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Zusammenfassung

Fragestellung: Das Ovarialkarzinom ist die funfthaufigste Krebserkrankung bei
Frauen. Trotz radikaler chirurgischer Interventionen und nachfolgender
Chemotherapie betragt das Funfjahresiberleben nur 42%. Die anhaltend schlechte
Prognose macht die Suche nach Zielmolekilen im Sinne einer ,targeted therapy*
zur Erweiterung des Behandlungsspektrums noétig. Diese Arbeit soll neue
Erkenntnisse Uber die Expression acht verschiedener Rezeptoren der
Kernrezeptorsuperfamilie (THRa2, THRa1, THRa1/2, THRB, THRPB1, RXRaq,
PPARy und VitDR) im Ovarialkarzinom bringen und Aussagen zu ihrem
prognostischen Stellenwert ermadglichen.

Patienten und Methoden: Das untersuchte Kollektiv besteht aus Patientinnen, die
an unserer Klinik zwischen 1990 und 2002 aufgrund eines Ovarialkarzinoms
operiert wurden. Die Gewebeproben wurden nach den gangigen Methoden der
Immunhistochemie bearbeitet, die Farbungen mittels IRS-Score bewertet und mit

SPSS statistisch ausgewertet.

Ergebnisse: Alle von uns untersuchten Rezeptoren werden im Ovarialkarzinom
exprimiert und zeigen zusatzlich zu ihrem nukledaren Vorkommen eine Koexpression
im Zytoplasma. Speziell PPARy und THRB1 kommen Uberwiegend extranukleér
vor. Die Analyse der Rezeptorexpression nach histopathologischen Subtypen ergab
eine Spezifitat von THRB1 fur klarzellige Ovarialtumore. THRa1/2 ist in allen
Subtypen aufRer dem muzindsen exprimiert.

Bei Tumorprogression erlischt die Expression mehrerer Rezeptoren: Mit
Verschlechterung des Gradings kommt es zum Verlust von THRa2 in serdsen
Ovarialkarzinomen und tendenziell auch im Gesamtkollektiv. Beim serdsen
Ovarialkarzinom wirkt sich dies verkirzend auf das Uberleben aus. Auch die
Expression des THRB1 in klarzelligen Tumoren und des VitDR in sertsen
Karzinomen sinkt signifikant mit der Verschlechterung des Gradings. In
fortgeschrittenen FIGO-Tumorstadien verlieren die Karzinome auf3erdem ihre

THRB1 Rezeptoren, sowie serdése Tumoren tendenziell ihre THRa1/2 Rezeptoren.
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THRB erfahrt als einziger Rezeptor eine Expressionszunahme bei
Tumorprogression und ist im Stadium Il der FIGO-Klassifikation deutlich
Uberexprimiert. Die zytoplasmatische Expression von THRa2, THRB und VitDR
scheint zudem die Mortalitat zu erhéhen.

AulRerdem zeigt sich eine lange Reihe an Rezeptorkorrelationen.

Diskussion: Im Zuge der Entdifferenzierung des Gewebes zeigte sich flr mehrere
Rezeptoren (THRa2, THRa1/2 und THRB1) ein intranukleéarer Expressionsverlust.
Die intranukledre und zytoplasmatische Expression der von uns untersuchten
Rezeptoren korreliert dabei umgekehrt proportional miteinander (Ausnahme VitDR).
Eine persistierende intranukledre THRa2-Expression ermdglich zumindest im
serdsen Ovarialkarzinom ein langeres Uberleben, wahrend die zytoplasmatische
Expression von THRa2, THRB und VitDR im Gesamtkollektiv hochsignifikant das
Mortalitatsrisiko steigert. Diese Translokation im Rahmen der Tumorprogression
konnte evtl. durch einen Enztindungsprozess oder durch eine Schilddrisenstérung
ausgelost sein. Weitere Untersuchungen mit Vergleich der Rezeptorexpression im
gesunden Ovarialgeweben und simultaner Messung von Schilddriisenhormonen
und Entziindungsparametern sind ausstehend.

Die intranukledre Expression von THRB hingegen nimmt bei Tumorprogression zu.
Sein Stellenwert in der Kanzerogenese des Ovarialkarzinoms ist genau wie seine
Bedeutung in der Krebsentstehung anderer Tumore noch nicht geklart.

RXRa, PPARy und THRa1 scheinen im Ovarialkarzinom eine untergeordnete Rolle

zu haben.
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1. Einleitung

1.1. Das Ovarialkarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Mit einer Inzidenz von 3,5% tragt das Ovarialkarzinom bei deutschen Frauen zu
5,6% der tumorbezogenen Mortalitdt bei und liegt damit an funfter Stelle der
malignen Tumoren. Die Inzidenz steigt bis zum Alter von 85 Jahren an. Das mittlere
Erkrankungsalter betragt etwa 69 Jahre, das Lebenszeitrisiko 1:68. Inzidenz und
Mortalitat sind in Deutschland rucklaufig. 42% der Patientinnen leben 5 Jahre nach

Diagnosestellung noch.12
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Abbildung 1: Altersspezifische Inzidenz des Ovarialkarzinoms je 100 000. Deutschland 2009-2010. 2

1.1.2. Atiologie und Risikofaktoren

Etwa 90% der Ovarialkarzinome treten sporadisch auf.2> Mutationen in der
Keimbahn lassen sich bei etwa 10% der Patientinnen mit Ovarialkarzinom in den
Genen BRCAL oder BRCA2 (hereditares Mamma- und Ovarialkarzinomsyndrom),
seltener in MLH1 oder MSH2 (HNPCC-Syndrom) oder p53 (Li-Fraumeni-Syndrom),
nachweisen.* Inwiefern die BRCA-Mutation Einfluss auf das Uberleben hat, ist

widerspruchlich. Einige Studien berichten, dass BRCALl-assoziierte Karzinome
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schlechter differenziert sind als sporadische Malignome und damit mit einer
schlechteren Prognose einhergehen,>® andere Publikationen berichten von einem
Uberlebensvorteil genau dieser Tumorpatientinnen.”8

Obwonhl nur bei einem Bruchteil der Patientinnen eine genetische Pradisposition
nachzuweisen ist, stellt das Auftreten eines Ovarial- oder Mammakarzinoms bei
Verwandten ersten Grades den wichtigsten Risikofaktor dar.! Einen weiteren
grolen Einfluss scheint die wiederholte Stimulation des ovariellen
Oberflachenepithels aufgrund von ununterbrochener Ovulation bei Nulliparitat zu
haben. Uber einen Entziindungsprozess, ausgehend von Inklusionszysten und
Stromarissen, konnte es so zu einer malignen Transformation kommen.1%-1!
Weitere Risikofaktoren sind Adipositas, das PCO-Syndrom,
Ostrogenmonopraparaten bei Frauen nach der Menopause, Asbest- und
Talkexposition, Endometriose und eine chronische Unterbauchentziindung.
Protektiv wirken Geburten, Stillen, orale Kontrazeptiva, Tubenligatur und
Hysterektomie.?31! AuRerdem variieren die Risiko- und protektiven Faktoren nach
histopathologischem Subtyp,*? wobei vor allem das muzinése Ovarialkarzinom eine
Sonderstellung bezieht. Hier wirken Geburten und orale Kontrazeptiva etwa nicht
protektiv.13

1.1.3. Pathologie

90% der Ovarialtumore gehen vom Oberflachenepithel aus, der Rest von
Granulosazellen und selten von Stroma- oder Keimzellen.!* Die Tumore des
ovariellen Oberflachenepithels werden in vier histopathologische Subtypen

unterteilt:

Seros/Papillar | Haufigster ~ Subtyp; mit erhohtem CA-125 assoziiert; histologisch
Psammomkorperchen und  Ahnlichkeiten mit dem  primar  serdsen
Peritonealkarzinom.

Endometrioid | Assoziation mit Endometriose, dem primaren Uteruskarzinom ahnlicher Histologie
oder beidem; bei jungen Patientinnen Friihstadien Gblicher.

Muzinés Assoziation mit Pseudomyxoma Peritonei (selten); CA-125 eher nicht erhéht;
keine Assoziation mit BRCA1/2-Keimzellmutationen, oft chemoresistent;
differentialdiagnostisch ist an Metastasen vom priméren Appendixkarzinom zu
denken, insbesondere wenn beide Ovarien betroffen sind.

Klarzellig Ausgesprochen chemoresistent; Assoziation mit Endometriose, Hyperkalzamie

oder beidem; histologisch Hobnail-Zellen mit ausgewaschenem Zytoplasma.
Tabelle 1: Einteilung des Ovarialkarzinoms nach histopathologischem Subtyp
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Neben der histopathologischen Klassifikation kénnen Ovarialkarzinome auch
anhand von pathogenetischen Mechanismen in zwei Gruppen eingeteilt werden.
Typ | werden serése Gl-Tumore, sowie alle muzinésen, endometrioiden und
klarzelligen Karzinome zugeordnet. Sie entwickeln sich aus benignen Vorstufen
uber Boderlinetumore zum Karzinom. Subtypspezifisch treten unterschiedliche
Mutationen auf, wie KRAS und BRAF in serdésen G1-Tumoren, KRAS in muzingésen
Malignomen und PIK3CA in klarzelligen Karzinomen. Endometrioiden
Ovarialtumoren  liegen meist Wnt- und  PTEN-Mutationen, sowie
Mikrosatelliteninstabilitaten zugrunde. Typ Il Tumore entstehen de-novo und
beinhalten serose G2- bzw. G3-Tumore, undifferenzierte Karzinome und
Karzinosarkome. P53-Mutationen und  Chromosomenabberationen  sind

charakteristisch.1516

1.1.4. Klinik

Das Ovarialkarzinom wird zumeist spat erkannt.!” Unterbauchschmerzen kénnen
bei Torsion des Ovars ein frihes Symptom sein. Haufig treten Beschwerden, wie
Vollegefihl, Dyspepsie, frihes Sattigungsgefuhl und Meteorismus, jedoch erst als
Folge eines erhodhten intraabdominellen Drucks durch Aszites oder Affektion des
Omentums auf.! Ein weiteres diagnostisches Dilemma ist das Fehlen von
spezifischen Tumormarkern: CA125 ist zwar bei 80% der Ovarialkarzinome erhoht,
jedoch auch bei benignen Tumoren.® Die Kombination von CA125 mit HE4!® oder
der Sonographie!’” konnte die Spezifitat erhdhen.

