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Einleitung
1.1 Das Ovarialkarzinom

1.1.1 Epidemiologie des Ovarialkarzinoms

Nach dem prozentualen Anteil der héaufigsten Tumorlokalisationen aller
Krebserkrankungen, zahlt die Krebserkrankung der Eierstocke (Ovarialkarzinom) in
Deutschland zu der acht hédufigsten Form. Es gehen von allen bosartigen
Neubildungen bei Frauen 3,2% auf das Ovar zuriick. Jedoch zahlt es mit 5,3% auch
zu der hdufigsten Todesursache aller weiblichen Genitaltumore. Das mediane
Erkrankungsalter liegt bei Frauen um das 70.Lebensjahr. Demzufolge erkrankt in
Deutschland eine von 71 Frauen im Laufe ihres Lebens am Eierstockkrebs. Eingeteilt
in die absteigende Héaufigkeit konnen Ovarialkarzinome zundchst in Epithel-,
Stroma- und Keimzelltumore Kklassifiziert werden, welche wiederum in weitere
verschiedene Subformen unterteilt werden. FEinige sehr seltene Formen, wie
beispielsweise die Keimzelltumore, konnen zudem schon bei Kindern und jungen

Frauen auftreten (Caspritz et al. 2017).

1.1.2 Risikofaktoren

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist bisher noch unklar, jedoch spielen Umwelt-
und Erndhrungsfaktoren eine Rolle. Das Lebenszeitrisiko an einem Ovarialkarzinom
zu erkranken, liegt in Deutschland bei 1,4% (Caspritz et al. 2017). Neben dem
zunehmenden Lebensalter und dem Faktor Ubergewicht, beeinflussen hormonelle
Faktoren das Risiko an einem sporadischen Ovarialkarzinom zu erkranken, ebenso
primdre Sterilitdt, keine oder eine erst spate Graviditat und eine fehlende Stillzeit

(Landen et al. 2008). Des Weiteren zdhlen Hormonersatztherapien, insbesondere mit



Ostrogenpriparaten postmenopausal zu den Risikofaktoren. Die Frage, ob sowohl
eine frithe Menarche als auch eine spate Menopause das Risiko ebenfalls erhoht, ist
noch nicht abschlief3end geklart (Caspritz et al. 2017). Die Theorie, dass durch die
Ovulation mit jedem Zyklus und der folglich hohen Zellproliferationsrate auch
Reparaturprozesse durchlaufen werden, die durch die erhohte DNA - Syntheserate
und dem damit einhergehenden erhohten Mutationsrisiko auch Transformationen
und somit neoplastische Veranderungen auslosen konnen, wird durch die genannten
Risikofaktoren gestiitzt (Fathalla 1972). Entartete, maligne Zellen konnen dann
Substanzen produzieren, die {iblicherweise im gesunden Gewebe nicht vorkommen.
Oder sie konnen Produkte in umgebene, benigne Zellen induzieren. Hierbei kann es
sich sowohl um atypische Kohlenhydratepitope oder um tumorspezifische Enzyme
oder Isoenzyme als auch um onkogene Produkte und Rezeptoren handeln (Bruhn et
al. 2011). Das Risiko fiir eine maligne Entartung steigt demzufolge mit der
zunehmenden Anzahl von Ovulationen an. Fiir diese Theorie spricht zudem die
protektive Wirkung von Ovulationshemmern, Paritaten, Tubenligaturen sowie von
Hysterektomien (Riman et al. 2002, Post et al. 2005, Caspritz et al. 2017). Fine
Risikoreduktion um 60% lasst sich durch eine 6-jahrige Finnahme von
Ovulationshemmern erzielen (Modugno et al. 2004). Bei ca. 10% aller
Ovarialkarzinome liegt eine genetische Ursache zugrunde (Burges and Schmalfeldt
2011). Dabei liegt die haufigste Mutation auf dem BRCA1- oder dem BRCA2-Gen vor
(Antoniou et al. 2003, Chen et al. 2012, Caspritz et al. 2017). Ein weiterer wichtiger
Risikofaktor fiir die Entstehung eines Ovarialkarzinoms ist die Genmutation von
MLH1, MLH2 und MLH6 bei dem Hereditaren Nicht Polypdsen Kolorektalem
Karzinom (HNPCC) (Steinke et al. 2013) als Manifestation des Lynch-Syndroms
(Bonadona et al. 2011). Des Weiteren kénnen Ovarialkarzinome auch in Kombination

bei dem Li-Fraumeni-Syndrom auftreten (Gétje et al. 2015).



1.1.3 Symptome und Diagnose

Obwohl die Erkrankungs- und Sterberate seit der Jahrtausendwende abgenommen
haben und auch die Anzahl der Neuerkrankungen etwas riicklaufig ist, wird das
Ovarialkarzinom in den meisten Fillen immer noch in einem erst spaten Stadium
entdeckt und weist dementsprechend eine hohe Mortalitdtsrate von 6,9% auf
(Caspritz et al. 2017). Dies liegt vor allem daran, dass die Erkrankung hdufig
zundchst symptomfrei verlauft oder sich klinisch unspezifisch prasentiert und daher
erst spat detektiert werden kann. Bei mindestens 75% der Patientinnen wird das
Ovarialkarzinom in einem bereits fortgeschrittenen FIGO-Stadium (III und IV)
(Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique) zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose festgestellt (Sehouli and Fotopoulou 2012). Typische Symptome wie
diffuse abdominale Beschwerden, Veranderung der Menstruation oder des Gewichtes
und die Zunahme des Bauchumfanges, treten haufig erst bei Patientinnen mit
fortgeschrittenem Ovarialkarzinom auf. Ein wesentlicher Grund fiir die meist erst
sehr spate Diagnosestellung stellt die fehlende Fritherkennung des Ovarialkarzinoms
mittels generellen Screening dar. Laut der S3-Leitlinie von 2016 fiir maligne
Ovarialtumore  wird ein  generelles Screening mit CA 125 und
Transvaginalsonographie (TSV) sogar in Risikogruppen nicht empfohlen, da keine
Reduktion der Mortalitat nachgewiesen werden konnte (Leitlinienprogramm 2016).
Zukiinftig konnte die Fritherkennung eines Ovarialkarzinoms oder dessen
Vorlauferstufen mittels eines Nachweises von abgeschilferten Tumorzellen durch
eine Tubenlavage mit anschliefSendem Zervixabstrich verbessert werden (Kinde et al.
2013). Bei einem Verdacht einer ovariellen Raumforderung soll laut S3-
Leitlinienempfehlung eine gyndkologische Spiegel- und Tastuntersuchung
durchgefithrt werden. Den hochsten Stellenwert als erste apparative Maf3nahme

nimmt die Untersuchung mittels Transvaginalsonographie (TVS) ein (Burges and



Schmalfeldt 2011). Jedoch fithrten die TVS und CA 125 Bestimmung zu keiner
Mortalitatsverbesserung, weshalb sie ebenfalls nicht in der aktuellen Leitlinie zur
Fritherkennungsdiagnostik empfohlen werden (Leitlinienprogramm 2016). Bei
einem Verdacht auf ein Rezidiv kann dieser durch einen erhohten CA 125-Wert
erhartet werden. Laut Studienlage kommt es aber zu keiner Verbesserung der
Uberlebenswahrscheinlichkeit (Rustin et al 2010). Des Weiteren koénnen die
Magnetresonanztomographie, die Computertomographie oder die Positronen-
Emissions-Tomographie fiir die weitere Diagnostik hilfreich sein. Jedoch gibt es keine
apparative diagnostische Maf3nahme, die ein operatives Staging ersetzt und die
Operabilitat verldsslich beim Ovarialkarzinom einschdtzen kann

(Leitlinienprogramm 2016).

1.1.4 Stadieneinteilung

Das Staging des Ovarialkarzinoms erfolgt anhand der pTNM-Klassifikation der UICC
(Union International Contre le Cancer) beziehungsweise nach der Einteilung in die
FIGO-Stadien. Das von der WHO eingefithrte Klassifikationsschema nutzt als
Grundlage die histogenetische Herkunft der verschiedenen Ovarialkarzinomarten.
Zudem werden noch Mischformen, bosartige Neoplasien, die von Lipid- und
Bindegewebszellen ausgehen, sekunddre metastatische Prozesse und unklassifizierte
Tumore erfasst. Fiir das Ovarialkarzinom gibt es seit 01.01.2014 eine Neufassung der
FIGO-Stadieneinteilung (WHO Classifiaction of Tumors of Female Reproductive
Organs, 2014). Die Anderungen der Neufassung sind in der folgenden Tabelle dick
gedruckt hervorgehoben. Beide Klassifikationen richten sich in ihrem Staging sowohl
nach den klinisch-praoperativen, intraoperativ makroskopischen als auch nach den

histopathologischen und zytologischen Befunden.



