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1. Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom

1.1.1 Epidemiologie, Atiologie, Diagnostik

Das Ovarialkarzinom steht an dritter Stelle der haufigsten gynakologischen Tumoren
weltweit und stellt eine der fuhrenden Krebstodesursachen fur das weibliche Geschlecht
dar (Sung et al., 2021). Die globale Inzidenz lag fur das Jahr 2020 bei 313.959, wobei die
hochste Anzahl an Neuerkrankungen mit einer altersstandardisierten Rate von 10,7 pro
100.000 Menschen in Zentral- und Osteuropa zu verzeichnen war. Mit einer
Mortalitatsrate von 5,6 pro 100.000 liegt Europa Uber dem weltweiten Durchschnittswert
von 4,2 (Huang et al., 2022). In Deutschland macht das Ovarialkarzinom etwa die Halfte
aller Todesursachen durch maligne Erkrankungen der weiblichen Genitale aus. Im
uberwiegenden Anteil der Falle wird die Diagnose erst im fortgeschrittenen Stadium
gestellt, was die schlechte Prognose der Erkrankung bedingt: Die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt dann bei 42 % (Stadium Ill) bzw. 21 % (Stadium V). Es gilt die
Klassifikation nach der Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO)
und TNM. Sowohl die Inzidenz als auch die Mortalitat waren in den vergangenen 20
Jahren in Deutschland rucklaufig.

Die Rate an Neuerkrankungen nimmt bis zum 85. Lebensjahr stetig zu, das
durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei 68 Jahren (Robert-Koch Institut und

Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2019).

Zu den Risikofaktoren zahlen Mutationen verschiedener Gene, darunter BRCA1/2, MSH6
und TP53, die hormonelle Ersatztherapie der Peri- und Postmenopause, das Vorliegen
einer Endometriose, und die Asbestexposition (Beral et al., 2007; Collaborative Group on
Epidemiological Studies of Ovarian Cancer, 2015; Constanza Camargo et al., 2011;
Pearce et al., 2012; Walsh et al., 2011). Auch das Bestehen einer Adipositas,
insbesondere bis zum Abschluss der Menopause, erhoht das Risiko, an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken (Liu et al., 2015; Leitzmann et al., 2009). Wahrend die
Nulliparitat zu den weiteren Risikofaktoren gehort, sinkt die
Erkrankungswahrscheinlichkeit mit einer steigenden Anzahl an Geburten im Leben einer
Frau (Jordan et al., 2008; Jul Mosgaard et al., 1997). Zusatzlich gelten die Einnahme



oraler Kontrazeptiva sowie das Stillen als protektiv (Collaborative Group on
Epidemiological Studies of Ovarian Cancer, 2008; Jordan et al., 2008).

Das Ovarialkarzinom zeigt in frihen Stadien zumeist keine charakteristischen Symptome.
Das verdrangende Wachstum des Tumors fuhrt oft erst spat zum Auftreten unspezifischer
Beschwerden. Zu diesen zahlen bspw. Unterbauchschmerzen, eine
Bauchumfangszunahme, Miktionsbeschwerden, gastrointestinale Anzeichen oder

vaginale Blutungen (Lasch und Fillenberg, 2017).

Im Folgenden wird sich auf die Empfehlungen des Leitlinienprogramms Onkologie (2022)
bezogen.

Ein reines Screening zur Frihdetektion maligner Veranderungen der Ovarien, in etwa
mittels Analyse des Tumormarkers Cancer-Antigen 125 (CA-125) oder einer
transvaginalen Ultraschalluntersuchung, stellte in der randomisierten kontrollierten PLCO-
Studie keinen Vorteil hinsichtlich des Uberlebens dar und wird nicht empfohlen, dies gilt
auch fur Patientinnen der Risikopopulation (Buys et al., 2011; Karlan et al., 1999). Zur
Risikopopulation gehdren Frauen, deren erkrankte Angehorige eine fur das
Ovarialkarzinom relevante Keimbahnmutationen nachgewiesenermalten aufweisen.
Diese Patientengruppe konnte ggf. von einer genetischen Testung und anschliefenden
Salpingoophorektomie im Sinne einer signifikanten Risikoreduktion profitieren, weshalb
das Leitlinienprogramm Onkologie (2022) in diesen Fallen eine klare Empfehlung zur
multidisziplinaren Beratung ausspricht (Finch et al., 2006).

Besteht der Verdacht auf ein Ovarialkarzinom, werden primar eine vaginale Spekulum-
und Tastuntersuchung sowie eine transvaginale Sonographie durchgefuhrt. Zur weiteren
Beurteilung moglicher Differenzialdiagnosen bzw. der Tumorausmalle eignen sich
bildgebende Verfahren wie eine Computertomographie (CT), eine
Magnetresonanztomographie (MRT) oder eine Positronen-Emissions-Tomographie
(PET). Erganzend kann eine PET mit Fluordesoxyglucose (FDG) zur besseren
Einschatzung von Lymphknotenmetastasen zum Einsatz kommen (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2022; Yuan et al., 2012). Die praoperative Bildgebung hat allerdings keinen
Stellenwert bei der Vorhersehbarkeit der Operabilitdt des Tumors (Axtell et al., 2007).



In der Tat ist derzeit kein Verfahren verfugbar, das eine operative Laparotomie sowohl
zum definitiven Staging, als auch zur Entfernung der maximalen Tumormasse ersetzt. Da
beide Genannten in einer gemeinsamen Operation abgehandelt werden, wird auf die
einzelnen Schritte im Kapitel ,1.1.4: Therapie“ genauer eingegangen.

Die laparoskopische Ausbreitungsdiagnostik ist mit dem hohen Risiko der
Tumorzellverschleppung verbunden und aus Sicht des Leitlinienprogramms Onkologie
(2022) aulerhalb von Studien nicht ratsam (Kindermann et al., 1996).

1.1.2 Histopathologische Einteilung

Die histolopathologische Einteilung der Ovarialkarziome erfolgt nach der Klassifikation der
World Health Organization (WHO) von 2014. Es wird zwischen epithelialen und nicht-
epithelialen Raumforderungen unterschieden. Tabelle (Tab.) 1 flhrt die malignen
Tumoren des Ovars auf. Bei einigen Subtypen erfolgt eine zusatzliche Graduierung: Ab
einer Einstufung von G2 spricht man beim unreifen Teratom von einer high-grade Lasion,
beim serdsen Typ ist dies ab G3 der Fall.

Eine eigene Untergruppe bilden die Borderlinetumore: Sie bezeichnen eine Dignitat
zwischen benignem Zystadenom und malignem Karzinom und konnen eine Vorstufe fur
fast jeden histologischen Subtyp der epithelialen Ovarialkarzinome darstellen.
Borderlinetumore zeichnen sich mitunter durch atypische Epithelzellproliferationen aus,
ohne dabei invasiv zu wachsen. Die differenzialdiagnostische Abgrenzung orientiert sich
am prozentualen Anteil vorliegender Tumorzellatypien (Kurman et al., 2014).
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Tab. 1: Histopathologische Einteilung maligner Ovarialtumore nach der Klassifikation der
WHO von 2014

Es wird zwischen epithelialen und nicht-epithelialen Karzinomen unterschieden. Einige
Subtypen werden weiter nach ihrer Graduierung unterteilt.

Maligne Ovarialtumore | Graduierung
Epitheliale Tumore
Serdses Karzinom G1, G3

Muzinoses Karzinom -
Seromuzinoses Karzinom -

Endometroides Karzinom G1, G2, G3
Klarzelliges Karzinom Immer G3
Undifferenziertes Karzinom Hochmaligne
Maligner Brennertumor -
Karzinomsarkom Hochmaligne

Nicht-epitheliale Tumore
Keimzelltumoren | Dysgerminom -
des Ovars Dottersacktumor -
Embryonales Karzinom -
Chorionkarzinom -

Unreifes Teratom G1, G2, G3
Gemischte Tumoren -

Keimstrang- Granulosazelltumor -
Stroma-Tumoren ["Serioli-Leydigzelltumor -
des Ovars Malignes Fibrosarkom -

Metastasen Oft Mamma-Ca, Endometrium-Ca, -
maligne Lymphome, Tumoren des
Gastrointestinaltrakts

1.1.3 Einteilung nach FIGO und TNM

Im Jahr 2014 wurde von der FIGO die aktuelle Klassifikation zur Stadieneinteilung
maligner Tumoren von Ovar, Tube und Peritoneum publiziert (Tab. 2); sie ist mit der
TNM-Klassifikation Ubereinstimmend und schliel3t sowohl epitheliale als auch nicht-
epitheliale Karzinome sowie Borderlinetumore mit ein (Prat, 2014; Union of
International Cancer Control, 2017). Ab einem FIGO-Stadium Il spricht man von einem
fortgeschrittenen Ovarialkarzinom.

Neben dem Iymphogenen Metastasierungsweg nutzen Tumorzellen (TZs) des
Ovarialkarzinoms passive Mechanismen zur Ausbildung intraabdominaler Metastasen:
Aktuell wird angenommen, dass dieser Vorgang dank der intraperitonealen Lage der
Ovarien Uber die direkte Zellverschleppung mit der sich bewegenden
Peritonealflissigkeit von statten geht (Lengyel, 2010). Bei vielen Patientinnen zeigen
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sich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits Metastasen am Omentum und/oder
Zwerchfell.

Tab. 2: Klassifikation maligner Tumore von Ovar, Tube und Peritoneum nach FIGO und
TNM (2014)

Die Tumorformel TNM ist ein Akronym aus T = Tumor, N = Nodus (regionare
Lymphknoten) und M = Metastasen (Fernmetastasen). Der Ursprung des Tumors wird mit
dem entsprechenden Suffix angegeben: OV = Ovar, FT = Tube, P = Peritoneum, X =
Keine Bestimmung moglich.

TNM FIGO | Definition

TX - Primartumor nicht bekannt, keine Angaben maéglich

TO - Kein Anhalt fir einen Tumor

T1 I Auf Ovarien/Tuben beschrankter Tumor

T1a 1A Befall eines Ovars/Tube (Kapsel/Serosa intakt), Oberflache tumorfrei,
Spulzytologie negativ

T1b 1B Befall beider Ovarien/Tuben (Kapsel/Serosa intakt), Oberflache tumorfrei,
Spulzytologie negativ

T1c IC Befall einer/beider Ovarien/Tuben, zusatzlich einer der folgenden Punkte
(IC1-1C3):

IC1/T1c1: latrogene Kapsel-/Serosaruptur

IC2/T1c2: Praoperative Kapsel-/Serosaruptur oder Tumor auf der Ovar-
/Tubenoberflache

IC3/T1c3: Maligne Zellen im Aszites/in der Spllzytologie

T2 | Tumor beféllt ein/beide Ovarien/Tuben mit Ausbreitung in das kleine
Becken (zytologischer/histologischer Nachweis) oder primares
Peritonealkarzinom

T2a A Befall und/oder Tumorimplantate des Uterus und/oder Tuben und/oder
Ovarien

T2b IIB Befall weiterer intraperitonealer Strukturen im kleinen Becken

T3 und/oder ] Tumor beféllt ein/beide Ovarien/Tuben oder priméares

N1 Peritonealkarzinom mit Ausbreitung auBerhalb des kleinen Beckens

(zytologischer/histologischer Nachweis) und/oder retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen
N1a, N1b, T3a, | llIA A1: Retroperitoneale Metastasen (A1i/N1a: <1 ¢, A1ii/N1b: >1 cm)

jedes N A2/T3a, jedes N: Mikroskopische extrapelvine Ausbreitung auf
Peritoneum auferhalb des kleinen Beckens mit/ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen

T3b, jedes N B Makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf Peritoneum auf3erhalb des
kleinen Beckens < 2 cm mit/ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen

T3c, jedes N nc Makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf Peritoneum auf3erhalb des
kleinen Beckens >2 cm mit/ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen; beinhaltet Befall der Leber-/Milzkapsel

M1 \") Fernmetastasen mit Ausnahme peritonealer Metastasen
M1a IVA Pleuraerguss mit positiver Zytologie
M1b IVB Parenchymale Metastasen der Leber und/oder Milz, Metastasen in

aulerhalb des Abdomens gelegenen Organen (einschlief3lich inguinaler
Lymphknotenmetastasen und/oder anderer auf3erhalb des Abdomens
gelegener Lymphknotenmetastasen)
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1.1.4 Therapie

Das therapeutische Vorgehen bei Keimstrang- und Keimzelltumoren unterscheidet sich
teilweise von dem bei epithelialen Ovarialkarzinomen. In diesem Kapitel wird auf die
Therapie der epithelialen Tumoren eingegangen.

Die Langsschnittlaparotomie dient sowohl dem endgultigen diagnostischen Staging, als
auch der Entfernung der maximal resektablen Tumorlast. Das Ziel der Operation ist das
Erreichen makroskopischer Tumorfreiheit: In einer grol} angelegten Metaanalyse konnte
gezeigt werden, dass dieser Ausgang den Patientinnen einen entscheidenden
Uberlebensvorteil bietet (du Bois et al., 2009).

Ein sorgfaltig abwagendes Verhalten unter Berucksichtigung des allgemeinen
Gesundheitszustandes sowie der individuellen Prognose der Patientin ist jedoch stets
ratsam, da gewisse operative Vorgehensweisen zum mdoglichen Erlangen einer
vollstandigen Resektion, wie bspw. die radikale Manipulation an Pankreas und Leber, das
perioperative Mortalitatsrisiko erheblich steigern. Auch sind der Operabilitdt Grenzen
gesetzt, wenn der Tumor das Mesenterium des Dinndarms befallt — in diesem Fall ist

nicht davon auszugehen, dass komplette Tumorfreiheit erzielt wird (Heitz et al., 2016).

Die Operation beinhaltet das folgende Vorgehen:

e Medianer Langsschnitt von Symphyse zum Xiphoid

Retroperitonealer Zugang: Resektion pelviner (und paraaortaler) Lymphknoten (bis

FIGO Stadium lla), ansonsten nur Entfernung von stark vergrof3erten Lymphknoten

e En-bloc-Resektion von Uterus und Adnexen

e Resektion des Omentum majus und milznaher Anteile

e Inspektion der Bursa omentalis

e Appendektomie: immer bei muzindser/unklarer Histologie, sonst nur bei
Tumorbefall

e Folgende Organane sollten bei bestehendem Tumorbefall durch das

fortgeschrittene Ovarialkarzinom auflierdem reseziert werden: Peritoneum von

Zwerchfell, Blase und Douglasraum; samtliche Darmabschnitte (das Colon

sigmoideum kann in Verbindung mit dem En-Bloc-Resektat entfernt werden);

Leber, Milz
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Aus diagnostischer Sicht steht intraoperativ aulferdem der Ausschluss einer
grof¥flachigen Infiltration innerhalb des Situs im Vordergrund: Neben der Entnahme von
Biopsien makroskopisch auffalliger Stellen wird eine Peritonealzytologie gewonnen und
der gesamte Abdominalraum inspiziert und palpiert. Kategorisch werden dartber hinaus
Biopsien des Peritoneums von Douglasraum, Blase, beider Beckenwande, beider
parakolischer Rinnen und beider Zwerchfellkuppen gewonnen, sofern hier kein auffalliger
sichtbarer Befund vorliegt (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022).

Alle Patientinnen profitieren in Hinblick auf das Gesamt- sowie das krankheitsfreie
Uberleben nachweislich von einer systemischen Chemotherapie im Anschluss an die
Operation - ausgenommen von dieser Empfehlung sind lediglich Frauen mit einem
gesicherten FIGO-Stadium IA bei einem Grading von G1 (Trimbos et al., 2003). Eine
adjuvante Monotherapie mit Carboplatin ist Patientinnen bis zum FIGO-Stadium IC3
vorbehalten, ab Stadium Il wird basierend auf zahlreichen Studien eine
Kombinationschemotherapie bestehend aus Carboplatin und Paclitaxel Uber sechs
Zyklen empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022).

