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6.1. Das Ovarialkarzinom

6.1.1. Epidemiologie

Malignomerkrankungen stellen nach Herzkreislauferkrankungen die zweithaufigste
Todesursache in den USA dar [1]. Wird nach Alter und Geschlecht differenziert, so
machen Malignomerkrankungen in der Gruppe der 40- bis 79-jahrigen Frauen die
haufigste Todesursache aus [1]. Das Ovarialkarzinom (OvCa) ist dabei bei Frauen
insgesamt fiir 5% aller Todesfalle durch Malignomerkrankungen ursachlich und liegt
damit hinter dem Lungenkarzinom, dem Mammakarzinom, dem kolorektalen
Karzinom und dem Pankreaskarzinom an fiinfter Stelle [1]. Im Verlauf der letzten
Jahrzehnte konnte eine nur leichte Abnahme der Inzidenz verzeichnet werden, die
sich am ehesten auf eine vermehrte Einnahme von oralen Kontrazeptiva zurtickfiih-
ren lasst [2, 3]. Das mediane Alter bei Diagnosestellung ist 63 Jahre, und der tiberwie-
gende Teil der Patientinnen fallt in die Altersgruppe der 55- bis 64- Jahrigen, wobei
das OvCa jedoch in jedem Alter auftreten kann. So sind 12% der Patientinnen bei
Diagnosestellung nicht lter als 44 Jahre [2]. Die Uberlebensrate der Erkrankung stieg
im Verlauf der letzten Jahre nur leicht und bleibt weiterhin bei knapp unter 50% [1,
2].

6.1.2. Klinische Eigenschaften

Mehrere Risikofaktoren fiir das Auftreten eines Ovarialkarzinoms sind beschrieben
[4-7]. Ein erhohtes Risiko fiir die Erkrankung besteht bei einer familidren bzw.
genetischen Pradisposition, beispielsweise bei Vorliegen einer Keimbahn-Mutation
in den Breast Cancer Genen 1 oder 2 (BRCA1/2) oder eines Lynch-Syndroms [8, 9].
Weitere Risikofaktoren sind ein hohes Lebensalter, eine Vorerkrankung mit Endo-
metriose, ein niedriger soziobkonomischer Status oder eine Hormontherapie in der
Peri- und Postmenopause oder ein erhohter Body-Mass-Index (BMI) [4-7]. Schwan-
gerschaften, Stillen und die Verwendung oraler Kontrazeption stellen hingegen

protektive Faktoren dar [5-7].

Bislang gibt es keine gangigen Methoden zur Fritherkennung von Ovarialkarzino-
men in der Gesamtpopulation. Versuche des Screenings mittels einer Messung des
Tumormarkers CA-125 im Blut und transvaginalen Ultraschalluntersuchungen
konnten beispielsweise keine Verbesserung des Gesamtiiberlebens zeigen [10]. Das

OvCa bleibt zu Beginn der Erkrankung haufig symptomlos, und eventuell vorlie-
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gende frithe Symptome wie Vollegefiihl, Blahungen, abdominelle Schmerzen oder

eine Zunahme der Miktionsfrequenz sind unspezifisch [7].

Diagnostische Mafinahmen umfassen zundchst eine gyndkologische Spiegel- und
Tastuntersuchung und einen transvaginalen Ultraschall [7]. Zur weiteren spezifi-
scheren Abklarung konnen unter Umstanden eine Computertomographische (CT),
eine Magnetresonanztomographische (MRT) und eine Positronen-Emissions-
tomographische (PET/CT) Untersuchung hinzugezogen werden, wobei diese
Untersuchungen ein operatives Staging nicht ersetzen konnen [7]. Die definitive

Diagnosestellung erfolgt in der Regel durch eine histologische Untersuchung [7].

Die leitliniengerechte Therapie des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms umfasst eine
makroskopisch vollstindige Tumorresektion gefolgt von einer platinhaltigen
Chemotherapie [7]. Die erste zielgerichtete Therapieoption konnte mit dem gegen
den Gefafswachstumsfaktor VEGF gerichteten Antikorper Bevacizumab erganzend in
der Ersttherapie oder in der Rezidivtherapie etabliert werden [7, 11, 12]. Mit den
Inhibitoren der Poly(ADP-ribose)-Polymerasen (PARP) konnte noch eine weitere
zielgerichtete Therapieoption bereits in die Rezidiv- und Erhaltungstherapie des
Ovarialkarzinoms integriert werden [7, 13-19]. Mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren
und insbesondere den PD-1/PD-L1 Inhibitoren bietet sich eine neue vielversprechen-
de Gruppe von Therapeutika im OvCa, die bislang jedoch hauptsachlich im Rahmen
von Studien angewendet wird [20, 21]. Die Bindung des beispielsweise auf Tumor-
zellen exprimierten PD-L1 (Synonym: B7-H1) an das zum Beispiel auf Immunzellen
exprimierte PD-1 verhindert eine addquate Immunantwort auf Karzinomzellen und
lasst den Tumor damit dem Immunsystem entkommen [22, 23]. Eine Inhibition
dieses Mechanismus stellt dabei in der Theorie eine ausreichende Immunantwort des
Organismus auf den Tumor wieder her; die bisherigen Studienergebnisse blieben

jedoch tiberwiegend hinter den hohen Erwartungen zurtick [21].

6.1.3. Pathologische Eigenschaften

Die fiinf grofiten histologischen Subgruppen des Ovarialkarzinoms sind high-grade
serose Ovarialkarzinome (HGSOC), low-grade serdse Ovarialkarzinome (LGSOC),
endometrioide Ovarialkarzinome, klarzellige Ovarialkarzinome und muzinose
Ovarialkarzinome [7, 24, 25]. Die {iberwiegende Mehrheit der Falle stellen dabei die

high-grade ser6sen Ovarialkarzinome [7, 26].

Nach vorangehendem TNM-Staging werden Ovarialkarzinome nach der Internatio-
nal Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) Klassifikation in 4 Gruppen

unterteilt: Stadium I umfasst Fille mit Begrenzung auf Ovarien oder die Eileiter,
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Stadium II solche mit zusatzlicher Ausbreitung auf Uterus oder andere pelvine
intraperitoneale Organe, Stadium III beschreibt Falle mit dariiberhinausgehender
Tumorausdehnung in das Peritoneum jenseits des Beckens und/oder Metastasen in
retroperitonealen Lymphknoten, wéahrend Félle mit Fernmetastasen aufserhalb des
Peritonealraumes in das Stadium IV fallen [27]. Die meisten HGSOC Falle prasentie-

ren sich bei Diagnosestellung bereits im Stadium III [27].

Das Verstandnis vom OvCA als eine heterogene Gruppe von Erkrankungen und die
Unterscheidung in LGSOC und HGSOC als zwei unabhiangige Tumorentitaten mit
zwei unterschiedlichen Pathogenesewegen stellten eine der zentralen Entdeckungen
zur Pathogenese des OvCa der letzten Jahre dar. So entsteht HGSOC hochstwahr-
scheinlich nicht direkt im Ovar, sondern eher aus Vorlauferlasionen in den Eileitern
wie beispielsweise den sogenannten ,serous tubal intraepithelial carcinomas”
(STICs), die mit HGSOC gemeinsame Mutationen, beispielsweise in den Genen TP53,
BRCAT1/2 oder PTEN, teilen [28].

6.1.4. Prognostische Faktoren

Messgrofsen, die mit der Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines bestimmten
Ereignisses in einem Kollektiv von Erkrankten einer bestimmten Erkrankung
korrelieren, werden prognostische Faktoren genannt [29]. Mogliche Ereignisse
konnen dabei das Eintreten eines Todesereignisses oder das Auftreten eines Krank-
heitsrezidivs sein. Man unterscheidet das Gesamtiiberleben/Overall Survival (OS),
bei dem lediglich das Eintreten eines Todesereignisses betrachtet wird, und das
progressionsfreie Uberleben/Progression-free Survival (PFS), bei dem neben dem
Eintreten eines Todesereignisses auch das Auftreten eines Krankheitsrezidivs
betrachtet wird [30].

