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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom
1.1.1 Epidemiologie

In der Todesursachenstatistik des statistischen Bundesamtes aus dem Jahre 2008 belegte
die Todesursache ,,Neubildungen* mit 221.920 Todesfdllen hinter der Ursache
,Erkrankungen des Kreislaufsystems* den zweiten Platz. Von den im Jahre 2008
registrierten Todesféllen verstarb somit etwa jeder Vierte an einer Neoplasie

(Statistisches Bundesamt Deutschland 2012).
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Abbildung 1: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen bei Frauen an allen
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2008 (ohne nicht melanotischen Hautkrebs); modifiziert nach
Robert Koch-Institut 2012

Maligne Ovarialtumoren sind mit einer Inzidenzrate von 12 je 100.000 die 6. hidufigsten
Tumoren bei der deutschen Frau. Betrachtet man allein die gynédkologischen Tumoren,
so belegt der Ovarialtumor nach dem Mamma- und dem Endometriumkarzinom den

dritten Platz der Tumorstatistik.

Im Jahre 2008 wurden fiir Deutschland 7.790 Neuerkrankungen an Ovarialtumoren
angegeben. Dies entspricht einem Anteil von 3,5% an allen Neubildungen bei Frauen.
Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 69 Jahren. 5-10% der Ovarialtumoren treten laut
Statistik bereits vor dem 45. Lebensjahr auf. Bei den friih auftretenden Neoplasien
handelt es sich meist um Keimzelltumoren (Robert Koch-Institut 2012). Die

Auswertung von klinischen Daten des Tumorregisters Miinchen (Patientenkohorte von



Einleitung 2

1978 bis 2008) zeigte bei dieser Tumorentitit ein medianes Erkrankungsalter von 31,1
Jahren (Engel et al. 2010). Bis zum 75. Lebensjahr steigt das Erkrankungsrisiko fiir
Ovarialtumoren kontinuierlich an und hilt sich danach auf einem stabilen Niveau. Das
Lebenszeitrisiko einer deutschen Frau an einem malignen Ovarialtumor zu erkranken,

liegt bei 1,5% (entspricht 1 von 68 Frauen) (Robert Koch-Institut 2012).

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

Altersspezifische Erkrankungsraten

10,00

0-4 10-14 20-24 30-34 40-44 50-54 G0-64 70-74 80-84
5-9 15-19 25-29 35-39 45-49 55-59 65-69 75-79 85+

Altersgruppen

Abbildung 2: Altersspezifische Erkrankungsraten in %, ICD-10 C56, Deutschland, 2007-2008 (modifiziert
nach Robert Koch-Institut 2012)

Ovarialtumoren sind im Friihstadium symptomarm und werden daher meist erst in
fortgeschrittenen Stadien entdeckt. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate von

Ovarialtumoren liegt bei etwa 40% (Robert Koch-Institut 2012).
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Abbildung 3: Prozentualer Anteil der hidufigsten Tumorlokalisationen
an allen Krebssterbeféllen bei Frauen in Deutschland 2008 (ohne nicht
melanotischen Hautkrebs); nach Robert Koch-Institut 2012
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Im Jahre 2008 wurden in Deutschland 5.529 Sterbefille aufgrund eines malignen
Ovarialtumors registriert. Das entspricht einem Prozentsatz von 5,6% an allen
Krebssterbefdllen bei deutschen Frauen. Der maligne Ovarialtumor belegt damit Platz 5

dieser Statistik (Robert Koch-Institut 2012; Abb. 3).

Weltweit sind im Jahre 2008 schdtzungsweise 250.000 Frauen an malignen
Ovarialtumoren erkrankt. In der weltweiten Statistik liegt der Ovarialtumor damit auf
Platz 8 der hédufigsten Tumorlokalisationen (GLOBOCAN 2008). Niedrig entwickelte
Lander zeigen wesentlich kleinere geschitzte Inzidenzraten als hoch entwickelte
Industrienationen. Selbiges zeigt sich beim Vergleich der Mortalitdtsraten. In den USA
konnte eine um etwa 50% hohere Inzidenzrate bei hellhdutigen Frauen im Vergleich zu

dunkelhdutigen Frauen beobachtet werden (Harris et al. 1992).

W <37 <49 <64 <85 HW< 146
GLOBOCARN 2008 (JARC) - 232012

Abbildung 4: Geschitzte altersstandardisierte Inzidenzraten je 100.000; Ovar (GLOBOCAN 2008)

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die genaue Atiologie der Ovarialtumoren konnte bis heute nicht vollstindig geklért
werden. Nichtsdestotrotz entstanden in den letzten Jahrzehnten insgesamt drei
Hypothesen, die eine Entstehung von Ovarialkarzinomen erkldren konnten. Alle
Hypothesen fanden ihren Ursprung in der Betrachtung epidemiologischer Daten zur

Risikoerh6hung und —reduktion der Entstehung eines Ovarialkarzinoms.

Die erste Hypothese beinhaltet das sogenannte ,,Incessant Ovulation Model*“. Durch die
Ovulation entsteht in jedem Zyklus ein Defekt im Oberflichenepithel des Ovars. Dieser

Defekt wird durch Zellproliferation geschlossen. Dabei kann es schrittweise zu einer
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Anhdufung von genetischen Mutationen kommen. Dariiber hinaus koénnen
Inklusionszysten aus Oberflaichenepithel im Stroma entstehen. Diese Epithelzellen sind
nun einer Umgebung ausgesetzt, in der sie parakrin oder autokrin durch
Wachstumsfaktoren stimuliert werden und auf diese Weise eine Karzinogenese
hervorgerufen werden kann. Als Grundlage dieses Modells diente die Beobachtung,
dass Ovarialtumoren meist epithelialen Ursprungs sind, sich aber iiberwiegend im

Stroma des Organs befinden (Fathalla et al. 1971, Hennessy et al. 2009).

Die zweite Theorie zur Entstehung von Ovarialkarzinomen sieht die hohen
Gonadotropin-Spiegel wihrend der Ovulation und postmenopausal als mdgliche
Ursache. Erhohte Gonadotropin-Spiegel fiihren zu einer vermehrten Produktion von
Ostrogenen, die wiederum das Oberflichenepithel des Ovars stimulieren. Eine
Uberstimulation konnte dabei neoplastische Transformationen verursachen (Cramer et

al. 1983, Choi et al. 2007).

Die dritte Hypothese beschiftigt sich mit Entziindungen im weiblichen Genitaltrakt. Die
bei Entziindungen oder auch bei der Ovulation freigesetzten Mediatoren kdnnten zu
Schidden und Mutationen am Oberfldchenepithel fiihren. Letztendlich enden diese
Verdnderungen wie bei allen Hypothesen in einer Karzinogenese (Ness et al. 1999,

Shan et al. 2009).

In der internationalen Forschungsgemeinde hélt man es ebenso fiir moglich, dass einige
Ovarialkarzinome, v.a. vom serdsen Subtypus, ihren Ursprung in der distalen Tube
haben. Ovarialkarzinome und Tubenkarzinome weisen eine starke histologische
Ahnlichkeit auf. Zudem konnten bei Patientinnen, die sich aufgrund einer BRCA-
Mutation einer prophylaktischen Oophorektomie unterzogen haben, erhdhte Inzidenzen
von dysplastischen Verdnderungen an der distalen Tube nachgewiesen werden

(Medeiros et al. 2006, Crum et al. 2007).

Insgesamt ist die genaue Atiologie, wie zuvor bereits erwihnt, noch nicht vollstindig
aufgekldrt. Bei der Entstehung des Ovarialkarzinoms handelt es sich um ein
multifaktorielles Geschehen. Epidemiologische Untersuchungen zeigten zahlreiche
Faktoren, die die Entstehung eines Ovarialkarzinoms mdglicherweise begilinstigen oder

eine protektive Wirkung haben.

Als bedeutender Risikofaktor fiir eine Entwicklung eines Ovarialkarzinoms gilt eine
positive Familienanamnese in Hinblick auf Mamma- und Ovarialkarzinome bei

Verwandten ersten und zweiten Grades. So publizierten Schildkraut et al., dass sich das
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Risiko einer Entwicklung eines Ovarialkarzinoms um etwa das 2,8-fache erhoht, wenn
eine Verwandte ersten Grades bereits an einem Ovarialkarzinom erkrankte (Schildkraut
et al. 1989). Es wird angenommen, dass es sich bei etwa 12-15% der Ovarialkarzinome
um hereditire Formen handelt. Hierbei sind vor allem Genmutationen in den Breast
Cancer Genen 1 und 2 (BRCA 1 und 2) ursdchlich. So liegt das Lebenszeitrisiko fiir ein
Ovarialkarzinom bei einer Frau mit nachgewiesener BRCA 1-Mutation bei etwa 30-
44%. Frauen mit einer BRCA 2-Mutation haben ein Lebenszeitrisiko von 27%.
Desweiteren zeigen auch Frauen mit einem Lynch-Syndrom (HNPCC), oder einem Li-
Fraumeni-Syndrom ein erhohtes Risiko. Die hereditiren Formen treten tendenziell

frither auf als die sporadischen Ovarialkarzinome (Vega 2010, Hunn et al. 2012).

Das Risiko an einem Ovarialkarzinom zu erkranken erhoht sich mit zunehmendem
Alter. Frauen mit Adipositas zeigen ebenfalls eine erh6hte Tumorinzidenz (Hunn et al.
2012). Desweiteren konnte eine positive Korrelation zwischen der Anzahl
ovulatorischer Zyklen und dem Erkrankungsrisiko beobachtet werden. Das
Erkrankungsrisiko steigt bei einer frithen Menarche und spiaten Menopause (Casagrande
et al. 1979). Ein weiterer Risikofaktor ist die Nulliparitét. Einige Fall-Kontroll-Studien
zeigten, dass bereits die erste Schwangerschaft zu einer Risikoreduktion von etwa 30%
fiilhrt. Jede weitere Schwangerschaft steigert diesen protektiven Effekt. Dabei ist der
positive Effekt am stdrksten bei spiteren Schwangerschaften. Eine Schwangerschaft im
Alter von 35 Jahren fiihrt zu einer doppelt so hohen Risikoreduktion wie eine
Schwangerschaft im Alter von 25 Jahren. Mehrlingsschwangerschaften zeigen ein
hoheres protektives Potential (Whiteman et al. 2003, Hunn et al. 2012). Dariiber hinaus
scheint das Stillen einen weiteren positiven Einfluss zu haben. Dieser fillt mit einer
beobachteten 2%igen Risikoreduktion allerdings eher gering aus. Der protektive Effekt
konnte zudem nicht bei allen histologischen Subtypen ovarieller Tumoren

nachgewiesen werden (Hunn et al. 2012).

Die Einnahme von Ovulationshemmern senkt das Ovarialkarzinomrisiko deutlich.
Bereits bei einer dreijdhrigen Einnahmeperiode verringert sich das Risiko eines
epithelialen Karzinoms um etwa 30%. Je linger die Einnahmeperiode ist, desto mehr
steigert sich der positive Effekt. Zundchst wurde dieser Effekt durch die Reduktion der
ovulatorischen Zyklen erklédrt. Spiter fanden Rodriguez et al. eine proapoptotische
Wirkung von Gestagenen. Die Apoptose ist der entscheidende Mechanismus zur
Elimination von mutierten Zellen und somit zur Pravention von Karzinomen (Rodriguez

et al. 2002, Beral et al. 2008).
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Generell scheint das Wechselspiel von Sexualhormonen einen Einfluss auf die
Entwicklung eines Ovarialkarzinoms zu haben. Wéhrend Gestagene wie zuvor
beschrieben protektiv wirken, haben Androgene und Ostrogene vermutlich eine eher
gegenteilige Wirkung. Denn die postmenopausale Hormonersatztherapie mit
Ostrogenen ist ein Risikofaktor fiir die Entstehung von Ovarialtumoren. Der Effekt von
Androgenen wird derzeit noch kontrovers diskutiert. Fakt ist, dass das polyzystische
Ovarsyndrom das Ovarialkarzinomrisiko erhoht. Diese Erkrankung geht gleichzeitig mit
einer Erhohung der Androgenkonzentration im Serum einher. Zusitzlich konnten auf
dem Oberfliachenepithel des Ovars Androgenrezeptoren nachgewiesen werden, die eine
direkte Wirkung des Hormons auf das Ovar anzeigen (Lacey et al. 2002, Lacey et al.
2006, Olsen et al. 2008, Hunn et al. 2012).

Entziindliche Vorgdnge im kleinen Becken steigern ebenfalls das Risiko einer
Karzinogenese. So zeigte eine Fall-Kontroll-Studie die Tendenz, dass Frauen, die eine
PID (pelvic inflammatory disease) nach einer sexuell {bertragbaren Krankheit
entwickelten, ein hoheres Risiko flir die Entwicklung eines Karzinoms zeigen. Dariiber
hinaus konnte eine protektive Wirkung von entziindungshemmenden COX-2-

Inhibitoren nachgewiesen werden (Rodriguez-Burford et al. 2002, Lin et al. 2011).

Eine Endometriose in der medizinischen Vorgeschichte ist ein weiterer Risikofaktor. Es
wird vermutet, dass hierbei, dhnlich wie bei der PID, entziindliche Vorginge zur

neoplastischen Transformation der Herde fithren konnten (Ness 2003).

Die Verwendung von Talkumpuder kann durch eine Aszension der Partikel
entziindliche Vorgénge im kleinen Becken auszuldsen. Diese konnen moglicherweise
ebenfalls eine Karzinogenese hervorrufen. Talkum zeigt chemische Ahnlichkeit mit
Asbest und konnte auch aus diesem Grund fiir die durch Huncharek et al. beschriebene
33%ige Risikoerhdhung verantwortlich sein. Langseth et al. weisen allerdings auf eine
kritische Betrachtung der Studienergebnisse hin, da die Datenlage hinsichtlich der
Talkexposition oftmals sehr inhomogen ist (Huncharek et al. 2003, Langseth et al.
2008).

Prophylaktisch wirken hingegen Tubenligaturen und Hysterektomien. Eine Metaanalyse
von 12 Fall-Kontrollstudien zeigte eine etwa 40%ige Risikoreduktion nach einer
Hysterektomie mit Verbleib der Adnexe oder nach vorgenommener Tubenligatur

(Harris et al.1992).
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1.1.3 Klassifikation

Generell kann aus jedem im Ovar vorkommenden Zelltypus ein Ovarialtumor entstehen.
Das Ovar gliedert sich histologisch in einen epithelialen Anteil (das serdse
Oberflachenepithel), das innere Stroma und die Keimzellen. Diese drei Anteile bilden
die Hauptgruppen zur Unterscheidung von Ovarialtumoren. So differenziert man
zwischen epithelialen, Keimstrangstroma- und Keimzelltumoren. Die epithelialen
Tumoren sind mit einem Anteil von etwa 90% die weitaus héufigste Entitit.
Keimstrangstromatumoren sind mit etwa 8% am zweithdufigsten. Keimzelltumoren
bilden mit etwa 2-3% die seltenste der drei Tumorhauptgruppen. Jede Ursprungszelle
kann sich wiederum in verschiedene Zelltypen differenzieren. Diese Differenzierung ist

namensgebend fiir die Untergruppen der Ovarialtumoren (Mayr et al. 2010).

Die Klassifizierung der epithelialen Tumoren setzt sich aus zwei Bestandteilen
zusammen. Zundchst wird die Differenzierung des Tumors angegeben. Diese erfolgt
durch Vergleich von histologischen Ahnlichkeiten mit anderen Geweben, die wie das
Oberflachenepithel ebenfalls aus dem embryonalen Miillerepithel entstehen. Der zweite
Begriff bezeichnet die Dignitdt des Tumors. Das sind die benignen Adenome, die
malignen Karzinome sowie die Borderlinetumoren. Letztere nehmen eine
Sonderstellung ein. Borderlinetumoren weisen teilweise Charakteristika maligner
Tumoren, wie beispielsweise eine Mehrschichtigkeit > 4 Lagen, eine erhdhte
Mitosezahl sowie eine erhohte Kern-Plasma-Relation auf. Eine Stromainvasion findet
allerdings nicht statt. Sie nehmen also eine Stellung zwischen der malignen und der

benignen Tumordignitit ein (Mayr et al. 2010).
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Tabelle 1: histologische WHO-Klassifikation von Ovarialtumoren
(modifiziert und vereinfacht nach Scully 1999)

1. Oberflichenepithel-Stromatumoren

Serose Tumoren

Muzinose Tumoren (endozervix-dhnlich; intestinal)

Endometroide Tumoren

Klarzellige Tumoren

Transitionalzellige Tumoren

Plattenepithelkarzinome

Epitheliale Mischtumoren

Undifferenzierte Karzinome
Granulosa-Stromazelltumoren
Sertoli-Stromazelltumoren; Androblastom
Keimstrangtumoren mit annuléren Tubuli
Gynandroblastom
Unklassifizierbar
Steroid-(Lipid)-Zelltumoren

I11. Keimzelltumoren
Dysgerminom
Dottersacktumor (endodermaler Sinustumor)
Embryonales Karzinom
Polyembryom
Chorionkarzinom

Teratom

gemischte Keimzelltumoren
IV. Gonadoblastom
V. Keimzell-Keimstrang-Stroma-Tumor (nicht-gonadoblastomer Typ)

VI. Tumoren des Rete ovarii

VII. Mesotheliale Tumoren

VIII. Tumoren unsicheren Ursprungs und verschiedene Tumoren
IX. Gestationale trophoblastische Erkrankungen

X. Weichgewebstumoren (nicht ovarspezifisch)

XI. Maligne Lymphome, Leukimien, Plasmozytome

XII. Unklassifizierbare Tumoren

XIII. Metastasen

XIV. Tumor-artige Léisionen

Die histologische Klassifikation wird erweitert durch das Grading nach Silverberg.
Dieses Gradingsystem bildet einen Score, der sich aus der Betrachtung von
histologischer Architektur, Kernpleomorphie und Mitosezahl zusammensetzt. Fiir jedes
histologische Merkmal wird dabei ein Punktewert zwischen 1 und 3 vergeben (siche
Tabelle 2). Diese Werte werden zum sogenannten Silverberg-Score addiert und wie in

Tabelle 3 gezeigt mit G1-G3 bezeichnet. Ein niedriger Score (G1) ist prognostisch
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giinstig, ein hoher Score (G3) eher ungiinstig. Borderlinetumoren werden mit GB
klassifiziert. Gegebenenfalls konnen undifferenzierte Tumoren auch mit G4 bezeichnet

werden (Silverberg 2000).

Tabelle 2: Gradingsystem von Silverberg (modifiziert nach Silverberg 2000)

Punktzahl A | Architektur

1 Glandulér
2 Papillar
3 Solide

Punktzahl B | Kernpleomorphie

relativ uniforme vesikuldre Kerne
1 KerngroéBenvariation < 2:1

keine prominenten Nukleolen

KerngroBenvariation > 2:1 und < 4:1
2 kleine Nukleolen

keine bizarren Kerne

KerngroBenvariation > 4:1
3 grof3e eosinophile Nukleolen
evtl. bizarre Kerne

Punktzahl C | Mitosezahl (Sehfeldzahl 20)

1 0-7
2 8-18
3 >19

Tabelle 3: Auswertung des Differenzierungsgrades mit Hilfe des Silverberg-Scores
(modifiziert nach Silverberg 2000)

Differenzierungsgrad Silverberg-Score Erklirung
GX - kein Grading moglich
GB - Borderline-Malignitét
Gl 3-5 Punkte gut differenziert
G2 6-7 Punkte méBig differenziert
G3 8-9 Punkte schlecht differenziert
oder undifferenziert

Neben der histologischen Einordnung erfolgt bei jedem Tumor eine Stadieneinteilung
nach der TNM- oder FIGO-Klassifikation. Diese beiden Klassifikationssysteme decken
sich heutzutage weitgehend. Die Stadieneinteilung erfolgt auf Grundlage der
Tumorausbreitung sowie des Vorhandenseins eines malignen Aszites, eines
Pleuraergusses und/ oder Metastasen. Tabelle 4 zeigt die TNM- und FIGO-
Klassifikation mit den dazugehorigen Kriterien zur Bestimmung der einzelnen Stadien

(Wittekind et al. 2009).
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Tabelle 4: TNM- und FIGO-Klassifikation des Ovarialkarzinoms (modifiziert nach Wittekind et al. 2009)

TNM-Klassifikation

FIGO-Klassifikation

Tumorausbreitung

T1 I Tumorausbreitung begrenzt auf Ovarien

Tla 1A Tumor auf ein Ovar begrenzt, intakte Organkapsel,
kein Tumor auf der Oberflache des Ovars,
keine malignen Zellen im Aszites oder bei einer
Peritonealspiilung

T1b IB Tumor auf beide Ovarien begrenzt, intakte Organkapsel,
kein Tumor auf der Oberflache beider Ovarien,
keine malignen Zellen im Aszites oder bei einer
Peritonealspiilung

Tlc IC Tumor begrenzt auf ein Ovar oder beide Ovarien,
rupturierte Organkapsel;
Tumor auf der Oberflache des
Ovars oder maligne Zellen im Aszites oder bei einer
Peritonealspiilung

V) I Tumorausbreitung im Becken

T2a IIA Ausbreitung auf Uterus und /oder Tuben, keine malignen
Zellen im Aszites oder bei der Peritonealspiilung

T2b 1IB Ausbreitung auf weitere Strukturen im Becken, keine malignen
Zellen im Aszites oder bei der Peritonealspiilung

T2¢ 1IC Stadium 2a oder 2b, sowie maligne Zellen im Aszites
oder in der Peritonealspiilung

T3 und/ oder N1 I Tumorausbreitung aulerhalb des Beckens,
histologisch nachgewiesene Peritonealkarzinose auflerhalb
des Beckens und/oder regionire Lymphknotenmetastasen

T3a 1IIA Mikroskopische Peritonealmetastasen au3erhalb des
Beckens

T3b 11IB Makroskopische Peritonealmetastasen auflerhalb des
Beckens, <2cm

T3¢ und/ oder N1 i Makroskopische Peritonealmetastasen aullerhalb des
Beckens > 2cm und/ oder regiondre Lymphknoten-
Metastasen

NX - keine Beurteilung der regiondren Lymphknoten moglich

NO - keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 - regiondre Lymphknotenmetastasen

M1 v Fernmetastasen (ausschlieBBlich Peritonealmetastasen)
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1.1.4 Screening

Das Ovarialkarzinom wird nach wie vor meist in den fortgeschrittenen Tumorstadien
FIGO III oder gar FIGO IV entdeckt (Robert Koch-Institut 2012). Es wére daher
wiinschenswert durch eine Screeningmethode Ovarialkarzinome bereits in den Stadien
zu entdecken, in denen sich der Tumor noch auf das Ovar begrenzt. Diese

Fritherkennung kénnte die 5-Jahres-Uberlebensraten erheblich verbessern.

Ein geeigneter Screeningtest sollte einen positiven pradiktiven Wert von mindestens
10% aufweisen. Diese geforderten Werte konnten bisher mit keiner Methode erreicht
werden, sodass es zurzeit fiir die Normalbevilkerung mit einem normalen
Ovarialkarzinomrisiko keine Empfehlung zur Durchfiihrung eines Screenings gibt. Das
amerikanische NIH empfiehlt daher bei allen Frauen lediglich eine jéhrliche allgemeine
gyndkologische Untersuchung mit ausfiihrlicher Anamnese hinsichtlich der bekannten

Risikofaktoren (NIH 1995, Hennessy et al. 2009).

Nichtsdestotrotz gibt es zahlreiche Ansidtze fiir Screeningmethoden. So bietet der
Anstieg des Serummarkers CA-125 eine Mdoglichkeit Ovarialkarzinome zu erkennen.
Bei etwa 80% der Ovarialkarzinompatientinnen liegt der CA-125-Wert oberhalb des
Cut-Offs von 35 U/ml. Allerdings kann dieser Marker auch bei gesunden Frauen, bei
anderen Tumoren oder gutartigen Erkrankungen, wie beispielsweise einer
Leberzirrhose, Endometriose, Adnexitis oder einem Uterus myomatosus, erhoht sein.
Aus diesen Griinden reicht der CA-125-Marker nicht als alleiniger Screeningtest aus.
Eine Verbesserung des Vorhersagewertes dieses Markers konnte durch die Verwendung
des ROC-Scores (Risk of Ovarian Cancer) erreicht werden. Dabei wird eine jihrliche
CA-125-Bestimmung durchgefiihrt. Ein kontinuierlicher Anstieg ist verddchtig und
erhoht das bei dem Test ermittelte individuelle Erkrankungsrisiko. Der Test kann somit
auch Anstiege unterhalb des Cut-Offs erkennen. Lineare Werte oberhalb des Cut-Offs,
die bei alleinigem CA-125-Screening zu falsch positiven Testergebnissen fiihren

wiirden, erhohen hier nicht das Erkrankungsrisiko (Mahner et al. 2009).

In einer multizentrischen Studie in GroBbritannien wurden {iber 200.000
postmenopausale Frauen mit einer Kombination aus CA-125-Bestimmung und
transvaginaler Sonographie oder allein durch transvaginale Sonographie gescreent. Die
Kombination aus CA-125 im Serum und Sonographie lieferte vielversprechende

Sensitivitits- und Spezifitdtswerte (Menon et al. 2009).
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Frauen mit Verdacht auf bzw. nachgewiesener BRCA 1- oder BRCA 2-Mutation
gehoren zur Hochrisikopopulation. Das National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) empfiehlt bei diesen Frauen halbjdhrliche allgemeine gynikologische
Untersuchungen mit einer CA-125-Bestimmung sowie einer zusitzlichen transvaginalen
Sonographie. Hiermit sollte im Alter von 30 bis 35 Jahren bzw. 5-10 Jahre friiher, als
die erste Ovarialkarzinomdiagnose in der Familie gestellt wurde, begonnen werden
(Burke et al. 1997). Die deutschen S3-Leitlinien hingegen empfehlen kein regelrechtes
Screening von Risikopopulationen. Bei hereditdren Ovarialkarzinomen sollten Frauen
jenseits der 40 oder mit abgeschlossenem Kinderwunsch iiber eine mogliche
Risikoreduktion durch eine bilaterale Salpingoophorektomie aufgekldrt werden

(Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

Zahlreiche Forschungslabore arbeiten an einer Etablierung von Biomarkern im Serum.
Petricoin et al. konnten im Serum von Ovarialkarzinompatientinnen bestimmte
Proteinmuster nachweisen. Diese Proteinmuster fanden sich in allen Proben von
Ovarialkarzinompatientinnen unterschiedlicher Stadien. Dabei wurden ebenso
Erkrankungen im Friihstadium FIGO I erkannt. Diese Art des Screening scheint
vielversprechend fiir die Zukunft. Allerdings stehen noch prospektive Studien aus, die
diese Proteinmuster auch in groferen Kollektiven mit hoher Sensitivitdt und Spezifitit

nachweisen konnen (Petricoin et al. 2002, Nossov et al. 2008).

