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1. Zusammenfassung

In Deutschland erkranken pro Jahr etwa 7400 Frauen an einem malignen Ovarialtumor und
5500 Frauen sterben an einem Ovarialkarzinom (Kaatsch, 2019). Damit entfallen auf das
Ovarialkarzinom 3,5 % aller bosartigen Neubildungen der Frauen und 5,6 % aller
Krebssterbefdlle. 70 % der Ovarialkarzinome werden erst in den fortgeschrittenen
Tumorstadien FIGO III-IV (Ausbreitung des Karzinoms aulRerhalb des Beckens, Metastasen)
diagnostiziert, da die Erkrankung in den friihen Tumorstadien keine spezifische Symptomatik
aufweist. Verlassliche Vorsorgeuntersuchungen zur Friiherkennung des Ovarialkarzinoms, wie

z.B. fir das Zervixkarzinom, existieren bisher nicht.

Mittlerweile sind etliche molekularbiologische sowie klinische Prognosefaktoren bekannt.
Allerdings bleibt auch noch heute der wichtigste prognostische Parameter die Durchfiihrung
einer addquaten operativen Therapie mit einer kompletten Entfernung der malignen

Lasionen.

Postoperativ ist die Durchflihrung einer Chemotherapie mit einer Kombination aus
Carboplatin und Paclitaxel Standard. Die Einhaltung des Zeitintervalls zwischen Operation und
Chemotherapie spielt hier eine wichtige Role (Mahner et al., 2013). Faktoren wie u.a. Alter
der Patientinnen beeinflussen die Vertraglichkeit der Systemtherapie unter anderem
erheblich (Trillsch et al.,, 2013). Die Effektivitat kann durch die Hinzunahme des VEGF-
Antikorpers Bevacizumab zur Chemotherapie und als Erhaltungstherapie (Perren et al., 2011)
sowie den PARP-Inhibitor Olaparib dariiber hinaus verstarkt werden (Moore and Birrer, 2018).
Auch eine neoadjuvante Chemotherapie ist nach wie vor Grundlage intensiver

Untersuchungen (Mahner et al., 2016).

Aus einer besseren Abschatzung der individuellen Prognose der Erkrankung kénnten sich tGber
die Standardtherapie hinausgehende therapeutische MaBnahmen fiir Patientinnen mit einem
erhohten Rezidivrisiko ableiten. Hierbei kommt vor allem neuen zielgerichteten Therapien

eine besondere Bedeutung zu (Mahner et al., 2015b, Mahner and Pfisterer, 2013).

So sind mittlerweile einige molekularpathologische Parameter als prognostische Faktoren
identifiziert worden, wie z.B. BRCA-Status und Steroidrezeptoren. Allerdings wird die
Bedeutung des Ostrogenrezeptorstatus (ER) beim Ovarialkarzinom kontrovers diskutiert.
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Zudem sind die unterschiedlichen Isoformen ER-a und ER- B erst aus neueren Untersuchungen
bekannt. Wir konnten in einer immunhistochemischen Untersuchung eine Assoziation der ER-
a Expression mit dem Tumorgrading, dem progressionsfreien Uberleben und dem
krankheitsspezifischen Uberleben nachweisen. ER-B stellte sich als Pradiktor firr eine
lymphogene Metastasierung heraus. Die einfach durchzufiihrende immunhistochemische
Analyse des Ostrogenrezeptors kénnte daher sowohl Patientinnen mit einem erhohten
Rezidivrisiko anzeigen, als auch die mogliche Effektivitat einer ER-a vermittelten Therapie
vorhersagen. Weitere Arbeiten untermauern die Bedeutung von Hormonrezeptoren beim

Ovarialkarzinom (Czogalla et al., 2018, Czogalla et al., 2019).

Ein fir die Erkrankung mit Eierstockkrebs relativ typisches Problem fiir die Patientinnen ist das
Auftreten von Aszites. Entweder bereits zum Zeitpunkt der Diagnose, oder die Patientinnen
entwickeln diesen im Laufe der Erkrankung. Insbesondere bei chemotherapeutisch multipel
vorbehandelten Patientinnen ergibt sich daraus unter Umstdnden das Dilemma, den
Patientinnen in einer meist palliativen Situation, nebenwirkungsreiche Chemotherapeutika
nur zur Reduktion des Aszites verabreichen zu missen, oder die Patientinnen sind sogar in
einem solchen MaRe vorbehandelt, dass keine sinnvollen chemotherapeutischen Optionen
mehr bestehen. Wiederholte Aszitespunktionen oder Aszitesdrainagen ermoglichen in dieser
Situation eine Verbesserung der Lebensqualitadt. Diese sind fiir die Patientinnen aber meist
unangenehm und mit einer nicht unerheblichen Komplikations- und Nebenwirkungsrate
vergesellschaftet. Es erscheint logisch, bei einer Erkrankung, die sich intraperitoneal
ausbreitet, Wirksubstanzen auch intraperitoneal (i.p.) zu verabreichen. Bisher vorliegende
Daten zur i.p. Therapie zeigten aber eine erhebliche Morbiditat mit nur fraglichem Vorteil fir
die Patientinnen. Mit der Entwicklung eines bispezifischen trifunktionellen Antikérpers gegen
EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule), welches bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom
intraperitoneal nur auf Tumorzellen exprimiert wird, steht eine vollkommen neue Methode
zur Verfigung diesen Patientinnen eine rein lokale Therapiemallnahme anzubieten. Wir
konnten zeigen, dass die intraperitoneale Applikation von Anti-EpCAM zu einer deutlichen
Reduktion der Aszitesproduktion wund zu einer signifikanten Abnahme der
Punktionsbedirftigkeit fuhrt. Es handelt sich bei dieser Untersuchung um die erste Studie zur
i.p. Applikation eines EpCAM Antikorpers zur Aszitestherapie. Der Antikérper hat eine

Zulassung erhalten und wird auch bei Aszites anderer Malignomerkrankungen eingesetzt.



Trotz deutlich verbesserter Operationstechniken und hoher Ansprechraten von ca. 75% auf
die First-Line-Chemotherapie mit Paclitaxel und Carboplatin, entwickeln die meisten
Patientinnen mit FIGO-Stadium Ill und IV ein Rezidiv oder eine Tumorprogression. Das
Verstandnis der Wirkmechanismen der Chemotherapeutika auf zellularer Ebene kann hierbei,
insbesondere bei der Entstehung von Resistenzen und deren Uberwindung, von Bedeutung
sein. Mit diesem Wissen lassen sich gegebenenfalls neue therapeutische Strategien, neue
Medikamente oder auch der Einsatz bekannter Medikamente in anderen Indikationen

erschliefen (Mahner et al., 2015a).

Gerade bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom stellt eine primdre Resistenz gegen die
Standardchemotherapie mit Carboplatin/Paclitaxel, oder die Entwicklung eines Rezidivs kurz
nach Beendigung der primaren Chemotherapie ein relativ haufiges Problem dar (Trillsch et al.,
2016, Trillsch et al., 2021). Bei den meisten Chemotherapeutika wird der Zelltod tber den
intrinsischen Signalweg der Apoptose erreicht. Somit ergibt sich die Frage, ob alternative
intrazellulare Signalwege zur Therapie genutzt werden konnten, oder es Maoglichkeiten gibt,
Uber den extrinsischen Signalweg der Apoptose vorbehandelte oder chemoresistente Zellen

in ihrem Wachstum zu hemmen oder abzutoten.

Es konnte von uns gezeigt werden, dass Bortezomib, ein in anderer Indikation zugelassener
Proteasomenhemmstoff, auch bei Ovarialkarzinomzellen eine apoptotische Aktivitat
aufweist. Durch Untersuchung des Wirkmechanismus konnten wir zu dessen Verstandnis
beitragen und die fehlende Effektivitat bestimmter Kombinationstherapien mit Bortezomib
erklaren. Die Untersuchungsbefunde zeigen einen synergistischen Effekt der Kombination von
Bortezumib  und gleichzeitiger Gabe eines Apoptose induzierenden  TRAIL-
Rezeptorantikdrpers durch Hoch-Regulation des TRAIL-Rezeptors DR5 (TRAIL; (tumor necrosis

factor-related apoptosis-inducing ligand)).