Als prognostische Faktoren einer Malignomerkrankung kommen klinische oder
histopathologische Faktoren in Frage. Bekannte prognostische Faktoren im OvCa
sind beispielsweise das Lebensalter der Patientinnen bei Diagnosestellung, ein hohes
FIGO-Stadium, das Vorliegen eines muzindsen Subtyps, das Vorliegen eines Residu-

altumors nach operativer Therapie oder grofse Mengen von Aszites [31-34].

Von besonderem Interesse sind jedoch molekulare prognostische Faktoren wie
beispielsweise von Tumorzellen exprimierte Proteine. Die Identifikation solcher
Proteine mit prognostischen Eigenschaften stellt auch gleichzeitig eine Moglichkeit
dar, diagnostische und vor allem therapeutisch nutzbare Tumorproteine zu identifi-
zieren. Der BRCA-Mutationsstatus stellt einen bekannten molekularen prognosti-

schen Faktor im OvCa dar. So zeigen Patientinnen mit BRCA-mutiertem OvCa ein

10
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besseres Gesamtiiberleben im Vergleich zu BRCA-Wildtyp-Fallen [31]. Obwohl
zahlreiche weitere Biomarker im OvCa beschrieben wurden, konnten sich davon
bislang keine in der Praxis als prognostische Marker etablieren oder auf deren

Grundlage weitere zielgerichtete Therapien erfolgreich entwickelt werden [33].

6.2. Galectine

Im Jahr 1994 wurden Galectine als eigene Proteinfamilie mit den zu dieser Zeit
bekannten Vertretern Galectin (Gal)-1, -2, -3, -4 erstbeschrieben [35, 36]. Die Mitglie-
der dieser Proteinfamilie wurden anhand zweier wesentlicher Eigenschaften defi-
niert: Eine Bindungsaffinitit fiir p-Galactoside und eine Ahnlichkeit in der

Aminosdaurensequenz der sogenannten , carbohydrate-binding site” (CRD) [35, 36].

Seither wurden zahlreiche weitere Galectine im Menschen und anderen Spezies
entdeckt. Die Beantwortung der Frage, wie viele verschiedene Galectine existieren,
gestaltet sich jedoch, wie im Folgenden dargestellt, iiberraschend kompliziert. So
muss diese Frage schon unterschiedlich beantwortet werden, betrachtet man humane
Galectine allein oder auch Galectine in anderen Spezies. Im Jahr 2004 umfasste die
Galectin-Familie die Vertreter Gal-1 bis -10 und Gal-12 bis -14, wobei Gal-5 in Ratten
und Gal-6 in Mausen, beide aber nicht im Menschen vorkommen [37]. Der Terminus
Gal-11 wurde zunachst fiir zwei verschiedene Proteine verwendet (OVGAL11 und
GRIFIN) [38-40], von denen jedoch bei genauerer Betrachtung keines die Kriterien
eines Galectins erfiillte [37]. Dessen ungeachtet wurde fiir OVGAL11 auch gleichzei-
tig falschlicherweise der Terminus Galectin-15 vergeben [41]. Zuletzt charakterisiert
wurde Gal-16 [42]. Im Menschen ist heute das Vorkommen der Galectine-1 bis -4, -7
bis -10, -12 bis -14 und -16 bekannt [43, 44].

6.2.1. Biochemische Eigenschaften

Anhand der CRD konnen Galectine in drei verschiedene Gruppen unterteilt werden:
Prototype-Galectine (Gal-1, -2, -5, -7, -10, -13, -14 und -16) bestehen aus einer CRD
und bilden haufig Homodimere. Tandem repeat-Galectine (Gal-4, -6, -8, -9 und -12)
besitzen zwei unterschiedliche, mittels einer Aminosdurekette, der sogenannten
linker chain, verbundene CRDs. Chimdre Galectine mit ihrem bisher einzigen
Vertreter Gal-3 besitzen neben der CRD eine weitere nicht-kohlenhydratbindende N-
terminale Proteindoméne und bilden hédufig Oligomere (Figure 1) [36, 37, 42, 45-48].

Gemeinsam ist allen Galectinen eine Bindungsaffinitat fiir 3-Galactoside, vorrangig

in Form proteingebundener Glycoproteine oder Proteogylcane auf der Zelloberflache
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oder in der Extrazellularmatrix [37, 46]. Durch mehrere dieser Bindungen kann eine
komplexe Gitterstruktur entstehen, das sogenannte ,lattice”, das wiederum durch
Clustern von Proteinen auf komplexe Weise in verschiedene Signalwege einwirken
kann [49]. Die unterschiedlichen CRDs der verschiedenen Galectine besitzen dabei
unterschiedliche Affinitdten fiir verschiedene Proteogylcane oder Glycoproteine [46].
Galectine besitzen keine klassischen Signalsequenzen und werden an freien Riboso-
men im Zytosol synthetisiert [37, 46, 48, 50]. Gleichwohl ist ihr Vorkommen im
Zellkern, auf der Plasmamembran und im Extrazellularraum beschrieben [37, 46].
Letzteres erfolgt durch einen noch nicht vollstandig verstandenen sogenannten
nicht-klassischen Sekretionsweg [37, 46, 51, 52]. Physiologisch wirken Galectine
extrazelluldr, vorrangig tiber Galectin-Glycan-Bindungen auf Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Interaktionen, aber auch intrazellular tiber Galectin-Protein-Interaktionen an
Signalwegen [46, 53]. Sie spielen dabei eine grofie Rolle in zahlreichen Bereichen,
beispielsweise in Wachstum und Entwicklung, in der Regulation des Zell-Zyklus
und der Apoptose, der Immunregulierung, bei Infektionen und entziindlichen

Prozessen sowie auch in der Tumorbiologie [46, 48, 52, 54-58].

€ 3€ €

Prototype Tandem Repeat Chimare
Gal-1,-2,-5,-7, Gal-4,-6,-8, Gal-3
-10,-13,-14, -9,-12
-16

Figure 1. Es werden drei verschiedene Gruppen von Galectinen unterschieden: Prototype-
Galectine, tandem repeat-Galectine und chimare Galectine. In Anlehnung an [36, 37, 45, 46].
Created with BioRender.com.

6.2.2. Tumorbiologische Eigenschaften

Zahlreiche Tumorarten weisen eine differentielle Expression oder einen Wechsel der
subzellularen Lokalisation von Galectinen im Vergleich zum Normalgewebe auf [46,
55, 59]. Dartiber hinaus konnte ein — teils hemmender, teils férdernder — Einfluss von
Galectinen in vielen verschiedenen tumorbiologischen Prozessen nachgewiesen
werden [45, 55]. Darunter fallen auch alle von Hanahan und Weinberg als sogenann-
te ,Hallmarks of cancer” [60] bezeichneten zentralen tumorbiologischen Prozesse:
die Aufrechterhaltung von Proliferationssignalen und das Ausweichen wachstums-

hemmender Signale, das Verhindern von Zelltod, die Induktion von Gefafsneubil-

12



6.2. Galectine

dung, invasives Wachstum und Metastasierung, das Erreichen replikativer Immorta-
litat, genetische Instabilitat und Mutationen, das Verhindern von immungesteuerter
Zerstorung, das Beglinstigen einer tumorférdernden Inflammation sowie die Dere-
gulation des Zellmetabolismus [61, 62] (Figure 2). Der Einfluss von Galectinen
konnte dabei in zahlreichen Tumorentitaten gezeigt werden wie beispielweise dem
Mamma-, Cervix-, Colon-, Magen-, Lungen oder Prostata-Ca [45]. In verschiedenen

Karzinomen zeigten Galectine dabei auch eine prognostische Relevanz [45, 63-67].