1.1.5 Klinik und Diagnostik

Das Ovarialkarzinom verursacht in den frithen Stadien meist keine Symptome. Bei
fortgeschrittener  Erkrankung treten unspezifische Symptome, wie diffuse
Abdominalschmerzen, Vollegefiihl im Oberbauch oder Unterbauch, Appetitlosigkeit,
Obstipationen, Diarrhoen, erhohte Miktionsfrequenzen, Gewichtsverlust, Dyspnoe,
Leistungsminderung, Nausea oder Emesis auf. Weiterhin konnen urologische
Symptome, wie etwa Harninkontinenz oder Pollakisurie, vorkommen. Es konnen
genitale Blutungen oder Menstruationsstorungen beobachtet werden. Eine
Gewichtsabnahme bei gleichzeitiger Zunahme des Bauchumfanges kann ebenso auf ein
Ovarialkarzinom hindeuten. Die genannten Symptome beginnen meist schleichend und
verschlechtern sich progredient. Daneben kann auch eine akute Symptomatik auftreten.

Ein mechanischer Ileus, intraperitoneale Blutungen nach Rupturen, Stieldrehungen des
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Ovars sowie vendse Thrombosen in der unteren Extremitét sind hier beispielhaft zu

nennen (Kreienberg 2009).

Die Diagnostik des Ovarialkarzinoms beinhaltet zunédchst eine ausfiihrliche Anamnese
hinsichtlich der in Kapitel 1.1.2 genannten Risikofaktoren und der derzeitigen
Symptomatik der Patientin. Es folgt die klinisch-gynédkologische Untersuchung. Dabei
hat die bimanuelle Tastuntersuchung einen hohen Stellenwert. Hierbei konnen
Adnextumoren sehr zuverldssig getastet werden. Grofe, solide, unverschiebliche
Tumoren mit einer knotigen Oberfliche gelten als besonders malignomverdédchtig

(Kreienberg 2009).

Innerhalb der weiterfiihrenden bildgebenden Diagnostik ist die transvaginale
Sonographie bedeutend. Sie ermdglicht die Darstellung des Uterus, der Adnexen und
des Douglas-Raumes auch bei sehr adipdsen Patientinnen. Bei einem auffalligen Befund
kann dessen Dignitét mit Hilfe von Tumorscores abgeschétzt werden. Eine endgiiltige,
sichere Dignitétsbeurteilung kann allerdings erst nach eingehender pathologischer

Untersuchung von Tumorgewebe erfolgen (Prompeler 2009).

Der Mainz-Sonomorphologiescore vergibt Punkte fiir die Gesamtstruktur des Befundes
(einfach, komplex), die Begrenzung (glatt, leicht oder deutlich irregulér), die
Wanddicke (< 3 mm, 3-5 mm, > 5 mm), das Binnenecho im zystischen Anteil (keines,
homogen, inhomogen), das Vorkommen von Septen (keine, < 3 mm,> 3 mm), das
Vorkommen bzw. die Form eines soliden Anteils (keiner, glatt, hockerig), die
Echogenitdt des soliden Anteils (keine, homogen, inhomogen), den Schallschatten
(Echoverstiarkung, teilweise, komplett), das Vorkommen von Aszites (keiner, wenig,
malig) sowie das Vorkommen von Leber- und/ oder Peritonealmetastasen (nicht
nachweisbar, nicht beurteilbar, darstellbar). Jede Kategorie wird mit 0, 1 oder 2 Punkten
bewertet. Durch Addition aller vergebenen Punkte erhédlt man den Scorewert. Liegt
dieser bei prdmenopausalen Frauen >9 Punkten und bei postmenopausalen Frauen 210
Punkten, so ist der sonographische Befund malignomverdiachtig (Merz et al. 1998,
Weber et al. 1999).

Die abdominale Sonographie ermdglicht die Beurteilung besonders grofBer
Adnextumoren. Weiterhin koénnen hiermit Aszites, Lebermetastasen sowie eine
tumordse Verdanderung des Omentums nachgewiesen werden (Burges et al. 2010). Die
Farbdoppler-Sonographie bietet eine weitere diagnostische Methode. Der Nachweis

einer erhohten Vaskularisation sowie von arteriovendsen Shunts innerhalb des
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auffilligen Befundes konnen ebenfalls auf ein eher malignes Geschehen hindeuten.
Ebenso sind erniedrigte Werte bei der Erhebung des Resistance Index und des
Pulsatility Index Indikatoren fiir Malignitit (R1<0,4, PI<1,0) (Valentin 2000, Prompeler
2009).

Bei einem erhirteten Verdacht auf Malignitdt wird ein Rontgen-Thorax angefertigt. Der
Nachweis eines Pleuraergusses ist von grofler diagnostischer Bedeutung, vor allem
wenn dieser maligne Zellen enthdlt. Zum weiteren Staging konnen die
Computertomographie (CT) und die Magnetresonanztomographie (MRT) eingesetzt
werden. Sie konnen mogliche Lymphknotenmetastasen, Lebermetastasen, eine
Peritonealkarzinose oder, wie die Rontgen-Thorax-Aufnahme, Pleuraergiisse darstellen.
Dartiber hinaus bieten die Positronen-Emissions-Tomographie (PET-CT) bzw. die
Flourdesoxyglucose-Tomographie (FDG-PET) =zusidtzliche Moglichkeiten zum
Nachweis von Metastasen und Peritonealkarzinosen (Rieber-Brambs 2009,

Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

Besteht der Verdacht auf eine gastrointestinale Tumorinfiltration, so kann ggf.
prioperativ eine Osophagogastroduodenoskopie (OGD) und bzw. oder eine Koloskopie
durchgefiihrt werden. Bei einer urologischen Symptomatik wird eine Nieren-
Sonographie zum Nachweis eines moglichen Harnstaus sowie ggf. ein i.v.-Pyelogramm
zum Ausschluss von Ureterobstruktionen durchgefiihrt. Letzteres ist bei zuvor

durchgefiihrter CT oder MRT obsolet (Rieber-Brambs 2009).

Zu den Differentialdiagnosen ovarieller Raumforderungen gehdren neben den
Ovarialkarzinomen auch benigne Zysten, benigne Tumoren, uterine Tumoren,
Endometriosen, extrauterine Graviditidten, entziindliche Prozesse oder Metastasen

anderer Primdrtumoren (z.B. Krukenbergtumor) (Stickeler et al. 2010).

1.1.6 Therapie

1.1.6.1 Operative Therapie

Besteht nach der priméren Diagnostik ein begriindeter Verdacht auf einen Ovarialtumor,
so sollte eine Operation erfolgen. Diese Operation ist zum einen nétig, um die genaue
Diagnose durch eine Probenentnahme pathologisch sichern zu kénnen. Desweiteren
kann ein exaktes Staging ausschlieBlich durch die systematische Exploration der
gesamten Abdominalhdhle erfolgen. Das Staging ist prognostisch sehr wertvoll und

spielt eine relevante Rolle bei der Therapieplanung. Zu guter Letzt hat die Operation
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durch die Entfernung- wenn moglich- aller suspekten Areale einen entscheidenden

therapeutischen Wert.

Die GroBe des postoperativen Tumorrestes ist ein bedeutender Prognosefaktor.
Innerhalb einer Studie der AGO-Ovar zeigten die Patientinnen, bei denen intraoperativ
eine makroskopische Tumorfreiheit erreicht werden konnte, ein medianes
Gesamtiiberleben von 99,1 Monaten. Patientinnen mit einem postoperativen Tumorrest
von < lcm wiesen ein signifikant kiirzeres medianes Gesamtiiberleben von 36,2
Monaten auf. Grofere Tumorreste fithrten zu einem noch kiirzeren Gesamtiiberleben
von durchschnittlich 29,6 Monaten bei den betroffenen Patientinnen. Wenn moglich
sollte daher bei jeder Patientin eine makroskopische Tumorfreiheit angestrebt werden.
Dies ist leider nicht immer moglich, da das Alter und der Allgemeinzustand hédufig die

eigentlich notwendige Radikalitit beschranken (du Bois et al. 2009, Chang et al. 2012).

Die Operation erfolgt mittels Léangsschnittlaparotomie. Es sollte eine
Peritonealzytologie  entnommen werden. Es folgt die beidseitige hohe
Adnexexstirpation sowie die Hysterektomie. Im Falle eines Konglomerattumors sollte
eine En-Bloc-Resektion von Adnexen, Uterus, Sigma und/oder Rektum erfolgen. In
diesem Falle wird eine Deperitonealisierung des Blasen- und Beckenperitoneums
angeschlossen. Die gesamte Abdominalh6hle wird systematisch auf suspekte Areale hin
inspiziert und palpiert. Gegebenenfalls werden diese Areale entfernt oder, falls keine
Entfernung moglich ist, biopsiert. Das Peritoneum des kleinen Beckens und des
Abdomens wird ebenfalls sorgfiltig inspiziert. Auffillige Areale werden grofziigig
exzidiert. Dariiber hinaus werden auch an unauffilligen Bereichen des Harnblasen-, des
Douglasperitoneums, des Diaphragmas und an den parakolischen Rinnen Biopsien
entnommen. FEine infragastrische Resektion des Omentums wird ebenfalls
vorgenommen. Bei Friihstadien und bei unmdglicher infragastrischer Resektion kann
auch eine infrakolische Omentektomie erfolgen. Dariiber hinaus werden die pelvinen
und die paraaortalen (bis zu den Vv. renales) Lymphknoten entfernt. Die entnommenen
Organe und Gewebeteile sollten einer sorgfiltigen pathologischen Untersuchung

zugefiihrt werden (Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

Bei einem FIGO I-Stadium mit einem G1-Grading und bei einigen Borderline-Tumoren
kann, falls gewiinscht, fertilitdtserhaltend operiert werden. Hierbei wird lediglich eine

einseitige Adnexexstirpation vorgenommen. Nach erfiilltem Kinderwunsch sollte die
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Patientin auf die Mdglichkeit einer sekundiren Entfernung von Uterus und Adnexen

aufgekldrt werden (Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

1.1.6.2 Adjuvante Therapie

Patientinnen mit einem Frithstadium FIGO Ia und einem G1-Grading miissen keiner
adjuvanten Chemotherapie zugefiihrt werden. Fiir alle weiteren Friihstadien bis zum
Stadium FIGO IIA empfiehlt die S3-Leitlinie eine adjuvante platinhaltige
Chemotherapie tiber 3-6 Zyklen (Tropé et al. 2007, Leitlinienprogramm Onkologie
2013). Laut Bell et al. gibt es bei einem Friihstadium keinen signifikanten Vorteil
zwischen einer Therapie mit 3 oder 6 Zyklen (Bell et al. 2006).

Bei Ovarialkarzinomen in den fortgeschrittenen Stadien FIGO IIB bis FIGO IV sollte
der Operation stets eine adjuvante Kombinationstherapie angeschlossen werden. Die
Leitlinien empfehlen hierbei eine Kombination aus Paclitaxel (175 mg/m?® iiber 3
Stunden) und Carboplatin (AUC 5) iiber 6 Zyklen alle 3 Wochen. Gegebenenfalls kann
zusitzlich eine antiangindse Therapie mit Bevacizumab erfolgen (Leitlinienprogramm

Onkologie 2013).

Im Falle eines Borderlinetumors bediirfen die Stadien FIGO I bis FIGO II keiner
adjuvanten Chemotherapie (National Cancer Institute 2003). Eine Studie von Lackmann
et al. zeigte, dass Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Stadium FIGO III und
postoperativer Tumorfreiheit auch ohne anschlieBende adjuvante Therapie eine gute
Prognose aufweisen. Bei einem postoperativem Tumorrest oder einem Stadium FIGO
IV sollte in jedem Falle eine adjuvante Therapie, wie bei einem invasiven Karzinom,

durchgefiihrt werden (Lackmann et al. 2003, Dettmar et al. 2010).

1.1.6.3 Follow-Up

Das Follow-Up beinhaltet regelméfige gyndkologische Untersuchungen, vaginale und
abdominale  Sonographien. Die routinemifBige Bestimmung der CA-125-
Serumkonzentrationen wird gemif3 S3-Leitlinie nicht mehr empfohlen. Innerhalb der
ersten 3 Jahre nach der Diagnosestellung wird meist ein Kontrollintervall von 3
Monaten angewandt. Dieses kann nach dem 3. Jahr auf einen 6-monatigen und nach
dem 5. Jahr auf einen 12-monatigen Abstand vergrofert werden. Weiterhin wird

aufgrund des erhohten Risikos an einem Mammakarzinom zu erkranken, eine
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Mammographie im Abstand von 12 Monaten empfohlen. Bei einer klinischen
Symptomatik werden die in Kapitel 1.2.5 genannten Zusatzuntersuchungen

durchgefiihrt (Schrock et al. 2010, Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

1.1.6.4 Second-Line-Therapie

Bei einem platinrefraktiren Rezidiv, das definitionsgemid3 innerhalb der ersten 6
Monate nach Abschluss der platinhaltigen Therapie auftritt, wird in den Leitlinien eine
Monotherapie mit einem nicht-platinhaltigem Wirkstoff empfohlen. Hierbei konnten
Topotecan, pegyliertes liposomales Doxorubicin, Gemcitabine und, wenn zuvor keine
Taxane verabreicht wurden, Paclitaxel weekly angewendet werden. Einige Studien
sprechen auch fiir die Wirksamkeit von GnRH-Analoga, Tamoxifen, Gestagene,
Etoposid und Treosulfan in der Rezidivsituation. Eine Re-Debulking-Operation ist nur
sinnvoll, wenn eine vollstindige makroskopische Tumorfreiheit wiederhergestellt

werden kann (AGO Ovar 2007, Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

Im Falle eines platinsensiblen Rezidivs, das frithestens 6 Monate nach Beendigung der
Platin-Therapie auftritt, wird eine erneute platinhaltige Salvagetherapie empfohlen. Als
Kombinationswirkstoffe zum Platin konnten Paclitaxel, Gemcitabin oder pegyliertes
liposomales Doxorubicin verabreicht werden. Gegebenenfalls kann auch hier zusétzlich
eine antiangindse Therapie mit Bevacizumab erfolgen (Leitlinienprogramm Onkologie

2013).

Das Re-Debulking ist im Rezidivfall sinnvoll, wenn erneut eine makroskopische
Tumorfreiheit erzielt werden kann sowie die Patientin einen guten Allgemeinzustand

aufweist und kein Aszites nachgewiesen werden konnte (Bauerfeind et al. 2010).

Borderline-Rezidive konnen erneut reseziert werden. Gegebenenfalls kann eine
adjuvante Chemotherapie durchgefiihrt werden. Der Nutzen dieser adjuvanten Therapie
in der Rezidivsituation ist allerdings nicht eindeutig durch klinische Studien belegt

(Dettmar et al. 2010).

1.1.6.5 Neue Therapiekonzepte

Die intraperitoneale Chemotherapie ist ein Therapiekonzept, das durch die vorwiegend
intraperitoneale Ausbreitung des Ovarialkarzinoms ein vielversprechender Ansatz zu

sein scheint. Erste Studien zeigten eine Verldngerung des progressionsfreien Intervalls
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sowie des Gesamtiiberlebens. Allerdings birgt diese Art der Therapie starke
Nebenwirkungen, die hédufig zum Abbruch der Behandlung innerhalb der
Studienkollektive fiihrten. Die S3-Leitlinien fiir maligne Ovarialtumoren empfehlen
diese Therapieform derzeit nicht auBlerhalb von Studien mit Ausnahme einer
Behandlung eines malignen Aszites in der Palliativsituation (Armstrong et al. 2006,

Stickeler et al. 2010, Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

Die zielgerichtete Therapie mittels spezifischer Antikdrper gehort ebenso zu den neuen
Therapiekonzepten. So konnte fiir den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-
Hemmer Bevacizumab in der ICON-7 sowie der GOG-218-Studie eine Verliangerung
des progressionsfreien Intervalls beobachtet werden (Interventionsgruppe 14,1 Monate
vs. Placebo-Gruppe 10,5 Monate). VEGF ist entscheidend an der Neoangiogenese eines
Tumors und somit auch an dessen Wachstum beteiligt (Perren et al. 2011). Die
aktuellen Leitlinien empfehlen ggf. den Einsatz von Bevacizumab fiir die Therapie

fortgeschrittener Ovarialkarzinome (Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

Desweiteren gibt es noch zahlreiche weitere spezifische Antikorper, die im Rahmen von
Studien zurzeit auf ithre Wirksamkeit getestet werden. Als Beispiele wiaren Pazopanib
(Inhibitor des VEGFR-1,-2,-3, c-Kit und des PDGFR), Lonafarnib (Inhibitor der
Farnesyltransferase) und Abagomovab (antiidiotypischer Antikorper gegen CA-125) zu
nennen. Alle Wirkstoffe werden zurzeit in Studien auf ihre Wirksamkeit getestet

(Friedlander et al. 2010, Mazieres et al. 2004, Wagner et al. 2001).

1.1.7 Prognosefaktoren

Zu den etablierten unabhidngigen Prognosefaktoren gehdren das Tumorstadium (TNM-
oder FIGO-Klassifikation), der histologische Subtyp des Tumors, die GroéBe des
postoperativen Tumorrestes, das Tumorgrading, das Alter zum Diagnosezeitpunkt, der
Allgemeinzustand  der  Patientin  sowie die leitliniengerechte = Therapie

(Leitlinienprogramm Onkologie 2013).
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Abbildung 5: 5-Jahres-Uberlebensrate in Abhiingigkeit vom FIGO-Stadium
(nach American Cancer Society 2012)

Das Tumorstadium und die Uberlebensraten weisen eine starke Korrelation auf. So liegt
die 5-Jahres-Uberlebensrate einer Frau innerhalb des FIGO I-Stadiums bei ca. 90%.
Eine Frau mit einem FIGO IV-Stadium hat lediglich eine 5-Jahres-Uberlebensrate von
ca. 20%. Aufgrund dessen ist die TNM- bzw. FIGO-Klassifikation bedeutend bei der

individuellen Therapieentscheidung (American Cancer Society 2012).

Die verschiedenen histologischen Subtypen der Ovarialtumoren weisen unterschiedlich
hohe Uberlebensraten auf und sind somit auch von prognostischer Bedeutung.
Muzindse und klarzellige Ovarialkarzinome zeigen eine signifikant schlechtere
Prognose als ser0s-papillire oder endometroide Karzinome. Beide erstgenannten
Tumorentititen weisen hdufiger Platinresistenzen auf (Omura et al. 1991, Hess et al.

2003, Enomoto et al. 2003, Mackay et al. 2010).

Der Differenzierungsgrad der Ovarialtumoren ist im Stadium FIGO I besonders
bedeutend. Das Grading ist hierbei ausschlaggebend fiir die Notwendigkeit einer
Chemotherapie. Low-Grade Tumoren (G1) bediirfen im Gegensatz zu High-Grade
Tumoren (G2/G3) keiner adjuvanten Chemotherapie (Trimbos et al. 2003,
Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

Ein weiterer sehr wichtiger Prognosefaktor fiir das Gesamtiiberleben ist der
postoperative Tumorrest. So zeigten Bristow et al., dass jede 10%ige intraoperative
Tumorreduktion eine Verlingerung des Gesamtiiberlebens um 5,5% bewirkt (Bristow et

al. 2002).
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Das Alter der Patientin bei Diagnosestellung stellt einen weiteren unabhédngigen Faktor
dar. Patientinnen ab dem 69. Lebensjahr haben im Mittel eine signifikant schlechtere

Prognose als jiingere Patientinnen (Tingulstad et al. 2003, Hunn et al. 2012).

Ebenso ist der Allgemeinzustand der Patientin relevant. Ein Karnofskyindex von <70
manifestierte sich in einem kiirzeren Gesamtiiberleben. Schlechtere Indexwerte

korrelierten mit einem noch schlechteren medianen Gesamtiiberleben (Omura et al.

1991).

Als weitere Prognosefaktoren gelten der CA-125-Wert, die Platinsensitivitét,
Genexpressionsprofile und einige molekulare Marker. Besonders auf dem Gebiet der
molekularen Marker hat die Grundlagenforschung in den letzten Jahren etliche neue
prognostische Parameter nachweisen konnen. Bis zur klinischen Verwendung fehlt

allerdings meist noch die endgiiltige Bewertung durch eine Studie (Mahner et al. 2009).

Mogliche molekulare Marker:

Tabelle 5: Molekulare Marker mit moglicher prognostischer Bedeutung

Molekulare Marker

uPA/PAI-1 (Kuhn et al. 1999)

CD24 (Kristiansen et al. 2002)

VEGF (Yokoyama et al. 2003)

p53 (Rose et al 2003)

EGFR (Psyrri et al. 2005)

YKL-40 (Hogdall et al. 2009)
Galectin-1-Expression (Kim et al. 2012)
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1.2 Die Jun-Familie und die c-Jun-N-terminalen Kinasen

1.2.1 Die AP-1-Transkriptionsfaktoren

Die AP-1 (activator protein 1)-Faktoren sind Proteindimere, die als
Transkriptionsfaktoren u.a. an der Regulation von Zellzyklus und Apoptose beteiligt
sind. Die Dimere werden aus Mitgliedern der Jun-, Fos-, CREB- (cAMP response
element-binding protein), ATF- (activating transcription factor) oder der MAF-
(musculoaponeurotic fibrosarcoma) Proteinfamilien gebildet. Die Jun-Proteine kénnen
zusdtzlich an JDP-1 und JDP-2 (Jun dimerization protein) binden. Die Mitglieder der
Jun-, MAF- und ATF-Familie sind in der Lage, stabile Hetero- und Homodimere zu
bilden. Proteine der Fos-Familie konnen lediglich heterodimere Bindungen zu den Jun-
Proteinen eingehen (Angel und Karin 1991, Aronheim et al. 1997, Jochum et al. 2001,
Chinenov und Kerppola 2001, Vogt 2002, Eferl und Wagner 2003, Eychene et al. 2008,
Shaulian 2010).

Die AP-1-Proteine gehdren zur Gruppe der bZIP-Proteine. Sie haben eine Leucin-
Zipper-Domine, die durch hydrophobe Wechselwirkungen die Dimerisierung zweier
bZIP-Proteine ermdglicht. Desweiteren weisen sie typischerweise eine basische Region
auf, die fiir die DNA-Bindung bedeutend ist. AP-1-Proteine konnen an einer
asymmetrischen Heptanukleotidsequenz, dem TPA-responsive element (TRE) binden.
Diese 5'-TGA(G/C)TCA-3'-Sequenz befindet sich in den Promotern und Enhancern der
Zielgene. Der Name des TPA-responsive element leitet sich urspriinglich von dem
Tumorpromotor 12-O-Tetra-Decanoylphorbol-13-Acetat (TPA) ab, der eine deutliche
Induktion der TRE-enthaltenden Zielgene verursacht. AP-1-Proteine konnen dariiber
hinaus mit einer geringeren Affinitit an der symmetrischen Oktanukleotidsequenz des
cAMP-responsive element (CRE) binden (Nakabeppu et al. 1988, Angel und Karin
1991, Vogt 2002).

Die AP-1-Faktoren kénnen eine Vielzahl unterschiedlicher Dimere bilden. Die jeweilige
Dimerkonstellation scheint dabei einen Einfluss auf die AP-1-Aktivitit aber auch auf
die Funktion zu haben. Die Bildung dieser Dimere ist u.a. auch abhéngig von der Hohe
der Konzentration der jeweiligen AP-1-Proteine (Bakiri et al. 2002, Eferl und Wagner
2003).
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Die Regulation der AP-1-Proteine geschieht {iber zahlreiche Mechanismen auf
transkriptionaler und post-translationaler Ebene. Externe Stimuli, wie UV-Exposition
oder Wachstumsfaktoren und Zytokine, konnen die Transkription von AP-1-Proteinen
beispielsweise liber eine Aktivierung der MAPK-Kaskade (mitogen- activated protein
kinase) induzieren. Post-translational spielt vor allem die Phosphorylierung durch
Proteinkinasen eine grofle Rolle. So fiihrt eine Phosphorylierung von c-Jun durch die
JNK zu einer Aktivitdtserhohung (Behrens et al. 1999, Chang und Karin 2001, Vesely
et al. 2009, Shaulian 2010).

Die AP-1-Proteine zeigen zahlreiche Interaktionen mit anderen Proteinen. So kénnen
onkogene Eigenschaften durch eine Interaktion mit einem weiteren Onkogen verstérkt
werden. Als Beispiel wiére hier die Interaktion von c-Jun und dem Onkogen ,,Ras“ zu
nennen. Eine Ras-Aktivierung fiihrt zu einer erh6hten c-Jun-Transkriptionsrate (Alani et

al. 1991, Smeal et al. 1991, Mechta et al. 1997).

Aber auch direkte Proteininteraktionen konnen durch eine Transrepression die AP-1-
Aktivitdt verandern. Der Glucocorticoid- und der Retinsdurerezeptor bewirken auf diese
Weise eine Transkriptionsinhibition (Schiile et al. 1990, Jonat et al. 1990, Herrlich
2001).

Wie bereits zuvor erwidhnt, spielen die AP-1-Faktoren eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Zellproliferation und -differenzierung, der Apoptose und auch der
Angiogenese. AP-1-Faktoren weisen sowohl onkogene, als auch anti-onkogene
Wirkungen auf. Die Funktionen dieser Proteine betreffen somit zentrale
Regulationsmechanismen, die bei einer Fehlregulation in einer Karzinogenese enden
konnen (van Dam und Castelazzi 2001, Shaulian und Karin 2001, Eferl und Wagner
2003).

1.2.1 Die Jun-Familie

Die Jun-Familie umfasst c-Jun, JunD sowie JunB. Es handelt sich dabei um nukleédre
Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 35 und 48 kDa (Maki et al. 1987, Vogt
2002).

Im Folgenden werden die einzelnen Proteine mit ihrer Regulation und Funktion niher

dargestellt.
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1.2.1.1  c-Jun und pc-Jun

Das zelluldre c-Jun wurde im Jahre 1988 im Labor von Tom Curran entdeckt. Das
Protein besitzt eine molekulare Masse von 39 kDa und war zuvor bereits als ,,Fos-
binding-protein“ p39 bekannt. Es ist das zelluldire Homolog zu dem viralen, onkogenen

v-Jun des ,,Avian Sarcoma Virus 17 (Maki et al. 1987, Rauscher et al. 1988).

C-Jun wird auf vielfdltige Weise reguliert. Zum einen kann c-Jun durch eine c-Jun-N-
terminale Kinase (JNK) an seinen Serin-Resten Ser63/Ser73 phosphoryliert werden. Die
phosphorylierte Form pc-Jun ist stabiler und besitzt eine hohere Transkriptionsaktivitit.
Die Aktivitiat der JNK kann ihrerseits ebenso reguliert werden. Ndheres dazu wird im
Kapitel 1.2.3 beschrieben (Hibi et al. 1993, Dérijard et al. 1994, Karin 1995, Qin et al.
2006).