Diagnostisch als auch therapeutisch folgt auf den Verdacht meist die chirurgische
Exploration auch in sehr fortgeschrittenen Stadien. Die darauffolgende
Carboplatin/Paclitaxel-haltige Chemotherapie fihrt oft anfanglich zur Remission.
Bei spaten Rezidiven folgt eine platinbasierte Mehrfachchemotherapie, bei friilhen
Rezidiven eine einfache Chemotherapie.l'’ Eine antikorperbasierte Therapie
(.targeted therapy“) gegen VEGF, PARP und Rezeptortyrosinkinasen
(EGFR/HER2, PDGFR) ist ein neuer Therapieansatz.*'’ Gerade Patientinnen mit
Typ | Ovarialkarzinomen koénnten aufgrund ihres schlechteren Ansprechens auf die

tbliche Chemotherapie davon profitieren.16
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1.2. Nukleare Rezeptoren

Klassische Kernrezeptoren liegen gebunden an Hitzeschockproteine (HSP90) und
Korepressoren wie Histon-Deacetylase (HDAC), die die Kondensation der DNA
bewirkt, im Zytosol. Nach Diffusion des lipophilen Liganden durch die Zellmembran
bindet dieser an den Rezeptor und das HSP und die Korepressoren trennen sich
vom Rezeptor. Dadurch wird das NLS (nukleére Lokalisationssignal) freigelegt und
auch Koaktivatoren wie die Histon-Acetyltransferase (HAT) kdnnen nun binden.
Zwei Rezeptoren vereinigen sich zu einem Dimer, translozieren anschlie3end in den
Kern und binden an palindromische DNA-Sequenzen, die Enhancer/Silencer
(=HRE/Hormone-responsive  Elements) entsprechen. Uber Koregulatoren
interagieren die nun DNA-gebundenen Rezeptoren mit der RNA Polymerase und
steigern oder hemmen so die Transkription von Zielgenen.*®2° Durch die variierende
Expression von Koregulatoren kommt es aul3erdem zu gewebsspezifischen
Unterschieden in der Wirkung von Rezeptorliganden.?1:22

Allen nukledren Rezeptoren ist ein charakteristischer molekularer Aufbau gemein:
Die Ligandenbindungsstelle (E) und die DNA-Bindungsstelle (C) sind die
konstantesten Regionen, liegen mittig und sind durch eine Scharnierregion (D)
verbunden. An den Enden liegen die variablen Aktivierungsdomanen (A/B und F),

wo Koregulatoren und die RNA-Polymerase binden.??

A/B C D E F
N ‘ Cc
Steroid Receptors RXR Heterodimers
4 GR glucocorticoid TRa,p thyroid hormone

MR  mineraicorticoid RARqf,y all-trans RA

PR  progesterone VDR 1,25-(0OH)>-VD3

AR androgen PPARwfy eicosinoids

ER estrogen EcR ecdysone
Dimeric Orphan Receptors Monomeric Orphan Receptors

?
RXR (usp) 9-cisRA
COUP/ARP ?
HNF-4 ?

NGF-B (CEB-1') ?
ELP/SF-1 (Ftz-F1) ?

Abbildung 2: Molekulare Aufbau von Kerrezeptoren?
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Eine weitere Besonderheit der Kernrezeptoren ist ihre Interaktion mit anderen
Signalwegen: Zum einen interagieren Kernrezeptoren mit anderen
Transkriptionsfaktoren (zum Beispiel Glukokortikoide mit NF-kB). Zum anderen
kénnen Kernrezeptoren Zielmolekile anderer Signalwege sein, die den Rezeptor
posttranskriptionell, etwa durch Phosphorylierung, modifizieren (zum Beispiel
kommt es im Zuge des PKA-Signalweges in Zellen des Mammakarzinoms zur
Phosphorylierung von ERa, der dadurch resistent gegentber Tamoxifen wird).
AulRerdem verfiigen Kernrezeptoren Uber eine nichtgenomische Aktivitat etwa an

der Zytoplasmamembran.?°

Kernrezeptoren werden nach ihrer Funktion in mehrere Gruppen unterteilt: Typ |
Rezeptoren sind die klassischen Steroidhormonrezeptoren fir Glukokortikoide,
Mineralokortikoide und Sexualhormone, die wie oben beschrieben nach Bindung
ihres Liganden vom Zytosol in den Zellkern translozieren und dort als Homodimere
an palindromische DNA-Sequenzen binden. Typ Il Rezeptoren hingegen liegen
zusatzlich im Kern vor, bilden Heterodimere bevorzugt mit RXR und binden an sich
wiederholende Nukleotidsequenzen. Zu dieser Gruppe gehoéren die Rezeptoren fir
Schilddrisenhormone, Retinoide, Vitamin D und Fettsauren. Typ Ill ,Orphan®

Rezeptoren binden ohne oder mit einem noch unbekannten Liganden an die DNA.?°

1.2.1. Thyroidhormonrezeptoren (THR)

Die Schilddrise sezerniert nach kaskadischer Stimulation durch den Hypothalamus
(TRH) und die Hypophyse (TSH) zum Grol3teil das inaktive Thyroxin (T4) und in
geringeren Mengen das aktive Triiodthyronin (T3). Die beiden Hormone gelangen
durch spezifische Transporter ins Zellinnere, wo T4 zu T3 aktiviert wird.2®
Thyroidhormonrezeptoren existieren in Zellkern und Zytoplasma, an Mitochondrien
und an der Zytoplasmamembran und binden T3 mit 15-fach hoherer Affinitat als T4.
Sie werden von zwei Genen kodiert: Das THRB-Gen auf Chromosom 3 kodiert drei
Rezeptoren (B1, B2, B3), die alle Triiodthyronin binden, und wird vor allem in Niere
und Schilddrise transkribiert. Das THRa-Gen auf Chromosom 17 kodiert THRa1,
sowie zwei Splicevarianten (a2 und a3), wobei nur THRa1 T3 binden kann. Dieses
Gen wird vor allem in Gehirn, Herz und Knochen abgelesen.?’

Nach Ligand-Rezeptor-Bindung bildet der Komplex Dimere: THRa-Rezeptoren

bilden ausschlieRBlich Heterodimere, wohingegen THRB-Rezeptoren auch
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Homodimere bilden.?® Der bevorzugte Dimerisationspartner ist dabei der Retinoid-
X-Rezeptor (RXR),?° der nicht nur Thyroidhormonrezeptoren als Bindungspartner
zur Verfligung steht. In diesem Sinne kommt es zur Konkurrenz um RXR, vor allem
mit PPARy.30

Isoformabhangig unterscheidet sich das transkribierte Genprodukt, was an Knock-
out-M&ausen verdeutlicht werden kann: Bei Fehlen des a1-Gens kommt es zu
Herzkreislaufstorungen,3! bei Verlust des B-Gens hingegen zu auditorischen und
ophthalmologischen Fehlbildungen.?? Ob die Genexpression durch eine
unterschiedliche Affinitat des Rezeptors zum Promotor,®® durch die Menge des
Rezeptors34, oder durch den Dimerisationspartner?® beeinflusst wird, ist bislang
ungeklart.

Doch Thyroidhormonrezeptoren wirken nicht nur als ligadenabhangige
Transkriptionsfaktoren an der DNA: Durch Aktivierung des PI3K-Signalweges durch
Phosphorylierung von Akt/PKB kdnnen die Rezeptoren aul3erdem fernab einer
direkten DNA-Bindung die Genexpression beeinflussen,® und etwa die
Transkription des hypoxieinduzierten Faktors (HIF1a) induzieren,3® der eine
zentrale Rolle in Tumorprogression und —mortalitéat innehat.3” Andererseits binden
Schilddriisenhormone auch direkt an das Transmembranprotein avB3 und
induzieren so Zellproliferation und Angiogenese.3® Weiters beeinflussen
Thyroidhormone Schritte der posttranslationalen Modifizierung wie Splicing *° und
mMRNA-Stabilisation. 4°

Schilddriisenhormone spielen fir viele Organsysteme, wie etwa das
Herzkreislaufsystem, eine wichtige Rolle: Eine Hyperthyreose fiihrt zu Tachykardie,
Palpitationen und Vorhofflimmern, eine Erniedrigung der Schilddrisenhormone
begilinstigt hingegen Atherosklerose und die koronare Herzerkrankung via
Hypercholesterinamie und Bluthochdruck.*! AuRRerdem beeintrachtigt eine
mutterliche Schilddrisenunterfunktion mafR3geblich die neurologische Entwicklung

des Feten, eine Uberfunktion der Schilddriise fiihrt dagegen zu Osteoporose.*2

Die verschiedenen Wege der Signaltransduktion lassen erahnen, dass
Schilddrisenhormone auch die Kanzerogenese beeinflussen. Ihr Stellenwert wurde
bisher vor allem fir das Mammakarzinom, aber auch fir viele andere Malignome

untersucht. Eine Hyperthyreose erhéht die Inzidenz von Kolon, Mamma-, Prostata-
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und Bronchialkarzinom und stimuliert das Tumorwachstum und die Metastasierung.
Eine Hypothyreose korreliert hingegen beim Mammakarzinom mit einem Auftreten

erst im héheren Alter und der selteneren Diagnose in fortgeschrittenen Stadien.*?

Auch fur das Ovar wurde bei Schilddrisentberfunktion ein erhdhtes Karzinomrisiko
postuliert.** Im Ovar werden Schilddrisenhormonrezeptoren von Oozyten,
Granulosazellen und Cumuluszellen, als auch vom Oberflachenepithel
exprimiert.#546 Uber diese Rezeptoren nehmen Schilddriisenhormone Einfluss auf
die ovariellen Hormonkaskaden und fihren bei Hypothyreose zum Ausbleiben der
Ovulation.4’

Die einzige bisher durchgefiihrte immunhistochemische Studie bezlglich
Hormonrezeptoren im Ovar stammt von Rae “8 und beschreibt ein kleines Kollektiv
von 12 Patientinnen, die aus nichtmalignen Grinden operiert wurden. Sowohl THR[3
als auch THRa wuirden in den Zellkernen des ovariellen Oberflachenepithels stark
exprimiert, THRB zudem im Stroma. Untersuchungen zur Expression und Rolle im

Ovarialkarzinom sind ausstehend.

1.2.2. Retinoid-X-Rezeptor (RXR)

Das fettlésliche Vitamin A ,Retinol spielt eine zentrale Rolle in der
Embryonalentwicklung, fur Wachstum, Zelldifferenzierung und Sehleistung. Es
kann nicht de-novo synthetisiert werden und muss deshalb mit der Nahrung
zugefuhrt werden. 50% des Bedarfs an Vitamin A wird durch Tierprodukte in Form
von Retinol oder Retinylestern zugefuhrt, weitere 50% durch verschiedene
Gemisesorten, die Carotenoide enthalten.*® VVon diesen 600 Carotenoiden sind nur
10% als Provitamin A wirksam, wobei B-Caroten das potenteste ist.*° Es sind sechs
biologisch aktive Retinol-Isoformen bekannt: all-trans, 11-cis, 13-cis, 9,13-di-cis, 9-
cis und 11,13-di-cis.®® Natirlich vorkommende und synthetisch hergestellte
Substanzen mit einer ahnlichen Funktion oder ahnlichem chemischen Aufbau
werden als Retinoide bezeichnet. 48

Es existieren verschiedene Retinoidrezeptoren, wie RXRa/B/y und RARa/B/y.5t Im
Gegensatz zum RXR bindet RAR zusatzlich zu 9-cis Retinsaure die all-trans
Isoform.>2 Fur RXR wird jungst 9-cis Retinsaure aufgrund ihrer fraglichen

biologischen Funktion als Ligand in Frage gestellt.>3
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Retinoidrezeptoren bilden bevorzugt RAR-RXR Heterodimere und induzieren in
dieser Form bei Bindung an retinoidresponsive Elemente der DNA die Transkription
mindestens 27 unterschiedlicher Gene.>* RXR st aber nicht nur der
Heterodimerisationspartner von RAR, sondern bildet auch Komplexe mit

Rezeptoren fur Vitamin D, Schilddrisenhormone und Fettsauren.

