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1 Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom ist aus diagnostischer und agpeutischer Sicht eine der
herausforderndsten Erkrankungen des weiblichent@enDurch fehlende Symptome
in der Frihphase und nur unzureichende Mdoglichkeiter Vorsorge (Tavassoli und
Devilee, 2003) ist der Tumor bei Diagnosestelludgfly schon weit fortgeschritten
(Cannistra, 2004). Bei der Operation findet man sindiumormanifestationen im
gesamten Bauchraum (Tavassoli und Devilee, 2003)e [Ourchschnittliche
Lebenserwartung ist in diesem Stadium (FIGO IlI/Tligb. 1) ausgesprochen schlecht,
sodass die Patientinnen héaufig nach wenigen Moreteinrer Erkrankung versterben
(Heintz et al., 2006).

Trotz groRer wissenschaftlicher Bemiihungen bleihtalogie und Pathogenese des
Ovarialkarzinoms noch weitgehend unklar. Diese #@griesser zu verstehen birgt die
Hoffnung, das Ovarialkarzinom friher zu erkennem wurch das Verstandnis der
molekularen Tumorgenese gezielter und damit effekttherapieren zu kénnen. Auf
diese Weise konnten die Uberlebenschancen derfiesiea Patientinnen verbessert

werden.

1.1.1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Fur das Verstandnis von Entstehung und Progressiocrinomatdser Erkrankungen ist
die Akkumulation genetischer Veranderungen innérieather Zelle von entscheidender
Bedeutung (Loeb, 1991). Zu den haufigsten geneatiscVieranderungen in humanen
Ovarialkarzinomen zéhlep53Mutationen undPIK3CA-Amplifikationen (Deligdisch
et al., 1995; Frank et al., 1994; Kohler et al.93;9Kupryjanczyk et al., 1993;
McManus et al., 1994; Milner et al., 1993; Okametaal., 1991; Schlosshauer et al.,
2003; Shayesteh et al., 1999). Dg®3Gen ist in seiner Funktion als
Tumorsuppressorgen ein Schlusselgen zur Aufreddtarig der genetischen Stabilitat
(Lane, 1992). Die Entstehung von Genamplifikatiom@nd im Zusammenhang mit
einem Verlust der normalgrb3-Funktion gesehen (Livingstone et al., 1992; Yiralket
1992). In Plattenepithel-Karzinomen der Kopf- unalddRegion wird das Vorkommen
von PIK3CAAmplifikationen als unabhé&ngiger Prognosefaktorchagben, von dem



auf Tumoraggressivitat und Langzeitiiberleben gessein werden kann (Singh et al.,
2002b). Ziel dieser Arbeit war es, an einem Koilekton Uber 400 Patientinnen zu
untersuchen, ob einp53-vermittelte genetische Instabilitat fur die hohatd der
PIK3CA-Amplifikationen in Ovarialkarzinomen verantworticist. Daneben sollten
weitere Daten zum Zusammenhang zwischgb3-Alterationen, PIK3CA
Amplifikationen, Tumorphéanotyp und Patientenprognogewonnen werden. Die
Ergebnisse sollen zum weiteren Verstdndnis dert&nisg und Progression von
Ovarialtumoren beitragen, womit nicht nur die Grageé zur Entwicklung innovativer
Therapien geschaffen wird, sondern auch die Basidi€é Identifizierung neuer Marker
im Hinblick auf Diagnose, Screening und der Einsoindg der Patientenprognose.

1.1.2 Klassifikation und Pathologie maligner Ovarialtumore

Das Ovar besteht histopathologisch aus drei urtEdlichen Komponenten: Dem
Oberflachenepithel (Keimepithel, paramesonephrisc@®lom oder Miller-Gang-
Epithel), dem Stroma (sexuell differenziertes Gamadesenchym mit Theka- und
Granulosazellen, luteinisierten und enzymaktiveror8azellen, sowie Leydig- und
Sertolizellen) und den Keimzellen (Eizellen) (Koogs et al., 1989). Da alle drei
Gewebearten Ausgangsort von Tumoren sein konneaniKkgs et al., 1989), unterteilt
die WHO die Ovarialtumore in die drei Hauptgruppdar epithelialen Tumore
(Ovarialkarzinome), der Keimstrang-Stroma-Tumore der Keimzelltumore (Tab. 2)
(Scully und Sobin, 1999; Tavassoli und Devilee, 200Die weitere Einteilung
innerhalb der Hauptgruppen erfolgt unter BerlUcksycimg der Zelldifferenzierung
(ser6s, muzinds, endometroid, klarzellig, transiiaellige, plattenepitheliale und
gemischte Typen) und des jeweiligen Wachstumsnaistérganzt werden die
Hauptgruppen durch einige seltene Tumortypen urrdhdietastasen extraovarieller
Herkunft (Tab. 3) (Scully und Sobin, 1999; Tavassal Devilee, 2003).

Da die Gruppe der epithelialen Neoplasien sowoldenvorliegenden Arbeit, als auch
allgemein mit einem Anteil von etwa 65% unter al@warialtumoren und bis zu 90%
unter den primar bdsartigen Ovarialtumoren die ggrdBruppe darstellt (Scully und
Sobin, 1999; Tavassoli und Devilee, 2003), soll didse Tumorgruppe gesondert

eingegangen werden.



Es wird davon ausgegangen, dass die epithelialemorar aufgrund maligner
Transformationen des Oberflachenepithels entstdlhamassoli und Devilee, 2003).
Wahrend der Ovulation kommt es zu Invaginationens depithels, die als
Inklusionszysten imponieren und vermutlich den dusgsort dieser Art von
Karzinomen darstellen (Saigo, 1993; Tavassoli uadilBe, 2003). Es ist nicht vollends
geklart, ob die Transformation zum invasiven Kaonndirekt fle novg erfolgt (Chan
et al., 2000; Seidman und Kurman, 2003; Singel.e2@03; Teneriello et al., 1993),
oder ob benigne Tumore und die Borderline-Tumoraun{@re mit geringem
Malignitatspotenzial) etwaige Zwischenstufen ddieste(Evans et al., 1999; Matias-
Guiu und Prat, 1998; Vang et al., 2009). Bordefliinenore zeigen im Gegensatz zu
Karzinomen als charakteristisches Merkmal kein siwes und destruktives Wachstum
(Kommoss et al., 2001).

Die serosen Tumore bilden mit 30-40% in der wesdic Welt die grofdte Gruppe unter
allen Ovarialtumoren. Darunter sind etwa 70% bemigweitere 5-10% sind als

Borderline-Tumore zu klassifizieren und 20-25% lstelinvasive Karzinome dar. Das
mittlere Erkrankungsalter der Frauen mit serdserari@lkarzinom liegt bei 56 Jahren
(Scully et al., 1998). In 50-80% der Falle sinddeeOvarien betroffen. Im Stadium |
zeigt nur ein Drittel der Falle einen bilateraleef@l (Tavassoli und Devilee, 2003).
Makroskopisch erkennt man zystisch-papillare Tunmmit teils soliden, brockeligen,

multinodularen Anteilen. Nicht selten findet man entdifferenzierten Tumoren

Nekroseherde und Einblutungen (Tavassoli und Deyil2003). Bei unversehrter
Kapsel erscheint die ovarielle Oberflache glatig8al993). Die Histologie zeigt eine
eindeutige Stromainvasion. Die Gewebsarchitektuwiiers zwischen driisenartigen,

papillaren und soliden Anteilen. Die Drusenantsiled typischerweise schlitzartig und
irregular angeordnet, die papillaren Strukturenseeihdufig abnorme Verzweigungen
auf. Vereinzelt finden sich Psammomkoérperchen. Stasma erscheint haufig nur noch

sparlich oder ist bereits desmoplastisch (TavasswliDevilee, 2003).

Die muzindsen Tumore sind unter allen Ovarialtumonat etwa 10-15% vertreten.
Davon sind etwa 75% benigne, 10% Borderline-Tumoré 15% invasive Karzinome
(Koonings et al., 1989). Uberwiegend sind Frauendar funften Lebensdekade
betroffen. Der Tumor manifestiert sich haufig nurseitig. In 5% sind beide Ovarien
betroffen. Er ist durch sein hochprismatisches, l&ich bildendes Epithel
charakterisiert. Der makroskopische Befund weisidsoschwammige Schnittflachen



auf, mitunter auch mikrozystische Bezirke nebe3grogekammerten Hohlraumen, die
mit viskoser Flussigkeit geflllt sind (TavassoliduDevilee, 2003). Entdifferenzierten
Karzinomen geht die Fahigkeit zur Schleimbildunglaren. Das mikroskopische Bild
zeigt jedoch meist gut differenzierte Tumore mit ardkteristischem dem
endozervikalen Gewebe ahnelndem Zellbild (Saig®3)9welches durch irregulare
atypische Drusenschlauche sowie solide Komplexem@eichnet ist (Tavassoli und
Devilee, 2003). Die Differenzierung zu Metastaseterstitieller Herkunft, meist von
Tumoren aus Kolon und Pankreas, stellt eine Heoadsfung dar (Prat, 2005;
Tavassoli und Devilee, 2003).

Endometroide Tumore machen etwa 2-4% aller Ovanadre aus. Benigne
endometroide Ovarialtumore - meistens Adenofibromsind unter den benignen
Ovarialtumoren mit weniger als 1% vertreten, uigken Borderline-Tumoren sind etwa
2-3% endometroid und unter den Ovarialkarzinomeden sich 10-20% endometroide
Tumore. lhr Haufigkeitsgipfel liegt in der peri-wzpostmenopausalen Phase bei einem
mittleren Erkrankungsalter von etwa 51 bis 56 Jat{&cully et al., 1998). Etwa 17%
der Falle zeigen im Stadium | einen bilateralen aBefDas makroskopische
Erscheinungsbild zeigt Tumore mit brockelig-solidezum Teil auch zystischen
Anteilen, haufig durchsetzt von Nekrosen und Eitbigen (Tavassoli und Devilee,
2003). Eine Assoziation zur Endometriose ist ankoren, deren Entartungsrate bei
etwa 2% liegt (Saigo, 1993). In etwa 42% finderhdtmdometrioseherde am selben
Ovar oder an anderen Stellen im Bereich des Bec2eRriest et al., 1992; Fukunaga
et al., 1997; Heaps et al., 1990; Mostoufizadeh Siadlly, 1980). In 15-20% der Falle
beobachtet man eine Assoziation zu Karzinomen adigsischen Hyperplasien des
Endometriums (Eifel et al., 1982; Falkenberry et #096; Kline et al., 1990; Ulbright
und Roth, 1985; Zaino et al., 1984). Die Differemang zwischen einem priméaren
endometroiden Ovarialkarzinom und einer Ovarialstesse, bedingt durch ein

Endometriumkarzinom, gestaltet sich mitunter schigi€Saigo, 1993).

Klarzellige Tumore bestehen aus verschiedenartigeithelialen Zelltypen. Sie
enthalten grof3e polygonale Tumorzellen mit klareim éosinophilem Zytoplasma,
ahnlich den Zellen des Nierenzellkarzinoms, sowtegasmaarme Zellen mit grol3en,
luminal vorspringenden Kernen. Die Zellen sind oliden Nestern angeordnet oder
bilden tubozystische Driisen oder Mikropapillen. éirden epithelialen Ovarialtumoren
sind die klarzelligen Karzinome mit 6% vertretercyy et al., 1998). Die meisten
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klarzelligen Karzinome werden zwischen der funftend siebten Lebensdekade
diagnostiziert (Crozier et al.,, 1989; Komiyama &t 4999; Montag et al., 1989).
Benigne Tumore und Borderline-Tumore sind selterd uréufig Adenofibrome

(Tavassoli und Devilee, 2003). Klarzellige Karziromweisen ebenfalls eine hohe
Assoziation zur Endometriose auf. In 20-25% besteirie Assoziation zum

Endometriumkarzinom (Brescia et al., 1989; Scuihd (Barlow, 1967; Scully et al.,

1998).

Tabelle 1: FIGO- und TNM-Klassifikation der Ovarial karzinome (Wittekind und Wagner, 1997)

FIGO Ovar TNM
I Tumor begrenzt auf Ovarien T1
1A Ein Ovar, Kapsel intakt Tla
B Beide Ovarien, Kapsel intakt T1lb
IC Kapselruptur, Tumor an der Oberflache, maligneeell Tlc
im Aszites oder bei Peritonealspilung
Il Ausbreitung im Becken T2
A Uterus, Tube(n) T2a
]3] Andere Beckengewebe T2b
IIC maligne Zellen im Aszites oder positive Peritongélang T2C
[} Peritonealmetastasen jenseits des Beckens und/odegionare T3 und/oder N1
Lymphknotenmetastasen
A Mikroskopische Peritonealmetastase(n) T3a
1B Makroskopische Peritonealmetastase(®)cm T3b
lnc Peritonealmetastase(n) > 2 cm und/oder regionare T3c und/
Lymphknotenmetastasen oder N1
\Y Fernmetastasen M1
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Tabelle 2: Histologische Klassifikation maligner Owarialtumore - Hauptgruppen; nach WHO 2003,
reduziert auf maligne und potenziell maligne Tumdes Ovars (Scully und Sobin, 1999; Tavassoli und

Devilee, 2003)

Hauptgruppen

Oberflachenepithel-Stromatumore (bis 90 %)

Serdse Tumore

Borderline-Malignitat

Maligne Tumore
- Adenokarzinom
- oberflachliches papillares Adenokarzinom
- malignes Adenofibrom

Muzinése Tumore, endozervikale und
intestinale Typen

Borderline-Malignitat

- intestinaler Typ

- endozervikaler Typ
Maligne Tumore

- Adenokarzinom

- malignes Adenofibrom

Endometroide Tumore (mit oder ohne
plattenepithelialer Differenzierung)

Borderline-Malignitat
Maligne Tumore
- Adenokarzinom
- malignes Adenofibrom
- Muller-Mischtumor (Karzinosarkom)
- Adenosarkom

Klarzellige Tumore

Borderline-Malignitat
Maligne Tumore

- Adenokarzinom

- malignes Adenofibrom

Transitionalzellige Tumore

Borderline-Malignitat

- Borderline Brenner-Tumor (proliferierend)
Maligne Tumore

- maligner Brenner-Tumor

- Transitionalzellkarzinom (nicht Brenner-Ty|

©

Plattenepithelkarzinome

Epitheliale Mischtumore (Formen spezifiziert)

Borderline-Malignitat
Maligne Tumore

Undifferenzierte und unklassifizierte Karzinome

Keimstrang-Stromatumore (5 bis 8 %)

Granulosa-Stromazelltumore

Granulosazelltumore
Thekom-Fibrom-Gruppe

Sertoli-Stromazelltumore

Androblastome: gut-, intermediar-, schlecht-
differenziert (sarkomatds), Retiform
Sertolizelltumor

Sertoli-Leydigzelltumor

Keimstrang-Stromatumore (gemischt, unklassifizief

Keimstrang-Stromatumore mit annuléren Tubuli
t\Gynandroblastom
unklassifiziert

Steroid - (Lipid - ) Zelltumore

Leydigzelltumor
unklassifiziert

Keimzelltumore (2 bis 5 %)

Dysgerminom

Variante — mit Synzytiotrophoblastzellen

Dottersacktumor (Endodermaler Sinustumor)

Variante — polyvesikularer vitelliner Tumor
Variante — glandular
Variante — hepatoid

Embryonales Karzinom

Polyembryom

Chorionkarzinom

Teratom

Gemischte Keimzelltumore
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Tabelle 3: Histologische Klassifikation maligner Owrialtumore - Seltenere Tumorgruppen nach
WHO 2003, reduziert auf maligne und potenziell gradi Tumore des Ovars (Scully und Sobin, 1999;
Tavassoli und Devilee, 2003)

Seltenere Tumorgruppen

Gonadoblastom

Variante — mit Dysgerminom oder anderem Keimzeltitum

Keimzell-Keimstrangstroma-Tumor

Variante — mit Dysgerminom oder anderem Keimzeltitum

Tumoren des Rete ovarii

Adenokarzinom

Sonstige Tumore

Kleinzelliges Karzinom

Tumore Wolff'schen Ursprungs

Hepatoides Karzinom

Mesotheliom

Wilms Tumor

Weichgewebstumore, nicht ovarspezifisch
Gestationale trophoblastische Erkrankungen

Maligne Lymphome, Leukdmien und Plasmozytome

Unklassifizierbare Tumore

Metastasen
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1.1.3 Epidemiologie des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom ist nach dem Endometriumkarnirdie zweithaufigste maligne
Neoplasie unter den weiblichen Genitaltumoren. Ndat Daten der Krebsregistrierung
des Robert-Koch-Institutes (RKI) bis 2006 steht sdieErkrankung unter allen
Krebsneuerkrankungen der Frauen in Deutschlandemeém Anteil von 4,9% an
funfter Stelle hinter bdsartigen Neubildungen deudB, des Darms, der Lunge und des
Gebarmutterkérpers (Robert-Koch-Institut, 2010k Diagnose des Ovarialkarzinoms
wurde 2006 in Deutschland bei 9.670 Frauen gesteliB6 Patientinnen sind an dieser
Erkrankung verstorben. Mit einem Anteil von 5,7% alfen Krebssterbefallen der
Frauen in Deutschland hat das Ovarialkarzinom diehste Mortalitdt unter den
gynékologischen Tumoren und ist die funfthaufigskgebstodesursache nach
Brustkrebs, Darmkrebs, dem Bronchial- und dem Raasgitarzinom (Robert-Koch-
Institut, 2010Db).

Abbildung 1: Altersspezifische Inzidenzraten in Detschland 2006, Krebserkrankungen der
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Eine Ubersicht der altersspezifischen Inzidenz eut®chland im Jahre 2006 gibt
Abbildung 1. Mit zunehmendem Alter steigt das Risdén einem Ovarialkarzinom zu

erkranken und erreicht zwischen dem 80ten und 8d&lensjahr seinen Gipfel, bei
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einem mittleren Erkrankungsalter bei Diagnosestegllvon 68 Jahren (Robert-Koch-
Institut, 2010b). Das heriditare Ovarialkarzinoiitt im Schnitt etwa 10 Jahre friher auf
(Boyd und Rubin, 1997). Rund 5-10% aller Ovaridiigerkrankungen betreffen Frauen
unter 45 Jahren und sind vorwiegend vom Typ desmKeiltumors. Das
Lebenszeitrisiko fur eine Frau an einen malignemr@tumor zu erkranken liegt bei
etwa 1,4% (Cramer, 2000). Wahrend in Nordeuropaelsund den USA hohe
Inzidenzraten auftreten, weisen Japan und die ERklwigslander niedrigere Fallzahlen
auf. Auch unter einzelnen ethnischen Gruppen exesti signifikante Unterschiede. In
den USA sind die Inzidenzen unter der weil3en Bearglkg am hdchsten, gefolgt von
Afroamerikanerinnen, Hispanierinnen und Amerikameen asiatischer Herkunft. Am
niedrigsten ist die Erkrankungsrate bei amerikdr@acUreinwohnern (Runnebaum und
Stickeler, 2001). Im internationalen Vergleich kegdie Inzidenzen in England,
Danemark, Tschechien und Norwegen am hochsten, nggehen Australien, die
Niederlande, Frankreich und die Schweiz niedrigeveidenzraten aufweisen. Die
Erkrankungsraten in Deutschland liegen vergliché@denen anderer EU-Lander in der
oberen Halfte (Robert-Koch-Institut, 2010b). Im fAdgerlauf zeigt sich, dass die
Anzahl der Neuerkrankungen in den letzen drei &imten leicht angestiegen ist, die
Mortalitatsraten seit den 1980er Jahren jedochifégignt abnehmen (Robert-Koch-
Institut, 2010c).

1.1.4 Risikofaktoren fur die Entstehung eines Ovarialkaranoms

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist weiterhin geastand aktueller Forschung.
Einige Risikofaktoren sind jedoch bekannt. Mit Zamendem Lebensalter steigt wie
bei vielen anderen Malignomen auch beim Ovarialkarn die Erkrankungshaufigkeit
an (AGO, 2007). Umweltfaktoren (z.B. Asbest, Taldpr) und Ernahrungseinflisse
(z.B. Fleisch, tierische Fette) scheinen ebentaifdluss auf das Erkrankungsrisiko zu
nehmen. Auch die geographische und demographisehleuhft ist in das individuelle

Risikoprofil mit einzubeziehen (Runnebaum und Siek 2001).