Aufrechterhaltung Umgehen
proliferativer wachstumshemmender
Signale Signale

Deregulation des Verhindern von
Zellmetabolismus immungesteuerter
Zerstorung

FCAIN “ Erreichen
‘— _> . .
vonZelltod ~@CH5D " replikativer

Verhindern C;
©c ) Immortalitat
/ Galectine \

LTI / \ -
73
Genetische O Tumorfordernde
Instabilitat & Inflammation
Mutationen

Induktion von Invasives

Gefalneubildung Wachstum und
Metastasierung

Figure 2. Galectine spielen in vielen verschiedenen tumorbiologischen Prozessen eine Rolle.
Darunter auch die von Hanahan und Weinberg als sogenannte ,Hallmarks of cancer”
bezeichneten Prozesse. In Anlehnung an [60, 62]. Created with BioRender.com.
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6.2.3. Ausgewdhlte Galectine

6.2.3.1 Galectin-1

Gal-1 wurde 1975 erstmals beschrieben und damals aufgrund seiner Entdeckung im
Zitteraal zunachst Electrolectin genannt [46]. In humanen OvCa-Zellen wurde das
Vorkommen von Gal-1 bereits 1990, damals jedoch noch unter dem Namen Galeptin,
beschrieben [68], noch bevor es 1994 als erster Vertreter der Galectin Familie in
Galectin-1 umgetauft wurde [36]. Bereits hier war bekannt, dass Gal-1 ebenfalls auch
in der extrazelluldaren Matrix vorkommen kann und dabei offenbar von Bedeutung
fiir die Tumorzelladhasion an extrazelluldre Matrix ist [68, 69]. Gleichwohl wurde
erst im Jahr 2012 erstmals die prognostische Bedeutung von Gal-1 im OvCa beschrie-
ben [70]. Es wurde gezeigt, dass Falle mit hoher Gal-1 Expression im peritumoralen
Stroma ein geringeres progressionsfreies Uberleben (PFS) aufweisen als Fille mit
geringer peritumoraler Gal-1 Expression [70]. Gleichzeitig wurde an dieser Stelle
erneut die Bedeutung von Gal-1 in der Tumorumgebung deutlich, da das Gal-1-
Vorkommen hier im peritumoralen Stroma evaluiert wurde [70]. Eine Analyse des
Gesamtiiberlebens (OS) wurde dabei jedoch nicht durchgefiihrt. Im Gegensatz dazu
wurde in einer anderen Studie die Gal-1 Expression in den Tumorzellen selbst
ausgewertet [71]. Falle mit hoher Gal-1 Expression im Tumor zeigten ein reduziertes
PFS und OS im Vergleich zu Fallen mit geringer Gal-1 Expression [71]. Da sich
jedoch beide Studien auf die Auswertung jeweils nur einer Lokalisation beschrank-
ten, bleibt die Frage offen, ob eine Korrelation der Gal-1 Expression in Tumor und

peritumoralem Stroma besteht.

6.2.3.2 Galectin-3

Bereits 1991 konnte aus Brustkarzinomgewebe cDNA eines Galactosid-bindenden
Proteins nachgewiesen werden, das spater Galectin-3 benannt wurde [36, 72]. Im
OvCa konnte Gal-3, damals noch unter der Bezeichnung , Laminin-binding protein”
erstmals 1994 nachgewiesen werden [73]. Ebenso konnte eine verminderte Expressi-
on von Gal-3 in OvCa-Zellen im Vergleich zum Normalgewebe festgestellt werden;
die subzelluldre Lokalisation von Gal-3 wurde jedoch nicht ndher beschrieben [73].
Im Endometrium-Ca konnte Gal-3 immunhistochemisch im Nucleus und dem
Zytoplasma festgestellt werden [74]. Falle mit ausschliefilich zytoplasmatischer Gal-3
Expression zeigten ein erhohtes invasives Verhalten im Vergleich zu Fallen mit
kernstandiger und zytoplasmatischer Gal-3 Expression [74]. Eine dhnliche Beobach-
tung konnte spater von Brustmann auch im OvCa getatigt werden. Hier zeigten Fille
mit ausschliefilich zytoplasmatischer und fehlender kernstandiger Gal-3 Expression

eine schlechtere Prognose, wahrend die zytoplasmatische Gal-3 Expression selbst
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keinen Einfluss auf das Uberleben hatte [75]. Im Gegensatz dazu zeigten Kim et al. in
ihrer Studie, dass Patientinnen mit hoher zytoplasmatischer Gal-3 Expression ein
schlechteres PFS aufwiesen, wahrend kernstandige Gal-3 Expression offenbar nicht
beobachtet wurde [76].

6.2.3.3 Galectin-7

Erstmals wurde 1995 das Vorkommen von humanem Galectin-7 in der Epidermis
beschrieben [77, 78]. In Zusammenhang mit dem OvCa wurde Galectin-7 erstmals
2013 von Kim et al. untersucht [79]. Gal-7 konnte hier immunhistochemisch im
Zytoplasma und Nucleus von Tumorzellen nachgewiesen werden. Weiterhin konnte
dargelegt werden, dass Falle mit hohen Gal-7 Expressionen ein reduziertes OS zeigen
[79]. In einem Zellkulturexperiment konnte dariiber hinaus demonstriert werden,
dass ein Gal-7-Knockdown die Tumorzell-Proliferation senkt [79]. In einer Studie
von Labrie et al. konnte Gal-7 ebenfalls in OvCa-Gewebe nachwiesen werden [80].
Die subzelluldre Lokalisation wurde hier iiberwiegend im Zytoplasma angegeben,
wobei auch eine Sekretion in das Interstitium beobachtet wurde [80]. Zusatzlich
konnte die Studie in Zellkulturexperimenten zeigen, dass Mutationen im Tumorsup-
pressorgen p53 die Expression von Gal-7 induzieren und Gal-7 zum einen das
invasive Verhalten von OvCa-Zellen fordert, zum anderen in Lymphozyten und

Monozyten Apoptose induziert [80].

6.2.3.4 Galectin-8

Galectin-8 wurde erstmals 1995 als neues Galectin vom tandem-repeat Typ beschrie-
ben [81]. Fiir Galectin-8 wurden mindestens sieben verschiedene mRNAs beschrie-
ben, die durch Splicing entstehen und fiir verschiedene Unterformen von Gal-8
kodieren, die in verschiedenen Geweben unterschiedlich exprimiert werden kénnen
[46]. Bereits 2001 wurde das Vorkommen von Gal-8 mRNA in zwei OvCa-Zelllinien
beschrieben [82]. Erst 2017 wurde Gal-8 auch in OvCa-Gewebe mittels Immunfluo-
reszenz (IF) auf Proteinebene nachgewiesen [83]. Weiterhin konnte eine Korrelation
zwischen Gal-8 Expression und dem Erwerb einer Chemoresistenz, nicht jedoch
beziiglich des Uberlebens, beobachtet werden [83]. Mittels ELISA gemessene hohere
Gal-8 Konzentrationen im Plasma von OvCa-Patientinnen korrelierten jedoch mit
einem schlechteren Uberleben (OS und PFS) [83].
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6.2.3.5 Galectin-9

