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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das Ovar

1.1.1 Embryologie

In der funften Entwicklungswoche beginnt die Auspragung der inneren Geschlechts-
organe. Diese unterscheiden sich bei mannlichen und weiblichen Embryonen zu-
nachst nicht voneinander, weshalb die frihe Phase der Entwicklung auch sexuell in-
differentes Stadium genannt wird. Erst nach der siebten Woche lassen sich Unter-
schiede hinsichtlich der Form und der Histologie ausmachen. Die Gonadenanlagen
bilden sich aus dem verdickten Epithel der Genitalleisten, die wiederum aus den bei-
den Urnieren entstehen. In die Gonadenanlage wandern primordiale Urkeimzellen
aus dem Dottersack ein, wodurch die Keimstrange entstehen. Die Entwicklung von

mannlichen und weiblichen Geschlechtsorganen verlauft nun getrennt voneinander.

Die Entwicklung der Ovarien erfolgt langsam. Ab der 12. Woche vergroRRern sich die
Keimstrange und aus den Keimzellen werden Oogonien. Sobald die Oogonien in die
Meiose, die Reifeteilung, eintreten und somit als primare Oozyten bezeichnet wer-
den, bilden sich die Keimstrange zuruck. Die Meiose wird arretiert und erst bei der
erwachsenen Frau wieder aufgenommen. Es entstehen tausende Primordialfollikel.
Viele Keimzellen sterben schon vor der Geburt oder wahrend der Oogenese ab, je-
doch sind bis zur Pubertat noch etwa 200 000 Follikel pro Ovar vorhanden (Moore et

al., 2013). Die Meiose der Primordialfollikel wird mit dem Eisprung vervollstandigt.

Der Abstieg des Ovars in das kleine Becken erfolgt erst nach der Geburt. Verantwort-
lich hierflr sind zwei Leitbander, die sich zum Ligamentum ovarii proprium zwischen
Ovar und Uterus und zum Ligamentum teres uteri, das vom Uterus in den Leistenka-

nal zu den grofden Schamlippen fuhrt, differenzieren. (Lippert and Deller, 2011)

1.1.2 Form und Lage

Das Ovar der erwachsenen Frau ist im kleinen Becken gelegen. Es misst bei der ge-
schlechtsreifen Frau etwa 4 x 2 x 1 cm. Nach der Menopause bildet es sich zurick
und schrumpft auf MandelgroRe. Das Ovar ist intraperitoneal in der Fossa ovarica an
der Seitenwand des kleinen Beckens gelegen. Sein oberer Pol wird von den Fimbri-

en der Tuba uterina bedeckt, der untere Pol ist dem Uterus zugewandt. Uber die Fa-
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cies mediales kommt das Ovar in Kontakt mit Darmschlingen, lateral grenzt es an die
Vasa obturatoria und den Nervus obturatorius. Das Ovar steht Gber das Ligamentum
suspensorium ovarii als Aufhangeband mit der Beckenwand in Verbindung. Dieses
enthalt die Vasa ovarica, die den Eierstock mit Blut versorgen, sowie Lymphgefale
und Nerven. Das Ligamentum ovarii proprium zieht vom vorderen Pol des Ovars zum
Corpus uteri. Es enthalt den Ramus ovaricus der Arteria uterina, der ebenfalls das
Ovar mit Blut versorgt, und zusatzlich elastische Fasern und glatte Muskulatur, wo-
durch es in geringem Mal3e seine Lage aktiv verandern kann. Vom oberen Rand des
Ovars geht zudem das hintere Blatt des Ligamentum latum uteri aus. Dadurch ist es

in seiner Beweglichkeit eingeschrankt (Schunke et al., 2005).

orpus uteri, Tuba uterina,
undus Ostium uterinum

Extrermitas sthrmus tubae Cavitas uteri, Tuba utering,
utering uterinae Facies anterior Pars utering

Ampulla
tubae uterinae
Margo
mesovaricus Epoophoron

Appendix vesiculosa Infundibulum tubae
uterinae mit Ostium

(embryonales Relikt) ‘( - " 4
{ i abdominale tubae
Extromitas uterinae
tubaria A -y

Ovarium Tunica mucosa g Corpus uter|, Fimbriae am
sinistrum (Endometrium) Tunica muscularis Ostium abdominale
Margo liber der Tuba uterina
Isthmus uteri Ostium anatomicum
7 uteri internum

Canalis cervicis
g Cervix uteri,
Cervix uteni, X Portio supravaginalis
Portio vaginalis 4
. Fornix vaginae,

Ostium uteri Pars lateralis
externum

Vagina, Paries antenor

Abb. 1: Anatomie der inneren weiblichen Geschlechtsorgane (Schiinke et al., 2005)

Histologisch lasst sich das Ovar in vier Schichten untergliedern. Ganz aulen gelegen
ist eine Schicht des viszeralen Blattes des Peritoneums, gefolgt von der Tunica albu-
ginea ovarii, einer bindegewebigen Kapsel. Die inneren beiden Schichten bestehen
aus dem Cortex ovarii, in dem die Ovarialfollikel lagern, und aus der Medulla ovarii,

die Bindegewebe, Gefalle und Nerven beherbergt (Lippert and Deller, 2011).

1.2 Ovarialkarzinome

1.2.1 Epidemiologie

Das Ovarialkarzinom ist die achthaufigste Krebserkrankung der Frau. Im Jahr 2014

erkrankten in Deutschland 7250 Frauen an malignen Ovarialtumoren, was 3,2% aller
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Krebsneuerkrankungen ausmacht. Es traten 5354 Todesfalle auf, das entspricht
5,3% aller Krebstodesfalle (Abbildungen 2 und 3). Unter den gynakologischen Tumo-
ren nimmt es den dritten Platz der Tumorstatistik ein, hinter dem Mamma- und dem
Endometriumkarzinom. In den letzten Jahren ist ein kontinuierlicher Rickgang der
Erkrankungs- und Sterberaten des Ovarialkarzinoms zu verzeichnen (Gesellschaft

der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland, 2017).

Brustkrebs I 30,5
Darm-/Rektumkrebs — 12,3
Lungenkrebs NN S5
Gebarmutterkorperkrebs = 47
Malignes Melanom = 45
Bauchspeicheldrisenkrebs [N 38
Non-Hodgkin-Lymphom [ 3.5
Eierstockkrebs [N 3,2
Magenkrebs HEEEE 2,7
Leukimie [ 2.7
Nierenkrebs [N 24
Gebarmutterhalskrebs [HEE 2,0
Schilddriisenkrebs [N 1.9
Blasenkrebs N 1.8
Mund-/Rachenkrebs HEl 1,6

0 5 10 15 20 25 30 35
Abb. 2: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen aller Neuerkrankungen bei Frauen in

Deutschland im Jahr 2014 (nach Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland,
2017)

Brustkrebs NI 17,4
Lungenkrebs NN 15,3
Darm-/Rektumkrebs I 11,7
Bauchspeicheldriisenkrebs HEEEEEEEEEEEE—————— 3 3
Eierstockkrebs I S 3
Magenkrebs IS /40
Leukdmie N 35
Non-Hodgkin-Lymphom S ? 9
Gehirn-/ZNS-Tumore I ? 7
Gebarmutterkorperkrebs I 2 4
Leberkrebs I ? 4
Gallenblase/-wege N ? 2
Nierenkrebs I 2 0
Multiples Myelom IS 19
Blasenkrebs HEEEEE 13

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Abb. 3: Prozentualer Anteil der Zahl der Krebssterbefélle bei Frauen in Deutschland im Jahr 2014
(nach Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland, 2017)
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Pro Jahr erkranken ca. 12 von 100 000 Frauen am Ovarialkarzinom, wobei das mitt-
lere Erkrankungsalter bei 69 Jahren liegt. Das hdchste Erkrankungsrisiko haben
Frauen ab der 70. Lebensdekade. Bei den fruh auftretenden Ovarialtumoren handelt
es sich in den meisten Fallen um Keimzelltumoren, wobei das Adenokarzinom den

Grol3teil der Erkrankungen ausmacht.

Das Ovarialkarzinom wird haufig erst im fortgeschrittenen Stadium entdeckt, was die
Heilungschancen reduziert. Daraus resultiert die niedrige 5-Jahres-Uberlebensrate
von gerade einmal 42% (zum Vergleich: die 5-Jahres-Uberlebensrate des Mamma-
karzinoms betragt 87%) (Robert-Koch-Institut and Gesellschaft der epidemiologi-

schen Krebsregister in Deutschland e.V., 2013).

Weltweit erkrankten im Jahre 2012 Schatzungen zufolge 239 000 Frauen, was einem
Anteil von 4% der Krebsneuerkrankungen entspricht, und es traten 152 000 Todesfal-
le auf. Die Verteilung der Erkrankungsraten auf den verschiedenen Kontinenten un-
terscheidet sich jedoch voneinander. Die hochsten Inzidenzraten sind in Nord- und
Osteuropa, Nordamerika und Ozeanien zu verzeichnen mit Werten von ca.
13/100 000, wahrend in Afrika und Teilen Asiens mit ca. 3/100 000 deutlich weniger

Frauen erkranken (Stewart and International Agency for Research on Cancer, 2014).

1.2.2 Atiologie und Risikofaktoren

Zu der Entstehung von Ovarialkarzinomen gibt es mehrere Theorien, die in wissen-
schaftlichen Kreisen diskutiert werden, wobei die genauen Ursachen noch immer
nicht eindeutig geklart sind. Ebenso gibt es einige Risikofaktoren sowie protektive

Faktoren, die im Folgenden naher erlautert werden.

Die ,Incessant Ovulation“-Hypothese von Fathalla besagt, dass durch zahlreiche
Ovulationen im Leben einer Frau Mikrotraumata im Epithel der Ovarien entstehen,
die zur Proliferation des Selbigen fuhren. Dabei kdnnen spontane Mutationen entste-
hen. Des Weiteren wurde beobachtet, dass das Ovar durch die Mikrotraumata ver-
mehrt der 6strogenreichen Follikelflissigkeit ausgesetzt ist, was ebenfalls zur Prolife-
ration und Mutationsanfalligkeit des Epithels fuhrt (Fathalla, 1971).

Es gibt auch Hinweise darauf, dass erhdhte Spiegel der Gonadotropine FSH und LH
einen Einfluss auf das Zellwachstum der Epithelien haben (Choi et al., 2006). Erhéh-

te Gonadotropin-Spiegel finden sich vor allem wahrend der Ovulation und nach der
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Menopause. Demzufolge steigt mit einer hoheren Anzahl an Ovulationen, also mit
einer frihen Menarche und einer spaten Menopause, sowie einem erhohten Lebens-

alter das Risiko, am Ovarialkarzinom zu erkranken.

Ebenso wird diskutiert, ob vor allem serdse Ovarialkarzinome ihren Ursprung in der
distalen Tube oder im Bereich der Fimbrien haben konnten. Tumoren, die als primar
serose Ovarialkarzinome klassifiziert sind, zeigen sich histologisch identisch mit de-
nen der Tube. Auch bei Frauen mit BRCA-Mutationen, denen prophylaktisch die Ova-
rien entnommen wurden, zeigten sich serése Tumore im Bereich der Tube (Crum et
al., 2007, Salvador et al., 2009).

1.2.3 Protektive Faktoren

Den oralen Kontrazeptiva werden flr die Reduktion des Erkrankungsrisikos eine be-
deutende Rolle zugeschrieben. Sie enthalten vorwiegend Ostrogene und Gestagene,
die normalerweise den Menstruationszyklus und Schwangerschaften regulieren. Os-
trogene stimulieren die Eireifung und den Eisprung, wahrend Gestagene nach einer
Befruchtung dafur sorgen, dass keine weiteren Eizellen heranreifen. Das Gestagen
Progesteron, das in oralen Kontrateptiva enthalten ist, ist zudem in der Lage, die
Apoptoseraten in Zellen der Ovarialepithelien zu erhohen. Die Apoptose dient in die-
sen Fallen dazu, mutierte Zellen zu eliminieren und damit der Entstehung von Krebs

vorzubeugen (Rodriguez et al., 2002).

In einer Metaanalyse wurden die Daten von 9042 Patientinnen verglichen. 2768 von
ihnen waren am Ovarialkarzinom erkrankt, 6274 gehorten der Kontrollgruppe an. Aus
einem Vergleich der Patientinnen, die bereits seit finf Jahren die Pille einnahmen
und derer, die es nie taten, ergab sich ein um 58% verringertes Risiko, am Ovarial-
karzinom zu erkranken. Der Studie zu folge sinkt das Risiko, am Ovarialkarzinom zu
erkranken, mit der Dauer der Einnahme oraler Kontrazeptiva und sogar 20 Jahre
nach der letzten Einnahme einer Pille seien noch positive Effekte zu beobachten
(Bosetti et al., 2002).

Als weitere protektive Faktoren gelten Schwangerschaften und eine lange Stillzeit.
Das Erkrankungsrisiko ist bereits nach der ersten Schwangerschaft um 36% verrin-
gert und sinkt mit jeder weiteren. Nach der funften Schwangerschaft sinkt das Risiko

auf 23% gegenuber Frauen, die keine Schwangerschaft ausgetragen haben (Risch
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et al., 1994). Als Ursache hierfur wird angenommen, dass wahrend einer Schwan-
gerschaft weitere Ovulationen auf natirlichem Wege verhindert werden und der Os-
trogenspiegel sinkt. Auch das Stillen wirkt sich protektiv auf das Erkrankungsrisiko
aus. Frauen, die ihre Kinder stillten, erkrankten seltener am Ovarialkarzinom als die,
die es nicht taten. Ursachlich hierfir gilt, dass durch das Stillen die Gonadotropin-
Ausschuittung vermindert wird und damit auch weitere Ovulationen verhindert werden
(Rosenblatt et al., 1992).

Ein vermindertes Risiko zeigte sich ebenfalls nach Tubenligaturen, die aus verhu-
tungstechnischen Grinden durchgeflhrt wurden. Der Effekt zeigte sich bei verschie-
denen histologischen Typen des Ovarialkarzinoms, vor allem aber fur den endome-
trioiden und den klarzelligen Subtypen. Als Erklarung wird angenommen, dass durch
die Tubenligatur der Blutzufluss zu den Ovarien vermindert wird und auf diese Weise

weniger stimulierende Hormone dorthin gelangen (Sieh et al., 2013).

1.2.4 Risikofaktoren

Es sind einige Risikofaktoren fur das Ovarialkarzinom bekannt, die entweder endo-

krinologischer oder toxikologischer Natur sind.

Nulliparitat und fehlendes Stillen bergen fur Frauen ein erhdhtes Risiko, an gynako-
logischen Tumoren zu erkranken, so auch am Ovarialkarzinom. Studien mit Nonnen
zeigten, dass das Risiko signifikant erhoht ist, vor allem postmenopausal. Ein Zu-
sammenhang scheint auch hier mit der erhéhten Anzahl an Menstruationszyklen zu
bestehen (Britt and Short, 2012).

Aus dem selben Grund zeigte sich in Fall-Kontroll-Studien, dass eine frihe Menarche

und eine spate Menopause Risikofaktoren darstellen (Parazzini et al., 1989).

Wie bereits erwahnt stellten sich erhdhte Hormonexpositionen als kanzerogen her-
aus. Es gibt viele Studien, die den Effekt von Hormonersatztherapien von Frauen im
Klimakterium auf die Entwicklung von Ovarialkarzinomen untersuchten. Hormoner-
satztherapien konnen als Ostrogen-Monotherapie verabreicht werden oder in Kombi-
nation mit Progesteron. Frauen, die Ostrogen-Monotherapien erhalten, haben nach
einer Hormoneinnahme von zehn oder mehr Jahren ein erhdhtes Erkrankungsrisiko.
Das Risiko stellte sich als 1,6-mal so hoch heraus wie fir Frauen ohne Hormoner-

satztherapie. Fur kombinierte Therapien lie® sich dieser Effekt nicht beobachten (La-
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cey et al., 2002). Neuere Studien, die vermehrt den Effekt von kombinierten Therapi-
en untersuchten, beschreiben auch fiir eine Behandlung mit Ostrogenen in Kombina-
tion mit Progesteron eine kanzerogene Wirkung (Trabert et al., 2012, Collaborative

Group On Epidemiological Studies Of Ovarian et al., 2015).

Es wird ebenfalls diskutiert, ob Frauen nach einer assistierten Fertilisation durch
hormonelle Stimulation einem erhdhten Krebsrisiko ausgesetzt sind. Whittemore et
al. zeigten bereits 1992, dass Frauen nach dem Gebrauch von fruchtbarkeitsférdern-
den Medikamenten haufiger am Ovarialkarzinom erkranken (Whittemore et al.,
1992). Auch aktuellere Studien beobachteten dieses Phanomen. Vor allem Borderli-
ne-Tumoren, aber auch invasive Karzinome traten vermehrt auf (van Leeuwen et al.,
2011). Jedoch wird auch gegensatzlich beschrieben, dass die hormonelle Stimulation
keinen Einfluss auf die Entstehung von Krebs hat (Siristatidis et al., 2013, Reigstad
et al., 2015).

Einen weiteren Risikofaktor stellt die Endometriose dar. Bei dieser Erkrankung befin-
det sich Endometrium aulRerhalb der Gebarmutter. Es wird vermutet, dass sich bei 5-
10% der an Endometriose erkrankten Frauen ein Ovarialkarzinom entwickelt. Karzi-
nome vom endometrioiden und vom klarzelligen Typ seien dabei haufiger vertreten
als in der nicht erkrankten Vergleichspopulation. Als ursachlich hierfur wird angese-
hen, dass durch die Endometriose vermehrt Entzindungszellen in die Ovarien ein-
wandern und dort Oxidanzien freisetzen, die die DNA beschadigen und daraufhin
Krebs entwickeln konnten. Auch Zytokine und Wachstumsfaktoren, die durch die
Entzindung freigesetzt werden, kdnnten durch die Induktion von Zellproliferationen

fur die Krebsentstehung mit verantwortlich sein (Ness, 2003).

Im Allgemeinen gelten Entzindungen unterschiedlicher Entitaten als Risikofaktoren
fur das Ovarialkarzinom. Studien bestatigten, dass das Krebsrisiko durch Adnexitis
oder Salpingitis signifikant erhoht ist (Risch and Howe, 1995, Seidman et al., 2002).

Auch das Alter gilt als Risikofaktor. Eine Begrindung dafur findet sich ebenfalls in der
Theorie, dass Entzindungen die Krebsentstehung begunstigen. Es stellte sich her-
aus, dass mit steigendem Alter die COX-1 Expression in den Ovarien erhdht ist (Eilati
et al., 2012). COX-1 ist das Enzym, das fiur die Herstellung von Entziindungsparame-
tern wie Prostaglandinen verantwortlich ist. COX-1 ist in Tumoren haufig erhoht
(Gupta et al., 2003). Die steigende Anzahl an Ovulationszyklen und die Exposition

gegenuber Noxen spielen im Alter ebenfalls eine Rolle.
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Die karzinogene Wirkung von Noxen wie Nikotin gilt auch fur das Ovarialkarzinom.
Laut einer japanischen Studie haben Frauen mit einem Nikotinkonsum von 10-19
Packyears ein relatives Risiko von 5,56 (95% CI = 1,68-19,06), am Eierstockkrebs

zu erkranken (Niwa et al., 2005).

Auch die Ernahrung und das Gewicht von Frauen haben einen Einfluss auf die Ent-
wicklung eines Ovarialkarzinoms. Eine norwegische Kohortenstudie mit 1,1 Millionen
Frauen fand heraus, dass ein hoher oder sehr hoher BMI bei Jugendlichen oder jun-
gen Frauen mit einem erhdhten spateren Erkrankungsrisiko gegenuber normalge-
wichtigen Frauen assoziiert ist (RR 1,56 (95% Cl=1,04-2,32). Bei erwachsenen Uber-
gewichtigen Frauen konnte kein solcher Effekt beobachtet werden (Engeland et al.,
2003).

Eine Studie in den Niederlanden konnte belegen, dass ein héherer Konsum gesattig-
ter Fettsauren mit einem hoheren Risiko fur epitheliale Ovarialtumoren einhergeht als
ein niedriger Konsum. Ein ahnlicher Effekt zeigte sich fir Cholesterin und mehrfach
ungesattigte Fettsauren, wohingegen der Konsum von Bananen mit einem niedrige-
ren Risiko einhergeht (Merritt et al., 2015).

Der Entstehung eines Ovarialkarzinoms kann auch eine genetische Pradisposition
zugrunde liegen. Bei etwa 5-10% der Tumore handelt es sich um die hereditare
Form. Diese lasst sich anhand des Phanotyps unterteilen in das familiare Mamma-
und Ovarialkarzinomsyndrom (HBOC), das etwa 90% der Falle ausmacht, und in das
HNPCC (Hereditary non-polyposis colorectal carcinoma) oder auch Lynch-Syndrom,
einer erblich bedingten Form des Darmkrebses, wobei es haufig auch zu Endometri-

um- und Ovarialtumoren kommt (Watson and Lynch, 1993, 1996).

Dem familiaren Mamma- und Ovarialkarzinomsyndrom liegt eine inaktivierende
Keimbahnmutation des breast cancer gene, BRCA1 (80%) oder auch BRCA2 zu-
grunde. Das Lebenszeitrisiko an einem Ovarialkarzinom zu erkranken liegt fur Frau-
en mit einer Mutation des BRCA1-Gens bei etwa 40% und bei einer Mutation des
BRCA2-Gens bei etwa 25%. Die Frauen erkranken im Alter von 35-50 Jahren und
somit etwa 20-25 Jahre friher als bei der sporadischen Form des Eierstockkrebses
(Petru, 2014).

