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1. Einleitung

Nach dem Endometriumkarzinom ist das Ovarialkarzinom der zweithaufigste
maligne Genitaltumor der Frau.

Die Inzidenz dieses Malignoms liegt bei ca. 17/100.000 Frauen pro Jahr. Das
mittlere Erkrankungsalter betragt 61 Jahre.

Beim tberwiegenden Teil der Patientinnen (70%) wird die Erkrankung erst in
den spaten Stadien FIGO Il und IV erkannt, da der Verlauf zunachst recht
symptomarm ist und Screeningverfahren mit ausreichend hoher Sensitivitat
und Spezifitat nicht vorliegen (1).

Auch im Hinblick auf geeignete Prognosefaktoren oder Marker, die eine
Aussage Uber die Notwendigkeit und Art einer postoperativen Chemotherapie
zulassen, sind noch viele Fragen offen. In der Literatur diskutierte
Prognosefaktoren sind beispielsweise das Tumorstadium, der
histopathologische Zelltyp, das histopathologische Grading und der
Tumormarker Ca 125 (2, 3), vor allem aber Grol3e des postoperativ

verbliebenen Tumorrestes (4, 5).

Das Rb-Gen ist das erste Tumorsuppressor-Gen, das beim Menschen
beschrieben wurde. Die Expression beeinflusst nicht nur die Prolieferation
und Differenzierung von Zellen, sondern spielt ebenso eine Rolle beim
sogenannten programmierten Zelltod (Apoptose). Verlust oder Mutation sind
somit unter Umstanden bedeutend fur die Tumorentstehung (6;7;8).

Das p53-Tumorsuppressor-Gen hat ebenfalls eine wichtige Funktion in der
Unterdrickung von Tumorwachstum. Normalerweise fuihrt das p53-Protein zu
einer Aktivierung von Genen, die den Zellzyklus inhibieren und die Apoptose
herbeifihren. Auf diese Weise kommt es zu einer Unterbindung der
Weitergabe von DNA-Defekten in spateren Zellgenerationen.

Die vorliegende Arbeit soll zum einen hinterfragen, ob in unserem Kollektiv
Zusammenhange zwischen dem p53- bzw. Rb-Nachweis und den in der
Literatur beschriebenen Prognosefaktoren Tumorstadium, postoperativer
Tumorrest, histopathologischer Zelltyp, histopathologisches Grading,
Tumormarker Ca 125 vorliegen und ob zum anderen eine gezielte



Untersuchung von Ovarialkarzinomen auf die Expression von p53- bzw. Rb-

Protein richtungsweisend bei der Prognose des Krankheitsverlaufes ist.



2. Theoretische Grundlagen

2.1  Tumorsuppressorgene und ihre Produkte
2.1.1 Ubersicht

Bei der Tumorentstehung spielen genetische Veranderungen eine wichtige
Rolle.
Es lassen sich grundsatzlich zwei genetische Veranderungen in Tumoren

unterscheiden.

Durch Mutation oder Fehlregulation kbnnen Gene zum einem aktiv an der
malignen Transformation beteiligt sein. Zum anderen tragen Gene durch
Verlust eines oder beider Allele zur malignen Transformation bei.

Die Gene, die aktiv an der malignen Transformation beteiligt sind, wurden
zuerst in Retroviren gefunden und als Onkogene bezeichnet, wobei der
Begriff Onkogen eine dominante Wirkung auf die maligne Transformation

implizieren soll.

Die an zweiter Stelle genannten Gene werden als Tumorsuppressorgene
bezeichnet, auch wenn ihre physiologische Funktion nicht priméar in der
Unterdrickung des Tumorwachstums liegen muss. Ein Spezialfall der
Tumorsuppressorgene sind solche Gene, bei denen das Produkt eines
mutierten Allels das Produkt des nicht-mutierten Allels ausschaltet. Derartige

Mutationen werden als dominant-negativ bezeichnet.

Die Produkte der Tumorsuppressorgene sind die sogenannten

Tumorproteine, die im Folgenden ebenfalls behandelt werden.

2.1.2 Das Retinoblastom (Rb)-Gen

Das Retinoblastom ist ein bdsartiger Tumor der Netzhaut, der bei kleinen
Kindern mit einer Inzidenz von 1:20000 auftritt, und aus Zellen der

embryonalen Retina entsteht.



Das Gen, dessen Verlust oder Inaktivierung fir die Entstehung von
Retinoblastomen verantwortlich ist, wird als Retinoblastom- oder auch Rb-

Gen bezeichnet.

Es wird ubiquitar exprimiert. Sein Produkt ist das Phosphoprotein Rb-105, das

beim Retinoblastom generell nicht nachzuweisen ist (siehe Kapitel 2.1.3).

In allen bisher untersuchten Retinoblastomen sind beide Allele Loci des Rb-
Gens funktionsunfahig. Nach der Theorie der zwei Ereignisse nach A.G.
Knudson (,Two Hit Hypothese*) sind zwei unabhangige Mutationen fur die
maligne Entartung der Retinazellen erforderlich. Bei der hereditdren Form des
Retinoblastoms ist die erste Mutation bereits in der Keimbahn vorhanden.
Eine zweite somatische Mutation fuhrt zur Entstehung des Tumors. Bei dieser
Form treten die Tumoren daher immer bilateral auf. Bei den Formen ohne
genetische Disposition sind dagegen zwei somatische Mutationen
erforderlich. Diese Tumoren treten in der Regel unilateral auf (9;10). Zu den
somatischen Mutationen, durch die das zweite Rb-Gen ausgeschaltet werden
kann, zahlen Deletionen im Rb-Locus, der Verlust des gesamten
Chromosoms, Punktmutationen und illegitime Rekombinationen, die ebenfalls
den Verlust des Wildtyp-Allels zur Folge haben. Diese unterschiedlichen
Mutationen haben eine fehlende oder verminderte Expression des
Phosphoproteins Rb-105 zur Folge, die sich aul3er beim Retinoblastom noch
in weiteren Malignomen wie z.B. Weichteil- und Knochensarkomen oder auch

in dem kleinzelligen Lungenkarzinom nachweisen l&sst.

2.1.3 Rb-Protein

Das Rb-Protein ist ein nukleares Phosphorprotein mit einer relativen
Molmasse von 105.000.

Es spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der DNA-Synthese und der
Regulierung des Zellzyklus. Wéahrend des Zellyklus bzw. durch die S-Phase
bis in die G2/M-Phase hinein wird Rb-Protein phoshporyliert. In der spaten M-
Phase wird Rb-Protein rasch dephosphoryliert. Unphosphoryliertes Rb-
Protein stellt die wachstumshemmende Form des Rb-Protein dar und wirkt

dahingehend, dass es die Transkription von E2F unterdriickt. Wird
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unphosphoryliertes Rb-Protein nicht produziert, fihrt die Freisetzung von E2F
zu einer Aktivierung von E2F-antwortenden Genen, was wiederum zu einem
Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus fiihrt. Veranderungen auf dem
Genlokus von Rb fithren in der Regel zu einer fehlenden Produktion von Rb-
Protein, das in der Lage wére, E2F zu unterdriicken.

Worin liegen die zellbiologischen Funktionen des Rb-Proteins? Aus
Versuchen, in denen Rb-Allele in der Keimbahn ausgeschaltet wurden, lieRen
sich drei wichtige Schlisse ziehen.

Zum einen ist das Rb-Protein fir das Uberleben der Zellen in friihen
Differenzierungsphasen nicht essentiell. Die Expression von Rb-Protein
nimmt im Laufe der Differenzierung zu und wird in differenzierten Zellen
beibehalten. Sein Funktions- und Phosphorylierungsstatus korreliert eng mit
dem Zellzyklus.

Das Rb-Expressionsmuster spricht dafiir, dass funktionell aktives,
unterphosphoryliertes Rb diejenigen Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus
stoppt, fir die ein Weg in das Differenzierungskompartiment vorgesehen ist.
Auf dem weiteren Weg ist Rb erforderlich, um die Zellen im postmitotischen
Zustand zu halten.

Weiterhin kann der Verlust der Rb-Funktion zum Untergang von Zellen durch
Apoptose fuhren, wobei hierfur p53 erforderlich ist. Ist kein p53 vorhanden,
dann kann der Verlust der Rb-Funktion drittens eine inadaquate Prolieferation
bewirken. (11-14)

Die zentrale Bedeutung des Rb-Proteins fir die Onkogenese ergibt sich nicht
nur aus Verlust oder Inaktivierung in menschlichen Tumoren, sondern auch
aus der Bindung und funktionellen Inaktivierung durch Onkoproteine von
DNA-Tumorviren. Bei diesen Onkoproteinen handelt es sich um verschiedene
Proteine einiger Viren, von denen der tberwiegende Teil beim Menschen
nicht onkogen wirkt. Eines dieser Proteine ist beim Menschen mit
anogenitalen Karzinomen, vor allem dem Zervixkarzinom, assoziiert. Es
handelt sich dabei um das E7-Protein humaner Papillomaviren vom Typ 16
und 18. Diese viralen Onkoproteine interagieren mit Rb Gber ein spezifisches
Aminosauresequenz-Motiv, welches auch in zellularen, Rb-bindenden

Proteinen vorkommt.
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Abb. 1: Aktivitat von Cyclinen und Cyclin-abhangigen Kinasen im Verlauf
des Zellzyklus

2.1.4 p53-Gen

Bei mehr als 50% der Patienten mit kolorektalem, Mamma- und kleinzelligen
Bronchialkarzinom lieRen sich mit Hilfe von DNA-Polymorphismen ein Verlust

der Heterozygotie auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 nachweisen

Durch eine weitere Feinkartierung wurden die Defekte einem Gen
zugewiesen, das bereits zuvor in Zusammenhang mit der Wirkung von DNA-
Tumorviren Interesse gefunden hatte. Das Gen kodiert fur das
Phosphorprotein p53, welches als zellulares Bindungsprotein des SV40-
Tumorvirus entdeckt wurde. Bezogen auf die Gesamtzahl aller menschlichen

Tumoren lassen sich in 40 bis 45% Mutationen des p53-Gens finden (15).

Bei den meisten Tumoren tberwiegt der Verlust von nur einem Allel. Das
Genprodukt ist, anders als bei anderen Tumorsuppressorgene, haufig in
erhéhter Konzentration im Tumor zu finden. Dieser Befund lasst sich aber mit
einer veranderten Halbwertszeit des Genproduktes erklaren, da das
verbleibende p53-Allel in der Regel mutiert ist und so dem Genprodukt eine

verlangerte Halbwertszeit verleiht.

12



Bei den Mutationen des p53-Gens handelt sich fast ausschlie3lich um
sogenannte Punktmutationen, die in einem weiten Bereich des Gens
vorkommen und im allgemeinen funktionell bedeutsame Regionen des

Genproduktes betreffen.

Abhangig von der Tumorart kdnnen Mutationen des p53-Gens in allen
Tumorstadien auftreten. Mamma-, Bronchial-, Zervixkarzinome sowie
Karzinome des Kopf-Hals-Bereichs sind mit Mutationen bereits in den friihen
Stadien assoziiert, bei anderen Tumoren wie Hirntumoren, Schilddrisen- und
Ovarialkarzinomen sind p53-Genmutationen eher in bereits fortgeschrittenen
Stadien nachweisbar. Mutationen erst in den spateren Stadien einer

Tumorerkrankung sind als prognostisch ungtinstig zu werten (16;17).

2.1.5 p53 —Protein

Das p53-Protein ist ein im Zellkern lokalisiertes Phosphorprotein, das aus 393
Aminosauren besteht. Es lassen sich mindestens drei funktionelle Doméanen
unterscheiden. N-terminal liegt die durch eine grofRe Dichte saurer
Aminosauren gekennzeichnete transaktivierende Doméne, die mit Proteinen
des Transkriptionsapparats interagiert. An diese Doméane binden auch das
adenovirale E1B-Protein und das MDM2-Protein. Im mittleren Teil von p53
befindet sich eine unspezifische DNA-Bindungsdoméne. An diese Doméane
bindet das grol3e T-Antigen des SV40-Virus. Weiter C-terminal folgt eine
Sequenz mit iberwiegend basischen Aminosauren, die eine amphipathische
helikale Struktur bilden und so die Oligomerisierung von p53-Monomeren

vermitteln.

Normales p53 besitzt mit maximal 20 Minuten eine geringe Halbwertszeit. Die
Konzentration des Proteins ist nach der Mitose am geringsten und steigt im
Verlauf der G1-Phase des Zellzyklus an. In der S-Phase wird p53
phophoryliert. Die Funktion des p53 wird danach Uber seine Konzentration

und Phosphorylierung reguliert.

Wie bereits unter 2.1.4 erwahnt, wurde das p53-Protein als ein mit dem large
T-Antigen von SV-40-Viren assoziiertes zellulares Protein entdeckt. Wie das
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Retinoblastom-Protein wird auch p53 durch Proteine von Adenoviren (E1B)
und onkogenen Papillomaviren (E6) inaktiviert. Nach Klonierung der p53-

cDNA wurde das Gen auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 kartiert.

Wahrend der Wildtyp des p53 unter bestimmten Bedingungen die
Zelltransformation und das Tumorwachstum hemmt, kann mutantes p53
umgekehrt zur Transformation und zum immortalisierten Wachstum von
Zellen in-vitro beitragen (18-20). Dies passiert auch dann, wenn noch Wildtyp-
p53 in der Zelle exprimiert wird. Auch der Verlust von p53 tragt zur
Entstehung von Tumoren bei, reicht jedoch allein fir die Entstehung des

vollen malignen Phanotyps, d.h. eines bosartigen Tumors nicht aus (21;22).

Mutantes p53 tragt also zu Transformation und Tumorwachstum bei, auch
wenn noch Wildtyp-p53 in der Zelle exprimiert wird. Diese Beobachtung fuhrte
zunachst dazu, dass p53 als dominantes Tumorgen angesehen wurde. Es ist
jedoch schwer miteinander vereinbar, dass mutiertes p53 einerseits als
dominantes Tumorgen wirkt, der Verlust beider p53-Allele jedoch ebenfalls
das Tumorwachstum fordert.

Dieser scheinbare Widerspruch wird im folgenden erklart. Mutante p53-
Monomere kénnen in Oligomeren Wildtyp-p53-Monomere in eine mutante
Konformation zwingen und auf diese Weise auch die Funktion von Wildtyp-
p53 hemmen (dominant negative Wirkung von p53-Mutanten). Wenn die
Funktion von mutantem p53 allein darin lage, die Funktion von Wildtyp-p53 zu
hemmen, kdnnte ein Funktionsverlust ebenso durch einen Verlust beider

Allele erreicht werden.

Die in menschlichen Tumoren nachgewiesenen Mutationen betreffen nicht die
Oligomerisierungsdoméane. Mutierte p53-Proteine kénnen daher
untereinander und mit Wildtyp-p53 Oligomere bilden. In Oligomeren aus
mutiertem und Wildtyp-p53 ist die Konformation von Wildtyp-p53 verandert
und die Interaktion mit der DNA beziehungsweise dem Transkriptionsapparat
gestort. Dies erklart, dass bei Mutation eines Allels das Produkt des nicht
mutierten Allels ausgeschaltet wird. Solche Mutationen werden als dominant

negativ bezeichnet.
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Zwei Gene, deren Transkription durch Wildtyp-p53 aktiviert wird, sind fir das
Verstandnis der p53-Funktion von besonderer Bedeutung. Das eine Gen,
dessen Promotor ein p53-Bindungsprotein enthalt, kodiert fir das p21-
Protein, einen universellen Inhibitor von Cyclin-CDK-Komplexen. Die
Bedeutung des p21 ergibt sich u.a. aus dem Befund, dass die Inaktivierung
von p53 durch das HPV-E6-Onkogen auch die Expression von p21 und seine
Assoziation mit Cyclin-CDK-Komplexen hemmt. Da das p21-Gen nur durch
Wildtyp-p53, nicht jedoch durch p53-Mutanten aktiviert wird, ist es ein
wichtiger Effektor von Wildtyp-p53, der den Zellzyklus in der G1-Phase
blockiert und eventuell auch DNA-Reparatur-Mechanismen beeinflusst.

