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1 Einleitung

Das Ovarialkarzinom ist in Nordamerika und Westeuropa der zweithdufigste Genitaltumor der
Frau und trotz aller Fortschritte in der Diagnostik und Therapie noch immer das
gyndkologische Malignom mit der hochsten Todesrate [1]. Ziel dieser Arbeit war deshalb die
Suche nach prognostisch relevanten molekularen Markern, welche eine genauere individuelle

Prognose dieser heterogenen Gruppe von Tumoren ermdglichen kdnnte.

1.1 Epidemiologie der Ovarialtumoren

In Deutschland erkranken jedes Jahr etwa 7790 Frauen an einem Ovarialkarzinom und 5529
versterben an dessen Folgen. Mit einer Inzidenz von 12,2 und einer Mortalitdt von 8/100.000
pro Jahr liegen wir damit im europdischen Mittelfeld [1]. Nach Angaben des Robert-Koch-
Institutes sind die Erkrankungsraten in den letzten 20 Jahren leicht zuriickgegangen. Die hohe
tumorbedingte Mortalitdt ist jedoch auch durch verbesserte Operationstechniken und den
Einsatz neuer medikamentdser Behandlungskonzepte nur wenig riickldufig [1, 2]. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 59 bis 69 Jahren [1, 3, 4].

Neben den malignen Ovarialkarzinomen kommen im Ovar auch Borderline-Tumoren mit
niedrigmalignem Potential (BOT) vor. Diese stellen mit einer Inzidenz von 1,8-4,8/100.000
ca. 10-20% aller ovariellen Neoplasien dar. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei den BOT
zwischen dem 38. und 54. Lebensjahr [4-10]. Im Gegensatz zu den Karzinomen haben sie
eine deutlich bessere Prognose und eine geringere Rezidivhéufigkeit [11-13]. Das 10-
Jahrestiiberleben betrigt iiber 90%, wohingegen das 5-Jahresiiberleben bei den Karzinomen -je

nach Stadium- lediglich bei 35-53% liegt [1, 3, 4, 8].

1.2 Atiopathologie und Risikofaktoren

Etwa 90% der Ovarialkarzinome treten spontan auf und bei 5-10% geht man von einer
genetischen Disposition aus [14, 15]. Wie es zur Karzinomentstehung kommen kann, lésst
sich durch verschiedene Thesen erkldren: Fiir Fathalla stellt die stindige Ovulation und die
durch sie ausgelosten Verletzungen und Reparaturvorginge im Epithel die Grundlage fiir
Neoplasien des Ovars dar [16]. Dies scheint bestitigt zu werden durch die Tatsache, dass
hohes Alter, Nulliparitit sowie frithe Menarche und spite Menopause ein gesteigertes
Karzinomrisiko aufweisen, Schwangerschaften und Stillen jedoch protektiv wirken [1, 7, 13,
14]. Ebenfalls protektiv wirken sich eine Tubenligatur oder Hysterektomie und die Einnahme

von Ovulationshemmern aus: Eine 5-jahrige Pilleneinnahme reduziert das Risiko dabei um ca.
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30% [7, 13, 17, 18]. Zusétzlich zu den postovulatorischen Reparaturvorgingen sollen die
Tiefenverlagerung des Ovarepithels bei der Ovulation mit der Bildung von Inklusionszysten
oder die Absiedlung von epithelialen Zellnestern aus der Rete-ovarii-Region mit
Stammzellcharakter zur Metaplasie fithren [19]. Erndhrungsfaktoren, Rassenzugehdrigkeit
und geographische Faktoren tragen weiterhin zur Krankheitsentstehung bei und auch das
Vorliegen einer Endometriose scheint das Risiko an einem Ovarialkarzinom zu erkranken zu
erhohen [2, 7, 13, 20, 21]. In neueren Studien wird diskutiert, ob die Ovarialkarzinome ihren
Ursprung extraovariell oder im Epithel des Fimbrientrichters nehmen und sich dann, nach
dem Kontakt mit dem Ovargewebe, ovariell ausbreiten [22-24].

Bei bis zu 10% der Patientinnen tritt das Ovarialkarzinom auf Grund genetischer Defekte oder
im Rahmen von Syndromen familidr gehduft auf. Die grofite Bedeutung besitzt hierbei das
,Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrom“. Es ist assoziiert mit Mutationen in den
Tumorsuppressorgenen der ,,Breast Cancer Gene BRCA-1 und BRCA-2, welche zu
gehduftem Auftreten von Brust- und Eierstockkrebs fithren und das Lebenszeitrisiko auf bis

zu 50% erhohen [1, 13, 15, 25].

1.3 Progressionsmodell des Ovarialkarzinoms

Das Ovar besteht aus Oberfldchenepithel, Stroma und Keimzellen. Neoplasien konnen in allen
drei Ursprungsgeweben entstehen, jedoch gehen iiber 90% der ovariellen Karzinome aus dem
Epithel hervor [12, 13, 15, 26]. In neueren Studien wurde gezeigt, dass zwei
Progressionstypen bei der Entstehung des Ovarialkarzinoms unterschieden werden miissen:
Typ-I-Karzinome sind hochdifferenziert und genetisch stabil. Sie entstehen aus benignen
Vorlduferldsionen iiber BOT und beinhalten unter anderem die hochdifferenzierten serdsen
und endometrioiden Karzinome [27, 28]. Thre Diagnose erfolgt oft in friithen Tumorstadien,
doch auch in fortgeschrittenen Stadien besitzen sie eine bessere Prognose als die schlecht
differenzierten Karzinome, zeigen jedoch ein insgesamt schlechteres Ansprechen auf
Chemotherapeutika [27, 29, 30].

Typ-II-Karzinome hingegen sind schlecht differenziert und genetisch instabil. Sie entwickeln
sich direkt aus dem Ovarepithel und entstehen ohne Vorlduferldsionen. Zu Ihnen zéhlen unter
anderem die schlecht- bis undifferenzierten serdsen Karzinome. Die Diagnose erfolgt meist
erst in fortgeschrittenen Tumorstadien, nach kurzer Anamnese und mit entsprechend
schlechter Prognose [27, 28, 31]. Insgesamt hat man bei all diesen Ovarialkarzinomen haufige
Mutationen im Tumorsuppressorgen p53 oder die Uberexpression von Onkogenen wie HER-

2/neu, c-Myc, K-RAS, AKT und CCNE1 nachweisen konnen. Die Typ-I-Karzinome hingegen
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zeigen vor allem K-RAS-, BRAF- und ERBB2-Mutationen [15, 21, 27, 29, 32, 33]. Bei den
serosen Karzinomen wurde eine Einteilung in High-grade- und Low-grade-Karzinome
vorgenommen: G2-Karzinome verhalten sich dabei oft wie diejenigen der High-grade G3-
Gruppe aber nur selten wie diejenigen der Low-grade G1-Gruppe [29]. Histopathologisch ist
eine exakte Einteilung oft nicht sicher moglich, sie ist aber ausschlaggebend fiir die weitere

Therapieentscheidung, so dass aktuell nach neuen Markern zur Unterscheidung gesucht wird.

1.4 Stadiencinteilung und Tumorausbreitung

Ovarialtumoren lassen sich anhand der Klassifikation der ,, Fédération Internationale de
Gynécologie et Obstetrique“ (FIGO) und der Tumor-Nodus-Metastase-Klassifikation (TNM)
der ,,Union International Contre le Cancer‘ (UICC) einteilen [34-36]. Die FIGO-Stadien
beziehen sich dabei auf das chirurgische Staging, die TNM-Klassifikation richtet sich nach
klinisch-pathologischen Kriterien [6, 7]. Seit 2014 ist eine neue FIGO-Klassifikation giiltig,
welche nun das Ovarial-, das Tuben- und primédre Peritonealkarzinom einheitlich definiert
[37]. Die klinischen Angaben dieser Arbeit beziehen sich jedoch noch auf die alte FIGO-

Klassifikation, was die Ergebnisse und Aussagen nicht negativ beeinflusst.

Karzinom 5-Jahres BOT 5-Jahres
TNM FIGO  Charakterisierung Hiufigkeit Uberleben Hiufigkeit  Uberleben
(alt)
T1 I Tumor begrenzt auf Ovarien
209 85-959 859 >959
la Ia ein Ovar betroffen o o o o
1b Ib beide Ovarien betroffen
lc Ic Tumorzellen in Aszites
T2 II Tumorausbreitung im Becken
5-109 60-759 59 0-90°
2a Ila Befall von Uterus u./o. Tuben & 7% % 70-90%
2b IIb Befall anderer Beckenorgane
2c Ilc Tumorzellen in Aszites
T3 11 Tumorausbreitung im Becken
und peritoneale Metastasen iiber
das Becken hinaus
50-60° 459 5-109 659
3a IIIa mikroskopischer Nachweis & & % &
3b IIb max. Ausdehnung <2 cm
3c Ilc max. Ausdehnung > 2 cm
retroperitoneale oder inguinale
N1
Lymphknotenmetastasen
M1 v Fernmetastasen, 10-20% <20% <1% <65%
Leberparenchymbefall

Tabelle 1: FEinteilung der Ovarialkarzinome und BOT nach TNM- und FIGO-Stadium, prozentualem Anteil an

diagnostizierten Tumoren und 5 Jahresiiberlebensraten [3, 6, 7, 11, 13, 36/



1.5 Histologische Klassifizierung

Sowohl die epithelialen Ovarialkarzinome als auch die BOT wurden nach der WHO-
Klassifikation aufgrund des im Tumor vorherrschenden Zelltyps in 8 histologische Subtypen
unterteilt: serés, muzinds, endometrioid, plattenepithelial, klar-, transitional- und
gemischtzellig sowie nicht-klassifizierbar [6, 38]. Seit 2014 gibt es auch hier eine neue
Einteilung, welche die Subtypen auf High-grade- und Low-grade-serés, muzinos,
seromuzings, endometrioid, klarzellig und Brenner-Tumoren reduziert [37]. Der serdse
Subtyp ist mit ca. 70% der hdufigste. Beachtet man auch die gemischt-serdsen Subtypen so
steigt sein Prozentsatz auf 78% [13, 24, 26, 39]. Hierbei ist auffdllig, dass die serdsen
Karzinome zu iiber 85% in hohen Tumorstadien (FIGO III-IV) diagnostiziert werden, ein
aggressives Wachstum zeigen und friih metastasieren. Sie treten bei mehr als der Hélfte der
Patientinnen beidseitig auf und besitzen insgesamt eine schlechte Prognose [12, 26, 39]. Das
endometrioide Karzinom tritt in etwa 10-20% der Fille auf [13, 24, 26, 39]. Es liegt meist als
Low-grade- und Low-stage-Karzinom mit besserer Prognose als die serésen Karzinome vor

[12, 26, 40, 41].

1.6 Histologischer Malignitdtsgrad

Seit 1998 werden die epithelialen Ovarialkarzinome auf Grund des Wachstumsmusters, der
Kernpolymorphie sowie der mitotischen Aktivitdit in verschiedene Gruppen von Gl
(hochdifferenzierte Tumoren) liber G2 (miBig differenzierte Tumoren) bis G3 (gering
differenzierte Tumoren) eingeteilt [42]. Kiinftig wird die Einteilung aber in Low-grade- und

High-grade-Karzinome vorgenommen [43].

1.7 Pathologische Besonderheiten der Borderline-Tumoren des Ovars

BOT nehmen eine Sonderstellung ein, da sie als niedrigmaligne Tumoren zwischen den
benignen Neoplasien und den malignen Karzinomen stehen [7, 12]. Sie zeigen wie die
Karzinome eine vermehrte atypische Proliferation des Epithels mit Mehrreihigkeit,
Papillenbildung, Kernatypien und einer erhohten Mitoseaktivitit, jedoch ohne destruierende
Stromainfiltration [7, 13, 44]. Eine Mikroinvasion bis zu 3 mm in das Stroma ist fiir die
Diagnosestellung auf Grund der dadurch unveranderten Prognose zuldssig [45, 46]. Insgesamt
stellen sie pramaligne Lésionen dar, welche sich zu hochdifferenzierten Low-grade-
Karzinomen entwickeln koénnen [47]. Der héufigste histologische Typ ist der serdse (47-90%),
gefolgt von dem muzindsen (5-39%) und dem endometrioiden (2-7%) [4, 7, 9, 11, 48, 49].



Seit 1971 sind sie von der FIGO anerkannt und seit 1973 in der WHO-Klassifikation

enthalten, so dass die Stadieneinteilung wie bei dem Ovarialkarzinom erfolgt [34-36, 50, 51].

1.8 Klinische Symptomatik und Diagnostik

Das Ovarialkarzinom féllt nicht durch spezifische Friihsymptome auf, so dass bei einem
Drittel der Patientinnen zwischen dem Auftreten der ersten Beschwerden und der endgiiltigen
Diagnose mehr als 6 Monate vergehen [1, 7, 52, 53]. Mdgliche Symptome sind abdominelle
Schmerzen, Gewichtsverlust, Obstipation, Ubelkeit, Zunahme des Bauchumfanges sowie
Verianderungen im Menstruationszyklus oder postmenopausale Blutungen [7, 26, 52, 53].

Bis heute gibt es keine etablierte Screeningmethode, die {iber eine ausreichende Sensitivitét
und Spezifitit verfiigt und zur generellen Vorsorge empfohlen wird [7, 54-56]. In der
klinischen Anwendung empfiehlt die AGO-OVAR daher den transvaginalen Ultraschall zur
diagnostischen Abkldrung suspekter rektovaginaler Tastbefunde. Die Diagnosesicherung und
die genaue Stadieneinteilung erfolgt anschlieend chirurgisch durch eine Staging-Operation

mit sicherer histologischer Klassifizierung des Tumors [6, 7, 55, 57].

1.9 Therapie des Ovarialkarzinoms und der Borderline-Tumoren

An erster Stelle steht fiir das invasive Karzinom die mdglichst komplette chirurgische
Tumorentfernung mit sich anschlieBender Chemotherapie [7, 55, 58, 59]. Die AGO-OVAR
empfiehlt nach erfolgter Tumorentfernung oder weitestgehender Verminderung der Tumorlast
die Durchfiihrung einer sechs Zyklen umfassenden platinhaltigen Chemotherapie [57].
Lediglich bei Patientinnen mit hochdiffenrenzierten Karzinomen der Gruppe FIGO Ia kann
auf eine adjuvante Chemotherapie verzichtet werden [55, 57]. Mit der Kombinationstherapie
aus Operation und Chemotherapie wird zwar bei der Mehrzahl der Patientinnen eine
voriibergehende klinische Tumorfreiheit erreicht. Die Rezidivrate ist jedoch bei den
fortgeschrittenen FIGO-Stadien sehr hoch [13, 60]. Bei der Therapie des Rezidivs wird
unterschieden zwischen platinsensibel und -refraktér: Platinsensible Rezidive treten frithestens
6 Monate nach Abschluss einer platinhaltigen Chemotherapie auf und kdnnen erneut mit einer
platinhaltigen Kombination therapiert werden. Beim auf Platinderivate refraktiren Karzinom
werden Doxorubicin, Gemcitabin oder Topotecan verwendet [7, 13, 57].

