 % einherging (p = 0,029). Dieses Ergebnis deutet auf
eine negative Korrelation zwischen Paucimannosefarbung und Prognose hin. Ein signifi-
kanter Zusammenhang zwischen der Paucimannosefarbung und dem 5YOS konnte an-
hand der tbrigen Auswertungskriterien wie der allgemeinen Paucimannosefarbung, der

Farbintensitat oder dem IRS nicht bestatigt werden.

Frihere Forschungsergebnisse schreiben Paucimannose ebenfalls einen negativen Ein-
fluss auf die Prognose maligner Erkrankungen zu. In massenspektrometrischen Analysen
wiesen rektale Karzinome im Vergleich zu Rektumadenomen eine deutliche gesteigerte
Paucimannoseexpression auf. Fortgeschrittene Karzinome mit einer schlechten Prognose
waren in der Untersuchung signifikant mit einer hohen Paucimannoseexpression assozi-
iert (Kaprio et al., 2015).

Becker et al. (2019) zeigten in ihrer Untersuchung von zwei Zelllinien des Glioblastoms
eine Korrelation zwischen der Paucimannoseexpression und der Aggressivitat der Zellen.
Dartber hinaus konnte nach Inkubation der Tumorzellen mit dem Mannitou-Antikorper
eine verlangsamte Proliferation, Migration und Zelladh&sion nachgewiesen und nach An-
wendung eines Zytostatikums eine verstarkte Paucimannoseexpression beobachtet wer-
den. Dies fuhrte dazu, dass erstmals eine negative regulatorische Funktion der Pauci-
mannosylierung diskutiert wurde. Aufgrund der Analyse von einzelnen Zelllinien in vitro
sowie der Betrachtung einer anderen Tumorentitat sind diese Ergebnisse nur bedingt mit

der vorliegenden Arbeit vergleichbar.

Da der immunhistochemische Nachweis von Paucimannose bisher wenig erforscht ist,

finden sich in der Literatur insgesamt nur wenige Daten zu diesem Thema. Um die Rele-
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vanz der Paucimannosefarbung fur die Prognose von Ovarialtumoren genauer zu unter-
suchen, ist ein immunhistochemischer Vergleich mit dem Paucimannose-Profil von benig-

nem Ovarialgewebe erforderlich.

Im Hinblick auf die gefarbten Strukturen und das Farbungsmuster der Tumorzellen stim-
men Die Erkenntnisse dieser Arbeit mit den Forschungsergebnissen von Kaprio et al. und
Zipser et al. Uberein. Auch die immunhistochemische Féarbung kolorektaler Praparate
zeigte priméar eine zytoplasmatische und granulare Expression von Paucimannose
(Kaprio et al., 2015; Zipser et al., 2012). Eine Anreicherung im Membranbereich der Tu-
morzellen trat selten auf, eine Kernfarbung war nie sichtbar. Eine signifikante Korrelation
mit klinisch-pathologischen Parametern konnte aus den Farbeergebnissen ebenso wie im

vorliegenden Projekt nicht abgeleitet werden. (Kaprio et al., 2015).

Die immunhistochemische Farbung von fortgeschrittenen Glioblastompraparaten mit
Mannitou zeigten als weitere Tumorentitat ebenfalls eine deutliche Paucimannosefarbung
des Zytosomas und der Zellfortsatze der Tumorzellen, wahrend das umgebende, nicht-tu-

mordse Gewebe eine deutlich geringere Farbung aufwies (Becker et al., 2019).

Uber das Korrelat der Paucimannose-positiven Granula und die genaue Lokalisation und
Entstehung von paucimannosidischen Glykanen in humanen Zellen herrscht aktuell noch
Unklarheit. Enzyme aus der Gruppe der N-Acetyl-R-hexosaminidasen produzieren Pauci-
mannosen in verschiedenen Zelltypen, darunter mdoglicherweise auch Tumorzellen
(Tjondro et al., 2019). Diese abbauenden Enzyme befinden sich typischerweise in Lyso-
somen, mit denen auch viele der bisher identifizierten paucimannosidischen Proteine as-
soziiert sind (Loke et al., 2016). Neben dem Abbau von Biomolekulen tibernehmen diese
Zellorganellen wichtige Aufgaben im Bereich der Exozytose und des Proteintransports
(Chatterjee et al., 2019). Die Paucimannose-reichen Granula der neutrophilen Granulozy-
ten haben einen lysosomenahnlichen Charakter. Ihre Sekretion wurde im Zusammenhang
mit Entziindungsprozessen nachgewiesen und deutet auf eine mogliche biofunktionelle
Rolle von Paucimannose im Kontext der Immunantwort hin (Thaysen-Andersen et al.,
2015).
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4.2.3 Immunzellfarbung

In den untersuchten Tumorpraparaten befanden sich neben Ovarialkarzinomzellen auch
verschiedene Zellen des Immunsystems, darunter vor allem Makrophagen (siehe Kapitel
3.1). Der Korper versucht in der Regel, eine Krebserkrankung durch eine Immunantwort
zu bekampfen. Unter den das Tumorgebiet infiltrierenden Immunzellen befinden sich zum
grof3en Teil tumorassoziierte Makrophagen (TAMs). In der immunsuppressiven Umge-
bung des Tumors kann der proinflammatorische Phanotyp der Makrophagen in einen al-
ternativ aktivierten, antiinflammatorischen Zustand tbergehen, welcher die Proliferation

und Neoangiogenese des Tumors fordert (De Palma und Lewis, 2013).

