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Einleitung 

1 Das Ovarialkarzinom  

1.1 Epidemiologie 

Das Ovarialkarzinom ist das fünfthäufigste Malignom der Frau in Deutschland und die 

tödlichste gynäkologische Tumorentität weltweit [1, 2]. Fünf Prozent aller Krebssterbe-

fälle sind hierzulande auf diese Erkrankung zurückzuführen [1]. Im Jahr 2020 erkrankten 

in Deutschland 7180 Frauen neu an einem Ovarialkarzinom mit einem mittleren Alter 

von 68 Jahren, wobei das Risiko bis zum 85. Lebensjahr kontinuierlich ansteigt [1]. Wei-

tere Risikofaktoren sind ein erhöhter Body-Mass-Index, Nulliparität sowie genetische 

Prädispositionen wie eine Mutation im BRCA-Gen [1, 3]. Trägerinnen einer BRCA1-

Mutation haben bis zum 69. Lebensjahr ein kumulatives Risiko von schätzungsweise 39% 

an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, Frauen mit einer BRCA2-Mutation lediglich 

von 11-22%, [4]. Eine signifikante Risikoreduktion unabhängig vom Mutationsstatus 

kann durch die Einnahme oraler Kontrazeptiva erreicht werden, da die Ovulationshem-

mung einen protektiven Effekt aufweist [1, 4, 5]. Bisher konnte durch Screeningverfahren 

mittels Tumormarker-Bestimmung von CA125 und transvaginaler Sonografie keine sig-

nifikante Reduktion der Mortalität nachgewiesen werden, weshalb ein standardisiertes 

Früherkennungsprogramm nicht existiert und eine routinemäßige Durchführung dieser 

Verfahren nicht empfohlen wird [4, 6]. Zu den prognostischen Faktoren gehören unter 

anderem das Alter der Patientin bei Erstdiagose, der histologische Subtyp sowie das vor-

liegende FIGO-Stadium, wobei der postoperative Tumorrest entscheidend ist [4, 7-9]. 

Das relative 5-Jahres-Überleben liegt über alle Stadien hinweg bei lediglich 43% [4]. 

 

1.2 Ätiologie und Pathohistologie 

Über 95% aller ovariellen Malignome sind epithelialen Ursprungs [10]. Die restlichen 

5% entfallen auf die heterogene Gruppe der nicht-epithelialen Tumore bestehend aus 

Keimzell- und Keimstrang-Stroma-Tumoren sowie ovariellen Sarkomen [11]. Histopa-

thologisch werden fünf verschiedene Subtypen des Ovarialkarzinoms differenziert, wel-

che sich hinsichtlich ihrer Vorläuferläsionen und molekulargenetischen Faktoren grund-

legend unterscheiden: high-grade serös, low-grade serös, endometrioid, muzinös und 

klarzellig [10]. Hierbei bildet das high-grade seröse Ovarialkarzinom (HGSOC) mit ca. 

70% die mit Abstand größte Subgruppe und ist am häufigsten mit einer BRCA1/2-Muta-

tion assoziiert [4, 10]. Dessen Ursprung liegt nach letzten Erkenntnissen in der distalen 

Tube im Bereich der Fimbrien oder des Infundibulums als sogenanntes seröses tubares 

intraepitheliales Karzinom (STIC), welches die früheste Manifestation des high-grade 
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serösen Ovarialkarzinoms darstellt [4, 12]. Ein dualistisches Modell der Ätiopathogenese 

epithelialer Ovarialtumore postuliert zwei verschiedene Entstehungsmechanismen und 

unterscheidet Typ-I und Typ-II Karzinome (Tabelle 1) [13]. Typ-I Karzinome, zu denen 

u.a. das low-grade seröse Ovarialkarzinom (LGSOC) zählt, weisen gehäuft Alterationen 

im KRAS/BRAF-Signalweg auf und entwickeln sich meist über einen längeren Zeitraum 

über benigne Neoplasien oder auf dem Boden von Borderline-Tumoren [13-15]. Im Ge-

gensatz dazu entstehen Typ-II Karzinome wie das high-grade seröse Ovarialkarzinom 

überwiegend de novo und zeichnen sich durch eine hohe genetische Instabilität und eine 

Mutation im Tumorsuppressorgen p53 aus, welches sich klinisch in einem aggressiveren 

Wachstum durch eine erhöhte Proliferationsrate manifestiert [13, 15].  

 

Typ-I Karzinom Typ-II Karzinom 

low-grade serös, muzinös, endometrioid 

oder klarzellig 

high-grade serös, Karzinosarkom, undiffe-

renziertes Karzinom 

genetisch stabil genetisch instabil 

Mutationen: KRAS/BRAF, -Catenin, 

PTEN, ErbB2 
Mutationen: p53, BRCA1/2,  

Entwicklung über benigne Vorläuferläsio-

nen wie Zystadenome oder Borderline-

Tumore 

de novo Entstehung, STIC 

Tabelle 1: Übersicht der Charakteristika von Typ-I und -II Karzinomen [13, 15]. 