Externe Stimuli, wie UV-Strahlung, aber auch Zytokine, wie TNFa oder TGF, konnen
zu einer Aktivierung von c-Jun fiihren. Eine Uberexpression des Onkogen Ras fiihrt in
NIH3T3-Zellen zu erhohten c-Jun-Proteinlevel sowie zu einer erhohten DNA-
Bindungsaktivitit der AP-1-Komplexe. Dies ldsst den Schluss zu, dass c-Jun
moglicherweise durch Ras induziert werden kann und somit eine Rolle in der malignen
Transformation spielt. Dariiber hinaus kann c-Jun durch eine Autoregulation seine

eigene Transkription erhohen (Angel et al. 1988, Devary et al. 1991, Mechta et a. 1997).

C-Jun spielt u.a. eine Rolle in der Regulierung des Zellzyklus, der Apoptose und der
Angiogenese. So zeigt das Protein in zahlreichen Untersuchungen eine proproliferative
Wirkung. Mausembryofibroblasten mit einem c-Jun’/c-Jun-Knock-out weisen starke
Proliferationsdefekte ~ auf.  c-Jun’/c-Jun-Knock-out-Mausembryonen  versterben

intrauterin aufgrund einer gestorten Leberentwicklung (Johnson et al. 1993).

Der zuvor genannten Eigenschaft c-Juns liegt unter anderem seine Moglichkeit zur
direkten Repression von p53 zugrunde. C-Jun-defiziente Miuse zeigen erhohte p53-
Transkriptionsraten. Desweiteren kann c-Jun auch indirekt die Transkriptionsaktivitit
von p53 herabsetzen. Es inhibiert die Aktivierung von p21“P' durch den
Transkriptionsfaktor p53. P21 ist ein CDK-Inhibitor und spielt somit eine
entscheidende Rolle bei der antiproliferativen Wirkung von p53. C-Jun-defiziente
Fibroblasten zeigen erniedrigte CDK-Aktivititen in der Gl-Phase des Zellzyklus.
1 Cipl

Dariiber hinaus sind die p53-Levels sowie die p2 -Levels erhoht. Uber eine

Induktion der p19***-Expression kann c-Jun ebenso auf die p53-Expression einwirken.
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P19** ist einer der Hauptregulatoren von p53 (Schreiber et al. 1999, Shaulian et al.
2000, Sreeramaneni et al. 2005).

Ein c-Jun/c-Jun'-Knock-out in Mausembryofibroblasten hat Auswirkungen auf die
Expression von Cyclin D1. Die Fibroblasten haben niedrigere Cyclin D1-Level. C-Jun
kann also auch durch eine Induktion der Cyclin DI1-Transkription die Proliferation

positiv beeinflussen (Wisdom et al. 1999).

C-Jun ist ebenso in die Regulation der Apoptose involviert. Dabei kann der
Transkriptionsfaktor die Apoptose induzieren, sie aber auch in bestimmten Féllen
verhindern. Die Funktion von c-Jun scheint hierbei je nach Zelltyp und Ursache fiir die
Aktivierung der Apoptose zu variieren. Wie zuvor bereits beschrieben, kann c-Jun mit
p53 einen wichtigen Apoptoseinduktor inhibieren. Andererseits kann c-Jun durch eine
Induktion der Transkription des Fas-Liganden die Einleitung der Apoptose positiv
beeinflussen. So gehen c-Jun-defiziente Fibroblasten nach einer Behandlung mit UV-
Strahlung oder mit Methylmalonsdure- einem potenten Apoptoseinduktor in Wildtyp-
Zellen- nicht in Apoptose (Karin 1998, Schreiber et al. 1999, Shaulian et al. 2000,
Kolbus et al. 2000, Shaulian und Karin 2001).

Andere Studien zeigten allerdings, dass c-Jun in seiner phosphorylierten Form Zellen
vor der UV-induzierten Apoptose schiitzen kann. Laut Wisdom et al. konnte diese
antiapoptotische Wirkung iiber den Faktor NF-kB vermittelt sein. NF-xB wiederum
kann die TNF-induzierte Apoptose verhindern. Die Zellen dieser Studien stammten
dabei meist aus Tumoren und konnten mit einer hohen Wahrscheinlichkeit p53-
Mutationen aufweisen. P53 ist ebenfalls ein Regulator der Fas-Expression und wird
somit moglicherweise auch fiir die c-Jun-induzierte Apoptose benétigt. Diese These
wird von der Tatsache, dass p53/p53Zellen resistent gegen eine c-Jun-induzierte
Apoptose sind, untermauert. Ein weiterer Hinweis fiir eine antiapoptotische Funktion c-
Juns ist eine massiv hohe Apoptoserate, die in Hepatozyten von c-Jun’/c-Jun'-Knock-
out-Méausen beobachtet werden konnte (Wisdom et al. 1999, Eferl et al. 1999, Shaulian
et al. 2000, Shaulian und Karin 2001).

In einem Zellkulturmodell konnte weiterhin eine proangiogenetische Funktion c-Juns

nachgewiesen werden (Toft et al. 2001).

Innerhalb der malignen Transformation durch Onkogene, wie v-ras, scheint c-Jun
ebenso eine Rolle zu spielen. Zum einen kann das Onkogen Ras die c-Jun-Aktivitét

erhdhen. Zum anderen ist eine v-ras-abhingige Transformation von c-Jun abhingig. So
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konnte diese Transformation in Méusen durch einen c-Jun-Knockout verhindert werden.
Epithelzellen der Mamma zeigen einen Verlust der Zellpolaritit bei c-Jun-
Uberexpression (Schiitte et al. 1989, Angel und Karin 1991, Fialka et al. 1996, Mechta
et al. 1997).

Fibroblasten, bei denen die Serinreste im c-Jun durch Alanin ersetzt wurden und somit
eine  Phosphorylierung  durch die JNK  unterbunden wurde, weisen
Zellproliferationsdefekte auf. Diese sind allerdings geringer, als bei Zellen mit einem c-
Jun/c-Jun’-Knock-out. Die JNK-abhédngige Phosphorylierung scheint auch bei der

Ala63/73 y g
263/13_Miusen

Induktion der Apoptose eine Rolle zu spielen. Neuronen von c-Jun
zeigen eine Resistenz gegeniiber der eigentlich zytotoxischen Kainsdure. In einem
Zellkulturmodell weisen Neuronen mit selbigem Defekt bei NGF-Entzug (nerve growth
factor) eine wesentlich niedrigere Apoptoserate auf, als Neuronen ohne c-Jun-Defekt. In
einem Mausmodell konnte diese Verhinderung der c-Jun-Phosphorylierung die
Tumorzahl und die TumorgroBe von Colonkarzinomen vermindern. Gleichzeitig wurde

die Uberlebenszeit verlingert (Behrens et al. 1999, Le-Niculesco et al. 1999, Nateri et
al. 2005).

1.2.1.2 JunB

Das Protein JunB wurde erstmalig von Ryder et al. im Jahre 1988 entdeckt und hat ein

Molekulargewicht von etwa 42 kDa (Ryder et al. 1988).

Es konnte eine Regulation JunBs durch die JNK nachgewiesen werden. JunB wird an
seinen Thr 102/104-Resten phosphoryliert und somit in seiner Aktivitdt gesteigert.
Dariiber hinaus kann JunB durch CDKI1-Cyclin B phosphoryliert werden. Diese
posttranslationale Regulation initiiert eine Degradation des Proteins (Li et al. 1999,

Bakiri et al. 2000, Yazgan und Pfarr 2002).

Bereits 1989 zeigten Chiu et al., dass JunB in vielfiltiger Weise gegenteilige
Funktionen zu c-Jun einnimmt. Im Gegensatz zu c-Jun hemmt JunB die Transkription
von Cyclin D1 und somit auch den Zellzyklus. JunB/JunB-Embryofibroblasten weisen
anders als c-Jun’/c-Jun-Knock-out-Zellen eine normale Proliferationsgeschwindigkeit
auf. Desweiteren induziert JunB die Transkription von pl16™<*. Dieses Protein hemmt
wiederum CDK 4 und kann auf diese Weise den Ubergang von der G1- in die S-Phase
blockieren (Chiu et al. 1989, Bakiri et al. 2000, Passegué et al. 2000).
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JunB zeigt antionkogene Eigenschaften in NIH3T3-Fibroblasten. Bei einer JunB-
Uberexpression konnte eine Hemmung der Transformation durch die Onkogene Ras

oder die Tyrosinkinase Src gezeigt werden (Passegué und Wagner 2000).

In Abwesenheit von c-Jun kann JunB den Zellzyklus auch auf positive Weise
regulieren. Zellproliferationsdefekte aufgrund eines c-Jun-Knockouts traten bei einem
Ersetzen des Proteins durch JunB nicht mehr auf. JunB kann Cyclin A regulieren, was
moglicherweise seine proproliferative Wirkung erkldart. In einigen malignen
Erkrankungen, wie beispielsweise dem Hodgkin-Lymphom, konnte eine JunB-
Uberexpression nachgewiesen werden. Die proliferativen Funktionen von JunB
scheinen also zum einen Zelltyp-spezifisch und zum anderen abhédngig von anderen
Proteinexpressionslevels zu sein (Passegué et al. 2002, Andrecht et al. 2002, Mathas et

al. 2002, Rassidakis et al. 2005).

Indirekt hat JunB einen Einfluss auf p53 und kann folglich die Einleitung des
Zellzyklusarrestes steuern. Dies geschieht iiber eine Erhdhung der Dmpl-Expression,
die wiederum eine Erhéhung der p19*% -Expression nach sich zieht. Wie bereits zuvor

erwihnt, ist p19*** einer der Hauptregulatoren von p53 (Sreeramaneni et al. 2005).

Mausembryonen mit einem vollstindigen JunB-Knock-out versterben intrauterin.
Dieser frithen embryonalen Letalitét liegt eine Stérung in dem Aufbau von vaskuldren

Verbindungen zur maternalen Placenta zugrunde (Schorpp-Kistner et al. 1999).

Ebenso wie c-Jun, hat JunB in einem Zellkulturmodell eines Fibrosarkoms die
Angiogenese durch Aktivierung des proangiogenetischen Faktors Proliferin induziert

(Toft et al. 2001).

Welche Rolle JunB in der Einleitung der Apoptose spielt wird derzeit kontrovers

diskutiert (Shaulian 2010).

1.2.1.3  JunD

Ryder et al. konnten im Jahre 1989 mit JunD ein weiteres Jun-Protein nachweisen

(Ryder et al. 1989, Hirai et al. 1989).

Es sind zwei JunD-Isoformen bekannt. Zum einen das 39 kDa schwere JunD und zum
anderen das N-terminal um 43 Aminosauren kiirzere 34 kDa schwere AJunD. AJunD

entsteht durch eine Translation an einem alternativen Startcodon (Short und Pfarr 2002).
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Die Regulation der JunD-Aktivitdt geschieht posttranslational durch eine
Phosphorylierung mit Hilfe der JNK an den Ser 90/ Ser 100- Resten. JunD kann aber
auch durch weitere MAP-Kinasen C-terminal phosphoryliert und somit in seiner
Aktivitdt gesteigert werden. Dariliber hinaus kann JunD transphosphoryliert werden.
Dies geschieht durch eine Proteinbindung, beispielsweise an c-Jun oder ATFa, das
wiederum eine Bindung zur JNK eingeht und die Phosphatgruppe iibertragt. AJunD
kann ebenfalls phosphoryliert werden. Dies erfolgt allerdings mit einer deutlich
geringeren Affinitdit zu den Proteinkinasen und erkldrt damit die geringere
transkriptionelle Aktivitdt dieser Isoform (Fuchs et al. 1997, De Graeve et al. 1999,
Yazgan und Pfarr 2002, Vinciguerra et al. 2004).

JunD kann durch den Tumorsuppressor Menin in seiner Aktivitit gehemmt werden.
Menin verhindert dabei die Phosphorylierung JunDs durch die MAPK oder die JNK.
Eine Runterregulation von MENI1 fiihrt zu einer erhdhten JunD-Aktivitit in
Osteoblasten und durch einen sogenannten ,,autoregulatory loop“ auch zu erhdhten

JunD-Levels (Gallo et al. 2002, Agrarwal et al. 2003, Naito et al. 2005).

Die Funktionen von JunD werden zurzeit noch weitaus weniger verstanden, als die der
anderen Jun-Proteine. JunD kann den Zellzyklus auf positive und negative Weise
regulieren. Welche Funktion JunD einnimmt, hingt von dem zelluldren Kontext und

seinen Dimerisierungspartnern ab (Hernandez et al. 2008).

JunD kann durch proproliferative Wirkungen als Onkogen fungieren. Bei einer o.g.
JunD-Suppression durch Menin konnte eine Reduktion neoplastischen Wachstums
beobachtet werden. JunD7/JunD” -Embryofibroblasten von Maéusen weisen
Proliferationsdefekte auf. Innerhalb dieser JunD/JunD™ -Zellen ist die pl19”RF-
Expression erhoht. Wie zuvor bereits erwahnt, ist pl9**F ein wichtiger Regulator von
p53, dessen Induktion in einen Zellzyklusarrest miindet. JunD scheint also das Eintreten
in den Zellzyklusarrest hemmen zu konnen (Pfarr et al. 1994, Agarwal et al. 1999,

Weitzmann et al. 2000, Agarwal et al. 2003).

JunD hat ebenso antiproliferative und folglich auch antionkogene Wirkungen. Bei einer
Uberexpression von JunD konnte eine langsamere Proliferation und ein vermehrtes
Eintreten von Fibroblasten in die GO-Phase beobachtet werden. Giinthert et al. konnten
diese Effekte nach einer Aktivierung von JunD durch einen LHRH-Agonisten
zuséatzlich in Ovarialkarzinomzelllinien nachweisen (Pfarr et al. 1994, Weitzman et al.

2000, Giinthert et al. 2002).
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Neyns et al. konnten zeigen, dass JunD in epithelialen Ovarialkarzinomen im Vergleich
zu normalem Ovarialepithel signifikant hdufiger unterexprimiert war. Zudem konnten
siec beobachten, dass eine Runterregulation von JunD zu einer unkontrollierten
Zellproliferation fiihrte. Dies stiitzt die These einer antionkogenen Wirkung JunDs in
Ovarialkarzinomen. Dariiber hinaus kann JunD die transformierende Wirkung des
Proto-Onkogens Ras abmildern. Eine Uberexpression von JunD fiihrte zu einer
Verminderung des Ras-induzierten Tumorwachstums (Pfarr et al. 1994, Neyns et al.

1996).

JunD kann Zellen vor der durch UV-Bestrahlung oder durch Wasserstoffperoxid
induzierten Apoptose bewahren. Diesem Mechanismus liegt moglicherweise die
Féahigkeit von JunD zu Grunde, die Zellen durch eine verminderte Entstehung von
Sauerstoffradikalen vor oxidativem Stress zu schiitzen (Gerald et al. 2004, Zhou et al.

2007).

Dariiber hinaus reguliert JunD, wie die iibrigen Jun-Proteine, die Angiogenese. Im
Gegensatz zu c-Jun und JunB hemmt JunD diese. Das geschieht vermutlich iiber eine
Hemmung des HIF1a (Hypoxia Inducible Factor o), der liber eine Induktion von VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) die Angiogenese initiieren kann. JunD/JunD'-
Knock-out-Zellen weisen geringere HIF-Prolylhydroxylase-Aktivititen auf. Diese
Hydroxylase wiirde eigentlich HIFla degradieren. Somit sind in JunD-defizienten
Zellen hohere HIFloa-Levels vorhanden, die, wie zuvor erwihnt, eine Angiogenese

induzieren (Gerald et al. 2004, Hilfiker-Kleiner et al. 2005).

1.2.2 Die c-Jun-N-terminalen Kinasen

Die c-Jun-N-terminalen Kinasen (JNK), auch Stress-activated Phosphokinasen (SAPK)
genannt, sind Serin/Threonin-Proteinkinasen und gehoren zur Familie der MAP-

Kinasen (Chang und Karin 2001, Bogoyevitch 2006b).

Es sind drei unterschiedliche Genloci, die fiir JNK1, JNK2 und JNK3 kodieren,
bekannt. Durch alternatives Splicen entstehen aus der JNK1 und der JNK2 jeweils vier
weitere Isoformen. Zwei Splicevarianten konnen aus der JNK3 entstehen. Das
spezifische Gewicht der einzelnen Isoformen liegt zwischen 46 kDa und 55 kDa. Es

konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen JNK-Splicevarianten unterschiedliche

Funktionen innehaben. (Hibi et al. 1993, Gupta et al. 1996, Bogoyevitch 2006a).
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Die JNKI1 und die JNK2 kommen ubiquitdr in Sdugetieren vor. Die JNK3 hingegen
findet sich vor allem in ZNS-Gewebe, Herzmuskelgewebe und in Hodengewebe (Yang

et al. 1997, Chen et al. 2009).

In den folgenden Abschnitten wird nicht zwischen den jeweiligen Isoformen der c-Jun-

N-terminalen Kinasen unterschieden.

Die Aktivierung der JNK erfolgt durch doppelte Phosphorylierung am Thr/Pro/Tyr-
Motiv mit Hilfe der MAP-Kinasen MKK4 und MKK?7. Externe Stimuli, wie eine
Exposition von Zellen gegeniiber proinflammatorischen Zytokinen (TNFa, II-1),
Lipopolysacchariden, UV- oder ionisierender Strahlung, Hitze sowie einem
osmotischen Schock, fithren zu einer Aktivierung des JNK-Signalwegs (Dérijard et al.

1994, Davis 2000, Dong et al. 2002, Morton et al 2003, Vivas-Mejia et al. 2010).

Auch Infektionen mit Bakterien, Parasiten, Pilzen, Prionen oder Viren haben eine JNK-
Aktivierung zur Folge. Zelluldre Prozesse, wie eine Fehlfaltung von Proteinen, konnen
ebenso zu einer Aktivierung fiihren (Bachar 2004, Wellen und Hotamisligil 2005, Qin
et al. 20006).

Die JNK phosphoryliert ihre Substrate an den spezifischen Serin- oder Threoninresten
und fiihrt auf diese Weise zu einer Aktivitdtserhohung oder —minderung derselbigen.
Dariiber hinaus kann die JNK auch direkte Proteinbindungen eingehen und so die
Aktivitdt des Proteins verdndern oder gar andere Funktionen ausiiben (Bogoyevitch

2006b).

Bisher konnten bereits mehr als 50 JNK-Substrate nachgewiesen werden. Dazu gehoren
die Mitglieder der Jun-Familie: c-Jun, JunD und JunB. Die JNK phosphoryliert aber
auch andere nukledre Transkriptionsfaktoren wie JDP2, ATF2, p53, Elk-1 und viele
weitere. Dariliber hinaus kann die JNK nukledre Rezeptoren phosphorylieren. Als
Beispiele hierfiir sind der Glucocorticoidrezeptor, der Retinsdurerezeptor oder auch der
Androgenrezeptor zu nennen (Dérijard et al. 1994, Gupta et al. 1995, Li et al. 1999,
Buschmann et al. 2001, Katz et al. 2001, Yang et al. 2002, Yazgan und Pfarr 2002,
Bruna et al. 2003, Morton et al. 2003, Srinivas et al. 2005, Gioeli et al. 2006).

Zu den Substraten der JNK gehoren ebenso extranukledre Proteine. Hier seien unter
anderem die mitochondrialen Bcl2- Proteine, wie Bax, genannt. Dariiber hinaus ist das
zytosolische Phosphoprotein-bindende Protein 14-3-3, das eine groe Rolle innerhalb
der Transferbewegungen zwischen den einzelnen Kompartimenten einer Zelle spielt,

JNK-Substrat. Aber auch andere Proteinkinasen, wie die Akt oder Regulatoren der
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Zellbewegung, wie die Microtubuli-assoziierten Proteine 1B und 2 sowie Tau, gehoren
zu den extranukledren Substraten (Deng et al. 2001, Chang et al. 2003, Tsuruta et al.
2004, Yoshida et al. 2004, Kim et al. 2006, Shao et al. 2006).

Die Funktionen der JNK sind aufgrund ihrer zahlreichen Substrate sehr vielfiltig.
Aufgrund der Thematik dieser Arbeit wird im Folgenden ndher auf die Funktionen
beziiglich der Jun-Proteine und der Funktionen, die potentiell eine Rolle in der

Karzinogenese spielen konnten, eingegangen.

Die JNK phosphorylieren die Serin- oder Threonin-Reste der Transaktivierungsdoméne
von c-Jun (Ser 63/73; Thr 91/93). Dies fiihrt durch eine Hemmung eines an die Histon-
Deacetylase 3 gekoppelten Inhibitionskomplexes zu einer c-Jun-Aktivititserhdhung

(Weiss et al. 2003).

Im Falle von JunB erfolgt eine Phosphorylierung an den Thr 102/104-Resten, die zu
einer Erh6hung der JunB-Aktivitdt fiihrt (Li et al. 1999, Yazgan und Pfarr 2002).

Yazgan und Pfarr konnten nachweisen, dass JunD und AJunD eine JNK-bindende
Domaéne aufweisen und direkt durch die JNK phosphoryliert werden konnen. Aullerdem
konnen beide Proteine durch Transphosphorylierung mit Hilfe einer Bindung an c-Jun
oder ATFa aktiviert werden. Eine Phosphorylierung von JunD fiihrt ebenso wie bei c-
Jun und JunB zu einer Aktivititserhdhung (De Graeve et al. 1999, Chang und Karin
2001, Yazgan und Pfarr 2002).

Die JNK scheint eine wichtige Rolle in der Regulation der Apoptose zu spielen. Durch
eine Aktivierung und Stabilisierung von p53 und c-Jun, wirken die JNK indirekt
proapoptotisch. Durch eine JNK-abhédngige Phosphorylierung von 14-3-3 kommt es zu
einer Dissoziation der Bindung zwischen 14-3-3 und dem proapoptotischen Protein
Bax. Bax wird darauthin in das Mitochondrium transloziert und fithrt dort zur
Initilerung der Apoptose. Somit wirkt die JNK auch iiber diesen Signalweg
proapoptotisch. Eine Untersuchung der Wirkung der JNK auf isolierte Mitochondrien
zeigte, dass die JNK eine Cytochrom C-Freisetzung induzieren kann (Le-Niculescu et

al. 1999, Buschmann et al. 2001, Aoki et al. 2002, Tsuruta et al. 2004).

JNK konnte ein proproliferativer Effekt nachgewiesen werden. So kann ein Silencing
der JNK-1 mit Hilfe der entsprechenden siRNA ein weiteres Tumorwachstum in
embryonalen Rhabdomyosarkomzellen vermindern. Hui et al. konnten weiterhin anhand
eines Mausmodells zeigen, dass eine gezielte Zerstorung des JNK-1-Genlocus die

Anzahl und die GroBe Diethylnitrosamin-induzierter HCC (hepatozelluldrer Karzinome)
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verringert. Eine Untersuchung von Gewebeproben aus HCC zeigte obendrein, dass
HCC mit einer hohen JNK-1-Expression groflere Tumoren bilden und eine signifikant
schlechtere Prognose aufweisen (Hui et al. 2008, Chang et al. 2009a, Chang et al.
2009b, Durbin et al. 2009).

Die Bindung einer inaktiven JNK  filhrt bei  zahlreichen  JNK-
Transkriptionsfaktorsubstraten zu einer Proteindegradation. Als Beispiele seien hier die
Ubiquitinierung von c-Jun, JunB und ATF2 genannt, die einer Bindung einer inaktiven

JNK folgt (Fuchs et al. 1997).

Die Funktionen der JNK beinhalten auch die Regulation der Zellbewegung. So kann die
JNK durch eine Phosphorylierung von Tau den Zusammenbau filamentirer Strukturen

innerhalb der Zelle inhibieren (Bogoyevitch und Kobe 2006b).

Die JNK nimmt indirekten Einfluss auf die Regulation der DNA-
Reparaturmechanismen durch eine Transaktivierung der DNA-Reparaturgene. So fiihrt
eine c-Jun- und eine ATF2-Phosphorylierung zu einer Hochregulation einer groBen

Gruppe DN A-reparierender Gene (Hayakawa et al. 2003).

Die o.g. Funktionen lassen bereits vermuten, dass die JNK in der Karzinogenese eine
Rolle spielen konnten. Neuere Untersuchungen zu Krebsstammzellen (cancer stem
cells, CSC) legen den Verdacht nahe, dass die JNK eine Rolle in der Entstehung dieser
Tumor-induzierenden Zellen spielen konnte. Eine Vielzahl der fiir die CSC
entscheidenden Gene sind in HCC mit einer erhohten JNK-1-Aktivitit {iberexprimiert

(Hui et al. 2008, Chang et al. 2009b).
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Jun-Proteine sowie die JNK spielen eine bedeutende Rolle in der Regulation von
Zellzyklus und Apoptose. Eine Fehlregulation dieser zentralen Mechanismen kann in

einer Karzinogenese miinden.

Das gynikologische Forschungslabor des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf
beschiftigt sich unter anderem mit der Suche nach klinischen und molekularen Markern
zur prognostischen und pradiktiven Klassifikation des Ovarialkarzinoms. Friihere
Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Frau Dr. rer. nat. Milde-Langosch anhand eines
kleineren Patientenkollektivs zeigten bereits, dass die Hohe der Jun-Expression sehr
wahrscheinlich einen prognostischen Parameter fiir das Ovarialkarzinom darstellt. So
fanden sich in malignen Ovarialkarzinomen signifikant erhohte pc-Jun-, JunB- und

JunD-Proteinexpressionen im Vergleich zu benignen Tumorentitéten.

Innerhalb dieser Arbeit soll nun die genaue prognostische Bedeutung der Jun-Proteine
und der JNK fiir das Ovarialkarzinom differenziert werden. Zu diesem Zweck erfolgten
Western-Blot-Analysen und immunhistochemische Untersuchungen an zwei
voneinander unabhingigen umfangreichen Patientinnenkollektiven. Die
Proteinexpressionsanalysen werden im Anschluss auf mogliche Korrelationen zu dem
Gesamtiiberleben und dem rezidivfreien Intervall der Patientinnen iiberpriift. Dariiber
hinaus erfolgen Untersuchungen beziiglich eines Zusammenhangs zu klinisch-
pathologischen Markern, wie beispielsweise Tumorhistologie, Nodal- oder

Metastasenstatus.

