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1 Einleitung

1.1 Ovarialkarzinome

1.1.1 Epidemiologie

Das Ovarialkarzinom ist die funfthdufigste maligne Erkrankung der Frau (Jemal et al.
2008, FIGO Annual Report 2006). Gleichzeitig stellen Ovarialkarzinome die
vierthdufigste Todesursache bei Krebserkrankungen dar, und haben die fiihrende Rolle
als Todesursache unter den malignen gynékologischen Erkrankungen in Europa. Die
Prognose beim Ovarialkazinom ist schlechter als bei anderen Krebserkrankungen des
weiblichen Genitaltrakts.

Die Inzidenz lag bei 7.790 Neuerkrankungen im Jahr 2008 in Deutschland (Robert
Koch-Institut 2012). Insgesamt fanden sich in Deutschland im Jahr 2008 ca. 20.300
Frauen, bei denen im Verlauf der vorangegangenen funf Jahre ein Ovarialkarzinom
festgestellt worden war (5-Jahres-Prévalenz); davon verstarben Gber 5.500 Patientinnen
(Robert Koch-Institut 2012).

Weltweit liegt die Inzidenz bei 11,4/100.000 Frauen/Jahr und die Mortalitat bei
5,3/100.000 Frauen/Jahr (Robert Koch-Institut 2010). Am hdufigsten wird das
Ovarialkarzinom im Alter zwischen 50 und 59 Jahren diagnostiziert (Scharf et al. 2002).
Die Inzidenz des Ovarialkarzinoms erhoht sich jedoch mit steigendem Alter, um ab 85

Jahren dann wieder abzufallen.
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Abbildung 1: Alterspezifische Ovarialkarzinomerkrankunsraten in Deutschland fir
1980, 1990, 2006 (Robert Koch-Institut 2010)

Die Ovarialkarzinomerkrankungsrate hat seit 1980 bis Mitte der 90er-Jahre in
Deutschland leicht zugenommen und ist anschliessend auf etwa 16 Félle pro 100.000
abgefallenden.

1.1.2 Atiologie

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist noch weitgehend ungeklart. Mehrere
unterschiedliche Hypothesen wurden als Erklarungsmodelle diskutiert:

Sténdiger Eisprung (,,Incessant Ovulation®): Die Entstehung eines Ovarialkarzinoms ist
mit der wiederholten Ruptur des Oberflachenepithels bei der Owvulation und dem
nachfolgenden, fehlerhaften Reparatur-Mechanismus assoziiert (Fathalla 1971). Diese
Hypothese wird durch epidemiologische Daten unterstiitzt. Diese Daten zeigen, dass
Multiparitét, Stillepisoden und die Einnahme von oralen Kontrazeptiva das Risiko der
Entstehung eines Ovarialkarzinoms reduzieren (Casagrande et al. 1979).

Gonadotropin-Hypothese: Es  wird vermutet, dass die Entstehung eines
Ovarialkarzinoms durch eine UberméRige Sekretion von Gonadotropinen (FSH oder
LH) und dadurch die vermehrte Wirkung von Ostrogen hervorgerufen werden kann

(Cramer et al.1982). In diesem Zusammenhang ist zu erwéhnen, dass eine Assoziation



zwischen Endometriose und histologischen Subtypen des Ovarialkarzinoms, dem
endometrioden und Klarzelligen Ovarialkarzinom, diskutiert wird (Kobayashi et al.
2009).

Eine neue Theorie in der Atiologie des serésen epithelialen Ovarialkarzinoms besagt
dass das Epithel der Tubenschleimhaut, insbesondere der Fimbrienenden als
Ausgangspunkt der Erkrankung anzusehen ist. Anhaltspunkt fiir diese Theorie ist die
Beobachtung, dass bei prophylaktischer Entfernung der Adnexe von Frauen mit BRCA-
1- oder BRCA-2-Genmutationen in der histologischen Aufarbeitung auffallend haufig

ein In-situ-Karzinom des Tubenepithels gefunden wurde (Carlson et al. 2008).

1.1.2.1 Genetik des Ovarialkkarzinoms

Ovarialkarzinome treten meistens sporadisch auf. In bevidlkerungsbezogenen Studien
sind BRCA1- und BRCA2-Mutationen in 5-15% aller Patientinnen mit
Ovarialkarzinom nachweisbar. Mutationstragerinnen erkranken zu 20 bis 50 % an
einem Ovarialkarzinom (Meindl et al. 2011). BRCAL- und BRCA2-Mutation sind fr
etwa die Halfte aller Familien mit zwei oder mehr Ovarialkarzinomen verantwortlich
(Ramus et al. 2009). Eine prophylaktische beidseitige Salpingoovarektomie fiihrt bei
gesunden Mutationstragerinnen BRCAL/2 zu einer Ovarialkarzinomrisikoreduktion von
80-95 % (Finch et al. 2006, Domchek et al. 2007).

Beim Lynch-Syndrome sind Mutationen der Gene MLH1, MSH2 und MSH6 zu finden,
Die geschatzten kumulativen Risiken flr das Ovarialkarzinom wurden jeweils mit 20
%, 24 % und 1 % gefunden (Bonadona et al. 2011).

1.1.3 Risikofaktoren und protektive Faktoren

Die Inzidenz des Ovarialkarzinoms nimmt mit zunehmendem Alter zu. Erndhrungs- und
Umweltfaktoren, Nulliparitat, Infertilitat, frih einsetzende Menarche und spates
Eintreten der Menopause, medikamentdse Ovarstimulation, Ubergewicht und eine

belastete Familienanamnese konnten bei der Entstehung des Ovarialkarzinoms eine



Rolle spielen. In der ,,Million Women Study“ lag das relative Risiko fir die
Ovarialkarzinominzidenz bei 1,20 und fur die Mortalitdt bei 1,23 unter einer
Hormontherapie (HT) (Beral 2007).

Umsténde, die zu einer Verringerung der Anzahl von Menstruationszyklen der Frau
fuhren, kdnnten protektive Faktoren sein. Hier sind vor allem wiederholte Graviditét,
eine lange Stillzeit und die Einnahme von Ovulationshemmern zu z&hlen.

Selbst eine Stillzeit von tGber 6 Monaten konnte das Risiko des Ovarialkarzinoms um
15% reduzieren (John et al. 1993). Die Verwendung von Ovulationshemmern fir 4
Jahre oder mehr ist mit einer Reduktion des Ovarialkarzinomrisikos auf ca. die Halfte in
der Allgemeinbevélkerung assoziiert (Whittemore et al. 1992). Chirurgische
MaRnahmen, wie eine Hysterektomie oder eine beidseitige Tubenligatur, konnten
ebenfalls zur Reduktion des Ovarialkarzinomrisikos fithren (Whittemore et al. 1992,
Hankinson et al. 1993).

1.1.4 Therapie

Die chirurgische Sanierung gefolgt von Chemotherapie ist immer noch der
Goldstandard der Therapie.

Da das Ovarialkarzinom oft in fortgeschrittenen Stadien (ab FIGO I11b) festgestellt wird,
ist ein Tumordebulking anzustreben ohne Verbleib makroskopischer Tumorreste. Es
gibt aber noch kein universelles klinisches Modell zum verléasslichen Einschétzen der
Operabilitat (Ibeanu et al. 2010).

Im Anschluss an die optimale chirurgische Vorgehensweise wird die Chemotherapie
eingeleitet. Das Standerdprotokoll ist Paclitaxel 175 mg/m2 Infusion uber 3 Stunden
gefolgt von Carboplatin AUC 5 (ber 1 Stunde alle 3 Wochen fiir insgesamt 6 Zyklen.
Bei fortgeschnittenem Ovarialkarzinom (ab FIGO Illb) kann zusatzlich eine
Antikorpertherapie mit Bevacizumab zum Einsatz kommen (AGO-Ovar 2013).