Analog dazu ist flir die Therapie der BOT ebenfalls ein operatives Staging und eine
stadienadaptierte chirurgische Therapie erforderlich [55, 57]. Eine adjuvante Chemotherapie

wird nicht empfohlen [7, 57]. Da sie jedoch in bestimmten Studien bei invasiven Implantaten



zu einer Prognoseverbesserung gefiihrt hat, wird sie in der Literatur zur Zeit diskutiert [5-7,

11, 44, 49, 61, 62].

1.10 Klinisch etablierte Prognosefaktoren

Zu den etablierten Prognosefaktoren beim Ovarialkarzinom gehdren das Tumorstadium nach
FIGO, der postoperative Tumorrest, der Lymphknotenstatus und Aszites. Des Weiteren
beeinflussen das Alter der Patientin und ihr Allgemeinzustand die Prognose [57, 63-66].
Betrachtet man nur die friihen Stadien FIGO I-II, kann auch der Histologie und dem Grading
eine prognostische Aussage beigemessen werden [66, 67]. Ein undifferenzierter G3-Tumor ist
dabei mit zwar mit einer insgesamt schlechteren Prognose assoziiert als ein gut differenzierter
G1-Tumor, spricht jedoch besser auf Chemotherapie an [27, 29, 30]. Ebenso scheint eine
klarzellige oder muzindse Histologie nachteilig zu sein, da diese schlechter auf bestehende
Chemotherapien anspricht [7, 24, 60, 66]. Der bedeutendste Faktor in den fortgeschrittenen
FIGO-Stadien III-IV ist der postoperativ verbliebene Tumorrest [58, 68]. In Studien konnte
gezeigt werden, dass ein Resttumor kleiner 1 cm einen Uberlebensvorteil gegeniiber einem
Resttumor groBer 1 cm darstellt. Der deutlichste Uberlebensvorteil lag jedoch bei
Patientinnen, welche postoperativ makroskopisch tumorfrei waren [7, 59, 65, 69].

Die Prognose bei Patientinnen mit BOT wird vor allem durch das Vorliegen extraovarieller
Implantate bestimmt. Diese lassen die sonst sehr hohe 5-Jahresiiberlebensrate von 99% auf
95% bei nichtinvasiven und auf 66% bei invasiven Implantaten sinken und steigern

gleichzeitig die Rezidivrate auf iiber 50% [7, 46, 61, 62].

BOT Karzinom FIGO I/II Karzinom FIGO III/IV
* invasive Implantate im * Grading G3 * Resttumor > lcm
Peritoneum

* keine adjuvante Chemotherapie ¢ Alter > 65 Jahre
* FIGO III oder IV

* klarzellige oder muzindse * Aszites liber 500 ml
* Resttumor postoperativ Histologie  Retroperitoncaler
* Alter > 65 Jahre » Kapselruptur intraoperativ Lymphknotenstatus positiv
* Aneuploidie * Aneuploidie * adjuvante Chemotherapie ohne
Platin

Tabelle 2: Zusammenfassung der negativen Prognosefaktoren der BOT und des Ovarialkarzinoms [7, 57, 70]

1.11 Neue molekularbiologische Prognosefaktoren

In der Literatur wurden in den letzten Jahren mogliche neue Prognosefaktoren diskutiert. Zu
diesen zdhlen das Her-2/neu-Onkogen [71], das Tumorsuppressorgen p53 [72, 73], die
Wachstumsfaktoren VEGF [74, 75] und EGFR [76], die Tumorproteasen PAI-1 [77] und
MMP-2/-9 [78], die Cyclooxygenase COX-2 [79, 80], das Oberflichenantigen CD24 [81], die
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mitogen-aktivierte Proteinkinase Phosphatase-1 MKP-I [82], sowie Aussagen zur DNA-
Ploidie [5, 7, 66]. Ihr Stellenwert in der Prognose ist oft noch nicht genau geklart. Die einzige
Ausnahme stellt im Moment die Bestimmung des etablierten CA-125 Wertes zur
Therapieerfolgs- und Rezidivkontrolle dar [6, 7, 83]. Man hofft jedoch, dass diese neuen
Faktoren dariiber Auskunft geben kénnen, wie sich ein Tumor in Bezug auf Wachstum und
Aggressivitiat verhélt. Sie konnten somit in der Zukunft eventuell zur Voraussage des
individuellen Krankheitsverlaufes und zur Therapieplanung genutzt werden und bei Low-

grade-Tumoren zum Verzicht auf unnétige -die Patientin belastende- Chemotherapien fiihren.

1.12 Hintergrund der vorliegenden Arbeit

Die Arbeitsgruppe um Meinhold-Heerlein hat 2005 die Genexpression im Ovarialkarzinom
untersucht. Bei dieser Untersuchung lieen sich einerseits unterschiedliche Expressionsmuster
zwischen Normal- und Karzinomgewebe finden, andererseits zeigten sich unterschiedliche
Expressionsmuster zwischen den verschieden Gradingstufen: Die niedrigmalignen BOT
verhielten sich in Bezug auf die Genexpression wie hochdifferenzierte GIl-Tumoren,
wohingegen sich die miBig differenzierten G2-Tumoren wie die gering differenzierten G3-
Tumoren verhielten. Diese Unterschiede waren auch in Bezug auf Tumorprogression,
Therapieansprechen und Uberleben zu finden [29]. Eine immunhistochemische Bestitigung,
ob die hochregulierten Gene auch auf Proteinebene exprimiert werden ist Gegenstand dieser
Dissertation. Von besonderem Interesse waren dabei die folgenden Gene bzw. Genprodukte:
Cyclin Bl und CDC?2 in Verbindung mit dem Zellzyklus, Ki-67 und Topoisomerase II-alpha
(TOP2A4) als Marker der Zellproliferation, das Onkogen UBE2C sowie das ubiquitdre Enzym
Fatty Acid Synthase (FASN). Bei diesen sechs Kandidaten stellte sich insbesondere die Frage,
ob und in welchem Umfang sie auf Proteinebene exprimiert werden und ob sie die Low- von
den High-grade-Tumoren trennen konnen. Des Weiteren sollte die Frage beantwortet werden,
ob sich speziell FASN, CDC2 und TOP2A als mogliche therapeutische Targets eignen

konnten.

1.12.1 Ubiquitin-conjugating Enzyme E2C

Das UBE2C-Gen liegt auf Chromosom 20 und kodiert fiir das 20 kDa schwere Protein
,, Ubiquitin-conjugating Enzyme E2C*, welches zum Ubiquitin-System gehort [84]. Ubiquitin
kommt in allen eukaryotischen Zellen vor und kann reversibel an Proteine gebunden werden,
um so deren Funktion oder Verteilung innerhalb der Zelle zu verdndern. Der Prozess der

Ubiquitinierung erfolgt dabei mit Hilfe spezieller Enzyme. In der Folge konnen die markierten



Proteine gezielt abgebaut werden oder Funktionen im Zellzyklus und bei der
Signaltransduktion iibernehmen, um die normale Zellfunktion zu gewahrleisten [85, 86]. Im
Zellzyklus wird speziell der Ubergang der Meta- zur Anaphase und die zeitgerechte Trennung
der Schwesterchromatiden durch UBE2C kontrolliert und so eine geregelte Progression
sichergestellt [87, 88]. UBE2C ist in den meisten Normalgeweben in physiologischen
Konzentration nachweisbar, vor allem im Knochenmark, dem Gastrointestinaltrakt, den
Nieren und den Nebennieren [84, 89]. Es wird jedoch in deutlich erhdhten Konzentrationen in
malignen Tumoren von Lunge, Mamma, Kolon, Magen, Uterus, Zervix und Ovar gefunden
[84, 87, 89-91]. Exprimiert wird es hauptsédchlich im Nukleus, in geringem Umfang jedoch
auch zytoplasmatisch [84, 87]. Eine erhohte Expression von UBE2C scheint mit dem
Auftreten von High-grade-Karzinomen, einem aggressiven Tumorwachstum und einer
schlechten Prognose assoziiert zu sein. Besonders im undifferenzierten Ovarial-CA konnte
eine hohe Konzentration nachgewiesen werden [87, 89]. Eine starke Expression im Mamma-
CA ist mit einer ebenfalls hohen Expression von Ki-67 in diesen Geweben verbunden und
zeigt so die generell erhohte Proliferationsrate an [92]. Insgesamt scheint eine hohe UBE2C-
Genaktivitdt somit mit einer hohen Zellproliferation sowie einem erhohten onkogenen

Potential durch Aneuploidie und Chromosomeninstabilitit einherzugehen [86].

1.12.2 Topisomerase II-alpha

Das TOP2A4-Gen liegt auf Chromosom 17 in direkter Nachbarschaft zu dem HER-2/neu
Onkogen und kodiert fiir das 170 kDa schwere Protein ,, Topoisomerase II-alpha“ [84]. Im
menschlichen Organismus ist 7TOP24 in der Lage Doppelstrangbriiche in der DNA zu setzen,
diese umzulagern und wieder miteinander zu verbinden. Sie ist dadurch fiir die Kontrolle der
DNA wihrend der Transkription und Replikation verantwortlich. Zusitzlich besitzt sie
Reparaturfunktionen, um verdrehte Bereiche zu 16sen und die korrekte Anordnung der DNA
zu sichern [84, 93, 94]. TOP2A4 wird vor allem im Nukleus exprimiert und steigt vom Beginn
des Zellzyklus bis zum Eintritt in die Mitose stark an. Sie ist nicht oder nur in geringen
Mengen nachweisbar in differenzierten Zellen, welche sich in der GO-Ruhephase befinden
und wird vor allem in proliferierenden Zellen von Knochenmark, Lymphknoten- und
Tonsillengewebe, Magen, Duodenum sowie im Hoden gefunden [84, 93]. Maligne Tumoren
der Mamma, des Kolons, der Lunge, der Blase, des Hodens, der Zervix und des Ovars sowie
Glioblastomen und Lymphomen exprimieren 7OP24 in erhohtem Umfang. Studien zufolge
geht eine starke TOP2A-Expression dabei oft mit einem hoheren Grading, einer grofleren

Tumormasse, positivem Nodalstatus und Fernmetastasen bei Diagnosestellung einher [84, 93,
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95-97]. Im Ovar konnte vor allem in High-grade- und High-stage-Karzinomen eine erhohte
Expression, in Zusammenhang mit einem verkiirzten Gesamtiiberleben, nachgewiesen werden
[98-100]. In der Medizin sind Topoisomerasen ein wichtiger Angriffspunkt fiir
Chemotherapeutika [93]. In neueren Studien wird untersucht inwieweit TOP2A als Marker flir
ein positives Ansprechen auf Chemotherapie, eine mogliche Resistenz gegeniiber
platinhaltigen Chemotherapeutika oder als Pradiktor fiir das Gesamtiiberleben genutzt werden
kann [98, 100]. Maligne Tumoren mit einer starken 7TOP2A4-Expression konnten somit gezielt
von einer Chemotherapie mit Topoisomeraschemmern wie Etoposid oder Topotecan
profitieren, auch wenn das Ansprechen aller Ovarialkarzinome zusammen genommen nur bei

ca. 15% liegt, sofern diese Medikamente in der Rezidivtherapie angewendet werden [93, 99].

1.12.3 Fatty Acid Synthase

Das FASN-Gen liegt auf dem Chromosom 17 und kodiert fiir das 273 kDa schwere
multifunktionale Enzym ,, Fatty Acid Synthase“ [84]. Im Organismus ist diese Synthase fiir
die endogene de novo Synthese von Fettsduren aus Glukose zustindig, welche dann zur
Energiegewinnung und Produktion von Zell- und Membranstrukturen sowie Hormonen
benotigt werden [84, 101]. FASN scheint als Protoonkogen eine Rolle bei der Tumorgenese
und beim Uberleben von malignen Zellen zu spielen. Der Mechanismus ist hierbei noch
ungeklért, es wird jedoch eine Wechselwirkung mit anderen Proteinkinasen (PI3K/AKT) und
dem Hormonrezeptor Her-2/neu vermutet [102]. Viele Normalgewebe zeigen eine mafige
FASN-Expression, darunter vor allem die hormonsensitiven Zellen der Plazenta, der
Nebenniere und -schilddriise, aber auch Zellen des =zentralen Nervensystems, des
Gastrointestinaltraktes, der Leber und der Lunge mit einem hohen Lipidmetabolismus. FASN
wird dabei vor allem zytoplasmatisch exprimiert [84, 103]. In vielen Tumorgeweben kann
eine stark erhohte Expression von FASN nachgewiesen werden. Am deutlichsten tritt diese bei
den Karzinomen der Prostata gefolgt von Mamma, Kolon, Leber, Blase und Ovar in
Erscheinung [84, 104-108]. Eine hohe Expression ist in Karzinomen der Mamma und Prostata
mit einer geringen Differenzierung, einer hohen Rezidivhiufigkeit und einer insgesamt
schlechten Prognose assoziiert [105, 106, 109]. Es zeigte sich zusétzlich, dass eine hohe
FASN-Expression im Mamma-CA mit Resistenzen gegen das Chemotherapeutikum Paclitaxel
einherging und so zur Prognoseverschlechterung beitrug [110]. Ovarialkarzinome zeigen
ebenfalls hiufig eine hohe FASN-Expression, welche mit einer schlechten Gesamtprognose
verbunden ist. BOT, ovarielle Adenome und das normale Ovarepithel zeigen hingegen eine

geringe oder negative Expression [84, 104, 111]. Ein mdglicher Therapieansatz bei malignen
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Tumoren konnte daher in Zukunft die Inhibition der Fettsdure-Synthase darstellen. In
mehreren Studien wurde bereits, bei Aktivititshemmung der Synthase, ein selektiver
zytotoxischer Effekt auf menschliche Krebszellen nachgewiesen und Ergebnisse unserer

Arbeitsgruppe zeigen diese Effekte auch fiir Ovarialkarzinomzelllinien [102, 112-116].

1.12.4 Cyclin B1

Das CCNBI-Gen liegt auf dem Chromosom 5 und kodiert fiir das 48 kDA schwere Protein
., Cyclin B1*“, welches als Regulatorprotein der Mitose im Zellzyklus fungiert und so an der
korrekten Weitergabe des Erbgutes beteiligt ist [84]. Cyclin Bl bildet dabei mit der
cyclinabhingigen Kinase CDC2 den Maturation Promoting Factor (MPF) und kontrolliert
den Eintritt der Zelle in die M-Phase am G2/M-Kontrollpunkt [84, 117, 118]. Zu diesem
Zweck ist der aktive MPF an der Chromosomenkondensation sowie der zeitgerechten
Auflésung der Kernmembran und der Ausbildung des Spindelapparates beteiligt [119, 120].
Die meisten Normalgewebe zeigen eine negative bis mittlere Cyclin BI-Expression, unter
diesen vor allem proliferierenden Zellen des Knochenmarks, des Hodens sowie des Lymph-
und Tonsillengewebes [84]. Exprimiert wird es dabei in Abhédngigkeit von der aktuellen
Zellzyklusphase sowohl nukledr als auch zytoplasmatisch [84, 121, 122]. In Karzinomen von
Kolon, Mamma, Bronchien, Endometrium, Magen, Hoden und Ovar sowie in Melanomen und
Lymphomen ist die Expression deutlich erhoht [84, 121, 123-125]. Diese ist dabei im
Bronchial-CA, jedoch nicht im Ovar-CA mit einem verkiirzten Gesamtiiberleben und im
Mamma-CA mit einer schlechten Prognose verbunden [124, 126, 127]. Es wird diskutiert,
dass durch eine verminderte Expression von Cyclin Bl innerhalb der Zelle der Eintritt in die
G2/M-Phase verhindert werden konnte [128]. In neueren Studien ergaben sich auBlerdem
Hinweise auf eine Wechselwirkung zwischen UBE2C und Cyclin Bl: Eine starke UBE2C-
Expression soll zu einer verringerten Cyclin B1-Stabilitdt in der frithen Mitose fithren [86].