Diese neu gewonnenen Erkenntnisse iiber die Proteinexpression der Jun-Proteine sowie
der JNK in Ovarialkarzinomen kénnten méglicherweise zu einem besseren Verstindnis
threr Funktionen, insbesondere innerhalb der Karzinogenese, fithren. Mit Hilfe dieses
Wissens konnte die Eignung einzelner Jun-Proteine bzw. der JNK als potentielle

therapeutische Targets besser beurteilt werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Patientinnenkollektive

2.1.1.1 Hamburger Kollektiv

Innerhalb dieser Arbeit wurden insgesamt 173 Ovarialkarzinom-Tumorproben
hinsichtlich der Expression der Jun-Proteine untersucht. Diese Proben entstammen alle
aus Ovarialtumoren von Patientinnen, die im Universitdtsklinikum Hamburg Eppendorf
(UKE) im Zeitraum zwischen 1994 und 2011 operiert worden sind. Dabei haben alle
Patientinnen schriftlich ihr Einverstdndnis hinsichtlich der Weiterverwendung von
Tumormaterial fiir Forschungszwecke erkldrt. Wéahrend der Operation erfolgte eine
Gewebeentnahme aus dem Tumor. Dieses Gewebe wurde zligig an das gynékologische
Forschungslabor des UKEs iiberbracht. Hier wurden die Tumorproben entsprechend
zugeschnitten und in Kryoréhrchen zunéchst in eine Stickstofftonne iiberfiihrt. Ein Teil
der Gewebe wurde in der Pathologie zugeschnitten und eingefroren. Nach der
Proteinextraktion (s. Kapitel 2.2.1) wurden die extrahierten Proteinlysate bei -80°C

gelagert.

Die Einschlusskriterien zur Zusammenstellung dieses Kollektivs waren zum einen, wie
oben bereits genannt, eine schriftliche Einverstindniserklirung fiir die
Weiterverwendung des Gewebes. Desweiteren musste sichergestellt werden, dass das
Gewebe nicht fiir eine weiterfithrende pathologische Diagnosestellung benétigt wird. Zu
guter Letzt sollte die Menge des gewonnenen Gewebes fiir eine Proteinextraktion

ausreichend sein.

Bei allen Patientinnen, deren Tumorproben in dieser Untersuchung verwendet wurden,
wurden wichtige Informationen zum OP-Ergebnis, zu histologischen Befunden, zu
Therapiekonzepten etc. gesammelt und in einer Datenbank zusammengetragen.
Zusatzlich wurden bei allen Patientinnen in regelméfigen Abstinden im Zuge eines

Follow-Ups Informationen zum Krankheitsverlauf eingeholt.

2.1.1.2 Wiirzburger Kollektiv
Mit Hilfe eines zweiten, unabhdngigen Patientinnenkollektivs wurden weitere 65

Tumorproben auf die immunhistochemische Expression von JunD untersucht. Die
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Priparate wurden ebenso innerhalb von Debulking-Operationen entnommen und
stammen aus dem Zeitraum von 1990 bis 1997. In diesem Fall erfolgte die Fixierung
der Préparate durch Formaldehyd vor einer Paraffineinbettung. Die Einschlusskriterien
fiir die Verwendung innerhalb dieser Arbeit entsprachen denen des o.g. Hamburger
Kollektivs. Wie bereits beim Hamburger Kollektiv wurden auch fiir dieses Kollektiv
Daten beziiglich des weiteren Krankheitsverlauf und klinisch wichtiger Parameter in

einer Datenbank zusammengetragen.

2.1.2 verwendete Materialien/Geréte

Tabelle 6: verwendete Materialien und Gerite fiir die Proteinextraktion

Material/ Geriit Bezugsfirma

Alufolie VWR
Homogenisator Precellys 24 Precellys
Micro packaging vials 2ml-Réhrchen Peqlab Biotechnnologie

Precellys Ceramic Beads Peqlab Biotechnnologie

diverse digitale Wecker z.B. Carl Roth
diverse Glasartikel z.B. Simax
diverse Hubkolbenpipetten Eppendorf
diverse Multipetten Eppendorf

diverse Plastikartikel z.B. Eppendorf, Falcon, Greiner, etc.

Tabelle 7: verwendete Materialien und Gerite fiir die BCA-Proteinbestimmung

Material/ Geriit Bezugsfirma

BioPhotometer Eppendorf

Thermomixer compact Eppendorf

Vortexer Heidolph

diverse digitale Wecker z.B. Carl Roth

diverse Glasartikel z.B. Simax

diverse Hubkolbenpipetten Eppendorf

diverse Multipetten Eppendorf

diverse Plastikartikel z.B. Eppendorf, Falcon, Greiner, etc.

Tabelle 8: verwendete Materialien und Gerite fiir die Immunhistochemie

Material/ Ger:iit Bezugsfirma

Deckgléschen Carl Roth

Fettstift Dako

Feuchtkammer

Kamera DFC 320 Leica

Mikroskop "Axioskop 40" Zeiss

Mikrowelle MW 800 Continent

Objekttriger Super Frost Plus Glaswarenfabrik Karl Hecht
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Material/ Geriit Bezugsfirma

Objekttriager-Schnelltrockner TD66
Schlittenmikrotom

diverse Glasartikel

diverse Hubkolbenpipetten

diverse Multipetten

diverse Plastikartikel

Medite Medizintechnik
Leica

z.B. Simax

Eppendorf

Eppendorf

z.B. Eppendorf, Falcon, Greiner, etc.

Tabelle 9: verwendete Materialien und Gerite fiir das Western Blotting

Material/ Ger:iit Bezugsfirma

Centrifuge 5415D
Einschweiflgerit

Electrophoresis Power Supply EPS-601
Electrophoresis unit SE 600
GS-800 Calibrated Densitometer
Heiz-und Riihrplatte Ikamag RCT
Leuchtplatte

PCR-Gerdat DNA-Engine PTC-200
pH-Elektrode SenTix

pH-Meter inolab
Rontgenkassetten 18x24cm
Riihrplatte Ikamag Reo
Transpherunit+2 Cassettes
Vortexer

Vortexer VF2

diverse digitale Wecker

diverse Hubkolbenpipetten

diverse Multipetten

diverse Plastikartikel

Eppendorf

Ciatronic

Amersham Pharmacia Biotech
Pharmacia biotech

BioRad

Janke&Kunkel

REX

MJ-Research

WTW

WTW

A. Hartenstein bzw. Philips
Janke&Kunkel

Amersham Bioscience
Heidolph

Janke&Kunkel

z.B. Carl Roth

Eppendorf

Eppendorf

z.B. Eppendorf, Falcon, Greiner, etc.

2.1.3 verwendete Chemikalien

Tabelle 10: verwendete Chemikalien fir die Proteinextraktion

Chemikalie Bezugsfirma

Aqua (ad injectabilia)
Protease-Inhibitor-Cocktail
Salzsdure (HCI)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Saccharose

Trizma-Base

Baxter Healthcare SA
Sigma-Aldrich
Merck

Fluka Biochemika
Serva

Sigma-Aldrich
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Tabelle 11: verwendete Chemikalien fiir die BCA-Proteinbestimmung

Chemikalie Bezugsfirma

Aqua (ad injectabilia)
BCA-Protein-Assay-Kit
Salzsdure (HCI)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Saccharose

Trizma-Base

Baxter Healthcare SA
Thermo Scientific
Merck

Fluka Biochemika
Serva

Sigma-Aldrich

Tabelle 12: verwendete Chemikalien fir die Immunhistochemie

Chemikalie Bezugsfirma

Aqua destillata

Ethanol 100%

Mayers Hamalaunlosung
Natriumchlorid (NaCl)
Peroxidase Substrate Kit, DAB
Salzsdure (HCI)

Titriplex I (EDTA)
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Trizma-Base

Vectastain ABC-Kit Elite
Vitro Clud
Wasserstoffperoxid-Losung H,O, 30%
Xylol

Merck

Merck

Carl Roth

Vector Laboratories
Merck

Merck

Merck

Sigma Aldrich
Vector Laboratories
Langenbrinck
Merck

Merck

Tabelle 13: verwendete Chemikalien fiir das Western Blotting

Chemikalie Bezugsfirma

Acrylamide/Bis-Acrylamide 40%
Ammoniumpersulfat (APS)
Aqua destillata

Blotting grade Blocker Nonfat dry Milk
(Milchpulver)

Blotting-Papier

Bromphenolblau
p-Cumarinséure
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol

Fuji Medical X-Ray-Film
Glycerol

Glycin

Immobilon P PVDF-Membran
Isopropanol

Luminol

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natronlauge (NaOH)

MP (North America)
BioRad

BioRad

Macherey-Nagel
Merck

Sigma Aldrich
Merck

Walter CMP GmbH
Fuji

Merck

Carl Roth

Millipore

Sigma Aldrich/ Carl Roth
Sigma Aldrich
Walter CMP GmbH
Carl Roth

Merck
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Chemikalie Bezugsfirma

Salzsdure (HCI) Merck
Saccharose Serva
B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva

Tricine Carl Roth
Trizma-Base Sigma Aldrich
Tween 20 Merck

2.1.3.1 Herstellung der verwendeten Puffer / Gele

Anodenpuffer-Stammldsung (10x) Kathodenpuffer-Stammlésung (10x)
2M Tris-HCI pH: 8,9 IM Tris-HCI pH: 8,25
1M Tricine
Gelpuffer (3x) Kathodenpuffer
3M Tris-HCl pH: 8,45 1% SDS
zZur verdiinnten Stammldsung
0,3% SDS (vor Gebrauch hinzufiigen) hinzufiigen
pesb1-Proteinpuffer Trenngel (10%ig)
50mM Tris-HCI pH: 6,8 0,106% Glycin
1% SDS 33% Gelpuffer mit SDS (3x)
10% Saccharose 10% AA/Bis-AA
Aqua dest.
pesb2-Gellade-Denaturierungspuffer 0,0005% TEMED
50mM Tris-HCI pH:6,8 0,0005% APS
10% Saccharose
4% SDS Sammelgel
0,01%-0,02% Bromphenolblau 25% Gelpuffer mit SDS (3x)
15% B-Mercaptoethanol 4,84% AA/Bis-AA
Aqua dest. Aqua dest.
0,0012% TEMED
Transferpuffer-Stammlésung (10x) 0,0012% APS
1M Tris
1,93M Glycin Elektrochemilumineszenz-L.osung 1

2mM Luminol
Tris-buffered-Saline-(TBS-)Stammldsung (10x 0,45mM p-Cumarinséure

0,2M Tris-HC1 pH:7,6 0,1M Tris-HC1 pH: 8,5
1,37M NacCl DMSO
Aqua dest.
TBST-Waschpuffer
0,05% Tween 20 Elektrochemilumineszenz-Losung 2
zur verdiinnten Stammlésung hinzufiigen 0,1M Tris-HCl pH:8,5
0,0002% H202
TEC-Puffer
10mM Trinatriumcitrat Dihydrat
20 mM Tris

4,8% Titriplex® III (EDTA)
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2.1.4 verwendete Antikorper und Marker

Tabelle 14: verwendete Primérantikorper Western Blotting

Primarantikorper Daten

c-Jun (H79) Cat.-Nr.: sc-1694

Verd.: 1:500 Spezies: rabbit polyclonal antibody
Firma: Santa Cruz Biotechnology

Jun D (329) Cat.-Nr.: sc-74

Verd.: 1:500 Spezies: rabbit polyclonal antibody
Firma: Santa Cruz Biotechnology

Jun B (210) Cat.-Nr.: sc-73

Verd.: 1:200 Spezies: rabbit polyclonal antibody
Firma: Santa Cruz Biotechnology

Phospho-c-Jun (Ser 63)/ (54B3) Cat.-Nr.: 2361S

Verd.: 1:250 Spezies: rabbit monoclonal antibody
Firma: Cell Signaling Technology

JNK (FL) Cat.-Nr.: sc-571

Verd.: 1:500 Spezies: rabbit polyclonal antibody
Firma: Santa Cruz Biotechnology

HSC-70 (B-6) Cat.-Nr.: sc-7298

Verd.: 1:50.000 Spezies: mouse monoclonal antibody

Firma: Santa Cruz Biotechnology

Tabelle 15: verwendete Sekundédrantikorper Western Blotting

Sekundirantikorper Daten

goat anti-mouse Cat.-Nr.: sc-2055
Verd.:1:8000 Spezies: goat [gG-HRP
Firma: Santa Cruz Biotechnology
goat anti-rabbit Cat.-Nr.: sc-2054
Verd.: 1:8000 Spezies: goat IgG-HRP
Firma: Santa Cruz Biotechnology

Tabelle 16: verwendeter Marker Western Blotting

Marker
Spectra™ Multicolor Cat.-Nr.: 26634
Broad Range Protein

Ladder Firma: Thermo Scientific

Tabelle 17: verwendeter Primérantikorper Immunhistochemie

Primérantikorper
JunD (RabMADb) Cat-Nr.: 5226-S
Verd.: 1:1500 Spezies: rabbit monoclonal antibody

Firma: Epitomics
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Tabelle 18: verwendeter Sekundérantikdrper Immunhistochemie

Sekundirantikorper
ABC-Kit Vectastain Cat-Nr.: PK-6010
Spezies: goat anti-rabbit monoclonal antibody

Firma: Vector Laboratories

2.2 Methoden

2.2.1 Proteinextraktion

Aus den Tumorproben miissen fiir eine Western-Blot-Analyse zuvor die Proteine
extrahiert werden. Hierfiir wurden zunichst Kryoschnitte von allen Tumorproben des
Hamburger Kollektivs angefertigt. Diese wurden mit einer Himatoxylin-Eosin-Farbung
gefdrbt und mikroskopisch beurteilt. Wenn der Anteil der Tumorzellen 270% betrug,
konnte die Proteinextraktion mit dem Gewebematerial vorgenommen werden. Bei

kleineren Tumoranteilen wurde das Gewebe entsprechend zugeschnitten.

Zur Proteinextraktion wurde eine Probe von etwa 100 mg aus dem jeweiligen
gefrorenem Tumorgewebe geschnitten. Die verwendeten Instrumente und Materialien
waren dabei steril oder wurden zuvor autoklaviert. Nach jeder Tumorprobe erfolgte ein
Wechsel der Materialien. Die zugeschnittene Probe wurde nun in ein 2 ml-Réhrchen
(Micro packaging vials 2 ml-Réhrchen der Firma Peqlab Biotechnologie) iiberfiihrt und
mit 1 ml einer pscbl-Protease-Inhibitor-Losung tiberdeckt. Hierfiir wurde zuvor eine
Verdiinnung des Protease-Inhibitor-Cocktails der Firma Sigma-Aldrich Life Science im
Verhiltnis 1:10 mit dem pcsb-1-Puffer (Herstellung s. Kapitel 2.1.3.1) hergestellt.
Anschlieend wurden Keramikkiigelchen in das Rohrchen gefiillt. Es folgte eine 2x 20-
sekiindige Homogenisation im Homogenisator der Firma Precellys. Die Proben wurden
nun fiir 5 min bei 13000 rpm und einer Temperatur von +7°C zentrifugiert. Dabei
entstand unterhalb einer Fettphase ein Uberstand, der im nichsten Schritt abpipettiert
und in ein 1,5 ml-Low-Binding-Reaktionsgefal3 iiberfiihrt wurde. Die fertig extrahierten

Tumorproben konnten nun bei -80°C kryokonserviert werden.
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2.2.2 BCA-Proteinbestimmung

Bei der BCA-Proteinbestimmung handelt es sich um eine Biuret-Reaktion zum
Nachweis von Proteinmengen innerhalb einer Probe. Durch die Proteine in der zu
untersuchenden Probe kommt es zu einer Reduktion von Cu*"-Ionen zu Cu'-Ionen.
Diese einwertigen lonen konnen nun im alkalischen Milieu einen Komplex mit dem
Reagenz Bicinchoninsédure (BCA) eingehen. Auf diese Weise kommt es zu einer
Farbreaktion, deren Intensitdt proportional zum jeweiligen Proteingehalt der Probe ist.
Eine photometrische Messung des Farbgehalts der Probe erlaubt somit eine Aussage
iiber ihren quantitativen Proteingehalt. Zuvor ist allerdings eine Kalibrierung des
Photometers erforderlich. Hierfiir wird eine Eichkurve mit Hilfe von Proben, deren

Proteingehalt bereits bekannt ist, erstellt.

Jede Proteinbestimmung erfolgte im Doppelansatz. Wichen die beiden ermittelten
Proteingehalte der jeweiligen Probe nicht mehr als 10% voneinander ab, so wurde das
Ergebnis als valide angesehen. Bei groferen Abweichungen erfolgte eine erneute

Bestimmung.

Die zu messende Tumorproteinprobe wurde langsam aufgetaut und zum Schutz vor
einer Degradation auf Eis gelagert. Nach dem Auftauen wurden jeweils 25 ul des
Proteinextraktes mit 100 pl Trispuffer (50 mM; pH= 6,8) versetzt und auf dem Vortexer
gut vermischt. Zusdtzlich wurde ein Leerwert angesetzt. Hierfiir wurde anstatt des
Proteinextraktes 25 ul pscbl-Puffer verwendet. Aus den verdiinnten Proteingemischen
wurden fiir den Doppelansatz zweimal jeweils 50 pl in ein 1,5 ml-Eppendorfgefal3
pipettiert. Fiir den Leerwert erfolgte selbiges. AnschlieBend wurden in jedes
Eppendorfgefdl 1 ml der Arbeitslosung hinzugegeben. Diese setzt sich aus Losung A
und Losung B des BCA-Kits der Firma Thermo Scientific zusammen. Das
Mischungsverhiltnis entspricht 50:1 (z.B. 20 ml Losung A + 400 pl Losung B). Nach
einem weiteren griindlichen Mischen auf dem Vortexer folgte eine Inkubation bei 37°C
fiir 30 min. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Proben nach der Inkubation auf
Eis gelagert. Mit Hilfe des Leerwertes erfolgte die Nullwerteinstellung am Photometer.
AnschlieBend wurde der Farbumschlag bei 562 nm gemessen. Mit Hilfe einer zuvor
erstellten Eichkurve konnte die Proteinmenge jedes Proteinlysates ermittelt werden. Fiir
die weitere Western Blot-Analyse wurde nun berechnet, welches Probenvolumen einer

Proteinmenge von 20 pg entspricht.
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2.2.3 Western Blot-Verfahren

2.2.3.1 SDS-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und zum quantitativen Nachweis der Proteinmenge der Jun-Proteine in
den jeweiligen Tumorgeweben wurde das Western-Blot-Verfahren verwendet. Hierbei
wurden die Proteine zundchst mittels einer SDS-Gelelektrophorese entsprechend ihrer
Molekulargréfen aufgetrennt. Die verwendete Methodik entspricht weitestgehend dem
Lammli-System und wurde lediglich in einigen Punkten modifiziert. Innerhalb dieses
Verfahrens wird Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) zum Kathodenpuffer, zum Trenngel
und zum Gellade-Denaturierungspuffer (pcsb2) hinzugegeben. Das SDS bildet negative
Komplexe mit den in den Tumorproben enthaltenen Proteinen. Diese negative Ladung
garantiert eine Wanderung der SDS-Proteinkomplexe zum positiven Pol (Anode),

unabhingig von der zuvor bestehenden Proteinladung.

Die Vorbereitungen fiir die Elektrophorese beinhalteten zunidchst den Aufbau der
Elektrophoreseapparatur geméll Herstellerangaben. Es folgte die Zubereitung des
10%igen Trenngels gemidB der in Kapitel 2.1.3.1 genannten Rezeptur. Durch eine
Zugabe von Tetramethylethylendiamin (TEMED) und Ammoniumperoxidsulfat (APS)
konnte die Polymerisation aktiviert werden. Nachdem das Trenngel ziigig in beide
Glaskammern gegossen wurde, erfolgte eine Uberschichtung mit Isopropanol zur
Beseitigung kleiner Unebenheiten auf der Geloberfliche. Dariiber hinaus schiitzte die

Isopropanolschicht vor Austrocknung wéhrend der 45-miniitigen Polymerisationszeit.

Wihrend der Aushértung des Trenngels konnte mit der Vorbereitung der extrahierten
Tumorproben begonnen werden. Dabei mussten die empfindlichen Proben durch eine
Lagerung auf Eis vor einer Degradation geschiitzt werden. Fiir jede Tumorprobe sollte
ein Proteingehalt von 20 pg eingesetzt werden. In ein 0,5 ml-Reaktionsgefdl wurde
daher das bendtigte Tumorprobenvolumen pipettiert. Mit dem pcsb-1-Puffer wurde bis
auf ein Volumen von 25 pl aufgefiillt. Falls der Proteineinsatz von 20 pg ein Volumen

von > 25 ul erforderte, so wurde das Endvolumen auf insgesamt 45 ul erhoht.

Die erste und letzte Tasche eines jeden Gels dienten als Leertaschen und wurden jeweils
mit 25 pl pesbl-Puffer gefiillt. Geerntete Zelllysate aus der Mammakarzinom-Zelllinie
MDA-MB231 und der Ovarialkarzinom-Zellline Ovcar8 fungierten als
Positivkontrollen und wurden daher ebenso mit einem Proteingehalt von 20 pg auf
jedem Gel aufgetragen. Als Proteinmarker wurde der Spectra™ Multicolor Broad

Range Protein Ladder der Firma Thermo Scientific verwendet. Dieser Proteinmarker
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zeigt durch verschiedenfarbige Banden an, auf welcher Hohe sich Proteine
unterschiedlicher Molekiilmassen nach der Elektrophorese befinden. Auf diese Weise
kann die Hohe der spezifischen Antikorperbande durch den Vergleich mit der Hohe der

farbigen Banden des Markers identifiziert werden.

Nach dem Vorpipettieren aller Proben wurde in jedes Reaktionsgefa3 25 pl (bzw. 45 ul
bei groBeren Proteinvolumina) pcsb-2-Gellade-Denaturierungspuffer hinzugefiigt.
Dieser Puffer enthilt zum einen SDS und zum anderen B-Mercaptoethanol, welches die
folgende Denaturierung der Probenproteine durch eine Reduktion von Disulfidbriicken
zu freien Thiolen unterstiitzt. Zusétzlich enthélt der pcsb-2-Puffer Saccharose, die durch
ihre Dichte von p=1,57 g'em™ dessen Masse erhoht. Auf diese Weise sinken die Proben
beim Pipettieren in die vorhergesehenen Sammelgeltaschen. Das zum Puffer
dazugegebene Bromphenolblau dient lediglich einer Sichtbarmachung der Probe sowie

der Lauffront und vereinfacht somit ebenfalls die Beladung der Geltaschen.

Es erfolgte ein gutes Durchmischen der Proben auf dem Vortexer und eine
Zentrifugation fiir eine Minute bei 13000 rpm. In einem Thermocycler wurden alle
Proben fiir 5 min auf 99°C erhitzt und somit denaturiert. Die Auftrennung der Proteine
in der Gelelektrophorese ist nun groBtenteils von ihrer MolekulargroBe abhéngig.

AnschlieBend werden die Proben bei maximal +4°C gekiihlt gelagert.

Nach erfolgter Polymerisation des Trenngels konnte die Isopropanolschicht abgegossen
werden. Zwei Kdmme mit jeweils 20 Zdhnen von je 1,5 mm Dicke wurden zwischen
die Glasplatten der Elektrophoresekammer eingesteckt, um so die spéteren Geltaschen
auszusparen. Die Herstellung des Sammelgels erfolgte nach der in Kapitel 2.1.3.1
genannten Rezeptur. Die Sammelgel-Losung wurde ebenfalls mit TEMED und APS
aktiviert und auf das Trenngel in die beiden Glaskammern gegossen. Das Sammelgel
sollte 30 min auspolymerisieren. Die Kimme konnten entfernt werden. Eine zweimalige
Spiilung der Taschen mit Aqua dest. entfernte letzte Gelreste aus dem Tascheninneren.
Auf die Gelelektrophoresekammer mit den fertigen gegossenen Gelen konnte nun die
Kathodenkammer aufgesetzt werden. In die Kathodenkammer wurde ca. 400 ml 1x
Kathodenpuffer (Herstellung s. Kapitel 2.1.3.1) eingefiillt, sodass alle Taschen mit dem

Puffer gefiillt waren.

Die vorbereiteten Proben wurden nach einer letzten 30-sekiindigen Zentrifugation
(13000 rpm) in die Taschen des Sammelgels einpipettiert. Die Kathodenkammer wurde
vorsichtig mit dem restlichen Kathodenpuffer aufgefiillt. AnschlieBend konnte die
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Gelelektrophoresapparatur in die dazugehdrige Anodenkammer, die zuvor mit
Anodenpuffer gefiillt wurde, eingesetzt werden. Die Elektrophorese lief im Mittel 18
Stunden bei 55 mV und 400 mA.

2.2.3.2 Proteinblotting

Am jeweiligen Folgetag wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine
Polyvinyltransfermembran (Immobilon P der Firma Millipore) geblottet. Bei diesem
Verfahren werden die Proteine mit Hilfe eines elektrischen Feldes aus dem Gel gelost
und konnen durch hydrophobe Wechselwirkungen an der Membran haften. Innerhalb
dieses Vorgangs bleibt das zuvor durch elektrophoretische Auftrennung entstandene
Proteinmuster erhalten. Die PVDF-Membran ist nun ein geeignetes Medium, um
einzelne Proteine qualitativ und quantitativ nachzuweisen. Dieser Nachweis erfolgte

hier durch Protein-spezifische Antikdrper und wird in Kapitel 2.2.3.3 néher erldutert.

Die Vorbereitung des Proteinblottings beinhaltete den Zuschnitt der PVDF-Membran
auf die richtige GroBe (ca. 9 cm x 14 cm) sowie die Herstellung des Transferpuffers
(Herstellung s. Kapitel 2.1.3.1). Die empfindliche Membran durfte bei den folgenden
Arbeitsschritten ausschlielich am Rand und mit sorgfaltig gespiilten Edelstahlpinzetten

beriihrt werden.

Zu Beginn des Proteinblottings erfolgte die Entnahme der Gelelektrophoresekammer
aus der Anodenkammer. Die Gele wurden jeweils aus den Glaskammern herausgelost,
entsprechend der o.g. GroBle zugeschnitten. Die PVDF-Membranen wurden durch ein
etwa 2-miniitiges Schwenken in Methanol und anschlieBendes etwa 3-miniitiges
Waschen in Aqua dest. aktiviert. Nun erfolgte das Auflegen der Membranen auf die
Gele. Eine Bildung von Luftblasen sollte dabei vermieden werden. Anschlieend wurde
die Membran zu beiden Seiten mit jeweils drei in Transferpuffer getrankten
Blottingpapierbogen bedeckt. Die gebildeten Pakete aus ,,Blottingpapier- Gel-
Transfermembran- Blottingpapier” wurden nun in Gittervorrichtungen eingelegt und in

die Transferkammer eingesetzt. Diese wurde zuvor mit 4,5 | 1x Transferpuffer gefiillt.