Auch bestimmte HIV-Medikamente wirken tiber den extrinsischen Signalweg der Apoptose
und es konnte gezeigt werden, dass sie auch anti-tumorale Aktivitdt aufweisen. Daher
untersuchten wir deren Wirkung an Ovarialkarzinomzellen. Wir konnten deren Effektivitat
nachweisen und mit tumorbiologischen Untersuchungen die Wirkmechanismen genauer

erfassen. Hieraus lassen sich neue therapeutische Strategien fiir die Zukunft entwickeln.



2. Eigene Untersuchungen

2.1. Das PET-CT beim rezidivierten Ovariakarzinom

Lenhard, M.S., Burges, A., Johnson, T. R,, Stieber, P., Kumper, C., Ditsch, N., Linke, R., Friese,
K.: PET-CT in recurrent ovarian cancer: impact on treatment planning. Anticancer Res, 2008.
28(4C): p. 2303-8.

Lenhard, M. S., Nehring, S., Nagel, D., Mayr, D., Kirschenhofer, A., Hertlein, L., Friese, K.,
Stieber, P., Burges, A.: Predictive value of PET-CT imaging versus AGO-scoring in patients
planned for cytoreductive surgery in recurrent ovarian cancer. Eur J Obstet Gynecol Reprod
Biol, 2008.

Insbesondere in der Rezidivsituation ist die prdoperative Abschdtzung der potentiellen
Resektabilitat zur Planung der optimalen Therapie hilfreich. Wahrend altere Arbeiten auch bei
Tumordebulking mit geringem verbleibendem Tumorrest einen Uberlebensvorteil der
Patientinnen zeigten, kann dies nach einer retrospektiven aktuelleren Untersuchung der
Arbeitsgemeinschaft fiir gynakologische Onkologie (AGO) in dieser Form nicht mehr bestatigt
werden (Harter and du Bois, 2005, Harter et al., 2006). Ahnlich der Entwicklung in der
Primartherapie, scheint auch beim Rezidiv die Tumorfreiheit am Ende der Primar- bzw.
Rezidiv- Operation der entscheidende Faktor fiir das Uberleben der Patientinnen zu sein. In
der genannten retrospektiven Untersuchung der AGO (Descriptive Evaluation of preoperative
Selection KriTeria for OPerability in recurrent OVARian cancer; DESKTOP OVAR) konnte gezeigt
werden, dass ein guter Performance Status zum Zeitpunkt der Rezidivoperation, ein niedriges
Tumorstadium oder eine komplette Tumorresektion bei Erstoperation und das Fehlen von
Aszites beim Rezidiv (sogenannter positiver AGO-Score), eine komplette Tumorresektion in
der Rezidivsituation mit einer Wahrscheinlichkeit von 79% vorhersagen konnen (Harter et al.,
2006). Auch fir die Rezidivsituation konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein von
Peritonalkarzinose per se nicht die Prognose verschlechtert. Entscheidend ist, ob alle
tumortragenden Herde bei der Rezidivoperation entfernt werden kénnen (Harter, 2009). Der
AGO Score wurde in der DESKTOP II-Studie erfolgreich prospektiv validiert (Harter, 2011), und
in der DESKTOP IIl prospektiv randomisiert eingesetzt. AGO Score positive Patientinnen
werden randomisiert in Operation mit anschliefender 2nd line Chemotherapie vs. 2nd line

Chemotherapie ohne operative Intervention. Damit kann in dieser Studie sowohl der Effekt
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der Rezidivoperation auf das Uberleben der Patientinnen tiberpriift werden, gleichzeitig aber
auch ein mogliches Selektionskriterium fiir die Patientinnen evaluiert werden, die von der
Operation profitieren. Nach derzeit vorliegenden pralimindren Daten konnte bereits gezeigt
werden, dass eine makroskopisch komplette Tumorresektion in der Rezidivsituation, gefolgt
von platinhaltiger Chemotherapie ein besseres progressionsfreies Uberleben (PFS) nach sich
zieht, als eine alleinige Chemotherapie. Muss Tumor belassen werden, hat dagegen die
Operation keinerlei Einfluss auf das PFS. Der Effekt auf das Gesamtiberleben (OAS) kann
aufgrund der noch nicht abgeschlossenen Nachbeobachtung noch nicht beurteilt werden (Du

Bois A., 2017).

Der AGO Score ist ein einfaches Werkzeug, um ubiquitar die Frage der Resektabilitdt in der
Rezidivsituation abschdtzen zu konnen. Fernmetastasierungen konnen damit allerdings
Ubersehen werden. Wir Uberpriften daher zunachst die Wertigkeit des PET/CT in der

Rezidivsituation.

Hierbei wurden 70 Patientinnen, bei denen klinisch oder laborchemisch der Verdacht auf ein
Rezidiv bestand, in diese Untersuchung eingebracht und retrospektiv ausgewertet (Lenhard
et al., 2008a). Bei 63/70 Patientinnen wurde im PET/CT der Verdacht auf ein Rezidiv gestellt.
Davon zeigte das PET/CT bei 33 Patientinnen eine Tumorausdehnung, die eine operative
Intervention nicht sinnvoll erschienen lieR. Bei 7 Patientinnen zeigte das PET/CT unauffallige
Befunde, die sich auch im weiteren klinischen Verlauf liber mindestens ein Jahr bestétigten.
Bei zwei Patientinnen wurde die Indikation zu einem palliativen Eingriff gestellt. Von 24
Patientinnen, bei denen der Befund des PET/CT eine komplette Tumorresektion erwarten lieR,
konnte dies bei 21 Patientinnen bestatigt werden. 3 Patientinnen wiesen eine im PET/CT nicht
erwartete ausgedehnte Peritonealkarzinose auf, die eine komplette Tumorresektion
unmoglich machte. Insgesamt zeigte die PET/CT Diagnostik fiir die Vorhersage der
Resektabilitat eine Sensitivitat von 100% (95% Cl: 84-100%) und Spezifitdt 66% (95 % Cl: 30-
92%). Das PET/CT war bei Verdacht auf Rezidiv sehr verldsslich hinsichtlich der
Rezidivdiagnostik, konnte die intraoperativ gefundenen Befunde sehr gut vorhersagen und
hatte einen entscheidenden Einfluss auf die Therapieentscheidung. Eine Peritonealkarzinose
wird im PET/CT jedoch nicht mit ausreichender Sicherheit detektiert. Diese Erfahrungen
wurden auch von anderen Untersuchungen bestatigt (Bilici et al., 2010, Palomar et al., 2011,

Murakami et al., 2006, Garcia-Velloso et al., 2007, Fagotti et al., 2008).



In einer weiteren Analyse wurde die PET/CT Untersuchung mit dem AGO-Score hinsichtlich
der moglichen Vorhersage einer makroskopisch kompletten Tumorresektion verglichen
(Lenhard et al., 2008b). 33 Patientinnen konnten in diese Untersuchung eingebracht werden.
Im PET/CT wurde bei 31/33 Patientinnen der V.a. ein Rezidiv gestellt. Bei zwei Patientinnen
bestatigte sich im weiteren Verlauf, dass kein Tumorrezidiv zum Zeitpunkt der Untersuchung
vorlag. Auf Grund der Befunde wurde bei 16 Patientinnen eine operative Intervention
durchgefiihrt, hiervon bei drei Patientinnen aus palliativer Indikation. 13 Patientinnen wurden
im PT/CT als komplett resektabel eingestuft und dies konnte bei 11 Patientinnen operativ
bestatigt werden. Zwei Patientinnen wiesen eine im PET/CT nicht detektierte, operativ nicht

resektable ausgedehnte Peritonealkarzinose auf.