Besonders aber scheint die Entstehung des Ovaumalkans von langjahrigen
hormonellen Einflissen abhéangig zu sein (Roberthkiostitut, 2010b). Die Anzahl der
ovulatorischen Zyklen spielt hierbei eine gesoraldrblle. Fathalla beschrieb 1971
erstmals den Zusammenhang zwischen dem immer \Wetenden Ereignis der

Ovulation ("Incessant Ovulation”) und dem Auftretaron Ovarialkarzinomen.
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Demnach entstehen durch die Ovulationsprozesseolikrmen im Oberflachenepithel
des Ovars. Durch fehlerhafte Reparaturprozesse lenrmauf der Basis spontaner
Mutationen infolge zur Karzinomentwicklung kommemRathalla, 1971). Nulliparitat

(Hankinson et al., 1995; Risch et al., 1994), fetite Stillzeiten, eine frithe Menarche
und eine spate Menopause (Robert-Koch-Institut0BRlungeklarte Unfruchtbarkeit
(Bristow und Karlan, 1996) sowie die langere Eimmah ovulationsauslosender
Medikamente bei unerfulltem Kinderwunsch werden eetsprechend aufgrund der
damit assoziierten gesteigerten Anzahl an Ovulatioffbezogen auf die gesamte
Lebensspanne) mit einem erhdhten Risiko in Zusarharen gebracht. Im Gegensatz
dazu werden eine vermehrte Anzahl ausgetragenexvggerschaften (Hankinson et
al., 1995; Risch et al., 1994) und die Einnahme kormonellen Ovulationshemmern
(auch beim heriditaren Ovarialkarzinom) als pratekt Faktoren angesehen
(Holschneider und Berek, 2000). Die protektive Wity der "Pille" ist dabei

vermutlich nicht nur auf die Unterdrickung der Gatidn, sondern auch auf eine durch
das in Ovulationshemmern enthaltene Progestin katfighren, welches eine erhdhte

Apoptoserate einschlief3lich mutierter Epithelzellatuziert (Wenham et al., 2002).

Die familiare Vorbelastung spielt ebenfalls einechtige Rolle. Uber 90% der
Ovarialkarzinome treten sporadisch auf. 5-10% gatbch familiar und vorwiegend
auf Mutationen derBRCAL und/oder BRCA2 Gene zuriickzufuhren (AGO, 2007;
Holschneider und Berek, 2000). Ein erhohtes Erkwagkrisiko besteht fur Frauen,
deren Verwandte an Brust- oder Eierstockkrebs ekitraind sowie fur Frauen, die
selbst bereits an Brust-, Gebarmutterkdrper- odamiBrebs erkrankt sind (Robert-
Koch-Institut, 2010b). Wahrend das allgemeine Leheitrisiko an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken bei etwa 1,4% lieggigé das Risiko bei Frauen mit
erkrankten Verwandten ersten Grades schon auf %%d.s8gar zwei Verwandte ersten
Grades erkrankt, liegt das Lebenszeitrisiko bereés 7% (Werness und Eltabbakh,
2001). Ein generelles Screening zur Friherkennueg Cvarialkarzinoms bei
Hochrisikopatientinnen wird von dekrbeitsgemeinschaft Gynékologische Onkologie
e.V.(AGO) momentan jedoch nicht empfohlen. Nach déigexi Datenlage kann eine
erfolgreiche Friherkennung durch routinemafig dyetihrte Vaginalsonographie und
der regelmafigen Bestimmung des Tumormark®ks125 nicht erreicht werden und
folglich die Mortalitat nicht senken (AGO, 2007 atientinnen mit einem hohen Risiko
fur ein heriditares Ovarialkarzinom sollte nach edmhlossener Familienplanung zur
primaren Pravention eine prophylaktische beidsei8glpingo-Ovarektomie empfohlen
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werden, da hiermit die effektivste Risikosenkungeieht werden kann (Rosen et al.,
2004).

1.1.5 Prognostische Faktoren

Die Prognose von Patientinnen mit Ovarialkarzinomerd in erster Linie anhand
klinischer Parameter ermittelt. Allgemein anerkanmiultivariat signifikante Parameter
fur eine schlechte Prognose sind fortgeschritteriBsmorstadium, erhdhtes
Tumorgrading, klarzelliger oder muzindser histosotier Tumortyp sowie erhdhtes
Alter (>60 Jahre), ein schlechter Allgemeinzustgif@rnofky-Index < 70%) und

jeglicher postoperativ verbleibender Tumorrest (A@Q07).

Der nach initialer Operation verbleibende Tumorrast einer der starksten
prognostischen Faktoren und der einzige, der ddashTeam der behandelnden Arzte
aktiv zu beeinflussen ist. Maximale zytoreduktivpe@ationen durch einen erfahrenen
Operateur korrelieren mit einem erheblich bessé@rgzeitiiberleben (Bristow et al.,
2002). Zusatzinformationen ergeben sich aus verdehien tumorbiologischen
Eigenschaften, die Informationen uber Proliferationvasion und Metastasierung
liefern. Dazu gehoren unter anderem der DNA-Gelradiidie (Silvestrini et al., 1998;
Vergote et al., 1993), der postoperatvd 125Verlauf (Frasci et al., 1996; Riedinger
et al., 2007), sowie dikallikreine G 8, 10, 11 und13 (Diamandis et al., 2004; Scorilas
et al., 2004; Shigemasa et al., 2004; UICC, 2006),Proliferationsmarkefi-67 und
die S-Phase-Fraktion (Rohlke et al.,, 1997; UICC, 2006). Die prognostesch
Wirksamkeit dieser Faktoren konnte in einzelnenebichungen gezeigt werden, die
Bestéatigung an grof3en Kollektiven fehlt jedoch. Gienomanalyse zur Einschatzung
der Prognose oder zur Vorhersage des Therapieahgme findet in der klinischen
Routine derzeit noch keine Anwendung (AGO, 2007).

1.1.6 Therapie des Ovarialkarzinoms
1.1.6.1Priméartherapie des Ovarialkarzinoms
Die Therapie umfasst die chirurgische Entfernung @lamors mit weitestmaoglicher

Reduktion der Tumormassen einschliel3lich der Lymphénmetastasen und
anschlie3end eine systemische Therapie mit insgesachs Zyklen einer kombinierten
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Chemotherapie im Abstand von drei Wochen. Als QGala$art gilt derzeit eine
Kombination aus Paclitaxel und Carboplatin (AGOQ20 Etwa 70% der Tumore
sprechen initial auf diese Kombination an (Spen&ial., 2004). In einer Studie aus
dem Jahre 1996 zeigte sich eine Kombination ausl&is und Paclitaxel der bis dahin
gangigen gemeinsamen Verabreichung von Cisplatoh Qyclophosphamid deutlich
Uberlegen (McGuire et al., 1996). Seit Mitte de8Q& Jahre wurde Cisplatin durch das
aquieffektive Carboplatin aufgrund seines ginségedebenwirkungsprofils ersetzt. Es
kommt seltener zu schwerer Emesis, gleichzeitigebésveniger Nephro-, Oto- und

Neurotoxizitat (Colombo et al., 1994).

1.1.6.2Zukunftsaussichten in der Therapie

Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchen derzegraefubstanzen hinsichtlich ihrer
Effektivitat in der Therapie des Ovarialkarzinom&on besonderem Interesse sind
molekulare Veradnderungen, die entweder Ziele fimen&herapien darstellen oder
pradiktiv fur existierende Tumortherapien sind. Haispiel ist der bereits in vielen
verschiedenen Tumoren erfolgreich getestete monaldo VEGFAnNtikorper
Bevacizumab (Byrne et al., 2003). VEGFRezeptoren sind Transmembran-
Tyrosinkinaserezeptoren, an die Wachstumsfaktorandeb und molekulare
Signalkaskaden, unter anderem auch @BK/AKT-Signalweg, aktivieren. Infolge
werden Angiogenese sowie Wachstum und UberlebeZealkr gefordertBevacizumab
hemmt als antiangiogenetischer Wirkstoff die Ne&uéisierung und hat auf diese
Weise einen hemmenden Einfluss auf das Tumorwathgtiedermann und Raja,
2010). HoheVEGFLevel wurden auch in Ovarialtumoren nachgewiedtos$ et al.,
2001) und waren mit einer schlechteren Prognoseziéed (Duncan et al., 2008).
Verschiedene Studien (ICON 7, GOG 218) untersudwereitBevacizumabn seiner
Wirksamkeit in Kombination mit der Standard Prinh&rapie an Ovarialkarzinomen
(Ledermann und Raja, 2010). Die Ergebnisse diesadi&h sind Ende 2010 zu

erwarten.

Zu den bekanntesten beim Ovarialkarzinom aktivierid@erapiezielen gehdren auch
EGFR und Her-2/neu Substanzen, die gegen diese Faktoren gerichidf konnten

bereits erfolgreich in der Therapie von Mamma- Wualonkarzinomen sowie in der
Therapie von Lungentumoren eingesetzt werden (loeden und Raja, 2010). Die

Substanzen befinden sich in Bezug auf ihre Wirksamhk Ovarialkarzinomen derzeit
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noch in klinischer Erprobung (Dinh et al., 2008gkemann und Raja, 2010). FEGFR
wurde eine gesteigerte Expression in 35-70% derri@likarzinome nachgewiesen
(Schilder et al., 2005). Der Ligand dieses RezeptBGF, stimuliert normalerweise,
unter anderem auch Uber die Aktivierung 84¢3K/AKT-Signalweges, die Proliferation
nicht maligner Epithelzellen. Ob eine vermehrte fesgion VonEGFR in ovariellen
Tumorzellen mit einer schlechteren Prognose eirghgrigt umstritten (de Graeff et al.,
2009). Verschiedene gegéfGFR gerichtete monoklonale Antikoérpemrastuzumalp
Cetuximah Pertuzumahund Panitumumap sowie einige kompetitive niedermolekulare
EGFRInhibitoren Erlotinib und Gefitinib) sind bereits in Ovarialtumoren untersucht
worden (Ledermann und Raja, 2010). In einigen $tuéonnte nach Applikation eines
EGFRInhibitors ein verlangertes progressionsfreieseridll beobachtet werden
(Ledermann und Raja, 2010). Studien, die den koithget EGFRInhibitor Gefitinib
(ZzD1839, Iressp untersuchten, beobachteten in Einzelféllen pakniGefitinib
sensitive EGFRMutationen (Rosano et al., 2007; Schilder et @005). Eine
signifikante Wirksamkeit dieses Inhibitors konnteOvarialtumoren jedoch noch nicht

nachgewiesen werden (Ledermann und Raja, 2010).

DasHer-2/neuProto-Onkogen kodiert fur einen Wachstumsfaktompeze welcher das
Angriffsziel des bereits in der Tumortherapie geiotdichen AntiHer-2/neu
Antikodrpers Trastuzumab(Herceptin ist. Pertuzumahbist ein rekombinanter humaner
monoklonalerE GFRANtikorper, der die Dimerisierung VAAER-2/neuund somit die
Aktivierung sich anschlieBender Signalwege hemmnteld der Therapie mit
Pertuzumalin Kombination mitGemcitabinkonnten in Ovarialkarzinomen tendenziell

verlangerte Remissionszeiten beobachtet werderefreahn und Raja, 2010).

Weitere derzeit an Ovarialkarzinomen intensiv isuehten molekularen Therapieziele
sind die Thyrosinkinas&rc PARR a-FR sowie IGF1 (Ledermann und Raja, 2010).
Auch PI3-Kinaselnhibitoren sind in der Erprobung und zeigenvitro bereits einen
wachstumshemmenden Effekt (Folkes et al., 2008|ichaet al., 2008; Maira et al.,
2008; Prevo et al., 2008; Schnell et al., 2008y8&&eh et al., 1999; Zhang et al., 2009).
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1.2  Haufige molekulare Veranderungen beim Ovarialkarzirom

Als Tumor bezeichnet man eine Gruppe von Zellene diicht mehr der
Wachstumskontrolle unterliegen. Durch die Anhaufumgyschiedener genetischer
Veradnderungen wird die maligne Entartung einer &dlegunstigt (Loeb, 1991). In
Ovarialtumoren sind héaufig Genabschnitte betroffeleren Genprodukte an der
normalen Zellproliferation, der Apoptose, der ZikHlaung (Seneszenz) oder der DNA-

Reparaturprozesse beteiligt sind (Wenham et ad20

1.2.1 Heriditdres Ovarialkarzinom

Eine positive Familiengeschichte zahlt zu den wgshén Risikofaktoren des
Ovarialkarzinoms. Bei etwa 10% der Patientinnen fitarialkarzinomen ist eine
autosomal-dominant vererbte genetische Pradispositifir die Erkrankung
ausschlaggebend (Wenham et al., 2002). Es werdeerbi zwei bekannte
Mutationsmuster unterschieden: In bis zu 90% diai$ heriditare Karzinom im Rahmen
desMamma-Ovarialkarzinomsyndromsit Mutationen deBRCA1-(Chromosom 17q)
und BRCA2-(Chromosom 13qg) Gene auf. Etwa 10% sind mit déeniditdren nicht
polyp6sen Kolonkarzinom-Syndramit Mutationen deDNA-Mismatch-Reparaturgene
hMSH2oderhMLH1, seltenehPMSloderhPMS2,assoziiert (Boyd, 2003; Runnebaum
und Stickeler, 2001). Ob ein spezifisch@wyarialkarzinom-Syndromexistiert, ist
fraglich. Bei Familien, die ausschlie3lich an Osa#darzinomen erkrankten, wurden
regelmaligBRCAXMutationen nachgewiesen. Diese gehen jedoch auctheimem
erhohten Erkrankungsrisiko fir Brustkrebs einherede et al.,, 1998) und sind

deswegen nicht ovarspezifisch.

1.2.2 Sporadisches Ovarialkarzinom

Die abnorme Aktivierung von Onkogenen (Proliferaigene) und die Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen (Antiproliferationsgede),unter normalen Bedingungen
fur ein ausgeglichenes Zellwachstum sorgen, spiedeich bei der ovariellen
Tumorgenese eine entscheidende Rolle. Onkogeneulgisn normalerweise die
Proliferation verschiedener Zelltypen. Zu den zahléRig am haufigsten aktivierten
Onkogenen beim Ovarialkarzinom gehoreler-2/ney MYC, KRAS und PIK3CA

(Aunoble et al., 2000; Havrilesky et al., 2003; et al., 2005). Eine weitere wichtige

20



Rolle bei der Krebsentstehung spielen die Tumonsagsorgene, die normalerweise der
Kontrolle der Zellproliferation dienen. Durch Mutaten verlieren betroffene
Genabschnitte ihre biochemische Funktion und d@mé&n hemmenden Einfluss auf
das Zellwachstum. Zu den im Zusammenhang mit Okarzanomen am haufigsten
erwahnten Tumorsuppressorgenen gehpfs) p16(Wenham et al., 2002RTENund
CTNNBZ1(Bell, 2005).

Nicht nur die Entstehung, sondern auch die histetbgp Differenzierung der
epithelialen Ovarialtumore (serés, muzinds, endoongt klarzellig) scheint einer
unterschiedlichen molekularen Pathogenese zu iegerl (Aunoble et al., 2000; Feeley
und Wells, 2001). So zeigen die histologischen Yt jeweils andere klinische sowie
biologische Eigenschaften und teilweise ein unteestliches Ansprechen auf
bestimmte Chemotherapien (Gomez-Raposo et al., )2igése Beobachtung ist
wohlmdglich auf unterschiedliche genetische Abbersimuster zurickzufuhren. So
weisen endometroide und klarzellige Karzinome RAUWTEN- und CTNNBI1-
Mutationen auf (Moreno-Bueno et al., 2001; Palaciod Gamallo, 1998), wohingegen
KRASMutationen eher die muzindse Differenzierung ein@warialtumors zu
beeinflussen scheinen (Cuatrecasas et al., 199tyécasas et al., 1998; Fujita et al.,
2003). Wenig differenzierte serdse Karzinome singcld h&aufigep53-Mutationen
gekennzeichnet und weisen einen hohen Grad aniggmat Instabilitat auf (Kuo et al.,
2009b). Sie entstehen vermutlich zum grof3en Tl novo aus den ovariellen
Epithelzellen (Bell und Scully, 1994; Pothuri et, #010). Gut differenzierte serdse
Karzinome weisen im Gegensatz dazu eK&ASMutationen und seltenep53
Mutationen auf und entstehen vermutlich vorwiegantldem Boden von Borderline-
Tumoren (Caduff et al., 1999; Singer et al., 2002).

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischenteréionen des
Tumorsuppressorgengsb3 sowie "Zugewinnen” und Amplifikationen dédK3CA-
Genes untersucht. Im folgenden Abschnitt soll aigflsel beiden wichtigen Gene

gesondert eingegangen werden.
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1.3 p53

Die Weitergabe der genetischen Information vonhigtterzelle auf die Tochterzelle ist
fur die Integritdt des Organismus von entscheiderBiedeutung. Im Verlauf der
Zellteilung gibt es verschiedene Kontrollpunkteg diie Unversehrtheit der DNA
Uberprifen. Sie kontrollieren, ob vorangegangenie regelrecht abgelaufen sind
und sorgen Uber komplexe Regulationsmechanismeir,daéss sich eine Zelle nur

dann weiter teilen kann, wenn ihre DNA korrekt regkt wurde und intakt ist.

Eine wichtige Aufgabe innerhalb dieses Kontrollsyss Ubernehmen die
Tumorsuppressorgene. Das zuerst beschriebene GeserdiGruppe ist das
Tumorsuppressorggrb3auf Chromosom 17p13.1 (Benchimol et al., 1985; dsebal.,
1986; McBride et al., 1986). Es kodiert fur dasaieamigep53-Protein bestehend aus
393 Aminoséauren mit einem Molekulargewicht von %3akIm Jahre 1979 entdeckten
David Lane und Arnold Levine unabhéngig voneinarelstmalig dieses im Zellkern
lokalisierte Phosphorprotein als Bindungsproteimr &/40Tumorviren (Lane und
Crawford, 1979; Linzer und Levine, 1979). Das Gesitzt neben der Bindungsstelle
fur das grof3e T-Antigen d&V40Viren weitere Bindungsstellen, unter anderem s d
E1B-Onkoprotein der Adenoviren (Sarnow et al., 19884 ulasE6-Onkoprotein der
Papillomaviren. Aufgrund seiner protektiven und ikarizinogenen Eigenschaften
wurde p53 bereits im Jahre 1992 von David Lane der Titel gWar des Genoms*
verliehen (Lane, 1992).

1.3.1 Struktureller Aufbau des p53-Proteins

Funktionell lassen sich ip53-Protein drei Domé&nen unterscheiden (Abb. 2) (Bexth
et al., 2008; Lane und Crawford, 1979; Lane, 19%38kennzeichnet durch eine hohe
Dichte an sauren Aminosduren befindet sich am Nhtelen Ende eine
transkriptionelle Aktivator-Doméane zur Interaktiomit dem Transkriptionsapparat
(Vogelstein und Kinzler, 1994; Vousden und LaneQ7)0 Hier bindet auch das den
p53-Abbau induzierend®DM2-Protein (Liu et al., 2001). Mittelstandig befindsth
eine sequenzspezifische DNA-Bindungsdoméane (Vagalsuund Kinzler, 1994;
Vousden und Lane, 2007). Innerhalb dieser DNA-Birghtlomé&ne werden in malignen
Tumoren die meisten Mutationen gefunden (Abb. 2y @t al., 2001; Selivanova und
Wiman, 2007). Am C-terminalen Ende folgt die Tetesisierungsdomane, die die
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Oligomerisierung von p53Monomeren vermittelt. Sie ist durch eine Sequenz
Uberwiegend basischer Aminosauren charakterisiggt,eine amphipathische helikale
Struktur bilden (Vogelstein und Kinzler, 1994; Vdes und Lane, 2007). Mit der
Transaktivierungsdoméane und der spezifischen DNWdBngsdomane besitpb3 die

funktionellen und strukturellen Eigenschaften eimemnskriptionsfaktors.

Abbildung 2: Struktureller p53-Aufbau
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Oben: p53Mutationen (Aminosaurenpositionen) in menschlichémbszelllinien. Die grauen Boxen
reprasentieren die evolutionar hochkonserviertegid®en. Die vertikalen Striche die Haufigkeit der
einzelnen Mutationen. Die Mutationen liegen dickbeneinander in den konservierten Regionen II-V.
Die einzelnen "hotspots" sind mit gesonderten Ziffieezeichnet (175, 245, 248, 249, 273, 282). Unten
Funktionelle Regionen desp53-Proteins. Lokalisation der Phosphorylierungsstellenit P
gekennzeichnet. DaMDM2-Protein bindet zur Hemmung der Transkriptionsatdtvals Teil der
normalen Regulierung dep53-Aktivitdt am N-terminalen Ende. Virale Proteine ewidas E1B-
Onkoprotein der Adenoviren und daé-Onkoprotein der Papillomaviren sowie das groR3erifigen der
SV40Viren inaktivieren ebenfalls diep53-Aktivitat. Am c-terminalen Ende befindet sich die
Tetramerisierungsdoméne zur Interaktion mit weitqpg3-Monomeren (Harris, 1993; Ko und Prives,
1996).