Eine verschobene Kern-Plasma-Relation und erkennbare Nukleoli im Zellkern kennzeich-
nen die morphologischen Veranderungen der stark proliferierenden Tumorzellen. Zell-
Uberlagerungen und ahnliche Durchmesser von Tumorzellen und Makrophagen stellten
eine Herausforderung fur die Unterscheidung der beiden Zelltypen dar. Um die von den
Zellen ausgehenden Paucimannose-Signale richtig zuzuordnen, war die Anwendung ei-
nes gegen das fur Makrophagen spezifische Molekul CD68 gerichteten Antikdrpers rele-
vant. Die bei einigen Praparaten im Anschluss an die Paucimannosefarbung durchge-
fuhrte Doppelfarbung mit dem CD-68-Antikorper (siehe Kapitel 2.4) diente der Bestéatigung
der vorherigen Einordnung von Ovarialkarzinomzellen und Makrophagen nach histologi-

schen Kriterien und wurde daher nur exemplarisch durchgefihrt.

Bei CD68 handelt es sich um ein transmembranes Glykoprotein, das insbesondere von
monozytaren Zellen wie Makrophagen, Mikroglia und Osteoklasten exprimiert wird. Es
gibt Hinweise darauf, dass CD68 an verschiedenen Entziindungsvorgangen beteiligt ist
und eine Rolle in tumorimmunologischen Prozessen spielt. TAMs in der direkten Tumo-
rumgebung weisen eine Uberexpression von CD68 auf (Chistiakov et al., 2017; Zhang et
al., 2022).

Durch die Paucimannose-CD68-Doppelfarbung wurden bestimmte Zellen eindeutig als
monozytar identifiziert. Paucimannose gilt als typisches von Neutrophilen und Makropha-
gen exprimiertes Glykan.(Hare et al., 2017; Loke et al., 2016). Bei der Differenzierung von
monozytaren Leukadmiezellen der Zelllinie THP-1 in Makrophagen konnte eine deutliche

Veranderung des Glykoms festgestellt werden, was die Bedeutung der Glykosylierung fur
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das Immunsystem unterstreicht (Delannoy et al., 2017). Auch nach Pathogenkontakt ver-
andern sich das Glykosylierungsprofil und die Paucimannoseexpression von Makropha-
gen (Hare et al., 2017).

Dariiber hinaus sind zahlreiche bioaktive, antimikrobielle Proteine in den Granula aktivier-
ter neutrophiler Granulozyten Paucimannose-positiv (Thaysen-Andersen et al., 2015).
Apoptotische Neutrophile werden mit ihren proteinreichen Granula von Makrophagen en-
dozytiert, wodurch der Transfer der bioaktiven Granula erfolgt. Dieser Mechanismus ver-
bessert die Immunantwort der Makrophagen und kann als kooperative Strategie des an-

geborenen Immunsystems gewertet werden (Tan et al., 2006).

Insgesamt zeigten fast 62 % der Praparate eine Immunzellfarbung, in den tbrigen Féllen
waren keine Immunzellen Paucimannose-positiv. Bei den in den Tumorpréparaten vor-
handenen Immunzellen handelte es sich Gberwiegend um Makrophagen. Seltener waren
Lymphozyten als Teil der Mikroumgebung des Tumors gefarbt. Dies konnte als Hinweis
darauf gedeutet werden, dass TAMs ebenso wie nicht tumorassoziierte Makrophagen

Paucimannose exprimieren.

Zwischen der Paucimannosefarbung von Immunzellen und den Outcome-Parametern
5YDFS und 5YOS wurde ein signifikanter Zusammenhang festgestellt. Tumorproben mit
Immunzellen, die ein Paucimannose-Signal aufwiesen, waren invers mit der Mortalitat und
einem Rezidivauftreten im 5-Jahres-Intervall assoziiert (p = 0,052 und p = 0,032). Im Ge-
gensatz zur Tumorzellfarbung im Hot Spot, die negativ mit dem 5-Jahres-Uberleben kor-
relierte, konnte ein positiver Effekt zwischen der Paucimannosylierung der Immunzellen
und den 5-Jahres-Uberlebenskurven fiir Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberle-
ben nachgewiesen werden. Die vorliegenden Ergebnisse lassen vermuten, dass pauci-
mannosidische Epitope auf verschiedenen Zelltypen Uber unterschiedliche Funktionen
verfigen. Um eine mdogliche protektive Funktion von Paucimannose im Hinblick auf die
Immunzellfarbung zu prufen, ware es interessant, die Unterschiede in der Paucimanno-
seexpression zwischen klassisch aktivierten, den Tumor bekdmpfenden und alternativ ak-

tivierten, das Tumorwachstum férdernden TAMs zu untersuchen.

Die signifikanten Ergebnisse bezuglich der Immunzellfarbung unterstreichen in jedem Fall

die Rolle von Makrophagen im Tumorgeschehen. Bisherige Forschung hat gezeigt, dass
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Tumorgewebe mit einem hohen Anteil an Makrophagen eine ungunstige Prognose auf-
weist. In einer immunhistochemischen Analyse zur Makrophagendifferenzierung bei
epithelialen Ovarialkarzinomen wurden TAMs Uberwiegend in einem antiinflammatori-
schen, das Tumorwachstum fordernden Phanotyp gefunden. Im Vergleich zu anderen
histologischen Subtypen wiesen muzindse und serdse Ovarialkarzinome signifikant mehr
CD68-positive TAMs auf. Die Anzahl der CD68-positiven TAMs korrelierte auf3erdem mit
dem histologischen Malignitatsgrad der Karzinome (Kawamura et al., 2009). Als Kiritik-
punkt am Studiendesign kann die relativ kleine Stichprobengré3e von 40 Ovarialkarzino-

men angefuhrt werden.