In der normalen Zelle bewirken schadigende Einfliisse wie eine Bestrahlung
der Zelle mit UV-Licht oder DNA-schadigenden Substanzen eine
Hochregulation von p53, die zu einem G1-Arrest fihrt. Die Pause im
Zellzyklus kann dann zu einer Reparatur von DNA-Defekten genutzt werden.
P53 kann allerdings auch nach Einwirkung DNA-schadigender Einfliisse die
Apoptose vermitteln, wie einige In-vitro-Untersuchungen gezeigt haben
(23;24). Ob es zur Apoptose oder zur Reparatur der DNA kommt, ist abhangig
von Zellart und Bedingungen.
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Abb. 2: p53-vermittelter Zellzyklus-Stop oder Apoptose nach DNA-Schaden
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2.2 Das Ovarialkarzinom
2.2.1 Epidemiologie

Das Ovarialkarzinom ist nach dem Endometriumkarzinom der zweithaufigste
maligne Genitaltumor der Frau.

Es steht an erster Stelle der gynakologischen Krebstodesursachen.

Fur Deutschland sind keine exakten Inzidenzzahlen verfuigbar, es wird aber
geschatzt, dass jahrlich 8200 Neuerkrankungen bei 42 Millionen Frauen

auftreten, das sind 4,7% aller weiblichen Krebserkrankungen pro Jahr. Das
statistische Bundesamt ermittelte fir das Jahr 1998 6027 Todesfalle infolge

eines malignen Ovarialtumors. (25-27)

Das mittlere Erkrankungsalter betragt 61 Jahre. Die mittlere Uberlebenszeit
liegt bei 2,4 Jahren. Die Zehnjahresiberlebensrate (Gesamtiberleben)
betragt 29,1% und das mittlere Sterbealter 70,1 Jahre. Laut Angaben des
Tumorregisters Minchen hat sich insgesamt das Funf- und
Zehnjahresuberleben seit 1998 geringfiigig, aber signifikant gebessert
(relatives Funfjahresuberleben vor und nach 1998: 39,2% und 46,1%;

relatives Zehnjahresiberleben vor und nach 1988: 31,8 und 34,1%) (28).

Mindestens 75% weisen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ein
fortgeschrittenes Tumorstadium auf (FIGO 11l und V). Die fehlenden

Vorsorge- und Friherkennungsmaoglichkeiten sind hierfur ursachlich.

2.2.2 Risikofaktoren

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist weitgehend unklar. Zu den wenigen
bekannten Risikofaktoren zéhlen Alter, Nulliparitat, refraktare Infertilitat, hohe
Zahl ovulatorischer Zyklen und medikamentdse Ovulationsauslosung, sowie

Umwelt- und Ernahrungsfaktoren.

Ca. 5 bis 10% der Félle scheinen genetisch bedingt zu sein. Hierbei ist die

Mutation des BRCA 1 oder BRCA 2 Suppressorgens auf dem Chromosom
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17q beziehungsweise 13q mit einem deutlich erhéhten Risiko fur ein Mamma-

oder Ovarialkarzinom verbunden (29).

Auch eine Hormonersatztherapie scheint einen Risikofaktor darzustellen. In
einer Kohortenstudie der American Cancer Society, in der Uber 21000 Frauen
Uber 14 Jahre nachbeobachtet wurden, findet sich ein relatives Risiko von 2,2
(KI' 1,52 bis 3,17) (30).

Als protektive Faktoren gelten Multiparitat, orale Kontrazeptiva, Tubenligatur

und Hysterektomie (31).

2.2.3 Histologische Klassifikation

Unter dem Begriff der malignen Ovarialtumoren wird eine Vielzahl
verschiedener Tumoren zusammengefasst.

Bis zu 90% der malignen Tumoren sind Oberflachen-Stroma-Tumoren, zu
denen die serdsen, muzindsen, endometroiden, klarzelligen,
transitionalzelligen, Plattenepithel-, undifferenzierte und Mischtumoren z&hlen
(32;33).

Des weiteren gibt es Keimstrangstroma-Tumoren, die unter den malignen
Ovarialtumoren einen Anteil von bis zu 3% ausmachen, sowie die

Keimzelltumoren, die mit einer Haufigkeit von 1 bis 3% auftreten. Seltene
Tumoren sind die Gonadoblastome, die Keimzell-Keimstrangtumoren, die

Tumoren des Rete ovarii und mesothelialen Tumoren.

Da in dieser Arbeit nur Patientinnen untersucht wurden, die an einem
malignen epithelialen Tumor erkrankt waren, wird auf eine ausfuhrliche

Klassifikation der nicht epithelialen Tumoren verzichtet.

2.2.4 Das histopathologische Grading

1998 wurden von Silverberg erstmals gut definierte Kriterien fur das Grading
von Ovarialkarzinomen vorgeschlagen. Diese Kriterien kdnnen unabhangig

vom histologischen Typ angewendet werden.
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Der Differenzierungsgrad wird nach der Zellarchitektur, der Kernpleomorphie
und der Mitosezahl beurteilt (34; 35). Es werden dabei 4 verschiedene
Differenzierungsgrade unterschieden. Man unterteilt in G1 (hoch differenziert),
G2 (maRig differenziert) und G3 bis G4 (gering differenziert oder
undifferenziert). G3 und G4 werden haufig auch in einer Gruppe

zusammengefasst.
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2.2.5 Die Stadieneinteilung

Der intraoperativ erhobene makroskopische Befund und seine histologische

Bestatigung sind entscheidend fur die Stadieneinteilung. Deshalb ist eine

grolRere Anzahl von Biopsien auch noch aus scheinbar nicht befallenen

Arealen erforderlich. Hier ist eine Standardisierung des operativen Vorgehens

mit entsprechender Dokumentation empfehlenswert.

TNM

FIGO

Befundsituation

T1

Tumor begrenz auf Ovarien

Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel intakt; kein Tumor auf der
Oberflache des Ovars

Tumor auf beide Ovarien begrenzt; Kapsel intakt, kein Tumor auf der
Oberflache beider Ovarien; keine malignen Zellen in Aszites oder
Peritonealsptilung

Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien mit Kapselruptur
und/oder Tumor an der Ovaroberflache und/oder maligne Zellen in
Aszites oder Peritonealspulung

T2

lla

lb

llc

Tumor befallt ein oder beide Ovarien und breitet si ch
im Becken aus

Ausbreitung auf und/oder Implantate an Uterus und/oder Tube(n);
keine malignen Zellen in Aszites oder Peritonealspilung
Ausbreitung auf andere Beckengewebe; keine malignen Zellen in
Aszites oder Peritonealspulung

Ausbreitung im Becken (lla oder IIb) und maligne Zellen in Aszites
oder Peritonealspulung

T3

llla
b
llic

Tumor beféllt ein oder beide Ovarien mit histologis ch
nachgewiesenen Peritonealmetastasen aul3erhalb des
Beckens und/oder regionére Lymphknotenmetastasen

Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens
Peritonealmetastasen mit gré3ter Ausdehnung < 2cm

Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, grof3te Ausdehnung >
2cm, und/oder regionare Lymphknotenmetastasen

M1

v

NX
NO
N1

Fernmetastasen (ausgeschlossen hiervon Peritonealmetastasen)

Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteil werden
Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
Regionédre Lymphknotenmetastasen

Tabelle 1:

Stadieneinteilung des Ovarialkarzinom (nach UICC (1997) TNM

Classification of malignant tumors. Sobin LH, Wittekind Ch (eds).
Wiley-Liss, New York)
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Fur eine adaquate Absicherung des Lymphknotenstatus missen mindestens

zehn regionare Lymphknoten gewonnen und histologisch untersucht werden.

Leberkapselmetastasen sind als T3 beziehungsweise FIGO Ill zu
klassifizieren. Leberparenchymmetastasen jedoch als M1 beziehungsweise
FIGO IV.

Ein Pleuraergul3 darf erst nach positivem zytologischen Nachweis von

Tumorzellen als M1 beziehungsweise FIGO |V klassifiziert werden (36).

2.2.6 Diagnostik

Diagnosesicherung und Stadieneinteilung von Ovarialtumoren erfolgt im

Regelfall intraoperativ.

Dennoch ist es naturlich winschenswert, wenn man praoperativ méglichst
viele Informationen sammeln kann, um eine unzureichende Primérresektion
zu vermeiden bzw. eine gute Operationsplanung moglich zu machen.
Neben einer allgemeinen Anamneseerhebung und einer sorgfaltigen
klinischen Untersuchung ist die Bestimmung des Tumormarkers CA 125
erforderlich, um damit einen zusatzlichen Parameter zur
Therapieverlaufskontrolle zur Verfigung zu haben. Da sich bei muzindsen
Karzinomen nur in etwa der Halfte aller Falle erhéhte CA 125-Werte finden,
sollte bei negativem CA 125-Wert die Bestimmung der Marker CA 72-4 oder
CA 19-9 erganzt werden.

Ratsam ist zudem die Asservierung von praoperativen Serumproben, um
nach Vorliegen der endgultigen Histologie gegebenenfalls weitere

Laborparameter bestimmen zu kdnnen.

Eine praoperative Sonographie sollte ebenfalls erfolgen, um die Tumorgrol3e
bestimmen zu kénnen. Zudem erlaubt die Sonographie eine Aussage
dariiber, ob es sich Gberwiegend um einen zystischen, soliden oder

mehrkammerigen Tumor handelt.
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Weiterhin erlaubt diese Untersuchung die Abschatzung von Aszitesmenge,
Pleuraergul3, intrahepatischer Metastasierung, sowie Stauung des

Nierenhohlsystems.

Die farbcodierte und gepulste Dopplersonographie zur Untersuchung von
benignen und malignen Adnexprozessen kann zur Zeit noch nicht fur das

Screening empfohlen werden (37).

Im Rahmen der anasthesiologischen Vorbereitung ist die Thoraxaufnahme
bzw. wegen der moglichen Ausdehnung des Eingriffs zur Abschéatzung der
OP-Fahigkkeit eventuell eine praoperative Lungenfunktionsdiagnostik bzw.

Echokardiographie erforderlich.

Bei nachgewiesenem Pleuraergul’ kann durch eine zytologische
Untersuchung geklart werden, ob ein Tumorstadium IV vorliegt, da sich hieran

das Ausmal3 der operativen Radikalitat orientieren kann.

Eine Zystoskopie und Rektoskopie sollen Auskunft Giber eine Blasen- und
Rektumbeteiligung geben. Eine Koloskopie kann bei fortgeschrittenen
Karzinomen sowie bei gastrointestinalen Beschwerden zum Ausschluss einer

Darmbeteiligung hilfreich sein.

Nur bei Unklarheiten sollte die Diagnostik durch Schnittbildverfahren erweitert
werden. Durch den Einsatz von CT oder MRT lassen sich Lasionen, die als
nicht optimal resezierbar angesehen werden, z. B. Herde von mehr als zwei
Zentimeter Grol3e, wie sie beispielsweise an der Zwerchfelloberflache, an der
Pleura, im Mesenterium oder als Lymphknotenkonglomerate vorkommen
kénnen, gut darstellen. Diese Patientinnen kénnen dann eventuell an ein
operatives Zentrum Uberwiesen werden, um auch bei schwierigem Situs eine

erfolgreiche Tumorresektion zu erreichen.

Die operative Diagnosesicherung tber eine Laparoskopie ist bei Tumoren
sinnvoll, die aufgrund des praoperativen Stagings als inoperabel oder
zumindest als nicht tumorfrei operabel gelten. In diesen Fallen kénnen

maoglicherweise die primare praoperative Chemotherapie zum ,Downstaging”
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des Tumors und die anschlie3ende Operation eine Prognoseverbesserung

erzielen. (38)

Ein allgemeines Screening, um die prognostisch gunstigeren, in der Regel
jedoch symptomlosen frihen Tumorstadien, zu erkennen, ist zur Zeit wegen
fehlender nachgewiesener Effektivitat nicht sinnvoll und nicht zu rechtfertigen.
Vielmehr ist zu bedenken, dass die niedrige Pravalenz, die rasche
Krankheitsprogression auch bei nur mikroskopisch diagnostiziertem
Ovarialkarzinom, sowie die Angste und die sekundare Morbiditat bei falsch
positiven Befunden den mdglichen Nutzen eines Screenings in Frage stellen
(39).

2.2.7 Die operative Therapie des Ovarialkarzinoms

Die GroRRe des postoperativ verbliebenen Tumorrestes stellt einen wichtigen
Prognoseparameter fir das Uberleben beim Ovarialkarzinom dar.

Der Sinn einer radikalen Primarchirurgie konnte sowohl hinsichtlich der
Verlangerung der Uberlebenszeit als auch der daraus resultierenden
verbesserten Lebensqualitat in einer Vielzahl von Studien nachgewiesen
werden (40-43).

Die mdglichst vollstandige Entfernung allen makroskopisch sichtbaren
Tumorgewebes schafft die Voraussetzung fir eine bestmdgliche Wirkung der
Chemotherapie.

Die operative Behandlung des Ovarialkarzinoms erfordert grof3e Erfahrung
und ist in der Regel bei fortgeschrittenen Befunden nur im interdisziplinaren

Ansatz adaquat durchfuhrbar.

Jeder Adnextumor, der zyklusunabhangig nachweisbar ist, sollte bis zum
Beweis des Gegenteils als malignitatsverdachtig eingestuft werden. Die
Einschatzung der Dignitat und der Ausbreitung des Tumors sollte in der Regel

bereits praoperativ erfolgen.

Die Eroffnung des Abdomens erfolgt tber einen Langsschnitt, der, wenn

erforderlich, bis zum Xyphoid verlangert werden kann.
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Nach Eroffnung des Bauchraumes sollte Peritonealflissigkeit oder Aszites zur
zytologischen Untersuchung asserviert werden.

Anschlie3end erfolgt die Exploration des Abdomens entsprechend dem
typischen Ausbreitungsmuster des Ovarialkarzinoms (kleines Becken,
Kolonrahmen, parakolische Rinnen, Dinndarm mit Mesenterium, paraaortale
und pelvine Lymphknotenregionen, Oberbauch mit Leber, Milz und Zwerchfell
beidseits). Von beiden Zwerchfellhalften sollten Abstriche mit einem
Holzspatel entnommen werden. Jede noch so kleine Auffalligkeit muss
biopsiert werden.

Ist die Exploration des Bauchraumes erfolgt, muss dartber entschieden
werden, ob der Allgemeinzustand der Patientin eine komplette
Tumorreduktion in adéquater Zeit zulasst.

Ist das der Fall, dann wird in der Regel mit der Omentektomie oder der
Tumorreduktion im kleinen Becken begonnen.

Obligate Bestandteile der Operation sind die beidseitige Adnektomie und die
Hysterektomie. Es empfiehlt sich ein retroperitonealer Zugang zum kleinen
Becken von kranial zur besseren Ubersicht und zur Darstellung beider
Ureteren.

Die Ovarialgefal3e sollen hoch abgesetzt werden. Liegt ein Konglomerattumor
aus Uterus, Adnexen, Sigma und Rektum vor, so ist eine sogenannte ,en

bloc*-Resektion dieser Organe von Vorteil.

Es werden die infragastrische und die infracolische Omentektomie
unterschieden, wobei die infracolische Omentektomie in der Regel nur in den

frihen Stadien durchgefuhrt werden sollte.

Ist das Peritoneum des kleinen Beckens und der Blase befallen, so wird
dieses ebenfalls reseziert. Es sollte ohnehin tUberall dort entfernt werden, wo
Tumorabsiedelungen auffallen. Daher ist es auch in vielen Fallen der bereits
fortgeschrittenen Stadien erforderlich, die Zwerchfellkuppeln zu
deperitonealisieren. Bei Infiltration in die Muskulatur des Zwerchfells oder

beim Einwachsen in die Pleurah6hle muss eine Resektion des Zwerchfells
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erfolgen. Ist die Leberkapsel diffus mit Tumorinfiltrat Gbersat, so kann auch

diese Kapsel en bloc wie das Peritoneum entfernt werden.

In den frihen Stadien ist die Entfernung der pelvinen Lymphknoten im Sinne
eines adaquaten Stagings obligat. In den spéaten Stadien wird eine
Lymphonodektomie kontrar diskutiert (44), es sollten jedoch in jedem Fall
suspekt erscheinende Lymphknoten im Sinne einer optimalen Tumorreduktion

entfernt werden.

Mitunter sind noch weitere Eingriffe wie Darmresektionen, eine Splenektomie
oder eine Pankreasschwanzteilresektion oder Magenteilresektion erforderlich.

Ebenso werden Segmentresektionen der Leber beschrieben.

Komplikationsrate und Mortalitat steigen mit Zunahme der Radikalitat, so dass
das Ausmali des Eingriffs einer sorgfaltigen Indikationsstellung bedarf
(45;46).