Das Vorkommen von Galectin-9 in murinem Gewebe wurde erstmals 1997 beschrie-
ben [84, 85]. Im Menschen existieren zwei Gene fiir Gal-9 sowie mindestens drei
verschiedene Isoformen des Proteins mit unterschiedlicher Liange der linker chain
[46]. Ahnlich wie zu Gal-8 liegen nur wenige Studien vor, die die Bedeutung von
Gal-9 im OvCa untersuchen. Auch Gal-9 konnte in einer OvCa-Zelllinie nachgewie-
sen werden [82]. Labrie et al. evaluierten Gal-9 als prognostischen Marker im OvCa
[83]. Sie beobachteten die mittels IF untersuchte Gal-9 Expression in Form von
zytoplasmatischer und in Form von perinucledrer punktférmiger Anfdarbbarkeit.
Diese spezielle Form der Gal-9 Expression stellte sich in der Studie als negativer
prognostischer Faktor hinsichtlich des Gesamtiiberlebens heraus [83]. Als wichtiger
Bindungspartner fiir Gal-9 konnte Tim-3 identifiziert werden, dass auf T-
Lymphozyten exprimiert wird, und durch die Interaktion mit Gal-9 die Apoptose der
Immunzelle einleiten und so die Immunantwort herunterregulieren kann [86, 87].
Hinweise, dass diese Mechanismen auch fiir die Entwicklung und Progress einer
OvCa-Erkrankung relevant sind, zeigen die erhohte Tim-3 Expression von T-Zellen
in OvCa-Patientinnen im Vergleich zu gesunden Vergleichspatientinnen sowie die
erhohte Tim-3 Expression der T-Lymphozyten bei fortgeschrittenen FIGO-Stadien im
Vergleich zu frithen FIGO-Stadien [88]. In einer weiteren Studie konnte gezeigt
werden, dass Gal-9 und PD-1 eine Bindung eingehen konnen, die weder durch PD-
L1 noch durch die gangigen therapeutischen PD-1 Antikorper, wie beispielsweise
Pembrolizumab gehemmt wird [89]. Durch simultane Bindung von Gal-9 an Tim-3
und PD-1 konnen so Komplexe entstehen, die die Interaktion von Gal-9 und Tim-3
und damit die Induktion von Apoptose in PD-1+ Tim-3+ T-Zellen wiederum damp-
fen [89]. Gal-9 stellt damit einen wichtigen Faktor tumorimmunologischer Signalwe-

ge dar, der durch Inhibierung wiederum therapeutisch genutzt werden konnte [89].

6.2.4. Therapeutische Anwendung

Die grofie Hoffnung der Biomarker-basierten Forschung liegt darin, aus einer
potenziellen diagnostischen Nutzbarkeit auch gleichzeitig eine therapeutische
Nutzung ableiten zu konnen. Therapeutika fiir diese sogenannten ,targeted-
therapies” konnen beispielsweise kleine organische Molekiile wie die PARP-
Inhibitoren darstellen oder aus der Gruppe monoklonaler Antikérper wie der Anti-

VEGEF-Antikorper Bevacizumab stammen [20].

Fiir Gal-1 wurden bereits mehrere mogliche Inhibitoren untersucht [90]. Das synthe-
tische Disaccharid Thiodigalactosid bindet Gal-1 und ist bei intratumoraler Admi-

nistration in der Lage, das Tumorwachstum zu reduzieren, Inmunzelleinwanderung
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zu erhdhen und Angiogenese zu reduzieren [91]. Ein weiterer Hemmstoff mit dem
Namen , Anginex” wurde zundchst als anti-angiogenetisch wirkendes Peptid
entwickelt [92]. Spéter konnte die Wirkweise {iber Gal-1 demonstriert werden, da in
Gal-1-defizienten Mausen die Wirkung von Anginex aufgehoben wurde [93]. Nach
dem Vorbild von Anginex wurden daraufhin Nicht-Peptid-Molekiile mit anti-
angiogenetischen Figenschaften entwickelt [94]. Darunter fand sich auch ,,OTX008,
das Gal-1 bindet und nicht-kompetitiv die Galectin-Galactosid-Bindung hemmt [95].
Durch ,,OTX008” konnten damit eine Hemmung von Zellproliferation und Zellinva-
sion in Zellkultur-Experimenten sowie eine Verminderung von Tumorwachstum
und Angiogenese in einem Mausmodell erreicht werden [95, 96]. Fiir Galectin-3 sind
ebenfalls mehrere Hemmstoffe bekannt [90], darunter beispielsweise auch , PectaSol-
C modifiziertes Zitrus Pectin”, das in Zellkulturexperimenten mit einer OvCa-
Zelllinie in der Lage war, die Zellen fiir Paclitaxel zu sensibilisieren [97]. Auch fiir
Gal-7 konnte bereits ein peptidischer Inhibitor entwickelt werden, der in der Lage ist,
die Dimerisierung von Gal-7 zu verhindern und auch funktionell Gal-7 in der

Induktion von Apoptose einer T-Zelllinie zu inhibieren [98].

In Zukuntft lassen sich wohl noch zahlreiche weitere Studien zu neuen Therapeutika
mit Angriffspunkten an Galectinen erwarten. Grundlage fiir deren Entwicklung ist
dabei stets auch eine genaue Analyse der prognostischen Bedeutung des jeweiligen

Zielproteins innerhalb der jeweiligen Erkrankung.

6.3. Ziel der Studie

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die schlechte Prognose eines Ovarial-
karzinoms im Wesentlichen durch die spate Diagnosestellung in fortgeschrittenen
Tumorstadien und die wenigen und iiberwiegend unspezifischen Therapieoptionen
bestimmt wird. Die Identifikation von Tumorproteinen als prognostische Faktoren
stellt dabei gleichzeitig eine Moglichkeit dar, diagnostisch oder therapeutisch
nutzbare Tumorproteine zu identifizieren. Galectine als Proteinfamilie konnten
bereits in verschiedenen Karzinomerkrankungen und teilweise auch bereits im OvCa
als prognostische Faktoren identifiziert werden [45, 63-67]. Fiir einige Galectine
wurden bereits mogliche Therapeutika untersucht [90]. Ziel dieser Arbeit war die
Untersuchung verschiedener Galectine hinsichtlich ihrer prognostischen Eigenschaf-
ten im OvCa. Dafiir wurden nach vorheriger Literaturrecherche die Galectine-1, -3,
-7, -8 und -9 ausgewahlt. Im Gegensatz zu einigen bisherigen Studien wurde bei der
Auswertung ein besonderer Wert auf die gesonderte Beurteilung der Galectin-

Expressionen in unterschiedlichen (sub-)zelluldren Lokalisationen gelegt.
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7. Zusammenfassung

Die beiden in Kapitel 4 aufgefiihrten wissenschaftlichen Arbeiten evaluieren die
prognostischen Eigenschaften der ausgewahlten Galectine -1, -3, -7, -8 und -9 im
OvCa und bieten damit eine Grundlage fiir weitergehende Studien hinsichtlich
diagnostischer und therapeutischer Nutzbarkeit dieser Proteine. Die verschiedenen
Galectin-Expressionen wurden dafiir mittels Immunhistochemie (IHC) an histologi-
schen Schnitten aus Formalin-fixiertem Paraffin-eingebetteten (FFPE) Gewebe
durchgefiihrt. Hierbei wurden entweder Flachenschnitte (Gal-1, -3, -7) oder Schnitte
eines eigens dafiir angefertigten Tissue Micro Arrays (TMA) (Gal-8, -9) verwendet.
Die Farbeintensitdt wurde lichtmikroskopisch bestimmt und daraufhin mit vorlie-
genden klinischen und pathologischen Parametern sowie mit Uberlebensdaten des

Kollektivs korreliert (Figure 3).

oo

1. Ovarialkarzinom- 2. Archivierter 3. TMA Block 4. Anfertigung der
gewebe FFPE Block Anfertigung Schnittpréparate

-~ %
= — E — T
-
5. Ungefarbter 6. Immunohistochemische 7. Gefarbter 8. Mikroskopische
histologischer Farbung histologischer Auswertung
Schnitt Schnitt