Tabelle 1: Klassifikation des Ovarialkarzinoms

Definitionen

Kategorien || Stadien

Tx Primdrtumor kann nicht beurteilt werden

Ty kein Anhalt fiir Priméartumor

T, I Tumor begrenzt auf Ovarien

Ta 1A Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel intakt; kein Tumor

auf der Oberflache des Ovars, keine malignen Zellen in

Aszites oder bei Peritoneallavage

T,b IB Tumor auf beide Ovarien begrenzt; Kapsel intakt; kein
Tumor auf der Oberflache des Ovars, keine malignen Zellen

in Aszites oder bei Peritoneallavage

Tic IC Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien;
1 Iatrogene Kapselruptur
2 Praoperative Kapselruptur oder Tumore auf der
3 Ovarialoberfliache

maligne Zellen im Aszites oder in der Spiilzytologie

T, I Tumor befdllt ein Ovar oder beide Ovarien und breitet sich

im Becken aus

Tra Ila Ausbreitung auf und/oder Implantate an Uterus und/oder
Tube(n); keine malignen Zellen in Aszites oder bei

Peritoneallavage



T,b IIb Ausbreitung auf andere Beckengewebe; keine malignen

Zellen in Aszites oder bei Peritoneallavage

Tac Ilc Ausbreitung im Becken (2a oder 2b) und maligne Zellen in
Aszites oder bei Peritoneallavage;

entfdllt nach der aktuellen FIGO-Klassifizierung

T3 u/o N1 III Tumor befillt ein Ovar oder beide Ovarien mit
mikroskopisch nachgewiesenen Peritonealmetastasen
auf3erhalb des Beckens und/oder regionaren

Lymphknotenmetastasen

T3a ITIA retroperitoneale Lymphknotenmetastasen und/oder

mikroskopische Metastasen auf3erhalb des Beckens

1 ausschlief3lich retroperitoneale

Lymphknotenmetastasen

1 Metastasen max. 10 mm

2 ii Metastasen grof3er als 10 mm

mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des
Beckens mit oder ohne retroperitoneale

Lymphknotenmetastasen

T3b 1113 makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des
Beckens; grof3te Ausdehnung 2 cm oder weniger mit
oder ohne retoperitoneale Lymphknotenmetastasen;

schlief3t Ausbreitung auf Leberkapsel und Milz mit ein



T3cu/o N1 IIC Peritonealmetastasen jenseits des Beckens; grof3te
Ausdehnung mehr als 2 cm, und/oder retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen; schlief3t eine Ausbreitung

auf Leberkapsel und Milz mit ein

M1 IV Fernmetastasen (ausschlief3lich Peritonealmetastasen)
IVA Pleuraerguss mit positiver Zytologie
IVB parenchymale Metastasen der Leber und/oder der

Milz; Metastasen zu aufSerhalb des Abdomens
gelegenen Organe (einschlieRlich inguinaler
Lymphknotenmetastasen und/oder anderer auf3erhalb

des Abdomens gelegener Lymphknotenmetastasen)

1.1.5 Tumordifferenzierung

Gut definierte Kriterien fiir das histopathologische Grading von Ovarialkarzinomen
sind erstmals durch Shimizu et al., 1998 vorgeschlagen worden. Dabei wurden durch
die Autoren neben der Kernpleomorphie auch die Mitosezahl und der

Differenzierungsgrad der Architektur der Zellen bestimmt.
Das histopathologische Grading wird unterteilt in:

G1 = gut differenziert, G2 = malf3ig differenziert und G3 = gering differenziert.



1.1.6 Therapie und Prognose

Das therapeutische Vorgehen erfolgt in erster Linie durch eine radikale chirurgische
Sanierung mit dem Ziel der Entfernung des gesamten sichtbaren Tumorgewebes.
Hierbei werden standardmalf3ig eine Hysterektomie mit Adnektomie und zusétzlicher
Appendektomie und eine Omentektomie empfohlen (Feige et al. 2005). Da die
Befunde durch die spate Detektion meist sehr ausgepragt sind und eine Ro-Resektion
nicht moglich ist, stellt die darauf folgende Kombinations-Chemotherapie die zweite
wichtige Therapiesdule dar. Hierbei stellen Cis bzw. Carboplatin in Verbindung mit
einem Taxan den Therapiestandard dar und haben zu einer weiteren Verbesserung
der Prognose bei einem fortgeschrittenen Tumorstadium beigetragen. Die
Verabreichung erfolgt tiber 6 Zyklen. Durch diese Vorgehensweise ldsst sich eine 5-
Jahres-Uberlebensrate von circa 50% stadieniibergreifend erreichen (Feige et al.
2005). Den wichtigsten prognostischen Faktor stellt das Tumorstadium und somit
die Ausbreitung des Tumors bei der Erstdiagnose dar. Zudem zeigten Friihstadien
(FIGO I und II) deutlich bessere 5-Jahres-Uberlebens-Prognosen, als fortgeschrittene
Ovarialkarzinom Stadien (FIGO III und IV). Laut einer Studie von Brun und
Mitarbeiter sinkt die 5-Jahres-Uberlebensrate mit zunehmendem Stadium und damit
betrégt die 5-Jahres-Uberlebensrate ca. 76% im FIGO-Stadium I, 42% im Stadium II,
21% im Stadium III und letztendlich nur noch 6% im Stadium IV (Brun et al. 2000).
Der Verlauf der Erkrankung bei einem hohergradigen Befall ist zudem durch die
Grolde der verbleibenden Tumorreste und das Ansprechen auf die verabreichte
Polychemotherapie gekennzeichnet. Die Therapieempfehlung fiir Patientinnen aus
einer Risikogruppe stellt die prophylaktische Salpingo-Oophorektomie dar. Diese
Therapieméglichkeit wird durch diverse Studien untermauert (Rebbeck et al. 2002).
Der Gruppe der Hochrisikopatientinnen sollte sowohl eine multidisziplinédre

Beratung, als auch eine genetische Ermittlung des Ovarialkarzinoms fiir eine genaue



Abklarung angeboten werden. Zu den gdngigen Prognosefaktoren zahlen neben dem
Tumorstadium, das Alter, der Allgemeinzustand, das Tumor-Grading, der
histologische Typ, die leitliniengerechte Therapie und vor allem der postoperative
Tumorrest (Leitlinienprogramm 2016). Fine Rezidivrate von 65% der
fortgeschrittenen Ovarialkarzinome trotz maximaler operativer und medikamentoser
Therapie verdeutlicht die eigentliche Problematik der Therapie des Fierstockkrebses.
Diese hohe Rezidivrate ist zudem verantwortlich fiir die geringe 5-Jahres-
Uberlebensrate von unter 30% bei einem fortgeschrittenen Ovarialkarzinom
(Bookman 2005). Haufig ist ein chemoresistentes Rezidiv mit einer ausgedehnten
Peritonealkarzinose der Grund, weshalb nur noch die Palliativtherapie angewendet
werden kann. Dieses erniichternde Fazit verdeutlicht die Wichtigkeit der

Entwicklung neuer Therapiestrategien fiir die Behandlung des Ovarialkarzinoms.

1.1.7 Tumormarker

Die Suche nach gezielten Laborparametern, die ein malignes Wachstum zuverlassig
detektieren konnen, um ein mogliches pathogenes Wachstum friihzeitig sichtbar zu
machen und effektiv behandeln zu konnen, beschéftigt Forscher schon seit dem
neunzehnten Jahrhundert. Den Grundstein fiir die Antigen-Antikorper-Reaktion und
dem damit verbundenen Prinzip der rezeptorgesteuerten Immunreaktion
formulierte Paul Ehrlich mittels seiner Seitenkettentheorie bereits vor mehr als 100
Jahren. Doch erst die Entwicklung der benétigten Hybridtechnologie ermoglichte die
Produktion labortechnisch hergestellter monoklonaler Antikorper (mAk). Diese
Technologie wurde von Kohler und Milenstein 1975 entwickelt und trieb die
Forschung um die monoklonalen Antikdrper entschieden voran. Durch den

vielseitigen medizinischen Nutzen in der Diagnostik und der Therapie wird auch bei



der Erkrankung an einem Ovarialkarzinom versucht, einen moglichst zuverldssigen
Antikorper zu finden, welcher bestenfalls sowohl in der Fritherkennungsdiagnostik
als auch fiir die molekularbiologisch zielgerichtete Therapiestrategie eingesetzt
werden konnte. Zu den aktuellen Tumormarkern des Ovarialkarzinoms zahlt das CA
125. Seine prognostische Wertigkeit zum Zeitpunkt der Diagnose, zudem vor der
neo-adjuvanten Behandlung und auch nach den Zyklen von adjuvanten
Chemotherapien, konnte mittels verschiedener Studien belegt werden (Kim et al
2008, Kang 2011, Chen et al. 2013, Moon et al. 2013). Ein weiterer Tumormarker ist
das epididymale Protein 4 (HE4). Dieses zdhlt zu der Familie der Protease-
Inhibitoren und wird iiberwiegend von Zellen des serésen und endometroiden
Ovarialkarzinoms sezerniert. Jedoch ist HE4 kein spezifischer Tumormarker fiir das
Ovarialkarzinom, da ebenso bei einem Adenokarzinom des Endometriums und auch
bei einem Nierenversagen erhohte Werte auftreten (Lenhard et al. 2011, Molina et al.
2011). HE4 wird lediglich eine bessere Sensitivitit, vor allem in frithen
Krankheitsstadien, bei einer Spezifitit von 95% bestdtigt (Sarojini et al. 2012). Die
Sensitivitdt lasst sich durch die Kombination von HE4 mit CA-125 auf 76% steigern,
wobei die Spezifitat gleichbleibend hoch ist. Die Suche und Entwicklung nach
weiteren neuen Tumormarkern riickt immer mehr in den wissenschaftlichen Fokus,
um die dringend notwendigen Fortschritte im Bereich der Diagnostik, der
prognostischen Aussagefahigkeit sowie der therapeutischen Behandlungsméglichkeit
des Ovarialkarzinoms erzielen zu konnen und ist daher von grof3er klinischer

Relevanz.
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1.1.8 Lysyloxidase

Ein Tumormarker, der in letzter Zeit immer mehr Aufmerksamkeit bei Studien zur
Erforschung von Krebsgeschehen erhdlt, ist die Lysyloxidase (LOX) (Deng et al. 2014,
Diercks and Gorogh 2015, Li et al. 2015). Zum jetzigen Zeitpunkt wird die Wirkung
des LOX-Subtypes LOXL-4 in Ovarialkarzinomzellen noch kontrovers diskutiert. Um
die Zusammenhédnge der in dieser Arbeit untersuchten LOXL-4 Expressionen und
der verschiedenen Besonderheiten des LOXL-4 Enzyms besser verstehen zu kénnen,

werden im folgenden dessen Grundlagen dargestellt.