1.3.2 Funktion des p53-Proteins

p53 hat Uber verschiedene Wege einen hemmenden Erdluisdie Tumorgenese. Es
reguliert als Transkriptionsfaktor in zellularen reésissituationen sowie nach
Zellschadigung die Expression von Genen, die amzydus-Arrest, der DNA-

Reparatur und der Zellalterung beteiligt sip83 interagiert zusatzlich mit zahlreichen
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zellularen Proteinen, die im Zusammenhang mit dexcNgtumshemmung und der
Kontrolle des programmierten Zelltods (Apoptosehsn (Whibley et al., 2009). Nach
neueren Erkenntnissen beeinflugS8 ferner verschiedene Stoffwechselwege, darunter
die Regulierung der Glykolyse, die Hemmung der Aggnese, die Zellinvasion und
Zellmotilitdt sowie die Autophagozytose. Die Effelderp53-Aktivierung variieren je
nach Zelltyp und Umgebung und werden auf zellul&bkene, unter anderem durch
Phosphorylierung und Azetylierung, gesteuert (Veasdnd Lane, 2007). Zusatzlich
bestimmen verschiedene Isoformen das biochemischekullgsspektrum dieses
Molektls, welches innerhalb der einzelnen Zellen ianterschiedlichen
Expressionsmustern vorliegt (Bourdon et al., 20@6ller et al., 2006).

1.3.2.1Aktivierungswege von p53

Viele verschiedene physiologische Stressfaktoremé&iip53 als Tumorsuppressorgen
aktivieren mit dem Ziel, die zellulare Integritad bewahren (Lane und Hupp, 2003).
Vogelsteinet al. beschreiben mindestens drei unabhangigeaBigge, Uber die das
p53-System aktiviert wird. Alle drei Signalwege fuhren einem gehemmtep53
Abbau, wodurch digg53Konzentration in der Zelle steigt (Vogelstein &t 2000).
Unter diesen Bedingungen entfaltep53 seine bedeutende Funktion als
Transkriptionsfaktor (Lane, 1992). Es bindet dulsbchemische Modifikationen in
seiner Konformation geandert an spezifische DNAu®egen (Bargonetti et al., 1991;
Kern et al., 1991) und stimuliert die Expressiochfalgender Gene (Bose und Ghosh,
2007). Die Expression dieser Gene fuhrt direkt oowetirekt zur Hemmung der

Zellteilung oder zum Zelltod.

Ein Signalweg ist abhangig von zwei phosphorylidesn ProteinkinaserATM und
Chk2 ATM wird durch Doppelstrangbriiche, welche beispielseeidurch die
Einwirkung ionisierender Strahlung entstehen, adtty Konsekutiv wird Chk2
aktiviert. Die aktivierten Kinasen phosphorylierelas p53-Protein und inhibieren
dadurch seine Interaktion midlDM2, ein denp53-Abbau induzierendes Protein. Die
beobachtete Konzentrationserhbhungp&&Molekilen als Reaktion auf DNA-Schaden
ohne den Weg uber die Phosphorylierung, ist nochtnollends geklart (Vogelstein et
al., 2000).
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Der zweite Signalweg wird durch verdnderte Wachsgigmale getriggert, welche
beispielsweise aus der Expression B&ss oderMY G-Onkogens resultieren. In diesem
Fall verlauft die Aktivierung tiber dasl4**"- Protein, welches infolge ebenfalDM?2
hemmt (Vogelstein et al., 2000).

Eine weitere Aktivierung erfolgt durch bestimmtee@iotherapeutika sowie durch UV-
Strahlung und Proteinkinase-Inhibitoren. Dieser n8igeg ist deswegen zu
unterscheiden, da er unabhangig V&mM, Chk2 und p14*"" verlauft. Vermutlich
spielen dieATRKinaseund dieCasein-Kinase leine Rolle (Vogelstein et al., 2000).

1.3.2.2Effekte einer p53Aktivierung

Zellzyklus-ArrestEin Effekt derp53-Aktivierung ist der Zellzyklus-Arrest, wodurch
eine ausgedehnte DNA-Reparatur ermdglicht wird ivAdattes p53 stimuliert direkt die
Expression vonp21VAFYCPL einem universellen Inhibitor vo€yclin-abhangigen-
Kinasen (CDKs). CDKs bilden mit ihren regulatorischen Cyclinen einen
Zellzyklusregulator-Komplex, der unter normalen Bgdingen an bestimmten
Zellzyklus-Ubergangen aktiviert wird und fiir eingasicherten Ubertritt von der;G
Phase in die S-Phase (llégrclin DundE) sowie von der gPhase in die Mitose (tUber
Cyclin B sorgt. Bei einemp53-Aktivierung bewirkt der anschlieRende inhibierende
Einfluss dep21VAFCP1 quf dieCDKsden Zellzyklusstopp in der;@hase (Hemmung
des CyclinD/CDK4/6 Komplexes) sowie eine Hemmung des Ubergangs vorGge
Phase in die Mitose (Hemmung dégclinB/CDK1Komplexes). Durch einen Verlust
desG,/S-Phasen-Checkpunktach funktioneller Inaktivierung vagob3 und den daraus
resultierenden Ausfall des Zellzyklus-Arrests kémnBNA-Schaden akkumulieren,

wodurch die maligne Entartung der Zelle begunstigti (Vogelstein et al., 2000).

Apoptoseln einigenZellen wird nachp53-Aktivierung unter bestimmten Bedingungen,
wenn die Reparatur der DNA nicht méglich oder fedét verlaufen ist, die Apoptose
ausgelost, um die Weitergabe geschadigten Erbgmtesverhindern (Bates und
Vousden, 1996; Vogelstein et al., 2000). Es gibseleiedene potentielle Mediatoren,
die diesen Ablauf vermitteln. Eines ist daaxProtein, ein Apoptose einleitendes
Protein dembcl2-Familie. Die zugehorige Genregion wird in humaZetien zum Teil

auf direktem Wege durcp53 aktiviert (Vogelstein et al., 2000). Es wurden zwe
weitere im Mitochondrium lokalisierte Gene entde®©XA und P53AIP1,die durch
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p53 aktiviert ebenfalls den Zelltod induzieren. Andergt p53 im Zusammenhang
stehende Mediatoren, z.BIDD, haben Ahnlichkeiten mit deNFRezeptor undFas,
den klassischen ,death-signal“-Rezeptoren. EineweitMechanismus Uber deb3in
der Lage ist den Zelltod einzuleiten ist die diee@timulation der Mitochondrien und

die konsekutive Absonderung zelltoxischer Substarfzegelstein et al., 2000).

Inhibition der Vaskularisierung.Die Neubildung von BlutgefalRen ist fur das
Tumorwachstum essentiepp53 hemmt unter normalen Bedingungen diesen Prozess.
Zellen in denenp53 inaktiviert vorliegt geht diese Fahigkeit verloremie
Vaskularisierung des Tumors unterliegt in dieser kgner Kontrolle mehr und ein

wachstumslimitierender Faktor ist ausgeschalteg@¥siein et al., 2000).

1.3.2.3p53 und genetische Stabilitat

FUr das Verstandnis von Entstehung und Progressicrinomatdser Erkrankungen ist
eine zunehmende genetische Instabilitdt von zemtdédeutung (Loeb, 1991). Der
Begriff genetische Instabilitat umfasst eine Vidlzgenomischer Veranderungen, wie
etwa den Verlust oder die Vermehrung von Chromosonsewie genetische
Veranderungen auf der Ebene einzelner Gene. Darbetexden sich Rearrangements,
Translokationen, Amplifikationen, Deletionen undnRumutationen (Nowell, 1976;
Pienta et al., 1989; Solomon et al.,, 1991; TemB88). p53 spielt aufgrund seiner
regulatorischen Funktion eine wichtige Rolle im &thder genomischen Stabilitat.
Defekte dieses Gens begunstigen durch die konsekatihaufung von DNA-Schaden
auf indirektem Wege die Tumorentstehung (Vogelsg&tial., 2000). Da ein Gendefekt
innerhalb des Zellzykluskontrollsytems bei jedelitédung zum tragen kommt, werden
die genetischen Veranderungen zuséatzlich zum bastein Defekt in die néachste
Zellgeneration tbertragen und die genetische Indtion wird zunehmend instabil (Xu,
2008). Desweiteren wird di@53-vermittelte genomische Stabilitdt moglicherweise
durch die Induktion bestimmter Gene garantiert, dias Nukleotid-Exzisions-
Reparatursystem, die chromosomale Rekombinationdism@€hromosomentrennung in

der Mitose regulieren (Vogelstein et al., 2000).

Anhand von zwei Studien aus den 1990er Jahren wided€usammenhang zwischen
fehlerhaftemp53 und der Entstehung von Genamplifikationen deut{lakingstone et
al., 1992; Yin et al., 1992). Unter experimentelBzdingungen wurden Zellen mit dem
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BiosynthesehemmeN-(Phosphonoacetyl)-L-AspartdPALA) beimpft. PALA hemmt
ein Enzym des Proteinkomplexes fur die Uridin-Biatbyese und stort auf diese Weise
die DNA-Biosynthese. Sein kodierendes Gen wird @&D-Gen bezeichnet. Die
Behandlung von Fibroblasten mitALA bewirkte in Zellen mit intaktenp53 einen
reversiblen Stopp in der;&hasep53-defiziente Fibroblasten (von Patienten mit Li-
Fraumeni-Syndom oder murings3-defiziente Fibroblasten) zeigten hingegen keine
Unterbrechung des Zellzyklus. Stattdessen wuf@&B-Amplifikationen gefunden und
bei weiterer Passagierung kam es zur Aneuploidsn@stone et al., 1992; Yin et al.,
1992). Demnach ist es mdglich, dass Amplifikatiomep53-defizienten Zellen infolge
einer DNA-Synthesestorung entstehen und die Gembere betreffen, deren

Genprodukte im Versuch gehemmt oder blockiert werde

1.3.3 Mutiertes p53

p53 ist von besonderer medizinischer Bedeutung, da edwa 50% aller malignen
Tumore mutiert vorliegt (Soussi und Beroud, 200ag¥lstein et al., 2000). Es ist die in
Tumoren am haufigsten beschriebene tumorgenetid@r@nderung (Joerger und
Fersht, 2008; Soussi et al., 2005). In Tumoren Madinderungen dgr53-Aktivitat
entweder durch Mutationen d@s3-Gens oder durch Verdnderungen der p&8 in
Zusammenhang stehenden Signalwege bedingt (Bou2@®i/; Toledo und Wahl,
2006; Vousden und Lane, 2007).

Normalesp53 hat mit maximal 20 Minuten eine relativ kurze Hadbstszeit und seine
Konzentration wird durch di&DM2 vermittelte Proteolyse innerhalb einer normalen
Zelle auf konstant niedrigem Niveau gehalten (Leyif989). Digp53-Level liegen in
normalen Zellen haufig unterhalb der Nachweisgréied eo et al., 1979; Kress et al.,
1979; Lane und Crawford, 1979; Linzer et al., 19R8tter et al., 1980). Anders als bei
den meisten anderen Tumorsuppressorgenen, bei déottionen in der Regel zu
einer Inaktivierung der Proteinsynthese flhren, pS8 als Genprodukt haufig in
erhohter Konzentration im Tumor nachweisbar (Igg@le 1990). Ursachlich hierfir
sind in der Mehrzahl der Falle Punktmutationen ihath degp53-Genlocus (Hollstein
et al., 1991; Lane, 1992; Levine et al., 1991), dieist funktionell bedeutsame
Regionen betreffen (Soussi et al., 2006b). In 808 der Falle liegt der Mutation der
Austausch eine Aminosaure (Missense-Mutation) zun@e (Soussi et al., 2006a).
Infolge werden stabilere Genprodukte mit komplettiero partiell veré&nderter
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Proteinstruktur kodiert, die mit einer verlangertdalbwertszeit einhergehen (Iggo et
al.,, 1990; Reich et al.,, 1983; Soussi und Beroud1l2 Daraus resultiert eine
Akkumulation des Proteins im Zellkern (Oren et 4881; Wu und EI-Diery, 1996), die

immunhistochemisch nachweisbar wird.

Die ersten Untersuchungen p&3 zeigten, dass mutantp83 zur Transformation und
Tumorentstehung beitragt, selbst wenn noch WilgtyB-in der Zelle vorhanden ist
(Finlay et al., 1989; Lane und Benchimol, 1990; titeaz et al., 1991; Michalovitz et
al., 1990). Diese Beobachtungen fuhrten zunachat,ddas$53 zu den dominanten
Tumorgenen gezahlt wurde (Lane und Benchimol, 1990|f et al., 1984), welche
durch Mutationen kodierender oder regulatorischegu®nzen den malignen Phanotyp
aktiv beeinflussen. In weiteren Untersuchungen teegich jedoch, dass der Verlust
beider p53-Allele ebenfalls das Tumorwachstum beglnstigt &amd Benchimol,
1990). Dieser scheinbare Widerspruch konnte dadwddart werden, dass die
Oligomerisierung vonp53Monomeren die Voraussetzung fir ihre biochemische
Wirksamkeit ist (Lane, 1992; Sturzbecher et al92)9 Wildtypp53Monomere bilden
nicht nur untereinander, sondern auch mit mutamg&8&iretramere, wobei die Wildtyp-
Monomere in eine mutante Konformation gezwungendesr(Milner und Medcalf,
1991). Auf diese Weise wird die Interaktion von Wip-p53 mit der DNA gestort und
somit auch die Funktion des intaktpB3 gehemmt (Caron de Fromentel und Soussi,
1992; Hollstein et al., 1991; Lane, 1992). Solchatéfionen werden als ,dominant-
negativ* bezeichnet. In diesem Fall reicht die Miota eines der beiden Allele aus, um
p53 vollstdndig zu inaktivieren. Heute geht man davauns, dass neben dem
Funktionsverlust auch ein ,gain-of-function* durph3-Mutationen ausgeldst werden
kann (Strano et al., 2007; Xu, 2008), der zu eigemomischen Instabilitat
beispielsweise mittels Inaktivierung von Tumorsggsorgenen wWidTM fihrt (Xu,
2008). Somit istp53 nicht nur ein Tumorsuppressorgen, sondern gleithzein
dominantes Onkogen, welches durch die Mutationsether beiden Allele die Zelle

aktiv zur Transformation bringen kann.
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1.3.4 p53 und Ovarialkarzinome

Alterationen desp53Tumorsuppressorgens gehoéren zu den haufigstentigeren
Veranderungen in epithelialen Ovarialtumoren (Frankl., 1994; Kohler et al., 1993;
McManus et al., 1994; Milner et al., 1993; Okametoal., 1991). Ovarialkarzinome
weisen im Mittel in etwa 51% der Falle erholtg3-Proteinspiegel auf (Kmet et al.,
2003). Ein negativer Einfluss auf die Patientenposg ist nachgewiesen, die klinische
Relevanz als prognostischer Marker ist jedoch unkla Graeff et al., 2009). In Bezug
auf den Tumorphanotyp finden sich gesteigerte réuklp53-Anreicherungen haufiger
in serbsen, als in allen anderen histologischentypeh. Zudem istp53 mit

fortgeschrittenen und entdifferenzierten Tumoresoasert (Kmet et al., 2003).

Man geht derzeit von einem zweiteiligen Model ausiches die Ovarialtumore in zwel
Gruppen unterteilt. Zu den Typ | Tumoren gehdrea dut differenzierten serbésen
Ovarialkarzinome (Vang et al., 2009), die muzingsamdometroiden und klarzelligen
Ovarialkarzinome sowie die malignen Brenner-Tumo(Boyd, 2008). Die
entdifferenzierten serésen Ovarialkarzinome (Vang a., 2009) sowie die
Karzinosarkome und die undifferenzierten Tumordlestedie Gruppe der Typ Il
Tumore dar (Boyd, 2008). Gut differenzierte ser6Bemore gehen meist aus
Adenofibromen und Borderline-Tumoren hervor. Digsenorgruppe weist seltgrb3
Mutationen auf, ist durch ein weniger aggressivexNgtumsverhalten gekennzeichnet
und ist mit einem besseren Patientenuberleben iggsoEntdifferenzierte Tumore
hingegen entstehen me® novo Diese Tumore wachsen schnell, zeigen hgoHg
Mutationen und sind mit einem hohen Level an genkér Instabilitat assoziiert (Kuo
et al., 2009a; Shih le und Kurman, 2004; Vang e28i09).

p53Mutationen finden sich in etwa 45% der epithelia®varialtumore, in 5% der

Borderline-Tumore und in 1% der benignen Ovariatiten Der Grossteil der Mutationen
betreffen die Exons 5-8, in nur 7% wurden Mutatioreuf3erhalb dieses Bereichs
beschrieben. Zu etwa 86% sind die Mutationen daea Austausch einer Aminosaure
bedingt. Am héaufigsten sind Missense-Mutationemplgevon Nonsense-Mutationen und
Silent-Mutationen. Bei einigen Mutationen liegt d&ustausch einer Aminosdure im
Bereich eines Introns. Desweiteren finden sich fizglen und Insertionen (Kmet et al.,
2003). Die verschiedenen Mutationstypen zeigen ekehssoziation zu den einzelnen
histologischen Tumorsubtypen (Kmet et al., 2003).
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1.4 PIK3CA

Das Phosphatidylinositol-3-Kinase-pld8Gen (PIK3CA) kodiert fur die katalytische
Untereinheitp11Qx derPhosphatidylinositol-3-Kinas@I3K, PI3-Kinasen), ein Enzym,
welches an der intrazellularen Signalweiterleitlageiligt ist (Huang et al., 2007). Es
vermittelt GberPhosphatidylinositol(3,4,5)-Trisphosph@IPs;) und AKT unter anderem
die Hemmung der Apoptose (Cui et al., 2009). Dasn Geegt in der
Chromosomenregion 3g26.3 (Volinia et al., 1994).

Amplifikationen dieser Genregion sind ein haufigesid frihes Ereignis in
unterschiedlichen epithelialen Tumoren, unter agmeder Zervix (Sugita et al., 2000),
des Osophagus (Imoto et al., 2001; Imoto et aD3P0der Lunge (Sugita et al., 2000),
der Kopf-Hals-Region (Riazimand et al., 2002), Bevstata (Sattler et al., 1999; Sattler
et al.,, 2000), der Mamma (Weber-Mangal et al., 200&ssels et al., 2002), des
Nasopharynx (Or et al., 2005) und bei der chronisgleloischen Leukamie (Casas et
al., 2004).

In Ovarialkarzinomen liegt diese Genregion haufigplifiziert vor (Nanjundan et al.,
2007; Press et al., 2008; Shayesteh et al., 198)enPIK3CA sind in epithelialen
Tumoren innerhalb der 3g26-Genregion weitere gecketi Veranderungen identifiziert
worden, die moglicherweise Einfluss auf die Entstghbzw. Progression der Tumore
haben (Shayesteh et al., 1999). Darunter befinddndereukaryotic initiation factor
(Guan et al., 20047ASC1(Imoto et al., 2003)SnoN(Imoto et al., 2001)SCGCrelated
OncogendEstilo et al., 2003) undERC(Yokoi et al., 2003).

1.4.1 Klassifizierung, Funktion und Aufbau

Fur die Weiterleitung von Signalen in die Zelle dsimembranstandige Rezeptor-
Tyrosinkinasen von entscheidender Bedeutung. Diechdueinen extrazellularen
Liganden induzierte Dimerisierung der Rezeptor-Eyrkinasen fuhrt in der Regel zur
Phosphorylierung von Tyrosylresten auf der zytaplasschen Seite und somit zur
Aktivierung der zytoplasmatischen Rezeptordoméneie Rlabei entstandenen
phosphorylierten Tyrosinreste sind spezifische Bigbstellen fur verschiedene
Signalproteine (Baselga, 2006; Dibb et al., 200dhdk-Leopold und English, 2006).
Eines dieser Bindungsproteine ist dihosphatidylinositol-3-KinasePI3-Kinasen
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bilden eine Familie verwandter Lipid-Kinasen, dmsitolhaltige Phosphatide in der
Zellmembran phosphorylieren (Huang et al.,, 200Mr Name beschreibt die
Eigenschaft, den Inositolring vorPhosphatidylinositolan der Position D3 zu

phosphorylieren (Rameh und Cantley, 1999).

Die PI3-Kinasen lassen sich nach ihrem jeweiligdseugten Substrat in drei Klassen
unterteilen. Fur die Enzyme der Klasse | kommdPhosphatidylinositol,
Phosphatidylinositol(4)-Phosphat und  Phosphatidyinositol(4,5)-Bisphosphatals
Substrate in Frage (Vanhaesebroeck und Waterfié@d). In diese Gruppe gehoéren die
zuerst entdecktPI3-Kinaseund die homolog®I13-Kinasey. Klasse Il Enzyme sind vor
allem in der LagePhosphatidylinositolund Phosphatidylinositol(4)-Phosphatu
phosphorylieren (Vanhaesebroeck und Waterfield9198u dieser Klasse gehoért die
sogenannt&reatinphosphokinasels Klasse Il Enzym wird eine in Hefen entdeckte
PI13-Kinase bezeichnet, die ausschlie3lRimosphatidylinositolphosphoryliert (Toker
und Cantley, 1997; Vanhaesebroeck und Waterfi€l@9)L

Die Konstellation der Phosphatgruppen hat einerscheidenden Einfluss auf die
Funktion des Lipidprodukts. Auf diese Weise werdenschiedene Stoffwechselwege
sowie Zellproliferation und Zelltod beeinflusst (Maesebroeck und Waterfield, 1999).
Besonders di®13-Kinasender Gruppe | sind in die Tumorgenese involvierivévico

und Sawyers, 2002) und sollen deswegen gesondsgtdmien werden.