Das Lynch-Syndrom ist unter anderem Folge einer Mutation in den Mismatch-Repa-
ratur-Genen MSH1 und MSH2, sodass fehlerhaft replizierte DNA in den betroffenen
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Zellen nicht erkannt wird (1996). Es kommt zur verstarkten Ausbildung von Adeno-
karzinomen verschiedener Organsysteme, vor allem aber des Dickdarms, des En-

dometriums, des Magens und auch des Ovars.

1.2.5 Klinik, Friherkennung und Diagnostik

Ovarialkarzinome werden aufgrund ihrer unspezifischen und spat auftretenden Be-
schwerden haufig erst sehr spat entdeckt. Zu den Symptomen zahlen Vallegefuhl,
Blahungen, unklare abdominielle Schmerzen, Zunahme der Miktionsfrequenz und
Obstipationen. Des Weiteren kann es zu Aszites kommen und damit auch zu einer
Zunahme des Bauchumfangs und des Gewichts (Petru, 2014). Diese Symptome ge-
ben keinen eindeutigen Hinweis auf das Vorliegen einer Tumorerkrankung, weshalb
die Ovarialkarzinome meist erst bei Routineuntersuchungen wie der Sonografie oder
der Palpation des Unterleibs entdeckt werden. Aus diesem Grund werden die Tumo-
re zu 80-90% in einem FIGO IlI-IV Stadium diagnostiziert, was die schlechte Progno-
se erklart (Kreienberg, 2009).

Eine Studie mit Frauen, denen prophylaktisch die Eierstocke und Eileiter entfernt
wurden, hat ergeben, dass Ovarialkarzinome dennoch eine Entwicklungszeit von
mehreren Jahren haben, bevor sie entdeckt werden. Demnach verbleiben die Tumo-
re mehr als vier Jahre in einem in situ Stadium, in Stadium | oder Il, und mehr als ein
Jahr in einem Stadium IIl oder 1V, bevor sie klinisch auffallig werden. Der Durchmes-
ser der Tumore betragt wahrend dieser Zeit jedoch lediglich einen Zentimeter, was
die Entdeckung mittels Ultraschall erschwert (Brown and Palmer, 2009). Das Ovari-
alkarzinom entwickelt sich demnach langsam, wodurch es moglich sein musste, es

mit Hilfe einer geeigneten Screeningmethode fruhzeitig zu entdecken.

Bisher gibt es keine effektive MalRinahme zur Friherkennung von Ovarialkarzinomen.
Als Tumormarker flr das serdose Ovarialkarzinom gilt das Glykoprotein CA-125, das
im Jahre 1981 von Bast et al. entdeckt wurde (Bast et al., 1981). Werte von <35U/mL
gelten als normal, erhdhte Werte liegen vor allem beim Ovarialkarzinom aber auch
bei anderen Tumorerkrankungen, wie beispielsweise denen des Endometriums, der
Eileiter und der Lunge vor. Aber auch einige gutartige Erkrankungen wie Endometrio-
se, entzundliche Prozesse im Bauchraum oder Schwangerschaften bewirken einen

Anstieg des CA-125, weshalb sich dieser Marker nicht zur Friherkennung von Ova-
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rialkarzinomen eignet.

Untersuchungen zur prognostischen Bedeutung von CA-125 haben gezeigt, dass ein
niedrigeres Tumorstadium (FIGO ) mit einem niedrigeren Wert des Tumormarkers
einhergeht, auch wenn dieser keinen Einfluss auf das Gesamtuberleben der Frauen
nimmt. Frauen mit einem niedrigen Tumorstadium wiesen zudem haufiger normale
CA-125 Konzentrationen auf als Frauen mit fortgeschrittenen Erkrankungen (Fader
et al., 2014).

Die englische Studie ,UK Collaborative Trial of Ovarian Cancer Screening" hat den
Effekt von Screeningmallnahmen auf die Prognose des Ovarialkarzinoms an drei
Gruppen von insgesamt mehr als 200 000 Frauen untersucht. Eine Gruppe wurde
per Ultraschall untersucht, bei einer zweiten Gruppe wurden die CA-125-Spiegel kon-
trolliert und zusatzliche Ultraschalluntersuchungen durchgefihrt. Eine dritte Gruppe
erhielt keinerlei Untersuchungen. Die Ergebnisse zeigten, dass nach einer Zeit von
7-14 Jahren das Mortalitatsrisiko in der zweiten Gruppe um 28% gesenkt wurde.
Dennoch wurden nur insgesamt 59% der Ovarialkarzinome entdeckt (Jacobs et al.,
2015).

Im klinischen Alltag ist kein routinemaliges Screening fur das Ovarialkarzinom vor-
gesehen, die jahrliche Vorsorgeuntersuchung sollte jedoch von jeder Frau wahrge-
nommen werden. Frauen, die an einer BRCA-Mutation leiden, werden halbjahrlich
sowohl per transvaginalem Ultraschall als auch per Palpation untersucht und erhal-

ten eine CA-125-Bestimmung (Kreienberg, 2009).

Als diagnostische Mallinahme kommt zunachst einmal die Anamnese in Frage. Da
das Ovarialkarzinom, wie oben beschrieben, keine spezifischen Symptome verur-
sacht, sollten mdgliche Krankheitszeichen bei Vorsorgeuntersuchungen mit abgefragt
werden. Auch der Allgemeinzustand der Patientinnen kann Aufschluss geben Uber
ihre gesundheitliche Verfassung. Im Anschluss an die Anamnese sollte immer eine
klinische Untersuchung erfolgen, die die Inspektion des Abdomens und die bimanuel-
le Palpation umfasst. Gro3ere Tumore kdnnen zum Teil bereits von aul3en sichtbar
sein, kleinere kdnnen ertastet werden. Unregelmafige, knotige, nicht verschiebliche
und beidseitig auftretende Tumore sind dabei eher als maligne einzustufen. Die wei-
terflhrende Ultraschalluntersuchung muss bei Patientinnen durchgefuhrt werden, die
Auffalligkeiten in der Anamnese zeigen oder bei denen suspekte Tastbefunde vorlie-

gen. Ziel der Untersuchung ist es, maligne von benignen Tumoren zu unterscheiden
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und so unndtige invasive Diagnostik wie beispielsweise eine Laparaskopie zu ver-
meiden. Zur Objektivierung der vorliegenden Sonografiebefunde dienen Tumor-
scores. Bei begrindetem Verdacht auf ein Ovarialkarzinom kommen zusatzlich noch
CT- oder MRT-Bildgebung in Betracht (Kreienberg, 2009). Endgultige Sicherheit Uber
die Dignitat eines Tumors kann jedoch nur mittels einer Probeentnahme und an-
schlielende pathologische Beurteilung des Gewebes gewonnen werden. Hierfur sind

invasive operative Verfahren wie die Laparaskopie oder die Laparatomie notwendig.

1.2.6 Histologische Klassifikation und Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms

Histologische Klassifikation

Die WHO (World Health Organisation) klassifiziert Ovarialkarzinome nach ihrem Ur-
sprungsgewebe in drei Hauptgruppen. Das sind zum einen die epithelialen Tumoren,
die Keimstrang-Stroma-Tumoren und die Keimzelltumoren (Tavassoli et al., 2003).
Diese Klassifikation sagt nichts Uber die Entitat des Tumors aus, sie kdnnen sowohl
benigne als auch maligne sein. Die epithelialen Tumore stellen mit 65-75% die hau-
figsten Neubildungen dar, die Keimstrang-Stroma-Tumoren machen circa 5-10% aus
und die Keimzelltumoren etwa 3-5% (Kloppel et al., 2013). Die malignen Tumoren
werden zusatzlich nach FIGO- und TNM-Stadium eingeteilt, worauf spater noch de-
taillierter eingegangen wird. In der folgenden Tabelle 1 werden die Unterteilungen der

drei Hauptgruppen sowie die weiteren histologischen Subtypen aufgelistet.
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Tabelle 1: Histologische Klassifikation der Ovarialkarzinome (Kreienberg, 2009, Kléppel et al.,
2013)

1. Epitheliale Tumore
Serdse Tumoren
Muzinése Tumoren
Endometrioide Tumoren
Klarzellige Tumoren
Transitionalzellige Tumoren
Plattenepitheliale Tumoren
Gemischte epitheliale Tumoren
2. Keimstrang-Stroma-Tumoren
Granulosazelltumoren
Thekom-Fibrom-Gruppe
Sertoli-Stroma-Zell-Tumoren
Keimstrang-Stroma-Tumoren vom gemischten oder unklassifizierten Typ
Steroidzelltumoren
3. Keimzelltumoren
Dysgerminom
Dottersacktumor
Embryonales Karzinom
Polyembryom
Chorionkarzinom
Teratome
4. Keimzell-Keimstrang-Stroma-Tumoren
Gonadobalstom
Gemischter Keimzell-Keimstrang-Tumor
5. Tumoren des Rete ovarii
6. Verschiedene Tumoren unklarer Genese
7. Tumorartige Lasionen
8. Lymphatische und hamatopoetische Tumoren

9. Ovarialmetastasen anderer Primdrtumoren
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Epitheliale Tumoren

Epitheliale Tumoren sind die am haufigsten im Ovar vorkommenden Neubildungen.
Unter ihnen gibt es gutartige - benigne - Formen (50-60%), bdsartige - maligne -
Formen (30-40%) und eine intermediare Tumorform, die Borderline-Tumoren
(10-20%) (Kléppel et al., 2013). Die Tumorzellen gehen von der ovariellen Deckzell-
schicht aus, wobei sich die verschiedenen Tumorformen in ihrer Histologie unter-

scheiden.

Unter den benignen epithelialen Ovarialtumoren kommen Zystadenome und Adeno-
fibrome vor, die sowohl seréser als auch muzindser Natur sein kdnnen. Makrosko-
pisch erscheinen Zystadenome als eventuell gekammerte, glattwandige Zysten, die
mit einer serésen oder muzindsen Flussigkeit geflllt sind und eine GroéRe von bis zu
50 cm erreichen kénnen. GroRere Zysten sollten operativ entfernt werden, da die Ge-

fahr einer Torsion besteht (Kldppel et al., 2013).

Den Grolteil der malignen epithelialen Tumore machen die serdsen (45%) und die
muzindsen (15-20%) Adenokarzinome aus. Die Zellen des serdsen Ovarialkarzinoms
ahneln der Schleimhaut der Tuben. Muzinése Karzinome zeichnen sich durch ein
schleimbildendes Epithel aus, wobei die Tumoren haufig sehr gro® werden konnen
mit Durchmessern von 15-30 cm. Die seltener vorkommenden endometrioiden Tu-
moren (10-20%) sind histologisch identisch mit den Endometrium-Karzinomen des
Uterus und sind haufig mit Endometriose assoziiert. Sie machen sich friher als die
anderen epithelialen Malignome durch klinische Beschwerden wie Blutungen und
abdominelle Schmerzen bemerkbar und weisen deshalb eine bessere Prognose auf.
Etwa 5% der epithelialen Karzinome sind klarzellig differenziert. Sie weisen ein helles
Zytoplasma auf. Sehr selten kommen andere Tumorformen wie Transitionalzellkarzi-
nome und Plattenpithelkarzinome vor (Kreienberg, 2009, Kloppel et al., 2013).

Die Borderline-Tumoren stehen zwischen den benignen und den malignen Tumoren
und werden daher auch als ,Tumoren von niedrig malignem Potenzial® bezeichnet.
Sie unterscheiden sich hinsichtlich der Morphologie und dem klinischen Erschei-
nungsbild, da sie zwar atypisch proliferierte Zellen aufweisen, jedoch kein destruie-
rendes Wachstum. Die haufigsten Vertreter sind auch in diesem Fall die serésen und
die muzindésen Borderline-Tumoren (Kommoss et al., 2001, Silverberg et al., 2004).
Borderline-Tumoren treten im Mittel etwa 10-15 Jahre friher auf als Karzinome und

zeichnen sich durch eine wesentlich bessere Prognose aus. Die 10-Jahres-Uberle-
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bensrate betragt 80% fur alle Stadien. Zur Diagnosesicherung werden die Tumoren

entfernt und intraoperativ im Schnellschnitt untersucht (Kldppel et al., 2013).

Keimstrang-Stroma-Tumoren

Keimstrang-Stroma-Tumoren setzen sich histologisch zusammen aus den Zellen des
primitiven Keimstranges (Granulosa- und Sertolie-Zellen) sowie aus Stromazellen
(Fibroblasten, Theca- und Leydig-Zellen). Sie kdnnen hormonaktiv sein, wodurch die
Patientinnen im Rahmen von Zyklusstérungen oder Postmenopausenblutungen kli-
nisch auffallig werden. Generell weist diese Tumorgruppe eine relativ gute Prognose

auf.

Am haufigsten kommen Granulosazelltumoren vor, die sich unterteilen in eine adulte
und eine juvenile Form, die bis zu einem Alter von 30 Jahren auftritt. Granulosazell-

tumoren weisen eine niedrige Rezidiv- und Metastasierungsrate auf.

Der Thekom-/Fibromgruppe gehodren vor allem die Thekome, die Fibrome und die
Fibrosarkome an. Die Thekome sind uberwiegend benigne, wahrend Fibrosarkome

eine schlechte Prognose aufweisen.

Sertoli-Stroma-Zell-Tumore treten sehr selten auf (0,4% der Ovarialtumoren) und
weisen einen Haufigkeitsgipfel im Alter von 20-40 Jahren auf. Sie entstehen aus Ser-
toli- und Leydig-Zellen und zeigen nur in 20% ein malignes Wachstum (Kloppel et al.,
2013).

Keimzelltumoren

Die Keimzelltumoren gehen aus den primitiven Keim- oder Stammzellen hervor. Sie
sind die haufigste Tumorentitat des Ovars bei Kindern und Jugendlichen und zu
90-95% benigne. Die ebenfalls bei jungen Patientinnen auftretenden malignen Keim-

zelltumoren weisen haufig ein sehr aggressives Wachstum auf (Kloppel et al., 2013).

Dysgerminome machen 3-5% aller malignen Ovarneoplasien aus und treten Uber-
wiegend bei Frauen zwischen 20-30 Jahren auf. Sie gehen aus entarteten primordi-
alen Eizellen hervor und treten vermehrt bei Frauen mit genetisch bedingter sexueller
Fehlentwicklung auf. Klinisch imponieren sie haufig durch Amenorrhoe. Die Thera-

piemoglichkeiten sind gut, die Heilungsraten betragen auch bei metastasierten Tu-
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moren 60-90% (Kloppel et al., 2013).

Der seltene Dottersacktumor tritt ebenfalls Uberwiegend bei jugendlichen Patientin-
nen auf und zeigt sich klinisch durch akut einsetzende Unterbauchschmerzen. Die

Prognose ist sehr schlecht, die 2-Jahres-Uberlebensrate betragt 30-40%.

Embryonale Karzinome und Polyembryome weisen, ahnlich wie die Dottersacktumo-
ren, ebenfalls eine sehr schlechte Prognose auf. Sie gehen aus entarteten Keimzel-
len hervor und verursachen bei den Patientinnen haufig BlutungsunregelmaRigkei-

ten.

Die hochmalignen Chorionkarzinome treten, auferhalb von Schwangerschaften,
vorwiegend bei Kindern auf und entstehen aus fehldifferenzierten Keimzellen. Es
handelt sich hierbei um einen schnell wachsenden Tumor, der eine Resistenz ge-

genuber Strahlen- oder Chemotherapie aufweist (Kloppel et al., 2013).

Teratome des Ovars lassen sich in maligne Formen, die unreifen Teratome, und in
deutlich haufiger auftretende benigne Formen, die Dermoidzysten, unterteilen. Sie
entwickeln sich aus pluripotenten Stammzellen. Die unreifen Teratome weisen ma-
kroskopisch Strukturen wie Knochen oder Knorpel auf und kénnen sich im Wachstum
sehr aggressiv verhalten. Dermoidzysten enthalten hingegen reife Gewebsstrukturen
aus allen drei Keimblattern, wie Haare und Zahne. Sie machen etwa 50% der benig-

nen Ovarialtumore aus.

1.2.7 Stadieneinteilung

Die klinisch-histopathologische Einteilung der Ovarialkarzinome kann anhand von
zwei Klassifikationssystemen erfolgen. Das ist zum einen die TNM-Klassifikation der
UICC (Union internationale contre le cancer) und zum anderen die FIGO-Klassifikati-
on (Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique). Beide Systeme sind
sich sehr ahnlich und bericksichtigen die Tumorausbreitung und das Tumorstadium.
Die folgende Tabelle 2 zeigt die TNM- und die FIGO-Stadien mit den jeweiligen Krite-
rien (Prat and Oncology, 2014).
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Tabelle 2: Stadieneinteilung der Ovarialkarzinome nach TNM und FIGO

TNM FIGO Kriterien
T | Tumor begrenzt auf Ovarien oder Tube
1a A Tumor auf ein Ovar oder eine Tube begrenzt, Kapsel intakt,

kein Tumor auf der Oberflache des Ovars oder der Tube

1b IB Tumor auf beide Ovarien bzw. Tuben begrenzt, Kapsel intakt,
kein Tumor auf der Oberflache beider Ovarien oder der Tuben

1c IC Tumor begrenzt auf ein Ovar oder beide Ovarien bzw. Tuben,
Kapseldurchbruch, Tumor auf der Oberflache oder Tumorzellen im
Aszites oder Spllzytologie

T2 | Tumor beféllt ein Ovar oder beide Ovarien bzw. Tuben und breitet sich
im Becken aus

2a A Ausbreitung auf und/oder Implantate an Gebarmutter und/oder Eileiter

2b 1=} Ausbreitung auf andere Beckengewebe

2c [ Ausbreitung im Becken (2a oder 2b),
Tumorzellen im Aszites oder der Spulzytologie

T3 ] Tumor beféllt ein Ovar oder beide Ovarien bzw. Tuben,
histologisch nachgewiesene Peritonealmetastasen aulRerhalb des
Beckens

3a A mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens

3b B makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens,

gréRte Ausdehnung <2 cm

3c lc Peritonealmetastasen jenseits des Beckens,
gréte Ausdehnung > 2 cm
und/oder regionare Lymphknotenmetastasen

Nx - Keine Aussage zu regiondren Lymphknotenmetastasen mdglich
NO - Keine Metastasen in regionaren Lymphknoten

N1 - Regionare Lymphknotenmetastasen vorhanden

MO0 - Keine Fernmetastasen

M1 \' Fernmetastasen vorhanden

1.2.8 Therapie von Ovarialtumoren

Die beste Therapie des Ovarialkarzinoms besteht in der operativen Entfernung des
Tumors. Als erganzende Methoden stehen vor allem die Chemotherapie sowie Strah-

lentherapie und Hormontherapie zur Verfligung.
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Operative Therapie

Bei begrindetem Verdacht auf ein Ovarialkarzinom sollte schon zu diagnostischen
Zwecken eine operative Diagnosesicherung durchgefihrt werden. Intraoperativ kon-
nen in diesem Zusammenhang zudem Aussagen getroffen werden Uber die Tumor-

ausbreitung, was wichtiger Bestandteil des Stagings ist (Kreienberg, 2009).

Zum intraoperativen Staging gehoren die Inspektion und Palpation des Abdomens,
eine Peritonealzytologie, Biopsien sowohl aus auffalligen als auch aus unauffalligen
Regionen und die operative Entfernung der Adnexe, des Uterus, des Omentum ma-
jus, des Appendix veriformis und einiger Lymphknoten aus dem Becken und paraaor-
tal (Leitlinienprogramm Onkologie et al., 2013).

Ein vollstandiges Staging ist wichtig fur die Therapie und die Prognose des Ovarial-
karzinoms, vor allem bei frihzeitig entdeckten Tumoren. Patientinnen, bei denen ein
optimales Staging durchgefuhrt wurde, zeigen ein besseres progessionsfreies und

Gesamtlberleben (Trimbos et al., 2010).

Ziel der Primaroperation bei Ovarialtumoren ist es, das Tumorgewebe jeder Entitat
radikal und madglichst vollstandig zu entfernen. Der operative Zugang erfolgt Uber
eine Langsschnittlaparotomie. Es wird eine sogenannte Debulkingoperation durchge-
fuhrt, die bei fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen indiziert ist. Hierzu gehart die beid-
seitige hohe Adnexexstirpation und die Hysterektomie. Auch das Blasen- und Dou-
glasperitoneum wird mit entfernt. In vielen Fallen ist das Rektosigmoid betroffen, so-
dass dieses ebenfalls im Sinne einer en-bloc-Resektion reseziert werden muss. Da
das Omentum majus von vielen Lymphgefal3en durchzogen wird, ist es sehr haufig
von Metastasen befallen und wird im Rahmen der Operation ebenfalls entnommen,
ebenso der Appendix veriformis. Haufig ist es notwendig, weitere Bereiche des Peri-
toneums zu resezieren. Auch die pelvinen und die paraaortalen Lymphknoten sollten
im Rahmen der Debulkingoperation entfernt werden. Eine Tumorfreiheit oder -reduk-
tion ist schwierig zu erreichen, wenn grol3e Teile des Darmes oder des Mesenteriums
befallen sind (Leitlinienprogramm Onkologie et al., 2013). Patientinnen mit einem
makroskopisch nicht sichtbaren Tumorrest (R0) oder solche mit einem Tumorrest,
der kleiner als ein Zentimeter ist (R1), zeigten ein besseres Uberleben als Frauen,
bei denen nach der Operation Tumorreste von mehr als zwei Zentimetern verblieben
(R2) (Hoskins et al., 1994, Horowitz et al., 2015). Daher ist es sinnvoll, die Operation

in speziellen gynakoonkologischen Zentren durchfuhren zu lassen, da die Operateu-
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re mehr Erfahrung aufweisen. Im Falle von Metastasen sollten auch diese reseziert

werden, um die Prognose der Patientinnen zu verbessern (Kreienberg, 2009).

