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1. Beitrag zu den Veroffentlichungen

1.1 Beitrag zu Publikation |

Im Rahmen ihrer Dissertation flhrte Susann Badmann eine umfassende Litera-
turrecherche zum Thema Therapieresistenz beim Ovarialkarzinom durch. Su-
sann Badmann konzipierte die wissenschaftliche Studie in Absprache mit Prof.
Dr. rer. nat. Udo Jeschke, PD Dr. med. Bastian Czogalla, Prof. Dr. med. Fabian
Trillsch und Prof. Dr. med. Sven Mahner. Insbesondere formulierte Susann
Badmann die Hypothese und plante die Experimente der Studie mit Unterstit-
zung von PD Dr. med. Bastian Czogalla. Als Hauptuntersucherin flihrte Susann
Badmann die Experimente der Studie (immunhistochemische Farbungen von
Tissue-Microarrays zur Untersuchung der MDR1 Expression in Gewebeproben
von Patientinnen mit Ovarialkarzinom und Immunfluoreszenzfarbungen ausge-
wahlter Marker  zur Identifikation der MDRA1 exprimierenden
Leukozytensubpopulation) durch und wertete diese mikroskopisch aus. Prof. Dr.
med. Doris Mayr beteiligte sich an der histologischen Auswertung der Gewebe-
proben. PD Dr. rer. nat. Dr. med. Sabine Heublein wirkte bei der Auswahl ge-
eigneter Marker fur Immunfluoreszenzfarbungen mit. Die statistische Auswer-
tung der erhobenen Daten sowie die Darstellung und Interpretation der Ergeb-
nisse erfolgte hauptsachlich durch Susann Badmann. Alle Autoren beteiligten

sich an der Diskussion der wissenschaftlichen Ergebnisse.

Publikation | wurde am 15.05.2020 im international anerkannten Journal Cells
veroffentlicht. Susann Badmann verfasste die urspringliche Version der Publi-
kation und Uberarbeitete diese im Publikationsprozess anhand der Kommentare
von Koautoren und Reviewern unter Mithilfe von PD Dr. med. Bastian Czogalla.
Aulerdem prasentierte Susann Badmann die Arbeit am 22.02.2020 als Poster

auf dem Deutschen Krebs Kongress 2020 in Berlin.
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1.2 Beitrag zu Publikation I

Design und Koordination dieser Studie wurden von Susann Badmann mit Un-
terstitzung durch PD Dr. med. Bastian Czogalla, Prof. Dr. rer. nat. Udo Jeschke
und Prof. Dr. med. Fabian Trillsch ausgefuhrt. Eine umfassende Literaturre-
cherche sowie die Planung und Durchfihrung der Experimente (Analyse der
Expression von AKR1C1/2 in Ovarialkarzinomgewebe durch
immunhistochemische Farbungen von Tissue Microarrays, in vitro Genexpres-
sionsanalyse von NRF2 und AKR1C1/2 verschiedener Ovarialkarzinomzelllinien
mittels gQPCR und Western Blot sowie funktionelle Assays zur Untersuchung
therapeutischer Effekte von Carboplatin und MPA auf platinresistente Ovarial-
karzinomzellen) erfolgten vorrangig durch Susann Badmann. An der
immunhistochemischen Analyse der Gewebeproben beteiligten sich Prof. Dr.
med. Doris Mayr und PD Dr. med Elisa Schmoeckel. Auswertung und statisti-
sche Analyse der Daten sowie Visualisierung und Interpretation der Ergebnisse
erfolgten durch Susann Badmann. Beratend begleitete PD Dr. med. Bastian
Czogalla den experimentellen Teil der Studie sowie die Auswertung der Daten.
Alle Autoren beteiligten sich an der Diskussion und Interpretation der wissen-

schaftlichen Ergebnisse.

Publikation Il wurde am 03.02.2022 im international anerkannten Journal Scien-
tific Reports verodffentlicht. Susann Badmann erstellte die Rohfassung des Ma-
nuskripts und Uberarbeitete diese mithilfe des Inputs von Koautoren und
Reviewern. Ein Online-Poster zum gleichen Thema wurde auf der Tagung der

Deutschen Gesellschaft fiir Gynakologie und Geburtshilfe 2020 vorgestellt.
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2. Einleitung

2.1 Epidemiologie und Atiologie des Ovarialkarzinoms

Weltweit handelt es sich beim Ovarialkarzinom nach dem Zervix- und
Endometriumkarzinom um das dritthaufigste Genitalmalignom der Frau (1). In
Deutschland erkrankten im Jahr 2018 7.300 Frauen an einem Ovarialkarzinom.
Mit 5,1% der weiblichen Krebstoten gehort das Ovarialkarzinom hierzulande zu
den funf letalsten Tumorentitaten bei Frauen. Da etwa 75% der Diagnosen erst
im fortgeschrittenen Stadium gestellt werden, betragt die relative 5-Jahres
Uberlebensrate derzeit nur 42% (2). Friiherkennungsprogramme durch trans-
vaginalen Ultraschall oder Tumormarkerbestimmung konnten bisher keinen po-
sitiven Effekt auf die Uberlebensrate zeigen (3). Dennoch sind Erkrankungs-

und Sterberaten in Deutschland seit der Jahrtausendwende rucklaufig (2).