Die PI3-Kinasender Klasse | liegen unter normalen BedingungenHsserodimer
inaktiv im Zytoplasma vor (Pitt und Chen, 2008)e Bestehen aus einer katalytischen
Einheit von 110 kDa und einer zweiten Einheit v&k®a mit regulatorischer Funktion
(Huang et al., 2007; Pitt und Chen, 2008; Vanhaeselk und Waterfield, 1999). Die
katalytische Untereinheit existiert in 3 IsoformghlQ, f undé (Vanhaesebroeck und
Waterfield, 1999), die alle die gleiche Grundstulkaufweisen (Vivanco und Sawyers,
2002). Die regulatorische Untereinheit besitzt d&#i2Doméanen und eine&SH3
Domane. Uber ihreSH2Doméane ist die PI3-Kinase in der Lage, an die
Phosphotyrosinreste aktivierter Tyrosin-Rezeptoaeaudocken (Miled et al., 2007).
Bindet die regulatorische Untereinheit def3-Kinase beispielsweise an aktivierte
PDGFRezeptoren fihrt dies zum einem dazu, dassPdieKinasein unmittelbare
Nachbarschaft zu ihrem Substrat, dehosphatidylinositol(4,5)-Bisphosph@®IP,), in
der Zellmembran gelangt, andererseits bewirkt diedhg an den Rezeptor eine
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Konformationsanderung der regulatorischen 85 kD&ekémheit, wodurch infolge die
katalytische Untereinheit aktiviert wird. Es folgte Phosphorylierung deBIP, in
Position 3, wodurchPhosphatidylinositol(3,4,5)-Trisphosph@®1P;) entsteht (Abb.3).
PIP; ist ein Membranlipid mit Second-Messenger-Funkt{®ivanco und Sawyers,
2002).

Abbildung 3: PIK3CA-Signalweg

Ereg
50 @D
.

Zellproliferation

Die uber transmembranstédndige Rezeptortyrosinkind&T K) aktivierte regulatorische Untereinheit
(p85) derPhosphatidylinositol-3-Kinasaktiviert die katalytischd1Qz-Einheit (PIK3CA). Dariiber wird
die Phosphorylierung des membranstandigéthosphatidylinositol-Bisphosphats(PIR,) zum
Phosphatidylinositol-Trisphosph4PIP;) induziert. Uber die an die neue Phosphatgruppebif®iende
Pyruvatdehydrogenasen-KinaséADK) wird AKT aktiviert, welche zytoplasmatische Proteine, die d
Apoptose beglinstigen, hemmt und weitere Proteinwiak, die unter anderem die Zellproliferation

fordern.

An die neue Phosphatgruppe in Position 3 kénnenHEitektormolekile binden. Eines
davon ist dieProtein-Kinase-B auch AKT genannt. AKT ist eine Seronin/Threonin-
Kinase, die durchPIP; katalysiert von zwei weiteren Pyruvatdehydrogends@asen,
PDK1 und PDK2, an ihren Serin- und Threonin-Resten phosphotyherd. Das
aktivierte Enzym diffundiert daraufhin ins Zytophaa und in den Zellkern, um dort
selbst wieder eine Reihe weiterer Proteine, wiepdiapoptotischen Proteimel-2 und
p53, zu phosphorylieren (Huang et al., 2007). Die Aldiung desPI3K/AKT-
Signalweges hat auf die Zelle folglich eine ant@tptische Auswirkung und fordert
zugleich Uber unterschiedliche Signalwege Zellwashs und Uberleben. Das
regulatorische TumorsuppressorgefEN ist in der LagePIP; zu dephosphorylieren
und somit hemmend auf das Zellwachstum einzuwiramrnari et al., 1998). Ein
PTENVerlust fuhrt zu einer deregulierten Aktivitat deEBK/AKT-Signalweges und zu
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einem unkontrollierten Zellwachstum. UnregulierhkaAKT folglich die Tumorgenese
fordern (Pitt und Chen, 2008). Ein Zusammenhangawan einenPTEN-Verlust und
einer schlechteren Patientenprognose ist beim @likarzinom beschrieben (Qiao et al.,
2007).

1.4.2 Das onkogene Potential des PIK3CA

Tumorzellen erweisen sich vielfach als apoptosstesi und haben oft
unverhaltnismaiig hohe Zellproliferationsraten. Einund konnte die in Tumoren
haufig zu findende gesteigerte Aktivitat de8K/AKT-Signalwegs sein. Das onkogene
Potential der katalytischen UntereinheitlQ: derP13-Kinasewurde anhand von zwei
Studien deutlich (Aoki et al., 2000; Chang et 2897).Changet al. fanden im Genom
des Vogel-Sarkom-Virus 1§Avian Sarcoma Virus 16, ASV 16) das retrovirale
Onkogenv-p3k, dessen Genprodukt homolog zur katalytischen Unteedi derPI3-
Kinaseist. In Huhnern steht da&SV 16im Zusammenhang mit der Entstehung von
Hamangiosarkomen. Untersuchungen an Huhnerembrgbfdsten zeigten, dass das
identifizierte Onkogen die maligne Transformaticer dellen induziert und dass sich
erhohtePI3-KinaseAktivitaten in den transformierten Zellen nachvegidassen (Chang
et al., 1997). Untersuchungen vAoki at al. bestatigten, dass die onkogene Eigenschaft
desv-p3kvon der Lipid-Kinasen-Aktivitat abhangig zu sethsint (Aoki et al., 2000).
Der PI3K/AKT-Signalweg liegt in multiplen Krebsarten aktiviedr und wird dort mit
der malignen Transformation in Zusammenhang gebi@&dmtley, 2002; Vivanco und
Sawyers, 2002). Amplifikationen ddaK3CA-Gens werden in vielen verschiedenen
Tumortypen beschrieben (Nakayama et al., 2007)Plaitenepithel-Karzinomen der
Kopf- und Hals-Region wird das Vorkommen vBIK3CA-Amplifikationen bereits als
unabhangiger Prognosefaktor beschrieben, von defm Tamoraggressivitat und
Langzeittiberleben geschlossen werden kann (Singh, 002b).

1.4.3 PIK3CA und Ovarialkarzinome

PIK3CA-Amplifikationen gehoren zu den haufigsten genétsc Veranderungen in
humanen Ovarialkarzinomen (Shayesteh et al., 198@x Zusammenhang von
PIK3CA-Amplifikationen zu Tumorphanotyp und Prognose irstOvarialkarzinomen
zum grofR3en Teil noch unerforscht. Es wird jedochmeget, dass die Aktivierung des
PISK/AKT-Signalwegs durch Amplifikationen oder somatischenkmutationen auch
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an der Tumorentstehung im Ovar beteiligt ist (Caetipbt al., 2004; Nakayama et al.,
2007; Shayesteh et al., 1999; Willner et al., 200Benckhaus et al., 2007; Zhang et
al., 2007). Die prognostische Relevanz voRIK3CA-Amplifikationen in
Ovarialkarzinomen ist unklar (Campbell et al., 20(&eziiglich der Korrelation von
PIK3CA-Amplifikationen mit dem histologischen Tumortyperd FIGO-Stadium und
dem Malignitatsgrad finden sich in der Literaturing einheitlichen Angaben
(Abubaker et al., 2009; Kolasa et al., 2009; Mayale 2006; Nakayama et al., 2007;
Woenckhaus et al., 2007). Es scheint, RS3CA-Amplifikationen eher mit serésen
Tumoren assoziiert sind, wohingegdiK3CA-Mutationen in endometroiden und
klarzelligen Tumoren haufiger vorkommen (Campbelle 2004; Willner et al., 2007).
In Tumoren mitPIK3CA-Amplifikationen lieRen sich in einzelnen Studieasistenzen
gegenuber platin- und taxanhaltigen Chemotherapgehweisen (Kolasa et al., 2009).
Die Behandlung von ovariellen Zellkulturen nit3-Kinasetnhibitoren reduziertn
vitro die Zellproliferation und férdert die Apoptose éyksteh et al., 1999; Zhang et al.,
2009). Aufgrund dieser Beobachtungen liegt die \gumg nahe, dass die Aktivierung
der PI3-Kinasemdglicherweise einen bedeutsamen Einfluss aufTdasorwachstum
hat und in diesem Fall auch ein effektives moletadalherapieziel darstellen wirde
(Andrew, 1999).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Untersuchungsmaterial

Alle 121 Patientinnen des Hamburger PatientenktlleKur den Ovarialtumor-Tissue-
Micro-Array (TMA) wurden zwischen 1984 und 2001 mher gynakologischen

Abteilung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppefid®@KE) oder am Albertinen

Krankenhaus Hamburg behandelt. Die Operationspaégparvurden am Institut fur
Pathologie des UKE nach Formalinfixierung in Pamaffeingebettet. Die

Diagnosestellung erfolgte an Hamatoxylin und E@kiB) gefarbten Praparaten. Die fur
diese Untersuchung aus dem pathologischen Archis O&E herausgesuchten
mikroskopischen Schnitte wurden von einem Patholdge Lubke) auf Verwertbarkeit

gesichtet. Auf den HE-Schnitten wurden die fur #ierstellung des Tissue-Micro-
Arrays zu stanzenden Tumorareale markiert (A. Ljibk#abei wurde jeweils ein

reprasentativer Schnitt mit zugehoérigem Block puatight, bei wenig vorhandenem
Tumormaterial zuséatzlich ein zweiter entsprecherideaorgewebe enthaltener Block,
fur den Tumor-Array ausgewahlt. Alle Praparate veardon einer Pathologin (R. Issa)
histologisch der WHO-Klassifikation entsprechendhizefundet.

Zusétzlich stand ein weiterer Ovarialtumor-TMA fsst al., 2009) zur Verfugung. Er
umfasst 297 weitere Gewebeproben von Patientinmsndam Kantonsspital Basel,

Schweiz.

2.1.2 Patientenkollektiv

Das Baseler Patientenkollektiv ist in Tabelle 4ammengefasst. Eine Ubersicht tiber
das Hamburger Patientenkollektiv gibt Tabelle 5s @esamtkollektiv ist in Tabelle 6
dargestellt. 384 Ovarialtumore konnten histologis&tassifiziert werden. Im
Gesamtkollektiv befinden sich 200 ser6se, 68 endame, 44 muzindése und 27
klarzellige Karzinome sowie 45 andere seltenere dnemndarunter 10 Keimstrang-
Stroma-Tumore, 5 maligne Brenner-Tumore, 15 Millesehtumore sowie 15
undifferenzierte Tumore. Um ein Kollektiv ausscBlieh invasiver Ovarialtumore
vorliegen zu haben, wurden 4 Borderline-Tumore ar dtatistischen Ausarbeitung
nicht mit bertcksichtigt.
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Tabelle 4: Baseler Patientenkollektiv

Tabelle 5Hamburger Patientenkollektiv

Baseler Ovarialtumor-TMA n Hamburger Ovarialtumor-TMA n
seros 109 seros 91
endometroid 67 endometroid 1
muzinds 38 Histotyp muzinds 6
klarzellig 24 klarzellig 3
Histotyp undifferenziert 15 Borderline 4
Miller-Mischumore 15 Summe 10
maligne Brenner 5
Keimstrang-Stroma 10 I 6
Tumore ) Il 5
FIGO-Stadium
Summe 283 " 62
v 36
| 58 Summe 10
i Il 36
FIGO-Stadium
11 98 n auf TMA 121
v 1
Summe 193
o 1 81
Malignitatsgrad nac o1
Silverberg
91
Summe 263
n auf TMA 297
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Im Gesamtkollektiv wurden gemalR der FIGO-Klasstitka 64 der 302 ausgewerteten
Tumore als Stadium I, 41 Falle als Stadium II, Félle als Stadium IIl und 37 als
Stadium IV eingestuft. In 116 der 418 Tumoren keraif Grund fehlender klinischer

Daten keine Aussage zum FIGO-Stadium gemacht werden

Das mittlere Alter der Patientinnen betrug 57,9rdaf24 bis 84 Jahre). Klinische
Verlaufsdaten waren von 290 Patientinnen vorhandeBie  mittlere
Nachbeobachtungszeit betrug 34,5 Monate (1 bis\vXifate).

Tabelle 6: Gesamtkollektiv

Patientenkollektiv (Basel und Hamburg) n
seros 200
endometroid 68
muzinds 44
_ klarzellig 27
Histotyp
undifferenziert 15
Miller-Mischtumore 15
maligne Brenner 5
Keimstrang-Stroma-Tumore 10
Summe 384
I 64
Il 41
FIGO-Stadium
i 160
\ 37
Summe 302
1 81
Malignitatsgrad o1
nachSilverberg
3 91
Summe 263
n insgesamt auf TMA 418
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung des Tissue Micro Arrays (TMA)

Durch das TMA-Verfahren besteht die Mdoglichkeit k@s tausend Gewebeproben
verschiedener Tumore in einem einzelnen Paraffakbloebeneinander aufzureihen.
Aus den zuvor markierten Tumorarealen werden Gexydihder herausgestanzt und in
einen leeren Paraffinblock eingebracht. Das TMAa3gerat (Abb. 4) besteht aus
einem Bohrer und einer an der Spitze geschérftdrinddel (Abb. 4b). Mit dem Bohrer

werden zunachst 0,6 mm messende Lbcher in eineanlé&araffinblock gebohrt. Mit

der Hohlnadel werden entsprechend grosse Tumorgstigike aus den

Spenderbldcken gestanzt und in den Empfangerblogelkracht.

Abbildung 4: Tissue-Micro-Array-Stanzgerat

a)

a) Ubersicht Arbeitsbereich, b) Detailansicht, Hiael (links) und Bohrer (rechts)

Die TMA-Technik erlaubt die gleichzeitige Untersudg von hunderten von Geweben
auf einem einzigen Objekttrdger und damit eine btaidardisierte molekulare
Untersuchung samtlicher in eine Studie eingeschtwssPraparate (Simon und Sauter,
2003). Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass tletzKleinheit der verwendeten
Gewebeprobe (0,6 mm pro Tumor) an Tissue-Micro-ygrareprasentative
Forschungsresultate erzielt werden konnen (Nocigbd. £2001; Torhorst et al., 2001).
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2.2.2 Immunhistochemie (IHC)

Die immunhistochemischen Farbemethoden basierendaufReaktion spezifischer
Antikdrper mit einem bestimmtem im praparierten ®bw zu detektierenden Antigen.
Man ist damit in der Lage jegliche Strukturen, gegée Antikbrper generiert werden
konnen, im Gewebeirn( situ) nachzuweisen. In der héufig angewandterei-Schritt
indirekten Methode wird in einer ersten Reaktion ein speziell hergést
unkonjugierter (unmarkierter) Priméarantikorper @setzt, der an das Gewebsantigen
bindet. In einem zweiten Schritt wird mit einem Emezgekoppelten oder Farbstoff-
(Fluoreszenz-) markierten Sekundarantikbrper, dexgeg die Antigene des
Primarantikdrpers gerichtet ist, der Ort der Zrelstur im Gewebe sichtbar gemacht.
Diese Methode ist ausgesprochen sensitiv, da meh8gkundarantikrper mit
verschiedenen Epitopen des Primarantikérpers reagieind das Signal dadurch
verstarken (Leitch et al., 1994).

Fur die vorliegende Arbeit wurde der monoklonalerimel Antikoper ,antip53, Klon

DO1 der Firma Merck (Cat. # OP43L) verwendet. Hérldntersuchung wurden 4 pm
dicke Gewebeschnitte in Xylol entparaffiniert umdeinem Autoklaven bei pH 7,8 zur
Antigendemaskierung vorbehandelt. Der Primarangigbmwurde in einer Verdinnung
von 1:3600 (entsprechend einer Konzentration voR 0g/ul) eingesetzt. Das

vollstédndige Immunhistochemie-Protokoll ist nachsted beschrieben:

Vorbereitung:
* Der TMA wurde fir mind. 1 h in Xylol inkubiert, GEEx 5 min Xylol
« Absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.

Vorbehandlung:
* Autoklavieren bei pH 7,8 fir 5 min
e TBS-Puffer, 1 x 5 min

Peroxidase-Block:

e 1% H0O, in Methanol fir 10 min
¢ TBS-Puffer 2 x 5 min
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Antikorper-Inkubation:

»anti p53', Klon DO1, Merck, Verdinnung 1:3600 fir 2 h bé°%
TBS-Puffer, 2 x 5 min

EnVision Polymer-HRP Maus (Dako K4001) fur 30 mai BO°C
EnVision Polymer-HRP Rabbit (Dako K4003)

TBS-Puffer, 2 x 5 min

Chromogen:

DAB-Chromogen (Liquid DAB DAKO K3468) fur 10 min bRaumtemperatur
Aqua dest., 1x

Haemalaun, fir 1 min

blauen (Leitungswasser), 1 x 5 min

aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol

eindeckeln

Auswertung dep53IHC:

Alle

Immunfarbungen wurden von einer Pathologin (Rssa) ausgewertet.

Ausschlie3lich nukleare Farbungen wurden @8-spezifisch gewertet. Dabei wurde

die Intensitat der nukledren Farbung in einer 4r8eBkala (0, 1+, 2+, 3+)

quantifiziert. Zudem wurde der Anteil gefarbter Tanzellen je Gewebespot notiert.

Aus diesen beiden Parametern wurde gemafR den i&niten Tabelle 7 ein
abschlieendgsh3-IHC Resultat erstellt.

Tabelle 7: p53-Auswertung

IHC-Resultat Kriterien
Negativ Keine Farbung erkennbar (0)
Schwach 1+ Intensitat m70% der Tumorzellen oder

2+ Intensitat irk30% der Tumorzellen

Moderat 1+ Intensitat in >70% der Tumorzellen oder
2+ Intensitat in >30% abef70% der Tumorzellen oder

3+ Intensitat ink30% der Tumorzellen

Stark 2+ Intensitat in >70% der Tumorzellen oder

3+ Intensitat in >30% der Tumorzellen
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2.2.3 Fluoreszenzin situ Hybridisierung (FISH)

Mittels Fluoreszenzn situ Hybridisierung (FISH) ist man in der Lage ausgel&h
DNA-Sequenzen in Geweben, Zellen und intrazellmar8trukturen bis auf
Chromosomenebene nachzuweisen. Die Methode basieBiotin- oder Digoxigenin-
markierten Nukleinsaure-Sonden, die zur gesuchegquéhz komplementar sind und
mit den DNA- beziehungsweise RNA-Abschnitten desldgischen Materials nach
Denaturierung hybridisieren. Das neugebildete dispydamgige Molekull ist aufgrund
seiner Markierung direkt im Pré&paranh (situ) nachweisbar und mikroskopisch zu
lokalisieren. Im Falle der Fluoreszemz situ Hybridisierung erfolgt der Nachweis
mittels fluoreszenzmarkierter Antikdrper oder artharon Biotinmolekllen. Einen
schematischen Uberblick tber die wichtigsten Ab#thndieses analytischen

Verfahrens gibt Abbildung 5.

Abbildung 5: Fluoreszenzin situ Hybridisierung

Herstellung des biologischen Praparats | ‘ Sonden-Markierung

N/

‘ Denaturierung von Sonde und Praparat ‘

l

Hybridisierung

MNachwers mittels Fluoreszenz-
markiener Antkorper

l

Darstellung im Mikroskop

Uberblick iiber den schematischen Ablauf der Flumesin situ Hybridisierung

Fur die zweifarbige FISH-Analyse wurden 4 um didgi@A-Schnitte eingesetzt. Diese
wurden vor der Hybridisierung entparaffiniert undbteolytisch vorbehandelt. Dies
geschah gemal des Protokolls des ,Paraffin PretexdtReagent Kit* (Vysis, Downers
Grove, IL). Zur Hybridisierung wurde eine selbstrdestellte digoxigenierte BAC-
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Sonde (3g26.3; BAC RP11-245C23, RZPD, Deutschlamg)che dasPIK3CAGen

umfasst, eingesetzt. Als Referenz wurde eine korniglly Sonde fur das Zentromer
des Chromosom 3 (Spectrum orange, Vysis) verweridiet. Markierung der selbst
hergestellten DNA-Sonde mittels Nick-Translationrder mit dem ,Nick Translation
System*“ (Invitrogen) durchgefuhrt. Die Detektionr deybridisierten TMA-Schnitte
wurde mit dem ,Fluorescent Antibody Enhancer SdRoche) durchgefuhrt. Im

Folgenden werden einzelne Arbeitschritte detaittiebeschrieben:

1) Paraffinpretreatment und proteolytische Vorbehardlung

Die TMA-Schnitte wurden vor der Hybridisierung gdindes Protokolls des ,Paraffin
Pretreatment Reagent Kit" (Vysis) behandelt.