Die Bedeutung der Paucimannoseexpression von Makrophagen im Tumorgebiet ist zum
aktuellen Zeitpunkt noch unklar. Stavenhagen et al. (2021) stellten in ihrer Arbeit zum
Bindungsprofil des Makrophagenrezeptors CD206 die Hypothese auf, dass Tumorzellen
durch die Prasentation von Paucimannose an den fir dieses N-Glykan selektiven Rezep-
tor CD206 auf TAMs binden. In diesem Zusammenhang wird der Paucimannosebindung
ein antiinflammatorischer Effekt zugeschrieben, der maligne Prozesse in der Tumorum-
gebung beguinstigt. In der beschriebenen Publikation war die Ubertragbarkeit auf das
Ovarialkarzinom allerdings begrenzt, da die Expression des Makrophagenrezeptors und
von Paucimannose in den Kontrollgeweben zum Teil genauso hoch war wie in den Karzi-

nomproben.

Die funktionelle Rolle der Makrophagen in der Tumorbiologie ist Gegenstand weiterer For-
schung. Die Bedeutung der Paucimannose als Regulator maligner Prozesse und das Pha-
nomen der Paucimannosylierung bei immunologischen Prozessen sollten ebenfalls weiter

untersucht werden.

4.2.4 Weitere Zellfarbungen

Auch in den gefarbten Praparaten enthaltene Fibroblasten zeigten ein zytoplasmatisches
Paucimannose-Signal. Hierzu passt eine Untersuchung des Glykoproteoms fetaler Fib-
roblasten aus dem Jahr 2016. Eine Analyse mittels Chromatographie und Massenspeki-

rometrie konnte paucimannosidische Strukturen in lysosomalen Proteinen und solchen
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des endoplasmatischen Retikulums nachweisen (Takakura et al., 2016). Bei der Pauci-
mannosefarbung von Plattenepithel und Perizyten bleibt zu diskutieren, ob es sich um
Zellfarbungen im eigentlichen Sinne oder um Artefakte handelt. Im Plattenepithel der
Wangenschleimhaut konnten paucimannosidische Glykane bereits identifiziert werden
(Everest-Dass et al., 2012).

4.3 Demographie und allgemeiner Gesundheitszustand

Das Durchschnittsalter bei Erstdiagnose lag in der untersuchten Kohorte mit 61,8 Jahren
unter dem mittleren Erkrankungsalter in Deutschland von 68 Jahren (Robert Koch-Institut
und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2023). Ein
hoheres Alter bedingt als demographischer Risikofaktor mehr Komorbiditaten, die wiede-
rum die Durchfuihrung aggressiver Therapiemal3nahmen einschranken und somit zu einer

erhohten Mortalitat des Ovarialkarzinoms fiihren kénnen (Momenimovahed et al., 2019).

Zur Vollstandigkeit und zur Charakterisierung der Kohorte wurde der korperliche Allge-
meinzustand der Patientinnen mittels anasthesiologischer ASA-Klassifikation erhoben

und der Ernahrungszustand anhand des BMI dokumentiert.

Obwohl der ASA-Score als Anndherung an den Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG) Patientenstatus genutzt werden kann, um die Dauer des Krankenhausaufent-
halts vorherzusagen (Young et al., 2015), kann er diesen nicht ersetzen. Insbesondere im
Bereich der onkologischen Chirurgie ist der ECOG Patientenstatus fiir die Beurteilung von
Aktivitat und Allgemeinzustand von Tumorerkrankten relevant und sollte in weiterfihren-

den Studien zusatzlich erhoben werden.

Bei knapp Uber der Hélfte der Patientinnen in der betrachteten Kohorte (53,4 %) lag der
BMI mit Gber 24,9 kg/m? oberhalb der Norm. Insgesamt bestand bei 30,5 % der Patientin-
nen Praadipositas (bis 30 kg/m?) und bei 23 % Adipositas des Grades | bis Il (>30 kg/m?2).
In mehreren Metaanalysen wurden Ubergewicht und Adipositas als eindeutige Risikofak-
toren fur die Entstehung des Ovarialkarzinoms beschrieben (Lahmann et al., 2010; Liu et



76

al., 2015). Kdrperliche Aktivitat ist hingegen mit einem reduzierten Auftreten von epitheli-
alen Ovarialkarzinomen assoziiert (Cottreau et al., 2000). In einer Metaanalye von 21 Stu-
dien konnte eine inverse Assoziation zwischen dem BMI und dem Uberleben von Patien-

tinnen mit einem Ovarialkarzinom festgestellt werden (Nagle et al., 2015).