Figure 3. Operationspraparate von Ovarialkarzinomen (1) wurden zur Routinediagnostik
aufgearbeitet und daraus Gewebeproben archiviert (2). Aus archiviertem Gewebe wurden
zundchst TMA-Blocke (3) und daraufhin histologische Schnitte angefertigt (4). Die Gal-1-,
Gal-3- und Gal-7-Farbungen wurden unmittelbar an histologischen Leerschnitten der
archivierten FFPE Blocke durchgefiihrt (hier entféllt Schritt 3). Die jeweiligen Leerschnitte (5)
wurden immunhistochemisch gefarbt (6). Die so gefarbten Schnitte (7) wurden lichtmikro-
skopisch ausgewertet. Created with BioRender.com.
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7.1. Galectin-1

In einer Studie von Kim et al. wurde gezeigt, dass Patientinnen mit starker peritumo-
raler Gal-1 Expression eine schlechtere Prognose aufweisen [70]. Im Gegensatz dazu
wurde von Chen et al. die Gal-1 Expression in den Tumorzellen selbst ausgewertet;
auch hier zeigten Fille mit hoher Gal-1 Expression ein reduziertes Uberleben (PFS
und OS) [71]. Im Vergleich zu den beiden vorherigen Studien, die sich auf die
Beschreibung jeweils nur einer Lokalisation beschrankten, wurde in unserer Studie
die Gal-1 Expression in beiden Lokalisationen — im Tumor und im peritumoralen
Stroma - differentiell ausgewertet [99]. In Tumorzellen wurde weiterhin nach
Expression im Zytoplasma und in Zellkernen unterschieden (Figure 4). In der
univariaten Analyse mittels Kaplan-Meier Kurven zeigte sowohl eine hohe zyto-
plasmatische als auch eine hohe peritumorale Expression eine Korrelation mit einem
schlechteren OS [99]. In der multivariaten Analyse konnte sich jedoch neben dem
Grading und dem FIGO-Stadium lediglich die Gal-1 Expression im Stroma als
unabhangiger prognostischer Faktor behaupten [99]. Betrachtet man die Korrelatio-
nen der zytoplasmatischen Gal-1 Expression und klinischen und pathologischen
Parametern, ladsst sich eine Erklarung dafiir erkennen. So zeigt die zytoplasmatische
Gal-1 Expression eine signifikante Korrelation mit den schon bekannten prognosti-
schen Faktoren wie dem histologischen Subtyp, dem Grading und dem FIGO-

Stadium, die bei der peritumoralen Gal-1 Expression fehlen [99].

Figure 4. Galectin-1 und -3 Farbung wurde im Zytoplasma von Tumorzellen (1), im Zellkern
von Tumorzellen (2) und im angrenzenden Tumorstroma getrennt ausgewertet (3). Created
with BioRender.com.
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Auch in anderen Tumorarten wurde von weiteren Arbeitsgruppen bereits die
Expression von Gal-1 im Stroma beschrieben [100, 101]. Zudem konnte fiir das OvCa
auch gezeigt werden, dass die im peritumoralen Stroma gemessene Gal-1 Konzentra-
tion hoher liegt als die im nicht-tumorinfiltrierten Stroma [102]. Dariiber hinaus
konnten auch Mechanismen fiir die Akkumulation von Gal-1 im peritumoralen
Stroma beleuchtet werden: So zeigten Fibroblasten, die mit Zellkulturmedium
versetzt wurden, das zuvor durch OvCa-Zellen konditioniert wurde, eine erhohte

Gal-1 Expression, selbst wenn die OvCa-Zellen selbst nicht Gal-1 exprimierten [102].

Die von uns beobachtete positive Korrelation zwischen peritumoraler und tumorei-
gener zytoplasmatischer Gal-1 Expression unterstiitzt diese in-vitro Experimente und
zeigt die gegenseitige Abhangigkeit von Gal-1 Expression in Tumor und Tumor-
stroma [99]. Gleichwohl bedarf es weiterer Analysen, um beispielweise Falle mit

Gal-1 negativen Tumorzellen, aber Gal-1 positivem Tumorstroma zu erklaren.

Wir und andere konnten eine negative prognostische Bedeutung der Gal-1 Expressi-
on im OvCa belegen [70, 71, 99]. Gal-1 stellt daher ein vielversprechendes Zielprotein

zur weiteren Evaluation von diagnostischer oder therapeutischer Nutzbarkeit dar.

7.2. Galectin-3

In einer Studie von Brustmann zeigten Falle ohne kernstandige Gal-3 Expression eine
reduzierte Prognose [75]. Die zytoplasmatische Expression allein zeigte dagegen
keine Korrelation mit dem Uberleben [75]. Im Gegensatz dazu beobachteten Kim et
al. in ihrer Studie, dass Patientinnen mit erhohter zytoplasmatischer Gal-3 Expressi-

on ein verringertes PFS aufweisen [76].

In der von uns durchgefiihrten Studie zeigten Falle mit kernstandiger Gal-3 Expres-
sion in der univariaten Analyse ein besseres OS als Fille ohne kernstandige Gal-3
Expression und konnten damit das Ergebnis Brustmanns bestédtigen, wahrend die
Gal-3 Expression im Zytoplasma oder im peritumoralen Stroma auch in unserer
Studie keine Korrelation mit dem OS zeigte [99]. Die kernstandige Gal-3 Expression
wies signifikante Korrelationen mit dem histologischen Subtyp, dem Tumorstadium
und dem Patientenalter auf und konnte sich daher in der multivariaten Analyse nicht

als unabhangiger prognostischer Faktor behaupten [99].

Fiir Gal-3 wurden unterschiedliche Bindungspartner und unterschiedliche daraus
resultierende tumorbiologische Funktionen in Zellkern und Zytosol beschrieben
[103]. So imitiert Gal-3 im Zytosol beispielsweise die Funktionsweise des antiapopto-

tischen und daher onkogenen Proteins Bcl-2 und kann so ebenfalls Apoptose verhin-
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dern [104]. Im Zellkern hingegen interagiert Gal-3 mit tumorassoziierten Transkripti-
onsfaktoren, beispielsweise im Wnt-Signalweg [105]. Die von uns und anderen fiir
das OvCa beobachtete verbesserte Prognose fiir Patientinnen mit kernstandiger Gal-3
Expression in Tumorzellen lasst sich so jedoch noch nicht erklaren. Aufgrund seines
offenbar durch die subzelluldre Lokalisation bestimmten prognostischen Effektes
und die positive prognostische Bedeutung erscheint Gal-3 als therapeutisches Target
beispielsweise eines klassischen Inhibitors fiir das OvCa eher ungeeignet. Ein
besseres Verstandnis der Mechanismen, die die subzelluldre Lokalisation von Gal-3
in OvCa-Zellen bestimmen, konnten jedoch unter Umstanden andere Angriffspunkte
offenbaren, die sich eventuell im OvCa noch eher als therapeutisches Target eignen
als Gal-3 selbst.

Neben dem Vorkommen von Gal-3 in Tumorzellen wurde das Vorkommen von Gal-
3 schon sehr friith auch in Makrophagen, hier urspriinglich unter dem Proteinnamen
Mac-2, beschrieben [106]. Sogenannte Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs)
tragen in zahlreichen Malignomen wesentlich zum Fortschreiten der Erkrankung bei
und stellen dabei auch ein potenzielles therapeutisches Target dar [107, 108]. Die
Rolle Gal-3 positiver TAMs im OvCa wurde in unserer Studie jedoch nicht genauer
untersucht und bleibt daher im OvCa wie auch in anderen Tumorentititen Gegen-

stand weiterer Forschungsarbeiten.