Das Risiko, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, steigt mit zunehmendem
Alter bis zum 85. Lebensjahr kontinuierlich an. Der Median des Erkrankungsal-
ters liegt aktuell bei 69 Jahren (2). Keimzelltumoren oder familiare Formen des
epithelialen Ovarialkarzinoms treten oft schon vor dem 45. Lebensjahr auf (3).
Als wichtigste hereditare Risikofaktoren sind Keimbahnmutationen in den Ge-
nen BRCA71 und BRCAZ2 zu nennen, die mit einem erhohten Lebenszeitrisiko flr
ein Ovarialkarzinom einhergehen. Daruber hinaus sind weitere, seltenere
Risikogene bekannt. Insgesamt lassen sich in circa 26% der Falle Mutationen in
solchen Risikogenen identifizieren (4). Auch in Familien mit hereditarem, nicht-
polypésem Kolonkarzinom ist das Risiko fur ein Ovarialkarzinom erhoht (5). Des
Weiteren nehmen hormonelle Faktoren Einfluss auf die Entwicklung eines Ova-
rialkarzinoms. Wahrend Infertilitat, Adipositas und eine postmenopausale Hor-
monersatztherapie das Risiko steigern, gelten viele Geburten, lange Stillzeiten,
die Einnahme oraler Kontrazeptiva und eine Sterilisation durch Tubenligatur als
protektiv (6-10). Bei entsprechend nachgewiesener Asbestexposition kann das

Ovarialkarzinom auch als Berufserkrankung anerkannt werden (11).
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2.2 Histologie und Pathogenese des Ovarialkarzinoms

Mehr als 90% aller ovariellen Malignome sind epithelialen Ursprungs. Wahrend
diese fruher als eine Entitat aufgefasst wurden, werden heute anhand
histopathologischer und molekulargenetischer Faktoren funf Subtypen unter-
schieden: high-grade serds (70%), endometrioid (10%), klarzellig (10%), low-
grade ser6s (<5%) und muzinds (3-4%) (12). Der Fokus dieser Arbeit liegt auf
der Untersuchung des high-grade serésen Ovarialkarzinoms, dem mit Abstand
haufigsten Subtyp, welcher durch seine Aggressivitat mafl3geblich zur hohen
Letalitat der Erkrankung beitragt (13).

Auch in Karzinogenese und klinischer Prasentation unterscheiden sich die Sub-
typen (12). Auf Basis dieser Erkenntnisse wurde ein dualistisches Modell etab-
liert, das Ovarialkarzinome in Typ | und Il Tumoren einteilt (14). Die unter Typ |
zusammengefassten Karzinome (endometrioid, klarzellig, low-grade serds und
muzinds) sind bei Diagnosestellung meist noch aufs Ovar begrenzt. Sie entwi-
ckeln sich schrittweise aus Vorlauferlasionen und weisen im Vergleich zu Typ Il
Tumoren eine hohere genetische Stabilitat auf (15). Haufig fuhren Alterationen
zellularer Signalwege zum Beispiel durch Mutationen in den Onkogenen BRAF
und KRAS beim low-grade serdsen Ovarialkarzinom zur malignen Transforma-
tion (13). Bei Typ Il Tumoren, zu denen neben undifferenzierten Karzinomen
und Karzinosarkomen das high-grade serdse Ovarialkarzinom zahlt, 1asst sich
meist eine Mutation im Tumorsuppressorgen TP53 nachweisen. Haufig tragen
aulRerdem Mutationen in den Genen BRCA17 und 2 zur genetischen Instabilitat
bei (14). Man geht davon aus, dass sich high-grade serése Ovarialkarzinome
ausgehend von serdsen intraepithelialen Karzinomen der Tuben entwickeln
(13). Aufgrund eines aggressiven Wachstums mit hoher Proliferationsrate wer-
den diese Tumoren meist erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert und
haben mit einem 5-Jahres Uberleben von circa 30% eine schlechte Prognose
(14). Kritik am Modell besteht vor allem darin, dass es sich beim Ovarialkarzi-
nom trotz beschriebener Gemeinsamkeiten von Typ | und Typ Il Tumoren um
eine sehr heterogene Erkrankung handelt, was bei Diagnostik und Therapiepla-
nung beachtet werden sollte (12).
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2.3 Kilinik, Diagnostik und Stadien des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom zeigt keine Frihsymptome, weshalb die Diagnosestellung
meist erst in fortgeschrittenen Stadien erfolgt. Eine Kombination anhaltender
unspezifischer abdomineller Beschwerden wie Vollegefuhl, Blahungen,
Schmerzen und Bauchumfangsvermehrung sowie eine erhohte Miktionsfre-
quenz kénnen auf ein Ovarialkarzinom hinweisen und sollten bei Frauen Uber
dem 50. Lebensjahr diagnostisch abgeklart werden (3, 16). Hierzu erfolgt initial
eine gynakologische Untersuchung sowie transvaginale Sonographie, die ge-
gebenenfalls um weitere bildgebende Verfahren zur Darstellung der ovariellen
Raumforderung erganzt wird. Letztendlich entscheidet jedoch eine diagnosti-
sche Laparotomie Uber Stadieneinteilung und Operabilitat des Ovarialkarzinoms
(3). Die Stadieneinteilung erfolgt nach der 2014 Uberarbeiteten FIGO-
Klassifikation, welche in Tabelle 1 abgebildet ist. Diese korreliert mit der fur das

Ovarialkarzinom weniger gangigen TNM-Klassifikation der UICC (17).

Tabelle 1. TNM- und FIGO-Klassifikation des Ovarialkarzinoms nach (3).