Im Heterodimer wirkt RXR als Suppressor um einer gleichzeitigen und
gegensinnigen Gentranskription durch die Kernrezeptoren regulierend entgegen zu
wirken.?® Doch dem Rezeptor sind auch spezifischere Funktionen zuzuschreiben:
Beim Fehlen von RXRa kommt es zu Hyperplasie von Prostata- und
Hautgewebe.>>%6 Der ligandenaktivierte RXRa fihrt aullerdem durch
Homodimerbildung zu einer Mehrexpression von p21, das fur die Kontrolle des
Zellzyklus zustandig ist und durch Induktion eines Zellzyklusarrests eine
tumorprotektive Funktion erfullt. RAR konkurriert aber um die Homodimerisation
und verhindert so den p21 induzierten Zellzyklusarrest.>’

Neben ihrer Wirkung als Ligand DNA-gebundener Rezeptoren beeinflussen
Retinoide aul3erdem rezeptorgebunden oder gar alleine unterschiedliche
Signalwege. RARa bindet etwa im Zytoplasma mRNA fur den Glutamat Rezeptor 1
und verhindert ihre Translation. Bei zusatzlicher Bindung von Retinsaure an RARa
wird die mRNA wiederum aus ihrer Suppression entlassen.*® Retinoide interagieren

zudem mit NF-kB und kénnen dartiber Einfluss auf die Kanzerogenese nehmen.°

Retinoide unterstitzen die Stammzelldifferenzierung und vermindern die
Zellproliferation. Sie sind Therapiebestandteil bei der Behandlung von Psoriasis und
Akne, sowie in der Therapie und Chemopravention verschiedener Malignome, wie
auch dem Hautkrebs und seinen Risikoerkankungen, wie der Xeroderma
pigmentosum.®®

FOr die Tumortherapie wird gegenwartig vor allem der Stellenwert von RARa-
bindenden Retinoiden erforscht. Sie wirken etwa indem sie den Todesrezeptor
TRAIL von Tumorzellen binden und dartiber deren Apoptose induzieren.’! Den
groRten Stellenwert haben sie in der Therapie der akuten Promyelozytenleukdmie
(APL), bei der es zu einer Translokation des Gens flir RARa in die Néhe eines APL-

assoziierten Locus kommt.62
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Auch bei Haut-, Bronchial-, Mamma- und Oralkarzinomen werden Retinoide
inzwischen eingesetzt.53%4 Es existieren praklinische Studien, wonach 9-cis
Retinsaure chemoprotektiv gegen das Mamma- und Prostatakarzinom wirkt.>° Beim
Neuroblastom zeigte sich in einer Phase Ill Studie ein reduziertes Rezidivrisiko
unter einer Hochdosis Pulstherapie mit 13-cis Retinsaure nach Abschluss der
Chemotherapie.®®

Doch auch Retinoide, die sich gegen RXR richten, zeigen, wenn auch begrenzt,
Erfolge. Bei der Therapie des metastasierten Mammakarzinoms profitieren etwa
20% der Patientinnen.%®

Sogar im Ovarialkarzinom hemmen Vitamin-A-Saure Derivate das Wachstum von
Tumorzellen.®”-"1 Sie wirken proapoptotisch und unterdriicken BRCA-Gene.’? Das
synthetische Retinoid 4-HPR (Fenretinid) wirkt spezifisch gegen RARy”3 und erhéht
die Wirkung von Cisplatin.”">

Die vermehrte Expression von RXRa sensibilisiert Tumorzellen fir die
proliferationshemmende Wirkung von Retinoiden.>” Durch Kombination von
Fenretinid mit oralen Kontrazeptiva wird die Expression von RXRa und RXRy
erhoht.”® Uber einen Sensibilisierungsmechanismus fir Apoptose kommt auch
RXRYy eine karzinomprotektive Wirkung zu.”’

Der positive Effekt von Fenretinid auf die Inzidenz von Ovarialkarzinomen konnte
inzwischen sogar in vivo bestatigt werden: Zufallig zeigte sich im Follow-Up von
Brustkrebspatientinnen, die mit dem Retinsadurederivat behandelt wurden, eine
signifikant erniedrigte Inzidenz von Ovarialkarzinomen solange das Praparat
eingenommen wurde. Nach Behandlungsende schien der protektive Effekt jedoch
wieder zu erléschen.’”® Im Gegensatz zu synthetischen Retinoiden erwies sich das

nattrlich vorkommende B-Carotin nur maRig protektiv.”%-81

1.2.3. Peroxisom Proliferator aktivierter Rezeptor (PPAR)

Auch PPARs sind liandenaktivierte Transkriptionsfaktoren, die Heterodimere mit
RXR bilden. Es existieren mehrere Rezeptorisoformen (a, B[6] und y), deren
Liganden nicht Hormone, sondern Fettsauren und ihre Derivate, wie Eicosanoide
und Prostaglandine sind.®?

Ihre Wirkung entfalten sie Uber die Transkriptionsinduktion von Genen fir

Homoostase, Lipidmetabolismus und Adipozytendifferenzierung bis hin zur
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Makrophagenaktivierung zur Immunantwort.82-84 Therapeutisch werden Fibrate und
Glitazone als PPAR-Liganden bei Diabetes Mellitus Il und Dyslipidamie, sowie dem
PCO-Syndrom eingesetzt.82:8586

Besonders stark sind die Rezeptoren im Fettgewebe und in Reproduktionsorganen
exprimiert,®* wobei Intensitat und Funktion nach Isoform und Gewebeart variieren.®’
Wahrend PPARa und y den Lipid- und Glucosestoffwechsel regulieren und ihre
Agonisten gegen Hyperlipidamie und Diabetes Mellitus Typ Il eingesetzt werden,
wirkt PPARB zusatzlich antiinflammatorisch und seine Liganden therapeutisch bei

metabolischem Syndrom und kardiovaskularen Erkrankungen.®®
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Einen Stellenwert scheint PPAR auch in der Karzinogenese zu haben, indem er
Zelldifferenzierung, Apoptose und Proliferation beeinflusst.8% Am ausfiihrlichsten
erforscht ist dabei die Rolle von PPARy. Eine tumorprotektive Wirkung wird vor
allem fir das Kolon-, Mamma-, Prostata- und Lungenkarzinom (rezensiert in 8%°1)
postuliert. Fir das Kolonkarzinom konnte ein Zusammenhang zwischen der
PPARy-Mehrexpression und langerem Uberleben gezeigt werden °2 und bei
Leukdmie und Lymphom stellte sich durch PPARy-Liganden eine
Zelldifferenzierung und ein Sistieren des Zellwachstums ein.8>% Fir das
Mammakarzinom konnte sogar gezeigt werde, dass PPARYy die Transkription des
Tumorsupressors BRCA1 induziert.%

Auch im Ovar sind alle 3 Isoformen des PPAR exprimiert,26-°> wobei PPARD etwa
im endometrioiden Ovarialkarzinom deutlich starker exprimiert ist.°® PPARY ist im
malignen Gewebe im Gegensatz zum gesunden Ovarialgewebe, benignen und
Borderlinetumoren hochreguliert.®” Bedauerlicherweise ist die Studienlage zum
Stellenwert des PPARYy im Ovarialkarzinom nicht konklusiv. In Ubereinstimmung mit
anderen Tumoren wird in einigen Publikationen von einer tumorprotektiven Wirkung
des PPARYy berichtet: Neben der Inhibition des Tumorwachstums durch den
Rezeptoragonisten Ciglitazone® konnte auRerdem ein Uberlebensnachteil von
Mausen mit heterozygotem Verlust von PPARy (+/-) gegeniiber dem gesunden
Wildtyp (+/+) gezeigt werden.® Dem gegeniber wird in einer Studie eine erhohte
Rezeptorexpression mit schlechtem Ansprechen auf Chemotherapie und kirzerem

Uberleben assoziiert.®®

1.2.4. Vitamin D Rezeptor (VitDR)

Vitamin D (damit ist meist Vitamin D2 und D3 gemeint) kann in der Haut durch UVB-
Exposition produziert werden oder dem Kdorper aus Nahrung, wie Fisch (vor allem
Lachs, Sardinen, Makrelen) und Milchprodukten, zugefiihrt werden. In Niere und
Leber wird es anschlieRend zum biologisch aktiven 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D3
aktiviert,’%° welches an den Vitamin D Rezeptor bindet. Der Komplex dimerisiert
anschlielend mit RXR, transloziert in den Kern und bindet an Vitamin D responsive
Elemente der DNA in Promotorregionen von Genen, etwa fur epitheliale
Kalziumkanale.1%1192 [nsgesamt kann VDR an 2776 Stellen der DNA binden und die

Transkription 229 unterschiedlicher Gene beeinflussen.'%3 Im Darm fihrt dies zur
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Absorption von Kalzium und Phosphat, im Knochen werden die Osteoklasten zur
Mobilisierung von Kalzium und Phosphat aktiviert'®® und in der Niere kommt es zur
Ruckresorption von Kalzium. Zusatzlich wird die Expression des Kalziumbindenden
Proteins Kalbindin induziert.'92 Bei Abfall des Kalziumspiegels greift das
parathyroidale Hormon (PTH) regulatorisch ein, indem es die Kalziumrtckresorption
im proximalen und distalen Tubulus der Niere erhoht und jene von Phosphat

erniedrigt. Am Knochen wirkt PTH synergistisch mit Vitamin D.1
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Abbildung 4: Stoffwechsel und Funktion von Vitamin D 100

Der Vitamin D Rezeptor konnte inzwischen in mindestens 30 verschiedenen
Geweben wie Knochen, Niere, Blut, Mamma, Prostata, Darm, aktivierten B und T

Lymphozyten und Monozyten nachgewiesen werden. Aul3er im Kalziumhaushalt
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und Knochenstoffwechsel spielt das Hormon zudem eine Rolle bei
Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Immunantwort.’®* Die VitDR-Loci liegen
zumeist in der Nahe autoimmun- oder karzinomassoziierter Gene.'3 Vitamin D wirkt
antiproliferativ, antiangiogenetisch, antiinflammatorisch und induziert
Zelldifferenzierung und Apoptose, indem es einen Zellzyklusarrest, sowie
verschiedene Signalwege (wie den hedgehog, IGFBF-3 und TGF-$ Signalweg)
induziert. Zuséatzlich wirkt Vitamin D DNA-unabhéangig, was Gegenstand aktueller

Forschungen ist.19°

Eine protektive Wirkung von Sonnenlicht ist gegentber klassischen Vitamin D
Mangelerkrankungen, wie Rachitis, Osteoporose und Osteomalazie beschrieben,
aber auch gegenuber insgesamt 16 Karzinomen und vielen anderen chronischen
Erkrankungen, wie Psoriasis und Diabetes Mellitus.1%