Der Blottingvorgang lief bei 20 V und 400 mA fiir mindestens 4 und maximal 6
Stunden. Anschlieend wurden die Membranen vorsichtig aus den Gittervorrichtungen
entnommen, kurz in Methanol geschwenkt und fiir 30 min bei Raumtemperatur
getrocknet. Zur Aufbewahrung konnten die getrockneten Membranen nun

eingeschweif3t und bei -20°C gelagert werden.
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Fiir eine Detektion am darauffolgenden Tag erfolgte die Aktivierung der getrockneten
oder zuvor eingefrorenen Membranen durch ein kurzes Schwenken in Methanol und
Aqua dest. AnschlieBend wurden diese in eine Losung aus 5% Milchpulver in TBST
(Tris-Buffered-Saline and Tween 20; Herstellung s. Kapitel 2.1.3.1) iiberfiihrt. In dieser
Losung lagerten die Membranen bei +4°C iiber Nacht. Das Milchpulver sorgte dabei fiir

eine Maskierung der unspezifischen Bindungsstellen auf den Membranen.

2.2.3.3 Proteindetektion

Am dritten Tag erfolgte die Detektion der zuvor aufgetrennten und geblotteten Proteine.
Hierfiir wurden die Membranen mit einem, fiir das gesuchte Protein spezifischen,
Primédrantikérper inkubiert. Der Nachweis der gebundenen Primérantikorper erfolgte
indirekt iiber eine Bindung eines fiir die Spezies des Primérantikdrpers spezifischen
Sekundérantikorpers. Dieser Sekunddrantikdrper besitzt eine Meerrettich-Peroxidase-
Aktivitdt (Horseradish peroxidase ,,HRP*). Diese Enzymaktivitit kann die Oxidation
von Luminol, welches sich in Chemilumineszenzlosungen befindet, katalysieren. Die
Oxidation fithrt wiederum zu einer Lumineszenz, die auf einem handelsiiblichen
fotografischen Film sichtbar gemacht werden kann. Dabei ist die Schwirzung des
Filmes durch die Lumineszenz innerhalb eines bestimmten Bereiches direkt

proportional zur Proteinmenge des gesuchten Proteins in der Probe.

Die Vorbereitung der Antikérperlosungen begann mit der Zentrifugation der Primér-
und Sekundirantikérper fiir 5 min bei 13000 rpm. Ublicherweise wurde fiir jede
Membran eine Menge von 20 ml Antikdrperldsung hergestellt. Hierfiir wurde nun der
gewiinschte Primédr- oder Sekundarantikérper entsprechend der bendtigten Verdiinnung

in eine Losung aus 1,5% Milchpulver in TBST gegeben.

Nach dem AbgieBen des Blockingreagenzes, in der die Membranen zuvor iiber Nacht
eingelegt wurden, folgte die -eigentliche Proteindetektion. Die entsprechenden
Membranen wurden zu diesem Zweck fiir 1 h bei Raumtemperatur mit dem verdiinnten

Primédrantikérper auf dem Taumelschiittler inkubiert.

Die Proteine pc-Jun und JNK wurden nach einem etwas abgewandelten Verfahren mit
dem Primérantikorper behandelt. Die Maskierung der unbedeckten Bindungsstellen und
die Inkubation mit dem Primérantikorper erfolgten gleichzeitig. Die gewiinschte

Antikorpermenge wurde direkt in die 5%-Milchpulver-TBST-Losung gegeben und iiber
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Nacht bei +4°C inkubiert. Die weitere Detektion erfolgte bei allen Proteinen wieder auf

identische Weise.

Nach der Inkubation folgten drei 10-miniitige Waschungen mit dem TBST-
Waschpuffer. Nun wurden die Membranen fiir 1 h bei Raumtemperatur auf dem
Taumelschiittler mit der Sekundérantikdrperlosung inkubiert. Es folgten vier 10-

miniitige Waschungen mit dem TBST-Waschpuffer.

Zu guter Letzt musste die Chemilumineszenzlosung auf die zu detektierenden
Membranen gegeben werden. Diese sollte wihrend des letzten Waschganges angesetzt
werden. Innerhalb dieser Versuchsreihe wurden ein fertiges Chemilumineszenz-Kit von
Thermo Scientific (Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate) oder eine
eigens angesetzte Elektrochemilumineszenz-Losung verwendet (Herstellung s. Kapitel
2.1.3.1). Bei beiden Verfahren wurden 10 ml von Losung A mit 10 ml einer Losung B
versetzt und auf jeweils eine Membran gegeben. Nach 5-miniitiger Inkubation wurde
diese in eine Rontgenkassette eingelegt. Auf die Membran wurde eine optisch
durchldssige Schutzhiille platziert. Die weiteren Vorgéinge fiir die Entwicklung eines
fotografischen Films erfolgten in einer Dunkelkammer unter Rotlicht. In der Kammer
konnte nun der Film in die Rontgenkassette eingelegt werden. Nach einer spezifischen
Belichtungszeit, die bei jedem Antikorper variierte, wurde der Film aus der
Rontgenkassette entnommen und mit Hilfe des Entwicklers Curix 600 der Firma Agfa

entwickelt.

Tabelle 19: durchschnittliche Belichtungszeiten der detektierten Proteine

Antikorper durchschnittliche Belichtungszeit

c-Jun 2 min
Jun D 5 min
Jun B 30 s -1 min
Phospho-c-Jun 30 min
JNK 5 min
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2.2.3.4 Re-Blot-Verfahren

Mit Hilfe des Re-Blot-Verfahrens kann eine Membran mehrmals auf identische oder
unterschiedliche Proteine hin untersucht werden. Nach einer erfolgten Detektion kann
der Antikorper durch eine Re-Blot-Losung (hier: ReBlot Plus Mild Antibody Stripping
Solution von Millipore) von der Membran entfernt werden. Durch eine Wiederholung
des Detektionsvorganges konnen nun erneut Proteine auf der Membran nachgewiesen

werden.

Zur Durchfiihrung des Re-Blots musste die gewiinschte Membran zunidchst bei
Raumtemperatur auftauen. AnschlieBend wurde sie mit entionisiertem Wasser fiir 5 min
auf dem Taumelschiittler gewaschen. Alle weiteren Wasch- und Detektionsschritte
wurden ebenfalls bei Raumtemperatur auf dem Taumelschiittler durchgefiihrt. Es wurde
eine 1:10-Verdiinnung der konzentrierten Re-Blot-Losung von Millipore angesetzt. Die
verdiinnte Re-Blot-Losung sollte auf die Membran gegeben werden und dort fiir 25 min
verbleiben. Es folgten zwei 5-miniitige Waschvorgédnge mit einer 5%-Milchpulver-
TBST-Losung. AnschlieBend konnte die Detektion, wie in Kapitel 2.2.3.3 bereits

beschrieben, wiederholt werden.

2.2.3.5 Densitometrische Auswertung

Die Auswertung der Filme erfolgte mit dem Densitometer GS-800 der Firma BioRad.
Mit Hilfe des Programms ,Quantity One“ konnten die Proteinbanden auf den
eingescannten Filmen markiert werden. Innerhalb dieser Markierung berechnete das
Programm die Stirke der Schwirzung und quantifizierte diese. Dabei wurde die
allgemeine Schwirzung des Filmes durch eine Subtraktion eines zuvor markierten
Backgrounds eliminiert. Zur Auswertung der Schwérzungswerte der Tumorproben
wurden die Positivkontrollen hinzugezogen. Die Schwirzung der Ovcar-8-Bande bzw.
der MDA-MB-231-Bande diente hierbei als Referenzwert und wurde einem relativen
Wert von 100% gleichgesetzt. Der Schwérzungswert der jeweiligen Tumorprobe wurde
nun zum ermittelten Wert fiir die Positivkontrolle ins Verhéltnis gesetzt. Dieser relative
Wert einer Tumorprobe entspricht nun einer semiquantitativen Aussage iliber die Hohe

der Proteinexpression.

Zur Uberpriifung des Proteineinsatzes, der, wie oben bereits erwiihnt, immer 20 pg
betragen sollte, wurde bei jeder Probe ein Re-Blot (genaueres zum Verfahren s. Kapitel

2.2.4) mit dem hsc-70-Antikorper durchgefiihrt. Das hsc-70-Protein ist ein so genanntes
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,Housekeeping-Protein®, das ubiquitdr in allen Zellen vorhanden ist. Bei einer
gleichméaBigen Schwirzung der hsc-70-Bande kann also davon ausgegangen werden,

dass der Proteineinsatz bei den verwendeten Tumorproben identisch war.

2.2.3.6 Statistische Auswertung Western Blotting

Die statistische Auswertung der relativen Schwédrzungswerte der einzelnen

Tumorproben erfolgte mit Hilfe der ,,IBM® SPSS® Statistics 20°-Software.

Zunidchst erfolgte eine deskriptive statistische Analyse des Hamburger
Patientinnenkollektivs. Das Kollektiv wurde im Folgenden auf bereits bekannte,
signifikante Prognosefaktoren fiir das Ovarialkarzinom iiberpriift. Dabei wurden die
jeweiligen Prognoseparameter mittels eines Log-Rang-Testes mit dem Gesamtiiberleben
sowie dem rezidivfreien Intervall korreliert. Um die Kaplan-Meier-Kurven
iibersichtlicher darstellen zu konnen, erfolgte bei den Prognosemarkern ,,Alter bei
Erstdiagnose®, ,,FIGO-Stadium® sowie ,,Aszitesmenge* eine Zusammenfassung der

Parameter zu Gruppen (Siehe Tabelle 20).

Tabelle 20: Zusammenfassung der zur Auswertung verwendeten Prognosefaktorgruppen

Prognosefaktor

FIGO-Gruppen FIGO T+ FIGO II FIGO III+FIGO IV~ - -
Aszites-Gruppen 0 ml >0 ml-500 ml >500 ml-1000 ml >1000 ml
Grading-Gruppen GI1+G2 G3 - -

Dartiber hinaus wurde der mogliche Einfluss der Hohe der Proteinexpressionen auf das
Gesamtiiberleben und das rezidivfreie Intervall in Kaplan-Meier-Analysen (Log-Rank-
Test) untersucht. Hierfiir wurden die Tumoren anhand ihrer Expressionshohe des
jeweils betrachteten Proteins in drei gleich grofle Tertiale eingeteilt. Das Tertial 1
beinhaltete anschliefend die Tumoren mit einer niedrigen Proteinexpression, das Tertial
2 mit einer mittleren und das Tertial 3 mit einer starken Expression. Lediglich im Falle
von pc-Jun wurde anders verfahren. Aufgrund einer zuvor durchgefiihrten optischen
Beurteilung der Expressionsstirke (O=keine Expression, l=schwache Expression,
2=mittelstarke Expression, 3=starke Expression), wurden hier lediglich zwei Gruppen
(keine optisch sichtbare pc-Jun-Expression und optisch sichtbare pc-Jun-Expression)

gebildet.
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Im Falle einer signifikanten oder tendenziell signifikanten Uberlebenszeitanalyse wurde
zusitzlich eine multivariate Analyse mittels Cox-Regression angeschlossen, um eine
mogliche Unabhéngigkeit bzw. Abhéngigkeit der Proteinexpression von anderen
Prognoseparametern nidher zu beleuchten. Dabei wurden die Parameter FIGO-Stadium
(FIGO I+II vs. FIGO III vs. FIGO IV), Grading (G1/2 vs. G3), Nodalstatus (NO vs. N1),
Histologie (serds-papilldr vs. andere) und OP-Ergebnis (kein Tumorrest vs. Tumorrest

>1cm) in die Analysen einbezogen.

Es folgte der Vergleich der Proteinexpressionshohe der jeweiligen Tumorproben mit
den Follow-Up-Daten der dazugehdrigen Patientinnen. Hierfiir wurden die Daten
mittels des Chi’-Testes auf Korrelationen zwischen der Expressionshohe der
untersuchten Proteine (c-Jun, pc-Jun, JunD, JunB, JNK) und dem FIGO-Stadium, dem
Alter bei Erstdiagnose, dem Tumorgrading, dem Nodal- und Metastasenstatus, der

Aszitesmenge und —zytologie sowie dem histologischen Subtypus untersucht.

Die Expressionshohen der einzelnen Jun-Proteine und der JNK wurden mittels des Tests
nach Spearman-Rho auf etwaige Korrelationen untereinander untersucht. Dariiber
hinaus erfolgte eine Untersuchung auf Korrelationen nach Spearman-Rho zu den Fos-
Proteinen. Hierfiir wurden freundlicherweise Daten aus einer fritheren Western-Blot-
Untersuchung eines Teils des Hamburger Kollektivs von Frau Christine Kanowski zur

Verfligung gestellt.

Als Signifikanzniveau wurde fiir alle Tests ein P-Wert von p<0,05 angenommen.

2.2.4 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde innerhalb dieser Arbeit als zweite Methodik verwendet,
um eine Quantifizierung der JunD-Expression im bereits durch Western Blotting
untersuchten Hamburger Kollektiv sowie in einem weiteren unabhingigen

Patientenkollektiv (Wiirzburger Kollektiv) vorzunehmen.

Insgesamt standen 14 in Paraffin eingebettete Préparate des Hamburger Kollektivs fiir
eine immunhistochemische Untersuchung bereit. Dariiber hinaus wurden die 65
Ovarialkarzinomproben des Wiirzburger Kollektivs immunhistochemisch gefarbt und

mikroskopisch untersucht.

Die Vorbereitung der Priparate beinhaltete zundchst das Schneiden der in Paraffin

eingebetteten Ovarialkarzinomgewebe mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms auf 4 pm
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Dicke. Diese fertigen auf Objekttrigern platzierten Praparate wurden bei ca. 56°C iiber
Nacht getrocknet. Es folgte eine Entparaffinierung durch ein 2x 10-miniitiges Xylol-
Bad und eine Rehydrierung mittels absteigender Alkoholreihe (100%, 96% und 80%
Ethanol-Béder fiir jeweils 2x 5 min). Zur Verbesserung der Immunreaktivitit der zuvor
fixierten Gewebe wurden diese in TEC-Pufferlosung (pH=7,8; Herstellung s.
Materialien Immunhistochemie) fiir 5 min auf ca. 100°C erhitzt und 15 min in der
heilen Losung ruhen gelassen. Um unspezifische Farbungen durch im Gewebe
vorhandene endogene Peroxidasen zu verhindern, folgte ein Peroxidase-Block mit 0,5%
H,0,-Ldsung fiir 30 min bei Raumtemperatur. Dariiber hinaus erfolgte eine einstiindige
Blockierung hydrophober Bindungsstellen durch die im Immunhistochemie-Kit
mitgelieferte Blocking Solution. Auf diese Weise konnen unspezifischen

Hintergrundfarbungen vermindert werden.

Nach der Vorbereitung der Schnitte folgte die eigentliche Immunhistochemie gemif der
Peroxidase-anti-Peroxidase- (PAP-) Methodik. Der JunD-spezifische Primérantikdrper
wurde in der Verdiinnung 1:1500 in einer Feuchtkammer auf die Schnitte aufgetragen
und iiber Nacht bei +4°C inkubiert. Nach zweimaliger jeweils 5-miniitiger Waschung
mit der TBS-Solution (pH=7,6) schloss sich die 30-miniitige Inkubation mit dem
Sekundérantikorper (Verdiinnung 1:200) bei Raumtemperatur an. Dieser Antikorper ist
biotinyliert und bindet als Goat-anti-rabbit-Antikorper spezifisch das F.-Fragment des
Primédrantikdrpers. Wie zuvor bereits beschrieben, erfolgte eine Waschung der Préparate
mit der TBS-Solution. AnschlieBend wurden die Priparate mit dem ABC-
Tertidrreagenz flir 30 min benetzt. Dieses Reagenz enthilt einen ABC-Komplex aus
Avidin und biotinylierter Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase ,,HRP*). Das
Avidin dieses Komplexes kann mit hoher Affinitdit Bindungen zum Biotin des
Sekundérantikorpers und der HRP eingehen. Die Praparate wurden im Anschluss erneut

mit TBS-Solution gespiilt.

Die Detektion der gebundenen JunD-Antigene erfolgte schlussendlich mit Hilfe des 3,3-
Diamino-Peroxidase-Substrates (DAB), dem zum Start der Reaktion wenige Tropfen
H,0,-Losung hinzugefiigt wurden. Die Peroxidase des ABC-Komplexes reduziert dabei
das DAB und fiihrt auf diese Weise zu einem braunen Farbumschlag. Die Reaktion

wurde nach ca. 4 min durch zweimaliges Waschen der Schnitte in Leitungswasser

gestoppt.
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Im Anschluss folgte die Kerngegenfarbung mit Hdmalaun nach Mayer zur besseren
Darstellung der mittels Immunhistochemie ungefiarbten Kerne. Nach einem 2-
minilitigem Bad in der Losung folgte ein kurzes Schwenken der Priparate in
Salzsdurealkohol. Durch das saure Milieu kann Hédmalaun kovalente Bindungen zum
Chromatin der Zellkerne eingehen. Die Blduung der Schnitte fand unter laufendem

Leitungswasser durch eine pH-Wert-Erhohung statt.

Die fertig gefdrbten Préparate wurden nun in einer aufsteigenden Alkoholreihe (80%,
90%, 96% Ethanol-Losung fiir jeweils 2x 3 min) sowie mit Xylol (2x 3 min) dehydriert.
Zu guter Letzt wurden die Priparate mit Vitro Clud eingedeckelt und histologisch

ausgewertet.

2.2.4.1 Statistische Auswertung Immunhistochemie

Die Auswertung beinhaltete dabei eine Beurteilung der Féarbeintensitdt und des Anteils
der gefarbten Tumorzellkerne. Aus beiden Faktoren wurde gemaf3 der Tabelle 21 durch
Multiplikation ein Gesamtscore (IRS-Score) gebildet. Mit Hilfe dieses Scores erfolgte
eine Einteilung der Tumorproben gemél ihrer Expressionsstirke in drei Gruppen

(schwache, mittelstarke und starke Expression).

Tabelle 21: Beurteilungskriterien fiir die histologische Auswertung der Immunhistochemie

A: Stirke der Fiarbung

Negativ 0
Schwach 1
Mittel 2
Stark 3
<20% 1
20% - <50% 2
50% - <80% 3
> 80% 4

IRS-Score: A x B (0-12)

Im Hamburger Kollektiv erfolgten weiterhin Kaplan-Meier-Analysen und Log-Rank-
Tests zur Untersuchung eines moglichen Einflusses der in der Immunhistochemie
gezeigten JunD-Expression auf das Gesamtiiberleben und das rezidivfreie Intervall der

Patientinnen.
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AnschlieBend wurden Chi*-Tests zur Darstellung etwaiger Zusammenhinge zwischen
der Stirke der Féarbung in der JunD-Immunhistochemie und dem FIGO-Stadium, dem
Alter bei Erstdiagnose, dem Tumorgrading, dem Nodal- und Metastasenstatus, dem OP-
Ergebnis, der Aszitesmenge und -zytologie sowie dem histologischen Subtypus
durchgefiihrt. Innerhalb des Wiirzburger Kollektivs erfolgte aufgrund unzureichender
Daten zu den anderen Punkten ausschlieBlich eine Betrachtung der mdglichen
Zusammenhédnge zum FIGO-Stadium, zur Histologie des Tumors, zum Grading sowie

zum Alter der Patientin bei Erstdiagnose.
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3. Ergebnisse
3.1 Beschreibung des Hamburger Patientenkollektivs

Innerhalb dieser Arbeit wurde die Expressionshohe der Jun-Proteine an 173
Ovarialkarzinom-Gewebeproben des Hamburger Kollektivs untersucht (Tabelle 22).

Tabelle 22: Klinisch-pathologische Daten des Hamburger Patientenkollektivs

ger Patientenkollektiv

Alter (in Jahren) Histologie
Mittelwert 58,5| serds-papillér 140
Median 61 endometroid 10
Bereich 21-90| gemischt 6
undifferenziert 6
FIGO-Klassifikation muzinds 5
FIGO1 10| klarzellig 4
FIGO II 6| unbekannt 2
FIGO III 121
FIGO IV 36 | Chemotherapie
Platin-haltig 159
Grading keine Chemotherapie 14
Gl 12
G2 47 | Erstrezidiv
G3 112 ja 117
Unbekannt 2| nein 50
unbekannt 6
Nodalstatus
NO 106 | Zweitkarzinome
N1 46| ja 23
Nx 21| nein 150
Fernmetastasen Materialart
MO 137| Primartumorgewebe 161
Ml 36| Z.n. neoadjuvanter CTx 8
Rezidivgewebe 4
Ort der Metastasen
Leber 16 | Im Beobachtungszeitraum verstorben
Pleurakarzinose 10| verstorben 104
maligner Pleuraerguss 2| nicht verstorben 69
Lunge 1
Skelettsystem 1 | Rezidivfreies Intervall (in Monaten)
Sonstige 4| Mittelwert 29,6
Unbekannt 2| Median 16
Bereich 0-176
OP-Ergebnis unbekannt 6
Tumorfrei 121
Tumorrest < 1cm 34 | Gesamtiiberleben (in Monaten)
Tumorrest > Icm 16| Mittelwert 445
Unbekannt 2| Median 36
Bereich 0-277
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3.2 Analyse des Hamburger Kollektivs hinsichtlich bekannter
Prognosefaktoren

Die Uberpriifung des Gesamtkollektivs hinsichtlich bekannter Prognosefaktoren liefert
signifikante Ergebnisse fiir die Faktoren FIGO-Stadium, Histologie, Nodalstatus,
Metastasenstatus, Aszitesmenge, Aszitesgruppen, Asziteszytologie und das OP-
Ergebnis. Dabei zeigen die Log-Rank-Tests bei allen zuvor genannten Prognosefaktoren
sowohl in Bezug auf das Gesamtiiberleben, als auch auf das rezidivfreie Intervall
signifikante Korrelationen. Die einzige Ausnahme bildet dabei die Asziteszytologie, sie
zeigt nur hinsichtlich des rezidivfreien Intervalls einen signifikanten Log-Rank-Test.
Lediglich das Tumorgrading sowie Grading-Gruppen zeigen keine Korrelationen
beziiglich des Gesamtiiberlebens und des rezidivfreien Intervalls. Bei der genaueren
Betrachtung des Gradings kann eine Tendenz zur Signifikanz (p=0,082) in Bezug auf
das Gesamtiiberleben nachgewiesen werden. Tabelle 23 und 24 zeigen die getesteten

Prognosefaktoren sowie ihre Log-Rank-Werte.

Tabelle 23: Log-Rank-Tests bekannter Prognoseparameter hinsichtlich des Gesamtiiberlebens

Prognoseparameter Log-Rank
FIGO-Stadium p=0,002
FIGO-Stadium-Gruppen p<0,001
(FIGO I+11/ FIGO III+IV)

Histologie p=0,011
Nodalstatus p<0,001
Metastasenstatus p=0,001
Aszitesmenge p=0,008
Aszites-Gruppen p=0,008
(Oml/ >0mli-500ml/ >500mi-1000ml/ >1000ml)

Asziteszytologie p=0,091
(maligne Zellen/ keine malignen Zellen)

Grading p=0,075
Grading-Gruppen p=0,064
(G1+G2/ G3)

Alter bei ED p<0,001
OP-Ergebnis p<0,001
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Tabelle 24: Log-Rank-Tests bekannter Prognoseparameter hinsichtlich des rezidivfreien Intervalls

Prognoseparameter Log-Rank

FIGO-Stadium p<0,001
FIGO-Stadium-Gruppen

p<0,001
(FIGO I+11/ FIGO II+IV)
Histologie p=0,002
Nodalstatus p<0,001
Metastasenstatus p=0,003
Aszitesmenge p=0,024
Aszites-Gruppen p=0,001
(Oml/ >0mli-500ml/ >500mi-1000ml/ >1000ml)
Asziteszytologie p=0,024

(maligne Zellen/ keine malignen Zellen)

Grading p=0,325

Grading-Gruppen
gUTUPP p=0,495

(G1+G2/ G3)

OP-Ergebnis p<0,001

Die Abbildungen 6-19 zeigen die Kurven der Kaplan-Meier-Analysen zum

Gesamtiiberleben  sowie zum  rezidivfreien Intervall der entsprechenden

Prognosefaktoren.
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurve OP-Ergebnis
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3.3 Ergebnisse der Western-Blot-Analysen der Jun-Proteine

Im nachfolgenden Teil der Auswertung erfolgte eine getrennte Analyse der
Primértumoren, der Tumoren nach neoadjuvanter Therapie und der Rezidive. Die in die

Analyse eingeschlossenen Tumoren werden zuvor im Text genannt.

3.3.1 c-Jun

Die Analyse der 161 Primartumorproben ergibt Expressionshéhen im Bereich von 0,8%
bis 233,2% im Vergleich zur MDA-MB-231-Positivkontrolle. Der Mittelwert der c-Jun-
Expression liegt bei 24,3%, der Median bei 16,4%.

Die Verteilungen der c-Jun-Expressionswerte sowie deren logarithmischen Werte

werden jeweils in den Abbildungen 20 und 21 dargestellt.
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Abbildung 20: Verteilung der c-Jun- Abbildung 21: Verteilung der logarithmischen
Expressionswerte c-Jun-Expressionswerte 1g(c-Jun)

Die Abbildung 22 zeigt ein Beispiel eines c-Jun-Filmes mit hsc-70-Gellade-Kontrolle.
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Abbildung 22: Beispielfilm eines c-Jun-Western-Blots (mit hsc-70-Gellade-Kontrolle)
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Die Gruppe der Tumoren nach neoadjuvanter Therapie (n=8) zeigt Expressionen im
Bereich von 3,3% bis 44,3%. Im Mittel liegt die Expressionshohe bei 15,4%, der
Median liegt bei 6,6%. Die vier Rezidivtumorproben weisen Expressionswerte von
2,5% bis 19,3% auf. Der Mittelwert dieser Proben liegt bei 9,6%, der Median bei 8,3%.
Der Vergleich der c-Jun-Expressionen in Primédrtumoren, Tumoren nach neoadjuvanter
Therapie und Rezidiven mittels T-Test der Mittelwerte ergibt keine signifikanten
Korrelationen. Lediglich der Vergleich der Mittelwerte der Tumoren nach
neoadjuvanter Therapie und der Rezidive zeigt eine Tendenz zur Signifikanz (p=0,098).

Alle weiteren statistischen Analysen wurden allein mit den Primédrtumoren durchgefiihrt

(n=161).

Mittels eines Spearman-Rho-Testes wurde auf Korrelationen zwischen der c-Jun-
Expression und anderen Jun-Proteinen sowie der JNK getestet. C-Jun zeigt dabei nur
sehr schwache positive Korrelationen zur Expressionshohe von pc-Jun, JNK sowie
JunD. Tabelle 25 beinhaltet die dazugehdrigen Korrelationskoeffzienten und

Signifikanzwerte.