TNM FIGO Definition

Tx Primartumor nicht bekannt, keine Angaben maoglich

TO Kein Anhalt fur einen Tumor

™ | Tumor auf die Ovarien oder Tuben beschrankt

T1a 1A Auf ein Ovar (Kapsel intakt) oder eine Tube (Serosa in-

takt) beschrankt, Ovar- oder Tubenoberflache tumorfrei,

negative Spulzytologie

T1b IB Befall beider Ovarien (Kapsel intakt) oder beider Tuben
(Serosa intakt), Ovar- oder Tubenoberflache tumorfrei,

negative Spulzytologie

T1c IC Tumor befallt ein oder beide Ovarien oder Tuben mit

Nachweis einer der folgenden Punkte:

T1c1 IC1 latrogene Kapsel- (Serosa-)ruptur

T1c2 IC2 Praoperative Kapsel- (Serosa-)ruptur oder Tumor auf der

Ovar- oder Tubenoberflache

T1c3 IC3 Maligne Zellen im Aszites oder in der Spulzytologie

nachweisbar
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T2 Il Tumor befallt ein oder beide Ovarien oder Tuben mit zy-
tologisch oder histologisch nachgewiesener Ausbreitung
in das kleine Becken oder primares Peritonealkarzinom

T2a A Ausbreitung und/oder Tumorimplantate auf Uterus
und/oder Tuben und/oder Ovarien

T2b 1B Ausbreitung auf weitere intraperitoneale Strukturen im
Bereich des kleinen Beckens

T3 und/ Tumor befallt ein oder beide Ovarien oder Tuben oder

oder N1 primares Peritonealkarzinom mit zytologisch oder histolo-
gisch nachgewiesener Ausbreitung aulderhalb des kleinen
Beckens und/oder retroperitoneale Lymphknotenmeta-
stasen

T3 Nur retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

N1a A1 Metastasen < 10 mm

N1b lIA1ii  Metastasen > 10 mm

T3a 11A2 Mikroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Perito-

jedes N neum aulerhalb des kleinen Beckens mit oder ohne ret-
roperitoneale Lymphknotenmetastasen

T3b B Makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Perito-

jedes N neum aullerhalb des kleinen Beckens < 2 cm mit oder
ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

T3c lnc Makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Perito-

jedes N neum aullerhalb des kleinen Beckens > 2 cm mit oder
ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen; schlief3t
eine Ausbreitung auf die Leberkapsel und/oder die Milz-
kapsel ein

M1 v Fernmetastasen mit Ausnahme peritonealer Metastasen

M1a IVA Pleuraerguss mit positiver Zytologie

M1b VB Parenchymale Metastasen der Leber und/oder der Milz,

Metastasen in aulerhalb des Abdomens gelegenen Or-
ganen (einschliel3lich inguinaler Lymphknotenmetastasen
und/oder anderer aullerhalb des Abdomens gelegener

Lymphknotenmetastasen)
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2.4 Primartherapie des Ovarialkarzinoms

Die stadienabhangige Therapie eines histologisch nachgewiesenen Ovarialkar-
zinoms umfasst eine Kombination operativer und systemischer MalRnahmen
(18). Wahrend bei unilateralem Tumor im Fruhstadium (FIGO IA) ein Fertilitats-
erhalt in Absprache mit der Patientin in Erwagung gezogen werden kann, stellt
die primare radikale zytoreduktive Operation in hoheren Stadien den wichtigs-
ten therapeutischen Schritt dar (3, 18). Ziel ist dabei die makroskopisch voll-
standige Resektion, da die Prognose malgeblich vom postoperativen Tumor-
rest abhangig ist (19). Fur ein optimales Outcome sollte die Operation in einem

zertifizierten Zentrum durch gynakologische Onkologen erfolgen (20).

Im Anschluss an die Operation erhalten Patientinnen mit fortgeschrittenem Ova-
rialkarzinom (FIGO II-IV) derzeit eine Chemotherapie bestehend aus 6 Zyklen
Carboplatin und Paclitaxel (3, 21). Diese wird ab dem Stadium FIGO IIl um ziel-
gerichtete Erhaltungstherapien erganzt (3). Der zusatzliche Einsatz des
Angiogenese-Hemmers Bevacizumab parallel zur Chemotherapie und als Er-
haltungstherapie fur insgesamt 15 Monate verlangert das progressionsfreie
Uberleben (PFS) betroffener Patientinnen signifikant (22, 23). Noch groRere
Erfolge in der Therapie des Ovarialkarzinoms erbrachte die Zulassung von
Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP)-Inhibitoren als Erhaltungstherapie in den
letzten Jahren, die zunachst fur Patientinnen mit BRCA1/2-mutiertem high-
grade serdosem Ovarialkarzinom und Ansprechen auf eine platinbasierte Erstli-
nientherapie erfolgte. In diesem Kollektiv reduziert eine Erhaltungstherapie mit
Olaparib das Risiko fur Krankheitsprogression oder Tod gegentber Placebo um
insgesamt 70% (24). Niraparib fuhrt unabhangig vom BRCA1/2-Mutationsstatus
zu einer Verbesserung des PFS, weshalb dieser PARP-Inhibitor zur Erhaltungs-
therapie bei Patientinnen mit fortgeschrittenem high-grade serésem Ovarialkar-
zinom ohne BRCA1/2-Mutation indiziert ist (25). Weiterhin verbessert die Kom-
bination von Olaparib und Bevacizumab in der Erhaltungstherapie insbesondere
das PFS von Patientinnen mit nachgewiesener homologer Rekombinations-
Defizienz mit und ohne BRCA1/2-Mutation (26).