Das fiir das LOXL-4 Protein kodierte Gen liegt auf dem Chromosom 10924 (Asuncion
et al. 2001). Zudem enthélt der 4kb lange kodierende Genbereich 14 Exone (Asuncion
et al. 2001, Maki et al. 2001). LOXL-4 gehort zu den kupferabhdngigen Amin-
Oxidasen, die mit den anderen LOX Isoformen (LOXL, LOXL2, LOXL3) eine
Enzymfamilie bilden. Charakteristisch fiir die Isoformen ist, dass sie eine fast
identische N-terminale Region aufweisen (Wang et al. 1996, Maki et al. 2001, Molnar
et al. 2003). Gekennzeichnet wird diese N-terminale Domédne durch vier Scavenger
Receptor Cystein Rich Domains (SRCRs), welche sich nur minimal in ihrem Aufbau
und ihrer Funktion voneinander unterscheiden (Asuncion et al. 2001). Sie wurden
bereits in vielfdltigen Zusammenhang mit unterschiedlichen karzinomatdsen
Erkrankungen analysiert (Csiszar 2001, Kirschmann et al. 2002, Holtmeier et al
2003). Der konservierte Lysyl- und Tyrosyl-Rest sorgt bei der Entstehung des L.TQ-
Cofaktors (Lysyl-Tyrosyl-Quinon-Cofaktor) fiir die katalytische Aktivitdit von LOX.
Durch diese katalytische Aktivitat wird die Quervernetzung zwischen Laminin und
Kollagen bewirkt, wodurch ihnen eine bedeutende Rolle bei dem Aufbau und der
Aufrechterhaltung der Extrazellularmatrix (ECM) zukommt. Zudem stehen sie in
Interaktion bei der Zelladhdsion (Molnar et al. 2003), der Zellwachstumskontrolle

(Csiszar 2001), der zelluldren Seneszenz, der Tumorgenese (Saito et al. 1997, Csiszar
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2001, Wiel et al. 2013) und bei der Chemotaxis (Lucero et al. 2008, Lucero et al.
2011). Des Weiteren diskutieren andere Autoren die Funktion des LOX-Gens und
dessen Familienmitgliedern als Tumorsuppressorgene. Das LOX-Gen und dessen
Subtypen fungieren somit als Antatgonisten zum Ras-Onkogen (Min et al. 2007, Wu
et al. 2007). Thre homologen C-Terminalen Domdnen dienen als Kupfer-
Bindungsstellen. LOXL-4 ist seit 2001 ein immer haufigerer Bestandteil in
wissenschaftlichen Arbeiten. Durch die Untersuchungen mit Promotor-Reportergen-
Konstrukten konnte dargelegt werden, dass an der Regulation der LOXL-4
Genexpression die Transkriptionsfaktoren TBP und Sp1 mitwirken (Gorogh et al.
2008). Bei Untersuchungen an Karzinomen des oberen Aerodigestivtraktes konnten
Holtmeyer und Mitarbeiter eine verstarkte Expression des LOXL-4 Gens beschreiben
(Holtmeier et al. 2003). Anhand von vergleichenden Genexpressionsanalysen legten
die Autoren dar, dass im Vergleich zu gesunden pharyngealen Epithelzellen die
LOXL-4-mRNA in Plattenepithelkarzinomzellen aus Kopf-Halstumoren eine starke
Expression aufweisen. Dariiber hinaus konnten Gorégh und Mitarbeiter eine
signifikante Korrelation zwischen der LOXL-4 Genexpression und der
Lymphknotenmetastasierung herausfinden, sowie eine erhohte Anzahl des LOXL-4
Genlocus auf Chromosom 10924 (Gorogh et al. 2007). Des Weiteren konnen
vergleichend die Frgebnisse der LOXL-4 Uberexpression des Mammakarzinoms
herangezogen werden, welches neben dem Ovarialkarzinom eine der Hauptursachen
fir die Letalitit durch gyndkologische Malignomen darstellt (Bundesamt 2015).
Kirschmann und Mitarbeiter konnten die Uberexpression des LOXL-4 Gens aus
invasiven Mamma Karzinomzellen feststellen (Kirschmann et al. 2002). Die These,
dass LOX beim invasiven Verhalten der Zellen malf3geblich beteiligt ist, liels sich
zusatzlich beweisen, da durch die Gabe des LOX-Inhibitors Beta-Aminopropionitril

das invasive Potential der Zellen abnahm (Kirschmann et al. 2002). In Bezug auf das
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Ovarialkarzinom konnten Roffeis und Mitarbeiter die mehr als 20 fache Erhthung
der Expression der 15-LOX-2 im maligne entarteten Gewebe (Primdrtumor und
Metastasen) bei Ovarialkarzinomen beweisen (Roffeis 2011). De Donato und
Mitarbeiter beschrieben die Auswirkungen von erhohten LOX-Expressionswerten auf
die  Tumorprogression und das Metastasierungsverhalten bei serdsen
Ovarialkarzinomen (De Donato et al. 2017). Bislang liegt jedoch keine statistisch
reprasentative Untersuchung iiber die Expression des LOX-Subtyps LOXL-4 auf

Proteinniveau beim Ovarialkarzinom vor.
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1.2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, die Expression von LOXL-4 in 104

histopathologisch gesicherten in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten

Tissue Microarray (TMA) Gewebeschnitten immunhistochemisch zu analysieren. Vor

dem Hintergrund dieser Untersuchung sollen folgende Analysenschritte

chronologisch ausgefiihrt werden:

1.

Zuerst soll die Spezifitit des monoklonalen Maus-Antikorpers gegen das
LOXL-4 Protein in Ovarialkarzinom-Biopsaten gezeigt werden. In simultanen
Versuchen sollen gesunde Mundschleimhaut-Biopsate bei gleicher

Antikorperkonzentration untersucht werden.

Die  immunhistochemischen  Farbungen sollen nach  definierten
Auswertungskriterien in Gruppen eingeteilt werden, die negative, schwache,

moderate und starke Farbung reprasentieren.

. Um Antworten auf die Fragen zu finden, ob sich zwischen der LOXL-4

Expression und dem retrospektiv ausgewerteten Patientengut eine Beziehung
ergibt, soll die Hohe der LOXL-4 Expression unter Berticksichtigung
verschiedener klinisch-histopathologischer Parameter wie der FIGO-
Klassifizierung, dem Alter und der Uberlebenszeit bei Biopsatentnahme

ausgewertet werden.

Schlief3lich  soll die Frage diskutiert werden, inwiefern das
immunhistochemische Reaktionsmuster von LOXL-4 bei den diagnostischen

Kriterien des Ovarialkarzinoms beriicksichtigt werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewebeproben und klinisch-pathologische Daten

Diese Arbeit bediente sich der Methode der histologisch gesicherten und gestanzten,
in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Tissue Microarray (TMA)-
Gewebeschnitte. Mit diesem Verfahren wurden insgesamt 104 Ovarialkarzinome in
Vierfachbestimmung und somit 416 Gewebeproben umfassend untersucht,
dokumentiert und ausgewertet. Demgegeniiber dienten als Negativproben zehn
benigne Mundschleimhautproben, die im Rahmen von operativen FEingriffen an
gesunden Probanden aus dem weichen Gaumen entnommen wurden. Als Grundlage
fir die weitere Analyse und Auswertung wurden die dazugehorigen Kklinisch-
pathologischen Befunde in einer Patientendatenbank dokumentiert. Durch diese
Erhebung konnte die Krankheitsgeschichte der jeweiligen Patientin mit
unterschiedlichen Parametern ermittelt und zusammengestellt werden.

In der Datenbank wurden die folgenden klinisch-histopathologischen Parameter

erhoben:

- Operationsalter

- Fernmetastasen-Status
- Tumor-Grading

- FIGO - Klassifizierung
- Rezidivrate

- Gesamtiiberleben

Bei der Erstdiagnose lag das Patientinnenalter zwischen 26 und 88 Jahren. Das
mediane Alter zu dem Operationszeitpunkt betrug 61,69 Jahre. Die quantitative

Altersverteilung zum Zeitpunkt der Operation ist in Abbildung 1 dargestellt.