 

1.3 Klinik, Diagnostik und Stadieneinteilung 

Die Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms erfolgt nach der international und allgemein 

gültigen FIGO-Klassifikation, welche zuletzt im Jahr 2014 überarbeitet wurde [4]. Auf-

grund überwiegend unspezifischer Symptome und einem bis dato fehlenden, suffizienten 

Screening-Programm wird die Erkrankung in 73% Prozent der Fälle erst in einem fortge-

schrittenen Stadium mit zumeist bereits peritonealer Metastasierung (≥ FIGO III) erkannt 

[1]. Zu den klinischen Manifestationen zählen eine isolierte Bauchumfangsvermehrung 

bedingt durch Aszites, Verdauungsbeschwerden sowie unspezifische abdominelle 

Schmerzen [4, 16]. Diagnostisch werden zunächst eine gynäkologische Untersuchung 

und eine transvaginale Sonografie durchgeführt. Bei sich erhärtendem Verdacht schließt 

sich eine weiterführende Bildgebung an, bestehend aus einer Computertomografie des 

Abdomen und des Thorax, da bei 21% der Patientinnen bei Erstdiagnose bereits eine 

Fernmetastasierung vorliegt [1]. Fehlt selbige, ist das operative Staging mittels 
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explorativer Laparotomie mit dem Ziel der makroskopischen Tumorfreiheit entscheidend 

für die Stadieneinteilung und die Prognose [4]. Nach erfolgter histologischer Sicherung 

und abgeschlossenem Staging wird zudem jeder Patientin eine genetische Beratung und 

Untersuchung zur Ermittlung des BRCA1/2- sowie des HRD-Status empfohlen [4, 17]. 

Hiernach wird dann unter Berücksichtigung aller Faktoren das jeweilige Therapiekonzept 

der Patientin festgelegt. 

 

1.4 Therapie 

Die Therapie des Ovarialkarzinoms richtet sich nach dem jeweils vorliegenden FIGO 

Stadium. Das Staging erfolgt operativ mittels explorativer Längslaparotomie zur Festle-

gung der initialen Ausbreitung [4]. Der wichtigste prognostische Faktor hierbei ist der 

intraoperative Tumorrest bzw. die makroskopische Tumorfreiheit nach primärer zytore-

duktiver Operation [9]. Zur Gewährleistung einer optimalen Therapie mit bestmöglicher 

operativer Expertise sollte diese in zertifizierten gynäkoonkologischen Zentren erfolgen 

[18]. In der Regel schließt sich eine adjuvante platinhaltige Chemotherapie bestehend aus 

sechs Zyklen Carboplatin in Kombination mit Paclitaxel an [9]. Ein Fertilitätserhalt bzw. 

Verzicht auf eine adjuvante Systemtherapie sollte nur in einem sehr frühen Stadium bei 

lediglich unilateralem Befall des Ovars (FIGO IA1) nach ausführlicher Risiko-Nutzen-

Aufklärung in Erwägung gezogen werden [4]. In einem fortgeschrittenen Stadium 

(≥FIGO III) wird zusätzlich eine zielgerichtete Erhaltungstherapie empfohlen [4]. Diese 

erfolgt je nach Risikoprofil der Patientin unter anderem durch die Hinzunahme eines An-

giogenese-Inhibitors in Form von Bevacizumab für insgesamt 15 Monate zur platinba-

sierten Standard-Chemotherapie [4, 19, 20]. Fester Bestandteil im Rahmen der Diagnos-

tik und Planung der Therapiestrategie ist eine genetische Beratung und Testung der Pati-

entin mit Bestimmung des BRCA- sowie des HRD-Status [4, 17]. Je nach Ergebnis kann 

in der Erhaltungstherapie auf Poly-ADP-Ribose-Polymerase-Inhibitoren (PARPi) zu-

rückgegriffen werden [4, 21]. Die Zulassung von Olaparib im Jahr 2019 veränderte die 

Erhaltungstherapie in der Erstlinie maßgeblich. Im Rahmen der SOLO-1 Studie konnte 

bei Patientinnen mit fortgeschrittenem, BRCA-mutierten Ovarialkarzinom unter Ein-

nahme von Olaparib erstmalig eine hoch signifikante Verbesserung des progressions-

freien Überlebens (PFS) gegenüber einem Placebo mit einer Risikoreduktion für eine 

Krankheitsprogression oder Tod um 70% gezeigt werden (HR 0,30 [95% CI 0,23–0,41], 

p<0,001) [4, 22]. Basierend auf den Daten der AGO-OVAR 21/ PRIMA/ ENGOT-ov26-

Studie folgte ein Jahr später die Zulassung von Niraparib für das fortgeschrittene Ovari-

alkarzinom nach Platinansprechen in der Erstlinientherapie unabhängig vom BRCA-Mu-

tationsstatus [23].  Eine kombinierte Erhaltungstherapie mit Olaparib und Bevacizumab 

führte im Vergleich zu einer Bevacizumab-Monotherapie ebenfalls unabhängig vom 

BRCA-Mutationsstatus zu einem signifikant verbesserten PFS der untersuchten 
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Patientinnen [24]. Der stärkste Effekt konnte jedoch im Rahmen der AGO-OVAR 20/ 

PAOLA-1-Studie in der Subgruppe der BRCA-mutierten Patientinnen oder bei jenen mit 

einer homologen Rekombinations-Defizienz (HRD-positiv) nachgewiesen werden, wo-

hingegen HRD-negative Patientinnen davon nicht profitierten [24].  

Die Therapie der Rezidiverkrankung, welche meist als chronisch anzusehen ist, besteht 

ebenfalls aus einem multimodalen Konzept. Kommt eine Patientin für eine Rezidivope-

ration in Frage, so ist das Erreichen einer makroskopischen Tumorfreiheit erneut das 

oberste Ziel [25]. Im Gegensatz zu anderen gynäkologischen Malignomen spielt die Ra-

diotherapie in der Behandlung des Ovarialkarzinoms keine signifikante Rolle. In Einzel-

fällen kann in der Rezidivsituation eine lokalisierte Bestrahlung zur Symptomkontrolle 

nach interdisziplinärer Indikationsstellung in Erwägung gezogen werden [26]. Für die 