1.2 Prognostische und pradiktive Faktoren

Die Prognose stellte die statistische Wahrscheinlichkeit fur ein Lokalrezidiv, bzw.
Metastase oder aber einen karzinom-bedingten Tod dar. Pradiktion hei3t die relative



Vorhersage eines Effektes aufgrund therapeutischer Intervention (z. B. adjuvante

Therapie, Operation etc.).

1.2.1 Anforderungskatalog an einen prognostischen/pradiktiven Faktor

Folgender Anforderungskatalog sollte wvor der Akzeptanz eines ,neuen
prognostischen/pradiktiven  Faktors®* erfullt sein (AGO-Mamma-Leitlinie 2013;
McShane et al. 2012):

e Biologisches Modell.

e Einfache und sichere Bestimmung, Qualitatssicherung des Tests.
e Prospektive Planung der statistischen Beurteilung.

e Validierung der Kklinischen Bedeutung nach ,Oxford Level of Evidence
(LoEOx2001)“-Kriterien und ,Grades of Recommendation“ sowie nach
modifizierten LOE Kriterien am archivierten Gewebe (LoE2009) und Art der

Tumormarkerstudie.

e Kilinische Relevanz fir Therapieentscheidung.

Die ldentifikation von neuen prognostischen Faktoren kann sehr nutzlich fur die
Therapie der Ovarialkarzinome und fir die Intensivierung der Nachsorge bei
bestimmten Patientengruppen sein und tragt dazu bei, das biologische Verhalten der
Ovarialkarzinome besser verstehen zu kdnnen (Schneider et al. 1997).

1.2.2 Prognose und Prognostische Faktoren des Ovarialkarzinoms

Relative 5-Jahres-Uberlebensraten liegen laut epidemiologischen Krebsregistern in
Deutschland zwischen 35 % und 49 %. Diese Raten sind vergleichbar mit denen in den
USA 46 % (Robert Koch Institut 2010).

Die Prognose des Ovarialkarzinoms wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Die
wichtigsten glinstigen prognostischen Faktoren beinhalten jlingeres Alter, guter
Allgemeinzustand, nicht muzindser oder Klarzelliger Tumotyp, friihe Stadien, gut

differenzierte Tumoren sowie Fehlen von Aszites und kleiner Resttumor nach der



primdren zytoreduktiven Operation (Omura et al. 1991, Houwelingen et al. 1989, Neijt
et al. 1991, Hoskins et al. 1992, Thigpen et al. 1993).

Das Tumorstadium bei Erstdiagnose weist einen der wichtigsten Prognoseparameter
auf. Die 5-Jahres-Uberlebens-Rate verschlechtert sich stetig mit hdheren Tumorstadien.
Patientinnen mit Fernmetastasen bei Diagnosestellung (FIGO V) haben eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 12 % im Verglich zu 82-92 % fiir Patientinnen im Friihstadium
(FIGO 1) (Nguyen et al. 1993).

Das Alter bei Erstdiagnose ist ein klarer prognostischer Parameter. Patientinnen unter
45 Jahren haben unabhingig vom Tumorstadium ein mittleres 5-Jahres-Uberleben von
67 %, aber Patientinnen tiber 80 Jahren weisen nur ein mittleres 5-Jahres-Uberleben von
12 % auf (Omura et al. 1991).

Der Allgemeinzustand der Patientin spielt ebenso eine Rolle. Patientinnen mit einem
Karnofsky-Index (KI) < 70 zeigten eine signifikant schlechtere Uberlebensrate
(Thigpen et al. 1993). Die Wahl der Second-Line-Behandlung von epithelialen
Ovarialkarzinomen sollte mehr durch die Bewertung des Allgemeinzustands als des
Alters bestimmt werden (Gronlund et al. 2002).

Der Grad der Tumordifferenzierung beeinflusst wesentlich das Uberleben. Wenn man
die Frihstadien (FIGO I- II) mit den fortgeschrittenen Stadien (FIGO IlI- V)
vergleicht, betragt das 5-Jahres-Uberleben fiir G1 Tumoren 87 % bzw. 38 %, fiir G2
Tumoren 70 % bzw. 25 % und fir G3 Tumoren 64 % bzw. 19 % (Pecorelli et al. 1998).
Die G2-3 Tumoren haben eine relative hazard Rate von 2,5 (Makar et al. 1995).

Ebenfalls ist der histologische Subtyp ein prognostischer Faktor. Muzinése und
klarzellige Karzinome haben eine ungunstigere Prognose im Vergleich zu serés-
papillaren und endometrioiden Karzinomen (Makar et al. 1995, Trope 1998, Sugiyama
et al. 2000). Das Ansprechen auf eine konventionelle platinhaltige
Kombinationschemotherapie ist bei muzindzen Tumoren deutlich schlechter. (Hess et
al. 2003, Enomoto et al. 2003).

Die Bedeutung einer primaren, zytoreduktiven Operation in der Therapie des
Ovarialkarzinoms und damit die prognostische Wertigkeit des Tumorrests wurden in
vielen retrospektiven Studien und Metaanalysen bewiesen (Heintz et al. 1986, Hoskins
et al. 1992; Allen et al. 1995, Eisenkop et al. 1998, Bristow et al. 2002,).



Eine Cochrane Analyse zeigte die prognostische Bedeutung einer vollstdndigen
Zytoreduktion, wo keine sichtbaren Tumorreste verbleiben. Das Gesamtuberleben und
das progressionsfreie Uberleben waren in dieser Gruppe von RO-resezierten
Patientinnen deutlich verlangert (Elattar et al. 2011).

1.3 Kolonie-stimulierende Faktoren (CSFs)

Das Konzept des Kolonie-stimulierenden Faktors (CSF) als h&matopoetischen
Induktions-, Differenzierungs- und Wachstumsfaktor wurde erstmals 1966 diskutiert
(Brandley et al. 1966). CSFs sind anerkannt als naturlich vorkommende Glykoproteine
(Lieschke et al. 1992-1).

Hé&matopoetische Kolonie-stimulierende Faktoren (CSFs) treten naturlicherweise im
Rahmen einer Infektions- oder Entziindungsreaktion auf. Es ist bekannt, dass sie die
Proliferation und  Differenzierung von  hamatopoetischen  Vorlauferzellen
regeln(Lieschke et al. 1992-1). Daruber hinaus kdnnen sie aber auch in mehrere andere
Prozesse einschlieBlich Atherogenese, postinfarktbedingtes kardiales Remodelling,
Lungen- und Leberfibrogenese und generell im Rahmen der Wundheilung und
Reparatur von Gewebe einbezogen werden (Parissis et al. 2006, Yannaki et al. 2005).

1.3.1 Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF)

Der humane Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (h-G-CSF) ist ein einzelnes
Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 18,8 Kilodalton und hat 174
Aminosdurereste. Er hat ein freies Cystein an Position 17 und zwei intramolekulare
Disulfidbriicken, Cys36-Cys42 und Cys64-Cys74, die notwendig sind fir die G-CSF
Bioaktivitat (Basu et al. 2002). G-CSF wird von einem Gen auf Chromosom 17q11-12
codiert. G-CSF beeinflusst die spate myeloische Zelldifferenzierung, und fordert damit
die Entwicklung von Granulozyten.

G-CSF-Produktion wird in der Regel durch inflammatorische Zytokine induziert. G-
CSF wird von Fibroblasten, Makrophagen und Endothelzellen hergestellt. Der G-CSF-
Rezeptor ist ein Teil der Zytokin-Rezeptor-Typ-I-Familie. Die Signale werden durch



Januskinase (JAK) / Signal Transducer und Aktivator der Transkription (STAT)

vermittelt.

1.3.2 Intrazellulare Signalkaskaden
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Abbildung 2: Die JAK-STAT Signale in einer Krebszelle.