15



30 1

25
20 4
15 -+
10 4
|
9 '7

21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90

Haufigkeit

Alter in Jahren

Abbildung 1: Altersverteilung der Ovarialkarzinom-Patientinnen bei

Operationsdatum

Von allen Patientinnen wurde gemadld des beflirworteten Ethikantrages durch die
Ethikkommission =~ des  Universitatsklinikums Kiel eine schriftliche
Einverstandniserklirung zur wissenschaftlichen Bearbeitung des Gewebes, dem

Helsinki Abkommen entsprechend (AZ-Nr.: B327/10), vorab eingeholt.

2.2 Herstellung und Beschreibung der TMA-Proben

Im Zeitraum vom 29.08.1998 bis zum 17.10.2011 wurden die TMA-Proben von dem
Universitdtsklinikum fiir Frauenheilkunde der Christian-Albrechts-Universitdt zu
Kiel fertiggestellt und die erhobenen klinisch-histopathologischen Daten in einer
speziellen Datenbank erfasst. Auf einem Objekttrager befanden sich vier Stanzen
eines resezierten Ovarialkarzinoms. Der Durchmesser der Stanzen betrug 2,5mm.

Die Stanzen wurden in einem Abstand von 1,imm auf den Objekttrager aufgetragen.
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2.3 Primar- und Sekundir-Antikorper

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das LOXL-4 Protein in Ovarialkarzinom-Biopsaten
mit einem primdren monoklonalen Maus-anti-LOXL-4-Antikérper (Eigenherstellung
PD. Dr. T. Gorogh, HNO-Klinik Kiel) und einem anschlief3enden sekundiren
polyklonalen biotin-konjugierten anti-Maus-IgG-Antikérper (Dako, Hamburg)
mittels immunhistochemischer Analyse nachgewiesen. Anhand der SDS-
Gelelektrophorese und dem Western-Blot wurden die Spezifitat und Sensitivitat des
LOXL-4-Antikorpers tiiberpriift. Zudem konnte eine Kreuzreaktion mit anderen

Proteinspezies ausgeschlossen werden (Gorogh et al. 2007, Weise et al. 2008).

2.4 Immunhistochemische Untersuchung

Die zu untersuchenden TMA-Proben wurden fiir zweimal zehn Minuten in einem
Xylol-Ersatz-Medium als Vorbehandlung entparaffiniert. Die anschlief3ende
Dehydrierung der Biopsate erfolgte in einer absteigenden Alkoholreihe (zweimal fiir
zehn Minuten in 100% Ethanol, einmal fiir fiinf Minuten in 95% Ethanol, einmal fiir
fiinf Minuten in 80% Ethanol und einmal fiir fiinf Minuten in 70% Ethanol). Nach
dem Spiilvorgang mit destilliertem Wasser erfolgte die zehnminiitige Inkubation der
Prdparate in einer TBS-Losung. Die Mikrowellen-Methode nach Brown und Chirala
fand zu der Demaskierung der Proben Verwendung (Brown and Chirala 1995). Die
auf dem Objekttrager fixierten TMA-Proben wurden in eine mikrowellengeeignete
Plastikkiivette tiberfithrt und mittels Zitratpuffer bedeckt. Die Praparate wurden bei
800 Watt fiir vierzehn Minuten erhitzt. Dabei durfte es nicht zum Aufkochen der
Praparate kommen. AnschlieRend erfolgte die Abkiihlung der Proben auf
Zimmertemperatur und der erneute Spiilvorgang mit destilliertem Wasser. Zur
Inhibierung der endogenen Peroxidase-Aktivitdit wurden die Proben fiir zehn

Minuten in einer Blockinglosung, bestehend aus Methanol mit 0,37% H,0,
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inkubiert. Danach wurden die Schnitte in destilliertes Wasser gelegt und
anschlief3end mit TBS gespiilt. Im nachsten Schritt wurden die Praparate mit einer
Losung, bestehend aus fotalem Kalberserum (FCS) und phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS) (6oul FCS in 2ml PBS), fiir flinf Minuten {iberschichtet, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Die hier modifiziert angewendete
Immunperoxidase-Methode beruht auf der Immunperoxidase-Methode nach Hsu
und Mitarbeitern (Hsu et al. 1981). Das Verfahren startete mit der Inkubation der
Proben fiir sechzig Minuten mit dem primadren monoklonalen Maus-anti-LOXL-4-
Antikorper (1plg/ml) bei einer 1:300 Verdiinnung. Daraufhin folgte ein Spiilvorgang
der Proben in TBS-Losung fiir dreimal fiinf Minuten. Anschlief3end wurde der
Sekunddrantikorper, ein polyklonaler, biotinylierter anti-Maus-IgG-Antikdrper bei
einer Verdiinnung von 1:300, auf die Biopsate appliziert und diese wurden fiir
weitere dreildig Minuten inkubiert. Darauffolgend wurden die ungebundenen
Komplexbestande fiir weitere dreimal zwei Minuten mit einer TBS-Losung
abgespiilt. Um den Immunkomplex zu visualisieren, erfolgte eine zwanzig miniitige
Inkubation mit einer 300l Chromogen-Losung unter Verwendung von DAB (3,3‘-
Diaminobenzidin-Dihydrochlorid). Die an die Chromogen-Farbung anschlielsende
Inkubation in einer TBS-Losung erfolgte fiir zehn Minuten. Um die Farbung zu
stoppen, wurden die Proben mit destilliertem Wasser abermals gespiilt. Die
Mayer‘sche Himalaun-Losung zur Gegenfarbung der Prdparate in einem Verhaltnis
von 1:2 wurde fiir eine Einwirkzeit von dreifdig Sekunden angewandt. Eine
Wasserung der Prédparate erfolgte fiir zehn Minuten unter flielSendem
Leitungswasser. Zum Schluss wurden die Prdparate durch eine aufsteigende
Alkoholreihe dehydriert, zweimal zehn Minuten in einem Xylol-Ersatzmedium
inkubiert, anschlief3end mit Eukitt {iberschichtet und letztendlich zur Vorbereitung

auf das Mikroskopieren, mit einem Deckglas abgedeckt.
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2.5 Mikroskopische Auswertung

Das Lichtmikroskop (Axioplan, Zeiss, Gottingen) wurde fiir die Betrachtung und
Auswertung der gefarbten TMA-Proben verwendet. Mittels der integrierten
Mikroskop-Digitalkamera AxioCam ERc5s wurde die Fotodokumentation erhoben.
Zwei unabhangige Untersucher, die zum Zeitpunkt der Auswertung keine klinisch-
pathologischen Befunde kannten, begutachteten die Prdparate und werteten die

mikroskopischen Ergebnisse aus.

2.6 Statistische Analyse

Fiir die Datenerfassung und die statistische Analyse wurde die Software SPSS 20.0
verwendet. Somit konnten die in der Datenbank festgehaltenen FErgebnisse
verschiedener Vorlduferstudien mit in die Analyse einflief3en. Die Codierung der
LOXL-4 Expressionsraten erfolgte als nominal skaliertes Merkmal mit den klinisch-
histopathologischen Daten. Dies erméglichte eine Abbildung in absoluten und
prozentualen Haufigkeiten. LOXL-4 wurde mit einem der genannte Parametern in
Kontingenztafeln gegeniibergestellt und anschliefSend mit dem Chi-Quadrat-Test
nach Pearson und dem Likelihood-Quotienten auf seine diagnostische Wertigkeit
tiberpriift. Durch diese Vorgehensweise liel3 sich ein Nachweis iiber eine signifikante
Abhéangigkeit zwischen den einzelnen Daten erstellen. Der p-Wert kleiner < 0,05
wurde als statistisch signifikant, p=<o0,01 als hoch signifikant und p=<o,001 als

statistisch hochst signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 LOXL-4 Expression bei Primdrtumoren

Im Mittelpunkt der immunhistochemischen Untersuchung standen 104 primare
Ovarialkarzinome und deren mogliche LOXL-4 Reaktivitit. 2 Biopsate konnten
aufgrund von Beschadigungen nicht ausgewertet werden. Nach der Datenerfassung
erfolgte die lichtmikroskopische Auswertung mittels einer Stadieneinteilung. Dafiir
wurde die LOXL-4 Expression iiber einen semiquantitativen Mal3stab in vier Stadien
mit negativer, schwacher, moderater und starker LOXL-4 Expressionsstarke

eingeteilt (Tabelle 2).

Tabelle 2:  Stadieneinteilung der LOXL-4 Expression iiber einen semiquantitativen

Maf3stab

Die lichtmikroskopische Darstellung von LOXL-4 mit seiner unterschiedlichen

Expressionsstirke und der daraus resultierenden Stadieneinteilung werden in

Abbildung 2 veranschaulicht.
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Abbildung 2: Immunhistochemischer Nachweis der LOXL-4 Reaktivitat.
Zu sehen sind Ovarialkarzinom-Biopsate mit (A) negativer, (B)

schwacher, (C) moderate und (D) starker LOXL-4 Expression

Zum  Spezifititsnachweis =~ des  LOXL-4-Antikorpers  wurden  benigne
Mundschleimhaut-Biopsate als Kontrollgruppe verwendet. Dieses benigne Gewebe

weist im Vergleich zu den Ovarialkarzinom-Biopsaten keine LOXL-4 Farbung auf

(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Negativkontrolle aus benigner Mundschleimhaut.

Im Gewebe ist keine Antikorperreaktivitidt gegen LOXL-4 zu erkennen.