1.12.5 Cyclin-dependent Kinase 1
Das CDK1/CDC2-Gen liegt auf dem Chromosom 10 und kodiert fiir das 34 kDA schwere

Protein ,, Cyclin-dependent Kinase 1* [84]. Dieses dient im Zellzyklus zusammen mit Cyclin
B1 als katalytische Untereinheit des MPF. Die in der Zelle frei vorliegende, ungebundene
Kinase ist durch niedrige Cyclin Bl-Konzentrationen und der zeitgleichen Anwesenheit von
Kinase-Inhibitoren inaktiv. Thre Aktivierung erfolgt durch den Konzentrationsanstieg und die
Bindung des Cyclins als auch durch die abnehmende Wirkung der Kinase-Inhibitoren [84,
129-132]. CDC?2 ist negativ in vielen Normalgeweben, zeigt jedoch eine méaflige bis starke
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Expression in proliferierenden Zellen des Knochenmarks, Gastrointestinaltraktes, Lymph- und
Tonsillengewebes sowie im Hoden und der Plazenta. Exprimiert wird es dabei wie Cyclin Bl
sowohl zytoplasmatisch als auch nukledr [84]. CDC2 wird als Indikator der Zellproliferation
angesehen, da es in Tumorgeweben deutlich stirker exprimiert wird als in den dazugehorigen
Normalgeweben [133]. Es zeigen vor allem High-grade-Karzinome von Mamma, Kolon,
Magen, Endometrium, Hoden, Blase sowie Lymphome eine starke Expression [84, 121, 125,
133-135]. Im Endometrium-CA ist eine starke Expression dabei mit Lymphknotenmetastasen
assoziiert [135]. CDC2 ist im normalen Ovarepithel nur in geringen Konzentrationen
nachweisbar, zeigt jedoch eine mittlere bis hohe Expression im Ovarial-CA [84, 136].
Selektive CDC2-Kinaseinhibitoren konnten in der Zukunft eventuell als Angriffspunkte gegen
maligne Neoplasien genutzt werden [137, 138]. Eine Studie zeigte hierzu eine verstirkte
antiproliferative Wirkung des Chemotherapeutikums Paclitaxel in Kombination mit Dasatinib

in menschlichen Ovarkarzinomzelllinien durch Suppression der CDC2-Expression [139].

1.12.6 Antigen Ki-67
Das MKI167-Gen liegt auf dem Chromosom 10 und kodiert fiir das 359 kDa schwere Protein

,Antigen Ki-67“, welches mit der Zellproliferation assoziiert ist [84]. Ki-67 wird vor allem
nukledr exprimiert und ist lediglich in proliferierenden Zellen wéhrend der Zellteilung, nicht
aber in ruhenden Zellen nachweisbar [140]. Es dient als Proliferationsmarker und wird
allgemein als Proliferationsindex aus Ki-67 positiven Zellen in 100 Tumorzellen angegeben
[141]. MIB-1 ist dabei der seit 1993 meistgenutzte Antikorper gegen das Ki-67-Antigen und
auch bei in Paraffin eingebetteten Geweben anwendbar [142]. Ein hoher MIB-I-Index zeigt
dabei ein schnelles Zell- bzw. Gewebewachstum an [141]. Die meisten Normalgewebe zeigen
eine schwache bis miflige Ki-67-Expression. Einige hochproliferative Gewebe, wie das
Knochenmark, die Lymphknoten-, Tonsillen, sowie die Driisengewebe von Rektum und
Duodenum und das Epithel der Vagina zeigen auch physiologisch eine erhdhte Expression
[84]. In malignen Tumoren von Urothel, Kolon, Magen, Pankreas und Mamma sowie bei
malignen Tumoren des weiblichen Reproduktionstraktes und Lymphomen ist die Ki-67-
Expression dagegen hédufig deutlich erhoht [84, 143-147]. Eine hohe Expression scheint im
Urothel-, Bronchial- und Ovarial-CA mit dem héiufigeren Auftreten von Rezidiven und einem
verringerten Gesamtiiberleben assoziiert zu sein [143, 144, 148]. Im Ovarialkarzinom ist Ki-
67 vor allem in hohen FIGO-Stadien und in High-grade-Tumoren erhoht. Somit konnte Ki-67
neben der rein morphologischen Betrachtung ein wichtiger Parameter bei der Unterscheidung

von Low-grade- und High-grade-Karzinomen sein [143].
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1.13 Fragestellung dieser Arbeit

In der vorliegenden Dissertation sollte die Expression der Kandidatengene UBE2C, TOP24,
FASN, CCNBI, CDC2 und MKI67 im Normal- und Karzinomgewebe des Ovars sowie den
niedrigmalignen BOT immunhistochemisch untersucht werden. Ziel dieser Arbeit sollte dabei
die Validierung neuer, prognostisch relevanter, molekularer Proteinmarker sein. In
vorangehenden Studien wurden dazu potentielle Gene identifiziert, die im geringgradig
differenzierten Tumor hoch und im hochgradig differenzierten Tumor sowie BOT nur gering
exprimiert waren [29]. Diese sollten jetzt an einem unabhingigen Kollektiv validiert werden,
um herauszufinden, ob die auf RNA-Ebene gezeigte Uberexpression der genannten
Kandidatengene auch eine Entsprechung auf Proteinebene hat und ob sie sich ggf. als

therapeutische Targets beim High-grade-Ovarialkarzinom eignen konnen.

Fiir die Durchfithrung der immunhistochemischen Untersuchungen wurden zundchst 10 neue
Gewebe-Mikroarrays mit Ovarialkarzinomen, BOT sowie benignen Tumoren in
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Pathologie des UK-SH, Campus Kiel hergestellt.
Danach wurden im Onkologischen Labor der Klinik fiir Gynédkologie und Geburtshilfe am
UK-SH, Campus Kiel die Serienfiarbungen an den Arrays durchgefiihrt. In der anschlieBenden
Auswertung wurde der Schwerpunkt auf folgende Fragestellungen gelegt:

1. Wie werden die Marker in den drei untersuchten Geweben auf Proteinebene

exprimiert?

2. Welche Korrelationen ergeben sich zwischen den einzelnen Markern in Bezug auf die

Proteinexpression?

3. Ist der Expressionsunterschied ,,benigner Tumor versus BOT versus Ovarial-CA*

sowie ,,G1 versus G2 versus G3* fiir jeden untersuchten Marker statistisch signifikant?
4. Wie ist die statistische Signifikanz bei solitdrer Bestimmung jedes einzelnen Markers

und bei Kombinationsbestimmung der Marker, um die Gruppe Low-grade (BOT/G1)
von der Gruppe High-grade (G2/G3) unterscheiden zu kénnen?
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2 Material und Methoden

2.1 Zusammensetzung des Patientenkollektivs

In der vorliegenden Arbeit wurden in Paraffin eingebettete Gewebeproben von 179
Patientinnen untersucht, bei denen in den Jahren 1997 bis 2007 ein Ovarialtumor
diagnostiziert wurde. Bei diesen Tumoren handelt es sich in 139 Féllen um Ovarialkarzinome
und in 20 Féllen um niedrigmaligne BOT. Als Kontrollgruppe dienten 20 Falle mit einem
benignen Tumor oder ohne histologische Auffalligkeiten.

Die Diagnostik, Operation und Nachbehandlung der Patientinnen erfolgte in der Klinik fiir
Gyniékologie und Geburtshilfe am UK-SH, Campus Kiel und den assoziierten peripheren
Krankenhdusern in Schleswig-Holstein. Bei allen untersuchten Geweben wurden die
histologische Typeinteilung, die Bestimmung von FIGO-Stadium und Grading, die
Paraffineinbettung und die Einlagerung von reprisentativen Tumoranteilen zur
wissenschaftlichen Nutzung im Institut fiir Pathologie des UK-SH, Campus Kiel,
vorgenommen. Von den untersuchten Gewebeproben wurden 159 direkt am UK-SH operiert
und 20 wurden von peripheren Kliniken in Schleswig-Holstein eingesandt. Die
Krankengeschichten sowie die erhobenen retrospektiven klinischen Daten entstammen den
Krankenakten. Fiir die Ovarialkarzinom- und die BOT-Patientinnen konnten das rezidivfreie
und das Gesamtiiberleben mit Hilfe der Befundeingédnge des Pathologischen Institutes sowie
des Tumorregisters Schleswig-Holstein ermittelt werden. Die Nachbeobachtungszeit war
dabei individuell verschieden, eine letzte Aktualisierung der Uberlebensdaten erfolgte im Mai
2010. Fiir die auswértig operierten Patientinnen fehlen zum Teil die klinischen Daten, da die
Nachbehandlung von der einsendenden Klinik iibernommen wurde und nicht liickenlos
recherchierbar war. Alle personenbezogenen Daten wurden nach Datenschutzrichtlinien
behandelt und es lagen die Zustimmungen der Patientinnen zur wissenschaftlichen Nutzung

Vor.

2.2 Herstellung der Tissue-Microarrays

Der erste Arbeitsschritt fiir die vorliegende Arbeit war die Erstellung eines geeigneten
Ovarialkarzinom-Kollektivs an der Klinik fiir Gynékologie und Geburtshilfe am UK-SH,
Campus Kiel und die zeitgleiche Herstellung von neuen Tissue-Microarray-Blocken (TMA).
Insgesamt wurden 10 TMA angefertigt, die Material von insgesamt 179 Patientinnen

enthalten: Jeweils 1 Block mit benignen Tumoren sowie BOT, 2 Blocke mit endometrioiden
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Tumoren und 6 Blocke mit rein serdsen oder gemischt-serosen Ovarialkarzinomen. Die zur
Herstellung verwendeten Paraffingewebeblocke und Hidmatoxylin-Eosin-Gewebeschnitte
(HE) mit Patientenmaterial wurden aus dem Bestand des Institutes fiir Pathologie am UK-SH,
Campus Kiel entnommen. Pro Patientin standen dabei, je nach Umfang der erfolgten
Operation, bis zu 18 Gewebeblocke mit formalinfixiertem und eingebettetem Tumormaterial
sowie die dazugehorigen HE-Gewebeschnitte zur Verfiigung. Fiir die Anfertigung der neuen
TMA wurden jeweils bis zu drei reprisentative Gewebeblocke als Donorblocke mit den
dazugehorigen HE-Schnitten ausgewihlt. Die HE-Schnitte wurden unter dem Mikroskop
durchgemustert und tumortragende Gewebeanteile mittels eines feinen Markierstiftes auf dem
Objekttrager gekennzeichnet. Zu jeder Patientin wurden drei Tumorstanzen und eine
Stromastanze mit einem Durchmesser von einem Millimeter per Hohlnadel aus den jeweiligen
Donorblocken entnommen. Die entnommenen Gewebestanzen wurden anschlieBend im
Abstand von 1 mm in den Akzeptorblock (zur Verfiigung gestellt vom Institut fiir Pathologie
UK-SH, Campus Kiel) iiberfiihrt, in den zuvor 7 mm tiefe Locher gebohrt wurden. Fiir die
Herstellung der TMA wurde ein speziell angefertigtes Stanzgerit (Beecher Instruments, Silver
Spring, MD, USA) verwendet, welches eine millimetergenaue Festlegung der Stanzen
ermdglicht. Die festgelegte Anzahl von drei Tumorstanzen pro Patientin sollte dabei
ausreichend sein, um die physiologische Heterogenitit des Tumorgewebes kompensieren zu
kénnen [149]. Auf jedem Block befinden sich zur besseren Ubersichtlichkeit und einfacheren
Auswertbarkeit maximal 80 Gewebestanzen sowie zur besseren Orientierung im X/y-
Koordinatensystem zwei, an definierten Lokalisationen, eingebrachte Tonsillengewebe. Die
hergestellten TMA wurden nach ihrer Fertigstellung zum besseren Materialverbund bei 37°C

1m Wirmeschrank fiir mindestens 24 Stunden inkubiert.

Abb. 1: Fertiger TMA-Akzeptorblock Nr. 8
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2.3 Labormaterialien

2.3.1 Arbeitsgerite und Verbrauchsmaterialien

Computer Dell Modell DCMF
Erlenmeyerkolben

Handzihler Manual counter EE 53.1
Kamera Canon EOS Rebel XSi
Laborwage BL610

Latex-Handschuhe

Magnetrithrer VMS-A

Messzylinder

Microtome Blades Type S35
Mikrowellengeschirr

Mikroskop Zeiss Axioskop 2
Mikroskoadapter T2-T2 1,6x SLR
Objekttrager Thermo Scientific Super Frost
Parafilm®

pH-Meter Modell 765

Pinsel DaVinci 3 (Mikrotomgebrauch)
Pipetten Research® (10, 100, 1000pul)
Pipettenspitzen (10, 100, 1000ul)
Riihrspatel

Trichter

Vortex-Genie®1

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5412R

2.3.2 Chemikalien

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
HCL 25% (Salzsdure)

NAOH (Natronlauge)

NACL (Natriumchlorid)
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Citronensidure-Monohydrat

2.3.3 Rezepte fiir Pufferléosungen

Dell, Inc., Austin, TX, USA

DURAN Produktions GmbH & Co. KG, Mainz
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Canon U.S.A., Inc., Lake Success, NY, USA
Sartorius AG, Gottingen

Ansell GmbH, Miinchen

VWR International GmbH, Bruchsal

BRAND GmbH & Co KG, Wertheim
FEATHER Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan
VWR International GmbH, Bruchsal

Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY, USA

Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY, USA

Menzel GmbH, Braunschweig

Pechiney Plastic Packaging, Inc., Chicago, IL, USA
Knick, Niirnberg

Hugo Hamann GmbH & Co. KG, Kiel
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co, Niirmbrecht

Sarstedt AG & Co, Niirmbrecht

VWR International GmbH, Bruchsal

Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, USA
Eppendorf AG, Hamburg

E-5134, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
1003161000, Merck KGaA, Darmstadt

1091371000, Merck KGaA, Darmstadt

WAL41402 1000, Walter-CMP GmbH & Co KG, Kiel
1002440500, Merck KGaA, Darmstadt

1083820500, Merck KGaA, Darmstadt

1002440500, Merck KGaA, Darmstadt

Waschpuffer

TBS-Puffer pH 7,4

IM Trisaminomethan: 12,0g
NACL: 83,6¢g
25% HCL: 11ml

ad 101 Aqua dest.

Antigen-Retrival

Citrat-Puffer pH 6,0

Citronensaure: 4,2g
NAOH: 48ml
ad 1000ml Aqua dest.