Als Folge der durch die Januskinase 1 (JAK1) vermittelten G-CSF-Signale ergibt sich
eine Phosphorylierung des Signal Transducers und Aktivators der Transkription STAT
5, eine nukledre Translokation und Aktivierung von Genen, werden Proliferation und
Uberleben vermitteln. Zur selben Zeit resultiert im STAT 1 aus dem IFN-y-Signal,
welches uber JAK2 vermittelt wird, eine Phosphorylierung, nukleére Translokation und

Transkription von Genen, die Zellzyklusstopp und Apoptose vermitteln. Daraus ergibt



sich, dass eine DNA-schadigende Therapie fur Patienten dennoch effektiv sein kénnte,
welche dieses Profil zeigen (lrish et al. 2006).
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Abbildung 3: Anderung der JAK-STAT Signale bei therapieresistenten Krebszellen.
Das IFN-y-Signal ist umgeleitet worden, um STATS5 zu aktivieren. Daraus resultiert die
Transkription von Proliferations- und Uberlebensgenen, im Gegensatz zu den anti-
proliferativen Effekten von STAT1 koOnnten Patienten mit diesem Signalprofil
wesentlich resistenter gegentiber der Induktion einer DNA-Schadigung sein. Eine
Hemmung von STATS5, dem entscheidenden Punkt bei der Aktivierung einer
therapieresistenten Krebszelle, konnte daher das Gleichgewicht zwischen Proliferation
und Apoptose verschieben und dadurch den Respons auf eine Krebstherapie verbessern
(Irish et al. 2006).



1.3.3 Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF)

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) ist ein 127
Aminosduren Saure-Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 22 Kilodalton.
GM-CSF wird von einem Gen auf Chromosom 5931 kodiert und wirkt bei der friihen

und spéten myeloischen Zell-Entwicklung.

1.3.4 CSF und Tumore

Ein Fallbericht Gber ein Maligom mit erhdhter CSF-Aktivitat in Serum und Urin wurde
1974 beschrieben (Robinson 1974). Danach wurde erstmalig 1977 bewiesen, dass CSF
direkt von einer Lungenkrebs-Gewebeprobe produziert wurde (Asano et al.1977).

Der Spiegel von Tumor-sezerniertem G-CSF kann im Blut nachgewiesen werden und
somit als Tumormarker dienen (Mroczko et al. 2004). Die tumorbedingte Leukozytose
im peripheren Blut wurde mit einer schlechten Prognose verbunden (Kasuga et al.
2001). G-CSF-produzierende Tumoren sind in der Regel mit schlechter Prognose
assoziiert. Unterschiedliche Publikationen haben dies flr verschiedene Krebsarten, zum
Beispiel Karzinome des Hypopharynx (Tamura et al. 2008), der Lunge (Kaira et al.
2008), des Kolorektums (Takahashi et al. 2008), der Leber (Hayashi et al. 2001), der
Gallenwege (Sohda et al. 2006), der Harnblase (Ueno et al. 2000), des Pankreas
(Uematsu et al. 1996) und anderen Karzinomen gezeigt (Kobashi et al. 2004).
In-vitro-Untersuchungen zeigten, dass G-CSFs direkt das Tumorzellwachstum
stimulieren kénnen und durch Modulation des Tumorstromas die Tumorprogression
stimulieren (Obermueller et al. 2004). Ebenfalls konnte fur Blasenkrebs gezeigt werden,
dass G-CSF wahrscheinlich die Tumorproliferation durch basischen Fibroblasten
Wachstumsfaktor vermittelt (Ohmi et al. 2003).

CSF-Expression und Sekretion durch den Tumor selbst korreliert mit erhdhter Tumor-
proliferation und Vaskularisation in Meningeomen (Braun et al. 2004) und mit
schlechterer Prognose bei Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und Halses (Ninck et al.
2003).

Es ist unklar, ob G-CSF auch eine prognostische Bedeutung hat. Im Rahmen dieser
Untersuchung sollte gepruft werden, ob G-CSF eine mdgliche prognostische Bedeutung

zukommt.
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1.3.5 Aktuelle therapeutische Verwendung des CSF

Die aktuelle therapeutische Verwendung von G-CSF besteht hauptséchlich in der
Pravention und Therapie von febriler Neutropenie. In einer Meta-Analyse konnte die
Verkirzung des Krankenhausaufenthaltes sowie eine Beschleunigung der Neubildung
von neutrophilen Granulozyten nach CSF-Gabe gezeigt werden (Clark et al. 2005). Ein
moglicher Effekt auf die Mortalitat war aber nicht nachweisbar (Clark et al. 2009).

Verschiedene Arten von G-CSF und GM-CSF wurden in klinischen Studien getestet
und sind auf dem Markt erhéltlich. Zu den am h&ufigsten G-CSF gehdren Filgrastim
und Lenograstim. Zu verwendeten GM-CSF zahlen Sargramostim und Molgramostim.
Sowohl G-CSF als auch GM-CSF haben gezeigt, dass sie bei der Verringerung der
Inzidenz einer febrilen Neutropenie wirksam sind, wenn sie unmittelbar nach der
Chemotherapie (Freyer 1998; Lyman 2002) und als unterstiitzende Therapie bei
Patienten nach Knochenmarktransplantation gegeben werden (Petros 2001; Griffin
2001).

Vor einiger Zeit konnte gezeigt werden, dass niedrigdosierter Granulozyten-
Makrophagen-CSF (GM-CSF) auch einen direkten therapeutischen Effekt bei Patienten
mit rezidivierenden Tumoren der Brust oder des weiblichen Genitaltraktes hat
(Kurbacher et al. 2005).

11



2 Fragestellungen

In der vorliegenden Untersuchung sollte im Rahmen einer retrospektiven Studie
untersucht werden, welche Rolle G-CSF beim Ovarialkarzinom zukommt. Dazu sollten

folgende Fragen geprift werden:

Ist G-CSF im Ovarialkarzinomgewebe nachweisbar?
In welcher Menge wird G-CSF in Ovarialkarzinomen exprimiert?

Welche Korrelationen ergeben sich zu klinisch-pathologischen Parametern?

A W np e

Welche prognostische Relevanz hat die Expression des G-CSF fiur das

Gesamtuberleben beim Ovarialkarzinom?

5. Was ist der Unterschied zwischen einer Manifestation des G-CSF in den
Tumorzellen oder im Stroma des Tumors?

6. Hat die Leukozyten-Manifestation im Stroma des Ovarialkarzinoms eine

prognostische Relevanz?
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Grundlage dieser Untersuchung bildet ein Kollektiv von Patientinnen mit histologisch
gesichertem Ovarialkarzinom (GK). Diese Patientinnen wurden im Zeitraum von 1982
bis 1996 in der Abteilung fir Gynékologische Onkologie und Strahlentherapie der
Frauenklinik  der  Justus-Liebig-Universitdt behandelt. AufRerdem sind die
Gewebeblocke dieser Patientinnen im Institut fir Pathologie der Justus-Liebig-

Universitat GielRen archiviert worden.

Die Krankenakten wurden im Juli 2006 in Hinblick auf die klinischen Daten und
klinischen Prognosefaktoren, den Uberlebenszeitraum und die Todesursache evaluiert.
Die rezidivfreie Uberlebenszeit wird im Rahmen dieser Untersuchung aufgrund von
methodischen Schwierigkeiten nicht ausgewertet, da sich in vielen Féllen keine Daten

der Tumorpersistenz eruieren lassen.

Einschlusskriterien sind:
e histologisch gesichertes Ovarialkarzinom.
e postoperative Nachbehandlung an der Universitatsfrauenklinik Giel3en.
e Vorliegen kompletter Klinischer Daten, vor allem Operationsbericht,
Originalhistologie, postoperatives Behandlungsschema.
e komplettes Follow-up der Patientinnen.

e Vorliegen Paraffin-eingebetteten Tumorgewebes der Primaroperation.