Im Gegensatz zu anderen soliden Tumorentitaten konnte der Einsatz von Im-

muntherapien in der Erstlinientherapie des Ovarialkarzinoms bisher keine rele-



2 Einleitung 14

vanten Effekte erzielen (27, 28). Aktuelle Studien untersuchen Kombinationen
der etablierten systemischen Therapie bestehend aus platinhaltiger Chemothe-
rapie mit Bevacizumab und PARP-Inhibitoren in der Erhaltungstherapie und
Checkpoint-Inhibitoren (29). Ob diese durch synergistische Effekte zu einem

erhohten Tumoransprechen fuhren, bleibt abzuwarten.

2.5 Prognose und Rezidiverkrankung beim Ovarialkarzinom

Trotz einiger Fortschritte in der Therapie des Ovarialkarzinoms ist die Prognose
der Erkrankung mit einem relativen 5-Jahres Uberleben von 42% verglichen mit
anderen Tumorentitdten weiterhin sehr schlecht (2). Als wichtigster
Prognosefaktor gilt neben dem Tumorstadium bei Erstdiagnose (FIGO) der pos-
toperative Tumorrest, der direkt mit dem PFS und dem Gesamtlberleben (OS)
korreliert (18, 19). Daruber hinaus beeinflussen pathologische Eigenschaften
wie der histologische Subtyp und der Differenzierungsgrad des Tumors die
Prognose ebenso wie Alter und Allgemeinzustand der Patientin (30, 31). Auf
Ebene der Tumorbiologie wurden zahlreiche weitere Parameter mit prognosti-
scher Relevanz identifiziert (32-35). Bisher konnte sich jedoch keiner dieser
molekularen Biomarker als Pradiktor flir den individuellen Krankheitsverlauf im
klinischen Alltag durchsetzen, da prospektive Studien und eine therapeutische

Konsequenz fehlen (3).

Erntchternd sowohl fur betroffene Patientinnen als auch fur die behandelnden
Arzte ist die hohe Rezidivrate beim Ovarialkarzinom. Obwohl 60-80% der Pati-
entinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom auf die platinbasierte Erstlinien-
therapie ansprechen (36), entwickeln mehr als 80% innerhalb kurzer Zeit ein
Rezidiv (37). Im Rezidivfall gibt es keine kurativen Therapieoptionen mehr. Ne-
ben der Lebensverlangerung ricken Symptomkontrolle und Erhalt der Lebens-
qualitat als Therapieziele in den Vordergrund (38). Wie auch bei der Primarthe-
rapie stehen operative und systemische MalRnahmen je nach Leidensdruck der
Patientin und Fortschritt der Erkrankung zur Verfugung (3). Problematisch far
die weitere Behandlung ist hierbei, dass fast alle Patientinnen mit high-grade

serosem Ovarialkarzinom im Verlauf eine Platinresistenz entwickeln (36).
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Die Lange des progressionsfreien Intervalls nach Behandlung mit einer platin-
haltigen Chemotherapie beeinflusst nicht nur die Prognose, sondern auch das
weitere therapeutische Vorgehen. Die beste Prognose haben Patientinnen, de-
ren progressionsfreies Intervall nach dem Abschluss der Chemotherapie langer
als 6 Monate ist (platinsensitiv) (38). Diese erhalten eine erneute platinhaltige
Kombinationschemotherapie, an die bei Ansprechen unabhangig vom
BRCA1/2-Mutationsstatus eine Erhaltungstherapie mit PARP-Inhibitoren ange-
schlossen wird (39). Besteht Aussicht auf makroskopische Tumorfreiheit kann
eine Rezidivoperation vor der erneuten Systemtherapie das mediane OS um
mehr als ein Jahr verlangern (40). Weniger effektive Therapiemoglichkeiten gibt
es dagegen bei platinresistenten Rezidiven, die innerhalb von 6 Monaten nach
Abschluss der platinhaltigen Erstlinientherapie auftreten. In diesem Fall kom-
men platinfreie Monochemotherapien zum Einsatz, auf die jedoch weniger als
15% der Patientinnen ansprechen (3, 38). Durch eine Kombination mit
Bevacizumab kann das mediane PFS zwar von 3,4 auf 6,7 Monate verlangert
werden (41), wichtigere Therapieziele in der platinresistenten Situation sind al-
lerdings Symptomkontrolle und Optimierung der Lebensqualitat (3). Obwohl die
Strahlentherapie bei disseminierter Erkrankung aufgrund der hohen Toxizitat
keine geeignete Therapieoption darstellt, kann in ausgewahlten Rezidivfallen

ein lokalisierter Einsatz zur Symptomkontrolle sinnvoll sein (42, 43).

Die deutsche Leitlinie betont, dass eine Stratifizierung der Rezidivpopulationen
ausschlieBlich anhand des progressionsfreien Intervalls nach platinhaltiger
Chemotherapie unzureichend ist und fordert, dass zukinftig weitere Faktoren
wie Alter, Allgemeinzustand und Praferenz der Patientin sowie Vortherapien
und tumorbiologische Aspekte inklusive BRCA1/2-Mutationsstatus bei der Wahl
der Rezidivtherapie bericksichtigt werden (3). Dadurch kann sicherlich die Le-
bensqualitat und gegebenenfalls auch die Prognose betroffener Patientinnen
verbessert werden, jedoch sind die Ursachen der Chemoresistenz beim Ovari-
alkarzinom aktuell noch nicht ausreichend verstanden, um effektive zielgerichte-

te Therapien anbieten zu kdnnen.
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2.6 Mechanismen der Therapieresistenz beim