Verwendete Materialien:
e Destilliertes Wasser (diD)
« Ethanol (70% / 80% / 95% )
* VP 2000 Pretreatment Reagent (Vysis)
* VP 2000 Protease Buffer (0,01N HCL) (Vysis)
e Xylol

Laborprotokoll: Entparaffinierung und proteolytiscWorbehandlung
1. TMA-Schnitte 3 x 10 min ins Xylol stellen
TMA-Schnitte 2 x 5 min in Ethanol (95%) stellen
TMA-Schnitte 3 min auf Heizplatte (48°C) lufttroaim
TMA-Schnitte 15 min in 80°C warmer Pretreatmentliggu(Wasserbad)
inkubieren
TMA-Schnitte 2 min in dBHO waschen
TMA-Schnitte 150 min in 37°C warmer Proteaselds(\Wasserbad) inkubieren
TMA-Schnitte 2 min in dBHO waschen
TMA-Schnitte 3 min in Ethanol (70%) stellen
TMA-Schnitte 3 min in Ethanol (80%) stellen
10. TMA-Schnitte 3 min in Ethanol (95%) stellen
11. TMA-Schnitte 3 min auf Heizplatte (48°C) lufttrocm

LN

© © N o O
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2) Hybridisierung

Die Hybridisierung wurde mit einer selbst hergdsgrlgenspezifischen Sonde (3g26.3,
RZPD Nr.: RP11-245C23) und einer kommerziellen ®orads Referenz fir das
Zentromer des Chromosoms 3 (Spectrum orange, Vgsigesetzt. Die kommerzielle
Sonde wurde nicht in dem mitgelieferten Hybridisiegsmix verdiinnt. Beide Sonden
wurden gemeinsam in einem Gemisch mit humaner @o&DQOzum Abblocken
unspezifischer Bindungsstellen/repetetiver Sequenaad einem Hybridisierungsmix
(Master-Mix 1.0) auf die TMA-Schnitte gegeben, migésen fir 10 min bei 72°C co-
denaturiert und Uber Nacht bei 37°C hybridisiedbw8hl Denaturierung, als auch

Hybridisierung wurden im Hybrite (Vysis) durchgeftih

Verwendete Materialien:
e 20x SSC
 Cot-DNA
* Dextransulfat

* Formamid (deionisiert)

Laborprotokoll: Herstellen des Basis-Hybridisieramgx

1. 5 ml deionisiertes Formamid, 1,5 ml 20 x SSC ung Dextransulfat in ein
kleines Becherglas geben
bei 60°C auf dem Heizruhrer rihren, bis sich dastiaasulfat gelost hat
Suspension mit HCI auf pH 7 einstellen

mit dH,O auf 7 ml auffullen

o bk~ 0N

bei 4°C aufbewahren

Cot-DNA 2 ul
Sonden-DNA 4 ul
Ansatz 20 pl
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Laborprotokoll: Hybridisierung
1. Hybridisierungsmix auf den TMA geben
2. Eindeckeln mit einem 24 x 32 mm Deckgléschen
3. mit Rubbercement versiegeln
4. bei 75°C fur 10 min im Hybrite denaturieren und ml@er Nacht bei 37°C im

Hybrite inkubieren

3) Waschen

Im Anschluss an die Hybridisierung wurden die TM&hSitte stringent gewaschen, um

unspezifische Hybridisierungen zu entfernen.

Verwendete Materialien

e 2xSSC
hd deO
« NP40

Laborprotokoll:Waschen

1. TMA-Schnitte aus dem Hybrite nehmen und Rubbmeerd und Deckglaschen
entfernen
Schnitte in Waschpuffer (2 x SSC; 0,3% NP40)Rmimtemperatur stellen
Schnitte 2 min bei 72°C im Waschpuffer (2 x S83% NP40) waschen

Schnitte kurz in dp©O waschen

o bk~ 0N

Schnitte im Dunkeln lufttrocknen

4) Fluoreszenz-Detektion

Um moglichst deutliche Fluoreszenzsignale zu eehaltvurden die Digoxigeninreste
der selbst hergestellten Sonde Uber einen Komptex drei Antikbrpern detektiert,
wobei der Tertidrantikdrper fluoreszenzgekoppeltr.whlierzu wurde ,Enhancer
Detection Kit* von Roche eingesetzt. Nach der Detekwurden die Schnitte wieder
im Dunkeln luftgetrocknet und dann mit DAPI (Vediadd Mounting Medium for

Fluorescence with DAPI; H-1200 (Vector)) und ein@ x 32 mm Deckglaschen

eingedeckelt.
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5) Auswertung

Fur jeden Tumor wurde die Zahl v@entromer 3JZen3)- undPIK3CA-Signalen in den
dominierenden Zellpopulationen geschatzt. Als Afigtion wurde das Vorliegen von
mindestens doppelt so vielerPIK3CASignalen wie Zen3Signalen (Ratio
PIK3CA/Zen3> 2,0) definiert. Gewebeproben mit eifeiK3CA/Zen3Ratio zwischen
1,0 und 2,0 wurden als ,Zugewinn“ bezeichnet. Alfeleren Gewebeproben wurden als

normal definiert.

2.2.4 Statistik

Um den Zusammenhang zwischen histologischem Tumortiylalignitatsgrad,
Tumorstadium und Genamplifikationen darzustellemyden die ,,Contingency table
analysis* und der Chi-Quadrat-Test angewandt. DieeBhnung der Uberlebenskurven
erfolgte nach Kaplan-Meier. Der Log-rank-Test wurdeigewandt, um den
Zusammenhang zwischen Genamplifikationen und Raté@berleben zu untersuchen.
Mit Hilfe der Cox Regression (proportional hazareg)rden die Abhangigkeiten der
analysierten Variablen untereinander in Relatiom Ratientenlberleben gesetzt.
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3 Ergebnisse
3.1 Allgemeine Ergebnisse

Im dem vorliegenden Patientenkollektiv sind dienidchen Verlaufsdaten von 290
Patientinnen vorhanden. Anhand dieser Daten konntdie bekannten
histopathologischen Prognoseparameter des Ovaudatkans reproduziert werden. Ein
statistisch signifikanter Zusammenhang mit einerhleshiteren Patienteniberleben
zeigte sich fur das FIGO-Stadium (p<0,0001; Abb. @ad den Differenzierungsgrad
nach Silverberg (p=0,0493; Abb. 6b). Fir die Auswertung des Ddferierungsgrads
nach Silverberg waren nur von 148 Patientinnen sowohl Daten furn de
Differenzierungsgrad, als auch fiir das Patienteréiben vorhanden. Ebenfalls konnte
ein statistisch  signifikanter Zusammenhang zum olagischen Tumortyp
nachgewiesen werden. Es zeigte sich ein besseresleben fiir Patientinnen mit
endometroidem oder ser6sem Tumortyp sowie fir R@atigen mit klarzelligem
Tumortyp, als fur Patientinnen mit Tumoren vom mégsem Tumortyp (p=0,0149;
Abb. 6¢). Sowohl die Fallzahl der muzindsen (n=2il3,auch der klarzelligen Tumore

(n=14) war gering.

Abbildung 6: Patiententberleben in Abhangigkeit der bekannten Rwsgnosemarker beim

Ovarialkarzinom
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0.5
c 07+ | {(n=35)
[
ﬁ 0.6
g 05 I
S 04 =123
= o n=123) Il (n=30)
0.24 IV {n=386)
1=
a -7 p<0,0001
0 20 40 60 20 00 120
Monate
1. 1o
0.6 Differenzierungsgrad nach Silverberg 0.1 =g Histologischer Subtyp
0.2 0,5 'y
g 0A S 07 . Karzellig (n=14)
S OF M. 8 06
= = n= = P 1 .
g0 { 1(n=44) & 05 \ endometroid (n=46)
3 0.4 2 04 X
0.3 - _I
0. 3(n=54 232: . serds (n=152)
. . I Mt M
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a) Uberleben in Abhangigkeit vom FIGO-Stadium, b)bedeben in Abhangigkeit vom
Differenzierungsgrad nac®ilverberg,c) Uberleben in Abhangigkeit vom histologischem§p
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3.2 Nukleare p53-Anreicherung

3.2.1 Immunhistochemie (IHC)

Die immunhistochemische Bestimmung der nukleg&Anreicherung war in 357 der 418
Tumore des Gesamitkollektivs erfolgreich. Von inagas61 Tumoren konnte kein IHC-
Ergebnis gewonnen werden, weil entweder keine efigde Tumorzellen im Gewebespot
vorhanden waren, oder weil der Gewebespot wahreadEgperimentes vom Objekttréager
abgeschwommen war. In 330 Fallen lagen sowohl inmmstothemische Daten fUr die
nukleargp53-Anreicherung, als auch Angaben zum histologis&hestyp vor.

1. Unter den 357 erfolgreich analysierten Tumoreigten im Gesamtkollektiv 158
(44,3%) einep53-Positivitat; darunter 31 Tumore (8,7%) mit schwagchi? (3,4 %) mit
mittelgradiger und 115 (32,2%) mit starker nukle@&S-Anreicherung (Tab. 8). Unter den
330 analysierbaren Fallen mit vorliegenden Angabkan Histologie (171 serds, 32
muzinds, 59 endometroid, 26 klarzellig und 42 aadeltenere Tumore, davon 14 Miiller-
Mischtumore, 9 Keimstrang-Stromatumore, 5 malignegenBertumore und 14
undifferenzierte Tumore) fand sich ejp@&3-Positivitat in 44,2% (146/330) der analysierten
Tumore (Tab. 8). In der Gruppe der serdésen Ovaratkome zeigten 92 (53,8%) von 171
auswertbaren Tumoren eip&3-Positivitat, darunter 12 (7,0%) mit schwacher36G%)
mit mittelgradiger und 74 (43,3%) mit starker naker p53-Anreicherung (Tab. 8). Die
Ergebnisse innerhalb der anderen histologischegrB8ppen finden sich in Tabelle 8.

Eine mdgliche Assoziation zwischen d@®3-Status und dem FIGO-Stadium bzw. dem
Malignitatsgrad nachSilverberg wurde am Gesamtkollektiv und in der Gruppe mit

ausschlief3lich serésen Tumoren Uberpriift.

2. Die p53-Positivitat war signifikant mit einem hohen Maligitsgrad (nacltSilverberg
assoziiert (p<0,0001; Tab. 8). Dies bestéatigte sadkch in der Gruppe der serdsen
Ovarialkarzinome (p=0,0009; Tab. 8).

3. Einep53Positivitat konnte auch haufiger in fortgeschnigieen Stadien (FIGO Il und

IV) statistisch signifikant nachgewiesen werdenQ(€01; Tab. 8). In der Gruppe der
serdsen Karzinome kam dieses Ergebnis nicht zurdrAcis (p=0,7392; Tab. 8).
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4. Unter den serésen Tumoren zeigte sich haufiger muklearep53-Anreicherung, als

unter allen anderen histologischen Subtypen. Inggh zu den muzindsen (p=0,0053;

Tab. 8) sowie den klarzelligen Karzinomen (p=0,Q00&b. 8) war dieser Unterschied

statistisch signifikant. Tendenziell zeigten serdaenore haufiger einp53-Positivitat als

endometroide Karzinome (p=0,0928; Tab. 8). Alledbrgsse dep53Immunhistochemie

sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: p53-Immunhistochemie und Tumorphanotyp

p53-Analyse (IHC)
. mittel-
n negativ schwach . stark
n ) gradig p-Wert
analysierbar (%) (%) (%)
(%)
Gesamtkollektiv 418 357 55,7 8,7 3,4 32,2
Falle mit bekannter Histologie 384 330 55,8 8,8 30 324
serds 200 171 46,2 7,0 3,5 43,3
muzinds 44 32 71,9 12,5 3,1 12,5 0,0053*
endometroid 68 59 64,4 6,8 1,7 27,1 0,0928p*
klarzellig 27 26 84,6 7,7 0,0 7,7 0,0005**¢
Histotyp Muller-Mischtumore 15 14 50,0 14,3 0,0 35,7
maligne Brenner 5 5 20,0 40,0 20,0 20,0
Keimstrang-
10 9 77,8 0,0 11,1 11,1
Stroma-Tumore
undifferenziert 15 14 50,0 21,4 0,0 28,6
| 64 56 80,4 7,1 0,0 12,5
I 41 34 47,1 20,6 2,9 294
FIGO-Stadium < 0,0001
I 160 137 46,7 10,9 5,8 36,5
\Y, 37 33 33,3 6,1 3,0 57,6
| 14 13 53,9 0,0 0,0 46,2
FIGO-
_ I 18 14 35,7 14,3 7,1 42,9
Stadium, 0,7392
. I 102 84 48,8 7,1 4.8 39,3
sergse Tumore
\Y) 26 25 36,0 8,0 4,0 52,0
Malignitats- 1 81 65 87,7 31 3,1 6,2
grad nach 91 79 60,8 11,4 2,5 25,3| <0,0001
Silverberg 3 91 82 43,9 8,5 2,4 45,1
_ 1 18 14 92,9 0,0 7,1 0,0
Silverberg,
38 32 53,1 12,5 3,1 31,3| 0,0009
sergse Tumore
3 52 45 40,0 4,4 2,2 53,3

* serds versus muzinds, serds versus endometroid, ***ser6s versus klagelli
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3.2.2 Prognoserelevanz der p53-Positivitat

Fur diese Analyse wurden digh3-IHC-Ergebnisse in zwei Gruppemp53 negativ
versusp53 positiv) eingeteilt. Zu dep53-positiven Tumoren zahlten alle Karzinome
mit mindestens schwach@53-Positivitat. Es lagen insgesamt fur 248 Tumore des
Gesamtkollektivs sowold53-IHC-Daten als auch Angaben zur Uberlebenszeit vor.

Der p53-Status zeigte einen signifikanten ZusammenhandeniPatientenprognose. Ep&3-
Positivitat war mit einem kirzeren Langzeitibenehssoziiert (p < 0,0001; Abb. 7a). Zudem
wurde dep53-Status in der Gruppe der FIGO lll-Tumore genaunggrsucht, da diese Gruppe
im vorliegenden Kollektiv die zahlenmal3ig groRtestidit. Der Einfluss dgn53Positivitat auf
das Uberleben war auch in dieser Gruppe nachwéss@0034; Abb. 7b).

Innerhalb der Gruppe der serdsen Tumore konnteedi@aisammenhang nicht

nachgewiesen werden (p=0,5968, Abb. 8)

Abbildung 7: Uberlebenszeit in Abhéangigkeit vom p53-Statugp53 positiv versusp53 negativ)
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Abbildung 8: Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom p53Status seréser Tumore
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3.3  PIK3CA-Amplifikation

3.3.1 Fluoreszenzin situ Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenzin situ Hybridisierung war in 288 der 418 Tumore des
Gesamtkollektivs erfolgreich. In 130 Tumoren konké@n Ergebnis gewonnen werden,
da entweder keine eindeutigen Tumorzellen im Gesmdte vorhanden waren, die
Intensitat des Hybrisierungssignals zu gering file éAuswertung war, oder weil der
Gewebespot wahrend des Experimentes abgeschwomrmaenlrw264 Fallen lagen
sowohl Daten zur Tumorhistologie, als auch FISHebrusse delPIK3CA-Analyse

Vvor.

1. Von den 288 analysierbaren Tumoren zeigten ima@ékollektiv 22 (7,6%) eine
PIK3CA-Amplifikation und weitere 22 (7,6%) einenPIK3CA"Zugewinn"
(Genomvermehrung, welche die Kriterien einer Anidifion nicht erflllt). Die
Amplifikation war in der Regel geringgradig mit wger als 10 Gensignalen pro
Tumorzelle. In zwei Féllen lag eine hochgradige Afiation mit mehr als 10
Gensignalen pro Tumorzelle vor. Unter den 264 Twmomit bekannter Histologie
zeigten 19 (7,2%) Tumore eirfK3CA-Amplifikation. In 22 Fallen (8,3%) lag ein
"Zugewinn" derPIK3CA-Region vor (Tab. 9). In der Gruppe der 148 serda@more
lagen in 10 Fallen (6,8%®IK3CA-Amplifikationen vor, in 17 Fallen (11,5%) fanden

sich "Zugewinne" (Tab. 9).

Eine mogliche Assoziation zwischen dem Auftreten POK3CA-Amplifikationen und
dem FIGO-Stadium bzw. dem Malignitatsgrad na&ilverberg wurde am

Gesamtkollektiv und in der Gruppe mit ausschlidf3erosen Tumoren tberprift.

2. Eine Korrelation der Amplifikations-/"ZugewinmRaten mit fortschreitendem FIGO-
Stadium war weder im Gesamtkollektiv (p=0,2596, .T&Q noch in der Gruppe der
serdsen Tumore ersichtlich (p= 0,2500; Tab. 9).

3. In beiden Kollektiven zeigte sich kein statishissignifikanter Zusammenhang
zwischen dem Malignitatsgrad na@ilverberg und dem Auftreten vorPIK3CA-
Amplifikationen (Gesamtkollektiv: p=0,6369, Kollektserdéser Tumore: p=0,5931;
Tab. 9).
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4. PIK3CA-Amplifikationen wurden tendenziell haufiger in @mdetroiden (12%) als in
serosen (6,8%) Tumoren gefunden. Allerdings war @&samtzahl allePIK3CA
Veranderungen (Amplifikationen und "Zugewinne") beiden Tumortypen nahezu
identisch (endometroid: 18%; serds: 18,3%; p=0,238b 9).PIK3CAVeranderungen
fanden sich tendenziell haufiger in serbsen (6,88pkikationen), als in muzinésen
Tumoren (0,0% Amplifikationen, p=0,0509; Tab. 9)eDnuzindsen Tumore zeigten
ausschlieliclPIK3CA-"Zugewinne" (3,3%), wohingegen in keinem der 30zm@sen
Tumore eine Amplifikation zu finden war (Tab. 9)lléAErgebnisse der FISH-Analyse

sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Ergebnisse der PIK3CA Fluoreszenin situ Hybridisierung

PIK3CA-Analyse (FISH)
. Amp Zugewinne
n n analysierbar %) %) p
Insgesamt 418 288 76 7,6
Falle mit bekannter Histologie 384 264 7.2 8,3
serds 200 148 6,8 11,5
endometroid 68 50 12,0 6,0 0,2581
muzinds 44 30 0,0 33 0,0509*
) klarzellig 27 15 13,3 0,0
Histotyp
Muiller-Mischtumore 15 4 0,0 0,0
Maligne Brenner 5 4 0,0 0,0
Keimstrang-Stroma-Tumore 10 5 20,0 20,0
undifferenziert 15 8 0,0 0,0
| 58 40 12,5 2,5
. Il 39 30 3,3 6,7
FIGO-Stadium p=0,2596
i 148 110 8,2 6,4
v 31 35 57 17,1
| 58 9 0,0 111
FIGO-Stadium
Il 39 13 0,0 7,7
serdse p=0,2500
n 148 75 6,7 8,0
Tumore
v 31 24 8,3 25
1 80 53 7,6 57
Malignitatsgrad nach
. 2 89 49 10,2 4,1 p=0,6369
Silverberg
3 88 59 34 34
. 1 80 11 9,1 9,1
Silverberg
. 89 17 0,0 5,9 p=0,5931
serése Tumore
3 88 36 2,8 2,8

n = Anzahl der Ovarialtumoren, Amp = AmplifikatioRlK3CA Amplifikation: *serds versus endometroid, **serErsus muzinds
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3.3.2 Prognoserelevanz der PIK3CA-Amplifikation

Es lagen insgesamt fir 222 Tumore des Gesamtkiokbekowohl Daten dePIK3CA
FISH-Analyse als auch Angaben zur Uberlebenszeit Bei der Betrachtung der
Uberlebenszeiten konnte fiir das Auftreten vEHK3CA-Amplifikationen im
Gesamtkollektiv kein eindeutiger Einfluss auf diatiPntenprognose beobachtet
werden. Tendenziell zeigte sich eine eher langdrerlgbenszeit bei Patientinnen deren
Tumor einePIK3CA-Amplifikation aufwies (Abb. 9a). Dieses Ergebnismjedoch
nicht statistisch signifikant (p=0,2116) und mugs Vforsicht betrachtet werden, da die
Zahl PIK3CA-positiver Tumoren (n=20) niedrig ist. Innerhalbr deerésen Tumore
erwies sich diese Beobachtung jedoch als statissggnifikant (p=0,0362)PIK3CA-
amplifizierte, serose Tumore korrelieren mit eifd@rgeren Uberlebenszeit, als serdse
Tumore ohné&IK3CA-Amplifikation (Abb. 9b).

Abbildung 9: Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom PIK3CA-Status
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a) Gesamtkollektiv, b) nur serése Tumore
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3.4  Assoziation zwischen dem p53-Status und der PIK3CAmplifikation

Fur die Beurteilung einer Assoziation zwischen dp&8-Status und dePIK3CA
Amplifikation lagen im Gesamtkollektiv fur 251 voml1l8 Tumoren beide

Untersuchungsergebnisse vor und konnten fur diesdyae verwendet werden.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwiscldem p53-Status und dem
Vorliegen einerPIK3CA-Amplifikation war aus den Daten nicht ersichtlicho fand
sich die Amplifikation praktisch gleich haufig ip53-negativen (11/132, 8,3%) und
p53positiven Tumoren (10/119, 8,4%; p=0,8118). Auohder Gruppe der serdsen
Tumore war kein Trend zu erkenngb8-negative TumorePIK3CA-Amplifikation in
8,9% der Falle,p53positive Tumore: PIK3CA-Amplifikation in 8,5% der Falle,
p=0,4635). Der prozentuale Anteil &1K3CA-Amplifikationen in den Tumoren des
Gesamtkollektivs aufgegliedert naph3-Status ist in Abbildung 10 dargestellt.