Im FIGO-Stadium | unilateral sowie bei Borderline-Tumoren kann bei noch bestehen-
dem Kinderwunsch ein fertilitatserhaltendes Operationsverfahren in Erwagung gezo-
gen werden, jedoch sollten die Patientinnen Uber das erhéhte Rezidivrisiko aufgeklart

werden (Leitlinienprogramm Onkologie et al., 2013).

Chemotherapie

Nach abgeschlossenem Staging, beziehungsweise abgeschlossener Operation,
kann Patientinnen eine Chemotherapie angeboten werden. Bei sehr friih entdeckten
Ovarialkarzinomen im Stadium IA Grad 1 ist eine solche Therapie nicht sinnvoll. Bei
fortgeschrittener Erkrankung kénnen die Frauen jedoch von der Therapie profitieren.
Ab Stadium IC oder Stadium IA/B und Grad 3 wird eine adjuvante platinhaltige Che-
motherapie Uber 6 Zyklen empfohlen. Als Substanz flr das frihe Ovarialkarzinom
kommt vor allem Carboplatin (AUC 5) als Monotherapie in Frage (Leitlinienprogramm
Onkologie et al., 2013).

Beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom ist eine Kombinationstherapie aus Carbopla-
tin (AUC 5) und Paclitaxel (175mg/m? Uber drei Stunden i.v.) Mittel der Wahl. Die
Therapie wird in insgesamt sechs Zyklen alle drei Wochen verabreicht. Eine Therapie
mit Cisplatin ware ebenfalls moglich, Carboplatin weist jedoch das bessere Neben-
wirkungsprofil auf. Ab Stadium 1lIB kann zusatzlich als Erhaltungstherapie mit dem
Angiogenesehemmer Bevacizumab therapiert werden, wodurch das GefalRwachstum

des Tumors reduziert wird (Leitlinienprogramm Onkologie et al., 2013).

Des Weiteren besteht die Moglichkeit einer intraperitonealen Chemotherapie. Die
Wirksamkeit wird aktuell jedoch diskutiert, einige Studien berichten von einer hohen
Toxizitat (Wright et al., 2016). Aus diesem Grund wird sie selten angewendet. Eine
andere Form der intraperitonealen Chemotherapie, die hypertherme intraperitoneale
Chemotherapie, wird aktuell in klinischen Studien untersucht und bisher als vertrag-
lich eingestuft (D'Hondt et al., 2016).

Auch die neoadjuvante Chemotherapie wird aktuell in der Klinik selten eingesetzt. Es
wird jedoch diskutiert, ob sie in einigen Fallen als Alternative zu der Standardtherapie

angewendet werden kann. Die erste groRe Studie, die den Effekt der neoadjuvanten
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Chemotherapie auf das Ovarialkarzinom untersucht hat, stammt von Vergote et al.
aus dem Jahre 2010. Frauen mit Tumoren im FIGO-Stadium IlIC und IV wurden ent-
weder nach dem Standard therapiert oder sie erhielten vor der Operation drei Zyklen
Chemotherapie. Es stellte sich heraus, dass das Operationsergebnis hinsichtlich des
Tumorrestes bei den neoadjuvant therapierten Frauen besser war, nicht jedoch das
Gesamtiiberleben (Vergote et al., 2010). Ahnliche Ergebnisse brachte eine andere
Studie hervor. Das progressionsfreie Uberleben der Frauen betrug 12 Monate in der
Gruppe der neoadjuvant therapierten Frauen und 10,7 Monate in der Gruppe der
primar operierten Frauen, die 3-Jahres-Uberlebensrate 34% gegenlber 32% (Kehoe
et al., 2015).

Alternative Therapien

Neben den beiden Standards bestehend aus Operation und Chemotherapie werden
gelegentlich auch andere Verfahren, wie zum Beispiel die Strahlentherapie oder eine
Hormontherapie, angewendet. Die Bestrahlung erfolgt im Sinne einer Gesamtabdo-
menbestrahlung bei Tumorresten kleiner 4 mm Uber sechs Wochen. Sie ist der Che-
motherapie jedoch nicht Uberlegen und sollte somit nur in Ausnahmefallen, wie bei-
spielsweise Rezidiven, angewendet werden (Kreienberg, 2009). Auch die Hormon-
therapie hat sich nicht durchgesetzt, obwohl viele Tumoren Hormonrezeptoren an
ihrer Oberflache aufweisen. Es wird diskutiert, ob sich die Rezeptoren an der Ober-
flache im Laufe der Tumorprogression verandern und somit als Target nicht mehr in

Frage kommen (Voutsadakis, 2016).

Ein weiterer Ansatz alternativer Therapien sind Antikoérper. Hierfur zugelassene Me-
dikamente sind Bevacizumab und Olaparib. Als Target nutzt Bevacizumab Rezepto-
ren vaskularer Wachstumshormone (VEGF), Olaparib greift als Polymeraseinhibitor
in den Zyklus von BRCA-positiven Tumorzellen ein (Kim et al., 2015). Der Effekt die-
ser Antikdrpertherapie ist gering (Oza et al., 2015). Das Prinzip der Antikorperthera-
pie ist jedoch vielversprechend und Bedarf weiterer Forschung. Weitere potenzielle
Ziele der Antikorpertherapie sind auch die in dieser Arbeit untersuchten Adhasions-

molekdule.
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Nachsorge

Die Nachsorge ist ein wichtiges Konzept in der weiteren Betreuung der Patientinnen.
Fur die betroffenen Frauen ist die Erkrankung ein einschneidendes Ereignis in ihr
Leben und das Therapiekonzept sollte nach der Operation und der Chemotherapie
nicht abgeschlossen sein. Die Art der Nachsorge richtet sich nach Art der Primarthe-
rapie, den Therapiefolgen und den Prognosefaktoren. Wichtige Bestandteile dieses
Konzeptes sind zum Beispiel die psychoonkologische Mitbetreuung, die Einleitung
von RehabilitationsmalRnahmen, die supportive Therapie im Falle von Nebenwirkun-
gen der Chemotherapie, die Symptombehandlung von Schmerzen und Pleura- oder
Peritonealergissen sowie auch die Nachsorgediagnostik, um Rezidive rechtzeitig
aufdecken zu kénnen (Kreienberg, 2009). Im Rahmen der Nachsorgeuntersuchun-
gen sollten regelmallige Anamnesen erhoben werden und korperliche Untersuchun-
gen, bestehend aus Tastuntersuchungen und vaginaler Sonografie, durchgefuhrt
werden. Die fruher routinemalig durchgefuhrte Bestimmung des Tumormarkes
CA-125 zur Detektion von Rezidiven wird nicht mehr empfohlen, da sie den Frauen

keinen Uberlebensvorteil bringt (Leitlinienprogramm Onkologie et al., 2013).

Eine weitere Option der Nachsorgetherapie ist eine Behandlung mit Hormonen. Dies
wird vor allem bei jungeren Frauen in Erwagung gezogen, die therapiebedingt post-
menopausal sind und nun unter klimakterischen Beschwerden leiden. Generell wird
die Hormontherapie jedoch nicht empfohlen, sie dient lediglich der Besserung der

Lebensqualitat (Leitlinienprogramm Onkologie et al., 2013).

Bei weit fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen kommt ein palliatives Behandlungskon-
zept in Frage. Es beinhaltet die medizinische Symptomkontrolle, Palliativpflege und
psychosoziale Betreuung der Patientinnen bis zu ihrem Tod. Das Konzept wird indi-
viduell an jede Frau angepasst und dient der Verbesserung der Lebensqualitat (Leit-

linienprogramm Onkologie et al., 2013).

1.2.9 Prognosefaktoren

Das Ovarialkarzinom ist die am haufigsten zum Tode fuhrende gynakologische
Krebserkrankung und seine Prognose ist schlecht, da es haufig erst sehr spat ent-
deckt wird. Es gibt viele bekannte Faktoren, die einen Einfluss auf das Uberleben der

Patientinnen nach einem Ovarialtumor nehmen. Dazu gehoéren
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« der histologische Tumortyp,

« das Tumorstadium,

das Grading,

der postoperative Tumorrest,

« das Alter und der Allgemeinzustand der Patientin bei Diagnosestellung sowie

die leitliniengerechte Therapie
(Leitlinienprogramm Onkologie et al., 2013).

Einen gesicherten prognostischen Effekt auf das Ovarialkarzinom hat der histologi-
sche Subtyp. So weisen klarzellige und muzinése Tumoren eine signifikant schlech-
tere Prognose auf als serds-papillare und endometrioide Tumoren (Leitlinienpro-
gramm Onkologie et al., 2013). Das liegt daran, dass klarzellige und muzinése Tumo-
ren deutlich schlechter auf die platinhaltige Chemotherapie ansprechen als Tumore
anderer Entitaten (Enomoto et al., 2004, Hess et al., 2004).

Die Uberlebensrate der Patientinnen ist ebenfalls abhéngig vom Tumorstadium. So
weisen Frauen mit einem FIGO la klassifizierten Tumor eine 5-Jahres-Uberlebensra-
te von 90% auf, bei FIGO lla 71%, bei FIGO llla 47% und bei FIGO IV schlie3lich nur
noch 19% (Heintz et al., 2006).

Auch der Differenzierungsgrad der Tumore nimmt Einfluss auf das Uberleben der
Frauen. So zeigen Patientinnen mit einem RO-resezierten Tumor mit G1 oder G2
Grading ein signifikant besseres Uberleben als Frauen mit einem G3-klassifizierten
Tumor. Ein solcher Effekt Iasst sich bei einem nicht restlos resezierten Tumor nicht
beobachten (du Bois et al., 2009). In der Klinik hat dieser Unterschied zwischen den
Differenzierungsgraden zur Folge, dass G1-klassifizierte Tumoren im frihen Stadium

keiner Chemotherapie unterzogen werden (Leitlinienprogramm Onkologie et al.,
2013).

Der postoperative Tumorrest hat sich ebenfalls als sehr wichtiger Prognosefaktor
herausgestellt. Mehrere Studien konnten zeigen, dass sich der nach der Operation
verbliebene Tumorrest negativ auf das progressionsfreie sowie auf das Gesamtuber-
leben auswirkt (Bristow et al., 2002, Eisenhauer et al., 2006, du Bois et al., 2009, Ho-
rowitz et al., 2015). Von den tumorfrei operierten Frauen Uberlebten ca. 46% ohne

ein Rezidiv, bei Frauen mit einem Rest grofler 1 cm waren es nur noch 10%. Auch
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die Zeit bis zum Auftreten eines Rezidives ist bei RO-resezierten Tumoren mit im Mit-
tel 15,5 Monaten groRer als bei R1-resezierten Tumoren mit 7,8 Monaten (du Bois et
al., 2009).

Das Alter der Patientinnen bei Diagnosestellung nimmt ebenfalls Einfluss auf die
Prognose des Karzinoms. Frauen, die im Alter von 70 Jahren oder alter erkrankten,
verstarben haufiger und friiher als jingere Frauen (Thigpen et al., 1993). Ahnliches
lasst sich fur den Allgemeinzustand der erkrankten Frauen beobachten: Frauen, die
einen Karnofsky-Index von 70 oder schlechter aufweisen, haben signifikant schlech-
tere Uberlebenschancen als Frauen in einem besseren Allgemeinzustand (Omura et
al., 1991).

Des Weiteren hat die Einhaltung der von der Leitlinie gebotenen Therapiekonzepte
Auswirkungen auf den Therapieerfolg (du Bois et al., 2005). Auch die Art des operie-
renden Zentrums und die Qualifikation des Operateurs nehmen Einfluss auf das Out-
come (Earle et al., 2006).

Weitere Parameter, die mit der Prognose des Ovarialkarzinoms assoziiert sind, sind
das Vorhandensein von Aszites (Chi et al., 2001) und pra- und postoperativ erhdhte

Serumspiegel von CA-125 (van Dalen et al., 2000, Paramasivam et al., 2005).

Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Frau Dr. rer. nat. Oliveira-Ferrer konnten zei-
gen, dass das Vorhandensein von c-Fos mit einer besseren Prognose einhergeht.
Die Patientinnen, denen Tumormaterial mit einer hohen c-Fos-Expression entnom-
men wurde, weisen ein langeres rezidivfreies Intervall sowie ein hdheres Gesamt-
Uberleben auf (Mahner et al., 2008). Das Tumorsuppressorgen weist einen proapop-
totischen Effekt auf und nimmt auf3erdem hemmenden Einfluss auf die Adhasionsfa-
higkeit von Tumorzellen (Oliveira-Ferrer et al., 2014). Daflr werden unter anderem
die Adhasionsmolekile ICAM1, ICAM2 und BCAM verantwortlich gemacht, die in

Kapitel 1.3 naher beschrieben werden.

1.3 Metastasierung des Ovarialkarzinoms

Maligne Tumoren besitzen die Fahigkeit zur Metastasierung. Metastasen entstehen
durch vom Primartumor abgeloste Zellen. Diese wandern Uber das Blut, die Lymph-
flussigkeit oder aber auch, wie beim Ovarialkarzinom, die peritoneale FlUssigkeit in

andere Korperregionen. Sie siedeln sich dort an und vermehren sich, sodass ein



Einleitung 23

neuer, bosartiger Tumorherd entsteht.

Diese Herde besitzen, wie die Primartumoren auch, die Fahigkeit zum invasiven und

destruierenden Wachstum.

Zur lymphogenen Metastasierung kommt es nach Einbruch der Tumorzellen in die
Lymphbahnen. Dabei erlangen die Zellen Anschluss an die lymphatischen Abfluss-
wege und breiten sich schliefl3lich in den Lymphknoten aus, wo sich Lymphknotenme-

tastasen bilden.

Bei der hamatogenen Metastasierung gelangen Tumorzellen in die Blutgefalle, wo-
durch es zu einer Verschleppung der Zellen in ferner gelegene Korperregionen
kommt. Dort siedeln sich die Zellen an und eine Metastase entsteht (Fidler, 1978).

Die Metastasierung des Ovarialkarzinoms in der Bauchhohle erfolgt per continuita-
tem. Das bedeutet, dass sich die Tumorzellen entlang benachbarter Strukturen im
Bauchraum ausbreiten. Die Tumorzellen des Ovarialkarzinoms sind wahrend der
Tumorgenese einigen genetischen Anderungen ausgesetzt, wodurch sich die Zellad-
hasionsmolekiile und die proteolytischen Eigenschaften der Zellen verandern. Aus
Zellen des epithelialen Typs werden Zellen des mesenchymalen Typs. Dadurch ist es
den Zellen moglich, sich aus dem Zellverband des Primartumors zu l6sen. Hierflr
werden E-Cadherine verantwortlich gemacht, Adhasionsmolekule, deren Expression
auf Tumorspharoiden, die in Aszites schwimmen, niedriger ist als auf Zellen eines
soliden Tumors. Durch den naturlich vorhandenen Aszites gelingt es den Tumorzel-
len, sich in der Bauchhdhle auszubreiten, wobei die Zellen bevorzugt am Omentum
majus und dem Peritoneum anhaften. Sobald sich eine Metastase manifestiert hat,
durchlaufen die Zellen wiederum eine Veranderung vom mesenchymalen zurtick zum

epithelialen Phanotyp (Lengyel, 2010).

Die so entstandenen Metastasen unterscheiden sich von denen anderer epithelialer
Tumoren. Sie bendtigen fur ihre Migrationen keinen Anschluss an das Blutgefal3sys-
tem und auch die Invasionstiefe beschrankt sich auf die oberflachliche Schicht des
Peritoneums (Shield et al., 2009, Lengyel, 2010).

Zu den Zelladhasionsmolekulen, die an der Metastasierung und der Zell-Zell-Interak-
tion beteiligt sein kdnnten, zahlen die in dieser Arbeit untersuchten Molekuile ICAM1,
ICAM2 und BCAM.
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1.4 Adhasionsmolekule

Fast alle Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache Strukturen, durch die sie mit ande-
ren Zellen oder Strukturen in Verbindung treten und an diese binden kdnnen. Diese
Strukturen werden als Adhasionsmolekiile bezeichnet, auch CAMs (Cell adhesion
molecule) genannt. Es handelt sich hierbei um Proteine, die in der Zellmembran ver-
ankert sind und aus dieser herausragen. Es gibt unterschiedliche Klassen von Adha-
sionsmolekiilen, wie die Selektine, die Integrine, die Ca?*-abhangige Cadherin-Fami-
lie und die Ca?*-unabhangigen Proteine mit Immunglobulindomanen, zu der auch die
[-CAMs (Intercellular Adhesion Molecule) gehdren (Christen and Jaussi, 2005, Sie-
genthaler and Amann-Vesti, 2006).

Die Immunglobulindomane der immunglobulingekoppelten Adhasionsmolekile hat
eine Lange von 70-110 Aminosauren. lhre Struktur besteht aus zwei R-Faltblattern,
die Uber Disulfidbricken miteinander verknlpft sind (Isacke and Horton, 2000).
Durch die intrazellular mit den Adhasionsmolekulen verknupften Tyrosin- bzw. Serin-
proteinkinasen erhalt die Zelle wichtige Signale fir Wachstum, Differenzierung oder
Migration (Siegenthaler and Amann-Vesti, 2006). Es gibt eine Reihe weiterer spezia-
lisierter Adhasionsmolektle der Ig-Superfamilie wie beispielsweise N-CAM (Neural
cell adhesion molecule), L-CAM (Liver cell adhesion molecule) und V-CAM (Vascular
cell adhesion molecule) (Edelman, 1983, Christen and Jaussi, 2005). Auch B-CAM
(Basal cell adhesion molecule) gehort dieser Gruppe an (Eyler and Telen, 2006).

Im Folgenden werden die Adhasionsmolekile ICAM1, ICAM2 und BCAM, die als
Vertreter der immunglobulingekoppelten Adhasionsmolekiile relevant fir diese Arbeit

sind, vorgestellt.

1.4.1 ICAM1 - Intercellular adhesion molecule 1

ICAM1 ist das bedeutendste der bisher bekannten 5 ICAMs. Es wird auch als CD54
(Cluster of Differentiation 54) bezeichnet. Erstmals wurde es im Jahre 1986 von
Rothlein et al. im Zusammenhang mit LFA-1-abhangigen Adhasionsvorgangen be-
schrieben (Rothlein et al., 1986).

ICAM1 hat ein Gewicht von 90-115 kDa. Biochemisch handelt es sich um ein Glyko-
protein, dessen N-Terminus extrazellular und dessen C-Terminus intrazellular gele-

gen ist. Die extrazellulare Domane bildet funf antikdrperahnliche Schleifen aus, Uber
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die es mit seinen Liganden in Verbindung tritt (Abbildung 4). Die Bindungsstelle fur
das Integrin a2 befindet sich nahe der ersten Domane, die fir avf2 im Bereich der
dritten Domane. ICAM1 kann sowohl in Dimeren als auch in Multimeren auf der Zell-
oberflache auftreten (Diamond et al., 1991, Jun et al., 2001). Zu seinen Liganden
zahlen LFA-1 (auch CD11a/CD18 oder a.2) und Mac-1 (auch CD11b/CD18 oder
amP2), die hauptsachlich auf Leukozyten exprimiert sind. Vor allem klinisch relevant
sind die Bindungsstellen flr Rhinoviren im Rahmen von Atemwegsinfekten und Ery-
throzyten, die mit dem Parasiten Plasmodium falciparum, dem Erreger der Malaria,
infiziert sind (Diamond et al., 1991, Jun et al., 2001).

ICAM-1 | 453\
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Abb. 4: Wild-Typ ICAM-1; die IgSF Domanen D1 — D5 sind schematisiert als Schleifen dargestellt
(Jun C-D et al., 2001)

Die Expressionsrate von ICAM1 auf der Zelloberfliche kann durch verschiedene
Faktoren moduliert werden und hangt davon ab, welche Rezeptoren eine Zelle ex-
primiert. Die Zytokine Interleukin-18 (IL-1B), Tumornekrosefaktor-a (TNFa), Interfe-
ron-y (IFN-y) sowie Retinsaure und eine Reihe weiterer Mediatoren bewirken durch
Geninduktion eine vermehrte Expression von ICAM1 (Kuppner et al., 1990, Bassi et
al., 1995, van de Stolpe and van der Saag, 1996). Andere Substanzen hingegen, wie
Glucocorticoide und Nicotinamide, bewirken eine Herabregulierung von ICAM1 (van
de Stolpe et al., 1993, van de Stolpe and van der Saag, 1996).

Im menschlichen Koérper ist ICAM1 in unterschiedlichen Gewebearten zu finden. Be-
schrieben wurde ein Vorkommen auf diversen Epithelzellen, Fibroblasten, Makro-
phagen, dendritischen Zellen und Leukozyten (Dustin et al., 1986). Es spielt eine

wichtige Rolle bei der Vermittlung von Immun- und Entziindungsreaktionen.