TEC-Stammlésung pH 7,8

IM Tri-Natriumcitrat: 3,2g

IM EDTA: 5,0g

IM Trisaminomethan: 2,5g
ad 1000ml Aqua dest.
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2.4 Immunhistochemischer Farbeablauf

Immunhistochemische Farbungen beruhen auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion durch die
Bindung eines primdren Antikorpers an das fiir ihn spezifische Antigen. An den primédren
Antikorper konnen in einem weiteren Schritt sekundédre Antikdrper binden, welche vorher an
ein Enzym gekoppelt wurden. Durch die Enzymkoppelung konnen die Antigen-Antikorper-
Komplexe, in einem dritten Entwicklungschritt, durch eine Farbumschlagsreaktion unter dem
Mikroskop sichtbar gemacht werden [150].

In dieser Arbeit wurden zwei Detektionsmethoden eingesetzt: Die indirekte Streptavidin-
Biotin-Methode mit Hilfe des ZytoChem-Plus HRP-Polymer Kits (Zytomed Systems GmbH,
Berlin) und die EnVision™ Methode mit Hilfe des EnVision™ Detection System (Dako
Denmark A/S, Glostrup, Ddnemark). Beide arbeiten mit der Meerrettichperoxidase (HRP) und
3,3'-Diaminobenzidin (DAB) und bewirken die Bildung eines braunen Endproduktes, wenn

das gesuchte Antigen exprimiert wird.

2.4.1 Herstellung der Schnittpriparate und Deparaffinieren der Schnitte

Von den angefertigten TMA wurden mit einem Mikrotom (Modell 2050 Supercut, Reichert-
Jung, Nussloch) 2-3 um diinne Schnitte erzeugt, diese im 38°C warmen Wasserbad (Kunz
Instruments A/S, Koppenhagen, Dinemark) geglattet, auf beschichtete Objekttrager
(SuperFrost®, Menzel GmbH, Braunschweig) gezogen und fiir 24 Stunden im 37°C warmen
Brutschrank (Modell Basic, Memmert GmbH & Co KG, Schwabach) getrocknet. Die
Deparaffinisierung und Rehydrierung erfolgte dann in Xylol fiir 2x 10 min (WAL 124015000,
Walter-CMP GmbH & Co KG, Kiel) und in der absteigenden Alkoholreihe in 3x 100%
Ethanol, 2x 96% Ethanol und 2x 70% Ethanol fiir je 5 min (verdiinnt aus 100% Ethanol,
1.00983.2500, Merck KGaA, Darmstadt). AnschlieBend wurden die TMA 3x fiir jeweils 5
min mit TBS-Puffer pH 7,4 gewaschen.

2.4.2 Antigen-Demaskierung und Blockung der endogenen Peroxidase

Zur Antigen-Demaskierung wurden die TMA fiir Ki-67, S1/54, UBE2C, FASN und Cyclin Bl
in Citratpuffer pH 6,0 und fiir CDC2 in TEC-Puffer pH 7,8 bei 900 Watt fiir 20 min in der
Mikrowelle (Modell R-332, Sharp Electronics GmbH, Hamburg) erhitzt. Im Anschluss
erfolgte die Abkiihlung bei Raumtemperatur fiir 20 min und danach unter flieBendem
Leitungswasser fiir 5 min. AnschlieBend wurden die TMA 3x fiir jeweils 5 min mit TBS-
Puffer pH 7,4 gewaschen. Die endogene Peroxidase wurde danach bei CDC?2 fiir 30 min mit
DAKO® Cytomation Endogene Peroxidase Blocking Reagent (Nr. S2001, Dako Denmark
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A/S, Glostrup, Dédnemark) und bei Ki-67, TOP2A4 (§1/54), UBE2C, FASN und Cyclin Bl fiir
20 min mit 3% H>0; Ldsung (verdiinnt in Aqua dest. aus 30% H>0O2, Nr.822287, Merck-
Schuchardt OHG, Hohebrunn) geblockt. Anschlieend wurden die TMA 3x fiir jeweils 5 min
mit TBS-Puffer pH 7,4 gewaschen.

2.4.3 Background Block, primiirer Antikorper und PostBlock-Reagenz

Zur Reduzierung der unspezifischen Hintergrundfiarbung wurde bei Ki-67 und UBE2C ein
Background-Block mit Goat-Normalserum (Nr. X0907, Dako Denmark A/S, Koppenhagen,
Dénemark) 1:10 in 1x PBS (verdiinnt in Aqua dest. aus 10x Phosphate Buffered Saline (PBS),
Gibco Invitrogen GmbH, Karlsruhe) fiir 20 min und bei CDC2 mit DAKO® Blocking
Solution ready-to-use (Nr. X0909, Dako Denmark A/S, Koppenhagen, Danemark) fiir 5 min
durchgefiihrt. Diese Losungen wurden nach dem Einwirken abgekippt und es wurden jeweils
125 pl der primiren Antikorperlosung (siche Tabelle 3) verdiinnt in 1x PBS aufgetragen. Die
Inkubation erfolgte dabei generell in einer feuchten Kammer (Eigenkonstruktion aus
Petrischale, Zellstoff und Glasplatte) mit Inkubationszeiten von 30 min bis zu 12 Stunden
entweder bei 21° C oder bei 4°C im Kiihlschrank (Kiihl- und Eisschrank, Liebherr GmbH,
Ochsenhausen). Bei CDC2 wurden die TMA nach der Inkubation mit dem priméiren
Antikorper 3x fiir jeweils 5 min mit TBS-Puffer pH 7,4 gewaschen und es erfolgte eine
zusitzliche Behandlung mit PostBlock-Reagenz ready-to-use (ZytoChem-Plus HRP-Polymer-
Kit, Zytomed Systems GmbH, Berlin) fiir 20 min zur Signalverstirkung. AnschlieBend
wurden alle TMA 3x fiir jeweils 5 min mit TBS-Puffer pH 7,4 gewaschen.

2.4.4 Priméire Antikorper im Detail

Folgende primdre Antikdrper wurden in entsprechender Verdiinnung verwendet:

Antikorper Klon Spezies Hersteller Verdiinnung Zeit Temp.
Ki-67 (MKI67/MIB-1) Ki-67 mouse  Institut ﬁir'Pathologie Unverdiinnt 30 min 21°C
UK-SH, Kiel

Cyclin Dependent monoclonal rabbit Epitomics, Inc., 1:50 12h 4°C
Kinase 1 YE324 Burlingame,
(CDC2/CDK1) CA, USA

. monoclonal mouse  Novus Biologicals LLC, 1:100 30 min 21°C
Cyelin BICCCNBI) 5, Littleton, cog, USA
Topoisomerase I1- Ki-S1 mouse  Institut fiir Pathologie 1:4000 30 min 21°C
alpha (TOP24/51/84)  Ki-S4 UK-SH, Kiel 1:500
Ubiquitin-conjugating  monoclonal mouse  GeneTex, Inc., 1:100 45 min 21°C
Enzyme E2C (UBE2C) JgG29 Irvine, CA, USA
Fatty Acid Synthase monoclonal mouse  Abnova GmbH, 1:20 12h 4°C
(FASN/CYPLI) 3F2-1F3 Heidelberg

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten primdren Antikorper mit Angaben zum Hersteller und zur Inkubation

17



2.4.5 Sekundirer Antikorper und Farbentwicklung

Die Zugabe des Enzym-Polymer- oder Biotin-konjugierten sekunddren Antikdrpers (sek.
Goat-AK aus dem EnVision™ Detection System, Dako Denmark A/S, Koppenhagen,
Déanemark bei Ki-67, S1/84, UBE2C, FASN und Cyclin Bl oder HRP-Polymer aus dem
ZytoChem-Plus HRP-Polymer Kit, Zytomed Systems GmbH, Berlin bei CDC2) erfolgte
ebenfalls in einer feuchten Kammer, jedoch bei Raumtemperatur fiir 30 min. Anschlieend
wurden die TMA 3x fiir jeweils 5 min mit TBS-Puffer pH 7,4 gewaschen und es erfolgte dann
die Farbentwicklung nach Sicht mit 3‘3-Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) 1:50 in
DAB Chromogen Solution (beide Losungen aus dem EnVision™ Detection System, Dako
Denmark A/S, Koppenhagen, Dénemark), welches 20 min vor Benutzung frisch angesetzt
wurde. Beendet wurde die Farbentwicklung mit Aqua dest. (Elix® Essential 5, Millipore
GmbH, Schwalbach am Taunus). Anschliefend wurden die TMA 3x fiir jeweils 5 min mit

Aqua dest. gewaschen.

2.4.6 Gegenfirbung und Eindecken

Die TMA wurden flir 5 min mit Himalaun (Hdmalaun sauer nach Mayer, Nr. T865.2, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) gegengefarbt und unter flieBendem Leitungswasser fiir 30
min nachgebldut. Vor dem Eindecken mit Medium (CV Mount 14046430011, Leica
Microsystems, Nussloch) und Deckglédsern (Deckgldser GroBle 24x 50-60mm, Menzel GmbH,
Braunschweig) erfolgte die Dehydrierung in der aufsteigenden Alkoholreihe und dem
Xylolbad. Vor der Auswertung hérteten die Préparate bis zum nichsten Tag unter dem Abzug

(Kottermann GmbH & Co KG, Uetze-Hénigsen) aus.

2.4.7 Positiv- und Negativkontrollen der Serienfarbungen

Bei jeder Serienfirbung wurde zum Ausschluss falsch positiver Ergebnisse ein TMA in
doppelter Ausfithrung als Negativkontrolle geférbt, bei welchem der primire AK durch PBS
ersetzt wurde. Zum Ausschluss falsch negativer Ergebnisse wurde bei jeder Serienfirbung
eine Positivkontrolle durchgefiihrt. Dazu dienten die auf den TMA zur Positionsfestlegung im
x/y-Koordinatensystem enthaltenen Tonsillenstanzen, bei denen sicher von einer Expression
des jeweiligen Antigens und somit eines positiven Féarbeergebnisses auszugehen war. Die
verwendeten Tonsillen wurden freundlicherweise von dem Lymphnotenregister des UK-SH,
Campus Kiel zur Verfiigung gestellt. Um ein moglichst genaues Ergebnis zu erzielen wurden
alle TMA zu einem Antikorper, mit Positiv- und Negativkontrollen, in kompletten Serien

gefarbt.
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Abb. 2: UBE2C, CDC?2 und Ki-67 als Beispiel fiir gefirbte TMA mit den enthaltenen Positivkontrollen

e

e i X

Abb. 4: Tonsille als Negativkontrolle,400-fach (20x)

2.4.8 Auswertung der Farbungen

Die gefarbten TMA wurden durch zwei Untersucher (S.L. und K.B.) an einem
Lichtmikroskop (DIASTAR™ Nr. 26595, Reichert-Jung, Nussloch) bei 400-facher
Vergroflerung unabhéngig voneinander und ohne Kenntnis der klinischen Daten ausgewertet.
Pro Patientin lagen auf jedem TMA drei Tumorstanzen und eine angrenzende Stromastanze
vor. Von jeder Tumorstanze wurden 5x 100 Zellen ausgewertet und einen Mittelwert als
Ergebnis gebildet. Bei stark voneinander abweichenden Ergebnissen beider Untersucher
erfolgte eine gemeinsame Nachkontrolle am Multi-head-Mikroskop. Bei TOP24, Ki-67,
CDC2 und UBE2C erfolgte die zellgenaue Auszdhlung und die Angabe des Ergebnisses in

exakten Prozentwerten. Als positiv wurden Zellkern bzw. Zytoplasma nur gewertet, wenn die
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Farbung eindeutig war, die Farbintensitit wurde dabei nicht beriicksichtigt. Fiir die
Auswertung von Cyclin BI und FASN wurde die semiquantitative Auswertung in Anlehnung
an das System von Remmele und Stegner benutzt. Bei dieser wird ein immunreaktiver Score
(IRS) aus der Intensitdt der Farbung (IF) und dem Prozentsatz (PS) an positivem Zellen
errechnet. Um den IRS zu erhalten werden IF und PS multipliziert, was zu Werten von 0 bis
12 fiihrt. In der vorliegenden Arbeit wurde bei Werten iiber 1 von einer positiven
Proteinexpression gesprochen. Bei der Auswertung von FASN wurde der IRS in
abgewandelter Form angewandt und konnte zur verbesserten Ergebnisdarstellung eine

maximale Punktsumme von 9 erreichen.

Intensitit der Farbung (IF) Prozentsatz positiver Zellen (PS)
Cyclin B1 FASN
0  negatives Firbeergebnis 0 <5% 0 negativ
1  schwaches Farbeergebnis 1 6-20% 1 <30 %
2 maBiges Fiarbeergebnis 2 21-40% 2 31-70 %
3 starkes Farbeergebnis 3 41-70% 3 >T71 %
4 >71 %

Tabelle 4: Ermittlung des Immunreaktiven Scores (IRS) fiir Cyclin BI und FASN

2.4.9 Statistische Analyse

Die statistischen Datenanalysen wurden mit Hilfe der SPSS Software (Statistical Package for
the Social Sciences) Version 16.0 berechnet. Die deskriptiven Statistiken zeigen Mittelwert,
Standardabweichung (Std.) sowie das jeweilige Minimum (min.) und Maximum (max.).
Weiterhin sind die absoluten Zahlenwerte und die zugehorigen Prozentangaben aufgefiihrt.
Bei der Proteinexpression der molekularen Marker zeigten sich signifikante Abweichungen
von einer Normalverteilung nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test mit Signifikanzkorrektur
nach Lilliefors, so dass die weiteren statistischen Analysen mit nicht-parametrischen
Methoden erfolgten. Um die Proteinexpression der Marker in den drei Geweben und den drei
Gradingstufen darzustellen, wurde der Kruskal-Wallis-Test fiir unabhidngige Stichproben
verwendet. Bei signifikanten Unterschieden erfolgte im Anschluss ein Paarvergleich mittels
Mann-Whitney-U-Test. Die Korrelationsanalyse der Proteinexpression der Marker
untereinander erfolgte nach Spearman-Rho. Zur Unterscheidung der Proteinexpression in den
Gruppen Low-grade versus High-grade erfolgte eine ROC-Analyse. Die Priifung, ob anhand
einer Markerkombination die Einteilung in Low grade- und High-grade-Tumoren mdglich ist,
erfolgte mittels logistischer Regression. Alle Ergebnisse wurden als signifikant bezeichnet,

wenn der p-Wert kleiner oder gleich 0,05 war und diese sind im Ergebnisteil ,,fett* gedruckt.
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3 Ergebnisse

3.1.1 Alter bei Diagnosestellung

Das Alter aller Patientinnen dieser Studie schwankte zwischen 26 und 89 Jahren, wobei das
Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bei den Ovarialkarzinomen bei 62 Jahren,
bei den BOT bei 62,3 Jahren und bei den benignen Tumoren bei 63,9 Jahren lag. Als
Zeitpunkt der Erstdiagnose wurde hierbei der Tag der Operation mit histologischer
Befundung festgelegt.