7.3. Galectin-7

Kim et al. beobachteten in ihrer Studie, dass Falle mit hoher Gal-7 Expression ein
verringertes OS aufweisen [79]. Auch in unserer Studie beobachteten wir, dass
innerhalb unseres Studienkollektives Falle mit hoher Gal-7 Expression ein schlechte-
res OS im Vergleich mit Féllen mit geringer Gal-7 Expression zeigten, wahrend Falle
ohne Gal-7 Expression insgesamt das beste OS zeigen [99]. Die negative prognosti-
sche Bedeutung von Gal-7 konnte in unserem Kollektiv damit in einer Art , Dosis-
abhangigen” Art und Weise verdeutlicht werden. Der negative Einfluss von Gal-7
auf das Gesamtiiberleben von OvCa-Patientinnen, wie ihn auch Kim et al. beobachte-
te, konnte somit bestdtigt werden [79]. Wie auch in der Studie von Labrie et al.
beschrieben, beobachteten wir Gal-7 jedoch tiberwiegend im Zytoplasma von OvCa-

Zellen, seltener im Zellkern [99].

Insgesamt stellt Gal-7 damit, trotz der bislang noch wenigen Studien, die sich mit
den prognostischen Eigenschaften, der molekularbiologischen Funktionen und
insbesondere der Rolle im OvCa beschiftigen, ein vielversprechendes Tumorprotein

tiir weitergehende Studien zur diagnostischen und therapeutischen Nutzbarkeit dar.
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7.4. Galectin-8

Hohere Gal-8 Konzentrationen im Blutplasma von OvCa-Patientinnen korrelierten in
der Studie von Labrie et al. mit einem signifikant verringerten Uberleben (PFS und

OS), die Expression im Tumor wies jedoch keine prognostische Bedeutung auf [83].

In unserer Studie hingegen zeigten Falle mit hoher zytoplasmatischer Gal-8 Expres-
sion ein signifikant langeres OS als Falle mit geringer oder fehlender Gal-8 Expressi-
on [109]. In anderen Malignomen wurden Implikationen von Gal-8 in verschiedenen
tumorbiologisch relevanten Prozessen wie Zelladhdsion, Zellmigration, Apoptose,
Angiogenese, Zellproliferation und Metastasierung beschrieben, vorrangig jedoch in
einer krankheitsfordernden Art und Weise [110-113]. Fiir das OvCa im Speziellen
fehlen noch derartige mechanistische Studien, die den von uns oder anderen beo-
bachteten Einfluss auf das Uberleben von OvCa-Patientinnen in die eine oder andere
Richtung erkldaren konnten. Weiterhin fehlt es an Wissen dariiber, inwiefern die
verschiedenen Unterformen von Gal-8 im OvCa vorkommen oder ob sie gegebenen-
falls auch unterschiedliche Funktionen ausiiben. Dariiber hinaus ist nicht bekannt, ob
und in welchem Ausmafs Antikorper-basierte Detektionsmethoden wie IHC, IF oder
ELISA die verschiedenen Unterformen von Gal-8 erkennen und inwiefern sich die
Verwendung verschiedener Primarantikorper auf die Erkennung unterschiedlicher
Unterformen auswirkt. Weitere dahingehende Untersuchungen sind notwendig,
bevor Gal-8 als diagnostisches oder therapeutisches Ziel in Betracht gezogen werden

kann.

7.5. Galectin-9

Labrie et al. konnten in ihrer Studie beobachten, dass OvCa-Falle mit perinucledrer

punktférmiger Anfarbbarkeit im Tumor ein reduziertes OS aufwiesen [83].

In unserer Studie hingegen zeigte sich ein komplexeres Bild [109]. Gal-9 konnte dabei
aber weder als positiver noch als negativer prognostischer Faktor identifiziert
werden, obwohl die verschiedenen anhand der Gal-9 Expression eingeteilten
Gruppen einen signifikanten Unterschied hinsichtlich ihres Gesamtiiberlebens
zeigten. Im Vergleich mit der Gruppe ohne Gal-9 Expression zeigte die Gruppe mit
moderater Gal-9 Expression ein schlechteres OS, hingegen die Gruppe mit hoher

Gal-9 Expression ein verbessertes OS [109].

Zundchst stellt sich daraufhin die Frage, wie unterschiedliche Ergebnisse im Ver-
gleich zu der Studie von Labrie et al. zustande kommen konnen. Es muss festgestellt

werden, dass in den beiden Studien zwar eng verwandte, jedoch unterschiedliche
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Methoden zur Antigendetektion verwendet wurden: IF und IHC. Angesichts der
erfahrungsgemafs praziseren raumlichen Auflosung einer IF-Farbung ist es nicht
verwunderlich, dass die von Labrie et al. beschriebene perinucledre Farbung in
unserer Studie unter der Verwendung von IHC nicht beobachtet werden konnte.
Gleichwohl wiirden Falle mit diesem Farbemuster mit hoher Wahrscheinlichkeit in
unserem Kollektiv zu finden sein. Angenommen, es fanden sich Falle, die in der IF
eine punktformige perinucledre Farbung zeigen, {iberwiegend in unserer Gruppe mit
moderater Anfarbbarkeit in der IHC wieder, konnte hier gegebenenfalls doch eine
gewisse Ubereinstimmung der beiden Studien vorliegen. Zum anderen besteht fiir
Gal-9, wie auch fiir Gal-8, die Moglichkeit, dass verschiedene Antikorper die unter-
schiedlichen Isoformen von Gal-9 mit unterschiedlicher Affinitdt erkennen. Das
wiirde eine mogliche Erklarung darstellen, warum verschiedene Studien hier zu

unterschiedlichen Beobachtungen kommen.

Des Weiteren stellt sich die Frage, wie sich der von uns beobachtete komplexe
Zusammenhang zwischen Gal-9 Expression und der Prognose erkldaren lasst. Dafiir
muss man feststellen, dass Gal-9 in verschiedenen tumorbiologisch relevanten
Mechanismen in zum Teil gegensatzlichen Rollen beteiligt ist. So konnten beispiel-
weise in vitro Experimente zeigen, dass Gal-9 in der Lage ist, Apoptose in OvCa-
Zellen zu induzieren [114]. Weiterhin konnte eine Studie im Mamma-Ca zeigen, dass
die Expression von Gal-9 auf Tumorzellen die Zelladhésion zu den Bestandteilen der
Extrazellularmatrix verringert und Patientinnen mit Tumoren ohne Gal-9 Expression
haufiger Metastasen ausbildeten [115]. Damit stellen die Implikationen von Gal-9 in
Apoptose und die in Zelladhdsion und Metastasierung, sofern sie auch fiir das OvCa
bestatigt werden konnen, mogliche Erklarungsansatze fiir eine durch Gal-9 verbes-

serte Prognose von OvCa-Patientinnen dar.

Betrachtet man die tumorimmunologische Funktion von Gal-9, zeigt sich jedoch ein
unterschiedliches Bild. Die Bindung von Gal-9 an das Oberflichenprotein Tim-3
konnte als zentraler Mechanismus, zundchst auf CD4+ T-Helferzellenzellen vom
Typ-1 (Tul-Zellen), identifiziert werden, der zum Absterben von Tul-Zellen fiihrt
[86]. Auch fiir zytotoxische CD8+ T-Zellen (T-Zellen) konnte ein analoger Mecha-
nismus nachgewiesen werden [87]. Im OvCa sprechen Tumor-infiltrierende Lym-
phozyten generell sowie insbesondere tumorinfiltrierende Tc-Zellen fiir eine bessere
Prognose [116]. In einem Mausmodell zur Autoimmunarthritis konnte gezeigt
werden, dass Gal-9 die Anzahl von regulatorischen T-Zellen (Treg-Zellen) durch Gal-9
erhoht [117]. Treg-Zellen sind fiir ihre immunsuppressiven und daher krankheitsfor-
dernden Eigenschaften in Malignomen bekannt [118]. Im OvCa sprechen folglich
auch Treg-Zellen in der Tumorumgebung fiir eine reduzierte Prognose [116]. Somit

konnte eine erhohte Gal-9 Expression im OvCa eine reduzierte Prognose von OvCa-
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Patientinnen erkldren, angenommen, die Tumorzellen konnen iiber Gal-9 Sekretion

auf tumorinfiltrierende Te-Zellen oder Treg-Zellen einwirken.