Ab einem FIGO-Stadium Il1B soll Patientinnen zusatzlich eine Erhaltungstherapie mit dem
Angiogenesehemmer Bevacizumab oder einem Inhibitor der Poly-ADP-Ribose-
Polymerase (PARP) zugeflhrt werden. Zur Gruppe der PARP-Inhibitoren gehoéren
Niraparib und Olaparib; Letzteres bietet vorrangig Patientinnen mit nachgewiesener
BRCA1/2-Mutation einen Vorteil des rezidivireien Uberlebens und kann auch mit
Bevacizumab kombiniert werden (Moore et al., 2018; Ray-Coquard et al., 2019). Niraparib
wird ungeachtet des Mutationsstatus eingesetzt (Gonzalez-Martin et al., 2019).
Bevacizumab ist ein monoklonaler Antikorper, der den angiogenetisch wirksamen
Wachstumsfaktor Vascular Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A) neutralisiert und somit
Mechanismen der Angiogenese unterbindet (Ferrara et al., 2005; Muller et al., 1998). In
der Therapie des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms verbesserte die Gabe des
Angiogenesehemmers sowohl das krankheitsfreie als auch das Gesamtuberleben der
Patientinnen (Perren et al., 2011).

Eine Alternative zum primar operativen Verfahren mit adjuvanter Systemtherapie stellt die
neoadjuvante Chemotherapie mit sich anschlieBender Intervalloperation dar. Die
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Intervalloperation wird in einem folgenden Schritt noch um eine Komplettierung der
Chemotherapie erganzt, sodass sich diese dann meist aus drei praoperativen und drei
postoperativen Zyklen zusammensetzt. Das Prozedere kommt v.a. fur Patientinnen im
fortgeschrittenen Stadium in Frage, die in der Primarsituation nicht tumorfrei zu operieren
sind.

Es wurden zahlreiche Studien mit der Fragestellung der mdglichen Uberlegenheit eines
der beiden Verfahren durchgefuhrt, ohne dass sich dabei deutliche Unterschiede des
Langzeitiberlebens der Patientinnen nachweisen lieRen. Es wird aufgrund der aktuellen
Studienlage zur Primaroperation mit anschlieBender Chemotherapie geraten (Greimel et
al., 2013; Leitlinienprogramm Onkologie, 2022; Tangjitgamol et al., 2010; Vergote et al.,
2010). Eine umfangreiche randomisierte Studie der European Organisation for Research
and Treatment of Cancer (EORTC) bestatigte diese Empfehlung weitestgehend.
Tatséachlich lieR sich jedoch ein Uberlebensvorteil fur Patientinnen im FIGO-Stadium IV
nach neoadjuvanter Chemotherapie und Intervalloperation beobachten, wahrend im
Stadium lIIC die Primaroperation mit einem besseren Ausgang assoziiert war (Vergote et
al., 2018). Allerdings muss zu den benannten Studien erganzt werden, dass es
landerabhangig zu einer sehr heterogenen Operationsbereitschaft kam; auch verhielten
sich die Raten bzgl. des Erreichens von Tumorfreiheit stark voneinander abweichend. Um
die Wahl des Verfahrens klarer abzugrenzen, hat die Arbeitsgemeinschaft fur
Gynakologiesche Onkologie (AGO) die TRUST-Studie initiilert, deren Ergebnisse
voraussichtlich im nachsten Jahr vorliegen werden. Allgemein gilt es, den individuellen
Gesundheitszustand der Patientin sowie samtliche vorliegende Faktoren zu
berucksichtigen.

1.1.5 Nachsorge, Rezidivdiagnostik und -therapie

Die Patientinnen erhalten Nachsorgetermine in regelmalligen Abstanden von drei
Monaten innerhalb der ersten drei Jahre, bzw. sechs Monaten im vierten und funften Jahr
nach Abschluss der Primartherapie. Es stehen die Anamnese sowie die gynakologische
korperliche Untersuchung inkl. transvaginalem Ultraschall im Vordergrund. Der Verdacht
auf ein Rezidiv begrundet den Einsatz bildgebender Verfahren wie einer CT, MRT oder
PET-CT/MRT (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022).
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Die Rolle des Tumormarkers CA-125 in der Nachsorge gilt als umstritten: Zwar steigt er
bei Krankheitsprogress in vielen Fallen schon Monate vor dem erneuten Auftreten
klinischer Symptome an, ein klarer Uberlebensvorteil fir die darauf basierende
frihzeitigere Therapieeinleitung erwies sich jedoch nicht (Rustin et al. 2001, 2010; van
der Burg et al., 1990). Aus diesem Grund kann die routinemaflige Erhebung von CA-125
zwar zum Nutzen einer TherapielUberwachung erwogen werden, als reines
Screeninginstrument wird sie in der Rezidivdiagnostik allerdings nicht empfohlen
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2022).

Kommt es zum Auftreten eines Rezidivs, so richtet sich die Wahl der Behandlung nach
dem Ansprechen auf die initial durchgefuhrte Chemotherapie mit Carboplatin: Rezidive
konnen entweder der Gruppe der platinsensitiven oder der platinresistenten Tumore
zugeordnet werden. Patientinnen mit platinresistentem Rezidiv wird eine platinfreie
Zytostatikamonotherapie mit Doxorubicin, Topotecan, Gemcitabin oder Paclitaxel
empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022). Patientinnen mit platinsensiblem
Rezidiv soll eine Kombinationschemotherapie mit Carboplatin und entweder Gemcitabin,
Paclitaxel oder Doxorubicin angeboten werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022) .
Weiter kann insbesondere diese Gruppe hinsichtlich der Prognose von einer
zytoreduktiven Operation vor Beginn der erneuten Chemotherapie profitieren, sofern auch
bei diesem Eingriff makroskopische Tumorfreiheit erreicht wird (Eisenkop et al., 2000;
Harter et al., 2006). Die DESKTOP-III-Studie konnte dies bzgl. den AGO-Score als klaren
Handlungsalgorithmus definieren: Bei einem Performance-Status gemal der Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) von 0, Aszites mit weniger als 500 ml und dem
Erreichen von Tumorfreiheit bei der letzten Operation ist eine erneute Operation des
Rezidivs sinnvoll, da hierbei 75,5 % aller Patientinnen nochmals tumorfrei operiert werden
kénnen, was sich in einem signifikanten Uberlebensvorteil von fast einem Jahr
manifestierte (Harter et al, 2021). Der ECOG-Score stellt ein Bewertungssystem zur
Burteilung des allgemeinen Gesundheitszustands von Krebspatienten dar (Oken et al.,
1982).

Bevacizumab kann sowohl bei Resistenz als auch bei Ansprechen auf platinsensitive
Zytostatika zum Therapieregime hinzugefugt werden. Fur beide Gruppen zeigte sich ein
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positiver Einfluss des Medikaments auf das krankheitsfreie Uberleben (Aghajanian et al.,
2012; Leitlinienprogramm Onkologie, 2022; Pujade-Lauraine et al., 2014).

1.1.6 Stellenwert des high-grade ser6sen Ovarialkarzinoms

High-grade serdse Ovarialkarzinome (HGSCs) machen mehr als die Halfte aller malignen
Ovarialtumoren aus. Im Gegensatz zu einigen anderen histologischen Untergruppen
werden sie in 70 % der Falle erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, was die
zumeist eingeschrankte Operabilitdt und damit verbundene schlechte Prognose der
Erkrankung bedingt. Ein  Grolteil der Patientinnen Dbefindet sich zum
Erkrankungszeitpunkt im postmenopausalen Alter, das mediane Uberleben belduft sich
auf nur 30 Monate (Lengyel, 2010; Vaughan et al., 2011).

Der high-grade ser6se Subtyp zeichnet sich u.a. durch sein aggressives Wachstum aus:
Histopathologisch zeigen sich ein hoher Mitoseindex, zahlreiche pleomorphe
Tumorzellkerne und diverse Mutationsmuster des Tumorsuppressorproteins P53 (Prat,
2014).

Kurman konnte zeigen, dass sich HGSCs in Form von serdsen intraepithelialen
Prakanzerosen (serous tubal intraepithelial carcinoma = STIC) in den Tuben entwickeln.
Diese STICs gelten als Vorlaufer der HGSCs (Kurman und Shih, 2011). Darauf basiert
auch der Trend zur Empfehlung der opportunistischen Eileiterresektion bei
abgeschlossener Familienplanung (Schweizerische Gesellschaft fir Gynakologie und
Geburtshillfe, 2020).

Low-grade ser6se Karzinome sind laut aktuellem Wissensstand eine eigene Entitat und
somit nicht als Vorstufe von HGSCs anzusehen. Sie entwickeln sich in den meisten Fallen
aus Borderlinetumoren und sind im Allgemeinen mit einer deutlich besseren Prognose
assoziiert: Patientinnen sind bei Diagnosestellung zumeist jung, das Gesamtuberleben
betragt durchschnittlich 82 Monate, ein Vielfaches der Prognose der Erkrankten mit HGSC
(Gershenson et al., 2006; Lengyel, 2010).
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1.2 Neuropiline

1.2.1 Struktur und Uberblick Uber die Funktionen der Neuropiline

Neuropiline (NRPs) sind Glykoproteine, die zur Gruppe der Non-Tyrosinkinaserezeptoren
gehdren. Bisher sind die beiden strukturell identischen Neuropiline Neuropilin 1 (NRP1)
und Neuropilin 2 (NRP2) bekannt: lhre lange extrazellulare Region besteht aus den
Domanen a1a2, b1b2 und c, auRerdem haben sie eine transmembranare und eine kurze

zytoplasmatische Domane (Chen et al., 1997; Dutta et el., 2016; Kawakami et al., 1996).

NRP1 und NRP2 bestehen jeweils aus 17 Exons und 16 Introns und stimmen auf Ebene
ihrer Aminosauresequenz zu 44 % miteinander Uberein, wobei die transmembranaren
Regionen die grofite Homologie aufweisen (Chen et al., 1997; Rossignol et al., 2000).
Innerhalb der c-Domane befindet sich eine Aminosauresequenz namens MAM-Domane,
mittels der NRP1 und NRP2 Homo- sowie Heterodimere untereinander ausbilden konnen
(Chen et al., 1998).

Es konten unterschiedliche Isoformen der NRPs identifiziert und zudem bewiesen werden,
dass sie sowohl als membranstandige Rezeptoren als auch als I6sliche Molekile
vorliegen. Losliche NRP-Isoformen entstehen durch Splicingmechanismen und bestehen
nur aus den a- und b-Domanen des Proteins. Sie fungieren im Gegensatz zu den
membranstandigen NRPs und agieren als Rezeptorantagonisten (Chen et al., 1997;
Rossignol et al., 2000).

Auf molekularer Ebene interagieren NRPs mit einigen unterschiedlichen
transmembranaren Rezeptoren, darunter der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
und der Insulin-like Growth Factor 1 Receptor (IGFR), und nehmen so auf diverse
Signalkaskaden Einfluss (Dutta et al., 2016; Goel et al., 2012).

Uber ihre Interaktion mit Semaphorinen (SEMAs) spielen NRPs eine wesentliche Rolle in
der embryonalen Entwicklung des zentralen und peripheren Nervensystems (Giger et al.,
1998, 2000).

Weitere Funktionen Ubernehmen sie mittels Bindung der VEGFs und deren Rezeptoren
in der Entwicklung sowohl von Lymph- als auch Blutgefallen, und gewinnen somit nicht
nur in der Neonatalperiode, sondern auch in der Karzinogenese an zentraler Bedeutung
(Caunt et al., 2008; Herzog et al., 2001; Yuan et al., 2002).
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Auf die genannten Aspekte soll in nachfolgenden Kapiteln noch detaillierter eingegangen

werden.

1.2.2. NRP2: Interaktion mit VEGFs und SEMAs

VEGFs wurden erstmalig von Tischer et al. (1989) beschrieben und beinhalten eine
Gruppe von Signalmolekulen, die durch Bindung verschiedener Rezeptoren Einfluss auf
die Angio- und Lymphogenese nehmen (Kondo et al., 1995; Karkkainen et al., 2004).
Nach dem heutigen Stand sind die sieben Vertreter VEGF-A/B/C/D/E/F und der Placental
Growth Factor (PIGF) bekannt, von denen einzelne weiter Uber Isoformen verfligen
(Achen et al., 1998; Joukov et al., 1996; Ogawa et al., 1998; Olofsson et al., 1996;
Yamazaki et al., 2003; Yla-Herttuala et al., 2007).

Als Rezeptoren fur VEGFs dienen einerseits die Vascular Endothelial Growth Factor
Receptors (VEGFRs) 1-3, die zu den Rezeptortyrosinkinasen gehoéren. Andererseits
binden einige der Wachstumsfaktoren auch NRPs. NRPs interagieren sowohl in ihrer
I6slichen als auch in ihrer membrangebundenen Form mit den VEGFs und deren
Rezeptoren.

Ein wichtiger Ligand des membrangebundenen NRP2 ist VEGF-A mit seinen Isoformen
VEGF-145 und VEGF-165, die durch alternatives Splicing entstehen und maf3geblich an
Prozessen der Angiogenese sowie der Erhohung der vaskularen Permeabilitat beteiligt
sind (Goel et al., 2011; Gluzman-Poltorak et al., 2001; Kondo et al., 1995; Murohara et
al.,1998; Tischer et al., 1991). Bildet NRP2 (iberdies Komplexe mit VEGFR-1, verstarkt
sich die Bindung zwischen VEGF-165 mit NRP2 (Gluzman-Poltorak et al., 2001).
Weitere NRP2-Liganden aus der Familie sind PIGF, VEGF-D und VEGF-C; letzterer ist
mafgeblich an Prozessen der Lymphangiogenese beteiligt (Gluzman-Poltorak et al.,
2000; Karpanen et al., 2006; Yasuoka et al., 2009). Caunt et al. (2008) haben
nachgewiesen, dass NRP2 im Falle von VEGF-C als zusatzlicher Corezeptor gemeinsam
mit VEGFR-3 agiert und so zudem eine Rolle als Modulator der Lymphangiogenese
ubernimmt. Weiter wurde die isolierte Interaktion zwischen NRP2 und VEGFR-3
beschrieben. Die Bedeutsamkeit von NRP2 in der Lymphogenese konnte in einem
Experiment von Yuan et al. (2002) veranschaulicht werden: So wiesen Mause mit NRP2-

Defizit nur ansatzweise ausgebildete oder gar nicht vorhandene Lymphgefalie auf.
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Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass VEGFR-2, einer der gemeinsamen
Rezeptoren fur VEGF-A und -C, als Komplex mit NRP2 vorliegend eine bessere
Phosphorylierung erzielt als allein. Dartber hinaus induziert die Bindung zwischen VEGF-
A/-C und NRP2 die Ausbildung solcher Komplexe. Schliellich flihren beide
beschriebenen Mechanismen dazu, dass die von VEGF-A und -C angesto3enen
Prozesse der Lympho- und Angiogenese unter NRP2-Einfluss in verstarktem Malle
ausgefihrt werden (Favier et al., 2006).

In der Gesamtheit Iasst sich feststellen, dass das Zusammenspiel zwischen der VEGF-
Familie und NRP2 komplexen Funktionsweisen und Regelkreislaufen unterliegt, die sich

gegenseitig modulieren konnen.

Die Familie der SEMAs beinhaltet Proteine, die in loslicher und membrangebundener
Form verschiedene Funktionen wahrend der Entwicklung des Nervensystems
ubernehmen (Chen et al., 1997; Kolodkin et al., 1993). Es sind mehrere unterschiedliche
Gruppen von SEMAs bekannt, von denen einige durch axonale Repulsion an der
Organisation von Neuronen wahrend der Embryonalperiode beteiligt sind (Messersmith
et al., 1995; Puschel et al., 1995, 1996). Einen Einfluss auf diesen Prozess nimmt NRP2
als Rezeptor fur SEMAs der Klasse 3: Hier spielt es durch seine Interaktion mit SEMA3C
und SEMAS3F eine unentbehrliche Rolle in der Ausrichtung und Faszikulation einiger Hirn-
und Spinalnerven (Giger et al., 2000; Sahay et al., 2003).