4.4 Operatives Staging und Therapie

4.4.1 Laparoskopische Diagnosesicherung

59,1 % der in die Kohorte eingeschlossenen Patientinnen erhielten eine diagnostische
Laparoskopie vor der Debulking-Operation. Diese ist laut Leitlinie kein Standard, wird aber
im Rahmen von Studien durchgefuihrt. Technisch ist eine laparoskopische Adnektomie im
Rahmen eines laparoskopischen Stagings unter Vermeidung einer Ruptur zwar moglich
(Medeiros et al., 2008). Die gesamte Exploration des Peritoneums und aller abdominellen
Strukturen kann durch eine Langslaparotomie jedoch mit héherer Sicherheit erreicht wer-
den als mit einem laparoskopischen Eingriff (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022). Zur
Beurteilung der Tumormanifestationen nach neoadjuvanter Therapie und zur Identifika-
tion von Kandidatinnen fur eine operative Zytoreduktion im Verlauf kann eine Laparosko-
pie sinnvoll sein (Fagotti et al., 2010). Im Rahmen einer Studie von Fagotti et al (2013)
wurde bei 300 Patientinnen mit einem fortgeschrittenen epithelialen Ovarialkarzinom ein
standardisiertes laparoskopisches Staging durchgefihrt. Je nach laparoskopischem Be-
fund wurden die Patientinnen primér operiert oder erhielten zun&chst eine neoadjuvante
Chemotherapie und eine Operation im Intervall. Unter dem Aspekt einer individualisierten
Therapie und der Vermeidung von Laparotomie-assoziierten Komplikationen kann nach
diesen Studienergebnissen die laparoskopische Diagnosesicherung bei fortgeschrittenen
Tumorstadien erwogen werden. Kritisch zu sehen ist allerdings, dass in der Studie bei
50 % der Patientinnen nach laparoskopischem Staging eine neoadjuvante Therapie er-
folgte. Dieser Anteil ist in der Realitat in grol3en Zentren deutlich niedriger (Mueller et al.,
2016).
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4.4.2 Operationsergebnis und Lokalisation des Resttumors

Die Prognose des Ovarialkarzinoms hangt unmittelbar von den postoperativ verbleiben-
den Tumorresiduen beziehungsweise von der Radikalitat der operativen Zytoreduktion
ab. In diesem Zusammenhang beschreibt die Resterkrankung den grof3ten Durchmesser
des verbleibenden Tumors. Als ,optimaler” Tumorrest wurden von der Gynecologic On-
cology Group Residuen bis 10 mm definiert. Ein allgemeiner Konsens uber die Definition
des optimalen Resttumors existiert bisher jedoch nicht (Chang et al., 2013). In den letzten
Jahren wird ein chirurgisches Ergebnis mit ausschliel3lich mikroskopischem Tumorrest
angestrebt, da belegt werden konnte, dass ein langeres Uberleben mit der Entfernung
aller makroskopischen Tumorresiduen korreliert (du Bois et al., 2009). Die Studiengruppe
Ovarialkarzinom der Arbeitsgemeinschatft flir Gynakologische Onkologie und die Groupe
d’Investigateurs Nationaux Pour les Etudes des Cancers de I'Ovaire untersuchten in einer
Metaanalyse mehrerer prospektiv randomisierter Phase-11l-Studien die Operationsdaten
von Uber 3000 Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Ovarialkarzinom des Stadiums
[1IB bis IV. Die makroskopische Komplettresektion wurde mit der oben beschriebenen op-
timalen Resektion mit Tumorresiduen von 1 bis 10 mm und der ,suboptimalen” Resektion
mit einem Resttumor-Durchmessers von tber 10 mm verglichen, wobei die Komplettre-
sektion mit einem signifikant verlangerten Gesamtiberleben und einem verlangerten
krankheitsfeien Uberleben fir alle untersuchten FIGO-Stadien assoziiert war (p < .0001).
Eine optimale Tumorresektion war einer suboptimalen Resektion hinsichtlich der progres-
sionsfreien Zeit und des Gesamtiuberlebens signifikant Uberlegen, wenngleich die Unter-
schiede weniger deutlich ausgepragt waren (du Bois et al., 2009). Diese Ergebnisse konn-

ten von anderen Autoren bestatigt werden (Chang et al., 2013; Horowitz et al., 2015).

In der im Rahmen dieser Dissertation untersuchten Kohorte konnte in fast 2/3 der Falle
(65,3 %) makroskopisch tumorfrei operiert werden. Im Falle von verbleibenden Tumorre-
siduen (34,7 %), hatten diese in 69 % einen maximalen Durchmesser von 10 mm und
kénnen somit als optimale Resektionsergebnisse bezeichnet werden. Suboptimale Tumo-
rergebnisse mit einem makroskopischen Resttumor von tiber 10 mm wurden hingegen in
19,7 % dokumentiert. In den Ubrigen Fallen war der Durchmesser des Resttumors unbe-

kannt.
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Makroskopische Tumorresiduen befanden sich in 63,9 % auf den Darmschlingen oder auf
dem Didnndarmmesenterium. Diffuse Tumormanifestationen im Situs wurden bei 14,8 %
der Patientinnen mit Resttumor dokumentiert. Seltener waren die Leberpforte oder die
Zwerchfellregion beteiligt (jeweils 6,6 %). Diese Ergebnisse entsprechen Forschungser-
kenntnissen zum Ausbreitungsmuster der Resterkrankung beim Ovarialkarzinom. In einer
Studie mit tber 500 Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Karzinom, die eine operative
Zytoreduktion erhielten, konnten korrespondierend zu den Daten der untersuchten Ko-
horte 196 (33,9 %) Patientinnen nicht tumorfrei operiert werden. In 79,8 % der Falle zeigte
sich eine diffuse Ausbreitung auf Dinndarm und Mesenterium, die Leberpforte und das
Ligamentum hepatoduodenale waren in 10,1 % betroffen (Heitz et al., 2016).

4.4.3 Darmanastomose bei intestinaler Tumorausbreitung

Im Rahmen des operativen Debulkings kann eine ausgedehnte Resektion von Teilen des
Darms notwendig sein, wenn hierdurch die Tumorfreiheit erreicht wird. Eine Infiltration der
Mesenterialwurzel sowie eine ausgepragter Tumorausbreitung in die Diunndarmwand li-
mitieren eine radikale Zytoreduktion (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022). Studienergeb-
nissen zufolge tragt die Resektion des Rektosigmoids bei fortgeschrittenen Tumorstadien
signifikant zum Erreichen der makroskopischen Komplettresektion bei und senkt so die

Rate an Rezidiven im Bereich des Beckens deutlich (Peiretti et al., 2012).