3.1.2 Stadieneinteilung nach FIGO

Anhand des chirurgischen Stagings und der histopathologischen Daten konnte bei den
Ovarialkarzinom- und BOT-Patientinnen die Zuordnung des FIGO-Stadiums erfolgen. Bei
einer Karzinom-Patientin fehlt die genaue Angabe des FIGO-Stadiums. Zum genauen FIGO-

Stadium siehe Tabelle 5. Bei den benignen Tumoren wird generell keine FIGO Einteilung

vorgenommen.
FIGO-Stadium Karzinom BOT
I 22 (15,9%) 18 (90%)
II 9 (6,5%) 2 (10%)
111 85 (61,6%) 0 (0%)
v 22 (15,9%) 0 (0%)
Gesamt 138 (100%) 20 (100%)

Tabelle 5: Darstellung des FIGO-Stadiums im Kollektiv der BOT und Ovarialkarzinome

3.1.3 Grading

Die Einteilung der 139 Ovarialkarzinome erfolgte in 6 (4.3%) hoch hochdifferenzierte G1, 58
(41,7%) maBig differenzierte G2 und 75 (54%) undifferenzierte G3 Tumoren. Fiir die
benignen Tumore und BOT entfillt die Einteilung.

3.1.4 Histopathologische Einteilung

Aufgrund der Haufigkeitsverteilung unter den histologischen Tumortypen innerhalb der
Ovarialkarzinome wurde der Schwerpunkt dieser Arbeit auf den serdsen und endometrioiden
Subtyp gelegt und diese sind mit 104 (74,8%) und 32 (23,0%) im verwendeten Kollektiv
entsprechend iiberreprasentiert. Muzindse Karzinome machen nur 2 (1,4%) und
undifferenzierte nur 1 (0,7%) aus. Bei den BOT waren 14 (70%) serds und 5 (25%) muzinds
und bei einem (5%) lag keine genaue Angabe zum histologischen Typ vor. Die
Kontrollgruppe der 18 benignen Tumoren bestand aus 4 (22,2%) Follikel- und

Inklusionszysten sowie 14 (77,8%) Zystadenomen und Zystadenofibromen.
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3.1.5 Korpergrofie und Korpergewicht

Bei insgesamt 138 Patientinnen konnte aus Korpergrofle und -gewicht der Body-Mass-Index
(BMI) ermittelt werden. Dabei bedeutet ein BMI-Wert: <18,5 Untergewicht, 18,5-24,9
Normalgewicht, 25-29,9 Priaadipositas und >30 Adipositas.

Body-Mass-Index Karzinome BOT Benigne
Min. 14,4 17,3 21,1
Max. 38,7 36,8 34,2
Std. 3,8 6,6 4,6
Mittelwert 24,7 27,2 26,6

Tabelle 6: Darstellung des BMI bei Diagnose im Kollektiv der benignen Tumoren, BOT und Ovarialkarzinome

3.1.6 Ca-125 Wert

Bei 116 Ovarialkarzinompatientinnen konnte der préaoperative Ca-125 Wert bestimmt werden.
Dieser erlaubt einen Vergleich mit Werten nach erfolgter Chemotherapie als Indikator des
Therapieansprechens und zur Rezidivkontrolle. Bei 35 Patientinnen lagen dafiir Werte nach
erfolgter Chemotherapie vor. Bei den BOT erfolgte in 5 Féllen eine Chemotherapie, da zum
Teil eine Aneuploidie des Tumors mit Invasion vorlag, zum Teil ein fraglicher Ubergang in
ein Karzinom bestand. Bei den BOT lagen in 16 Fillen Werte vor Therapie und in 2 Féllen
Werte nach Therapie vor. Da bei den benignen Tumoren keine Chemotherapie erfolgte,
entféllt dort der Wert nach Therapie und es wurden nur die préoperativen Werte von 17
Patientinnen als Vergleich aufgefiihrt. Der hohe Mittelwert plus Standardabweichung kommt
dadurch zustande, dass eine Patientin starke Raucherin mit ausgeprigter Herzinsuffizienz und

Lebererkrankung war, was die Darstellung stark verzerrt.

Ca-125 Karzinom BOT Benigne

in KU/l préioperativ postchemo prioperativ nach Therapie prioperativ
Kleinster 11 1 13 4 4

GroBter 14775 1352 254 11 1608

Std. 2351,6 226,5 81,2 5,0 386,1
Mittelwert 13724 55,8 93,7 7,5 110,1

Tabelle 7: Darstellung des Ca-125 Wertes bei Diagnose sowie nach adjuvanter Chemotherapie im Kollektiv der benignen

Tumore, BOT und Ovarialkarzinome

3.1.7 Primiroperation und Lymphonodektomie (LNE)

Bei allen Patientinnen erfolgte eine Priméroperation zur Diagnosesicherung und Feststellung
der exakten Tumorausbreitung. Bei den 139 Ovarialkarzinompatientinnen wurde
standardméBig eine Hysterektomie, beidseitige Adnektomie und Omentektomie mit dem Ziel
der makroskopischen Tumorfreiheit durchgefiihrt. Anhand des Operationsberichtes und der

histologischen Befunde konnte nachvollzogen werden, dass 37 (26,6%) der Patientinnen eine

22



paraaortale LNE und 49 (35,3%) eine pelvine LNE erhielten. Bei den benignen Tumoren und
BOT erfolgten keine LNE.

3.1.8 Informationen zum Tumorrest

Aussagen zum genauen Tumorrest nach der Primdroperation konnten bei 120 der
Ovarialkarzinompatientinnen getroffen werden: 39 (32,5%) zeigten sich makroskopisch
tumorfrei, bei 81 (67,5%) Patientinnen lag ein Tumorrest vor. Dieser war in 30 (37%) der
Fille kleiner als 1 cm und in 51 (62,9%) groBer als 1 cm. Bei den benignen Tumoren und

BOT gelang in allen Féllen eine vollstdndige Entfernung.

3.1.9 Aszites und Peritonealkarzinose

Es lagen bei 126 der Ovarialkarzinompatientinnen Informationen zur Aszitesmenge wéhrend
der Priméroperation vor: 72 (57,1%) hatten 0-500 ml Aszites und 54 (42,9%) hatten mehr als
500 ml Aszitesvolumen. Alle Patientinnen mit BOT und aus der benignen Kontrollgruppe
waren aszitesfrei. Es lagen bei 138 Ovarialkarzinompatientinnen Aussagen zur
Peritonealkarzinose wihrend der Priméroperation vor: 95 (68,8%) zeigten einen positiven und
43 (31,2%) einen negativen Nachweis. Bei den benignen Tumoren und BOT trat keine

Peritonealkarzinose auf.

3.1.10 Ansprechen auf platinhaltige Chemotherapeutika

Nach erfolgter Priméaroperation lagen von 119 Ovarialkarzinompatientinnen aus der
Universititsfrauenklinik Daten zur adjuvanten first-line Chemotherapie vor. Davon wurden
100 (84%) Patientinnen mit mindestens 6 Zyklen behandelt. Es erhielten 99 (99%)
Patientinnen eine platinhaltige und 1 (1%) Patientin eine nichtplatinhaltige Chemotherapie.
Nach Abschluss der adjuvanten Chemotherapie zeigten 77 (77%) Patientinnen ein positives-
und 23 (23%) Patientinnen ein negatives Ansprechen auf eine platinhaltige Chemotherapie.
Auf Grund personlicher Ablehnung, hohen Alters oder schlechten Allgemeinzustandes
erhielten 14 (11,8%) Patientinnen keine Chemotherapie und 5 (4,2%) Patientinnen lediglich
Treosulfan per os. Die Daten von 20 Ovarialkarzinompatientinnen, welche auferhalb der
Universititsfrauenklinik behandelt wurden, konnten nicht ermittelt werden. In der Gruppe der
20 BOT erhielten 15 (75%) der Patientinnen keine adjuvante first-line Chemotherapie.
Obwohl es nicht zum Standardvorgehen gehort bekamen 5 (25%) Patientinnen eine
platinhaltige Chemotherapie auf Grund ihres jungen Alters und dem Verdacht auf invasive
Implantate. Diese 5 (100%) Patientinnen sprachen alle positiv auf die platinhaltige

Chemotherapie an. Bei den benignen Tumoren erfolgten keine Chemotherapien.
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3.2 Vergleich der Proteinexpression in den benignen Tumoren, BOT und

Ovarialkarzinomen sowie in den verschiedenen Gradingstufen

3.2.1 Proteinexpression von ,,Ubiquitin-conjugating Enzyme E2C* (UBE2C)
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Abb. 5: Boxplot zum Vergleich der Proteinexpression von UBE2C in den benignen Tumoren, BOT und Karzinomen sowie den

verschieden Gradingstufen G1, G2 und G3

Die mittlere Proteinexpression von UBE2C in den benignen Tumoren betrug 0,78 + 1% und
lag zwischen 0 und 3% bei einem Median von 0,5%. Die mittlere Proteinexpression in den
BOT betrug 4,53 + 4,27% und lag zwischen 0 und 15% bei einem Median von 3%. Die
mittlere Proteinexpression bei den Karzinomen betrug 19,54 + 13,8% und lag zwischen 0 und
90% bei einem Median von 18%. Betrachtet man die verschieden Gradingstufen, so betrug die
mittlere Proteinexpression bei G1 8,17 £ 9,70% mit Werten zwischen 1 und 27% bei einem
Median von 5,5%. Bei G2 betrug die mittlere Proteinexpression 18,59 + 15,12% mit Werten
zwischen 0 und 90% bei einem Median von 15,5%. Bei G3 betrug die mittlere
Proteinexpression 21,22 + 12,58% mit Werten zwischen 0 und 72% bei einem Median von
20%.

Die Expression von UBE2C in den benignen Tumoren unterscheidet sich somit signifikant
von allen anderen (p<0.001). Zwischen BOT und G1 lassen sich keine signifikanten
Expressionsunterschiede nachweisen (p=0.437), ebenfalls nicht zwischen G2 und G3

(p=0.070). Dahingegen unterscheidet sich die Expression von UBE2C in den BOT sowohl
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von G2 als auch von G3 (p<0.001) und die Expression von G1 unterscheidet sich sowohl von

G2 (p=0.035) als auch von G3 (p=0.010).

3.2.2 Proteinexpression von ,,Topoisomerase II-alpha” (TOP2A/S1)
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Abb. 6. Boxplot zum Vergleich der Proteinexpression von TOP2A/S1 in den benignen Tumoren, BOT und Karzinomen sowie

den verschieden Gradingstufen GI1, G2 und G3

Die mittlere Proteinexpression von TOP2A/S1 in den benignen Tumoren betrug 0,5 + 0,79%
und lag zwischen 0 und 2% bei einem Median von 0%. Die mittlere Proteinexpression in den
BOT betrug 18,1 + 22,86% und lag zwischen 0 und 81% bei einem Median von 10,5%. Die
mittlere Proteinexpression bei den Karzinomen betrug 25,07 + 20,21% und lag zwischen 0
und 93% bei einem Median von 20%. Betrachtet man die verschieden Gradingstufen, so
betrug die mittlere Proteinexpression bei G1 17,67 + 21,29% mit Werten zwischen 5 und 60%
bei einem Median von 10%. Bei G2 betrug die mittlere Proteinexpression 25,25 + 21,86% mit
Werten zwischen 1 und 93% bei einem Median von 21%. Bei G3 betrug die mittlere
Proteinexpression 25,54 + 18,94% mit Werten zwischen 0 und 93% bei einem Median von
21%.

Die Expression von TOP2A4/S1 in den benignen Tumoren unterscheidet sich somit signifikant
von allen anderen (p<0.001). Zwischen BOT und G1 lassen sich keine signifikanten
Expressionsunterschiede nachweisen (p=0.836), ebenfalls nicht zwischen G2 und G3
(p=0.544). Dahingegen unterscheidet sich die Expression von TOP24/S1 in den BOT sowohl
von G2 (p=0.047) als auch von G3 (p=0.010). Die Expression von TOP2A4/SI in den Gl

unterscheidet sich jedoch weder von G2 (p=0.234) noch von G3 (p=0.081).
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3.2.3 Proteinexpression von ,,Topoisomerase II-alpha” (TOP2A/S4)

o
60
| o
40
-3
| O T
* |
20— x
| A T J_ J_
] | | ] |
benige BOT OVCA G1 OVCA G2 OVCA G3

Tumor /] Grading

Abb. 7: Boxplot zum Vergleich der Proteinexpression von TOP2A/S4 in den benignen Tumoren, BOT und Karzinomen sowie

den verschieden Gradingstufen GI1, G2 und G3

Die mittlere Proteinexpression von TOP2A/54 in den benignen Tumoren betrug 0,28 + 0,58%
und lag zwischen 0 und 2% bei einem Median von 0%. Die mittlere Proteinexpression in den
BOT betrug 6,7 = 7,06% und lag zwischen 2 und 25% bei einem Median von 3,5%. Die
mittlere Proteinexpression bei den Karzinomen betrug 18,88 + 11,23% und lag zwischen 0
und 65% bei einem Median von 17%. Betrachtet man die verschieden Gradingstufen, so
betrug die mittlere Proteinexpression bei G1 9,5 + 11,17% mit Werten zwischen 0 und 31%
bei einem Median von 6%. Bei G2 betrug die mittlere Proteinexpression 18,28 + 9,95% mit
Werten zwischen 0 und 39% bei einem Median von 16%. Bei G3 betrug die mittlere
Proteinexpression 20,11 = 11,91% mit Werten zwischen 0 und 65% bei einem Median von
19%.

Die Expression von 7TOP2A4/54 in den benignen Tumoren unterscheidet sich somit signifikant
von allen anderen (p<0.003). Zwischen BOT und Gl lassen sich keine signifikanten
Expressionsunterschiede nachweisen (p=0.494), ebenfalls nicht zwischen G2 und G3
(p=0.650). Dahingegen unterscheidet sich die Expression von TOP2A4/54 in den BOT sowohl
von G2 als auch von G3 (p<0.001) und die Expression von G1 unterscheidet sich sowohl von

G2 (p=0.033) als auch von G3 (p=0.017).
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3.2.4 Proteinexpression von ,,Fatty Acid Synthase* (FASN)
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Abb. 8: Boxplot zum Vergleich der Proteinexpression von FASN in den benignen Tumoren, BOT und Karzinomen sowie den

verschieden Gradingstufen G1, G2 und G3

Die mittlere Proteinexpression von FASN in den benignen Tumoren betrug 2,24 + 1,72 und
lag zwischen 0 und 6 bei einem Median von 2. Die mittlere Proteinexpression in den BOT
betrug 2,75 + 1,97 und lag zwischen 0 und 9 bei einem Median von 3. Die mittlere
Proteinexpression bei den Karzinomen betrug 5,37 + 1,90 und lag zwischen 1 und 9 bei einem
Median von 6. Betrachtet man die verschieden Gradingstufen, so betrug die mittlere
Proteinexpression bei G1 4,17 + 2,86 mit Werten zwischen 2 und 9 bei einem Median von 3.
Bei G2 betrug die mittlere Proteinexpression 5,57 + 1,98 mit Werten zwischen 3 und 9 bei
einem Median von 6. Bei G3 betrug die mittlere Proteinexpression 5,31 + 1,74 mit Werten
zwischen 1 und 9 bei einem Median von 6.