Ovarialkarzinom

Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass eine Kombination mehrerer mo-
lekularer Mechanismen zur Chemoresistenz von malignen Tumoren fuhrt. Ne-
ben verminderter Aufnahme und vermehrtem Ausschleusen der Chemothera-
peutika, sind die Tumorzellen durch molekulare Alterationen haufig in der Lage
den zytotoxischen Effekt der Chemotherapeutika abzuschwéachen oder zu tole-
rieren (44, 45). Wahrend manche Karzinome bereits primar einen resistenten
Phanotyp aufweisen, erwerben andere die Resistenz erst im Verlauf (45). Beim
Ovarialkarzinom gibt es hierbei Unterschiede zwischen den histologischen Sub-
typen. Wahrend die selteneren Subtypen klarzellig, muzindés und low-grade se-
rés meist primar platinrefraktar sind, zeigt das high-grade serése Ovarialkarzi-
nom nach initialem Ansprechen haufig erst sekundar eine Platinresistenz (46).
Auch innerhalb dieses Subtyps tritt ein Rezidiv zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten in Bezug zur platinhaltigen Erstlinientherapie auf (38). Die zu Grunde lie-
genden molekularen Mechanismen der therapieresistenten Rezidive beim Ova-
rialkarzinom stehen im Fokus des wissenschaftlichen Interesses. Im Folgenden
wird insbesondere auf die bekannten Resistenzmechanismen des high-grade
serosen Ovarialkarzinoms gegenuber der platinhaltigen Standardchemothera-

pie eingegangen.

Platinhaltige Zytostatika stellen eine wichtige Substanzklasse in der Therapie
solider Tumoren dar (45). Sie interkalieren nach Aufnahme in die Zelle in die
DNA, wo es durch Adduktbildung und Quervernetzung im Verlauf zu Einzel-
und Doppelstrangbrichen kommt. Die DNA-Schadigung induziert schlieflich
die Apoptose und die Zelle stirbt ab (47). Dartber hinaus flihren auch
mitochondriale Schaden und Stress im endoplasmatischen Retikulum zur
Apoptose (46, 48). Eine Resistenz gegenuber platinhaltigen Substanzen ent-
steht durch eine Vielzahl zellularer Veranderungen (45). Mehr als 90% der high-
grade ser6sen Ovarialkarzinome zeigen genetische Mutationen im
Tumorsuppressorgen TP53 (49). Als ,Wachter des Genoms* spielt der Trans-
kriptionsfaktor p53 eine zentrale Rolle bei der Induktion von Apoptose aufgrund
von DNA-Schaden (50). Ein Funktionsverlust von p53 geht daher mit einer
schlechteren Prognose und Resistenz gegenuber platinhaltigen Chemothera-
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peutika einher (49-51). Genomsequenzierungen von high-grade serésen Ovari-
alkarzinomen zeigten aullerdem eine Assoziation von genetischen Verande-
rungen in anderen Tumorsuppressorgenen mit erworbener Chemoresistenz
(52). Daruber hinaus kdnnen epigenetische Alterationen durch ihren Einfluss
auf die Genexpression zur Platinresistenz beitragen (36). Beispielsweise be-
steht ein Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung und somit Inaktivierung
bestimmter Loci und verkirztem PFS nach platinhaltiger Chemotherapie (53).
Eine bei Krebszellen haufig beobachtete Histondeacetylierung flhrt ferner zu
einer kompakten Chromatinstruktur, sodass DNA-schadigende Substanzen
schlechter an ihren Wirkort gelangen (36). Durch eine erhdhte Aktivitat von
DNA-Reparaturmechanismen kénnen Krebszellen die DNA-Schaden, die durch
platinhaltige Zytostatika verursacht werden, riickgangig machen (46). Dieser
Resistenzmechanismus erklart, warum BRCA1/2-Mutationstragerinnen besser
auf platinhaltige Chemotherapeutika ansprechen (54-56). Die homologe Re-
kombination, bei der BRCA1 und 2 eine wesentliche Rolle spielen, dient der
Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen (36). Etwa 50% der high-grade ser6-
sen Ovarialkarzinome weisen eine homologe Rekombinations-Defizienz auf -
entweder durch BRCA1/2-Keimbahnmutationen oder erworben (BRCAness)
zum Beispiel durch somatische Mutation oder Gensilencing durch
Hypermethylierung des BRCA1 Promoters oder spezifische microRNAs (36, 46,
57-59). Dadurch kommt es unter platinhaltiger Chemotherapie zur Akkumulation
von DNA-Doppelstrangbrichen und vermehrt zur Apoptose (36). Es gibt Hin-
weise, dass diese Patientinnen, auch wenn das Rezidiv friher als 6 Monate
nach Primartherapie (platinresistent) auftritt, von einer erneuten platinhaltigen

Chemotherapie profitieren kdnnten (56).

Neben den genannten Mechanismen, die den Zelltod als Folge der DNA-
Schadigung verhindern, zielen weitere Mechanismen darauf ab, die Konzentra-
tion der zytotoxischen Substanzen in der Zelle zu verringern, sodass es nicht
zur DNA-Schadigung kommt (46). Dies geschieht einerseits durch verminderte
Aufnahme oder vermehrtes Ausschleusen aus der Zelle (45). Wahrend wenig
uber die Hemmung der Aufnahme in die Zelle bekannt ist, wurde eine erhdhte
Expression verschiedener Effluxtransporter in Zusammenhang mit Platinresis-

tenz beschrieben (44, 45, 47, 60). Andererseits kommt es durch vermehrte Bil-
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dung von Glutathion oder andere antioxidative Prozesse zu einer Inaktivierung

intrazellularer Platinderivate (45, 61, 62).

