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1. Einleitung

1.1. Das Ovarialkarzinom

1.1.1. Anatomie, Histologie und Physiologie des Ovars

Das Ovar hat bei der geschlechtsreifen Frau eine GréRe von durchschnittlich
4x2x1 cm und ein Gewicht von 7-14 g. Durch den hormonellen Zyklus sind Grél3e
und Gewicht jedoch Schwankungen unterworfen. Es ist mit mehreren Bandern
intraperitoneal an der seitlichen Beckenwand verankert. Am Hilus des Ovars treten
Gefalle und Nerven ein und aus. Das Ovar weist eine intensive Durchblutung, so-
wohl durch die Arteria ovarica, als auch durch den Ramus ovaricus aus der Arteria
uterina auf. Der vendse Abflul3 erfolgt Uber die Vena ovarica in die Vena cava infe-
rior bzw. die Vena renalis sinistra. Die Lymphe wird im Stroma des Ovars gesam-

melt und gelangt in die Nodi lymphatici lumbales (Schiebler 2003).

Der histologische Aufbau des Ovars gliedert sich in die Rinde, Cortex ovarii und
das Mark, Medulla ovarii. Die Oberflache des Ovars bildet ein einschichtiges Epi-
thel, welches darunter von einer straffen Bindegewebsschicht, der Tunica albugi-
nea, gefolgt wird. Die Rinde besteht aus dem Stroma ovarii (dichtes spinozellula-
res Bindegewebe) und den Folliculi ovarii, welche die Eizellen enthalten. Das Mark
hingegen besteht aus lockerem Bindegewebe und beinhaltet die Nerven und Ge-

falRe des Ovars (Junqueira et al. 1996).

Die Follikelentwicklung bis zur Entstehung von Primordialfollikeln beginnt bereits
pranatal mit der Einwanderung der Gonozyten (Urgeschlechtszellen) in die Ovar-
anlage. Kurz nach der Menarche stehen ca. 20000 Eizellen zur Verfiigung, von
diesen werden ungefahr 400-450 befruchtungsfahig. Wahrend der Reproduktions-
phase einer Frau sind die verschiedenen Follikelstadien (Primar-, Sekundar- und
Tertiarfollikel) gleichzeitig in den Ovarien vorhanden. In jedem Ovar gibt es aller-
dings nur einen praovulatorischen Follikel, da pro Zyklus in der Regel nur ein Folli-
kel zur Ovulation kommt (Junqueira et al. 1996). In allen Follikelstadien kann es
zur Degeneration kommen. Die atretischen Follikel werden unter Narbenbildung

langsam abgebaut (Jungeira et al. 1996).
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Die hormonelle Regulation des weiblichen Zyklus unterliegt einem hypothalamo-
hypophyséren-ovariellen Kreislauf. Der Hypothalamus sezerniert Gonadotropin-
Releasing-Hormon (GnRH). GnRH wirkt auf den Hypophysenvorderlappen und
stimuliert dort die Freisetzung von Follikel-stimulierendem Hormon (FSH) und
luteinisierendem Hormon (LH), diese beiden bewirken am Ovar das Wachstum der

Follikel und die Sezernierung von Ostradiol und Progesteron (Schmidt 1999).

1.1.2. Epidemiologie

Die Inzidenz des Ovarialkarzinoms betragt in Deutschland 15 Neuerkrankungen
pro 100 000 Frauen im Jahr (Stauber et al. 2005), somit gibt es jahrlich rund 8000
Neuerkrankungen (Bender 2003). Das Ovarialkarzinom macht 4,5% aller weibli-
chen Tumore aus und ist damit ein relativ seltener Tumor, wahrend der haufigste

Tumor mit 25% das Mammakarzinom ist (Stauber et al. 2005).

Ovarialtumore koénnen grundsatzlich in jedem Alter auftreten, allerdings gibt es
Unterschiede entsprechend der Dignitat der Tumore. Der Altersgipfel der Ovarial-
karzinome liegt zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr (Rubin et al. 1999), aber ca.
10% betreffen Frauen unter 40 Jahren (Stauber et al. 2005). Benigne Ovarialtu-
more hingegen treten bereits im Alter zwischen 20 und 45 Jahren auf (Bocker et
al. 2001), das gleiche gilt auch fur Borderline-Tumore (Rubin et al. 1999). Bei
Frauen in den Wechseljahren ist die Inzidenz, einen malignen Ovarialtumor zu
entwickeln, um den Faktor 3 erhoht (Bender 2003).

Bei ca. 75% der Frauen ist der Tumor bei Diagnosestellung bereits Giber das kleine
Becken ausgebreitet (Sehouli et al. 2004). Davon befinden sich 40-50% bereits im
Stadium FIGO Il und 15-20% im Stadium FIGO IV, somit ist das Ovarialkarzinom
ein prognostisch ungunstiger Tumor. Ursachlich dafir ist, dass die Tumore auf-
grund ihrer Symptomarmut erst relativ spat erkannt werden, und es sich um

schnell proliferierende Tumore handelt (Schmidt-Matthiesen et al. 2002).

Das Ovarialkarzinom macht 4,2% aller Krebstodesfélle unter Frauen auf der gan-
zen Welt aus (Parkin et al. 2002) und steht damit an vierter Stelle der Todesur-
sachen der Frau (Du Bois et al. 2004).
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In Deutschland sterben jahrlich 4800 bis 5000 Frauen an einem Ovarialkarzinom
(Bender 2003). Allerdings hat sich die Uberlebenschance in den letzten Jahren,
durch Fortschritte in der Diagnostik und Therapie deutlich verbessert und die Ein-
Jahresuberlebenswahrscheinlichkeit betragt stadienunabhéngig 76% (Bender
2003).

1.1.3. Atiologie und Risikofaktoren

Die Entstehung des Ovarialkarzinoms ist noch weitgehend ungeklart, allerdings
wurden aus den Ergebnissen epidemiologischer Studien drei Risikokonstellationen
ermittelt. Die ,Incessant-Ovulation-Hypothesis* von Fathalla sieht die regelméa-
Bigen Ovulationen, die zu einer Ruptur des Epithels fihren, ursachlich fur die Ent-
stehung. Darauf folgend finden reparative Proliferationen statt, die die Mdglichkeit
von spontanten Mutationen und somit der malignen Entartung fordern (Fathalla
1971). Die ,Gonadotropin-Theorie von Stadel macht die langandauernde Gona-
dotropin-Stimulation des Ovars durch die Hypophyse verantwortlich. Diese fuhrt zu
einer verstarkten mitotischen Aktivitat der Epithelzellen, welche ebenfalls eine
gunstige Voraussetzung fir die maligne Transformation ist (Stadel et al. 1975).
Die dritte Konstellation bezieht sich auf eine exogene Karzinogenese durch kan-
zerogene Nahrungs- und Genussmittel, sowie durch aufsteigende Infektionen des
weiblichen Genitaltraktes (Bender 2003). Ein beobachtetes vermindertes Auftreten
von Ovarialkarzinomen nach Hysterektomie und Tubenligatur weist darauf hin
(Holschneider et al. 2000, Stauber et al. 2005). Neuere Studien belegen allerdings
auch die Tuben als mdglichen Ort der ,Ovarialkarzinom“-Entstehung (Crum et al.
2007).

95% aller Ovarialkarzinome treten sporadisch auf. Bei ca. 5% (3-10%) aller
Patientinnen kann eine familiare Haufung von Mamma- und Ovarialkarzinomen
beobachtet werden. Bei zwei Dritteln dieser Patientinnen finden sich Mutationen in
dem Tumorsuppressorgen BRCA-1 (Chromosom 17g21) und bei einem Drittel in
dem Gen BRCA-2 (Chromosom 13g12-13) (Frank et al. 1998, Bender 2003). In
der Normalbevolkerung liegt die Haufigkeit der BRCA1-Mutation bei 0,06% (Ford
et al. 1995).
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Das Risiko bis zum 70. Lebensjahr an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, steigt
mit einer BRCA-1-Mutation auf ca. 30-45% an (Whittemore et al. 1997, Stauber et
al. 2005). Zusatzlich fiel auf, dass Frauen aus Risikofamilien im Schnitt 7 - 10 Jah-
re friher erkranken. Dieser so genannte ,early onset* (Erkrankungsalter < 50 Jah-
re) wurde damit begriindet, dass in diesen Familien der erste genetische Muta-
tionsschritt bereits in der Keimbahn erfolgte (Bender 2003).

Das generelle Risiko fur Frauen an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, liegt in
den USA zwischen 1,4 und 1,8%. Bei Frauen mit belasteter Familiengeschichte
steigt das Risiko allerdings auf 9,4% (Hartge et al. 1994). Zu den Risikofaktoren
gehoren in erster Linie das familiare Vorkommen von Ovarialkarzinomen (Hol-
schneider et al. 2000), das Alter, Kinderlosigkeit (Negri et al. 1991), Infertilitat und
Sterilitatsbehandlungen (Bristow et al. 1996) sowie vorausgegangene Karzinom-
erkrankungen (Mamma-, Endometrium-, Kolonkarzinom). Der Gebrauch einer
postmenopausalen Hormonersatztherapie mit Ostrogen- und Progesteron-
Praparaten hat in einigen Studien ein erhohtes Risiko fur Ovarialkarzinome ge-
zeigt (Greiser et al. 2007), in anderen allerdings keine Risikoerh6hung ergeben
(Purdie et al. 1995, Whittemore et al. 1992). Des Weiteren ist aufgefallen, dass bei
Ovarialkarzinom-Patientinnen der Zeitraum zwischen Menarche und Menopause,
im Gegensatz zu gesunden Frauen, verlangert ist (Schmidt-Matthiesen et al.
2002).

Die Risikofaktoren fir gutartige Ovarialtumore unterscheiden sich etwas von
denen der malignen. Rauchen und Ubergewicht (BMI 2 30) stellen die wichtigsten
signifikanten Risikofaktoren fir benigne Tumore dar. Im Gegensatz zu den Karzi-
nomen bewirkt die Einnahme von oralen Kontrazeptiva keine Risikoreduktion bei
gutartigen Tumoren. Eine Familiengeschichte von Mamma- und Ovarialkarzi-
nomen stellt fir die benignen Tumore ebenfalls keine Risikoerh6hung dar (Jordan
et al. 2007).

Protektiv wirken viele Schwangerschaften (> als 4 Kinder) und eine langere Dauer
des Stillens. Mehrgebarende zeigen im Vergleich zu kinderlosen Frauen eine
Risikoreduktion von 40-60% (Risch et al. 1994, Hankinson et al. 1995). Die Ein-
nahme von hormonalen Kontrazeptiva senkt das Risiko, da auf diese Weise die
Proliferation des ovariellen Epithels eingeschréankt wird.
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Durch die Einnahme von Ovulationshemmern sinkt das Risiko zu erkranken um
40%, 53% und 60% bei Einnahme fiur 4, 8 und 12 Jahre, dieser Effekt setzt sich
auch bei diskontinuierlicher Einnahme fort (Holschneider et al. 2000). Nach einer
Einnahme von mehr als 5 Jahren haben auch Nulliparae dasselbe Risiko wie
Multiparae. Frauen aus belasteten Familien kdnnen das Risiko durch eine Ein-
nahme langer als 10 Jahre unter die Grenze der Normalbevdlkerung senken
(Gross et al. 1994). Der protektive Effekt von Ovulationshemmern hélt auch noch
nach Absetzen an (10-15 Jahre) (Bender 2003). Zusétzlich wirken die Entfernung
des Uterus bzw. der Eileiter protektiv (Schmidt-Matthiesen et al. 2002).

1.1.4. Pathologie der Ovarialtumore

Das Ovar besteht, wie bereits vorn beschrieben, aus histogenetisch unterschied-
lichen Geweben. Daraus ergeben sich drei Hauptgruppen von Tumoren: epithe-
liale Tumore (60-70%), Keimstrang-Stroma-Tumoren (5-10%) und Keimzelltu-
moren (10-20%) (Bocker et al. 2001). In dieser Arbeit wurden ausschlie3lich Tu-
more epithelialen Ursprungs untersucht, daher werden nur diese naher erlautert.

Die epithelialen Tumore machen zwei Drittel aller Ovarialtumore und 85% der
malignen Ovarialtumore aus. Entsprechend ihrer Dignitdt werden sie in benigne,
Borderline und maligne Tumore unterteilt (Blimcke 1995). Alle epithelialen Tu-
more leiten sich vom Miuller-Oberflachenepithel ab und kdnnen entsprechend der
Entwicklungspotenzen des Miller-Zélomepithels in serése, muzindse, endometri-

oide und urotheliale Tumore differenzieren (Bocker et al. 2001).

Tabelle 1: Einteilung der epithelialen Tumore durch die WHO (World Health Organisation)

durchschnittliches
Einteilung der epithelialen Tumore Haufigkeit Erkrankungsalter
(in %) (in Jahren)
serose Tumore 45
Adenokarzinom 25 60
Borderline-Tumor 15 45
Zystadenom 60 40
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muzinése Tumore 30

Adenokarzinom 10 60
Borderline-Tumor 20 45
Zystadenom 70 40
sonstige Tumore

endometrioides Adenokarzinom 20 60
klarzelliges Adenokarzinom 3 57
benigner Brenner-Tumor 2 45

Bisher wurde angenommen, dass die epithelialen Ovarialkarzinome vom Ober-
flachenepithel des Ovars oder vom Epithel in den Inclusionszysten ausgingen.
Daneben finden sich Beweise fur eine Tumorentstehung in den Tuben.

So fanden sich bei Studien mit Patientinnen mit BRCA-Mutationen bei prophylak-
tischen Salpingektomien und Oophorektomien in 40-100% friihzeitige serdse Kar-
zinome in den Tuben (Colgan et al. 2001, Powell et al. 2005, Finch et al. 2005).
Diese Tumoren zeigten wie die Ovarialkarzinome p53-Mutationen (Crum et al.
2006). Dies lasst vermuten, dass, neben der Entstehung von Tumoren im Oberfla-
chenepithel der Ovarien, ein grofRer Teil der serdsen Ovarialkarzinome seinen Ur-
sprung in den Tuben nimmt und von dort frihzeitig auf die Ovarien Ubergreift
(Crum et al. 2007).

Ein durch mehrere Studien belegtes Modell zur Tumorgenese der epithelialen
Ovarialtumore unterteilt diese in zwei Tumortypen, die sich getrennt voneinander
entwickeln. Die Tumorentstehung nach Typ | beinhaltet hochdifferenzierte serése,
muzindse, endometrioide und klarzellige Karzinome und maligne Brenner-Tumore.
Diese entwickeln sich in einem schrittweisen Prozess aus Zyst-adenomen und
Borderline-Tumoren. Sie sind gekennzeichnet durch ein langsames Wachstum
und sind bei Diagnosestellung meist noch auf das Ovar begrenzt. Es finden sich
BRAF- und KRAS-Mutationen in ca. zwei Dritteln der Tumore. In 20% der endo-
metrioiden Tumoren finden sich PTEN-Mutationen (Shih et al. 2004, Bell 2005,
Dehari et al. 2007).
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Dahingegen gehdren zum Typ |l niedrigdifferenzierte serése und undifferenzierte
Karzinome. Sie sind durch ein schnelles aggressives Wachstum mit friher Me-
tastasierung gekennzeichnet. Bei dieser Art von Tumoren findet sich eine p53-
Mutation in 50-80% der Tumore und BRCA 1 und 2 Dysfunktionen (Shih et al.
2004, Bell 2005, Dehari et al. 2007).

In seltenen Fallen kdnnen jedoch auch niedrigdifferenzierte Karzinome aus Bor-
derline-Tumoren entstehen, aber in der Mehrheit entwickeln sie sich unabhangig
(Shih et al. 2004, Bell 2005, Dehari et al. 2007).

Die serésen Tumore bilden die grof3te Gruppe mit 45% aller Ovarialtumore, da-
von sind 60% benigne, 15% Borderline- und 25% maligne Tumore (Bocker et al.
2001). Makroskopisch sind es zystische Tumore, die in unterschiedlichem Male
auch solide und papillare Proliferationen aufweisen. Sie dhneln somit dem Epithel
der Tuben (Williams et al. 2007).

Die Zysten sind von einem flachkubischen bis zylindrischem Epithel mit mittel-
standigen Kernen ausgekleidet und weisen einen sertsen Inhalt auf (Bocker et al.
2001, Blumcke 1995). Bei den gut differenzierten Tumoren &hnelt der Aufbau des
Epithels dem der Tuba uterina (WHO 2003).

Die benignen Zystadenome (15% aller Ovarialtumore) entwickeln sich bevorzugt
in der Rinde bzw. auf der Oberflache des Ovars (WHO 2003). Es handelt sich um
ein- oder mehrkammerige Zysten, die in ihrer Grof3e zwischen 1 bis Gber 50 cm
schwanken kénnen. Sie treten in ca. 25% der Falle bilateral auf. Die glattwandigen
Zysten sind von einem einschichtigen Epithel ausgekleidet, welches keine Atypien
aufweist (Bocker et al. 2001). Tumore, die zum grol3eren Teil fiborose Gewebe
aufweisen, werden auch als Adenofibrome bezeichnet (WHO 2003).

Serdse Borderline-Tumore besitzen ein niedriges malignes Potential (LMP), wel-
ches sie von den Karzinomen abgrenzt. Sie treten in 25-35% bilateral auf. Histolo-
gisch weisen sie ein verbreitertes, mehrschichtiges Epithel mit unregelmafligen
Bruckenbildungen und mitotischer Aktivitat auf; es besteht allerdings keine zersto-

rende Stromainfiltration (Btécker et al. 2001).
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Das sertse Adenokarzinom ist der haufigste maligne Tumor des Ovars. Die Tu-
more zeigen ein sehr variables Aussehen und kdnnen eine Grol3e von bis zu
20 cm erreichen (WHO 2003). In 65% der Falle liegt ein bilaterales Auftreten vor.
H&aufig finden sich Nekrosen und Einblutungen in die soliden Areale des Tumors
(Rubin et al. 1999), des Weiteren kdnnen Psammonkdrperchen, das sind kleine
zwiebelschalenartige Verkalkungen, vorkommen (Blimcke 1995). Histologisch
zeigen sich ausgepragte Zellatypien, die je nach Differenzierunggrad von zylin-
drischen Zellen mit Flimmerbesatz (G1) bis zu undifferenzierten, rudimentar dru-
senbildenden Zellen (G3) reichen (Blimcke 1995).

Die zweitgro3te Gruppe der Ovarialtumore sind mit 30% die muzindsen Tumore,
davon sind 70% benigne, 20% Borderline- und 10% maligne Tumore (Bdocker et al.
2001). Generell handelt es sich ebenfalls um zystische Tumore mit soliden und
papillaren Anteilen, die allerdings meist unilateral vorkommen. Die Zysten kdnnen
eine betrachtliche Grol3e erreichen und sind mit einem schleimigen bis gallertigen
Inhalt gefullt (Blumcke 1995). Sie besitzen ein zylindrisches, schleimbildendes Epi-
thel mit basalstandigen Zellkernen (Bocker et al. 2001).

Das im Vergleich zu den serésen Tumoren meist gut differenzierte Epithel kann an
die Epithelien der Endozervix oder des Gastrointestinaltraktes erinnern (WHO
2003).

Das muzindse Zystadenom besteht aus mehrkammerigen, diinnwandigen Zysten,
deren GroRRe bis zu 25 cm betragen kann. Ein bilaterales Auftreten ist nur in ca.
5% der Fall. Das die Zysten auskleidende Epithel ist einschichtig und zeigt keine
Atypien (Bbcker et al. 2001).

Muzindse Borderline-Tumore, die in 10% bilateral auftreten, weisen ein fokal
mehrschichtiges Epithel mit Papillen- und Briickenbildung auf. Es kommen Zell-
atypien vor, allerdings fehlt ein invasives Wachstum (Bdcker et al. 2001).
Muzindse Karzinome sind durch ihr invasives Wachstum gekennzeichnet und zei-
gen haufig eine Infiltration der Kapsel des Ovars (Rubin et al. 1999). Ca. 20% der
Tumore kommen bilateral vor und sind aus soliden Anteilen und unterschiedlich
groRen Zysten aufgebaut. Die Tumore bestehen aus atypischem, muzindsem

Drisengewebe mit vielen Mitosen (Bocker et al. 2001).
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Endometrioide Karzinome sind mit 20% der Ovarialmalignome haufig und ent-
stehen meist durch direkte Entartung des ovariellen Epithels mit endometrioider
Differenzierung (Blimcke 1995). Es hat sich gezeigt, dass 10-17% der endometri-
oiden Tumore bei einer gleichzeitig vorliegenden Endometriose entstehen (Bocker
et al. 2001). In ca. 15-50% der Falle tritt gleichzeitig ein Endometriumkarzinom des
Corpus uteri auf, wobei man allerdings annimmt, dass diese getrennt voneinander
entstehen (Rubin et al. 1999).

Makroskopisch haben die Tumore eine weiche Konsistenz und sind von Zysten
durchsetzt, z.T. gibt es auch solide Anteile mit Nekrosen. Die Grof3enordnung liegt
zwischen 15-25 cm und ca. 25% davon treten bilateral auf. Mikroskopisch sieht
man polymorphe atypische Driisenformationen mit hyperchromatischen Zellkernen
und basophilem Zytoplasma (Bdcker et al. 2001). Histologisch kdnnen alle Varian-
ten des Endometriumkarzinoms ausgebildet sein (Blimcke 1995).

Klarzellige Karzinome sind sehr seltene, meist maligne Tumore und machen nur
3% der Ovarialtumore aus. Es besteht ein starker Bezug zur Endometriose und
zum Endometriumkarzinom des Uterus, in 15-30% besteht ein gemeinsames Auf-
treten (Bocker et al. 2001).

Die meisten Tumore sind zystisch, mit papillaren und soliden Proliferationen und
es treten Nekrosen und Einblutungen in die soliden Anteile auf (Rubin et al. 1999).
Die Tumore erreichen eine durchschnittliche Grol3e von 15 cm (WHO 2003) und
treten in 20-40% beidseitig auf (Bocker et al. 2001). Im Mikroskop sieht man groR3e
polygonale Tumorzellen mit hellem Zytoplasma, deutlichen Zellgrenzen und gro-
Ren, polymorphen Kernen (Bdcker et al. 2001). Die Zellkerne springen typischer-
weise ins Lumen vor und werden daher als Hobnail-Zellen bezeichnet. Die Karzi-
nomzellen weisen eine groRe Ahnlichkeit mit den Zellen der Nierenkarzinome auf
(Blimcke 1995).