Tabelle 25: Korrelationen zwischen c-Jun und anderen Jun-Proteinen (mittels Spearman-Rho-Tests)

Protein Korrelationskoeffzient Signifikanz
pc-Jun =0,298 p<0,001
JNK r=0,376 p<0,001
JunD r=0,251 p=0,001
JunB r=0,096 p=0,266

Fiir die weitere Auswertung wurde das Kollektiv, wie zuvor in Kapitel 2.2.3.6 erwihnt,
entsprechend der Hohe der c-Jun-Expression in Tertiale eingeteilt. So ergab sich ein
Tertial 1 mit einer niedrigen c-Jun-Expression (c-Jun<10,884), ein Tertial 2 mit einer
mittleren c-Jun-Expression (10,884<c-Jun<23,264) sowie ein Tertial 3 mit einer hohen

c-Jun-Expression (c-Jun>23,264).

Die Uberlebenszeitanalyse mittels eines Log-Rank-Testes zeigt keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei c-Jun-Tertialen (p=0,195). Ebenso verhélt es sich bei
der Betrachtung des rezidivfreien Intervalls (p=0,422). Die Abbildungen 23 und 24
zeigen die Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtiiberleben sowie zum rezidivireien

Intervall in Abhéngigkeit der jeweiligen Expressions-Tertiale.
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Abbildung 23: Kaplan-Meier-Kurve c-Jun- Abbildung 24: Kaplan-Meier-Kurve c-Jun-
Expression und Gesamtiiberleben Expression und rezidivfreies Intervall

(T1=niedrige Expression, T2=mittlere Expression, (T1=niedrige Expression, T2=mittlere Expression,
T3=hohe Expression) [p=0,195] T3=hohe Expression) [p=0,422]

Die Untersuchung von Korrelationen zwischen der c-Jun-Expression und bekannten
Prognosefaktoren ergab keine signifikanten Ergebnisse. In dieser Betrachtung wurden
ebenfalls die zuvor gebildeten c-Jun-Tertiale verwendet. Tabelle 26 zeigt die

Signifikanzwerte der einzelnen Faktoren.

Tabelle 26: Korrelationen zwischen c-Jun-Tertialen und bekannten Prognoseparametern (mittels y>-Test)

Prognoseparameter Signifikanz

FIGO-Stadium p=0,495
FIGO-Gruppen

p=0,634
(FIGO I+11 / FIGO IlI/ FIGO 1V)
Histologie p=0,867
Nodalstatus p=0,929
Metastasenstatus p=0,813
Aszitesmenge p=0,524
Aszites-Gruppen p=0.566
(Oml/ >0ml-500ml/ >500mli-1000ml/ >1000ml)
Asziteszytologie p=0.,600

(maligne Zellen/ keine malignen Zellen)

Grading p=0,471

Grading-Gruppen
ETDTUPP p=0,205

(G1+G2/G3)

Alter bei Erstdiagnose p=0,427
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3.3.2 pc-Jun

In der optischen Auswertung der 161 Primartumoren hinsichtlich der pc-Jun-Expression
weisen 108 Tumoren keine optisch sichtbaren Expressionsbanden auf. 35 Tumorproben
zeigen optisch sichtbare pc-Jun-Expressionen. Diese ist bei 18 Tumoren schwach
ausgeprigt, bei 12 Tumoren mittelstark und bei 5 Tumoren stark ausgeprégt. Fiir 18
Tumoren konnen keine genauen Angaben gemacht werden, da innerhalb dieser
Western-Blot-Analysen weder die Positivkontrollen, noch die Tumorproben sichtbare
Expressionsbanden aufweisen. Diese 18 Tumoren wurden daher aus den weiteren

Betrachtungen zur pc-Jun-Expression in den Primdrtumoren ausgeschlossen.

In der Abbildung 25 ist die Werteverteilung der optischen pc-Jun-Expressionswerte
dargestellt.
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Abbildung 25: Verteilung der pc-Jun-Expressionswerte (optische Auswertung)

Die Analyse der 8 Tumoren nach neoadjuvanter Therapie ergibt 7 Tumorproben ohne
optisch sichtbare Expression sowie 1 Probe mit einer schwachen pc-Jun-Expression.

Die 4 Rezidivtumoren zeigen alle keine sichtbaren Expressionsbanden.

Der T-Test fiir unabhdngige Stichproben zeigt einen signifikanten Unterschied des pc-
Jun-Mittelwertes zwischen den Primidrtumoren und den Rezidivtumoren (p<0,001).
Dartiber hinaus scheint die pc-Jun-Expression der Primdrtumoren und der Tumoren

nach neoadjuvanter Therapie tendenziell unterschiedlich zu sein (p=0,078). Der
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Vergleich zwischen den neoadjuvanten und den Rezidiv-Tumoren ergibt keine

signifikanten Ergebnisse.

Die Abbildung 26 zeigt beispielhaft einen Western-Blot-Film zur pc-Jun-Detektion.
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Abbildung 26: Beispielfilm eines pc-Jun-Western-Blots (mit hsc-70-Gellade-Kontrolle)

Alle weiteren statistischen Betrachtungen erfolgen mit den auswertbaren Primértumoren

(n=143),

Die Untersuchung auf bivariate Korrelationen (nach Spearman-Rho) pc-Juns ergibt
lediglich sehr schwache positive Korrelationen zu c-Jun, JunD sowie JNK. Tabelle 27

zeigt die jeweiligen Korrelationskoeffzienten.

Tabelle 27: Korrelationen zwischen pc-Jun und anderen Jun-Proteinen (mittels Spearman-Rho-Tests)

Protein Korrelationskoeffzient Signifikanz
c-Jun r=0,298 p<0,001
INK r=0,256 p=0,002
JunD r=0,272 p=0,001
JunB r=0,152 p=0,069

Patientinnen ohne optisch  sichtbare pc-Jun-Expression zeigen bei der
Uberlebensanalyse mittels Log-Rank-Test ein signifikant lingeres Gesamtiiberleben (25
vs. 41 Monate; p=0,038). Ebenso verhilt es sich mit dem rezidivfreien Intervall (14 vs.
16 Monate; p=0,017). Die Abbildungen 27 und 28 zeigen die Kaplan-Meier-Kurven der

Patientinnen mit und ohne sichtbare pc-Jun-Expression.
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Abbildung 28: Kaplan-Meier-Kurve pc-Jun- Abbildung 27: Kaplan-Meier-Kurve pc-Jun-
Expression und Gesamtiiberleben (p=0,038) Expression und rezidivfreies Interball (p=0,017)

Die Analyse von Zusammenhingen zwischen der pc-Jun-Expression und bekannten
Prognosefaktoren ergab eine Signifikanz hinsichtlich des Nodalstatus (p=0,035;
Abbildung 29). Der Nodalstatus und die Hohe der pc-Jun-Expression weisen eine
positive Korrelation auf. Alle weiteren Prognosefaktoren korrelierten nicht mit der
Hohe der optischen pc-Jun-Expression. Tabelle 28 zeigt die Signifikanz-Werte der

einzelnen Faktoren.

Tabelle 28: Korrelationen zwischen pc-Jun und bekannten Prognoseparametern (mittels y2-Tests)

Prognoseparameter Signifikanz

FIGO-Stadium p=0,997
FIGO-Gruppen

p=0,710
(FIGO I+11/ FIGO IlI/ FIGO IV)
Histologie p=0,117
Nodalstatus p=0,035
Metastasenstatus p=0,586
Aszitesmenge p=0,859
Aszites-Gruppen p=0,852
(Oml/ >0mlI-500ml/ >500ml-1000mli/ >1000ml)
Asziteszytologie p=0,322

(maligne Zellen/ keine malignen Zellen)

Grading p=0,422

Grading-Gruppen
£-LTupp p=0,578

(GI+G2/G3)

Alter bei Erstdiagnose p=0,437
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Abbildung 29: Verteilung des Nodalstatus in den jeweiligen pc-Jun-Expressionsgruppen

Mittels Cox-Regression erfolgte eine multivariate Analyse unter Einbezug der pc-Jun-
Proteinexpression, des Gradings, des Nodalstatus, des OP-Ergebnis, des FIGO-
Stadiums sowie der histologischen Klassifikation. Patientinnen mit Tumoren in
fortgeschrittenen Tumorstadien (FIGO III und FIGO IV) oder mit postoperativem
Tumorrest >1cm wiesen in dieser Analyse ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben
und rezidivfreies Intervall auf. Die pc-Jun-Expression zeigte einen signifikanten und
unabhingigen Einfluss auf das rezidivfreie Intervall. Eine im Western-Blotting optisch
sichtbare pc-Jun-Expression war mit einem 1,72fach [95%CI: 1,041-2,868; p=0,034]
erhohten Risiko fiir das Erleiden eines Rezidivs verbunden. Dariiber hinaus fiihrte auch
ein positiver Nodalstatus zu einem verkiirzten rezidivfreien Intervall. Die Tabelle 29
zeigt die entsprechenden Hazard Ratios, 95%-Konfidenzintervalle und Signifikanzwerte

dieser Analysen.

Tabelle 29: Multivariate Analyse mittels Cox-Regression unter Einbezug der pc-Jun-Expressionslevels

Rezidivfreies Intervall

Variable HR 95% CI Signifikanz
pc-Jun 1,73 1,04-2,87 p=0,034
FIGO-Stadium 12,55 1,48-106,50 p=0,020
Histologie 0,79 0,40-1,55 p=0,494
Nodalstatus 2,03 1,13-3,68 p=0,018
Grading 1,02 0,42-2,49 p=0,961
OP-Ergebnis 5,54 1,99-15,45 p=0,001
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Gesamtiiberleben
Variable HR 95% CI Signifikanz
pc-Jun 1,59 0,89-2,83 p=0,116
FIGO-Stadium 8,65 1,58-47,50 p=0,013
Histologie 1,06 0,55-2,07 p=0,861
Nodalstatus 1,37 0,74-2,51 p=0,316
Grading 1,39 0,42-4,66 p=0,593
OP-Ergebnis 6,56 2,49-17,30 p<0,001

3.3.3 JunB

Die Auswertung der JunB-Expression der 161 Primartumoren ergibt Expressionsstirken
zwischen 21,1% und 1278,0% im Vergleich zur MDA-MB-231-Positivkontrolle. Der
Mittelwert der Expression ist 303,3%. Der Median liegt bei 188,6%.

Die Verteilung der Expressionswerte ist in der Abbildung 30 zu sehen. Die Abbildung

31 zeigt die Verteilung der logarithmischen JunB-Expressionen.
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Abbildung 30: Verteilung der JunB-
Expressionswerte
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Abbildung 31: Verteilung der logarithmischen

In der Abbildung 32 ist ein Beispiel eines JunB-Western Blots mit dazugehoriger hsc-

70-Gelladekontrolle dargestellt.
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Abbildung 32: Beispielfilm eines JunB-Western-Blots (mit hsc-70-Gellade-Kontrolle)

Die neoadjuvanten Tumoren (n=8) zeigen Expressionen im Bereich von 45,2% bis
880,5%. Der Mittelwert ist 324,1%, der Median ist 201,6%. Die vier untersuchten
Rezidivtumoren weisen im Mittel eine JunB-Expression in Hohe von 257,8% auf.
Deren Median liegt bei 161,3%. Die geringste Expression betridgt 56,3%, die hdochste
652,3%.

Die Durchfithrung des T-Testes unabhingiger Stichproben zum Vergleich der
Mittelwerte der Primdrtumoren, der Tumoren nach neoadjuvanter CTx sowie der
Rezidivtumoren zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den genannten

Kollektivgruppen.

Alle weiteren statistischen Analysen wurden allein mit dem Primértumor-Kollektiv

durchgefiihrt (n=161).

Die Untersuchung von Korrelationen zwischen der Hohe der JunB-Expression und der
Expression der weiteren untersuchten Jun-Proteine durch den Spearman-Rho-Test ergab
eine signifikante, aber schwache positive Korrelation beziiglich der Hohe der JNK- und
JunD-Expression. Tabelle 30 stellt die Korrelationskoeffzienten und die

Signifikanzwerte aller untersuchten Parameter dar.

Tabelle 30: Korrelationen zwischen JunB und anderen Jun-Proteinen (mittels Spearman-Rho-Tests)

Protein Korrelationskoeffzient Signifikanz
c-Jun r=0,226 p=0,096
pc-Jun r=0,152 p=0,069
JNK r=0,372 p<0,001

JunD r=0,227 p=0,004
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Wie bereits bei der c-Jun-Auswertung geschehen, wurden auch im Falle von JunB zur
Vereinfachung der Uberlebensanalyse Expressionstertiale gebildet. Das Kollektiv wurde
daher entsprechend der Grenzwerte 143,030% und 284,406% in ein Tertial 1 mit einer
geringen Expression, ein Tertial 2 mit einer mittleren Expression sowie ein Tertial 3 mit

einer hohen Expression unterteilt.

Die Uberlebenszeitanalyse mittels eines Log-Rank-Testes ergibt keine signifikanten
Ergebnisse beziiglich des Gesamtiiberlebens (p=0,174) sowie des rezidivireien
Intervalls (p=0,097). Die genauere Betrachtung des rezidivfreien Intervalls bei den
einzelnen JunB-Tertialen zeigt aber die Tendenz, dass die Tumoren mit einer geringeren
JunB-Expression (Tertial 1) eher ein verldngertes rezidivfreies Intervall aufweisen.

Die Abbildungen 33 und 34 zeigen die Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtiiberleben

sowie zum rezidivfreien Intervall in Abhdngigkeit der jeweiligen JunB-Expressions-

Tertiale.
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Abbildung 33: Kaplan-Meier-Kurve JunB- Abbildung 34: Kaplan-Meier-Kurve JunB-
Expression und Gesamtiiberleben Expression und rezidivfreies Intervall

(T1=niedrige Expression, T2=mittlere Expression, (T1=niedrige Expression, T2=mittlere Expression,
T3=hohe Expression) [p=0,174] T3=hohe Expression) [p=0,097]

Die Analyse auf Zusammenhidnge zwischen der JunB-Expressionshéhe und bereits
etablierten Prognosefaktoren mit Hilfe des Chi’-Tests ergab keinerlei signifikante
Werte. Tabelle 15 zeigt die jeweiligen Signifikanzwerte der untersuchten

Prognosefaktoren.



Ergebnisse 67

Tabelle 31: Korrelationen zwischen JunB und bekannten Prognoseparametern (mittels y-Tests)

Prognoseparameter Signifikanz

FIGO-Stadium p=0,567
FIGO-Gruppen p=0,593
(FIGO I+11/ FIGO III/ FIGO IV)

Histologie p=0,168
Nodalstatus p=0,255
Metastasenstatus p=0,572
Aszitesmenge p=0,174
Aszites-Gruppen p=0,267
(Oml/ >0mlI-500ml/ >500ml-1000mli/ >1000ml)

Asziteszytologie p=0,391
(maligne Zellen/ keine malignen Zellen)

Grading p=0,669
Grading-Gruppen p=0.335
(GI+G2/G3)

Alter bei Erstdiagnose p=0,474

3.3.4 JunD

Die Auswertung der 161 Primdrtumoren zeigt eine mittlere JunD-Expression in Hohe
von 187,9% im Vergleich zur Ovcar8-Positivkontrolle. Der Median betrdgt 113,9%.
Das Expressionsminimum liegt bei 2,9%. Die maximal gemessene Expression betrigt

1440,6%.

Die 8 untersuchten Tumoren nach neoadjuvanter Chemotherapie weisen im Mittel eine
JunD-Expression von 116,1% auf. Der Median liegt bei 95,9%. Innerhalb dieser
Tumoren reichte die JunD-Expression von 16,8% bis zu 293,3%. Die Rezidivtumoren
(n=4) zeigen Expressionswerte im Bereich von 8,3% bis zu 286,2%. Der Mittelwert der

JunD-Expression betriagt 142,0%. Der Median liegt hier bei 136,8%.

Beim Vergleich der Mittelwerte der JunD-Expression aller zuvor genannten

Kollektivgruppen mittels des T-Testes resultieren keine signifikanten Korrelationen.

Die Verteilungen der JunD-Expressionswerte sowie deren Logarithmus zeigen die

Abbildungen 35 und 36.
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Abbildung 35: Verteilung der JunD- Abbildung 36: Verteilung der logarithmischen
Expressionswerte JunD-Expressionswerte (IgJunD)

Die folgende Abbildung 37 zeigt einen Beispielfilm eines JunD-Western Blots mit der

dazugehorenden hsc-70-Kontrolle.
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Abbildung 37: Beispielfilm eines JunD-Western-Blots (mit hsc-70-Gellade-Kontrolle)

Alle weiteren statistischen Analysen erfolgten unter alleiniger Betrachtung der

Primédrtumoren (n=161).

Die Spearman-Rho-Analyse der JunD-Expression zeigt schwache positive

Korrelationen zu allen anderen getesteten Proteinen. Genaueres ist in der Tabelle 32
abgebildet.

Tabelle 32: Korrelationen zwischen JunD und anderen Jun-Proteinen (mittels Spearman-Rho-Tests)

Protein Korrelationskoeffzient Signifikanz
c-Jun r=0,251 p=0,001
pc-Jun r=0,272 p=0,001
INK r=0,332 p<0,001

JunB r=0,227 p=0,004




Ergebnisse 69

Auch im Falle von JunD wurden fiir die Auswertung der Uberlebenszeitanalyse Tertiale
gebildet. Die Cut-Off-Werte teilen das Kollektiv in 3 gleich groe Gruppen. Sie lagen
bei 70,341% sowie bei 174,882%. Die Tumoren des Tertials 1 zeigen eine niedrige
Expression, die Tumoren des Tertials 2 eine mittlere und die Tumoren des Tertials 3

eine hohe JunD-Expression.

Die Uberlebenszeitanalyse durch einen Log-Rank-Test zeigt signifikante Ergebnisse
beziiglich des Gesamtiiberlebens (32 vs. 42 vs. 35,5 Monate fiir schwache, mittelstarke
und starke Expression; p=0,009), als auch beziiglich des rezidivfreien Intervalls (14 vs.
19,5 vs. 16 Monate fiir schwache, mittelstarke und starke Expression; p=0,011). Dabei
haben Patientinnen mit Tumoren, die eine mittlere JunD-Expression aufweisen und
somit zum Tertial 2 gehoren, ein lingeres Uberleben und rezidivfreies Intervall. Die

Abbildungen 38 und 39 zeigen die Kaplan-Meier-Kurven zu den jeweiligen

Expressionstertialen.
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Abbildung 39: Kaplan-Meier-Kurve JunD-
Expression und Gesamtiiberleben
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Abbildung 38: Kaplan-Meier-Kurve JunD-
Expression und rezidivfreies Intervall
(T1=niedrige Expression, T2=mittlere Expression,
T3=hohe Expression) [p=0,011]

(T1=niedrige Expression, T2=mittlere Expression,
T3=hohe Expression) [p=0,009]

Die Untersuchung von Korrelationen zwischen der JunD-Expression und bekannten
Prognosefaktoren zeigt lediglich eine positive Korrelation zur Asziteszytologie
(p=0,004). JunD scheint somit unabhidngig von diesen getesteten Prognoseparametern

zu sein. Tabelle 33 zeigt die Signifikanz-Werte der getesteten Faktoren.
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Tabelle 33: Korrelationen zwischen JunD-Tertialen und bekannten Prognoseparametern (mittels y>-Tests)

Prognoseparameter Signifikanz

FIGO-Stadium p=0,254
FIGO-Gruppen

p=0,093
(FIGO I+II/ FIGO IlI+1V)
Histologie p=0,124
Nodalstatus p=0,110
Metastasenstatus p=0,493
Aszitesmenge p=0,903
Aszites-Gruppen p=0,466
(Oml/ >0ml-500ml/ >500ml-1000ml/ >1000ml)
Asziteszytologie p=0,004

(maligne Zellen/ keine malignen Zellen)

Grading p=0,922
Grading-Gruppen p=0,884
(G1+G2/G3)

Alter bei Erstdiagnose p=0,474

Asziteszytologie

[l maligne Zellen
[l keine malignen Zellen
O nicht durchgefihrt

50,0%

40,0%

Prozent

20,0%

0%
il 2 ii]

JunD Tertiale

Abbildung 40: Pathologische Befunde der Asziteszytologien in den
einzelnen JunD-Tertialen

Die multivariate Analyse mittels Cox-Regression unter Einbezug der JunD-
Proteinexpression, des Gradings, des Nodalstatus, des OP-Ergebnis, des FIGO-
Stadiums sowie der histologischen Klassifikation zeigt ein signifikant kiirzeres
Uberleben bei niedrigen JunD-Expressionswerten (Tertial 1), bei einem postoperativem
Residualtumor von >1 cm sowie bei einem fortgeschrittenem Stadium FIGO IV.
Niedrige JunD-Expressionslevel (Tertial 1) erhoéhen das Letalititsrisiko um das

2,16fache [95%CI: 1,144-4,074; p=0,018] im Vergleich zu Tumoren mit mittlerer
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JunD-Expression (Tertial 2). Ein signifikanter unabhingiger Einfluss der JunD-
Expression auf das rezidivfreie Uberleben konnte in dieser multivariaten Betrachtung
nicht nachgewiesen werden. Dahingegen zeigen die fortgeschrittenen Stadien FIGO III
und FIGO IV, ein positiver Nodalstatus sowie der Verbleib eines postoperativen
Resttumors > lcm eine signifikante Verkiirzung des rezidivfreien Intervalls. In der
Tabelle 34 sind die Hazard Ratios, die 95%-Konfidenzintervalle sowie die
Signifikanzwerte der in diesen Cox-Regressionen beriicksichtigten Parameter

dargestellt.

Tabelle 34: Multivariate Analyse mittels Cox-Regression unter Einbezug der JunD-Expressionslevels

Rezidivfreies Intervall

Variable HR 95% CI Signifikanz
JunD 1,22 0,01-2,13 p=0,480
FIGO-Stadium 12,13 1,45-101,73 p=0,036
Histologie 0,78 0,40-1,53 p=0,471
Nodalstatus 2,02 1,17-3,50 p=0,012
Grading 1,06 0,42-2,67 p=0,898
OP-Ergebnis 5,82 2,09-16,21 p=0,001
Gesamtiiberleben
Variable HR 95% CI Signifikanz
JunD 2,16 1,14-4,07 p=0,018
FIGO-Stadium 3,65 1,12-31,96 p=0,036
Histologie 0,82 0,42-1,60 p=0,562
Nodalstatus 1,48 0,82-2,68 p=0,197
Grading 1,94 0,57-6,66 p=0,290
OP-Ergebnis 9,87 3,96-24,62 p<0,001

3.3.5JNK

Die 161 untersuchten Primirtumoren zeigen JNK-Expressionen innerhalb von 0,7% bis
zu 1149,7% im Vergleich zur MDA-MB-231-Positivkontrolle. Der Mittelwert betrdgt
131,9%, der Median 49,4%.

Die Werteverteilungen der JNK-Western Blots zeigen die Abbildungen 41 und 42.
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Abbildung 42: Verteilung der JNK- Abbildung 41: Verteilung der logarithmischen
Expressionswerte JNK-Expressionswerte 1g(JNK)

JNK-Expression

Die Abbildung 43 zeigt ein Beispiel eines JINK-Filmes sowie die dazugehodrende hsc-
70-Kontrolle.

MDA-MB 231

Ovcar8
* 16379
T6380
T6381
T6382
T6386

- " .'. .
52 kDa STl E
42 kDa -..-'...' JNK

72 kDa
el Ll L LI

Abbildung 43: Beispielfilm eines INK-Western-Blots (mit hsc-70-Gellade-Kontrolle)

Die Tumoren nach neoadjuvanter Chemotherapie (n=8) weisen JNK-Expressionen im
Bereich von 5,6% und 330,5% auf. Der Mittelwert liegt bei 66,2%, der Median bei
27,7%. Die vier untersuchten Rezidivtumoren hatten im Mittel eine JNK-Expression
von 75,1%. Der Median liegt hier bei 38,1%. Die minimale gemessene Expression

betrigt 9,3%, das Maximum betrigt 214,7%.

Der T-Test zum Vergleich der Mittelwerte der JNK-Expression aller zuvor genannten

Kollektivgruppen ergibt keine signifikanten Ergebnisse.

Alle weiteren statistischen Analysen erfolgten allein mit den untersuchten

Primértumoren (n=161).
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Die Untersuchung auf Zusammenhidnge zwischen der JNK-Expression und der
Expression der Jun-Proteine mittels Spearman-Rho-Tests zeigt flir alle Jun-Proteine
schwache positive Korrelationen. Die Tabelle 35 zeigt die jeweiligen

Korrelationskoeffzienten und P-Werte.

Tabelle 35: Korrelationen zwischen JNK und anderen Jun-Proteinen (mittels Spearman-Rho-Tests)

Protein Korrelationskoeffzient Signifikanz
c-Jun r=0,376 p<0,001
pc-Jun =0,256 p=0,002
JunD r=0,332 p<0,001
JunB r=0,372 p<0,001

Zur Vereinfachung der Uberlebenszeitanalyse erfolgte eine Einteilung der Tumoren
nach der Hohe der INK-Expression. Das Tertial 1 wird demnach von Tumoren mit einer
vergleichbar geringen JNK-Expression gebildet. Das Tertial 2 besteht aus Tumoren mit
einer mittleren Expression und das Tertial 3 aus Tumoren mit einer hohen JNK-
Expression. Die Grenzwerte fiir die Einteilung der Tertiale liegen bei 34,008% sowie

bei 76,892%.

Die Uberlebenszeitanalyse mittels Log-Rank-Test ergibt keine signifikanten
Unterschiede der einzelnen JNK-Expressionstertiale in Hinblick auf das
Gesamtiiberleben. Es zeigt sich aber eine schwache Tendenz fiir ein ldngeres
Gesamtiiberleben bei Tumoren mit mittlerer JNK-Expression (34 vs. 47 vs. 18 Monate
fiir schwache, mittelstarke und starke Expression; p=0,101). Bei der Betrachtung des
rezidivfreien Intervalls ergeben sich signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
JNK-Expressionstertialen. Die Tumoren des Tertials 2 weisen ein signifikant ldngeres
rezidivfreies Intervall auf (17 vs. 23 vs. 11 Monate flir schwache, mittelstarke und
starke Expression; p=0,010). Eine mittlere JNK-Expression scheint also einen positiven
Einfluss auf das rezidivfreie Intervall zu haben. Die Abbildungen 44 und 45 zeigen die
Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtiiberlebens und des rezidivfreien Intervalls fiir die

einzelnen JNK-Tertiale.
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Abbildung 44: Kaplan-Meier-Kurve JNK-

Expression und Gesamtiiberleben

(T1=niedrige Expression, T2=mittlere Expression,

T3=hohe Expression) [p=0,101]
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Abbildung 45: Kaplan-Meier-Kurve JNK-

Expression und rezidivfreies Intervall

(T1=niedrige Expression, T2=mittlere Expression,
T3=hohe Expression) [p=0,010]

Die Analyse von Zusammenhdngen zwischen der JNK-Expression und bekannten

Prognosefaktoren mittels des Chi’*-Tests ergibt keine signifikanten Korrelationen. JNK

scheint somit unabhédngig von diesen getesteten Prognoseparametern zu sein. Tabelle 36

zeigt die Signifikanz-Werte der untersuchten Faktoren.