Unter der Annahme, dass die verschiedenen Effekte von Gal-9 bei unterschiedlichen
Konzentrationen vorrangig in Erscheinung treten, konnten die prognosefordernde
Wirkweise von Gal-9 tiber Apoptose, Zelladhdsion und Metastasierung auf der einen
Seite und die prognoseverschlechternde Wirkweise von Gal-9 iiber tumorimmunolo-
gische Faktoren zu dem von uns beobachteten komplexen Zusammenhang von Gal-9
und der Prognose von OvCa-Patientinnen fiihren. Weitere Studien sind aber not-
wendig, um diese Mechanismen in Zusammenhang mit Gal-9 im OvCa nachzuwei-

sen.

7.6. Fazit

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sich jedes der Proteine Gal-1, -3, -7, -8
und -9 in unterschiedlichem Ausmaf$ und mit unterschiedlichem Verteilungsmuster
im OvCa-Gewebe immunhistochemisch detektieren ldsst. Vergleicht man innerhalb
unseres Patientinnen-Kollektivs verschiedene anhand ihrer jeweiligen Galectin-
Expression eingeteilte Gruppen, so zeigen sie mitunter signifikante Unterschiede
hinsichtlich ihres Gesamtiiberlebens. Dabei stellen die verschiedenen Galectin-
Expressionen entweder negative (Gal-1, Gal-7) oder positive (Gal-3, Gal-8) prognosti-
sche Faktoren dar oder lassen sich nicht eindeutig zuordnen (Gal-9). Unter zusatzli-
cher Betrachtung vorliegender Studien anderer Arbeitsgruppen lassen sich vor allem
die Galectine-1 und -7 als vielversprechende Ziele fiir weitergehende Studien zur
diagnostischen oder therapeutischen Nutzung identifizieren. Die {ibrigen hier
untersuchten Galectine zeigen im tumorbiologischen Gesamtkontext eine offenbar
komplexere Rolle (Gal-3 und Gal-9) und/oder bilden in Zusammenschau mit anderen
Studien ein noch zu unvollstandig untersuchtes und teilweise auch widerspriichli-
ches Gesamtbild ab (Gal-8 und Gal-9). Insbesondere die Implikationen von Gal-3 und
Gal-9 wie auch von Gal-7 im Bereich der Tumorimmunologie konnen jedoch weiter
an Bedeutung gewinnen, betrachtet man das wachsende Feld der Immunonkologie

und die daraus resultierenden zielgerichteten Therapieoptionen.

24



9.1. Galectin-1

8. Abstract

The poor prognosis of ovarian carcinoma is determined by late-stage diagnosis and
the few, mostly unspecific therapy options. Evaluation of tumor proteins as prognos-
tic factors is a possibility to identify tumor proteins that can be used diagnostically or
therapeutically. Members of the Galectin protein family have already been identified
as prognostic factors in various carcinomas. We investigated the prognostic proper-
ties of galectins-1, -3, -7, -8 and -9 in ovarian cancer. Galectin expression was deter-
mined using immunohistochemistry and light microscopy. Galectin expression data
was correlated with clinical and pathological parameters as well as survival data.
Gal-1 expression in the tumor cells and the peritumoral stroma could be identified as
negative prognostic factors. Gal-3 expression in the nuclei of tumor cells is a positive
prognostic factor. A higher Gal-7 expression in cancer cells has a negative prognostic
influence. In our collective, Gal-8 served as a positive prognostic factor, while Gal-9
expression determined overall survival in a more complex way. Our results indicate
that especially Gal-1 and -7 could be promising targets for future diagnostic and

therapeutic use.

9. Summary

The two scientific papers listed in section 4 evaluate the prognostic properties of the
selected galectins-1, -3, -7, -8 and -9 in ovarian cancer (OvCa) and thus provide a
basis for further studies regarding the diagnostic and therapeutic implications of
these proteins. Galectin expression was determined using immunohistochemistry
(IHC) on histological sections from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue.
Either tissue sections (Gal-1, -3, -7) or tissue micro array (TMA) sections (Gal-8, -9)
were used. Staining intensity was determined using light microscopy and then
correlated with pre-existing clinical and pathological parameters as well as with

survival data of the collective.

9.1. Galectin-1

Kim et al. demonstrated that patients with strong peritumoral Gal-1 expression have
a worse prognosis [70]. In contrast, Chen et al. evaluated Gal-1 expression in the
tumor cells themselves; here cases with high Gal-1 expression showed reduced
survival (PFS and OS) [71]. In comparison to the two previous studies which were
limited to the description of only a single localization, in our study Gal-1 expression
was evaluated differentially in both localizations — in the tumor as well as in the

peritumoral stroma [99]. In tumor cells, it has been further differentiated between
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9. Summary

expression in the cytoplasm and the nucleus. In univariate analysis using Kaplan-
Meier curves, both high cytoplasmic and high peritumoral expression correlated
with reduced OS [99]. In multivariate analysis, however, only Gal-1 expression in the
stroma served as an independent prognostic factor next to grading and FIGO stage
[99]. Regarding the correlations between the cytoplasmic Gal-1 expression and
clinical and pathological parameters, an explanation becomes apparent. Cytoplas-
matic Gal-1 expression shows significant correlations with common prognostic
factors like histological subtype, grading and FIGO stage which do not exist with the

peritumoral Gal-1 expression [99].

Gal-1 expression in the stroma has also been previously described in other cancer
types [100, 101]. In addition, in OvCa it could be demonstrated that Gal-1 concentra-
tion measured in the peritumoral stroma is higher than that in the non-tumor-
infiltrated stroma [102]. Also, mechanisms for the accumulation of Gal-1 in the
peritumoral stroma have been elucidated: Fibroblasts that were treated with cell
culture medium conditioned by OvCa cells showed increased Gal-1 expression, even
if the OvCa cells themselves did not express Gal-1 [102].

The positive correlation between peritumoral and tumor-specific cytoplasmic Gal-1
expression we observed supports these in-vitro experiments and shows the interde-
pendence of Gal-1 expression in tumor and peritumoral stroma [99]. Nevertheless,
further analyzes is required to explain cases with Gal-1 negative tumor cells but

Gal-1 positive peritumoral stroma.

We and others were able to demonstrate the negative prognostic significance of Gal-1
expression in OvCa [70, 71, 99]. Gal-1 therefore is a promising target protein for

further evaluation of diagnostic or therapeutic use.

9.2. Galectin-3

In a study by Brustmann, cases without nuclear Gal-3 expression displayed a
reduced prognosis [75]. Cytoplasmic expression alone, however, did not correlate
with survival [75]. In contrast, Kim et al. observed in their study that patients with

increased cytoplasmic Gal-3 expression have a reduced PFS [76].

In our study, cases with nuclear Gal-3 expression had a better OS than cases without
nuclear Gal-3 expression in univariate analysis, confirming the result of Brustmann,
while Gal-3 expression in the cytoplasm or in the peritumoral stroma also showed no
correlation with OS [99]. Nuclear Gal-3 expression had significant correlations with
the histological subtype, the tumor stage and the patient's age and therefore could

not serve as an independent prognostic factor in multivariate analysis [99].
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9.3. Galectin-7

For Gal-3, several different binding partners with different tumor biological func-
tions in the cell nucleus and cytosol have been described [103]. For example, Gal-3
mimics the function of the anti-apoptotic and therefore oncogenic protein Bcl-2 in the
cytosol thus preventing apoptosis [104]. In the nucleus, however, Gal-3 interacts with
tumor-associated transcription factors, for example in the Wnt signaling pathway
[105]. The improved prognosis observed by us and others for OvCa in patients with
nuclear Gal-3 expression in tumor cells, however, cannot yet be explained this way.
Due to its prognostic effect which seems to be determined mainly by the subcellular
localization and generally in a positive manner, Gal-3 appears to be rather unsuitable
as a therapeutic target in OvCa using a classic inhibitor. However, a better under-
standing of the mechanisms that determine the subcellular localization of Gal-3 in
OvCa cells could reveal other factors that may be more suitable as a therapeutic
target in OvCa than Gal-3 itself.