Die operative Behandlung des Ovarialkarzinoms stellt fur den
gynakologischen Chirurgen eine grol3e Herausforderung dar, so dass eine
interdisziplinare Planung mit einem Abdominalchirurgen und gegebenenfalls
mit einem Urologen ebenso unabdingbar erscheint wie eine gute

Zusammenarbeit mit der Anasthesie und der Intensivmedizin.

2.2.8 Chemotherapie

Effektivitat und Ansprechrate einer Chemotherapie sind im Wesentlichen von
Tumorbiologie, Grél3e des postoperativ belassenen Tumorrestes und Art der
Chemotherapie sowie Intervall zwischen erster und zweiter Chemotherapie
abhangig.

Die Effektivitat der Chemotherapie nimmt mit Reduktion der Tumorgréi3e nicht

linear sondern exponentiell zu.

Man unterscheidet zwischen der adjuvanten Chemotherapie (nach Entfernung
aller sichtbaren Tumorauflagerungen), der Chemotherapie mit kurativem

Ansatz (nach sog. optimalen Debulking mit postoperativen Tumorresten <=1

25



cm), der praoperativen Chemotherapie und der palliativen Chemotherapie als

Anséatze flr die systemische Primarbehandlung.

Der Versuch, die Tumormassen beim epithelialen Ovarialkarzinom zu
reduzieren, schliel3t seit ungeféhr 40 Jahren neben der Operation eine
zytostatische Behandlung mit ein.

Wahrend dieser Zeit hat das chemotherapeutische Regime einen
bedeutenden Wandel erfahren. Zunachst erfolgte der Einsatz von Alkylantien
im Rahmen einer Monotherapie, seit Ende der siebziger Jahre wird jedoch
eine Kombinationstherapie favorisiert, da diese mit einer Verlangerung der

Uberlebenszeit verbunden ist.

Die Einfuhrung von Cisplatin fuhrte zur Erzielung weiterer Fortschritte. Die
Uberlegenheit dieser Substanz wurde in randomisierten Studien, in denen
eine cisplatinhaltige Kombinationstherapie mit der Gabe von Alkylantien
verglichen wurde, gezeigt. Cisplatin wurde daher in den achtziger Jahren als
neuer Therapiestandard etabliert.

Mittlerweile hat Carboplatin das Cisplatin ersetzt, da Carboplatin eine

geringere Oto-, Neuro- und Nephrotoxizitat besitzt. (47-49)

In den frihen neunziger Jahren wurde dann mit den Taxanen eine neue
Substanzklasse eingefiihrt. Zwei grol3e prospektiv randomisierte Studien
konnten die Uberlegenheit taxanhaltiger Schemata nachweisen. In einer
randomsierten GOG-Studie wurde bei Patientinnen im Stadium I1I/IV und
suboptimaler Tumorreduktion Cisplatin/Cyclophoshamid mit
Cisplatin/Paclitaxel verglichen. Mit der taxanhaltigen Kombination konnte die
mittlere Uberlebensdauer auf 38 Monate gegeniiber 24 Monate verlangert
werden. Allerdings ging die bessere Wirksamkeit mit einer hoheren Toxizitat
einher (50).

Derzeit gilt die Kombination Taxan plus platinhaltiges Agens daher als
Standard in der Therapie beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom.

Jedoch muss auch dieser Standard nach Vorliegen der Daten der ICON-3-
Studie erneut diskutiert werden (Paclitaxel/Carboplatin versus Carboplatin

mono versus Cyclophosphamid/Doxorubicin/Cisplatin), da hier eine
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Platinmonotherapie vergleichbar mit einer taxanhaltigen Kombination

erscheint, allerdings eine geringere Toxizitat aufweist.

Spricht man von einem Chemotherapiestandard, so ist des weiteren beim
Ovarialkarzinom zwischen den frithen und den spaten Stadien zu
unterscheiden.

Bei Patientinnen mit einer sogenannten ,low risk” Situation (FIGO la/lb, G1)
ist mit einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von (iber 90% keine adjuvante
systemische Therapie indiziert. Dagegen ist bei Patientinnen in einer ,high
risk* Situation (FIGO la/lb, G2 und FIGO Ic/lla, G1-3) mit einer
Funfjahresmortalitat von 25 bis 30% eine Chemotherapie sinnvoll (51).
Diese Empfehlung konnte erstmals durch den ICON-1 und ACTION Trial bei
925 prospektiv untersuchten Patientinnen mit einer Verbesserung des
rezidivfreien Uberlebens nach finf Jahren von 65 auf 76% und des 5-Jahres-
Uberlebens von 75 auf 82% bestéatigt werden (52).

In den spéteren Stadien (FIGO b bis IV) werden 6 Zyklen Paclitaxel in einer
Dosierung von 175mg/m2 KOF (3h) in Kombination mit Carboplatin nach AUC
5 (1h) alle 21 Tage als derzeitiger Therapiestandard empfohlen (AGO 2002).

2.2.9 Maogliche Ansétze weiterer Therapien

Weitere therapeutische Mdglichkeiten sind die Hormontherapie, sowie die
gentherapeutischen und immuntherapeutischen Ansétze. Auf die
Hormontherapie sowie auf die immuntherapeutischen Ansatze soll in dieser
Arbeit im Weiteren nicht eingegangen werden. Fir die Erlauterung der
gentherapeutischen Ansatze wird auf Kapitel 6.2.3.3 in der Diskussion

verwiesen.
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3. Fragestellung

Prognostische Bedeutung von Rb und p53 in Ovarialkarzinomen:
Immunhistochemische Untersuchung von Tumorgewebe der in der
Frauenklinik des UKE Hamburg primér operierten epithelialen
Ovarialkarzinome im Zeitraum 1985 bis 2001 und Korrelation der gefundenen

Ergebnisse mit einer retrospektiven Analyse des Krankheitsverlaufs dieses

Kollektivs.

1. Ist der Rb- bzw. p53-Nachweis hilfreich in Hinblick auf die Verwendung
als Prognosefaktor bezogen auf das Gesamtiiberleben dieses
Kollektivs?

2. Ist die makroskopische Tumorfreiheit ein unabhangiger prognostischer

Faktor in dem untersuchten Kollektiv?

3. Wie verhalten sich die gefundenen Ergebnisse im Vergleich zur

internationalen Literatur?
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4. Materialien und Methoden

4.1 Liste der verwendeten Labormaterialien

4.1.1 Schnittpraparate

Objekttrager: Superfrost (Menzel-Glaser; Artikelnr. 041300)
Deckglaschen: Deckglaser 24x46mm No.1 (Marienfeld; Artikelnr. 6350)
Microtom: Microm (Heidelberg; Geratenummer 63701)
Messerklingen: Microtome Blade S35 (Feather; Ref-Nr. 02.075.00.000)
Wasserbad: Wasserbad (UKE; Geratenummer 02675)
Trockenpapier: Block Nr. 556 zum Trocknen geféarbter Objekttrager

(Schleicher+Schull GmbH; Bestellnummer 309 003)

4.1.2 Trocknung

Warmeschrank: Warmeschrank (UKE; Geratenummer 05942)

4.1.3 Entparaffinisierung

Xylol: Xylene Melange d’lsomeres 2,5| (SDS; Lot-Nr. 0212020
Ethanol 100%: Ethanol absolut (Apotheke UKE)

Ethanol 96%: Ethanol 96% (Apotheke UKE)

Ethanol 80%: Ethanol 80% (Apotheke UKE)

Leitungswasser
Entionisiertes Wasser

Farbeschiffchen

1)
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4.1.4 Hitzeinduzierte Demaskierung (= Mikrowellenvo  rbehandlung)

Mikrowelle: Mikrowelle ,Compact® (Sharp; Geratenummer 164)

TEC-Puffer (1fach):

2,5 g Tris (Trishydroxymethylaminomethane)
(Merck; Artikelnummer 108 382)

5 g EDTA (Ethylenedinatrilotetraacetic acid)
(Merck; Artikelnummer 108 417)

3,2 g Tri-Na-Citrat (Merck)

Aqua dest auf 1 Liter auffullen

PH 7,8

Entionisiertes Wasser

Destilliertes Wasser

4.1.5 Immunhistochemie

Gerat:

Primarantikorper:

DAKO-Cytomation Autostainer (DAKO; Geratenummer
62995)

p53 (DAKO; Artikelnummer: H 7123)

Rb (DAKO; Artikelnummer: 14991A)

Verdinnung des Primarantikérpers: ChemMate Antibody Diluent (DAKO;

Artikelnummer: S2022)

Sekundarantikdrper: ChemMate Link, Biotinylated Secondary Antibodies =

Farbstoff:

Enzymblockade:

Tertidres Reagenz:

Waschpuffer:

biotinylierte Anti-Maus und Anti-Kaninchen Ziegen-
Immunglobuline (DAKO Chem Mate Detection Kit —
Peroxidase/DAB; Artikelnummer: K 5001)

DAB+ Chromogen = 3,3 Diaminobenzidine-
Tetrahydrochlorid in organischem Lésungsmittel (DAKO
Chem Mate Detection Kit —Peroxidase/DAB;
Artikelnummer: K 5001)

Wasserstoffperoxid (DAKO Chem Mate Peroxidase
Blocking-solution; Artikelnummer: S2023)

ChemMate Streptavidin Peroxidase (HRP) (DAKO Chem
Mate Detection Kit —Peroxidase/DAB;

Artikelnummer: K 5001)

Wash buffer (DAKO, Artikelnr. S 3006)
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Entionisiertes Wasser

4.1.6 Gegenfarbung

Hamatoxylin:

Xylol:

Ethanol 80%:
Ethanol 96%:
Ethanol 100%:

4.1.7 HE-Féarbung

Xylol:

Ethanol 80%:
Ethanol 96%:
Ethanol 100%:

Hamatoxylin:

Essigsaure 1%

Eosin:

destilliertes Wasser

4.1.8 Eindeckung

Eindeckmedium:

Mayers Hamalaunldsung fur die Mikroskopie

(Merck; Artikelnummer: 1.09249.0500)

Xylene Melange d’lsomeres 2,51 (SDS; Lot-Nr. 02120201)
Ethanol 80% (Apotheke UKE)

Ethanol 96% (Apotheke UKE

Ethanol absolut (Apotheke UKE)

Xylene Melange d’Isomeres 2,5 (SDS; Lot-Nr. 02120201)
Ethanol 80% (Apotheke UKE)

Ethanol 96% (Apotheke UKE)

Ethanol absolut (Apotheke UKE)

Mayers Hamalaunlésung fur die Mikroskopie

(Merck; Artikelnummer: 1.09249.0500)

Essigsaure 100% (Riedel-de-Haen; Bestellnr. 27225)
Eosin 4-solution 0,5% aquaeous for microscopy

(Merck; Artikelnummer: 109 844)

Eukitt (O. Kindler GmbH & Co.; Lot-Nr. C21)
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4.2  Histologische Arbeitsweise
4.2.1 Einfuhrung in die Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient dem gezielten Nachweis von verschiedenen
Proteinen.
Dieser Nachweis erfolgt mit Hilfe von Antikorpern, die in der Regel der IgG-

Klasse entstammen.

Man unterscheidet dabei polyklonale von monoklonalen Antikérpern. Ein
polyklonaler Antikérper erkennt mehrere antigene Determinanten, da die
Antikérper von verschiedenen B-Zellen im Tier gebildet werden und zudem
auch noch oft die Antiseren mehrerer Tiere gemischt (,gepoolt*) werden.
Diese polyklonalen Antiseren sind daher flr Verdnderungen an einem Epitop
nicht so anfallig wie monoklonale Antikérper, es kann jedoch zu
unspezifischen Hintergrundfarbungen kommen.

Im Gegensatz hierzu stehen die monklonalen Antikorper, die — wie der Name
impliziert- aus einem Klon entstammen, so dal3 die Zellen, die diesem Klon
entstammen, genetisch vollig identisch sind und daher wiederum identische
Antikdrper produzieren. Aus diesem Grund sind sie sehr spezifisch, jedoch
gegenuber Verdnderungen des Epitops wesentlich empfindlicher.

Sowohl der Antikérper zum Nachweis von p53 als auch der zum Nachweis

von Rb sind monoklonale Antikorper.

Aus der Lokalisation des Antigens ergibt sich das Reaktionsmuster des
Antikorpers.
Hierbei werden 3 Reaktionsmuster unterschieden:

- zytoplasmatisch

- nuklear

- membranstandig
Fur die Beurteilung einer Reaktion ist die Kenntnis dieses Reaktionsmusters
von grof3er Bedeutung, da sich nur so unspezifische von spezifischen
Reaktionen unterscheiden lassen.
Bei der Reaktion mit p53 handelt es sich ebenso wie bei der Reaktion mit Rb

um eine Reaktion, die im Zellkern lokalisiert ist (nukledre Antikorper).
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Von weiterer Bedeutung ist die Nachweismethode, mit der die Reaktion
sichtbar gemacht wird.

Zu unterscheiden ist dabei die direkte von der indirekten Nachweismethode.
Bei der direkten Methode wird der spezifische Antikorper direkt mit einem
Fluorochrom oder Markerenzym konjugiert.

Bei der indirekten Methode bindet ebenfalls ein spezifischer, aber
unkonjugierter Primarantikorper an das Antigen der Probe.

Im nachsten Schritt gibt man einen sogenannten Sekundéarantikorper zu dem
bereits gebundenen Primarantikérper. Der Sekundarantikérper ist spezifisch
gegen die Tierspezies des Primarantikdrper gerichtet und ist mit einem

Markerenzym oder Fluorochrom konjugiert.

Bei der indirekten Nachweismethode unterscheidet man verschiedene
Verfahren.

Im folgenden soll jedoch nur kurz die Nachweismethode vorgestellt werden,
die in dieser Arbeit zum Nachweis von p53-Protein bzw. Rb-Protein
verwendet wurde, die LSAB-Methode.

Bei der Labeled Streptavidin-Biotin-Methode macht man sich die Affinitat von
Avidin zu Biotin zunutze. Avidin ist ein aus HUihnereiweil3 gewonnenes
Glykoprotein (Tetramer) mit vier Bindungsstellen fir Biotin. Da es teilweise zu
unspezifischen Reaktionen bei der Verwendung von Avidin kommt, bedient
man sich heute eines reineren gentechnisch hergestellten Produktes, dem
Streptavidin, das aus dem Bakterium Streptomyces avidinii isoliert wird.
Weiterhin verwendet man einen Briickenantikorper, welcher mit Biotin
markiert (biotinyliert) ist. Bei Biotin handelt es sich um ein wasserl6sliches
Vitamin, welches sich gut an den Bruckenantikérper koppeln Ia3t und somit
die Verbindung zwischen Bruckenantikérper und Streptavidin-Enzymkonjugat

herstellt.
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Die Entstehung dieses Streptavidin-Enzymkomplexes entsteht in einem
dritten Schritt durch das Auftragen eines direkt mit einem Enzym (Peroxidase)
gebundenen (labeled) Avidins. Hier sind alle vier méglichen Bindungsstellen

des Avidins fur das am Bruckenantikérper vorhandene Biotin frei.

.
& A& A

SCHRITT 1 SCHRITT 2 SCHRITT 3

Abb. 13: Die drei Schritte der LSAE-Methode bestehen aus
Primarantik&mer ( 5chritt 1), bictimgliertern Bricke nantik&mer
[Schritt 2 ) und Eneym-markiertern Streptavidin {Schritt 3.

Das LSAB-System ist derzeit einer der spezifischsten und durch relativ
einfache Handhabung eine der bevorzugtesten Methoden.

>
X

P

VA VAN

Abb. 11: Bei der LAE- |oder LSA E-| Methode reagiert enzynumar-
kicrtes (Strept vidin mit dem bictirglierten SekundarantikSmer.

Abb. 3 und 4: Darstellung der LSAB-Methode (aus ,Handbuch
Immunhistochemische Farbemethoden®, 3. Auflage;
DakoCytomation)



4.2.2 Die HE-Farbung

Routinemé&Rig werden histologische Praparate mit Hamatoxylin und Eosin
gefarbt, damit gehort diese Methode zu den gebrauchlichen Farbemethoden
in der Histologie.

Mit Hamatoxylin werden die Zellkerne gefarbt, die sich dadurch blau
darstellen. Ebenso konnen Bakterien, Kalk und basophiles Zytoplasma zur
Darstellung gebracht werden.