Abbildung 10: Prozentualer Anteil an PIK3CA-Amplifi kationen in den Tumoren aufgegliedert
nach p53-Status (p=0,8118)
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3.4.1 Uberlebenszeiten in Abhangigkeit des p53- und dedkBCA-Status

Die PIK3CA-amplifizierten Tumore zeigen unabhangig vp&8-Status (Gruppe "beide
positiv* und "nur PIK3CA positiv®, Abb. 11) im Vergleich zu den niclIK3CA
amplifizierten p53-positiven Tumoren (Gruppe "nur p53 positiv") eisgnifikant

bessere Prognose. So haben Patientinnen pbi8-positiven Tumoren einen
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signifikanten  Uberlebensvorteil, wenn zusatzlich neei PIK3CA-Amplifikation
nachzuweisen ist (p=0,0076, Abb. 11). Ebenfallge®iPatientinnen mit Tumoren, die
fur p53 negativ sind, jedoch einPIK3CAAmplifikation aufweisen ("nurPIK3CA
positiv’, Abb. 11) eine bessere Prognose, als wiggn Patientinnen deren Tumor
alleinig fur p53 positiv ("nurp53 positiv", Abb. 11) ist (p=0,0064). Demnach scheint
das Auftreten vorPIK3CA-Amplifikationen in einigen Fallen einen Uberlebeogeil

fur Patientinnen mit Ovarialkarzinomen zu bedeuten.

Abbildung 11: Uberlebenszeiten in Abhangigkeit vonp53- und PIK3CA- Status
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In der Gruppe die keine der beiden genomischen nder@angen aufweist (Gruppe
"beide negativ", Abb. 11) sind in dieser Untersuanim Vergleich zu der Gruppe mit
Amplifikationen im Bereich dePIK3CA-Genregion ("nuiPIK3CA positiv", Abb. 11),
keine statistisch signifikanten Uberlebensvorteileerkennen (p=0,6504). Auch in der
Gruppe mit sowohp53- als auchPIK3CA-Veranderungen ("beide positiv", Abb. 11)
war kein signifikanter Unterschied bezuglich detiétdenprognose im Vergleich zu der
Gruppe mit keinen der beiden genomischen Veréanderuii'beide negativ", Abb. 11)
ersichtlich (p=0,5155). Auch im Vergleich der Ulsdrénskurven der Gruppe mit
beiden genomischen Veranderungen ("beide posaibb,. 11) zu der Gruppe in der nur
die PIK3CARegion amplifiziert vorlag ("nur PIK3CA positivAbb. 11), zeigte sich
kein eindeutiger Unterschied beziiglich der Ubemsheiten (p=0,7700).

3.4.2 Multivariate Analyse

Um den wichtigsten Einfluss auf das Patienteniiberiezu bestimmen, wurde eine
multivariate Analyse durchgefuhrt. Es zeigte sidassp53 und das Tumorstadium
unabhangige Prognosemarker waren (Tab. 10a), wdhreter PIK3CA
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Amplifikationsstatus keinen vom Tumorstadium unaithgen Prognosefaktor
darstellte (Tab. 10b).

Tabelle 10: Ergebnisse der multivariaten Analyse dePrognoseparameter a) Multivariate Analyse
p53b) Multivariate Analysd?IK3CA

Parameter p-Wert*
FIGO-Stadium -1V 0,0001
Grad naclsilverberg| 1-3 0,8701
a) p53 negativ, positiv| 0,0378
Parameter p-Wert*
FIGO-Stadium I-1V <0,0001
Grad naclSilverberg | 1-3 0,8637
b) PIK3CA-Amplifikation | amplifiziert, normal| 0,5958

* COX proportional hazards test
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4 Diskussion

p53

Das Tumorsuppressorg@d3 wird auch als ,Wachter des Genoms* bezeichnetegla
den Zellzyklus kontrolliert und unter bestimmtendBgungen, wie etwa irreparablen
DNA-Schaden, den programmierten Zelltod (Apoptasa)eitet. Mutationen dep53
Genes filhren haufig zu einem funktionell inakti@en und somit zum Uberleben der
geschadigten Zellen. Als Folge kénnen in diesenledelweitere genetische
Veranderungen akkumulieren, sodass es im ungiinsigé zur malignen Entartung
kommt. Alterationen desp53Tumorsuppressorgens gehoren zu den haufigsten
genetischen Veranderungen in soliden Tumoren. Anatpithelialen Ovarialtumoren
stellenp53-Mutationen die zahlenmallig bedeutendste und aamsiisten untersuchte
bekannte genetische Veranderung dar (Frank et984; Kohler et al., 1993; McManus
et al., 1994; Milner et al., 1993; Okamoto et 4/991). Viele inaktivierendg53
Mutationen fihren zu einer verlangerten Halbwettdesp53-Proteins und werden erst

dadurch mit der Immunhistochemie nachweisbar.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine mit Immunbgtemie nachweisbareukleare
p53Anreicherung in etwa 44% (158/357) der malignenaaltumore des TMAS

gefunden.

Dieser Wert korreliert gut mit publizierten Ergefsen aus anderen Studien (Kmet et
al., 2003) Kmetet al. haben 2003 in einer Ubersichtsarbeit 98li8i die sich mip53

in Ovarialtumoren befassten, zusammengefasst. &ehbiebenen Studien wurden alle
bis Ende des Jahres 2000 innerhalb der MEDLINEbM&d- und Ingenta-Datenbank
veroffentlicht. Unter den 98 Studien, die sich pit3 beschaftigten, bezogen sich 93
auf das invasive Ovarialkarzinom. Insgesamt wurg@89 Tumore untersucht, in 3521
Tumoren (51%) wurde eine gesteigerte nuklgg@Anreicherung gefunden. DEh3
Positivitdten lagen in den verschiedenen Studierschven 30 und 56% (Kmet et al.,
2003).

In dieser Studie wurde zur Detektion der nukle&p&3-Anreicherung der fur den
Gebrauch in formalinfixiertem Archivgewebe optinteer Antikorper DAK DO-1

verwendet. Die publizierten Daten spiegeln die dadtzlichen Probleme der
immunhistochemischen Analyse wieder. So wird deltlidass die Pravalenz der
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nuklearen p53-Anreicherung unter anderem von der Verwendung irheser
Antikorper abhangig ist. Mehr als 50% der Karzinguaie mitDO-1, DO-7 PAb-1801
Ab-6 undBP53-12detektiert wurden, wargpb3-positiv. Hingegen zeigten nur 30% der
mit den AntikorpernCM-1 und PAb-240getesteten Tumonegs3-Positivitaten (Kmet et
al., 2003). In Tabelle 11 sind beispielhaft einggél3ere Studien aufgeflhrt (Anreder et
al., 1999; Anttila et al., 1999; Chan et al., 200@ng et al., 1997; Eccles et al., 1992;
Inoue et al., 1994; Kiyokawa, 1994; Levesque et1#95; Lianidou et al., 1999; Marks
et al.,, 1991; Newcomb et al., 1999; Nijman et H99; Saegusa et al., 2000; Sheridan
et al., 1994; van Haaften-Day et al., 1996; Zheara.1995; Zwahlen et al., 2000).

Die Immunhistochemie ist der Goldstandart fim situ Proteinanalysen in
Tumorgeweben (Simon et al.,, 2010). Die Kombinatiemns IHC und der TMA-
Technologie erlaubt die gleichzeitige Untersuchuog hunderten von Geweben auf
einem einzigen Objekttrager und damit eine hoclostatisierte molekulare
Untersuchung samtlicher in eine Studie eingeschtwssPraparate (Simon und Sauter,
2003; Simon et al., 2010). Zahlreiche Studien hajezeigt, dass trotz der Kleinheit der
verwendeten Gewebeprobe (0,6 mm pro Tumor) an &ib&aro-Arrays reprasentative
Forschungsresultate erzielt werden kdonnen (SaR@dQ). Die Entwicklung optimaler
Laborprotokolle ist fur TMA-Untersuchungen von geo/Bedeutung, da schon kleinere
Protokollschwankungen Auswirkungen auf das immuoblgemische Resultat haben
kénnen (Simon et al., 2010).
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Tabelle 11: p53 in Abhangigkeit des verwendeten Aikodrpers; ausgewahlte Studien zur nukledren
p53-Anreicherung in malignen Ovarialtumoren mit Angabrair Assoziation einep53-Positivitat mit
Tumorphanotyp und Prognose

Studie n Methode/AK bzw. Mut % positiv (n pos/n) Assoziation
nicht muzindser Tumortyp
23 (29/125) low hoher Malignitatsgrad
Donget al. 125 IHC /D07 (lMl)%k(J)) Novocastra, 47 (59/125) high fortgeschrittenes Stadium
1997 : (high: >25% positive | schlechte Prognose in gut-
Zellen) differentierten Tumoren
kiirzeres Langzeitiberleben
Saegusat al. IHC / DO-7 (Novocastra Lab. Ltd, ..
2000 124 1" Newcastle, UK, x500 dilution). 46 (57/124) seroser Tumortyp
Zwahlenet al IHC / DO-7 (MAb; M7001, Dako-
: 12 p53, DO-7; Dako, Glostrup, 58 (7/12) p73x-Protein Expression
2000 !
Denmark, 1:50).
_ 20 50 (10/20) p53Missense-Mutationen
Sheridaret al.
IHC / DO-7 (NovoCastra) .
1994 Tendenz zu fortgeschrittenem
93 47 (44/93) )
Stadium
Anrederet al. IHC / MoAb-1801 (Dakopatts, Malignitat
1999 48 Santa Barbara, Caljf1:50) 62,5 (30/48) kirzeres Langzeitiberleben
Eccleset al. IHC / PAb-1801 LOH 17p in fortgeschrittenem
1992 23 und PAb-240 52 (12/23) Stadium serdser Tumoren
Markset al. p53Mutationen
1991 107 IHC /PAD-1801 50 (54/107) Aneuploidie in Stadium /v
Inoueet al hoher Malignitatsgrad
1994 60 IHC /PAb-1801 38 (23/60) p53 Missense-Mutationen
van Haaften-Daet IHC / DO-1 (Santa Cruz Malianitit
al. 16 Biotechnology, Santa Cruz, CA, 31 (5/16) ser'c'ger Tumort
1996 1:100) yp
p53-Positivitat korreliert mit
IHC / DO-1 undCM-1 27 (15/55) Missense-Punktmutationen
Lianidouet al. 55 Mutationen in Exons 5-8
1999 p53Mutation haufiger in Grad 3
PCR / Exons 5-9 29 (16/55) Tumoren und im serésen Typ
beide: Stadium IIl/IV
Nijmanet al. 20 IHC / DO-1 (IgG2a, 1:3) 40 (8/20) Malignitat
1999 undBP53-12(1gG2a, 1:100) Anstieg Post-Chemotherapie
Newcomiet al. 53 IHC / BP53-12(BioGenex, San 60 (32/53) p53ist keinunabhangiger
1999 Ramon, CA, 1:100) prognostischer Marker
Malignitéat
Kiyokawaet al. 50 IHC / BP53-12(Japan 60 (30/50) fortgeschrittenes Stadium
1994 Tanner/Bioprob, Kobe, Japan) DNA-Aneuploidie
hoherKi-67 Index
46 IHC / Ab-6 (Calbiochem, MA; 54 (25/46) Malignitatsgrad: Grad 1 < Grad
Chanet al. 1:25) 2<Grad 3
2000
31 PCR-SSCP/ Exons 5-11 55 (17/31) Malignitéat
IHC / CM-1 (Novocastra
Anttila et al. Laboratories
1099 316 Ltd, Newcastle upon Tyne, UK, 26 (83/316) schlechte Prognose
1:1200)
1 PA240 nutates 253 Koreres Corasetasan
1995 90 | plusCM-1 (mut5ag)tes und Wildtyp 43 (39/90) héheres Rezidivrisiko und Tod
P bei Grad 1 und Grad 2 Tumore|
Zhenget al. Malignitat
1995 46 PCR-SSCP / Exons 5-8 52 (24/46) LOH Chr. 17p

n = Anzahl der Ovarialkarzinome, AK = Antikorperub= Mutation, pos = positiv, IHC = ImmunhistochemPCR = Polymerase

Chain Reaction, LOH = Loss of Heterozygosity, Gh€hromosom, SSCP = Single Strand ConformationrRatphism
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Der in dieser Arbeit gefundene statistisch sigaifite Zusammenhang einer erhdéhten
nukledrenp53-Anreicherung mit einem fortgeschrittenen FIGO-&tad (p<0,0001)
und mit entdifferenzierten Tumoren (p<0,0001) widn zahlreichen publizierten
Daten unterstitzt (Kmet et al., 2003).

In der Ubersichtsarbeit vokmetet al. fanden sich bei der gemeinsamen Betrachtung
aller Studien im Stadium I/l zu 39% und im StadiuiilV zu 55% p53-positive
Tumore (Kmet et al., 2003). Hier spielte der eimgee Antikorper eine beachtliche
Rolle. DO-7 und PAb-1801standen mit hoheren Detektionsraten im Zusammaehan
als beispielsweise deCM-1 Antikdrper. Unabhangig vom verwendeten Antikdrper
korrelierte jedoch einp53-Positivitat stets mit einem fortgeschrittenen &tad Auch

bei der Bestimmung dggb3-Proteins in Abhangigkeit vom Malignitatsgrad desnbus
variierten die Ergebnisse je nach Antikérperzusatsgesamt waren die Grad 3 Tumore
jedoch haufigep53-positiv als die Tumore vom Grad 1 (Kmet et al.Q02D

Eine hohe Vergleichbarkeit der Ergebnisse bezugliehGO-Stadium und

Malignitatsgrad ist nur dann zu erreichen, wenndwei histologischen und klinischen
Einteilung der Tumore einheitliche Klassifizierungemata angewandt werden. In
dieser Studie wurde die allgemein anerkannte Himgider Ovarialkarzinome nach
dem Malignitatsgrad nacl®ilverberg vorgenommen (Silverberg, 1989, 2000). In
einigen anderen Studien waren die Kriterien zurskileierung der Tumore nach dem

Malignitatsgrad nicht ersichtlich.

Bei der Betrachtung des histologischen Phanotypel faich eine nukleérg@53

Anreicherung im vorliegenden Patientenkollektiv figer in serdsen, als in allen
anderen histologischen Subtypen. Im Vergleich zn Herzelligen (p=0,0005) und
muzinésen (p=0,0053) Tumoren erwies sich diesereftdohied als statistisch

signifikant.

Auch dies passt zur existierenden Literatur. 57 Hereits publizierten Studien
untersuchten die Assoziation zwischen der nukle&@®&8Anreicherung und dem
Histotyp. Ser6se Tumore zeigten insgesamt zu P@E&Positivitaten, wahrend die
Positivitat unter muzinésen, klarzelligen und endtwiden Tumoren geringer war. Die
Verwendung verschiedener Antikdrper bewirkte hieinkn nennenswerten Unterschied
(Kmet et al., 2003).
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In dem in dieser Studie untersuchten Patienteriitoli@ing ein positiver Befund der
p53Immunhistochemie mit einer signifikant schlechterBatientenprognose einher
(p<0,0001).

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit mehreren itydlie ebenfalls eine Assoziation
zwischen derp53Positivitat und einem kirzeren Patiententberlelbe@schreiben
(Anreder et al., 1999; Anttila et al., 1999; Dongak, 1997; Levesque et al., 1995).
Allerdings zeigen andere Studien, meist mit genmageFallzahl, keine solche
Assoziation (Darai et al., 1998; Reles et al., 1996én et al., 1999). Die Fallzahlen der
in der Literatur zu findenden Studien variierensahien 12 und 496 - mehr als 50% der
Studien beinhalten jedoch weniger als 50 Tumore, 203 kénnen ein Kollektiv mit

mehr als 100 Patientinnen aufweisen (Kmet et 8032

Die Ergebnisse aus den verschiedenen Studien malcheich, wie grol3 der Einfluss
unterschiedlicher Studiendesigns, Fallzahlen undtetdochungsmethoden, wie
beispielsweise der Antikorperzusatz, auf das3IHC-Resultat sein kann. Einen
weiteren variablen Faktor stellten die in den dmze Studien unterschiedlich
definierten Positivitatskriterien dar. Fehlbewegan einer ,normalen” p53
Anreicherung als ,abnormale” Anreicherung, odereasterum, filhren somit zu einer
Uberschatzung beziehungsweise Unterschatzung dentéchen Pravalenz vop53
Alterationen. Studien, die als Kriterium fir eingb3-Positivitat* mindestens 10% der
Tumorzellen mit detektierbarggb3dmmunreaktivitdt angenommen haben, zeigten in
der Literatur eing53-Positivitat von etwa 48% (Kmet et al., 2003). Ilmdénsatz dazu
ergaben sich deutlich héhere Positivitaten (bis pb#Gtudien, die eine Gewebeprobe
als ,p53-positiv* definierten, wenn tGberhaupt nur irgendeted positiven Zellern>(1%)
gefunden wurden (Kmet et al., 2003). Unterschidglidnreicherungsmuster (schwache
Farbung versus starke Farbung) kénnen auch derrdalsderschiedener biologischer
Prozesse sein (Hall und Lane, 1994) und sind nictidedingt als pathologisch zu
bewerten. So ist eine starke Anfarbung zwar haafig Mutationen assoziiert, eine
weniger ausgepragte Farbung einiger Tumorzellensqedoch nicht unbedingt durch
molekulare Veranderungen dep53-Genregion bedingt sein, sondern zeigt
maoglicherweise die Akkumulation von funktionstiigetm p53 als Reaktion auf

genetische Veranderungen (Kmet et al., 2003).
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Ein standardisiertes Vorgehen bei der Bewertungp®@sStatus, gegebenenfalls unter
Bericksichtigung der physiologisch bedingteb3-Anreicherung, ist fur die direkte
Vergleichbarkeit der Studienergebnisse unabdingbardieser Arbeit wurden alle
Immunfarbungen von einem erfahrenen Pathologen eswestet. Ausschlielich
nukleare Farbungen wurden @iS3-spezifisch gewertet. Dabei wurde die Intensitat de
nuklearen Farbung in einer 4-Schritt-Skala quanéft. Zudem wurde der Antell
gefarbter Tumorzellen je Gewebespot notiert (Tgb.Als diesen beiden Parametern

wurde ein abschlie3endpS3IHC-Resultat erstellt.
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PIK3CA

Das p53Gen ist ein Schliusselgen zur Aufrechterhaltung genetischen Stabilitat
(Lane, 1992). Die Entstehung von Genamplifikatiom@nd im Zusammenhang mit
einem Verlust der normalgrb3-Funktion gesehen (Livingstone et al., 1992; Yiralket
1992). Amplifikationen de$IK3CA-Gens, welches fir die katalytische Untereinheit
von PI3-Kinasenkodiert, werden in vielen verschiedenen Tumoréateit beschrieben
(Nakayama et al., 2007). In Plattenepithel-Karziearder Kopf- und Hals-Region wird
das Vorkommen voRIK3CA-Amplifikationen bereits als unabhangiger Prognadefa
beschrieben, von dem auf Tumoraggressivitat undgieitiiberleben geschlossen
werden kann (Singh et al., 2002b). Die Aktivierudgr P13-Kinase hat unter
physiologischen Bedingungen eine Vielzahl an Reaktn zur Folge, die Angiogenese
(Zhang et al., 2003), Zellwachstum, Proliferatiamdudas Zelliberleben beeinflussen
(Vivanco und Sawyers, 2002). Durch die hohe Anzahigenetischen Veranderungen
der PIK3CA-Region in Ovarialkarzinomen und aufgrund des oekeg Potentials der
PI3-Kinasen wird vermutet, dass die Aktivierung dePI3-Kinasen durch
Amplifikationen oder somatische Punktmutationen B¢3CA-Genregion auch an der
Tumorentstehung im Ovar beteiligt ist (Andrew, 1998ayesteh et al., 1999; Vivanco
und Sawyers, 2002).

In dieser Arbeit wurde im vorliegenden Kollektiwneimittels FISH-Technik analysierte
PIK3CA-Amplifikationshaufigkeit von 7,6% (22/288) gefumdeln weiteren 7,6%
(22/288) konnten geringgradige "Zugewinne" 8#K3CARegion gezeigt werden. Als
Amplifikation wurde das Vorliegen von mindestenggelt so vielelPIK3CA-Signalen
wie Zentromer 3Signalen (RatioPIK3CA/Zen3> 2,0) definiert. Gewebeproben mit
einem PIK3CA/Zentromer 3/erhéltnis zwischen 1 und 2 wurden als "Zugewinn"

bezeichnet. Alle anderen Gewebeproben wurden atsalalefiniert.