In neueren Modellen wird davon ausgegangen, dass resistente Zellen aus
Krebsstammzellen hervorgehen beziehungsweise durch Interaktion der Krebs-
zellen mit der Tumorumgebung entstehen (63). Krebsstammzellen, die nur ei-
nen kleinen Teil des Tumors ausmachen, werden im Ruhemodus von Chemo-
therapien, die insbesondere proliferierende Zellen angreifen, nicht beeintrachtigt
und konnen zu einem spateren Zeitpunkt das Krebswachstum erneut initiieren
(36). Passend dazu zeigte sich in chemoresistenten Rezidivtumoren des high-
grade serosen Ovarialkarzinoms eine Anreicherung von Krebsstammzellen im
Vergleich zum Primartumor (64). Auch eine Interaktion der Krebszellen mit der
Tumorumgebung fuhrt wohl Uber einen Ruhezustand und weitere genetische
Veranderungen zur Chemoresistenz (63). Die unter dem Selektionsdruck der
Chemotherapie Uberlebenden resistenten Zellen Uberwachsen schliel3lich die

sensitive Tumorzellpopulation (46).

Wie Carboplatin greift auch Paclitaxel proliferierende Zellen an. Durch Bindung
an B-Tubulin fahrt Paclitaxel zu einer Mikrotubulistabilisierung, wodurch es zu
einem Zellzyklusarrest in der Metaphase der Mitose und schliellich zur
Apoptose kommt (65). Auch unabhangig der Mikrotubulistabilisierung flhrt
Paclitaxel durch Aktivierung proapoptotischer Gene und Signalwege zum Zell-
tod (66). Darlber hinaus sind fur Paclitaxel immunmodulatorische Effekte, eine
antiangiogene Wirkung und eine Induktion reaktiver Sauerstoffspezies be-
schrieben (66-68). Die Resistenzmechanismen gegenuber Paclitaxel sind viel-
faltig. Als Hauptmechanismen gelten eine Reduktion der intrazellularen
Paclitaxel Konzentration durch Effluxtransporter wie MDR1, eine Veranderung
der Zielstruktur durch Mutationen von B-Tubulin, Expression anderer Isoformen,
posttranslationale Modifikationen oder Mikrotubuli-assoziierte Proteine sowie

genetische Alterationen und Veranderungen in Signalwegen (69).

Da Carboplatin und Paclitaxel unterschiedliche Angriffspunkte haben, greifen
einige der beschriebenen Resistenzmechanismen nur gegen eines der beiden
Standardtherapeutika. Dennoch gibt es vor allem in der Rezidivsituation mo-

mentan keine effektive Therapie und es wird deutlich, dass die komplexen Pro-
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zesse der Therapieresistenz beim Ovarialkarzinom sehr heterogen und in ihrer

Gesamtheit nicht verstanden sind.

2.7 Zielsetzung der Arbeit

Therapieresistente Rezidive beim Ovarialkarzinom limitieren die Behandlungs-
mdglichkeiten und fihren zur schlechten Prognose der Erkrankung. Die zu
Grunde liegenden molekularen Mechanismen sind komplex und noch nicht aus-
reichend verstanden. In dieser Dissertation sollen die Ursachen der Therapiere-
sistenz beim Ovarialkarzinom auf molekularer Ebene naher charakterisiert und
die zellularen Auswirkungen untersucht werden. Der Fokus dieser Arbeit liegt
dabei auf den Proteinen MDR1 und AKR1C1/2. Einige Studien weisen darauf
hin, dass diese bei der Entstehung von Chemoresistenz eine entscheidende

Rolle spielen kdnnten:

Bei MDR1 handelt es sich um einen Transporter, der hydrophobe Molektle wie
beispielsweise Chemotherapeutika aus der Zelle schleust (44). Eine erhohte
Expression von MDR1 auf Krebszellen fihrt zu schlechterem Therapieanspre-
chen und verkirztem Gesamtiberleben, unter anderem beim Ovarialkarzinom
(70, 71). Mit der Zeit wurde jedoch deutlich, dass die Chemoresistenz nicht nur
durch intrinsische Eigenschaften der Tumorzellen erklart werden kann, sondern
dass auch das Tumormikromilieu entscheidenden Einfluss nimmt (72). Daher
untersucht Publikation | die prognostische Bedeutung der MDR1 Expression
von tumorinfiltrierenden Immunzellen beim Ovarialkarzinom und charakterisiert

die MDR1 positive Leukozytensubpopulation (73).

Vorarbeiten zu Publikation Il zeigen, dass das Uberleben von Ovarialkarzinom-
patientinnen vom Aktivierungszustand der NRF2 vermittelten Signalkaskade
abhangig ist (74). Dieser Signalweg, der einen zellularen Schutzmechanismus
gegen oxidativen Stress darstellt, scheint ebenfalls zur Entwicklung von
Chemoresistenz beizutragen (75, 76). Dabei konnten die NRF2 Zielgene
AKR1C1/2 eine zentrale Rolle einnehmen (62, 77). In Publikation Il wird der
Einfluss einer AKR1C1/2 Expression im Ovarialkarzinomgewebe in Hinblick auf
das Patientinnenuberleben untersucht. Um einen moglichen Effekt von
NRF2/AKR1C1/2 auf die Platinsensibilitdt von Ovarialkarzinom-Zellen nachzu-
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weisen, werden funktionelle Assays an einem platinresistenten Zellkulturmodell
durchgefuhrt, wobei der NRF2/AKR1C1/2 Signalweg entweder durch den
AKR1C Inhibitor MPA oder durch NFE2L2 Silencing gehemmt wird (78).