3.1.1 Klinische und pathologische Kriterien

Folgende klinische und pathologische Parameter welche bereits in friheren Studien als
prognostische Faktoren analysiert wurden, sind im Rahmen der retrospektiven Analyse
erfasst worden:

o Alter

e Tumorstadium (FIGO)

e Grolter Durchmesser des verbliebenen Resttumors (< 2 cm, > 2 cm)
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e Aszitesmenge bei Priméroperation (nicht vorhanden, < 500 ml, > 500 ml)
e Histologie (Format und Wachstumsmuster)
e Tumordifferenzierung (Grading)

e Erfolg der Therapie

e Tumormarker
= CA125
= CA153
= CEA Karzinoembryonales Antigen

e Angioneogenese
= CD31 Vaskularisation Marker (PECAM-1)
= CD143 Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)

e Proliferationsmarker:

=  MIB 1 Tumorwachstumsfraktion

e Onkoprotein
= bcl-2-Protein(inhibiert Apoptose)

= Fibronektin Zelladhéasion

e Steroidrezeptoren
= Ostrogenrezeptoren
= Progesteronrezeptor

e Hamatologische Parameter
= Leukozyten
= H&moglobin
=  Thrombozysten
Fiir die Berechnung der Uberlebenszeit und des Uberlebensstatus wurde die Erhebung
aus dem Jahr 2006 zugrunde gelegt.
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Das Projekt wurde der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Justus-Liebig-
Universitat vorgestellt und am 10.05.2007 mit der Nummer 80/07 genehmigt.

3.2 Histologie

Die Diagnose Ovarialkarzinom wurde sowohl unter Heranziehung des HE-
Schnittmaterials der Tumorprimdroperation und auch unter Berlcksichtigung der
Patientenanamnese sichergestellt.

In Anbetracht der histologischen Typisierung der Ovarialkarzinome nach Russell et al.
(Russell et al. 1997) erfolgte die histologische Subtypisierung. In den meisten Fallen
vor 1990 erfolgte keine primére Beurteilung der histologischen Differenzierung
(Grading). Hier wurde das Grading in Anlehnung an Baak et al. (Baak et al. 1987)
bestimmt. Aullerdem wurde das Hauptwachstumsmuster der Tumoren festgelegt. Die

Formen wurden in zystisch, papillér, tubuldr, solid-tubular und solide unterteilt.

Die Proben aller Primdrtumoren wurden routineméflRig in Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet. 2-3-um dicke Gewebeschnitte wurden angefertigt. Histologische
Diagnosen wurden auf standardisierten HE-gefarbten Schnitten durchgefihrt und
reevaluiert. Die Histologie wurde in serés, muzinds, endometrioid, undifferenziert,

transitionalzellig und klarzellig eingeteilt.

3.3 Immunohistochemie

Fir die Immunhistochemie wurden jeweils représentative Tumorproben ausgewabhlt.
Die Verfugbarkeit der vollstandigen klinischen Daten und von Tumorgewebe der

primdren Tumorchirurgie z&hlten zu den Einschlusskriterien.

Nach Entfernung des Wachses wurden die Gewebeschnitte in 0,1 M Citratpuffer
sechsmal fiir 5 min bei 600 W mit Mikrowellen vorbehandelt, um die ordnungsgemaRe
Antigenitat wiederherzustellen.

Der primére G-CSF-Antikérper wurde 30 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Zur
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Detektion der Antigene wurde die Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-
Phosphatase- (APAAP-) Technik verwendet.

3.3.1 Verwendete Primarantikorper

Zur G-CSF-Erkennung wurden monoklonale Maus-Antikérper (G-CSF Ab-1,GF05,
Klon 5,24; Oncogene Research Products von Calbiochem) bei einer Konzentration von
5 ug / ml und der APAAP-Komplex in einer Verdinnung von 1:50 verwendet, die
jeweils fiir 30 Minuten mit anschlieRender Wiederholung der je 10 min bei RT inkubiert
wurden. Die Alkalische-Phosphatase-Substratreaktion wurde mit Neufuchsin und
Levamisol fir 20 min bei RT durchgefiihrt wie vorher beschrieben. Ein menschliches

Mammakarzinomgewebe diente als interne positive und negative Kontrollen.

3.3.2 Bewertungen

Mindestens ein ganzer Gewebeabschnitt (von etwa 1,5 cm x 2 cm) Uber 5,000-250,000
Tumorzelle Profile) wurde analysiert. Die Immunhistochemie wurde semiquantitativ
ausgewertet.

Der immunreaktive Score IRS oder Remmele-Score beriicksichtigt die Farbeintensitét
SI und den Prozent-Quote der positiven Zellen PP. Der IRS wird aus dem Produkt
beider Parameter berechnet. Bei der Bewertung ist der vorherrschende Intensitatsgrad
maRgebend.

Die Farbeintensitat SI wird eingeteilt in:

keine Farbereaktion
schwache Farbereaktion

maRige Farbereaktion

w N B O

starke Farbereaktion

Der Prozentsatz positiver Zellen (PP) wird wie folgt unterteilt:

0 keine positiven Zellen
1 < 10 % positive Zellen
2 10-50 % positive Zellen
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3

51-80 % positive Zellen

> 80 % positive Zellen

Bei der Multiplikation beider Faktoren ergibt sich somit das IRS (Remmele et al. 1987).

Tabelle 1: Remmele-Score (IRS = SI x PP)

SI=0 [SI=1 [SI=2 [SI=3

PP=0|IRS=0|IRS=0|IRS=0]|IRS=0
PP=1|IRS=0|IRS=1|IRS=2|IRS=3
PP=2|IRS=0|IRS=2|IRS=4|IRS=6
PP=3|IRS=0|IRS=3|IRS=6]|IRS=9
PP=4|IRS=0|IRS=4 |IRS=8| IRS=12

Fir die Analyse der Resultate wurden die IRS wie folgt zusammengefasst:

1-3
4-8

9-12

3.4 Statistiken

Das Datenmanagement und die Analyse erfolgten mit Hilfe des Computerprogrammes

keine Expression

geringe Expression

mittlere Expression

hohe Expression

SPSS fur Windows®, Version 14. Folgende Verfahren wurden bei der statistischen

Datenauswertung

eingesetzt:

Bivariate

Korrelationen,

Kaplan-Meier-

Uberlebenszeitanalysen, Residualanalysen nach Cox sowie einfache und schrittweise

Diskriminanzanalysen. Ein wahrscheinlicher Fehler von <0,05 wurde als signifikant
betrachtet.

Die Korrelationen werden mit den Korrelationskoeffizienten nach Pearson zweiseitig

gepruft und tabellarisch dargestellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Patientenkollektiv

175 Patientinnen (GK) mit histologisch gesichertem Ovarialkarzinom, die im Zeitraum
von 1982 bis 1996 in der Abteilung fur Gyndkologische Onkologie und
Strahlentherapie der Frauenklinik der Justus-Liebig-Universitat untersucht wurden.

Die individuelle Nachbeobachtungszeit der Patientinnen lag bei 7 Jahren, der Median
betrug 3,6 Jahre mit einer Spannbreite von 4 Tagen bis 25,1 Jahren.

Von den untersuchten 175 Patientinnen wurden 97 optimal operiert, d.h. laut
Operationsbericht waren keine Tumorresiduen belassen. Nach dem Schema zur
Nachbehandlung des Ovarialkarzinoms erhielten 13/175 der Patientinnen keine
adjuvante Nachbehandlung (Stadium la und Ib sowie bei Ablehnung der Therapie).
42/175 der Patientinnen (Stadium Ic bis 1lc) wurden mit intraperitonealem
Radiophosphor (P%*) und/oder systematischer Chemotherapie iiberwiegend mit PEC-
Kombinationen (Cisplatin  50mg/mz2, Epirubicin 60mg/m? und Cyclophosphamid
500mg/m?; g28) behandelt. Die Ubrigen Patientinnen erhielten eine alleinige PEC-
Chemotherapie. Bei der Mehrzahl ndmlich 62,9 % bestand der Behandlungsplan aus

einer Kombination o.g. radiotherapeutischer und chemotherapeutischer MaRnahmen.
4.1.1 FIGO-Stadien

Die Mehrzahl der Falle befand sich in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung. Die
fortgeschrittenen Stadien FIGO 111 und 1V machten 52,0 % der Félle aus. In 27,4 % der
Félle lag ein FIGO-Stadium | vor, d.h. der Tumor war auf ein Ovar oder beide Ovarien
begrenzt. Bei 20,0 % der Falle fand sich ein FIGO-Stadium Il entsprechend einer
Ausbreitung des Tumors auf andere Beckengewebe ohne Metastasierung. Bei einer
Patientin konnte das Stadium retrospektiv nicht exakt bestimmt und tberprift werden.
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Abbildung 4: Verteilung der FIGO-Stadien.
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FIGO-Stadium

—-—- FIGOT

Uberleben
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Uberlebenszeit (JTahre)

Abbildung 5: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse, Einfluss des FIGO-Stadiums im
GK. (Log rank= 65,65, df = 3, p < 0,0001)

Die Uberlebenszeitanalyse zeigt fiir die FIGO-Stadien deutliche Unterschiede bei den

mittleren Uberlebenszeiten zwischen den einzelnen FIGO-Stadien I-1V. AuRerdem hat
das FIGO-Stadium einen signifikanten Einfluss auf das kumulative Uberleben.