Wahl der Systemtherapie ist das Ansprechen auf die letzte platinhaltige Therapielinie ent-

scheidend. Erkrankt eine Patientin, die auf die platinhaltige Erstlinientherapie angespro-

chen hat, frühestens sechs Monate nach Therapieabschluss an einem Rezidiv, so kann ihr 

erneut eine platinhaltige Kombinationstherapie angeboten werden. Bei erfolgreichem An-

sprechen auf diese Therapie kann anschließend eine Erhaltungstherapie mit PARPi unab-

hängig vom BRCA-Mutationsstatus erfolgen [4, 27]. Bei einem platinresistenten Rezidiv 

stehen platinfreie Monochemotherapien zur Verfügung, jedoch leider nur mit einer An-

sprechrate von unter 15% [4, 28]. Neue, zielgerichtete Ansätze versuchen durch den Ein-

satz von u.a. Antikörper-Drug-Konjugaten diesem Missstand entgegenzutreten. Im Rah-

men der MIRASOL-Studie wurde die Wirksamkeit von Mirvetuximab-Soravtansin 

(MIRV) bei Patientinnen mit einem platinresistenten Ovarialkarzinomrezidiv und einer 

hohen Folatrezeptor-alpha Expression untersucht. Im Vergleich zur Monochemotherapie 

konnte durch den Einsatz von MIRV ein signifikanter Benefit der Patientinnen sowohl 

im progressionsfreien Überleben als auch im Gesamtüberleben (OS) erzielt werden [29]. 

Trastuzumab-Deruxtecan wiederum könnte bei Patientinnen mit HER2-positivem Ovari-

alkarzinom zukünftig das Therapiespektrum erweitern und zu einer verbesserten Prog-

nose in der Rezidivsituation beitragen. Erste Erkenntnisse hierzu lieferte die DESTINY-

PanTumor02-Studie mit einer signifikanten objektiven Ansprechrate und einem deutli-

chen Überlebensvorteil der entsprechenden Patientinnen [30].  

 

2 Actin beta-like 2 (ACTBL2)  

 

Actin beta-like 2 (ACTBL2) gilt als eine neu beschriebene Aktin-Isoform des Zytoske-

letts, welche zu 92% Strukturgleichheit zu ß-Aktin besitzt [31, 32]. Nichtsdestoweniger 

zeigen die insgesamt bislang rar gesäten Untersuchungen dieses Proteins deutliche Ab-

weichungen hinsichtlich der molekularbiologischen Funktionen und der intrazellulären 
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Verteilung im Vergleich zu anderen, deutlich besser verstandenen Aktin-Isoformen [33, 

34]. Bisher konnte eine signifikant erhöhte ACTBL2-Expression im kolorektalen Karzi-

nom sowie im duktalen Pankreaskarzinom beschrieben werden [35, 36]. Im hepatozellu-

lären Karzinom war eine hohe ACTBL2-Expression mit einem signifikant schlechteren 

postoperativen Überleben der betroffenen Patienten assoziiert [37]. Weitere Studien an-

hand von Zellen des malignen Melanoms konnten ACTBL2 als Bindungspartner von 

Gelsolin in Lamellipodien identifizieren und so dessen pro-migratorischen Einfluss auf 

Tumorzellen feststellen [38]. Umgekehrt resultierte eine verminderte Expression von 

ACTBL2 in einer veränderten Struktur des Zytoskeletts und in ein hierdurch herbeige-

führtes, reduziertes zelluläres Invasions- und Migrationsvermögen [33]. Hierzu konkor-

dant konnte ein signifikanter Einfluss auf die zelluläre Motilität anhand von funktionellen 

Analysen in glatten Muskelzellen dargelegt werden [39].  

Eine Exom-Sequenzierungsanalyse konnte ACTBL2 als putatives Risikogen im Ovarial-

karzinom identifizieren [40]. Trotz dessen ist die Bedeutung von Actin beta-like 2 in der 

Karzinogenese und Pathophysiologie dieser Tumorentität bis dato ungeklärt. 

 

3 Nuclear factor of activated T-cells 5 (NFAT5) 

 

In silico Analysen der Promoter-Region von ACTBL2 zeigten mehrere Bindungsstellen 

des Transkriptionsfaktors Nuclear factor of activated T-cells 5 (NFAT5) [39], welcher 

unter anderem an der Regulation von osmotischem Stress sowie zellulärer Invasion und 

Migration beteiligt ist [41-44]. Dabei kommt NFAT5 grundsätzlich im Zellkern und im 

Zytoplasma vor und kann, sowohl abhängig von der extrazellulären Tonizität als auch als 

Folge von posttranslationalen Modifikationen, in eines der beiden Zellkompartimente ge-

langen [45-47]. Untersuchungen im hepatozellulären Karzinom zeigten einen signifikan-

ten Überlebensnachteil von Patienten mit einer hohen NFAT5-Expression in den entspre-

chenden Zellen und konnten ein damit assoziiertes, erhöhtes Rezidivrisiko nachweisen 

[48]. Ein ähnlicher, statistisch unabhängiger Effekt auf das progressionsfreie Überleben 

konnte bei Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom nach erfolgter operativer 

Resektion gezeigt werden [49]. In glatten Muskelzellen resultierte ein gezielter Knock-

down von NFAT5 in einer signifikant verminderten ACTBL2-Expression, welches auf 

eine direkte Interaktion schließen lässt [39]. Hiervon abgesehen existieren zum jetzigen 

Zeitpunkt keine Publikationen hinsichtlich des funktionellen Zusammenspiels von Actin 

beta-like 2 und NFAT5 oder deren Einfluss auf die zelluläre Migration und Proliferation 

im Ovarialkarzinom. 

Darüber hinaus spielt NFAT5 in der Regulation des Tumormikromilieus eine Rolle. Tillé 

et al. konnten herausarbeiten, dass eine Überexpression von NFAT5 in CD8-positiven T-
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Zellen deren tumorsuppressive Funktion drosselte [50]. NFAT5-defiziente Makrophagen 

hingegen zeigten eine verminderte antitumorale Aktivität gegenüber Ovarialkarzinom-

zellen in vivo, was mit einer reduzierten Ansammlung von T-Effektorzellen im Tumor 

assoziiert war [51]. Weiterführende Untersuchungen zum Einfluss von NFAT5 auf im-

munologische Prozesse im Ovarialkarzinom stehen bisher noch aus.  