Tabelle 3 veranschaulicht die Anzahl der immunhistochemisch gefarbten
Primartumore in der beschriebenen Gruppeneinteilung. Bei der Untersuchung der
Haufigkeiten der LOXL-4 Expression konnte eines (1%) der 102 Ovarialkarzinome
mit einer schwachen LOXL-4 Expression erfasst werden. 61 (61%) Primdrtumore
wiesen eine moderate und 40 (39%) Primadrtumore eine starke LOXL-4 Expression

auf.

Tabelle 3: Héufigkeit der LOXL-4 Expressionsstérke bei Primdrtumoren

LOXL-4 Expression Haufigkeit [n] Prozent [%]

Schwach 1 1%

Moderat 61 60%

Stark 40 39%

Gesamt [n] 102 100%
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Um eine genauere Aussage iiber das Ovarialkarzinom zu treffen, wurde eine
spezifische Kategorisierung in die Gruppen mit schwach-moderater und starker
LOXL-4 Expression verwendet. Tabelle 4 veranschaulicht dieses Einteilungsschema.
Bei der Auswertung konnten 62 (61%) der Primartumore als schwach-moderat
bewertet werden. Die restlichen 40 (39%) Biopsate wiesen eine starke LOXL-4

Expression auf.

Tabelle 4: LOXL-4 Expressionsgruppen bei priméren Ovarialkarzinomen

LOXL-4 Expression Héaufigkeit [n] Prozent

Schwach-Moderat 62 61%

Stark 40 39%

Gesamt [n] 102 100%

3.2 Korrelation zwischen LOXL-4 Expression und klinisch-pathologischen

Parametern

3.2.1 LOXL-4 und das Operationsalter

Zu den Prognoseparametern des Ovarialkarzinoms zdhlen neben dem Stadium, dem
postoperativ verbleibenden Tumorrest und dem Allgemeinzustand der Patientinnen,
auch das jeweilige Alter. Aus diesem Grund wurde das Alter zum
Operationszeitpunkt in Korrelation mit der LOXL-4 Expression untersucht. Fiir eine
genauere statistische Auswertung wurde die Patientinnenkohorte nach ihrem Alter

in drei Gruppen eingeteilt.
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In Abbildung 4 wird das Alter der Patientinnen zum Operationszeitpunkt und deren
prozentuale Verteilung in den drei Gruppen (<50 Jahre, 51-70 Jahre und =71 Jahre)
dargestellt. Die kleinste Gruppe umfasste mit 15% die Patientinnengruppe in einem
Alter von <50 Jahren. Die Patientinnengruppe mit einem Operationsalter von =71
Jahre war mit 30% vertreten. Den grofsten Anteil mit 55% der Patientinnen machte

die Gruppe der 51-70 Jéhrigen aus.

Operationsalter

15%

<50 Jahre

W 51-70 Jahre

>71 Jahre

Abbildung 4: Verteilung der untersuchten Ovarialkarzinom-Patientinnen in drei

verschiedene Altersgruppen zum Operationszeitpunkt in Prozent [%].

In Tabelle 5 ist die prozentuale und nummerische Verteilung der untersuchten
Altersgruppen in Korrelation mit der LOXL-4 Expression dargestellt. Eine statistische
Beziehung zwischen den Altersgruppen und der LOXL-4 Expression konnte mit dem

exakten Test nach Fischer nicht ermittelt werden (p=0,502).
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Tabelle 5:

LOXL-4

Expression

Schwach-

Moderat

Gesamt [n]

LOXL-4 Expression und das Operationsalter

Patientenalter bei Operation

11 (10,8%)

32 (31,4%)

19 (18,6%)

62 (60,8%)

4 (3,9%)

24 (23,5%)

12 (11,8%)

40 (39,2%)

15 (14,7%)

56 (54,9%)

31(30,4%)

102 (100,0%)

p=0,502

3.2.2 LOXL-4 und das Tumor-Grading

Damit Patientinnen eine verldssliche und dem Tumor zugehorige Therapie erfahren

konnen, lag ein weiteres Augenmerk dieser statistischen Untersuchung auf dem

Tumor-Grading. Bei der Datengewinnung konnten drei (2,9%) gut differenzierte G1-

Tumore, 46 (45,1%) malig differenzierte G2-Tumore und 53 (52,0%) schlecht

differenzierte G3-Tumore erfasst werden (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Verteilung der verschiedenen Tumor-Grading-Typen in Prozent [%]

Tabelle 6 veranschaulicht die Verteilung der unterschiedlichen Tumor-Grading-
Typen in Korrelation mit ihrer spezifischen LOXL-4 Expressionsstarke. Es konnte
beim Exakten Test nach Fisher ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem

Tumor-Grading und der LOXL-4 Expression ermittelt werden (p=0,018).

Tabelle 6: LOXL-4 Expression und das Tumor-Grading

Tumor-Grading

LOXL-4 Gesamt Exakter Test
Expression [n] nach Fisher [p]

Schwach- 3 33 26 62

Moderat (2,9%) (32,4%) (25,5%) (60,8%)

0 13 27 40 p=0,018

Stark
(0%) (12,7%) | (26,5%) (39,2%)

Gesamt [n] 3 46 53 102

(2,9%) | (451%) | (52,0%) (100%)
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3.2.3 LOXL-4 und der Fernmetastasenstatus

Fin weiterer wichtiger diagnostischer Faktor des Ovarialkarzinoms stellt der
Fernmetastasenstatus dar. Dieser ist kongruent zu dem FIGO-IV-Stadium und
beschreibt Fernmetastasen im Bereich des Peritoneums. Folgend wird der

Fernmetastasenstatus gesondert statistisch untersucht.

In Abbildung 6 ist die prozentuale Verteilung der untersuchten
Ovarialkarzinomkohorte nach dem Vorhandensein von Fernmetastasen im
Peritoneum veranschaulicht. Dabei konnte diagnostisch bei 15% der Patientinnen,
die an einem Ovarialkarzinom erkrankten, Fernmetastasen ermittelt werden. Bei

85% wurden keine Fernmetastasen im Peritoneum diagnostiziert.

Fernmetastasenstatus

Fernmetastasen: ja

B Fernmetastasen: nein

Abbildung 6: Quantitative Verteilung des Fernmetastasenstatus bei

Ovarialkarzinomen in Prozent [%]
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In Tabelle 7 sind die nummerischen und prozentualen Verteilungswerte der LOXL-4
Expression in Korrelation mit dem Fernmetastasenstatus aufgefiihrt. Dabei konnten
von den 102 bekannten LOXL-4-reaktiven Ovarialkarzinomen 101 Karzinome auf
ihren Fernmetastasenstatus untersucht werden. Von den 14,9% positiven
Fernmetastasen wiesen 9,9% eine schwach-moderate und 5,0% eine starke LOXL-4
Expression auf. Von den 86 Tumoren mit einem negativen Fernmetastasenstatus
wiesen 50,5% eine schwach-moderate und 34,6% eine starke LOXL-4 Expression
auf. Durch die Berechnung mit dem FExakten Test nach Fischer konnte keine
statistische ~ Signifikanz =~ zwischen der LOXL-4 Expression und dem

Fernmetastasenstatus ermittelt werden (p=o0,776).

Tabelle 7:  LOXL-4 Expression und der Fernmetastasenstatus

Fernmetastasenstatus

nein [n]

LOXL-4 ja [n] Gesamt [n] | Exakter Test nach

Expression Fisher [p]

Schwach- 10 (9,9%) | 51 (50,5%) 61 (60,4%)

Moderat p=0,776

Stark 5(5,0%) | 35(34,6%) | 40 (39,6%)

Gesamt [n] 15 (14,9%) | 86 (85,1%) | 101 (100,0%)
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3.2.4 LOXL-4 und die FIGO-Klassifikation

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit besteht darin, festzustellen, ob
zwischen der LOXL-4 Expression und der FIGO-Klassifikation bei Ovarialkarzinom-
Patientinnen eine Korrelation besteht. Hierbei wurde, um die Fallzahl zu erhohen,
die FIGO-Klassifikation in die Gruppe der < 2cm grofden Tumore (1a-3b) und in die
Gruppe der > 2cm grofden Tumore (3c) zusammengefasst. Zudem wurde in der
statistischen Auswertung der FIGO-Klassifikation das FIGO-Stadium IV nicht mit
einbezogen, da es sich um Fernmetastasen im Bereich des Peritoneums handelte,

welche zusdtzlich gesondert statistisch untersucht wurden.

Wie in Abbildung 7 dargestellt, wurden bei Diagnosestellung in 65,1% der Fdlle
Tumore mit einer Ausdehnung von >2cm ermittelt. In 34,9% der Falle wies der

Tumor eine Ausdehnung von <2cm auf.

FIGO-Klassifikation

< 2cm grol3e Tumore

B >2cm grolRe Tumore

Abbildung 7: Verteilung der untersuchten Ovarialkarzinome in

< 2cm grofse Tumore und >2cm grofSe Tumore in Prozent [%]
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Insgesamt konnten 83 Ovarialkarzinome mit histopathologisch gesicherter FIGO-
Klassifikation mittels statistischer Analyse untersucht werden. Die nummerische und
prozentuale Verteilung der einzelnen Ovarialkarzinome ist in Tabelle 8 aufgezeigt.
Durch die Berechnung mit dem Exakten Test nach Fischer konnte eine statistische
Signifikanz zwischen der modifizierten FIGO-Klassifikation und der LOXL-4

Expression ermittelt werden (p=0,011).