14 Patientinnen hatten einen positiven AGO Score. Dieser konnte bei 8 von 16 operierten
Patientinnen bestatigt werden und war auch bei 4 Patientinnen richtig negativ. Allerdings wies
eine AGO Score positive Patientin eine ausgedehnte Peritonealkarzinose auf und 3
Patientinnen mit Aszites, welcher nach dem AGO Score als inoperabel eingestuft wurden,

konnten trotzdem makroskopisch tumorfrei operiert werden.

Insgesamt ergaben sich fir die PET/CT eine Sensitivitat von 100% (95% C.l. 72-100%) und
Spezifitat von 60% (95% C.l. 15-94%). Fir den AGO Score entsprechend eine Sensitivitat von
73% (95% C.1. 39-94%) und eine Spezifitdt von 80% (95% C.l. 29-97%). Die besten operativen
Ergebnisse ergaben sich fiir die Patientinnen, bei denen sowohl AGO Score, als auch PET/CT
eine maximale Resektabilitdt vermuten lieRen (Sensitivitdit von 100% (95% C.l. 63-100%),

Spezifitit von 75% (95% C.1., 20-96%).

Unsere Untersuchung konnte die guten Erfahrungen mit der PET/CT in der Rezidivsituation
bestatigen. Es konnte aber auch gezeigt werden, dass der AGO Score falschlicherweise
Patientinnen als inoperabel einstuft, die sich als operabel herausstellten. Bei der Konzeption
des DESKTOP-Studien Protokolls wurde eine Cut Off von 75% fiir die richtige Vorhersage einer
makroskopisch kompletten Resektion zu Grunde gelegt. Es wurde bewusst in Kauf genommen,
dass ein negativer AGO-Score die makroskopisch komplette Resektion nicht zwingend
ausschlieBt, was in der klinischen Anwendung des Scores auflerhalb einer Studie natlrlich
beachtet werden muss. Die Kombination aus AGO-Score und PET/CT zeigte die besten
Resultate hinsichtlich der Vorhersagbarkeit einer kompletten Tumorresektion. Der AGO Score

ist einfach und ohne zusatzliche apparative Diagnostik anwendbar, kann aber keine
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Fernmetastasierungen erfassen. Die PET/CT dagegen ist relativ kostenintensiv,
strahlenbelastend und nicht Gberall verfiigbar. Das Vorhandensein von Peritonealkarzinose

stellte sich erneut als diagnostisches Problem heraus.

2.2. Hormonrezeptoren beim Ovarialkarzinom

Burges A., Bruning, A., Dannenmann, C., Blankenstein, T., Jeschke, U., Shabani, N., Friese, K.,
Mylonas, |.: Prognostic significance of estrogen receptor alpha and beta expression in human

serous carcinomas of the ovary. Arch Gynecol Obstet. 2010 Mar; 281(3): p. 511-7.

Hormonrezeptoren, insbesondere der Ostrogenrezeptor, sind von besonderem Interesse, da
das Ovar das Hauptorgan der Hormonproduktion darstellt (Britt and Findlay, 2002). Dariber
hinaus zdhlen Adipositas und das polyzystische Ovar-Syndrom, die mit einer Beeinflussung der
Hormonspiegel einhergehen, zu den Risikofaktoren fiir die Entstehung eines
Ovarialkarzinoms. Ovulationshemmer haben dagegen eine protektive Wirkung . Der Einfluss
von Hormonersatztherapie (HRT) auf das Risiko eines Ovarialkarzinoms wurde bisher
kontrovers beurteilt (Morch et al.,, 2009). Insgesamt scheint aber der Einfluss des
Ostrogenrezeptors auf die Entstehung eines Ovarialkarzinoms geringer zu sein, als beim

Mammakarzinom (Colombo et al., 2006, Cunat et al., 2004).

Ovarialkarzinome  weisen  Ostrogenrezeptoren (ER) in etwa 56-62% und
Progesteronrezeptoren (PR) in 48-66% auf. Immunhistochemisch finden sich ER in etwa 38 %

und PR in 31 % (Arias-Pulido et al., 2009, Kommoss et al., 1992).

Die Daten in der Literatur zu ER/PR als Prognosefaktor sind uneinheitlich. Arias-Pulido et al.
fanden beispielsweise in multivariater Analyse eine signifikante prognostische Bedeutung von
ER/PR (Arias-Pulido et al., 2009), Garcia-Velasco et al. lediglich fiir ER (Garcia-Velasco et al.,
2008). Wohingegen Tangjitgamol et al. nur fir PR und nur in der univariaten Analyse, nicht
aber in der multivariaten Analyse eine signifikante Bedeutung beschreiben. ER oder
Kombinationen von ER/PR Subgruppen zeigten in ihrer Untersuchung keinerlei prognostische

Bedeutung (Tangjitgamol et al., 2009).
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Es existieren zwei Isoformen des Ostrogenrezeptors. Ostrogenrezeptor alpha (ER-a) und der
erst spater identifizierte Ostrogenrezeptor beta (ER-B) (Cunat et al., 2004). Es gibt Hinweise
darauf, dass Polymorphismen des ER-B durch Regulation von Proliferation und Apoptose das
Ovarialkarzinom-Risiko entscheidend beeinflussen konnten (Lurie et al.,, 2009). Die
Gewebeverteilung von ER-a und ER-B ist unterschiedlich und man geht davon aus, dass die
unterschiedliche Bindungskapazitat der beiden Isoformen eine differenzierte Hormonantwort
des Gewebes auf den gleichen Hormon Agonist erméglicht (Koehler et al., 2005, Zhao et al.,
2008). Auf Proteinebene wurde beobachtet, dass eine verringerte Expression von ER-B mit
einem schlechteren Uberleben von Patientinnen einhergeht (Chan et al., 2008). Eine weitere
Untersuchung konnte ebenfalls eine verminderte Transskription von ER-B durch PCR zeigen.
Die Verringerung von ER-a war sogar bei serés-papildaren Karzinomen noch ausgepragter, nicht
jedoch bei endometroiden Ovarialkarzinomen (Geisler et al., 2008). Da die Untersuchungen
auf transkriptionaler Ebene erfolgten war unser Ziel die ER-a und ER-B Expression
immunhistochemisch an 100 Patientinnen mit seros-papilarem Ovarialkarzinom zu
bestimmen und die mdgliche prognostische Bedeutung der Ostrogenrezeptoren zu erfassen.
Hierzu wurden 100 Schnitte von Patientinnen mit ser6sem Ovarialkarzinom retrospektiv

untersucht. Die Spezifikationen der Patientinnen ist in Tabelle 2 zusammengefasst.

N=10 | ER-a ER-B
0 Negative Positive p Negative Positive p
n
Alter
<61 Jahre 54 | 34 (63.0%) | 20 (37.0%) NS 12 (22.2%) | 42 NS
(77.8%)
>61 Jahre 46 | 34 (73.9%) | 12 (26.1%) 11 (23.9%) | 35
(76.1%)
PT
pT 1 17 | 11 (64.7%) | 6 (35.3%) NS 1 (5.9%) 16 NS
(94.1%)
pT 2 9|4(44.4%) |5 (55.6%) 3(33.3%) | 6(66.7%)
pT 3 73 | 52 (71.2%) | 21 (28.8%) 19 (26.0%) | 54
(74.0%)
Fehlende 1] 1(100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
pN
Negativ 22 | 14 (63.6%) | 8 (46.4%) NS 0 (0%) 22 (100%) | 0.0
06
Positiv 49 | 32 (65.3%) | 17 (34.7%) 12 (24.5%) | 37
(75.5%)
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unbekannt 30 | 22 (75.9%) | 7 (24.1%) 11 (37.9%) | 18

(62.1%)
pM
keine 95 | 65 (68.4%) | 30 (31.6%) NS | 22(23.2%) | 73 NS
Metastasen (76.8%)
Metastasen 5| 3(60%) 2 (40%) 1 (20%) 4 (80%)
Grading (WHO)
Grade 1 23| 10 (43.5%) | 13 (56.5%) 0.00 | 2 (8.7%) 21 NS