Liegt NRP2 gebunden an SEMAS3F vor, kommt es Uberdies zu einer Abschwachung der
Effekte, die mit NRP2 als Corezeptor durch VEGF-A und -C hervorgerufen wurden (Favier
et al., 2006). Das beschriebene Phanomen lasst vermuten, dass SEMAs und VEGFs als
Liganden um die Bindung mit ihrem gemeinsamen Rezeptor NRP2 konkurrieren.

1.2.3 NRP2: Physiologisches Vorkommen

Dank seiner Interaktionen mit SEMAs und VEGFs ist NRP2 mal3geblich an lympho- und
angiogenetischen sowie neuronalen Prozessen beteiligt und wird physiologischerweise
hauptsachlich von Nerven, Lymph- und Blutgefalien exprimiert (Chen et al., 1998; Yuan
et al., 2002).

NRP2 konnte u.a. von Rushing et al. (2012) in zahlreichen gesunden menschlichen

Geweben immunhistochemisch nachgewiesen werden. Hervorzuheben sind aufgrund
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ihrer moderaten bis starken Expression Hoden, Nieren, Plazenta, Haut, Leber und die
gestreifte Muskulatur. Weiter zeigen pankreatische Langerhansinseln und Azinuszellen,
sowie Lymph- und Blutgefalle der Schilddrise physiologischerweise NRP2-Signale
(Fukahi et al., 2004; Yasuoka et al., 2011).

Daruber hinaus wird NRP2 auch in den weiblichen Geschlechtsorganen exprimiert: Es
zeigte sich eine erhohte Proteinexpression in den Epithelzellen des Uterus von Ratten,
welche der Ostrogenregulation innerhalb des Brunstzyklus unterlag (Pavelock et al.,
2001). In gesundem humanem Brustgewebe konnte NRP2 wiederum in Lymph- und
Blutgefallen nachgewiesen werden. In Tierexperimenten wurde aullerdem die
Mitbeteiligung von NRP2 an pubertaren Brustdrisenreifungsprozessen gezeigt (Goel et
al., 2011; Yasuoka et al., 2009).

Drenberg et al. (2009) haben bewiesen, dass NRP2 in gesunden Epithelzellen des
menschlichen Ovars in Uber zwei Dritteln der untersuchten Falle exprimiert wird, bei
ovariellen Stromazellen sind es bis zu 90 %. Auch konnten erhéhte Mengen des
Glykoproteins in solchen Epithelien nachgewiesen werden, die Inklusions- und

parafollikulare Ovarialzysten auskleiden.

1.2.4 NRP2: Tumorimmunologie

Im akut entzindlichen Geschehen konnte ein erheblicher Anstieg der NRP2-
Konzentration bei alveolaren Makrophagen gemessen werden, der auf den Einfluss des
Transkriptionsfaktors Nuclear Factor 'Kappa-Light-Chain-Enhancer’ of Activated B-cells
(NF-KB) zurtckzufuhren ist (Immormino et al., 2018).

Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs) sind spezialisierte Zellen des angeborenen
Immunsystems, denen man in der aktuellen Forschung tumorfordernde Eigenschaften,
darunter positive Effekte auf Tumorzellextravasation und -wachstum, beimisst (Noy und
Pollard, 2014). Roy et al. (2018) konnten die begunstigende Wirkung von NRP2 auf
immunsupprimierende Charakteristika der TAMs belegen, welche nachliel® und dartuber
hinaus von immunstimulierenden Prozessen innerhalb der Immunzellen abgeldst wurde,

sobald der Einfluss von NRP2 wedfiel.

Auch wird die Funktion von NRP2 an der Schnittstelle zwischen angeborener und

adaptiver Immunantwort diskutiert und gewinnt fur die Onkologie zunehmend an
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Bedeutung: Es wird in seiner polysialylierten Form in dendritischen Zellen exprimiert und
ist in diesem Zustand in der Lage, die von den dendritischen Zellen betriebene T-
Lymphozyten-Aktivierung zu regulieren (Curreli et al., 2007). Weiter hat das Team um
Wang et al. (2023) in In-Vitro-Experimenten von Prostatakarzinomzellen beobachtet, dass
es bei NRP2-Unterdrickung zu einer Stimulation der T-Zell-Antwort kam. Zusatzlich
resultierte die Aufhebung der VEGF-NRP2-Verbindung in einer verminderten TZ-
Expression von Programmed Cell Death 1 Ligand 1 (PD-L1) sowie einem rucklaufigen
Krebswachstum.

Regulatorischen Aufgaben kommt NRP2 Uberdies bei der Entwicklung der Immuntoleranz
nach: In diesem Zusammenhang konnte festgestellt werden, dass NRP2 die Funktion
regulatorischer B-Lymphozyten modulieren kann (Wang et al., 2022).

Vor dem Hintergrund der wachsenden Bedeutung zielgerichteter Immuntherapien zur
Behandlung verschiedener onkologischer Krankheitsbilder bieten die bisher gewonnenen
Erkenntnisse einen wichtigen Ansatzpunkt flir weitere Untersuchungen der genauen
Funktionsweisen und Interaktionen, denen NRP2 mit diversen Vertretern der

angeborenen und der adaptiven Immunantwort nachkommt.

1.2.5 NRP2: Regulation von Metastasierungsprozessen

Es sind einige molekulare Mechanismen bekannt, anhand derer NRP2 verschiedene
Prozesse der Karzinogenese beeinflussen kann.

NRP2 ist maligeblich an der Tumorangiogenese beteiligt und moduliert auf mehreren
Ebenen sowohl das Krebswachstum des Primarius durch Neovaskularisation, als auch
die hamatogene Tumorzellaussaat. Beide NRPs konnten in Tumorkapillaren
nachgewiesen werden, Kawakami et al. (2002) belegten auRerdem einen positiven
Einfluss auf die Krebsprogression bei gleichzeitiger Expression von NRP1 und NRP2
(Fukahi et al., 2004).

Daruber hinaus kann NRP2 einerseits direkt, andererseits indirekt Uber die Bindung des
Platelet Derived Growth Factor (PDGF) Einfluss auf Proliferations- und
Migrationsprozesse glatter Gefalmuskelzellen in der Tunica media nehmen (Pellet-Many
et al., 2015).

Uber seine Interaktion mit Alpha-5-Integrinen auf Endothelzellen beeinflusst NRP2 einen
entscheidenden Schritt der hamatogenen Metastasierung: Wird das Glykoprotein in TZs
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exprimiert, konnen diese an Integrine von Endothelzellen binden und nachfolgend die
Tumorzellextravasation herbeifihren (Cao et al., 2013). Weitere potente Liganden, die
interagierend mit NRP2 die Endothelzellproliferation vorantreiben, sind der Hepatocyte
Growth Factor (HGF), VEGF-165 und VEGF-D (Karpanen et al., 2006; Sulpice et al.,
2008).

Auch konnen NRP2 beeinflussende Effekte auf die lymphogene Metastasierung
zugeschrieben werden. Einen wichtigen Mechanismus daflr stellt die Verbindung des
Glykoproteins zur VEGF-Familie dar: Die Uberexpression von VEGF-C bewirkt eine
Hyperplasie des Lymphgewebes in unmittelbarer Umgebung maligner Tumoren und
bedingt dadurch die vereinfachte Tumorzellaussaat (Hoshida et al., 2006; Mandriota et
al., 2001). Durch die bereits erwahnten Interaktionen zwischen NRP2 und VEGF-C sowie
seinen Rezeptoren kann dieser Mechanismus entscheidend moduliert werden.
Entsprechend konnten Yasuoka et al. (2009) erhdhte Konzentrationen des
Wachstumsfaktors in gleichzeitiger Prasenz von NRP2 im Zytoplasma von
Brustkrebszellen messen; weiter gelang der Nachweis eines signifikanten
Zusammenhangs zwischen der Expression von NRP2, dem Vorkommen von VEGF-C,
und dem Ausmal} von Lymphknotenmetastasen.

Grundlich erforscht sind dartuber hinaus zahlreiche Mechanismen, Uber die der
Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) zum Progress maligner Tumoren beitragt (Chatterjee et al.,
2014). Eine Korrelation zwischen der CXCR4-Expression und dem
Metastasierungsausmald, sowie der Prognose wurde von Barbolina et al. (2010) auch fur
epitheliale Ovarialkarzinome beschrieben. Yasuoka et al. (2009) haben gezeigt, dass die
Expression von NRP2 beim Mammakarzinom mit der von CXCR4 korreliert, umgekehrt
fuhrte eine Signalunterdrickung von NRP2 in In-Vitro-Experimenten zu einer
verminderten CXCR4-Konzentration und einer damit verbunden reduzierten
Krebszellmigration. Die Erkenntnis lasst auch in diesem Beispiel erneut eine

Regulatorfunktion von NRP2 in Metastasierungsprozessen vermuten.
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1.2.6 NRP2: Expression bei verschiedenen Krebsentitaten

NRP2 wird in TZs der folgenden Krebsarten exprimiert: Hepatozellulares Karzinom,
Karzinoid, Kolorektalkarzinom, nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom, Magenkarzinom,
malignes Melanom, Mammakarzinom, Prostatakarzinom, Pankreaskarzinom und
papillares Schilddrisenkarzinom. Von einigen Autoren wurde die Lokalisation von NRP2
innerhalb der TZs genauer beschrieben: NRP2 lieRR sich beim Kolorektal-, Magen-,
Mamma-, Prostata-, papillaren Schilddrisenkarzinom und dem malignen Melanom im
Zytoplasma und/oder an der Zellmembran nachweisen (Borkowetz et al., 2020; Cao et
al., 2013; Gray et al., 2008; Kawakami et al., 2002; Rushing et al., 2012; Samuel et al.,
2011; Wittmann et al., 2015; Yasuoka et al. 2009, 2011).

Erstmals konnte ein NRP2-Signal von Dutta et al. (2022) auch innerhalb der Zellkerne von
Prostakarzinomzellen gemessen werden.

Fukahi et al. (2004) beobachteten die Expression von NRP2 beim Pankreaskarzinom

aullerdem bei tumorumgebenden Zellen, die nicht entartet waren.

Bei den meisten der genannten Tumorentitaten wurde ein malignitatsfordernder Effekt
von NRP2 auf den Grad der Tumorzellentdifferenzierung, das Metastasierungsausmal,
die Prognose oder das Tumorwachstum nachgewiesen; teilweise bestanden auch
mehrere Assoziationen gleichzeitig (Tab. 3).
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Tab. 3: NRP2-Expression bei malignen Tumoren

Bei den aufgefluhrten Krebsarten bestehen einer oder mehrere Zusammenhange
zwischen der NRP2-Expression und dem Grad der Tumorzellentdifferenzierung, dem
Metastasierungsausmald, der Prognose oder dem Tumorwachstum. Das Zutreffen eines

Zusammenhangs ist mit einem “x” gekennzeichnet.

Entdifferenzierung | GroReres Verschlechterung | Verbessertes
von Tumorzellen Metastasierungs- | der Prognose Tumorwachstum
ausmaf

Hepatozellulares X
Karzinom

Karzinoid X
(Zelllinien)

Kolorektal- X X
karzinom

Malignes X
Melanom

Mammakarziom X X

Nierenzell- X
karzinom

Prostatakarzinom X

Pankreas- X X
karzinom

Papillares X
Schilddriisen-
karzinom

1.2.7 Expression von NRPs bei epithelialen Ovarialkarzinomen

Die Expression von NRP1 bei epithelialen Ovarialkarziomen wurde von Jiang et al. (2015)
an 125 Praparaten unterschiedlicher histologischer Subtypen untersucht: Es zeigte sich
ein deutlicher Anstieg der NRP1-Konzentration bei Praparaten von Patientinnen in
hoherem FIGO-Stadium, sowie in Fallen mit zusatzlichem Lymphknotenbefall oder bereits
fortgeschrittener Metastasierung.

Ergénzend zu diesen Erkenntnissen konnten Baba et al. (2007) allerdings keinen
signifikanten Unterschied der NRP1-Expression zwischen den verschiedenen
histologischen Subtypen feststellen. Weitere Experimente des Teams haben gezeigt,

dass die Unterdrickung des NRP1-Signals in vitro zu einem herabgesetzten
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Zellwachstum und Invasionspotential fuhrte, und unterdessen die Zellproliferation
hemmte.

In Anbetracht dieser Ergebnisse konnte NRP1 zuklnftig als Marker fur die Prognose
epithelialer Ovarialkarzinome an Bedeutung gewinnen und Uberdies einen

therapeutischen Angriffspunkt auf molekularer Ebene darstellen.

Die Expression von NRP2 bei Ovarialkarzinomen ist noch nicht gut erforscht, es existieren
nach aktuellem Wissensstand nur wenige eindeutige Erkenntnisse auf diesem Gebiet.
Insbesondere das Vorkommen beim high-grade serdsen Subtyp wurde bis jetzt kaum
genauer untersucht.

Die Interaktionen von NRP2 mit Vertretern der VEGF-Familie und den SEMAs wurden in
vorherigen Kapiteln schon griindlich erlautert. Wang et al. (2009) konnten eine Korrelation
zwischen der Expression der drei NRP2-Bindungspartner VEGF-121, VEGF-165 und
VEGFR-2 und dem Invasionspotential bzw. einer zunehmenden Entdifferenzierung
ovarieller TZs feststellen. Im Gegensatz dazu wurde nachgewiesen, dass verminderte
Konzentrationen von SEMA3F mit einem Tumorprogress assoziiert sind (Drenberg et al.,
2009; Joseph et al., 2010). Beide Erkenntnisse decken sich den Forschungsergebnissen
von Osada et al. (2006), die bei ansteigendem VEGF/SEMA-Verhaltnis eine schlechtere
Prognose der Ovarialkarzinompatientinnen beschrieben. Nun stellt sich die Frage, welche
Rolle NRP2 in diesem Kontext spielt, und ob sich die Expression des Glykoproteins
kongruent zu der seiner Liganden verhalt.

NRP2 wurde sowohl in Epithelien gesunder als auch maligne entarteter Ovarien
nachgewiesen. Nach dem Gegenstand aktueller Forschung ist man sich jedoch nicht
einig, ob NRP2 in TZs epithelialer Ovarialkarzinome im Vergleich zu nicht/weniger
entartetem Gewebe bzw. im Vergleich zu Tumoren im weniger fortgeschrittenen Stadium
allgemein starker, schwacher oder gleich stark exprimiert wird. Bislang wurden in
mehreren unterschiedlichen Studien voneinander abweichende Maoglichkeiten beobachtet
(Bednarek et al., 2011; Drenberg et al., 2009; Joseph et al., 2010; Osada et al., 2006;
Wang et al. 2009).

Bednarek et al. (2011) und Osada et al. (2006) untersuchten das mogliche Vorliegen eines
Zusammenhangs zwischen dem Vorkommen von NRP2 und dem FIGO-Stadium, dem
histologischen Subtyp und dem Grad der Entdifferenzierung der TZs: Signifikante
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Korrelationen zwischen der NRP2-Expression und einem der genannten Parameter
konnten von keinem der Autoren nachgewiesen werden. Im Vergleich zu gutartigen
Raumforderungen haben Osada et al. (2006) bei Ovarialkarzinomen samtlicher
histologischer Subtypen (muzinds, serds, endometroid etc.) allerdings signifikant hdhere
NRP2-Konzentrationen gemessen.

Es existieren zudem Hinweise darauf, dass erhohte NRP2-Konzentrationen vor allem bei
Karzinomen im frihen FIGO-Stadium wund solchen mit einem low-grade
Differenzierungsstatus zu finden sind (Bednarek et al., 2011; Drenberg et al., 2009).
Daruber hinaus vertreten Drenberg et al. (2009) die These, dass eine Tumorprogression
mit einer rucklaufigen Proteinexpression einhergeht.