In der Literatur finden sich verschiedene Studierdenen die Haufigkeit vORIK3CA:
Amplifikationen in Ovarialtumoren untersucht wurdg@bubaker et al., 2009;
Campbell et al., 2004; Kolasa et al., 2009; Maysrlet 2006; Nakayama et al., 2006;
Nakayama et al., 2007; Shayesteh et al., 1999n#/ikt al., 2007; Woenckhaus et al.,
2007; Zhang et al., 2007). DIPIK3CA-Amplifikationsrate lag in diesen Studien
zwischen 6,2% und 58%. Nach Angaben @irayestelet al. finden sich insgesamt in
bis zu 40% aller Tumoren, inklusive der Ovarialtuemy Zugewinne der 3g26-
Genregion (lwabuchi et al., 1995; Shayesteh etl@99; Suzuki et al., 2000). Einen
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Uberblick uber die wichtigsten Studien gibt Tabell@ (Abubaker et al., 2009;
Campbell et al., 2004; Kolasa et al., 2009; Nakayanhal., 2006; Nakayama et al.,
2007; Shayesteh et al., 1999; Willner et al., 20denckhaus et al., 2007).

Ahnliche Ergebnisse, jedoch bei geringerer Fallzlin dieser Arbeit, finden sich in
einer Studie voWoenckhauet al.. In 74 Ovarialkarzinomen (39 serése, 8 mbze, 6
endometroide, 9 klarzellige, 12 undifferenziertemiwen) wurde mittels PCR- und
FISH-Analyse nach chromosomalen Veranderungen g28.3-Genlocus, dd?IK3CA
mit einschliel3t, gesucht und die Befunde in Beaudlmischen Verlaufsdaten gesetzt.
In der FISH-Untersuchung lagen in 78% (25/32) 382@ugewinne” (9,4% (3/32)
high-level, 68,8% (22/32) moderat) und in 6,2% 23/3q26.3-Amplifikationen (beide
moderat) vor. Die "Zugewinne" wurden ermittelt, é@mal die Anzahl del¥AGSignale,
die den PIK3CAGenlocus mit einschlieRen, durch die Anzahl deidleBe pro
Gewebeprobe dividiert wurde (Rati®g26.3-YACSignale/Gesamtzellzahl >2; 2-4
moderat, >4 high-level). Amplifikationen wurden eftedt, indem die Anzahl deYAG
Signale durch die Anzahl d&3Z1-Zentromer-Signale dividiert wurde (Rati®q26.3-
YAC/D3Z1-Zentromep2; 2-3 moderat, >3 high-level). Mittels PCR wurd@ 22%
(11/50) der invasiven epithelialen Ovarialtumd?&K3CA-Amplifikationen gefunden
(6% (3/50) high-level, 16%, (8/50) moderat). Als glifikation wurde in der PCR-
Untersuchung das Verhdltnis déIK3CA-Genregion zur TRAT1Genregion auf
Chromosom 3g13 bewertet (RatPIK3CA/TRAT lauf Chr. 3q13 >2; 2-3 moderat, >3
high-level) (Woenckhaus et al., 2007).

Abubakeret al. ermittelten mittes FISH-Analyse in 156 bpitalen Ovarialtumoren
(125 ser6se, 22 endometroide, 4 klarzellige, 5fterénzierte) eine wesentlich hhere
PIK3CA-Amplifikationshaufigkeit von 35,5%. Als Amplifikegn war, wie in dieser
Arbeit, das Vorliegen der doppelten Anzahl RIK3CA-Signalen wieZentromer 3
Signalen definiert (RatioPIK3CA/Zentromer 31-2 Zugewinn, >2 Amplifikation). In
3,9% (6/153) lageRIK3CA-Mutationen vor (Abubaker et al., 2009).

Weitere  Publikationen zur  Haufigkeit von PIK3CA-Amplifikationen in

Ovarialkarzinomen kommen vermutlich durch Abweichem in Methodik und

Auswertung zu anderen Ergebnissen.
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Tabelle 12: PIK3CA-Amplifikationen und Mutationen in ausgewéhlten Studien Ubersicht iber
PIK3CA-Veranderungen in malignen Ovarialumoren mit Angabkar Assoziation zu Tumorphanotyp

und Prognose

Studie

Tumortyp/
Meth

Amp

Tumortyp/
Meth

Mut

Assoziation

Abubaker et
al. 2009

156

EOC/FISH

54/152
35,5%

156

EOC/PCR

6/153
3,9%

nicht signifikant assoziiert mi
klinisch-pathologischen
Parametern

Kolasa et al.
2009

117

EOC/PCR

28/117
24%

117

EOC/SSCP

5/117
4,3%

Mut nur in end und klar
Amp und Mut nicht
gleichzeitig

Amp héaufiger in Tumoren mi
TP53Mutationen und hoher
AKT Aktivitat

Amp nicht mit Histotyp, Alter
und FIGO assoziiert
tendenziell haufiger in
entdifferenzierten Tumoren
Amp stérkerer negativer
Prognosefaktor als
ResttumorgréfRe nach OP:
seltener komplette Remissio
kiirzeres Langzeitiberleben
Taxan- und Platinumresisten

Nakayama et
al. 2007

98

ser HG
EOC/FISH

8/74
10,8%

124

98 HG/FISH

26 LG/FISH

8/74
10,8%

0/25
0%

Amp v.a in HG-Tumoren mit
groBer genetischer Instabilitg
selten in LG-Tumoren (duale
Pathogenese)

Nakayama et
al. 2006

124

74 ser HG
EOC/FISH

37 ser
BT/FISH

1/74
13,3%

0/37

65

44 ser. HG
Tumoren/PCR

21 ser BT/PCR

1/44
2,3%

1/21
4,8%

M

t

Campbell et
al. 2004

182

EOC/PCR

41/167
24,6%

167

EOC/PCR

11/167
6,6%

Mut v.a in end und klar
Amp in allen Histotypen
gleichhaufig

Amp reziprok mit Mut
assoziiert

Amp und Mut nicht in BT
und benignen Tumoren

Willner et al.
2007

116

94 ser
EOC/PCR

22 end/klar
EOC/PCR

Insgesamt

19/94
20%

0/22

19/116
16,4%

89

12 klar/PCR

26 end/PCR

51 ser/PCR

3/12
25%

3/26
12%

0/51

Mut nur in end und klar
Mut alle in Grad 3 Tumoren
Mut h&ufiger in Tumoren mit
Wildtyp-p53

Amp nur in ser Tumoren
keine Amp und Mut
gleichzeitig

Amp tendentiell haufiger in
Wildtyp-p53

end und klar besseres
Uberleben

Woenckhaus e
al. 2007

74

EOC/PCR

EOC/FISH

11/50
22%

25/32
Gain
2/32 Amp
6,2%

Amp mit schlechter Prognose
assoziiert

Amp eher friher Ereignis in
entdifferenzierten
Karzinomen (PCR)

Amp nicht signifikant mit
Stadium, Alter,
Malignitatsgrad, oder
Histotyp assoziiert (FISH)
keine Assoziation zwischen
p11Qx undAKT

D

Shayesteh et
al. 1999

12

EOC/FISH

7112
58%

Amp assoziiert mgllx
Expression

LY294002 (PI3Kinase
Inhibitor) hemmt
Zellproliferation und steigert
Apoptosen vitro

n = Anzahl der Ovarialtumore, Amp = Amplifikationjut = Mutation, Meth = Methode, EOC = Ovarialkamine, CCC = clear

cell carcinoma, klarzelliges Ovarialkarzinom, B Bwerderline-Tumore, HG = high-grade, alle FIGO M/ILG = low-grade, ser =

sertse, end = endometroid, klar = klarzellig, PCRolymerase Chain Reaction, FISH = Fluoreszen#tunHybridisierung, SSCP

= Single Strand Conformation Polymorphism
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In einer Studie nacBhayestelet al. galten in der FISH-Analyse diejenigen Tuenals
PIK3CA:positiv, dessen 3g26-Region im Vergleich zur 3p&gion in der Anzahl ihrer
Genkopien erhéht vorlag. Demnach zeigten 3 von2b24) ovariellen Primartumoren
im Vergleich zur 3p25-Genregion eine erhéhte AnzlPIK3CARegion. 4 weitere
Tumore zeigten eine vermehrte Anzahl sowohl der63gis auch der 3p25 Region.
Somit lagen insgesamt in 58% (7/1RK3CA-Amplifikationen vor (Shayesteh et al.,
1999).

Campbell et al. fanden mittels PCR-Technik in 24,6% (41/167) detetsuchten
Ovarialkarzinome (88 ser6se, 35 endometroide, Szélege, 24 muzindse, 14
undifferenzierte PIK3CA-Amplifikationen. Als Amplifikation wurde eine melals 7-
fach erhohte Anzahl dePIK3CASignale gegenuber dem Durchschnittswert der
Referenzgen&RASund BARD1 definiert. In keinem der untersuchten 7 Borderline
oder der 8 benignen Tumore war eine Amplifikatianfimden. In 6,6% (11/167) der
epithelialen Ovarialtumore waren somatische MuteiodesPIK3CAGens zu finden.
Zusammengefasst lagen in 30,5% aller Ovarialtureatereder eine Amplifikation oder

Genmutation vor (Campbell et al., 2004).

In einer Studie votWillner et al. ermittelte man anhand von PCR-Untersuchurige
20% (19/94) der serésen OvarialkarzinoRIE3CA-Amplifikationen. In keinem der 22
endometroiden und klarzelligen Tumoren wurde eimapiikation gefunden. Alle
histologischen Tumortypen zusammengenommen lagé6,#% der Ovarialkarzinome
PIK3CA-Amplifikationen vor. Als Amplifikation war definie, wenn dePIK3CAWert
mindestens 2-fach hoher als der DurchschnittswartLdci KRAS2und BARD1 war.
Mutationen fanden sich nur in endometroiden undzkliigen und in keinem der

serosen Tumoren (Willner et al., 2007).

Nakayamaet al. fanden in 8 von 60 serdsen "high-grade'hénoMalignitatsgrad,
FIGO-Stadium 11I/IV) Tumoren mittels FISH-Analysene Amplifikationsrate von
13,3%. Als Amplifikation wurde ein Verhéltnis deq36.32-Genregion gegeniber der
3913.11-Genregion von mehr als 1,5 gewertet, ale amplifikationsrate wurde ein
Verhéltnis 3926.32/3g13.11 von mehr als 3 gew¢Nakayama et al., 2006).

Kolasa et al. fanden mittels PCR in 117 Ovarialkarzinom@y serose, 15

endometroide, 7 klarzellige, 7 undifferenzierte undndere nicht weiter klassifizierte

Subtypen) in 249%°1K3CAAmplifikationen. Als Amplifikation war das Verhdlis an
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PIK3CA-Genkopien in Tumorgewebe im Vergleich zur AnzahmPdK3CA-Genkopien

im  angrenzenden  Normalgewebe definiert. Ein  Venmlt PIK3CA
Tumorgewebd?IK3CA-Normalgewebe von 1 wurde dementsprechend als thorma
gewertet, eine Anzahl von mindestens 3 Kopien ifmdrgewebe im Vergleich zu den
im Normalgewebe vorliegenden 2 Genkopien wurdedatplifikation gewertet (Ratio:
PIK3CA-Kopien im TumorPIK3CAKopien im Normalgewebe >1,5). In 4,3% (5/117)
lagenPIK3CA-Mutationen vor (Kolasa et al., 2009).

Interessanterweise gibt es relativ wenige Ubernemnsénde Ergebnisse in Studien, die
sich mit der Haufigkeit voRIK3CA-Amplifikationen in Ovarialtumoren beschéftigten.
Diese Diskrepanzen ergeben sich zu einem groRdnv@enutlich dadurch, dass die
Methoden zurPIK3CA-Analyse (PCR versus FISH) sowie die Auswertungsken
beziglich der Anzahl der Genamplifikationen in derterschiedlichen Studien stark
differierten. Aul3erdem waren die untersuchten Rediegruppen bezuglich der
Tumorhistologie und des Untersuchungsmaterials tnieimheitlich. Eine direkte
Vergleichbarkeit ist somit aufgrund der anzunehneandistinguierten Pathogenese der

einzelnen histologischen Subtypen nicht mdglich.

Die FISH-Analyse stellt eine der sensitivsten unkzsfischsten Methoden zum
Nachweis von Genamplifikationen besonders fur Pmoba@t geringer Anzahl an

Genkopien dar (Cox et al., 1998; Pauletti et @896 Swiger und Tucker, 1996). Im
Gegensatz dazu zeigt sich d®CRAnalyse haufig storanfalliger (Nakayama et al.,
2006).

Bezlglich des FIGO-Stadiums und des Malignitatsgracir in dem vorliegenden
Kollektiv keine Assoziation zu deRrIK3CA-Amplifikationen ersichtlich.

Dies entspricht den Ergebnissen anderer Studiedem@n auch keine Assoziation der
PIK3CA-Amplifikationen zu klinischpathologischen Parametegefunden wurde
(Abubaker et al., 2009; Kolasa et al., 2009; Woéacis et al., 2007).

In den vonWoenckhauset al. untersuchten 50 Ovarialkarzinomen fandein &ic
Tumoren mit niedrigem FIGO-Stadium tendenziell igerfPIK3CA-Amplifikationen,
als in Tumoren mit fortgeschrittenem Stadium (FIGE3%, 11 17%, 111 13%, IV keine)
(Woenckhaus et al., 2007).
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Liang et al. untersuchten dieIK3CAmMRNA-Level in Bezug auf das FIGO-Stadium
und fanden ebenfalls keinen weiteren Anstieg itgEschrittenen FIGO-Stadien (Liang
et al., 2009).

Im Bezug auf den Malignitatsgrad zeigten bisherchgefuhrte Studien tendenziell
haufiger PIK3CA-Amplifikationen in wenig differenzierten Tumorergls in gut
differenzierten (Kolasa et al., 2009; Woenckhauel.e2007).

Campbell et al. fanden in keinem der untersuchten 7 Bargerlund 8 benignen
TumorePIK3CAAmplifikationen (Campbell et al., 2004). Aufgruniieser Ergebnisse
wird vermutet, dassPIK3CA-Amplifikationen eher ein frihes Ereignis in der

Tumorengenese von entdifferenzierten Ovarialkarne darstellen.

In dieser Arbeit wurden PIK3CA-Amplifikationen tendenziell haufiger in
endometroiden (12%) als in serésen (6,8%) Tumomnglen. Allerdings war die
Gesamtzahl allerPIK3CA-Veranderungen (Amplifikationen und "Zugewinne") in
beiden Tumortypen nahezu identisch (endometroids;18erds: 18,3%; p=0,2581).
PIK3CA-Veranderungen (Amplifikationen und "Zugewinne")nd@n sich zudem
tendenziell héaufiger in serdsen (6,8% Amplifikagon 11,5% Zugewinne) als in
muzindsen Tumoren (p=0,0509). Die muzinbésen Tumpeggten ausschliel3lich
PIK3CA"Zugewinne" (3,3%), wohingegen in keinem der 30 mbue eine

Amplifikation zu finden war.

In der Literatur finden sich bei generell kleinerféallzahlen hierzu keine eindeutigen
Angaben. In einem Teil der Studien wurddlK3CA-Amplifikation in allen
histologischen Subtypen etwa gleichhadfepbachtet (Abubaker et al., 2009; Campbell
et al.,, 2004; Kolasa et al., 2009; Woenckhaus et 2007). Andere Studien
beobachteteIK3CA-Amplifikationen vor allem in serésen Ovarialkaramen (Mayr

et al., 2006; Willner et al., 2007), wohingegelK3CA-Mutationen charakteristischer
Weise in endometroiden und klarzelligen Tumorerfiaden waren (Campbell et al.,
2004; Kolasa et al., 2009; Willner et al., 2007).den untersuchten Tumoren war das
Auftreten von Mutationen reziprok mit dem Vorkommen PIK3CA-Amplifikationen
assoziiert (Campbell et al., 2004; Kolasa et 0% Willner et al., 2007). Aufgrund
dessen wird vermutet, daB$K3CA in serdsen Tumoren tUber Amplifikationen und in
endometroiden und klarzelligen Tumoren Uber somladsMutationen aktiviert wird.
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Diese Ergebnisse stitzen die Vermutung, dass daeelaen histologischen Subtypen
eine unterschiedliche Pathogenese zugrunde lietfn@iet al., 2007).

Das heterogene histologische Bild der Ovarialtumargt seinen vermutlich
unterschiedlichen pathogenetischen Entstehungswstgdlh ein weiteres Problem fur
die  Vergleichbarkeit der in der |Literatur zu findem PIK3CA
Amplifikationshaufigkeiten dar. In der Mehrzahl deélle wurde die Haufigkeit der
PIK3CA-Amplifikationen in Tumorkollektiven mit untersclidikchen histologischen
Subtypen bestimmt und keine Angaben zu den Amapliiinshaufigkeiten innerhalb
der einzelnen Subgruppen gemacht.

In einer Studie vonNakayamaet al. wurden, um ein mdglichst einheitliches
Untersuchungsgut zu haben, nur serése Ovarialtumatersucht. Die am haufigsten
amplifizierten Genregionen ser0dser Ovarialkarzinokennten auf diese Weise
identifiziert werden. Unter den haufigsten Ampldtionen fand man sowohl
Genregionen mit bereits bekannten potentiellen @Qeken sowie weitere Genregionen,
die bis jetzt noch nicht beschrieben wurden. Zu dem haufigsten amplifizierten
Regionen gehdrten die Ger@yclinEl AKT, Notch3 PIK3CA und HBXAP/Rsf-1
PIK3CA-Amplifikationen wurden in 9,1% der 33 serdsen Mgrade" (FIGO-Stadium
[lI/IV) Ovarialkarzinome gefunden. Eine Amplifikath wurde registriert, wenn mehr
als 3,5 Genkopien in drei aufeinander folgenden -8N&lysen zu verzeichnen waren.
In "low-grade" Tumoren (serdse Borderline-Tumorayasive Tumore im FIGO-
Stadium I/1l) war die Anzahl und H6he der Ampliftkeanen deutlich geringeRIK3CA-
Amplifikationen wurden zudem mittels Fluoreszeanzsitu Hybridisierung in 124 (98
"high-grade”, 26 "low-grade™) weiteren serésen @tamoren untersucht. Die
PIK3CA-Amplifikationsrate lag bei den "high-grade" Tumioreei 10,8%, (8/74) unter
den "low-grade" Tumoren fanden sich keine "Zugewinikin Verhaltnis dePIK3CA
Genregion gegeniber der Chromosomenregion 2112 mvehr als 2 wurde als
"Zugewinn" bezeichnet, als Amplifikation wurde einVerhéltnis von
PIK3CAIChromosom 2g11.2 von mehr als 3 definiert (Nakayaitral., 2007).

In zukiinftigen Studien an Ovarialkarzinomen wéresiesivoll bei einem heterogenen
Patientengut die einzelnen Tumore unter Berlckgieshy des histologischen
Phanotyps auf Genveranderungen zu untersuchermidisigeise nur entdifferenzierte

serose Ovarialkarzinome &hnlich der Studie nidekayamaet al. (Nakayama et al.,
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2007). Nur so kann man in Zukunft dem heterogengd @er Ovarialkarzinome in
diagnostischer und therapeutischer Hinsicht geneehnden.

Bei der Betrachtung der Uberlebenszeiten konntlidser Arbeit fir das Auftreten von
PIK3CA-Amplifikationen kein eindeutiger Einfluss auf di€*atientenprognose
beobachtet werden. Tendenziell zeigte sich eine &lessere Uberlebenszeit bei
Patientinnen, deren Tumor eifK3CAAmplifikation aufwies. Dieses Ergebnis war
jedoch nicht statistisch signifikant (p=0,2116).

In einigen Studien an Ovarialkarzinomen zeigleiK3CA-Amplifikationen keinen
Einfluss auf das Patiententberleben (Cheng ef@04; Diebold, 2001; Hauptmann et
al., 2002; Quaye et al., 2008). Dies steht im Kasttzu einigen anderen Studien, die in
PIK3CA-Amplifikationen einen aussagekraftigen Prognosefakehen (Kolasa et al.,
2009; Woenckhaus et al., 2007).

In einer Studien nachVoenchkauset al. warenPIK3CA-Amplifikationen mit einem
schlechteren Patientenlberleben assoziiert, woleePtbgnoserelevanz vaRIK3CA
den gangigen Prognosefaktoren, wie beispielswdiG®©¥FStadium undi-67 labeling
Indexebenbdrtig, wenn nicht sogar Gberlegen erschiemefWkhaus et al., 2007).

Auch nach Kolasa et al. ist das Auftreten vorPIK3CA-Amplifikationen in
Ovarialkarzinomen ebenfalls als ein unabhéangigegiosefaktor anzusehen. In dieser
Studie hattenPIK3CA-Amplifikationen einen starkeren negativen Einflussf die
Patientenprognose, als die Gro3e des nach der t@pereerbleibenden Resttumors,
welche einer der starksten Prognosefaktoren isted@uwar das Auftreten varlK3CA:
Amplifikationen in dieser Studie mit einer Resigemegeniber platinhaltigen
Chemotherapien assoziiert (Kolasa et al., 2009).