Ye et al. (2022) untersuchte tber zwei Jahre hinweg Debulking-Operationen mit Darmre-
sektionen bei 282 Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom. Das Rektosigmoid war mit
83,8 % der am haufigsten resezierte Abschnitt und wurde bei einer ausgedehnten Resek-
tion mehrerer Darmsegmente immer mitentfernt. Ahnlich verhielt es sich in der untersuch-
ten Kohorte: Bei Uber der Halfte der eingeschlossenen Patientinnen (52,9 %) mussten
aufgrund der Tumormanifestationen Teile des Darms reseziert werden. Hierbei handelte
es sich wie in der oben aufgeflhrten Studie bei den meisten Fallen um das Rektosigmoid
und somit um eine Descendorektostomie. Auch die Entfernung mehrerer Darmabschnitte
beinhaltete in fast allen Fallen die Rektosigmoidresektion, sodass dieser Darmabschnitt

in 77,4 % der Operationen mit Darmresektion entfernt wurde.
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4.4.4 Lymphonodektomie

Die Tumorausbreitung in die Lymphknoten tritt beim Ovarialkarzinom haufig auf und wird
ebenfalls als prognosebestimmender Faktor gewertet. Auf das Becken beschrankte Kar-
zinome des FIGO-Stadiums | oder Il werden durch okkulte Lymphknotenmetastasen als
fortgeschrittene Tumore des Stadiums Il klassifiziert (Leitlinienprogramm Onkologie,
2022).

Die beidseitige pelvine und paraaortale Lymphonodektomie wird als Teil des operativen
Stagings in Frihstadien bis FIGO IIA zur ldentifikation von Lymphknotenmetastasen ge-
nutzt. In verschiedenen Studien bestatigte sich nach systematischer pelviner und paraaor-
taler Lymphonodektomie in 44 bis 53 % der Falle histologisch ein Tumorbefall der Lymph-
knoten (Harter et al., 2007; Morice et al., 2003). Dies fuhrte dazu, dass die systematische

Lymphknotenextirpation mit einem Uberlebensvorteil in Zusammenhang gebracht wurde.

Die internationale AGO LION Studie prufte den Einfluss einer systematischen pelvinen
und paraaotalen Lymphonodektomie beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom auf das OS.
647 Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom im Stadium 1IB bis IV wurden hinsichtlich der
Durchfiihrung einer Lymphonodektomie intraoperativ randomisiert. Inklusionskriterien wa-
ren klinisch unauffallige Lymphknoten und eine makroskopische Tumorfreiheit nach Zy-
toreduktion. Das mediane Uberleben nach Lymphonodektomie betrug 65,5 Monate und
ohne Lymphknotenentfernung 69,2 Monate, ein Uberlebensvorteil durch die systemati-
sche Lymphknotenextirpation konnte nicht bestatigt werden. Das progressionsfreie Uber-
leben lag in beiden Gruppen bei 25,5 Monaten. Allerdings war eine Lymphonodektomie
haufiger mit postoperativen Komplikationen wie einer Re-Laparotomie und einer erhdhten
60-Tages-Mortalitat assoziiert (p = 0,01 und p = 0,049) (Harter et al., 2019). Die Studien-
ergebnisse gelten nicht fir die systematische Lymphonodektomie beim frihen Ovarial-

karzinom.

Die in das vorliegende Projekt eingeschlossenen Patientinnen erhielten nach den Daten
der digitalen Patientinnenakten zu 58,5 % eine pelvine und paraaortale Lymphonodekto-
mie. In 68 % dieser Falle bestétigten sich Lymphknotenmetastasen in der histopathologi-

schen Aufarbeitung.
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4.4.5 Peritonealkarzinoseindex (PCI)

Der PCI wurde intraoperativ erhoben und im Operationsprotokoll dokumentiert. Der von
Jacquet und Sugarbaker (1996) urspringlich fir Mesotheliome und kolorekale Karzinome
entwickelte Punktescore charakterisiert 13 abdominale Regionen hinsichtlich des peri-
tonealen Tumorbefalls. Diese Regionen beinhalten den Abdomen in einem 3 x 3 Raster
sowie vier Dunndarmregionen. Zuséatzlich wird die TumorgréRe nach dem Lesion Size
Score mit 0 bis 3 beschrieben und mit der Anzahl der betroffenen Regionen multipliziert,
sodass bei 13 moglichen Lokalisationen ein maximaler PCI von 39 erreicht werden kann.
Bei fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen erlaubt der PCI eine Aussage uber das Ausmal}
der peritonealen Tumorlast. In einer prospektiven Beobachtungsstudie wurde bei 96 Pa-
tientinnen mit einem fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom des Stadiums IIIB bis IVA
der PCI bestimmt und anschlie3end in Hinblick auf die Vollstandigkeit der chirurgischen
Zytoresektion und das Uberleben untersucht. Ein PCI von uber 13 war mit einem signifi-
kant schlechteren Uberleben assoziiert (p = 0.050). Ab einem PCI von iiber 12 war eine
Komplettresektion deutlich unwahrscheinlicher. Insgesamt kam die Studie zu dem Ergeb-
nis, dass sich mithilfe des PClIs zuverlassig eine Vorhersage zur Tumorlast und zum Er-
reichen einer chirurgischen Komplettresektion machen lasst und dass eine suboptimale
Zytoreduktion als Pradiktor fur das Gesamtuberleben genutzt werden kann (p = 0.005).
Allerdings erwies sich der Index selber nicht als unabhangiges Prognoseinstrument fir
das Uberleben mit einem serésen Ovarialkarzinom (Elzarkaa et al., 2018). Mehrere retro-
spektive Studien bestatigen den Nutzen des PCI als Prognosefaktor fur fortgeschrittene
Ovarialkarzinome in Bezug auf eine vollstandige Komplettresektion und auch hinsichtlich
des OS. Wahrend viele Autorinnen und Autoren fur die Untersuchung der Resektabilitat
und des Uberlebens PCI-Grenzwerte zwischen 10 und 15 vorschlagen (Tentes et al.,
2003), belegen Daten von Jonsdottir et al (2021) eine starke Assoziation von PCI-Werten
ab 24 und der Inoperabilitat der Patientinnen. Insbesondere bei Patientinnen mit HGSOCs
zeigte der PCI eine hohe Vorhersagbarkeit flr das Erreichen einer kompletten Resektion
und korrelierte invers mit 5YOS und 5YDFS (p < 0.001). Auch perioperative Komplikatio-