Vitamin D soll vor allem bei einem Blutspiegel von tber 40ng/ml vor dem Kolon-,
Rektum und Mammakarzinom schiitzen. Eine Sensitivitat gegentber Vitamin D
zeigt sich auRerdem bei Karzinomen der Blase, des Gehirns, des Osophagus, der
Gallenblase, der Niere, der Lunge, des Pankreas, der Prostata, des Magens und
sogar des Ovars. Ein erhohter Vitamin D Spiegel im Blut korreliert mit generell

besserem Tumoriiberleben.107

Im Rahmen der Kazinogenese des Mammakarzinoms wird die Transkription des
VitDR-Gens unterdriickt.1%8 In Ubereinstimmung damit beschreiben andere Studien
eine Korrelation zwischen Rezeptorstatus und langerem rezidivfreien Uberleben
und Survival.1%9

Fur das Ovarialkarzinom existieren wenige immunhistochemische Publikationen
innerhalb kleiner Kollektive'%-113 von denen nur Silvagno!'® einen mdglichen
Zusammenhang mit klinischen Parametern erforschte. Seine Ergebnisse und auch
die Daten aus Literaturstudien deuten uUberraschenderweise auf eine
untergeordnete Rolle des VitDR-Rezeptors in der Kanzerogenese und Prognose

des Ovarialkarzinoms hin.114.115
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2. Fragestellung

Ziel dieser Forschungsarbeit ist die Expression verschiedener nuklearer
Rezeptoren im Ovarialkarzinom zu analysieren: Zu Thyroidrezeptoren existiert
bisher erst eine Abhandlung innerhalb eines kleinen Kollektivs.*® Auch die im
Ovarialkarzinom vorkommenden Retinoidrezeptoren sind bislang lickenhaft
erforscht.”* Hier wird ausschlieBlich die Expression des RXRa analysiert, zum einen
weil er durch seine Rolle als Heterodimerisationspartner mit vielen anderen
Rezeptoren interagiert,’® zum anderen weil er als Prognosefaktor im
Mammakarzinom gilt.*t”

Von den PPAR-Rezeptoren ist Isotyp-y am ausgiebigsten erforscht, allerdings ist
sein Stellenwert in der Kanzerogenese weiterhin unklar.83989 Auch zur Expression
des Vitamin D Rezeptors existieren mehrere Studien.!10.113

Dank des uns zu Verfligung stehenden groRen Patientenkollektivs erhoffen wir uns
reprasentative Ergebnisse und Antworten auf Gber die Existenz der Kernrezeptoren

hinausgehende Fragestellungen.

Aufgrund von Hinweisen auf eine zusatzliche zytoplasmatische Expression der
nuklearen Rezeptoren,*6118119 wird ihr Vorkommen in Kern und Zytoplasma
analysiert. Au3erdem wird die Kernexpression mit morphologischen Kriterien, wie
histopathologischem Subtyp, Grading und Staging verglichen. Nicht zuletzt sollen
die vorliegenden Daten Erkenntnisse Uber den Einfluss nuklearer Rezeptoren auf

Gesamtiiberleben bzw. rezidivfreies Uberleben erméglichen.
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3. Patienten und Methoden

3.1. Patientenkollektiv

Es wurden Gewebeproben von 156 Patientinnen analysiert, die zwischen 1990 und
2002 an der Frauenklinik Maistrafl3e aufgrund eines Ovarialtumors operiert wurden.
Die Begutachtung der Gewebeproben erfolgte durch das Pathologische Institut der
LMU Munchen.

Im vorliegenden Kollektiv gehdren 110 Ovarialkarzinome dem sergsen Subtyp, 21
Tumoren dem endometrioiden Subtyp, sowie jeweils 12 Biopsien dem muzindsen
und klarzelligen Subtyp an. Ein 13. muzindser Fall ist den aktuellen Farbungen nicht

mehr zuganglich, bleibt aber als Korrelationsfall vorhanden.

Patientinnen mit Ovarialkarzinom | 156

Alter bei Diagnosestellung | 58 (18-88)

Histologie (%) seros 70,5
endometrioid 13,5
muzin®s 8,3
klarzellig 7,7

Tumorgrading (%) gut differenziert (G1) 24,4

mafig differenziert (G2) 34
schlecht differenziert (G3) | 34

Tumorstadium I 22,4
(FIGO) (%) I 6.4
11 66
v 1.9
Rezeptorexpression | THRa2 positiv 9 |8
(%) THRa1 positiv 81 |34
) THRa1/2 positiv 70 |37
%EBZEZ ?;tlgsgsmatisch THRB1 pOSitiV 36 77
THRP positiv 63 |41
RXRa positiv 77 |16
PPARYy positiv 18 |82
VitDR positiv 84 |88

Tabelle 2: Patientenkollektiv. vgl. 120.121
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38 Karzinome konnten einem gut differenzierten G1 Tumor zugeordnet werden, je
53 einem G2 bzw. G3 Tumor. Fir 12 Tumore liegt kein Grading vor. Im Hinblick auf
das Staging befanden sich 35 Patientinnen im Stadium | der FIGO-Klassifikation,
10 im FIGO Stadium I, 103 im FIGO Stadium lll, sowie 3 im FIGO Stadium IV. 5

Patientinnen wurden keinem Stadium zugeordnet.

104 Patientinnen verstarben im Laufe des Follow-Ups. Serése Ovarialkarzinome
zeigen mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von 6 Jahren (+/- 0,6) die
schlechteste Prognose, gefolgt von den klarzelligen (7,9 +/- 2,3 Jahre) und
endometrioiden (8,1 +/- 1,5 Jahre) Subtypen. Mit durchschnittlich 11,7 Jahren (+/-
2,2) Uberleben Patientinnen mit muzindésen Ovarialkarzinomen am langsten, das
Uberleben des Gesamtkollektiv betragt 7,2 Jahre (+/-0,6).

Uberleben (Jahre) nach Subtyp

14
12

10

0 I I I I I

seros muzinds endometrioid klarzellig gesamt

[e)]

N

N

Abbildung 5: Uberleben nach Subtyp

Das langste Uberleben mit todlichem Ausgang betrug 16,6 Jahre bei einer Patientin
mit muzinésem Ovarialkarzinom, das langste Uberleben ohne Tod oder Rezidiv im
Laufe des Follow-Up betrdgt 19,2 Jahre bei einer Patientin mit klarzelligem
Ovarialkarzinom- bei beiden Patientinnen wurde ein G1 Tumor in Stadium |
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diagnostiziert. Das kirzeste Uberleben betrug 2 Monate bei einer Patientin mit
einem sergsen G2 Tumor im Stadium 111

28 Patientinnen erlitten ein Rezidiv. Die 20 betroffenen Patientinnen mit serdsem
Ovarialkarzinom lebten nach einem Rezidiv durchschnittlich weitere 1,6 Jahre und
verstarben ingesamt 4,1 Jahre nach Diagnosestellung und somit 1,9 Jahre friher
als entsprechende Patientinnen ohne Rezidiv. @ Nach einem Rezidiv des
endometrioiden Ovarialkarzinoms verstarben die 5 betroffenen Patientinnen nach
durchschnittlich 3,7 Jahren und damit 7,3 Jahre nach Diagnosestellung. Von einem
Rezidiv des klarzelligen Ovarialkarzinoms waren zwei Patientinnen betroffen, von

einem Rezidiv des muzindsen Ovarialkarzinoms eine Patientin.

3.2. Immunhistochemie

3.2.1. Allgemeines zu Antikdrpern

Antikdrper werden von B-Lymphozyten und Plasmazellen gebildet, bestehen aus
zwei H(heavy)- und zwei L(light)- Ketten und lassen sich in 2 Fab (antigenbindend)
Fragmente und 1 Fc (konstant) Fragment unterteilen. Zur Diagnostik werden meist
Antikorper des IgG Subtyps verwendet, seltener Antikdrper des IgM Subtyps,

weshalb die meisten Detektionssysteme ausschlie3lich IgG beinhalten.

3.2.2. Verwendete Antikorper

RXRa (Perseus Proteomics, Klon K8508, Detektionssystem: Vecastatin Elite
Mouse-lgG-Kit): Monoklonaler IgG2a Antikérper aus der Mausmilz, vermehrt in
Mausaszites, gereinigt, als Lympholisat verkauft, Aufbewahrung als Lympholisat/
nach Rekonstitution bei —20 Grad oder 4 Grad

VitDR (Serotec, Klon 2F4, Detektionssystem: Vecastatin Elite Mouse-lgG-Kit):
Monoklonaler 1gG2a Antikérper aus der Mausmilz, affinititschromatographisch
gereinigt, flissig verkauft, Aufbewahrung bei —20 Grad

PPARy (Abcam, Detektionssystem: Vecastatin Elite Rabbit-lgG-Kit): Polyklonaler
IgG Antikdrper aus Kaninchen, affinitatschromatographisch gereinigt, fllissig
verkauft, Aufbewahrung als Aliquot bei —20 Grad, bei 4 Grad 1-2 Wochen haltbar
THRal/2 (Abcam, Detektionssystem: Vecastatin Elite Rabbit-IgG-Kit): Polyklonaler
IgG Antikdrper aus Kaninchen, affinitatschromatographisch gereinigt, fllissig

verkauft, Aufbewahrung bei 4 Grad
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THRal (Abcam, Detektionssystem ZytoChem Plus HRP Polymer System
Mouse/Rabbit): Polyklonaler IgG Antikorper aus Kaninchen,
affinitatschromatographisch gereinigt, flissig verkauft, Aufbewahrung bei —20 Grad
THRa2 (Serotec, Klon 1330, Detektionssystem: ZytoChem Plus HRP Polymer
System Mouse/Rabbit): Monoklonaler IgG1 Antikérper aus der Maus, vermehrt in
Mausaszites, affinitditschromatographisch gereinigt, fliissig verkauft, Aufbewahrung
bei 4 Grad oder —20 Grad

THRB1 (Zytomed, Detektionssystem: ZytoChem Plus HRP Polymer System
Mouse/Rabbit): Polyklonaler IgG Antikodrper aus Kaninchen,
affinitatschromatographisch gereinigt, flissig verkauft, Aufbewahrung bei -20 Grad
THRB (Upstate cell signalling solutions, Detektionssystem: ZytoChem Plus HRP
Polymer System Mouse/Rabbit): Polyklonaler 1gG Antikdrper aus Kaninchen,

affinitaitschromatographisch gereinigt, flissig verkauft, Aufbewahrung bei 4 Grad

3.2.3. Detektionssysteme

Antigen-Antikérperbindungen werden sichtbar gemacht, indem am Ort der Bindung
eine enzymatisch herbeigefihrte Farbreaktion stattfindet. Zur Verstarkung des
Farbsignals sind oft mehrere Brickenantikérper zwischengeschaltet. Zur Detektion
der Antikorper wurden die ABC Methode, sowie die Polymer Methode angewandt.

ABC Methode (Avidin-Biotin-Complex)

Die ABC Methode wurde flr die Antikérper gegen RXRa (mouse), VitDR (mouse),
PPARy (rabbit) und THRa1/2 (rabbit) angewandt.

Ein Primarantikdrper bindet an das Antigen, an den Primé&rantikérper wiederum
bindet ein biotinylierter Sekundarantikérper. Dieser Brickenantikdrper wird auch als
Multi-Link-Antikorper bezeichnet, da in der Lésung Antikdrper verschiedener Tiere,
zum Beispiel Kaninchen und Maus, enthalten sind, mit dem Vorteil, dass die Gefahr
den zum Primarantikérper nicht kompatiblen Sekundarantikérper zu benutzen,
gesenkt wird.