Eosin stellt sich rot dar und bringt Zytoplasma und Bindegewebsfasern zur
Darstellung.

Die HE-Farbung liefert so eine gute Ubersicht tiber das auszuwertende

histologische Praparat.

4.2.3 Methodik der Bearbeitung und Auswertung der H istologien

Nach Vorliegen des kompletten Follow-up aller Patientinnen wurden die
zugehdorigen Paraffinblocke herausgesucht und jeweils mehrere Schnitte mit
einer Dicke von 1um angefertigt.

Um sicherzustellen, dass die verwendeten Schnitte auch tatsachlich —
hinsichtlich Qualitat und Quantitat- Karzinomgewebe enthielten, wurden
zunachst Farbungen mit Hamalaun-Eosin angefertigt und in der Abteilung fur
Gynakopathologie befundet.

Nach Vorliegen dieser Ergebnisse wurden dann nur die Paraffinblocke weiter
verwendet, die sicher Karzinomgewebe enthielten.

Es erfolgten dann immunhistochemische Farbungen mit p53 und Rb, wobei
jedem Block ein Schnitt zugeordnet wurde.

Die immunhistochemische Auswertung erfolgte mit Unterstitzung der
Abteilung fur Pathologie/Institut fur Gynakopathologie. Jeder Schnitt wurde
jeweils von 2 unabhangig voneinander arbeitenden Personen, namlich dem
Doktoranden und einem Facharzt fir Pathologie, ausgewertet. Bei
diskordinanten Befunden wurde im Anschluf ein gemeinsamer Befund

erhoben.
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Bei der Auswertung wurde folgendes zugrunde gelegt:

1. Die Signalstarke der immunhistochemischen Farbung. Hierbei wurden drei
Wertebereiche unterschieden (schwaches Signal = 1; mittelstarkes Signal
= 2, starkes Signal = 3).

2. Der Anteil an positiven Tumorzellen bezogen auf den gesamten
Tumoranteil innerhalb eines Praparates. Hierbei wurde in 4 Wertebereiche
differenziert (<20% positive Tumorzellen = 1; 20 bis 49% positive
Tumorzellen = 2; 50-80% positive Tumorzellen = 3; >80% positive
Tumorzellen = 4).

Aus Signalstarke und Anteil positiver Tumorzellen wurde dann ein Score

durch Multiplikation beider Werte ermittelt, so dal3 ein Score zwischen 0 und

12 erreicht werden konnte.

4.3 Patientenkollektiv und Methoden
4.3.1 Informationsquelle und Datenbasis

In der Universitatsfrauenklinik Hamburg-Eppendorf wurden im Zeitraum 1985
bis 2001 184 Patientinnen mit einem epithelialen Ovarialkarzinom priméar
operiert. Ein Teil der erhobenen Patientendaten geht auf Dr. med. Peter
Rohlke und Dr. med. Christian Utler zurtick und wurde von diesen zur
weiteren Auswertung zur Verfligung gestellt.

Die Stadieneinteilung erfolgte entsprechend der unter 2.1.5 aufgefiihrten
FIGO-Klassifikation von 1997 und teilte sich wie Abbildungen 5 und 6 zeigen
in folgende zusammengefasste Subgruppen auf.

Die Abbildungen zeigen zusétzlich noch die Einteilung des Kollektivs der
Jahre 1985 bis 1995, auch als alteres Kollektiv bezeichnet, und die des
Kollektivs der Jahre 1996 bis 2001, im weiteren als das jingere Kollektiv
bezeichnet.

Diese Unterteilung erfolgte, da hier zwei Kollektive zusammengefasst wurden,
die sich jedoch hinsichtlich der Operationstechnik zumindest in den héheren
Stadien von einander unterscheiden. Erst seit Mitte der 90er Jahre wird nach
dem sogenannten AGO-Standard (Arbeitsgemeinschatft fur gynakologische
Onkologie) operiert, der in Kapitel 2.1.7 bereits beschrieben wurde. In

friheren Jahren wurden in der Regel keine Oberbaucheingriffe und keine
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Lymphonodektomien durchgefiihrt. Dieses belegen auch die eingesehen

Operationsberichte der untersuchten Patientinnen.

1985-1995 | 1996-2001 Gesamt
Median 57,8 60 59
Alter (Jahre) Minimum 26 24 24
Maximum 81 84 84
FIGO | 5 14 19 (10,3%)
FIGO II 7 7 14 (7,6%)
Tumorstadium
FIGO IlI 33 65 98 (53,3%)
FIGO IV 32 21 53 (28,8%)
Gl 11 12 23 (12,5%)
Grading Gli 26 28 54 (29,3%)
Glll 40 67 107 (58,2%)
< 500 ml 33 49 82 (44,6%)
Aszitesmenge
> 500 ml 44 58 102 (55,4%)
RO 0 71 71 (38,6%)
Resektionsstatus | > R1 0 35 35 (19%)
unbekannt 77 0 77 (42,4%)
seros-papillar |55 90 145 (78,8%)
. _ muzinos 10 8 18 (9,8%)
Histologischer
endometroid |6 4 10 (5,4%)
Typ :
klarzellig 0 1 1 (0,5%)
entdifferenziert | 6 4 10 (5,4%)
Nachbe- Median 3,2 2,2 2,7
obachtungszeit Minimum 0,75 0,02 0,02
(Jahre) Maximum 8 6,03 8

Tabelle 2: Patientinnen- und Tumorcharakteristik
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FIGO-Stadium (1985-2001)

50% -

40%-

30%-

20%

10%/

0%-

la-llc la-llic \Y
Abb. 5: Uberblick Giber die FIGO-Stadien iiber den gesamten Zeitraum
FIGO-Stadien

80%

60%

40%:

20%;

0%-

la-llc [lla-llic v

O Patienten 1985-1995 O Patienten 1996-2001

Abb. 6: FIGO-Stadien unterteilt in jungeres und alteres Kollektiv
Die histologische Befundung und die Beurteilung des Malignitatsgrades
erfolgte am Institut fir Pathologie/Abteilung fir Gynakopathologie der

Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf.

Nichtepitheliale Malignome des Ovars und Borderline-Tumoren sind in diesem
Kollektiv nicht berlcksichtigt.

Die Patientinnen, bei denen keine Paraffinblocke auffindbar waren (n=2) oder

in den Blocken kein oder nicht mehr ausreichend Tumorgewebe nachweisbar
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war (n=23), sowie Patientinnen, deren Paraffinblécke durch beispielsweise zu
starke Nekrosen und Hamorraghien nicht sicher beurteilbar waren (n=5
[davon 3 Patientinnen mit Z.n. neoadjuvanter Chemotherapie]), wurden nicht

zur statistischen Auswertung herangezogen.

Bei der Operation wurde bei dem jungeren Kollektiv nach der unter 2.1.7
beschriebenen Technik vorgegangen. Ziel war die vollstandige
Tumorentfernung beziehungsweise ein adaquates Staging. Zur Erreichung
der mdglichst kompletten Tumorresektion waren teilweise sehr radikale
Operationen bis hin zum ausgedehnten Oberbaucheingriff mit zum Beispiel
Lebersegmentresektion, Milz- und Pankreasschwanzresektion erforderlich.
Stomata wurden wenn madglich im Hinblick auf die Lebensqualitat vermieden.
Daruber hinaus erfolgte die pelvine und paraaortale Lymphonodektomie

regelhaft, sofern dies der intraoperative Zustand der Patientin erlaubte.

Die Operationen wurden in der Regel interdisziplinar durch ein
gleichbleibendes Team aus in der gynakoonkologischen Op-Technik
erfahrenen Gynakologen, Abdominalchirurgen und Anasthesisten

vorgenommen.

Das altere Kollektiv wurde nicht nach der unter 2.1.7 beschriebenen
standardisierten Technik operiert. Grol3ere Oberbaucheingriffe und die
pelvine und paraaortale Lymphonodektomie wurden nicht durchgefuhrt, so
dal3 bei diesem Kollektiv wesentlich seltener von einer makroskopischen
postoperativen Tumorfreiheit auszugehen ist.

Postoperativ wurde in den frihen Stadien eine Chemotherapie individuell,
gemal den Empfehlungen einer interdisziplindren onkologischen Konferenz
der Frauenklinik, in der jede Patientin vorgestellt wurde, angeschlossen.
Diese Empfehlungen stehen weitgehend mit den unter 2.1.8 beschriebenen
Ausfuihrungen in Einklang.

In den Stadien I11/1V wurde im Allgemeinen gemald den Empfehlungen der
AGO eine platinhaltige Therapie (Carboplatin oder Cisplatin) durchgefihrt,

sofern keine Kontraindikationen vorlagen.
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Nach Abschluss der Primartherapie wurde ein grol3er Teil der Patientinnen
regelmanig im Rahmen der Nachsorge in der Poliklinik der Frauenklinik
gesehen. Die Nachsorge der Uibrigen Patientinnen wurde von
niedergelassenen Kollegen tbernommen. Ebenso wurden die meisten der
Patientinnen mit Rezidiv kontinuierlich im Rahmen der palliativen
Chemotherapie beziehungsweise supportiven Therapie tagesklinisch und

stationar weiter betreut.

4.3.2 Beschreibung wichtiger Merkmale

In der vorliegenden Arbeit wurden 184 Patientinnen untersucht. Die 184
Patientinnen wurden zum besseren Verstandnis in Bezug auf den
postoperativ verbliebenen Tumorrest zwei Kollektive (alteres und jungeres
Kollektiv) unterteilt, da seit dem Jahr 1996 (Wechsel des Direktors der
Frauenklinik) bei den fortgeschrittenen Stadien der Grundsatz
makroskopische Tumorfreiheit durch radikale Tumorchirurgie
(Oberbaucheingriff, Zwerchfelleingriff, wenn nétig Darmanastomosen ) gilt.
In der statistischen Analyse wurde dies unter Einbeziehung des Zeitraums
beachtet.



4321 Tumorstadium

Wie aus Abbildung 7 und Tabelle 3 hervorgeht, war der tberwiegende Anteil
der Patientinnen bei Diagnosestellung bzw. Operation bereits in einem

fortgeschrittenen Stadium.

FIGO-Stadien

60% -

50% -

40% -

30% -

20% -

10%

0%-

la-lc lla-llc Ila-lllc \%

Abb. 7: Uberblick Uiber die Verteilung der Tumorstadien im Gesamtkollektiv

(n=184)
S/ Patipénnzt?rlwhrlen &
la bis Ic 19 10,3
lla bis llc 14 7,6
[lla bis llic 98 53,3
\Y 53 28,8

Tabelle 3: Haufigkeitsverteilung der Patientinnen in allen FIGO-Stadien
(n=184)

Bei der statistischen Analyse wurden die Patientinnen der einzelnen FIGO-
Stadien drei unterschiedlichen Gruppen zugeordnet. Da relativ wenig

Patientinnen die Tumorstadien | und Il aufwiesen, wurden diese beiden
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Gruppen zu einer zusammengefal3t und gemeinsam ausgewertet. Dieses
Vorgehen ist in der Literatur beschrieben und blich, da auch in grof3en
Kollektiven wenig Falle mit weniger fortgeschrittenen Tumorstadien zu finden
sind.

Die folgende Tabelle zeigt diese Gruppierung.

SLEl PatiAennZt%hr:en %
la bis llc 33 18
[lla bis llic 98 53
v 53 29

Tabelle 4: Haufigkeitsverteilung der Patientinnen in den gruppierten
Tumorstadien (n=184)
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4.3.2.2 Histologischer Typ

Der haufigste histologische Typ war der serds-papillare. Dies spiegelt
Abbildung 8 wieder. Der beurteilende Pathologe ist seit 1985 derselbe.

Histologischer Typ

80% ¢ |
70%1" | 78,8%
60%:-
50%-
40%1
30% 1 |
20%+" M 9,8% 54%  05%  5.4%
10%:-
0%

Abb. 8: Uberblick tiber den histologischen Typen

Histologie PatiAe nnz'[ie:1hr:en %

Serds-papillar 145 78,8
Muzin6s 18 9,8
Endometroid 10 54
Klarzellig 1 0,5
undifferenziert 10 5,4

Tabelle 5: Haufigkeitsverteilung der histologischen Typen (n=184)

Zur Auswertung des Kollektiv wurden die Karzinome vom muzingsen,
endometroiden und klarzelligen Typ bei sowie die Gruppe der
undifferenzierten und serés-papillaren Ovarialkarzinome zusammengefasst
(55).



4.3.2.3 Das histologische Grading

Der Blick auf die Haufigkeitsverteilung beim Differenzierungsgrad der
Karzinome zeigt eine Zunahme vom gut differenzierten zum schlecht
differenzierten Karzinom.

Dies zeigt die Abbildung 9.

Histologisches Grading

60,0% -

50,0% -

40,0% -
58,2%

30,0%

20,0% 29,3%

10,0% 12,5%

0,0%
G1 G2 G3

Abb. 9: Uberblick tiber die prozentuale Verteilung der Gradings

Grading Anzahl 0
o %o
Patientinnen
Gl 23 12,5
G2 54 29,3
G3 107 58,2

Tabelle 6: Haufigkeitsverteilung beim Grading (n=184)



4.3.2.4 Nachbeobachtungszeit

Die mediane Nachbeobachtungszeit liegt bei beim jingeren Kollektiv bei 3,14
Jahren fur die FIGO-Stadien | und II(Follow-up zwischen 0,39 Jahren
(Minimum) und 6,03 Jahren (Maximum) und fir die FIGO-Stadien Il und IV
liegt sie bei 1,75 Jahren (Follow-up zwischen 0,02 Jahren (Minimum) und
5,96 Jahren (Maximum). Das altere Kollektiv wurde im Median 3,2 Jahre

nachbeobachtet (Minimum 0,75 Jahre bis Maximum 8 Jahre).

Kollektiv
(1985-1995)

FIGO I &Il | FIGO Il & IV FIGO | - IV

Kollektiv 1996-2001

Mediane
Nachbeobachtungszeit 3,14 Jahre 1,75 Jahre 3,2 Jahre

Tabelle 7: Mediane Nachbeobachtungszeiten der Kollektive

4325 Alter

Das Alter aller Patientinnen bei Operation betrug im Median 59 Jahre mit

einem Minimum bei 24 Jahren und einem Maximum von 84 Jahren.

Alter der Patientinnen
Minimum 24
1. Quartil 50
Median 59
3. Quartil 67
Maximum 84

Tab. 8: Altersverteilung zum Zeitpunkt der Primaroperation (n=184)



4.3.3 Dokumentation und Datenverarbeitung

Zur genauen Datenerfassung standen Computermasken zur Verfigung mit
deren Hilfe die patientenrelevanten Angaben Uber Operation, FIGO-Stadium,
Histologie, postoperativem Verlauf, Chemotherapie und ahnliches erfasst
wurden (OV.CA-Programm Version 5.0, Betriebssystem MS-DOS 5.0,
Datenbanksystem Fax Pro 2.0 EXE, Programm D:/OVCA/PRG/OVCA; ©
1996: Prochaska DP, Janicke F., Kuhn W.)

Die Daten konnten durch die Patientenakten einschliel3lich Operations- und
histopathologischem Befundbericht, durch die Nachsorgeakten der Poliklinik
und durch den direkten telefonischen Kontakt mit den niedergelassenen
Kollegen beziehungsweise mit den Patientinnen komplett erfasst werden, so
dass ein Follow-up des Zeitraums 01.01.2002 bis 01.04.2002 fur das jungere
Kollektiv und ein Follow-up Uber einen Zeitraum zwischen 9 bis 96 Monaten

fur das altere Kollektiv vorliegt.

Um die Daten besser handhaben zu kdnnen wurden die Rohdaten aus dem
OV.CA-Programm in eine Excel-Datenbank tbertragen, von der aus die
relevanten Daten in die Statistik-Software Ubertragen wurden.

Die statistischen Berechnungen wurden mittels SPSS 11.5 durchgefihrt,

wahrend der vorliegende Bericht in WinWord erstellt ist.

Eine Liste aller Basis- und Rohdaten liegt in einem gesonderten Ausdruck vor

und gibt die vollstandige in der Datenbank enthaltene Information wieder.

4.3.4 Uberblick Uiber die verwendeten Verfahren

Im Rahmen der vorliegenden Analysen wurden —je nach Fragestellung- die
folgenden Kennwerte angegeben:
* Bei Haufigkeitsdaten waren dies die absoluten und relativen
Haufigkeiten (%-Werte)
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* Bei metrischen Daten waren dies das arithmetische Mittel, als Malf3 fur

die Variabilitat die Standardabweichung, das Minimum und Maximum,

die Fallzahl, sowie die Perzentile. Perzentile, zu denen auch der

Median zahlt, konnen als Eckpunkte einer Werteverteilung bezeichnet

werden. Beispielsweise charakterisiert der Median den Wert, der die
Stichprobe in der Mitte teilt.