Die Expression von FASN in den benignen Tumoren unterscheidet sich signifikant von G2
und G3 (p<0.001), jedoch nicht von BOT (p=0.517) und G1 (p=0.177). Zwischen BOT und
Gl lassen sich keine signifikanten Expressionsunterschiede nachweisen (p=0.421), ebenfalls
nicht zwischen G2 und G3 (p=0.627). Dahingegen unterscheidet sich die Expression von
FASN in den BOT sowohl von G2 als auch von G3 (p<0.001). Die Expression von FASN in
den G1 unterscheidet sich jedoch weder von G2 (p=0.111) noch von G3 (p=0.110).
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3.2.5 Proteinexpression von ,,Cyclin B1¢ (Cyclin B1)
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Abb. 9: Boxplot zum Vergleich der Proteinexpression von Cyclin Bl in den benignen Tumoren, BOT und Karzinomen sowie

den verschieden Gradingstufen GI1, G2 und G3

Die mittlere Proteinexpression von Cyclin Bl in den benignen Tumoren betrug 0 + 0 bei
einem Median von 0. Die mittlere Proteinexpression in den BOT betrug 4,85 + 2,66 und lag
zwischen 1 und 8 bei einem Median von 5. Die mittlere Proteinexpression bei den
Karzinomen betrug 7,5 + 2,6 und lag zwischen 1 und 12 bei einem Median von 8. Betrachtet
man die verschieden Gradingstufen, so betrug die mittlere Proteinexpression bei G1 5,67 +
1,97 mit Werten zwischen 4 und 8 bei einem Median von 5. Bei G2 betrug die mittlere
Proteinexpression 7,56 £ 2,51 mit Werten zwischen 2 und 12 bei einem Median von 8. Bei G3
betrug die mittlere Proteinexpression 7,59 + 2,69 mit Werten zwischen 1 und 12 bei einem
Median von 8.

Die Expression von Cyclin Bl in den benignen Tumoren unterscheidet sich somit signifikant
von allen anderen (p<0.001). Zwischen BOT und Gl lassen sich keine signifikanten
Expressionsunterschiede nachweisen (p=0.494), ebenfalls nicht zwischen G2 und G3
(p=0.851). Dahingegen unterscheidet sich die Expression von Cyclin Bl in den BOT sowohl
von G2 als auch von G3 (p<0.001). Die Expression von Cyclin Bl in den G1 unterscheidet
sich jedoch weder von G2 (p=0.730) noch von G3 (p=0.710).
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3.2.6 Proteinexpression von ,,Cyclin-dependent Kinase 1“ (CDC?2)
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Abb. 10: Boxplot zum Vergleich der Proteinexpression von CDC2 in den benignen Tumoren, BOT und Karzinomen sowie den

verschieden Gradingstufen G1, G2 und G3

Die mittlere Proteinexpression von CDC?2 in den benignen Tumoren betrug 2 + 2,28% und lag
zwischen 0 und 8% bei einem Median von 1,5%. Die mittlere Proteinexpression in den BOT
betrug 11,79 + 8,03% und lag zwischen 1 und 30% bei einem Median von 8%. Die mittlere
Proteinexpression bei den Karzinomen betrug 23,50 + 12,11% und lag zwischen 2 und 60%
bei einem Median von 23%. Betrachtet man die verschieden Gradingstufen, so betrug die
mittlere Proteinexpression bei G1 19,2 + 17,94% mit Werten zwischen 7 und 50% bei einem
Median von 10%. Bei G2 betrug die mittlere Proteinexpression 22,52 + 11,89% mit Werten
zwischen 3 und 60% bei einem Median von 22,5%. Bei G3 betrug die mittlere
Proteinexpression 24,54 + 11,92% mit Werten zwischen 2 und 59% bei einem Median von
23%.

Die Expression von CDC2 in den benignen Tumoren unterscheidet sich somit signifikant von
allen anderen (p<0.001). Zwischen BOT und G1 Ilassen sich keine signifikanten
Expressionsunterschiede nachweisen (p=0.297), ebenfalls nicht zwischen G2 und G3
(p=0.430). Dahingegen unterscheidet sich die Expression von CDC2 in den BOT sowohl von
G2 (p<0.001) als auch von G3 (p<0.001). Die Expression von CDC?2 in den G1 unterscheidet
sich jedoch weder von G2 (p=0.322) noch von G3 (p=0.143).
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3.2.7 Proteinexpression von ,,Antigen Ki-67* (Ki-67)
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Abb. 11: Boxplot zum Vergleich der Proteinexpression von Ki-67 in den benignen Tumoren, BOT und Karzinomen sowie den

verschieden Gradingstufen G1, G2 und G3

Die mittlere Proteinexpression von Ki-67 in den benignen Tumoren betrug 4,11 + 3,68% und
lag zwischen 1 und 12% bei einem Median von 3%. Die mittlere Proteinexpression in den
BOT betrug 16,2 + 15,4% und lag zwischen 1 und 54% bei einem Median von 12%. Die
mittlere Proteinexpression bei den Karzinomen betrug 32,06 + 16,2% und lag zwischen 1 und
88% bei einem Median von 30%. Betrachtet man die verschieden Gradingstufen, so betrug die
mittlere Proteinexpression bei G1 18,17 + 15,3% mit Werten zwischen 8 und 48% bei einem
Median von 11%. Bei G2 betrug die mittlere Proteinexpression 30,98 £+ 15,05% mit Werten
zwischen 7 und 78% bei einem Median von 28%. Bei G3 betrug die mittlere
Proteinexpression 33,99 + 16,68% mit Werten zwischen 1 und 88% bei einem Median von
32%.

Die Expression von Ki-67 in den benignen Tumoren unterscheidet sich somit signifikant von
allen anderen (p<0.001). Zwischen BOT und Gl Ilassen sich keine signifikanten
Expressionsunterschiede nachweisen (p=0.744), ebenfalls nicht zwischen G2 und G3
(p=0.303). Dahingegen unterscheidet sich die Expression von Ki-67 in den BOT sowohl von
G2 als auch von G3 (p<0.001) und die Expression von G1 unterscheidet sich sowohl von G2
(p=0.034) als auch von G3 (p=0.020).
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3.3 Beispiele fiir die immunhistochemischen Firbungen

Benigne

Abb. 12: Beispiele aus der immunhistochemischen Féirbung fiir alle Marker auf3er TOP24 (S4)

TOP2A (S1)

FASN

Cyclin B1

UBE2C

3.4 Korrelation der Proteinexpression der Marker untereinander

Marker: S4

S4 1,000

S1 0,794** | 1,000

Ki-67 0,769*%* | 0,603** 1,000

CDC2 0,721%* | 0,654** 0,708%** 1,000

Cyclin Bl 0,451*%* | 0,369** 0,400%** 0,368%** 1,000

FASN 0,487** | 0,314** 0,482%* 0,383%* | (0,492%* 1,000
UBE2C 0,837** | 0,665** 0,779%* 0,726%* | 0,532** 0,587%**

Tabelle 8: Darstellung der Korrelation der Proteinexpression der Marker untereinander. ** Die Korrelation ist dabei fiir die

Werte auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig)

Die Korrelation der Proteinexpression der Marker untereinander ergab fiir alle untersuchten

Marker einen miBig bis stark positiven Zusammenhang nach der ,,Spearman-Rho-

Korrelation®. Insgesamt zeigten die Marker UBE2C, TOP2A4/S1, TOP2A/S4, Ki-67 und CDC?2
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eine deutlich starkere Korrelation der Proteinexpression untereinander, wohingegen Cyclin /31
und FASN nur méBig mit den anderen Markern korrelierten. Besonders fiir die speziellen
Paare UBE2C/S4 (0,837), Top2A(S1) /TOP2A(S4) (0,794), UBE2C/Ki-67 (0,779) und Ki-

67/54 (0,769) zeigte sich ein starker Zusammenhang in der Proteinexpression.

3.5 Unterscheidung der Proteinexpression in den Gruppen Low-grade

(BOT/G1) versus High-grade (G2/G3)

Marker: Errechnete Fliache | Maximaler Youden | Sensitivitit: 1-Spezifitit:
unter der Kurve: -Index:
UBE2C 0,887 0,708 0,839 0,130
S4 0,835 0,634 0,895 0,261
FASN 0,814 0,597 0,815 0,217
Ki-67 0,794 0,546 0,806 0,261
CcDC2 0,781 0,452 0,887 0,435
Cceylin i1 0,753 0,325 0,847 0,522
S1 0,666 0,330 0,677 0,348

Tabelle 9: Darstellung der errechneten Fliche unter der Kurve und des maximalen Youden-Index (grofste Sensitivitit und

grofste Spezifitdt) fiir alle untersuchten Marker in den Gruppen Low-grade (BOT/G1) und High-grade (G2/G3)
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Abb. 13: Darstellung der Fihigkeit aller untersuchten Marker, die Gruppen Low-grade (BOT/G1) und High-grade (G2/G3)

anhand der Proteinexpression voneinander zu trennen

Je groBer die Fliche unter der Kurve, desto besser ist der jeweilige Marker geeignet, anhand
der Proteinexpression, die beiden Gruppen Low-grade (BOT/G1) und High-grade (G2/G3)
voneinander zu trennen. Dabei gibt der maximale Youden-Index die groflte Sensitivitdt mit

gleichzeitig grofiter Spezifitit an. Es ergibt sich eine Reihenfolge in absteigender
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Trennschérfe: UBE2C - TOP2A/S4 - FASN - Ki-67 - CDC2 - Cyclin Bl - TOP2A/S1. Wobei
S7 und S4 ja beide TOP2A abbilden: doch auch hier ist S4 dem Marker S/ iiberlegen.

3.6 Korrelation von UBE2C/Ki-67 und UBE2C/TOP2A(S4)

Es wird hier gepriift, inwieweit sich die Einteilung in Low-grade (BOT/G1) versus High-
grade (G2/G3) in den BOT und Ovarialkarzinomen anhand der drei Marker UBE2C,
TOP2A/584 und Ki-67 bzw. einer Kombination aus diesen vorhersagen ldsst. Es wurden nur
die drei oben genannten benutzt, da die anderen in dieser Arbeit untersuchten Proteinmarker
zum Teil nicht gut geeignet waren G1 von G2/G3 zu trennen: Somit fielen CDC2, Cyclin Bl
und FASN aus der Berechnung heraus, da Sie keine sichere Trennung von G1 und G2/G3
zeigen konnten. Bei FASN war zusétzlich keine sichere Trennung von benignen Tumoren und
BOT/G1mdéglich. In Bezug auf TOP2A (S1/S4) fiel S1 raus, da S4 in den weiteren Analysen
iiberlegen war. Nur UBE2C bleibt im logistischen Regressionsmodell als Vorhersagevariable
erhalten. Die anderen beiden Marker -TOP2A4/S4 und Ki-67- liefern keine zusétzlichen
Informationen und entfallen somit aus dem Regressionsmodell. Die starke Abhéngigkeit
zwischen den drei Markern UBE2C, Ki-67 und TOP2A4/S4 war schon aus der

Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho ersichtlich.
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Abb. 14: Korrelation von UBE2C/Ki-67 und UBE2C/S4 in den BOT und Ovarialkarzinomen mittels logistischer Regression.
Die Korrelation ist dabei fiir die Werte auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig)
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4 Diskussion

4.1 Validierung der Kollektivdaten

Translationale Untersuchungen des Ovarialkarzinoms unterscheiden meist nicht zwischen
einzelnen Subgruppen des Ovarialkarzinoms. Dies macht Aussagen zur Diagnostik, zum
Verhalten und zu moglichen, auf bestimmte Tumortypen abgestimmte, Therapien schwierig.
In dieser Dissertation sollte eine immunhistochemische Bestéitigung erfolgen, ob die auf
Transkriptionsebene hochregulierten Gene bzw. Genprodukte Cyclin Bl, CDC2, Ki-67,
TOP2A, UBE2C sowie FASN auch auf Proteinebene exprimiert werden, und ob sich speziell
FASN, CDC2 wund TOP2A4 als therapeutische Targets beim High-grade serdsen
Ovarialkarzinom eignen. Um valide Aussagen titigen zu konnen ist es notwendig, dass die
hier durchgefiihrten Expressionsanalysen auch auf groBere Kollektive {ibertragbar sind.
Insbesondere auf Alter, FIGO-Stadium, Histologie und Grading wurde Wert gelegt: Das
mittlere Alter der Ovarialkarzinompatientinnen betrug entsprechend der Literatur 62 Jahre [1,
3, 4]. Die BOT wiesen ebenfalls ein mittleres Erkrankungsalter von 62 Jahren auf. Dies liegt
iiber dem sonst beschriebenen Durchschnitt von 38-52 Jahren [4-6, 8, 151]. Eine Erklarung
konnte die Rekrutierung an einer Universititsklinik sein, welche als nicht repréisentativ fiir die
Gesamtbevolkerung angesehen werden kann. Bei den Ovarialkarzinomen lagen entsprechend
der Literatur 16% in FIGO 1, 6,6% in FIGO 11, 61,7% in FIGO III und 15,9% in FIGO IV vor
[10, 59, 76, 151-154]. Die BOT waren zu 90% in FIGO I und zu 10% in FIGO II
diagnostiziert worden. Andere Studien beschreiben bei 85-97% der Patientinnen mit BOT das
FIGO-Stadium I-IT [8, 9, 11, 48, 155]. Die Ovarialkarzinome lieBen sich entsprechend der
Literatur zu 4.3% in G1, 41,7% in G2 und 54% in G3 einteilen [59, 76, 152, 153]. Anhand der
neuen Einteilung zeigen sich so 16% Low-grade Typ-I-Tumoren und 84% High-grade Typ-
[I-Tumoren [154]. Die Ovarialkarzinome waren zu 75% als serds und 23% als endometrioid
klassifiziert [13, 39, 59, 76, 154]. Bei den BOT waren 70% als seros und 30% als muzinds
oder nicht sicher klassifiziert. Der am hédufigsten beschriebene BOT-Typ ist der serdse (47-
90%) und der endometrioide (2-7%) [4, 7, 9, 11, 48]. Somit sind die in dieser Arbeit
erhobenen Daten valide und gut iibertragbar und es konnte bestitigt werden, dass die bereits
auf RNA-Ebene gezeigte Uberexpression der Kandidatengene eine Entsprechung auf
Proteinebene hat. Die einzelnen Kandidatengene eignen sich gut zur Unterscheidung von
Low- und High-grade-Ovarialkarzinomen und konnten neben dem bereits etablierten p53 zur

Charakterisierung und Unterscheidung der zwei Tumoprtypen beitragen [72, 156]. Dazu
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konnen UBE2C, TOP2A, FASN, CyclinB1 und CDC?2 als mogliche therapeutische Targets fiir

das Ovarialkarzinom genutzt werden.