Brenner-Tumore sind zu 99% gutartig und sind mit einem Anteil von 2% aller
Ovarialtumore ebenfalls sehr selten. lhre GroRRe ist stark schwankend, zwischen

1-20 cm, und sie kommen in 10-20% der Falle bilateral vor (Bocker et al. 2001).
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Sie sind derbe, grau-weil3e Neoplasien, die histologisch aus fiborosem Stroma und
Nestern aus Platten- oder Ubergangsepithel aufgebaut sind (Blimcke 1995), sie
gleichen daher in ihrem Aufbau den Tumoren des urothelialen Epithels (WHO
2003).

4-5% der Ovarialkarzinome sind undifferenziert und es ist keine histogenetische
Zuordnung moglich. Es sind makroskopisch meist solide Tumore mit grof3en
nekrotischen Anteilen. Im histologischen Bild zeigen sich Gruppen von anaplasti-
schen Tumorzellen, mit vielen Mitosen und Atypien. Es finden sich meist auch
Gebiete mit differenzierten serésen Zellen, allerdings reichen diese flur eine Zu-
ordnung nicht aus (WHO 2003).

1.1.5. Klinik und Diagnostik

Grundsatzlich gibt es keine typischen Symptome, die auf einen Ovarialtumor hin-
weisen. Mogliche Symptome sind Zunahme des Bauchumfanges, entweder durch
einen grofRen Tumor (> 10 cm) oder durch Aszitesbildung. Die am haufigsten be-
schriebenen Symptome beziehen sich auf das Verdauungssystem wie Druckge-
fuhl im Bauch, Schmerzen bei der Defakation oder Miktion, gastrointestinale Be-
schwerden wie Vollegefiihl, Obstipation, Appetitlosigkeit und Subileusbeschwer-
den. (Stauber et al. 2005, Bender 2003).

Zusétzlich kann es zu Harnleiterstauungen und insbesondere bei fortgeschrittenen
Karzinomen zu Pleuraergissen und Kreuzschmerzen kommen (Schmidt-
Matthiesen et al. 2002, Bender 2003). Ein weiteres Zeichen eines fortgeschritte-
nen Karzinoms ist die Kachexie, besonders mit einem eingefallenen Gesicht (Fa-
cies ovarica) und einem aufgetriebenen Abdomen. Es kann sowohl zu Gewichts-
abnahme als auch -zunahme kommen. Bei mehr als der Halfte der Ovarialkarzi-
nome liegt bei Diagnosestellung eine Peritonealkarzinose vor. Einige Tumore bil-
den Hormone (Ostrogene, Androgene) und kénnen demnach Blutungsanomalien
(25% der Ovarialkarzinome) oder Virilisierungserscheinungen hervorrufen. Als
mogliche Komplikation und Notfallsituation kann es zu einem akuten Abdomen
kommen, als Folge einer Drehung des Gefal3stiels des Tumors, der Ruptur eines
zystischen Prozesses, oder auch peritonealer Reizung durch nekrotisierende Tu-
more (Stauber et al. 2005).
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Ein sehr typisches Symptom ist die Aszitesbildung, die immer an ein Ovarialkarzi-
nom denken lasst. Man nimmt an, dass es durch ein Ungleichgewicht zwischen
Produktion und Resorption entsteht, ursachlich durch eine Reizung des Perito-

neums und einer Behinderung des Abflusses bedingt (Bender 2003).

Das Ovarialkarzinom ist ein Tumor, der sich durch seine Entstehung an der Ober-
flache des Ovars sehr friih intraperitoneal ausbreitet, d.h. es gibt ein frilhes Uber-
greifen auf andere Organe des kleinen Beckens. Zuerst finden sich Absiedelungen
im Douglas-Raum, dem Pelveoperitoneum, den Adnexen und dem Uterus, dem
grof3en Netz, dem Rektum und Sigma (Schmidt-Matthiesen et al. 2002). Entspre-
chend der Druckverhaltnisse gelangt das Ovarialkarzinom durch den Aspirations-
druck in den Oberbauch. Uber die Peritonealfliissigkeit gelangen Tumorzellen be-
vorzugt unter die rechte Zwerchfellkuppel und kénnen von dort auf die Leber und
die Pleura Ubergehen (Stauber et al. 2005). Die Lymphknotenmetastasierung er-
folgt zunachst in die pelvinen und dann in die paraaortalen Lymphknoten, sie liegt
bei friher Diagnose bei 10-20% und bei fortgeschrittenen Karzinomen bei 60-70%
(Stauber et al. 2005). Die Metastasierung tUber das Blut ist relativ selten (< 3%),
meist kommt es erst bei Rezidiven oder Terminalstadien zu Lungen-, Leber-, Milz-
oder Gehirnmetastasen (Schmidt-Matthiesen et al. 2002, Bender 2003).

In der Diagnostik steht zun&achst die bimanuelle Tastuntersuchung an erster Stelle,
sie gibt Aufschlu® Gber die Verhéltnisse im kleinen Becken. Allerdings schliel3t ein
unauffalliger Befund einen Ovarialtumor nicht aus (Stauber et al. 2005).

Typisch fir ein Ovarialkarzinom ist ein irregularer Tumor in der Ovargegend, der
durch Adhasionen nicht frei beweglich ist, zusatzlich kann man haufig kleine kuge-
lige Resistenzen im Douglas-Raum tasten (Bender 2003).

Neben der gynadkologischen Untersuchung sollten zusatzlich die Lymphknoten-
regionen der Leiste, als auch die supraklavikularen und axillaren Lymphknoten
abgetastet werden und ggf. bei Verdacht auf Aszites eine Perkussion des Abdo-
mens erfolgen (Bender 2003, Schmidt-Matthiesen et al. 2002).
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Als weitere Basisuntersuchung wird die transvaginale Sonographie (TVS), inklu-
sive Farb-Doppler-Sonographie, durchgefiihrt. Dabei besteht die Moglichkeit auch
sehr kleine Tumore (< 1 cm) zu erkennen. Die TVS hat bereits in mehreren Stu-
dien eine gute Sensitivitat fur die Entdeckung von Ovarialtumoren ergeben, hat
aber eine geringe Spezifitat (van Nagell et al. 2000). Daher wurden bestimmte
Diagnosekriterien festgelegt. Diese sind Tumorgrof3e, Binnenstruktur, Zystenarchi-
tektur, Wand- und Septumdicke, innere Zystenoberflache, Echogehalt der flissi-
gen und soliden Anteile, Tumoroberflache, Aszites, Vaskularisation sowie Durch-
blutung (Bender 2003). Eine glatte Begrenzung und einkammerige, homogene
Zysten sprechen fir einen gutartigen Tumor. Unscharf begrenzte, inhomogene,
zystisch-solide Tumore, die eine eingeschrankte Beweglichkeit aufweisen, weisen
dahingegen eher auf das Vorliegen eines malignen Prozesses hin (Schmidt-
Matthiesen et al. 2002, Stauber et al. 2005). Des Weiteren kann mittels der Sono-
graphie auch das Vorliegen von freier Flissigkeit (Aszites) im Bauchraum beurteilt
werden, ebenso das Vorliegen von Metastasen. Ein vorliegender Aszites sollte
punktiert und zytologisch auf maligne Zellen hin untersucht werden (Stauber et al.
2005).

Nach der Ultraschalluntersuchung wird das weitere Vorgehen festgelegt. Zum wei-
teren Staging erfolgt in der Regel eine Oberbauchsonographie zur Beurteilung der
Leber und eine Rontgen-Thorax-Aufnahme in zwei Ebenen, die fur die Beurteilung
der Operabilitat der Patientin herangezogen wird. Um weitere Informationen zu
sammeln, kdnnen auch CT- oder MRT-Aufnahmen gemacht werden. Zur Beurtei-
lung einer Darm- und Harnblasenbeteiligung empfiehlt sich eine Rekto- bzw. Ko-
loskopie und eine Zystoskopie (Stauber et al. 2005).

Zusatzlich sollte auch eine praoperative Tumormarkeruntersuchung stattfinden,
diese ist aber eher in Hinblick auf die Verlaufskontrolle und den Therapieerfolg
sinnvoll (Schmidt-Matthiesen et al. 2002). Tumormarker sind Proteine, Antigene
oder Hormone, die in der Regel bei gesunden Personen niedrige Werte im Blut
haben und bei einer malignen Erkrankung ansteigen (Bender 2003). Es gibt meh-
rere Marker, die bei Ovarialtumoren reagieren, allerdings erfolgt dies weder gene-
rell noch spezifisch, daher muss in jedem Fall individuell damit umgegangen wer-
den (Schmidt-Matthiesen et al. 2002).
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Der wichtigste Marker beim Ovarialkarzinom ist CA 12-5, dies ist ein Glykoprotein
der Zelloberflache; allerdings ist es biochemisch noch nicht analysiert (Bender
2003). In den Testverfahren hat CA 12-5 eine Spezifitat von 90% und eine Sensiti-
vitat von 75% (Rubin et al. 1999). CA 12-5 ist besonders beim Ovarialkarzinom im
Serum (> 35 U/l) erhoht (Bender 2003). Viele benigne gynakologische als auch
nicht-gynakologische Erkrankungen konnen jedoch auch zu einem CA 12-5-
Anstieg fuhren, daher steigt die Rate an falsch positiven Ergebnissen (Munkarah
et al. 2007). Bei den serdsen Karzinomen finden sich in den fortgeschrittenen Sta-
dien (FIGO IIl & 1V) bei 80-90% richtig positive Werte und CA 12-5 ist in diesen
Fallen gut als Verlaufs- und Therapieerfolgsparameter verwendbar. Fur die friihen
Stadien (FIGO | & II) liegen die richtig positiven Ergebnisse nur bei 50% und es
gibt einen hohen Anteil unspezifischer Reaktionen (Zurawski et al. 1988, Schmidt-
Matthiesen et al. 2002).

Ein weiterer Tumormarker, das CEA, ist bei 30-65% der Patientinnen mit fortge-
schrittenen Stadien erhoht (Munkarah et al. 2007). Muzindse Tumore zeigen aller-
dings einen signifikant geringeren Wert an CA 12-5 (Bender 2003). Daher bieten
sich bei muzindsen Karzinomen die Tumormarker CA 19-9 und CA 72-4 an
(Schmidt-Matthiesen et al. 2002). Generell ist zu bemerken, dass der Anstieg der
Tumormarker vom Volumen des Tumors abhangt und ein Anstieg meist erst rele-
vant ist, wenn die Normalwerte deutlich Gberschritten sind und sich eine steigende
Tendenz zeigt. Demnach sind Tumormarker kein Frahdiagnostikum, sondern nur

im Verlauf zu bewerten (Schmidt-Matthiesen et al. 2002).

Eine 100%-ige Unterscheidung zwischen gut- und bdsartigen Tumoren ist nach
klinischen Gesichtspunkten meist nicht moglich. Daher wird jeder Tumor als po-
tenziell maligne angesehen. Der endgiltige Dignitadtsnachweis gelingt nur mittels
diagnostischer Laparoskopie bzw. Laparotomie und anschlieBender histo-
pathologischer Untersuchung (Stauber et al. 2005). Dabei ist die neue Methode
der Laparoskopie umstritten und wird nur bei Prozessen, die sehr wahrscheinlich
benigne sind und bei jungen Frauen mit Kinderwunsch, empfohlen. In anderen

Fallen ist eine Laparotomie nicht vermeidbar (Schmidt-Matthiesen et al. 2002).
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Aufgrund der hohen Mortalitat ware ein Screening auf Ovarialkarzinome win-
schenswert. Dies gestaltet sich allerdings bis heute schwierig. Die Mdglichkeit ei-
nes Screening bietet sich allenfalls durch die Kombination der Bestimmung von
Biomarkern gefolgt von TVS (Munkarah et al. 2007). Dies wurde bereits in mehre-
ren Studien untersucht, z.B. der PLCO-Studie (Buys et al. 2005). Hier muss aller-
dings noch ein langeres Follow-up abgewartet werden, um einen Einfluss auf die

Mortalitat sichtbar zu machen (Munkarah et al. 2007).

1.1.6. Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung beim Ovarialkarzinom erfolgt nach anatomisch-
pathologischen Richtlinien, wird individuell ermittelt und entscheidet Uber den The-
rapieverlauf. Sie wird in drei Abschitte gegliedert: die praoperative Diagnostik, die
diagnostische Laparotomie und die histologische und zytologische Untersuchung
aller Biopsien (Bender 2003).

Die Stadieneinteilung beruht auf den Richtlinien der FIGO (Federation Internatio-
nale de Gynecologie et d'Obstetrique). Diese werden in regelmaRigen Abstanden
uberarbeitet und angepasst (Tab. 2).

Tabelle 2: Stadieneinteilung der Ovarialkarzinome (Stauber et al. 2005)

pTNM FIGO

pTX Primartumor kann nicht beurteilt werden

pTO Kein Anhalt fir Tumor

pTis 0 Carcinoma in situ (keine Infiltration der Lamina propria)

pT1 I Karzinom auf die Ovarien begrenzt

pTla 1A Nur ein Ovar befallen, kein Aszites, kein Tumor auf der Oberflache,
Kapsel intakt

pT1lb IB Beide Ovarien befallen, kein Aszites, kein Tumor auf der Oberflache,
Kapsel intakt

pTic IC Wie Stadium IA oder IB, aber mit Tumor auf der Oberflache eines oder
beider Ovarien, oder mit Kapselruptur, oder mit malignen Zellen in
Aszites oder Peritonealspilung
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pT2 I Karzinom eines oder beider Ovarien mit Ausdehnung im Becken
pT2a A Ausdehnung/Metastasen auf Uterus oder Tuben

pT2b 1B Ausbreitung/Metastasen auf andere Gewebe des kleinen Beckens
pT2c Ic Wie Stadium I[IA oder [IB, aber mit Tumor auf der Oberflache eines

oder beider Ovarien, oder mit Kapselruptur, oder mit malignen Zellen

in Aszites oder Peritonealspulung

pT3 Il Karzinom mit intraperitonealer Metastasierung auf3erhalb des kleinen
&/oder Beckens und/oder retroperitonealen oder inguinalen Knoten, Leber-
N1 kapselmetastasen

pT3a A Tumor makroskopisch auf das kleine Becken begrenzt, aber mit his-

tologisch gesicherter mikroskopischer Metastasierung im viszeralem

oder parietalem Peritoneum

pT3b 1B Karzinom mit histologisch gesichterten intraabdominellen Metasta-

sen, deren Grofie < 2 cm im Durchmesser betragt

pT3c lnc Abdominelle Metastasen > 2 cm im Durchmesser und/oder retroperi-
&/oder toneale oder inguinale Knoten

N1

pT4 \ Karzinom mit Fernmetastasen, bei Pleuraergtissen nur bei positivem

Tumorzellnachweis, Leberparenchymmetastasen

Zunachst erfolgt die makroskopische Beurteilung durch den Operateur. Er beurteilt
den Lokalbefund der Ovarien nach folgenden Kriterien: Tumor ein- oder doppelsei-
tig, Oberflache, Begrenzung, Kapsel intakt/nicht intakt, Tumorbeweglichkeit. Die
Tumoroberflache muss genau beurteilt werden, da sie fur die Unterscheidung von
Stadium IC und IIC wichtig ist. Leichte Adhéasionen kénnen noch dem Stadium |
zugeteilt werden, wohingegen feste Verwachsungen als Tumorabsiedelungen im
kleinen Becken verstanden werden und dem Stadium 1IB zugeordnet werden
(Bender 2003).

Anschliel3end werden die weiteren Bauchorgane (Darm, Magen, Leber, Zwerch-
fellkuppen etc.) und besonders auch die parakolischen Rinnen sehr griindlich ab-
getastet. Ist das Karzinom in die Vagina, die Blase oder den Darm eingebrochen,
wird es dem Stadium IV zugeordnet, in diesen Fallen wird eine histologische Kon-
trolle gefordert (Bender 2003).
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Von allen verdachtigen Befunden missen Proben genommen werden, die histolo-
gisch untersucht werden. Fiur den Fall, dass kein makroskopischer Befall vorliegt,
werden zytologische Abstriche, insbesondere von Leber und Zwerchfell genom-
men (Schmidt-Matthiesen et al. 2002).

Wenn ein Aszites vorliegt, werden ebenfalls Proben genommen und zytologisch
untersucht. Liegt kein Aszites vor, wird eine Peritoneallavage durchgefihrt und die
Spulflussigkeit (ca. 200 ml) gewonnen (Schmidt-Matthiesen et al. 2002). Das Vor-
liegen eines Aszites bzw. einer positiven Peritonealzytologie, ohne Ausbreitung
uber das kleine Becken hinaus, bewirkt die Zuteilung zu den Stadien Ic bzw. lic
(Bender 2003).

Des Weiteren erfolgt auch eine grundliche Untersuchung der pelvinen und para-
aortalen Lymphknoten, als auch der Lymphknoten der Mesenterien und des
Omentum majus. Ein positiver Lymphknoten bewirkt seit 1988 bereits eine Zutei-
lung zum Stadium llic, was flr die weitere Behandlung und Prognose von grof3er
Bedeutung ist. Es erfolgt auch die Einbeziehung rein mikroskopisch erkennbarer

Metastasen in die Stadieneinteilung (Bender 2003).

1.1.7. Grading

Fiur das Ovarialkarzinom gibt es kein weltweit anerkanntes Gradingsystem. Die
WHO hat das FIGO-Gradingsystem basierend auf der Architektur der Tumore und
der Kernmorphologie entwickelt, allerdings ist dieses System sehr abhangig vom
jeweiligen Untersucher, da es keine festgelegten Kriterien gibt (Mayr et al. 2000,
Sato et al. 2003) (Tab. 3).

Tabelle 3: Grading der Ovarialkarzinome

Grading

G X Keine Beurteilung

Gl gering aufgehobene Differenzierung

Gl mafige Differenzierung

Gl Entdifferenzierung, anaplastischer Tumor
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Silverberg et al. veroffentlichten ein weiteres Gradingsystem, das fur alle histologi-
schen Typen des Ovarialkarzinoms gilt. Es stitzt sich auf die Architektur, Kern-
pleomorphismen und die mitotische Aktivitat der Tumorzellen (Shimizu et al. 1998,
Silverberg 2000). Silverberg entwickelte einen Score, der in die Grade G I-lll Gber-

setzt werden kann (Tab. 4).

Tabelle 4: Silverberg Grading System

Score Architektur Kernatypien Mitosen/ 10 HPFs
(high-power fields)

1 drisig leicht 0-9

2 papillar manig 10-24

3 solide stark >25

Die entsprechenden Merkmale des Score werden addiert und ergeben das Gra-
ding. 3 bis 5 Punkte entsprechen G I, 6 und 7 Punkte G Il und 8 und 9 Punkte ent-
sprechen G IIl (Mayr et al. 2000).

1.1.8. Therapie und Prognose

Die wichtigste therapeutische MalRnahme beim Ovarialkarzinom stellt die Laparo-
tomie dar. Das Ziel der Operation ist die komplette Tumorresektion, bzw. eine Tu-
morreduktion auf einen Rest von < 1 cm, da dies direkt mit der medianen Uberle-
benszeit korreliert (Du Bois et al. 2004). Bei vermutlich gutartigen Tumoren kann
als diagnostische und zugleich therapeutische Methode die Adnektomie des ver-
anderten Ovars mittels Laparoskopie durchgefiihrt werden. In einigen Fallen kann
somit auch eine fertilitdtserhaltende Therapie durchgefiihrt werden (Schmidt-
Matthiesen et al. 2002).

Das Ausmald des Eingriffes kann erst durch intraoperatives Staging mit Hilfe der
Schnellschnitt-Untersuchung festgelegt werden (Schmidt-Matthiesen et al. 2002).
Die Operation umfasst einen Langsschnitt des Abdomens, Adnektomie beidseits
mit hoher Resektion der ovariellen Gefal3bundel, Hysterektomie, Omentektomie

und Appendektomie.
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Des Weiteren erfolgt die Entnahme von Peritonealbiopsien, bzw. ggf. die Entfer-
nung von Douglas- und Blasenperitoneum, die Entnahme von subdiaphragma-
tischen Abstrichproben und peritonealer Spulzytologie. Alle weiteren verdachtigen
Tumorgewebe werden ebenfalls entfernt, dies umfasst z.B. Darmteilresektionen,
Zwerchfelldeperitonealisierung, etc (AWMF 2002).

Die pelvine und paraaortale Lymphonodektomie sollte wenn moglich durchgefihrt
werden, da sie fur ein optimales Staging von grof3er Relevanz ist. Sakurai et al.
zeigten in einer retrospektiven Studie, dass 17% (24/141) der Patientinnen mit
einem Ovarialkarzinom im Stadium | paraaortale Lymphknotenmetastasen aufwie-
sen (Sakurai et al. 2002). Dies zeigt die dringende Notwendigkeit einer systema-

tischen Lymphonodektomie auch bei frihen Stadien.

Von den Ergebnissen der histologischen Untersuchung wird die weitere system-
ische Therapie abhangig gemacht. Die adjuvante Chemotherapie wird Patientin-
nen mit einem Karzinom des Stadiums Il bis IV empfohlen, aber auch high-risk
Patientinnen mit Stadium la/lb G3 und Ic profitieren von einer Therapie. Die Che-
motherapie erfolgt nach derzeitigem Standard intravends mit Carboplatin und
Paclitaxel, da diese die beste Wirkung und das geringste Toxizitatsprofil zeigen
(Du Bois et al. 2004, AWMF 2002). Die Behandlungsdauer sollte als Primarthera-
pie 5 bis 6 Zyklen umfassen (AWMF 2002). Bei nicht operablen Patientinnen bzw.
bei verbliebenem Tumorrest erfolgt eine palliative Chemotherapie. Die Remiss-
ionsrate bei der palliativen Chemotherapie liegt bei 54% CR (complete remission)
und 23% PR (partial remission). Sie liegt bei mikroskopischem Tumorrest bei 90%
CR, sinkt bei Tumorresten <2 cm auf 30-40% und bei Resten >2 cm auf 10%
(Schmidt-Matthiesen et al. 2002). Wenn nach 3 Zyklen kein Therapieerfolg mess-
bar ist (Ultraschall, Marker, etc.), sollte die Therapie gewechselt werden (Schmidt-
Matthiesen et al. 2002). In Ausnahmeféllen kann auch eine neoadjuvante Chemo-
therapie erfolgen, wobei nach 3 bis 4 Zyklen die Operation erfolgen sollte
(Schmidt-Matthiesen et al. 2002). Die intraperitoneale Chemotherapie, ebenfalls
mit Platin und Taxanen, ist eine umstrittene Therapiestrategie insbesondere bei

fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen.
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Sie hat in mehreren Studien eine héhere Wirksamkeit und langeres Uberleben im
Vergleich zur intraventésen Chemotherapie gezeigt. Es treten jedoch starke Ne-
benwirkungen auf, wie Schmerzen, hamatologische, gastrointestinale oder neuro-

logische Toxizitat, welche zu Therapieabbrichen fihren (Williams et al. 2007).