Tabelle 36: Korrelationen zwischen JNK und bekannten Prognoseparametern (mittels x>-Tests)

Prognoseparameter Signifikanz

FIGO-Stadium
FIGO-Gruppen

Histologie
Nodalstatus
Metastasenstatus
Aszitesmenge

Aszites-Gruppen
Asziteszytologie
Grading

Grading-Gruppen
(G1+G2/ G3)

Alter bei Erstdiagnose

(FIGO I+11/ FIGO III/ FIGO V)

(maligne Zellen/ keine malignen Zellen)

(0ml/ >0ml-500ml/ >500ml-1000ml/ >1000ml)

p=0,233
p=0,178

p=0,706
p=0,119
p=0,473
p=0,361

p=0,094

p=0,065
p=0,577
p=0,777

p=0,473
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Die multivariate Analyse mittels Cox-Regression unter Einbezug der JNK-
Proteinexpression, des Gradings, des Nodalstatus, des OP-Ergebnis, des FIGO-
Stadiums sowie der histologischen Klassifikation zeigt ein signifikant kiirzeres
Uberleben bei einem postoperativem Residualtumor von >1 cm sowie bei einem
fortgeschrittenem Stadium FIGO IV. Bei einer Betrachtung des Einflusses auf das
rezidivfreie Intervall zeigt sich, wie zuvor bei der Kaplan-Meier-Analyse eine
Verkiirzung des Intervalls bei reduzierten oder erhohten JNK-Expressionswerten
(Tertial 1 und Tertial 3). Niedrige JNK-Levels erhohen die Rezidivgefahr um das
1,67fache [95%CI: 1,010-2,769; p=0,046], hohe Expressionslevels nahezu um das
2fache [95%CI: 1,119-3,416; p=0,019]. Ebenso haben erneut fortgeschrittene FIGO-
Stadien (FIGO III und IV), ein positiver Nodalstatus sowie ein postoperativer
Residualtumor >1 cm einen signifikant negativen Einfluss auf die Rezidivfreiheit. Die
folgende Tabelle 37 zeigt die entsprechenden Hazard Ratios, 95%-Konfidenzintervalle

und Signifikanzwerte der erfolgten Cox-Regressionen.

Tabelle 37: Multivariate Analyse mittels Cox-Regression unter Einbezug der JNK-Expressionslevels

Rezidivfreies Intervall

Variable HR 95% CI Signifikanz
JNK (T1) 1,672 1,01-2,77 p=0,046
INK (T3) 1,955 1,12-3,42 p=0,019
FIGO-Stadium 12,015 1,45-99,57 p=0,021
Histologie 0,709 0,36-1,38 p=0,314
Nodalstatus 2,153 1,24-3,74 p=0,006
Grading 1,032 0,42-2,57 p=0,946
OP-Ergebnis 5,973 2,11-16,88 p=0,001
Gesamtiiberleben
Variable HR 95% CI Signifikanz
JNK (T1) 1,708 0,97-3,00 p=0,062
INK (T3) 1,560 0,87-2,81 p=0,139
FIGO-Stadium 7,455 1,40-39,82 p=0,019
Histologie 0,891 0,47-1,71 p=0,728
Nodalstatus 1,577 0,87-2,86 p=0,134
Grading 1,605 0,47-5,51 p=0,452
OP-Ergebnis 9,669 3,84-24,36 p<0,001
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3.4 Korrelationen der Jun-Proteine zu den Fos-Proteinen

Die Untersuchung auf bivariate Korrelationen (nach Spearman-Rho) zwischen den
einzelnen Jun-Proteinen und den Fos-Proteinen ergibt schwache Korrelationen
zwischen JunD und Fral, Fra2 sowie c-Fos. Tabelle 38 zeigt die jeweiligen

Korrelationskoeffzienten und deren Signifikanzwerte.

Tabelle 38: Korrelationen zwischen Jun-Proteinen, der JNK und Fos-Proteinen

(mittels Spearman-Rho-Test)

Fral Fra2 FosB c-Fos
e-Jun r=0,127 r=0,113 r=0,123 r=0,081
p=0,302 p=0,357 p=0,318 p=0,081
pe-Jun r=0,034 r=0,221 r=-0,151 r=-0,130
p=0,781 p=0,070 p=0,219 p=0,292
TunB r=0,044 r=0,122 r=0,094 r=-0,083
p=0,720 p=0,363 p=0,445 p=0,499
JunD r=0,454 r=0,536 r=0,157 r=0,264
p<0,001 p<0,001 p=0,200 p=0,030
INK r=0,198 r=0,171 r=0,231 r=0,140
p=0,106 p=0,164 p=0,058 p=0,256




Ergebnisse 77

3.5 Ergebnisse der JunD-Immunhistochemie des Hamburger
Patientenkollektivs

In der Abbildung 46 a-c sind immunhistochemisch gefarbte Ovarialkarzinompriparate
des Hamburger Kollektivs absteigend mit hoher JunD-Expression, mittelstarker sowie

niedriger Expression dargestellt.
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Abbildung 46a-c: JunD-Immunhistochemie Hamburger Kollektiv

a) Ovarialkarzinom, serds-papilldr, G3, starke JunD-Expression

b) Ovarialkarzinom, serds-papilldr, G3, mittelstarke JunD-Expression
¢) Ovarialkarzinom, serds-papilldr, G3, schwache JunD-Expression
VergroBerung: 200fach
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Es bestitigte sich eine iiberwiegend intratumorale und intranukledre Expression von
JunD. Die umliegenden Stromastraen wiesen meist keine oder eine schwache
Anfarbung auf. Teilweise zeigten sich schwache zytoplasmatische Anfarbungen. Einige

Tumoren zeigten stirkere Reaktionen im Bereich der Invasionsfront.

Sieben der insgesamt 14 immunhistochemisch untersuchten Priparate des Hamburger
Kollektivs zeigten eine schwache JunD-Kernfirbung. Zwei Préparate (14,3%) eine
mittelstarke und 5 (35,7%) eine starke Farbung. Die entsprechenden Héufigkeiten der
Starke der Kernfarbungen sind in Abbildung 47 dargestellt.

Immunhistochemie Kollektiv Hamburg

Haufigkeit

2

schwach mitte!

Stirke der immunhistochem. Fiarbung

Abbildung 47: Hiufigkeiten der Starke der immunhistochemischen
JunD-Kernfarbungen im Hamburger Kollektiv
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3.6 Beschreibung des Wiirzburger Patientenkollektivs

Es wurden insgesamt 65 Ovarialtumorproben des Wiirzburger Kollektivs hinsichtlich

der immunhistochemischen JunD-Expression untersucht.

Tabelle 39: Klinisch-pathologische Daten des Wiirzburger Patientenkollektivs

Wiirzburger Patientenkollektiv

Alter (in Jahren) Chemotherapie
Mittelwert 56,5| Platin-haltig 47
Median 58| keine Chemotherapie 16
Bereich 24-80| unbekannt 2
FIGO-Klassifikation Erstrezidiv
FIGO1 19| ja 15
FIGO II 8| nein 25
FIGO III 36| unbekannt 25
FIGO IV 2
Materialart
Grading Primédrtumorgewebe 64
Gl 4| Z.n. neoadjuvanter Therapie 1
G2 16
G3 18 | Im Beobachtungszeitraum verstorben
Unbekannt 27| verstorben 20
nicht verstorben/fehlend 45
OP-Ergebnis
Tumorfrei 32 | Rezidivfreies Intervall (in Monaten)
Tumorrest > lcm 30| Mittelwert 30,3
Unbekannt 3| Median 24
Bereich 9-136
Histologie unbekannt 50
serOs-papillar 43
Borderline 19 | Gesamtiiberleben (in Monaten)
Gemischt 3 Mittelwert 39,8
Median 19
Bereich 1-252

3.7 Ergebnisse der JunD-Immunhistochemie des Wiirzburger
Patientenkollektivs

Insgesamt wurden 65 Tumorproben des Wiirzburger Kollektivs immunhistochemisch
untersucht. Die nachfolgende Abbildung 48 a-c zeigt beispielhaft immunhistochemisch
gefarbte Tumorpridparate. Sie sind absteigend mit starker JunD-Expression,

mittelstarker sowie niedriger JunD-Expression dargestellt.
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Abbildung 48a-c: JunD-Immunhistochemie Wiirzburger Kollektiv

a) Ovarialkarzinom, serds-papilldr, G3, starke JunD-Expression

b) Ovarialkarzinom, serds-papilldr, G2, mittelstarke JunD-Expression
¢) Ovarialkarzinom, serds-papilldr, G3, schwache JunD-Expression
VergroBerung: 200fach

Insgesamt zeigten 20 (30,8%) der 65 immunhistochemisch gefarbten Priparate eine
schwache JunD-Kernfarbung. Bei 23 (35,4%) Tumorpréparaten konnte eine mittelstarke
Farbung nachgewiesen werden. 22 (33,8%) Ovarialkarzinomschnitte wiesen eine starke
JunD-Féarbung auf. Das Balkendiagramm der Abbildung 49 veranschaulicht die
Verteilung.
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Abbildung 49: Héufigkeiten der Stirke der immunhistochemischen
JunD-Kernfarbungen im Wiirzburger Kollektiv

Die Uberlebenszeitanalyse (n=35) mittels Log-Rank-Tests zeigt signifikante Ergebnisse
beziiglich des Gesamtiiberlebens (p=0,027). Dabei haben Patientinnen mit Tumoren, die
in der Immunhistochemie eine starke Firbung aufwiesen, ein lingeres Uberleben. Die

Abbildung 50 zeigt die entsprechende Kaplan-Meier-Kurve.
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Abbildung 50: Kaplan-Meier-Kurve Stirke der Farbung in der JunD-Immunhistochemie
und Gesamtiiberleben [p=0,027]
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Die Untersuchung auf etwaige Zusammenhdnge zwischen der Stirke der Féarbung
innerhalb der JunD-Immunhistochemie und bekannten Prognosefaktoren ergab keine
signifikanten Ergebnisse. Die folgende Tabelle 40 zeigt die Signifikanzwerte der

betrachteten Parameter.

Tabelle 40: Korrelationen zwischen der JunD-Immunhistochemie des Wiirzburger Kollektivs und
bekannten Prognoseparametern (mittels y>-Tests)

Prognoseparameter Signifikanz

FIGO-Stadium p=0,373
FIGO-Gruppen

p=0,735
(FIGO I+I1/ FIGO I1l/ FIGO IV)
Histologie p=0,992
Grading p=0,752
Grading-Gruppen p=0.824

(G1+G2 / G3)
Alter bei Erstdiagnose p=0,340
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4. Diskussion

Frithere Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Frau Dr. rer. nat. Milde-Langosch
anhand eines kleineren Patientenkollektivs zeigten bereits, dass die Hohe der Jun-
Expression moglicherweise einen prognostischen Parameter fiir das Ovarialkarzinom
darstellt. So fanden sich in malignen Ovarialkarzinomen signifikant erhéhte pc-Jun-,
JunB- und JunD-Proteinexpressionen im Vergleich zu Borderline-Tumoren und
Normalgewebe (Hein et al. 2009). Diese Arbeit diente daher der genaueren
Differenzierung dieser prognostischen Bedeutung unter Betrachtung des Einflusses der
Jun-Proteine auf das Gesamtiiberleben und das rezidivfreie Intervall. Mit Hilfe von
Western-Blot-Analysen sowie immunhistochemischen Untersuchungen an zwei
voneinander unabhédngigen Patientinnenkollektiven konnte erstmalig ein Einfluss von
JunD, pc-Jun und JNK auf die Tumorprogression im Ovarialkarzinom nachgewiesen

werden.

4.1 Grenzen der verwendeten Methodik

Das Western-Blotting ist eine etablierte und sehr spezifische Methodik zum
Proteinnachweis beispielsweise in Tumorproben. Es erlaubt zudem eine
semiquantitative Bestimmung des Proteingehalts einer Probe. Dennoch hat diese

Methodik Grenzen, die im Folgenden aufgezeigt werden sollen.

Die durch das Verfahren des Western-Blottings hervorgerufene Schwérzung eines Films
ist innerhalb eines bestimmten Bereiches direkt proportional zur Proteinkonzentration in
der untersuchten Probe. Sehr hohe Proteingehalte konnen durch eine Séttigung der

Schwirzungsfihigkeit des Filmes mitunter nicht mehr genau differenziert werden.

Innerhalb dieser Arbeit wurde sichergestellt, dass die fiir die Proteinextraktion
verwendeten Gewebeproben einen Tumoranteil von >70% aufweisen. Hierfiir wurden
die entsprechenden Proben nach HE gefarbt, mikroskopisch untersucht und ggf.
zugeschnitten. Somit kann weitgehend ausgeschlossen werden, dass die ermittelten
Proteinexpressionen  auf  Stromagewebe, welches  moglicherweise  andere

Expressionsmuster aufweist, zuriickzufiihren sind.

Ovarialtumoren entwickeln schnell groBe Tumorvolumina. In fortgeschrittenen Stadien

gibt es zudem héufig weitldufige peritoneale Aussaaten. Es ist denkbar, dass sich das
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Tumorgewebe beziiglich der Proteinexpression je nach Tumorsitz unterscheidet.
Innerhalb der Debulking-Operationen der Patientinnen wurden verschiedenste kleine

Gewebestiicke entnommen. Der genaue Entnahmeort war dabei meist nicht bekannt.

Dariiber hinaus sollte bedacht werden, dass es in Tumoren sehr wahrscheinlich eine
Inhomogenitit beziiglich der Proteinexpression gibt. Die Invasionsfront kann
tumorbiologisch anders beschaffen sein als innenliegende Tumorbereiche, die bereits
nekrotisieren. So konnten in der JunD-Immunhistochemie bei einigen Tumoren stirkere

Féarbungen im Bereich der Invasionsfronten beobachtet werden.

Die Immunhistochemie ist ebenfalls eine sehr spezifische Methodik, insbesondere zum
Nachweis der genauen Proteinlokalisationen. Bei den Jun-Transkriptionsfaktoren
handelt es sich um nukledre Proteine. Innerhalb von Tumoren konnte es jedoch auch zu
Verdanderungen des nukledren Transports kommen, sodass eine Expression im
Zytoplasma auch denkbar wire. Dies wiirde erkldren, dass einige Tumoren des
Kollektivs in der JunD-Immunhistochemie auch schwache zytoplasmatische Farbungen

zeigten.

4.2 Western-Blot-Analysen des Hamburger Kollektivs

4.2.1 c-Jun

Im Vergleich zur MDA-MB-231-Positivkontrolle wies der Grofiteil der untersuchten
Tumorproben eher niedrige c-Jun-Expressionen auf (Mittelwert: 24,3%, Median
16,4%). Die untersuchten Tumoren dieses Kollektivs unterschieden sich sehr stark,
teilweise um das Hundertfache, in Bezug auf die Hoéhe der gemessenen
Proteinexpression. Dies gilt im Falle von c-Jun, aber auch fiir die anderen analysierten
Jun-Proteine und die JNK. Neyns et. al konnten diese Variabilitdt anhand ihrer Northern

Blot Analysen ebenfalls feststellen (Neyns et al. 1996).

Beziiglich der Expressionshohe konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
Gewebe nach neoadjuvanter Therapie, Primdrtumorgewebe und Rezidivgewebe
festgestellt werden. Die Tumoren nach neoadjuvanter Therapie schienen im Vergleich
zu den Rezidiven tendenziell eine hohere c-Jun-Expression aufzuweisen (p=0,098). Die
Fallzahlen der Tumoren nach neoadjuvanter Therapie (n=8) und der Rezidivgewebe
(n=4) waren allerdings sehr klein. So ist es moglich, dass vorhandene Unterschiede mit

den hier durchgefiihrten Analysen nicht korrekt aufgedeckt werden konnten. Selbiges
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gilt fir die Vergleiche der Gewebetypen bei den anderen Jun-Proteinen und der JNK.

Auf diesen Umstand wird in den folgenden Kapiteln daher nicht erneut eingegangen.

C-Jun zeigte signifikante Korrelationen zu pc-Jun, JunD und JNK. Es handelte sich
dabei jedoch um sehr schwache Korrelationen, sodass durch diese Analyse nicht
abschlieBend auf eine gemeinsame Regulation sowie auf einen bevorzugten

Dimerisierungspartner c-Juns geschlossen werden kann.

Innerhalb der Untersuchung auf Korrelationen zwischen bekannten Prognosefaktoren,
wie FIGO-Stadium, Nodalstatus, Histologie, etc. stellte sich heraus, dass c-Jun von

diesen Faktoren unabhéngig ist.

Im Gegensatz zu pc-Jun, zeigte die Hohe der c-Jun-Expression in den Kaplan-Meier-
Analysen keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben oder das rezidivfreie

Intervall.

Zunichst wurde c-Jun in der Literatur iiberwiegend als Onkogen beschrieben. Spéter
fand man zunehmend auch Tumorsuppressor-Eigenschaften fiir dieses Protein. Die
onkogenen Effekte resultieren u.a. aus einer Forderung der Proliferation. C-Jun fiihrt zu
einer erhdhten Proliferationsrate in Hodgkin-Lymphomen (Mathas et al. 2002). Ebenso
zeigten c-Jun-defiziente Fibroblasten in vitro starke Proliferationsdefekte (Johnson et al.
1993, Wisdom et al. 1999). Weiterhin kann c-Jun die Apoptoserate steigern, aber auch
herunter regulieren (Karin 1998, Eferl et al. 1999, Wisdom et al. 1999, Shaulian et al.
2000). Dariiber hinaus besitzt es eine proangiogenetische Funktion und spielt eine Rolle
in der malignen Transformation (Mechta et al. 1997, Toft et al. 2001). C-Jun scheint
Zelltyp-spezifische Funktionen zu haben. Die genaue Rolle des Gesamt-c-Juns im
Ovarialkarzinom konnte mit Hilfe der hier erhobenen Daten nicht abschliefend

dargestellt werden.

4.2.2 pc-Jun

Pc-Jun entsteht durch eine Phosphorylierung c-Juns durch c-Jun-N-terminale Kinasen
an Serin 63- und Serin 73-Resten. Diese Phosphorylierung flihrt zu einer Abspaltung
eines inhibitorischen Komplexes (HDAC3-Komplex), wodurch pc-Jun eine hohere
Proteinstabilitit und —aktivitét erlangt (Hibi et al. 1993, Dérijard et al. 1994, Weiss et al.
2003).
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Beim Vergleich der Gewebetypen (Primartumor, Gewebe nach neoadjuvanter Therapie
und Rezidivgewebe) ergab sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der pc-Jun-
Expression zwischen den Primértumoren und den Rezidivtumoren (p<0,001). Bei den
Rezidivtumoren konnten keine sichtbaren Banden im Western Blot nachgewiesen
werden. Aullerdem zeigte sich, dass sich die pc-Jun-Expression in Primirtumoren und
in Tumoren nach neoadjuvanter Therapie tendenziell unterscheidet (p=0,078). Im Mittel
war die pc-Jun-Expression in den Primértumoren hoher. Diese Ergebnisse konnten
allerdings auch durch die geringen Fallzahlen in den Gruppen ,,Rezidivgewebe* (n=4)
und ,,Gewebe nach neoadjuvanter Therapie® (n=8) begriindet sein. Lediglich eine Probe
eines Tumors nach neoadjuvanter Therapie wies eine sichtbare pc-Jun-Expression auf.
Fiir eine genauere Aussage hinsichtlich eines Unterschieds der pc-Jun-Expression
zwischen Primértumoren, Tumoren nach neoadjuvanter Therapie und Rezidivtumoren

miissten weitere Analysen mit hoheren Fallzahlen durchgefiihrt werden.

Pc-Jun korrelierte signifikant zu c-Jun, JunD und JNK. Wie zuvor erwéhnt, entsteht pc-
Jun aus c-Jun mittels posttranslationaler Phosphorylierung durch eine JNK (Dérijard et
al. 1994). Die nachgewiesenen Korrelationen zu c-Jun und zur JNK lassen sich durch

diesen Zusammenhang erkldren.

Das Protein zeigte eine signifikante Korrelation zum Nodalstatus der Patientinnen
(p=0,035). Nodalpositive Tumoren wiesen tendenziell stirkere pc-Jun-Expressionen

auf.

Die Tumoren mit einer erhohten und somit im Western Blot sichtbaren pc-Jun-
Expression zeigten in den Kaplan-Meier-Analysen ein signifikant schlechteres
Uberleben (25 vs. 41 Monate; p=0,038) sowie ein signifikant kiirzeres rezidivfreies
Intervall (14 vs. 16 Monate; p=0,017). Hiermit konnte zum ersten Mal ein signifikanter
Einfluss der pc-Jun-Expression auf das Outcome von Ovarialkarzinom-Patientinnen
gezeigt werden. Bei der Betrachtung der multivariaten Analyse bestitigte sich ein
unabhéngiger Einfluss pc-Juns auf das rezidivfreie Intervall (HR: 1,73; [95%CI: 1,041-
2,868]; p=0,034).

Pc-Jun ist, wie auch c-Jun, an der Regulation von Proliferation und Apoptose involviert.
Es kann durch eine Induktion der Cyclin D1-Transkription proproliferativ wirken.
Bakiri et al. konnten zudem beobachten, dass eine Phosphorylierung diese
Induktionsfahigkeit zusdtzlich verstiarkt. Pc-Jun hat eine anti-apoptotische Wirkung in

Hepatozyten (Behrens et al. 1999, Bakiri et al. 2000). Die proproliferative und anti-
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apoptotische Funktion des Proteins bietet eine mogliche Erklarung fiir das schlechtere

Uberleben von Ovarialkarzinom-Patientinnen mit hohen pc-Jun-Expressionslevels.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass pc-Jun in Ovarialkarzinomen iiberwiegend
onkogene Eigenschaften aufweist. In einem Mausmodell mit Colonkarzinomen konnte
Ahnliches beobachtet werden. Mutierte Serin-Reste im c-Jun-Protein, die dessen
Phosphorylierung zu pc-Jun verhinderten, fiihrten zu einer geringeren Anzahl und
GrdBe von Tumorablegern. Die Miuse zeigten zudem ein lingeres Uberleben (Nateri et

al. 2005).

Pc-Jun kann dariiber hinaus das Invasionspotential von Osteosarkomzellen erhdhen.
Dies geschieht durch eine Hochregulation der MMP-1. Matrixmetalloproteasen spalten
die extrazelluldre Matrix und spielen daher in der Metastasierungskaskade eine wichtige
Rolle (Kimura et al. 2011). Zoumpourlis et al. konnten zudem beobachten, dass hohe
pc-Jun-Expressionen mit einem maligneren Phédnotyp bei Spinaliomen assoziiert sind.
Ihre Analysen schlossen somit auf eine Rolle pc-Juns in der Progression von
Hauttumoren (Zoumpourlis et al. 2000). Diese Ergebnisse untermauern die prognostisch
ungiinstige Wirkung pc-Juns und bieten weitere Erkldrungsansidtze fiir die

Beobachtungen im Hamburger Ovarialkarzinomkollektiv.

Die posttranslationale Modifikation von c-Jun zu pc-Jun hat neben der Aktivitits- und
Stabilitdtssteigerung auch einen FEinfluss auf die Interaktion zu anderen
Transkriptionsfaktoren. Hierfiir konnten wu.a. sterische Proteinverdnderungen
verantwortlich sein. So konnten Smeal et al. zeigen, dass fiir eine Interaktion mit dem
Proto-Onkogen H-Ras eine Phosphorylierung von c-Jun zu pc-Jun essentiell ist (Smeal
et al. 1991). Es ist weiterhin denkbar, dass die phosphorylierte Proteinform bevorzugt
andere Dimerbindungen eingeht. Unterschiedliche AP-1-Komplexe kdénnen
abweichende Funktionen aufweisen (Bakiri et al. 2002, Eferl und Wagner 2003,
Hernandez et al. 2008). So ist fiir eine protektive Wirkung gegen eine UV-induzierte
Apoptose eine Phosphorylierung des Proteins notig. Eine antiapoptotische Wirkung
kann zu einer verstiarkten Chemoresistenz fithren, was wiederum mit einer schlechteren
Prognose fiir die Patientin einhergeht (Wisdom et al. 1999). Die zuvor genannten
Zusammenhdnge konnten erkldren, warum pc-Jun im Gegensatz zum Gesamt-c-Jun

einen signifikanten Einfluss auf das Outcome der Ovarialkarzinom-Patientinnen zeigt.

Laut den Ergebnissen dieser Arbeit konnte pc-Jun ein potentielles therapeutisches

Target darstellen, da sich besonders die niedrigen Proteinlevels als prognostisch giinstig
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erwiesen. Dabei kann neben einer direkten Hemmung des Proteins auch eine Hemmung
der posttranslationalen Phosphorylierung mittels JNK in Erwdgung gezogen werden.
Vivas-Mejia et al. publizierten bereits eine antitumorale Wirkung eines JNK-I1-
Inhibitors auf Ovarialkarzinom-Zelllinien (Vivas-Mejia et al. 2010). Nédheres dazu wird

im Kapitel 4.2.5 beschrieben.

4.2.3 JunB

Die untersuchten Tumorproben zeigten relativ. zu den Proteinlysaten hohe
Expressionswerte fiir JunB (Mittelwert: 303,3%, Median 188,6%). Dies bestitigt die
Beobachtungen von Neyns et al., die im Northern Blotting ebenso hohe JunB-

Expressionen bei Ovarialkarzinomen nachweisen konnten (Neyns et al. 1996).

Die Jun-B-Expression ist in dem hier untersuchten Kollektiv von der der anderen Jun-
Proteine komplett unabhéngig. Es zeigte sich lediglich eine schwache, signifikante
Korrelation zur JNK. JunB kann durch die JNK an seinen Thr 102/104-Resten
phosphoryliert und somit in seiner Aktivitdt gesteigert werden (Li et al. 1999, Bakiri et
al. 2000). Die Korrelation zwischen den beiden Proteinen rithrt moglicherweise aus
dieser Substrat-Enzym-Interaktion und deutet —analog zu der Phosphorylierung c-Juns-

auf eine stabilisierende Wirkung dieser Phosphorylierung hin.

JunB wird in der Literatur als Tumorsuppressor beschrieben. Es wirkt
proliferationshemmend und kann die Apoptose einleiten (Chiu et al. 1989, Bakiri et al.
2000, Shaulian 2010, Sreeramaneni et al. 2005). Dariiber hinaus ist bekannt, dass das
Protein eine maligne Transformation inhibieren kann (Passegué und Wagner 2000).
Demgegeniiber fordert JunB allerdings auch die Angiogenese und konnte hiermit eine

Tumorprogression fordern (Toft et al. 2001).