4.1.1 Ubiquitin-conjugating Enzyme E2C

Die hohe Proteinexpression von UBE2C in Low- und High-grade-Tumoren des Ovars wurde
erwartet und steht im Einklang mit der Literatur, zumal es bereits in unterschiedlichen
Karzinomgeweben nachgewiesen wurde [84, 87, 92]. Es wurde dort eine Assoziation von
Uberexpression und niedrigem Differenzierungsgrad nachgewiesen [91, 157, 158]. Fiir das
Ovarialkarzinom konnte diese Abhéngigkeit ebenfalls gezeigt werden [89, 159, 160]. Die
Beteiligung von UBE2C an der Malignomentstehung wurde bereits ausfiihrlich beschrieben,
doch ist der Pathomechanismus bisher unklar [86, 88, 160]. Im Normalfall ist UBE2C an der
Zellteilung am Ubergang von der Meta- zur Anaphase und der zeitgerechten Trennung der
Schwesterchromatiden beteiligt [87, 88]. Es wird dabei der Eintritt in die Anaphase und die
korrekte Chromatidentrennung mit p3//UBE2C als Promotor kontrolliert [161]. Am aktiven
Zentrum verdndertes UBE2C kann den Abbau von Cyclin B verhindern und Zellen in der
Metaphase halten [162]. Erfolgt eine Hochregulation von UBE2C, so fordert dies die Bildung
von aneuploiden Zellen. Daher zeigten Mause, in denen UBE2C iiberexprimiert war, ein
breites Spektrum an spontanen Tumoren. UBE2C wird daraufhin als Protoonkogen, welches
zu Chromosomeninstabilitdit und zur Tumorentstehung fiihrt, angesehen [86]. Diese These
scheint bestitigt zu werden, da eine Uberexpression von UBE2C in Mammakarzinomzellen zu
einer beschleunigten Zellprogression fiithrt und in Kolonkarzinomzellen ein verstirktes
Wachstum bewirkt [91, 157]. Eine hohe UBE2C-Genexpression scheint auBerdem zu einer
verminderten Stabilitdt und einem Abbau von Cyclin B zu fiihren [86]. Neben UBE2C sind
jedoch weitere Gene und Proteine an der Zellprogression beteiligt. Interessanterweise kann
daher die gleichzeitig erhdhte Proteinexpression von UBE2C und Ki-67 im Mamma- und
Kolonkarzinom sowie Astrozytom beobachtet werden. Fiir letztere wird sogar ein
Einteilungssystem mit Hilfe der UBE2C-Proteinexpression und dem Ki-67 Proliferationsindex
vorgeschlagen [92, 163, 164]. Die vorliegende Arbeit konnte ebenfalls die gemeinsam erhohte
Proteinexpression von UBE2C und Ki-67 im Ovarialkarzinom und den BOT zeigen.
Zusitzlich konnte die bereits zuvor beobachtete gemeinsam erhohte Genexpression von
TOP24, Cyclin Bl und UBE2C auf Proteinebene bestétigt werden [165-167]. In Zukunft
konnte UBE2C Angriffspunkt von Medikamenten werden oder es konnten Inhibitoren zur
Therapie des High-grade-Ovarialkarzinoms genutzt werden: In Studien zum

Mammakarzinom konnte durch den Ostrogenrezeptorantagonisten Tamoxifen bereits
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erfolgreich die UBE2C-Level gesenkt und die Proliferation der Krebszellen gehemmt werden.
Gleichzeitig konnte das Ansprechen auf Chemotherapie und Radiatio bei Gabe von
Doxorubicin, Tamoxifen oder Letrozol verbessert werden [88, 168]. Die Erhohung der
Therapiesensitivitdt bei Inhibierung von UBE2C konnte auch beim Zervixkarzinom bestétigt
werden [169]. Im Kolonkarzinom konnte durch Bortezomib die UBE2C-Expression
vermindert und die Cycline A/BI stabilisiert werden. Zusétzlich zeigt sich eine verbesserte
Tumorreduktion bei gemeinsamer Gabe von Bortezomib und Oxaliplatin [164]. Auch gelang
durch Verminderung der UBE2C-Expression eine Verlangsamung des Tumorwachstums und
in Kombination mit dem DR5/TRAIL-Rezeptor Agonisten zeigte sich ein apoptotischer Effekt
auf Karzinomzellen [160]. Der Effekt des verlangsamten Tumorwachstums bei Behinderung
der UBE2C-Proteinsynthese ist aktuell Gegenstand von weiteren Studien [89].

In dieser Arbeit konnte UBE2C als wichtigster Marker zur Trennung von Low- und High-
grade bei malignen Neoplasien des Ovars ermittelt werden und zeigen, dass es beim High-
grade-Karzinom als mogliches therapeutisches Target genutzt werden kann. Die Trennung
kann dabei mittels UBE2C als solitdrer Marker erfolgen, da die anderen -in dieser Arbeit
untersuchten Marker- neben UBE2C im Regressionsmodell ohne Nutzen waren und keine
zusitzlichen Informationen lieferten. Aufwindige und teure Kombinationsbestimmungen

konnten somit entfallen.

4.1.2 Topoisomerase II-alpha

Die Proteinexpression von TOP24 in den Low- und High-grade-Tumoren des Ovars wurde
erwartet und steht im Einklang mit der Literatur, wo 7OP2A4 in Karzinomgeweben
nachgewiesen wurde [84, 95, 170]. Fir das Mamma- und Endometriumkarzinom wurde
bereits eine Abhéngigkeit von steigender Expression und schlecht differenziertem Grading
nachgewiesen [93, 171, 172]. Fiir das Ovarialkarzinom konnte diese Abhdngigkeit ebenfalls
auf gezeigt werden [29, 98, 99]. Die Beteiligung an der Malignomentstehung wurde bereits
ausfiihrlich beschrieben, wenn auch der Pathomechanismus noch nicht gekldrt ist: Unter
physiologischen Bedingungen kommt TOP24 vor allem eine Kontroll- und Reparaturfunktion
im Zellzyklus zu [94, 173]. Erfolgt jedoch die Hochregulierung, scheint dies entweder zum
programmierten Zelltod zu fithren oder aber zur Ausbildung von aggressivem Zellwachstum,
Metastasierungstendenz und Medikamentenresistenz [100, 174, 175]. Neben TOP2A sind
jedoch weitere Gene und Proteine an der Zellprogression beteiligt und die gemeinsam erhohte
Expression konnte bereits in anderen Karzinomen gezeigt werden: mit dem

Proliferationsmarker Ki-67 im Glioblastom, Mantelzelllymphom, Prostata-, Mamma- und
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Ovarialkarzinom [96, 97, 99, 170, 171]. In malignen Tumoren konnte eine gemeinsam
erhohte Genexpression von TOP2A4 mit FASN, Cyclin Bl, CDC2 und UBE2C gezeigt werden
[165, 166, 175-177]. Die vorliegende Arbeit konnte die gemeinsam erhdhte Proteinexpression
von TOP2A4, Ki-67, FASN, Cyclin Bl, CDC2 und UBE2C im Ovarialkarzinom und BOT
bestitigen. In Zukunft konnte TOP2A4 als Target einer individualisierten Therapie genutzt
werden: Der aktuelle Therapiestandard -eine platinhaltige Chemotherapie- scheint 7TOP2A4
nicht anzugreifen, so dass bei nachgewiesener hoher Expression mittels 7OP2A-Inhibitoren
wie z. B. Doxorubicin, Etoposid und Mitoxantrone ein besseres Ansprechen erreicht werden
konnte [99]. Andere Studien weisen TOP2A4 dagegen weniger die Ausbildung einer Resistenz
auf Chemotherapeutika, sondern eher eine generelle Tumoraggressivitit zu. Somit konnte
anhand der Expression zwischen hoch- und niedrigaggressivem Tumorverhalten selektiert und
die angepasste Therapie gewihlt werden [100]. Die Funktion von TOP2A4 scheint dabei durch
das Tumorsuppressorgen p53 und Her-2/neu beeinflusst zu werden [173, 178, 179]. So konnte
eine gemeinsame Her-2/neu und TOP2A-Genamplifikation in Mammakarzinomzellen ein
Ansprechen auf anthrazyklinhaltige Chemotherapien voraussagen und die 7OP2A4- sowie
FASN-Proteinexpression sank bei Therapie mit dem anti-Her-2/neu-Antikdrper Trastuzumab
[176, 178]. Neuere Studien schlagen die Behandlung mit Phloridzin vor, welche die TOP2A4-
Aktivitdt behindert und zum Zellzyklusarrest fiihrt [ 180].

In dieser Arbeit konnte TOP24 als wichtiger Marker zur Trennung von Low- und High-grade
bei malignen Neoplasien des Ovars ermittelt werden und zeigen, dass es beim High-grade-
Ovarialkarzinom als mogliches therapeutisches Target genutzt werden kann. Die Trennung
konnte zwar mittels TOP2A4 als solitirer Marker erfolgen, doch zeigte sich UBE2C bei
hoherer Trennschérfe besser geeignet. Sowohl S/ als auch §4 sind dabei bewéhrte Marker fiir
TOP2A-Proteinexpressionsanalysen [97, 100, 172, 181]. In dieser Studie konnte jedoch,
nachdem die Farbungen mit S/ nicht optimal erschienen, mittels S4 ein besseres
Féarbeergebnis und eine hohere Trennschirfe erzielt werden. Dies verwundert, da S/ bereits
erfolgreich als Marker eingesetzt wurde [100, 181]. Die in dieser Arbeit ermittelten
Unterschiede zwischen S/ und S4 lassen sich eventuell auf ein nicht ganz optimales
immunhistochemisches Farbeprotokoll fiir S/ und die geringe Fallzahl zuriickfiihren.
Diesbeziiglich sollte die Expression von S/ ggf. an einem groBeren Kollektiv und mit

verbessertem Farbeprotokoll {iberpriift werden.
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4.1.3 Fatty Acid Synthase

Die Proteinexpression von FASN in den Low- und High-grade-Tumoren des Ovars wurde
erwartet und steht im Einklang mit der Literatur, wo FASN in Karzinomgeweben
nachgewiesen wurde [84, 105-108]. Fiir andere Karzinome wurde bereits eine Abhéngigkeit
von steigender Expression und schlecht differenziertem Grading nachgewiesen [107-109]. Fiir
das Ovarialkarzinom konnte diese Abhéngigkeit ebenfalls gezeigt werden [29, 104, 111, 182].
Die Beteiligung an der Malignomentstehung wurde bereits ausfiihrlich beschrieben, doch
bleibt unklar, inwieweit FASN dies genau verursacht: Unter physiologischen Bedingungen ist
FASN nur in hormonsensitiven und in am Lipidstoffwechsel teilnehmenden Zellen exprimiert
und fiir die Fettsduresynthese und die Produktion von Zell- und Membranstrukturen zustindig
[102, 103]. Erfolgt jedoch die Hochregulierung, so scheint FASN als Proto-Onkogen eine
Rolle bei der Tumorgenese und beim Uberleben von malignen Zellen durch Wechselwirkung
mit anderen Proteinkinasen (PI3K/AKT) und dem Hormonrezeptor Her-2/neu zu spielen
[102]. An welchem Zeitpunkt der Tumorprogression FASN beteiligt ist, ist noch unklar: Es
gibt Studien, die eine frithe Expression vermuten lassen [109, 182, 183] und Studien, in denen
FASN eine spite Rolle zugeordnet wird [107]. So scheint die FASN-Genexpression sowohl
auf Transkriptionsebene als auch post-transkriptionell kontrolliert zu werden. Die verminderte
Expression scheint im Zellzyklus einen Stopp am G1/S Checkpoint zu bewirken [102]. Dazu
passt, dass ein FASN-Inhibitor die Apoptose in menschlichen Krebszellen Cyclin BI-abhingig
in der S-Phase einleitet [114]. Neben FASN sind jedoch weitere Gene und Proteine an der
Zellprogression Dbeteiligt. Interessanterweise kann daher die gleichzeitig erhohte
Proteinexpression von FASN und dem Proliferationsmarker Ki-67 im Kolonkarzinom und
Osteosarkom beobachtet werden [107, 184]. Im Mammakarzinom scheint es eine Interaktion
zwischen FASN und TOP2A-Genexpression zu geben [176]. Die vorliegende Arbeit konnte
die gemeinsam erhohte Proteinexpression von FASN, Ki-67 und TOP2A4 im Ovarialkarzinom
und in BOT zeigen. In Zukunft konnten FASN-Inhibitoren zur Therapie des High-grade-
Ovarialkarzinoms genutzt werden, da vermutet wird, dass eine Uberexpression die Resistenz
auf Chemotherapeutika fordert [102]. So konnte die Blockade von FASN die Zytotoxitit von
Taxol, Paclitaxel und Flouracil auf Krebszellen verstirken [102, 110]. Weitere FASN-
Inhibitoren sind aktuell Gegenstand der Forschung [113-115, 185]. Fiir Cerulenin und C93
konnte bereits eine Wirkung beim Ovarialkarzinom nachgewiesen werden: Cerulenin bewirkt
die Apoptose der Krebszellen und C93 konnte, auch noch in platin- und paclitaxelresistenten

Zellen, den programmierten Zelltod auslésen [116, 186, 187].
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In dieser Arbeit konnte FASN als Marker zur Trennung von Low- und High-grade bei
malignen Neoplasien des Ovars ermittelt werden und zeigen, dass es beim High-grade-
Ovarialkarzinom als mogliches therapeutisches Target genutzt werden kann. Die Trennung
konnte zwar mittels FASN als solitdrer Marker erfolgen, doch zeigten sich UBE2C und
TOP2A4/54 besser geeignet, da mittels FASN nicht klar zwischen ,,benigne und BOT/G1* als
auch zwischen ,,G1 und G2/G3* getrennt werden konnte. In den vorausgegangenen CHIP-
Analysen war FASN hingegen in den High-grade-Karzinomen klar iiberexprimiert [29]. Dies
mag eventuell an der niedrigen Fallzahl in der Gruppe G1 liegen und sollte an einem gréBeren

Kollektiv tiberpriift werden.

4.1.4 Cyclin B1

Die Proteinexpression von Cyclin Bl in den Low- und High-grade-Tumoren des Ovars wurde
erwartet und steht im Einklang mit der Literatur, wo Cyclin Bl bereits in Karzinomgeweben
nachgewiesen wurde [84, 123-125]. Fiir das Mamma- und Mundbodenkarzinom wurde schon
eine Abhéngigkeit von steigender Expression und schlecht differenziertem Grading
nachgewiesen [188, 189]. Fiir das Ovarialkarzinom konnte diese Abhdngigkeit ebenfalls
gezeigt werden [29, 159]. Die Beteiligung an der Malignomentstehung wurde bereits
ausfiihrlich beschrieben, doch bleibt unklar, inwieweit Cyclin Bl dies genau verursacht: Unter
physiologischen Bedingungen dient es als Regulatorprotein im Zellzyklus. Dabei ist es streng
reguliert und fiihrt bei wunkontrollierter Expression zu abnormer Aktivierung der
cyclinabhidngigen Kinasen [84, 123, 124]. Es kann dann zu Cyclin B1/CDC2-Interaktion mit
dem Tumorsuppressorgen p53 und einer unkontrollierten Fortsetzung des Zellzyklus kommen
[121, 125, 128]. Neben Cyclin Bl sind jedoch weitere Gene und Proteine an der
Zellprogression beteiligt. Interessanterweise kann daher die gleichzeitig erhdhte Expression
von Cyclin Bl mit Ki-67 im Bronchial-, Oral- und Mammakarzinom sowie im non-Hodgkin
Lymphom [124, 125, 188, 189], mit TOP2A/UBE2C im Zervix- und Mammakarzinom [165,
166], mit CDC2 im non-Hodgkin Lymphom und Mammakarzinom gezeigt werden [121,
125]. Die vorliegende Arbeit konnte die gemeinsam erhohte Proteinexpression von Cyclin Bl,
Ki-67, TOP2A4, UBE2C und CDC2 im Ovarialkarzinom und den BOT bestétigen. In Zukunft
konnte Cyclin Bl Angriffspunkt von Medikamenten werden oder es konnten Inhibitoren zur
Therapie des High-grade-Ovarialkarzinoms genutzt werden: So inhibiert das Gadd45-Protein
die Aktivitit des CDC2/Cyclin BIl-Komplexes und bewirkt einen G2/M-Arrest. Eine
verminderte Genexpression von Gadd45 wurde in verschieden Karzinomen und bei

Resistenzen auf Chemotherapeutika gefunden [190]. Diese Chemoresistenz konnte bereits mit
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einer induzierten Gadd45-Expression in Pankreaskarzinomzellen iiberwunden werden [191].
Ebenfalls konnten durch den Chemokin-Antagonisten CXCR2 die Cyclin BI1/CDC2-Level in
Ovarkarzinomzellen gesenkt werden, worauf ein Zellzyklusarrest erfolgte [192]. In
Bronchialkarzinomzellen konnte eine dhnliche Wirkung -mit nachfolgendem Zellzyklusarrest-
durch die Behandlung mit dem Alkaloid Evodiamine gezeigt werden [193]. Zusitzlich wurde
iiber Cyclin Bl als mogliches Tumor-assoziiertes-Antigen mit der Moglichkeit der
Immuntherapie berichtet [194, 195]. Dariiber hinaus scheint eine vermehrte Cyclin B1/CDC2-
Expression fiir Medikamentenresistenzen verantwortlich zu sein [196]. Fiir platinresistente
Ovarialkarzinomzellen zeigte die Therapie mit Chaetoglobosin einen Cyclin BlI-vermittelten
Zellzyklusarrest [197]. Die bereits erwdhnten FASN-Inhibitoren konnten eventuell ebenfalls
eine Wirkung auf Cyclin Bl zeigen: So fiihrt eine FASN-Reduktion zu einer Cyclin Bl
vermittelten Reduktion der cyclinabhéngigen Kinaseaktivitit und dann zum Zellzyklusstopp
am G1/G2-Checkpoint [102].