4 (91.3%)

Grade 2 38 | 30 (78.9%) | 8 (21.1%) 9(23.7%) |29

(76.3%)
Grade 3 35 | 27 (77.1%) | 8 (22.9%) 12 (34.2%) | 23

(65.7%)
unbekannt 4 11(25%) 3 (75%) 0 (0%) 4 (100%)
FIGO
FIGO | 10 | 7 (70%) 3 (30%) NS | 0(0%) 10 (100%) | NS
FIGO Il 5 | 2 (40%) 3 (60%) 1 (20%) 4 (80%)
FIGO Il 80 | 56 (70%) | 24 (30%) 21 (26.2%) | 59

(73.8%)
FIGO IV 5 | 3 (60%) 2 (40%) 1 (20%) 4 (80%)
Chemotherapie
Keine 18 | 10 (55.6% | 8 (44.4%) NS |7(38.9%) |11 0.0
Chemotherapie (61.1%) 03
Chemotherapie 81 | 57 (70.4%) | 24 (29.6%) 15 (18.5%) | 66

(81.5%)
abgelehnt 1| 1(100%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)

Tabelle 1: Ergebnisse der immunhistologischen Farbungen (ER-a und ER-B negativ, positiv)
fir Alter, TNM, Grading, FIGO, Chemotherapie

Positive immunhistochemische Reaktion fiir ER-a und ER-B konnten bei 32 (32%) bzw. 48

(48%) der serosen Ovarialkarzinome gezeigt werden. Die Expression von ER-a zeigte eine

signifikante Assoziation mit dem Grading der Tumorzellen (p =0,004), wohingegen ER-B mit

dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen (p=0,006) und dem Einsatz einer Chemotherapie

(p=0,033) assoziiert war. Gleichzeitig zeigte die Anfarbung von ER-a in allen Tumorproben eine

signifikante Korrelation mit der Farbung von ER-B (Spearman Test: p<0,05).

Die mediane Uberlebenszeit betrug nach Diagnosestellung 41,1 Monate (Range 3,1 — 111,23

Monate). In der univariaten Analyse zeigten Patientinnen mit ER-a Expression einen Vorteil

im progressionsfreien Uberleben gegeniiber Patientinnen ohne ER- a Expression (p=0,007, log

rank Test) (Abbildung: 1). Dagegen hatte die Expression von ER-B keinen Einfluss auf das
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progressionsfreie Uberleben. (p=0,868). ER-a negative Patientinnen hatten auch ein
signifikant schlechteres erkrankungsspezifisches Uberleben (p<0,001, log-rank Test),
wohingegen die Expression von ER-B keinen Unterschied im erkrankungsspezifischen

Uberleben zeigte (p=0,152, log-rank Test).
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Abbildung 1: Kaplan—Maier Kurven: Progressionsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben
nach ER-a und ER-B Expression

Im multivariaten Cox Proportional-Hazard Model wurden mit dem schrittweisen logistischen
Regressionsmodel die Variablen: Alter, FIGO Stadium, pathologisches Tumorstadium, Grading,
Lymphknotenstatus, Chemotherapie, ER- a und ER-B Status untersucht. Die schrittweise
Elimination nach den Ergebnissen des Cox Regressions-Models zeigten zwei Variablen, die
pradiktiv fir das progressionsfreie Uberleben waren: FIGO Stadium (p<0,001) und ER-a
Expression  (p<0,001) (Tabelle x). Unabhangige Prognosefaktoren fir das
erkrankungsspezifische Uberleben waren Alter (p<0,05), pathologisches Tumorstadium

(p<0,001) und ER-a Expression (p<0,005). Fiir das Gesamtiliberleben waren in der
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multivariaten Analyse die Variablen Alter (p<0,05), pathologisches Tumorstadium (p<0,001),

ER- a (p<0,05) und ER-B (p<0,05) Expression signifikant (Tabelle 1).

Progressionsfreies Krankheitsspezifisches Gesamtberleben
Uberleben Uberleben
RR Cl (5- p RR cl (5- p RR cl (5- p
95%) 95%) 95%)
Alter 1.908 1,046- <0.05 1.794 1.089- <0.05
3,481 2.955
FIGO 3.925 1.710- <0.001 1.168-
Stadium 9.009 1.637
pT 1.413 1.161- 0.001 1.383 0.292- <0.001
1-720 0.971
ER-a 0.303 0.130- 0.006 0.309 0.137- 0.005 0.533 0.331- <0.05
0.704 0.697 0.974
ER-B 0.568 <0.05

Tabelle 2: Hazard Ratio nach der multivariaten Cox Regressions Analyse

Die Ergebnisse zeigen, dass bei serds-papillairen Ovarialkarzinomen eine signifikante
Assoziation der ER-a Expression mit dem Tumor-Grading, dem progressionsfreien Uberleben
und dem erkrankungsspezifischen Uberleben besteht. Die Expression von ER-B scheint einen
Zusammenhang mit dem Auftreten von Lymphknotenmetstasen zu haben. Interessanterweise
konnte eine Korrelation der Expression beider Rezeptoren gezeigt werden, was nahelegt, dass
der verminderten Expression beider Rezeptoren dhnliche Mechanismen zugrunde liegen,

obwohl sie auf verschiedenen Genloci lokalisiert sind.

Trotz aller Ahnlichkeiten in der Regulation der Transkription der Rezeptoren zeigten sich
dennoch klinisch signifikante Unterschiede. So konnte eine Korrelation der ER-B Expression
mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen gezeigt werden. Im Gegensatz zu ER-q,
wurde flr ER-B eine mogliche Funktion als Tumor-Suppressor Protein vermutet (Lazennec,
2006). Eine Uberexpression von ER-B-cDNA in SKOV-3 Ovarialkarzinomzellen fiihrt zu
Veranderungen in der Zellzyklus-Progression und Tumorzell- Migration (Treeck et al., 2007).
Eine Uberexpression von ER-B bei SKOV-3 Zellen resultiert in einer verminderten
Zellmigration. Daher kénnte die verstarkte Migration durch Verlust der ER-B Expression den

Zusammenhang der Korrelation mit der Lymphknotenmetastasierung erkldaren. Unsere
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Befunde decken sich mit den Ergebnissen zweier Studien, die die Ostrogenrezeptor Expression
durch PCR Analyse untersucht haben (Chan et al., 2008, Geisler et al., 2008) und keinen
Unterschied der Regulation des Ostrogenrezeptors von der Transkription zur Translation
gefunden haben. Zwei Untersuchungen, die die Expression von ER-a und des
Progesteronrezeptors, nicht aber ER-B untersuchten, konnten eine verstarkte Expression von
ER-a und Progesteronrezeptor bei hoch differenzierten Tumoren und ein besseres Uberleben
der Patientinnen zeigen, deren Tumoren immunhistochemisch ER-a und PR positiv waren
(Wong et al., 2007, Hogdall et al., 2007). Der Verlust der ER-a Rezeptor Positivitat ging mit
einem schlechteren Uberleben von Patientinnen mit serés-papildrem Ovarialkarzinom einher.
Die Expression von ER-B hatte keinen Zusammenhang mit dem krankheitsspezifischen
Uberleben. Wir konnten aber beobachten, dass ER-a Positivitit einen statistisch signifikanten
und unabhingigen Prognosefaktor fiir das krankheitsspezifische Uberleben darstellte. Die
immunhistochemische Bestimmung des ER-a Rezeptors konnte als einfache und effiziente
Methode zur Identifizierung von Hochrisiko Patientinnen eingesetzt werden, die
moglicherweise von einer Modifikation der Therapie profitieren. Darliber hinaus kénnte ER-a
positiven Patientinnen eine spezifische Antihormonelle Therapie angeboten werden (Smyth

et al., 2007).