In dem hier untersuchten Kollektiv von Ovarialkarzinomen zeigte sich kein
signifikanter Einfluss JunBs auf das Gesamtiiberleben oder das rezidivfreie Intervall.
JunB erwies sich als unabhédngiger Parameter, denn es zeigte in den durchgefiihrten
Untersuchungen keinerlei Korrelationen zu bekannten Prognoseparametern. Die zuvor
genannten Tumorsuppressor-Eigenschaften konnten mit Hilfe der durchgefiihrten

Analysen anhand dieses Ovarialkarzinomkollektivs nicht nachgewiesen werden.



Disskussion 89

4.2.4 JunD

Die Hohe der JunD-Expression lag im mittleren bis starken Bereich (Mittelwert:
187,9% Median: 113,5%). Neyns et al. wiesen in ihren Northern Blot-Analysen an
Ovarialkarzinomen ebenfalls mittelstarke JunD-Expressionen nach. Im Vergleich zu
normalem Ovarialepithel war JunD in Karzinomen signifikant hdufiger unterexprimiert

(Neyns et al. 1996, Hein et al. 2009).

JunD wies als einziges der untersuchten Proteine signifikante, aber schwache

Korrelationen zu allen anderen Jun-Proteinen auf.

In den Kaplan-Meyer-Analysen zeigten die Tumoren mit einer mittleren JunD-
Expression ein signifikant lingeres Uberleben (32 vs. 42 vs. 35,5 Monate fiir schwache,
mittelstarke und starke Expression; p=0,009) und rezidivfreies Intervall (14 vs. 19,5 vs.
16 Monate fiir schwache, mittelstarke und starke Expression; p=0,011). Die
angeschlossenen multivariaten Analysen bestétigten einen unabhidngigen Einfluss JunDs
auf das Gesamtiiberleben. Niedrige JunD-Expressionslevel (Tertial 1) fiihrten zu einer
Erhohung des Letalitétsrisikos um das 2,16fache [95%CI: 1,144-4,074; p=0,018] im

Vergleich zu Tumoren mit mittleren JunD-Expressionen (Tertial 2).

Die durchgefiihrten Analysen bewiesen somit erstmalig negative Auswirkungen auf das
Outcome von Ovarialkarzinompatientinnen bei einer JunD-Uberexpression sowie bei

einer verminderten JunD-Expression.

JunD besitzt proproliferative Wirkungen und kann daher als Onkogen fungieren. Eine
JunD-Suppression durch Menin fiihrte nachweislich zu einer verminderten Proliferation
und einer Verhinderung der neoplastischen Transformation in Fibroblasten (Agarwal et
al. 2003). Dariiber hinaus konnte eine antiapoptotische Wirkung JunDs nachgewiesen
werden, die wie zuvor erwihnt, eine erhohte Chemoresistenz zur Folge haben kann
(Gerald et al. 2004, Zhou et al. 2007). Diese Funktionen des Proteins konnten erkléren,
dass eine Fehlregulation im Sinne einer JunD-Uberexpression zu einem kiirzeren

Gesamtiiberleben und rezidivfreiem Intervall in dem untersuchten Patientenkollektiv

fihrte.

JunD zeigt allerdings auch antiproliferative und folglich Tumorsuppressor-Wirkungen.
Eine Herunterregulation von JunD fiihrt zu einer unkontrollierten Zellproliferation in
Fibroblasten (NIH3T3-Zelllinie). Aulerdem kann das Protein der transformierenden

Wirkung des Proto-Onkogens Ras entgegenwirken. So fiihrte eine JunD-Uberexpression
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zu einer Verminderung des Ras-induzierten Tumorwachstums (Pfarr et al. 1994). Wie
bereits erwédhnt, fanden sich in Ovarialkarzinomen signifikant haufiger
Unterexpressionen des Proteins (Neyns et al. 1996, Hein et al. 2009). Die genannten
Eigenschaften von JunD konnten dafiir verantwortlich sein, dass die Tumoren mit einer
verminderten JunD-Expression ebenso signifikant kiirzere Uberlebenszeiten und

rezidivfreie Intervalle zeigten, als solche mit mittlerem JunD-Proteingehalt.

Die Western-Blot-Analysen dieser Arbeit zeigten, dass JunD nahezu unabhingig von
anderen bekannten Prognosefaktoren ist. Es ergab sich lediglich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Proteinexpression und der Asziteszytologie (maligne vs.
nicht maligne). Innerhalb der Gruppe mit mittlerer JunD-Expression waren mit einem

Anteil von iiber 60% die meisten Befunde frei von malignen Zellen.

Welche genaue Funktion JunD einnimmt ist kontextabhingig und variiert je nach
Dimerisierungspartner (Hernandez et al. 2008). Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen
vermuten, dass die Hohe der JunD-Expression in gesunden Zellen sehr genau reguliert
wird. Jeder Eingriff in dieses regulatorische System konnte diese Homdoostase storen
und ungewollt zu einer Uber- oder Unterexpression des Proteins mit den zuvor
genannten Folgen fiihren. Diese Tatsache macht es derzeit unwahrscheinlich JunD in

der Zukunft direkt als therapeutisches Target verwenden zu kdnnen.

4.2.5 JNK

Die JNK-Expressionswerte der gesamten Tumorproben befanden sich relativ zu den als
Positivkontrollen verwendeten Zelllysaten im mittelstarken Bereich (Mittelwert:
131,9%, Median: 49,4%). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich

der INK-Expressionshdhen in den verschiedenen Gewebetypen.

Die JNK zeigte in den durchgefiihrten Western-Blot-Analysen schwache, aber
signifikante Korrelationen zu allen Jun-Proteinen. Sie ist an der Regulation von mehr
als 50 Proteinen beteiligt. Darunter befinden sich auch die Jun-Proteine c-Jun, JunD und
JunB. Durch eine Phosphorylierung werden diese Proteine in ihrer Aktivitdt und
Stabilitdt gesteigert (Dérijard et al. 1994, Yazgan und Pfarr 2002, Morton et al. 2003).
Dartiber hinaus kann die Bindung einer inaktiven JNK via Ubiquitinierung zu einer
Proteindegradation fiihren (Fuchs et al. 1997). Es gibt somit einen direkten Einfluss der
JNK auf die Proteinmenge ihrer Substrate. Die zuvor genannten Korrelationen sind

moglicherweise Ausdruck dieser regulatorischen Funktion.



Disskussion 91

Tumoren mit mittlerer JNK-Expression (Tertial 2) zeigten ein signifikant verlédngertes
rezidivfreies Intervall (17 vs. 23 vs. 11 Monate fiir schwache, mittelstarke und starke
Expression; p=0,010). Dariiber hinaus scheint dieses Tumortertial tendenziell ein
langeres Gesamtiiberleben aufzuweisen (34 vs. 47 vs. 18 Monate fiir schwache,
mittelstarke und starke Expression; p=0,101). Die angeschlossenen multivariaten
Analysen bestétigten einen unabhingigen Einfluss der Expressionshohe der JNK auf
das rezidivfreie Intervall. Sowohl niedrige, also auch hohe JNK-Expressionswerte
erhohen die Rezidivwahrscheinlichkeit. Niedrige JNK-Levels vergrofern diese um den
Faktor 1,67 [95%CI: 1,010-2,769; p=0,046], hohe Expressionslevel nahezu um das 2-
fache [95%CI: 1,119-3,416; p=0,019].

Die Rolle der JNK in der Karzinogenese wird kontrovers diskutiert. Durch die
Regulation von mehr als 50 Substraten erfiillt sie zahlreiche Funktionen. Es konnten
zum einen proproliferative Effekte nachgewiesen werden (Durbin et al. 2009). Bei einer
Inhibition der JNK-1 in Ovarialkarzinomzelllinien konnten eine Proliferationshemmung
sowie erhohte Apoptoseraten beobachtet werden (Vivas-Mejia et al. 2010). Es ist
ebenso bekannt, dass die JNK an der Regulation der Zellbewegung beteiligt ist. Eine
JNK-abhédngige Phosphorylierung von Paxillin erhdht die Migrationsfdhigkeit von
MDA-MB23- und auch Ovarialzellen (Chinese hamster ovary cell-K1). Die
Zellbewegung ist fiir die Metastasierung von Tumorzellen essentiell (Huang et al. 2003,
Bogoyevitch und Kobe 2006b). Dariiber hinaus scheint die JNK eine Rolle in der
Entstehung von ,,Cancer Stem Cells“, den tumorinduzierenden Vorlduferzellen, zu
spielen (Hui et al. 2008, Chang et al. 2009b). Die JNK kann durch diese Funktionen
eine Karzinogenese oder Tumorprogression fordern. Dies wiirde méglicherweise die in
diesem Kollektiv nachgewiesenen negativen Auswirkungen hoher JNK-Expressionen

auf das rezidivfreie Intervall der Patientinnen erklaren.

Zum anderen besitzt die JNK aber auch Funktionen, die protektiv gegen eine mogliche
Karzinogenese wirken oder zu einer erhohten Chemosensitivitit fiihren. So kann das
Protein die Apoptose induzieren und DNA-Reparaturgene aktivieren (Hayakawa et al.
2003, Tsuruta et al. 2004). Eine verminderte JNK-Expression konnte daher zu
Fehlregulationen innerhalb dieser protektiven Zellvorgéinge fiihren. Das wire eine
Erklarung fiir die im Kollektiv beobachtete hohere Rezidivwahrscheinlichkeit bei

verminderten JNK-Expressionslevels.
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Vivas-Mejia et al. konnten innerhalb einer Western-Blot-Analyse von 116 epithelialen
Ovarialkarzinomen einen Effekt der phosphorylierten JNK-1 auf das rezidivfreie
Intervall nachweisen. Niedrige pJNK-1-Expressionen waren mit einem besseren
progressionsfreien Uberleben vergesellschaftet. Die JNK-1 zeigte in diesen
Untersuchungen allerdings keinen signifikanten Einfluss auf das rezidivfreie Intervall
oder das Gesamtiiberleben (Vivas-Mejia et al. 2010). Chang et al. fanden ein signifikant
verbessertes Gesamtiiberleben bei Mannern mit einem HCC, welches eine schwache
JNK-1-Expression aufweist (Chang et al. 2009b). Bei beiden zuvor genannten
Untersuchungen wurde ein JNK-1-Antikdrper verwendet. Innerhalb dieser Arbeit wurde
die Proteinexpression der gesamten JNK (JNK-1, JNK-2, JNK-3) mittels pan-
Antikorper ermittelt. Die JNK-1 und JNK-2 kommen ubiquitdr vor, wohingegen die
JNK-3 vor allem in ZNS-Gewebe, Herzmuskelgewebe und in Hodengewebe exprimiert
wird. Die jeweiligen Isoformen der JNK erfiillen unterschiedliche Funktionen (Yang et
al. 1997, Chen et al. 2009). Die Analyse von Chang et al. ergab zudem nur unter
Betrachtung der méinnlichen Patienten einen signifikanten Einfluss. Dies ist ein weiterer
potentieller Grund fiir die Abweichung der Analysen dieser Arbeit zu den in der

Literatur beschriebenen Ergebnissen.

Die hier gezeigten Daten lassen eine Verwendung der JNK als therapeutisches Target
schwierig erscheinen. Denn Fehlregulationen im Sinne einer Uber- und auch
Unterexpression fiihrten in beiden Féllen zu einer schlechteren Prognose.
Demgegeniiber publizierten Vivas-Mejia et al. aber erste Untersuchungen mit einem
JNK-1-Inhibitor auf Imatinib-Basis (WBZ 4). Diese Analysen belegten einen
tumorinhibierenden Effekt von WBZ 4 in einem Mausmodell mit orthotopen
Ovarialkarzinomen. In Kombination mit Docetaxel konnte zudem eine Wirkverstarkung
erzielt werden (Vivas-Mejia et al. 2010). Wie bereits zuvor erwéhnt, wurde innerhalb
der zuvor genannten Untersuchungen allein die JNK-1 beachtet. Eine Hemmung der
JNK-1 kann zu niedrigeren pc-Jun-Expressionen in Ovarialgewebe fithren. Die
vorliegende Arbeit zeigte bereits, dass niedrige pc-Jun-Level prognostisch giinstig sind.
Der von Vivas-Mejia et al. beobachtete tumorinhibierende Effekt einer JNK-1-

Inhibition konnte somit {iber die Herunterregulation von pc-Jun vermittelt werden.

Dariiber hinaus gibt es weitere Untersuchungen die zeigen, dass insbesondere eine
Hemmung der JNK-1-Isoform zu einer Verminderung der Tumorprogression fiihren
kann. So flihrte ein Silencing der JNK-1 zu vermindertem Tumorwachstum in

embryonalen Rhabdomyosarkomzellen. Eine gezielte Zerstorung des JNK-1-Genlocus
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hatte eine geringere Anzahl und Gréfe von Diehtylnitrosamin-induzierten HCC zur
Folge. HCC-Gewebe mit hoher INK-1-Expression entstammte signifikant hdufiger aus
grofleren Tumoren und ging mit einer schlechteren Prognose fiir die Patienten einher

(Hui et al. 2008, Chang et al. 2009a, Chang et al. 2009b, Durbin et al. 2009).

Letztendlich sind fiir eine abschlieBende Beurteilung iiber die Eignung der JNK oder

einzelner Isoformen als therapeutisches Target weitere Analysen notwendig.

4.2.6 Korrelationen zu den Fos-Proteinen

Einzig JunD zeigte signifikante Korrelationen zu Fra-1, Fra-2 und c-Fos. Die stérkste
Korrelation bestand dabei zu Fra-2 (1=0,536). Dies weist auf gemeinsame
Regulationsmechanismen hin und lisst vermuten, dass JunD moglicherweise gehéduft

Heterodimere mit Fra-2 bildet.

Die Fos-Proteine Fra-1, Fra-2, FosB und c-Fos koénnen heterodimere Verbindungen mit
Jun-Proteinen eingehen und einen AP-1-Komplex bilden. Die Fos-Proteine spielen
somit, wie die Jun-Proteine, eine Rolle in der Regulation von Zellzyklus, Apoptose und
Angiogenese. Sie konnen daher ebenso eine bedeutende Funktion innerhalb einer
Karzinogenese oder Tumorprogression haben (Chinenov und Kerppola 2001, Milde-

Langosch 2005).

Hein et al. zeigten eine erhdhte Fra-2-Expression in Ovarialkarzinomen im Vergleich zu
benignen Ovarialtumoren (Hein et al. 2009). In Mammakarzinomzellen fiihrten Fra-1-
und Fra-2-Uberexpressionen zu einem morphologisch aggressiveren Phinotyp
(Belguise et al. 2005, Milde-Langosch et al. 2008). Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass Fra-1 mdglicherweise eine Rolle in der Karzinogenese von
Ovarialtumoren spielt. So flihrte eine K-Ras-Mutation in Ovarialkarzinomzellen zu

einem massiven Anstieg der Fra-1-Expression (Tchernitsa et al. 2004).

Im Gegensatz dazu scheint c-Fos eher eine protektive Wirkung in Ovarialkarzinomen
inne zu haben. So konnten Mahner et al. zeigen, dass eine niedrige c-Fos-Expression
unabhéngig von anderen prognostischen Parametern mit einem signifikant kiirzerem

Uberleben und rezidivfreiem Intervall assoziiert ist (Mahner et al. 2008).

Inwiefern die Rolle der Fos-Proteine in Karzinomen von einer Dimerbildung mit JunD

oder anderen Jun-Proteinen abhdngt, kann anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten
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Untersuchungen nicht abschlieBend geklirt werden. Beziiglich dieses Punktes bedarf es

weiterer zellbiologischer Experimente.

4.3 Immunhistochemische Analysen

4.3.1 Immunhistochemie Hamburger Kollektiv

JunD ist ein nukleédrer Transkriptionsfaktor (Vogt 2002). In den immunhistochemischen
Analysen konnte dies bestitigt werden, denn es fanden sich iiberwiegend nukleédre
Anfarbungen. Die Stromastralen zwischen den Tumoranteilen blieben meist ohne
JunD-spezifische Féarbung. Bei wenigen Tumoren fanden sich neben einer starken
nukledren Farbreaktion auch etwas schwichere zytoplasmatische Anfirbungen.
Innerhalb von malignen Tumoren sind, wie bereits zuvor erwéhnt, Verdnderungen von
nukledren Transportsystemen denkbar. Aus diesem Grund konnte bei einigen Tumoren

moglicherweise eine schwache zytoplasmatische JunD-Expression dargestellt werden.

Friihere immunhistochemische Untersuchungen an einem kleineren
Ovarialkarzinomkollektiv zeigten ebenso JunD-Kernfarbungen mit teils schwicheren
zytoplasmatischen Reaktionen. Dabei konnte auBerdem gezeigt werden, dass
Metastasen schwichere immunhistochemische Reaktionen aufwiesen, als Karzinome

(Kanowski 2009, Hein et al. 2009).

4.3.2 Immunhistochemie Wiirzburger Kollektiv

Innerhalb der JunD-Immunhistochemie des Wiirzburger Kollektivs wurden 65
Ovarialkarzinompréparate untersucht. Auch hier zeigten sich nukledre Farbereaktionen,
teilweise mit zytoplasmatischen Anteilen. Die Stromastralen blieben iiberwiegend

ungefarbt.

In der Kaplan-Meyer-Analyse wiesen die Tumoren mit einer starken
immunhistochemischen JunD-Expression ein signifikant lingeres Uberleben auf
(p=0,027). Die Tumoren mit mittelstarker Expression zeigten das zweitbeste
Gesamtiiberleben. Aufgrund unzureichender Daten beziiglich des Uberlebens der
Patientinnen konnten lediglich 35 Félle in diese Analyse eingeschlossen werden.
Dariiber hinaus beinhaltet das Wiirzburger Kollektiv zu etwa 30% Borderline-Tumoren.
Hinsichtlich der Histologie unterscheidet es sich demnach deutlich vom Hamburger

Kollektiv, welches keine Borderline-Tumoren enthélt. Diese Tatsachen kdénnten einen
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Einfluss auf diese Kaplan-Meier-Analyse gehabt haben und sollten bei der

Interpretation der Ergebnisse beachtet werden.

Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Stirke der immunhistochemischen
Farbung und bekannten Prognoseparametern wie FIGO-Stadium, Histologie, Alter bei
Diagnose und Grading. Somit konnten zwischen der Hohe der JunD-Expression und
den Prognoseparametern mit zwei Methoden und anhand zweier unabhingiger

Kollektive keine Korrelationen nachgewiesen werden.

4.4 Fazit und Ausblick

Die Untersuchungen dieser Arbeit bestitigen, dass die Jun-Proteine, insbesondere pc-
Jun und JunD sowie die JNK eine Rolle in der Karzinogenese und Tumorprogression
beim Ovarialkarzinom spielen. Erstmalig konnte hier anhand eines umfangreichen
Hamburger Patientenkollektivs mit ausfiihrlichen Follow-Up-Daten auch ein
unabhingiger Einfluss dieser Transkriptionsfaktoren auf die Prognose der Patientinnen

gezeigt werden.

Es stellt sich nun die Frage, wie diese Erkenntnisse klinisch genutzt werden kénnen. Im
Falle von pc-Jun zeigen die ermittelten Daten, dass dieses Protein ein potentielles
therapeutisches Target darstellen konnte. JunD hingegen scheint als therapeutisches
Target ungeeignet. Eine abschlieBende Bewertung der JNK als Therapietarget konnte
anhand der ermittelten Ergebnisse nicht durchgefiihrt werden. Die Western-Blot-
Analysen der Gesamt-JNK (JNK-1, JNK-2, JNK-3) ergaben innerhalb dieser Arbeit,
analog zu den Ergebnissen fiir JunD, eher eine Untauglichkeit. In der Literatur sind
hingegen erste Erfolge durch einen JNK-1-Inhibitor hinsichtlich einer verminderten
Tumorprogression bei Ovarialkarzinomen beschrieben (Vivas-Mejia et al. 2010).
Daneben kann durch eine Inhibition der JNK Einfluss auf die Hohe der pc-Jun-
Konzentration genommen werden. Eine geringere pc-Jun-Expression ist laut der in
dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wieder prognostisch giinstig. Fiir eine
genauere Beurteilung wére es interessant, das Kollektiv hinsichtlich einer
prognostischen Bedeutung der JNK-1 zu untersuchen. Moglicherweise kommt dieser

Isoform eine besondere Bedeutung beim Ovarialkarzinom zu.

Dartiber hinaus bleibt es bisher ungeklért, welche Mechanismen bei den untersuchten
Proteinen letztendlich die Aggressivitdt des Tumors steigern und zur Tumorprogression

fiihren. Hierflir miissten zellbiologische Experimente, wie beispielsweise in vitro -
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Assays mit stabil transfizierten Ovarialkarzinomzellen angeschlossen werden. Die Jun-
Proteine iiben ihre regulatorische Funktion in AP-1-Komplexen aus (Rauscher et al.
1988). Daher sollte weiterhin untersucht werden, ob bestimmte Dimerkonstellationen,
wie beispielsweise hohe pc-Jun-Expressionen in Kombination mit einer niedrigen c-

Fos-Expression, die prognostische Bedeutung der Jun-Proteine weiter verstirken.
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5. Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom bietet mit einer durchschnittlichen 5-Jahres-Uberlebensrate von
etwa 40% eine schlechte Prognose fiir die Patientin. Neue prognostische Parameter
konnten helfen individuellere Therapieansidtze zu ermoglichen oder gar gezielte
therapeutische Targets zu finden und so die Uberlebensraten zu steigern. Hein et al.
konnten anhand von fritheren Analysen zeigen, dass die Jun-Proteine moglicherweise
von prognostischer Bedeutung fiir das Ovarialkarzinom sind. So fanden sich in
malignen  Ovarialtumoren  signifikant hohere pc-Jun-, JunB- und JunD-
Proteinexpressionen im Vergleich zu benignen Tumorentititen (Hein et al. 2009). Diese
Arbeit diente daher der genaueren Differenzierung dieser prognostischen Bedeutung
sowie der Funktionen der Jun-Proteine und der JNK fiir das Ovarialkarzinom. Hierfiir
wurden die Proteinexpressionen der Jun-Proteine (c-Jun, pc-Jun, JunD, JunB) und der
JNK in 173 kryokonservierten Ovarialkarzinom-Gewebeproben mittels Western-
Blotting untersucht. Anhand eines zweiten, unabhingigen Kollektives (n=65) erfolgte
eine zusitzliche Analyse der prognostischen Bedeutung von JunD mittels

Immunhistochemie.

Innerhalb dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine erhdhte pc-Jun-
Expression in Ovarialkarzinomen mit einem kiirzerem Gesamtiiberleben (25 vs. 41
Monate; p=0,038) und rezidivfreiem Intervall (14 vs. 16 Monate; p=0,017) der
Patientinnen assoziiert ist. Eine multivariate Analyse unter Einschluss der gingigen
Prognoseparameter zeigte einen signifikanten Anstieg des Risikos fiir ein Rezidiv [HR:
1,72; 95%CI: 1,041-2,868; p=0,034]. Die onkogenen FEigenschaften von pc-Jun

scheinen somit in Ovarialkarzinomen zu iiberwiegen.

Es zeigte sich aullerdem, dass JunD einen FEinfluss auf die Prognose von
Ovarialkarzinom-Patientinnen hat. Eine mittlere JunD-Expression war mit einem
langerem Gesamtiiberleben (32 vs. 42 vs. 35,5 Monate fiir schwache, mittelstarke und
starke Expression; p=0,009) sowie einem ldngerem rezidivfreiem Intervall (14 vs. 19,5
vs. 16 Monate fiir schwache, mittelstarke und starke Expression; p=0,011) assoziiert. In
der multivariaten Analyse ergab sich zudem ein signifikanter und unabhéngiger Einfluss
JunDs auf das Gesamtiiberleben. Niedrige JunD-Expressionswerte fiihrten im Vergleich
zu mittleren Proteinexpressionen zu einem Anstieg des Letalitétsrisikos [HR: 2,16;

95%CI: 1,144-4,074; p=0,018]. Eine immunhistochemisch analysierte Stichprobe
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bestitigte eine iliberwiegend intratumorale und intranukledre JunD-Expression. Die
immunhistochemischen Untersuchungen des zweiten Kollektives (Wiirzburger
Kollektiv) zeigten ein signifikant lingeres Uberleben fiir Tumoren mit einer starken
immunhistochemischen JunD-Expression (p=0,027). Dieses Kollektiv beinhaltet im
Gegensatz zum Hamburger Kollektiv zu etwa 30% Borderline-Tumoren. Die
Unterschiede hinsichtlich der JunD-Ergebnisse konnten daher aus den starken

histologischen Unterschieden zwischen beiden Kollektiven resultieren.

Vergleichbar zu JunD wiesen auch im Falle der JNK die Tumoren mit einer
mittelstarken Expression das bessere Outcome auf. Mittlere JNK-Expressionen zeigten
signifikant langere rezidivfreie Intervalle (17 vs. 23 vs. 11 Monate fiir schwache,
mittelstarke und starke Expression; p=0,010). Es gab allerdings keinen signifikanten
Zusammenhang zum Gesamtiiberleben. In der multivariaten Analyse lie3 sich ebenso
ein signifikanter und unabhdngiger Effekt der JNK auf das rezidivfreie Intervall
nachweisen [niedrige JNK-Expression: HR: 1,167; 95%CI: 1,010-2,769; p=0,046/ hohe
JNK-Expression: HR: 2,0; 95%CI: 1,119-3,416; p=0,019].

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit erstmalig einen signifikanten
und unabhéngigen Einfluss der Jun-Proteine pc-Jun und JunD sowie der JNK auf die
Tumorprogression beim Ovarialkarzinom. Fiir JunD und die JNK sind sowohl
onkogene, als auch Tumorsuppressor-Eigenschaften beschrieben. Dies bietet eine
mogliche Erkldarung fiir das schlechtere Outcome bei einer Fehlregulation im Sinne
einer Unter- sowie einer Uberexpression. Aufgrund dieser Tatsache scheinen JunD und
die JNK nicht als potentielle therapeutische Targets geeignet zu sein. In der Literatur
sind hingegen einige Erfolge mit einer gezielten Hemmung der JNK-1-Isoform
beschrieben worden (u.a. Vivas-Mejia et al. 2010, Chang et al. 2009b). Zudem zeigten
die Ergebnisse dieser Arbeit, dass erhohte pc-Jun-Expressionslevel mit einem
schlechteren Outcome assoziiert sind. Pc-Jun konnte somit ein potentielles
therapeutisches Target darstellen und direkt bzw. indirekt durch eine Hemmung der
JNK vermindert werden. Moglicherweise spielt die JNK-1 eine spezielle Rolle im
Ovarialkarzinom. Diese Zusammenhédnge und der Einfluss von Dimerisierungspartnern

sollten daher in weiteren Analysen ndher untersucht werden.
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