Die Interaktion zwischen ICAM1 und LFA-1 hat eine groRe Bedeutung in der T-Zell-
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vermittelten Immunantwort. Naive T-Zellen tragen LFA-1 auf ihrer Oberflache, wah-
rend antigenprasentierende Zellen wie B-Zellen, Makrophagen oder dendritische Zel-
len, ICAM1 exprimieren. Es kommt zu einer antigen-unabhangigen Adhasion zwi-
schen beiden Zellen. Die spezifische Aktivierung der Zelle beruht darauf, dass die auf
den MHC-Molekilen prasentierten Antigene von den T-Zell-Rezeptoren erkannt wer-
den, wodurch die T-Zelle aktiviert wird und die Immunantwort ausgeldst wird (Sprin-
ger, 1990).

Auch andere Zellen des Blutes, die LFA-1 oder MAC-1 exprimieren, kdnnen mit dem
auf Endothelzellen prasentierten ICAM1 in Verbindung treten. Im Rahmen von Ent-
zundungsreaktionen werden Zytokine sezerniert, die auch das Endothel aktivieren.
Dadurch wird vermehrt ICAM1 exprimiert. Dies ermdglicht eine verstarkte Interaktion
zwischen dem Endothel und den Leukozyten (Butcher, 1991, Murphy et al., 2012).
Auch bei der Auswanderung von Lymphozyten aus der Blutbahn ins periphere Ge-
webe, beispielsweise in lymphatische Gewebe, spielt ICAM1 neben anderen Modula-

toren eine Rolle (Oppenheimer-Marks et al., 1991).

L-selectin

1)
GlyCAM-1 ICAM-1 CD34 y

basement membrane
Lymph node

Figure 8-8 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Abb. 5: Die Adhasion und Transmigration von Lymphozyten durch Epithelien (Murphy et al., 2012)

Auler auf den oben genannten Gewebearten konnte ICAM1 auf den Zellen von eini-
gen Tumorarten nachgewiesen werden. Plattenepithelkarzinome des Osophagus und
der Mundhohle weisen ICAM1 auf. Beim Osophaguskarzinom konnte nachgewiesen
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werden, dass das Adhasionsmolekul beteiligt ist an der Tumorbildung und -gestal-
tung sowie an der Resistenz gegenliber Chemotherapeutika (Tsai et al., 2015). Das
Mundhdhlenkarzinom exprimiert ICAM1 vor allem im Bereich der Invasionsfront des
Tumors und die Menge der Expression ist assoziiert mit Lymphknotenmetastasen,
der Invasivitat des Tumors und einer erhdhten Proliferation der Tumorzellen (Usami
et al., 2013). Auch im papillaren Schilddrisenkarzinom wird ICAM1 in Verbindung
gebracht mit Lymphknotenmetastasen und der extrathyroidalen Invasion von Tumor-
zellen (Zhang et al., 2016). Die Prognose des Lungenkarzinoms ist ebenfalls abhan-
gig von der ICAM1-Expression (Kotteas et al., 2014). Auch im haufigsten Tumor der
Frau, dem Mammakarzinom, konnten erhohte ICAM1-Expressionsraten festgestellt
werden (Rosette et al., 2005, Schroder et al., 2011). Tumore, die ein vermehrtes Vor-
kommen von ICAM1 zeigen, gehen mit einer schlechteren Zelldifferenzierung einher,
weisen einen negativen Hormonrezeptorstatus auf, haben Lymphknotenmetastasen

und sind mit einem klrzeren rezidivfreien Intervall assoziiert (Schroder et al., 2011).

Tumore anderer Entitaten hingegen, wie das kolorektale Karzinom, zeigen mit ver-
mehrter ICAM1-Expression ein gegenteiliges Verhalten: sie weisen eine bessere
Prognose und weniger Lymphknoten- oder Lebermetastasen auf (Maeda et al.,
2002).

Welchen Einfluss ICAM1 auf das Ovarialkarzinom hat ist bisher weitgehend unbe-
kannt. Es gibt widersprichliche Angaben dartber, ob gesundes Ovargewebe ICAM1
exprimiert (Arnold et al., 2001) oder nicht (Hayes and Seigel, 2009). Am Ovarialkar-
zinom erkrankte Frauen weisen erhohte Werte des im Blut I6slichen sICAM1 auf
(Banks et al., 1993). Eine Studie konnte belegen, dass eine Hochregulation von
ICAM1 auf Ovarialkarzinomzellen in vitro zu einem verringerten Zellwachstum und zu
einer geringeren Sensitivitat gegenuber Cisplatin fluhrt (de Groote et al., 2014).

1.4.2 ICAM2 - Intercellular adhesion molecule 2

ICAMZ2, auch bekannt als CD102, gehért ebenfalls der Gruppe der immunglobulinge-
koppelten Adhasionsmolektle an. Erstmals beschrieben wurde es durch Dustin et al.
im Jahre 1988 (Dustin and Springer, 1988). Es ist ahnlich aufgebaut wie ICAM1. Das
Molekul besitzt eine intrazellulare Domane mit dem C-Terminus, eine hydrophobe

transmembrandse Domane sowie eine extrazellulare Domane mit dem N-Terminus.
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Die extrazellulare Domane verfugt, im Gegensatz zu ICAM1, Uber lediglich zwei anti-
korperahnliche Schleifen, die in ihrer Aminosauresequenz jedoch sehr ahnlich sind
zu Anteilen des ICAM1 Molekuls (Staunton et al., 1989). ICAM2 hat ein Gewicht von
55-65 kDa (lsacke and Horton, 2000). Zu den Liganden von ICAM2 gehdrt LFA-1.
Jedoch scheint fur die Zell-Zell-Adhasion ein engerer Kontakt nétig zu sein als fur die
Adhasion von ICAM1 zu LFA-1, da die LFA-1 Bindungsstelle auf dem ICAM1 Molekdl
weiter von der Oberflache entfernt ist als bei ICAM2. Mac-1 gehort hingegen nicht zu
den Liganden von ICAM2 (de Fougerolles et al., 1991).

Ein weiterer Unterschied zwischen ICAM1 und ICAM2 ist, dass sich die Expressions-
rate von ICAM2 auf der Zelloberflache nicht durch Zytokine regulieren lasst (Staun-

ton et al., 1989).

ICAM2 befindet sich ebenso auf Endothelzellen (Staunton et al., 1989), auf Leber-
und Nierenzellen sowie auf Lymphozyten. Allgemein wird ICAM2 von deutlich weni-
ger Zellen exprimiert als ICAM1. Auf nicht durch Zytokine aktiviertem Endothel ist die
ICAM2-Expressionsrate zehnmal so hoch wie die von ICAM1. Aus diesem Grund
wird angenommen, dass ICAM2 in ruhendem, nicht entzindetem Gewebe haupt-
sachlich verantwortlich ist fur die Migration von Lymphozyten, wahrend ICAM1 vor-
wiegend wahrend einer Entziindung beteiligt ist. Dartuber hinaus ist ICAM2 an der
Interaktion zwischen dendritischen Zellen und mit dem Epstein-Bar-Virus infizierten
Lymphozyten beteiligt (de Fougerolles et al., 1991). Im Gegensatz zu ICAM1 befindet
sich ICAM2 auch auf der Oberflache von Thrombozyten. Dadurch kann es zu Inter-
aktionen zwischen Thrombozyten und LFA-1 exprimierenden Lymphozyten kommen,
die wesentlicher Bestandteil von Entzindungsreaktionen und der Genese von

Thrombosen ist (Diacovo et al., 1994).

Bei Mannern wird ICAM2 ebenfalls von den Sertoli- und Urkeimzellen im Hoden ex-

primiert, wo es eine Rolle in der Spermatogenese spielt (Xiao et al., 2013).

Weiterhin ist ICAM2 im Stande, Bindungen mit a-Actinin einzugehen, einem Struk-
turmolekul, das im Zytoskelett von Zellen vorkommt (Heiska et al., 1996). a-Actinin
wiederum ist beteiligt an der Motilitat von Zellen und beeinflusst die Invasivitat von
Tumorzellen (Honda et al., 1998). Diese Tatsache wird dafiir verantwortlich gemacht,
dass ICAM2 exprimierende Zellen von Neuroblastomen mit einer verminderten Fa-
higkeit zur Metastasierung ausgestattet sind, wie Feduska et al. 2015 belegen konn-

ten (Feduska et al., 2015). Weitere Experimente konnten belegen, dass yd-T-Zellen,
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eine Untergruppe der T-Lymphozyten, an ICAM2 binden. yd-T-Zellen kdnnen epithe-
liale Tumorzellen binden und eliminieren, sofern sie ICAM2 exprimieren, wie an Zell-
linien des Pakreaskarzinoms gezeigt werden konnte (Liu et al., 2009). Eine weitere
Studie, die sich mit dem Pankreaskarzinom beschaftigte, fand heraus, dass die
ICAM2-Expression mit der Entwicklung von Adenom zum Karzinom abnimmt und
somit die Identifikation und Elimination von Tumorzellen erschwert ist (Hiraoka et al.,
2011). Die Arbeitsgruppe um Tanaka et al. fand in Versuchen heraus, dass auch das
Magenkarzinom durch ICAM2 beeinflusst wird. Mause mit peritoneal metastasiertem
Magenkarzinom, denen ICAM2 Uber Vektoren injiziert wurde, Uberlebten signifikant
langer als Mause ohne ICAM2. Dieser Entdeckung kdnnte zu Grunde liegen, dass
die Adhasion und Aktivierung naturlicher Killerzellen durch die Anwesenheit von
ICAM2 verbessert wird (Tanaka et al., 2004). Im Mundhohlenkarzinom scheint
ICAM2 eine erhdhte Resistenz gegenuber Strahlentherapie zu bewirken. Tumorzel-
len, die viel ICAM2 exprimierten, sprachen schlechter auf die Bestrahlung an und
Zellen, in denen ICAM2 herabreguliert wurde, wiesen eine erhdhte Sensitivitat auf

(Ishigami et al., 2008). Daten zum Ovarialkarzinom gibt es bisher nicht.

1.4.3 BCAM - Basal cell adhesion molecule
Das Gen fur BCAM, auch bekannt als CD239 oder F8/G253, wurde im Jahre 1984
durch Rettig et al. auf Chromosom 19 entdeckt (Rettig et al., 1984). BCAM und das

Lutheran Antigen Glykoprotein sind zwei Splicevarianten des Gens auf Chromosom

19 und gehdren beide der Gruppe der immunglobulingekoppelten Adhasionsmoleku-
le an (Rahuel et al., 1996). Genauer beschrieben wurde BCAM durch Campbell et al.
im Jahre 1994. BCAM hat ein Gewicht von 90 kDa und besteht aus einer intrazellula-
ren Domane mit dem C-Terminus, einer hydrophoben transmembranésen Domane
und einer extrazellularen Domane mit dem N-Terminus. Die immunglobulindhnlichen,
extrazelluldaren Domanen bestehen aus zwei variablen (V) und drei konstanten
Schleifen (C2) (Abbildung 6). Die extrazellularen Anteile von BCAM und dem Lu-
theran Antigen Glykoprotein sind identisch, die beiden Molekile unterscheiden sich
nur durch ihre intrazelllulare Domane voneinander, die bei dem Lutheran Antigen
Glykoprotein um 40 Aminosauren langer ist. Die beiden Adhasionsmolekile binden
an die gleichen Liganden, jedoch ist die intrazellulare Signaltransduktion verschieden
(Zen et al., 1999). BCAM weist ebenfalls strukturelle Ahnlichkeiten zu den Zelladha-
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sionsmolekulen MUC18 und SC1 auf. MUC18 ist beteiligt an der Metastasierung von

Zellen des malignen Melanoms (Campbell et al., 1994).

53 128 172 212 201 337 384 424 473 522

Abb. 6: Struktur von BCAM (Campbell et al., 1994)

Die Arbeitsgruppe um Qin Zen fand heraus, dass Sichelzellen, eine pathologisch
veranderte Form der Erythrozyten, BCAM exprimieren, wortber sie an Laminin bin-
den, einem Bestandteil der extrazellularen Matrix. Bindungsstelle hierfir stellt die
proximale funfte Schleife des BCAM-Molekuls dar. Auch gesunde Erythrozyten tra-
gen BCAM auf ihrer Oberflache, jedoch etwa 67% weniger als die Sichelzellen (Uda-
ni et al., 1998, Zen et al., 1999). Diese Tatsache wird fur die Sichelzellanamie ver-
antwortlich gemacht. Bei diesem Krankheitsbild verfangen sich die pathologischen
Erythrozyten im Gefal3netz und werden lysiert, wodurch es zur Anamie kommt. Die
Bindung von Laminin an BCAM wird bei diesen Zellen durch den erhéhten BCAM-
Gehalt erleichtert (Hines et al., 2003). Im gesunden Gewebe befindet sich BCAM
weiterhin auf dem Endothel von Hautgefalen, in Mantelzellen von Haarfollikeln und

auf Keratinozyten der Basalmembran der Epidermis (Schon et al., 2000).

BCAM wird auch von einer Reihe von Tumorzellen exprimiert. So zeigte sich in Ver-
suchen, dass Zelllinien vom Neuroblastom, Melanom, Astrozytom, Chorionkarzinom,
Nierenkarzinom und Fibroblastom BCAM auf ihrer Oberflache exprimieren (Rettig et
al., 1984). Bei Untersuchungen an verschiedenen Hauttumoren beobachteten Mar-
garete Schon et al. eine Hochregulation von BCAM bei Basaliom, beim malignen Me-
lanom, beim Plattenepithelkarzinom sowie bei einigen benignen epithelialen Hauttu-
moren (Schon et al., 2000). In diesen Tumoren scheint die Interaktion zwischen La-
minin und BCAM an der Tumorprogression beteiligt zu sein (Drewniok et al., 2004).
Studien, die sich mit dem hepatozellularen Karzinom beschaftigten, konnten belegen,
dass BCAM bei diesem Tumor sowohl auf den Zellen als auch in geléster Form im

Serum gehauft auftritt, eventuell als Tumormarker fungieren konnte und mit der Tu-
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morprogression assoziiert ist (Kikkawa et al., 2008, Kikkawa et al., 2014). Auch im
Pankreaskarzinom wurde eine erhohte BCAM-Expression festgestellt, wobei die
Hoéhe der Expression nicht mit dem Alter, dem Geschlecht oder der Resektabilitat des
Tumors korreliert (Yu et al., 2009). Beim Schilddriisenkarzinom scheint eine Herab-
regulation von BCAM mit gréReren Tumoren und dem Vorhandensein von Metasta-
sen assoziiert zu sein (Latini et al., 2013). Neuere Untersuchungen an Zelllinien in
vitro von Chang et al. konnten zeigen, dass BCAM auch eine Rolle bei der Entwick-
lung des Harnblasenkarzinoms spielt. In Gegenwart seines Liganden Laminin hatte
BCAM ein onkogenes Potential und wirde somit zur Tumorprogression beitragen
(Chang et al., 2017).

Es gibt auch Untersuchungen zu dem Vorkommen von BCAM in Ovarialkarzinomen.
So konnte BCAM bereits im Jahre 1994 auf Zellen des epithelialen Ovarialkarzinoms
nachgewiesen werden (Garinchesa et al., 1994). Weitere Experimente konnten bele-
gen, dass BCAM im Ovarialkarzinom zum einen in polarisierter Form auf den Zellen
auftritt und damit eher am basalen Pol der Zellen lokalisiert ist oder dass es sich dif-
fus an der Zelloberflache verteilt. Beide Verteilungsmuster kdnnen in einem Tumor-
nest vorkommen. Die zentralen Anteile der Nester wiesen weniger BCAM auf. Die
hochste BCAM-Expression weisen demnach serése Karzinome auf, gefolgt von en-
dometrioiden Karzinomen (Maatta et al., 2005). Bisher wurden keine Daten erhoben,

die den Einfluss von BCAM auf die Prognose des Ovarialkarzinoms untersuchten.
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Unter den gynakologischen Tumoren besitzt das Ovarialkarzinom die héchste Morta-
litdt. Es zeichnet sich durch eine frihzeitige peritoneale Metastasierung und eine
hohe Rezidivrate aus. Auch nach ausgedehnten Operationen mit dem Ziel der restlo-
sen Tumorentfernung und anschlieender Chemotherapie bleibt die Prognose wei-

terhin unbefriedigend.

Fir die Entwicklung neuer Therapieansatze und fur die Moglichkeit einer besseren
Einschatzung der Prognose ist es hilfreich, die Tumorbiologie der Zellen besser zu

verstehen. Dazu soll diese Arbeit unter anderem beitragen.

Frihere Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Frau Dr. rer. nat. Oliveira-Ferrer
konnten herausfinden, dass c-Fos in Ovarialkarzinomen als Tumorsuppressor fun-
giert. Es nimmt unter anderem Einfluss auf die Regulation der Adhasionsmolekule
ICAM1, ICAM2 und BCAM. Die Bedeutung dieser Molekile flr die Metastasierung
und fur die Prognose des Ovarialkarzinoms wurden in dieser Arbeit mit Hilfe von im-
munhistochemischen Untersuchungen und Western-Blot-Analysen untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientinnenkollektiv

Die in dieser Arbeit untersuchten Tumorproben entstammen Patientinnen, die zwi-
schen 1996 und 2014 am Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf an Ovarialtumo-
ren operiert wurden. Die Patientinnen erklarten sich schriftlich damit einverstanden,
dass Gewebeproben fur Forschungszwecke verwendet werden, sofern diese nicht in

der Pathologie fur diagnostische Zwecke bendotigt wurden.

Das Gewebe wurde zugig nach der Operation in das Gynakologische Forschungsla-
bor Uberflhrt. Hier wurden die Tumorproben weiter verarbeitet und von Uberschissi-
gen Geweben befreit, wie beispielsweise Fettgewebe, das keine Tumoranteile ent-
halt. Die fur die Western-Blots bestimmten Gewebe wurden in Kryoréhrchen Uber-
fuhrt und bis zur Weiterverarbeitung in der Stickstofftonne konserviert. Die Handha-
bung des fiur die Immunhistochemie verwendeten Gewebes wird in Abschnitt 3.2.1

naher erlautert.

Die wichtigen Informationen fir das so entstandene Kollektiv wurden in einer Daten-
bank gesammelt und regelmafig aktualisiert. Zu diesen Informationen zahlen bei-
spielsweise das Operationsdatum, das Datum der Erstdiagnose, der klinisch-patho-

logische Befund der Tumoren und das Operationsergebnis.