4.3.5 Uberblick Uiber die verwendeten statistischen Testverfahren

Die Tabelle 2 gibt einen Uberblick tber die verwendeten statistischen

Rechenverfahren. Ohne Ausnahme werden alle statistischen Tests rein

explorativ eingesetzt. In sofern haben alle Befunde keinen ,beweisenden”

oder ,konfirmativen“ Charakter.

Test

Zielsetzung

Chi2-Test, Fisher-Yates-
Test (53)

Prifung von Unterschieden bei Haufigkeitsdaten
(z.B. Prufung, ob Unterschiede in Prozentwerten
bestehen)

Wilcoxon-Test (53)

Vergleich und Bewertung von Unterschieden zweier
Melpunkte in Parametern, die stetige Daten enthalten

Regression nach Cox
(54)

Multivariates Verfahren zur Pradiktion eines Risikos aus
mehreren Parametern, wobei zeitliche Auftretenslatenzen
beriicksichtigt werden. Aus einer Liste von Parametern
konnen pradiktive Parameter extrahiert werden.

Methode nach Kaplan
und Meier (54)

Ein Verfahren zur Analyse von Latenzen eines
Ereignisses (Tod, Progression) und Beschreibung

des Ereignisverlaufes. Das Ereignis kann nur zusammen
mit dem zeitlichen Aspekt (der Auftretenslatenz

des Ereignisses) interpretiert werden.

Tabelle 9: Uberblick Uiber die explorativ verwendeten statistischen Verfahren
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4.3.6 Hinweise zur statistischen Symbolik

Explorativ berechnete statistische Signifikanzen werden stets mittels

sogenannter p-Werte' gekennzeichnet. Die folgende Tabelle zeigt einen

Bewertungsmalistab fur die p-Werte.

[rrtumswabhr-
Symbol | seheinlichkeit | Bedeutung
n.s. p > 0.05 nonsignifikanter Unterschied zwischen Gruppen
n.s. p = 0.05 bis 0.10 | nonsignifikanter Unterschied, die Signifikanz-

schwelle wurde nur geringfligig verfehlt

(insgesamt liefert dies einen starken Hinweis auf
einen moglichen Unterschied, siehe SACHS 1992)

* p<0.05 signifikanter Unterschied
** p<0.01 hochsignifikanter Unterschied
i p <0.001 hochsignifikanter Unterschied

(gleiche Formulierung wie bei p<0.01)

'Das "p" steht fiir "probability“. Der p-Wert bezieht sich auf eine Nullhypothese

(z.B. ,kein Zusammenhang" oder ,kein Unterschied”). Diese vermutet man vorerst als wabhr.
Geringe p-Werte fihren zur Ablehnung der Nullhypothese und machen eine Alternative
(,signifikanter Zusammenhang®, ,signifikanter Unterschied") plausibel

Tabelle 10: Kennzeichnung der explorativen Signifikanzen




5. Ergebnisse

5.1. Immunhistochemie

5.1.1 Retinoblastoma-Nachweis

Bei der Auswertung der Immunhistochemien zeigten sich zwei ungefahr

gleich grofRe Kollektive, wobei in der Gruppe Rb Score 0 bis 4 die Karzinome

enthalten sind, die keine oder nur eine schwache Expression aufweisen und
in der Gruppe Rb Score 6,8,9 und 12 die Karzinome enthalten sind, die eine
starke bis sehr starke Expression haben. In nur einem Fall konnte die Rb-

Expression nicht ermittelt werden.

Die Abbildung 10 und die Tabelle 11 zeigen diese Einteilung.

Rb-Expression (Gruppierung)

60%1
50%1
40%-
30%-
20%1
10%-

0%

Rb score 0-5

Rb score 6-12

Rb unbekannt

Abb. 10: Expression von Retinoblastom, gruppiert

Rb-Expression

Anzahl
Patientinnen

%

0-4 90 48,9
6,8,9,12 93 50,5
unbekannt 1 0,6

Tab. 11: Haufigkeitsverteilung der Rb-Expression
(Patientenkollektiv n=184; fehlend n=1)
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Da die Abbildung 10 und Tabelle 11 zur besseren Auswertungsmoglichkeit
das betrachtete Kollektiv bereits in zwei ungeféahr gleich grof3e Gruppen
unterteilt hat, werden in Tabelle 12 und Abbildung 11 noch einmal die
Basisdaten und die prozentuale Verteilung der einzelnen Gruppen getrennt

fur das altere und das jungere Kollektiv gezeigt.

Rb-Expression (beide Kollektive)

50%-
40% -1
30%-
20%-
10%

0%:-

Rb 7-12 Rb
unbekannt

RbO Rb 1-3 Rb 4-6

‘ [@1985-1995 O1996-2001

Abb. 11: Haufigkeitsverteilung der Rb-Expression fur beide Kollektive

Rb- Patientinnen % Patientinnen %
Expression | (1996-2001) (1996-2001) | (1985-1995) (1985-1995)
0 0 0 13 16,8
1-3 37 34,58 27 35,1
4,6 52 48,60 20 26
8,9,12 17 15,88 17 22,1
unbekannt 1 0,90 0 0

Tab. 12: Patientenkollektiv fur die Rb-Expression (n=184, fehlend n=1)
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Abb. 12: Ovarialkarzinom mit Hamalaun-Eosin-Farbung,
100fache Vergréf3erung

Abb. 13: Ovarialkarzinom mit Rb- Score 6
(Signalstarke 2, Tumoranteil 3), 200fache Vergrof3erung
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Abb. 14: Ovarialkarzinom mit Rb-Score 12
(Signalstarke 3, Tumoranteil > 80%), 400fache Vergrol3erung

Abb. 15: Ovarialkarzinom mit Rb-Score 1
(Signalstarke 1, Tumoranteil < 20%), 400fache Vergrol3erung
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Abb. 16: Ovarialkarzinom mit Rb- Score 8

(Signalstarke 2, Tumoranteil > 80%), 400fache Vergrof3erung

Abb. 17: Ovarialkarzinom mit Rb-Score 6

(Signalstarke 2, Tumoranteil 50-80%), 200fache VergrofRerung
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5.1.2 p53-Expression

Abbildung 18 zeigt die Verteilung des Kollektivs hinsichtlich der p53-
Expression. In 9 Féllen konnte kein p53-Nachweis erfolgen, da nicht mehr
gentgend Material fur alle zu erfolgenden Farbungen vorlag mit
Gewahrleistung eines ausreichend hohen Tumoranteils im Paraffinblock. Bei
der p53-Expression erschien es in Ricksprache mit dem Statistiker gunstiger,

drei Gruppen zu bilden, die anndhernd gleich grof3 sind.

p53-Expression (Gruppierung)

40% -

35%-

30%-

25%-

20%-

15%-

10%-

5%-

0%-

p53 score 0 p53 score 1-4 p53 score 5-12 p53 unbekannt

Abb. 18: Prozentuale Haufigkeitsverteilung der p53-Expression

p53-Expression égﬁgglﬂnnen %

0 62 33,7
1-4 47 25,5
6,8,9,12 66 35,9
unbekannt 9 4,9

Tab. 13: Haufigkeitsverteilung der Expressionsstarke von p53

In der Abbildung 19 und in der Tabelle 14 sind, wie bereits bei Rb, die

einzelnen Gruppen aufgefuhrt, die jedoch zur statistischen Auswertung in die



unter Abbildung 18 und Tabelle 13 benannte Gruppen zusammengefasst

wurden.

p53-Expression beider Kollektive

1-3

4,6

8,9,12

01985-1995 W 1996-2001

unbekannt

Abb. 19: Haufigkeitsverteilung des p53-Expression beider Kollektive

p53- Patientinnen | % Patientinnen | %
Expression | (1985-1995) | (1985-1995) | (1996-2001) | (1996-2001)
0 28 36,4% 34 31,7%
1-3 18 23,4% 19 17,7%
4,6 13 16,9% 29 27,1%
8,9,12 15 19,5% 19 17,7%
unbekannt 3 3,9% 6 5,6%

Tab. 14: Verteilung der p53-Expression (n=184, fehlend n=9)
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Abb. 20: Ovarialkarzinom mit Hamalaun-Eosin-Farbung,
100fache VergrofRerung

Abb. 21: Ovarialkarzinom mit p53-Score 12
(Signalstarke 12, Tumoranteil > 80%), 100fache Vergrol3erung
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Abb. 22: Ovarialkarzinom mit p53-Score 9
(Signalstarke 3, Tumoranteil 50-80%), 400fache Vergré3erung

Abb. 23: Ovarialkarzinom mit p53-Score 6
(Signalstarke 2, Tumoranteil 50-80%), 200fache Vergrof3erung
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Abb. 24: Ovarialkarzinom mit p53-Score 1
(Signalstarke 1, Tumoranteil <20%), 400fache Vergrol3erung

Abb. 25: Ovarialkarzinom mit p53-Score 0
(Signalstarke 0 )100fache VergrofRerung
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5.2  Uberleben

Sesamtiberieben 1985-2001
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Abb. 26a: Uberlebenslﬁurve des Gesamtkollektivs
(medianes Uberleben 39 Monate)

Gesamtiuberieben 1985-1995
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Abb. 26b: Uberlebenskurve des alteren Kollektivs
(medianes Uberleben 18 Monate)
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SGesamtuberleben 1996-2001
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Abb. 26c: Uberlebenslgurve des jungeren Kollektivs
(medianes Uberleben 60 Monate)

Uberleben Anz_ahl_ %
Patientinnen

Nein 95 48,4

Ja 89 51,6

Tab.15: Prozentuale Verteilung bei der Frage nach dem Uberleben

In die Auswertungen sind Daten friiherer Erhebungen eingeflossen. So

wurden die Uberlebensdaten des alteren Kollektivs von Dr. P. Rohlke zur

Verfigung gestellt, ein Teil der Daten des jungeren Kollektivs wurden von Dr.

Ch. Utler erhoben.

5.2.1 EinfluR von Rb auf die Uberlebenswahrscheinli

Patientinnen mit Ovarialkarzinom

Die Studienpopulation, die wegen eines Ovarialkarzinoms primér an der
Frauenklinik des Universitatskrankenhauses Hamburg-Eppendorf operiert
wurden, besteht aus 184 Patientinnen des Zeitraums 1985 bis 2001.

Das Kollektiv, das im folgenden gemeinsam untersucht wird, besteht aus 77
Patientinnen, die in dem friheren Zeitraum, namlich 1985 bis 1995, operiert

chkeit von
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wurden, und 107 Patientinnen, die in dem spéteren Zeitraum operativ

behandelt wurden.

Nach der Beschreibung des Kollektivs fir beide Zeitraume werden
verschiedene Zusammenhange zwischen den bei der Operation bestimmten,
zeitunabhéngigen Merkmalen beschrieben, um schlie3lich zu untersuchen,
inwieweit der Rb-Score ein prognostischer Faktor fur die verbleibende

Lebenszeit nach Operation ist.

5.21.1 Beschreibung des Kollektivs in Abhangigkei  tvon Rb

Die Verteilung der Patientinnen in die Subgruppen Rb-score 1-5 und Rb-
Score 6-12 ergab zwei fast gleich grol3e Kollektive, in nur einem Fall konnte

der Rb-Status nicht erhoben werden.

5.21.1.1 Histologie

Die Patientinnen waren an Ovarialkarzinomen erkrankt, die sich histologisch
in funf verschiedene Subgruppen unterteilen lie3en, wobei der Anteil der
seros-papillaren den grofdten Anteil ausmachte. Diese Gruppen wurde spater
mit der Gruppe der undifferenzierten Ovarialkarzinome zusammengefasst.
Dabei wurde dieses Subkollektiv zwar noch groRRer, da aber die Prognose bei
beiden Typen ahnlich ist, musste diese Zusammenfassung erfolgen.
Betrachtet man die einzelnen Gruppen, so lasst sich erkennen, dafl3 in allen
Gruppen die Verteilung in die schwacher und hoch tberexprimierenden
Karzinome gleich ist.

5.2.1.1.2 Grading

Der groRere Anteil der Patientinnen mit einer Uberexpression von Rb fallt in
die Gruppe der schlecht differenzierten Karzinome. Ein statistischer
Zusammenhang wurde nicht belegt.
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5.2.1.1.3 Tumorstadium

Das Tumorstadium FIGO llic ist am h&aufigsten diagnostiziert worden gefolgt
vom fortgeschrittensten Stadium FIGO IV. In den friheren Stadien | und Il
sind die Kollektive bezogen auf den Rb-Status ungefahr gleich verteilt, bei
dem spaten Stadium FIGO IV sind mehr Patientinnen mit einer starken

Uberexpression anzutreffen.

Charakteristika |Histologie Total Sc??ze RG?;QC’ (irze Sr?bglfgrr\it
Q!l?ientinnen 184 90 93 1
Zelltyp serds-papillar 145 71 74 0
muzinos 18 10 8 0
endometroid 10 5 5 0
klarzellig 1 0 1 0
undifferenziert 10 4 5 1
Grading (G 23 15 8 0
G 1) 54 24 30 0
(G 1) 107 51 55 1
FIGO Stadium |la-Ic 19 10 9 0
lla - llc 14 8 6 0
[lla - lllc 98 52 45 1
\Y, 53 20 33 0
Zeitraum ngggi(\)/m 107 55 51 1
e M I R

Tabelle 16: Eigenschaften der Patienten nach RB score
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5.2.1.1.4 Alter

Alter (Jahre) Median Minimum Maximum
Rb 1-4 58 24 84
Rb 6,8,9,12 60 25 82

Tabelle 17: Alter bei Operation nach RB

5.2.1.1.5

Der praoperative Wert des Tumormarker Ca

125

Die HOhe des Tumormarkers zum Zeitpunkt der Operation liegt im Median bei

beiden Gruppen bei Werten grol3er oder gleich 500 kU/I.

CA 12-5 pra-op (iU/ml) | Median Minimum Maximum
Rb 1-4 500+* 16 500+*
Rb 6,8,9,12 500+* 10 500+*

*=Uber 499 (Im friheren Zeitraum erfolgte bei héheren Werten keine genauere Eingabe in die

Datenbank)

Tabelle 18: Vor Operation bestimmtes CA12-5 nach RB

5.2.1.1.6

Der postoperative Wert des Tumormarkers C

al25

Der Tumormarker CA125, der einige Tage nach Operation bestimmt wurde,

lag im Median bei 95 kUI/I.

CA 12-5 post-op (iU/ml) _ [ Median Minimum Maximum
Rb 1-4 84,6 0 500+*
Rb 6,8,9,12 107 0 500+*

*=Uber 499 (Im friheren Zeitraum erfolgte bei héheren Werten keine genauere Eingabe in die

Datenbank)

Tabelle 19: Nach Operation bestimmtes CA12-5 nach RB score
(fehlend n=39)
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5.2.1.1.7 Uberlebenszeit

Die Abschatzung der kumulativen Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan-
Mayer ergibt, dass Patientinnen mit einem RB-Score < 4 eine hthere
verbleibende Lebenszeit nach Operation haben als solche mit einem RB-
Score, der Uber 6 liegt. Aus der Abbildung ergibt sich auch, dal3 fir
Patientinnen, deren RB-Score < 4 lag die Wahrscheinlichkeit nach der
Operation 60 Monate zu Uberleben bei 47% lag. Wahrend dieselbe
Wahrscheinlichkeit fur Patientinnen mit einem RB-Score Uber 6 bei 23% lag.
Das heil3t, dass die 5-Jahresiberlebenswahrscheinlichkeit der
Patientinnengruppe mit einem Rb-Score < 4 doppelt so hoch ist im Vergleich
zu der Patientinnengruppe mit einem héheren Rb-Score.

Diese Unterschiede sind signifikant (p=0,0141).