 

4 Tumorinfiltrierende Leukozyten und Immuntherapie im 

Ovarialkarzinom  

 

Im Gegensatz zu anderen gynäkologischen Malignomen, wie beispielsweise dem Endo-

metrium- oder Zervixkarzinom, konnte die Immuntherapie bislang noch keinen Einzug 

in die Therapiestandards des Ovarialkarzinoms halten [52, 53]. Einer der Gründe für ein 

unzureichendes Ansprechen auf verschiedene immuntherapeutische Ansätze liegt in der 

vergleichsweise niedrigen Tumormutationslast, die mit der Anzahl an Neoantigenen kor-

reliert [54, 55]. Grundlage für den Einsatz von Checkpoint-Inhibitoren ist die Interaktion 

der Tumorzelle mit den im Tumormilieu vorhandenen Immunzellen über den von ihnen 

exprimierten PD-1 Rezeptor und seinem Liganden PD-L1 [56]. Darüber hinaus ist die 

Zusammensetzung des intratumoralen Immunzellinfiltrats für den Erfolg einer Immun-

checkpoint-Blockade von Bedeutung [56]. Der Nachweis von intraepithelialen CD8-po-

sitiven Lymphozyten sowie ein hohes Verhältnis von zytotoxischen zu regulatorischen 

T-Zellen im Tumor zeigten einen prognostischen Vorteil für die entsprechenden Ovarial-

karzinompatientinnen [57, 58]. Auch tumorassoziierte Makrophagen tragen abhängig von 

ihrem Polarisationsstatus (M1 oder M2) und den von ihnen produzierten Zytokinen zur 

Modulierung des Tumormikromilieus bei [56, 59]. Patientinnen mit einem erhöhten An-

teil an pro-inflammatorischen, M1-polarisierten Makrophagen weisen einen signifikanten 

Vorteil im Gesamtüberleben auf [60, 61]. Zudem scheint Paclitaxel die Polarisation von 

Makrophagen zugunsten des tumorsuppressiven M1-Phänotyps zu fördern, was seinen 

therapeutischen Effekt unterstützt [62]. Strickland et al. konnten zeigen, dass BRCA-mu-

tierte Tumore nicht nur eine stärkere PD-L1 Expression, sondern zusätzlich auch eine 

höhere Zahl an Neoantigenen und CD8-positiven Lymphozyten aufweisen [56, 63].  

Basierend auf dieser Evidenzgrundlage scheint der Schlüssel zum Erfolg der Immunthe-

rapie in der Kombination mit bereits bewährten Substanzen zu liegen, um durch syner-

gistische Effekte die Immunogenität des Ovarialkarzinoms zu erhöhen und eine Check-

point-Blockade zu verbessern. Der Einsatz von Avelumab und Atezolizumab in der Erst-

linientherapie konnte in klinischen Phase-III-Studien jeweils keinen signifikanten Ein-

fluss auf das PFS nachweisen [64, 65]. Auch beim platinsensiblen Rezidiv konnte der 

Einsatz von Atezolizumab in Kombination mit Bevacizumab im Rahmen der 
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ATALANTE/ENGOT-ov29 – Studie den primären Endpunkt nicht erreichen [66]. Etwas 

vielversprechender scheint die Kombination aus Checkpoint- und PARP-Inhibitoren zu 

sein, was aktuell Gegenstand diverser Studienkonzepte ist. Ein Zwischenergebnis der 

DUO-O/AGO-OVAR 23-Studie zeigt erstmals einen signifikanten Überlebensvorteil im 

PFS für den kombinierten Einsatz von Durvalumab, Bevacizumab und Olaparib in der 

Erhaltungstherapie bei HRD-negativen Patientinnen ohne BRCA-Mutation [67]. Erste 

Ergebnisse der MITO 33-Studie, die den Effekt von Niraparib in Kombination mit 

Dostarlimab im platinresistenten Rezidiv untersucht, sind aktuell noch ausstehend [68].  

Es bleibt insgesamt festzuhalten, dass im Hinblick auf eine angestrebte, zielgerichtete 

Therapie weitere prädiktive Biomarker von Nöten sind, um sowohl geeignete synergisti-

sche Substanzen zu identifizieren als auch spezifische Patientengruppen zu definieren, 

die von einer Immuntherapie langfristig profitieren.  

 

5 Zielsetzung dieser Arbeit 

 

Trotz Identifikation als putatives Risikogen existierten bisher keine Untersuchungen zu 

Actin beta-like 2 und dessen Einfluss auf die Pathogenese des Ovarialkarzinoms. Basie-

rend auf Vorarbeiten in anderen Tumorentitäten, die auf eine signifikante Rolle in der 

zellulären Motilität und Migration hinweisen, soll nun mit dieser Arbeit die prognostische 

und funktionelle Bedeutung von ACTBL2 im Ovarialkarzinom grundlegend untersucht 

werden.  