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollen zum besseren Verstandnis der Entste-
hung von Chemoresistenz beim Ovarialkarzinom beitragen und eine Grundlage
fur neue therapeutische Ansatze schaffen, um betroffenen Patientinnen in Zu-
kunft bessere Heilungschancen zu ermdéglichen beziehungsweise ihr PFS zu

verlangern.
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3. Zusammenfassung

Unter den gynakologischen Genitalmalignomen ist das Ovarialkarzinom die Er-
krankung mit den schlechtesten Heilungschancen und der hochsten Letalitat
(2). Neben einer spaten Diagnosestellung bei unspezifischen Symptomen und
fehlenden Friherkennungsprogrammen, tragt hierzu insbesondere die hohe
Rezidivrate bei. Die Rezidivtumoren weisen haufig Chemoresistenzen auf (36),
sodass aktuell keine effektiven Therapieoptionen zur Verfugung stehen. Einen
vielversprechenden Ansatz, um diesen Mangel an Therapieoptionen zukunftig
zu Uberwinden, stellt die personalisierte Medizin dar. Ahnlich wie beim
Mammakarzinom, wo bereits heute anhand molekularer Marker und Genex-
pressionstests individuelle Therapiekonzepte zum Einsatz kommen, kdnnte ei-
ne ldentifikation und Adressierung tumorspezifischer Zielstrukturen die Therapie

des Ovarialkarzinoms malfdgeblich verbessern.

In dieser kumulativen Dissertation wurden molekulare Marker untersucht, deren
erhohte Expression im Tumorgewebe entscheidend zur Entwicklung der Thera-
pieresistenz beitragt. Durch immunhistochemische Analysen an einem etablier-
ten Kollektiv mit 156 Ovarialkarzinompatientinnen konnte gezeigt werden, dass
MDR1 nicht nur auf Tumorzellen selbst (71), sondern auch auf tumorinfiltrieren-
den Leukozyten mit einem schlechteren PFS und OS assoziiert ist. Eine Cha-
rakterisierung der Leukozytensubpopulation zeigte, dass es sich dabei vor al-
lem um protumorale M2-Makrophagen handelt (73). Darlber hinaus wiesen
Patientinnen mit AKR1C1/2 Expression im Tumorgewebe im Vergleich zu Pati-
entinnen ohne AKR1C1/2 Expression ein signifikant verkirztes PFS auf (78).
Der schlechte Outcome von Patientinnen mit hohem MDR1 positiven
Leukozyteninfiltrat beziehungsweise AKR1C1/2 Expression im Tumorgewebe

stitzt die Hypothese, dass diese Proteine zur Chemoresistenz flhren.

Als Transporter, der Medikamente wie zum Beispiel Chemotherapeutika ener-
gieabhangig aus der Zelle schleust (44), verleint MDR1 den protumoralen M2
Makrophagen Uberlebensvorteile gegeniiber antitumoralen Immunzellsubpopu-
lationen. Insbesondere die Wirkung von Paclitaxel, dem Standardkombinations-
partner der platinbasierten Chemotherapie und Substrat von MDR1, welche
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neben antiproliferativen Effekten auf Tumorzellen auch die Reprogrammierung
von tumorassoziierten M2 Makrophagen in antitumorale M1 Makrophagen um-
fasst (79), konnte dadurch eingeschrankt sein. Basierend auf diesen Erkennt-
nissen ist der Einsatz von MDR1-Inhibitoren als Erganzung zur Standardche-
motherapie mit Carboplatin und Paclitaxel ein vielversprechender Ansatz, um

deren Wirksamkeit zu erhohen (73).

Der NRF2/AKR1C1/2 Signalweg beeinflusst vorwiegend die Platinsensitivitat
von Ovarialkarzinomzellen. Reaktive Sauerstoffspezies, die durch die platinhal-
tige Chemotherapie entstehen und zum Untergang der Tumorzellen fuhren sol-
len, werden nach Induktion des NRF2 vermittelten Signalwegs unter anderem
durch die Aldoketoreduktasen AKR1C1/2 entgiftet (62, 80). Passend dazu zeig-
ten Genexpressionsanalysen auf RNA- und Proteinebene, dass platinresistente
Ovarialkarzinomzellen eine erhdohte AKR1C1/2 Expression aufweisen. Eine
Hemmung von AKR1C1/2 durch MPA reduzierte nicht nur Viabilitat und Prolife-
ration der Ovarialkarzinomzellen, sondern erhéhte auch die Wirkung von
Carboplatin in vitro. NFE2L2 Silencing durch genspezifische siRNAs fuhrte zu
einem vergleichbaren Effekt. Diese Erkenntnisse bestatigen, dass AKR1C1/2
fur die Platinresistenz entscheidend ist und eine Kombination der Standard-
chemotherapie mit MPA die Sensitivitat der Tumorzellen gegenuber Carboplatin
durch Hemmung von AKR1C1/2 erhdéhen kann (78).