Als weitere Therapiemoglichkeit bietet sich bei Symptomen wie Blutung und
Schmerzen die palliative Radiotherapie mit einer Dosis von 30 Gy in 10 Sitzungen
an. Dies zeigt gute Resultate mit einer Ansprechrate von 88% der Patientinnen mit
Blutung und 65% mit Schmerzen (Williams et al. 2007).

Des Weiteren sind individuelle Versuche der Hormontherapie mit Tamoxifen,
GnRH-Analoga und Gestagenen, ahnlich dem Mammakarzinom, mdglich, da etwa
60% der Ovarialkarzinome Ostrogenrezeptor-positiv und 50% Progesteronrezep-
tor-positiv sind. Allerdings zeigen sich nur schlechte Ansprechraten und es ist
nicht bekannt, welche Patientengruppen davon profitieren (Schmidt-Matthiesen et
al. 2002). Fur die Zukunft liegt der Schwerpunkt der Forschung in der Gentherapie
mit Adenoviren. Diese sollen die Therapie, mit wenigen Nebenwirkungen, direkt zu
den erkrankten Organen bringen (Williams et al. 2007).

Als aussagekraftige Prognosefaktoren fir das Ovarialkarzinom haben sich der
postoperative Tumorrest (<1 cm), das Tumorstadium bei Diagnosestellung, der
Differenzierungsgrad, der Lymphknotenstatus und die Aszitesbildung erwiesen
(Bender 2003, Holschneider et al. 2000, Mayr et al. 2000).

Die klarzelligen und muzindsen Karzinome zeigen im Verhaltnis zu den serdésen
und endometrioiden ein schlechteres Ansprechen auf die platinhaltige Chemothe-
rapie und weisen somit eine signifikant schlechtere Prognose auf (Enomoto et al.
2003, Hess et al. 2003, Silverberg 1989).

Des Weiteren haben das Alter und der klinische Allgemeinzustand Auswirkungen
auf das Uberleben, so haben Patientinnen mit einem Karnofsky-Index (KI) >70%
eine langere Uberlebenszeit als Patientinnen mit einem Kl <70% (AWMF 2002,
Bender 2003, Omura et al. 1991). Es hat sich gezeigt, dass mit dem Alter nicht nur
die Haufigkeit maligner Ovarialtumore zunimmt, sondern auch ihre maligne Potenz
(Bender 2003).

Dahingegen haben der Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus als auch der
postoperative CA 12-5-Verlauf nur einen geringen Einfluss auf die Prognose.
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Bei den Borderline-Tumoren haben das Tumorstadium und das Lebensalter die
grofdte prognostische Bedeutung. Prognose verbessernd ist allerdings auch bei
diesen Tumoren ein mdglichst geringer postoperativer Tumorrest (AWMF 2002).
Mehrere Studien zeigen, dass Patientinnen die in spezialisierten Zentren von
gynakologischen Onkologen betreut wurden, haufiger und friher nach den chirur-
gischen Richtlinien der FIGO operiert wurden und anschlielend eine Chemothe-
rapie erhielten, als solche, die von nicht spezialisierten Gynakologen behandelt
wurden (Vernooij et al. 2007, Earle et al. 2006, Chan et al. 2007).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate beim Ovarialkarzinom ist mit insgesamt <40% relativ
gering, da sehr viele Patientinnen bereits bei Diagnosestellung in fortgeschrittene
Stadien einzuordnen sind (Tab. 5). Dahingegen haben Patientinnen mit gutartigen-
bzw. Borderline-Tumoren eine sehr gute Prognose. Die 15-Jahres-Uberlebensrate
der Borderline-Tumore betragt bei den serésen 87% und bei den muzinésen 85%
(Schmidt-Matthiesen et al. 2002).

Tabelle 5: 5-Jahresiberlebensraten (FIGO Annual Report 1998)

FIGO Stadium 5-Jahres- Haufigkeit (in %)
Uberlebensrate (in %)

la 86,9

Ib 71,3 27,7

Ic 79,2

lla 66,6 110

lib,c 55-57

lla 41,1

b 24,9 44,7

llic 23,4

v 11,1 16,6
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Es gibt ebenfalls eine Korrelation zwischen dem verbliebenen Tumorrest nach
Operation und der Uberlebenszeit. In Bezug auf die 5-Jahres-Uberlebensrate be-
tragt diese bei einem Tumorrest <2 cm 32,5%, somit liegt das mediane Uberleben
bei 31-37 Monaten und bei einem Tumorrest >2 cm fallt sie auf 13,1%, bzw. 21
Monate, dies zeigt die Bedeutung der radikalen Operation (Schmidt-Matthiesen et
al. 2002, Hoskins et al. 1994).

Im Finalstadium tritt der Tod in der Regel durch Komplikationen ein, diese sind
zumeist ein lleus oder die Uramie. Das Finalstadium erfordert ein gutes Manage-
ment der Patientinnen durch den Arzt, die Pflegekrafte und die Angehérigen. Eine
adaquate Schmerztherapie und ggf. der Einsatz von Psychopharmaka und ande-

ren Medikamenten ist unerlasslich (Schmidt-Matthiesen et al. 2002).

1.2. Die AP-1-Faktoren

Der AP-1-Komplex, ,activating protein 1, umfasst 7 Transkriptionsfaktoren, die in
die Gruppe der Jun-Proteine, bestehend aus c-Jun, Jun B und Jun D und in die
Gruppe der Fos-Proteine, bestehend aus c-Fos, Fos B, Fra 1 und Fra 2 unterteilt
werden. Die AP-1 Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Zelldifferenzierung,
der Proliferation der onkogenen Transformation und der Apoptose durch die Regu-
lation der Expression von vielen verschiedenen Zielgenen (Mechta-Grigoriou et al.
2001, Jochum et al. 2001).

Die Stimulation der AP-1-Faktoren erfolgt durch Wachstumsfaktoren (EGF,
PDGF), Zytokine (TNF a, IL-1), Tumor Promoter, Karzinogene (UV-Licht) und er-
hohte Expression von Oncogenen (src, ras) (Angel et al. 1991).

Aufgrund der schnellen und hohen transkriptionalen Aktivierung nach Stimulation
der Zelle werden die AP-1-Komplexe auch ,immediate early genes® genannt
(Mechta-Grigoriou et al. 2001).
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In den Zellen liegen die AP-1-Faktoren als Homo- und Heterodimere vor, so kon-
nen die Jun-Proteine Homodimere untereinander und Heterodimere mit den Fos-
Proteinen bilden, wohingegen die Fos-Proteine nur Heterodimere bilden kénnen
(Angel et al. 1991, Lallemand et al. 1997, Karin et al. 1997). Die Bindung erfolgt
uber die ,leucine zipper region®, an der durch hydrophobe Wechselwirkung der
Leucin-Seitenketten die Dimerbindung von zwei Faktoren entsteht (Ransone et al.
1989, Curran et al. 1988).

Die Dimere sind in der Lage an einen bestimmten DNA-Abschnitt (TRE = 12-O-
tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) responsive element) zu binden. Dieser
weist die Sequenz 5°-TGAG/CTCA-3" auf (Angel et al. 1991, Shaulian et al. 2001).
Diese AP-1-Bindungsstelle findet sich in zahlreichen Promotorregionen von unter-
schiedlichen Zielgenen. Durch die Bindung eines AP-1-Komplexes kommt es zur
positiven oder negativen Regulation von unterschiedlichen Zielgenen und deren
Transkription.

Die Bildung von Heterodimeren durch die AP-1-Faktoren beeinflusst ihre Fahigkeit
DNA zu binden ebenso wie die Erkennung durch Proteinkinasen und andere
Enzyme (Karin et al. 1997). Jun-Fos-Heterodimere besitzen eine starkere DNA-
Bindungsaktivitat verglichen mit Jun-Jun-Homodimeren. Die Bildung eines Jun-
Fos-Heterodimers fihrt so zu einem potenteren Transaktivator, bedingt durch die
bessere Stabilitat der Heterodimere und die langere Halbwertszeit der Jun-Fos-
DNA-Komplexe im Vergleich mit Jun-Jun-DNA-Komplexen. (Angel et al. 1991,
Ryseck et al. 1991).

Die Regulation der AP-1-Aktivitdt aufgrund von extrazellularen Stimuli ist einer-
seits auf der Ebene der Transkription der Gene, andererseits auch durch
posttranslationale Modifikation, insbesondere Phosphorylierung der vorhandenen
AP-1-Proteine moglich (Angel et al. 1991, Mechta-Grigoriou et al. 2001, Karin
1995 b, Karin 1998). Dies beeinflusst die Proteinstabilitat, DNA-Bindungsaktivitat
und das Transaktivierungspotential der Transkriptionsfaktoren (Gruda et al. 1994,
Hurd et al. 2002, Rosenberger et al. 1999).
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1.2.1. Funktion der AP-1-Proteine in normalen und Tumorzellen

Die AP-1-Faktoren scheinen an der Kontrolle der Zellproliferation beteiligt zu sein,
da Beobachtungen eine Induktion von AP-1 durch mitogene Stimulation zeigten.
Des Weiteren konnten bestimmte Expressionsmuster von verschiedenen Fos- und
Jun-Proteinen wahrend des Zellzyklus gezeigt werden (Angel et al. 1991, Lalle-
mand et al. 1997). Die Analysen von Zellkulturen und Tierversuchen beweisen,
dass c-Jun und c-Fos wachstumsférdernde Komponenten der AP-1-Faktoren sind,
wohingegen Jun B ein negativer Regulator der Zellproliferation ist. Jun D weist
eine sehr komplexe Rolle im Rahmen der Zellproliferation auf (Shaulian et al.
2001).

C-Jun ist ein positiver Regulator des Zellzyklus, das heif3t die c-Jun-Expression in
Zellen fordert deren Eintritt in den Zellzyklus (Mechta-Grigoriou et al. 2001). Auch
bei Zerstorung von DNA, z.B. durch UV-Bestrahlung, ist nach deren Reparatur
c-Jun fur den Wiedereintritt in den Zellzyklus notwendig (Shaulian et al. 2000).
Somit ist c-Jun essentiell fur die normale Entwicklung von Zellen (Johnson et al.
1993, Kerpola 1996). Die wichtigsten Zielgene von c-Jun im Rahmen der Zellzyk-
lusregulation sind Cyclin D1 und p53. Cyclin D1 ist ein positiver Wachstumsregula-
tor, dieser wird nach Uberexpression von c-Jun vermehrt transkribiert (Bakiri et al.
2000). P53 hingegen ist ein negativer Wachstumregulator, der durch c-Jun in der
Expression und zusatzlich in seiner Fahigkeit, andere Zielgene zu aktivieren, ge-
hemmt wird (Shaulian et al. 2000).

Jun B und D hingegen sind negative Regulatoren des Zellzyklus. Eine hohe Ex-
pression dieser Proteine in Fibroblasten verlangsamt die Zellteilung (Mechta-
Grigoriou et al. 2001).

Der negative Effekt von Jun B in Bezug auf die Proliferation von Zellen hangt mit
der Induktion von Inhibitoren des Zellzyklus zusammen, wie z.B. TGF[ (Chalaux
et al. 1998). Eine Uberexpression von Jun B in Fibroblasten verzogert den Uber-
gang von der G1 zur S Phase. Jun B scheint die c-Jun induzierte Expression von
cyclin D1 zu antagonisieren und zu reduzierten Cyclin D1-Leveln zu fihren (Bakiri
et al. 2000). Die Funktion von Jun D in der Kontrolle der Proliferation ist abhangig
vom zellularen Kontext. Es scheint, dass Jun D Zellen vor Seneszenz schutzt,
durch Modulation der Signalketten, die ras und p53 verbinden (Jochum et al.
2001).
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Fur den Zellzyklus sind c-Fos, Fos B und Fra 1 entbehrlich, da Fibroblasten und
embryonale Stammzellen ohne diese Komponenten keine Defekte in der Prolifera-
tion zeigen (Field et al. 1992, Gruda et al. 1996, Schreiber et al. 2000). Keines der
Fos-Proteine ist allein essentiell fur die Zellproliferation, allerdings fuhrt die Neutra-
lisation aller zu einer Blockade der Zellproliferation (Piechaczyk et al. 1994).

Die AP-1-Proteine c-Jun und c-Fos zeigen als Antwort auf eine onkogene Signal-
kaskade in einer grol3en Zahl von Tumoren und transformierten Zelllinien eine ho-
he Aktivitdt. Experimente, die die AP-1-Aktivitat inhibieren, zeigen ihre kritische
Rolle in der onkogenen Transformation (Ozanne 2000, Eferl et al. 2003, Milde-
Langosch 2005). Deregulierte AP-1-Aktivitat allein scheint bereits ausreichend fur
eine neoplastische Transformation zu sein (Ozanne et al. 2007).

C-Jun ist das zellulare Homolog von v-jun, dem transformierenden Onkogen des
Avian-Sarcoma-Virus 17 (Maki et al. 1987). C-Jun kann zu onkogener Transforma-
tion in Saugetierzellen fihren, wenn es mit aktivierten Onkogenen wie ras oder src
zusammen exprimiert wird (Schuitte et al. 1989b). Jun B und D wiesen hingegen
keine transformierende Aktivitdt auf (Castelazzi et al. 1991). Versuche mit
Fibroblasten haben gezeigt, dass eine ektope Expression von Jun B und D die
onkogene Transformation durch aktiviertes ras inhibiert. Dies weist darauf hin,
dass Jun B und D als Anti-Onkogene auftreten (Pfarr et al. 1994, Schiitte et al.
1989a) und somit einen ausgleichenden Effekt auf c-Jun besitzen (Mechta-
Grigoriou et al. 2001).

Im Rahmen der Tumorprogression kénnte eine Inaktivierung von Jun B und D
stattfinden, um eine verstarkte c-Jun-Expression zu ermdglichen (Angel et al.
1991).

C-Fos ist das zellulare Homolog zu v-fos, dem transformierenden Onkogen der
murinen Osteosarkomaviren FBJ-MuSV und FRB-MuSV (Curran et al. 1983). Die
onkogene Aktivitat von c-Fos ist abhéangig von der Bildung von Heterodimeren mit
Jun-Proteinen und der Bindung an die DNA (Schuermann et al. 1989). Zusétzlich
sind eine bestimmte Dauer der c-Fos-Expression, sowie die Aktivitat der DNA-5-

Methylcytosin-Transferase notwendig (Miao et al. 1994, Bakin et al. 1999).
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Onkogenes Potential wurde auch fir Fos B und Fra 1 demonstriert (Kovary et al.
1991, Kustikova et al. 1998). Die onkogene Aktivitat von Fos B konnte allerdings
nur in vitro an Fibroblasten gezeigt werden (Schuermann et al. 1991), nicht aber
bei in vivo Versuchen mit transgenen Méausen (Grigoriadis et al. 1993). Die trans-
formierende Aktivitat von Fra 1 und 2 ist im Vergleich zu c-Fos und Fos B schwach
(Jochum et al. 2001). Ursache ist das Fehlen der c-terminalen Transaktivierungs-
domane bei Fra 1 und 2 (Wisdom et al. 1993). Somit konnte kein transformieren-
des Potential fir Fra 1 und 2 bei deren Uberexpression in 208F-Fibroblasten
nachgewiesen werden (Wisdom et al. 1993). Allerdings fiihrte die Uberexpression
von Fra 2 in Fibroblasten von Hihnerembryonen, ahnlich c-Fos, zu zellularer

Transformation (Nishina et al. 1990).

AP-1-Aktivitat ist an der Regulation der Invasion in menschlichen metastatischen
Tumoren beteiligt (Ozanne et al. 2007). Die AP-1-Transkriptionsfaktoren scheinen
notwendig fir die onkogene Invasion zu sein. Sie regulieren Effektoren der Invasi-
on, wie MMP9, CD44, Ezrin und Krp1l, gleichzeitig supprimieren sie Inhibitoren der
Invasion wie TSC-36, Fibronektin und STAT6 (Ozanne et al. 2007).

Die ektope Expression von c-Fos in Epithelzellen der Mamma bewirkt einen Ver-
lust der Polaritat des Epithels, epitheloide-fibroblastoide Zellkonversion und inva-
sives Wachstum in Kollagengel. Dies ist ein Hinweis auf die Fahigkeit von c-Fos
das invasive Wachstum von Tumorzellen zu modulieren (Reichmann et al. 1992).
Im Gegensatz dazu bewirkt eine c-Jun-Uberexpression in denselben Mammazel-
len nur einen Verlust der epithelialen Polaritéat, aber kein invasives Wachstum (Fi-
alka et al. 1996). Fra 1 scheint wiederum invasives Wachstum zu fordern. So ha-
ben Mammaadenokarzinom-Zelllinien, die Fra 1 Uberexprimieren, eine verstarkte
Motilitat und Invasivitat in vitro gezeigt (Kustikova et al. 1998).

AP-1 ist an Apoptoseprozessen von Zellen beteiligt, welche durch den Entzug von
Wachstumsfaktoren oder genotoxischen Stress induziert wurden (Shaulian et al.
2001). Wahrend der normalen Entwicklung in vivo sind aber weder c-Jun noch c-
Fos essentiell fir den Zelltod (Roffler-Tarlov et al. 1996).

C-Jun scheint abhangig vom Zelltyp und der Signalkette sowohl einen férdernden
als auch einen hemmenden Einfluss auf die Apoptose zu haben (Karin et al.
1997). So ist eine c-Jun-Aktivitat notwendig bei Formen der Apoptose, die eine de-
novo-Synthese von Proteinen bendtigen (Karin et al. 1997).
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Auch Jun B scheint den programmierten Zelltod durch Unterdriickung von Apopto-
se hemmenden Genen zu unterstitzen (Jochum et al. 2001). Dahingegen ist Jun
D an Apoptose hemmenden Wegen beteiligt (Jochum et al. 2001).

C-Fos scheint wahrend der embryonalen Entwicklung Gewebeverdnderungen zu
begilnstigen. Als Antwort auf Stress fordert c-Fos Signalketten die zum Zelltod
fuhren (Jochum et al. 2001).

1.2.2. Regulation der AP-1-Proteine

C-Jun wird in vielen Zellen auf einem niedrigen Basislevel exprimiert, und die Ex-
pression steigt aufgrund von vielen Stimuli, z.B. Wachstumfaktoren, Zytokinen und
UV-Strahlung an (Karin et al. 1995 a, Hill et al. 1995, Karin et al. 1995 b). Jun D
zeigt in vielen Geweben eine hohe basale Expression, Jun B hingegen kann eine
hohe oder niedrige Expression aufweisen (Hirai et al. 1989, Mechta-Grigoriou et
al. 2001).

C-Jun besitzt das hochste Aktivierungspotential der Jun-Proteine (Ryseck et al.
1991) und ist in der Lage die eigene Transkription positiv zu stimulieren (Sassone-
Corsi et al. 1988, Schonthal et al. 1989). In Verbindung mit c-Fos verstérkt sich
das Aktivierungspotential nochmals durch die Bildung eines stabileren Heterodi-
mers (Angel et al. 1991).

C-Jun weist eine Bindungsstelle fur die Jun-N-Terminal-Kinase (JNK) auf, diese
phosphoryliert die Serine 63 und 73 und fuhrt zu einer Verstarkung der Stabilitat
und Fahigkeit zur transkriptionalen Aktivierung (Smeal et al. 1991).

Jun B besitzt ebenfalls eine JNK-Bindungsstelle, aber es fehlen die N-terminalen
Serinseitenketten (Chiu et al. 1989). Jun D besitzt keine JNK-Bindungsstelle und
kann nicht von der JNK phosphoryliert werden, allerdings ist eine Phosphorylie-
rung in c-Jun-Jun D-Dimeren mdglich (Kallunki et al 1996).

Somit sind Jun B- und Jun D-Homodimere schwachere Transaktivatoren und sie
sind zusatzlich in der Lage, das Transaktivierungspotential von c-Jun zu unterdri-
cken (Schutte et al. 1989a, Hirai et al. 1989, Chiu et al. 1989, Angel et al. 1991).
Die negative Regulation ist fir die normale Zellfunktion sehr wichtig, da c-Jun
durch Uberexpression zu neoplastischer Transformation fiihren kann (Schiitte et
al. 1989Db).
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Die Regulation der Funktion der Fos-Faktoren erfolgt ebenfalls Gber posttranslati-
onale Modifikation mittels Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen, z.B.
MAPK, PKA, PKC, etc. (Gruda et al. 1994, Hurd et al. 2002, Rosenberger et al.
1999).

In den meisten Zellen sind die Basislevel an c-Fos-mRNA und Protein niedrig. Die
Induktion der c-Fos-mRNA-Expression erfolgt sehr schnell (nach 5 min), ist aller-
dings nur von kurzer Dauer (Cohen et al. 1988). Des Weiteren kann die c-Fos-
MRNA-Expression in Anwesenheit von Proteinsynthesehemmern induziert wer-
den, diese scheinen die Stabilitat der Transkripte zu erhohen (Mdiller et al. 1984).
Die Transkription von c-Fos wird, im Gegensatz zu c-Jun, durch c-Jun und c-Fos
gehemmt, somit fiihrt eine Uberexpression von c-Fos zu einem schnellen Abfall
des Basallevels der c-Fos-Transkription (Sassone-Corsi et al. 1988, Schonthal et
al. 1989). Die verschiedene Regulation von c-Jun und c-Fos hangt damit zusam-
men, dass die c-Fos-Induktion nach Stimulierung der Zelle einen schnellen An-
stieg der transkriptionalen Aktivitat der Zelle bewirken soll, wohingegen c-Jun fir
eine fortwahrende Aktivitat bestimmter Gene zu sorgen hat, um so bspw. die Pro-
gression von der G1-Phase des Zellzyklus zur S-Phase zu gewéhrleisten (Angel et
al. 1991).