4.1.2 Altersgruppen

Zwei Drittel der Patientinnen waren bei Feststellung der Diagnosestellung zwischen 71
und 80 Jahre alt. Patientinnen unter 50 Jahren waren nur zu 21,1 % im Kollektiv
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reprasentiert, Patientinnen unter 30 Jahren nur zu 2,9 %. Die Verteilung nach

Altersgruppen ist in der folgenden Tabelle dargestelit.

70 -

Anzahl der Patientinnen [n]

Yo % % S G oz Y
0, Y . g T % %
?, [vA ¥4
%9’

Altersgruppen

Abbildung 6: Haufigkeitsverteilung des Patientenalters der Patientinnen bei

Diagnosestellung.

4.1.3 Aszites

Bei 99 (56,6 %) der Patientinnen lag bei Diagnose kein Aszites vor. Bei 17 Fallen (9,7
%) betrug die Aszitesmenge weniger als 500 ml. Bei einem Drittel der Erkrankten (33,1

%, n=58) lie} sich eine Aszitesmenge von mehr als 500 ml nachweisen. Es fehlen

jedoch die Angaben bei einer Patientin.
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Die Azites-Menge hat einen signifikanten Einfluss auf das kumulative Uberleben.

Aszitesmenge

-------- nicht vorhanden
-—-—- <500 ml

— =500 ml

Uberleben

Kum.

0.0

Uberlebenszeit (JTahre)

Abbildung 7: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse, Einfluss des Aszites im GK. (Log
rank= 49,04, df = 2, p < 0,0001)

4.2 Histologie

4.2.1 Histologischer Subtyp

Die serdsen Ovarialkarzinome waren mit knapp ber die Hélfte aller Falle (50,3 %) der

haufigste histologische Tumortyp. An zweiter Stelle folgten die muzinésen Karzinome
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mit 13,7 % der Falle. Endometrioide Karzinome folgten mit 12,6 %. Die Gruppe der
klarzelligen Karzinome stand mit 8,6 % an der vierten Stelle.

Im GK hat der histologische Subtyp keinen signifikanten Einfluss auf das kumulative
Uberleben.

100 -

80 -

Anzahl der Patientinnen [n]

Histologischer Subtyp

Abbildung 8: Verteilung der histologischen Subtypen.

4.2.2 Resttumor

In Hinblick auf die EinflussgroRe ,,postoperativer Tumorrest” zeigte sich, dass bei mehr
als der Hélfte der Patientinnen (55,4 %; n= 97) kein Tumorrest (R0) verblieb. Die zwei
Gruppen (< 2 cm (R1) und > 2 cm (R2)) sind fast gleich haufig vertreten (R1 n=37; R2

n=41).
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Der Tumorrest hat einen signifikanten Einfluss auf das kumulative Uberleben.

Tumorrest

HeHHH -+ ++

Uberleben

Kum.

Uberlebenszeit (JTahre)

Abbildung 9: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse, Einfluss des Tumorrestes im GK.
(Log rank= 102,95, df = 2, p < 0,0001)

4.2.3 Differenzierungsgrade (Grading)

Die Auswertung des histologischen Differenzierungsgrades zeigte die folgende
Verteilung: In 51,7 % der Falle lag ein schlecht differenzierter Tumor vor (entsprechend
einem G3-Tumor). Nur 9,8 % der Patientinnen hatten einen gut differenzierten Tumor
(G1). Bei 38,5 % der Patientinnen war eine maRige Differenzierung (G2) zu
registrieren. Bei einer Patientin konnte den Differenzierungsgrad retrospektiv nicht

exakt bestimmt und Uberprift werden.
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Der Differenzierungsgrad hat einen signifikanten Einfluss auf das kumulative

Uberleben.
Grading
e G
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=
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Uberlebenszeit (JTahre)

Abbildung 10: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse, Einfluss des histologischen
Differenzierungsgrades im GK. (Log rank= 31,90, df = 2, p < 0,0001)

4.2.4 Aktuelle Immunhistochemie

In der allgemeinen Farbung der G-CSF-Immunhistochemie zeigten sich deutlich

analysierbare Expressionsmuster der Proteine in den Tumorzellen und dem

umgebenden Stroma. Die Intensitdt der Féarbung und der Anteil der positiven
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Tumorzellen waren nicht abhéngig vom Alter oder der Lagerzeit der in Paraffin

eingebetteten Tumorproben. (siehe Abb.8)

4.2.4.1 G-CSF-Expression im Tumor

Folgende Verteilung wurde gefunden:
In 28,6 % der Falle fehlte die Expression von G-CSF in den Tumorzellen. Eine geringe
Expression zeigten 25,1 % aller Tumore. Mittelgradige Expression wurde in 33,1 % der

Falle gefunden, eine starke Expression konnte bei 13,1 % der Félle diagnostiziert

werden.
70 -
60
50
<,
S 40+
c
=
= 30
QL
IS
O 20
(¢b]
®)
-ccs 10 -
N
[
<< 0

G-CSF im Tumor

Abbildung 11: Verteilung der G-CSF-Expression im Tumor.
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Abbildung 12: Verteilung nach Remmele-Score des G-CSF im Tumor.

27



4.2.4.2 G-CSF-Expression im Stroma

In Uber einem Drittel der Tumoren wurde eine geringe Expression von G-CSF im
Stroma nachgewiesen. In einem &hnlich groRen Anteil der Tumoren wurde eine
mittelgradige Expression von G-CSF im Sroma gezeigt. Dagegen wiesen nur 20 Félle
eine starke Expression von G-CSF im Stroma auf. In weniger als 20 Fallen wurde keine

Expression von G-CSF im Stroma nachgewiesen.
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Abbildung 13: Verteilung der G-CSF-Expression im Stroma.
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-1' 'L-i ." {'_ul- - =
Abbildung 14: Beispiel von zwei positiv G-CSF-gefarbten Tumorabschnitten. A.
Beispiel eines Tumors mit positiv G-CSF-gefarbten Tumorzellen und G-CSF-negativem
Stroma. B. Beispiel eines Tumors mit ungefarbten Tumorzellen und positiv gefarbtem
Stroma.
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4.2.4.3 Granulozyten-Expression im Stroma

Die Auswertung zeigt die folgende Verteilung: In ca. 60 Féllen wurden Kkeine
Granulozyten im Stroma registriert. In der Mehrheit der Falle lag eine geringe Anzahl

von Granulozyten im Stroma vor.
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Abbildung 15: Verteilung der Granulozyten-Expression im Stroma.
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4.3. Korrelationen von G-CSF und Granulozyten in Tumor und Stroma mit

histologischen und biologischen Faktoren

Tabelle 2: Korrelationen von G-CSF und Granulozyten in Tumor und Stroma mit

histologischen und biologischen Faktoren. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01

(2-seitig) signifikant, n.s. nicht signifikant.