2.3. Neue zielgrichtete Therapieansatze beim Ovarialkarzinom

Briining A, Burger P, Vogel M, Rahmeh M, Friese K, Lenhard M, Burges A.: Bortezomib
treatment of ovarian cancer cells mediates endoplasmic reticulum stress, cell cycle arrest, and

apoptosis. Invest New Drugs. 2009 27:543-551

Briining A, Burger P, Vogel M, Rahmeh M, Gingelmaiers A, Friese K, Lenhard M, Burges A.:
Nelfinavir induces the unfolded protein response in ovarian cancer cells, resulting in ER

vacuolization, cell cycle retardation and apoptosis. Cancer Biol Ther. 2009 Mar 3;8(3).

Briining A, Vogel M, Burger P, Rahmeh M, Gingelmaier A, Friese K, Lenhard M, Burges A.:
Nelfinavir induces TRAIL receptor upregulation in ovarian cancer cells. Biochem Biophys Res

Commun. 2008 Dec 26;377(4):1309-14.
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Briining A, Burger P, Vogel M, Gingelmaier A, Friese K, Burges A.: Nelfinavir induces
mitochondria protection by ERK1/2-mediated mcl-1 stabilization that can be overcome by

sorafenib. Invest New Drugs, 2010 28:535-542.

Bortezomib (PS 341, Velcade®©), ein Proteasomenhemmstoff, hat eine Zulassung in der
Therapie des multiplen Myeloms und ist der erste Vertreter einer Substanzklasse, die iber
eine Stabilisierung von  Zellzyklus-Proteinen und Blockade der Aktivitat des
Transkriptionsfaktors NF-kB (nuklear factor-kappa B) vor allem einen proapoptotischen Effekt
ausiben. NF-kB ist ein nukledrer Transkriptionsfaktor, der durch eine Gruppe von
zytosolischen NF-kB Inhibitoren (IkB) im Zytosol retiniert werden kann. Der Ubiquitin-
Proteasome Signalweg reguliert die Expression von IkB (Fribley and Wang, 2006). Die
Hemmung dieses Signalweges durch Bortezomib stellt daher eine interessante therapeutische

Option dar.

Es liegen einige Studiendaten zur Applikation von Bortezomid bei soliden Tumoren, sowohl als
Monotherapie, als auch als Kombinationstherapie, mit zum Teil vielversprechenden, aber
auch widerspriichlichen Ergebnissen vor (Aghajanian et al., 2009, Ramirez et al., 2008, Ryan

et al., 2006, Dy et al., 2005, Milano et al., 2007).

Wir untersuchten daher den Effekt von Bortezomib an platin-sensiblen und -resistenten
Ovarialkarzinomzelllinien (SKOV3; OVCAR3), sowie an frischen Gewebeproben als
Monotherapie und in Kombination mit Carboplatin, Paclitaxel oder TRAIL (Tumor Nekrose
Faktor assoziierter Apoptose induzierender Ligand, tumor necrosis factor-related apoptose
inducing ligand). Bortezomib bewirkte eine deutliche Zunahme der Apoptose in
Ovarialkarzinomzellen. Dieser ging eine Zunahme des endoplasmatischen Reticulum Stress
Sensors ATF3 und eine Zunahme von endoplasmatischen heat shock Proteinen (hsp32, hsp70)
voraus. Bortezomib verstarkte die Sensitivitat sowohl von Ovarialkarzinomzelllinien, als auch
frischem Tumorgewebe gegeniiber dem Apoptose induzierendem TRAIL Rezeptor Antikérper
durch vermehrte Expression des TRIAL Rezeptors DR5. Die Gabe des anti-TRIAL Rezeptor
Antikorpers alleine, ohne Bortezomib hatte keinen EinfluR auf die OVCAR3 und SVOV3 Zellen.

Im Gegensatz zu den synergistischen Effekten, die wir bei TRIAL feststellen konnten, wurde
die Effektivitdat von Paclitaxel durch Bortezomib reduziert. Bortezomib verhinderte die

Akkumulation der taxan- behandelten Zellen in der G2/M Phase. Stattdessen bewirkte
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Bortezomib alleine, oder in Kombination mit Paclitaxel einen Zellzyklusarrest in der S Phase
und eine verminderte Aktivitat von CDK 1, einer Zyklin-abhangigen Kinase, die fiir den Eintritt

in die M Phase notwendig ist.

Es konnte gezeigt werden, dass die durch endoplasmatisches Retikulum Stress induzierte
Apoptose, die durch missgefaltete Proteine entsteht, eine anderen unabhadngigen
Apoptoseweg neben dem klassischen, durch DNA Schaden oder extrazelluldre Liganden
bedingten, darstellt (Benz et al., 2007, Fribley and Wang, 2006). Die auffalligste Veranderung
bei den Apoptose-assoziierten Proteinen, die wir nach Bortezomib-Therapie feststellen
konnten, war die vermehrte Aktivitat einiger Zell-Stress assoziierter Proteine (ATF3, hsp32,
hsd70). Die Anhaufung poly-ubiquitinierter Proteine im Zytosol oder dem Endoplasmatischen
Retikulum ist eventuell Folge des verminderten Abbaus durch die Bortezomib-inhibierten
Proteasomen. Die Akkumulation der Proteine fiihrt zu einem unfolded-Protein Response
(UPR), der zu Zellzyklusarrest und Apoptose fiihren kann (Fribley and Wang, 2006, Benz et al.,
2007).

Daraus lasst sich auch erklaren, warum Bortezomib auch bei platinresistenten Zellen einen
positiven Effekt entwickeln kann. Zu ahnlichen Ergebnissen hinsichtlich eines Zusammenhangs
von Proteasomeninhibitoren und TRAIL kam auch die Gruppe um Saulle. Sie gingen bei ihren
in vitro Versuchen allerdings von einer TRAIL Resistenz aus, die durch Bortezomib
durchbrochen werden kénne (Saulle et al., 2007). Wir haben die Befunde allerdings eher
dahingehend interpretiert, dass erst die Behandlung mit Bortezomib eine TRIAL Therapie
sinnvoll erscheinen lasst, da Bortezomib die Sensitivitdt gegeniber TRIAL herbeifiihrt. Unsere
Ergebnisse werden durch die Arbeit von Pasquini gestiitzt. Er konnte mit seinen Mitarbeitern
ebenfalls eine pro-apoptotische Wirkung von Bortezomib, sowohl an platin-sensiblen, wie —
resistenten Ovarialkarzinomzellen nachweisen (Pasquini et al., 2010). Dieser Effekt wurde
durch die Gabe von TRAIL, TRAILR1 (Mapatumumab, ein humaner monoklonaler AK gegen den
zu TNF zugehorigen Apoptose-induzierenden Ligand-Rezeptor-1; Mapatumumab wirkt als
TRAIL Rezeptor Agonist und induziert Apoptose) oder TRAILR2 agonisierendem mAK

(Lexatumumab) noch verstarkt.

Diese Ergebnisse sind insbesondere auch deshalb interessant, da in einer Phase | Studie
Mapatumumab eine relativ gute Vertraglichkeit zeigte. In dem gemischten

Patientinnenkollektiv dieser Studie konnten zwar keine objektiven Ansprechraten, aber
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immerhin bei 12/41 Patientinnen ein stable Disease bis zu 29 Monaten gezeigt werden (Hotte
et al., 2008). Auch fir Lexatumumab liegen entsprechende Phase | Daten vor (Wakelee et al.,
2010). Die Effektivitat und der potentielle Nutzen einer TRIAL Therapie konnte auch von
anderen Untersuchern gezeigt werden (Kendrick et al., 2007, Estes et al., 2007, Kendrick et al.,

2008, Frederick et al., 2009).