Der Hauptfokus der ersten Publikation dieser kumulativen Dissertation liegt auf der Ex-

pression und dem Einfluss von ACTBL2 in Ovarialkarzinomzellen. Ein Bestandteil hier-

bei ist die immunhistochemische Expressionsanalyse von ACTBL2 und seinem Tran-

skriptionsfaktor NFAT5 anhand von Tissue Microarrays (TMAs) eines etablierten Pati-

entinnenkollektivs. Mittels sich anschließender, umfassender Korrelations- und Überle-

bensanalysen soll geklärt werden, inwiefern Actin beta-like 2 als unabhängiger prognos-

tischer Faktor für das Überleben von Ovarialkarzinompatientinnen fungieren kann. Bis 

dato gibt es keine Evidenz zur Expression von ACTBL2 und NFAT5 in vitro, weshalb 

zunächst die Basalexpression beider Gene anhand von Zelllinien verschiedener histolo-

gischer Subtypen untersucht werden soll. Hieran anknüpfend gilt es durch Western Blot 

und immunzytochemische Färbungen die Expression auf Proteinebene und vor allem das 

jeweilige Expressionsmuster darzustellen. Nachdem Arbeiten zu glatten Muskelzellen 

und Zellen des malignen Melanoms einen signifikanten Einfluss auf deren Motilität be-

schrieben, soll mittels funktioneller Assays nach gezieltem siRNA Knockdown von 

ACTBL2 und NFAT5 herausgearbeitet werden, ob und in welchem Ausmaß die zelluläre 
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Migration, Proliferation und Viabilität beeinflusst und inwiefern Rückschlüsse über die 

Interaktion zwischen ACTBL2 und NFAT5 gezogen werden können. Hieraus sollen neue 

Erkenntnisse über die Ätiologie des Ovarialkarzinoms sowie hinsichtlich möglicher the-

rapeutischer Ansatzpunkte gewonnen werden.  

In der zweiten Publikation rückt die Expression von ACTBL2 in tumorinfiltrierenden 

Leukozyten (TILs) im Ovarialkarzinom in den Mittelpunkt. Besonders in Anbetracht der 

aktuellen Studienlage zur Wirksamkeit von Immuntherapien ist es von fundamentaler Be-

deutung, neue Prädiktionsfaktoren für ein Ansprechen zu definieren und ein besseres Ver-

ständnis der spezifischen Tumorbiologie anzustreben. Angesichts der postulierten pro-

migratorischen Funktion von ACTBL2 als Bestandteil von spezifischen Zellausläufern 

wie Lamellipodien und Invadopodien [33, 38] soll erstmals untersucht werden, ob und 

inwiefern ACTBL2 in tumorinfiltrierenden Leukozyten und somit in Zellen mit hohem 

Migrationspotenzial exprimiert wird. Durch umfassende immunhistochemische Expres-

sionsanalysen und spezifische Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen sollen ACTBL2-po-

sitive Leukozyten weiter charakterisiert und deren prognostischer Einfluss im Hinblick 

auf tumorimmunologische Prozesse untersucht werden.  
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Zusammenfassung 

 

Das Ovarialkarzinom zeichnet sich unter den gynäkologischen Malignomen sowohl 

durch die höchste Letalität als auch durch die geringste Ansprechrate auf Immuntherapien 

aus [2, 56]. Trotz intensiver Forschungsbemühungen in den letzten Jahrzehnten existieren 

bis heute keine validen prognostischen Biomarker, die zur Früherkennung herangezogen 

werden können, weshalb die Erkrankung zumeist in einem sehr fortgeschrittenen Stadium 

erkannt wird [4]. Die aktuellen Therapiestandards berücksichtigen die heterogene Biolo-

gie der verschiedenen histologischen Subtypen nur geringfügig, sodass im Hinblick auf 

eine zeitgemäße, zielgerichtete und möglichst individualisierte Therapie neue molekular-

biologische Mechanismen in der Pathogenese des Ovarialkarzinoms entschlüsselt werden 

müssen. Im Rahmen dieser kumulativen Dissertation wurde erstmals grundlegend unter-

sucht, inwiefern Actin beta-like 2 als neu beschriebene Aktin-Isoform eine prognostische 

und auch funktionelle Rolle in der Ätiologie des Ovarialkarzinoms spielt.  

Im Rahmen von immunhistochemischen Expressionsanalysen anhand von Tissue 

Microarrays von 156 Ovarialkarzinompatientinnen konnten wir nachweisen, dass eine 

positive ACTBL2-Expression in den Tumorzellen mit einem signifikant schlechteren Ge-

samtüberleben assoziiert ist (p=0,035). Dabei zeigten high-grade seröse Karzinome einen 

signifikant höheren ACTBL2-Gehalt im Vergleich zu anderen histologischen Subtypen 

(Cc=0,253, p=0,003). Mit einer Hazard Ratio von 2,034 konnte die positive, und damit 

kombinierte zytoplasmatische und membranöse, Expression von ACTBL2 als statistisch 

unabhängiger prognostischer Faktor in der Gesamtkohorte identifiziert werden 

(p=0,013). Konkordant zu den hier dargelegten immunhistochemischen Korrelationsana-

lysen zeigten die beiden serösen Zelllinien OVCAR3 und UWB1.289 den höchsten 

mRNA Gehalt an ACTBL2 in vitro, wobei im Vergleich zur benignen Zelllinie HOSEpiC 

die Basalexpression von ACTBL2 in allen vier untersuchten malignen Zelllinien signifi-

kant höher war (p=0,028). Durch Western Blots und zusätzliche immunzytochemische 

Färbungen anhand von UWB1.289 Zellen wurde die Expression von ACTBL2 auf Pro-

teinebene nachgewiesen und sowohl in der Membran als auch im Zytoplasma abermals 

dargestellt. Ein gezielter siRNA Knockdown von ACTBL2 resultierte in einer signifikant 

herabgesetzten zellulären Viabilität (p=0,008), Proliferation (p=0,012) und Migration 

(p=0,012), wodurch der funktionelle Einfluss von ACTBL2 im Ovarialkarzinom erstmals 

dargelegt werden konnte. Um den regulatorischen Effekt von NFAT5 auf die Expression 

und Funktion von ACTBL2 zu untersuchen, erfolgten ergänzende Analysen in vitro, die 

die zuvor erhobenen Daten insgesamt widerspiegeln und stützen. In seiner Rolle als Tran-

skriptionsfaktor konnte NFAT5 sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma von 