Expression von G-CSF im

Expression von G-CSF im

Expression der Granulozyten

Tumor Stroma im Tumor
Korrelation | Signifikanz | Korrelation | Signifikanz | Korrelation Signifikanz
U ) U ) U )
Alter der Patientinnen n.s. n.s. n.s.
bei Diagnose
Tumorstadium n.s. n.s. -0,196 0,010
Histologie n.s. n.s. n.s.
Grading 0,150 0,048 n.s. n.s.
Erfolg der Therapie n.s. n.s. -0,170 0,027
CEA 0,248 0,001 n.s. 0,279 <0,001
CA125 0,241 0,002 n.s. n.s.
CA153 0,258 0,001 n.s. n.s.
Ostrogen-Rezeptor n.s. n.s. n.s.
Progesteron-Rezeptor | 0,234 0,002 n.s. n.s.
MIB-1 n.s. n.s. n.s.
Bcl 2 0,214 0,005 n.s. n.s.
Fibronektin n.s. n.s. n.s.
CD31 n.s. 0,212 0,005 n.s.
CD143 n.s. n.s. n.s.
Expression von G- n.s. 0,206 0,006
CSF im Tumor
Expression von G- n.s. n.s.
CSF im Stroma
Expression der | 0,206 0,006 n.s.
Granulozyten im
Tumor

4.3.1 Korrelationen der G-CSF-Expression im

biologischen Faktoren

Tumor mit histologischen und

Die Expression von G-CSF im Tumor war mit der Anzahl der Granulozyten im Tumor
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(r=0,206,p=0,006), der Bcl-2-Expression (r = 0,214, p = 0,005), der Progesteron-
Rezeptor-Expression (r = 0,234, p = 0,002), CA125 (r = 0,241, p = 0,002), CA153 (r =
0,258, p = 0,001), CEA (r =-0,248, p = 0,001) und dem Grading des Tumors (r = 0,150,
p = 0,048) korreliert.

Tabelle 3: Korrelationen zwischen der G-CSF-Expression im Tumor und histologischen
und biologischen Faktoren. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig)

signifikant.
Expression von G-CSF im Tumor
Korrelation (r) Signifikanz (p)
Grading 0,15 0,048
CEA 0,248 0,001
CA125 0,241 0,002
CA153 0,258 0,001
Progesteron-Rezeptor 0,234 0,002
Bcl 2 0,214 0,005
Expression der Granulozyten im Tumor 0,206 0,006

4.3.2 Korrelationen der G-CSF-Expression im Stroma mit histologischen und
biologischen Faktoren

Alleinig mit der Kapillarisierung (CD31) konnte eine Korrelation von G-CSF im
Stroma nachgewiesen werden (r = 0,212, p = 0,005). Alle anderen Faktoren (G-CSF im
Tumor, Anzahl von Granulozyten im Stroma, Alter der Patientinnen bei Diagnose,
Tumorstadium, Histologie, Grading, CEA, CA125, CA153, Ostrogen- und Progesteron-
Rezeptor, Fibronektin, Bcl-2, Tumor-Proliferation durch MIB-1, Angiotensin-
Converting-Enzym (CD143) zeigten keine Korrelation mit der Expression von G-CSF
im Stroma. Es gab auch keine Korrelation mit dem Ansprechen auf die Therapie.
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Tabelle 4: Korrelation zwischen der G-CSF-Expression im Stroma und der
Kapillarisierung (CD-31). Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig)

signifikant.
Expression von G-CSF im Stroma
Korrelation (r) Signifikanz (p)
CDh31 0,212 0,005

4.3.3 Korrelationen der Granulozyten im Stroma mit histologischen und
biologischen Faktoren

Die Zahl der Granulozyten im Stroma korrelierte mit CEA (r = 0,279, p <0,001), dem
Tumorstadium (r = -0,196, p = 0,010), dem Erfolg der Therapie (r = -0,170, p = 0,027)
und der Expression von G-CSF im Tumor (r = 0,206, p = 0,006).

Tabelle 5: Korrelationen zwischen der Anzahl von Granulozyten im Stroma und
histologischen und biologischen Faktoren. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01
(2-seitig) signifikant.

Expression der Granulozyten im Tumor
Korrelation (r) Signifikanz (p)
Tumorstadium -0,196 0,01
Erfolg der Therapie -0,17 0,027
CEA 0,279 <0,001
Expression von G-CSF im Tumor 0,206 0,006
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4.3.4. Korrelationen der Expression von G-CSF und der Granulozyten in Tumor

und Stroma mit den peripheren Blutwerten

Es zeigten sich keine Korrelationen zwischen der G-CSF-Expression in den
Tumorzellen oder im Tumorstroma und den hdmatologischen Parametern (Anzahl der

Leukozyten, H&moglobin oder Thrombozyten) vor der Operation.

Tabelle 6: Korrelationen zwischen der G-CSF-Expression in den Tumorzellen und
hamatologischen Parametern vor der Operation. Die Korrelation ist auf dem Niveau von

0,01 (2-seitig) signifikant, n.s. nicht signifikant.

Expression von G-CSF im Tumor

Korrelation (r) Signifikanz (p)
Thrombozyten vor OP -0,038 0,379 n.s.
Leukozyten vor OP 0,008 0,940 n.s.
H&moglobin vor OP 0,100 0,362 n.s.

Tabelle 7: Korrelationen zwischen der

G-CSF-Expression im Stroma und

hdmatologischen Parameteren vor der Operation. Die Korrelation ist auf dem Niveau

von 0,01 (2-seitig) signifikant, n.s. nicht signifikant.

Expression von G-CSF im Stroma

Korrelation (r) Signifikanz (p)
Thrombozyten vor OP -0,097 0,732 n.s.
Leukozyten vor OP -0,104 0,345 n.s.
H&moglobin OP -0,156 0,153 n.s.

Tabelle 8: Korrelationen zwischen der Anzahl der Granulozyten im Stroma und
hamatologischen Parameteren vor der Operation. Die Korrelation ist auf dem Niveau
von 0,01 (2-seitig) signifikant, n.s. nicht signifikant.

Anzahl der Granulozyten im Stroma

Korrelation (r) Signifikanz (p)
Thrombozyten vor OP -0,010 0,931 n.s.
Leukozyten vor OP 0,027 0,810 n.s.
H&moglobin vor OP -0,023 0,837 n.s.
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4.4. Einfluss der G-CSF-Expression und der Granulozyten in Tumor und Stroma
auf das Uberleben

Weder die Expression von G-CSF in den Tumorzellen noch im Stroma beeinflussten
das Gesamttiberleben der Patienten. Darliber hinaus zeigte eine kombinierte Analyse der
beiden Faktoren keinen Einfluss auf das Uberleben auch nach getrennten Analysen der
verschiedenen Tumorstadien und mit Hilfe einer multifaktoriellen Regressionsanalyse.

Dagegen beeinflusste die Hohe der Granulozyten im Stroma das Uberleben (Abb. 18).
Die Analyse anderer Einflussfaktoren (Grading, Stadium, Alter, Tumorproliferation,
Resttumor, Erfolg der Therapie) mittels einer multifaktoriellen Regressionsanalyse
zeigte keine Korrelation zur Anwesenheit von Granulozyten innerhalb des Tumors und

dem Uberleben.
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse, Einfluss der G-CSF-Expression
im Tumor im GK. (Log rank= 1,13, df= 3, p=0,7709).
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im Stroma im GK. (Log rank= 3,82, df= 3, p=0,2811).
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse, Einfluss der Granulozyten im
Stroma im GK. (Log rank= 9,022, df= 3, p=0,029).

38



5 Diskussion

Die Analyse der 175 Ovarialkarzinomfélle zeigte eindeutig, dass die G-CSF-Expression
in Eierstockkrebszellen und in ihrem umgebenden Stroma keinen negativen
prognostischen Faktor darstellt. Dies steht im Gegensatz zu vielen Fallbeispielen aus
anderen Tumorentitaten.