Das darlber hinaus entscheidende Ergebnis unserer Untersuchung ist der nachgewiesene
antagonistische Effekt von Bortezomib und Paclitaxel. Mit unseren Ergebnissen sind der
ausgebliebene Effekt auf die Ansprechrate in einer Phase Il Studie in der Kombination von
Bortezomib und Docetaxel bei Patientinnen mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom und einer
Phase | Studie in der Kombination Bortezomib und Paclitaxel bei verschiedenen soliden
Tumoren erklarbar (Fanucchi et al., 2006, Cresta et al., 2008). Der mogliche Mechanismus
wurde zwar bereits diskutiert (Milano et al., 2007), konnte bisher aber nicht erklart werden.
Wir konnten allerdings zeigen, dass Bortezomib die Akkumulation der Zellen in der G2/M
Phase verhindert, welche aber fiir die Wirksamkeit von Taxanen Voraussetzung ist. Dariiber
hinaus konnten wir zeigen, dass Bortezomib die Aktivitat von CDK 1 verringert, welches fir
den Eintritt der Zellen in die M Phase notwendig ist. Damit wird der apoptotische Effekt von

Paclitaxel, der mitotische Spindelarrest, verhindert.

Es liegen die Ergebnisse von zwei Phase | Dosisfindungsstudien, zur Kombinationstherapie aus
Bortezomib und Carboplatin (AUC 5) vor (Aghajanian et al., 2005, Ramirez et al., 2008). Beide
definierten eine Bortezomib Dosis von 1,3 mg/m? Tag 1, 4, 8 und 11 fur kinftige Studien, wie
sie auch in der Therapie des multiplen Myeloms verabreicht wird (Aghajanian et al., 2005). In
einer Phase Il Studie wurde daraufhin Bortezomib als Monotherapie in zwei unterschiedlichen
Dosierungen (1,3mg/m? vs. 1,5 mg/m?) getestet und die Dosierung von 1,3 mg/m? auch fir
die Monotherapie bestatigt (Aghajanian et al., 2009). Die berichteten Ansprechraten waren
allerdings sowohl in der Monotherapie, wie auch in der Kombinationstherapie mit Carboplatin

sehr gering.

In vitro konnte der synergistische Effekt von Bortezomib und Carboplatin sowohl! bei den
platin-sensiblen, wie auch bei —resistenten Tumorzelllinien erst nach der Gabe des anti-TRIAL-

R AK gezeigt werden.
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HIV Protease Inhibitoren werden als modglicher Ansatzpunkt anti-tumoraler Therapien
diskutiert (Cohen, 2007). Ihre Wirkung beruht auf der Verhinderung der Spaltung viraler
Vorlauferproteine durch Bindung an die HIV-Protease (Mitsuya et al., 2008, Mastrolorenzo et
al., 2007). Der exakte Wirkmechanismus der Protease-Inhibitoren auf Tumorzellen ist bisher
nicht vollkommen aufgeklart. Die Kombination aus Proteasom-Inhibierung, Induktion von
Zellstress, Einfluss auf Zell-Signalkaskaden und Autophagie scheint wahrscheinlich (Gills et al.,
2008, Bernstein and Dennis, 2008). Medikamente, die endoplasmatischen Retikulum Stress,
zellulare Vakuolisierung und Autophagie induzieren, wirken auf Tumorzellen Uber andere
Mechanismen letal, als den klassischen intrinsischen Apoptoseweg (Gills et al., 2008, Gills et
al., 2007). Die Wirkung von Carboplatin und Paclitaxel, der Standart-Chemotherapie bei
Patientinnen mit Ovarialkarzinom, erfolgt dagegen lber Destabilisierung der Mitochondrien-
Membran und Aktivierung von Caspasen, den intrinsischen Weg der Apoptose (Jin and El-
Deiry, 2005). Gleichzeitig ist die Aktivierung von Caspasen aber auch ein entscheidender
Schritt beim extrinsischen Weg der Apoptose. Diese wird durch extrazellulare Liganden, wie
Fasl, TNF (Tumornekrose Faktor) oder TRIAL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand) stimuliert (Jin and El-Deiry, 2005). Dieser mogliche alternative Angriffspunkt von HIV
Protease Inhibitoren koénnte einen therapeutischen Ansatz flr Patientinnen mit
Ovarialkarzinom bedeuten. Insbesondere, da Patientinnen mit Ovarialkarzinom haufig eine

Resistenz gegen die Chemotheraputika Carboplatin/Paclitaxel entwickeln.

Wir untersuchten daher zundchst den Effekt dreier unterschiedlicher HIV Protease Inhibitoren
(Nelvinavir, Lopinavir und Saquinavir) auf die Ovarialkarzinomzelllinien SKOV3 (platinsensibel;
p53 Wildtyp), OVCAR3 (platinresistent; p53 mutiert) und A2780 (platinsensibel; p53 Wildtyp),
die sich hinsichtlich ihrer Chemoresistenz und des p53 Mutationsstatus unterscheiden.
Dariber hinaus wurden die Untersuchungen auch an eigenen Zelllinien (OVGH-1, Carboplatin-
resistente Zelllinie; OV-GH-5, Carboplatin-sensitive Zelllinie) und frischem Tumorgewebe von

Platin-naiven Patientinnen und Patientinnengewebe aus Rezidiv-Operationen durchgefihrt.

Nelfinavir war von den untersuchten Protease Inhibitoren am effektivsten. Dieses Ergebnis
wird auch durch eine Arbeit von Gills unterstiitzt, in welcher bei einem Vergleich
unterschiedlicher Protease Inhibitoren ebenfalls Nelfinavir als die aktivste Substanz von 6
untersuchten HIV Protease Inhibitoren charakterisiert wurde (Gills et al.,, 2007). Die

Effektivitdit von Nelfinavir zeigte sich sowohl bei den platinsensiblen, als auch
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platinresistenten Tumorzellen, unabhangig vom p53 Mutationsstatus der Tumorzellen, was
uns in der Annahme eines durch Nelfinavir induzierten dritten Signalweges der Apoptose
bestarkte. Gleichzeitig konnten wir beobachten, dass Nelfinavir keinen Einfluss auf die Vitalitat
von Fibroblasten oder peripheren Blutmonozyten hatte, was fiir die klinische Anwendung von

Relevanz sein kdonnte.

Die Wirkungsweise von Nelfinavir ist nicht abschlieBend geklart. Apoptose, Nekrose und
Autophagie scheinen eine Rolle zu spielen (Gills et al., 2008). FACS analytisch konnten wir
durch Annexin-Bindung und Propidium-Jodid sehen, dass Apoptose und Nekrose beteiligt zu
sein scheinen. Im Westernblot konnte die Aktivierung von PARP und eine Aktivierung der
Caspase 3 nachgewiesen werden. Die bei Nelfinavir behandelten Tumorzellen beobachtete
starke Vakuolisierung, insbesondere der OVCAR3 Zellen kann als Zeichen von Autophagie
gewertet werden (Pyrko et al., 2007). Der Nachweis von BiP (GRP78), einem Mitglied der
hsp70 heat shock Familie, in den Vakuolen nach Nelfinavir-Behandlung weist das
endoplasmatischen Retikulum als ihren Ursprung aus. Liposomen oder geschwollene
Lysosomen konnten als moglicher Ursprung mit Nil-Rot und Lyso-Tracker ausgeschlossen

werden.

Stress des endoplasmatischen Retikulums kann Gber Aktivierung des elF2 zu Zell-Zyklus Arrest
und Apoptose fiihren (Pyrko et al., 2007). Die Behandlung der Zellen mit Nelfinavir resultierte
insbesondere bei OVCAR3 Zellen in einer Zunahme der Phosphorylierung von elF2, die durch

den unspezifischen Protease Inhibitor Pefabloc weitgehend verhindert werden konnte.