Ubereinstimmend mit den meisten Beobachtungen zu NRP2 bei anderen Krebsentitaten
hat man das Protein auch beim Ovarialkarzinom immunhistochemisch im Zytoplasma und
an der Zellmembran nachgewiesen; Drenberg et al. (2009) haben das Vorkommen zudem
in den Stromazellen des tumorumgebenen Gewebes einiger Praparate beschrieben
(Osada et al., 2006).

Bisweilen wurde nur von einem der Autoren die Fragestellung eines mdglichen
Zusammenhangs zwischen der NRP2-Expression und der Prognose von erkrankten
Patientinnen untersucht: Osada et al. (2006) konnten dies bzgl. keine Korrelation
feststellen.

Es ist insbesondere darauf hinzuweisen, dass die Autoren der erwahnten Studien
allesamt kleinere Kohorten untersuchten. So beziehen sich die Beobachtungen von
Drenberg et al. (2009) auf ein Kollektiv bestehend aus insgesamt 44 Patientinnen, von
denen nur zehn mit malignen Raumforderungen des Ovars diagnostiziert wurden,
darunter vier mit einem schlecht differenzierten Karzinom. Etwas groRer waren die
Kohorten der Teams um Bednarek et al. (2011) und Osada et al. (2006), die jeweils um
die 60 Patientinnen mit malignen Raumforderungen beinhalteten, darunter hatten je 30
bzw. 24 Patientinnen ein seroses Ovarialkarzinom. Allerdings wurden die Kollektive in
beiden Studien zu einem Uberwiegenden Anteil von Uber 70 % von gut differenzierten
Tumoren (G1) dominiert, sodass sich die Gruppe der untersuchten HGSCs auf eine sehr
geringe Anzahl von Praparaten beschrankte.

Angesichts dieser Tatsachen und der allgemeinen Unstimmigkeiten zur Expression von
NRP2 bei epithelialen Ovariakarzinomen gilt das Thema als unzureichend erforscht und
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lasst mehrere Fragen offen. Insbesondere das Vorkommen bei high-grade serdsen
Subtypen - die einen erheblichen Anteil aller Ovarialkarzinome ausmachen und durch eine
besonders schlechte Prognose gekennzeichnet sind - wurde noch nicht ausreichend

untersucht.

1.3 Fragestellung

HGSCs sind durch eine besonders schlechte Prognose gekennzeichnet. Als prognostisch
positiv gilt die Diagnosestellung im fruhzeitigen Stadium, weil diese die Chancen einer
kompletten Tumorresektion maf3geblich erhdht. Das operative Erlangen makroskopischer
Tumorfreiheit, sofern moglich, beschreibt das Ubergeordnete Ziel der Therapie der
Erkrankung, da es den Patientinnen einen signifikanten Uberlebensvorteil gewahrleistet.
NRP2 kann durch unterschiedliche Interaktionen auf molekularer Ebene Mechanismen
der Karzinogenese Dbeeinflussen und gilt fur einige Krebsentitaten als
malignitatsfordernder und somit prognoseverschlechternder Faktor.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob dies auch fur die Gruppe der HGSCs gilt. Obgleich
schon wenige Untersuchungen zum Vorkommen von NRP2 bei Ovarialkarzinomen
durchgefuhrt wurden, beschranken sich die Erkenntnisse innerhalb der Gruppe der
HGSCs auf einen sehr geringen und nicht reprasentativen Anteil. Die aktuelle Datenlage
ist teils wiederspruchlich und beantwortet einige Fragen nur unzureichend. Insbesondere
der Einfluss von NRP2 auf das krankheitsfreie sowie das Gesamtluberleben von
Patientinnen mit HGSC wurde bisher kaum erforscht.

Die folgenden Parameter erlauben unter Berucksichtigung weiterer individueller Faktoren
eine grobe Einschatzung der Prognose, da sie indirekte Aufschliisse Uber die Operabilitat
und die damit verbundene Moglichkeit des Erreichens von Tumorfreiheit geben: Das
FIGO-Stadium, die Tumorverteilung, der Peritoneal Cancer Index (PCI) und das Ausmal}
an postoperativen Tumorresiduen.

Es wurde das Bestehen maoglicher Korrelationen zwischen diesen Parametern und der
Expression von NRP2 bei HGSCs untersucht; dartber hinaus stand die Analyse eines
moglichen Zusammenhangs zwischen der Proteinexpression und dem krankheitsfreien

sowie das Gesamtuberleben im Fokus.
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Zur Beantwortung der Fragestellung wurden Praparate von Patientinnen, die an einem
HGSC erkrankt waren, nach immunhistochemischen Methoden gefarbt und
mikroskopisch ausgewertet. Im Vorfeld wurden einige klinische Daten der Kohorte
erhoben. Um ein moglichst reprasentatives Ergebnis zu erzielen, wurde ein
Patientenkollektiv gewahlt, das den Umfang der bisherigen Studien zur beschriebenen
Fragestellung um ein Vielfaches Ubersteigt.

Die aktuelle Literatur beschreibt aulRerdem die Rolle von NRP2 in tumorimmunologischen
Prozessen, weshalb aullerdem untersucht wurde, ob das Glykoprotein von
tumorumgebenden Immunzellen exprimiert wird.

Bislang wurde das Vorkommen von NRP2 ausschlie3lich an der Membran sowie dem
Zytoplasma von TZs bei HGSCs beschrieben; auch dieser Aspekt war Gegenstand der
Fragestellung dieser Arbeit.
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2. Material und Methoden

2.1 Kohorte

Die zu untersuchende Kohorte umfasste 176 Patientinnen, die im Zeitraum vom
13.01.2010 bis zum 15.12.2020 in der Klinik fir Gynakologie und Geburtshilfe des
Universitatsklinikums Bonn (UKB) wegen des Vorliegens eines HGSC operiert wurden.
Hierbei wurde nicht unterschieden, ob es sich bei der Operation um die Behandlung einer
Primardiagnose oder eines Rezidivs handelte. Die Erstdiagnose wurde jeweils im
Zeitraum vom 01.12.1986 bis zum 15.12.2020 gestellt.

Im Rahmen der Biobank-Initiative der Klinik wurde nach Patientenaufklarung
Tumorgewebe operativ gewonnen und im Institut fir Pathologie des UKB konserviert und
gelagert.

Die ethischen Voraussetzungen fur die rein retrospektive Datenerhebung dieses
Projektes wurden unter dem Aktenzeichen 334/21 von der hiesigen Ethikkommission
gepruft und akzeptiert.

2.2 Klinische Datenerhebung

Der erste Schritt des Projekts beschaftigte sich mit dem Teil der Datenerhebung.

Quelle fur die Datenermittlung war das elektronische Patientensystem Orbis der
Universitatsklinik. Hier erfolgte anhand von Arztbriefen, Berichten von Tumorboards,
Operationsberichten, Pflegeberichten, Pathologie- und Untersuchungsbefunden die
Erhebung aller klinisch relevanten Parameter.

Dokumentiert wurden das Datum der Erstdiagnose und ob es sich bei der Hauptoperation
am UKB um eine primare Operation oder die Behandlung eines ersten oder ggf. zweiten
Rezidivs handelte, ob die Diagnose mittels vorangegangener Laparoskopie bestatigt
wurde, und um welches FIGO-Stadium es sich im individuellen Fall handelte.

Es wurden anhand der Operationsberichte Daten zur Ausbreitung des Tumors im
Unterbauch und Situs erhoben, weiter wurde der PCl nach Jacquet und Sugarbaker
(1996) durch eine retrospektive Erhebung ermittelt. Der PCI quantifiziert das Ausmal} an
peritonealer Karzinose: Abdomen und Pelvis werden dafur in insgesamt 13 Bereiche
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unterteilt, die je nach Menge der vorhandenen peritonealen Metastasierung mit null bis
drei Punkten gewichtet werden. Aus der Summe dieser Punktwerte ergibt sich der PCI,
deren maximaler Wert 39 betragt. Auch erlaubt dieser Index unter Berucksichtigung
weiterer Parameter eine grobe Einschatzung der Wahrscheinlichkeit, mit der operative
Tumorfreiheit erlangt werden kann (Lampe et al., 2015).

Des Weiteren wurde auch unterschieden, ob bei der Operation eine gunstige oder
ungunstige Tumorverteilung vorlag - als ungunstig wurde mitunter ein Befall des
Dunndarms gewertet. Dartber hinaus wurde festgehalten, wo etwaige postoperative
Tumorresiduen im zutreffenden Fall lokalisiert waren (inkl. deren Ausmalle, falls
vorhanden), ob die Operation die Herstellung einer Darmanastomose erforderte, und ob
die Patientinnen zum Zeitpunkt der Operation Lymphknotenmetastasen hatten und eine

Lymphonodektomie durchgefuhrt wurde.

Sowohl der praoperative Score nach Klassifikation der American Society of
Anesthesiologists (ASA-Score) als auch der Body Mass Index (BMI) wurden ermittelt
(Sakland, 1941).

Von weiterem Interesse war die postoperative Nachbehandlung. Einerseits wurde
zwischen Patientinnen differenziert, die entweder keine oder eine platinhaltige
Kombinationschemotherapie erhalten hatten; daruber hinaus wurde festgehalten, ob
zusatzlich eine Erhaltungstherapie mit dem Angiogenesehemmer Bevacizumab
durchgefuhrt wurde.

Es wurde sowohl das rezidivfreie als auch das Gesamtuberleben in Monaten ermittelt.
Dafur wurde der Zeitraum vom Tag der Erstdiagnosestellung bis zum Auftreten des
jeweiligen Ereignisses berechnet. Das Ende der Datenerhebung markiert der Stichmonat
Marz 2022, sodass auch die Daten der Patientinnen, die bis zu einem spateren Zeitpunkt
Uberleben, hinsichtlich des Datums des letzten Follow-Ups zensiert sind. Patientinnen,
bei denen bis zu diesem Zeitpunkt keines der beiden Ereignisse eingetreten war, wurden
als lebend und rezidivfrei dokumentiert.

Rezidive wurden mittels bildgebender Verfahren wie CT, PET/CT oder MRT, oder klinisch

festgestellt.
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Zur Weiterverfolgung der Patientinnen dienten dokumentierte Telefonate,
Wiedereinbestellungen vor Ort, erneute Vorstellungen in der Klinik aus anderem Grund,
oder Follow-Up-Formulare des nachbehandelnden niedergelassenen Gynakologen.

Anhand der Pathologieberichte und -nummern wurden die entsprechenden Schnitte in
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) der einzelnen Patientinnen nach der unten
beschriebenen Vorgehensweise herausgesucht.

2.3 Immunhistochemische Farbung

2.3.1 Auswahl und Vorbereitung der Gewebeschnitte

Die Gewebeblocke wurden zum Zeitpunkt der Gewinnung zunachst mit 4 %-iger
Formaldehydl6sung fixiert und anschlieBend in einer aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert und in Paraffin eingebettet.

Die HE-Beispielschnitte der initial gewonnenen Gewebeblocke aus Formalin-fixiertem
Paraffin-eingebettetem Material (FFPE) wurden aus dem Archiv des Pathologieinstituts
des UKB herausgesucht — in den meisten Fallen waren es mehrere Praparate pro
Patientin, unter denen nachfolgend mikroskopisch dasjenige Praparat bestimmt wurde,
das den hochsten Anteil an TZs beinhaltete. Im Anschluss erfolgte mithilfe eines
Mikrotoms aus dem jeweils korrelierenden Gewebeblock die Anfertigung von vier bis
sechs Leerschnitten pro Patientin in einer Dicke von 4 um. Diese wurden im Anschluss
auf Objekttrager der Firma Menzel aufgezogen.

Zur ldentifikation von falsch positiven bzw. falsch negativen Farbungen wurden FFPE-
Schnitte mit einer Mischung der menschlichen Glioblastom- (U251MG) und
Prostatakarzinomzelllinien (PC-3) verwendet. Wahrend U251MG-Zellen NRP2
exprimieren, sind PC-3-Zellen negativ fur selbiges Protein.

Vor Versuchsbeginn wurden alle Schnitte mit Bleistift mit dem entsprechenden Datum und
dem zu verwendenden Antikdrper beschriftet.
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2.3.2 Entparaffinierung, Heat-Induced Epitope Retrieval (HIER) und endogene
Peroxidaseblockierung

Zur Entparaffinierung inkubierten die Schnitte fur zehn Minuten in einer ersten Xylol-
L6sung und fur weitere zwei Minuten in einer zweiten Xylol-Losung. Anschliel3end wurden
sie fur je zwei Minuten zur Rehydrierug in einer absteigenden Ethanolreihe in je 100 %-
igem (zweimal), 96 %-igem, 70 %-igem und 50 %-igem Ethanol gewaschen. Es folgte die
Spulung mit doppelt destilliertem Wasser.

Wahrend der Formalinfixierung kdnnen quervernetzende Proteinstrukturen entstehen, die
eine spatere Bindung des primaren Antikdrpers an die zu untersuchenden Epitope
unterbinden kdonnen. Um eine Demaskierung dieser Epitope und dadurch verbesserte
Bindung des primaren Antikdrpers zu erzielen, wurden die Schnitte nach HIER-Methode
fur 30 Minuten bei 90 °C in einem Dampfgarer mit Citratpuffer vorbehandelt.
AbschlieRend kuhlten die Praparate fur 30 Minuten bei Raumtemperatur aus und wurden
danach erneut mit doppelt destilliertem Wasser gewaschen.

Danach wurden die Schnitte auf den Objekttragern mit einem Wachsstift umrandet, was
im weiteren Versuchsverlauf der gleichmaRigen Bedeckung mit Reagenzien und

Losungen dienen soll und auRerdem vor Austrocknung schutzt.

2.3.3 Spezifische Farbung mit Primar- und Sekundarantikorper

Um das Chromogen in einem spateren Schritt durch eine an den Sekundarantikorper
gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (HRS-POD) umzusetzen, wurde die endogene POD-
Aktivitat des zu farbenden Gewebes blockiert, sodass im weiteren Farbeprozess
unspezifische Hintergrundfarbungen reduziert werden konnten. Daflr wurden pro Schnitt
200 pl einer POD-Blockierungslosung pipettiert und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

Anschlielend wurden die Schnitte mit Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen.
Zur Sattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Schnitte fur 25 Minuten bei
Raumtemperatur mit je 200 pl einer Lésung aus bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS
geblockt.
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Die immunhistochemischen Farbungen zum Nachweis von NRP2 bei HGSCs wurden
allesamt mit dem ImMmPRESS Horse Anti-Mouse IgG PLUS Polymer Kit durchgefihrt. Es
handelt sich hierbei um eine indirekte Nachweismethode, bei der zwei Antikorper
verwendet werden: Nach Bindung eines spezifischen Primarantikorpers bindet ein
Sekundarkorper, der Uber ein Polymer an viele PODs gekoppelt ist, an das Fc-Fragment
des Primarantikbrpers. In einem dritten Schritt reagieren die PODs des
Sekundarantikdérpers unter Mitwirkung von Wasserstoffperoxid (H202) mit dem
Chromogen Immpact Nova Red und sorgen so fur einen roten Farbumschlag (Abbildung
(Abb.) 1).

Zur spezifischen Detektion von NRP2 wurde der Antikdrper aNRP2-36v2 genutzt, der von
aTyr Pharma in Kollaboration mit der Arbeitsgemeinschaft von Herrn PD Dr. med. Michael
Muders, bis Juni 2022 am UKB beschaftigt, hergestellt wurde. Dieser bindet
ausschlieBlich humanes NRP2, wie das Team mittels ELISA, Western Blotting und
Biolayer Interferometrie nachwies, und stellt somit einen Vorteil gegenuber anderen
kommerziellen Antikorpern fur NRP2 dar, die das Glykoprotein mit geringerer Spezifitat
immunhistochemisch nachweisen (Abb. 1) (Forster et al., 2023).

aNRP2-36v2 wurde bei -20 °C gelagert und vor Verwendung auf Eis binnen 2-3 Stunden
aufgetaut. Der Antikdrper wurde in BSA/PBS-L6sung verdinnt; die finale Konzentration
dieses Antikoérpers fur die Farbung betrug 5 pg/ml. Pro Schnitt wurden 175 pl der
Mischung aus aNRP2-36v2 in BSA/PBS im genannten Verhaltnis aufgetragen, schlielich
wurden die Schnitte bei Raumtemperatur fur 60 Minuten in einem Feuchtigkeitsbehalter

inkubiert, um sie vor Austrocknung zu schutzen.