Nur die Anzahl der Granulozyten im Tumorstroma hat einen gewissen Einfluss auf das
Gesamtlberleben, der jedoch nicht in einer stabilen multifaktoriellen Analyse
nachweisbar ist. Bis heute gibt es keine grofien Kohorten-Studien tber die Rolle von G-

CSF bei malignen Tumoren.

Diese Studie kann keine Antwort auf die Frage geben, ob die therapeutische Gabe von
G-CSF die Prognose von Patienten verschlechtern kann. Es wurde in einer In-vitro-
Untersuchung gezeigt, dass CSF das Tumorwachstum fordern kann (Obermueller et al.
2004).

Die diagnostischen Kriterien fiir einen G-CSF-produzierenden Tumor (Asano et al.
1977, Joshita et al. 2009) sind folgende:
e extreme Leukozytose
e erhohte G-CSF-Aktivitat
e Abfall der Leukozyten nach Tumorresektion oder Nachweis von G-CSF-
Produktion im Tumor.
Die Immunhistochemie ist eine zuverlassige Methode zum Nachweis der G-CSF-

Produktion im Tumorgewebe (Shimamura et al. 1990).

Es wurde festgestellt, dass G-CSF das Wachstum von nicht-hamatopoetischen malignen
Zelllinien in vivo stimulieren kann (Segawa et al. 1991). Weiterhin gilt G-CSF als ein
wichtiger autokriner Wachstumsfaktor bei schneller Tumorproliferation und
Metastasierung (Miyagawa et al. 1990, Baba et al. 1995, Tachibana et al. 1995).

Aulerdem kann der exogene G-CSF die Proliferation von nicht-hdmatopoetischen

Tumorzellen induzieren (Lopez-Marure et al. 1998).
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Die Prognose von G-CSF-produzierenden Tumoren gilt allgemein als schlecht (Higaki
et al. 2001). Uber G-CSF-produzierendes Pankreaskarzinom wurde selten berichtet
(Joshita et al. 2009). Die Prognose war Uberwiegend schlecht.

Die vorhergehende Untersuchung erhédlt ihre Bedeutung auch dadurch, dass
rekombinanter G-CSF fir die Behandlung und Pravention bei chemotherapiebedingter
febriler Neutropenie eingesetzt wird.

Prinzipiell ist diese Sorge, dass die therapeutische Gabe von G-CSF die Prognose von
Patienten verschlechtern kann, gerechtfertigt, da eine Studie Gber Kopf- und Halstumore
zeigte, dass rekombinantes Erythropoietin die Prognose beeintrédchtigen kann, wenn
Krebszellen Erythropoietin-Rezeptoren exprimieren (Henke et al. 2006.). Solange keine
eindeutigen Daten vorliegen, sollte die Gabe von Erythropoetin als ultima ratio gesehen
werden (Arcasoy 2008, Sinclairet al. 2007). GM-CSF hingegen kann
interessanterweise auch positive Einflisse auf den Verlauf von Eierstock- und
Prostatakrebs haben (Kurbacher et al. 2005, Rini et al. 2003, Rini et al. 2006, Small et
al. 1999). Allerdings gibt es erhebliche Unterschiede zwischen G-CSF und GM-CSF,
die sich sowohl auf die differentielle Stimulation von hdmatologischen Vorlauferzellen
als auch auf die therapeutischen Wirkungen beziehen.

Obwohl die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht auf andere Tumorentitaten
Ubertragbar sind und durch die Tatsache beeintréchtigt werden, dass die heutigen
chemotherapeutischen Regimes sich von den in dieser Studie verwendeten
unterscheiden, wird hier davon ausgegangen, dass die negativen prognostischen
Wirkungen der G-CSF-Expression in Tumoren in den zahlreichen veroffentlichten
Fallberichten einen potenziellen Publikationsbias der Extreme darstellen.

5.1 Rollen des G-CSF in Tumoren

Matsumoto berichtet 2010 Uber 4 Cervixkarzinomfalle. Bei der Erstdiagnose zeigten
alle vier Patienten eine klare Leukozytose ohne offensichtliche Anzeichen einer
Infektion. Trotz aggressiver Behandlung hatten alle diese Patienten innerhalb von 6
Monaten Rezidive. In allen Fallen waren die Leukozyten als Antwort auf die erste
Behandlung in den Normbereich gesunken und stiegen anschlieBend bei Rezidiven
wieder an. Alle Patientinnen starben im Krankheitsverlauf in weniger als 15 Monaten.
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Diese Félle weisen stark auf die aggressive Natur des G-CSF-produzierenden
Gebarmutterhalskrebses hin (Matsumoto et al. 2010).

Kawaguchi beschrieben 2010 einen Fall mit einem aggressiven Rezidiv von
Magenkrebs als G-CSF-produzierenden Tumor. Sie schlugen vor, dass ein G-CSF-
produzierender Tumor in Betracht gezogen werden sollte, wenn Leukozytose in Bezug
auf einen nicht lympho- hamatopoetischen bosartigen Tumor festzustellen ist
(Kawaguchi et al. 2010). Die ektopische Produktion von G-CSF konnte in
Nierenbeckenkarzinom (Higaki et al. 2001), Larynx-Plattenepithelkarzinom (Tanaka et
al. 2005), Blasenkarzinom (Tachibana et al. 1995) und Magenkarzinom (Saeki et al.

1990) nachgewiesen werden.

Takahashi et al. beschrieben den ersten Fall von G-CSF-produzierendem
Rektalkarzinom mit einer sehr schlechten Prognose. Der Patient hatte eine ausgepragte
Leukozytose (Takahashi et al. 2008).

5.1.1 Die Rolle der CSF in der Krebstherapie

Der Nutzen einer GM-CSF-Gabe bei febriler Neutropenie wurde bewiesen.

In einer Phase-11-Studie in Bezug auf GM-CSF bei Frauen mit asymptomatischen
rezidivierenden Millerschen Tumoren wurde GM-CSF gut toleriert und war haufig mit
einem Abfall des CA-125 verbunden, dies korreliert mit einer Leukozytose. Obwohl der
Median der Zeitdauer bis zur Beendigung der Behandlung 78 Tage betrug, blieb bei
einem Teil der Frauen die Erkrankung flr langere Zeit stabil (Roche et al. 2010).

Zytokin- sezernierende Tumorzell-Impfungen I6sen eine systemische tumor-spezifische
Immunantwort in Maus-Tumor-Modellen aus (Dranoff et al. 1993). Impfstoffe mit GM-
CSF-sezernierenden Zellen wurden in der Klinik bei Melanomen (Kusumoto et al.
2001), beim Pancreaskarzinom(Jaffee et al. 2001), beim nicht kleinzelligen
Lungenkarzinom, beim Myelom, bei der Leukdmie (Mach et al. 2000) und beim
Prostatakarzinom (Lim et al. 1999) ausgetestet. Die Anti-Tumor-Wirksamkeit eines
GM-CSF-sezernierenden Tumorzellen Impfstoff wird nicht  durch Docetaxel
Anwendung gehemmt (Prell et al. 2006).
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5.1.2 Anwendung von G-CSF und Entstehung der Malignome

Der langfristige Einsatz von G-CSF wurde bei schwerer kongenitaler Neutropenie gut
untersucht. Es wurde ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der
Entwicklung des myelodysplastischen Syndroms (MDS) und AML mit dem Einsatz von
G-CSF flr mehr als 8 bis 10 Jahre beobachtet (Rosenberg et al. 2006). Weiterhin hat
sich ein Zusammenhang zwischen MDS / AML und schwerer aplastischer Andmie bei
Patienten mit immunsuppressiver Behandlung mit G-CSF gezeigt (Socie et al. 2007).
Auch wurde eine erhdhte Inzidenz von MDS / AML bei Brustkrebspatientinnen, die mit
einer adjuvanten Chemotherapie und gleichzeitiger Anwendung von G-CSF behandelt
wurden, nachgewiesen (Hershman et al. 2007). Seltene Félle von Leukdmieknoten und
Myelominfiltrationen an der Stelle einer G-CSF-Injektion wurden beschrieben (Kikuchi
et al. 2002).In Einzelfallen wurde ebenfalls der Einsatz von G-CSF mit der schnellen
Progression des multiplen Myeloms, der Transformation von aleuk&mischer Leukadmie
und Leukdmie mit ausgepragter Lymphadenopathie in ein diffus grofRzelliges B-Zell-
Lymphom (Richter-Syndrom) in Verbindung gebracht (Fata et al. 1997).