Die transaktivierende Funktion von c-Fos ist in dessen C-terminaler Region lokali-
siert. Diese fehlt bei Fra 1 und 2 (Nguyen et al. 1992). Versuche mit chimaren Pro-
teinen zeigten, das ein Protein mit der N-terminalen Halfte von c-Fos und der
C-terminalen Halfte von Fra 1 eine ebenso niedrige Aktivitat wie Fra 1 aufwies,
wahrend ein Protein bestehend aus der N-terminalen Hélfte von Fra 1 und der
C-terminalen Halfte von c-Fos fast so aktiv war wie c-Fos. Das gleiche gilt fur
Fra 2 (Yoshioka et al. 1995, Suzuki et al. 1991).

Der AP-1-Faktor Fos B ist mit einer Homologie von 70% c-Fos sehr ahnlich. So
zeigt auch Fos B eine schnelle Induktion und eine kurze Halbwertszeit der mRNA,
wie es typisch ist fur ,immediate-early-genes” (Zerial et al. 1989). Des Weiteren
besitzt Fos B ebenfalls eine C-terminale Transaktivierungs-Doméne, und die
transkriptionale Aktivitat und Stabilitét der mRNA werden durch die Anwesenheit

von Proteinsyntheseinhibitoren erhoht (Zerial et al. 1989).
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Waéhrend die c-Fos- und Fos B-Transkription sehr schnell induziert wird, erfolgt die
Induktion der Fra 1- und Fra 2-Expression verzégert (nach 30 bis 60 min) und die
Proteine sind stabiler (Milde-Langosch 2005, Cohen et al. 1988). Die basale Ex-
pression von Fra 1 ist niedrig (Cohen et al. 1988).

AP-1-Komplexe, die Fra 1 und 2 enthalten, besitzen ein niedriges Transaktivie-
rungspotential (Suzuki et al. 1991). Fra 1 und Fra 2 scheinen als negative Regula-
toren zu wirken, die die Dauer der AP-1-Aktivitdt begrenzen (Wisdom et al. 1993).
In Transfection-assays wurde gezeigt, dass sie die c-Fos und c-Jun bedingte
Transaktivation unterdriicken (Suzuki et al. 1991).

Heterodimere von Fra 2 und c-Jun unterdrickten die Transaktivierung von c-Jun
allein in der Mauseembyonenkarzinom-Zellline F9. Dies steht im Gegensatz zu
c-Fos, welches die c-Jun-Aktivitat fordert (Suzuki et al. 1991). Der unterdrickende
Effekt von Fra 2 wurde allerdings nicht in Kombination mit Jun D beobachtet.
Heterodimere aus Fra 2 und Jun D hatten eine hohere transkriptionale Aktivitat als
Jun D-Homodimere. AP-1-Komplexe aus Fra 2 und Jun D sind stabiler als Jun D-
c-Fos-Heterodimere, haben allerdings ein niedrigeres Transaktivierungspotential
(Suzuki et al. 1991, Ryseck et al. 1991).

C-Fos verstarkt die transaktivierende Aktivitdt von Jun D, c-Jun und Jun B deut-
lich. Fra 1 und 2 verstarken ebenfalls die transaktivierende Aktivitat von Jun B und
D, allerdings sehr viel geringer als c-Fos. Dahingegen hemmen sie die transakti-
vierende Aktivitat von c-Jun. Dies zeigt, dass Fra 1 und 2 in der Lage sind die
transaktivierende Aktivitat der Jun-Proteine zu modulieren, abhangig vom Partner

mit dem sie ein Heterodimer bilden (Suzuki et al. 1991).
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1.3. Ziele und Fragestellungen dieser Arbeit

Im praktischen Teil dieser Arbeit wurde die Expression der AP-1-Proteine der Jun-
und Fos-Familie in Ovarialtumoren verschiedener Histologie, als auch in normalen
Ovarien, mit Hilfe der Western-Blot-Analyse und der Immunhistochemie unter-

sucht.

Es bestanden folgende Fragestellungen:

Korreliert die Expression bestimmter AP-1-Faktoren mit den klinisch-
pathologischen Parametern (Gewebetyp, Grading, FIGO-Stadium, Histologie,
Alter)?

Welche Unterschiede zeigen sich in der Expression der AP-1-Faktoren im Ver-
gleich von gutartigen Tumoren, Borderline-Tumoren, Metastasen und Karzino-

men?

Weisen zusammengehdrende Primarkarzinome und Metastasen eine ahnliche

Expression der AP-1-Faktoren auf?
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Darstellung des Patientenkollektivs

Die Untersuchung fand an 60 Operationspraparaten statt, die in einem Zeitraum
von 1993 bis 2003 am Universitatsklinikum Eppendorf gesammelt wurden. Die
Operationspraparate wurden zum Teil bei -80°C eingefroren und zum Teil in Pa-
raffin eingebettet. Letzteres erlaubte die Anfertigung von Schnitten, die der Beur-
teilung des histologischen Typs und des Gradings dienten. Die Einteilung der Kar-
zinome nach der FIGO-Klassifikation erfolgte anhand des makroskopisch-
pathologischen Befundes aller bei der Operation entfernten Gewebe (u.a. Lymph-
knoten, Darmbiopsien, etc.) als auch der zytologischen Untersuchungen von Aszi-
tes bzw. Spllflissigkeit.

Es wurden 29 priméare Ovarialkarzinome, 2 Tubenkarzinome, 4 Borderline-Tumore
und 8 gutartige Tumore untersucht. Des Weiteren wurden 13 Metastasen primarer
Ovarialkarzinome untersucht, die zum Teil zu den untersuchten Primérkarzinomen
gehorten. Zusatzlich wurden zum Vergleich 4 Normalgewebe untersucht, die
ebenfalls aus den Operationspraparaten der Primartumoren stammten, aber tu-

morfrei waren.

14+

12+

10

Anzahl der
Tumore

61 1 =20-30 Jahre
2 = 30-40 Jahre
3 = 40-50 Jahre
47 4 =50-60 Jahre
5 =60-70 Jahre
6 = 70-80 Jahre
7 =80-90 Jahre

Altersgruppen

Abbildung 1: Alter der Tumorpatientinnen
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Die Altersverteilung der Tumorpatientinnen ist in der Abbildung 1 dargestellt. Die
jungste Patientin war zum Zeitpunkt der Operation 27 Jahre und die alteste Pa-
tientin 83 Jahre alt. Der Altersdurchschnitt der Patientinnen mit einem Karzinom
lag bei 63,5 Jahren, bei den Frauen, die einen gutartigen Tumor hatten, bei 51

Jahren.

2.1.2. Darstellung des Untersuchungsgutes

Die histologische Begutachtung der Operationspraparate ergab 21 serts-papillare,
3 endometrioide, 3 muzindse und 2 serds-klarzellige primére Ovarialkarzinome
und 2 seros-papillare Tubenkarzinome. Die Borderline-Tumore unterteilten sich in
3 seros-papillare und 1 muzindsen. Als gutartige Tumore wurden 4 Brennertumore
und 4 muzindése Zystadenome zusammengefasst.

Das Grading der Karzinome ergab 3 hochdifferenzierte (G 1), 8 maRig differenzier-
te (G 2) und 19 gering differenzierte (G 3) Karzinome. Ein Tumor wurde nicht ein-
deutig differenziert und wurde als G 1-2 beurteilt.

Die Stadieneinteilung nach FIGO ergab 2 Tumore als Stadium la, 3 Tumore als
Stadium Ic, 2 Tumore als Stadium lla, jeweils einen Tumor der Stadien llla und

llIb, 12 Tumore als Stadium llilc und 10 Tumore als Stadium IV.

Tabelle 6: untersuchte Priméarkarzinome

Nr. | Fallnummer Histologie Alter Grading Staging
Ovarialkarzinome

1 0-01 sergs-papillar 34 2 llic
2 0-02 sergs-papillar 74 2 lla
3 0-03 endometrioid 44 2 ]F1
4 0-04 seros-papillar 69 3 llic
5 0-05 seros-papillar 70 3 v
6 0-06 seros-papillar 59 1 b
7 0-07 sergs-papillar 63 3 llic
8 0-08 seros-papillar 67 3 lla
9 0-09 serds-solide 59 3 llic
10 0-10 seromuzinds 76 1 Ic
11 0-11 papillar z. T. endometrioid 61 2 llic
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12 0-12 serds-papillar 59 3 llic
13 0-13 seros-papillar 46 2 v
14 0-14 seros-klarzellig 67 3 v
15 0-15 sergs-papillar 73 3 v
16 0-16 serds-papillar 63 3 llic
17 0-17 seros-papillar 63 3 Ic
18 0-18 seros-papillar 66 3 v
19 0-19 seros-papillar 50 3 llic
20 0-21 muzinds 83 1 Ic
21 0-22 sergs-papillar 70 3 v
22 0-23 endometrioid 73 2 la
23 0-24 seros-papillar 65 3 v
24 0-25 seros-papillar 73 3 llic
25 0-26 seros-papillar 27 1-2 llic
26 0-27 seros-klarzellig 52 3 v
27 0-28 muzinods 47 2 v
28 0-29 serds-papillar 49 2 llic
29 0-30 papillar 68 3 llic
Tuben Karzinome

1 0-37 seros-papillar 68 3 v
2 0-38 serds-papillar 79 3 la
Tabelle 7: untersuchte Metastasen

Nr. Fallnummer Histologie Alter Grading
Metastasen

1 0-04 M seros-papillar 69 3

2 O-05 M seros-papillar 70 3

3 O-07 M seros-papillar 63 3

4 O-19 M seros-papillar 50 3

5 0-22 M seros-papillar 70 3

6 0-24 M seros-papillar 65 3

7 0-27M serds-klarzellig 52 3

8 0-28 M muzinods 47 2

9 0-31 M seros-papillar 57 3

10 0-32 M muzinds 62

11 0-33 M papillar 67 3
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12 0-34 M papilléar 78

13 0-35 M seros-papillar 56

Tabelle 8: weitere untersuchte Tumore

Nr. Fallnummer Histologie Alter
Borderline-Tumore

1 0-32 muzinds 62
2 0-36 serds-papillar 60
3 0-46 serds-papillar 52
4 0-47 serds-papillar 56
Gutartige Tumore

1 0-39 Brenner-Tumor 45
2 0-40 Brenner-Tumor 62
3 0-41 Brenner-Tumor 70
4 0-42 muzindses Zystadenom 58
5 0-43 Brenner-Tumor 50
6 0-44 muzindses Zystadenom 51
7 0-45 muzindses Zystadenom 30
8 0-48 muzindses Zystadenom 43
Tabelle 9: untersuchte Normalgewebe

Nr. Fallnummer Histologie Alter
Normalgewebe

1 O-04 N Normalgewebe (Ovar) 69

2 O-05N Normalgewebe (Ovar) 70

3 O-20 N Normalgewebe (Ovar) 42

4 0-36 N Normalgewebe (Ovar) 60
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2.1.3. Verwendete Chemikalien

2.1.3.1. Western-Blot

Tabelle 10: Chemikalien Western-Blot

Chemikalien Hersteller
Western-Blot

AA/BAA (AcrylamidBisAcrylamid ) (37:1) Sigma

APS (Ammoniumpersulfat) BioRad Laboratories
BCA-Protein-Assay-Kit Pierce

° Reagent A ° 23228

° ReagentB ° 1859078

Blocking reagent

Roche Diagnostics GmbH

Bromphenolblau Sigma

Glycerin Merck

Glycin Carl Roth GmbH & Co
Maleinsaure SERVA Electrophoresis GmbH

2-Mercaptoethanol

BioRad Laboratories

Methanol

Merck

Milchpulver

Bio-Rad Laboratories

NaCl (Natriumchlorid)

Mallinckrodt Baker B.V.

NaOH (1 Mol) (Natronlauge)

Merck

NaOH (Platzchen)

Mallinckrodt Baker B.V.

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma

Reblot Plus Mild Solution

Chemicon International

Saccharose

Merck

Salzséaure (25 %) (HCL)

Riedel de Haen, Sigma Aldrich Labor-

chemikalien GmbH

SDS (Dodecylsulfat Natriumsalz)

Fluka Bio Chemika

Super Signal West Pico Chemiluminescent Kit
° Stable Peroxide

°  Luminol / Enhancer

Pierce

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

SERVA Feinbiochemica

Thimerosal

Sigma Aldrich Co/Chemie GmbH

Tricine

Sigma

Tris — TRIZMA BASE

Sigma
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TWEEN 20

Merck — Schuchardt

2.1.3.2. Immunhistochemie

Tabelle 11: Chemikalien Immunhistochemie

Chemikalien

Hersteller

Immunhistochemie

Chem Mate™

°  Antikorper-Verdunner

Dako Cytomation, S 2022

Chem Mate™ Detection Kit

° A - biotinylierter Sekundarantikorper

° B - Streptavidin-Peroxidase

° C - DAB (Diaminobenzidin) & Chromogen
(x50)

° D — HRP-Substrat-Puffer (Horseraddish-

Peroxidase)

Dako Cytomation, K 5001

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) Sigma
Hamalaun nach Mayer Merck
NaCl Mallinckrodt Baker B.V.
Natriumcitrat Merck

Salzséure (25%)

Riedel de Haen, Sigma Aldrich Labor-

chemikalien GmbH

Tris — TRIZMA BASE

Sigma

TWEEN 20

Merck — Schuchardt

Xylol

Riedel de Haen

2.1.4. Verwendete Antikorper und Marker

Tabelle 12: Antikdrper und Marker

Antikérper, Marker

Hersteller

Primarantikorper

Anti-c-Fos (H250)

Santa Cruz Biotechnology

Anti-Fos B (D180)

Santa Cruz Biotechnology

Anti-Fra 1 (H220)

Santa Cruz Biotechnology

Anti-Fra 2 (G101)

Santa Cruz Biotechnology

Anti-Jun B (11302)

Santa Cruz Biotechnology

Anti-Jun D (A040)

Santa Cruz Biotechnology
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Anti-pc-Jun (1200) Santa Cruz Biotechnology
Anti-Aktin (B252) Santa Cruz Biotechnology
Sekundarantikorper

Anti-Goat (H2203) Santa Cruz Biotechnology
Anti-Mouse (D1403) Santa Cruz Biotechnology
Anti-Rabbit (A0204) Santa Cruz Biotechnology
Marker

Rainbow-Mix-Marker (14,3-220 kD) Amersham/Pharmacia/Biotech

2.2. Methoden

2.2.1. Proteinextraktion

Fur die Western-Blot-Analyse wurden die nach der Operation bei -80°C gelagerten
Gewebeteile verwendet.

Um eine vorzeitigen Abbau der Proteine zu verhindern, musste auf eine standige
Kihlung der Gewebe geachtet werden, daher erfolgte die Proteinextraktion im
Kihlraum bei +4°C, zusatzlich wurden die Gewebe in flissigem Stickstoff kalt
gehalten und wéahrend der Verarbeitung auf Eis gelagert. Von den Geweben wur-
den vorher histologische Gefrierschnitte angefertigt, welche mit Hamalaun nach
Mayer und Eosin geféarbt wurden. Diese wurden unter dem Mikroskop betrachtet
und auf ihren Tumorgehalt hin untersucht. Gewebestlicke, die keinen Tumore ent-
hielten, wurden entfernt, damit der Gehalt an Tumor in den Proben fir den Wes-
tern-Blot mehr als 70% betrug.

Die ausgewahlten Gewebestlicke wurden mit einem sterilen Skalpell in mdglichst
kleine Stlcke zerteilt und erneut in Stickstoff gefroren. Um die Homogenisation zu
verbessern, wurden die in Alufolie verpackten Gewebe zusatzlich mechanisch, mit
einem Hammer fein zerkleinert. Anschlie3end wurden sie in einen vorgekihlten
Homogenisator (Fischer Scientific) Uberfihrt, in dem bereits 2 ml pcsbl und 20 pl

Protease-Inhibitor, der den Abbau der Proteine verhindert, vorgelegt waren.

pcsb 1-Pufferlésung: 10 ml 0,5 M Tris (pH 6,8)
10 ml 10% SDS
10g Saccharose

auf 100 ml  mit Aqua dest. auffillen
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Mit Hilfe eines Stol3els wurde das Gewebe homogenisiert und die Proteine in der
Pufferlosung gelost. Die entstandene Proteinldsung wurde in vorgekihlte sterile
Eppendorfgefal3e pipettiert und auf Eis gestellt.

Zur Weiterverarbeitung wurden die Lésungen fir 3 min bei 13000 UPM (Umdreh-
ungen pro Minute) zentrifugiert, dabei setzte sich ungeldstes Material am Boden
ab. Der Uberstand wurde in EppendorfgefaRe in Aliquots von jeweils 0,5 ml tiber-
fuhrt und bei -80°C aufbewahrt.

2.2.2. Proteinbestimmung

Zur photometrischen Proteinkonzentrationsmessung wurden die Proteinlosungen
auf Eis aufgetaut. Zur Messung benétigt man von jeder Probe zwei Ansatze (Dop-
pelversuch), diese bestehen aus 10 pl Proteinlésung und 100 pl pcsbl-
Pufferldsung.

Der BCA-Protein-Assay-Kit setzt sich aus den Losungen A und B zusammen, wel-
che im Verhaltnis 50:1 gemischt wurden.

BCA-Arbeitslésung: 1 ml Reagent A

20 pI Reagent B

Zu jeder Probe (110 ul) wurde jeweils 1 ml BCA-Arbeitsldsung zupipettiert und gut
vermischt. AnschlielBend wurden die Proben und ein Leerwert, bestehend aus
pcsbl-Pufferldsung (110 pl) und Arbeitslésung, bei 37°C im Wasserbad fur 30 min
inkubiert.

Die Extinktionsmessung erfolgte am vorher kalibrierten Eppendorf Bio Photometer
bei 562 nm. Das Photometer errechnete aus den Eichwerten (Extinktionswerte der
Eichlésungen) eine Eichkurve, anhand dieser wurde der Umrechnungkoeffizient k
ermittelt, um die Proteinkonzentration der Extrakte aus den Tumoren zu errech-

nen.
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Zunachst wurde der Leerwert gemessen und als Nullwert festgelegt. Im Anschluss
erfolgte die Messung der Proben. Die Abweichung der beiden Ansatze einer Pro-
be sollte nicht mehr als 10 Prozent betragen, sonst wurde die Messung wiederholt.
Aus den beiden Parallelansatzen einer Probe wurde der Mittelwert als Proteinkon-
zentration der Losung ermittelt.

Zur weiteren Verarbeitung in der Western-Blot-Analyse wurde errechnet, welches

Volumen der unterschiedlichen Proteinldsungen 20 ug Protein entspricht.

2.2.3. Western-Blot-Analyse

2.2.3.1. Probenvorbereitung

In vorbereitete kleine Eppendorfgefale wurde nach den Berechnungen (20 ug
Protein = x pl Proteinlésung) die entsprechende Menge Proteinldsung pipettiert
und mit pcsb 1-Pufferlésung auf 25 ul aufgeflllt. Zusatzlich wurden jeweils 25 ul
pcsb 2-Pufferlésung zu jeder Probe gegeben.

Nach dem gleichen Prinzip wurde eine Positivkontrolle vorbereitet, die bei jedem
Western-Blot mitgefihrt wurde. Es wurden Proteine aus Zelllinien gewahlt: fur
Fos B MCF-7 und fur die anderen AP-1-Faktoren MDA-MB 231. Analog zu den
Proteinlosungen wurde der Molekulargewichtsmarker (6 pl Marker plus 19 pl
pcsbl plus 25 pl pcsb 2) vorbereitet, somit konnte spater das Molekulargewicht

der Proteinbanden abgeschatzt werden.

pcsb 2-Pufferlésung: 15 ml 20 % Saccharose
3ml 0,5M Tris (pH 6,8)
9ml 10 % SDS

3 mg Bromphenolblau

3ml  2-Mercaptoethanol

Anschlieend wurden die Proben kurz durchgemischt und fir 1 min bei
13000 UPM zentrifugiert. Im PCR-Gerat erfolgte die Denaturierung der Proteine,
wobei die Proben fur 5 min auf 99°C erhitzt wurden und dann bei Zimmertempera-

tur bis zur Elektrophorese aufbewahrt wurden.
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2.2.3.2. Herstellung des Trenn- und Sammelgels

Zur Herstellung des Trenn- und Sammelgels bendétigte man eine Vorrichtung, die
aus einem Fuliteil, zwei Glasplatten, zwei Spacern (diese halten die Glasplatten
iIm gewinschten Abstand) und Klammern, welche die Glasplatten zusammenhal-
ten, bestand. Die Glasplatten und die Spacer wurden zunachst mit Ethanol gerei-
nigt und dann zusammengesetzt und mit den Klammern befestigt. Das Ful3tell
wurde mittels einer Wasserwaage austariert.

Zunachst wurde das Trenngel hergestellt und gegossen (Tab. 13). Es wurde ein
10%iges Trenngel gewahlt und aus den angegebenen Mengen jeweils zwei Gele

hergestellt.

Tabelle 13: Zusammensetzung des Trenngels

10%iges Trenngel: 4g Glycerin
8,5 ml steriles Aqua dest.
10 ml Gelpuffer
7,5 ml AA/BAA
150 pl 10% APS
15 pl TEMED

Gelpuffer (3x): 181,7 g Tris (3 M)

auf 400 ml mit Aqua dest. auffillen
pH 8,45 mit 25% HCL einstellen
auf 485 ml  mit Aqua dest. auffullen
15 ml 10% SDS

Nach Zugabe von TEMED und APS wurde das Gel in die Gelkammer gegossen
und mit Wasser Uberschichtet. Die Polymerisation des Geles war nach ca. 30 min
abgeschlossen.

Anschlie3end erfolgte die Herstellung des Sammelgeles, welches dem Einfillen
und Sammeln der Proteinproben dient (Tabl4). Das Sammelgel wird auf das
Trenngel gegossen und zur Unterteilung der 20 Taschen bendtigte man einen
Kamm, der gereinigt in die Gelgiel3-Vorrichtung eingesetzt wurde.
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Tabelle 14: Zusammensetzung des Sammelgels

10%iges Sammelgel: 11,9 ml steriles Aqua dest.
4,7 mi Gelpuffer
2,3 ml AA/BAA
225 pl APS
22,5 pl TEMED

Die Zwischenraume des Kammes wurden komplett mit Sammelgel aufgeftllt und
das Gel musste 30 bis max. 45 min auspolymerisieren.
Nach dem Polymerisieren wurde der Kamm entfernt und das komplette Gel, be-

stehend aus Trenn- und Sammelgel war fertig.