Die Proben wurden erneut mit PBS gewaschen, um die Reste der Antikorperldsung zu
entfernen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikorper uber 30
Minuten mit dem ImmPRESS Horse Anti-Mouse IgG PLUS Polymer Reagent mit 175 pl
pro Slide bei Raumtemperatur. Der Sekundarantikorper dieses Kits ist an ein Polymer
gekoppelt, das seinerseits mit vielen PODs beladen ist. Diese reagieren im
anschlielfenden Schritt mit dem Chromogen und produzieren so ein Farbsignal. Die
indirekte Kopplung des Sekundarantikérpers an mehrere PODs flhrt dazu, dass im
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Endeffekt ein Farbsignal mit hoherer Intensitat erzeugt wird, als es bei Kopplung mit nur
einer POD der Fall ware.
Nach der Inkubationszeit wurden die Schnitte erneut mit PBS gespuilt.

2.3.4 Entwicklung mit Chromogen, Gegenfarbung und Dehydrierung

Zunachst wurden die vier unterschiedlichen Reagenzien des Chromogens Immpact Nova
Red-Kits nach Angaben des Herstellers in der mitgelieferten Verdinnungslosung
gemischt.

AnschlieRend wurden je nach Schnittgrofde zwei bis drei Tropfen des Chromogens auf
den Objekttrager aufgetragen und fur sieben Minuten inkubiert, bevor der Farbevorgang
mit Leitungswasser abgestoppt wurde (Abb. 1).

Nachdem die Praparate in destilliertem Wasser gewaschen wurden, erfolgte die
Gegenfarbung fur 10 Sekunden mit Hamalaunlésung nach Mayer.

Fir weitere zehn Minuten wurden die Slides mit lauwarmem Leitungswasser gespult und
nachfolgend in einen Behalter befullt mit destilliertem Wasser gestellt.

Abschliellend wurden die gefarbten Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe
dehydriert und am Schluss nochmals fur zehn Minuten in Xylol inkubiert, bevor sie mithilfe
eines Eindeckelmediums fertiggestellt wurden.
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NRP2-positive Zelle

NRP2-spezifischer Primarantikdrper aNRP2-36v2 POD

Sekundirantikérper @ mmpact Nova Red

Abb. 1: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Farbung

Der Sekundarantikérper ist an viele PODs gekoppelt und bindet an den NRP2-
spezifischen Primarantikorper aNRP2-36v2. Die PODs bewirken unter Reaktion mit dem
Chromogen Immpact Nova Red den roten Farbumschlag der Zelle. Abb. nach Vector
Laboratories (2024). POD: Peroxidase. NRP2: Neuropilin 2.

2.3.5 Qualitatskontrolle: Positiv- und Negativkontrollen

Als Positivkontrolle dienten NRP2-positive Praparate der Zellreihe U251MG. Sie
durchliefen den immunhistochemischen Farbeprozess wie vorher beschrieben parallel mit
den Ovarialkarzinomschnitten und wurden ebenfalls mit dem Primarantikérper aNRP2-
36v2 angefarbt.

Als Negativkontrollen dienten die jeweils entsprechenden Schnittpraparate, die anstelle
von aNRP-36v2 mit der von aTyrPharma bereitgestellten Isotypkontrolle NBIC inkubiert
wurden. Zusatzlich wurde ein Mischpraparat aus den beiden Zellreihen U251MG und PC3
mit NBIC zum Negativnachweis angefarbt. Fur die Negativkontrollen wurde NBIC auf 15
pug/ml in der BSA/PBS-L6sung verdinnt. Anschliel3end inkubierten die Schnitte ebenfalls
fur 60 Minuten bei Raumtemperatur.

Die Proben der Negativkontrolle folgten in allen Gbrigen Schritten dem bereits erlauterten
Farbeprotokoll und unterschieden sich lediglich durch den Primarantikorper.
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2.3.6 Reagenzien, Detektionssysteme, Materialien und Gerate
Die Tab. 4 bis 9 fUhren samtliche Materialien, Substanzen und Reagenzien auf, die zur

Durchflhrung der immunhistochemischen Farbungen genutzt wurden.

Tab. 4: Verwendete Reagenzien und Substanzen

Reagenz Herstellerinformation

Ethanol 50 % -

Ethanol 70 % -

Ethanol 96 % -

Ethanol 100 % -

Hamalaun Hamalaunlésung sauer nach Mayer (Carl Roth,
T865.3)

PBS (1x) Phosphate Buffered Saline, pH 7.4 (Gibco, 10010-
015)

Peroxidaseblock Dako REAL Peroxidase-Blocking Solution (Dako

REAL, 202386-2)
Xylol -

Tab. 5: Verwendete Kits

Kit Herstellerinformation

Immpact Nova Red ImmPACT NovaRED Substrate Kit, HRP (Vector
Laboratories, SK-4805)

Immpress HRP Horse Anti-Mouse 1gG Polymer ImMmPRESS HRP Horse Anti-Mouse IgG PLUS

Reagent Polymer Kit (Vector Laboratories, MP-7802)

Tab. 6: Verwendete Puffersysteme und Losungen

Puffer Verdiinnung Herstellerinformation

BSA/PBS 0,05 g BSA auf 1 ml PBS Albumin Fraktion V, Blotting grade fir
die Immunelektrophorese, pH 7,0
(Neofroxx, 9048-46-8)

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

Citratpuffer 1:10 Verdinnung der Target Retrieval Solution, Citrate pH 6,
Target Retrieval Solution x10 (Agilent/Dako, S236984-2)

Doppelt destilliertes Wasser




Tab. 7: Verwendete Antikorper
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Antikorper Verdiinnung Herstellerinformation
aNRP2-36v2 5 pg/ml in BSA/PBS aNRP2-36v2 (aTyr Pharma)
NBIC 15 pg/ml in BSA/PBS NBIC (aTyr Pharma)

Tab. 8: Verwendete Materialien

Material

Herstellerinformation

Objekttrager Superfrost Plus

Gerhard Menzel, Braunschweig, DE

Pasteurpipetten

Labomedic, Bonn

Pipetten (10 pl, 100 wl, 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, DE

Pipettenspitzen ohne Filter

Greiner Bio-One, Kremsmunster (AT)

Praparatekleber

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

Reaktionsgefalie (1,5 ml)

Eppendorf, Hamburg, DE

Wachsstift

Dako Pen (Agilent Dako, 237-S200230)

Tab. 9: Verwendete Gerate

Gerat Herstellerinformation

Autoklav SHP Steriltechnik AG, Detzel Schiof3, DE
Dampfgarer Russel-Hobbs, Failsworth, GB
Gefrierschrank -20 °C Liebherr, Bulle, CH

Kuhlschrank Liebherr, Bulle, CH

Mikroskop BX45 mit DP22 Digitalkamera

Olympus, Hamburg, DE

Roller Shaker RS-TR 10

Phoenix Instruments, Garbsen, DE

Vortex-Laborriihrer RS-VA10

Phoenix Instruments, Garbsen, DE

2.4 Auswertung der immunhistochemischen Farbung

Zur Auswertung der immunhistochemischen Farbung wurde ein Lichtmikroskop von

Olympus des Typs BX45 mit 40- bis 400-facher GesamtvergroRerung genutzt.

Praparatausschnitte wurden mithilfe verschiedener Gerate fotografiert: Verwendet

wurden die Digitalkamera des Mikroskops, ein Praparatscanner und eine externe Kamera.

Die Software Patho Zoom ermoglichte den Computerzugriff auf die eingescannten

Praparate.
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Zunachst wurde evaluiert, ob das Praparat NRP2-positiv gefarbte TZs aufwies (Tab. 11A).
Es wurde unterschieden zwischen der Anfarbung gar keiner bzw. weniger TZs (<10
positive TZs pro Praparat) und der Anfarbung vieler TZs (=10 positive TZs pro Praparat).
Genauer wurde dann geschatzt, wie grol3 in etwa der prozentuale Anteil positiv gefarbter
TZs unter allen TZs des Praparates war (Tab. 11C und 11H). Es wurde 1 (<10 positive
TZs) von 2 (<5 % positive TZs) von 3 (5-10 % positive TZs) abgegrenzt. Oberhalb der 10
%-Grenze wurde in Zehnerschritten vorgegangen (z.B.: 4 = 20 % positive TZs, 5 = 30 %
positive TZs etc.). In der statistischen Auswertung wurden dann folgende Gruppen
einander gegenlbergestellt: keine Anfarbung, <10 % / <40 % / <70 % / >70 % der TZ
positiv (Tab. 11H). Weiter wurde ein relativer Anteil von <50 % mit einem Anteil von >50
% positiver TZs verglichen (Tab. 11C).

Dartber hinaus wurde in Anlehnung an die ,Hot Spot Methode“ bei 400-facher
Objektivvergroflerung das Gesichtsfeld pro Praparat bestimmt, das den hdchsten
prozentualen Anteil positiv gefarbter TZs besal} (Jang et al., 2017). Innerhalb dieses
Gesichtsfelds wurde dann nochmal der prozentuale Anteil NRP2-positiver TZs unter allen
TZs des Gesichtsfelds bestimmt. Dieser Anteil wurde bis auf Funferschritte genau
geschatzt. Statistisch wurde ein relativer Anteil von <50 % mit einem solchen von >50 %
verglichen (Tab. 11G).

Zur Erfassung des immunreaktiven Scores nach Remmele (IRS), der urspriinglich der
Rezeptorklassifikation von Mammatumoren diente, wurde das Produkt aus dem
Farbintensitatsscore und dem Punktescore des prozentualen Anteils positiv gefarbter TZs
je Gewebeschnitt berechnet (Tab. 10) (Remmele et al.,1986). Die Farbintensitat (Sl =
staining intensity) wurde in nicht vorhanden (wenn gar keine Farbung), schwach, maRig
und stark unterteilt. Ausschlaggebend war nicht die durchschnittliche SI des Praparats,
sondern die maximal zu messende Sl innerhalb eines solchen. Statistisch wurden alle vier
Abstufungen einander gegenuber gestellt (Tab. 11B). Zudem erfolgte der Vergleich
zwischen einem IRS von 0-1 und einem IRS von 2-3 (Tab. 11D).
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Tab. 10: Immunreaktiver Score nach Remmele (IRS)

Der IRS setzt sich aus dem Prozentanteil positiv gefarbter TZs und ihrer S| zusammen.
Pro Kategorie kann ein Punktescore zwischen 0 und 3, bzw. 0 und 4 erreicht werden. Der
IRS berechnet sich aus dem Produkt beider Scores (Remmele et al.,1986).

Relativer Anteil positiv Punktescore
| gefdrbter TZs

0% 0

<10 % 1

10-50 % 2

51-80 % 3

>80 % 4

Si Punktescore

Keine Farbung 0

Schwach 1

MaRig 2

Stark 3

S| x Relativer Anteil positiv | IRS
| geférbter TZs

0-1 0

2-3 1

4-8 2

9-12 3

AuBerdem wurde beschrieben, wenn aNRP2-36v2 abgesehen von TZs noch andere
Zellen anfarbte. Lymphozyten lassen sich mikroskopisch gut von TZs abgrenzen und
wurden gesondert aufgefihrt (Tab. 11F). Alle weiteren NRP2-positiven Zellen, die weder
mit Sicherheit der Gruppe der TZs noch der Gruppe der Lymphozyten zugeordnet werden
konnten, wurden als ,unbekannte Zellen“ aufgefuhrt.

Die Auswertungskriterien der NRP-2 Farbung sind Tab. 11 zu entnehmen.
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Tab. 11: Auswertungskriterien der NRP2-Farbung
Dargestellt sind die verschiedenen Auswertungskriteren zur Analyse der NRP2-Farbung.

Auswertungskriterium | Subkategorie

A) NRP2- Keine / Viele TZ
Positivitdt von | wenige TZ | (210)

TZs allgemein | (<10) positiv
positiv

B) SI der NRP2- Keine Schwach = | Mittelstark | Stark =3
Farbung Farbung = 1 =2

0

C) Relativer Anteil | <50 % >50 %
NRP2-positiver
TZs

D) IRS (Sl x 0-1 2-3
relativer NRP2-
positiver TZ-

Anteil)

E) NRP2- TZ-Kerne TZ-Kerne Keine
Positivitdt von | positiv negativ Farbung
TZ-Kernen

F) NRP2- Ja Nein
Positivitat von
Lymphozyten

G) Relativer Anteil | <50 % >50 %
NRP2-positiver
TZs pro
Gesichtsfeld
(40x)

H) Relativer Anteil | Keine <10 % <40 % <70 % >70 %
NRP2-positiver
TZs,
kleinschrittig

2.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm Minitab, Version 18 (Minitab LLC.,
State College Pennsylvania USA) genutzt. Mithilfe der Spearman-Korrelation wurde
gepruft, ob ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der NRP2-Expression in
Ovarialkarzinomzellen und dem PCI, dem FIGO-Stadium, der Tumorverteilung oder der
postoperativen Tumorlast besteht. Um zu untersuchen, ob die NRP2-Expression bei
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HGSCs einen Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben bzw. das Gesamtiiberleben der
Patientinnen hat, wurde der Logrank-Test durchgefuhrt. Ein p-Wert <0,05 wurde als
statistisch signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Initiale Kohorte

Abb. 2 flhrt alle Patientengruppen des initialen Kollektivs auf, deren Daten im Zuge dieser
Arbeit zwar ermittelt wurden, die jedoch aus den aufgefuhrten Grinden keinen Bestandteil
des zu untersuchenden, endgultigen Kollektivs bilden wirden.

Die Einschlusskriterien des endgultigen Kollektivs beinhalteten u.a. das Vorliegen eines
HGSC, weshalb solche Gruppen, die Differentialdiagnosen dieser Tumorentitat
darstellten, aus der Kohorte ausgeschlossen wurden (135 Patientinnen).

Daruber hinaus stand bei 89 der 400 Patientinnen kein verwertbares Tumorgewebe zur
Verfugung. Es lie® sich bspw. in einigen Fallen in den Gewebeproben kein Tumor
nachweisen. Mogliche Grinde hierfur waren, dass die Biopsien der diagnostischen
Laparoskopie nicht verwertbar waren, oder dass das Gewebe mittels neoadjuvanter
Chemotherapie vorbehandelt worden war.

Insgesamt erfullten 176 der anfanglich 400 Patientinnen die Einschlusskriterien fur dieses
Projekt: Bei allen lag ein HGSC mit verwertbarem Tumorgewebe zur
immunhistochemischen Analyse vor. Sie bildeten die zu untersuchende, endgultige
Kohorte dieser Arbeit. Abb. 2 veranschaulicht den Auswahlprozess bis zur finalen
Kohorte.
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400 Patientinnen mit ovariellen
Raumforderungen
= Inkisla Kchosk Abweichende Histologie
(135)
. Andere epitheliale
Ovarialkarzinome (112)

Y

. Nicht-epitheliale
Ovarialkarzinome (9)

*  Metastasen eines
anderen malignen
Primarius (13)

*  Andere benigne
Raumforderungen (1)

Keine Operation am UKB
(36)

v . Keine TZs im Praparat (12)

— *  Kein Zugriff auf
229 ’:a':'g"s"g"e" »|  Gewebebldcke (35)
e S «  Kein Zugriff auf
Pathologiebefund (6)
v
Patientinnen mit HGSCs fiir
immunhistochemische Analyse
= Endgliltige Kohorte (176)

Abb. 2: Bildung der endgultigen Kohorte
HGSC: High-grade serdses Ovarialkarzinom. TZ: Tumorzelle. UKB: Universitatsklinkum
Bonn.