Die Hochregulation von BiP und Phosphorylierung von elF2a weisen auf eine Induktion des
,unfolded protein response” hin (Kouroku et al., 2007), der Zellzyklusarrest und Apoptose
bewirken kann. Der Zellzyklusarrest und unfolded protein response mit konsekutiver
Erhéhung der BiP Aktivitat stellen per se Schutzmechanismen der Zelle gegen ER Stress da
(Ogata et al., 2006). Ist die Zelle diesem Stress aber langer ausgesetzt schlagt der protektive
Effekt in Apoptose um. Tatsdchlich zeigte sich, dass bei langerer Expositionszeit der Zellen mit
Nelfinavir die Zahl apoptotischer und nekrotischer Zellen zunahm. Wie aus den Erfahrungen
von der Therapie bei HIV-Patientinnen bekannt ist, kann Nelfinavir auch Uber ldangere

Zeitraume ohne wesentliche Nebenwirkungen eingenommen werden (Perry et al., 2005).
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Um den Wirkmechanismus von Nelfinavir besser zu verstehen, untersuchten wir zusatzlich
den Einfluss von Nelfinavir auf die Expression Apoptose-relevanter Proteine an A2780-
Zellextrakten. Hierbei zeigte sich, dass die meisten Apoptose-relevanten Proteine,
einschliefllich der bcl-Familie unbeeinflusst blieben. Die Aktivitat der Caspase3 jedoch nach
Nelfinavir deutlich zugenommen hat. Dies zeigt, dass Nelfinavir die Apoptose auf einem bisher

nicht bekannten, nicht-klassischen Weg aktiviert.

Bei der Behandlung der Tumorzellen mit Nelfinavir wurde ein verminderter Effekt der Taxan-
Wirkung, ahnlich dem Effekt der Behandlung mit Bortezomib, festgestellt. Auch hier kdnnte
das Problem in einem interferieren der Wirkung von Taxol und dem durch Nelfinavir-
Behandlung induzierten Zell-Zyklus Arrest liegen. Daher wurden die Expression der fiir den
Zellzyklus relevanten Proteine untersucht. Im Westernblot zeigte sich eine friihe und starke
Suppression von Cyklin D3, Cyclin A, Cyclin-abhangiger Kinasel (CDK 1) und PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen). Analog unseren Ergebnissen mit Bortezomib ldsst sich
damit die Interferenz einer Therapie mit Nelfinavir und Taxan erklaren. Ein Nelfinavir
induzierter Zellzyklus-Arrest konnte auch an Melanom-Zellen nachgewiesen werden (Jiang et

al., 2007).

Zusatzlich wurde eine vermehrte Expression des TRAIL-Rezeptors2 (DR5), als Hinweis auf eine
Sensibilisierung durch Nelfinavir, festgestellt. Dieser Effekt wurde an den Zelllinien A2780 und
OVGHS5 anhand eines ATP-Assays bestatigt. Sowohl Bortezomib, wie auch Nelfinavir kénnen

Tumorzellen gegeniiber einer TRIAL-Therapie sensibilisieren.

Ein zytotoxischer Effekt von Nelfinavir auf Tumorzellen konnte auch in den Kombinationen
Nelfinavir/Zyclooxygenase-2 Hemmer (Celecoxib; Celebrex ©) bzw. Nelfinavir und Tamoxifen

bei Mammakarzinom-Zelllinien nachgewiesen werden (Cho et al., 2009, Bruning et al., 2010).

Nelfinavir wurde auch als Radiosensitizer bei Patienten mit Pankreaskarzinom eingesetzt. Die

Ergebnissen sind vielversprechend hinsichtlich Aktivitdt und Toxizitat (Brunner et al., 2008).

Zur Klarung der Frage des Ursprunges der beschriebenen Vakuolen nach einer Therapie mit
Nelfinavir, wurde auch die mogliche Beteiligung der Mitochondrien untersucht. Hierbei
stellten sich die Mitochondrien-Membranen intakt dar und das fir die Integritat des duReren

Mitochondrien-Membran Potentials wichtige protektive Protein mcl-1 war deutlich erhéht.
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Das bedeutet, dass neben den pro-apoptotischen Effekten der Nelfinavir-Therapie auch anti-

apoptotische Effekte nachgewiesen werden konnten.

Die Nelfinavir induzierte Apoptose scheint damit von den Mitochondrien unabhangig zu sein
und in gewisser Weise einen protektiven Effekt auf Mitochondrien zu haben. In unseren
Untersuchungen war die Hochregulation von mcl-1 aber auch mit einer vermehrten
Phosphorylierung von mcl-1 assoziiert. Diese wird Uber den ERK Signalweg gesteuert, dessen

Aktivitdt ebenfalls erhoht war.

Sorafenib (BAY 43-9006; Nexavar®) ist ein oraler Multikinaseinhibitor, der die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK) des Raf/MEK/ERK Signalweges betrifft (Wilhelm et al., 2008).
Die Substanz hat eine FDA Zulassung beim fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom und

hepatozelluldren Karzinom.

Wir untersuchten den Effekt von Sorafanib bei SKOV3 Zellen und OVCAR3 Zellen auf die mcl-
1 Protein-Expression, die mcl-1 Phosphorylierung, und auf die Aktivitdt der ERK im
Westernblot. Wahrend Nelfinavir zu einer Hochregulation von mlc-1 Protein-Expression und
vermehrten Phosphorylierung von ERK1/2 (p-p44/42) bei SCOV3 und OVCAR3 Tumorzellen
flihrte, zeigte Sorafenib als Monotherapie eine reduzierte mic-1 Protein Expression, wie es
auch an anderen Zelllinien gezeigt werden konnte (Yu et al., 2005). Die Kombination aus
Nelfinavir und Sorafenib bewirkte eine abgeschwachte Nelfinavir-induzierte Hochregulation
von mlc-1 Protein-Expression und ERK1/2 Phosphorylierung. Die Kombination fuhrte auch zu
einer vermehrten Aufspaltung von PARP, als Indikator einer verbesserten Apoptose, was
durch eine vermehrte Annexin-Bindung durchfluBzytometrisch bestatigt werden konnte. Des
Weiteren zeigt sich in der FACS Analyse, dass das Membranpotential der Mitochondrien nach

Kombinationstherapie deutlich gestort war.

Im ATP-Assay konnte ein synergistischer Effekt der Kombinationstherapie aus Nelfinavir und

Sorafenib auf OVCAR3 und SKOV3 Zellen nachgewiesen werden.

Die Kombination von Sorafenib mit anderen potentiell zytotoxischen Substanzen scheint

vielversprechend (Dal Lago et al., 2008).

In der TRIAS Studie der AGO/NOGGO (Phase I/Il) wurde die Kombination von Topotecan und

Sorafenib  bei platinresistenten  Ovarialkarzinompatienten, gefolgt von einer
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Erhaltungstherapie mit Sorafenib, mit einer Monotherapie Topotecan verglichen. In diesem
prognostisch sehr schwierigem Kollektiv konnte eine statistische, aber auch klinische
Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens nachgewiesen werden PFS 6,7 vs. 4,4
Monate (HR 0.6, 95%Cl; 0.43-0.83, p=0.002), OAS 17,1 vs. 10,1 Monate (HR 0.65, 95%Cl; 0.45-
0.93, p=0.017)(Chekerov et al., 2018). Weitere translationale Projekte in diesem Kollektiv sind

geplant.

Das bessere Verstandnis der Signaltransduktionswege, die Entwicklung von Substanzen, die
es ermoglichen gezielt einzelne Signaltransduktionswege zu beeinflussen und der Einsatz von
Microarray Genchips, um die dem onkogenen Phanotyp zugrunde liegenden spezifischen
Signaltransduktionswege zu indentifizieren, wird in Zukunft eine noch individualisiertere

Therapie des Ovarialkarzinoms hoffentlich unterstiitzen.

2.4. Neue intraperitoneale Therapieoptionen

Burges A., Wimberger P, Kimper C, Gorbounova V, Sommer H, Schmalfeldt B, Pfisterer J,
Lichinitser M, Makhson A, Moiseyenko V, Lahr A, Schulze E, Jager M, Strohlein MA, Heiss MM,
Gottwald T, Lindhofer H, Kimmig R.: Effective relief of malignant ascites in patients with
advanced ovarian cancer by a trifunctional anti-EpCAM x anti-CD3 antibody: a phase I/1l study.