Uber das gekoppelte Biotin bindet an den Sekundarantikorper Avidin, ein
Glykoproteintetramer (68kDa), das urspringlich aus Huhnereiweil3 gewonnen
wurde, inzwischen aber unter dem Namen Streptavidin gentechnisch reiner aus

dem Bakterium Streptomyces avidinii hergestellt wird. Als Tetramer hat Avidin vier
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Bindungsstellen fur das wasserlosliche Vitamin H Biotin. Im ABC Reagenz ist
Avidin, Biotin und Peroxidase enthalten. An bis zu drei von vier Bindungsstellen des
Avidin ist Biotin gebunden, eine dieser drei Bindungen kann auf den biotinylierten
Antikdrper entfallen, zwei oder drei Bindungen werden mit dem ebenfalls exogen
zugegebenen Dbiotinylierten Enzym Peroxidase eingegangen, die Vvierte
Bindungsstelle bleibt frei.

Die ABC Methode ist sehr spezifisch, allerdings kann endogenes Biotin
unspezifische zytoplasmatische Hintergrundfarbungen verursachen. Endogen
kommt Biotin als prosthetische Gruppe am Zitratzyklusenzym Pyruvat-Carboxylase
vor. Besonders intensiv farben sich Gewebe mit hoher Stoffwechselleistung und
vielen Mitochondrien, wie Leber und Niere, an.'?> Endogene Biotinreaktionen
konnen mittels Blockiermedien reduziert werden, erfolgsversprechender ist mitunter
die Anwendung einer anderen Methode, etwa der HRP Methode (siehe unten). Fur
die vorliegenden Farbungen wurde kein Biotinblock angewandt, bei

Hintergrundreaktionen wurde auf die HRP-Polymer Methode ausgewichen.

Ablauf:

1. 3 Minuten Power Block

2. 1-24 Stunden Primarantikorper

3. 30 Minuten biotinylierter Bruckenantikorper

4. 30 Minuten ABC (=Avidin mit biotinylierter Peroxidase)

-~
-
N

2 (Strept) Avidin
xiQ) £®> Biotin-Enzymkomplex
)
& Bruckenantikorper,
/ x(.) biotinyliert
@

A
S
Primarantikorper 3 1 = (_._) (.._)

Biotinyliertes  (Strept.) (Strept-) Avidin-
A s Enzym Avidin Biotin-
ntigen Enzymkomplex

Abbildung 6: ABC-Methode 123
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HRP-Polymer Methode (Horse-Raddish-Peroxidase)

Die HRP-Polymer Methode wurde fir die Antikérper gegen THRal, THRa2, THRS
und THRB1 angewandt.

Das Besondere an der HRP-Polymer Methode ist, dass sie Biotin-frei ablauft. An
ein Enzym-Polymer sind Sekundarantikorper und das Enzym HRP kovalent
gebunden.

Nach der ublichen Vorbehandlung (siehe unten) und der Inkubation mit einem
Blockiermedium (mitgelieferte Blocking Solution oder Power Block) zur
Unterdrickung unspezifischer hydrophober Bindungen von Priméar- und
Sekundéarantikbrpern aufgrund von elektrostatischen Ladungen, erfolgt die
Inkubation mit dem Priméarantikorper. Anschlielend wir das Post Block Reagenz,
bestehend aus Rabbit-anti-Mouse-Antikérpern, aufgetragen. Stammt der
Primarantikorpern vom Kaninchen, kann auf das Post Block Reagenz verzichtet
werden. Schlie3lich wird das Polymer mit den daran gekoppelten anti-Rabbit-Fab

Fragmenten und Peroxidasen zugegeben.

Ablauf:

1. 5 Minuten Blocking Solution (oder alternativ 3 Minuten Power Block bei THR[3)
2. 1 Stunde Priméarantikorper

3. 20 Minuten Post Block Reagenz (Sekundarantikorper)

4. 30 Minuten HRP-Polymer

Primary Antibody (user supplied)
N

Blocking Step

Ea—

Abbildung 7: HRP-Polymer-Methode 12
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3.2.4. Spezielles Vorgehen in der Immunhistochemie

Vorbereitung der Gewebebproben

1. Formalin: Das ovarielle Gewebe wird den Patientinnen entnommen und sofort in
4%igem Formalin fixiert.

2. Einbettung in Paraffin

3. Objekttrager: Mittels Mikrotom werden 2-3um-dinne Schnitte angefertigt.

4. Xylol: Die vorbereiteten Schnittpraparate werden mindestens 20 Minuten in Xylol
entparaffiniert.

5. Wasserstoffperoxid: Um eine ungewtiinschte Hintergrundreaktion zu verhindern
wird die Reaktion vorab durch Uberméaflige Zugabe des Katalysators
Wasserstoffperoxid gestartet, was die endogenen Peroxidasen verbraucht.

6. Absteigende Alkoholreihe: AnschlieRend werden die Schnittpraparate in einer
absteigenden Alkoholreihe aus 100%igem, 70%igem und 50%igem Alkohol sowie
destilliertem Wasser rehydriert.

7. Hitzeinduzierte Antigendemaskierung: Zur Auflésung der durch die
Formalinfixierung entstandenen Aldehydvernetzungen werden die Schnittpraparate
sieben Minuten im Dampfdruckkochtopf in Natrium-Citratpuffer (pH 6,0) gekocht.
Hiernach sind die Antigenstrukturen freigelegt und einer Antigen-Antikdrperbindung
und damit einer Farbung zugénglich.

8. Blockiermedium: Da Antikdrper auch unspezifisch durch elektrostatische
Ladungen an Membranen und Fettgewebe binden kénnen und so eine stérende
Hintergrundfarbung entstehen wirde, werden die Schnittpraparate mit einem
Blockiermedium inkubiert.

9. Primarantikorper: Die Praparate wurden mit einer Ausnahme eine Stunde bei
Raumtemperatur mit den Antikorpern inkubiert. Einzig der PPARYy ben6étigt fir die
Antigen-Antikérperbindung 16 Stunden und vier Grad Celsius.

10. Sekundarantikérper: Nach Bindung der Primarantikbrper werden die
Sekundarantikorper im Uberschuss zugegeben.

11. Detektionskit: Nun werden die Schnittpraparate mit den Komplexen, sei es
ABC Reagenz oder HRP Polymer, inkubiert. Um die Enzymreaktion der im Komplex
enthaltenen Meerrettichperoxidase zu starten, ist die abschlie3ende Zugabe eines

Chromogens notig.
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12. DAB: 3,3 Diaminobenzidin (DAB) wird als Substrat der Peroxidase unter
Zugabe des Katalysators Wasserstoffperoxid und eines Puffers zu einem braunen
Farbprodukt umgesetzt.

12. Gegenfarbung: Die Gegenfarbung erfolgt mit einer sauren Losung (pH 4,5) aus
Hamalaun nach Mayer.

13. Aufsteigende Alkoholreihe: Damit die Schnitte anschlieBend mit dem
hydrophoben Eindeckmedium ,Eukitt® bedeckt werden kénnen, missen die
gefarbten Praparate zuvor zur Entwasserung durch eine aufsteigende Alkoholreihe
aus 70%, 96% und absolutem Alkohol gezogen und anschliel3end zur Aufhellung
in Xylol gewaschen werden.

14. Eindecken: Nach erfolgter Entwasserung werden die Schnittpraparate luftdicht

mit dem hydrophoben Klebstoff ,Eukitt” unter einem Deckglaschen eingeschlossen.

Positivkontrolle

Folgende Positivkontrollen wurden fur die einzelnen Antikérper verwendet:
RXRa: Plazenta 44 (1.Trimenon)

VitDR: Plazenta 4 (reife Plazenta)

PPARYy: Plazenta 4 (reife Plazenta)

THRal1/2: Struma

THRal: Colon

THRa2 MaCa 3 (Mammakarzinom)

THRR: Plazenta 44 (1.Trimenon)

THRB1: MaCa 151/94 (Mammakarzinom)

3.3. Mikroskopische Auswertung mit dem IRS-Score

Die mikroskopische Auswertung basiert auf dem Immunreaktiven Score (IRS) nach
Remmele!?®, wonach die Intensitat der Farbung und die Anzahl gefarbter Zellen
miteinander multipliziert wird. Die Farbeintensitat wird mit 0-3 Punkten gemal
keiner, geringer, mafiger und starker Anfarbung beschrieben. Sind 1-10% der
Zellen gefarbt, wird 1 Punkt vergeben, bei 10-50% gefarbten Zellen 2 Punkte, bei
50-80% 3 Punkte und bei tiber 80% 4 Punkte.

Bei einem IRS von 0-1 ist die Farbung als negativ zu werten, ab einem IRS von 2

liegt eine positive Farbung vor.'?® Bei 2-4 Punkten spricht man von einer
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mittelgradigen Expression, ab 6 Punkten von einer starken Expression der
Kernrezeptoren.

Die Auswertung erfolgte mit einem Leitz Mikroskop (Wetzlar, Germany). Zur
Fotodokumentation diente eine CCD Farbkamera (JVC, Victor Company of Japan,

Japan).

3.4. Statistische Analyse mit SPSS

Die gewonnen Daten wurden mit der SPSS Version 20 analysiert.

Die Subtypen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test analysiert, Grading und Staging
mit dem Mann-Whitney-U-Test. Beide Tests sind nichtparametrische Tests, im Falle
des Kruskal-Wallis-Tests fir eine unabhangige Stichprobe/Variable, im Falle des
Mann-Whitney-U-Tests fir 2 unabhangige Stichproben. Die Korrelationsanalyse
erfolgte nach Spearman.

Mittels ~ Kaplan-Meier ~ Uberlebenskurven  wurde  analysiert, ob  die
Rezeptorexpression einen Einfluss auf das Gesamtiiberleben und das rezidivireie
Uberleben hat. Die Uberlebensdaten wurden mittels COX-Regression gepriift.
Werte unter 0.05 wurden als statistisch signifikant gewertet, Werte unter 0.01 als
statistisch hochsignifikant.
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3.5. Index ausgewahlter verwendeter Materialien

Kochpuffer zur Hitzeinduzierten Antigendemaskierung:

0,1M Zitronensaure (Merck Nr 244)

0,1M Na-Zitrat (Merck Nr 6448)

Verdinnungsmedien:

Dako-Verdunnungsmedium (Nr. S3022) fur Verdinnung des THRB1 und PPARy
PowerBlock (BioGenex Nr.HK0851008, 10fach Konzentrat)

Antikorper:

RXRa: Perseus Proteomics, Klon K8508, Konzentration 1mg/ml, Bestellnummer
PPMX K8508-10

VitaminD: Serotec, Klon 2F4, Konzentration: 0,5mg/ml, Bestellnummer MCA3543Z
PPARy: Abcam, Konzentration: 0,2mg/ml, Bestellnummer: ab27649-100

THRa1/2: Abcam, Konzentration 0,2mg/ml, Bestellnummer: ab15543

THRal: Abcam, Konzentration 1mg/ml, Bestellnummer: ab53729

THRa2: Serotec, Klon 1330, Konzentration: 0,5mg/ml, Bestellnummer: MCA2842
THRp: Zytomed, Konzentration: 0,2mg/ml, Bestellnummer: 520-4074

THRB1: Upstate cell signalling solutions, Konzentration 250ug/250pl,
Bestellnummer 06-539

Detektionssysteme:

Vecastatin Elite Rabbit-IgG-Kit (Linaris Nr PK-6101)

Vecastatin Elite Mouse-lgG-Kit (Linaris Nr PK-6102)

ZytoChem Plus HRP Polymer System Mouse/Rabbit (Zytomed Nr POLHRP-100)
Chromogen-Substrat-Lésung:

Liquid DAB + Substrate Chromogen System (Dako Nr K3468)
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4. Ergebnisse

4.1. THRa2

Von 154 untersuchten Ovarialkarzinomen wird THRa2 von 146 Tumoren
intranuklear exprimiert, davon in 38 mittelgradig und in 108 Tumoren hoch. In nur
12 untersuchten Ovarialkarzinomen kommt der Rezeptor zytoplasmatisch vor,
davon in 9 Tumoren mittelgradig, sowie in 3 Karzinomen hoch exprimiert.