3.2 Beschreibung der endgultigen Kohorte

3.2.1 Epidemiologische Daten

Die Kohorte umfasste 176 Patientinnen im Alter von 16 bis 83 Jahren. Im Mittel betrug
das Alter bei Erstdiagnose 61,8 Jahre (Abb. 3).
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Abb. 3: Alter der Patientinnen zum Zeitpunkt der Erstdiagnosestellung

Weiter erfolgte die Erhebung des praoperativen BMIs und ASA-Scores. Demnach waren
42 % der Patientinnen im Bereich des Normalgewichts und insgesamt 53,5 %

Ubergewichtig bzw. adipds. Die meisten Patientinnen hatten einen ASA-Score von 2 (Abb.

4).

BMI in kg/m? (N=174) ASA-Score (N=176)

H D

=<19 =19-249 =25-30,9 3140 =>40

Abb. 4: BMI und ASA-Score zum Zeitpunkt der Hauptoperation
BMI: Body Mass Index. ASA-Score: Klassifikation der American Society of

Anesthesiologists.
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3.2.2 Unterteilung der Kohorte nach FIGO-Stadien

Anfang des Jahres 2014 wurde eine Uberarbeitete Version der FIGO-Klassifikation
publiziert, in der die einzelnen Stadien zum Teil noch detaillierter aufgeschlusselt bzw.
anders kategorisiert wurden als in der alteren Fassung von 1989 (Shepherd, 1989; Prat,
2014). Da insgesamt 110 Patientinnen, also Uber die Halfte der aus 176 Patientinnen
bestehenden Kohorte, ihre Erstdiagnose nach Anfang des Jahres 2014 erhielten,
orientiert sich die in dieser Arbeit verwendete FIGO-Klassifikation an der Uberarbeiteten
Version des Klassifikationssystems von 2014. Die FIGO-Stadien der Patientinnen, deren
Diagnose vor 2014 nach der alteren Klassifikation gestellt wurden, wurden entsprechend
der aktuellen Version angepasst. Tab. 12 ordnet die Patientinnen der untersuchten
Kohorte nach den im Jahr 2014 definierten FIGO-Stadien. Bei der Berechnung der
relativen Anteile wurde in allen nachfolgenden Tabellen auf die erste Nachkommastelle
gerundet.

Tab. 12: Unterteilung der Kohorte nach FIGO-Stadien
Die Einteilung richtet sich nach der aktuellen Klassifikation von Prat (2014).

FIGO-Stadium | Anzahl (%)
(N=176)

IA 4 (2,3)

IB 2(1.1)

IC 4(2,3)

A 4(2,3)

B 6 (3,4)
mA 14 (8)

nB 10 (5,7)
Inc 111 (63,1)
IVA 17 (9,7)
IVB 4(2,3)

3.2.3 Operation
Es wurde unterschieden, ob es sich um die Operation eines erstmalig diagnostizierten
Karzinoms, oder diejenige eines Erst- bzw. Zweitrezidivs handelte (Abb. 5).
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Abb. 5: Entitat der zu operierenden Raumforderung

In den meisten Fallen handelte es sich bei der Hauptoperation um die Operation eines
erstmalig diagnostizierten HGSC. Teilweise handelte es sich aber auch um Erst- bzw.
Zweitrezidive.

Weiter wurden samtliche Daten der Langsschnittlaparotomie erhoben, die sowohl dem
definitiven Staging als auch der Therapie des Ovarialkarzinoms dient (Tab. 13). Das
operative Vorgehen wurde in der Einleitung bereits detailliert erlautert.

Einzelfalle rechtfertigen ein vom Leitlinienprogramm (2022) abweichendes Vorgehen im
Sinne einer diagnostischen Laparoskopie bzw. einer neoadjuvanten Chemotherapie. In
wenigen Fallen war die genaue GroRe des verbleibenden Resttumors nicht im
Operationsbericht vermerkt und wurde somit als “unbekannt” aufgefuhrt.

Bei der Operation des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms wurden bis 2019 basierend auf
den Empfehlungen des Leitlinienprogramms Onkologie (2022) auch makroskopisch
unauffallige Lymphknoten der pelvinen und paraaortalen Regionen standartmafig
entfernt. Nach Publikation der randomisierten LION-Studie von Harter et al. im Februar
2019 wurde am UKB auf genanntes Vorgehen weitestgehend verzichtet, da sich weder
ein Vorteil des krankheitsfreien bzw. des Gesamtuberlebens in der Interventionsgruppe
beobachten lieR. Ferner war die Lymphonodektomie bei unauffalligem Befund mit einem

erhohten Risiko fur postoperative Komplikationen assoziiert, und es konnte sogar ein
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Uberlebensvorteil von vier Monaten in der Kontrollgruppe verzeichnet werden (Harter et
al., 2019).

Tab. 13: Im Rahmen der Hauptoperation erhobene Parameter

Ubersicht der klinischen Parameter, die peri- bzw. intraoperativ erhoben wurden. ,Nx*
bedeutet, dass der Lymphknotenstatus nicht bekannt ist. Der ASA-Score quantifiziert das
perioperative Operationsrisiko.

Anzahl (%)

Laparoskopische Diagnosesicherung (N=176)

Ja 104 (59,1)
Nein 72 (40,9)
Darmanastomose (N=176)

Keine 83 (47,2)
Rektosigmoid 43 (24,4)
Mehrere Anastomosen 30 (17)
Kolon 14 (8)
Dinndarm 5(2,8)
lleozdkalpol 1(0,6)
Lymphknotenmetastasen (N=176)

Pelvin 72 (40,9)
Keine 51 (29)
Nx 34 (19,3)
Paraaortal 12 (6,8)
Pelvin und paraaortal 4 (2,3)
Axillar und supraklavikular 3(1,7)
Lymphonodektomie (N=176)

Pelvin und paraaortal 103 (58,5)
Keine 73 (41,5)

Tumorverteilung (N=176)

Unterbauch, beide Zwerchfellseiten und Diinndarmmesenterium | 90 (51,1)

Unterbauch 49 (27,8)
Unterbauch und rechte Zwerchfellseite 22 (12,5)
Unterbauch und beide Zwerchfellseiten 15 (8,5)
GroRe Resttumor (N=176)

Kein Resttumor 115 (65,3)
<5mm 21 (11,9)
<1cm 16 (9,1)
21 cm 12 (6,8)
Unbekannt 7(4)

1mm 5(2,8)
Lokalisation Resttumor (N=176)

Kein Resttumor 115 (65,3)
Dinndarmmesenterium 22 (12,5)
Dinn- oder Dickdarm 17 (9,7)
Diffuse Ausbreitung im Situs 9(5,1)
Leber und Leberpforte 4 (2,3)

Zwerchfell 4(2,3)
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Anzahl (%)
Mesokolon 2(1,1)
Retroperitoneum 2(1,1)
Arteria mesenterica und Pankreas 1(0,6)

Daruber hinaus wurde der PCI erhoben. In Abb. 6 wurden Gruppen von Funferschritten
gebildet und deren Haufigkeit innerhalb der Kohorte visualisiert. Die Indices der meisten

Patientinnen befinden sich in der Gruppe mit einem PCI von 11-15.

60
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<
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11-15 16-20 21-25 26-30 31-35 36-39

Peritoneal Cancer Index (PClI)

Abb. 6: Peritoneal Cancer Index (PCI)
Der PCI betragt maximal 39 und quantifiziert das Ausmal} peritonealer Karzinose. Im

Diagramm wurden Gruppen von Funferschritten gebildet und die PCls der Patientinnen
entsprechend zugeordnet.

3.2.4 Uberlebenszeitanalyse

Im Rahmen der klinischen Datenerhebung wurden die beiden Ereignisse ,Rezidiv* und
»10d“ wahrend des Beobachtungszeitraums, der im Marz 2022 ende, erfasst. Es wurde
das Auftreten in Monaten seit der Erstdiagnosestellung bis zum Auftreten des jeweiligen
Ereignisses berechnet.

71 % der Patientinnen erlitten nach durchschnittlich 23,8 Monaten ein Rezidiv. Genau die

Halfte aller Patientinnen verstarb wahrend des Beobachtungszeitraums nach

durchschnittlich 35,4 Monaten (Tab. 14).



49

Tab. 14: Rezidiv und Tod im Beobachtungszeitraum
Berechnet wurde der Zeitraum in Monaten von der Erstdiagnosestellung bis zum Eintreten
des jeweiligen Ereignisses (Rezidiv, Tod).

Ereignis Ereignis Anzahl (%) Mittlere Dauer
(Beobachtungszeitrum: | eingetreten bis zum
01/2010 — 03/2022) (ja vs. nein) Auftreten des
Ereignisses
(Monate)
Rezidiv (N=176) ja 125 (71) 23,8
nein 51 (29) -
Tod (N=176) ja 88 (50) 35,4
nein 88 (50) -

Es wurden Kaplan-Meier-Kurven fur das krankheitsfreie und das Gesamtiuberleben
erstellt, die die Zeit bis zum Auftreten des jeweiligen Ereignisses in Monaten visualisieren.
Die Kohorte wurde dafir in FIGO-Stadien aufgeschlisselt. Aus den Kurven lassen sich
die absoluten 5-Jahres-Uberlebensraten ablesen. Sowohl das krankheitsfreie als auch
das Gesamtuberleben nehmen mit zunehmendem FIGO-Stadium ab (Abb. 7).

Krankheitsfreies Uberleben Gesamtiberleben
100 T—wper—— 100 e .
Ay e 1
=F . o0 leiIum. !
H ] e, | | taaaaa
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B e e & —4.-.".{.-.—..' L.
""---‘__:____ 30 |
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Zeit in Monaten Zeit in Monaten
FIGO I (N=10)
— — FIGO I (N=10)
~ ==~ FIGO Ill (N=135)
—— - FIGO IV (N=21)

Abb. 7: Kaplan-Meier-Kurven

Das krankheitsfreie und das Gesamtiberleben wurden nach den FIGO-Stadien | bis IV
aufgeschliisselt. Es lasst sich jeweils die absolute 5-Jahres-Uberlebensrate aus den
Kurven ablesen. Mit ansteigendem FIGO-Stadium nehmen sowohl das krankheitsfreie als
auch das Gesamtuberleben ab.
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3.2.5 Systemtherapie
Die Systemtherapie der 176 Patientinnen ist in Tab. 15 zusammengefasst.
Tab. 15: Systemtherapie

Anzahl (%)

Neoadjuvante

Chemotherapie (N=176)

Ja 77 (43,8)
Nein 99 (56,3)
Adjuvante

Chemotherapie (N=176)

Ja 165 (93,8)
Nein 11 (6,3)
Bevacizumab

(N=176)

Ja 81 (46)
Nein 95 (54)

3.3 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung

3.3.1 Uberblick

Es wurden verschiedene Auswertungsschemata zur Bestimmung des NRP2-positiven
TZ-Anteils pro Praparat genutzt. 44,3% der Praparate wiesen einen erhéhten NRP2-
positiven TZ-Anteil (= 10 positive TZs) auf. 27,8 % der Praparate hatten einen IRS von 1,
22,2 % hatten einen IRS von 2, und 11,9 % hatten einen IRS von 3. Bei 13,6 % der
Praparate lied sich NRP2 immunhistochemisch im Zellkern nachweisen.
Tumorumgebende Lymphozyten zeigten bei 27,3 % der Praparate ein NRP2-Signal (Tab.
16).
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Tab. 16: Expression von NRP2 bei HGSCs

Das Vorkommen von TZs innerhalb eines Praparats wurde zunachst anhand der
jeweiligen HE-Schnitte validiert. Nach immunhistochemischer Anfarbung erfolgte die
Auswertung mithilfe verschiedener Schemata.

Kategorien Anzahl (%) Kommentar zur
statistischen
Auswertung
A) NRP2-Positivitat
von TZs
allgemein
(N=176)
Keine TZs pos. 59 (33,5) Keine/wenige  (<10)
Wenige TZs (<10) | 39 (22,2) TZs positiv vS. viele
poS. (210) TZs positiv

Viele TZs (=10) pos. 78 (44,3)

B) SIder NRP2-

Farbung
(N=176)
Keine Farbung =0 59 (33,5) Alle Gruppen wurden
Schwach =1 29 (16,5) miteinander
MaRig = 2 38 (21,6) verglichen
Stark =3 50 (28,4)
C) Relativer Anteil
NRP2-positiver
TZs (N=176)
<50 % 134 (76,1) Praparate mit <50 %
positiven TZs vs.
>50 % 42 (23,9) Praparate mit >50 %
positiven TZs
D) IRS (Sl x
relativer NRP2-
positiver TZ-
Antei) (N=176)
Interpretation IRS: 0 67 (38,1) IRS = 0-1 vs. IRS = 2-
0-1 Punkte =0 1 49 (27,8) 3
2-3 Punkte = 1 2 39 (22,2)
4-8 Punkte = 2
9-12 Punkte = 3 3 21(11.9)
E) NRP2-Positivitit
von TZ-Kernen
(N=176)
TZ-Kerne positiv 24 (13,6) Keine NRP2-Farbung
Keine NRP2-Farbung | 59 (33,5) vs. Zellkerne negativ

TZ-Kerne negativ 93 (52,8) vs. Zellkerne positiv
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Kategorien Anzahl (%) Kommentar zur
statistischen
Auswertung
F) NRP2-Positivitét
von
Lymphozyten
(N=176)
Ja 48 (27,3)
Nein 128 (72,7)
G) Relativer Anteil
NRP2-positiver
TZ pro
Gesichtsfeld
(40x) (N=176)
<50 % 90 (51,1) Anteil positiver TZs
>50 % 86 (48,9) pro Gesichtsfeld bei
40x. Hierfur wurde das
Gesichtsfeld im
Praparat gewahlt, das
die hdchste Dichte
NRP2-positiver TZs
aufwies.
H) Relativer Anteil
NRP2-positiver
TZs,
kleinschrittig
(N=176)
Keine 59 (33,5) Alle Gruppen wurden
<10 % 39 (22,2) miteinader verglichen
<40 % 28 (15,9)
<70 % 26 (14,8)
>70 % 24 (13,6)

In Tab. 17 wurden die NRP2-positiven Praparate nach FIGO-Stadien aufgeschlisselt,
wobei nur Praparate mit einer Anzahl von = 10 NRP2-positiven TZs berucksichtigt wurden.
Unterteilt man die Stadien in die beiden Gruppen ,FIGO | — 11IB* und ,FIGO IIIC - IV¥, so
lasst sich fur die friheren Stadien ein leicht erhdhter Mittelwert fur den relativen Anteil
NRP2-positiver Praparate berechnen (51,4 % vs. 46,5 %).
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Tab. 17: NRP2-positive Praparate nach FIGO-Stadien
Nur Praparate mit 210 NRP2-positiven TZs wurden bericksichtigt. Das FIGO-Stadium I
weist den hochsten prozentualen Anteil NRP2-positiver TZs auf.

NRP2-Positivitat (210 TZs) Anzahl (%)
nach FIGO-Stadien
FIGO | (N=10) 5 (50)
FIGO Il (N=10) 7 (70)
FIGO Il A (N=14) 4 (28,6)
(N=135) B (N=10) 6 (60)

C (N=111) 45 (40,5)
FIGO IV (N=21) 11 (52,4)

3.3.2 Fotos NRP2-positiver Praparate

Abb. 8 zeigt Beispiele der vier verschiedenen Sls von 0 bis 3. Die Sl bildet gemeinsam
mit dem Anteil NRP2-positiver TZs den IRS. Da verschiedene Kameras fur die Aufnahmen
genutzt wurden, weisen die Fotos der Praparate teilweise unterschiedliche Kontraste und
WeilRabgleiche auf.

Abb. 8: Beispiele verschiedener Sls
Die Bilder 1 bis 4 zeigen beispielhaft die verschiedenen Sls von 0 bis 3.
1:S1=0.2:SI=1.3:SI=2.4:Sl=3.

In Abb. 9 sind Bildausschnitte der immunhistochemischen Farbung dreier Praparate in
unterschiedlichen Vergro3erungen dargestellt.