Uberlebensfunktion
1.00

.80 A

.60 A

40

.20 A

RB score 6-12

0.00 o RB score 1-4
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Uberlebenswahrscheinlichkeit xp0

Monate seit Operation

Vergleich der Uberlebenswahrscheinlichkeit mittels Wilcoxon (Gehan) Methode
(p(univariat)=0,0141; D.F. 6.024)

Abb. 27 : Uberlebenswahrscheinlichkeit nach RB-score (2 Gruppen)
fur alle Patientinnen

In dieser univariaten Analyse wurden jedoch andere bekannte prognostische
Faktoren nicht berticksichtigt, so dass allein aus dieser Analyse Rb nur als

prognostischer Faktor hervorgeht. Ob es sich bei Rb auch um einen



unabhangigen prognostischen Faktor handelt, wird anhand des COX-Modells

gezeigt.
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5.2.2 Der Einfluss der Rb-Expression bei gleichzeit  iger

Bertcksichtigung bekannter Faktoren

Wie auch aus der folgenden Tabelle 20 hervorgeht, ist der Tumor bei allen
Patientinnen mit FIGO-Stadium | & Il ohne Rest entfernt worden. Im Weiteren
geht daraus hervor, dass fir Patientinnen des alteren Zeitraums der

Resektionsstatus unbekannt ist.

Kollektiv 1996-2001 Kollektiv
1985-1995

Tumorrest nach OP

tumorfrei | nicht unbekannt | unbekannt
tumorfrei
Stadium la-llc 21 0 0 12
FIGO- .
Stadium Stadium llla-lllc 42 22 1 33
Stadium IV 8 13 0 32
Gesamt 71 35 1 77

Tabelle 20: Zusammenhang zwischen FIGO-Stadium, Resektionsstatus und
Kalenderzeitraum

Um nun insbesondere dem Zusammenhang zwischen Kalenderzeit und dem
Wissen uber den Tumorrest und gleichzeitig demjenigen zwischen FIGO-
Stadium und dem nach Operation verbliebenem Tumorrest, Rechnung zu
tragen, ohne dabei das Patientenkollektiv zu stark zu reduzieren, wird fur die
folgende Untersuchung nur die Patientin aus dem jlingeren Zeitraum
ausgeschlossen, von der nicht bekannt ist, welcher Tumorrest vorlag.

Aus Tabelle 21 geht auch hervor, dass im jiungeren Zeitraum weniger
Patientinnen dem Stadium IV zugeordnet worden als im alteren Zeitraum.
Zudem wird auch ersichtlich, dass insbesondere wenige Patientinnen in
Stadium IV nach OP tumorfrei waren.

Die Frage, inwieweit dem RB-Score prognostische Bedeutung bzgl.
Uberleben zukommt, wenn gleichzeitig auch bekannte prognostische
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Faktoren berticksichtigt werden, wurde mittels Coxscher Regressionsanalyse

untersucht. Bei der Modellierung wurde der Tatsache Rechnung getragen,

dass fur den alteren Zeitraum der Resektionsstatus unbekannt ist und zudem

bei FIGO-Stadien I-l1l der Tumor ohne Rest entfernt werden sollte.In Tabelle

26 ist dargestellt, dass fur dieses Kollektiv auch der Rb-Score, aber

insbesondere die Tumorfreiheit nach OP und das Wissen um die

Tumorfreiheit fur die Stadien 1lI-1V prognostische Faktoren fir die

verbleibende Lebenszeit nach der Operation zu sein scheinen.

95%
: : Konfidenzintervall
POTNSEISE 27 Risikogruppe Referenzgruppe rgla}tlves p-Wert
Faktor Risiko
Untere Obere
Grenze |Grenze
Alter bei OP 1.00 0.797 ]0.98 1.02
Tumorrest
bei FIGO -1V

FIGO-Stadium & | Stadium I-Il Stadium -1V
Tumorrest & RO & RO 0.14 0.066 0.02 1.14

Stadium I-I Stadium -1V

& R unbekannt RO 1.17 0.766 0.42 3.20
Grade G3 Gl-G2 0.88 0.618 |0.54 1.44
Zelltyp seros-papillar/ muzinds/

undifferenziert endometroid/

klarzellig 1.63 0.214 |[0.76 3.50

CA12-5 500 und mehr Unter 500 0.87 0.582 |0.52 1.44
-

-2In(LR)=719,98 bei 9 FG

Tabelle 21: Multivariate Regressionsanalyse (COX-Modell) der kumulativen
Uberlebenswahrscheinlichkeit ab Operationsdatum fur potentielle
prognostische Faktoren (n=184)
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5.2.3 EinfluR des p53-Nachweises auf die Uberlebens  wahrscheinlichkeit

von Patientinnen mit Ovarialkarzinom
5.2.3.1 Beschreibung des Kollektivs in Abhangigkeit vom p53-Score

Betrachtet man den p53-Nachweis aller Patientinnen, so wird ersichtlich, daf3
deutlich mehr Patientinnen eine schwéachere Expression aufweisen. Bei 9
Patientinnen konnte kein p53-Expressionsstatus erhoben werden, da hier kein

ausreichendes Material zur Verfigung stand.

5.2.3.1.1 Histologie

Die histologische Zuordnung zum Ovarialkarzinomtypus entspricht der unter
5.2.2 erwahnten, da diese unabhangig vom Expressionstyp ist.

Betrachtet man die einzelnen Gruppen, so lasst sich erkennen, dafl3 in allen
Gruppen — mit Ausnahme der Karzinome vom undifferenzierten Typ - die

Verteilung zugunsten der schwéacher exprimierenden p53-Gruppe ausfallt.

5.2.3.1.2 Grading

Beim Grading ist wiederum nur die Gruppe der schlecht differenzierten
Karzinome fast gleich auf beide p53-Kolektive verteilt, bei den hoher
differenzierten Karzinomen fallen jeweils deutlich mehr Patientinnen in die

Gruppe der schwacher p53-exprimierenden Karzinome.

5.2.3.1.3 Tumorstadium

In allen Tumorstadien finden sich mehr Patientinnen in der Gruppe mit den
niedrigeren P53-Scores.

Betrachtet man den Zeitraum, dann sind wiederum in beiden Kollektiven, d.h.
im Alteren und Jiingeren, in der schwéacher exprimierenden Gruppe mehr
Patientinnen anzutreffen.

Auch bei der Frage nach einem Rezidiv, erleiden mehr Frauen mit einem

niedrigen p53-Score ein Rezidiv als mit einem hohen p53-Score. Aber auch in
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der Gruppen der Frauen, die kein Rezidiv erleiden, finden sich mehr Frauen

mit einer schwacheren Expression als mit einer starkeren.

Charakteristika Histologie Total |p53 p53 p53 Score
Score Score unbekannt
0,1-4 6,8,9,12
Alle Patientinnen 184 109 66 9
Zelltyp seros-papillar 145 81 57 7
muzin®s 18 15 1 2
endometroid 10 9 1 0
klarzellig 1 1 0 0
undifferenziert 10 3 7 0
Grading G 23 18 3 2
(G 1) 54 42 10 2
(G ) 107 49 53 5
FIGO Stadium la-Ic 19 17 2 0
lla - llc 14 9 5 0
llla - llic 98 51 39 8
A% 53 32 20 1
Zeitraum gg(l)liktiv 1996- 107 62 39 6
nggktiv 1985- 77 47 27 3
Rezidiv ja 81 50 26 5
nein 103 63 36 4

Tabelle 22: Eigenschaften der Patienten nach P53-Score
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5.23.14 Alter

Blickt man auf die Gruppe, die einen negativen bis schwachen p53-Score

enthélt, dann liegt das Alter im Median bei 56 Jahren und damit unter dem

Alter von 62 Jahren in der p53-Gruppe mit héherem Score.

Tabelle 23 stellt diese Angaben noch einmal etwas genauer dar.

Alter Median Minimum | Maximum |p-Wert
p53 0-4 56 24 83 0,014
p53 6,8,9,12 62 37 84 0,014

Tabelle 23: Alter bei Operation nach p53-Score

(p=0,014 mit Wilcoxons Test fir unabh. Stichproben)

5.2.3.15 Der praoperative Tumormarkerwert CA 125

CA 12-5 pra-op (iU/ml) |Median Minimum | Maximum | p-Wert
p53 0-4 315 10 20880 0,426
p53 6,8,9,12 503 10 22617 0.426

Tabelle 24: Vor Operation bestimmtes CA125 nach p53-Score (p=0,426 mit
Wilcoxon Test)

5.2.3.1.6 Der postoperative Tumormarkerwert CA 125

CA 12-5 post-op (iU/ml) Median Minimum | Maximum |p-Wert
p53 0-4 68 0 5969 0,709
p53 6,8,9,12 88,8 0 8596 0,709

Tabelle 25: Nach Operation bestimmtes CA125 nach p53-Score
(p=0,709 nach Wilcoxon Test)
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5.2.3.1.7 Uberlebenszeit

Die Abbildung 28 suggeriert nun, dass Patientinnen mit einem p53-Score
zwischen 0 und 4 eine hohere verbleibende Lebenszeit nach Operation haben
als solche mit einem p53-Score, der tber 4 liegt.

Allerdings kénnen diese Unterschiede bei Vorgabe einer Wahrscheinlichkeit
von 5% fur den Fehler 1. Art nicht mit dem Wilcoxon-Test nachgewiesen
werden (p=0,35).

Bei dieser Untersuchung wurden auch keine anderen prognostischen

Faktoren bertcksichtigt.

Uberlebensfunktion
1.2
1.0 A
.8 1
.6 1
S 4
Q0
Q . .
b} P53 inkl missing
o) 2 -
)
. Score 6,8,9,12
g _
v 0.0 : : : : : : : O Score 0-4
-20 0 20 40 60 80 100 120 140

Uberlebenszeit bis Tod

Comparison of survival experience using the Wilcoxon (Gehan) statistic
(p=0.3475; D.F. 0.882)
Abb. 28 : Uberlebenswahrscheinlichkeit nach p53-score fur alle Patientinnen
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5.2.4 Der Einfluss von p53 bei gleichzeitiger Beriic  ksichtigung

bekannter Faktoren

Zur Untersuchung der Frage, inwieweit der p53-Score ein prognostischer
Faktor fur die verbleibende Lebenszeit nach der Operation ist, wenn
gleichzeitig auch bekannte prognostische Faktoren bertcksichtigt werden,
wurde wie bei der Auswertung des Rb-Scores ein sogenanntes Cox-Modell

benutzt.

Aus Tabelle 26 ergibt sich dann, dass fur dieses Kollektiv nur auf den ersten
Blick der p53-Score diesen Prognosefaktor darstellt. Das relative Risiko liegt
zwar bei 1,11; dieser Wert erreicht aber keine Signifikanz (P=0,686). Auch
hier sind aber wieder die Tumorfreiheit nach OP und das Wissen um die
Tumorfreiheit fur die Stadien IlI-IV im Sinne von prognostischen Faktoren fur
die verbleibende Lebenszeit nach der Operation entscheidend.
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95% Konfidenz-
; i intervall
progrllzosktlscher Risikogruppe Referenzgruppe reRI?St:\é(;s p-Wert
aktor untere | obere
Grenze | Grenze
Alter bei OP 1.00 0.808 |0.98 1.02

Tumorrest bei

FIGO -1V

Stadium I-Il & RO | Stadium HI-IV &
FIGO-Stadium RO 0.15 0.066 |[0.02 1.14
& Tumorrest | geagium I-1i Stadium 1I-IV

& R unbekannt & RO 1.19 0.738 |(0.43 3.24
Grade G3 G1-G2 0.91 0.718 |0.54 1.53

serds-papillar/ muzinos/
Zelltyp undifferenziert endometroid/

klarzellig 1.51 0.322 |(0.67 3.41

CAl12-5 500 und mehr unter 500 0.92 0.749 |0.55 1.54
p53 p53 Score 6,8,9,12 | Score 0-4 1.11 0.686 |0.68 1.79

-2In(LR)=677,52 bei 9 FG

Tabelle 26: Multivariate Regressionsanalyse (COX-Modell) der kumulativen
Uberlebenswahrscheinlichkeit ab Operationsdatum fur potentielle
prognostische Faktoren (n=175)

Dies zeigt neben Tabelle 26 auch die Tabelle 27.

Kollektiv 1996-2001

Kollektiv 1985-1995

Tumorrest nach OP

tumorfrei hicht . unbekannt
tumorfrei
Stadium la-lic| 0,15 1,19
FIGO Stadium
Stadium I1I-1V | 1,00 2,41 3,59

Tabelle 27: Geschéatzte relative Risiken fir FIGO-Stadium, Resektionsstatus

und Kalenderzeitraum (wenn alle anderen Faktoren gleich sind)
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6. Diskussion

6.1 Betrachtung allgemeiner Merkmale des Kollektivs
6.1.1 Alter

Das Ovarialkarzinom ist bei Frauen das funfthaufigste Malignom und nimmt
unter den Todesursachen bei Frauen, die an einem gynéakologischen
Karzinom erkrankt sind, den ersten Platz ein. Der Uberwiegende Teil (mehr
als 90%) der primaren Ovarialkarzinome entsteht aus epithelialen Zellen und
bei den meisten Patientinnen wird die Erkrankung erst in einem
fortgeschrittenen Stadium erkannt. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei
61,9 Jahren und liegt damit etwas Gber dem Erkrankungsalter unseres
Kollektivs(medianes Erkrankungsalter ermittelt an Alter zum Zeitpunkt der
Operation 59 Jahre). Méglicherweise ist daher bei unserem Kollektiv die
Komorbiditat als etwas geringer einzuschatzen als die Komorbiditat der
Kollektive im Literaturvergleich. Letztlich kann jedoch dieser recht kleine
Altersunterschied nicht verantwortlich gemacht werden fir die deutlich
besseren Uberlebensraten und die hohe Wahrscheinlichkeit, auch in
fortgeschrittenen Erkrankungsstadien eine makroskopische Tumorfreiheit zu

erreichen (56).

6.1.2 Uberleben

Entsprechend der Entdeckung in den spaten Stadien ist auch die mittlere
Uberlebenszeit sehr gering. Sie liegt, wiederum nach Angaben des
Tumorregisters Miinchen, bei 2,4 Jahren fiir alle Stadien. Die Uberlebensrate
unseres Kollektivs liegt nach einer medianen Beobachtungszeit von 3,5
Jahren bei knapp 52%. Damit haben unsere Patientinnen eine héhere
Uberlebenswahrscheinlichkeit als andere Kollektive. Ein wesentlicher Faktor
ist hierbei sicherlich die in den spateren Jahren zunehmend erreichte

postoperative Tumorfreiheit (57-59).
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6.1.3 Tumorstadium

Von den 184 Patientinnen, die an der Frauenklinik des UKE primar therapiert
wurden, befanden sich knapp Gber 80% in einem bereits fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium.

Bei mehr als 50% wurde ein Tumorstadium FIGO Il diagnostiziert, bei fast
30% das fortgeschrittenste Stadium FIGO IV. Das prognostisch giinstigste
Stadium, FIGO I, wurde lediglich bei ungefahr 10% gefunden, bei weniger als
8% konnte ein FIGO Stadium Il festgestellt werden.

Vergleicht man diese Zahlen nun mit denen der Literatur, so findet sich in
unserem Kollektiv eine Verschiebung zu den héheren Stadien um je circa 10
Prozentpunkte, bei Stadium Il zeigen sich kaum Unterschiede und das
Stadium | lasst sich in allgemeinen Krebsregistern in fast 30% d. F.
nachweisen (60).

Diese Verschiebung zu den héheren Stadien ist mdglicherweise dadurch
erklart, dass friihere Stadien haufiger Zufallsbefunde darstellen, die in
ambulant in Praxiskliniken durchgefuhrten Operationen aufgrund
beispielsweise einer refraktaren Ovarialzyste inzidentiell gefunden werden
und die dadurch seltener in unsere Klinik kommen, da die Frauenklinik des
UKE eine Schwerpunktklinik darstellt, in der eher ausgedehnte, gut geplante

Operationen aufgrund verschiedener weiblicher Malignome gemacht werden.

6.1.4 Histologischer Typ

In unserem Kollektiv ist der am haufigsten vorkommende Typ das seros-
papillare Karzinom mit Giber 75% der Falle und damit haufiger als in der
Literatur beschrieben. Dennoch ist auch in anderen Kollektiven dieser
histologische Typ immer der dominierende, so dass hier eine gute
Vergleichbarkeit der verschiedenen untersuchten Kollektive gegeben ist. Das
Ovarialkarzinom vom muzindsen Typ fanden wir ebenfalls in knapp 10% d.F.,
etwas weniger haufig als in der Literatur beschrieben fanden wir den
endometroiden Typ (5,4% vs. 10%), was sich aber bei einer Betrachtung des
kompletten Hamburger Kollektivs mdglicherweise wieder relativieren wirde

und in unserem Fall keine Rolle spielt, da auch eine Population mit einem
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Anteil von 10% bei der uns vorliegenden Patientenzahl ebenso ungeeignet
zur Einzelgruppenanalyse ware wie die in dieser Arbeit verwendete.