THRa2 ist in G1-Tumoren im Vergleich zu G2 Tumoren intranuklear signifikant
starker exprimiert (p=0.05). Bei gesonderter Betrachtung des serésen Subtyps zeigt
sich intrazellular sogar eine hochsignifikante THRa2-Uberexpression in G1-
Tumoren (p=0.00) sowohl im Vergleich zu G2 als auch zu G3 Tumoren.

THRa2-Expression im Zytoplasma verkiirzt das Uberleben (p=0.00). Dieser
Zusammenhang erweist sich auch in der multivariaten Analyse als hochsignifikant
(p=0.00). Das Mortalitatsrisiko ist demnach bei zytoplasmatischer THRa2-

Expression bis zu 5,38—fach erhoht.
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Abbildung 8: THRa2-Expression im Zytoplasma verkiirzt das Uberleben (p=0.00)
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Bei gesonderter Betrachtung serdser Ovarialkarzinome zeigt sich aul3erdem, dass
Patientinnen mit einer THRa2-Expression im Zellkern tber IRS 4 signifikant langer

Uberleben (p=0.01) als Patientinnen mit einer geringeren Rezeptorexpression.
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Abbildung 9: THRa2-Expression im Zellkern seréser Ovarialkarzinome verléngert das Uberleben (p=0.01)

Eine zytoplasmatische Expression von THRa2 bewirkt wie im Gesamtkollektiv auch

im serésen Ovarialkarzinoms eine Verkiirzung des Uberlebens (p=0.00).
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Abbildung 10: THRa2-Expression im Zytoplasma des serésen Ovarialkarzinoms verkiirzt das Uberleben (P=0.00)

Die THRa2-Expression korreliert mit folgenden Hormonrezeptoren:

| FSH | ERa | PRA | GPER | GlycC15 | GlyeQ13 | TAMUC1 | THRa1/2 | THRa1 | VDR | RXRa
THRa2 [ 019 [25 [022 [025 0.21 027 -0.27 0.35 0.21 020 |0.20
p=| 002 |0.00 | 001 | 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01 0.02 | 0.01
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Abbildung 12: THRa2-Expression im serésen Ovarialkarzinom (OvCa

S72)
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Abblldung 13: THRa2 Express:on im muzindsen Ovanalkarzmom (OvCaM1 3)

4.2. THRa1

Von 152 untersuchten Ovarialkarzinomen wird THRa1 von 123 Tumoren
intranuklear exprimiert, davon in 111 mittelgradig und in 12 Tumoren hoch. In 52
untersuchten Ovarialkarzinomen kommt der Rezeptor zytoplasmatisch vor, davon

in 51 Tumoren mittelgradig, sowie in einem Karzinom hoch exprimiert.

Die THRa1-Expression korreliert mit folgenden Hormonrezeptoren:
| VU4H8 | THRa2 | THRB | VDR | RXRa

THRal | 017 | 21 040 [0.18 | 0.42
p=[005 |001 000 |003 |000
4.3. THRal/2

Von 154 untersuchten Ovarialkarzinomen wird THRa1/2 von 107 Tumoren
intranukledr exprimiert, davon in 88 mittelgradig und in 19 Tumoren hoch. In 57
untersuchten Ovarialkarzinomen kommt der Rezeptor zytoplasmatisch vor, davon

in 43 Tumoren mittelgradig, sowie in 14 Karzinomen hoch exprimiert.
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THRa1/2 wird von muzindsen Ovarialkarzinomen nicht exprimiert (IRS-Mittelwert
1.0), wéhrend der Rezeptor im klarzelligen (IRS-Mittelwert 3,33), serdsen (IRS-
Mittelwert 2,81) und endometrioide (IRS-Mittelwert 2,43) Ovarialkarzinom mafig
stark exprimiert ist. Dieser subtypspezifischer Expressionsunterschied erweist sich

als statistisch hoch signifikant (p=0.01).
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Abbildung 14: THRa1/2 wird von muzinésen Ovarialkarzinomen nicht exprimiert (p=0.01)

THRa1/2 wird im Stadium | der FIGO-Klassifikation tendenziell starker exprimiert
als im Stadium II. Fur das Gesamtkollektiv betragt der p-Wert hier 0.09, fir serdse

Ovarialkarzinome 0.06.

Die THRa1/2-Expression korreliert mit folgenden Hormonrezeptoren:
| FSH | HCG | ERB | PRA | Gall_Tu | GPER | GlycQ13 | TAMUC1 | THRa2 | THRB1 | VDR | PPARy

THRat1/2 | 018 | -025 | 0.21 | 0.17 | -0.19 0.22 0.24 0.28 0.35 0.16 0.19 | 0.17
p= 1003 | 000 | 001 |0.04 |0.02 0.01 0.00 0.00 0.00 0.05 0.02 | 0.04
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THR1/2-Expression im serésen Ovarialkarzino OvCaS37)

Abbildung 16: THRa1/2-Expression im muzinésen Ovarialkarzinom (OvCaM10)
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THRa1/2-Expression im endometrioiden Ovarialkarzinom (OvCaE9)
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Abbildung 18: THRa1/2-Expression im klarzelligen Ovarialkarzinom (OvaK5)
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4.4. THRP

Von 152 untersuchten Ovarialkarzinomen wird THRB von 96 Tumoren intranukle&r
exprimiert, davon in 61 mittelgradig und in 35 Tumoren hoch. In 62 untersuchten
Ovarialkarzinomen kommt der Rezeptor zytoplasmatisch vor, davon in 47 Tumoren
mittelgradig, sowie in 15 Karzinomen hoch exprimiert.

THRP ist im Stadium Il der FIGO-Klassifikation im Gesamtkollektiv signifikant
starker exprimiert (p=0.04) als im Stadium II.

Wird THRP nicht im Zytoplasma exprimiert, verlangert dies das Uberleben (p=0.03).
Dieser Zusammenhang erweist sich auch in der multivariaten Analyse als signifikant
(p=0.02). Patientinnen, deren Tumoren THRPB im Zytoplasma exprimierten,
verstarben im Laufe des Follow-Ups um 2,66—fach haufiger als Patienten ohne einer
Expression von THR.
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Abbildung 19: THRB-Expression im Zytoplasma verkiirzt das Uberleben (p=0.03)

Die THRB-Expression korreliert mit folgenden Hormonrezeptoren:

|ERB | PRA | Gal3 | Galt Tu | TF1 | Muc_115D8 | VU3C6 | THRal | THRB1 | RXRa
THRB | 0.26 017 0.20 0.41 0.20 0.30 0.30 0.39 -0.16 0.35
p= | 0.00 0.04 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00
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Abbildung 22: THRB-Expression im klarzelligen Ovarialkarzinom (OvCaK11)

4.5. THRB1

Von 151 untersuchten Ovarialkarzinomen wird THRB1 von 54 Tumoren intranukle&r
und dabei ausschliellich mittelgradig exprimiert. In 116 untersuchten
Ovarialkarzinomen kommt der Rezeptor zytoplasmatisch vor, davon in 115
Tumoren mittelgradig und nur in einem Karzinom hoch exprimiert.

Nur klarzellige Ovarialkarzinome exprimieren THRB1 (IRS-Mittelwert 2,08),
wahrend die dbrigen Subtypen mit IRS-Mittelwerten von 0,88 (ser6s), 1,29
(endometrioid) und 1,25 (muzinds) hormonrezeptornegativ sind. Dieser
subtypspezifische Unterschied beziiglich der nuklearen Rezeptorexpression erweist

sich statistisch als hochsignifikant (p=0.00).
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Abbildung 23: Klarzellige Ovarialkarzinome sind als einziger Subtyp THRB1 positiv (p=0.00)

G1-Tumoren exprimieren THRB1 deutlich starker (p=0.00) als weniger differenzierte
Gewebe. Dieser Sachverhalt trifft sowohl fir das Gesamtkollektiv als auch bei

gesonderter Betrachtung des serdsen Subtyps zu.
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Abbildung 24: Signifikante Uberexpression von THRB1 in G1-Tumoren des Gesamtkollektivs (p=0.00)
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AulRerdem exprimieren Tumore im Stadium | der FIGO-Klassifikation den THRA1
deutlich starker als Tumore im Stadium Il (p=0.02).
Wird THRB1 nicht im Zytoplasma exprimiert, verlangert dies das Uberleben des

Ovarialkarzinoms (p=0.00).

o —
il —— THRbetal ==
o _ ‘&\ THRbeta1 > 0
o 1

by R
© ] o N
o Y T—

PSS .
; W%-W
N i
o " 4 .
& | )
2 T T I
0 50 100 150 200

Time after Surgery (Months)

Abbildung 25: THRB1-Expression im Zytoplasma verkiirzt das Uberfeben (p=0.00)

Die THRB1-Expression korreliert mit folgenden Hormonrezeptoren:

| Galt_Tu | Gall_Stroma | THRa1/2 | THRp
THRB1 | -0.27 -0.29 0.16 -0.16
p= | 0.00 0.00 0.05 0.05
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Abbildung 26: THRB1-Expression im serésen Ovarialkarzinom (OvCa8)
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4.6. RXRa

Von 151 untersuchten Ovarialkarzinomen wird RXRa von 116 Tumoren intranukleér
exprimiert, davon in 100 mittelgradig und in 16 Tumoren hoch. In 24 untersuchten
Ovarialkarzinomen kommt der Rezeptor zytoplasmatisch vor und wird dabei

ausschlief3lich mittelgradig exprimiert.

Die RXRa-Expression korreliert mit der Expression folgender Hormonrezeptoren:
| ERB | PRA | Her2 | Gal3 | GPER | THRa2 | THRal | THRB

RXRa | 0.22 0.18 0.22 0.17 0.21 0.20 0.47 0.35
p= | 0.01 0.03 0.01 0.04 0.01 0.01 0.00 0.00
4.7. PPARy

Von 152 untersuchten Ovarialkarzinomen wird PPARy von 27 Tumoren intranuklear
exprimiert, davon in 26 mittelgradig und in nur einem Tumor hoch. In 125
untersuchten Ovarialkarzinomen kommt der Rezeptor zytoplasmatisch vor, davon

in 124 Tumoren mittelgradig und nur in einem Karzinom hoch exprimiert.