2.2.3.3. Elektrophorese

Zur Vorbereitung der Elektrophorese wurde die Kathodenkammer auf die Glasplat-
ten mit den Gelen aufgesetzt und befestigt. Der Ful3teil der GieRvorrichtung wurde

gel6st und die Kathodenkammer wurde mit Kathodenpuffer befulit.

Kathodenpuffer:
Stammldsung (10x): 121,14 g Tris (1 M)
179,29 Tricine (1 M)
auf 800 ml  mit Aqua dest. auffillen
pH 8,25 mit 25% HCL einstellen
auf 1000 ml  mit Aqua dest. auffillen
Gebrauchslésung: 70 ml Stammlésung

7 ml 10% SDS
auf 700 ml mit Aqua dest. auffillen
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Die Elektrophoresekammer wurde mit Anodenpuffer gefullt.

Anodenpuffer:
Stammldsung (10x): 242,28 g Tris (2 M)

auf 800 ml  mit Aqua dest. auffillen
pH 8,9 mit 25% HCL einstellen

auf 1000 ml  mit Aqua dest. auffillen

Gebrauchslésung: 400 ml Stammlésung
3600 mi Aqua dest.
4 ml 5% Thimerosal

Nun wurden die Gele mit den vorbereiteten Proben beflllt. Es wurde darauf ge-
achtet, dass alle Taschen des Gels beladen wurden, ggf. wurden Leertaschen mit
einer Mischung aus pcsb 1 (25 pl) und 2 (25 pl) befillt.

Die Kathodenkammer wurde in die Elektrophoresekammer (Hoefer SE 600 Stan-
dard Vertical Units) eingesetzt, mit einem Deckel verschlossen und mit der Strom-
einheit verbunden. Die Elektrophorese wurde bei Raumtemperatur mit einer

Spannung von 60 Volt durchgefiihrt, die Laufzeit betrug im Mittel 18 Stunden.

2.2.3.4. Blotting

Nach Auftrennung der Proteine wurden sie vom Trenngel auf eine haltbare Memb-
ran mittels der Transferkammer (Hoefer TE 42 Transphor Il Tanks) Gberfuhrt.
Zuerst wurden die Glasplatten mit den Gelen aus der Elektrophoresekammer ent-
nommen, gesaubert und vorsichtig mit einem Spatel getrennt, die Gele wurden
zurechtgeschnitten und mit Wasser abgespult. Das Blotting-Papier (Millipore Co.)
wurde zu jeweils drei BOgen zusammen in einer Schale mit Transferpuffer einge-

weicht.
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Transferpuffer:
Stammlésung (10x): 242,28 g Tris (1 M)
289,78 g Glycin (2 M)

auf 2000 ml mit Aqua dest. auffillen

Gebrauchslosung: 100 ml Stammldsung
900 ml Aqua dest.

Die hydrophobe Blotting-Membran (Immobilon Transfer Membranes, Millipore Co.)
wurde zunéchst in Methanol und danach in Aqua dest. geschwenkt, um sie an
den hydrophilen Transferpuffer anzupassen und die optimale Aufnahme der Pro-
teine aus dem Gel zu gewahrleisten. AnschlieRend wurde die Membran auf das
Gel gelegt und glatt gestrichen, um Luftblasen zu vermeiden.

Das Gel und die Blotting-Membran wurden beidseits von jeweils drei Blattern Blot-
ting-Papier bedeckt. Dieses Paket wurde in einem Gitter befestigt und in die
Transferkammer gesetzt, welche ebenfalls mit Transferpuffer gefullt wurde.

Die Transferkammer wurde verschlossen und an die Stromeinheit angeschlossen,
es wurde eine Stromstarke von 400 mA gewabhlt und die Laufzeit betrug im Mittel 4

Stunden.

2.2.3.5. Blockierung

Nach dem Blotten wurde die Membran entnommen und das Gel entsorgt. Zur
Fixierung der Proteine auf der Membran wurde sie erneut in Methanol geschwenkt
und far mindestens 30 min bei Raumtemperatur getrocknet.

Zur Weiterverarbeitung wurde die getrocknete Membran erneut in Methanol und
Aqua dest. geschwenkt und in einer Box mit Blockierungslésung tberschichtet.
Fur den Nachweis von pc-Jun, Jun B, Jun D, c-Fos, Fos B, Fra 2 und Aktin wurde
Blockierungslésung 1 mit Blocking Reagent verwendet. Fir Fra 1 wurde Blockie-
rungslésung 2 mit Milchpulver eingesetzt, da so bessere Ergebnisse bei der De-

tektion erzielt wurden.
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Blockierungslésung 1: 23,29 Maleinsaure (0,1 M)
17,52 g Natriumchlorid (0,15 M)
auf 1800 ml  mit Aqua dest. auffillen
15,59 NaOH
pH 7,5 mit NaOH (1 M) einstellen
2049 Blocking Reagent

auf 2000 ml mit Aqua dest. auffillen

Blockierungslésung 2: 1g 5% Milchpulver
20 ml TBST (s. u. 2.2.3.6.)

Die uberschichtete Membran wurde fur ca. 24 Stunden bei 4°C inkubiert, um un-
spezifische Bindungen auf der Membran zu sattigen.

Fur den Fall, dass die Membran nicht gleich weiterverwendet wurde, konnte sie
nach dem Trocknen eingeschweil3t und bei -20°C eingefroren werden. Nach dem
Auftauen wurde die Membran ebenfalls in Methanol und Aqua dest. geschwenkt

und anschlie3end in Blockierungslésung tber Nacht inkubiert.

2.2.3.6. Inkubation mit den Antikdrpern

Zur Detektion der gewlnschten Proteine wurden spezifische Primér- und Sekun-
darantikdrper eingesetzt. Die Primarantikdrper richteten sich gegen die verschie-
denen zu untersuchenden AP-1 Faktoren (pc-Jun, Jun B, Jun D, c-Fos, Fos B, Fra
1, Fra 2) und gegen Aktin. Die Sekundarantikdrper waren Meerrettich-Peroxidase-
gekoppelt und richteten sich gegen die Priméarantikorper.

Primar- und Sekundarantikérper wurden in jeweiliger Verdiinnung mit der Antikoér-
per-Verdinnungslésung versetzt und auf die Membran gegeben (Tab. 15). Die

Verdunnungsldsung richtete sich nach der Blockierungslosung.

Tabelle 15: Antikdrper Verdiinnung 1

Primarantikorper Spezies Verdinnung | Sekundérantikérper Verdinnung
Anti-pc-Jun Maus 1:200 Anti-Mouse 1:8000
Anti-Jun B Kaninchen | 1:100 Anti-Rabbit 1:8000
Anti-Jun D Kaninchen | 1:2000 Anti-Rabbit 1:8000
Anti-c-Fos Kaninchen | 1:1000 Anti-Rabbit 1:8000
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Anti-Fos B Kaninchen | 1:200 Anti-Rabbit 1:8000
Anti-Fra 1 Kaninchen | 1:400 Anti-Rabbit 1:8000
Anti-Fra 2 Kaninchen | 1:800 Anti-Rabbit 1:8000
Anti-Aktin Ziege 1:10000 Anti-Goat 1:8000

Antikorper-Verdiinnungslésung 1: 18 ml TBST

2ml  Blockierungslésung 1

Antikorper-Verdiinnungslésung 2: 20 ml TBST

0,3g Milchpulver

TBS-Stammldsung (10x): 48,44 g Tris (200 mM)
160,12 g Natriumchlorid (1,37 M)
auf 1800 ml  mit Aqua dest. auffillen
pH 7,6 mit 25% HCL einstellen
auf 2000 ml  mit Aqua dest. auffillen

TBST-Gebrauchslésung: 100 ml TBS (10x)
900 ml Aqua dest.
5ml 10% Tween

Die Membran wurde mit den Priméarantikérpern fir eine Stunde auf dem Taumel-
schuttler (Frobel Labortechnik), der die gleichmaRige Benetzung der Membran
gewahrleistete, bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran erfolgten drei
10-minutige Waschgange mit TBST-Losung.

Die Inkubation mit den Sekundéarantikdrpern erfolgte nach dem gleichen Ablauf fur

eine Stunde. AnschlieRend wurde viermal 10 min mit TBST-Losung gewaschen.
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2.2.3.7. Detektion

Um die mit Antikdrper markierten Proteine sichtbar zu machen, verwendete man
eine Chemilumineszenz-Reaktion. Der Super-Signal-Kit besteht aus einer Lumi-
nol/Enhancer-Lésung und einer stabilen Peroxid-Losung, diese wurden im Ver-
haltnis 2:1 gemischt und vor Gebrauch frisch zubereitet.

Die Membran wurde mit 20 ml Chemilumineszenz-L6sung fir 5 min auf dem Tau-
melschuttler inkubiert. Die Enhancer-Losung reagiert mit der Peroxidase des
Sekundarantikodrpers, wobei Lichtquanten entstehen, die Rontgenfilm schwéarzen
kénnen. Der Grad der Schwarzung des Rontgenfilms gibt einen Hinweis auf die
Menge (Quantitat) des entsprechenden Proteins auf der Membran bzw. im unter-
suchten Gewebe.

Nach der Inkubation wurde die Membran in eine Klarsichtfolie in die Rontgenkas-
sette gelegt und in der Dunkelkammer erfolgte die Belichtung des Rontgenfilms,
der anschlieRend in der Entwicklungsmaschine entwickelt und fixiert wurde. Die
Belichtungszeit war fur jeden Antikorper unterschiedlich (Tab. 16). Es wurde dar-
auf geachtet, dass bei den verschiedenen Experimenten mit einem Antikdrper die
gleiche Belichtungszeit gewahlt wurde, da nur so die Vergleichbarkeit der Protein-
banden gewdahrleistet werden konnte.

Tabelle 16: Filmbelichtungszeiten

Primarantikorper durchschnittliche Belichtungszeit
Anti-pc-Jun 20 min

Anti-Jun B 3 min

Anti-Jun D 20 min

Anti-c-Fos 5 min

Anti-Fos B 2 min

Anti-Fra 1 3 min

Anti-Fra 2 8 min

Anti-Aktin 3 min
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2.2.3.8. Re-blot-Verfahren

Mit Hilfe des Re-blot-Verfahrens konnte man bereits detektierte Membranen er-
neut mit Antikdrpern beladen und andere Proteine nachweisen. Sinnvoll ist es,
Proteine mit einem anderen Molekulargewicht zu wéhlen, um eventuell wéhrend
des Re-Blot-Verfahrens nicht komplett entfernte Reste der urspriinglich verwende-
ten Antikdrper nicht erneut zu detektieren.

Fur den Re-blot wurde eine gebrauchte Western-Membran aufgetaut und fur die
nachste Detektion vorbereitet. Zunéachst wurde die Membran fur funf Minuten in
Aqua dest. gespult. Alle Arbeitsschritte fanden auf dem Laborrittler statt, um eine
gleichmaftige Benetzung der Membran zu gewabhrleisten. Die Re-blot-Plus-Mild-
Solution wurde 1:10 mit Aqua dest. verdinnt und die Membran fir 25 Minuten dar-
in inkubiert. AnschlieRend erfolgte zweimal eine flinf-mindtige Spulung in Blockie-
rungslésung. Diese Vorbereitung der Membran diente der Entfernung der alten
Antikdrper und der erneuten Absattigung unspezifischer Bindungsstellen.

Die Detektion der gewtnschten Proteine erfolgte nun wie unter 2.2.3.6. und
2.2.3.7. beschrieben.

2.2.4. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde als zweite Methode fur diese Doktorarbeit gewahlt,
um die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse zu Uberprifen. Die Immunhistoche-
mische Untersuchung fand an ausgewahlten Fallen statt (Tab. 17). Diese ergaben
sich je nach der Expression der AP-1-Faktoren im Western-Blot. Es wurden fir
jedes Protein 8 Falle untersucht, wobei wenn mdoglich jeweils 4 Falle mit starker

und 4 Falle mit schwacher Expression gewahlt wurde.
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Tabelle 17: Ausgewahlte Falle fir die immunhistochemische Untersuchung

schwach exprimiert im Western-Blot

stark exprimiert im Western-Blot

pc-Jun
0-04M 0-03
0O-04N O-05N
O-16 0-18
0-38 0O-35M
Jun B
0-06 0O-04N
0-34M 0O-05M
0-41 0-14
0-17
0O-20N
Jun D
0-02 0-03
0-19 O-05N
0-27M 0-14
O-20N
0-28M
c-Fos
0-02 0-03
O-05N O-20N
0-19 0-34M
0-32M 0-38
Fos B
O-04N O-05N
O-11 0-10
0-35M 0-32M
0-37 0-44
Fra 1
0-03 0-01
O-05N 0O-04N
0-19 0-29
0-28M 0-32M
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Fra 2
O-05N O-07M
0-06 0O-11
0O-27M 0-18
0-41 O-20N

Das fur diese Methode in Paraffin eingebettete Operationsgut wurde mit Hilfe ei-
nes Schlittenmikrotoms (Leica) in 4 um dicke Schnitte geschnitten und auf be-
schichtete Objekttrager aufgebracht. Zum Trocknen der Schnitte wurden diese
Uber Nacht im Warmeschrank bei 37°C aufbewahrt und ggf. danach bei Zimmer-
temperatur gelagert.

Um das Gewebe flr die Analyse zuganglich zu machen, musste das Paraffin ent-
fernt werden, dafir wurden die Schnitte zweimal 5 min in Xylol gebadet und an-
schlieBend in der absteigenden Alkoholreihe (100% - 80%) hydrophilisiert.

Zur weiteren Aufbereitung wurden die Schnitte fir 30 min in der Mikrowelle ge-
kocht. Dafur wurden die Schnitte in mikrowellengeeignetes Geschirr gesetzt, dass
mit 1:10 verdunnter TEC-Pufferlésung gefullt war. In 10-minitigen Abstanden wur-

de verdunsteter Puffer durch Aqua dest. aufgefiillt.

TEC-Pufferldsung: 2,59 Tris (20 mM)
59 EDTA
3,29 Natriumcitrat (12 mM)
pH 7,8 mit 25% HCL einstellen

auf 1000 ml  mit Aqua dest. auffullen

Die Mikrowellenvorbehandlung diente der Freilegung der Antigene, um eine bes-
sere Antikdrperaffinitat zu erreichen.

Die Inkubation der Schnitte mit den verschiedenen Antikérpern und Losungen er-
folgte im Dako-Autostainer (3400-9010-03).

Die Schnitte wurden in das Dako-Gerét eingelegt und mit TBST-Pufferlésung be-
feuchtet, um eine Austrocknung zu vermeiden. AnschlieBend wurde das Dako-
Gerat programmiert und mit den entsprechenden Lésungen beladen (s.u.).

Im ersten Schritt wurden die Schnitte mit dem Primarantikorper fur 30 min inku-
biert, dieser wurde vorher in entsprechender Verdiinnung mit dem Chem Mate™

Antikdrper-Verdinner zubereitet (Tab. 18).
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Tabelle 18: Antikodrper Verdiinnung 2

Primarantikorper Verdinnung
Anti-pc-Jun 1:200
Anti-Jun B 1:50
Anti-Jun D 1:400
Anti-c-Fos 1:100
Anti-Fos B 1:50
Anti-Fra 1 1:100
Anti-Fra 2 1:50

Darauf folgte die Inkubation mit biotinyliertem Sekundarantikdrper fir 10 min, mit
Streptavidin-Peroxidase fir 5 min und mit HRP-Substrat-Puffer fir 10 min. Zwi-
schen den einzelnen Schritten wurden die Schnitte jeweils mit TBST-Pufferldsung
gespult. Zum Schlu3 erfolgte zweimal fir 5 min die Inkubation mit der DAB-
Losung. Die Diaminobenzidin-Lésung (DAB) ist ein Chromogengemisch, welches
bei erfolgter Antigen-Antikérper-Reaktion von der Peroxidase des Sekundaranti-
korpers oxidert wird und die braune Farbung der Areale, die das gesuchte Antigen
enthalten, bewirkt.

AnschlieRend wurden die Schnitte aus dem Dako-Autostainer genommen und es
erfolgte die Gegenfarbung mit Hamalaun nach Mayer. Damit wurden die Schnitte
fur ca. 20 sek. gefarbt und anschlielRend mit Leitungswasser fur einige Minuten
gespllt. Die Gegenfarbung mit Hamalaun dient der Anfarbung der Zellkerne (blau)
und somit der besseren histologischen Beurteilung und Differenzierung der Zellen.
Nun erfolgte die Entwéasserung in der aufsteigenden Alkoholreihe (80% - 100%)
und die Schnitte wurden mit Deckglaschen und Eukitt (Eindeckmedium) zugede-
ckelt.
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2.3. Auswertung

2.3.1. Auswertung der Western-Blots

Die Auswertung der Western-Blot-Analyse erfolgte im Densitometer (BioRad). Die
Rontgenfilme wurden eingescannt, die jeweiligen Proteinbanden markiert und von
jeder Bande wurde die Intensitat des Grautons gemessen und entsprechend ei-
nem Wert zugeordnet. Der Wert der Bande der Positivkontrolle (MDA-MB 231
bzw. MCF-7) wurde als 100% angenommen und anhand diesem die Werte fur die

Proteinbanden in Prozent umgerechnet.

Als Qualitatskontrolle der Proteinextraktion, Proteinbestimmung und der Western-
Blot-Analyse (jede Probe sollte eine Proteinmenge von 20 pg enthalten) wurden
alle Proteinproben, mittels Reblot-Verfahren, auf das Protein Aktin (43 kDa) hin
untersucht. Das Protein Aktin wird in allen menschlichen Zellen ungefahr gleich
stark exprimiert und ist somit eine gute Kontrolle fir den Proteingehalt der Proben.
Die Ergebnisse der Aktinuntersuchung wurden fur die Korrektur der Grauwerte der
Proteine eingesetzt. Dafir wurde aus den Grauwerten eines Aktinscans der Mit-
telwert des jeweiligen Blots ermittelt und bei Abweichungen der einzelnen Protein-
proben von mehr als 20% vom Mittelwert ein Korrekturfaktor (Mittelwert/Aktinwert
der Probe) fur die Probe errechnet. Dieser Korrekturfaktor wurde mit den Grauwer-
ten der Ergebnisse der AP-1-Faktoren dieser Probe multipliziert, wodurch maogli-
che Abweichungen korrigiert wurden und man auf die Menge der einzelnen ge-

suchten Proteine (Transkriptionsfaktoren) schlief3en konnte.

Die Auswertung fur den Transkriptionsfaktor Fra 1 konnte nicht mit dem Densito-
meter durchgefiihrt werden, da die Anfarbung insgesamt zu schwach war und viel
Hintergrundfarbung vorhanden war. Daher wurden die Ergebnisse semiquantitativ
durch zwei Betrachter in die drei Gruppen negativ (1), schwach (2) und maRig (3)

eingeteilt. Einzig die Kontrolle zeigte eine stark angefarbte Bande.
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Statistisch erfolgte die Auswertung der Western-Blots mit dem Computerpro-
gramm SPSS. Die ermittelten Daten fur die AP-1-Faktoren wurden jeweils in 2
Gruppen aufgeteilt. Dabei sollten mdglichst zwei gleich grol3e Gruppen mit schwa-

cher bzw. starker Expression entstehen (Tab. 19).

Tabelle 19: Einteilung der densitometrisch ermittelten Werte

Gruppe 1 (schwach exprimiert) | Gruppe 2 (stark exprimiert)

Transkriptionsfaktoren (% in Relation zur Kontrolle)
Jun B 0-75% 75,1-750%
Jun D 0-10% 10,1-350%
pc-Jun 0-10% 10,1-125%
Fra l 1 2-3

Fra 2 0-70% 70,1-350%
pFra 2 0-70% 70,1-400%
c-Fos 0-40% 40,1-300%
pc-Fos 0-100% 100,1-900%
Fos B 0-70% 70,1-450%

Tabelle 20: Einteilung der auszuwertenden Daten

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5
klinische Parameter
Gewebetyp Primérkarzi- | Metastasen | Borderline- Gutartige Normalge-
nome Tumore Tumore webe
FIGO la-lla lIb-111b llic-1V
Stadium
Grading G-l Gl
Histologie serds nicht serds
Alter 0-50 51-100

Die Expression der Transkriptionsfaktoren wurde mit dem Gewebetyp, dem FIGO
Stadium, der Histologie, dem Grading und dem Alter der Patientinnen korreliert
(Tab. 20). Es erfolgte die Ermittlung der Mittelwerte fiir die Expression der einzel-
nen AP-1-Faktoren und die Errechnung der p-Werte mittels des Chi-Quadrat-Tests
nach Pearson. P-Werte von < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet und

Werte zwischen 0,05 und 0,1 wurden als richtungweisend mit berlcksichtigt.
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2.3.2. Auswertung der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie diente der genauen Beurteilung, in welchen Zellen die be-
reits mit dem Westernblot nachgewiesenen Proteine vorkommen und inwiefern sie
tumorspezifisch sind. So wurde beurteilt, welche Zelltypen (Tumor-, Epithel-, Bin-
degewebs-, Endothel-, Muskelzellen) die Proteine produzieren und ob sie im Zell-
kern oder Zytoplasma lokalisiert sind. Des Weiteren wurde auch die Farbintensitéat
der angefarbten Zellen beachtet und mit den Ergebnissen der Western-Blots ver-
glichen. Der Grad der Farbung wurde eingeteilt in negativ, leicht, moderat und

stark.
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3. Ergebnisse

In den durchgefuhrten Versuchsreihen dieser Arbeit wurden alle 31 Primarkarzi-
nome, 13 Metastasen, 4 Borderline-Tumore, 8 gutartige Tumore und 4 Normalge-
webe in der Western-Blot-Analyse auf die Expression der AP-1 Faktoren (pc-Jun,
Jun B, Jun D, c-Fos, Fos B, Fra 1, Fra 2) untersucht. Es wurde der Antikdrper der
phosphorylierten Form von c-Jun anstelle von c-Jun verwand, da die Antikérper
Qualitat von pc-Jun deutlich besser war. C-Jun lieferte keine konstant auswert-
baren Ergebnisse.

Ausgewahlte Falle wurden zusatzlich immunhistochemisch untersucht, je nach der

Expression im Western-Blot (Tab. 17).