Vermutlich kann eine langfristige G-CSF-Exposition die Genominstabilitat durch die
Schaffung abnormer Genklone erleichtern (Sloand et al. 2006). (D’Souza et al. 2008).

5.2 Leukozyten in Tumorstroma

Die Tumor-Mikroumgebung ist sehr wichtig in Hinblick auf die Erhaltung und
Forderung der Tumorentwicklung. Ein entziindliches Milieu aus Immunzellen und
deren sekretorische Produkte kann eine Tumorprogression fordern (Rao et al. 2012).
Das Vorkommen von Leukozyten im Tumorstroma wurde mittlerweile ausfihrlich
diskutiert. Die Leukozyten haben in allgemein sowohl ein antikarzinogenes und auch
prokarzinogisches Effekt. Man unterscheidet hierbei zwischen Makrophagen, T-Zellen
und Neutophilen.

In dieser Studie wurde das Vorkommen der Granulozyten im Tumorstroma bewertet.
Diese konnte eine signifikante positive Wirkung auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit
haben.
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Die Hohe der tumorassoziierten Makrophagen hat einen negativen Effekt auf das
Uberleben bei Patienten mit Ovarialkarzinom, Mammakarzinom, Magenkarzinom,
Blasenkrebs und orale Plattenepithelkarzinom (Zahng et al. 2012). Jedoch gibt es einige
Ausnahmen wo die Hohe der tumorassoziierten Makrophagen mit erhdhtem Uberleben
in verschiedenen Tumoren zum Beispiel im Kolorekalkarzinom (Tan et. Al. 2005) und
im nicht kleinzelligen Lungenkarzinom (Kawai et al. 2008) vereinbart.

Intratumorale Granulozyten haben unterschiedliche Effekte auf Tumorzellen. In einigen
experimentellen Tumoren sind Granulozyten zytolytisch und koénnen Tumorzell-
populationen beseitigen (Di Carlo et al. 2001), wahrend intratumorale Granulozyten in
anderen experimentellen Tumoren das Tumorwachstum madglicherweise durch direkte

FOrderung der Tumorigenese induzieren kdnnen (Welch et al. 1989).

Neutrophile informieren und formen die Immunreaktionen. Sie tragen zu der Reparatur
des Gewebes sowie dessen Abbau bei, da Neutrophile spezifische Tétungsmechanismen
verwenden (Nathan 2006).

Die Rolle von Neutrophilen in der Tumor-Mikroumgebung bleibt unklar. In einer an
Méausen durchgeflihrten Studie zeigte, dass in der Tumor-Mikroumgebung Neutrophile
sowohl pro- als auch anti-karzinogene Wirkung haben. Die meisten Tumor-assoziierten
Neutrophilen scheinen von einem protumorigenen Phé&notyp zu sein, die zu

Tumorwachstum und Immunosuppression beitragen (Fridlender et al. 2009)

An experimentellen Tumor-Modellen konnte gezeigt werden, dass Neutrophile zum
Tumorwachstum, der Metastasierung und der Immunsuppression beitragen konnen,
indem sie angiogene Faktoren produzieren (Tazzymann et al. 2009), durch die
Erleichterung Extravasation der Tumorzelle (Liang et al. 2007), und durch die
Unterdriickung der Zytokinssynthese von T-Lymphozyten (Mdller et al. 2009).

Klinische Studien tUber Nierenkarzinom (Jensen et al. 2009), Melanom (Jensen et al
2012), Bronchialkarzinom (Bellocq et al. 1998), nicht kleinzelliges Lungenkarzinom
(HNie et al. 2012), Zervixkarzinom(Carus et al. 2013), hepatozellulares Karzinom (Li et
al. 2011), Kolorektales Krzinom (Rao et al. 2012) und Magenkarzinom (Liu et al. 2009)
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deuten auf die Existenz eines Zusammenhangs zwischen Zunahme der

Tumorinfiltration mit Neutrophilen und schlechter Prognose hin.

Makrophagen in der Tumor-Mikroumgebung erleichtern Angiogenese und
extrazellularen Matrix-Abbau und Umbau. Sie fordern die Motilitat der Tumorzelle.
Studien zeigten, dass die direkte Kommunikation zwischen Makrophagen und
Tumorzellen zur Invasion und zum Austritt von Tumorzellen in die Blutgefale

(intravasation) fithren kann (Condeelis et al. 2006).

Um die Sicherheit einer G-CSF Gabe zur Pravention oder Behandlung der Neutropenie
herauszufinden, waéren Langzeit-Follow-up und immunhistochemische

Charakterisierung des Tumors zu empfehlen
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Zusammenfassung

Hintergrund: Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF) produzierende
Tumoren wurden im Zusammenhang mit einer schlechten Prognose beobachtet. Leider
basiert diese Feststellung nur auf mehreren Fallberichten. Daher wurde die
Untersuchung der Expression von G-CSF in Tumorzellen und Tumor Stroma in einem
grolRen Kollektiv von ovarialkarzinomerkrankten Patientinnen mit Langzeit-Follow-up

vorgenommen.

Methode: Tumorgewebe und klinische Datensétze von 175 Patienten mit histologisch
gesichertem Ovarialkarzinom wurden auf G-CSF Expression in Tumorzellen und dem
umgebenden Stroma analysiert. Die Ergebnisse wurden mit dem peripheren Blutbild

und anderen prognostischen Faktoren beim Ovarialkarzinom verglichen.

Ergebnisse: Es konnte weder eine Korrelation zwischen den beiden G-CSF
Expressionen in Tumorzellen und umgebendem Stroma noch hinsichtlich der Prognose
oder peripherem Blutbild gefunden werden. Man fand nur einen positiven Einfluss von
Granulozyten in dem Tumor-Stroma auf die Prognose, die sich jedoch in
multifaktoriellen Analysen nicht als signifikant erwies.

Schlussfolgerungen: Im Gegensatz zu den vielen Fallberichten aus anderen Disziplinen,
stellt die G-CSF Expression in Tumorzellen und dem umgebenden Stroma keinen
nachteiligen prognostischen Faktor beim Ovarialkarzinom dar. Um die Sicherheit einer
G-CSF Gabe zur Pravention oder Behandlung der Neutropenie herauszufinden, waren
Langzeit-Follow-up und immunhistochemische Charakterisierung des Tumors zu

empfehlen.
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summary

Objective: Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) producing tumours were
found associated with poor prognosis. Unfortunately, this finding is based on several
case reports only. Thus, the study of the expression of G-CSF in tumour cells and
tumour stroma was performed in a large collective of patients with ovarian cancer with

long-term follow-up.

Methods: Tissue and clinical records of 175 patients with histologically confirmed
ovarian carcinoma were analysed for G-CSF expression in tumour cells and the
surrounding stroma. The results were compared with peripheral blood counts and other

prognostic factors in ovarian cancer.

Results: No correlation was found between both G-CSF expression in tumour cells and
the surrounding stroma and prognosis as well as peripheral blood counts. It was only
found, that granulocytes in the tumour have a positive influence on prognosis, which

however, was not significant in multifactorial analyses.

Conclusions: In contrast to the many case reports from other entities, G-CSF expression
in tumour cells and the surrounding stroma is not an adverse prognostic factor factor in
ovarian carcinomas. To find out the safety of G-CSF administration for the prevention
or treatment of febrile neutropenia, it is suggested for clinical trials to include long-term

follow-up and immunohistochemical characterisation of the tumour.
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