nen traten bei einem PCI-Score von uber 9 signifikant haufiger auf (p = 0.0023) (Egger et
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al., 2022). Aufgrund von Erfahrungswerten des gynako-onkologischen Zentrums des Uni-
versitatsklinikums Bonn kann ein PCI-Wert bis einschlief3lich 9 auch als Annaherung fur

das Erreichen der makroskopischen Tumorfreiheit verwendet werden (siehe Kapitel 2.6).

Im Rahmen des Projekts wurde der PCI bei 174 Patientinnen erhoben und lag insgesamt
durchschnittlich bei einem Score von 12,8. Fur die FIGO-Stadien IA bis 1A ergab sich ein
gemittelter PCI von 4,7, wahrend der PCI ab dem fortgeschrittenen FIGO-Stadium IIIB mit
makroskopischer Tumorausbreitung Uber das kleine Becken hinaus bei 14,8 lag. Fir ein
postoperatives Ergebnis ohne Tumorresiduen lag der Punktescore durchschnittlich bei
11, im Falle von postoperativ verbleibendem Resttumor hingegen bei 16,2. Diese Ergeb-
nisse untermauern die Korrelation zwischen peritonealer Tumormasse und dem Erreichen

einer Komplettresektion.

4.4.6 Neoadjuvante Chemotherapie

Eine neoadjuvante Chemotherapie wurde bei 43,7 % der Patientinnen durchgefihrt. Im
Anschluss erfolgte in allen Féllen eine Intervalloperation. Bei 97,4 % der Patientinnen, die
eine primare Chemotherapie erhielten, befand sich das Ovarialkarzinom bereits in einem
FIGO-Stadium IlIB bis IV. Das Vorliegen von fast ausschlie3lich fortgeschrittenen Tumo-
ren erklart mit hoher Wahrscheinlichkeit das Operationsergebnis des Intervalldebulkings.
Nach neoadjuvanter Therapie konnten nur 50,6 % der Patientinnen makroskopisch tu-
morfrei operiert werden. Im Gegensatz dazu wurde in 76,8 % der Falle mit einer primaren
Zytoreduktion Tumorfreiheit erreicht. Bei Letzterer lag allerdings nur in 67,7 % ein Stadium
[1IB bis IV vor.

Die primare Chemotherapie mit anschliel3ender operativer Zytoreduktion zeigte bisher
keine Uberlegenheit gegentiber dem primaren Debulking. Ein moglicher Nutzen der neo-

adjuvanten Chemotherapie wird jedoch seit Langem kontrovers diskutiert.

In einer Analyse aus dem Jahr 2018 wurden die Langzeitergebnisse der randomisierten
EORTC- und CHORUS-Studie zusammenfassend betrachtet. Insgesamt wurden 1220

Frauen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom untersucht, die entweder eine primére Zy-
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toreduktion oder eine neoadjuvante Chemotherapie mit anschlieRendem Debulking er-
hielten. Wie bereits in den Einzelstudien beschrieben, zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied im medianen Uberleben der beiden Subgruppen (p = 0,586). Patientinnen mit eine
Ovarialkarzinom im Stadium IV Uberlebten allerdings nach primarer Chemotherapie sig-
nifikant langer und zeigten zudem ein langeres progressionsfreies Uberleben (p = 0,048,
p = 0,049) (Vergote et al., 2018).

Nach diesen Metadaten kénnte die primare Chemotherapie insbesondere bei Patientin-
nen mit Ovarialkarzinom im Stadium IV oder bei eingeschrankter Operationsfahigkeit auf-
grund eines reduzierten Allgemeinzustandes und Komorbiditaten sinnvoll sein. Bei Limi-
tationen der bisherigen Daten hinsichtlich operativer Radikalitat und Qualitatsstandards
bleiben die Ergebnisse der ARGO Trust Studie abzuwarten. Diese untersucht derzeit in-
ternational randomisiert den optimalen Operationszeitpunkt des Ovarialkarzinoms. (AGO
Study Group, 2023).