3.1. Ergebnisse fur die Proteine des AP-1-Komplexes

3.1.1. Darstellung der Western-Blot-Analyse

Die Abbildungen 2 und 3 stellen exemplarisch die Ergebnisse der Western-Blot-
Analyse dar. Abbildung 2 zeigt verschiedene Karzinome, z. T. mit dazugehéren-
den Metastasen und Normalgeweben. Die gutartigen - und die Borderline-Tumore

sind in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Expression der AP-1-Faktoren im Western-Blot 2

3.1.2. ¢c-Jun — phosphorylierte Form

3.1.2.1. Expression von pc-Jun im Western-Blot

In allen Tumoren, Metastasen und den Normalgeweben konnte pc-Jun in der

Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden. Pc-Jun stellte sich mit einer Bande

von 39 kDa Molekularwicht dar.

Die Expressionsstarke war bei den Karzinomen sehr unterschiedlich und reichte

von 0,3-121,4% im Verhaltnis zur Kontrolle, wobei die meisten Karzinome eine

niedrige Expression von pc-Jun zeigten und nur wenige eine hohe, dies zeigte
sich auch durch den Unterschied zwischen Mittelwert (17,4%) und Median (9,6%)

(Tab. 21).
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Tabelle 21: Relative Expression von pc-Jun in Karzinomen,

Tumoren und Normalgeweben

Metastasen, Borderline-Tumoren,

gutartigen

Karzinome | Metastasen | Borderline- | Gutartige Normal-
n=31 n=13 Tumore Tumore gewebe
n=4 n=8 n=4

Positivkontrolle MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB
(100%) 231 231 231 231 231
Expressions- 0,3-121,4% | 1,9-47,3% 4,8-49,8% 1,9-14,4% | 1,8-76,7%
starke (%)
Mittelwert 17,4% 22,0% 20,9% 5,0% 27,9%
Median 9,6% 10,5% 14,5% 3,9% 16,6%

Im Vergleich der Mittelwerte der verschiedenen Gewebetypen fiel auf, dass die
gutartigen Tumore eine geringere pc-Jun-Expression und eine sehr enge Vertei-
lungsbreite aufwiesen. Die Expression bei den Karzinomen, Metastasen und Bor-
derline-Tumoren fiel &hnlich aus. Die Normalgewebe zeigten im Mittel die héchste
pc-Jun-Expression aller Gewebetypen, wobei ein groRer Unterschied zwischen
Mittelwert (27,9%) und Median (16,6%) bestand (Tab. 21).

3.1.2.2. Expression von pc-Jun in der Immunhistochemie

Die Karzinome zeigten in der Immunhistochemie eine sehr heterogene Anfarbung.
Die Tumornester waren zusammengesetzt aus an den Randern stark positiven
Zellkernen und im Inneren schwach bis nicht gefarbten Zellkernen. Die Bindege-
webszellen zeigten keine Anfarbung, Endothelien und glatte Muskelzellen waren
schwach gefarbt.

Die Metastasen farbten sich insgesamt im Vergleich zu den Karzinomen schwa-
cher an. Die Zellkerne wiesen eine schwache Farbung auf, die Stromazellen farb-
ten sich nicht an.

Das Oberflachenepithel der Normalgewebe zeigte eine schwache bis mittlere
Kernfarbung, die Farbung der Rinde war schwécher. Bindegewebige Zellen farb-
ten sich nicht an, Endothelien und glatte Muskulatur waren schwach bis mafig

positiv.
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Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse konnte durch die Immunhistochemie in
den hier untersuchten Karzinomen nicht bestatigt werden. Allerdings farbten sich
bei den Metastasen und Normalgeweben die Falle starker bzw. schwacher an, wie

bereits im Western-Blot nachgewiesen.

3.1.3.Jun B

3.1.3.1. Expression von Jun B im Western-Blot

In der Western-Blot-Analyse konnte Jun B in allen untersuchten Geweben nach-
gewiesen werden. Die Bande von Jun B lag bei einem Molekulargewicht von
39 kDa.

In den Karzinomen bewegte sich die Expressionsstarke von Jun B zwischen
19,5-326% relativ zur Kontrolle (Tab. 22). Die meisten Karzinome (42%) lagen in

einem Bereich von 60-90%.

Tabelle 22: Relative Expression von Jun B in Karzinomen, Metastasen, Borderline-Tumoren, gutartigen Tu-
moren und Normalgeweben

Karzinome | Metastasen | Borderline- | Gutartige Normal-
n=31 n=13 Tumore Tumore gewebe
n=4 n=8 n=4

Positivkontrolle MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB
(100%) 231 231 231 231 231
Expressions- 19,5- 43,4- 33,1- 8,8-58,0% 81,0-
starke (%) 326,0% 187,5% 203,4% 721,6%
Mittelwert 100,5% 94,5% 87,23% 40,5% 254,5%
Median 86,5% 86,1% 56,2% 44.2% 107,7%

Im Vergleich der verschiedenen Gewebetypen lasst sich feststellen, dass analog
Zu pc-Jun die gutartigen Tumore eine geringere Jun B-Expression als die anderen
Gewebetypen aufwiesen. Die Karzinome (Mittelwert = 100,5%) und die Metasta-
sen (Mittelwert = 94,5%) wiesen in etwa die gleiche mittlere Jun B-Expression auf.
Die Borderline-Tumore zeigten eine etwas geringere mittlere Expression, sind
aber von der Verteilungsbreite ahnlich. Die Normalgewebe zeigten die hdchste
mittlere Jun B-Expression, wobei eine deutliche Diskrepanz zwischen Mittelwert
(254,5%) und Median (107,7%) bestand (Tab. 22).
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3.1.3.2. Expression von Jun B in der Immunhistochemie

Die Expression von Jun B in der Immunhistochemie fuhrte bei den Karzinomen zu
einer heterogenen Anfarbung, wobei die Zellkerne keine bis eine schwache Far-
bung aufwiesen, zuséatzlich zeigte sich eine cytoplasmatische Farbung. Einzelne
Tumorzellnester zeigten eine mittlere Farbung. Die Bindegewebs- und glatten
Muskelzellen farbten sich nicht an (Abb. 4).

Die Metastasen zeigten ein @hnliches Bild wie die Karzinome. Die schwache Far-
bung war besonders im Zytoplasma nachweisbar (Abb. 4). Es zeigten sich eben-
falls Zellnester mit mittlerer Farbung. Die Fibrozyten wiesen eine schwache Féar-
bung auf, ebenso die Endothelien.

Das Oberflachenepithel der Normalgewebe farbte sich in der Immunhistochemie
schwach bis mittel stark. Die Farbung der ovariellen Rinde war etwas schwéacher.
Endothel und Fibroblasten zeigten eine schwache Anfarbung.

- A &
Kt L Ay

Immunhistochemische Darstellung der Jun B-Expression
A: O-14 Ovarialkarzinom
B: O-05 M Metastase

Abbildung 4: Jun B-Expression in der Immunhistochemie

Im Vergleich der beiden Methoden entsprach die Starke der Anfarbung in der
Immunhistochemie nicht der des Western-Blots bei den Féllen der Karzinome und
Metastasen. Bei den Normalgeweben wurden 2 stark exprimierte Falle des Wes-

tern-Blots untersucht, die sich auch in der Immunhistochemie stark farbten.
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3.1.4.Jun D

3.1.4.1. Expression von Jun D im Western-Blot

Eine Expression des AP-1 Faktors Jun D konnte in der Western-Blot-Analyse in
allen Tumoren, Metastasen und Normalgeweben nachgewiesen werden. Bei ei-
nem Molekulargewicht von 39 kDa stellte sich die Bande von Jun D dar. Jun D
zeigte im Western-Blot insgesamt eine niedrige Expression in allen Gewebetypen.
In den Karzinomen reichte die Expressionsstarke von 1,3-347,8% im Verhaltnis

zur Positivkontrolle, allerdings liegen 26 von 31 Werten unter 40% (Tab. 23).

Tabelle 23: Relative Expression von Jun D in Karzinomen, Metastasen, Borderline-Tumoren, gutartigen Tu-
moren und Normalgeweben

Karzinome | Metastasen | Borderline- | Gutartige Normal-
n=31 n=13 Tumore Tumore gewebe
n=4 n=8 n=4

Positivkontrolle MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB
(100%) 231 231 231 231 231
Expressions- 1,3-347,8% | 2,2-31,8% 7,4-22,2% 3,6-9,7% 30,1-50,6%
starke (%)
Mittelwert 29,1% 17,1% 15,7% 4,9% 40,7%
Median 12,6% 22,4% 16,6% 4,15% 41,0%

Im Vergleich der Mittelwerte der verschiedenen Gewebetypen wird sichtbar, dass
die gutartigen Tumore Jun D am geringsten exprimieren. Die Karzinome wiesen
eine hohere Expression auf verglichen mit den Metastasen und auch den Border-
line-Tumoren. Allerdings waren Mittelwert (29,1%) und Median (12,6%) stark ver-
schieden. Wie auch im Fall der bisher betrachteten Proteine zeigten die Normal-

gewebe die starkste mittlere Jun D-Expression (Tab. 23).
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3.1.4.2. Expression von Jun D in der Immunhistochemie

Die Karzinome zeigten in der Immunhistochemie eine schwache bis mafiige Kern-
farbung, auch das Zytoplasma farbte sich an (Abb. 5). Die Endothelzellen wiesen
keine bis eine schwache Farbung auf, bindegewebige Zellen farbten sich nicht an.
Die glatte Muskulatur hatte eine moderate Farbung.

Die Metastasen farbten sich insgesamt schwacher an als die Karzinome. Dies er-
streckte sich auf die Zellkerne und das Zytoplasma (Abb. 5). In den Fibroblasten
sah man keine bis eine schwache Anfarbung.

Das Oberflachenepithel der Normalgewebe farbte sich schwach bis mafig stark
an, die Zellen der Rinde zeigten eine schwachere Farbung. Stromazellen der Tu-

moren farbten sich nicht an.

Immunhistochemische Darstellung der Jun D-Expression
A: O-19 Ovarialkarzinom
B: O-27 M Metastase

Abbildung 5: Jun D-Expression in der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie bestatigte zum Teil die Expression der Western-Blot-
Analyse. So zeigten die Metastasen und Normalgeweben eine starke bzw. schwa-
chere Farbung passend zur Expressionsstéarke im Western-Blot.
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3.1.5. c-Fos

3.1.5.1. Expression von c-Fos im Western-Blot

In der Western-Blot-Analyse konnte c-Fos in allen Tumoren, Metastasen und
Normalgeweben nachgewiesen werden. C-Fos wies drei Banden auf, die um ein
Molekulargewicht von 50 kDa (47-, 50-, 55 kDa) liegen. Zur Auswertung wurde
zunachst die unphosphorylierte Form mit der Bande bei 47 kDa verwendet. Unter
3.1.5. erfolgt anschlie3end die Auswertung der phosphorylierten Form pc-Fos.

Die Expressionstarke der unphosphorylierten Form von c-Fos in den Karzinomen
lag zwischen 2,9-256,9% relativ zur Kontrolle (Tab. 24).

Tabelle 24: Relative Expression von c-Fos in Karzinomen, Metastasen, Borderline-Tumoren, gutartigen Tu-
moren und Normalgeweben

Karzinome | Metastasen | Borderline- | Gutartige Normal-
n=31 n=13 Tumore Tumore gewebe
n=4 n=8 n=4

Positivkontrolle MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB
(100%) 231 231 231 231 231
Expressions- 2,9-256,9% | 6,3-68,9% 19,0- 6,8-181,7% | 74,1-
starke (%) 115,5% 146,3%
Mittelwert 61,2% 34,7% 56,1% 59,4% 101,7%
Median 44.5% 43,0% 44.9% 46,0% 93,3%

Unter den Mittelwerten flr die verschiedenen Gewebetypen wiesen die Metasta-
sen die geringste mittlere c-Fos-Expression auf. Karzinome, Borderline- und gutar-
tige Tumore exprimierten c-Fos in dhnlicher Art und Weise. Normalgewebe zeig-

ten die héchste mittlere c-Fos-Expression (Tab. 24).
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3.1.5.2. Expression von c-Fos in der Immunhistochemie

In der Immunhistochemie erkannte man in den Tumorzellen eine mafige Kernfar-
bung, das Zytoplasma farbte sich ebenfalls leicht an. Ebenso zeigten Endothelien
und Fibroblasten eine mafig starke Farbung. Die glatte Muskulatur farbte sich
moderat bis stark an (Abb. 6).

Die Farbung der Metastasen war ahnlich der der Karzinome. Die Tumorzellkerne
und Endothelien zeigten eine méfige Farbung. Die Bindegewebs- und Muskelzel-
len wiesen eine schwache Farbung auf.

Bei den Normalgeweben farbte sich das Oberflachenepithel moderat bis stark an,
ebenso die Zellen der Rinde des Ovars. Endothelien und Fibroblasten hingegen

zeigten eine mafig starke Kernfarbung.
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Immunhistochemische Darstellung der c-Fos-Expression

A: O-03 Ovarialkarzinom

B: O-19 Ovarialkarzinom

Abbildung 6: c-Fos-Expression in der Immunhistochmie

Im Vergleich der Ergebnisse der immunhistochemischen mit denen der Western-
Blot-Analyse zeigten sich keine Gemeinsamkeiten. Die Starke bzw. Schwache der
Expression von c-Fos im Western-Blot wiederholte sich nicht in der Immunhisto-

chemie.
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3.1.6. c-Fos — phosphorylierte Form

3.1.6.1. Expression von pc-Fos im Western-Blot

Bei der Auswertung von c-Fos erfolgte zuséatzlich die Auswertung der phosphory-
lierten Form. Pc-Fos stellte sich in den Banden bei 50- und 55 kDa dar.

Die Karzinome hatten eine Expressionsstarke von 11,3-840,8% im Verhéltnis zur
Kontrolle (Tab. 25).

Tabelle 25: Relative Expression von c-Fos phosphoryliert in Karzinomen, Metastasen, Borderline-Tumoren,

gutartigen Tumoren und Normalgeweben

Karzinome | Metastasen | Borderline- | Gutartige Normal-
n=31 n=13 Tumore Tumore gewebe
n=4 n=8 n=4

Positivkontrolle MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB
(100%) 231 231 231 231 231
Expressions- 11,3- 12,5- 32,3- 10,7-46,9% | 91,6-
starke (%) 840,8% 328,0% 321,9% 191,2%
Mittelwert 148,8% 86,5% 135,8% 23,8% 142,9%
Median 86,3% 46,4% 94,4% 18,3% 144,4%

Verglich man die

Mittelwerte der verschiedenen Gewebetypen fiel fur gutartige

Tumore eine geringere pc-Fos-Expression auf. Die Karzinome zeigten die hochste
mittlere pc-Fos-Expression. Die Expression in den Metastasen war im Mittel deut-
lich niedriger. Die Borderline-Tumore und die Normalgewebe exprimierten pc-Fos

im Mittel auf &hnlichem Niveau wie die Karzinome (Tab. 25).

Es zeigten sich einige Unterschiede zwischen der Auswertung von c-Fos und pc-
Fos. So war die Expression der phosphorylierten Form in den Karzinomen hdher

und in den gutartigen Tumoren niedriger als die der nicht-phosphorylierten Form.
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3.1.7. Fos B

3.1.7.1. Expression von Fos B im Western-Blot

In allen Tumoren, Metastasen und den Normalgeweben konnte Fos B in der Wes-
tern-Blot-Analyse nachgewiesen werden. Fos B stellte sich mit einer Bande von
55 kDa Molekularwicht dar.

In den Karzinomen lag die Expressionsstarke zwischen 11,5-390,0%. Auffallend
war ein deutlicher Unterschied zwischen Mittelwert 90,7% und Median 69,1%
(Tab. 26).

Tabelle 26: Relative Expression von Fos B in Karzinomen, Metastasen, Borderline-Tumoren, gutartigen Tu-
moren und Normalgeweben

Karzinome | Metastasen | Borderline- | Gutartige Normal-
n=31 n=13 Tumore Tumore gewebe
n=4 n=8 n=4

Positivkontrolle MCF 7 MCF 7 MCF 7 MCF 7 MCF 7
(100%)
Expressions- 11,5- 1,4-147,7% | 24,4- 17,5- 89,2-
stéarke (%) 390,0% 259,2% 235,4% 410,4%
Mittelwert 90,7% 44,3% 102,3% 61,4% 243,3%
Median 69,1% 36,8% 62,9% 28,2% 236,7%

Im Vergleich der

Mittelwerte der verschiedenen Gewebetypen fiel auf, dass die

Metastasen die geringste mittlere Fos B-Expression aufwiesen, &hnlich der c-Fos
Expression. Die gutartigen Tumore zeigten ebenfalls eine niedrige Expressions-
starke. Die Karzinome und Borderline-Tumore wiesen eine ahnlich hohe mittlere
Expression auf, mit Mittelwerten von 90,7% und 102,3%. Die Normalgewebe zeig-

ten die hochste mittlere Fos B-Expression (Tab. 26).
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3.1.7.2. Expression von Fos B in der Immunhistochemie

Die Expression von Fos B in der Immunhistochemie zeigte bei den Karzinomen
eine heterogene Anfarbung. Die Tumorzellen wiesen keine bis eine moderate Far-
bung der Kerne auf, das Zytoplasma farbte sich schwach an. An den Randern der
Zellnester war die Farbung deutlich starker als zentral. Fibroblasten farbten sich
nicht an. Endothelien und glatte Muskulatur zeigten keine bis eine schwache Far-
bung (Abb. 7).

Die Metastasen farbten sich im Vergleich zu den Karzinomen schwécher an, aber
ebenfalls sehr variabel. Die Kernfarbung reichte von schwach bis mafig. Die En-
dothelien, Fibroblasten und glatten Muskelzellen farbten sich analog zu denen in
den Praparaten der Karzinome.

Das Oberflachenepithel der Normalgewebe stellte sich schwach bis mafiig positiv
dar. Die Farbung der Rinde war insgesamt etwas schwacher. Die Anfarbung der

Stromazellen war analog der bei den Karzinomen und Metastasen.

Immunhistochemische Darstellung der Fos B-Expression

A: O-10 Ovarialkarzinom

B: O-11 Ovarialkarzinom

Abbildung 7: Fos B-Expression in der Immunhistochemie

Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse liel3en sich durch die Immunhistochemie
vollstandig bestatigen. Die ausgewahlten Falle mit starker Expression zeigten eine
starkere Farbung als die der Falle mit schwacher Expression. Dies galt fur alle drei

untersuchten Gewebearten.
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3.1.8. Fral

3.1.8.1. Expression von Fra 1 im Western-Blot

In der Western-Blot-Analyse konnte Fra 1 in allen Tumoren, Metastasen und
Normalgeweben nachgewiesen werden. Die Bande von Fra 1 lag bei einem Mole-
kulargewicht von 43 kDa.

Aufgrund der unzureichenden Antikorper-Qualitat von Fra 1 und starker Hinter-
grundfarbung der Rontgenfilme war eine Auswertung mit dem Densitometer nicht
maoglich und erfolgte daher durch zwei Betrachter mit Einteilung in drei Gruppen:
negativ (1), schwach (2) und maRig (3) (Tab. 27). Im Vergleich zur Kontrolle zeigte

sich insgesamt eine schwache Fra 1-Farbung.

Tabelle 27: Relative Expression von Fra 1 in Karzinomen, Metastasen, Borderline-Tumoren, gutar-
tigen Tumoren und Normalgeweben

Karzinome | Metastasen | Borderline- | Gutartige | Normal-
n=31 n=13 Tumore Tumore gewebe
n=4 n=8 n=4
Positivkontrolle (100%) MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB | MDA-MB
231 231 231 231 231
Expresssions- | negativ | 13 4 3 1
starke schwach | 3 3 4 2 3
magig 15 6 3 0

Im Vergleich der verschiedenen Gewebetypen zeigte sich fiur die Fra 1-Expression
in den gutartigen und Borderline-Tumoren eine eher schwache Auspragung. In
den Normalgeweben war, im Gegensatz zu den anderen Fos- und Jun-Proteinen,
die geringste Fra 1-Expression beobachtet worden. Die hochste Fra 1-Expression

war in den Karzinomen und Metastasen zu finden.
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3.1.8.2. Expression von Fra 1 in der Immunhistochemie

Die Farbung von Fra 1 in der Immunhistochemie war insgesamt sehr schwach.

Die meisten Tumorzellen der Karzinome zeigten keine Anfarbung. Vereinzelt fan-
den sich Nester mit schwacher Farbung. Die Stromazellen zeigten keine Anfar-
bung (Abb. 8).

Die Metastasen farbten sich noch schwacher an als die Karzinome. Es fanden
sich vereinzelt Zellen mit einer sehr schwachen Féarbung. Die Stromazellen blie-
ben ebenfalls ungefarbt.

Genauso zeigte das Oberflachenepithel der Normalgewebe eine vereinzelte

schwache Kernfarbung, bei ungefarbter Rinde und Stromazellen.
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Immunhistochemische Darstellung der Fra 1-Expression
A: O-01 Ovarialkarzinom

B: O-19 Ovarialkarzinom

Abbildung 8: Fra 1-Expression in der Immunhistochemie

Durch die ebenfalls schwache Farbung in der Immunhistochemie liel3en sich die
Ergebnisse der Western-Blot-Analyse nicht bestatigen. Nur im Falle der Metasta-

sen konnte die Expression bestatigt werden.
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3.1.9. Fra?2

3.1.9.1. Expression von Fra 2 im Western-Blot

Eine Expression des AP-1 Faktors Fra 2 konnte in der Western-Blot-Analyse in
allen Tumoren, Metastasen und Normalgeweben nachgewiesen werden. Bei ei-
nem Molekulargewicht um 45 kDa stellten sich die drei Banden (38-, 45-, 47 kDa)
von Fra 2 dar. Fur die Auswertung wurden zunachst alle drei Banden gemeinsam
betrachtet.

Relativ zur Positivkontrolle reichte die Expressionsstarke der Karzinome von
5,0-345,2%. Die Mehrzahl der untersuchten Falle (65%) zeigte eine Expression

zwischen 40-120%, nur wenige eine htéhere (Tab. 28).