Die PPARy-Expression korreliert mit der Expression folgender Hormonrezeptoren:
| THRa1/2 | Gall_Tu

PPARy | 0.17 0.18
p= | 0.04 0.02
4.8. VitDR

Von 153 untersuchten Ovarialkarzinomen wird VitDR von 129 Tumoren intranukle&r
exprimiert, davon in 111 mittelgradig und in 18 Tumoren hoch. In 135 untersuchten
Ovarialkarzinomen kommt der Rezeptor zytoplasmatisch vor, davon in 130
Tumoren mittelgradig, sowie in 5 Karzinomen hoch exprimiert.

Serose G1-Tumoren exprimieren VitDR deutlich starker intrazellular als G2-
Tumoren (p=0.04).

Wird der VitDR nur schwach im Zytoplasma exprimiert, verlangert dies gegenuber
den VitDR hoch exprimierenden Ovarialkarzinomen das Uberleben (p=0.00). Dieser
Zusammenhang erweist sich auch in der multivariaten Analyse als signifikant
(p=0.05). Patientinnen, deren Tumoren VitDR im Zytoplasma exprimierten,
verstarben im Laufe des Follow-Ups um bis zu 4,09—fach haufiger als Patientinnen

ohne einer Expression des VitDR.
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Abbildung 30: VitDR-Expression im Zytoplasma verkiirzt das Uberleben (p=0.00)

Die VitDR-Expression korreliert mit der Expression folgender Hormonrezeptoren:
| TAMUC1 | THRa2 | THRa1/2 | THRa1

VitDR ‘ 0.20 ‘ 0.20 ‘ 0.19 { 0.18
p:

0.02 0.02 0.02 0.03

i |
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Abbildang 31: VDR-Exp
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rialkarzinom (OvCaM10)

Abbildung 33: VitDR-Expression im klarzelligen Ovarialkarzinom (OvCaK7)
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Abbildung 34: VitDR-Expression im endometrioiden Ovarialkarzinom (OvCaE3)
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5. Diskussion

Das Ovarialkarzinom ist die funfthaufigste Krebserkrankung bei Frauen. Trotz
radikaler chirurgischer Interventionen und nachfolgender Chemotherapie betragt
das Funfjahrestiberleben nur 42%.2 Die anhaltend schlechte Prognose macht die
Suche nach Zielmolekulen im Sinne einer targeted therapy“ zur Erweiterung des

Behandlungsspektrums notig.

In dieser Arbeit wurde die Expression acht verschiedener Rezeptoren der
Kernrezeptorsuperfamilie untersucht: THRa2, THRa1, THRa1/2, THRB, THRp1,
RXRa, PPARy und VitDR. Das untersuchte Kollektiv bestand aus samtlichen
Patientinnen, die an unserer Klinik zwischen 1990 und 2002 aufgrund eines
Ovarialkarzinoms operiert wurden. Die Proben wurden nach den géangigen
Methoden der Immunhistochemie bearbeitet'?’128, die Farbungen mittels IRS-Score
bewertet 25 und mit SPSS ausgewertet. Folgende Ergebnisse wurden erhoben:

»Nukledre" Rezeptoren kommen auch im Zytoplasma vor

Wir konnten zeigen, dass alle von uns untersuchten Rezeptoren im Ovarialkarzinom
vorkommen. In unterschiedlichem Ausmalf konnten die Rezeptoren aul3erdem im
Zytoplasma nachgewiesen werden, was auf einen nicht ausschliel3lich nuklearen
Sitz der Proteine hinweist. Die Expression im Kern bzw. Zytoplasma scheint
grof3tenteils invers zu korrelieren, das heil3t eine hohe Expression des Rezeptors
im Kern fihrt zu einer niedrigeren Expression im Zytoplasma und umgekehrt. Eine
Ausnahme stellt der VitDR dar, welcher in Kern und Zytoplasma gleichermal3en

hoch exprimiert ist.

nuklear zytoplasmatisch

THRa2 96% 46(154 8% 12(154)
VitDR 88%

THRa1 34% 52(152)
RXRa 16% 24(151)
THRa1/2 70% 107(154) 37% 57(154
THRB 63% 96(152)

THRB1 36% 54(151)

PPARy 18% 27(152)

Tabelle 3: Vergleich der Rezeptorexpression in Kern und Plasma
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Unserer Expressionsanalyse zufolge sind VitDR, PPARy und THRPB1 die
Rezeptoren mit der haufigsten zytoplasmatischen (Ko-)Existenz. Fur alle drei

Rezeptoren bestehen dazu Vorpublikationen.

Es wird spekuliert, dass die Translokation von THRB1 vom Zytoplasma in den Kern
durch Bindung von Schilddrisenhormonen an das Plasmamembranprotein Integrin
avB3 initiiert werden konnte.'?® Beim PPARy soll dies eher durch einen
Entzindungsprozess geschehen, der zuerst den Rezeptor aktiviert und dann seine
Translokation vom Zytoplasma in den Zellkern initiiert.9’:118

Doch die Inflammation bewirkt nicht nur eine Rezeptortranslokation, sondern

beginstigt (mdglicherweise auch als Folge) die Tumorprogression.

Inflammation begunstigt Tumorprogression

Zum einen sezernieren Tumorzellen selbst Zytokine, die den Rezeptor direkt
aktivieren (beschrieben fiir PPARyY).®” Zum anderen kann der Rezeptor in seiner
Funktion als Transkriptionsfaktor oder durch Induktion von Signalwegen die
Transkription verschiedener Entziindungsmediatoren veranlassen. Induziert durch
Triiodthyronin kommt es etwa zur Transkription von COX2, MMP9 und 11BHSD1.46
11BHSD1 wird zudem durch ovulationsassoziierte Zytokine hochreguliert und
veranlasst die Produktion von Steroidhormonen.?

Die Transkription von COX2 wird auch durch Bindung von NF-kB an die DNA
induziert**° und beeinflusst die Tumorprogression nachweislich im Zervix-, Mamma-
und Kolonkarzinom.'3-133  Auch im Ovarialkarzinom, und dort vor allem in
metastasierten und invasiven Tumoren, ist COX2 erhéht.'3* Fir einen onkogenen
Effekt von COX2 spricht auf3erdem, dass seine Expression bei Tumorprogression
zunimmt.118119 Dje COX2-Expression korreliert auBerdem mit jener von VEGF, was
Uber eine inflammatorisch induzierte Vaskularisierungssteigerung einen
pathogenetischen Aspekt der ovariellen Karzinogenese darstellen konnte.13%
Durch den Einsatz von COX2-Inhibitoren wie Celecoxib werden Tumorzellen fur
Chemotherapeutika sensibilisiert,36 die NF-kB bedingte
Chemoresistenzentwicklung verhindert,'3137 und ihre Apoptose induziert.'*® Die

Kombination mit NF-kB-Inhibitoren kann diesen Effekt sogar potenzieren.'3°
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Reziprok zum Anstieg von COX2 fallt die Kernexpression von PPARy.!18119
Eventuell kdnnte PPARYy Uber eine Wechselwirkung mit NF-kB die Suppression von
COX2 bewirken. Durch Zerstérung des Rezeptors wirde dann diese Beziehung
umgekehrt.''® PPARB geht sogar schon friiher in der malignen Transformation
verloren und kommt im Karzinom praktisch nicht mehr vor.14°

Ob die Zerstorung der Rezeptoren durch die Entztindungsreaktion oder aber durch
die Entdifferenzierung der Zelle aufgrund der Tumorprogression verursacht wird, ist

bisher ungeklart.

Intranukleéarer Rezeptorverlust bei Tumorprogression

Auch in der vorliegenden Forschungsarbeit zeigte sich im Zuge der
Entdifferenzierung des Gewebes ein intranukleérer Expressionsverlust mehrerer
Rezeptoren: Mit Verschlechterung des Gradings kommt es intranuklear zum Verlust
von THRa2 in serésen Ovarialkarzinomen und tendenziell im Gesamtkollektiv. Auch
die intranukledre Expression von THRB1 in klarzelligen Tumoren und von VitDR in
sergsen Karzinomen sinkt signifikant mit der Verschlechterung des Gradings. In
fortgeschrittenen FIGO-Tumorstadien verlieren die Karzinome auf3erdem ihre
intranukledren THRB1 Rezeptoren, sowie serése Tumoren tendenziell ihre
THRa1/2 Rezeptoren. Als Uberlebensfaktor in serésen Ovarialkarzinomen erwies
sich die Persistenz einer intranuklearen THRa2-Expression (siehe unten).

Die zytoplasmatische Expression von THRa2, THRB und VitDR hingegen erhoht die
Mortalitat.

R. coef. S.error p-value lower .95 upper .95
THRa2 Zytoplasma 1.0372 0.3297 0.00166 ** 1.479 5.384
THRB Zytoplasma 0.5347 0.2270 0.01847 * 1.094 2.663
VitDR Zytoplasma 0.7111 0.3555 0.04545 * 1.015 4.087

Tabelle 4: In multivariaten Analysen zeigt sich eine erhdhte Mortalitét fiir die zytoplasmatische Expression von THRa2, THRB und VitDR

Der Verlust von THRB1 im Zellkern beim Mammakarzinom ist vorbeschrieben.
Durch eine Hypermethylierung der CpG-Promotorregionen kdnnte die Transkription
des Gens unterdrickt werden.'*? Auch beim Schilddrisenkarzinom wurde
gegenuber gesundem Gewebe eine Abnahme von mRNA fiar die f-
Thyroidrezeptoren (2 mehr als 1) beobachtet, was auf eine Unterdriickung auf
Genniveau zurtickgefihrt wird.*4? Eine weitere Puplikation bestatigt dies, flgt aber

hinzu, dass die Proteinlevel von THRa1 und THRB1 im Karzinom gegenuber
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gesundem Schilddriisengewebe ansteigen wirden.'*3 Beim Kolonkarzinom44 und
bei Hypophysentumoren'#® wird die maligne Transformation ebenfalls von einem
Verlust an THRPB begleitet'** und auch beim Nierenzellkarzinom gehen THRB1-
Proteine verloren. Auch bei letzterem ist die dazugehérige mRNA aber erhéht, was
eine posttranskriptionelle Modifikation denkbar macht.46

Zum THRo2 existieren leider weniger Publikationen. Beim Nasopharynxkarzinom
scheint der Rezeptor gegeniiber gesunden Epithelien erhoht zu sein. 147 Wie sich
die Rezeptorexpression bei Fortschreiten des Karzinoms verandert, wurde bisher

leider nicht untersucht.

Fur VitDR ist im Bronchialkarzinom bereits eine fehlende zytoplasmatische
Expression und abnehmende nukledre Expression verglichen mit gesundem
Lungengewebe beschrieben.**® Dort korreliert die Rezeptoriiberexpression auch
mit langerem Uberleben.’*® Und auch im Osophaguskarzinom kommt es bei
Dedifferenzierung zum Riickgang der VitDR-Expression.%0

Bezuglich des Ovarialkarzinoms zeigten Vorpublikationen keine Korellationen
zwischen einer VitDR-Expression und klinisch-pathologischen Parametern.'? Wir
konnten hingegen zeigen, dass sergse GIl1-Tumore den VitDR intranuklear
signifikant starker exprimieren als G2-Tumore. Diese Rezeptoriberexpression
korreliert im Ovarialkarzionom allerdings anders als im Bronchialkarzinom nicht mit

prognostischen Faktoren.