2.1.2 Material und Geréate fir die Immunhistochemie

Tabelle 3: Verwendete Geréte in der Immunhistochemie

Gerite und Materialien Bezugsquelle
Deckglaschen Carl Roth
Hubkolbenpipetten Eppendorf
Kamera DFC 320 Leica
Kihlschrank Liebherr
Mikroskop Axioskop 40 Zeiss

Mikrowelle MW800 Continent
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Geréte und Materialien

Bezugsquelle

Multipipetten

Objekttrager Super Frost Plus
Pipettenspitzen
Schlittenmikrotom
Trockenschrank TDO 60
Wasserbad DG5552

Zentrifugenréhrchen

Eppendorf
Glaswarenfabrik Karl Hecht
Eppendorf, TipOne

Leica

Medite Medizintechnik
AEG

Sarstedt, Greiner

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien in der Immunhistochemie

Substanz

Bezugsquelle/ Rezept

ABC-Kit Elite
ABC-Kit Standard
Antibody-Diluent
Aqua destillata

Citrat-Puffer (10 mM, pH 6)

DAB Peroxidase Substrate Kit
Ethanol >99,8%

Eukitt

Fettstift

H202 30%

Hamatoxylin

Methanol

TBST-Waschpuffer

Xylol

Vector Laboratories

Vector Laboratories

Dako

UKE-eigene Destillationsanlage

2,99 tri-Natriumcitrat-Dihydrat in 1000ml Aqua
dest., pH-Einstellung mit NaCl

Vector Laboratories
Sigma-Aldrich

Fluka

Dako Pen

Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA

J. T. Baker

0,2M Tris-HCI + 1,37M NaCl; 1:10 in Aqua dest +
0,05% Tween 20; pH 7,6

Sigma-Aldrich
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Tabelle 5: Verwendete Antikdrper in der Immunhistochemie

Antikorper

Bezugsquelle

Anti-BCAM (rabbit monoclonal)

Anti-ICAM1 15.2 (mouse monoclonal)
Anti-ICAM2 (mouse monoclonal)
Anti-mouse IgG (biotinylated horse antibody)
Anti-rabbit IgG (biotinylated goat antibody)
Isotype Control IgG (mouse monoclonal)

Isotype Control IgG (rabbit monoclonal)

LSBio (LifeSpan BioSciences, Inc), Best.-Nr. LS-

C138475

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Best.-Nr. sc-107

Sino Biological Inc., Best.-Nr. #10332-MMO06
Vector Laboratories, Best.-Nr. BA-2000

Vector Laboratories, Best.-Nr. BA-1000

Dako, Best.-Nr. X0931

Dako, Best.-Nr. X0903

2.1.3 Material und Geréate fir die BCA-Proteinbestimmung

Tabelle 6: Verwendete Gerate in der Proteinbestimmung

Gerate

Bezugsquelle

96-Well-Platte
Photometer Sunrise Remoteq

Reaktionsgefalie

Vortex Genie 2

life technologies
Tecan
Eppendorf

Scientific Industries

Tabelle 7: Verwendete Geréate in der Proteinbestimmung

Substanzen

Bezugsquelle/ Rezept

Albumin Standard

BCA Protein Assay Reagent A
BCA Protein Assay Reagent B
RIPA

Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

790mg Tris in 75 ml Aqua dest + 900mg NaCl,

pH auf 7,4 einstellen mit HCI + 10ML NONIDET

P40 +200pl 0,5 M EDTA, auf 100ml aufflllen
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2.1.4 Material und Gerate fur den Western-Blot

Tabelle 8: Verwendete Geréte fir den Western-Blot

Gerite und Materialien

Bezugsquelle

Becherglaser

Biofuge fresco

Cryotome SME

Einschweillgerat

Electrophoresis Power Supply EPS-601

Electrophoresis unit SE 600
GS-800 Calibrated Densitometer

Heizplatte Ikamag Reo

Hoefer Standard Vertical Slab Unit SE600

Hoefer Transphor Unit TE 42
Homogenisator
Hubkolbenpipetten
Multipipetten

Objekttrager Super Frost Plus
Peltier Thermal Cycler PTC-200
Pipettenspitzen
Reaktionsgefalie
Roéntgenkassetten (18x24cm)
Ruhrplatte RO 5 power
Schuttler WT16

Vortex Genie 2

Waage KB 600-2

z.B. Schott Duran, VWR

Heraeus Instruments (Kendro Laboratory
Products)

Thermo Shandon

Ciatronic

Amersham Pharmacia Biotech
Pharmacia Biotech

BioRad

Ikawerke Janke & Kinkel
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Precellys

Eppendorf

Eppendorf

Glaswarenfabrik Karl Hecht
MJ Research (MS Laborgerate, Heidelberg)
Eppendorf, TipOne

Eppendorf

A. Hartenstein bzw. Philips
Ikawerke Janke & Kiinkel
Biometra

Scientific Industries

Kern & Sohn
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Tabelle 9: Verwendete Chemikalien fiir den Western-Blot

Substanzen

Bezugsquelle

Acrylamide/Bis-Acrylamide 40%

Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua destillata

Blotting grade Blocker Nonfat dry Milk

Blotting Paper
Bromphenolblau
Chemiluminescent
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol

Fuji Medical X-Ray-Film
Glycerol

Glycin

Hamatoxylin

Immobilon P PVDF-Membran
Isopropanol

Methanol

Natriumchlorid

Natronlauge

Saccharose

Salzsaure
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

3-Mercaptoethanol

Tertramethylethylendiamin (TEMED)

Tissue-Tek
Tricine
Trizma-Base

Tween 20

MP (North America)

BioRad

UKE-eigene Destillationsanlage

BioRad
Machery-Nagel
Merck KgaA
Thermo Scientific
Merck KgaA
Sigma-Aldrich
Fuji

Merck KgaA
Carl Roth
Merck KgaA
Millipore
Sigma-Aldrich
J. T. Baker
Carl Roth
Merck KgaA
Serva

Merck KgaA
Fluka Biochemika
Sigma-Aldrich
Serva

Sakura

Carl Roth
Sigma-Aldrich

Merck KgaA
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Tabelle 10: Verwendete Antikdrper fir den Western-Blot

Antikorper

Bezugsquelle

BCAM

GAPDH (FL-335)

ICAM1

Sekundarantikérper goat anti-mouse IgG-HRP

Sekundarantikorper goat anti-rabbit IgG-HRP

LSBio (LifeSpan BioSciences, Inc), Best.-Nr. LS-
C138475

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Best.-Nr.
sc-25778

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Best.-Nr.
sc-8439

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Best.-Nr.
sc-2055

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Best.-Nr.
sc-2054
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2.2 Methoden

2.2.1 Immunhistochemische Untersuchung

Gewebe fur die Immunhistochemie

FUr die immunhistochemischen Untersuchungen wurden formalinfixierte und in Par-
affin eingebettete Tumorproben verwendet. Die verwendeten Gewebe entstammen
Patientinnen aus dem oben genannten Kollektiv. Die Tumore wurden von den Gyna-
kologen des UKE operativ entfernt und von den Mitarbeiterinnen des Labors unver-
zuglich in Formalin fixiert. In dem Formalin verweilten die Gewebeproben fur ca.

12-20 Stunden bei Raumtemperatur und wurden dann mit PBS-Puffer gewaschen.

Anschlieend wurde das Gewebe in Paraffin eingebettet. Die Tumorblocke wurden
bei Raumtemperatur aufbewahrt. Um sie zu schneiden und auf die Objekttrager zu

bringen wurden sie fur einige Stunden bei -20°C gelagert.

Die Paraffinblocke wurden dann tiefgekuhlt in das Schlittenmikrotom eingespannt.
Das Gerat wurde auf 4 um eingestellt und die so hergestellten Schnitte zuerst in ein
Gefal® mit entionisiertem, ca. 20°C warmem Wasser Uberflhrt, um sich zu entfalten.
Anschlielend wurden sie mit Hilfe der Objekttrager in ein Warmebad, das auf 45°C
eingestellt war, transportiert. Durch die Warme entfalten sich die noch in Paraffin ge-
betteten Schnitte und ziehen sich glatt. Dann konnten sie endguiltig auf die Objekttra-
ger aufgezogen und zum Trocknen auf eine Heizplatte gelegt werden. Damit sich die
Schnitte auch sicher mit dem Objekttrager verbinden und in den nachfolgenden Ver-
suchen nicht abschwimmen, wurden sie nach dem Schneiden Uber Nacht bei

50-60°C in den Warmeschrank gestelit.

Immunhistochemische Farbung

Mit Hilfe der Immunhistochemie kdnnen Proteine durch markierte Antikdrper sichtbar
gemacht werden. Daraus lassen sich Rlckschllsse ziehen auf die Lokalisation eines

Proteins.

Zunachst musste das in Paraffin eingebettete Tumormaterial entparaffiniert werden.
Paraffin ist lipophil. Da die Antikorper jedoch in wassrigem Milieu vorliegen, mussen
die Schnitte schrittweise an dieses gewdhnt werden. Hierfur wurden die Objekttrager

in einer Halterung fur zweimal zehn Minuten in ein Xylol-Bad gestellt. Danach sollte
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das Paraffin aus den Schnitten entfernt sein. Um sie an das wassrige Milieu zu ge-
wohnen, wurden die Schnitte fur jeweils funf Minuten in 99% und 96% Alkohol ge-

taucht.

Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, mussten im nachsten Schritt die endo-
genen Peroxidasen blockiert werden. Dabei handelt es sich um korpereigene Enzy-
me, die sich vor allem in Hamoglobin, Myoglobin, Zytochrom und Katalase befinden,
und die durch ihre Aktivitat eine Farbung hervorrufen kénnen. Zur Blockade eignet
sich eine Losung von 3,3 ml 30%igem H202 auf 200 ml Methanol. In dieser Losung
blieben die Objekttrager fur 30 Minuten stehen. AnschlielRend wurde die absteigende
Alkoholreihe fortgesetzt, wobei nochmals fur finf Minuten in 96% Alkohol und far
zweimal funf Minuten in 80% Alkohol inkubiert wurde. Um den Alkohol aus dem Ge-
webe zu entfernen, wurden die Schnitte wieder fur zweimal finf Minuten in destillier-

tes Wasser getaucht.

Durch das vorangegangene Fixieren mit Formalin wird eine Quervernetzung unter
den Molekullen eingegangen. Dadurch ist es notwendig, diese vor der Inkubation mit
dem Primarantikorper wieder zu |osen, damit letzterer an die entsprechenden Epito-
pe der Proteine binden kann. Diesen Vorgang bezeichnet man als Antigen-Demas-
kierung. Hierfir wurden die Objekttrager in eine mit Citrat-Puffer geflllte, auf 90°C
vorgeheizte Klvette gestellt und fur 20 Minuten im Dampfgarer stehen gelassen. Um
die Schnitte wieder abzuklhlen, wurden sie je zweimal funf Minuten in Leitungswas-

ser und TBS gewaschen.

Nun folgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper. Um Antikdrper zu sparen, wur-
den die Schnitte ihrer Form entsprechend auf dem Objekttrager mit einem Fettstift
umkreist und danach in eine feuchte Kammer Uberfuhrt. Die Primarantikdrper wurden
in Dako Antibody Diluent verdinnt. Von dieser Losung wurden je 100 ul auf die
Schnitte gegeben. Die Dauer der Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4°C plus eine

zusatzliche Stunde bei Raumtemperatur am nachsten Morgen.

Nach der Inkubation wurde der Primarantikorper abgeschuttet und die Schnitte drei-

mal funf Minuten mit TBS gewaschen.

Als nachstes wurde der biotinylierte Sekundarantikérper, 1:200 verdinnt in TBS, flr
eine Stunde auf die Schnitte aufgetragen. Wahrend der Inkubationszeit wurde das

ABC-Reagenz vorbereitet. Es wurden je zwei Tropfen Reagenz A und Reagenz B auf
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5 ml TBS gegeben. Diese Losung soll fur mindestens 30 Minuten stehen bleiben, be-
vor sie auf die Objekttrager gegeben wird. Das Prinzip der ABC-Methode beruht dar-
auf, dass ein mit Biotin markierter Sekundarantikorper an den Primarantikorper bin-
det. An diesen biotinylierten Sekundarantikérper kann der enzymmarkierte
(Strept)Avidin-Biotin-Komplex (ABC) binden, da Avidin eine sehr hohe Affinitat zu
Biotin hat. Bei Biotin handelt es sich um ein wasserlosliches Vitamin, welches sich
gut an verschiedene Strukturen wie Antikérper koppeln lasst, ohne deren chemische
Eigenschaften zu verandern. Avidin ist ein Glycoprotein und wird aus Huhnereiweif}
gewonnen. Es besitzt vier Polypeptid-Untereinheiten und seine Tertiarstruktur ermog-
licht eine spezifische Bindungsstelle fur vier Molekule Biotin. Der Komplex ist so auf-
gebaut, dass an das Avidin bereits drei Molekule Biotin gekoppelt sind. Die vierte
Bindungsstelle bleibt frei fur das Biotin des Sekundarantikorpers (Noll and Schaub-
Kuhnen, 2000).

§ g (Strept-) Avidin-
X(Q') <®)> Biotin-Enzymkomplex

Briickenantikorper,
// x«-) biotinyliert
/) k\ Primarantikorper

Antigen

Nach der Inkubationszeit von 60 Minuten wurde der Uberschussige Sekundarantikor-
per abgeschuttet und die Reste durch dreimaliges Waschen mit TBS fur jeweils funf

Minuten herausgespuilt.

Dann wurde der ABC-Komplex auf die Schnitte aufgetragen und fir 30 Minuten dort
belassen. Anschlieliend wurden die Schnitte erneut mit TBS gewaschen. Die Detek-
tion der Antigene erfolgte mit Hilfe von DAB (3,3-Diamino-Peroxidase-Substrat). Hier-
fur wurden zwei Tropfen Puffer Stock Solution und vier Tropfen DAB Solution mit

5 ml destillietem Wasser vermengt. Zum Start der Reaktion wurden weitere zwei
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Tropfen Hydrogen Peroxide Solution hinzugefugt und die Losung auf die Schnitte
verteilt, wodurch ein brauner Farbkomplex entsteht. Die Schnitte wurden beobachtet,
um eine Uberfarbung zu vermeiden. Bei gewlinschter Intensitat der Farbung wurde

die DAB-L6sung abgegossen und fur finf Minuten in Leitungswasser gewaschen.

Danach wurden die Schnitte fir ca. zehn Sekunden in saurem Hamalaun nach May-
er getaucht, anschlielfend kurz in HCI-Ethanol getaucht um dann fur fiUnf Minuten un-
ter flieRendem Wasser geblaut zu werden. Hamalaun ist ein basischer Farbstoff in
saurer Losung, deren pH-Wert zwischen vier und funf liegt. Er farbt die Kerne der
Zellen blau an, da nur diese im sauren Milieu negative Ladungen besitzen, an die
sich die basischen Farbstoffe anlagern.

Nach dem Farben wurden die Schnitte mit Hilfe der aufsteigenden Alkoholreihe ent-
wassert und zwar fir je funf Minuten in 80%, 96% und 99% Alkohol und fir zweimal
zehn Minuten in Xylol. Nun konnten die Objekttrager mit dem Kunstharzlack Eukitt
Uberzogen und mit Deckglasern eingedeckt werden. Die Schnitte trockneten Uber

Nacht unter dem Abzug und konnten am nachsten Tag mikroskopiert werden.

Kontrollen

Um sicherzugehen, dass die Farbung spezifisch ist, wurden in den Durchgangen
Negativkontrollen und Isotypkontrollen durchgeflihrt. Fir die Negativkontrollen wurde
TBS auf die Schnitte gegeben anstelle des Primarantikorpers. Wenn unter dem Mi-
kroskop keine Farbung sichtbar war, konnte davon ausgegangen werden, dass die
Reaktion spezifisch ist. Fur die Isotypkontrolle wurde der Isotyp-Antikorper, der der
gleichen Spezies entspricht wie der Primarantikdrper, in der gleichen Verdinnung
wie dieser aufgetragen und ebenfalls Uber Nacht inkubiert. Auch in diesem Fall war
von einer spezifischen Reaktion des Primarantikérpers auszugehen, wenn der

Schnitt keine Farbungen aufwies.

Als Positivkontrolle wurde in jedem Farbedurchgang ein Schnitt mitgefuhrt, der eine
eindeutige Farbung aufweist. Dieser diente in allen Durchgangen als Vergleich und

stellte sicher, dass der Antikdrper funktionierte.
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Auswertung der Immunhistochemie

Die Auswertung der Farbung erfolgte anhand des Immunreaktiven Scores (IRS), bei
dem zwei Untersucher unabhangig voneinander die Schnitte unter dem Mikroskop
betrachteten und die Intensitat und die Quantitat der Farbung beurteilten. Fur die In-
tensitat wurden Werte von 0-3 vergeben:

0 = keine Farbreaktion

1 = schwache Farbreaktion
2 = mafige Farbreaktion

3 = starke Farbreaktion

Um die Quantitat der positiven Tumorzellen beurteilen zu kdnnen, wurde die Anzahl
gefarbter Zellen in Prozent ermittelt. In diesem Fall wurden funf Werte von 0-4 ver-

geben:

0 = keine Zellen

1 = weniger als 10% der Zellen

2 = zwischen 10 und 50% der Zellen
3 = zwischen 51 und 80% der Zellen
4 = mehr als 80% der Zellen

Die ermittelten Werte fur den jeweiligen Tumor wurden multipliziert. So ergaben sich

die Werte fur den IRS, die folgendermalden interpretiert wurden:

0-2 = negativ

3-5 = schwach positiv
6-8 = maRig positiv
9-12 = stark positiv

Nun lie3en sich die Werte statistisch auswerten.
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2.2.2 \Western-Blot-Analyse

Herstellung von Tumorlysaten

Der erste Schritt fur den Western-Blot bestand darin, aus vorhandenen Gewebepro-
ben Proteinlysate herzustellen. Hierfir wurden zunachst Kryoschnitte angefertigt, um

sicherzugehen, dass das asservierte Gewebe tatsachlich Tumorzellen enthalt.

Das Gewebe wird bei einer Temperatur von ca. -196°C in flissigem Stickstoff gela-
gert. Damit es nicht degradiert, sollte es stets gekuhlt gelagert werden. Um die Kryo-
schnitte anzufertigen, wurden die Gewebeproben dem Stickstoff enthommen und auf
Trockeneis lagernd transportiert. Es wurden kleine Stucke von jeder Probe entnom-
men und mit Hilfe von Tissue Glue auf einem Metallstempel befestigt. Die Stempel
wurden im Kryotom eingespannt. Dann konnten von dem tiefgekuhlten Gewebe
Schnitte angefertigt und auf die Objekttrager aufgebracht werden. Dieses Verfahren

wurde fur jeden Tumor durchgefuhrt, von dem ein Lysat hergestellt werden sollte.

Zur Beurteilung der Schnitte wurden diese mit der Hamatoxylin-Eosin-Farbung ge-
farbt. Durch Hamatoxylin wurden die Zellkerne durch oben beschriebenen Mecha-
nismus blau angefarbt. Eosin als saurer Farbstoff farbt insbesondere basische Struk-

turen, wie Plasmaproteine, Mitochondrien und Kollagen, rosa.

Nach der Farbung konnten die Schnitte unter dem Mikroskop begutachtet werden.
Fur jeden einzelnen wurde dokumentiert, in welchem Bereich Tumorzellen enthalten
waren, um diesen fur die Lysatherstellung herauszuschneiden. Gewebeschnitte, die
unter dem Mikroskop keine oder nicht ausreichend Tumorzellen enthielten, wurden

aus dem Kollektiv gestrichen.

FUr die eigentliche Herstellung der Lysate wurden aus dem Gewebestlck Portionen
von 40-70 mg herausgeschnitten und in ein kleines Gefall Gberfihrt, das zusatzlich
Porzellankugelchen enthielt. Diesem Gefald wurde 1 ml des Lysepuffers RIPA hinzu-
gefugt. AnschlieBend wurden die Gefalle zum Homogenisieren flr zweimal 20 Se-
kunden in den Homogenisator Uberfuhrt. Um das eigentliche Tumorlysat von uner-
wlnschtem Fett und den Porzellankigelchen zu trennen, wurden die Proben flr flinf
Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Danach wurde das unter der Fettschicht ent-
standene Lysat abpipettiert und in Reaktionsgefal’e tUberfuhrt, in denen die Proben

bei -80°C kryokonserviert werden.
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Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinmenge in den hergestellten Lysaten erfolgte mithilfe der
Bicinchoninsaure-Assay-Methode (BCA-Assay). Das Prinzip dieser Methode beruht
darauf, dass die Proteine im alkalischen Milieu die Cu?*-lonen zu Cu*-lonen reduzie-
ren. Die Cu*-lonen bilden mit der Bicinchoninsaure einen Farbkomplex, dessen
Extinktion im Photometer bei einer Wellenlange von 562 nm bestimmt werden kann.
Die Intensitat der Farbreaktion ist proportional zu dem Proteingehalt der zu messen-

den Probe. Auf diese Weise lasst sich die Menge der Proteine bestimmen.

Fur die Kalibrierung des Photometers wurde zunachst eine Eichkurve erstellt mit ei-
nem Proteinstandard aus Rinderserumalbumin (BSA), dessen Proteingehalt bereits
bekannt war. Hierfur wurden sieben 1,5 ml-Eppendorf-Gefalte von A-G beschriftet.
Aus der BSA Stammlésung wurden 500 pul in Gefaly A und 375 ul in Gefald B pipet-
tiert. Ein weiteres Eppendorf-Gefald wurde fur die Leerprobe vorbereitet. Das Pipet-

tierschema sieht wie folgt aus:

Tabelle 11: Pipettierschema der Proteinbestimmung

Eppendorf BSA- BSA Zugabe in pl RIPA-Zugabe in  TRIS/HCI

-GefaB Konzentration in pl Zugabe in pl

A 1000 500 aus Stammlésung 200 300
B 750 375 aus Stammlésung 200 425
C 500 500 aus A 100 400
D 250 500 aus C 100 400
E 125 500 aus D 100 400
F 62,5 500 aus E 100 400
G 31,25 500 aus F 100 400
blank - - 20 80

Die Tumorlysate wurden bei -20°C verwahrt und mussten langsam auf Eis lagernd
aufgetaut werden. Von den aufgetauten Proben wurden jeweils 25 pl in ein Eppen-
dorf-Gefaly pipettiert und mit 100 pl Tris/HCI (50 mM) versetzt. Auf dem Vortexer

wurde beides gut vermischt.
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Anschlieend wurden der Standard und die vorbereiteten Tumorproben in eine 96-
Well-Platte pipettiert.
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Abb. 8: 96-Well-Platte (Aksamitiene, 2009)

Alle Bestimmungen erfolgten im Doppelansatz. Die Werte sollten nicht zu stark von-
einander abweichen, ansonsten wurde die Bestimmung wiederholt. In Spalte 1 und 2
in die Zeilen A-G wurden jeweils 25 ul des Standards pipettiert, H war dem Leerwert
vorbehalten. In die Spalten 3-12 wurden 25 ul der Tumorproben pipettiert, auch hier
jeweils im Doppelansatz. Den Wells mussten noch jeweils 200 ul der BCA-Arbeitslo-
sung hinzugefligt werden, die aus den Lésungen A und B des BCA-Kits von Thermo
Scientific hergestellt wurde. Hierfur wurden Arbeitslosung A und Arbeitslosung B in
einem Verhaltnis von 50:1 vermengt. Im Anschluss daran erfolgte ein violetter Far-

bumschlag der Flussigkeiten in den Wells.

Die Platte wurde bei 37°C in den Brutschrank gestellt. Nach 60 Minuten erfolgte die
Bestimmung der Extinktion bei 562 nm im Photometer. Aus den Extinktionswerten
der Standards konnte die Eichkurve ermittelt und anschlie3end die Proteinkonzentra-

tion der Tumorproben berechnet werden.

Western Blotting

Das eigentliche Western-Blot-Verfahren erfolgte in drei groReren Arbeitsschritten.

Zunachst wurden die Proteine aus den Lysaten durch die Gelelektrophorese ihrer
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Grolle nach aufgetrennt. Die Proteine wurden durch das Blotten von dem Gel auf
eine Membran transferiert. Anschliel’iend wurde bei der Detektion die Membran spe-
zifischen Antikdrpern ausgesetzt, wodurch die Proteine sichtbar gemacht wurden. Im

Folgenden werden die einzelnen Versuchsschritte naher erlautert.