Die restlichen Typen liegen dahingegen wieder im Bereich der Angaben aus
der Literatur (61).

Seros Muzinds |Endometroid |Klarzellig |Undifferenziert
UKE 78,8% 9,8% 5,4% 0,5% 5,4%
1 40-50% 10-15% 10-15% 2-6% 5-10%
2 52,5% 7% 8,5% 1,2% 3,1%
1 aus Praxis der gyndkologischen Onkologie, Thieme Verlag,
2. Auflage 2000, S. 225
2 aus Tumormanual Maligne Ovarialtumoren, W. Zuckschwerdt Verlag,

6. Auflage 2001, S. 5

Tabelle 28 : Haufigkeitsverteilung der histologischen Typen im Vergleich

6.1.5 Grading

Fast zwei Drittel der untersuchten Patientinnen hatten einen schlecht
beziehungsweise entdifferenzierten Tumor, das sogenannte Grading 3. Auch
die anderen Zahlen zum gut und maRig differenziertem Tumor sind nahezu
identisch mit denen des Tumorregisters der Stadt Minchen (60).

Das in dieser Arbeit untersuchte Kollektiv entspricht tiberwiegend den Daten,
die sich bei Recherchen in den Krebsregistern verschiedener Bundeslander
(Krebsregister des Land Saarland und Bayern) finden.

So bieten anhand dieser Patientinnen gefundene Ergebnisse die Mdglichkeit,
diese Daten auch auf andere Kollektive zu tbertragen und Rickschlisse auf

Prognose und Verlauf der Erkrankung zu ziehen.

6.2 Betrachtung der ermittelten unabhéngigen Progno sefaktoren
6.2.1 Die Bedeutung der makroskopischen Tumorfreihe it

Das hier untersuchte Kollektiv wies eine recht gleichméRige Verteilung in die
Gruppe der nicht bis schwach Rb-exprimierenden Karzinome und in die stark

exprimierende Gruppe auf. Diese Verteilung zeigte sich bei genauerer
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Betrachtung bei allen Erkrankungsstadien und unabhangig vom Zelltyp
gleichermal3en.

Die Analyse mittels des Cox Modells lasst erkennen, dass eine starke Rb-
Expression mit einem erhohten relativen Risiko (1,63) fur die Patientinnen fur
die verbleibende Lebenszeit nach Operation im Vergleich zum Kollektiv mit
schwacher bis nicht vorhandener Rb-Expression einhergeht. Dieser
Unterschied ist signifikant (p=0,029). Bei weiterer Betrachtung stellt sich die
Frage des Resektionsstatus als erheblicher prognostischer Faktor dar. Die
postoperativ erzielte makroskopische Tumorfreiheit zeigt sich als signifikanter
Uberlebensvorteil fur die Patientinnen, wahrend Patientinnen mit einem
verbliebenen Tumorrest im Vergleich zur tumorfrei operierten Gruppe ein
relatives Risiko von 2,62 haben friher zu versterben. Dies Unterschied ist
signifikant (p=0,014). Vergleicht man die vollstandig resezierten Patientinnen
mit den Patientinnen, deren Resektionsstatus unbekannt ist bzw. die zu
einem Zeitpunkt operiert wurden, als Operationsmethodik und die Frage des
Tumorrestes noch nicht genauer definiert bzw. die Notwendigkeit dazu noch
ungeklart war, dann zeigt sich hierbei noch ein deutlicherer Vorteil fur die
tumorfrei operierten Frauen. Dieser Unterschied ist dazu noch hochsignifikant
(relatives Risiko 3,65; p=0,000).

prognostischer : relatives X
Eaktor Referenzgruppe Vergleichsgruppe Risiko p-Wert
Tumorrest RO R1 2.62 0.014
bei FIGO IlI-IV RO unbekannt 3.65 0.000
Rb Score 1-4 Score 6,8,9,12 1.63 0.029

Tabelle 29 : Signifikante prognostische Faktoren im Cox-Modell

(siehe auch Kapitel 5.2.3)

Dieser Unterschied ist besonders interessant, da viele in der Literatur

untersuchte Kollektive tGber einen unbekannten oder ungenau definierten

Resektionsstatus verfiigen. So sind oft Patientinnen als optimal operiert

eingestuft, obwohl der verbliebene Tumorrest nur kleiner als 1 cm war. So

definieren in einer Umfrage von Eisenkop und Spiritos von 640 befragten
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Gynakologen nur 12,5% die makroskopische Tumorfreiheit als optimal
wohingegen 60,8% ein Operationsergebnis mit einem Tumorrest kleiner als 1
cm als optimal (62;63).

Die Bedeutung des maximalen Zytoreduktion im Vergleich zu anderen
prognostischen Faktoren konnte in der Arbeit von Utler sehr deutlich belegt
werden. Wird eine makroskopische Tumorfreiheit in 58% erreicht, so liegt die
mediane Uberlebenszeit bei 48 Monaten in dem von Utler und Osterholz
untersuchten Kollektiv wahrend Kohorten mit einem optimalen
Operationsergebnis in lediglich 25% der Falle nur eine mediane
Uberlebenszeit von 23 Monaten haben (64).

In Zahlen ausgedriickt bedeutet eine Steigerung der Rate der makroskopisch
tumorfrei operierten Patientinnen um 10% mindestens einen Anstieg von
5,5% im medianen Uberleben (65;66).

Alle anderen untersuchten Faktoren (Tumorstadium im Kombination mit dem
Resektionsstatus; Grading und Zelltyp sowie pra- und postoperativer
Tumormarker CA 125) zeigten in dieser Untersuchung zwar Unterschiede,
diese waren allerdings nicht signifikant, so dass auf eine weitere Erdrterung

verzichtet werden soll.

6.2.2 Der Rb-Nachweis
6.2.2.1 Die Bedeutung von Rb

In unserer Kohorte zeigen sich daher nach dem Cox-Modell zur Untersuchung
von proportionalen Risiken der Resektionsstatus sowie die Rb-Expression als
statistisch signifikante Prognosefaktoren. Auch an diesem Kollektiv konnte
erneut gezeigt werden, dass der postoperative Rest entscheidende
Bedeutung fur die Uberlebenszeit der Patientinnen hat. Die Frage stellt sich
nun nach der Bedeutung der Rb-Expression fiir die Gesamtprognose der
Patientinnen. Es gibt bisher sehr wenige Vero6ffentlichungen, in denen
Ovarialkarzinome auf die Expression von Retinoblastoma-Protein untersucht
wurden.

In einer Arbeit von 2003 konnte Tachibana et al. den Rb-Status als
prognostischen Faktor (p=0,0072) zeigen. Bei Untersuchung der Rb-
Expression im multivariaten Cox-Modell konnte die Expression jedoch nicht
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als unabhéngiger Prognosefaktor dargestellt werden, so dass in dieser Arbeit
der Rb-Status letztlich nicht als zusatzlicher Faktor zu Aussagen Uber das

Uberleben von Patientinnen herangezogen werden konnte (67).

Univariate Relatives Multivariate Relatives
Analyse Risiko Analyse Risiko
RDb-Status 0,0072 1,419 ns -

Tabelle 30: Regressionsanalyse nach Cox, Tachibana (67)

Tachibana und seine Arbeitsgruppe untersuchten 73 priméare
Ovarialkarzinome mittels Immunhistochemie. Die Auswertung der
Immunhistochemien in der Tachibana-Kohorte unterschied sich jedoch, da
Tachibana lediglich in drei verschiedene Expressionsgruppen unterteilte, die
nur den Anteil der positiven Tumorzellen bericksichtigten und nicht die Starke
des Signals.

Die Patientinnengruppe mit einer starken Rb-Expression wies in der
univariaten Analyse nach Cox eine schlechtere Prognose auf als die
Patientinnen mit einer schwachen Expression. So hatten Patientinnen mit
einer starken Rb-Expression die kumulative Wahrscheinlichkeit des 5-
Jahresuberlebens von 23,08% und die mit einer sehr schwachen Expression
eine 5-Jahresuberlebenswahrscheinlichkeit von 52,38%. Dieses Ergebnis
entspricht fast dem Ergebnis unserer Untersuchung (schwache Expression 5-
JELZ-Wahrscheinlichkeit 47%; starke Expression 5-JELZ-Wahrscheinlichkeit
23%). Warum jedoch in der Arbeit von Tachibana der Rb-Status keinen
unabhangigen prognostischen Faktor darstellt, bleibt zu mutmalen. Eine
maogliche Erklarung wéare, dass das gewahlte Kollektiv noch zu klein gewesen
ist, um zu einem aussagefahigen Ergebnis zu kommen. Eine andere
Erklarung ist in der Verwendung verschiedene Antikorper zu suchen, da diese
zu jeweils unterschiedlichen Ergebnissen fuhren kénnen und dass der in
dieser Arbeit gewéhlte nicht der Optimale war. Da in dieser Arbeit mit einem
einzigen Antikérper gegen Rb gearbeitet wurde, kdnnen hier nur
Vermutungen uber Ergebnisse mittels anderer Antikdrper angestellt werden.
Auch im Hinblick darauf, dass in Bezug auf das Ovarialkarzinom und seine
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Expression von Rb noch nicht allzu viele Daten und Erfahrungsberichte
vorliegen, erscheint dies als ein recht wahrscheinlicher Erklarungsansatz.

Die Arbeitsgruppe um Milde-Langosch untersuchte ein Kollektiv, das 77
Patientinnen umfasste. Hierbei fanden sich ahnliche Ergebnisse wie in
unserer Untersuchung. Zu bedenken ist bei diesem Vergleich jedoch, dass
ein Teil des Kollektivs von Milde-Langosch in diese Arbeit miteingeflossen ist.
In dieser Arbeit stellte sich die Rb-Uberexpression als unabhangiger
prognostischer Faktor fur ein kiirzeres Gesamtuberleben heraus (p= 0,006)
(68). Da die Methodik der Auswertung und auch der verwendetete Antikorper
gegen Retinoblastom-Protein in beiden Untersuchungen gleich waren, lassen
sich beide Arbeiten gut miteinander vergleichen. Das von Milde-Langosch
untersuchte Kollektiv war noch nicht nach den Leitlinien der AGO
Ovarialkarzinom operiert worden, so dass hier weder eine vereinheitlichte
Operation noch ein optimales Operationsergebnis vorlag. Das hier
untersuchte Kollektiv war in den spateren Jahren jedoch leitliniengerecht und
in der Regel optimal operiert worden. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind
daher umso interessanter, als dass die Rb-Expression trotz verbesserter Op-

Technik ein starker Prognosesfaktor bleibt.

6.2.2.2 Mdogliche Erklarungen fur den Rb-Nachweis

Ein mdglicher Erklarungsansatz fur die offensichtlich paradoxen Ergebnisse,
namlich die haufig starkere Expression von Zell-Zyklus-Inhibitoren in malignen
Tumoren als in normalen Zellen, ist die Tatsache, dass derartige Proteine
haufig eine langere Halbwertszeit haben und daher schlichtweg akkumulieren.
Dies hat Ruas et al. in einer Untersuchung tber p16 und seine Verwandten
dargelegt (69).

Der Zusammenhang zwischen Rb-Expression und kiirzerem Uberleben ist
Uberraschend und erscheint widersprtchlich. Eine verminderte Rb-Expression
hervorgerufen durch Mutation, Deletion oder Neuanordnung von Genen liegt
in vielen malignen Erkrankungen vor, so z.B. beim Retinoblastom, in einigen
Sarkomen, und beim kleinzelligen Bronchialkarzinom. In anderen
Tumorerkrankungen findet sich eine Inaktivierung von Rb-Protein durch
Komplexbildung mit viralen Onkoproteinen (z.B. humanes Papilloma-Virus-
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Protein E7 im Zervixkarzinom) oder durch verstéarkte Phosphorylierung nach
Uberexpression von Zyklinen oder zyklin-abhangigen Kinasen (70;71).
Andere Studien wiederum sprechen von einer moglichen Abhangigkeit
zwischen Tumortyp und Rb. So fuhrte z.B. die Abwesenheit vom Rb-Gen im
Maus-Modell nicht zu einer verstarkten Ausbildung von Mamma-Karzinomen
und auch die Rb-Uberexpression fiihrte nicht zu einer Blockierung des
Zellzyklus (72;73).

Vielmehr ging mit einer erhdhten Expression von Rb in Non-Hodgkin
Lymphomen und Nierenzellkarzinomen eine schlechtere Prognose einher wie
die Arbeitsgruppen um Haitel und Korkolopoulou darstellten (74;75).

Welche Bedeutung ist nun der Uberexpression von Rb zuzuweisen?

Der haufige Verlust des Rb-Allels in Ovarialkarzinomen ist bereits mehrfach
berichtet worden (76-78) und der Funktionsverlust des RB geht haufig mit
einer schlechte Prognose bei verschiedenen Karzinomerkrankungen einher.
So in der Arbeit von Cote et al. eine schwache Rb-Expression negativ
assoziiert mit einer schlechteren Prognose des Krankheitsverlaufs bei
Ovarialkarzinom. Interessanterweise war auch in einigen Fallen eine erhohte
Rb-Expression mit einer schlechteren Prognose assoziiert (79).

Auch in unserer Arbeit, sowie auch in der Arbeit von Tachibana, zeigte sich,
dass eine Uberexpression von Rb mit der schlechtesten Prognose fiir den
Krankheitsverlauf der Patientinnen einherging.

Der Zusammenhang zwischen verstarkter Rb-Expression und Prognose ist
bis heute nicht geklart, es gibt jedoch mehrere Erklarungsansatze fur dieses
Ergebnis. Phoshoryliertes Rb entlasst E2F und stimuliert so die DNA-
Synthese und Tumorgenese, wahrend nicht phosphoryliertes Rb
Tumorsuppressor-Effekte durch Inhibierung der DNA-Synthese aufweist und
den Transkriptionsfaktor E2F sequestriert. Das Uberexprimierte Rb mag nun
wiederum eine hyperphosphorylierte Form darstellen, die wiederum den
sequestrierten Transkriptionsfaktor E2F entlasst und so die DNA-Synthese
initiiert. Hyperphoshporyliertes Rb konnte wiederum z.B. in Fallen von akuter
myeloischer Leukamie mit schlechter Prognose in der Arbeitsgruppe um

Kornblau nachgewiesen werden (80).
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6.2.3 Der p53-Nachweis
6.2.3.1 Die Bedeutung von p53

Zur Auswertung des Kollektivs wurden zwei Gruppen gebildet, von der die
erste Gruppe knapp 6/10 umfasste, die zweite den Rest. Nach Aufsplittung
der Gruppen in das &ltere und neuere Kollektiv zeigte sich auch hier &hnlich
der Rb-Gruppe eine zeitraumunabhangige gleichmaRige Verteilung der p53-
Expression, so dass beide Gruppen zusammen auswertbar waren.

Betrachtet man das Kollektiv nun zunéchst in der Analyse nach Wilcoxon, so
erscheint sich eine bessere Uberlebensprognose fir die Gruppe der
schwacher exprimierenden Karzinome zu ergeben. Bei Betrachtung der
Signifikanz, muss dieser Unterschied jedoch in Frage gestellt werden, da sich

bei dieser Untersuchung keine Signifikanz ergab.