In addition to the expression of Gal-3 in tumor cells, the expression of Gal-3 in
macrophages, here originally under the protein name Mac-2, was described very
early on [106]. So-called tumor-associated macrophages (TAMs) significantly con-
tribute to the progression of the disease in numerous malignancies and also represent
a potential therapeutic target [107, 108]. However, the role of Gal-3 positive TAMs in
OvCa was not examined in our study and therefore remains the subject of further

research in OvCa as well as in other tumor entities.

9.3. Galectin-7

Kim et al. observed in their study that cases with high Gal-7 expression have a
reduced OS [79]. In our study, we also observed that within our study collective,
cases with high Gal-7 expression showed reduced OS compared to cases with low
Gal-7 expression, while cases without Gal-7 expression had the best OS [99]. Thus,
the negative prognostic significance of Gal-7 could be illustrated in a kind of “dose-
dependent” way in our collective. This way, the negative influence of Gal-7 on
overall survival of OvCa patients, as demonstrated by Kim et al., could be confirmed
[79]. As in the study by Labrie et al. described, we too observed Gal-7 predominantly

in the cytoplasm of OvCa cells, more rarely in the cell nucleus [99].

Taken together, Gal-7 represents a promising tumor protein for further studies on
diagnostic and therapeutic utility, despite the few studies that have already elucidat-
ed the prognostic properties, the molecular biological functions and its implications

in OvCa in particular.
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9.4. Galectin-8

In the study conducted by Labrie et al., higher Gal-8 concentrations in the blood
plasma of OvCa patients correlated with a significantly reduced survival (PFS and

OS) while the expression in the tumor had no prognostic significance [83].

In our study, however, cases with high cytoplasmic Gal-8 expression showed a
significantly increased OS compared to cases with no or low Gal-8 expression [109].
In other malignancies, implications of Gal-8 in various tumor biological processes
such as cell adhesion, cell migration, apoptosis, angiogenesis, cell proliferation and
metastasis have been described, but primarily in a disease-promoting manner [110-
113]. For OvCa in particular, mechanistic studies that could explain Gal-8’s influence
on survival of OvCa patients as observed by us or others, being positive or negative,
are still missing. Furthermore, the extent to which the various subforms of Gal-8
occur in OvCa or whether or not they may fulfill different functions remains still
elusive. Furthermore, we do not know whether and to what extent antibody-based
detection methods such as IHC, IF or ELISA recognize the different subforms of Gal-
8 and to what extent the use of different primary antibodies affects the detection of
different subforms. Further studies are required before Gal-8 can be considered as a

diagnostic or therapeutic target.

9.5. Galectin-9

Labrie et al. observed that OvCa cases with tumor staining in form of “perinuclear

puncta” displayed a reduced OS [83].

In our study, however, we observed a more complex picture [109]. Gal-9 could
neither be identified as a positive nor as a negative prognostic factor, although the
various groups classified by Gal-9 expression showed significant differences regard-
ing their OS. In comparison with the group with no Gal-9 expression, the group with
moderate Gal-9 expression showed a poorer OS, while the group with high Gal-9
expression displayed improved OS [109].

The first question that arises is how different results compared to the study by Labrie
et al. can be explained. Firstly, it must be noted that although closely related, differ-
ent methods of antigen detection were used in the two studies: IF and IHC. Regard-
ing the more precise spatial resolution of IF staining, it is not surprising that
perinuclear staining as described by Labrie et al. could not be observed in our study
using IHC. Nevertheless, cases with this staining pattern probably could have been
found in our collective as well. Assuming that cases that show a punctiform peri-

nuclear staining in the IF in our study would find themselves predominantly in our
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9.5. Galectin-9

group with moderate staining, there could be a certain overlap between the results of
the two studies. On the other hand, for Gal-9 as well as for Gal-8, there may be the
possibility that different antibodies recognize the different isoforms of Gal-9 with
different affinities. This would be a possible explanation for different studies coming

to different observations.

Besides, the question arises as to how the complex relationship between Gal-9
expression and prognosis observed by us can be explained. Therefore, it should be
noted that Gal-9 is involved in various tumor-biologically relevant mechanisms,
sometimes even in opposing roles. In vitro experiments, for instance, have shown
that Gal-9 is able to induce apoptosis in OvCa cells [114]. Furthermore, in another
study, the expression of Gal-9 in Mamma-Ca cells reduces cell adhesion to the
components of the extracellular matrix and patients with Gal-9-negative tumors
developed metastases more frequently [115]. Consequently, the implications of Gal-9
in apoptosis as well as in tumor cell adhesion and metastasis, as far as they can be
confirmed for OvCa, represent possible explanations for a Gal-9-mediated improved

prognosis in OvCa patients.

The immunological functions of Gal-9, however, reveal a different picture. Binding of
Gal-9 to the surface protein Tim-3 could be identified as a central mechanism,
initially on CD4+ T-helper cell type 1 (Tul-cells) which leads to cell death of Tul-cells
[86]. An analogous mechanism could also be demonstrated for cytotoxic CD8+
T-cells (Te-cells) [87]. In the OvCa, tumor-infiltrating lymphocytes in general and
tumor-infiltrating Te-cells in particular correlate with a better prognosis [116]. In a
mouse model for autoimmune arthritis it was shown that Gal-9 increases the number
of regulatory T-cells (Trg-cells) through Gal-9 [117]. Treg-cells are known for their
immunosuppressive and therefore disease-promoting properties in malignancies
[118]. In OvCa, Treg-cells in the tumor environment therefore correlate with a reduced
prognosis [116]. Thus, increased Gal-9 expression in OvCa could explain a reduced
prognosis in OvCa patients, assuming that tumor cells are able to stimulate tumor-

infiltrating Te-cells or Treg-cells via Gal-9 secretion.

Conjectured that various effects of Gal-9 appear primarily at different concentration
levels, the prognosis-benefitting aspects of Gal-9 via apoptosis, cell adhesion and
metastasis on the one hand and the prognosis-impairing aspects of Gal-9 via immu-
nological functions on the other hand may explain the complex relationship between
Gal-9 and the prognosis of OvCa patients that we observed. However, further

studies are necessary to confirm these mechanisms in OvCa.
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9.6. Conclusion

Each of the proteins Gal-1, -3, -7, -8 and -9 could be detected immunohistochemically
to different extents displaying different distribution patterns in OvCa. Comparing
different groups within our patient collective based on galectin expression, signifi-
cant differences in terms of their overall survival could be detected. Different galectin
expressions served as either negative (Gal-1, Gal-7) or positive (Gal-3, Gal-8) prog-
nostic factors, but sometimes could not be clearly assigned (Gal-9). With additional
consideration of further studies, the galectins-1 and -7 in particular could be identi-
fied as promising targets for further studies on diagnostic or therapeutic use. The
other galectins examined either show an rather complex role in the overall tumor-
biological context (Gal-3 and Gal-9) and/or are still too incompletely understood,
with sometimes even contradictory results (Gal-8 and Gal-9). However, the implica-
tions of Gal-3 and Gal-9, as well as Gal-7 in the field of tumor immunology in
particular, may be gaining in importance, considering the growing field of immuno-

oncology and the implicated options for targeted therapies.
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