Tabelle 8: LOXL-4 Expression und die modifizierte FIGO-Klassifikation in <2cm

grofSer Tumor und >2cm grofSe Tumore

FIGO-Klassifikation

LOXL-4 <2cm grof3e

>2cm  grofle | Gesamt [n] Exakter

Expression Tumore [n] | Tumore [n] Test nach
Fisher [p]
Schwach- 23 (27,7%) 27 (32,5%) 50 (60,2%)
Moderat p=0,011

Stark 6 (7,2%) 27 (32,5%) 33 (39,8%)

Gesamt [n] 29 (34,9%) 54 (65,1%) 83 (100,0%)
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3.2.5 LOXL-4 und die Rezidivrate

Das Ovarialkarzinom hat eine bekanntlich hohe Rezidivrate und folglich eine
schlechtere Prognose fiir die betroffenen Patientinnen. Daher liegt ein wichtiger
Fokus dieser Arbeit infolgedessen auch auf der Rezidivrate der untersuchten
Ovarialkarzinomkohorte. Wie in Abbildung 8 verdeutlicht, entwickelten 69,6% der

Ovarialkarzinom-Patientinnen ein Rezidiv.

Rezidivrate

Rezidiv: nein

B Rezidiv: ja

Abbildung 8: Verteilung der Rezidivrate in Prozent [%]

Zum Zeitpunkt der Datenerfassung konnte bei 71 Patientinnen eine rezidivierende
Erkrankung festgestellt werden. Bei 31 Patientinnen entwickelte sich kein Rezidiv
und galten somit als rezidivfrei (Tabelle 9). Eine statistische Korrelation zwischen der
Rezidivrate und der LOXL-4 Expression konnte anhand des Exakten Tests nach

Fisher nicht ermittelt werden (p=0,508).
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Tabelle 9: LOXL-4 Expression und die Rezidivrate

Rezidivrate

LOXL-4 nein [n] ja [n] Gesamt [n] Exakter Test

Expression nach Fisher [p]

Schwach- 17 (16,7%) | 45 (44,1%) 62 (60,8%)

Moderat p=0,508

Stark 14 (13,7%) | 26 (25,5%) 40 (39,2%)

Gesamt [n] 31 (30,4%) | 71(69,6%) | 102 (100,0%)

3.3 Zusammenhang zwischen LOXL-4 Expression und Gesamtiiberleben

Als ein weiteres wichtiges Kriterium wurde das LOXL-4 Vorkommen im Hinblick auf
die Gesamtiiberlebensrate der an einem Ovarialkarzinom erkrankten Patientinnen
betrachtet und eingehend analysiert. Von einer Patientin konnte die Uberlebenszeit
aufgrund von fehlenden Follow up Daten nicht ermittelt werden. Die aufgetretenen
Todesfille, die 3-Jahres-Uberlebenrate, die 5-Jahres-Uberlebensrate, die 10-Jahres-
Uberlebensrate sowie die mittlere Uberlebenszeit der untersuchten Patientinnen sind

in Tabelle 10 dokumentiert. Der mittlere Beobachtungszeitraum betrug 3,92 Jahre.
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Tabelle 10: Uberlebensraten beim Ovarialkarzinom

Ovarial-

karzinom

In Abbildung 9 wurde der Verlauf der Uberlebenszeit mittels der Kaplan-Meier-
Methode veranschaulicht dargestellt. Aus dieser Graphik ist zu entnehmen, dass zum
Beobachtungsende nach 13 Jahren die Uberlebenswahrscheinlichkeit der an

Ovarialkarzinom erkrankten Patientinnen bei ~15% lag.
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Uberlebenszeit von Ovarialkarzinom-

Patientinnen (Kaplan-Meier-Methode)
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Um eine prognostische Finschitzung fiir das Gesamtiiberleben der an einem
Ovarialkarzinom erkrankten Patientinnen treffen zu konnen, bedarf es verschiedener
diagnostischer Parameter. Hierzu zdhlen bei dem Ovarialkarzinom neben dem Alter
der Patientin bei Erstdiagnose, die FIGO-Klassifizierung und der Entartungsgrad des
Tumorgewebes (Tumor-Grading). Da weder ein generelles Screening, noch ein
Screening mittels CA 125 und TSV bisher zu einer Reduktion der Mortalitdt fiihrte,
kann ein Screening laut S3-Leitlinie nicht empfohlen werden. In der vorliegenden
Studie wurde die diagnostische und prognostische Wertigkeit von LOXL-4 bei
Ovarialkarzinompatientinnen statistisch analysiert und auf das Gesamtiiberleben
untersucht, um den Stellenwert von LOXL-4 als Tumormarker, sowohl bei der
Diagnostik als auch bei der Prognose von Ovarialkarzinom-Patientinnen zu

untersuchen.

3.3.1 Stadien der LOXL-4 Expression in Abhidngigkeit vom Gesamtiiberleben
Wie in Tabelle 11 dargestellt, lief3 sich zwischen der LOXL-4 Expressionsstarke und
dem Gesamtiiberleben keine statistische Signifikanz (p = 0,723) feststellen. Da sich
bei der immunhisochemischen Farbung der Schnitte lediglich eine Probe schwach
angefarbt hat, wurde diese zu der Gruppe der moderaten Farbungen hinzugefiigt.
Somit ergab es eine Gruppe mit schwach-moderater Farbung und eine mit starker

LOXL-4 Farbung.
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Tabelle 11: Uberlebensrate in Abhdngigkeit der LOXL-4 Expression

Stadien der

LOXL-4

Expression

Schwach- 55,9% 32,5% 21,1%

Moderat P =

Stark 32/40 56,0% 37,3% 7,3% 0,246

Bei der Betrachtung der LOXL-4Expressionsstirke und der Uberlebens-
wahrscheinlichkeit von Ovarialkarzinom-Patientinnen (Abbildung 10) liel3 sich an-

hand des Log-Rank-Tests kein signifikanter Zusammenhang feststellen (p = 0,246).

I _I~ LOXL-4 Expression schwach-moderat

0.8 -+ LOXL-4 Expression stark

P = 0,732

Uberlebenswahrscheinlichkeit
[x100 in %]

0,07

|
0 2 4 6 8 10 12 14
Gesamtiiberleben [Jahren]

Abbildung 10: Zeitverlauf von Uberlebenskurven in Abhingigkeit von verschiedenen

LOXL-4 Expressionsstadien mittels der Kaplan-Meier-Methode
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4. Diskussion

Das Ovarialkarzinom ist durch eine ungiinstige Prognose sowohl durch eine hohe
Rezidivrate von iiber 65% als auch durch eine hohe Mortalitatsrate (6,9%)
gekennzeichnet (Bookman 2005, Caspritz et al. 2017). Dies liegt an der meist langen
symptomfreien Progression und einer daraus resultierenden spaten Detektion. Bei
mindestens 75% der Patientinnen wird das Ovarialkarzinom in einem bereits
fortgeschrittenen FIGO-Stadium (Il und IV) erstmals diagnostiziert (Sehouli and
Fotopoulou 2012). Auch das Fehlen eines durch Leitlinien empfohlenen Screenings
macht es schwierig, das Ovarialkarzinom friithzeitig zu entdecken und zu
therapieren. Aus diesem Grund nehmen Tumormarker-Tests bei den meisten
karzinomatosen FErkrankungen, aber vor allem bei Ovarialkarzinomen, eine
zunehmend wichtigere Rolle als aussagekraftige diagnostische
Untersuchungsmoglichkeit ein. In dieser Studie liegt somit ein Schwerpunkt auf der
Beurteilung der LOXL-4  Expression in  Ovarialkarzinomen anhand
immunhistochemischer Analysen, im Hinblick auf die Korrelationen mit klinisch-
pathologischen Parametern. Die vermehrte LOXL-4 Expression konnte in 102
Ovarialkarzinom TMAs dargestellt werden. Fiir die umfangreiche und detaillierte
statistische Auswertung wurde eine Datenbank mit den dazugehorigen klinisch-
pathologischen =~ Befunden  als Grundlage  verwendet. Durch  die
immunhistochemischen Untersuchungen mit der anschlief3enden statistischen
Auswertung konnten Korrelationen zwischen den einzelnen klinisch-pathologischen
Parametern und der LOXL-4 Expression veranschaulicht werden. Zu diesen
Parametern zdhlten das Operationsalter, der Fernmetastasenstatus, das Tumor-
Grading, die FIGO-Klassifizierung und die Rezidivrate der untersuchten

Patientinnen.
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4.1 LOXL-4 und das Ovarialkarzinom