Clin Cancer Res. 2007 Jul 1;13(13):3899-905.

Catumaxumab (anti-EpCAM x anti-CD3) ist ein trifunktioneller monoklonaler Antikorper
(MADb), der eine Bindungsstelle fiir das epithelzelladhasions-Molekil (epithelial cell adhesion
molecule; EpCAM) der Tumorzelle und das CD-3 Antigen der T-Zellen besitzt. Darliberhinaus
besitzt er eine funktionstilichtige Fc Region, die die Besonderheit dieses Antikérpers darstellt.
Sie besteht aus zwei unterschiedlichen Immunglobulin (Ig) Isotypen der Maus (IgG2a) und der
Ratte (IgG2b). Mit dieser kann der Antikoérper selektivan humanen Fcgl und lll Rezeptoren auf
akzessorischen Zellen (Makrophagen, dendritische Zellen, natlirliche Killer Zellen) haften,
nicht jedoch am inhibitorischen Fcgll Rezeptor, der auf B-Zellen exprimiert wird (Zeidler et al.,
2000). Diese Besonderheiten von Catumaxomab ermoglichen es, unterschiedliche
Immunzellen in der Umgebung des Tumors zu aktivieren, welche eine effektive Abtotung der

Tumorzellen bewirkt, auch derjenigen, die resistent gegen Apoptose sind.
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Bei Uber 90 % der Patientinnen mit Ovarialkarzinom lassen sich im Aszites EpCAM positive
Tumorzellen nachweisen (Balzar et al., 1999). Intraperitoneal ergibt sich zudem der Vorteil,
dass EpCAM dort tumorspezifisch ist, da benigne peritoneale Zellen mesothelialen Ursprungs

sind und keine EpCAM Expression aufweisen.

Wir fahrten daher eine internationale multitentrische Phase I/Il Studie mit 23 multipel
vorbehandelten Patientinnen zur Untersuchung der intraperitonealen Applikation von
Catumaxumab bei Patientinnen mit wiederholt punktionsbedirftigem Aszites zur Ermittlung
der maximal tolerierbaren Dosis (MTD) durch. Die Patientinnen wurden mit 4 bis 5 i.p. Gaben
von anti-EpCAM x anti-CD3 Uber 6 Stunden in steigender Dosierung gemdafR Protokoll
behandelt. Es ergab sich eine maximale tolerierbare Dosis von 10, 20, 50, 200 und 200 ug
(erste bis fliinfte Gabe an den Tagen 0, Tag 3, Tag 6, Tag 9 und Tag 13). Die Aszitesbildung
konnte durch die i.p. Gabe von anti-EpCAM x anti-CD3 so effektiv beeinflusst werden, dass bei
22/23 Patientinnen bis zum Ende der Studie (Tag 37) keine weitere Punktion mehr

vorgenommen werden musste.

Als Nebenwirkungen zeigte sich vor allem Fieber (83%), Ubelkeit (61%) und Erbrechen (57%).
CTC Grad 3 und 4 Nebenwirkungen zeigten sich meist bei der 200 pg Dosisstufe. Die
beobachteten Nebenwirkungen waren immer spontan reversibel. Moglicherweise sind diese
Nebenwirkungen Zeichen einer assoziierten Zytokinfreisetzung, als Folge einer durch anti-
EpCAM x ant-CD3 hervorgerufenen komplexen Immunreaktion oder der im Serum
nachweisbaren Zytokinerhéhung von i.p. mit anti-EpCAM x anti-CD3 behandelten

Patientinnen (Heiss et al., 2005).

Die Anzahl der EpCAM positiven Tumorzellen nahm deutlich von 539.000 per 10°
untersuchten Zellen am Beginn der Therapie auf 39 x 10% zum Zeitpunkt der letzten Messung

am Ende der i.p. Therapie ab (Abbildung 2) (Jaeger M, 2004).
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Abbildung 2: Abnahme des Ascites und der Tumorzellen im Ascites unter der i.p. Therapie mit
Catumaxomab. A: Individuelle Aszitesmengen von 17 Patientinnen der Dosisgruppen llb, Ill, IV
und V vor Behandlung und 24 h nach der 4. AK-Infusion, Linien: Median Werte von 105 bzw.23
mL/h. B: EpCAM positive Tumorzellen m Aszites x 10° immunhistochemisch untersuchter
Zellen im Aszites. Tage 3, 6 und 9 vor zweiter, dritter und vierter Infusion. Tage 10 und 14, 1

Tag nach vierter und flinfter Infusion.

Als Ergebnis der Studie wurde eine Dosierung von 10, 20, 50, und 150 pg anti-EpCAM-CD3 fiir

weitere Studien definiert, welche deutlich unter der MTD ist.

Unsere Ergebnisse wurden in einer Phase II/lll Studie bei Patientinnen mit Aszites
unterschiedlicher Tumorgenese bestatigt. In dieser Studie wurden neben Patientinnen mit
Ovarialkarzinom (n=129) auch 129 Patientinnen mit anderen Tumorerkrankungen -
Magenkarzinom (n=66; 51%), Brustkrebs (n=13; 10%), Pankreaskarzinom (n=9; 7%),
Colonkarzinom (n=8; 6%) und Endometriumkarzinom (n=6; 5%) - intraperitoneal mit dem

Antikorper behandelt (Heiss et al., 2010).
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Neben dem direkten zytotoxischem Effekt kann durch trifunktionelle Antikorper eine anti-
Tumor Immunitat generiert werden, wie es bei Patientinnen mit Peritonealkarzinose gezeigt
werden konnte. So konnten nach einer initialen Behandlung mit anti-EpCAM x anti-CD3 und
einer Restimulation nach 4 Wochen tumorreaktive CD4+/CD8+ T-Zellen bei den behandelten
Patientinnen nachgewiesen werden (Strohlein et al., 2009). Dariber hinaus liegen

entsprechende Daten zur Pharmakokinetik und Bioaktivitat vor (Ruf et al., 2010).

In der Phase lla Dosisfindungsstudie OVAR 2.10 wurde Catumaxomab beim platinrefraktaren
Ovarialkarzinomrezidiv bei Patientinnen mit zum Teil ausgepragter Tumorlast gepriift. In
diesem Patientinnenkollektiv konnte keine klinisch relevante Effektivitdt dieses Antikorpers
gezeigt werden. Zudem traten Probleme in Zusammenhang mit der Katheter-Plazierung auf,
wie sie auch von den Studien mit intraperitonealer Zytostatikagabe bekannt sind (Belau A,
2007). Anti-EpCAM x anti-CD3 hatte zwischenzeitlich durch die European Medicines Agency
(EMA) eine Zulassung fiir die intraperitoneale Therapie des Aszites erhalten, wenn keine
Standardtherapie zur Verfligung steht oder nicht mehr anwendbar ist. Diese Zulassung wurde

auf Wunsch des Herstellers 2017 jedoch zurilickgezogen.
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3. Abkiirzungsverzeichnis

EpCAM

ER

HE4

HER-2/neu

HIPEC

HRT

NACT

NF-kB

NuMA

OAS

PAI-1

PARP

PFS

PR

RMI

ROCA

ROMA

TNF

TRAIL

uPA

VEGF

Epithelial Cell Adhesion Molecule

Estrogen Receptor

humane Epidymidis Protein 4

human epidermal growth factor receptor 2

hyperthermen intraperitonealen Chemotherapie

Hormonersatztherapie
neoadjuvante Chemotherapie
nuklear factor-kappa B

Nuclear mitotic apparatus protein
Gesamtuberleben
Plasminogenaktivator-1
Poly(ADP-ribose)-Polymerasen
progressionsfreies Uberleben
Progesteronrezeptor

Risk of Malignancy Index

Risk of ovarian cancer Algorithm
Risk of Ovarian Malignancy Algorithm

Tumornekrose Faktor

tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand

Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp

Vascular Endothelial Growth Factor
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