Uberlebensfunktion
1.2

1.0 {

P53 inkl missing
2
Score 5-12

Kum. Uberleben

0.0 . . . . . . . B Score 0-4
-20 0 20 40 60 80 100 120 140

Uberlebenszeit bis Tod

Comparison of survival experience using the Wilcoxon (Gehan) statistic
(p=0.3475; D.F. 0.882)

Abb. 29 : Uberlebenswahrscheinlichkeit nach p53-score fiir alle Patientinnen

Auch die Untersuchung des p53-Scores bezlglich des relativen Risikos bei
starkerer p53-Expression friher zu versterben in der multivariaten Analyse
nach Cox erbrachte kein signifikantes Ergebnis. Der Trend lasst jedoch
vermuten, dass Patientinnen mit einer hoheren p53-Expression friher
versterben. Um diese Frage genauer beantworten zu kdnnen, musste eine
langere Nachbeobachtungszeit erreicht werden oder die Zahl der

Patientinnen erh6ht werden.
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Aber auch hier zeigte sich ein optimales Operationsergebnis als
entscheidender prognostischer Faktor fir die héheren Tumorstadien, der
umso starker wiegt, wenn er mit einem unbekannten Resektionsstatus

verglichen wird.

prognostischer - relatives |
Faktor Referenzgruppe |Vergleichsgruppe Risiko p-Wert
Tumorrest bei  |RO R1 241 0.029
AR RO unbekannt 359  |0.000
p53 Score 0-4 Score 6,8,9,12 1.11 0.686

Tabelle 31: Signifikante prognostische Faktoren im Cox-Modell
(siehe auch Kap. 5.3.3)

Die Bedeutung des p53-scores wird in der Literatur sehr unterschiedlich
bewertet. Mehrere Arbeitsgruppen haben sich bereits mit der Bedeutung von
p53 im Ovarialkarzinom beschaftigt. Fur einige Arbeitsgruppen stellt die p53-
Expression einen eindeutigen prognostischen Faktor dar, andere widerlegen
diese Theorie. Auf diese Arbeiten soll im Folgenden eingegangen werden.
Veranderungen von p53 werden in ca. 50% aller Ovarialkarzinome entdeckt,
je nach Art der Studie werden in 26-62% aller untersuchten Ovarialkarzinome
Mutationen und Expression gefunden. Einige Autoren grol3erer
Untersuchungen weisen in der univariaten Analyse eine Korrelation zwischen
p53-Expression und kiirzerem Uberleben nach, gleichzeitig kann aber selten

in der multivariaten Analyse dieser Zusammenhang bestatigt werden. (81-83).
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Univariate Multivariate

p53 Analyse Relatives Risiko | Analyse Relatives Risiko
p-Wert p-Wert

Eltabbakh et al 0,0498 na 0,16 -

Hartmann et al 0,04 na ns -

Levesque et al 0,06 - 0,72 -

Klemi et al 0,002 na 0,008 1,8

Tabelle 32: Uni- und multivariate Analyse der p53-Expression in der Literatur

Hartmann, der mit 284 untersuchten Ovarialkarzinomen eines der gréf3ten
Kollektive besitzt, stellt jedoch die Vermutung an, dass die Untersuchung in
den frihen Erkrankungsstadien auf eine p53-Expression einen Hinweis auf
das Rezidivrisiko geben kann, da in seiner univariaten Analyse die p53-
Positivitat mit einer verminderten Gesamtiberleben einherging (p=0,04 flr
Tumostadium 11l und 1V). In der multivariaten Analyse konnte p53 aber nicht
als unabhangiger Faktor nachgewiesen werden. Nur Klemi et al. sowie die
Gruppe um Tachibana (67) konnten eine statistische Signifikanz fur diese
Fragestellung nachweisen. Klemi et al untersuchten ein Kollektiv von 136
Patientinnen, von denen 44% eine p53-Expression aufwiesen. Seine
Arbeitsgruppe fand eine klare Assoziation mit dem serdsen Typ (p=0,0006)
und mit dem Differenzierungsgrad (p=0,04), hingegen nicht mit dem
Tumorstadium. In der multivariaten Analyse fand sich eine Korrelation
zwischen schlechter Prognose und p53-Expression (RR of death 1,8, 95% CI-
Intervall, 1,2-2,9; p=0,008)(84).

Tachibana untersuchte ein recht kleines Kollektiv mit 73 Patientinnen, in der
sich sowohl in der univariaten als auch in der multivariaten Analyse der p53-
Status als unabhangiger prognostischer Faktor erwies. Beachtenswert ist
hierbei jedoch, dass Tachibana et al. insgesamt funf verschiedene Antikdrper
gegen p53 verwendeten, von denen nur einer in der multivariaten Analyse als

unabhangiger und signifikanter Antikérper tbrig blieb.



Zu bedenken ist weiterhin, dass man statistisch gesehen bei wiederholter
Betrachtung desselben Problems ein signifikantes Ergebnis rein zufallig
erhalten kann und so ein Stichprobenfehler entsteht. Hier ware die
sogenannte Bonferronikorrektur von Nutzen, die letzlich eine Division des
p53-Wertes durch die Anzahl der Versuche bzw. eine Multiplikation des p-
Wertes mit der Anzahl (in diesem Fall die verschiedenen Antikorper)
vornimmt. Der p-Wert wéare damit deutlich Gber 0,05 und ein signifikantes

Ergebnis damit nicht mehr zu erhalten.

Univariate Relatives Multivariate _
p53-Ak Analyse Risiko Analyse Rgl_atlves
p-Wert p-Wert Risiko
DO-1(al11-25m) |0,00021 1,395 0,0108 1,322
Fab1801 s i i i
032-79m)
DO-7(a19-26m) | 0,0269 1,391 ns -
RSP53-12
a54-69 P) ns - } -
BpS3-12(afull m) | 0 0154 1,416 ns -

Tabelle 33: Regressionsanalyse nach Cox; Tachibana (67)

Die Arbeitsgruppen um Marks, Herod, Niwa und Kohler konnten dagegen
bereits in der univariaten Analyse keine Korrelation nachweisen. Allerdings
wurden hier jeweils deutlich kleinere Kollektive mit Patientinnenzahlen
zwischen 52 (Minimum) und 107 (Maximum) untersucht (Mittelwert 74) und es
ist anzumerken, dass die Gruppe um Marks Gewebe 38 ihrer 107
ausgewerteten Falle wahrend der Second-look-Operation bzw. der zweiten
zytoreduktiven Operation entnahmen. Kohler et al haben mit 52 Fallen die
kleinste Gruppe ausgewertet, hierbei handelte es sich jedoch ausschlieflich
um frihe Tumorstadien. Bedenkenswert ist jedoch gerade in diesem Fall die
relativ kurze Nachbeobachtungszeit von 3 Jahren, da die frihen Stadien eine
deutlich bessere Prognose haben (85-88).

Die Arbeitsgruppen um Eltabbakh, Geisler, Hartmann, Klemi und Niwa haben

noch nach einem Zusammenhang von p53-Status zu Tumorstadium, Grading
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und Histologie erfragt, wobei eine Korrelation nachgewiesen wurde
(81;82;84;87;89).

Unsere Analyse hat sich zwar nicht direkt mit dieser Fragestellung befasst,
sieht man sich jedoch einmal die prozentuale Verteilung der beiden p53-
Kollektive bei Tumorstadium und Grading an, so lasst sich ein zunehmend
hoherer Prozentanteil von starker exprimierenden Ovarialkarzinomen in den
hohen Tumorstadien und beim Grading finden (FIGO I. 10% p53-Score 5-12;
FIGO IlI: 28%; FIGO llI: 39%; FIGO IV: 37%; Grading I: 13% p53-Score 5-12;
Grading II: 18%; Grading Ill: 49%). Da in dem von uns untersuchten Kollektiv
der Uberwiegende Teil der Ovarialkarzinome vom serds-papilaren Typ ist,
erschien hier eine ndhere Betrachtung in Hinblick auf die verschiedenen
histologischen Typen nicht sinnvoll, da die restlichen Fallzahlen zu klein sind,
um eine aussagekraftige Analyse durchfiihren zu kénnen.

Eine Untersuchung von 1994 der Arbeitsgruppe um Reles, in der 126
epitheliale Ovarialkarzinome untersucht wurden, kommt zu d&hnlichen
Ergebnissen. Hier fand sich in ¥ der Karzinome eine p53-Expression, die mit
fortgeschrittenem Stadium und schlechter Differenzierung korrelierte (90).
Ebenso wie in meiner Untersuchung fand sich hier eine méRige, jedoch nicht
signifikant verkirzte Gesamtiiberlebenszeit der Patientinnen. Eine mdgliche
Erklarung ware, dass im Vergleich zu der Anzahl von p53-Mutationen der
Prozentsatz der immunhistochemisch nachweisbaren Proteinexpression in
ihrem und mdglicherweise auch in meinem Kollektiv geringer ist. Mutationen
im p53-Gen haben sich jedoch in anderen Arbeiten (91) als prognostischer

Faktor fur das Gesamtiberleben gezeigt.

6.2.3.2 Madgliche Erklarungen fir den p53-Nachweis

Eine mdogliche Erklarung ist, dass ein Tell der p53-Mutationen in
Ovarialkarzinomen sogenannte ,Missense“-Mutationen sind, in Folge derer
eine  Aminosédure durch eine andere ersetzt wird, was zu einer
Strukturalteration und Akkumulation des p53-Proteins fuhrt (92-95). Es sind
jedoch nur 80 Prozent so genannte ,Missense“-Mutationen ,Nonsense®-
Mutationen, die zum Auftreten eines Stop-Codons oder eines ,frame-shift*

fuhren, konnen nicht immunhistochemisch nachgewiesen werden, da das
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Protein entweder fehlt, als Bruchstiick vorhanden oder instabil ist und daher
keine verlangerte Halbwertszeit hat. Darlberhinaus fuhren nicht alle
Punktmutationen zu einer Alteration des Proteins (96). Als weitere griinde
sind zu nennen, dass es durch die Formalin-Fixierung zu einem Verlust der
Antigenitat im Gewebe kommen kann und dass die verwendeten AntikOrper

nur mit einem bestimmten Epitop des Proteins reagieren (97).

6.2.3.3  Madglicher klinischer Nutzen dieser Ergebnis  se

Der klinische Wert aus der p53-Uberexpression als prognostischer Faktor
bleibt weiterhin unklar. Die Grinde fur die unterschiedlichen Ergebnisse sind
ebenfalls schwer zu erklaren. Ein moglicher Erklarungsansatz ist die
Verwendung verschiedener Antikbrper gegen p53. Eine Ubersichtsarbeit von
Kmet wies auf, dass die Pravalenz der p53-Expression auch von der
Verwendung bestimmter Antikdrper bestimmt wird. Hier lagen die
Unterschiede zwischen 30% bis hin zu 50% in Abhéangigkeit vom
verwendeten Antikorper (98). Auch madgen Enzyme und
Mikrowellenvorbehandlung des Gewebes die Farbeergebnisse erheblich
beeinflussen genauso wie die Verfahren zur Fixation des Gewebes.
Mdoglicherweise beeinflusst auch die Art der Behandlung die Wertigkeit von
p53 als prognostischen Faktor. So ist das hier untersuchte Kollektiv grof3 (184
Patientinnen), jedoch beeinflusst die optimale Chirurgie, d.h. die mdglichst
vollstandige Entfernung aller sichtbaren Tumormassen (siehe auch Kapitel
2.2.7), das Uberleben sehr stark. Daher beinhaltet es relativ wenige
Todesfélle (Ereignisse), deren Anzahl fUr eine statistische Beurteilung sehr
erheblich werden kann.

Da aber einige Studien die Wertigkeit von p53 als Prognosefaktor fur das
Gesamtuberleben beim Mammakarzinom, beim Bronchialkarzinom und beim
kolorektalen Karzinom nachgewiesen haben, besteht weiterhin die
Moglichkeit, in erneuten Analysen diese Wertigkeit auch fir das
Ovarialkarzinom zu belegen oder endgliltig zu entkréften.

Ein moglicher Ansatz in der Nutzung des Wissens um p53 besteht im Ansatz
der Gentherapie, auch wenn diese nach wie vor experimentellen Charakter
haben. Methodische Basis ist der zielgerichtete Transfer von
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makromolekularen Erbinformationstrdgern in somatische Zellen. Dies
geschieht mit dem Ziel, entweder einen Gendefekt zu korrigieren (Neo-Gene)
oder die Zielzelle abzutéten (Suizid-Gene). Dieser- auch Transfektion
genannte Einschlussvorgang von Fremdgenen erfolgt gekoppelt an
sogenannte Vektoren, woflr vor allem Retroviren eingesetzt werden. Noch
ungeltste Probleme des Gentransfers sind die geringe Transfektionseffizienz
(nur etwa 10% der Zielzellen werden duch Retroviren erreicht) und die
fenlende  Zellspezifitst. @ So  besteht u.a. die  Gefahr, dass
repliaktionskompetente Viren unkontrolliert in den Organismus gelangen,
wodurch u.a. maligne Lymphome induziert werden kdnnen.

Die gentherapeutischen Konzepte im onkologischen Bereich basieren auf
dem Versuch, in die Steuerung der fiir die Kanzerogenese verantworlichen
Gene einzugreifen. Einer der derzeit beschriebenen Wege ist das Einfligen
eines Wildtyp-Tumorsuppressor-Gens. Ein geeignetes Target ist das p53-
Gen, von dem bei mehr als 50% aller soliden Tumoren Missense-Mutationen
vorkommen. Dies geht einher mit einer verminderten Zytostatikawirkung,
dementsprechend konnte gezeigt werden, dass durch einen p53-
Wildtyptransfer in Kombination mit einer Carboplatin- oder Paclitaxeltherapie
synergistische Effekte zu erzielen sind (99).

Weitere Studien sollten folgen, um diesem Effekt weiter nachgehen zu

koénnen.
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7. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit versuchte zu klaren, ob eine gezielte Untersuchung der
Expression von p53-Protein und Retinoblastom-Protein als prognostischer
Faktor bei der Erkrankung an einem Ovarialkarzinom verwendet werden
kann. Beide Gene spielen bei der Tumorentstehung auf unterschiedliche
Weise eine Rolle. Mehrere Arbeiten haben sich bis heute mit der Bedeutung
der p53-Status im Ovarialkarzinom beschaftigt, hingegen liegen so gut wie
keine Arbeiten vor, die der prognostischen Bedeutung der Rb-Expression
nachgegangen sind.

Fur die Auswertung wurde das formalin-fixierte und in Paraffin gebettete
Gewebe von 184 Patientinnen, die an einem epithelialen Ovarialkarzinom
erkrankt waren, immunhistochemisch auf die Expression von p53- und Rb-
Protein untersucht und mittels eines Scores bestehend aus Signalstarke und
Anteil positiver Tumorzellen ausgewertet. Die Ergebnisse wurden danach auf
die Nachbeobachtung dieser Patientinnen bezogen. In dieser Arbeit konnte
die Bedeutung des Rb-Status als unabhangiger Prognosefaktor fur das
Uberleben nachgewiesen werden. Ebenfalls wurde die Bedeutung der
maximalen Zytoreduktion wahrend der Operation eindrticklich dargelegt.
Dieser Faktor ist in meiner Analyse noch vor dem Rb-Status entscheidend flr
das Uberleben der erkrankten Frauen.

Die Bedeutung des p53 als Prognosefaktor bleibt weiterhin unklar. Durch
diese Arbeit konnte dargestellt werden, dass die p53-Proteinexpression mit
einem Trend zu kiirzeren Uberlebenszeiten assoziiert ist. Ein signifikanter
Unterschied wurde jedoch nicht erreicht. Auch in dieser Analyse ist fur die
Prognose der Patientinnen der Resektionsstatus post operationem
entscheiden.

Weitere Untersuchungen sollten erfolgen, um zum einen die Wertigkeit von
p53 endgultig darlegen zu kbénnen, zum anderen erscheint eine genauere
Beschéftigung mit Rb lohnenswert, um diesen neuen Prognosefaktor bei der
Therapie des Ovarialkarzinoms etablieren zu kénnen. Hierzu kénnte
beispielsweise eine Analyse eines optimal und standardisiert operiertem

Kollektivs mit langen Follow-up dienen.
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Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf unter
der Leitung von Prof. Dr. med. F. Janicke

Seit Dezember 2004 Assistenzarztin in der Frauenklinik am

Fortbildung

Oktober 2003

Winter 2002/2003

Mai 2004

November 2004

Marienkrankenhaus in Hamburg unter der Leitung
von Prof. Dr. med. H.-P. Scheidel

Teilnahme am Kursus Reanimation des Neugeborenen in
Hamburg

Teilnahme am Kursus Psychosomatische
Grundversorgung in Hamburg

Teilnahme am Kursus Kolposkopie-Training in
Philadelphia, USA

Erwerb des Fachzertifikats/Fachkunde
Ernahrungsmedizin
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11. Eidesstattliche Erklérung

Ich versichere ausdrticklich, dass ich die Arbeit selbstéandig ohne fremde Hilfe
verfasst, andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht
benutzt und die aus den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich
entnommenen Stellen einzeln nach Ausgabe (Auflage und Jahr des
Erscheinens), Band und Stelle des benutzten Werkes kenntlich gemacht
habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertation bisher nicht einem

Fachvertreter an einer anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt oder

mich anderweitig um Zulassung zur Promotion beworben habe.
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