Herstellung der Gele

FUr die Elektrophorese mussten zuerst die beiden Kammern zusammengebaut wer-
den, in die das Gel gegossen wurde. Sie bestehen aus je zwei Glasscheiben, die
durch Klammern zusammengehalten werden und auf einem Fufteil stehen. In die
Kammern wurden Ubereinander zwei Arten von Gel geschichtet, und zwar zum einen
das Trenngel unten, das der Auftrennung der Proteine diente und zum anderen das
Sammelgel, in dem die Proteinlysate konzentriert wurden. Trenn- und Sammelgel
konnten gleichzeitig angesetzt werden. Bei dem hier verwendeten Verfahren handelt
es sich um SDS-PAGE nach Laemmli (Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide-Gel-
Elektrophoresis). Es beruht auf der Erkenntnis, dass die Eigenladung der Proteine
durch Zugabe des anionischen Tensids SDS Uberdeckt wird. SDS bindet an die Pro-
teine, wodurch diese eine negative Ladungsverteilung aufweisen. Wahrend der Elek-
trophorese stolden sich die negativen SDS-Molekile im Gel und die negativ gelade-
nen Proteine ab, wodurch es zu einer Auftrennung des Proteinlysats nach Molekul-
masse kommt. Moleklle hdheren Gewichts werden starker zurtickgehalten als Mole-

kile niedrigeren Gewichts.

Das im hier beschriebenen Western Blot verwendete Trenngel war 10%ig und diente
der Auftrennung von Proteinen mit einer Molekilmasse zwischen 40-90 kDa. Es eig-
nete sich daher am ehesten fur die zu detektierenden Molekule ICAM 1, BCAM und
GAPDH, deren Molekilmasse zwischen 35-100 kDa liegt. Die Zusammensetzung

war wie folgt:

8 g Glycerin

17 ml Aqua dest.

20 ml mit SDS versetztem Gelpuffer
15 ml AA/BAA
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Die Substanzen wurden zusammenpipettiert und auf dem Magnetrahrer vermischt.
Die Polymerisation wurde bewirkt durch 300 ul APS (Ammoniumpersulfat) als Radi-
kalstarter und 30 pl TEMED (Tetramethylethylendiamin) als Katalysator der Reaktion.
Das noch flussige Gel wurde zugig und moglichst blasenfrei zwischen die Glasplat-
ten eingefiillt. Auf das Trenngel wurde anschlieBend 1 ml Aqua dest. pipettiert, um
eventuell vorhandene Blasen aufschwimmen zu lassen. Die Polymerisation dauerte
mindestens 45 Minuten, danach konnte das Wasser abgegossen und die Kamme flr

das Sammelgel eingesetzt werden. Das Sammelgel bestand aus:

11,9 ml Aqua dest.

4,7 ml mit SDS versetztem Gelpuffer
2,3 ml AA/BAA

225 ul APS

25 yl TEMED

Die Polymerisation dauerte hier 30 Minuten, danach konnten die Kdmme gezogen
und die Taschen mit Aqua dest. ausgespult werden, um Gelreste zu entfernen. Im
Anschluss konnte die Kathodenkammer aufgesetzt werden. Sie wurde mit Katho-

denpuffer geflllt, der dann die Sammeltaschen ausfullte.

Probenvorbereitung

Im nachsten Schritt mussten die zuvor vorbereiteten Tumorproben in die Taschen pi-
pettiert werden. Fur die Vorbereitung war zunachst ein Pipettierschema nétig, das
genau festlegte, welche Probe in welche der 20 Taschen gehorte. Die erste und die
letzte Tasche waren jeweils eine Leertasche, das heildt, dass sie nur mit Puffer aufge-
fullt wurden und kein Tumorlysat enthielten. Die zweite enthielt einen Marker. Die drit-
te und die vierte Tasche waren den Kontrollen vorbehalten, die in jedem Western-Blot
mit aufgetragen wurden. Folglich waren pro Gel 15 Taschen fir die eigentlichen Ly-

sate frei.

Die Tumorlysate lagerten bei -80°C und mussten zum Pipettieren auf Eis liegend
aufgetaut werden. In der Proteinbestimmung wurde ermittelt, wie viel Mikroliter des

Lysats notwendig sind, um auf ein Proteingewicht von 20 ug zu kommen. Da alle Ta-
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schen das gleiche Volumen bendtigten, wurde das Restvolumen zu 30 ul mit einem
Lysepuffer aufgeflllt. AnschlieBend konnten die Tumorlysate nach kurzem Aufmi-
schen hinzupipettiert werden. Der Pcsb2-Puffer wurde im Verhaltnis von 1:1 hinzuge-
fugt und damit das Endvolumen von 60 pl erreicht. Nach kurzem Zentrifugieren wur-
den die Proben im Thermozykler bei 95°C fir funf Minuten denaturiert und konnten

nach erneutem Zentrifugieren in die Taschen des Sammelgels pipettiert werden.

Die Elektrophorese-Kammer war mit 4,5 Litern Anodenpuffer geflllt. Die Gelkam-
mern mit der Kathodenkammer konnten nun in die Elektrophorese-Kammer einge-
setzt werden. Es wurde eine Spannung von 56 V eingestellt. Dieses Programm lief
im Schnitt fur 18 Stunden Uber Nacht.

Blotten der Proteine

Die nun durch die Elektrophorese aufgetrennten Proteine mussten aus dem Gel auf
eine Membran Ubertragen werden. Die Membran ist in der Lage, die Proteine durch
hydrophobe Wechselwirkungen irreversibel zu fixieren.

Um die Membran zu aktivieren, wurde sie zuerst in Methanol, dann in Aqua dest. und
anschlielend in Transferpuffer getrankt, bevor sie auf das Gel gelegt wurde. Damit
die Membran auf dem Gel nicht verrutschte, wurde eine Kassette vorbereitet, die mit
ebenfalls in Transferpuffer getrankten Schwammen ausgelegt war. Auf und unter Gel
und Membran lagen noch jeweils drei Bogen Whatman-Papier. Die Kassette wurde
verschlossen und senkrecht in die mit Transferpuffer geflilite Kammer gestellt. Dabei
war es wichtig darauf zu achten, dass die Membran in Richtung der Anode der
Kammer zeigte, da ansonsten in das Whatman-Papier geblottet worden ware und
nicht auf die Membran. Mit dem zweiten Gel wurde ebenso verfahren. Bei einer
Stromstarke von 400 mA wurde fur 4,5 Stunden geblottet.

Im Anschluss wurden die Kassetten der Kammer entnommen und die Membran vor-
sichtig von dem Gel abgehoben. Der Marker diente in diesem Fall als Kontrolle, ob
auch tatsachlich auf die Membran geblottet wurde. Die Membran wurde erneut in
Methanol geschwenkt und danach zum Trocknen fur 20 Minuten liegen gelassen.
Anschliellend konnte die Membran entweder eingefroren werden oder es konnte mit

dem Blocken fur die Detektion begonnen werden.
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Blocken und Inkubation mit Primar- und Sekundarantikorper

Die getrockneten Membranen wurden auf Hohe der 50 kDa Bande zerschnitten. Auf
dem oberen Abschnitt waren die eigentlichen Proteine ICAM1 und BCAM zu finden,
auf dem unteren das Haushaltsgen GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-
genase), ein Enzym der Glykolyse. Von diesen Genen wird angenommen, dass sie in
allen Zellen in der gleichen Menge exprimiert werden. Sie dienen daher als zusatzli-
che Kontrolle, ob von allen Lysaten in etwa die gleiche Menge an Proteinen aufge-

tragen wurde.

Die Membranstlicke wurden erneut in Methanol und Aqua dest. geschwenkt und an-
schlielend mit einer Lésung von Milchpulver als Blockingreagenz berschichtet. Die
Membranen wurden flir mindestens eine Stunde in der Blockingreagenz auf dem
Schdttler belassen. Durch das Milchpulver wurden die unspezifischen Bindungsstel-
len auf der Membran blockiert, die fur starke Hintergrundsignale verantwortlich wa-
ren. Nach dem AbgieRen des Blockreagenzes wurde die Membran flir eine Stunde
oder aber auch Uber Nacht im Kuhlraum mit dem Primarantikorper inkubiert. Dieser
wurde in 1,5% Milchpulverlésung verdunnt, das optimale Verdinnungsverhaltnis
wurde im Vorfeld bestimmt. Im Anschluss wurde die Membran dreimal fur zehn Minu-
ten mit TBST gewaschen, um eventuelle Rickstande von der Membran zu entfernen.
Nun konnte der Sekundarantikorper auf die Membran gegeben werden, ebenfalls in
1,5% Milchpulverlésung verdunnt, in einem Verhaltnis von 1:8000. Die Spezifitat des
Sekundarantikorpers richtete sich nach der Spezies, in der der Primarantikorper pro-
duziert wurde, in diesem Fall Kaninchen und Ziege, wobei der Sekundarantikérper an
die Fc-Region des Primarantikorpers bindet. Dieser Antikorper hatte eine Inkubati-
onszeit von einer Stunde. Nach dieser Zeit wurde die Membran ebenfalls mit TBST

gewaschen und zwar fur viermal zehn Minuten.

Detektion

Fur die eigentliche Detektion, mit der die Proteinbanden sichtbar gemacht wurden,
wurde die Membran fur funf Minuten mit 15 ml des chemilumineszierenden SuperSi-
gnal®-Substrat versetzt. Dieses ist zusammengesetzt aus einer Luminol- und einer
Peroxidlosung im Verhaltnis 1:1. Durch die an den Sekundarantikorper gebundene

Horseradish-Peroxidase (HRP) wurde das Luminol oxidiert. Das Reaktionsprodukt
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sendete Lichtstrahlen mit einer Wellenlange von 430 nm aus. Dadurch wurde ein in
der Dunkelkammer aufgelegter Rontgenfilm in dem Bereich geschwarzt, in dem sich
die zu detektierenden Proteine befanden. Hierfir wurde die Membran luftblasenfrei in
eine matte Klarsichthllle gelegt, die in einer Rontgenkassette befestigt war. In der
Dunkelkammer konnten die Rontgenfilme aufgelegt werden, wobei die Belichtungs-
zeit bei den verschiedenen Antikdrpern zwischen funf Sekunden und 20 Minuten
schwankte. Im Anschluss wurde der belichtete Film in eine Entwicklermaschine ge-

legt, wodurch die Schwarzung sichtbar wurde.

Um die Membranen nach dem Gebrauch zu verwahren, wurden sie in Klarsichtfolie
eingeschweildt und bei -20°C eingefroren.

Re-Blot-Verfahren

Nach der Detektion konnen die Membranen erneut verwendet und auf andere Prote-
ine untersucht werden. Das Verfahren nennt sich Re-Blot, was in diesem Fall fir das
Protein BCAM verwendet wurde. Hierfir wurden die eingefrorenen Membranen flr
funf Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut, der Folie entnommen und fur funf Minu-
ten mit entionisiertem Wasser gespult. Um die alten Antikorper von der Membran zu
entfernen, wurde sie fur 25 Minuten auf dem Taumelschuttler mit einer speziellen Re-
Blot-Solution (in diesem Fall Re-Blot Plus Mild Solution von Millipore), die 1:10 mit
Aqua dest. verdunnt wurde, gewaschen. Im Anschluss wurden die freien unspezifi-
schen Bindungsstellen auf der Membran mit einer Blocking-Reagenz blockiert. Auch
der Primarantikorper BCAM wurde dementsprechend in einem Verhaltnis von 1:5000
in der 10%-Blocking-Reagenz verdunnt. Die weitere Detektion erfolgte nach dem

oben beschriebenen Schema.

Densitometrische Auswertung

Die durch die Detektion erhaltenen Filme mussten im Anschluss densitometrisch
ausgewertet werden, um Zahlenwerte zu erhalten, die sich statistisch auswerten lie-
Ren. Zunachst mussten von jedem Western-Blot und zu jedem Antikorper all die Fil-
me ausgewahlt werden, bei denen die Kontrollen ein in etwa ahnlich starkes Signal
zeigten. Dann wurden die Filme mit Hilfe eines Densitometers eingescannt und die

Dichte der Schwarze bestimmt. Das Programm errechnete Zahlenwerte fur jede
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Schwarzung. Die Werte konnten jedoch nicht direkt miteinander verglichen werden,
da davon auszugehen ist, dass in jedem Western-Blot und der nachfolgenden Detek-
tion andere Bedingungen vorlagen. Aus diesem Grund wurde der Kontrolle ein Wert
von 100 zugeschrieben, mit dem alle anderen Werte abgeglichen wurden. Nun lie-
Ren sich die Werte aller Western-Blots zueinander ins Verhaltnis setzen und statisti-

sche Berechnungen erheben.
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3. Ergebnisse

Diese Arbeit setzt sich zusammen aus zwei experimentellen Teilen. Zunachst wurden
einige Tumorproben immunhistochemisch untersucht, um die Verteilung der Proteine
BCAM, ICAM1 und ICAM2 zu analysieren. Anschliellend wurden die Proteinexpres-

sionen des gesamten Kollektivs mittels Western-Blot ermittelt.

3.1 Das Patientinnenkollektiv

Das Gesamtkollektiv besteht aus 250 Ovarialkarzinomen. Die klinisch-pathologi-
schen Parameter sehen wie folgt aus:

Tabelle 12: Klinisch-pathologische Parameter des Gesamtkollektivs

Malignitét Lymphknotenstatus
Priméares Karzinom 217 positiv 58
Rezidiv 14 negativ 132
Borderline-Tumor 15 fehlend 60
Zystadenome 4
Alter in Jahren Histologie
Mittelwert 60 serds-papillar 194
Median 62 muzin®s 4
Altersspanne 21-90 endometrioid 10
gemischt 6

FIGO-Stadium undifferenziert 5
| 9 klarzellig 4
I 8 fehlend 27
i 156
v 46
fehlend 31 OP-Ergebnis

. tumorfrei 147
Grading Tumorrest < 1cm 39
1 12 Tumorrest > 1cm 27
2 57 fehlend 37
3 155
fehlend 26

Rezidivfreies Intervall

Metastasenstatus Mittelwert 24,4
positiv 49 Median 16
negativ 149 Bereich 0-176
fehlend 52 fehlend 27
Metastasenort
Leber 14 Gesamtiiberleben in Monaten
Lunge 2 Mittelwert 33,4
Pleurakarzinose 13 Median 20
Skelett 1 Bereich 0-176
Thorax ! fehlend 21
retroperitoneale Lymph- 1
knoten Verstorben
Sonstige 5 ja 140

fehlend 12 nein 90
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Das Gesamtkollektiv wurde hinsichtlich der bekannten Prognosefaktoren des Ovari-
alkarzinoms auf das Gesamtiiberleben und das rezidivfreie Uberleben untersucht.
FUr die Gruppe der Borderline-Tumoren und die der Zystadenome lagen keine Fol-
low-Up-Daten vor, sodass diese in die Berechnungen nicht integriert sind. Die mittels
Log-Rank-Test ermittelten Werte zeigten signifikante Korrelationen zwischen dem
GesamtlUberleben beziehungsweise dem rezidivfreien Intervall und dem FIGO-Stadi-
um, dem Nodalstatus, dem Metastasenstatus, der Histologie und dem OP-Ergebnis.
Lediglich die Analyse des Gradings zeigte keine signifikanten Korrelationen. In der
nachfolgenden Tabelle 13 sind die p-Werte sowohl flir das Gesamtuberleben als

auch fur das rezidivfreie Intervall dargestellt.

Tabelle 13: Korrelation zwischen dem Gesamtlberleben bzw. dem rezidivfreien
Intervall und den Prognosefaktoren

Prognosefaktor Log-Rank Log-Rank
Gesamt-  Rezidivfreies
iiberleben Uberleben
FIGO-Stadium gruppiert (FIGO I+II/ FIGO III/ < 0,001 < 0,001
FIGO IV)
FIGO-Stadium < 0,001 < 0,001
Nodalstatus < 0,001 < 0,001
Metastasenstatus < 0,001 < 0,001
Histologie < 0,001 < 0,001
OP-Ergebnis < 0,001 < 0,001
Tumortyp 0,033 -
Alter bei Erstdiagnose 0,104 0,752
Grading 0,609 0,219

In den Abbildungen 9-20 sind die Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtuberlebens und
des rezidivfreien Intervalls in Abhangigkeit von den jeweiligen Prognosefaktoren ne-

beneinander dargestellt.
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3.2 Immunhistochemische Analyse

Fir die immunhistochemische Analyse wurden 37 in Paraffin eingebettete Tumorpro-
ben untersucht. Die Expression der Proteine BCAM, ICAM1 und ICAM2 wurde an-
schlieliend mikroskopisch analysiert.

Die Beobachtungen fur ICAM2 entsprachen nicht den Erwartungen. Das Protein
zeigte nicht wie vermutet eine Expression auf der Zellmembran, sondern hauptsach-
lich im Zytoplasma, in den Zellkernen und auch auf nicht tumords entarteten Zellen,
wie beispielsweise Bindegewebszellen. Aus diesem Grund wurden die immunhisto-
chemischen Beobachtungen nicht ausgewertet. Es wurde auch keine Western-Blot-
Analyse durchgefuhrt, da die tatsachliche Proteinmenge aus den Tumorproben nicht

ausschlieRlich den Tumorzellen zugeordnet werden kann.

Die Untersuchungen fur ICAM1 und BCAM zeigten die erwarteten Verteilungen der
Adhasionsmolkile im Zellverband. Die quantitative Auswertung fir BCAM und
ICAM1 erfolgte anhand des IRS-Scores.

3.2.1 ICAM1

Nach der Auswertung mit Hilfe des IRS-Scores ergab sich folgende Verteilung:

30
25

20

Haufigkeit

3 B . ==
0-2 3-5 6-8 9-12

Negatv schwach positiv malkig positiv stark positiv fehlend

Starke der immunhistochemischen Farbung

Abb. 21: Verteilung der Starke der immunhistochemischen Farbung von ICAM1
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Bei der Auswertung der immunhistochemischen Starke von ICAM1 (Abb. 21) stellte
sich heraus, dass ein Groldteil der Tumoren, und zwar 24, keine ICAM1 Expression
aufwies. Bei sieben Tumoren zeigte sich eine schwach positive ICAM1 Expression,
bei dreien eine maRig positive und lediglich ein Tumor wies eine stark positive Ex-
pression auf. Bei zwei Schnitten war keine Beurteilung mdglich, da das Material nicht

auswertbar war.

Auf der folgenden Abbildung 22 sind exemplarisch mikroskopische Bilder der Tumo-

ren mit den vier verschiedenen Farbungsstufen nach dem IRS-Score dargestellt.
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Abb. 22: Starke der immunhistochemischen Farbung von ICAM1
A) Serdses Ovarialkarzinom, 200-fache VergréRerung, G3, negativ

B) Serdses Ovarialkarzinom, 200-fache VergréRerung, G2, schwach positiv
C) Seroses Ovarialkarzinom, 200-fache Vergrof3erung, G3, mafig positiv
D) Seréses Ovarialkarzinom, 200-fache VergréRerung, G3, stark positiv
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Bild A entspricht einem Tumor mit negativer ICAM1 Expression. Sowohl die Intensitat
als auch die Anteile an positiv gefarbten Zellen sind sehr gering. Bild B stellt einen
gering positiven Tumor dar. Die Intensitat der Farbung ist gegenuber Bild A leicht er-
héht und es zeigen sich auch mehr ICAM1-positive Tumorzellen. Die Intensitat der
Farbung auf Bild C ist deutlich erhéht gegeniber Bild B. Dieser Tumor wurde als
malfig positiv eingestuft. Bild D stellt einen stark positiven Tumor dar, sowohl die In-
tensitat als auch die Menge an gefarbten Zellen wurden mit der héchsten Punktzahl

bewertet.

Bei genauerer Betrachtung der Verteilung von ICAM1 lie3en sich folgende Bilder un-
ter dem Mikroskop beobachten:
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Abb. 23: Ovarialkarzinom in 200-facher Ver- Abb. 24: Ovarialkarzinom und ein Gefaf} in 200-
groRerung, G2 facher Vergrofierung, G2

Auf der Abbildung 23 sind Nester von Tumorzellen zu erkennen. Insbesondere am
Rand der Nester zeigt sich die immunhistochemische Farbung von ICAM1 an der
Zellmembran. Das Zytoplasma und der Zellkern sind frei von dem Adhasionsmolekadil.

Auch die am rechten Bildrand gelegenen Fibroblasten weisen kein ICAM1 auf.

Auf der Abbildung 24 ist ebenfalls ein Ovarialkarzinom dargestellt. Auch hier zeigen
sich die Aulienbereiche der Tumornester deutlich ICAM1-positiv, das Bindegewebe
jedoch negativ. Im linken Bildrand sind die von ICAM1 umrandeten Tumorzellen zu
erkennen. Bei der Struktur am unteren Bildrand (*) handelt es sich um ein Gefal} im

Langsschnitt, das ebenfalls eine Farbung aufweist.
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Abb. 25: Ovarialkarzinom in 200-facher Abb. 26: Ovarialkarzinom in 400-facher Vergro-

VergroRerung, G3 Rerung, G2

Auf der Abbildung 25 ist ein stark positiv gefarbtes Ovarialkarzinom zu erkennen. Die
Tumorzellen haben sich in kleinen Grippchen zusammengelagert und insbesondere
die Aullenbereiche der Zellansammlungen weisen eine intensive Anfarbung von
ICAM1 auf.