Far Abb. 9(1A) ergibt sich auf das gesamte Praparat bezogen bei einer Sl von 3 und
einem NRP2-positiven TZ-Anteil von mehr als 80 % ein IRS von 3. Zu erkennen ist u.a.
eine NRP2-positive apoptotische TZ.

Fir Abb. 9(2A) ergibt sich bei einer Sl von 2 und einem NRP2-positiven TZ-Anteil von 50
% ein IRS von 2.

Bei dem in Abb. 9(3A) dargestellten Praparat zeigten mehr als 80 % aller TZs ein positives
NRP2-Signal, die Sl liegt bei 3, sodass der IRS 3 betragt.
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In allen in Abb. 9 dargestellten Praparaten war aNRP2-36v2 sowohl an der Zellmembran
als auch im Zytoplasma und den Zellkernen zahlreicher TZs nachweisbar.

Der hier benannte prozentuale Anteil NRP2-positiver TZs bezieht sich jeweils auf das
gesamte Praparat und nicht nur auf den in dieser Arbeit abgebildeten Bildausschnitt,

welcher nur einen kleinen Teil des kompletten Praparats reprasentiert.

Abb. 9: Beispiele NRP2-positiver Praparate
1, 2 und 3 zeigen Bildausschnitte dreier verschiedener Praparate, in A erfolgte jeweils die
immunhistochemische Farbung mit dem fir NRP2 spezifischen Antikbrper aNRP2-36v2,
in B erfolgte jeweils die Farbung mit dem fir NRP2 negativen Antikdrper NBIC
(Negativkontrolle). Der IRS wird aus der maximal zu messenden S| sowie dem relativen
Anteil NRP2-positiver TZs gebildet (Remmele et al.,1986). Der hier beschriebene relative
Anteil NRP2-positiver TZs bezieht sich jeweils auf das gesamte Praparat und nicht nur
auf den abgebildeten Bildausschnitt.
e (1A): aNRP2-36v2. SI = 3. >80 % positive TZs. IRS = 3. Membranen und
Zytoplasmen von TZs sind NRP2-positiv. Pfeil: stark NRP2-positive apoptotische
TZ.
e (1B): NBIC. Negativkontrolle zu 1A. Kein NRP2-Signal.
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e (2A): aNRP2-36v2. S| = 2. 50 % positive TZs. IRS = 2. Kerne, Membranen und
Zytoplasmen von TZs sind NRP2-positiv.

e (2B): NBIC. Negativkontrolle zu 2A. Kein NRP2-Signal.

e (3A): aNRP2-36v2. Sl = 3. >80 % positive TZs. IRS = 3. Kerne, Membranen und
Zytoplasmen von TZs sind NRP2-positiv.

e (3B): NBIC. Negativkontrolle zu 3A. Kein NRP2-Signal.

Bei vielen Gewebeschnitten ist das NRP2-Signal in mehreren unterschiedlichen TZ-
Strukturen gleichzeitig messbar (bspw. Zytoplasma und Zellmembran), wie anhand der
Beispiele aus Abb. 9 erkennbar wird.

Bei manchen Praparaten dominierte die Anfarbung mit aNRP2-36v2 einer spezifischen
TZ-Struktur einen Grofteil aller NRP2-positiven Zellen: Bei bestimmten Gewebeschnitten
zeigten sich bspw. Uberwiegend positive NRP2-Signale an den TZ-Membranen, andere
Schnitte wiederum zeigten vordergriindig Kern- oder Zytoplasmasignale (Abb. 10).

Abb. 10: NRP2-Positivitat spezifischer TZ-Strukturen
Immunhistochemische Farbung mit aNRP2-36v2 zum NRP2-Nachweis in drei
verschiedenen Praparaten. aNRP2-36v2 farbte bei manchen Praparaten vordergrindig
eine spezifische Tumorzellstruktur an.
e (1): NRP2-Signal im Zytoplasma von TZs. Gestrichelte Linie = Schematische
Andeutung der TZ-Begrenzung.
e (2): NRP2-Signal Uberwiegend im Membranbereich und selten im Zytoplasma von
TZs. Pfeile = TZ-Membranen.
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e (3): NRP2-Signal vordergrindig in den TZ-Kernen. Stern= TZ-Kern.

3.3.3 NRP2-Expression in tumorumgebenden Lymphozyten

TZs lassen sich dank ihrer erhdohten Kern-Plasma-Relation mikroskopisch gut von
Lymphozyten abgrenzen.

In den in Abb. 11 abfotografierten Praparaten lassen sich die Lymphozyten des
tumorumgebenden Stromas eindeutig von malignen Zellen unterscheiden. Bei 27,3 %
aller Praparate zeigte sich ein deutliches NRP2-Signal im Zytoplasma der
tumorumgebenden Lymphozyten; teilweise war das Signal auch an der Zellmembran
messbar. In den meisten Fallen zeigte sich parallel eine aNRP2-36v2-Farbung der
umliegenden TZs; bei 2,8 % der Gewebeschnitte waren nur Lymphozyten NRP2-positiv
und der Rest des Praparats NRP2-negativ.
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Abb. 11: NRP2-Positivitat von Lymphozyten und TZs

Immunhistochemische Farbung mit aNRP2-36v2 zum NRP2-Nachweis in drei
verschiedenen Praparaten. Im Gegensatz zu Lymphozyten zeigen TZs eine stark
verschobene Kern-Plasma-Relation. Gestrichelte Linie = TZ/TZ-Verbande. Pfeil =
Lymphozyt.
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e (1): Lymphozytéares Stroma in der Umgebung zweier TZ-Verbande (rechter und
linker Bildrand), beispielhaft vergroRert. Deutliches NRP2-Signal im Zytoplasma
und an einigen Zellmembranen aller Lymphozyten.

¢ (2): Inmitten der Lymphozytenansammlung sind mehrere solitare, teils schwach
NRP2-positive TZs erkennbar. Das Zytoplasma einiger Lymphozyten zeigt ein
NRP2-Singnal.

e (3): NRP2-negative TZ-Verbande finden sich in direkter Nahe zu NRP2-positiven
Lymphozyten.

e (4): Prominentes NRP2-Signal der tumorumgebenden Lymphozyten, beispielhaft
vergroRert. Das angrenzende TZ-Nest weist ebenfalls ein positives NRP2-Signal
auf.

3.4 Assoziation der NRP2-Expression mit klinischen Parametern und dem Uberleben
3.4.1 Klinische Parameter

Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den klinischen Faktoren
(PCI, FIGO-Stadium, Tumorverteilung, postoperative Tumorlast) und der NRP2-
Expression von Ovarialkarzinomzellen festgestellt werden, wie in Tab. 19 dargestellt.
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Tab. 19: Assoziation klinischer Parameter mit der NRP2-Expression

Klinische Parameter Immunhistochemische p-Wert
Auswertungskriterien

PCI

(29 vs. >9)

A) NRP2-Positivitat von 0,84
TZs allgemein

B) Sl der NRP2-Farbung 0,362

C) Relativer Anteil NRP2- | 0,847
positiver TZs (<50 %
vs. >50 %)

D) IRS (Sl x relativer 0,592
NRP2-positiver TZ-
Anteil)

E) NRP2-Positivitat von 0,526
TZ-Kernen

F) NRP2-Positivitat von 0,316
Lymphozyten

G) Relativer Anteil NRP2- | 0,862
positiver TZs pro
Gesichtsfeld (40x)

FIGO-Stadium
(I-11B vs. llIC-1VB)

A) NRP2-Positivitat von 0,844
TZs allgemein

B) Sl der NRP2-Farbung 0,161

C) Relativer Anteil NRP2- | 0,942
positiver TZs (<50 %
vs. >50 %)

D) IRS (Sl x relativer 0,277
NRP2-positiver TZ-
Anteil)

E) NRP2-Positivitat von 0,211
TZ-Kernen

F) NRP2-Positivitat von 0,343
Lymphozyten

G) Relativer Anteil NRP2- | 0,992
positiver TZs pro
Gesichtsfeld (40x)
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Klinische Parameter Immunhistochemische p-Wert
Auswertungskriterien
Tumorverteilung
(Unterbauch/rechtes
Zwerchfell/lbeide  Zwerchfelle
vs. Dinndarmmesenterium)
A) NRP2-Positivitat von 0,586
TZs allgemein
B) Sl der NRP2-Farbung 0,983
C) Relativer Anteil NRP2- | 0,565
positiver TZs (<50 %
vs. >50 %)
D) IRS (Sl x relativer 0,761
NRP2-positiver TZ-
Anteil)
E) NRP2-Positivitat von 0,34
TZ-Kernen
F) NRP2-Positivitat von 0,456
Lymphozyten
G) Relativer Anteil NRP2- | 0,538
positiver TZs pro
Gesichtsfeld (40x)
Postoperative Tumorlast
(Tumorfreiheit vs. Resttumor)
A) NRP2-Positivitat von 0,58
TZs allgemein
B) Sl der NRP2-Farbung 0,432
C) Relativer Anteil NRP2- | 0,383
positiver TZs (<50 %
vs. >50 %)
D) IRS (Sl x relativer 0,987
NRP2-positiver TZ-
Anteil)
E) NRP2-Positivitat von 0,697
TZ-Kernen
F) NRP2-Positivitat von 0,573
Lymphozyten
G) Relativer Anteil NRP2- | 0,713

positiver TZs pro
Gesichtsfeld (40x)
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3.4.2 Uberleben
Die NRP2-Expression von Tumor- und Immunzellen war nicht signifikant mit dem Gesamt-
oder dem krankheitsfreien Uberleben assoziiert. Diese Ergebnisse sind in Tab. 20

aufgefuhrt.
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Tab. 20: Assoziation der NRP2-Expression mit dem Gesamt- und krankheitsfreien
Uberleben )
OS = Gesamtliberleben, DFS = Krankheitsfreies Uberleben

Immunhisto- Subkategorien p-Wert
chemische
Auswertungskriterien

47,04 % 39,86 % 0,303
13,83 % 9,62 %

49,64 % 30,93 % 53,43 % 37,78 % 0,359
17,19 % 16,07 % 8,36 % 7,16 % 0,783

46,10 % 37,79 % 0,869
12,53 % 10,06 %

44,91 % 40,11 % 0,676
14,85 % 7,74 % 0,745

50,53 % 41,10 % 0,734
17,02 % 12,31 % 0,868

40,47 % 44,65 %
11,88 % 11,70 % 0,368

46,40% | 40,83 % 0,405
16,12 % 8,62 % 0,653

oS 49,64 % 46,15 % 51,10 % 38,79 % 26,42 % 0,816
DFS 17,19 % 11,67 % 10,46 % 19,72 % 0,00 % 0,428
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4. Diskussion

4.1 Einordnung der Ergebnisse der statistischen Auswertung in den aktuellen
wissenschaftlichen Kontext

Ziel dieser Arbeit war es, die bislang nur unzureichend erforschte Gruppe von HGSCs
anhand einer ausreichend grof3en Kohorte bestehend aus 176 Probandinnen in Bezug
auf ihr NRP2-Expressionsverhalten zu untersuchen.

Bisherige Studien befassten sich vordergrindig mit der Einordnung der Fragestellung in
den Kontext von Ovarialkarzinomen in ihrer Gesamtheit, wobei die Anzahl untersuchter
Proben des high-grade serdsen Subtyps keine reprasentative KohortengroRe erreichte,

um verlassliche Aussagen uber diese spezielle Untergruppe machen zu kénnen.

Die Ergebnisse dieses Projekts decken sich weitestgehend mit der aktuellen Datenlage:
Es zeigte sich keine Korrelation zwischen dem FIGO-Stadium und der Proteinexpression.
Auch lief3 sich die These von Bednarek et al. (2011) und Drenberg et al. (2009) hinsichtlich
einer vermehrten NRP2-Expression in den frihen FIGO-Stadien nur bedingt bestatigen:
Ein geringfugig hoherer prozentualer Anteil NRP2-positiver Praparate der fruhen Stadien
lieR® sich ebenso bei unseren Untersuchungen messen (51,4 % in FIGO | — IlIB vs. 46,5
% in FIGO IlIC — 1V), jedoch handelte es sich auch hierbei nicht um statistisch signifikante
Unterschiede. Da diese Besonderheit nun allerdings schon zum wiederholten Mal
Beachtung findet, erscheinen anschliefende Untersuchungen bzgl. dieser Fragestellung

sinnvoll.

Abweichend von den aktuellen Erkenntnissen wurde NRP2 im Rahmen dieses Projekts
erstmalig innerhalb von TZ-Kernen und tumorumgebenden Lymphozyten nachgewiesen.

Auf diese Aspekte wird in weiteren Kapiteln genauer eingegangen.

Die Resultate dieser Arbeit deuten darauf hin, dass NRP2 keine positiven Effekte auf die
Karzinogenese der HGSCs ausubt, und somit auch nicht mit einer ungunstigeren
Prognose der Erkrankten einhergeht. Nach dem gegenwartigen Stand der Wissenschaft
bilden Ovarialkarzinome in dieser Hinsicht eine Ausnahme unter einigen untersuchten

Krebsarten, bei denen NRP2 wiederum malignitatsfordernde Prozesse vorantreibt und
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folglich oft zu einer verschlechterten Prognose beitragt (Borkowetz et al., 2020; Cao et al.,
2013; Gray et al., 2008; Kawakami et al., 2002; Rushing et al., 2012; Samuel et al., 2011;
Wittmann et al., 2015; Yasuoka et al. 2009, 2011).

Um die zugrundeliegenden komplexen molekularen Funktionsweisen von NRP2 besser
zu verstehen, haben einige der benannten Autoren in-vitro-Experimente durchgefihrt;
demnach konnte weiterflhrend genau bestimmt werden, welche Anteile der

Karzinogenese von dem Protein beeinflusst werden.

Die Methoden unseres Projekts erlauben indirekte Ruckschlisse auf die molekularen
Mechanismen, an denen NRP2 beteiligt ist. Basierend auf unseren Ergebnissen ist nicht
davon auszugehen, dass die Metastasierungsprozesse der HGSCs signifikant durch
NRP2 vorangetrieben werden. Als wesentlicher Indikator fur das Ausmald an
Metastasierung gilt das FIGO-Stadium. Hinsichtlich der erhobenen kinischen Parameter
(postoperativer Tumorrest, Tumorverteilung, FIGO-Stadium und PCI) lie® sich kein
Zusammenhang mit der NRP2-Expression feststellen.

Sowohl der PCI als auch die Tumorverteilung im Bauchraum besitzen prognostische
Aussagekraft bzgl. des Erlangens maximaler Zytoreduktion (Heitz et al., 2016; Lampe et
al., 2015).

Bei der statistischen Auswertung wurden die beiden Gruppen ,PCI < 9 und ,PCl > 9% im
Hinblick auf die Proteinexpression miteinander verglichen. Der Grenzwert wurde bei 9
gesetzt, weil zahlreiche Erfahrungen am UKB zeigten, dass ab diesem Wert gehauft intra-
und postoperative Komplikationen auftreten, die sich signifikant auf das Uberleben der
Patientinnen auswirken (Egger et al., 2022). Kann keine Tumorfreiheit erreicht werden, so
sind die Tumorresiduen in knapp 80 % der Falle am Dinndarmmesenterium lokalisiert
(Heitz et al., 2016). Bei der Auswertung wurde deshalb zwischen der Lokalisation von
Tumormetastasen im Unterbauch und/oder an den Zwerchfellen und der Lokalisation am
Dunndarmmesenterium unterschieden. Weder die Intensitat der NRP2-Farbung, noch der
Anteil positiver TZs oder der IRS zeigten eine statistisch signifikante Korrelation mit dem
PCI oder dem Tumorverteilungsmuster.
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NRP2 wird in gesunden sowie maligne entarteten Epithelien der Ovarien exprimiert. Bei
insgesamt 66,5 % aller von uns untersuchten Proben waren NRP2-Signale in TZs
messbar (Drenberg et al., 2009). Um ein tieferes Verstandnis fur die Funktionen von
NRP2 im Kontext von HGSCs zu erlangen, sind weitere Untersuchungen erforderlich.
Angemessen erscheinen Experimente auf molekularer Ebene, die an die Studien von
Drenberg et al. (2009), Osada et al. (2006) und Wang et al. (2004) bzgl. der Expression
der NRP2-Interaktionspartner SEMA3F und VEGF-A bei Ovarialkarzinomen ankntpfen,

und sich vermehrt mit deren Vorkommen unter NRP2-Einfluss beschaftigen.