In vorausgegangenen Studien wurde kontrovers {iber die Lysyloxidase Familie mit
ihren Subtypen diskutiert. Widerspriichlich waren dabei sowohl die Aussage iiber die
Funktion und Wirkung als auch die erzielten Ergebnisse der einzelnen Studien (Erler
et al. 2006). Ein Zusammenhang zwischen dem tumorsuppressiven Charakter des
Lysyloxidase-Propeptid, welches eine Vorstufe des LOXL-4 Peptides darstellt, konnte
sowohl bei Mamma-, als auch bei Lungen- und Prostatakarzinomen in zahlreichen
Studien wissenschaftlich belegt werden (Min et al. 2007, Sanchez-Morgan et al. 2011,
Bais et al 2012, Bais et al. 2015, Ozdener et al. 2016). In hepatozelluldaren
Karzinomen wurde zudem nicht nur die Hemmung der Zellmigration und
Zellproliferation nachgewiesen, sondern auch die korrelierende Erhohung der
Apoptoserate  bei  erhohter  Lysyloxidase-Propetid-Expressionsrate.  Diese
Wirkungsweise bestdtigt die tumorsuppressive Rolle des Lysyloxidase-Propetids
(Zheng et al. 2014). Durch den Nachweis der Hemmung von onkogenen Signalwegen
anhand der Genmethylierung und somatischen Mutationen in Blasenkarzinomen
konnte ebenfalls den LOXL-Subtypen LOXL-1 und LOXL-4 ein tumorsuppressiver
Charakter zugeschrieben werden (Wu et al. 2007). Diese tumorsuppressiven
Eigenschaften des LOXL-4 Peptides konnten zudem in Untersuchungen ebenso an
Hepatozelluldaren-, und Triple-Negativen Mammakarzinomen bestatigt werden (Tian
et al. 2015, Choi et al. 2017). Unsere Ergebnisse stehen hierzu im Widerspruch und
bestdtigen die aktuelle Studie von De Donato und Mitarbeiter aus dem Jahr 2017, die
in einer retrospektiven Studie an invasiv wachsenden Ovarialkarzinomen die
molekulare Pathogenese und die funktionelle Rolle des LOX-Enzymes als
Tumorpromoter belegen konnten. Zusdtzlich konnten sie veranschaulichen, dass
LOX mehrere Aspekte in der metastatischen Kaskade fordert (De Donato et al. 2017).

Auch weitere retrospektive Untersuchungen spiegeln diese Ergebnisse wieder und
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bestdtigten auch dem LOX-Subtyp LOXL-4 die funktionelle Rolle bei der molekularen
Pathogenese der invasiv wachsenden Kopf-und Halskarzinomen (Gorogh et al. 2007,
Sebban et al. 2013, Yilmaz and Kumtepe 2016). Speziell fiir das Ovarialkarzinom
wurden nach unserem Wissenstand bisher nur LOX, LOXL-2 und LOXL-4
untersucht. Alle drei LOX-Isotypen sind nachweislich an der Dysregulation des
Ovarialkarzinoms beteiligt, induzieren einen malignen Phanotyp und fordern die
Tumorprogression. Sebban und Mitarbeiter weisen durch die Ergebnisse ihrer Arbeit
ebenfalls auf den vielversprechenden moglichen Einsatz von LOXL-4 bei
Ovarialkarzinomen als prognostischen Marker hin und bestdtigen somit unsere
Ergebnisse (Sebban et al. 2013). Cho und Mitarbeiter gelangen nicht nur zu
identischen Ergebnissen, sie prognostizieren LOXL-4 durch dessen antitumorgene
Wirkung in Verbindung mit einer Chemotherapie zudem einen moglichen positiven
Effekt auf die bisher sehr schlechte Prognose bei Ovarialkarzinom-Patientinnen (Cho
et al. 2015). Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen die Annahme,
dass das hier untersuchte tumor-assoziierte Antigen LOXL-4 alle wichtigen Kriterien
als Zielmolekiil einer antikorperbasierenden Diagnostik bei Ovarialkarzinomen

erfullt.

4.2 Diagnostische Wertigkeit der LOXL-4 Expression

4.2.1 Operationsalter der Patientinnen

Zu den Risikoparametern des Ovarialkarzinoms zdhlt auch das Alter der
Patientinnen. Aus diesem Grund wurde das Alter zum Operationszeitpunkt in
Korrelation mit der LOXL-4 Expression untersucht, um eine diagnostische Aussage
zu erzielen. Fir eine genauere statistische Auswertung wurde die

Patientinnenkohorte nach ihrem Alter in drei Gruppen unterteilt (<50 Jahre, 51-70
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Jahre und =71 Jahre). Die kleinste Gruppe umfasste mit 15% die Patientinnengruppe
in einem Alter von <50 Jahren und den grofdten Anteil mit 55% machte die Gruppe
der 51-70 Jahrigen aus. In dem von uns untersuchten Kollektiv konnte keine
statistische Beziehung zwischen den Altersgruppen und der LOXL-4 Expression mit
dem exakten Test nach Fischer ermittelt werden (p=0,502). Das mediane Alter zum
Operationszeitpunkt betrug bei den Patientinnen 61,69 Jahre. Damit liegt das
mediane Alter der Patientinnen unter dem ermittelten Alter des Robert-Koch-
Institutes von 2013, welches bei 69 Jahren lag (Caspritz et al. 2017). Jedoch ist hier
anzumerken, dass das Ovarialkarzinom stets Schwankungen in seiner Inzidenz
aufweist. Die Erkrankungsrate hat in Deutschland ab 1980 bis Mitte der 1990er Jahre
zundchst zu- und dann anschliefend wieder abgenommen. Somit ergibt sich
zwischen 1980 und 2006 ein Anstieg der Raten um ca. 10% und eine Steigerung der
Erkrankungsfdlle um 40%, jedoch ist anzumerken, dass nach 1990 fast
ausschlieBlich die FErkrankungsrate der iiber 7o-jdhrigen Frauen anstiegen

(Husemann et al. 2010).

4.2.2 LOXL-4 und das Tumor-Grading

Der spezielle Grad der normativen Abweichung von gesundem zu verandertem
Gewebe liefert bei vielen karzinomatosen Erkrankungen Informationen iiber die
Entartungsneigung und den aggressiven Charakter des Tumors. Somit soll in der
vorliegenden Arbeit der Fragestellung nachgegangen werden, inwieweit ein
Zusammenhang zwischen der LOXL-4 Expression und dem Tumor-Grading besteht.
Anhand der vorliegenden Studie konnte mithilfe des Chi-Quadrat-Tests eine
signifikante Korrelation nachgewiesen werden (p=0,018). Im Gegensatz zu anderen
gynakologischen Karzinomen ist es bei Ovarialkarzinomen jedoch durch dessen

vielfaltige histologische Entartungserscheinung schwierig, ein einheitliches und
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addquates Graduierungssystem anzuwenden. Dies ist der Grund, warum es
bisherigen Systemen bei der Graduierung von Ovarialkarzinomen sowohl an
Einfachheit als auch an Reproduzierbarkeit und prognostischer Bedeutung mangelt
(Mayr and Diebold 2000). Bislang konnte der Nutzen eines Graduierungssystems bei
Ovarialkarzinomen noch nicht nachgewiesen werden (Silverberg 2000).
Immunhistochemisch konnten jedoch aufgrund ihres Entartungscharakters und der
damit verbundenen LOXI-4 Reaktivitit alle Ovarialkarzinomproben detektiert
werden. Demzufolge konnte durch die Anwendung des LOXL-4-Antikérpers auch

schon friihe Stadien des Ovarialkarzinoms erkannt und friihzeitig behandelt werden.

4.2.3 LOXL-4 und der Fernmetastasenstatus

Um die prognostische und diagnostische Wertigkeit von LOXL-4 zu iiberpriifen,
wurde die Expressionsstirke des LOXL-4 Proteins in Korrelation mit dem
Fernmetastasenstatus untersucht. Vorldauferstudien kamen zu dem Ergebnis, dass
andere Tumoridentititen eine Korrelation zwischen erhohten LOXL-4
Expressionswerten und dem metastasierenden Wachstumsverhalten des Tumors
aufweisen. Somit konnte eine erhohte LOXL-4 Expression bei Mammakarzinomen
(Kirschmann et al 2002) und bei Plattenepithelkarzinomen des oberen
Aerodigestivtraktes (Gorogh et al. 2008) belegt werden. Fine vorausgegangene
vergleichende Studie beschiftigte sich mit dem invasiven und metastasierenden
Wachstumsverhalten von Ovarialkarzinomen und deren Korrelation mit erhéhten
LOX-Gen-Expressionswerten (Ji et al. 2013). Die Autoren haben eine signifikante
Korrelation zwischen der vermehrten LOX-Expression und dem Metastasenstatus
belegt. Mit den in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnissen konnte keine

statistische Signifikanz von erhthten LOXL-4 Expressionswerten und dem
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metastasierenden Wachstumsverhalten von Ovarialkarzinomen mit dem Exakten

Test nach Fischer (p=0,776) ermittelt werden.