4 5 Limitationen

Die vorliegende Promotionsarbeit liefert eine Reihe von neuartigen Erkenntnissen und ist
eine der ersten Untersuchungen zum immunhistochemischen Paucimannose-Nachweis
beim Ovarialkarzinom. Allerdings gibt es gewisse Faktoren, die ihre Aussagekraft beein-
trachtigen. Die durchgefiihrten Untersuchungen der Ovarialkarzinompraparate von 176
Patientinnen erfolgten im Rahmen einer retrospektiven Kohortenstudie. Ob sich die Er-
gebnisse dieser Arbeit auch in prospektiven Studien mit einer grof3eren Kohorte reprodu-
zieren lassen, bleibt abzuwarten. Dartber hinaus wurden nur Tumorpraparate von Pati-
entinnen mit einem HGSOC untersucht, welches mindestens 70 % der Ovarialkarzinome
ausmacht (Prat, 2012). Eine Ubertragbarkeit auf andere Subtypen ist durch die vorliegen-
den Forschungsergebnisse nicht gegeben. 43,7 % der Patientinnen in der untersuchten
Kohorte erhielten eine neoadjuvante Chemotherapie vor der zytoreduktiven Operation.
Bei 17, 6% der Patientinnen handelte es sich hierbei um einen Rezidiveingriff. Um die
Vergleichbarkeit der Studienergebnisse zu erh6hen, kdnnte ein Patientinnenkollektiv her-

angezogen werden, das ausschlie3lich Primarfalle ohne neoadjuvante Chemotherapie
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umfasst. Wenn maglich, wurde fiir die Gewebekollektion das Hauptpraparat des Adnex-
tumors verwendet. In einigen Fallen war jedoch die Untersuchung von Praparaten anderer
Lokalisationen erforderlich. Ein immunhistochemischer Vergleich mit gesundem Ovarial-
gewebe ware relevant, um die Paucimannoseexpression von Ovarialkarzinomzellen bes-
ser einordnen zu kdnnen. Die Verfligbarkeit von benignem Gewebe fir diesen Vergleich
ist jedoch begrenzt und kdnnte eine ethische Herausforderung darstellen.

Fur die mikroskopische Auswertung der Praparate wurden immunhistochemische Scores
wie der IRS und ein modifizierter H-Score angewandt. Die Erfassung von Tumorzellen,
die Abschétzung des Prozentanteils gefarbter Zellen und die Bewertung der Farbintensitat
waren jedoch subjektiv und von der betrachtenden Person abhangig. Computer-gestiitzte
Auswertungsmethoden und mehrere unabhangige Betrachtende kdnnten die mikroskopi-

sche Auswertung immunhistochemischer Farbungen verbessern.

Die Ergebnisse dieser Dissertation liefern Hinweise darauf, dass paucimannosidische
Proteine an Tumorerkrankungen und damit verbundenen immunologischen Prozessen
beteiligt sind. Die Daten sind schwer einzuordnen, da Paucimannose ein bisher wenig
erforschtes N-Glykan ist. Derzeit gibt es kaum Publikationen zum immunhistochemischen
Nachweis von paucimannosidischen Strukturen beim Ovarialkarzinom. Bei verschiede-
nen anderen malignen Erkrankungen wurde Paucimannose mittels immunhistochemi-
scher Methoden nachgewiesen (Becker et al., 2019; Kaprio et al., 2015; Zipser et al.,
2012). Vielversprechende Forschungsergebnisse zur Charakterisierung des N-Glykoms
beim Ovarialkarzinom heben die Bedeutung von Veranderungen der N-Glyosylierung im
Tumorumfeld hervor. (Briggs et al., 2019).

4.6 Stellenwert der Fritherkennung beim Ovarialkarzinom und Ausblick

Ziel einer effektiven Friherkennung ist die Senkung der Mortalitat durch die Erkennung
von Karzinomen in frihen, behandelbaren Stadien. Beim Zervixkarzinom konnte bei-
spielsweise durch die 1971 in Deutschland eingefuhrte jahrliche gynakologische Untersu-
chung von Frauen zwischen 20 und 34 Jahren die Inzidenz und Mortalitat deutlich gesenkt

werden (Bujan Rivera und Klug, 2018). Trotz des insgesamt seltenen Auftretens stellt das
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Ovarialkarzinom ein erhebliches Gesundheitsproblem fur die Betroffenen dar. Die chirur-
gische Therapieoption der maximalen Zytoreduktion ist in fortgeschrittenen Stadien haufig
nicht durchfiihrbar. Zielpopulation fur Friherkennungsmethoden ist einerseits die weibli-
che Allgemeinbevdlkerung, in der ein Lebenszeitrisiko von etwa 1,3 % fur die Entwicklung
eines Ovarialkarzinoms herrscht (Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologi-
schen Krebsregister in Deutschland e.V., 2023). Andererseits kdnnen Risikopopulationen,
die mithilfe einer Familienanamnese und Gentests identifiziert werden, gescreent werden.
Bei diesen erhoht sich das Lebenszeitrisiko auf mindestens 10 %. Das individuelle Risiko,
an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, wird dartiber hinaus von Lebensstil-assoziierten
und reproduktiven Faktoren bestimmt (Nash und Menon, 2020). Bisher existiert keine
Friherkennungsmethode, die in der Lage ist, die hohe Mortalitat des Ovarialkarzinoms zu

beeinflussen.

Die diagnostischen Methoden TVUS und CA-125 (siehe Kapitel 1.1.5) wurden in der Ver-
gangenheit hinsichtlich ihres Friherkennungspotentials am meisten untersucht. Es gibt
Hinweise darauf, dass ein multidimensionales Screening, bestehend aus CA-125-Bestim-
mung, Risikoeinschatzung mittels ROCA-Score und risikoadaptiertem TVUS, zu einer Re-
duktion der Mortalitat von Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom fuhren konnte. In
Folgeuntersuchungen der UKTOCS-Studie wird das Potential eines multidimensionalen

Screenings weiter gepruft (Jacobs et al., 2016).

Weitere Ansatze fur die Friiherkennung des Ovarialkarzinoms basieren unter anderem
auf der Analyse von zellfreier, im Blut zirkulierender Tumor-DNA und auf der Identifikation
von spezifischen Mutationen im Vaginalsekret (Cohen et al., 2018; Erickson et al., 2014).
Dartber hinaus sind tumorbiologische Mechanismen fur die frihzeitige Diagnose des
Ovarialkarzinoms relevant. Tumorinfiltrierende Lymphozyten sowie Vorgange auf der
Ebene der Genexpression und der Zellzyklusregulation sind Gegenstand aktueller For-
schung und von prognostischer und pradiktiver Bedeutung (Leitlinienprogramm Onkolo-
gie, 2022).