Tabelle 28: Relative Expression von Fra 2 in Karzinomen, Metastasen, Borderline-Tumoren, gutartigen Tumo-
ren und Normalgeweben

Karzinome | Metastasen | Borderline- | Gutartige Normal-
n=31 n=13 Tumore Tumore gewebe
n=4 n=8 n=4

Positivkontrolle MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB MDA-MB
(100%) 231 231 231 231 231
Expressions- 5,0-345,2% | 33,4- 10,0- 14,3-43,4% | 0,9-332,7%
starke (%) 219,8% 141,2%
Mittelwert 93,2% 78,5% 67,4% 26,9% 114,7%
Median 84,0% 71,5% 59,2% 21,9% 62,7%

Unter den Mittelwerten der verschiedenen Gewebetypen hatten gutartige Tumore
die geringste Fra 2-Expression. Karzinome wiesen gegeniiber Metastasen eine
starkere mittlere Fra 2-Expression auf. Die Expression der Borderline-Tumoren
war mit einem Mittelwert von 67,4% niedriger.

Die Normalgewebe zeigten die hochste mittlere Fra 2-Expression, &hnlich den

meisten anderen Fos- und Jun-Proteinen (Tab. 28).
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3.1.9.2. Expression von Fra 2 in der Immunhistochemie

Fra 2 zeigte in der Immunhistochemie bei den Karzinomen eine schwache bis mo-
derate Kernfarbung, an den Ubergangen der Tumorzellen zum normalen Gewebe
war die Farbung starker. Fibroblasten zeigten keine Kernfarbung. Endothelien und
glatte Muskelzellen zeigten eine schwache Farbung (Abb. 9).

Die Metastasen farbten sich dhnlich der Karzinome an, allerdings insgesamt etwas
schwacher. Ebenfalls konnte hier eine starkere Farbung an den Réandern der Tu-
morzellnester beobachtet werden. Die Fibroblasten und Endothelien zeigten eine
schwache Féarbung, die glatte Muskulatur eine maflig starke (Abb. 9).

Die Normalgewebe wiesen eine mafige Kernfarbung des Oberflachenepithels und
eine schwache Farbung der Rinde auf. Die Stromazellen zeigten eine schwach

positive Farbung.

Immunhistochemische Darstellung der Fra 2-Expression

A: O-06 Ovarialkarzinom
B: O-07 M Metastase

Abbildung 9: Fra 2-Expression in der Immunhistochemie

Die Expression der Western-Blot-Analyse konnte durch die Immunhistochemie
nicht bestatigt werden. In keiner der drei Gewebetypen stimmte die Schwéache
bzw. Starke der Expression der Western-Blot-Analyse mit der Farbung der Im-

munhistochemie (iberein.
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3.1.10. Fra 2 — phosphorylierte Form

3.1.10.1. Expression von pFra 2 im Western-Blot

Zur detaillierteren Auswertung von Fra 2 wurde eine weitere Auswertung der Ban-
den bei 45 und 47 kDa vorgenommen, diese entsprechen der phosphorylierten
Form von Fra 2.

Die Karzinome zeigten eine grofRe Breite in der
5,4-370,9%. Dabei lagen die meisten Werte (77%) zwischen 0-120% und nur we-

nige dartber (Tab. 29).

Expressionsstarke von

Tabelle 29: Relative Expression von Fra 2 phosphoryliert in Karzinomen, Metastasen, Borderline-Tumoren,
gutartigen Tumoren und Normalgeweben

Karzinome | Metastasen | Borderline- | Gutartige Normal-
n=31 n=13 Tumore Tumore gewebe
n=4 n=8 n=4
Positivkontrolle MDA MDA MDA MDA MDA
(100%)
Expressions- 5,4-370,9% | 8,1-201,5% | 13,3- 6,0-37,6% 9,2-345,8%
starke (%) 162,9%
Mittelwert 84,9% 75,4% 74,9% 16,4% 117,3%
Median 76,4% 63,5% 61,8% 14,3% 57,2%

Betrachtet man die Mittelwerte der verschiedenen Gewebetypen so wird deutlich,
dass die gutartigen Tumore eine sehr niedrige mittlere pFra 2-Expression aufwie-
sen. Fur Karzinome, Metastasen und Borderline-Tumore wurden &hnliche Werte
der pFra 2-Expression ermittelt, wobei die Karzinome eine geringflgig starkere
Expression mit einem Mittelwert von 84,9% aufwiesen. Die Normalgewebe zeigten
die hochste mittlere pFra 2-Expression. Es fiel jedoch ein groRer Unterschied zwi-
schen Mittelwert (117,3%) und Median (57,2%) auf. Unter Bertcksichtigung des
Median schienen die Normalgewebe eine etwas niedrigere Expression im Ver-

gleich zu den Karzinomen aufzuweisen (Tab. 29).

Somit gleichen die Ergebnisse der phosphorylierten Form denen der Auswertung
von Fra 2 gesamt. Bei den gutartigen Tumoren zeigt sich die niedrige Expressi-

onsstarke sogar noch ausgepragter.
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3.2. Korrelation der AP-1-Faktoren mit den klinisch-

pathologischen Parametern

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden die Ergebnisse fur die AP-1-
Faktoren mit den klinisch-pathologischen Prognosefaktoren (Gewebetyp, Grading,
Staging, Histologie und Alter) korreliert. Bei signifikanten Ergebnissen (p < 0,05)
werden diese im Folgenden dargestellt. Aufgrund der insgesamt kleinen Zahl der
untersuchten Falle werden auch Tendenzen zur statistischen Signifikanz
(0,05 > p < 0,1) mitbetrachtet.

Eine positive Korrelation zum Gewebetyp (invasive Karzinome, Metastasen, Bor-
derline-Tumore, gutartige Tumore) ergab sich fur die AP-1-Proteine Jun B, Jun D,
pFra 2 und eine Tendenz fur Fra 2 Die Expression der Proteine war in den Karzi-
nomen, Metastasen und Borderline-Tumoren statistisch signifikant héher als in

den gutartigen Tumoren.

Die Jun B-Expression lag bei 58% der Karzinome Uber dem Median (75% - aller
Tumorarten zusammen), wohingegen alle gutartigen Tumore eine niedrigere Ex-
pression aufwiesen (p = 0,032) (Abb. 10).
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Abbildung 10: Korrelation von Jun B und den Gewebetypen
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58% der Karzinome exprimierten Jun D mit tber dem Median (10%), im Gegen-

satz zu den gutartigen Tumoren, die alle eine Jun D-Expression von unter 10%

aufwiesen (p = 0,015) (Abb. 11).
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Abbildung 11: Korrelation von Jun D und den Gewebtypen

Eine starke Fra 2-Expression tber dem Median (> 70%) lag bei 52% der Karzino-

me vor, dagegen war die Expression in den gutartigen Tumoren immer unter 70%
(p=0,056) (Abb. 12).
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Abbildung 12: Korrelation von Fra 2 und den Gewebetypen
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Die phosphorylierte Form von Fra 2 wies mit p=0,039 eine signifikante Korrelation
mit dem Tumortyp auf. In den Karzinomen exprimierten 55% pFra 2 Uber dem
Median (70%), wohingegen keiner der gutartigen Tumore eine starke Expression
von uber 70% zeigte (Abb. 13).
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Abbildung 13: Korrelation von pFra 2 und den Gewebetypen

Der AP-1-Faktor c-Fos und das Grading wiesen eine tendenzielle Korrelation auf
(p = 0,106). 63% der entdifferenzierten Karzinome (G 3) zeigten eine hohe c-Fos-
Expression Uber dem Median (40%), wohingegen nur 33% der mafig bis gut diffe-

renzierten Karzinome (G 1-2) eine hohe Expression aufwiesen (Abb. 14).
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Abbildung 14: Korrelation von c-Fos und dem Grading
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Eine weitere tendenzielle Korrelation wurde fir c-Fos und den histologischen Typ
ermittelt (p=0,080). In den serdsen Karzinomen exprimierten 61% c-Fos Uber dem
Median (40%), wohingegen nur 25% der nicht-serésen Karzinome eine hohe

c-Fos-Expression aufwiesen (Abb. 15).
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Abbildung 15: Korrelation von c-Fos und dem histologischen Typ

Die phosphorylierte Form von c-Fos korrelierte hingegen weder zu Grading und
histologischem Typ, noch zu den anderen Klinisch-pathologischen Parametern.
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Das Alter der Patientinnen korrelierte mit dem AP-1-Protein Fra 1. Es zeigte sich
eine tendenziell héhere Expression (p=0,072) bei Patientinnen tber 50 Jahren im
Vergleich zu den unter 50-jahrigen mit einem Ovarialkarzinom (Abb. 16). So lag
bei 67% der Karzinome der Patientinnen tber 50 Jahren eine positive Fra 1-
Expression vor, wohingegen nur 29% der Karzinome der unter 50-jahrigen eine

positive Fra 1-Expression aufwiesen.
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Abbildung 16: Korrelation von Fra 1 und dem Alter

Die AP-1 Faktoren pc-Jun und Fos B zeigten keinerlei signifikante Korrelationen
zu den klinisch-pathologischen Parametern Gewebetyp, Grading, Staging, Histo-

logie und Alter der Patientin.
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3.3. Vergleich der Karzinome und Metastasen

Bei allen untersuchten Jun-Proteinen war die Expressionsstéarke in den Karzino-
men und Metastasen ahnlich (Abb. 17).
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Abbildung 17: Mittelwerte der Jun-Proteine mit Standardabweichung fir die Karzinome und Metastasen

Ein etwas gréf3erer Unterschied war bei Jun D zu erkennen. Dort war die Expres-

sion in den Karzinomen um den Faktor 1,7 hdher im Vergleich zu den Metastasen.

Bei der Auswertung von c-Fos, Fos B und Fra 2 zeigte sich, dass die Expressi-
onsstarke in den Karzinomen Uber der der Metastasen lag (Abb. 18).

C-Fos wurde in den Karzinomen im Vergleich zu den Metastasen um einen Faktor
von 1,8 starker exprimiert. Auch die phosphorylierte Form wurde in den Karzino-
men (Mittelwert = 148,8%) starker exprimiert als in den Metastasen (Mittelwert =
86,5%) (Faktor 1,7).

Die Untersuchung von Fos B ergab den deutlichsten Unterschied mit einer starke-
ren Expression in den Karzinomen (Faktor 2,1).

Die Unterschiede in der Expression von Fra 2 waren nur minimal. Dies zeigte sich
auch bei der phosphorylierten Form von Fra 2. Hier war die Expression in den Kar-
zinomen (Mittelwert = 84,9%) und in den Metastasen (Mittelwert = 75,4%) auf ahn-

lichem Niveau.
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Abbildung 18: Mittelwerte der Fos-Proteine mit Standardabweichung fur die Karzinome und Metastasen

Die Expression von Fra 1 war in den Karzinomen und Metastasen gleich stark

(Abb. 19). Aufgrund der semiquantitativen Auswertung muss Fra 1 allerdings ge-

sondert dargestellt werden.
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Abbildung 19: Mittelwerte von Fra 1 mit Standardabweichung fir die Karzinome und Metastasen
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3.3.1. Vergleich der korrespondierenden Karzinome und Metastasen

Bei der Untersuchung von 9 Paaren zusammengehoriger Karzinome und Metas-
tasen im Hinblick auf die Jun-Proteine zeigten sich im Mittel nur minimale Unter-

schiede in der Expressionsstarke (Tab. 30).

Tabelle 30: Jun-Expression der korrespondierenden Karzinome und Metastasen

Ca > Met. Met. > Ca Ca = Met.
pc-Jun 4 3 2
Jun B 4 2 3
Jun D 4 2 3

Die c-Fos-, pc-Fos- und Fos B-Expression war in den Karzinomen im Mittel etwas
starker als in den dazugehérenden Metastasen. Bei Fra 1 war die Expression er-
neut gleich stark. Fra 2 zeigte eine starkere Expression in den Karzinomen, aller-

dings galt dies nicht fiir die phosphorylierte Form von Fra 2 (Tab. 31).

Tabelle 31: Fos-Expression der korrespondierenden Karzinome und Metastasen

Ca > Met. Met. > Ca Ca = Met.
c-Fos 5 3 1
pc-Fos 5 3 1
Fos B 5 4 0
Fra l 2 1 6
Fra 2 5 3 1
pFra 2 4 4 1
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3.4. Vergleich der Karzinome mit den Borderline- und gutartigen

Tumoren

Auch der Vergleich der Karzinome mit den anderen Tumorentitdten ergab bei der

Betrachtung der Jun-Proteine ahnliche Ergebnisse (Abb. 20).

180

160 4

140 4

120

. 100
Mittelwert
in %

80 -

60 -

40 - I

20 A

0+

pc-Jun Jun B Jun D

‘ W Karzinome @ Borderline Tumore O gutartige Tumore ‘

Abbildung 20: Mittelwerte der Jun-Proteine mit Standardabweichung nach Tumortyp

So wiesen die Karzinome bei Jun B und Jun D die hochste Expression auf, gefolgt
von den Borderline-Tumoren und den gutartigen Tumoren. Die gutartigen Tumore
exprimierten Jun B um einen Faktor von 2,5 weniger als die Karzinome, bei Jun D
war die Expression sogar um einen Faktor von 5,9 geringer. Die Unterschiede
zwischen den Karzinomen und Borderline-Tumoren waren wesentlich geringer.

Die Expression von pc-Jun in den gutartigen Tumoren war niedriger im Vergleich
mit den Karzinomen (Faktor 3,5). Jedoch lag die Expression in den Borderline-

Tumoren geringfligig Gber der der Karzinome.
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Im Gegensatz zu den Jun-Proteinen ergab der Vergleich der verschiedenen Tu-
morarten bei den Fos-Proteinen unterschiedlichere Ergebnisse. Im Wesentlichen
zeigten allerdings auch die gutartigen Tumore eine niedrigere Expression im Ver-

gleich mit den Karzinomen (Abb. 21).
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Abbildung 21: Mittelwerte der Fos-Protein-Expression mit Standardabweichung nach Tumortyp

Die Expressionsstarke von Fos B und Fra 1 war in allen drei Tumorentitaten &hn-
lich (Abb. 21 & 22). Die gutartigen Tumore exprimierten Fos B geringfligig niedri-

ger (Faktor 1,5) als die Karzinome.
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Abbildung 22: Mittelwerte der Fra 1-Expression mit Standardabweichung nach Tumortyp
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Die Expression von c-Fos war in allen drei Tumorentitaten ahnlich. Im Gegensatz
dazu wurde die phosphorylierte Form von c-Fos in den Karzinomen deutlich star-
ker exprimiert (Faktor 6,3) als in den gutartigen Tumoren. Die Borderline-Tumore

zeigten eine etwas geringere pc-Fos Expression als die Karzinome (Abb 23).
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Abbildung 23: Mittelwerte der c-Fos- und pc-Fos-Expression mit Standardabweichung nach Tumortyp

Auch Fra 2 zeigte eine um den Faktor 3,5 niedrigere Expression in den gutartigen
Tumoren im Vergleich zu den Karzinomen. Dies wurde bei der Auswertung der
phosphorylierten Form noch deutlicher, dort war pFra 2 in den gutartigen Tumoren
um den Faktor 5,2 niedriger exprimiert als in den Karzinomen. In den Borderline-
Tumoren war die Expression etwas geringer als in den Karzinomen, dies galt auch

fur die phosphorylierte Form von Fra 2 (Abb. 24).
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Abbildung 24: Mittelwerte der Fra 2- und pFra 2-Expression mit Standardabweichung nach Tumortyp

3.5. Vergleich der Karzinome mit den Normalgeweben

Die Expressionsstarke in den Normalgeweben war in allen untersuchten Jun-
Proteinen hoher als in den Karzinomen (Abb. 25).

Pc-Jun und Jun D zeigten eine minimal hohere Expression in den Normalgewe-
ben. Dahingegen war der Unterschied bei Jun B deutlicher, hier lag eine um den

Faktor 2,5 starkere Expression in den Normalgeweben vor.
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Abbildung 25: Mittelwerte der Jun-Proteine mit Standardabweichung fiir die Karzinome und Normalgewebe
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Die Mehrzahl der untersuchten Fos-Proteine war in den Normalgeweben starker

exprimiert als in den Karzinomen (Abb. 26).
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Abbildung 26: Mittelwerte der mit Standardabweichung fur die Karzinome und Normalgewebe

C-Fos wurde in den Normalgeweben um den Faktor 1,7 starker exprimiert als in
den Karzinomen. Die phosphorylierte Form hingegen zeigte eine ausgeglichene
Expression in beiden Gewebearten.

Die Untersuchung auf Fos B zeigte den deutlichsten Unterschied in der Express-
ion mit einer um den Faktor 2,7 starkeren Auspragung in den Normalgeweben.

Fra 2 wie auch pFra 2 wurde in den Normalgeweben verglichen mit den Karzino-

men minimal starker exprimiert.
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Die Ausnahme bildete Fra 1, dort war die Expression der Normalgewebe geringfu-

gig niedriger im Vergleich zu den Karzinomen (Abb. 27).
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Abbildung 27: Mittelwerte der Fra 1-Expression mit Standardabweichung fir die Karzinome und Normalge-

webe
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4. Diskussion

Diese Arbeit ist die erste Analyse aller sieben AP-1-Faktoren in Bezug auf ihr Vor-
kommen in verschiedenen epithelialen Ovarialtumoren.

Mit Hilfe der Western-Blot-Analyse wurden in 60 untersuchten Gewebeproben
z.T. erhebliche Unterschiede in der Expression der AP-1-Proteine nachgewiesen.
Zur Auswertung der Expressionsmuster wurden klinische und pathologische Pa-
rameter erhoben, mit denen die AP-1-Ergebnisse korreliert wurden.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung weisen auf eine mogliche Rolle der AP-1-
Faktoren in der Proliferation und Invasion von Ovarialtumoren hin. Allerdings sind

weiterfiihrende Untersuchungen an gré3eren Patientenkollektiven notwendig.

4.1. Moglichkeiten und Grenzen der Methoden

Die Methode Western-Blot ist gut geeignet zum Nachweis von Proteinen in Tumo-
ren mit einem hohen Anteil an Tumorzellen. Durch diese Methode lasst sich eine
Aussage darlber treffen, wieviel Protein in den Zellen exprimiert wird. Daher wur-
de bei der Auswahl der Gewebestlicke auf einen Tumorgehalt von mehr als 70 %
geachtet. Aufgrund des gleichméafRig hohen Tumorgehaltes der Gewebestlicke
lassen sich auch die Tumore untereinander (Karzinome und Karzinome) als auch
die verschiedenen Tumorentitaten (Karzinome, Metastasen, Borderline-Tumore,
benigne Tumore) vergleichen.

Allerdings gibt es auch in Tumoren eine Heterogenitat zwischen den Zellen, so
dass nicht alle Zellen alle Proteine in gleichem Maf3e exprimieren. Dies erklart die
Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Western-Blot-Analyse und der der
Immunhistochemie. Die Methode der Immunhistochemie ist besonders geeignet
zur Beurteilung, wo im Tumor das entsprechende Protein exprimiert wird, im Zell-

kern, im Zytoplasma oder auch in den Stromazellen des Tumors.
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Schwieriger ist es bei den Normalgeweben der Ovarien. Im Ovar findet sich immer
nur eine Schicht des Oberflachenepithels (von wo ein epithelialer Tumor seinen
Ausgang nimmt). Demnach kann in Normalgeweben kein den Tumoren entspre-
chender Gehalt an Oberflachenepithel gegeben sein. Demnach wird vermutlich ein
groBer Teil der untersuchten Proteine in den Stromazellen der Rinde exprimiert.
Daher ist der Vergleich mit den Karzinomen schwierig. Somit ist der hohe Gehalt
an den untersuchten Proteinen fur die Jun-Proteine, c-Fos und FosB in den
Normalgeweben wahrscheinlich nicht allein auf das Oberflachenepithel zuriickzu-
fuhren.

In der Immunhistochemie kann man dies besser beurteilen, allerdings ist es auch
hier schwierig ein komplettes Oberflachenepithel zu erhalten, da es bei der Aufbe-

reitung der Gewebeproben oft beschadigt wird.

4.2. Die Jun-Proteine

Fur den AP-1-Faktor c-Jun sind transformierende Eigenschaften besonders nach
Uberexpression bereits aus vielen Studien bekannt (Angel et al. 1991, Karin et al.
1997, Schutte et al. 1989b). Fir Jun B und Jun D hingegen konnte bisher kein on-
kogenes Potential nachgewiesen werden. Es wurde im Gegensatz beobachtet,
dass Jun B und Jun D eher einen hemmenden Einflul3 auf die Transformation be-
sitzen (Castelazzi et al. 1991, Pfarr et al. 1994, Schutte et al. 1989a).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem Antikérper pc-Jun anstatt c-Jun gearbei-
tet. Somit kdnnen die Ergebnisse natirlich durch posttranslationale Phosphorylie-
rung von denen abweichen, die man eventuell mit einem c-Jun Antikérper erzielt
hatte.

In dieser Studie zeigte pc-Jun eine niedrige bis mittlere Expression in den Karzi-
nomen und Borderline-Tumoren. Jun B und Jun D zeigten dem gegenuber eine
etwas starkere Bandenfarbung im Western-Blot. In einer Untersuchung von Ova-
rialtumoren auf Jun-mRNA mittels Northern-Blot wiesen auch Neyns et al. eine
schwachere c-Jun-Expression verglichen mit Jun B und D nach (Neyns et al.
1996). Untersuchungen an Mamma- und Endometriumkarzinomen zeigten eben-
falls eine schwéachere Farbung der c-Jun-Banden im Vergleich zu Jun B und Jun D
(Bamberger et al. 1999 und 2001).
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Fir die normale Entwicklung und Proliferation von Zellen ist c-Jun essentiell (Karin
et al. 1997). Das ovarielle Epithel spielt die entscheidende Rolle in den reparativen
Vorgangen nach der Ovulation, somit konnte sich ein hoher Basislevel an c-Jun in
den Epithelzellen der Normalgewebe erklaren, welcher im Rahmen dieser Studie
festgestellt wurde. C-Jun ist in der Lage die eigene Transkription durch positive
Autoregulation zu verstarken (Sassone-Corsi et al. 1988, Schonthal et al. 1989).
Eine ungehemmte c-Jun-Expression kann zu neoplastischer Transformation fiih-
ren (Schatte et al. 1989b). Dies konnten wir allerdings hier nicht beobachten.

Eine niedrige c-Jun-Expression in Karzinomzellen konnte auf eine autonome Ver-
mittlung von Wachstumsignalen zurtickgefuhrt werden. In diesem Fall ware c-Jun

nicht mehr notwendig ftir die Proliferation der Tumore.