UWB1.289 Zellen identifiziert werden. Nach erfolgreichem siRNA Knockdown von 

NFAT5 zeigte sich eine signifikante Herabsetzung der mRNA Expression von ACTBL2 
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um 46% (p=0,008), was auf eine direkte Interaktion schließen lässt. Konsekutiv durchge-

führte funktionelle Assays konnten konkordant zur den Ergebnissen nach primärem 

ACTBL2-Knockdown eine signifikante Reduktion der zellulären Proliferation (p=0,001) 

und Migration (p=0,012) nachweisen. Ergänzende immunhistochemische Expressions-

analysen von NFAT5 in TMAs zeigten eine signifikante Korrelation zwischen zytoplas-

matischer NFAT5-Expression und niedrigem FIGO-Stadium (p=0,022) und Grading 

(p<0,001), sodass ein Zusammenhang zwischen der vorwiegend transkriptionell inakti-

ven Form von NFAT5 mit prognostisch günstigen histopathologischen Charakteristika 

vermutet werden kann.  

In 77% aller auswertbaren Fälle zeigten Patientinnen des untersuchten TMA-Kollektivs 

über alle histologischen Subtypen hinweg eine Tumorinfiltration mit ACTBL2-positiven 

Leukozyten. Dabei korrelierte deren Nachweis signifikant mit Karzinomen low-grade 

seröser Histologie (Cc=0,200, p=0,025). In der Gesamtkohorte zeigte sich ein signifikan-

ter Überlebensvorteil von Patientinnen mit einem Nachweis von ACTBL2-exprimieren-

den Leukozyten (p=0,006). Basierend auf der dargelegten Korrelation wurde dieser prog-

nostische Einfluss in einer Subgruppenanalyse erneut untersucht und ein hochsignifikan-

ter Benefit für Patientinnen mit LGSOC und ACTBL2-positiven TILs herausgearbeitet 

(p<0,001). In einer multivariaten Analyse konnte deren intratumoraler Nachweis sowohl 

in der Gesamtkohorte (HR=0,556, p=0,038) als auch in der LGSOC-Subgruppe 

(HR=0,058, p=0,018) als statistisch unabhängiger prognostischer Faktor für das Gesamt-

übeleben identifiziert werden. In der Annahme, dass ACTBL2 eine Schlüsselrolle in der 

Migration von aktivierten Leukozyten spielt, wurde die Co-Expression von CD44 als Ad-

häsionsmolekül und Mediator von Leukozyteninvasion [69, 70] evaluiert und unabhängig 

vom histologischen Subtyp mittels Doppel-Immunfluoreszenz nachgewiesen. Zur weite-

ren Klassifikation der ACTBL2-positiven TILs mit besonderem Augenmerk auf potenzi-

ell immunvermittelte, antitumorale Effekte wurden umfassende immunhistochemische 

Färbungen anhand von eigens angefertigten Serienschnitten durchgeführt, die CD8-posi-

tive zytotoxische T-Zellen und CD68-positive Makrophagen als die vorherrschenden 

Subtypen identifizierten.  

Zusammenfassend konnte mit dieser Dissertation erstmals ein signifikanter prognosti-

scher und funktioneller Einfluss von Actin beta-like 2 im Ovarialkarzinom nachgewiesen 

werden. Insbesondere die dargelegte membranöse Expression von ACTBL2 in Tumor-

zellen kann vor dem Hintergrund eines pro-migratorischen Effekts von Bedeutung sein, 

da Analysen anderer Arbeitsgruppen ACTBL2 als Bindungspartner von Gelsolin als Ak-

tin-modulierendes Protein in Lamellipodien ermitteln konnten [38]. Als Mediator zellu-

lärer Proliferation und Migration in vitro spiegelt sich die somit postulierte Funktion von 

Actin beta-like 2 im signifikant schlechteren Gesamtüberleben von Ovarialkarzinompa-

tientinnen mit positiver ACTBL2-Expression wider. Darüber hinaus wurde die modulie-

rende Wirkung von NFAT5 auf die Expression von ACTBL2 und auf die daraus 
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resultierenden Veränderungen zellulärer Mechanismen zum ersten Mal im Ovarialkarzi-

nom belegt und als putativer Ansatzpunkt für neue, antiproliferative Therapien identifi-

ziert. Ein signifikanter, prognostisch günstiger Einfluss auf das Gesamtüberleben von 

Ovarialkarzinompatientinnen wiederum konnte ACTBL2-exprimierenden Leukozyten 

zugeschrieben werden. Die hier dargelegten Ergebnisse deuten darauf hin, dass dieser 

Effekt auf der Zusammensetzung der Immunzellinfiltrate aus CD44-exprimierenden, zy-

totoxischen T-Zellen und Makrophagen beruht. Abschließend liefern die Ergebnisse die-

ses Promotionsprojekts erstmalig Hinweise auf ein Zusammenspiel aus CD44-vermittel-

ten Prozessen in der Leukozytenaktivierung und ACTBL2-abhängigen, pro-migratori-

schen Veränderungen des Zytoskeletts und können somit als Basis für zukünftige Sub-

gruppenanalysen hinsichtlich der Wirksamkeit von immuntherapeutischen Ansätzen her-

angezogen werden. 
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Among gynaecological malignancies, ovarian carcinoma is distinguished by both the 

highest mortality rate and the lowest response rate to immunotherapy [2, 53]. Despite 

intensive research efforts in recent decades, there are still no valid prognostic biomarkers 

that can be used for early detection, which is why the disease is typically diagnosed at a 

very advanced stage [4]. The current treatment standards only consider the heterogeneous 

biology of the various histological subtypes to a limited extent. Consequently, new mo-

lecular biological mechanisms in the pathogenesis of ovarian cancer must be identified in 

order to develop modern, targeted and individualised treatments. In this dissertation, the 

extent to which actin beta-like 2, a newly described actin isoform, plays a prognostic and 

functional role in the aetiology of epithelial ovarian cancer was investigated for the first 

time. 