Die Breite an zusatzlich erhobenen klinischen Daten im Rahmen dieser Arbeit ermoglicht
erstmalig ein besseres Verstandnis fur den Zusammenhang zwischen dem
Langzeituberleben von an HGSCs erkrankten Patientinnen und dem NRP2-Vorkommen:
Es liel sich keine Korrelation zwischen der NRP2-Expression und dem krankheitsfreien
oder dem Gesamtiberleben nachweisen. Die Erkenntnisse von Osada et al. (2006)
zeigten diesbezuglich schon eine erste Bilanz, wobei in dieser Studie nur das

Gesamtuberleben untersucht wurde.

4.2 Einordnung der epidemiologischen Daten der Kohorte

Das mittlere Erkrankungsalter der untersuchten Kohorte betrug 61,8 Jahre im Vergleich
zum bundesweiten Durchschnittsalter von 68 Jahren fur die Gesamtheit der
histologischen Subtypen von Ovarialkarzinomen. Eine mogliche Ursache liegt darin, dass
der ser6se Subtyp im Gegensatz zu anderen Untergruppen am haufigsten Mutationen der
BRCA1/2-Gene aufweist, und Mutationstrager oftmals schon in jingeren Jahren
erkranken als die Normalbevolkerung (Harter et al., 2017; Kotsopoulos et al., 2018).

Knapp 54 % der Patientinnen wiesen zum Zeitpunkt der Hauptoperation einen BMI von
uber 24 auf und galten somit als Ubergewichtig. In einer grol3 angelegten Metaanalyse
konnte gezeigt werden, dass adipdse Frauen ein erhOhtes Risiko haben, an einem

Ovarialkarzinom zu erkranken (Olsen et al., 2007).
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4.3 Expression von NRP2 in TZ-Kernen bei HGSCs
NRP2 interagiert sowohl als membranstandiger Rezeptor, als auch in loslicher Form mit
diversen Vertretern der VEGFs und der SEMAs. Dies erklart sein breites Vorkommen

innerhalb des Zytoplasmas und an der Membran von gesunden und entarteten Zellen.

Dutta et al. (2022) haben NRP2 mittels Immunfloureszenz und Elektronenmikroskopie
erstmals auch innerhalb von TZ-Kernen nachgewiesen. Das Team konnte zeigen, dass
NRP2 im Nukleus von Prostatakarzinomzellen mit Transkriptionsfaktoren sowie
Promotorregionen bestimmter Genabschnitte interagiert. Daruber hinaus stabilisiert es
einen Proteinkomplex, der die Transkription tumorfordernder Gene begunstigt. Dies
bedingt die schlechtere Prognose von Patienten mit positivem nuklearem NRP2-Status

im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Bei 24 der fur diese Arbeit untersuchten 176 Praparate konnte NRP2
immunhistochemisch im Nukleus von Ovarialtumorzellen nachgewiesen werden. Diese
Erkenntnis lasst darauf schlielRen, dass die Effekte von NRP2 Uber die Interaktion mit
VEGFs und SEMAs im Zytoplasma bzw. an der Zellmembran hinaus gehen. Drenberg et
al. (2009) und Osada et al. (2006), deren Experimente sich ebenfalls mit der Expression
von NRP2 bei Ovarialkarzinomen befassten, beschrieben ein Vorkommen des Proteins
lediglich innerhalb des Zytoplasmas und an der Membran von TZs.

Fir das HGSC liel sich im Rahmen dieses Projekts, im Gegensatz zum
Prostatakarzinom, kein signifikanter Prognoseunterschied zwischen positivem und
negativem nuklearen NRP2-Status messen. Auch liegt keine Korrelation mit dem PCI,
dem FIGO-Stadium, der Tumorverteilung oder der postoperativen Tumorlast vor.

Welche genauen Funktionen das Protein im TZ-Kern des untersuchten Subtyps
ubernimmt, bleibt somit ungewiss. Die Ergebnisse dieser Untersuchung deuten allerdings
darauf hin, dass es sich dabei nicht um rein tumorfordernde Mechanismen handelt.

Dennoch lassen sie vermuten, dass NRP2 auch beim HGSC initiale Schritte der
Proteinbiosynthese - insbesondere den Schritt der im Zellkern ablaufenden Transkription

- beeinflussen konnte.
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Zu erwagen waren aufgrund der bisher erforschten Mechanismen bspw. Interaktionen mit
den Genabschnitten, die fur die VEGFs kodieren. Dies musste in weiterfUhrenden

Experimenten noch genauer untersucht werden.

4.4 Expression von NRP2 in tumorumgebenden Lymphozyten bei HGSCs

Bei 27,3 % der untersuchten Praparate konnten in unmittelbarer Umgebung der
Ovarialtumorzellen auch NRP2-positive Lymphozyten nachgewiesen werden. Diese
lassen sich rein mikroskopisch ohne zusatzliche immunhistochemische Farbung nicht in
B- und T-Zellen unterteilen. Das NRP2-Signal war meist im Zytoplasma der Immunzellen

lokalisiert, teilweise war es auch an der Zellmembran messbar.

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass polysialyliertes NRP2 an der Oberflache von
dendritischen Zellen deren Potenzial der T-Lymphozyten-Aktivierung beeinflusste. Weiter
fuhrte die NRP2-Inihibition im Rahmen anderer Experimente zur vermehrten
Mobilisierung von T-Zellen (Curreli et al., 2007; Wang et al., 2023).

Mendes-da-Cruz et al. (2014) belegten aullerdem, dass NRP2 an
Differenzierungsprozessen der T-Lymphozyten beteiligt ist: Doppelt CD4- und CD8-
positive T-Zellen, die sich noch im Thymus zur Reifung befanden, zeigten nahezu
ausnahmslos ein NRP2-Signal. Bei weiter gereiften T-Lymphozyten hingegen fand sich
eine geringer ausgepragte NRP2-Expression. Auch maligne T-Vorlauferzellen bei
leukédmischen und lymphatischen Neoplasien exprimierten NRP2 (Mendes-da-Cruz et al.,
2014).

In unseren Experimenten konnten bei einigen Praparaten viele stark NRP2-positive
Lymphozyten, bei denen es sich mdglicherweise um T-Zellen handelt, in unmittelbarer
Tumorumgebung nachgewiesen werden. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen deren Vorkommen und dem Uberleben der Patientinnen bzw. den anderen
untersuchten Parametern, liel3 sich nicht nachweisen.

Um unsere Ergebnisse in Relation zu den Resultaten von Mendes-da-Cruz et al. (2014)
bewerten zu konnen, mussten immunhistochemische Farbungen mit dem von uns
verwendeten Antikorper aNRP2-36v2 zusatzlich an T-Vorlauferzellen durchgefuhrt
werden. Zusatzlich konnten Untersuchungen der NRP2-Expression bei T-Lymphozyten
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tumorfreier Gewebe derselben Probandin von Bedeutung sein. Dies wirde es
ermoglichen, die NRP2-Expression von T-Zellen aus Tumorgewebe und solchen aus
gesundem Gewebe miteinander zu vergleichen.

Aufschlussreich konnten daruber hinaus zusatzliche immunhistochemische Farbungen
mit Markern fur dendritische Zellen sein, um unsere Ergebnisse unter den von Curreli et

al. (2007) beschriebenen Aspekten zu beurteilen.

Bisweilen haben nur wenige Autoren die Rolle von NRP2 in Bezug auf B-Lymphozyten
untersucht. Wang et al. (2022) konnten nachweisen, dass NRP2 bei allergischen
Reaktionen zur Immuntoleranz beitragt, indem es die Wirkung regulatorischer B-Zellen
verstarkt. Studien, die den Zusammenhang im Kontext von Karzinomen analysieren,

existieren bis dato nicht.

Zusammenfassend misst man NRP2 nach dem aktuellen Stand der Forschung also
sowohl bzgl. der Interaktionen mit B- sowie mit T-Zellen immunomodulatorische
Eigenschaften  zu, wobei jungste  Erkenntnisse  darlber hinaus von
immunsupprimierenden Funktionen des Proteins ausgehen (M. Wang et al., 2023; Y.
Wang et al., 2022).

Die Methoden dieses Projekts erlauben keine genaueren Aussagen daruber, ob und in
welchem Malie NRP2 bei HGSCs immunomodulatorischen Funktionen nachkommt.
Unseren Ergebnissen zufolge kann es sich jedoch nicht um rein immunsupprimierende
bzw. rein immunstimulierende Funktionen handeln, da sich kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen deren NRP2-Expression und dem Uberleben, dem
Metastasierungsausmaly und der Wahrscheinlichkeit des Erlangens intraoperativer
Tumorfreiheit darlegen liel3.

4.5 Auswertbarkeit und Limitationen

Zur Durchfuhrung dieses Projekts wurden im Vorfeld zu den immunhistochemischen
Farbungen von jeder Patientin mehrere Tumorpraparate gesichtet. Insgesamt ging es bei
der Auswahl des spater zu analysierenden Gewebeschnitts darum, jenen zu identifizieren,
der den hochsten TZ-Gehalt aufwies.
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Intraoperativ wurden pro Patientin Biopsien von mehreren Lokalisationen gewonnen,
darunter von dem sich an der Adnexe und/oder den Tuben befindlichen Primarius, von
verschiedenen Lymphknotenstationen, sowie von samtlichen Metastasen, die dem
gesamten Bauchraum entstammen konnten. Insbesondere Patientinnen mit Tumorrezidiv
waren in den meisten Fallen voroperiert und hatten in der Vergangenheit schon eine
Hysterektomie mit Adnektomie erhalten, sodass in diesen Fallen nur Biopsien von
Metastasen fur die Untersuchung zur Verfugung standen.

Meist entsprach der Gewebeblock mit dem hochsten TZ-Gehalt dem
Adnektomiepraparat, mitunter handelte es sich allerdings bei den fur die
Immunhistochemie ausgewahlten Praparaten um Gewebeproben anderer von
Tumormetastasen befallener Lokalisationen.

Es bleibt ungewiss, ob dies Einfluss auf die Untersuchung genommen hat, da
verschiedene Gewebe Uuber zum Teil voneinander abweichende lokale Barrierefunktionen
verfugen, die sich ggf. divergent auf das Wachstumsverhalten der TZs und somit die
Expression von NRP2 ausgewirkt haben konnten.

Daruber hinaus wurde bei der Auswahl und der Auswertung der Praparate nicht zwischen
nativem und chemotherapeutisch vorbehandeltem Gewebe unterschieden. Von einigen
Patientinnen stand zu Beginn der Untersuchung nur Letzteres zur Verfligung, da es sich
entweder bei der am UKB durchgefuhrten Hauptoperation schon um die Therapie eines
Rezidivs handelte, oder da manche erstmalig diagnostizierte Patientinnen im Vorfeld eine
neoadjuvante Chemotherapie erhalten hatten. In diesem Fall kam es einerseits
praoperativ zu einer erheblichen Reduktion der urspringlichen Tumorlast, andererseits
wurde nicht untersucht, ob und inwiefern die verabreichten Chemotherapeutika die NRP2-
Expression der noch verbleibenden TZs beeinflussten.

Sowohl die Gewebeherkunft als auch die chemotherapeutische Vorbehandlung der
Praparate konnten sich auf das Vorkommen von NRP2 und somit die Ergebnisse dieser
Arbeit ausgewirkt haben. Zur Bewertung dieser Aspekte ware es angebracht, die Proben
in weiterfuhrenden Projekten unter eben diesen Gesichtspunkten genauer zu

untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom steht an dritter Stelle der haufigsten gynakologischen Tumoren
weltweit, insbesondere der high-grade serdse Subtyp ist durch eine aulierst schlechte
Prognose gekennzeichnet. Die Resektion der kompletten Tumorlast im Rahmen einer
frhzeitigen Diagnostik beschreibt das Ubergeordnete Ziel der Therapie, da sie den
Patientinnen einen signifikanten Uberlebensvorteil gewahrleistet.

Neuropilin 2 ist ein Glykoprotein aus der Gruppe der Non-Tyrosinkinaserezeptoren. Das
Protein beeinflusst durch unterschiedliche Interaktionen auf molekularer Ebene - darunter
u.a. durch Wechselwirkungen mit Vertretern der Vascular Endothelial Growth Factors, den
Tumor-assoziierten Makrophagen oder dem Chemokinrezeptor 4 - Mechanismen der
Karzinogenese, und gilt fur einige Krebsentitaten als malignitatsfordernder und somit
prognoseverschlechternder Faktor. Die aktuelle Datenlage zum Vorkommen von
Neuropilin 2 bei high-grade serdosen Ovarialkarzinomen weist nur wenige reprasentative
und teils widerspruchliche Ergebnisse auf, weshalb seine Expression in dieser Arbeit bei
dem genannten Subtyp in einer grol® angelegten Studie untersucht wurde.

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden die OP-Praparate von 176 Patientinnen, die
wegen eines high-grade serdsen Ovarialkarzinoms im Zeitraum vom 13.01.2010 —
15.12.2020 in der Klinik fur Gynakologie und Geburtshilfe des Universitatsklinikums Bonn
operiert wurden, nach immunhistochemischen Methoden gefarbt und mikroskopisch

ausgewertet.

Die folgenden klinischen Parameter wurden im Vorfeld erhoben und erlauben eine grobe
Einschatzung Uber die Prognose der Patientinnen, da sie indirekte Aufschlisse uber die
Operabilitat und die damit verbundene Moglichkeit des Erreichens von Tumorfreiheit

geben:

e das Tumorstadium nach FIGO-Klassifikation
e die Tumorverteilung
e der Peritoneal Cancer Index

e das Ausmal} an postoperativen Tumorresiduen
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Es wurde einerseits untersucht, ob diese Parameter mit der Neuropilin 2-Expression bei

high-grade serdsen Ovarialkarzinomen korrelieren, dariber hinaus stand die Analyse

eines moglichen Zusammenhangs zwischen der Proteinexpression und dem

Langzeitliberleben im Fokus.

Ergebnisse:

Bei 66,5 % der Praparate konnte Neuropilin 2 innerhalb der Ovarialkarzinomzellen
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Eine Korrelation zwischen der
Neuropilin 2-Expression und dem krankheitsfreien bzw. dem Gesamtuberleben war

nicht messbar.

Es gelang erstmals der Nachweis von Neuropilin 2 innerhalb von
Ovarialtumorzellkernen. Bisher war das Protein in seinen Ioslichen und
membranstandigen Formen fast ausschlieldlich im Zytoplasma und an der
Zellmembran beschrieben worden. Die neu gewonnene Erkenntnis deutet darauf
hin, dass Neuropilin 2 initiale Schritte der im Zellkern ablaufenden Transkription

nach noch unbekannten Mechanismen beeinflussen konnte.

Erhohte Konzentrationen des Proteins wurden in tumorumgebenden Lymphozyten
gemessen. Diese Beobachtung knupft an die jungsten Ergebnisse erst kurzlich
publizierter Prostatakarzinomstudien, in denen die Rolle von Neuropilin 2 als

Regulator des adaptiven Immunsystems diskutiert wird.

Vor dem Hintergrund der wachsenden Bedeutung zielgerichteter Immuntherapien zur

Behandlung verschiedener onkologischer Krankheitsbilder bieten die in dieser Arbeit

gewonnen Erkenntnisse einen wichtigen Ansatzpunkt fur weitere Untersuchungen, um die

komplexen Funktionsweisen von Neuropilin 2 auf molekularer Ebene noch besser

verstehen und dann im Kontext neuer therapeutischer Konzepte moglicherweise einmal

nutzen zu konnen.
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