Der in Abbildung 26 dargestellte Tumor zeigt ebenfalls eine die Karzinomzellen um-
randende Verteilung von ICAM1.

3.2.2 BCAM

Die Verteilung von BCAM zeigte sich nach der Auswertung folgendermalien:

8 I
o I I I 1
0-2 3-5 6-8

9-12
Negatv schwach positiv malig positiv stark positiv fehlend

Haufigkeit
o

-

N

Starke der immunhistochemischen Farbung

Abb. 27: Verteilung der Starke der immunhistochemischen Farbung von BCAM
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Im Gegensatz zur Verteilung von ICAM1 zeigen nur sieben Tumore keine BCAM-Ex-
pression. Weitere sieben Tumore weisen eine schwach positive Farbung auf. 14 Tu-
more sind maRig positiv angefarbt, was der Mehrheit entspricht. Eine stark positive

BCAM-Expression liegt bei acht Tumoren vor. Ein Tumorschnitt war nicht auswertbar.

j L R = he(’i% 203 - 3 l.l ﬁ\'% 'ﬁm a £ e % i e
Abb. 28: Starke der immunhistochemischen Farbung von BCAM

A) Rezidiv eines Ovarialkarzinoms, 200-fache Vergroferung, G3, negativ

B) Serdses Ovarialkarzinom, 200-fache VergroRerung, G2, schwach positiv

C) Sertses Ovarialkarzinom, 200-fache VergroRerung, G3, maRig positiv

D) Serdses Ovarialkarzinom, 200-fache VergréRerung, G3, stark positiv

Auf der Abbildung 28 sind beispielhaft Tumore mit den unterschiedlichen Starken der
immunhistochemischen Farbung dargestellt. Generell lie} sich beobachten, dass die
BCAM-Expression kraftiger ausfallt als die von ICAM1. Auch die Endothelien der

Blutgefalie zeigen eine starkere Farbung von BCAM als von ICAM1.
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Mithilfe der folgenden Bilder wird die Verteilung der Farbung von BCAM genauer er-

lautert:
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Abb. 29: Ovarialkarzinom in 100-facher Vergr6-  Abb. 30: Ovarialkarzinom in 400-facher VergroRle-
Rerung, G2 rung, G2
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Auf den Abbildungen 29 und 30 ist derselbe Tumor in unterschiedlichen Vergrolie-
rungen dargestellt. Die linke Abbildung dient der Ubersicht. Zu sehen sind BCAM-po-
sitiv gefarbte Tumorzellnester, einige Fettzellen und umgebendes Bindegewebe. Die
Endothelzellen von Blutgeféalen (*) stellen sich ebenfalls positiv dar. Auf dem zweiten
Bild ist eine stark vergrolRerte Ansammlung von Tumorzellen zu erkennen. Die Mem-
branen jeder einzelnen Zelle in dem Verband sind stark positiv gefarbt.

bl S S, « a{f’* &
Abb. 31: Ovarialkarzinom in 400-facher Ver- Abb. 32: Ovarialkarzinom in 200-facher Vergro-
gréRerung, G2 Rerung, G3
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Auf der Abbildung 31 sind Tumorzellen und umgebendes Bindegewebe zu sehen.
Die Tumorzellen zeigen eine intensive Anfarbung. Beim Mikroskopieren des Tumors
lieR® sich beobachten, dass insbesondere die Invasionsfronten des Tumors eine stark
positive Farbung zeigen. Beim VergroRern des Schnittes lasst sich erkennen, dass
sowohl die Membranen jeder Tumorzellen als auch das Zytoplasma BCAM exprimie-

ren, wenn auch weniger stark.

Abbildung 32 zeigt wiederum einen Tumor, dessen Membranen eine intensive
BCAM-Expression aufweisen. Beim Zytoplasma sowie beim Bindegewebe fehlt die-

se.
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3.3 Western-Blot-Analyse

Die Auswertung der Western-Blot-Ergebnisse wurde mit Hilfe des Statistikprogramms
SPSS durchgefuhrt. Es erfolgten eine Untersuchung des Gesamtkollektivs und eine
getrennte Untersuchung der Primartumoren, der Rezidivtumore, der Borderline-Tu-

moren sowie der Zystadenome.

Auf der Abbildung 33 sind beispielhaft drei Western-Blot-Filme dargestellt. Auf dem
oberen Film ist das Kontrollgen GAPDH zu sehen, auf dem mittleren ICAM1 und auf

dem unteren BCAM. Die Detektionsbereiche liegen zwischen 35-100 kDa.

Kont. Tumorproben

GAPDH W 35 kDa

BCAM “.*....“.m 90 kDa
icami = ,*".-ﬁﬂ* 100 kDa

Abb. 33: Beispielfilm eines Western-Blots

3.3.1 Untersuchung des Gesamtkollektivs

Haufigkeiten und t-Test-Berechnungen

Die Untersuchung des Gesamtkollektivs (n=250) ergibt Werte der ICAM-Expression
zwischen 0 und 1150. Der Mittelwert liegt bei 82,37, der Median bei 62,21.

Die Analyse der Primartumoren (n=217) ergibt Werte zwischen 0 und 696, einen Mit-

telwert von 80,98 sowie ein Median von 66,93.

In den Abbildungen 34 und 35 sind die logarithmierten ICAM-Expressionswerte des
Gesamtkollektivs und der Primartumoren dargestelit.
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Abb. 34: Histogramm der logarithmierten
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Abb. 35: Histogramm der logarithmierten
ICAM1-Verteilung bei Primartumoren

Die Borderline-Tumoren (n=15) weisen Expressionsraten zwischen 2 und 1150 auf.
Der Mittelwert liegt bei 107,76, der Median bei 37. Bei den Rezidivtumoren (n=14)

zeigen sich ein Minimum von 11, ein Maximum von 156, ein Mittelwert von 80,31 und

ein Median von 85. Die vier Zystadenome zeigen Expressionen im Bereich von 25
und 166. Der Mittelwert liegt bei 69,97, der Median bei 44,35.

Die Tabelle 14 dient der Veranschaulichung der zuvor im Text genannten Werte.

Tabelle 14: ICAM1-Expression nach Tumortyp

Tumortyp Anzahl Minimum Maximum  Mittelwert Median

Primér 217 0 696 80,98 66,93
Borderliner 15 2 1150 107,76 37
Rezidive 14 11 156 80,31 85
Zystadenome 4 25 166 69,97 44,35
Gesamt 250 0 1150 82,37 62,21
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Ein Vergleich der ICAM1-Expression in Primartumoren, Borderline-Tumoren, Rezidi-
ven und Zystadenomen mit Hilfe des t-Tests ergibt keine statistisch signifikanten Kor-

relationen.

Die Rangkorrelationsanalyse nach Spearman ergiebt keinen Zusammenhang zwi-
schen der ICAM-Expression und der BCAM-Expression. Der Korrelationskoeffizient
betragt 0,074 mit einem p-Wert von 0,246.

Die Auswertung der BCAM-Expression fur die 250 Ovarialtumoren ergibt Werte zwi-
schen 0 und 2496. Der Mittelwert der Expression liegt bei 308,52, der Median bei
171,55. Werden ausschlieBlich die Primartumoren (n=217) betrachtet, so ergeben
sich Werte zwischen 3 und 2144 mit einem Mittelwert von 306,5 und einem Median
von 187. Die Abbildungen 36 und 37 zeigen die Histogramme der BCAM-Expression

fur das Gesamtkollektiv und die Primartumoren.

Mittelwert = 308,52
40+ Standarcabweichung = 386,901 30+ Minelwer: = 306,5
N = 250 \_targalr;!abweldeq = 358,487

Haufigkeit
Haufigkeit

10 100 1000 10 100 1000

BCAM Kkorrigiert BCAM korrigiert
Abb. 36: Histogramm der logarithmierten Abb. 37: Histogramm der logarithmierten
BCAM-Verteilung im Gesamtkollektiv BCAM-Verteilung bei Primartumoren

Der Expressionsbereich der Borderline-Tumoren (n=15) liegt zwischen 16 und 272.
Der Mittelwert betragt 108,54, der Median liegt bei 96,82. Fur die 14 Rezidivtumoren
gilt ein Bereich zwischen 21 und 2496. Der Mittelwert liegt bei 611,28, der Median ist
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290. Bei den Zystadenomen (n=4) zeigt sich ein Minimum von 0, ein Maximum von
404, ein Mittelwert von 107,98 und ein Median von 13,89. Eine Ubersichtliche Dar-

stellung der Werte zeigt Tabelle 15.

Tabelle 15: BCAM-Expression nach Tumortyp

Tumortyp Anzahl Minimum Maximum Mittelwert Median

Primartumor 217 3 2144 306,5 187
Borderliner 15 16 272 108,54 96,82
Rezidive 14 21 2496 611,28 290
Zystadenome 4 0 404 107,98 13,89
Gesamt 250 0 2496 308,53 171,55

Die t-Test-Berechnungen zum Vergleich der BCAM-Expression in den verschiedenen

Tumortypen zeigten statistisch signifikante Ergebnisse. Der Mittelwert der Expression

von BCAM in den Rezidivtumoren unterscheidet sich von dem in den Primartumoren

(p=0,05). Der Mittelwert der BCAM-Expression der Primartumoren wiederum unter-

scheidet sich von dem der Borderline-Tumoren (p=0,034). Dementsprechend zeigt

auch der Vergleich von Rezidivtumoren und Borderline-Tumoren einen signifikanten

Unterschied in beiden Gruppen mit einem p-Wert von 0,015. Vergleiche mit der

Gruppe der Zystadenome ergaben keine signifikanten Ergebnisse.

Die Abbildung 38 veranschaulicht den Vergleich der ICAM1- und der BCAM-Expres-

sion in Abhangigkeit von den Tumortypen.
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Abb. 38: Balkendiagramm der ICAM1- bzw. BCAM-Expressionswerte der
Tumortypen im Vergleich

3.3.2 ICAM1
Analyse der Primartumoren mittels x*-Test und Log-Rank-Test

Die weiteren Untersuchungen wurden nur mit der Gruppe der Primartumoren durch-
gefuhrt. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde das Kollektiv in Quartile nach Héhe der
ICAM1-Expression eingeteilt. Das erste Quartil weist eine vergleichsweise geringe
ICAM1-Expression auf, das zweite und das dritte Quartil eine maRige und das vierte
Quartil schlieBlich eine hohe Expression. Die drei Grenzwerte liegen bei 29,75, 66,93
und 115,31.

Zunachst wurde die Korrelation zwischen ICAM1-Expression und den Prognosefak-
toren des Ovarialkarzinoms mittels x2-Test untersucht. Hierbei ergab sich eine signifi-
kante Korrelation zwischen ICAM1-Expression und dem FIGO-Stadium (p < 0,001).
Fur das Grading (p=0,318), den Nodalstatus (p=0,081) und den Metastasenstatus
(p=0,124) lassen sich die Tendenzen eines Zusammenhanges im Balkendiagramm
erkennen, wenn auch keine statistisch signifikanten Werte vorliegen. Zu weiteren kili-
nisch-pathologischen Parametern wie dem Alter, dem histologischen Typen und dem

postoperativen Tumorrest gab es ebenfalls keine signifikanten Korrelationen.
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Wird das Kollektiv anhand der ICAM1-Expressionswerte in zwei Gruppen mit einem
Grenzwert von 66,93 eingeteilt, so ergeben sich statistisch signifikante Werte fiur den
Nodalstatus (p=0,032) und den Metastasenstatus (p=0,023). Auch das Grading na-

hert sich mit einem p-Wert von 0,095 einer statistischen Signifikanz an.

Die Abbildungen 39-42 veranschaulichen in Balkendiagrammen die Korrelation des

FIGO-Stadiums, des Gradings, des Nodalstatus und des Metastasenstatus mit der in
Quartile aufgeteilten ICAM1-Expression.
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Abb. 41: Korrelation zwischen ICAM1 Abb. 42: Korrelation zwischen ICAM1 und
und dem Nodalstatus (NO/ N1) dem Metastasenstatus (M0O/ M1)
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In der Tabelle 16 sind die Prognoseparameter mit den jeweiligen Signifikanzwerten

dargestellt.

Tabelle 16: Korrelation zwischen ICAM1-Expression und Prognosefaktoren

Prognosefaktor

FIGO-Stadium gruppiert (FIGO I+ll/ FIGO Ill/ FIGO 1V)

FIGO-Stadium

Nodalstatus
Metastasenstatus

Alter bei Erstdiagnose
Histologie

OP-Ergebnis

Grading gruppiert (G 1+2/ G3)
Grading

CA-125 préoperativ

p-Wert
< 0,001
0,030
0,081
0,124
0,162
0,178
0,194
0,318
0,355

0,369

Die anhand des Log-Rank-Tests ermittelten Korrelationen der ICAM1-Expression mit

dem Gesamtuberleben und dem rezidivfreien Intervall ergaben keine signifikanten

Ergebnisse. Nachfolgend sind die Kaplan-Meier-Kurven fur das Gesamtuberleben

(p=0,572) und das rezidivfreie Intervall (p=0,481) fur die jeweiligen Quartile darge-

stellt.
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3.3.3 BCAM
Analyse der Primartumoren mittels x*-Test und Log-Rank-Test

Wie schon bei ICAM1 wurden flr die weiteren Analysen nur die Primartumoren be-
trachtet und das Kollektiv nach Hohe der BCAM-Expression ebenfalls in Quartile ein-
geteilt. Die drei Grenzwerte liegen bei 66, 187 und 437.

Die Analysen der Korrelation zwischen der BCAM-Expression und den relevanten
Prognoseparametern ergaben keine statistisch signifikanten Werte. Lediglich das in
zwei Gruppen aufgeteilte Grading (G1+G2/ G3) weist mit einem p-Wert von 0,063

eine Tendenz zur Signifikanz auf.

Auch in diesem Fall wurden die Berechnungen ebenfalls mit der anhand des Medi-
ans in zwei Gruppen geteilten BCAM-Expression durchgefuhrt. Die eine Halfte weist
eine eher niedrige BCAM-Expression auf, die zweite eine eher hohe. Der Grenzwert
der beiden Gruppen lag bei 187. Bei einer Zweiteilung des Kollektivs anhand der
Hoéhe der BCAM-Expression ergeben sich statistisch signifikante Werte fir das Gra-
ding (p=0,008) und fir den histologischen Subtypen (p=0,011).

Ausgewanhlte Prognoseparameter sind in den Abbildungen 45-48 dargestellt.
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Abb. 45: Korrelation zwischen BCAM Abb. 46: Korrelation zwischen BCAM
und dem gruppierten FIGO-Stadium und dem gruppierten Grading (G1+G2/

(FIGO 1+1I/ FIGO 1lI/ FIGO V) G3)
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Abb. 47: Korrelation zwischen BCAM Abb. 48: Korrelation zwischen BCAM und
und dem Nodalstatus (NO/ N1) dem Metastasenstatus (M0O/ M1)

Alle berechneten p-Werte finden sich in der Tabelle 17.

Tabelle 17: Korrelation zwischen BCAM-Expression und Prognosefaktoren

Prognosefaktor p-Wert
FIGO-Stadium gruppiert (FIGO I+Il/ FIGO llI/ FIGO V) 0,716
FIGO-Stadium 0,528
Nodalstatus 0,335
Metastasenstatus 0,506
Alter bei Erstdiagnose 0,396
Histologie 0,122
OP-Ergebnis 0,897
Grading gruppiert (G 1+2/ G3) 0,063
Grading 0,135

CA-125 praoperativ 0,504



Ergebnisse 73

Die anhand des Log-Rank-Tests ermittelten Korrelationen der BCAM-Expression mit
dem Gesamtuberleben und dem rezidivfreien Intervall ergaben keine signifikanten
Ergebnisse. Die Abbildungen 49 und 50 zeigen die Kaplan-Meier-Kurven fur das Ge-
samtuberleben (p=0,209) und das rezidivfreie Intervall (p=0,243) fur die jeweiligen
Quartile.
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Abb. 49: Korrelation zwischen BCAM- Abb. 50: Korrelation zwischen BCAM-

Expression und Gesamtiiberleben Expression und rezidivfreien Intervall
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4. Diskussion

Das Ovarialkarzinom ist der gynakologische Tumor mit der hochsten Mortalitat. Die
schlechte Prognose des Ovarialkarzinoms geht in erster Linie auf die friihzeitige peri-
toneale Streuung und die hohe Rezidivrate zuruck. Trotz radikaler Operationen mit
anschliellender Chemotherapie ist die Prognose heute noch unbefriedigend. Fir die
Entwicklung neuer und effizienterer Therapiekonzepte ist es erforderlich, die Tumor-
biologie der Zellen besser zu verstehen und neue prognostische und pradiktive Fak-

toren zu identifizieren.

Bei der Metastasierung des Ovarialkarzinoms spielen Adhasionsmolekule eine wich-
tige Rolle. Mit Hilfe dieser Molekule haften Tumorzellen an dem Peritoneum an und
bilden neue Tumorherde. Die vorliegende Arbeit hat eine Gruppe von Adhasionsmo-
lekulen untersucht, bei denen vermutet wurde, dass sie eine Rolle bei diesen Pro-
zessen spielen. Das Expressionsmuster von ICAM1, ICAM2 und BCAM in den Tu-
morzellen wurde mit Hilfe von immunhistochemischen Untersuchungen genauer ana-
lysiert. Die prognostische Relevanz der Adhasionsmolekule wurde durch Berechnun-
gen der Korrelation zwischen Expressionshdohe und dem Rezidivfreien- und Gesamt-
Uberleben gepruft. Als Grundlage hierfur diente ein Kollektiv aus 250 Tumoren des

gynéakologischen Forschungslabors des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf.

4.1. Einfluss von klinisch-pathologischen Parametern auf die Prognose

des Ovarialkarzinoms

Es ist eine Vielzahl von Faktoren bekannt, die Einfluss auf die Prognose des Ovarial-
karzinoms nehmen. In der vorliegenden Arbeit wurde das Hamburger Western-Blot-
Kollektiv auf die bereits in der Einleitung erwahnten Prognosefaktoren auf Signifikanz

untersucht.

Der histologische Subtyp des Ovarialkarzinoms ist ein gesicherter Prognosefaktor.
Serdse und endometrioide Tumoren weisen eine bessere Prognose auf als klarzelli-
ge und muzinése Tumoren (Leitlinienprogramm Onkologie et al., 2013). In den Be-
rechnungen korreliert der histologische Subtyp sowohl mit dem Gesamtiberleben (p

< 0,001) als auch mit dem rezidivfreien Intervall (p < 0,001).

Auch das Tumorstadium nach FIGO gehort zu den Prognoseparametern des Ovari-
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alkarzinoms. Patientinnen im FIGO-Stadium | weisen eine deutlich bessere Prognose
auf als Patientinnen im FIGO-Stadium IV (Heintz et al., 2006). Das gleiche Ergebnis
konnten die in dieser Arbeit erhobenen Berechnungen darlegen. Auch hier zeigten
sich sowohl zwischen FIGO-Stadium und Gesamtliberleben (p < 0,001) als auch
zwischen FIGO-Stadium und dem rezidivfreien Intervall (p < 0,001) signifikante Kor-
relationen. Das FIGO-Stadium IV geht mit Fernmetastasen einher. Dementsprechend
konnten die Berechnungen zeigen, dass auch der Metastasenstatus der Patientinnen
mit dem Gesamtluberleben (p < 0,001) und dem rezidivfreien Intervall (p < 0,001) kor-

reliert.

Der wohl wichtigste Prognosefaktor des Ovarialkarzinoms ist der postoperativ ver-
bleibende Tumorrest. Frauen, die ohne Tumorrest operiert werden konnten, Uberle-
ben langer und erleiden seltener Rezidive als Frauen, bei denen makroskopisch
sichtbares Tumorgewebe verbleibt (Bristow et al., 2002, Eisenhauer et al., 2006, du
Bois et al., 2009, Horowitz et al., 2015). Ebenso verhalt es sich bei den Patientinnen
des in dieser Arbeit untersuchten Western-Blot-Kollektivs. Das Operationsergebnis
nimmt signifikanten Einfluss auf das Gesamtlberleben (p < 0,001) und das rezidiv-

freie Intervall (p < 0,001).

Auch das Alter der Patientinnen bei der Erstdiagnose des Ovarialkarzinoms nimmt
einen Einfluss auf die Prognose. Frauen, die in einem Alter von 70 Jahren oder mehr
erkrankten, starben friher und auch haufiger an der Erkrankung (Thigpen et al.,
1993). Aus der Kaplan-Meier-Kurve fur das Gesamtuberleben der Patientinnen des
Western-Blot-Kollektivs lasst sich ablesen, dass Patientinnen, die in einem Alter un-
ter 50 Jahren am Ovarialkarzinom erkrankten, ein besseres Gesamtuberleben auf-
weisen als Patientinnen, die in einem Alter 50-69 Jahren oder gar Uber 70 Jahren er-
krankten. Statistisch signifikant ist diese Beobachtung jedoch nicht (p=0,104). Auch
das rezidivfreie Intervall scheint nicht mit dem Alter bei der Erstdiagnose im Zusam-

menhang zu stehen (p=0,752).