In immunohistochemical expression analyses using tissue microarrays from 156 ovarian 

cancer patients, we could demonstrate that positive ACTBL2-expression in tumour cells 

is associated with significantly poorer overall survival (OS) (p=0.035). High-grade serous 

carcinomas showed a significantly higher ACTBL2-content compared to other histologi-

cal subtypes (Cc=0.253, p=0.003). With a hazard ratio of 2.034, the positive, and thus 

combined cytoplasmic and membranous expression of ACTBL2 was identified as a sta-

tistically independent prognostic factor for the overall cohort (p=0.013). Consistent with 

the immunohistochemical correlation analyses presented here, the two serous cell lines 

OVCAR3 and UWB1.289 showed the highest mRNA content of ACTBL2 in vitro, 

whereby the basal expression of ACTBL2 was significantly higher in all four malignant 

cell lines examined compared to the benign cell line HOSEpiC (p=0.028). Western blots 

and additional immunocytochemical staining using UWB1.289 cells were employed to 

detect the expression of ACTBL2 at the protein level, with the results visualised both in 

the membrane and in the cytoplasm. Targeted siRNA-mediated knockdown of ACTBL2 

resulted in a significant reduction in cellular viability (p=0.008), proliferation (p=0.012) 

and migration (p=0.012), demonstrating the functional influence of ACTBL2 in epithelial 

ovarian cancer for the first time. In order to investigate the regulatory impact of NFAT5 

on the expression and function of ACTBL2, additional in vitro analyses were carried out, 

which reflect and support the previously collected data. In its role as a transcription factor, 

NFAT5 was detected both in the nucleus and in the cytoplasm of UWB1.289 cells. After 

successful siRNA knockdown of NFAT5, mRNA expression of ACTBL2 was signifi-

cantly reduced by 46% (p=0.008), suggesting a direct interaction. Consecutive functional 

assays showed a significant reduction in cellular proliferation (p=0.001) and migration 

(p=0.012) concordant with the results after primary ACTBL2 knockdown. Supplementary 

immunohistochemical expression analyses of NFAT5 in TMAs showed a significant 
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correlation between cytoplasmic NFAT5 expression and low FIGO stage (p=0.022) and 

grading (p<0.001), hinting at a correlation between the predominantly transcriptionally 

inactive form of NFAT5 and prognostically favourable histopathological characteristics. 

In 77% of all evaluable cases, patients in the study cohort showed tumour infiltration with 

ACTBL2-positive leukocytes across all histological subtypes. Their detection correlated 

significantly with carcinomas of low-grade serous histology (Cc=0.200, p=0.025). In the 

overall cohort, there was a significant survival benefit for patients with evidence of 

ACTBL2-expressing leukocytes (p=0.006). Based on the correlation described above, 

this prognostic influence was re-examined in a subgroup analysis and a significant benefit 

was identified for patients with LGSOC and ACTBL2-positive TILs (p<0,001). In a mul-

tivariate analysis, their intratumoural detection was identified as a statistically independ-

ent prognostic factor for OS in both the overall cohort (HR=0,556, p=0,038) and the 

LGSOC-subgroup (HR=0,058, p=0,018). Assuming that ACTBL2 plays a key role in the 

migration of activated leukocytes, co-expression of CD44 as an adhesion molecule and 

mediator of leukocyte invasion [66, 67] was evaluated and detected by double immuno-

fluorescence independent of histological subtype. For further classification of ACTBL2-

positive TILs with special focus on potential immune-mediated antineoplastic effects, 

extensive immunohistochemical staining was performed on custom-made serial sections 

containing CD8-positive cytotoxic T-cells and CD68-positive macrophages as the pre-

dominant subtypes.  

In sum, this dissertation was the first to demonstrate a significant prognostic and func-

tional impact of Actin beta-like 2 in epithelial ovarian cancer. In particular, the membra-

nous expression of ACTBL2 in tumour cells may be important in the context of a pro-

migratory effect, as analyses by other research groups have identified ACTBL2 as a bind-

ing partner of gelsolin as an actin-modulating protein in lamellipodia [35]. The postulated 

function of Actin beta-like 2 as a mediator of cell proliferation and migration in vitro is 

reflected in the significantly poorer overall survival of ovarian cancer patients with posi-

tive ACTBL2-expression. In addition, the modulating effect of NFAT5 on ACTBL2-ex-

pression and the resulting alterations in cellular mechanisms were demonstrated and ad-

ditionally identified as a putative target for innovative anti-proliferative therapies of ovar-

ian cancer. In turn, a significant and prognostically favourable effect on the OS of ovarian 

cancer patients was attributed to the presence of ACTBL2-expressing leukocytes. The 

given results suggest that this effect is due to the composition of the immune cell infil-

trates, consisting of CD44-expressing cytotoxic T-cells and macrophages. Concluding, 

these findings provide for the first time evidence of an interplay between CD44-mediated 

processes in leukocyte activation and ACTBL2-dependent pro-migratory changes of the 

cytoskeleton and can thus be used as a basis for future subgroup analyses regarding the 

efficacy of immunotherapeutic approaches. 
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Basierend auf den hier dargelegten Ergebnissen gilt es nun in weiterführenden Untersu-

chungen die Interaktion von ACTBL2 und NFAT5 genauer zu analysieren. Hierzu rückt 

besonders Etomoxir als putative therapeutische Substanz in den Fokus. Diverse Studien 

konnten zeigen, dass die Aktivität und nukleäre Translokation von NFAT5 von posttrans-

lationalen Palmitoylierungs-Prozessen abhängig ist [46, 47, 71]. Eine gezielte und irre-

versible Inhibition der mitochondrialen Carnitin-Palmitoyltransferase 1 (CPT1) durch die 