Eine schlechte Prognose kann durch eine reduzersprechrate auf Chemotherapien
verursacht sein. Viele Therapieansatze basierenaufjar Tumorzellen Uber
chemotherapeutisch oder strahleninduzierte Doppelgbriiche in die Apoptose zu
schicken. Ob eine Tumorzelle auf ein chemotheragehds Agenz anspricht oder nicht,
ist vermutlich zum Teil von der Fahigkeit abhéngig,den Zustand der Apoptose
Uberzugehen (Xu, 2008).
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An der Apoptose beteiligte Gene wip53 liegen im Ovarialkarzinom haufig
dysreguliert vor (Fraser et al., 2003). Einige $nkonnten nachweisen, dass Tumoren
mit p53Mutationen haufiger ein schlechtes Ansprechen datiiemo- und
Radiotherapien aufweisen (El-Deiry, 2003; Frasealgt2003). Vermutlich wird eine
Resistenz gegenuber bestimmten Chemotherapien reagth durch andere genetische
Veradnderungen verursacht (Pinto et al., 2005). &onte auch die Aktivierung des
PISK/AKT-Signalweges durch Mutationen oder Amplifikationedje zu einer
Hemmung der Apoptose fiihren, in einigen Tumorzéilemas bessere Uberleben unter

Chemotherapie verantwortlich sein (Lee et al., 2005

Resistenzen gegeniber taxan- und platinhaltigen mGtieerapien wurden in
Ovarialkarzinomen mitPIK3CA-Amplifikationen beobachtet (Kolasa et al., 2009).
Einige Studien lassen hoffen, dass durch eine Koatioin aus der Standardtherapie mit
PI3-Kinaselnhibitoren die Prognose einiger Patientinnen @itarialkarzinomen in
Zukunft verbessert werden konnte. Die Behandlung weariellen Zellkulturen mit
PI3-Kinaselnhibitoren, wie beispielsweise LY294002, zeigen vitro einen
hemmenden Effekt auf die Zellproliferation (Zhartgak, 2009) und gehen mit einer
gesteigerten Apoptoserate einher (Shayesteh et39). Substanzen wie GDC-0941
(Folkes et al., 2008), NVP-BEZ235 (Maira et al.080Schnell et al., 2008), PI-103
(Prevo et al., 2008) und SF1126, ein LY294002 RrgdiGarlich et al., 2008), die
gegen diePI3-Kinase gerichtet sind befinden sich derzeit in klinischemprobung.
Zukunftige klinische Studien sollten bei der Bewed der Wirksamkeit dieser
Substanzen sowohl derPIK3CA-Status, als auch den histologischen Subtyp

dokumentieren und die Auswirkungen auf das Langbeiieben ermitteln.

Auf welche Weise dePI3K/AKT-Signhalweg in Tumoren aktiviert wird und welche
Rolle Amplifikationen derPIK3CA-Genregion hierbei spielen ist weiter unklar. Bei
Zervixkarzinomen, in deneRIK3CA ebenfalls eine haufig amplifizierte Genregion
darstellt, geht man davon aus, dass eine geseige@-KinaserAktivitat im
Zusammenhang mit dem Auftreten véHK3CA-Amplifikationen steht (Ma et al.,
2000). Einige Studien beschreiben diesen Zusammenlach in Ovarialkarzinomen
(Kolasa et al., 2009; Shayesteh et al., 1999)emSiudie vonWoenckhausgt al. konnte
zwar eine Korrelation zwischen det1:-Expression und einem Zugewinn der 3926.3-
Genregion nachgewiesen werden, zwischehlQx und AKT war ein direkter
Zusammenhang jedoch nicht ersichtlich. Ein kausadlesammenhang zwischen
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"Zugewinnen" derPIK3CA-Genregion, derPI13-KinaserAktivierung und derAKT-
Phosphorylierung konnte durch diese Daten nichtiggswerden. Demnach ist es
denkbar, dass moglicherweise auch noch andere iakingswege eine Rolle spielen
(Woenckhaus et al., 2007).

Die PI3-KinasenrAktivitat scheint aufRerdem durch die individueltillumgebung
beeinflusst zu sein. Bei der immer wiederkehrend@vulation, die mit einer
gesteigerten Entartungsrate in Zusammenhang $tatiiglla, 1971), werden die Zellen
zum Teil aus ihrem Zellverband gerissen und liegetmennt von ihrer extrazellularen
Matrix vor. In Keratinozyten aul3erhalb des Zelhaards wurden reduzierfgb3-Level
mit konsekutiv erhdhter genetischer Instabilitdt olieechtet. Dies geschieht
maoglicherweise auch in ovariellen Zellen wahrend@eulation. Normalerweise wirde
man vermuten, dass diese Zellen daraufhin Pi&KinasenAktivitat verlieren und
absterbenPIK3CA-Amplifikationen kénnten jedoch ausschlaggebendidaéin, dass
dies nicht geschieht und die Zellen Uberleben wnddéesem Wege einen malignen

Phanotyp entwickeln (Shayesteh et al., 1999).

Weitere standardisierte Untersuchungen an Kollektivmit ausreichend grof3en

Fallzahlen sowie eine Metaanalyse der bereits @¥gnen Studien sind notwendig, um
zu ermitteln, wodurcPIK3CA-Amplifikationen in Ovarialkarzinomen entstehen, e

mit einer Aktivierung derPI3-Kinasen einhergehen, auf welche Weise sie das
Tumorwachstum férdern und in welchem Zusammenhagg Tumorph&notyp und

Prognose stehen.
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Assoziation zwischen dem p53-Status und der PIK@@Alifikation

Nach den Ergebnissen unserer Studie besteht véctmkdin Zusammenhang zwischen
einer PIK3CA-Amplifikation und einer genetischen Instabilitdedingt durchp53
Mutationen. PIK3CA-Amplifikationen fanden sich praktisch gleichhaufig p53
negativen (11/132; 8,3%) sowpd3-positiven Tumoren (10/119; 8,4%, p=0,8118).

In der Literatur finden sich wenige und zum Teildesisprichliche Studien mit
allgemein geringen Fallzahlen, die sich mit demflEgs vonp53Mutationen auf die

Entstehung voRIK3CA-Amplifikationen in Ovarialtumoren befassten.

In einer Studie vonKolasa et al. wurdenPIK3CA-Amplifikationen haufiger in
Ovarialkarzinomen gefunden, in denen gleichzet-Mutationen vorlagen (26/87
(30%) mitp53-Mutationen; 2/28 (7%) mit Wildtyp53) (Kolasa et al., 2009).

In anderen Studien kam man zu gegenteiligen Ergebni Die Untersuchung von
Willner et al. an serdsen Ovarialkarzinomen zeigte eiaghten Trend zu vermehrten
PIK3CA-Amplifikationen in Tumoren mit Wildtyp53 (12/42 (28%)) im Vergleich zu
Tumoren mit mutierterp53 (7/52 (3%), p=0,08) (Willner et al., 2007).

Auf welche Weise Amplifikationen entstehen, ist Imadcht vollends geklart. Ip53-
defizienten Zellen scheint die Entstehung von Afikationen beginstigt zu sein.
Amplifikationen finden sich jedoch auch in Zellent iildtyp-p53 (Lengauer et al.,
1998).

Vielen Genen wird heute ein zur genetischen Inbtabibeisteuernder Effekt
zugeschrieben, wenn sie ausgeschaltet, supprimoget Uberexprimiert vorliegen
(Albertson, 2006). Von besonderer Bedeutung sindnd@fekte innerhalb des
Zellzykluskontrollsytems. Bei funktionellen Defigit werden bei jeder Zellteilung die
genetischen Verédnderungen zusatzlich zum bestehemefekt in die nachste
Zellgeneration Ubertragen und die genetische Indtion wird durch

Mutationsanhdufung zunehmend instabil (Xu, 2008)ers¢hiedene Studien
demonstrieren die Auswirkungen eings3-Inaktivierung auf die genetische Stabilitat
einer Zelle. Untersuchungen an hamatopoetischelerzekigten, dasp53-defiziente

Mause als Reaktion auf ionisierende Strahlung aduthehr DNA-Doppelstrangbriiche
aufwiesen, als dip53normalen Kontrolltiere (Lee et al., 1994). An Fblasten von
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Patienten mit Li-Fraumeni-Syndrom, einer autosodmhinant vererbten Erkrankung
mit Keimbahnmutationen dgs53Gens, konnte demonstriert werden, dass die Zellen
nach mehreren Zellkulturpassagen aneuploid wur8ésclfoff et al., 1990). Auch an
Fibroblasten von homozygoteb3-knockout Mausen flihrten die Untersuchungen zu
ahnlichen Ergebnissen (Harvey et al., 1993). Dersafumenhang zwischen
inaktiviertemp53 und der Entstehung von Genamplifikationen wurdgnealig anhand
von zwei Studien aus den 1990er Jahren beobatlneigstone et al., 1992; Yin et al.,
1992). In diesen Studien entstanden Amplifikatiomep53-defizienten Zellen infolge
einer DNA-Synthesestdérung und betrafen die Gentleeeidessen Genprodukte im
Versuch gehemmt oder blockiert wurden. GenetischeplAikationen sind jedoch
keinesfalls ausschlie3lich spéate Ereignisse in tigaie bereits hochgradig instabilen
Tumoren. Schon in praneoplastischen und dysplastisGeweben sowie in benignen,
dem Tumor angrenzenden Geweben findet man Zellen Ganamplifikationen
(Albertson, 2006).

Albertson et al. beobachteten in murinen Tumoren eine verm@eh
Amplifikationsentstehung im Zusammenhang mit fuokéllen Defiziten des DNA-
Reparatursystems. Lagen Defekte innerhalb der "Rékwation ohne Homologie"
(Non Homologous End Joining; NHEJ) in Kombinatioit einer p53-Inaktivitat vor,
erkrankten die insuffizienten Mause vermehrt an-Bidell-Lymphomen und wiesen
Amplifikationen dergH- und deMMY C-Region auf (Albertson, 2006).

Aufgrund der genannten Befunde, hétte eine verraehtdufigkeit von PIK3CA
Amplifikationen bei p53alterierten Tumoren erwartet werden konnen. Genaue
Untersuchungen zur Amplifikationsbeglnstigung, urdaederem durctp53 fehlen
jedoch. Deswegen kann bislang ausschlief3lich geafitrverden, dass bestimmte
genetische Defekte zur vermehrten Amplifikationg#ligkeit fihren. Dies betrifft nach
dem heutigen Kenntnisstand jedoch am wahrschestéohdie Gene, die an der Mitose,
der DNA-Replikation, der DNA-Reparatur, an den Zglus-Kontrollpunkten, sowie
am Erhalt der Telomere beteiligt sind (Albertscd0@).

Einen interessanten und unerwarteten Befund skiellin unserem Kollektiv signifikant
bessere Prognose vénK3CAamplifiziertenp53-positiven Tumoren im Vergleich zu
nicht amplifiziertenp53-positiven Tumoren dar. Eine eindeutige Erklarurgfiir gibt

es nicht.
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In Mammakarzinomen wurde in einer Studie mit 59@dPénnen ein Zusammenhang
zwischen aktiviertemPIK3CA und einer langeren Uberlebenszeit festgestelle Di
Aktivierung erfolgte jedoch auf dem Boden von Migaen der 3926.3-Genregion und
war nicht durch Amplifikationen bedingt (Kalinsky &., 2009).

In der 3g26-Genregion liegen vermutlich weitere Qgéne, die ebenfalls die
Tumorphysiologie beeinflussen. In einer 2007 vexdiichten Studie voiNanjundanet
al. wurde beobachtet, dass Amplifikationen Bé&S1/EVI1lundEVI1-Genregion, die in
derselben Genregion (3926) WiRK3CA liegen, in Ovarialkarzinomen ebenfalls mit
einem besseren Patientenuiberleben einhergingernuihtam et al., 2007).

Astaneheet al. identifizierten 2008 eineIK3CA-Promotorregionen an digh3 direkt
bindet und die Transkription des nachfolgenden Geramt (Astanehe et al., 2008).
Dassp53 die Transkription vorPIK3CA negativ reguliert und somit auch Einfluss auf
daspll:-Protein-Level hat, hatte zuvor schon eine Studigmge umSinghet al. an
Zellen des oberen Gastrointestinaltrakts sowie afilidien von Kolonkarzinomen
gezeigt (Singh et al., 2002a). BeAstanehe et al. wurden hohepllQx-
Transkriptionsraten, PIK3CA-Protein-Level und PI-KinaseAktivitaten in nicht
tumorosen ovariellen Epithelzellen und in ovarieli€rebszelllinien mit experimentell
supprimiertemp53 beobachtet. In Zellen, di@53 nach Gamma-Bestrahlung oder
adenoviralen Infektionen Uberexprimierten, warengbgen niedriggpl1Qx Protein-
Level zu verzeichnen, selbst weRIK3CA-Amplifikationen vorlagen. Eip53-Verlust
resultiert demnach in einer gesteiger®IK3CA-Transkription, unabhangig davon, ob
PIK3CA amplifiziert vorliegt oder nicht. Der syergistisclffekt einegp53-Verlustes
bei gleichzeitig bestehenddPlK3CA-Amplifikationen bewirkt mdglicherweise eine
erhohte PI3-KinaserAktivitat und hat wohlmdglich auch einen Einflusaif die
Patientenprognose (Astanehe et al., 2008). UnsatenDlassen es denkbar erscheinen,
dass durch ein®IK3CA-Amplifikation zu einem Teil das "ungiinstige progtische

Potential” einep53-Inaktivierung kompensiert wird.
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5 Zusammenfassung

Ovarialkarzinome entstehen auf dem Boden genetis¢bginderungen innerhalb der
ovariellen Epithelzelle. Zu den haufigsten genéisc Veranderungen in
Ovarialkarzinomen gehdrgrb3-Mutationen undPIK3CA-Amplifikationen. p53ist ein
Schlisselgen zum Erhalt der genetischen StabilitBie Entstehung von
Genamplifikationen wird im Zusammenhang mit einerarl\fst der normalemp53
Funktion gesehen. Ziel dieser Studie war es zursutben, ob ein@53vermittelte
genetische Instabilitat fur die hohe Rate dnPIK3CA-Amplifikationen in
Ovarialkarzinomen verantwortlich ist. Zudem sollem einem Kollektiv von tber 400
Patientinnen weitere Daten zum Zusammenhang zwiggb@&Alterationen,PIK3CA:

Amplifikationen, Tumorphanotyp und Patientenprogngswonnen werden.

Fur diese Untersuchung wurde aus dem Archiv destdtss fir Pathologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf reprasemsst Tumormaterial von 121
Patientinnen mit malignen Ovarialtumoren herausg/gsuund in einen TMA
eingebracht. Zuséatzlich stand ein weiterer 297 Geywmben von Patientinnen aus dem
Kantonsspital Basel umfassender Ovarialtumor-TMA ¥Yerfigung. Die insgesamt
418 Ovarialtumore wurden mittels Fluoreszemzsitu Hybridisierung mit einer selbst
generierten FISH-Sonde atfiK3CA-Amplifikationen untersucht. Die nukledmb3-

Anreicherung wurde mittels Immunhistochemie bestimm

Eine nuklearegp53-Proteinanreicherung wurde in 44,3% (158/357) dear@altumore
detektiert und war entsprechend der existierendaterdtur signifikant mit
fortgeschrittenen (p<0,0001) und entdifferenzier{gr0,0001) Tumoren assoziiert.
Eine immunhistochemisch@53-Positivitat ging mit einer signifikant schlechtaere
Patientenprognose einher (p<0,0001). Auch diespeokd den in der Literatur zu

findenden Ergebnissen.

PIK3CA-Amplifikationen wurden in 7,6% (22/288) der Tumogefunden. Weitere
7,6% (22/288) zeigten einen geringgradigen "ZugetWder PIK3CA-Genkopienanzahl.
PIK3CAGenveranderungen waren bei geringer Fallzahl nmhteutig mit dem
Patiententiberleben assoziiert (p=0,2116). Zu destopéthologischen Parametern
bestand keine eindeutige Assoziation. In der Literafinden sich PIK3CA-
Amplifikationshaufigkeiten in Ovarialkarzinomen maghen 6,2% und 58%. Bezlglich
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des Zusammenhangs zwischeRIK3CA-Amplifikationen, Tumorphanotyp und

Patientenprognose finden sich in der Literatur &eimheitlichen Angaben.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwiscltam p53-Status und einer
PIK3CA-Amplifikation lag nicht vor. So fanden siciPIK3CA-Amplifikationen
praktisch gleichhaufig imp53-negativen (11/132; 8,3%) unpb3-positiven (10/119;
8,4%; p=0,8118) Tumoren. In bereits durchgefihr@®udien wurdenPIK3CA
Amplifikationen zum Teil haufiger in Ovarialtumorenit p53-Mutationen gefunden, in

anderen Studien waréHK3CA-Amplifikationen mit Wildtypp53 assoziiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestéatigen, daf3-Alterationen und PIK3CA-
Amplifikationen zu den haufigsten genetischen Vdeiongen in Ovarialkarzinomen
zahlen. Die bekannten Zusammenhénge zwisg&Alterationen, Tumorphanotyp
und Patientenprognose konnten reproduziert werd@n. eindeutiger Einfluss der
PIK3CA-Amplifikation auf die Patientenprognose sowie gmsammenhang mit dem
Tumorphanotyp konnte nicht ermittelt werden. Danwgtete Zusammenhang zwischen
einer durchp53 bedingten genetischen Instabilitdt und der Entsighvon PIK3CA-

Amplifikationen lies sich nicht bestatigen.
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6 Abkurzungsverzeichnis

o-FR Alpha Folat-Rezeptor

AKT v-akt Murine Thymoma Viral Oncogene, Proteinkiad

ASV 16 Avian Sarcoma Virus 16

ATM Ataxia Teleangiectasia Mutated

ATR Ataxia Teleangiectasia Related

BARD1 BRCA1l-associated Ring Domain 1

bax Bcl2 Associated x

bcl2 b-cell CLL/lymphoma 2

BRCA Breast CanceGene: BRCALl und BRCA2

CA 125 Carbohydrate Antigen 125, Cancer Antigen 125

CAD Carbomyl Phosphate Synthetase, Aspartate Trdmwoglase, Dihydroorotase
CDK Cyclin dependent Kinase

Chk2 Checkpoint Kinase 2

CTNNB1 Catenin, Beta 1, Cadherin-associated Protein

DNA Deoxyribonucleic Acid, Desoxyribonukleinsaure

E1B Branched-chain Keto Acid Dehydrogenase E1

E6 Human Papillomavirus E6-associated Protein

EGF Epidermal Growth Factor

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor, erbB1

EVIl Ecotropic Viral Integration Site-1

Fas TNF Rezeptor Superfamily, Member 6

FIGO Fédération Internationale de Gynécologie et di®ique

FISH Fluoreszenmn situ Hybridisierung

HBXAP/Rsf-1 Hepatitis B Virus X-associated Protein/Remodekng Spacing Factor 1
HE Héamatoxylin und Eosin

Her-2/neu Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, erbB2

IGF1 Insuline-like Growth Factor 1

IHC Immunhistochemie

IP intraperitoneal

Ki-67 Antigen identifiziert durch den monoklonalen &dtrper Ki-67
KRAS v-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene

MDM2 Murine Double Minute 2

MDS1 Myelodysplastic Syndrome 1

MYC v-myc Myelocytomatosis Viral Oncogene

Notch3 Neurogenic Locus Notch homolog 3

NOXA Phorbol-12-myristate-13 Acetate-induced ProilgiRMAIP1
pl14°RF pl4 alternate reading frame ARF, Genprodukt d2K2A-Genlocus
pl6 Cyclin abhangiger Kinase Inhibitor 2A, CDKN2A
p21WAFLCIPL Cyclin abhéngiger Kinase Inhibitor 1, CDK-interawgiProtein 1
p53 p53-Gen, p53-Protein
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P53AIP1
PARP
PCR
PDGF
PDK
PI3K
PIDD
PIK3CA
PIP,
PIP;
PTEN
RAS
SCC
SH2
SH3
SnoN
SNP
Src
SSCP
SV40
TERC
TMA
TNF
TRAT1
VEGF
WHO
YAC
ZASC1
Zen3

p53 regulated Apoptosis-inducing Protein 1
Poly-ADP-Ribose Polymerase

Polemerase Chain Reaction
Plateled-derived Growth Factor
Pyruvatdehydrogenasen-Kinasen
Phosphatidylinositol-3-Kinase

p53-induced Protein with Death Domain

katalytische Untereinheit pld@er Phosphatidylinositol-3-Kinase

Phosphatidylinositol(4,5)-Bisphosphat
Phosphatidylinositol(3,4,5)-Trisphosphat
Phosphatase und Tensin homolog

Rat Sarcoma Proto-Onkogen

Squamous Cell Carcinoma-related Oncogene
Src-homology 2

Src-homology 3

Ski-related Novel Protein N

Single Nucleotide Polymorphism

korpereigenes Protein aus der Familie der Tgkiisasen
Single Strand Conformation Polymorphism

Simian Virus 40

Telomerase RNA Component

Tissue Micro Array

Tumor Nekrose Factor

T-cell Receptor-associated Transmembrane Adapter
Vascular Endothelial Growth Factor

World Health Organisation

Yeast Artificial Chromosome

Kruppel-like Zinc Finger Protein

Zentromer 3
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