Bei restlos operierten Tumoren ist auch das Grading als Prognoseparameter zu wer-
ten. In diesem Fall zeigten Patientinnen mit G1- und G2-klassifizierten Tumoren ein
langeres Uberleben als Patientinnen mit einem G3-klassifizierten Tumor. Dieser Ef-
fekt liel® sich nicht beobachten, wenn der Tumor nicht restlos reseziert werden konn-
te (du Bois et al., 2009). Die Analysen fur das Gesamtuberleben (p=0,609) und das

rezidivfreie Intervall (p=0,219) in Bezug auf das Grading ergaben in den hier vorge-
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stellten Analysen keine statistisch signifikanten Ergebnisse.

Die Log-Rank-Tests am Western-Blot-Kollektiv ergaben signifikante Korrelationen
zwischen dem Nodalstatus und dem Gesamtiberleben einerseits (p < 0,001) und
dem rezidivfreien Intervall (p < 0,001) andererseits. Ahnliche Ergebnisse lassen sich
in der Literatur finden. Patientinnen mit einem negativen Nodalstatus tUberleben signi-
fikant langer als Patientinnen mit bekannten Lymphknotenmetastasen (Di Re et al.,
1989, di Re et al., 1996).

4.2 Immunhistochemische Analyse

Die Immunhistochemie ist eine etablierte und langjahrig angewandte Methode, mit
der es gelingt, spezielle Moleklle mit der Hilfe von Antikérpern zu markieren und
damit lichtmikroskopisch sichtbar zu machen. Sie dient eher dem qualitativen als
dem quantitativen Nachweis von Proteinen. Bei den Adhasionsmolekilen ICAM1,
ICAM2 und BCAM handelt es sich um Proteine, die in erster Linie auf der Zellmem-
bran von maligne entarteten Zellen zu erwarten sind. Fir ICAM1 und BCAM stimmen
die Beobachtungen mit den Erwartungen uberein. Das Expressionsmuster von
ICAM1 konzentriert sich auf tumords entartete Zellen. Im Tumorzellverband weisen
insbesondere die Zellmembranen der am Rande gelegenen Tumorzellen eine ver-
starkte ICAM1-Expression auf. Die in der Literatur beschriebene Expression von
ICAM1 auf Endothelzellen (Dustin et al., 1986) lie3 sich in dieser Arbeit ebenfalls be-
obachten. Das die Tumorzellnester umgebende Bindegewebe ist frei von ICAM1. Die
beobachtete Verteilung von ICAM1 deckt sich mit den von Arnold et al. beschriebe-

nen Befunden ihrer immunhistochemischen Untersuchungen (Arnold et al., 2001).

Auch das Expressionsmuster von BCAM deckt sich mit vorab beschriebenen Befun-
den. Die Zellmembranen der Tumorzellen wiesen eine kraftige Farbung auf. Lediglich
einige wenige Tumoren wiesen eine zytoplasmatische Expression der Adhdsionsmo-
leklle auf, was sich durch zellulare Transportmechanismen erklaren lasst. Ebenso
zeigten die Endothelzellen angeschnittener Gefalie eine kraftige BCAM-Expression,
wie von Schon et al. beschrieben (Schon et al., 2000). Immunhistochemische Vorun-
tersuchungen konnten zeigen, dass BCAM diffus an der Zelloberflache verteilt ist bei
Zellen, die in zentralen Anteilen der Tumorzellnester eine geringere BCAM-Expressi-

on aufweisen (Maatta et al., 2005). Ein ahnliches Verhalten lie® sich auch bei den in
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dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen beobachten. Die am Rande zum
Stromagewebe gelegenen Bereiche des Tumors, also die Invasionsfront, zeigten ein

erhohtes Vorkommen von BCAM.

Die Beobachtungen fur ICAM2 deckten sich nicht mit den in der Literatur beschrie-
benen Erkenntnissen. Die untersuchten Tumorproben exprimierten ICAM2 nicht nur
auf den Zellmembranen, sondern zusatzlich auch in gro3er Menge in den Zellkernen,
im Zytoplasma und auch auf Zellen, die normalerweise keine ICAM2-Expression
aufweisen sollten, wie Bindegewebszellen. Das vermehrte Vorkommen von ICAM2
im Zytoplasma und in den Zellkernen lasst sich ebenfalls durch den intrazellularen
Transport im Rahmen der Proteinsynthese erklaren. Nicht entartete Bindegewebszel-
len sollten jedoch frei von ICAM2 sein (Thompson et al., 2002). Da es keine Vorun-
tersuchungen zum Expressionsmuster in Ovarialkarzinomen gibt, ist es denkbar,
dass es innerhalb der Tumoren zu einer vollstandigen Deregulation der ICAM2-Ex-
pression kommt. Ebenso ist es mdoglich, dass der verwendete ICAM2-Antikorper
nicht spezifisch an das Zielmolekil gebunden hat.

4.3 Western-Blot-Analyse

Der Western-Blot dient dem quantitativen Nachweis von Proteinen. Es handelt sich
hierbei um eine sehr spezifische und etablierte Methode. Dennoch ist es mdoglich,
dass es bei diesem Verfahren zu Messungenauigkeiten oder Verzerrungen kommen

konnte.

Zum einen ist anzunehmen, dass die in dieser Arbeit untersuchten Adhasionsmoleku-
le im Tumor in vivo nicht homogen verteilt sind. Mikroskopisch liel3 sich beobachten,
dass die Expressionsstarke der Adhasionsmolekile variiert, je nachdem ob man das
Zentrum des Tumors oder die Invasionsfront betrachtet. Die Menge an Adhasionsmo-
lekulen im Lysat konnte sich dementsprechend unterscheiden, je nachdem welcher

Teil des Tumors lysiert wurde.

Es ist weiterhin davon auszugehen, dass die Menge an Adhasionsmolekilen vom
Tumorsitz abhangig ist. Wahrend der Operation wird nach Mdglichkeit der gesamte
makroskopisch sichtbare Tumor entfernt. Es lasst sich nicht beeinflussen, welcher
Teil des Tumors in die Pathologie geschickt wird und welcher der Forschung zur Ver-

fugung gestellt wird. Es ist also mdglich, dass sich in dem Kollektiv sowohl Peritone-
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almetastasen befinden als auch Tumorstlcke des ursprunglichen Primarius, die un-
terschiedliche Mengen der Adhasionsmolekule exprimieren. Um zumindest eine
groRtmogliche Konzentration an Tumorzellen fur die Untersuchung zur Verfigung zu
haben, wurden nur solche Tumorsticke lysiert, die 70% oder mehr Tumorgewebe
enthalten.

Eine mogliche Messungenauigkeit konnte bei der Auswertung der Filme vorliegen.
Bei einigen Proben liel3 sich eine sehr starke und intensive Schwarzung des Films
beobachten. Es ist davon auszugehen, dass bei diesen Proben eine Sattigung er-
reicht war und somit sehr hohe Konzentrationen der Adhasionsmolekule nicht genau
bestimmt werden konnten.

4.3.1 Western-Blot-Analyse von ICAM1

Die einzelnen Tumoren der untersuchten Ovarialkarzinome unterscheiden sich zum
Teil stark in der Hohe der Expression (Minimum 0, Maximum 1150). Die Hohe der
ICAM1-Expression scheint nach der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman nicht
mit der Héhe der BCAM-Expression in Zusammenhang zu stehen. Dies lasst sich
damit begriinden, dass die Regulationsmechanismen der beiden Adhasionsmolekiile,
die fir eine vermehrte oder verminderte Expression verantwortlich sind, sich unter-
scheiden (Kuppner et al., 1990, Bassi et al., 1995, van de Stolpe and van der Saag,
1996, Chang et al., 2017).

Die Expressionshohe von Primartumoren, Borderline-Tumoren, Rezidivtumoren und
Zystadenomen unterscheidet sich nicht signifikant voneinander. Allerdings ist zu be-
denken, dass die Fallzahlen der Borderline-Tumoren (n=15), der Rezidivtumoren
(n=14) und der Zystadenome (n=4) gering ist. Es ware denkbar, dass eventuell vor-
handene Unterschiede aufgrund der geringen Fallzahlen nicht aufgedeckt werden

konnten.

Bei der Analyse der Korrelation zwischen ICAM1-Expression und den Prognosefakto-
ren konnte ein signifikanter Zusammenhang (p < 0,001) zwischen der ICAM1-Ex-
pression und dem FIGO-Stadium der Tumoren festgestellt werden. Bisher hat es kei-
ne Analysen gegeben, die dieses Ergebnis bestatigen oder widerlegen konnten.

Der Nodalstatus in Tumoren mit niedriger ICAM1-Expression unterschied sich signifi-

kant von denen mit héherer Expression (p=0,032). Das gleiche gilt fir den Metasta-
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senstatus (p=0,023). Tumoren mit positivem Nodal- oder Metastasenstatus expri-
mierten im Mittel mehr ICAM1 als Tumoren mit negativem Status. Auch das Grading
weist mit einem p-Wert von 0,095 eine Tendenz zur Signifikanz auf. Somit ist davon
auszugehen, dass eine hohe ICAM1-Expression in Ovarialkarzinomen ein aggressi-
veres Wachstum der Tumorzellen beglinstigt. Das Mammakarzinom, der haufigste
Tumor der Frau, zeigte einen ahnlichen Einfluss von ICAM1 auf die Prognosepara-
meter. Schrdder et al. konnten eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der
Hohe der Expression und dem Nodalstatus und dem Grading aufdecken. In den Zel-
len des Mammakarzinoms korrelierte die Héhe der ICAM1-Expression ebenfalls mit
der Lange des rezidivfreien Intervalls (Schroder et al., 2011). Ahnliches konnten
Usami et al. in ihren Studien am Mundhohlenkarzinom feststellen. Sie beobachteten,
dass die ICAM1-Expressionshohe mit der Invasivitat und dem Lymphknotenmetasta-
senstatus assoziert ist (Usami et al., 2013). Grupp et al. hingegen konnten keinen
Einfluss von ICAM1 auf die Metastasierung des Pankreaskarzinoms beobachten
(Grupp et al., 2018). Das konnte darin begrindet liegen, dass sich Ovarialkarzinome,
Mammakarzinome, Mundhohlenkarzinome und Pankreaskarzinome in ihrer Entste-

hung und Ausbreitung voneinander unterscheiden.

Alle weiteren Prognosefaktoren wie das Alter bei der Erstdiagnose, der histologische
Typ, das OP-Ergebnis und der praoperativ bestimmte Tumormarker CA-125 zeigten

sich unabhangig von der ICAM1-Expression.

Auch das Gesamtluberleben und das rezidivfreie Intervall zeigten in der Kaplan-Mei-

er-Analyse keinen Zusammenhang mit der ICAM1-Expression.

Im Hinblick auf das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von ICAM1 auf die Metastasie-
rung und die Prognose des Ovarialkarzinoms zu untersuchen, Iasst sich nun schluss-
folgern, dass ICAM1 sowohl mit dem Nodal- als auch mit dem Metastasenstatus kor-
reliert. Dieser Zusammenhang konnte in dieser Arbeit erstmals festgestellt werden.
Es ist also davon auszugehen, dass das Adhasionsmolekul sowohl bei der Metasta-
sierung von Tumorzellen in die Lymphknoten als auch bei der Fernmetastasierung
eine Rolle spielt. Einen Einfluss auf die Prognose des Ovarialkarzinoms in Form des
Gesamtuberlebens oder des rezidivfreien Intervalls liel sich jedoch nicht feststellen.
Somit ist es unwahrscheinlich, dass ICAM1 als potenzielles Ziel einer Antikérperthe-

rapie im Rahmen einer prognoseverbessernden Therapie in Frage kommt.
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4.3.2 Western-Blot-Analyse von BCAM

Die Expressionswerte von BCAM in den Ovarialtumoren variieren stark. Es gibt Tu-
moren, die gar kein BCAM enthalten, es gibt jedoch auch solche, die sehr viel BCAM

exprimieren (Maximum 2496).

Die t-Test-Analysen ergaben einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der
BCAM-Expression in Borderline-Tumoren und Primartumoren einerseits sowie zwi-
schen der Expression in Primartumoren und Rezidivtumoren andererseits. Borderli-
ne-Tumoren wiesen eine eher niedrige Konzentration des Adhasionsmolekuls auf,
wahrend die Menge in Primartumoren und Rezidivtumoren anstieg. Bei Borderline-
Tumoren handelt es sich um Tumoren mit einem niedrigen malignen Potenzial. Sie
zeigen kein destruierendes Wachstum und weisen eine deutlich bessere Prognose
auf als invasive Tumoren. Rezidivtumoren hingegen zeichnen sich durch einen be-
sonders malignen Verlauf aus. Die Tumorzellen sind resistent gegenuber der Ubli-
chen Therapie und es gelingt ihnen, erneut einen manifesten Tumor auszubilden. Die
Tatsache, dass die Borderline-Tumoren am wenigsten BCAM exprimieren, gefolgt
von den Primartumoren und den Rezidivtumoren, legt den Verdacht nahe, dass be-
sonders maligne Zellen besonders viel BCAM exprimieren und wenig maligne Zellen
dementsprechend weniger. Es ist jedoch zu bedenken, dass die Fallzahlen der Bor-

derline-Tumoren (n=15) und der Rezidivtumoren (n=14) gering waren.

Die Analyse der Korrelation zwischen den Prognosefaktoren des Ovarialkarzinoms
und der BCAM-Expression mittels x>-Test ergab bei einer Aufteilung des Kollektivs in
Quartile keine statistisch signifikanten Ergebnisse. Bei einer Aufteilung der BCAM-
Expressionsrate in zwei Gruppen mit hdherer und niedrigerer Expression als der Me-
dian ergaben sich jedoch signifikante Ergebnisse fur das Grading (p=0,008) und den
histologischen Subtypen (p=0,011). Gut differenzierte Tumoren mit einem als G1
oder G2 eingestuften Grading wiesen eine niedrigere BCAM-Expression auf als
schlecht differenzierte Tumoren (G3). Untersuchungen an einem kleinen Kollektiv
von Harnblasenkarzinomen konnten einen solchen Zusammenhang von BCAM-Ex-
pression und Grading nicht nachweisen, was jedoch auf die Gréf3e des Kollektivs zu-
ruckzufuhren sein konnte. In diesen Tumorzellen ist die Hochregulation des Adhasi-
onsmolekils durch eine mutierte Variante des H-ras V12 induziert worden (Chang et
al., 2017).

Bei dem histologischen Subtypen des Ovarialkarzinoms ergaben die Analysen eben-
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falls ein statistisch signifikantes Ergebnis. Aufgrund der geringen Fallzahlen ist es al-
lerdings schwierig, eine Aussage Uber den Zusammenhang zu treffen. Es scheint je-
doch so, als wurden klarzellige, endometrioide und gemischtzellige Tumoren weniger
BCAM exprimieren als undifferenzierte Tumoren, die eher viel BCAM aufweisen. Bei
serdosen und muzindésen Tumoren hingegen ist das Verhaltnis ausgeglichen. Um ge-
nauere Aussagen uUber diesen Zusammenhang zu treffen, missten weitere Versuche

mit hoheren Fallzahlen durchgefihrt werden.

Die Analyse des Gesamtuberlebens und des rezidivfreien Intervalls nach Kaplan-

Meier ergab auch fir BCAM keine statistisch signifikanten Korrelationen.

Einige Studien konnten belegen, dass Laminin als Ligand fir BCAM eine wichtige
Rolle in der Progression von Tumoren spielt (Drewniok et al., 2004, Kikkawa et al.,
2014, Chang et al., 2017). Es ist denkbar, dass dies auch bei Ovarialtumoren der Fall
ist. Hierzu kdnnten weitere Untersuchungen durchgeflhrt werden, um die genauen

Verhaltnisse zu verstehen.

Es zeigte sich letztlich kein Zusammenhang zwischen der Hohe der BCAM-Expres-
sion und der Metastasierung des Ovarialkarzinoms. Sowohl Lymphknotenmetastasen
als auch Fernmetastasen sind unabhangig von dem Adhasionsmolekul. BCAM nimmt
auch keinen Einfluss auf das Gesamtuberleben sowie das rezidivfreie Intervall und
somit auf die Prognose der Patientinnen. Es ist also ebenfalls ungeeignet als thera-
peutisches Target. Der erstmals aufgedeckte Zusammenhang zwischen der BCAM-
Expression und der Malignitat der Tumoren ist jedoch interessant und leistet einen

Beitrag zum Verstandnis der Tumorprogression.



Zusammenfassung 82

5. Zusammenfassung

Die schlechte Prognose des Ovarialkarzinoms ist vor allem durch die frihzeitige peri-
toneale Metastasierung und die hohe Rezidivrate zu erklaren. Untersuchungen der
Arbeitsgruppe von Frau Dr. rer. nat. Oliveira-Ferrer legten die Vermutung nahe, dass
die Adhasionsmolekile ICAM1, ICAM2 und BCAM eine wichtige Rolle bei der Meta-
stasierung der Ovarialkarzinomzellen spielen. Der Einfluss dieser Molekule auf die
Metastasierung und die Prognose des Ovarialkarzinoms wurden in dieser Arbeit
durch immunhistochemische Untersuchungen und Western-Blot-Analysen genauer

untersucht.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass ICAM1 signifikant mit dem
FIGO-Stadium und in einer anderen Einteilung des Kollektivs auch signifikant mit
dem Nodal- und dem Metastasenstatus korreliert. Somit ist davon auszugehen, dass
ICAM1 in der Tat eine Rolle spielt bei der Metastasierung von Tumorzellen des Ova-

rialkarzinoms. Ein Einfluss auf die Prognose konnte jedoch nicht festgestellt werden.

BCAM hingegen beeinflusst weder die Metastasierung noch die Prognose des Ova-
rialkarzinoms. Die Untersuchungen konnten allerdings zeigen, dass die Expressi-
onswerte von BCAM mit zunehmender Malignitat in den Tumorzellen ansteigen. Re-
zidivtumoren weisen signifikant hohere Werte auf als Primartumoren und diese wie-

derum signifikant hdhere Werte als Borderline-Tumoren.

Die Rolle von ICAM2 bleibt weiterhin unklar, da die Analysen nicht wie erwartet

durchgefuhrt werden konnten.



Zusammenfassung 83

Abstract

The poor prognosis of ovarian cancer is mainly due to the early peritoneal metastasis
and the high recurrence rate. Investigations of the working group of Dr. med. rer. nat.
Oliveira-Ferrer suggested that the adhesion molecules ICAM1, ICAM2, and BCAM
play an important role in the metastasis of ovarian carcinoma cells. The impact of
these molecules on metastasis and prognosis of ovarian cancer was further investi-
gated through immunohistochemistry and Western blot analysis in this study.

This study is the first to show that ICAM1 significantly correlates with the FIGO stage.
In another division of the patient cohort it also correlates significantly with the nodal
and the metastasis status. Thus, ICAM1 is believed to play a role in the metastasis of

ovarian cancer tumor cells. Nevertheless, an influence on the prognosis could not be

determined.

However, BCAM does not affect metastasis or the prognosis of ovarian cancer. The
studies have shown that the expression levels of BCAM increase with increasing ma-
lignancy of the tumor cells. Recurrent tumors have significantly higher scores than

primary tumors and these in turn have significantly higher scores than borderline tu-

maors.

The role of ICAM2 remains unclear as the analyses could not be performed as ex-
pected.
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6. Abkurzungsverzeichnis

AA/BAA
Abb.
ABC
APS
AUC
BCA
BCAM
BRCA
BSA
c-Fos
CA-125
CAMs
CD

Cl
COX-1
CT
DAB
Dest.
DNA
FIGO
FSH
GAPDH
H-ras
H202
HBOC
HCI
HNPCC
HRP
ICAM1
ICAM2

Acrylamide/Bis-Acrylamide

Abbildung

Avidin-Biotin-Komplex

Ammoniumpersulfat

Area under the curve

Bicinchonic acid (Bicichoninsaure)

Basal cell adhesion molecule

Breast cancer gene

Rinderserumalbumin

Zellulares Fos

Cancer antigen 125

Cell adhesion molecules

Cluster of differentiation

Konfidenzintervall

Cylclooxigenase 1

Computertomographie
3,3-Diamino-Peroxidase-Substrat

destilliert

Desoxyribonukleinsaure

Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique
Follikelstimulierendes Hormon
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Human rat sarcoma

Wasserstoffperoxid

Hereditary breast—ovarian cancer syndrome
Salzsaure

Hereditary non-polyposis colorectal carcinoma
Horseradish-Peroxidase

Intercellular adhesion molecule 1

Intercellular adhesion molecule 2
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IFN-y
g

IL-1B
IRS
kDa
L-CAM
LFA-1
LH
Mac-1
MHC
MRT
MSH
MUC18
N-CAM
OP
OvCa
PBS
RIPA
RR
SDS-PAGE
TBS
TBST
TEMED
TNFa
TNM
uUiCC
UKE
V-CAM
VEGF
WHO

Interferon-y

Immunglobulin

Interleukin-13

Immunreaktiven Scores

Kilodalton

Liver cell adhesion molecule

Lymphocyte function-associated antigen 1
Luteinisierendes Hormon

Macrophage-1 antigen

Major Histocompatibility Complex
Magnetresonanztomographie

MutS homolog

Melanoma cell adhesion molecule 18
Neural cell adhesion molecule

Operation

Ovarialkarzinom

Phosphate buffered saline
Radioimmunoprecipitation assay
Relatives Riskio

Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide-Gelelektrophoresis
Tris-buffered saline

Tris-buffered saline with Tween20
Tetramethylethylendiamin
Tumornekrosefaktor-a

Tumor Nodus Metastasen

Union internationale contre le cancer
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Vascular cell adhesion molecule
Vascular endothelial growth factor

World Health Organisation
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