Zusammenfassend stellen beide untersuchten Proteine mogliche tumorspezifi-
sche Targets dar, um die Therapie des Ovarialkarzinoms in Zukunft wirkungs-
voller zu gestalten. Die in dieser Arbeit vorgeschlagenen, zielgerichteten Thera-
pieansatze mit MDR1-Inhibitoren und MPA erganzen dabei vor allem die etab-
lierte Systemtherapie bestehend aus Carboplatin und Paclitaxel. Durch den
spezifischen Wirkmechanismus konnten diese Kombinationstherapien bei ge-
eigneten Patientinnen zu einer Verbesserung der Prognose bei guter Vertrag-
lichkeit fuhren. Ausgehend von diesen praklinischen Erkenntnissen sollte ein
potenzieller therapeutischer Nutzen im Rahmen klinischer Studien an gréReren

Kollektiven verifiziert werden.

Durch die Erkenntnis, dass MDR1 und AKR1C1/2 wichtige molekulare Treiber
bei der Entwicklung der Chemoresistenz darstellen und in der Rezidivsituation
als zusatzliche therapeutische Zielstrukturen dienen konnten, leistet diese Dis-
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sertation einen wertvollen Beitrag, um Therapieresistenzen beim Ovarialkarzi-
nom zukunftig zu Uberwinden. Dennoch sind weitere Untersuchungen notwen-
dig bis dieser vielschichtige Prozess umfassend verstanden ist und betroffenen
Frauen effektivere, zielgerichtete Therapien angeboten werden kdnnen. Dabei
wird die Berucksichtigung individueller Unterschiede in Pathogenese und Tu-

morbiologie in Zukunft sicherlich einen immer hoheren Stellenwert einnehmen.
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4. Abstract (English)

Among gynecologic genital malignancies epithelial ovarian cancer is the most
lethal with worse chances of cure (2). Besides late diagnosis due to non-specific
symptoms and a lack of screening methods, the high recurrence rate is a major
contributing factor. Recurrent tumors often show chemoresistance (36) and
therefore currently no effective therapy option exists. Personalized medicine
represents a promising approach to overcome this lack of therapy options in the
future. Like in breast cancer treatment, where individualized therapy concepts
based on molecular markers and gene expression analyses are already suc-
cessfully applied, identifying and addressing tumor-specific targets could signifi-

cantly improve of ovarian cancer therapy.

Within this cumulative dissertation, molecular markers were investigated, that
are overexpressed in tumor tissue and contribute to the development of therapy
resistance. Immunohistochemical analysis of an established ovarian cancer col-
lective with 156 patients demonstrated that elevated MDR1 expression not only
on tumor cells themselves (71), but also on tumor infiltrating leukocytes is asso-
ciated with impaired PFS and OS. By characterization of the leukocyte sub-
population protumoral M2 macrophages were identified as main part of the
MDR1 positive immune cell infiltrate (73). Moreover, patients with AKR1C1/2
expression in their tumor tissue had a significantly shorter PFS compared to
patients without AKR1C1/2 expression (78). The poor outcome of patients with
either high MDR1 positive leukocyte infiltration or AKR1C1/2 expression in their
tumor tissue supports the hypothesis that these proteins lead to

chemoresistance.

As energy dependent transporter, which removes drugs including chemothera-
peutic agents out of the cell (44), MDR1 gives survival advantages to
protumoral M2 macrophages compared to antitumoral immune cell subpopula-
tions. This may especially limit the effect of paclitaxel, the standard combination
partner of platinum-based chemotherapy and substrate of MDR1, which, in ad-
dition to antiproliferative effects on tumor cells, involves reprogramming of tu-
mor-associated M2 macrophages into antitumoral M1 macrophages (79). Based

on these findings, the use of MDR1 inhibitors as supplement to the standard
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chemotherapy consisting of carboplatin and paclitaxel is a promising approach

to increase therapy efficacy (73).

The NRF2/AKR1C1/2 signaling pathway mainly influences platinum sensitivity
of ovarian cancer cells. Reactive oxygen species, which are generated by plati-
num-based chemotherapy and consequently lead to cell death, are detoxified
by the aldoketoreductases AKR1C1/2 and others after induction of the NRF2-
mediated signaling pathway (62, 80). Consistently, gene expression analyses
on RNA and protein level revealed that platinum-resistant ovarian cancer cells
showed an increased AKR1C1/2 expression. Inhibition of AKR1C1/2 by MPA
not only led to reduced viability and proliferation of ovarian cancer cells, but also
to higher efficacy of carboplatin in vitro. NFE2L2 silencing by gene-specific
siRNAs had a comparable effect. These findings confirm that AKR1C1/2 is criti-
cal for platinum resistance and that a combination of standard chemotherapy
with MPA can improve sensitivity of ovarian cancer cells towards carboplatin by
inhibiting AKR1C1/2 (78).

In summary, both investigated proteins represent potential tumor-specific tar-
gets to boost therapy efficiency in the future. The targeted therapy approaches
with MDR1 inhibitors and MPA proposed in this study complement the estab-
lished system therapy consisting of carboplatin and paclitaxel. With their specif-
ic mechanism of action, in suitable patients these combination therapies could
lead to an improved prognosis with good tolerability. Based on these preclinical
findings a potential therapeutic benefit should be verified in large-scale clinical

trials.

By showing that MDR1 and AKR1C1/2 are important molecular drivers in the
development of chemoresistance, that could be addressed as additional thera-
peutic targets in relapsed disease, this dissertation contributes to overcoming
therapy resistance of ovarian cancer. However, further studies are needed to
fully understand this complex process and to offer affected women more effec-
tive, targeted therapies. In this context, the consideration of individual differ-
ences in pathogenesis and tumor biology will certainly become more important

in the future.
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