Tumorbedingt veranderte Glykosylierungsmuster haben das Potenzial, als Biomarker die
Friherkennung von Ovarialkarzinomen zu verbessern. Veranderte Glykane sind in Tu-

morzellen zahlreich vorhanden und spezifische Glykanstrukturen werden auf Tumorzellen
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eindeutig exprimiert (Thomas et al., 2021). In den letzten Jahren hat sich die Analyse des
Glykoms sowie des Glykoproteoms stetig weiterentwickelt. Die Charakterisierung des O-
Glykosylierungsprofils von CA-125 verbesserte beispielsweise die Sensitivitat des Bio-
markers bei der Differenzierung von benignen und malignen Ovarialtumoren (Chen et al.,
2013). Analysen von Serum, Plasma, Zelllinien und Gewebeproben zeigen abweichende
N-Glykosylierungsmuster bei Ovarialkarzinomen (Briggs et al., 2019). Veranderungen der
N-Glykane tragen zu einem besseren Verstandnis der Tumormikroumgebung bei und

kénnten als Ansatzpunkt fir neue Screeningmethoden und Therapiestrategien dienen.



86

5. Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom vom high-grade serdsen Typ ist eine aggressive gynakologische
Krebserkrankung mit einer schlechten Prognose. Aufgrund unspezifischer Symptome und
des Mangels an effektiven Friherkennungsmal3nahmen erfolgt die Diagnose meist erst

in fortgeschrittenen Krankheitsstadien.

In dieser Dissertation wurden die Daten von 176 Patientinnen mit einem high-grade sero-
sen Ovarialkarzinom, die im Zeitraum zwischen 2010 und 2020 in der gynékologischen
Abteilung des Universitatsklinikums Bonn eine operative Zytoreduktion erhielten, retro-
spektiv erhoben. Konservierte Praparate des intraoperativ gewonnenen Tumorgewebes
wurden immunhistochemisch mit dem Paucimannose-spezifischen Antikérper Mannitou

gefarbt und mikroskopisch ausgewertet.

Das Ziel der Arbeit bestand darin, den Nachweis von Paucimannose beim Ovarialkarzi-
nom zu erforschen. Hierfir wurde eine Korrelation zwischen der immunhistochemischen
Paucimannoseexpression und dem Gesamtiiberleben sowie dem krankheitsfreien Uber-
leben untersucht. Au3erdem wurden Zusammenhénge zwischen klinischen beziehungs-

weise intraoperativen Parametern und der Paucimannoseexpression gepruft.

Die mit Mannitou gefarbten Ovarialkarzinompréparate zeigten zu 85,8 % ein positives Sig-
nal fir Paucimannose. Verschiedene immunhistochemische Auswertungskriterien wur-
den mithilfe des Log-Rank-Tests hinsichtlich des 5-Jahres-Gesamtiiberlebens und des
krankheitsfreien 5-Jahres-Uberlebens ausgewertet. Eine Tumorzellfarbung von iber
50 % in 400-facher Vergrof3erung (Hot Spot) war, verglichen mit einer Tumorzellfarbung
bis 50 %, signifikant mit einer niedrigeren 5-Jahres-Gesamtiberlebensrate und folglich

mit einer schlechteren Prognose assoziiert.

Neben den Tumorzellen wiesen auch Immunzellen und insbesondere Makrophagen eine
Paucimannosefarbung auf. Makrophagen sind wesentliche Vertreter unter den Immunzel-
len, die das Tumorgebiet infiltrieren. Die Farbung von Immunzellen im Tumorgebiet war
signifikant mit dem 5-Jahres-Gesamtuberleben sowie dem krankheitsfreien 5-Jahres-

Uberleben und daher mit einer glinstigeren Prognose assoziiert.
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Die vorliegende Arbeit belegt, dass Paucimannose Teil des Glykosylierungsprofils von
Ovarialkarzinomzellen und Makrophagen ist. Zudem liefert sie Hinweise auf unterschied-
liche Funktionen paucimannosidischer Glykane in diesen zwei Zellentitaten. Die Ergeb-
nisse zur Paucimannoseexpression in Ovarialkarzinomzellen legen nahe, dass das kurz-
kettige N-Glykan an der Regulation von tumorassoziierten Prozessen beteiligt ist. Uber
die genaue Funktion von paucimannosidischen Epitopen herrscht jedoch noch viel Un-
klarheit. Es bedarf weiterer Forschung, um das Zusammenwirken von Immunsystem und
Tumorgeschehen sowie die funktionelle Rolle von Paucimannose in dieser Interaktion zu
untersuchen. N-Glykane wie Paucimannose konnten in Zukunft moéglicherweise als prog-
nostische oder pradiktive Parameter eingesetzt werden und die Friherkennung des Ova-

rialkarzinoms erleichtern.
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6. Anhang

Anhang 1: Scans der Paucimannosefarbungen mit der Software PathoZoom ®

Préaparatfarbungen mit ImmPact NovaRED (rechts) und Ausschnitte der jeweiligen Nega-
tivkontrollen (links) wurden eingescannt und gegenibergestellt.
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Anhang 2: 5-Jahres-Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier

Kaplan-Meier-Analysen fur das 5 Jahres-Gesamtiberleben (1) und das krankheitsfreie
5-Jahres-Uberleben (2) nach den FIGO-Stadien | bis IV.
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