4.2.4 LOXL-4 und die FIGO-Klassifikation

Damit die Prognose der an Ovarialkarzinom erkrankten Patientinnen zukiinftig
verbessert werden kann, ist die Diagnosestellung in einem moglichst frithen Stadium
unabdingbar. Friihstadien (FIGO I und II) zeigen eine deutlich bessere 5-Jahres-
Uberlebens-Prognose, als fortgeschrittene Ovarialkarzinom Stadien (FIGO III und IV)
(Brun et al. 2000). Der Verlauf der Erkrankung bei einem hohergradigen Befall ist
zusatzlich durch die Grofe des verbleibenden Tumorrestes gekennzeichnet. In der
vorliegenden Arbeit wurde, um die Fallzahl zu erhéhen, die FIGO-Klassifikation in
die Gruppe der < 2cm grofden Tumore (1a -3b) und in die Gruppe der > 2cm grofden
Tumore (3¢) zusammengefasst. Zudem wurde in der statistischen Auswertung der
FIGO-Klassifikation das FIGO-Stadium IV nicht mit einbezogen, da es sich um
Fernmetastasen im Bereich des Peritoneums handelte, welche hierbei gesondert
statistisch untersucht und ausgewertet wurden. Bei der Diagnosestellung wurden in
65,1% der Fille Tumore mit einer Ausdehnung von >2cm ermittelt. In 34,9% der
Falle wies der Tumor eine Ausdehnung von <2cm auf. Eine Korrelation zwischen der
LOXL-4 Expression und der modifizierten FIGO-Klassifikation konnte signifikant
anhand des Exakten Tests nach Fischer ermittelt werden (p=0,011). Somit konnte

LOXL-4 als ein geeigneter Diagnosemarker verifiziert werden.
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4.2.5 LOXL-4 und die Rezidivrate

Trotz maximaler Primartherapie erleiden 65-70% der Patientinnen mit einem FIGO-
Stadium III/IV innerhalb der ersten drei Jahre ein Rezidiv und versterben (Sehouli et
al. 2008, Sehouli and Fotopoulou 2012). Hinsichtlich dieser schlechten Prognose liegt
ein weiterer Fokus dieser Arbeit auf der Rezidivrate der untersuchten
Ovarialkarzinomkohorte. Die Einteilung der Rezidive erfolgt in der Regel nach dem
Zeitpunkt des Auftretens. Dabei wird zwischen Friihrezidiven (<6 Monate nach der
Beendigung der platinhaltigen First-Line-Chemotherapie) und Spétrezidive (>6
Monate nach der Beendigung der platinhaltigen First-Line-Chemotherapie)
unterschieden (Sehouli 2011). In den in dieser Arbeit untersuchten Fillen
entwickelten 69,6% der Ovarialkarzinom-Patientinnen ein Rezidiv. Fine signifikante
Korrelation zwischen der Rezidivrate und der LOXL-4 Expression lief$ sich jedoch

nicht nachweisen (p=0,508).

4.3 Prognostische Wertigkeit der LOXL-4 Expression

LOXL-4 Expressionstarke und das Gesamtiiberleben

Mit der Erstbeschreibung des invasiven Charakters der LOX-Familie 2002 durch
Kirschmann und Mitarbeiter riickt sowohl die Lysyloxidase (LOX) als auch die
Isoform LOXL-4 immer mehr ins Zentrum weiterer wissenschaftlicher
Untersuchungen. Zu den gewonnenen Kenntnissen, dass das Enzym eine wichtige
Rolle bei der Vernetzung von Kollagen oder Elastin im Extrazellularraum einnimmt,
konnte dargelegt werden, dass LOX ebenfalls in die Regulation der Gentranskription,
Migration und Zelladhdsion involviert ist und folglich sowohl extra- als auch

intrazelluldre Vorgange beeinflusst (Payne et al. 2007). Diese Funktionen und die
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damit einhergehende LOX-Expression scheinen besonders in karzinogen
verandertem Gewebe vorhanden zu sein und machen sie bei der Suche nach
moglichen diagnostischen und prognostischen Tumormarker zum Ziel der
Forschung. Sebban und Mitarbeiter weisen durch die Ergebnisse ihrer Arbeit
ebenfalls auf den vielversprechenden moglichen Einsatz von LOXL-4 bei
Ovarialkarzinomen als prognostischen Marker hin (Sebban et al. 2013). Unsere
Ergebnisse unterstiitzen die diagnostische Wertigkeit des LOXL-4 Proteins bei
Ovarialkarzinomen. Alle Ovarialkarzinome konnten in den Proben durch eine LOXL-
4 Expression detektiert werden. Die prognostische Wertigkeit konnte jedoch bis dato
nicht signifikant dargelegt werden. Die 3-Jahres-Uberlebensrate, der in dieser Arbeit
untersuchten Patientinnenkohorte lag bei ca. 55%, die 5-Jahres-Uberlebensrate lag
bei ca. 34% und die 10-Jahres-Uberlebensrate lag bei ca. 18%. Die Uberlebensraten
lagen somit unterhalb der vom Robert-Kochinstitutes ermittelten 5- und 10- Jahres-
Uberlebensraten, die bei ca. 41% und 32% lagen (RKI 2016). Diese Abweichungen,
verglichen mit den aktuellen Uberlebensraten des Robert-Koch-Institutes, lassen sich
sowohl mit der abweichenden Untersuchungszeit der vorliegenden
Patientinnenkohorte in den Jahren zwischen 1998 bis 2011 als auch mit den seither
verbesserten Therapiemdglichkeiten begriinden. Bei der Auswertung der LOXL-4
Expressionsstirke und der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Ovarialkarzinom-
Patientinnen lief3 sich anhand des Log-Rank-Tests kein signifikanter Zusammenhang
feststellen (p = 0,246). Eine mogliche Ursache konnte in den vielfdltigen
histologischen Erscheinungs- und Ausbreitungsformen des Ovarialkarzinoms liegen
und der damit einhergehenden erschwerten Vergleichbarkeit bei der
mikroskopischen Auswertung. Zudem kénnen Abweichungen in den Ergebnissen der
unterschiedlichen Studien anhand des eingesetzten LOXL-4-Antikérpers begriindet

sein. Die eingesetzten LOXL-4-Antikdrper konnen auch gegen unterschiedliche
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Epitope desselben Antigens gerichtet sein. Durch die hohe Sequenzhomologie der
einzelnen LOX-Isoformen ist es einem anti-LOX-Antikorper moglich, verschiedene
LOX-Isoformen zu detektieren. Der in dieser Arbeit selbst hergestellte und
verwendete Antikorper ist ein monoklonaler Antikorper, welcher an eine spezifische
LOXL-4 Sequenz dockt und mit keiner anderen LOX-Isoform interagiert. In Bezug
auf das Gesamtiiberleben spiegeln, die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse den
aktuellen Stand wider, dass die LOXL-4 Expression keine Auswirkung auf das
Gesamtiiberleben der Patientinnen aufweist (p= 0,671). Dieses Ergebnis unterstiitzt
auch die Untersuchungen anderer Tumormarker fiir das Ovarialkarzinom, wodurch
es folglich keine FEmpfehlung in der aktuellen Leitlinie fiir eine
Tumormarkerbestimmung (Leitlinienprogramm 2016) gibt. Die fehlende statistische
Korrelation zwischen der Tumormarkerbestimmung und der Auswirkung auf das
Gesamtiiberleben der Patientinnen kdnnte in der Komplexitat der unterschiedlichen
Erscheinungs- und Ausbreitungsformen des Ovarialkarzinoms begriindet sein. Des
Weiteren konnte die fehlende statistische Korrelation zwischen LOXL-4 und dem
Gesamtiiberleben durch den Parameter der Komorbiditdt, der im fortgeschrittenen

Alter der erkrankten Frauen vorliegt, beeinflusst werden.
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5. Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom nimmt aufgrund seiner schlechten Prognose die erste Stelle in
der relativen Mortalitatsstatistik aller gyndkologischen Malignome ein. Infolgedessen
nehmen Tumormarker-Tests bei dieser Erkrankung eine zunehmend wichtigere
Rolle ein, um eine aussagekraftige diagnostische und prognostische
Untersuchungsmoglichkeit der Patientinnen sicher zu stellen. Aus diesem Grund
liegt der Schwerpunkt der vorliegenden Studie auf dem immunhistochemischen
Nachweis der LOXL-4 Expression bei Ovarialkarzinomen, sowie der Priifung ihrer
Wertigkeit als diagnostisches Tool. Fiir die immunhistochemische Analyse wurden
histopathologisch gesicherte Ovarialkarzinome untersucht, mit deren klinisch-
pathologischen Daten vergleichend analysiert und mittels Chi-Quadrat-Test,
Likelihood-Quotient, Log-Rank-Test sowie der Kaplan-Meier-Methode und dem
Exakten Test nach Fisher statistisch ausgewertet. Insgesamt wiesen alle der 102
primdren Ovarialkarzinome eine LOXL-4 Expression in unterschiedlicher
Auspragung auf. Des Weiteren konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der LOXL-4 Expressionsstirke und Tumor-Grading (p = 0.018), sowie FIGO-
Klassifizierung (p = 0.011) validiert werden. Es konnte keine signifikante Korrelation
zwischen der LOXL-4 Expression und dem Patientinnenalter bei Erstoperation, sowie
dem Fernmetastasenstatus und der Rezidivrate ermittelt werden. Im Hinblick auf die
LOXL-4 Expressionsstirke und der Uberlebenswahrscheinlichkeit lieR sich statistisch
kein signifikanter Zusammenhang feststellen. Insgesamt betrachtet, deuten die in
dieser Arbeit erzielten Ergebnisse darauf hin, dass das tumor-assoziierte Antigen
LOXL-4 alle wichtigen Kriterien als Tumormarker fiir das Ovarialkarzinom erfiillt.
Somit konnte der immunhistochemische Nachweis von LOXL-4 als geeignetes
Instrument in der Fritherkennung eingesetzt werden und helfen, die Prognose der

Patientinnen durch eine friihzeitigere Diagnose und Therapie zu verbessern.
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