Jun B zeigte die starkste Expression, gemessen an der Bandstarke der Jun-
Proteine im Western-Blot. Die Studie von Neyns et al. zeigte fur die epithelialen
Ovarialtumoren eine starke Bandenfarbung von Jun B vergleichbar mit der von
Jun D, auch war die Farbung von Jun B deutlich starker als die von c-Jun, was
analog zu unseren Ergebnissen ist (Neyns et al. 1996). Auch in Endometriumkar-
zinomen zeigte sich eine hohe Expression von Jun B (Bamberger et al. 2001). In
Mammakarzinomen zeigte Jun B eine mittlere Expression (Bamberger et al.
1999).

Jun D zeigte eine mittlere Expressionsstarke innerhalb der Karzinome. Das Ex-
pressionsniveau von Jun D-mRNA bei der Untersuchung von Neyns et al. war ver-
gleichbar mit der von Jun B (Neyns et al. 1996). Die Studie an Mammakarzinomen
von Bamberger et al. zeigte eine starke Jun D-Expression (Bamberger et al.
1999). In Endometriumkarzinomen zeigte Jun D die starkste Bandenfarbung der

Jun-Proteine (Bamberger et al. 2001).

Somit scheint die Expression von Jun B in den Ovarialkarzinomen &hnlich der in
Endometriumkarzinomen und starker als die in Mammakarzinomen zu sein. Die
Expression von Jun D dagegen ist in den Ovarialkarzinomen geringer als in

Mamma- und Endometriumkarzinomen.



Diskussion -88 -

Jun B und Jun D wirken in normalen Zellen eher hemmend auf die Zellproliferation
(Shaulian et al. 2001). Als Heterodimere mit c-Jun sind sie in der Lage die AP-1-
Aktivitat zu hemmen (Schitte et al. 1989a, Hirai et al. 1989, Chiu et al 1989, Angel
et al. 1991). Eine verringerte Transkription von Jun B und Jun D kdnnte zu einer
ungehemmten transformierenden Wirkung von c-Jun fiihren und somit die Karzi-

nogenese fordern.

Die Normalgewebe zeigten bei allen drei Jun-Proteinen die hdchste Jun-
Expression im Western-Blot. Es ist bekannt, dass Jun B und Jun D in normalen
Mausovarien exprimiert werden und auch eine Koexpression von c-Jun bewirken
(Hirai et al. 1989). Neyns et al. untersuchten auch Normalgewebe und zeigten
ebenfalls moderate bis hohe Level an c-Jun-, Jun B- und Jun D-mRNA (Neyns et
al. 1996).

Eine Erklarung fur die hohen Gehalte an Jun-Proteinen in den Normalgeweben
ware die zusatzliche Expression von AP-1 in den Stromazellen der Ovarien. Da
Normalgewebe im Gegensatz zum Tumorgewebe mehr Stromazellen als Epithel-
zellen enthalt, kommt es somit zu einer gesteigerten Jun-Expression.

Mittels Immunhistochemie kann die Beurteilung der Lokalisation der Proteine im
Gewebe erfolgen. Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Immunhistochemischen Un-
tersuchungen an den Normalgeweben bestatigten eine Anfarbung der Stromazel-
len neben dem Oberflachenepithel.

Bei allen drei Jun-Proteinen auffallend war eine deutlich niedrigere Expression in
den gutartigen Tumoren. In der Korrelation zwischen den Gewebetypen zeigte
sich dies fur Jun B (p = 0,032) und Jun D (p = 0,015) im Besonderen. Innerhalb
der Tumore zeigte sich eine Staffelung, die die starkste Expression in den Karzi-
nomen aufwies, gefolgt von den Borderline-Tumoren und den gutartigen Tumoren.
Dies konnte einen Einfluss der Jun-Proteine auf die Karzinogenese zeigen, insbe-
sondere auf die Invasivitdt von Tumoren. Gutartige Tumore, die kein invasives
Wachstum aufweisen, besitzen weniger Jun-Proteine. Auch die Immunhistoche-
mie der Karzinome weist auf diesen Zusammenhang hin. Besonders an den Réan-
dern der Tumorzellnester, also der Invasionsfront des Tumors, war eine starke

Kernfarbung durch pc-Jun zu beobachten.
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Aus der Literatur ist jedoch kein Einfluss speziell der Jun-Proteine auf die Invasivi-
tat von Karzinomen bekannt. In Epithelzellen der Mamma ging eine c-Jun-
Uberexpression nicht mit invasivem Wachstum sondern nur mit einem Verlust der
epithelialen Polaritat einher (Fialka et al. 1996). Allerdings wies eine andere Studie
eine signifikant starkere Expression von c-Jun und Fra 1 in stark invasiven Mam-
makarzinomzelllinien auf (Zajchowski et al. 2001).

Der EinfluR auf die Proliferation scheint dagegen geringer, da auch gutartige Tu-
more eine hohe Proliferationsrate aufweisen und eine betrachtliche Gr6Re an-

nehmen kdnnen.

Fur alle drei Jun-Proteine zeigten sich keine auffalligen Unterschiede in der Ex-
pression zwischen den Karzinomen und Metastasen. Dies bestatigen Untersu-
chungen an den Mausemammakarzinomzelllinien CSMLO und CSML100. Die Jun-
Expression in der schwach invasiven und nicht metastasierenden Zelllinie CSMLO
und der stark metastasierenden Zelllinie CSML100 unterschied sich nicht (Milde-
Langosch 2005).

4.3. Die Fos-Proteine

Ebenso wie c-Jun ist auch c-Fos seit langem bekannt fur sein Potential zur Trans-
formation. So verursachte eine c-Fos-Uberexpression in Hiihnerembryo-
fibroblasten (Suzuki et al. 1991), als auch in Rattenfibroblasten (Angel et al. 1991)
eine maligne neoplastische Transformation. Im Knochengewebe von Mausen fihr-
te die Uberexpression von c-Fos zur Entstehung von Osteosarkomen (Angel et al.
1991, Karin et al. 1997). In serésen Ovarialkarzinomen wiesen Tsuda et al. mittels
CGH (cDNA array comparative genomic hybridization)-Analyse eine c-Fos-

Amplifikation und Uberexpression nach (Tsuda et al. 2004).

In dieser Studie zeigte c-Fos grol3e Unterschiede in der Expression in den Karzi-
nomen, somit lieR sich eine generelle Uberexpression in den Karzinomen nicht
bestéatigen. Die Studie von Bamberger et al. an Mammakarzinomen ergab eben-

falls eine grol3e Bandbreite der c-Fos-Expression (Bamberger et al. 1999).
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Zusétzlich fiel auf, dass auch die Borderline-Tumore und gutartigen Tumore eine
ahnliche Expression zeigten wie die Karzinome, was im Gegensatz zu den Jun-
Proteinen steht. Dies kdnnte eine starkere Beteiligung von c-Fos an der Prolifera-
tion von Ovarialtumoren bedeuten, wahrend die Invasivitdt nicht beeinflusst
scheint.

Dahingegen belegte eine Untersuchung von Reichmann et al. fur Epithelzellen der
Mamma, dass eine ektope Expression von c-Fos einen Verlust der Polaritat des
Epithels, epitheloide-fibroblastoide Zellkonversion und invasives Wachstum in
Kollagengel bewirkt (Reichmann et al. 1992).

Im Gegensatz zu c-Fos fiel bei der Auswertung der phosphorylierten Form pc-Fos
auf, dass die Karzinome eine hohe Expression aufwiesen, und es nur wenige Kar-
zinome mit niedriger pc-Fos-Expression gab. Zusatzlich zeigten die gutartigen
Tumore eine sehr niedrige Expression im Gegensatz zu Gesamt-c-Fos. Daraus
kann man schlieRen, dass der Grad der Phosphorylierung Einflu3 auf die Regula-
tion und Funktion von AP-1 besitzen kdnnte. Dies ist auch aus einigen Studien
bekannt. Dort veranderte die posttranslationale Modifikation die Proteinstabilitat,
DNA-Bindungs-Aktivitdt und das Transaktivationspotential der Transkriptionsfakto-
ren (Gruda et al. 1994, Hurd et al. 2002, Rosenberger et al. 1999).

C-Fos zeigte eine tendenziell positive Korrelation zum Grading (G 3) (p = 0,106)
und auch zum histologischen Typ des serdsen Karzinoms (p=0,080). Ein prognos-
tisch ungunstigerer Tumortyp zeigt demnach in dieser Arbeit eine hohe c-Fos-
Expression. Bei der geringen Zahl der untersuchten Tumore macht dies zur ge-
naueren Klarung jedoch weiterfuhrende Untersuchungen erforderlich. Die Studie
von Bamberger et al. an Endometriumkarzinomen zeigte signifikante Korrelationen
zwischen einer c-Fos-Uberexpression und einem niedrigen Grading, sowie einem
negativen Hormonrezeptorstatus (Bamberger et al. 2001). Diese Parameter ent-
sprechen ebenfalls einem prognostisch ungunstigen Typ des Endometriumkarzi-
noms und indizieren eine Rolle von c-Fos in der Tumorprogression und Entdiffe-

renzierung.
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Eine Studie von Meinhold-Heerlein et al. zur Genexpression in serdésen Ovarialtu-
moren mit unterschiedlichem Grading und malignem Potential zeigte, dass Border-
line-Tumore ein ahnliches Expressionsmuster wie gut differenzierte Karzinome
(G1) aufweisen. Ebenso wiesen malRig und schlecht differenzierte Karzinome (G2
und G3) ein ahnliches Muster auf.

In letzteren zeigte sich eine Uberexpression von Genen des Zellzyklus (z. B. Cyc-
lin B) und der Zellproliferation (z. B. ki67). Die c-Fos-Genexpression war in dieser
Studie in den prognostisch gunstigeren Borderline-Tumoren und G1-Karzinomen
hoher als in den G2- und G3-Karzinomen (Meinhold-Heerlein et al. 2005).

In der vorgelegten Untersuchung zeigte Fos B im Wesentlichen eine hohe Ex-
pression in den Karzinomen und Borderline-Tumoren. Bamberger et al. wiesen
hingegen fir Mamma- und Endometriumkarzinome eine heterogene Verteilung mit
sowohl niedriger als auch hoher Expression in den Tumoren nach (Bamberger et
al. 1999 und 2001).

Die gutartigen Tumore fielen dahingegen durch eine niedrige Fos B-Expression
auf, wie auch schon bei den Jun-Proteinen. Auch die Expression in den Metasta-
sen fiel geringer aus im Vergleich mit den Karzinomen.

Eine mogliche Rolle von Fos B in der Proliferation von Ovarialtumoren scheint
nach diesen Ergebnissen eher unwahrscheinlich, da auch gutartige Tumore einen
hohen Proliferationsgrad besitzen. Durch seine starke Ahnlichkeit zu c-Fos sind
transformierende Eigenschaften flr Fos B zu erwarten. So konnte eine onkogene
Aktivitat von Fos B an Fibroblasten in vitro gezeigt werden (Schuermann et al.
1991), allerdings nicht bei in vivo Versuchen mit transgenen Mausen (Grigoriadis
et al. 1993). Ebenso beschrieben Gruda et al. transformierende Eigenschaften
hoher Fos B-Expressionen in Fibroblasten, gleichzeitig aber auch die negative
Autoregulation durch sein eigenes Produkt und die gegenseitige Regulierung mit
c-Fos (Gruda et al. 1996). Im Gegensatz dazu werden Fos B-knock-out-Mause mit
unauffalligem Phéanotyp geboren und pflanzen sich normal fort, sind allerdings um
10% Kleiner als Fos B-positive Mause (Gruda et al. 1994). Dies spricht eher gegen

eine transformierende Wirkung von Fos B.
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In der Immunhistochemie farbten sich die Zellkerne an den Invasionsfronten der
Tumorzellnester starker an als die im Zentrum. Folglich ware eine Beteiligung von
Fos B an der Entwicklung eines invasiven Tumors denkbar. Aus der Literatur ist
nach c-Fos-Uberexpression eine Veranderung von Epithelzellen hin zu invasivem
Wachstum bekannt (Reichmann et al. 1992), dies wurde bisher aber noch nicht fir
Fos B nachgewiesen. Allerdings ist durch die enge Verwandtschaft von c-Fos und
Fos B durchaus eine ahnliche Wirkung von Fos B vorstellbar. Weiterfihrende Un-
tersuchungen dartber sind notwendig.

Im Rahmen dieser Arbeit korrelierte Fos B mit keinem der klinisch-pathologischen
Parameter. In den Studien mit Mamma- und Endometriumkarzinomen zeigte
Fos B starke Korrelationen zu den Hormonrezeptoren, die auf eine hohe Expres-
sion in rezeptorpositiven Tumoren mit guter Prognose hinwiesen (Bamberger et al.
1999 und 2001).

AP-1-Komplexe, die Fra 1 und Fra 2 enthalten, besitzen ein niedriges Transakti-
vationspotential (Suzuki et al. 1991) und scheinen als negative Regulatoren zu
wirken, die die Dauer der AP-1-Aktivitat begrenzen (Wisdom et al. 1993).

Dennoch wurde eine transformierende Aktivitat von Fra 1 und Fra 2 nachgewie-
sen, diese ist jedoch im Vergleich zu c-Fos und Fos B schwach (Jochum et al.
2001), bedingt durch das Fehlen der c-terminalen Transaktivierungsdoméane bei
Fra 1 und Fra 2 (Wisdom et al. 1993).

Die Fra 1 Expression in den Karzinomen war heterogen verteilt, es gab sowohl
Tumore mit mafiger Expression, als auch welche, bei denen kein Fra 1 nachge-
wiesen werden konnte. Im Vergleich zur Kontrolle war die Fra 1-Expression in den
Tumoren immer schwécher. In Mammakarzinomen hingegen zeigte sich ein
durchweg negatives bis schwaches Expressionsmuster fir Fra 1 (Bamberger et al.
1999). Die gleiche Beobachtung ergab die Untersuchung von Endometriumkarzi-
nomen (Bamberger et al. 2001).
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Aus der Literatur ist Fra 1 dafir bekannt, an der Regulation der Invasion von Tu-
moren beteiligt zu sein. In Mauseadenokarzinomzellen korrelierte eine Fra 1-
Uberexpression mit mesenchymalen Veranderungen der Zellen, ihrer Motilitat,
Invasionsfahigkeit und der Transkription tumorprogressionsassoziierter Gene
(Kustikova et al. 1998). Auch haben Mammaadenokarzinom-Zelllinien, die Fra 1
Uberexprimieren eine verstarkte Motilitét und Invasivitét in vitro gezeigt (Kustikova
et al. 1998, Milde-Langosch et al. 2004). Eine Studie von Hapke et al. deutet dar-
auf hin, das Fra 1 mdoglicherweise an Veranderungen der Motilitat, Haftung und
Proliferation auch von menschlichen Ovarialkarzinomzellen beteiligt ist (Hapke et
al. 2003). Tchernista et al. wiesen ebenfalls einen Einfluss von Fra 1 auf das Zell-
wachstum und Uberleben nach. So senkte die Herunterregulierung von Fra 1 mit-
tels RNA-Interferenz in zuvor K-ras-transformierten ovariellen Rattenepithelzellen
(ROSE), die Fra 1 uberexprimierten, deren Proliferationsrate um 50% (Tchernista
et al. 2004).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten keine eindeutigen Schliisse im Hinblick auf eine
Rolle von Fra 1 in der Proliferation und Invasivitat von Ovarialkarzinomen gezogen

werden.

Als einziger der untersuchten AP-1-Faktoren war die Fra 1-Bandenstarke in den
Normalgeweben schwacher als in den Karzinomen, ebenso auch bei den gutarti-
gen und Borderline-Tumoren. Ahnliches konnten auch Bamberger et al. in Endo-

metriumkarzinomen beobachten (Bamberger et al. 2001).

Eine hohe Fra 1-Expression korrelierte mit einem Alter der Patientinnen tber 50
Jahren (p=0,072). Dies kdnnte mit der verdnderten Hormonlage zusammen han-
gen und kénnte auf einen prognostisch unginstigen Tumor hinweisen. Bamberger
et al. konnten gleichfalls beim Mammakarzinom beobachten, dass eine hohe Fra 1
Expression auf einen prognostisch ungunstigeren Tumortyp hinwies (Bamberger
et al. 1999).
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Uber das onkogenes Potential von Fra 2 ist wenig bekannt. So fihrte in Hihner-
embryofibroblasten eine Uberexpression von Fra 2 zu zellularer Transformation,
ahnlich c-Fos (Nishina et al. 1990). Andererseits konnte bei Uberexpression von
Fra 1 und 2 in 208F-Fibroblasten kein transformierendes Potential nachgewiesen
werden (Wisdom et al. 1993).

Fra 2 ist in den Ovarialkarzinomen tendenziell héher exprimiert (p=0,056) als in
gutartigen Tumoren, wie schon die AP-1-Faktoren Jun B und Jun D. Bei Betrach-
tung von pFra 2 verstarkte sich die positive Korrelation noch (p=0,039). Somit
konnte auch Fra 2, insbesondere in seiner phosphorylierten Form, an der Invasivi-
tat von Tumoren beteiligt sein. Diese Ergebnisse bestatigten sich auch in der
Immunhistochemie, dort waren die Zellkerne an der Invasionsfront der Tumore
stark gefarbt.

In der Studie von Bamberger et al. an Endometriumtumoren zeigte sich ebenfalls
eine starkere Fra 2-Expression in den Karzinomen als in untersuchten Normalge-
weben (Bamberger et al. 2001). Auch die Untersuchung an Mammakarzinomen
wies eine mittlere bis starke Fra 2-Expression nach (Bamberger et al. 1999).

Die Studie von Milde-Langosch et al. zum Einfluss von Fra 2 auf Invasivitat und
Motilitat in Mammakarzinomen wies eine starke Expression von Fra 2 in Zelllinien
und Tumorgeweben nach. Es zeigte sich eine Verbindung zwischen Uberexpres-
sion von Fra 2 und einem agressiven Phanotyp der Tumore, da das invasive Po-
tential verstarkt wurde (Milde-Langosch et al. 2007).

Auffallend war bei den Fos-Proteinen, dass die Expression in den Karzinomen
starker war als in den Metastasen, einzige Ausnahme bildete Fra 1, dort war die

Expression gleich.
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Eine Untersuchung an den Mausemammakarzinomzelllinien CSMLO und
CSML100 zeigte groRe Unterschiede in der Expression der Fos-Proteine. In der
schwach invasiven und nicht metastasierenden Zelllinie CSMLO wurde eine starke
c-Fos-Expression detektiert. In der stark metastasierenden Zelllinie CSML100 fiel
eine starke Fra 1- und 2-Expression auf, wohingegen c-Fos und Fos B nicht nach-
gewiesen werden konnten (Milde-Langosch 2005). Diese Ergebnisse konnten im
Rahmen dieser Arbeit nicht bestétigt werden. Da dies die erste Studie ist, in der
bei Ovarialkarzinomen Karzinome und Metastasen untersucht wurden, bedarf es

weiterer Untersuchungen zur genauen Interpretation der Ergebnisse.

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine Uberexpression der Jun-Proteine
und von Fra 2 mdglicherweise die Invasivitat der Ovarialkarzinome fordert. C-Fos,
Fos B und Fra 1 hingegen scheinen eher einen Einflu3 auf die Proliferation der
Tumorzellen zu besitzen. Den Unterschieden zu den Untersuchungen an Mam-
makarzinomen liegt wahrscheinlich die verschiedene Tumorbiologie zu grunde.

Abschlie3end betrachtet scheint die Invasivitat und Proliferation von Ovarialtumo-
ren neben AP1-Faktoren auch tUber andere Mechanismen gesteuert zu werden,

die im Rahmen weiterer Studien untersucht werden sollten.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe der Western-Blot-Analyse 31 Ovarial-
karzinome, 13 Metastasen, 4 Borderline-Tumore und 8 gutartige Tumore, sowie 4
Normalgewebe auf die Expression der AP-1-Transkriptionsfaktoren (pc-Jun,
Jun B, Jun D, c-Fos, Fos B, Fra 1 und Fra 2) hin untersucht. Die Auswertung der
Western-Blots erfolgte fur die Jun-Proteine, c-Fos, Fos B und Fra 2 densito-
metrisch. Fra 1 wurde semiquantitativ ausgewertet. Zusatzlich erfolgte bei ausge-
suchten Tumoren und Normalgeweben ein immunhistochemischer Nachweis der
oben genannten Proteine. Die gewonnenen Ergebnisse wurden mit Klinisch-
pathologischen Parametern (Gewebetyp, FIGO-Stadium, Histologie, Grading, Alter
der Patientin) korreliert.

Die Faktoren Jun B, Jun D und Fra 2 (sowie pFra 2) zeigten eine signifikant hohe-
re Expression in den Karzinomen und Borderline-Tumoren im Vergleich zu den
gutartigen Tumoren, dies kénnte eine Beteiligung an der Invasivitat der Ovarial-
karzinome vermuten lassen. Die Expression von c-Fos, Fos B und Fra 1 hingegen
war in den verschiedenen Tumortypen sehr dhnlich. Generell gab es keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen Borderline-Tumoren und Karzinomen. Auffallend
war ein niedrigeres Expressionsniveau von c-Fos und Fos B in den Metastasen im
Vergleich zu den Primartumoren, dies spricht eher gegen eine Beteiligung der bei-
den Faktoren an der Progression von Ovarialkarzinomen.

C-Fos korrelierte positiv mit einem niedrigen Grading und einem serésen histolo-
gischen Typ. Demzufolge kénnten hohe c-Fos-Expressionen dennoch auf eine
proliferationsfordernde Wirkung und einen prognostisch ungtinstigen Tumortyp
hinweisen. Pc-Fos war besonders in den Karzinomen stark exprimiert und niedrig
in den gutartigen Tumoren, somit ist eine Modulierung der AP-1-Regulation durch
Phosphorylierung anzunehmen.

Die Fra 1-Expression war insgesamt sehr niedrig. Fra 1 war positiv mit einem ho-
heren Alter der Patientinnen korreliert. Dies kdnnte ebenfalls auf einen prognos-
tisch ungunstigeren Tumortyp mit hoher Fral-Expression hinweisen.

Abschliel3end betrachtet scheint die Invasivitdt und Proliferation von Ovarialtu-
moren neben AP1-Faktoren auch Uber andere Mechanismen gesteuert zu werden,

die im Rahmen weiterer Studien untersucht werden sollten.
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