In dieser Arbeit konnte Cyclin Bl als Marker zur Trennung von Low- und High-grade bei
malignen Neoplasien des Ovars ermittelt werden und zeigen, dass es beim High-grade-
Ovarialkarzinom als mdogliches therapeutisches Target genutzt werden kann. Es finden sich
bereits Studien zur Proteinexpression mit Einbeziechung von BOT [198, 199]: Diese zeigen ein
vergleichbares Expressionsprofil fiir Cyclin BI wie die Ergebnisse dieser Arbeit, doch erfolgte
keine Betrachtung, ob sich BOT/G1 von G2/G3 unterscheiden. Diese Arbeit konnte nun
zeigen, dass sich BOT/G1 von G2/G3 gut mithilfe von Cyclin Bl abgrenzen lassen. Die
Trennung in Low- und High-grade konnte zwar mittels Cyclin Bl als solitirer Marker

erfolgen, doch zeigten sich UBE2C, TOP2A/S4, Ki-67 und CDC?2 als besser geeignet.

4.1.5 Cyclin-dependent Kinase 1

Die Proteinexpression von CDC2 in den Low- und High-grade-Tumoren des Ovars wurde
erwartet und steht im FEinklang mit der Literatur, wo CDC2 in Karzinomgeweben
nachgewiesen wurde [84, 125, 134, 135]. Fiir das Mammakarzinom wurde bereits eine
Assoziation von Uberexpression und niedrigem Differenzierungsgrad nachgewiesen [121].
Fiir das Ovarialkarzinom konnte diese Abhingigkeit ebenfalls gezeigt werden [29, 198]. Die
Beteiligung an der Malignomentstehung wurde in der Literatur bereits beschrieben, doch
bleibt unklar, inwieweit CDC2 dies genau verursacht: Unter physiologischen Bedingungen
tragt CDC2 zum korrekten Ablauf des Zellzyklus und zur Genomstabilitédt bei [117, 118, 130].
Erfolgt jedoch die Hochregulierung, so fiihrt dies zu unkontrolliertem Zellwachstum sowie zu

verstiarkter Metastasierung [135]. CDC2 wird daher auch als ein mdglicher Marker zur

40



Erfassung des mitotischen Index empfohlen [133]. Neben CDC2 sind jedoch weitere Gene
und Proteine an der Zellprogression beteiligt. Interessanterweise kann daher die gleichzeitig
erhohte Proteinexpression mit Ki-67 im non-Hodgkin Lymphom [125], mit Cyclin Bl im
Mammakarzinom und non-Hodgkin Lymphom [121, 125] und mit 7TOP24 im Meningeom
[177] beobachtet werden. Diese Arbeit konnte die gemeinsam erhdhte Proteinexpression von
CDC2 und Ki-67, Cyclin Bl und TOP2A4 im Ovarialkarzinom und bei BOT bestétigen. In
Zukunft konnte CDC2 Angriffspunkt von Medikamenten werden, indem Inhibitoren zur
Therapie des High-grade-Ovarialkarzinoms genutzt werden: Es konnte bereits gezeigt
werden, dass CDC2-Inhibitoren das Wachstum in c-Myc-abhidngigen Tumoren der Maus
verlangsamen [200]. Was auch beim Ovarialkarzinom eine Therapieoption darstellen konnte,
da diese oft eine erhohte c-Myc-Expression zeigen [201]. Die schon unter Cyclin Bl
diskutierte induzierte Gadd45-Expression konnte ebenfalls zur Therapie genutzt werden [ 190,
191]. Der neuer CDK-Inhibitor Dinaciclib konnte bereits erfolgreich in der Therapie des
rezidivierenden multipen Myeloms getestet werden [202]. Ein weiterer neuer CDK-Inhibitor
Roscovitine wird zur Behandlung von Hirntumoren im Kindesalter vorgeschlagen [138].

In dieser Arbeit konnte CDC?2 als ein Marker zur Trennung von Low- und High-grade bei
malignen Neoplasien des Ovars ermittelt werden und zeigen, dass es beim High-grade-
Ovarialkarzinom als mogliches therapeutisches Target genutzt werden kann. Es finden sich
bereits Studien zum Ovarialkarzinom mit Einbeziechung von BOT [198]: Diese zeigen ein
vergleichbares Expressionsprofil fiir CDC2 wie die Ergebnisse dieser Arbeit, doch erfolgte
bisher keine Betrachtung, ob sich BOT/G1 von G2/G3 unterscheiden. Diese Arbeit konnte
nun zeigen, dass sich BOT/G1 gut von G2/G3 mithilfe von CDC2 abgrenzen lassen. Die
Trennung in Low- und High-grade konnte zwar mittels CDC?2 als solitdrer Marker erfolgen,

doch zeigten sich UBE2C, TOP2A/S4 und Ki-67 dafiir als besser geeignet.

4.1.6 Antigen Ki-67

Die Proteinexpression von Ki-67 in den Low- und High-grade-Tumoren des Ovars wurde
erwartet und steht im Einklang mit der Literatur, wo Ki-67 in Karzinomgeweben
nachgewiesen wird [84, 107, 124, 144, 203]. Fiir andere Karzinome wurde bereits eine
Assoziation von Uberexpression und niedrigem Differenzierungsgrad nachgewiesen [96, 107,
144]. Fiir das Ovarialkarzinom konnte diese Abhingigkeit ebenfalls gezeigt werden [29, 43,
143, 204]. Ki-67 wird in proliferierenden Zellen exprimiert, nicht aber in ruhenden Zellen
wiéhrend der GO-Phase. Es dient lediglich als Proliferationsmarker und ist nicht an der

Malignomentstehung oder -Progression beteiligt [140]. Dies erklirt die gleichzeitig erh6hte
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Proteinexpression von Ki-67 mit den -in dieser Arbeit untersuchten- anderen
Zellzyklusmarkern. Diese gemeinsam erhohte Expression konnte auch fiir andere Karzinome
gezeigt werden: Mit Cyclin Bl im Bronchialkarzinom [124], mit TOP2A4 im Glioblastom und
Mammakarzinom [96, 171], mit UBE2C im Mamma- und Kolonkarzinom sowie Astrozytom
[92, 163, 164], mit CDC2 in Lymphomen [125, 205] und mit FASN im Tuben- und
Kolonkarzinom [107, 183]. In Bezug auf mdgliche Therapien ist Ki-67 aktuell nicht als
Angriffspunkt von Medikamenten vorgesehen. Allerdings korreliert eine starke Ki-67-
Proteinexpression in Karzinomen mit einem positiven Ansprechen auf Chemotherapie [143,
203]. Dies erscheint logisch, da Ki-67 als Proliferationsmarker auf Zellen mit hoher
Teilungsrate hinweist, welche auf Chemotherapeutika besonders sensibel reagieren.

In dieser Arbeit konnte Ki-67 als Marker zur Trennung von Low- und High-grade bei
malignen Neoplasien des Ovars ermittelt werden. Es finden sich bereits Studien zur
Expression im Ovarialkarzinom mit Einbeziehung der BOT. Zum Teil beziehen sie sich
jedoch nur auf die Prognose und das Uberleben [204], oder sie zeigen die Expression in den
benignen Tumoren, BOT und Ovarialkarzinomen ohne Betrachtung des Gradings [24, 43,
143, 206]. Es hat jedoch keine Studie untersucht, ob sich BOT/G1 von G2/G3 unterscheiden.
Diese Arbeit konnte nun zeigen, dass sich BOT/G1 gut von G2/G3 abgrenzen lassen. Die
Trennung in Low- und High-grade konnte zwar mittels Ki-67 als solitirer Marker erfolgen,

doch zeigten sich UBE2C und TOP2A4/54 dafiir als besser geeignet.

4.2 Limitierende Faktoren dieser Arbeit

Das untersuchte Kollektiv ist relativ klein jedoch vergleichbar mit anderen, so dass die
erhobenen Daten valide erscheinen. Auf Grund der Fallzahlen wurden die histologischen
Subtypen ,,serés und endometrioid* zusammengefasst, es kann somit keine Aussage fiir
einzelne Histologien getroffen werden. Gegebenenfalls kdnnten die Daten an einem grof3eren
Kollektiv, sowie mit mehr Fallen von Low-grade-Karzinomen und endometrioider Histologie,
verifiziert werden. Die Nutzung von TMA ist eine etablierte Methode zur Bestimmung der
Proteinexpression im Karzinomgewebe, wo laut Literaturangaben eine einzelne Gewebestanze
von 0.6 mm zur Auswertung ausreicht [149, 207]. Die Nutzung von TMA konnte jedoch vor
allem beim BOT problematisch sein, da das Gewebe heterogen ist und die untersuchten
Bereiche sehr klein und nicht sicher repriasentativ fiir den ganzen Tumor sind. In dieser Arbeit
wurden daher zur sicheren Datenerhebung jeweils drei Gewebestanzen ausgewertet und der
ausgewdhlte Bereich zuvor vom Pathologen fiberpriift. Es wurden keine funktionellen

Analysen der untersuchten Proteinmarker durchgefiihrt, so dass deren Anwendung als
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therapeutische Targets nicht liberpriift werden konnte. Die konnte jedoch Gegenstand von
Folgestudien werden. Falls in der klinischen Anwendung am HE-Schnitt durch den
Pathologen aktuell keine sichere Unterscheidung in Low- und High-grade erfolgen kann, so
erfolgt eine immunhistochemische Kontrolle mittels p53 Proteinexpression [156]. Dies hétte
als interne Kontrolle zum Vergleich G1 versus G2/G3 zusitzlich erfolgen konnen, stattdessen
wurde aber der in der klinischen Routine ebenfalls etablierte Proliferationsmarker Ki-67

gewihlt.
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S Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom ist noch immer das gynidkologische Malignom mit der hochsten
Todesrate und neben den Karzinomen kommen im Ovar auch niedrigmaligne Borderline-
Tumoren vor. Translationale Untersuchungen unterscheiden meist jedoch nicht zwischen
einzelnen Subgruppen des Ovarialkarzinoms, was Aussagen zur Diagnostik, Verhalten und
auf bestimmte Tumortypen abgestimmte Therapien schwierig macht. Bei den serdsen
Ovarialtumoren wurde bereits eine neue Einteilung in Low- und High-grade vorgenommen,
welche ausschlaggebend fiir die weitere Therapie ist, wobei histopathologisch eine exakte
Zuordnung zu einer Gruppe oft nicht sicher moglich ist. Aktuell wird deshalb nach relevanten
Proteinmarkern zur Unterscheidung gesucht und es wurden bereits Gene identifiziert, die im
geringgradig differenzierten Tumor hoch und im hochgradig differenzierten Tumor sowie
Borderline-Tumor gering exprimiert sind. Diese Marker sollten jetzt an einem unabhingigen
Kollektiv validiert werden, um herauszufinden, ob eine bereits auf RNA-Ebene gezeigte
Uberexpression eine Entsprechung auf Proteinebene hat und ob sie sich ggf. als therapeutische
Targets bei High-grade Ovarialkarzinom eignen konnten. Von Interesse waren dabei:
CCNBI, CDC2, MKI67, TOP2A, UBE2C sowie FASN. Beantwortet werden sollte vor allem
die Frage, ob und in welchem Umfang sie auf Proteinebene exprimiert werden und ob sie
Low- von High-grade trennen konnen. Es wurden dafiir mittels Tissue Microarrays
immunhistochemische Farbungen an 139 Ovarialkarzinomen, 20 Borderline- und 20 benignen
Tumoren zur Erfassung der Proteinexpression durchgefiihrt und anschlieBend ausgewertet ob
die Expression von "benigne versus Borderline-Tumor versus Karzinom* signifikant ist. Dann
erfolgte die Betrachtung, ob mittels Kombinationsbestimmung der untersuchten Marker die
Gruppe Low- von High-grade noch sicherer unterschieden werden kann. Es zeigte sich, dass
die benignen Tumoren sich bis auf FASN von den Borderline-Tumoren und den Karzinomen
abgrenzen lassen und sowohl Low- als auch High-grade eine homogene Gruppe darstellt. Die
Fahigkeit Low- von High-grade zu trennen zeigt dabei jedoch eine absteigende Trennschirfe
in folgender Reihenfolge: UBE2C - TOP2A - FASN - Ki-67 - CDC2 - CCNBI. Betrachtet
man die Gruppen auch noch getrennt nach Grading, zeigt sich, dass CDC2, CCNBI1 sowie
FASN keine sichere Trennung von gering- und hochgradig differenzierten Tumoren gelingt,
wohingegen dies UBE2C, TOP2A und Ki-67 sicher gelingt. Durch eine
Kombinationsbestimmung der drei letzteren kann jedoch keine zusdtzliche Information
gewonnen werden. Es kann mit dieser Arbeit somit bestétigt werden, dass die auf RNA-Ebene

identifizierte Uberexpression von UBE2C, TOP2A, FASN, CCNBI1, CDC2 und Ki-67 auch
44



auf Proteinebene nachweisbar ist. Innerhalb der Gruppe Low- und High-grade lassen sich
keine Expressionsunterschiede nachweisen, was die neue Einteilung unterstiitzt. Die Marker
sind jedoch nicht alle gleich gut geeignet, die oben genannten Gruppen voneinander zu
trennen. Die hochste Trennschérfe zeigt UBE2C und eine Kombinationsbestimmung mit den
anderen -in dieser Arbeit- untersuchten Markern ist nicht sinnvoll. Als therapeutische Targets
konnten sich UBE2C, TOP2A, FASN, Cyclin B1 und CDC2 eignen und als Angriffspunkt

von Medikamenten oder als Inhibitoren genutzt werden.
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