Substanz Etomoxir resultierte konsekutiv in einer signifikant reduzierten zytoplasmati-

schen ACTBL2-Expression [39, 71]. Zum jetzigen Zeitpunkt existieren keine publizier-

ten Studien zum regulatorischen Einfluss von Etomoxir auf ACTBL2 und NFAT5 im 

Zusammenhang mit gynäkologischen Karzinomen. Da die Ergebnisse dieses Promotions-

projekts eine signifikante Abnahme des Proliferations- und Migrationsvermögen von 

Ovarialkarzinomzellen nach spezifischem Knockdown von NFAT5 und ACTBL2 bele-

gen, könnte der Einsatz von Etomoxir einen innovativen und zielgerichteten antiprolife-

rativen Therapieansatz darstellen. Gleichzeitig könnte in Anbetracht der hier dargestell-

ten Überlebensdaten eine Reduktion des intrazellulären Gehalts von ACTBL2 zu prog-

nostisch günstigen Veränderungen in der Tumorbiologie führen. Somit sollte das Ziel 

zukünftiger Arbeiten die Analyse des therapeutischen Potentials von Etomoxir im Ovari-

alkarzinom sein, auch im Hinblick auf mögliche Kombinationen mit bereits etablierten 

Substanzen der Erstlinientherapie. Zusätzlich bleibt herauszufinden, inwiefern sich die 

erzielten Forschungsergebnisse auf andere gynäkologische Tumorentitäten übertragen 

und erweitern lassen. 

Gleichzeitig sollten weitere Projekte den Fokus auf eine detailliertere Subtypisierung der 

ACTBL2-positiven tumorinfiltrierenden Leukozyten im Ovarialkarzinom lenken. Ein 

spezielles Augenmerk sollte hierbei auf dem Polarisationsstatus ACTBL2-exprimieren-

der Makrophagen und der Interaktion zwischen CD44 und ACTBL2 in der Formation 

pro-migratorischer Zellausläufer liegen. Besonders angesichts der vergleichsweise ent-

täuschenden Studienergebnisse immuntherapeutischer Ansätze ist ein besseres Verständ-

nis des Tumormikromilieus und der Zusammensetzung der Immunzellinfiltrate unab-

dingbar, um zugrundeliegende Prozesse besser zu erfassen und neue Ansatzpunkte in be-

stimmten Patientenkollektiven zu definieren. Hierfür könnte Actin beta-like 2 als putati-

ver Marker für aktivierte, migrierende Leukozyten eine vielversprechende Option dar-

stellen und sollte somit Gegenstand weiterer, umfassender experimenteller Arbeiten sein.  
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Front Oncol. 2021 Sep 23;11:713026. doi: 10.3389/fonc.2021.713026. 

 

Abstract: 

The impact of Actin beta-like 2 (ACTBL2), a novel described actin isoform, on epithelial 

ovarian cancer (EOC) biology has not been investigated so far. In this study, we analyzed 

the prognostic and functional significance of ACTBL2 and its regulatory element Nuclear 

factor of activated T-cells 5 (NFAT5). The expression of ACTBL2 and NFAT5 was ex-

amined in tissue microarrays of 156 ovarian cancer patients by immunohistochemistry. 

Aiming to assess the molecular impact of ACTBL2 on cellular characteristics, functional 

assays were executed in vitro upon siRNA knockdown of ACTBL2 and NFAT5. ACTBL2 

expression was identified as an independent negative prognostic factor for overall sur-

vival of EOC patients. EOC cell lines showed a significantly increased mRNA and protein 

level of ACTBL2 compared to the benign control. In vitro analyses upon siRNA knock-

down of ACTBL2 displayed a significantly reduced cellular viability, proliferation and 

migration. siRNA knockdown of NFAT5 proved a significant molecular interplay by in-

ducing a downregulation of ACTBL2 with a thus resulting concordant alteration in cellular 

functions, predominantly reflected in a decreased migratory potential of EOC cells. Our 

results provide significant evidence on the negative prognostic impact of ACTBL2 in 

EOC, suggesting its crucial importance in ovarian carcinogenesis by modulating cellular 

motility and proliferation. 
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Characterization and prognostic impact of ACTBL2-positive tumor-infiltrating 

leukocytes in epithelial ovarian cancer.                                                                                                                                         

Sci Rep. 2023 Dec 18;13(1):22620. doi: 10.1038/s41598-023-49286-9.  

 

Abstract:  

Actin beta-like 2 (ACTBL2) was recently identified as a new mediator of migration in 

ovarian cancer cells. Yet, its impact on tumor-infiltrating and thus migrating leukocytes 

(TILs) remains to date unknown. This study characterizes the subset of ACTBL2-express-

ing TILs in epithelial ovarian cancer (EOC) and elucidates their prognostic influence on 

the overall survival of EOC patients with special regard to different histological subtypes. 

Comprehensive immunohistochemical analyses of Tissue-Microarrays of 156 ovarian 

cancer patients revealed, that a tumor infiltration by ACTBL2-positive leukocytes was 

significantly associated with an improved overall survival (OS) (61.2 vs. 34.4 months; p 

= 0.006) and was identified as an independent prognostic factor (HR = 0.556; p = 0.038). 

This significant survival benefit was particularly evident in patients with low-grade se-

rous carcinoma (OS: median not reached vs. 15.6 months, p < 0.001; HR = 0.058, p = 

0.018). In the present cohort, ACTBL2-positive TILs were mainly composed of CD44-

positive cytotoxic T-cells (CD8+) and macrophages (CD68+), as depicted by double-im-

munofluorescence and various immunohistochemical serial staining. Our results provide 

significant evidence of the prognostic impact and cellular composition of ACTBL2-ex-

pressing TILs in EOC. Complementary studies are required to analyze the underlying 

molecular mechanisms of ACTBL2 as a marker for activated migrating leukocytes and 

to further characterize its immunological impact on ovarian carcinogenesis. 
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