THRa2 als Uberlebensfaktor im serésen Ovarialkarzinom

Mit dem Expressionsverlust von THRa2 sinkt konsekutiv die Uberlebenszeit bei
Erkrankung am serésen Ovarialkarzinom. Dem Rezeptor kommt demnach eine
protektive Funktion in serdsen Ovarialtumoren zu. Dieser Effekt wurde auch beim
Mammakarzinom beobachtet.5?

Der Expressionsverlust der Thyroidhormonrezeptoren bei Tumorprogression und
die Auswirkungen auf das Uberleben kénnten durch eine Schilddriisensttrung
getriggert sein. Der Einfluss von Schilddrisenhormonen auf die Krebsentstehung
hat sich fir mehrere Malignome gezeigt und auch beziglich des Ovarialkarzinoms
erhoht eine Hyperthyreose das Erkrankungsrisiko.** Wie oben beschrieben,
induziert Triiodthyronin die Transkription von COX2, MMP9 und 11BHSD1 und
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unterhalt so eine Entzindung. Wie es dadurch zur Zerstérung der Rezeptoren
kommt, ist bisher ungeklart. Zusatzlich erhoht T3 aber auch den
karzinomassoziierten Ostrogenrezeptor ERa“* und verhindert auBerdem im

Zusammenspiel mit FSH die Apoptose von Granulosazellen kleiner Follikel 152153

Schon vor der hier vorliegenden Analyse der Thyroidhormon-, Vitamin D-, RXRa-
und PPARy-Rezeptoren konnte die Arbeitsgruppe um Prof. Jeschke Korrelationen
diverser anderer Hormonrezeptoren mit dem Uberleben beim Ovarialkarzinom
zeigen und publizieren: So verbessern neben dem THRa2 auch Rezeptoren fur
Ostrogen (ERa)'%, Progesteron (PRB)%® und LH das Outcome im Ovarialkarzinom,
wohingegen jene fur FSH die Prognose verschlechtern.'?® Mit FSH/LH treten
aulRerdem mehrere Proteine in Interaktion: So wirkt die Expression von Her2 nur in
FSH-negativem Tumorgewebe verkiirzend auf das Uberleben>¢ und GPER hemmt
das Tumorwachstum nur in LH/FSH-negativen Ovarialkarzinomen.?®” Die
Expression von hCG scheint keinen Einfluss auf das Uberleben zu nehmen,
korreliert aber mit jener des LH-Rezeptors.1??

Das Vorkommen der Antigene Mucin-1 und TA-MUC1 determiniert ebenfalls
kiirzeres Uberleben.158.1%9 |nteressanterweise sinkt die Serumkonzentration des an
sich tumorspezifischeren TA-MUC1 beim Ovarialkarzinom jedoch gegeniber
benignen Tumoren ab.°

Auch Glycodelin A verschlechtert die Prognose, eventuell indem es supprimierend
auf die Aktivierung von Lymphozyten wirkt oder die Verbindungen von (Tumor-)
Zellen 16st.161-163 Seine Korrelation mit TA-MUC1 ist naheliegend, die mit
Rezeptoren fiir FSH, LH und hCG weniger.16?

Eine lange Reihe weiterer immunhistochemischer Rezeptoranalysen wurde von der
Arbeitsgruppe um Prof. Jeschke durchgefuhrt und bisher nicht publiziert. Die unten
stehende Tabelle beschreibt zusammenfassend die Korrelationen zwischen den in
der vorliegenden Arbeit analysierten Thyroidhormon-, Vitamin D-, RXRa- und
PPARy-Rezeptoren mit samtlichen durch die Arbeitsgruppe bis Juni 2012
erhobenen und zum Teil nicht publizierten Rezeptoren.
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THRo2 THRa1 | THRa1/2 THRB THRB1 RXRa PPARy VitDR
FSH VU4H8 | FSH ERB Gal1_Tu ERB -Gall_Tu PankoMab
ERa THRa2 | HCG PRA Gal1_Stroma PRA THRa1/2 THRa2
PRA THRB | ERB Gal3 THRa1/2 Her2 THRa1
GPER RxR PRA Gal1_Tu THRB Gal3 THRa1/2
GlycC15 VDR Gal1_Tu TF1 GPER
GlycQ13 GPER Muc_115D8 THRa2
-TA-MUC1 GlycQ13 VU3C6 THRa1
THRa1/2 PankoMab THRa1 THRB
THRa THRa2 THRB1
VDR THRB1 RxR
RxRa PPARy

VDR

Tabelle 5: Rezeptorkorrelationen beim Ovarialkarzinom

THRB Erh6hung im FIGO Stadium Il
THRB ist im Stadium Il (im Vergleich zu Stadium Il) der FIGO-Klassifikation deutlich

Uberexprimiert. Einen Einfluss auf das Gesamtiberleben oder das rezidivireie
Uberleben nimmt der Rezeptor aber nicht.

THRP wird in Vorpublikationen sowohl eine tumorsuppressive als auch onkogene
Funktion zugeschrieben. Der Rezeptor reduziert in vitro das Wachstum von Zellen
des Mammakarzinoms, indem er eine Apoptose der Tumorzellen induziert und den
JAK-STAT Signalweg schwacht.®* Im follikularen Schilddriisenkarzinom wirkt
THR in vitro ebenfalls als Tumorsuppressor, indem er auch dort einen Signalweg
(AKT-mTOR-p70 S6K) schwacht und VEGF reduziert.'6°

Andererseits wird von einem ursachlichen Einfluss von mutierten THR Rezeptoren
auf die Kanzerogenese von Schilddriisen- und Hypophysentumoren berichtet. Der
mutierte Rezeptor beeinflusst die Bindung nicht mutierter Thyroidrezeptoren und
Koregulatoren an die DNA, reduziert PPARy (der im Schilddrisenkarzinom eine
Rolle als Tumorsuppressor hat) und veranlasst eine Dauerstimulation von
Tumorpromotoren wie Zyklin D1.166

Auch in TSH-produzierenden Tumoren ist der Rezeptor mutiert und eventuell far

den Ausfall der negativen Riickkopplung verantwortlich.6”

VDR geht bei Entdifferenzierung verloren
Der Vitamin D Rezeptor wird als der einzige von uns untersuchte Rezeptor gleich
haufig in Kern und Zytoplasma exprimiert. Das Vorliegen im Zytoplasma ist

vorbeschrieben.113
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Ahnlich der Thyroidhormonrezeptoren a2 und B1 ist der VDR in serésen G1-
Tumoren intranuklear Uberexprimiert, erlischt aber mit zunehmender
Entdifferenzierung. Aussagen Uber gradingabhangige Expressionsverédnderungen
wurden bisher nicht gemacht, jedoch sei der VDR im Ovarialkarzinom gegeniber
gesundem Gewebe und benignen Verédnderungen in Zahl und Intensitat
erhoht.110113 Wie bei den Schilddriisenhormonrezeptoren (und beschrieben fiir
PPARYy) koénnte eine Inflammationsreaktion die auf G1-Tumore beschrankte
Mehrexpression von VDR beeinflussen.*?

Vitamin D konnte im frthen Tumorgeschehen voribergehend eine
proliferationshemmende Funktion Ubernehmen, die sich im Ovarialkarzinom
allerdings nicht auf das Gesamtiiberleben und rezidivfreie Uberleben auswirkt.
Literaturstudien fassen den Einfluss von VDR auf Inzidenz und Mortalitat des
Ovarialkarzinoms als nicht signifikant zusammen.14115 Es existieren allerdings
auch widerspruchliche Publikationen, die etwa von einem proliferationshemmenden
Effekt von 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D3 auf Tumorzellen in Zellkulturen

berichten.168.169

RXRa spielt eine untergeordnete Rolle im Ovarialkarzinom

Trotz vielfaltiger Erkenntnisse Uber den Wirkmechanismus von Retinoiden in
Karzinomen sind Expressionsanalysen ihrer Rezeptoren im Ovarialkarzinom
lickenhaft. In unseren Untersuchungen zeigte sich, dass RXRa im Ovarialkarzinom
uberwiegend im Kern vorkommt und nur selten im Zytoplasma. Korrelationen mit
morphologischen Kriterien und der Prognose konnten nicht erhoben werden.

Der fehlende Einfluss von RXRa auf Morphologie und Prognose wurde auch von
Kaiser’* beobachtet, auRerdem fiel eine vermehrte Expression von RARa und
RXRB in fortgeschrittenen Stadien nach der FIGO-Klassifikation auf. Die
Uberexpression von RARa verschlechtere sogar die Prognose im Sinne eines
kirzeren Uberlebens. Katsetos!’? beobachtete wiederum keinen Zusammenhang
zwischen FIGO-Stadium und Rezeptorexpression, beschrieb aber eine

Expressionsabnahme von RARa in G3-Tumoren gegeniuber G2-Karzinomen.

Aufgrund seiner Rolle als Dimerisationspartner fur weitere nukledre Rezeptoren

bestehen fir RXR vielfaltige Wechselwirkungen. In unserer Analyse zeigte sich eine
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Korrelation zwischen RXRa und ERp. Eine Korrelation zwischen RARa und dem
Ostrogenrezeptor ist vorbeschrieben.’® Beide Ergebnisse lassen eine
Wechselwirkung zwischen Retinoiden und Ostrogen vermuten, zumal beziiglich des
Mammakarzinoms ahnliche Erkenntnisse erzielt wurden.54

RXR-selektive Agonisten wirken nicht an allen RXR-Heterodimeren. Wahrend RAR-
RXR und THR-RXR Heterodimere nur von RAR-spezifischen Retinoiden bzw.
Thyroidhormonen aktiviert werden, entfalten am RXR-PPARYy Heterodimer sowohl
RXR-spezifische Retinoide als auch PPARy-Agonisten ihre Wirkung.1’! Bestatigt
wurde dieser Effekt bereits im Mammakarzinom, wo RXR-Agonisten den
antiproliferativen und apoptotischen Effekt von PPAR-Liganden potenzieren.172-174
Im Tierversuch wirken sie an Diabetes Mellitus Typ 1l Mausen ebenfalls

synergistisch mit PPARy-Liganden im Sinne einer Insulinsensibilisierung.1’®

Résumé

Die bei nahezu allen Malignomen angewandte Chemotherapie richtet sich
unspezifisch gegen schnell proliferierende Zellen, was mit vielen Nebenwirkungen,
wie etwa auch der Induktion von Zweitmalignomen, verbunden ist. Ein selektives
Vorgehen gegen Tumorzellen im Sinne einer ,targeted therapy“ ist daher
anzustreben. Nukleare Rezeptoren sind aufgrund ihrer Funktion als
ligandenabhangige Transkriptionsfaktoren mit Wirkung auf unterschiedliche
Zellprozesse ein erfolgsversprechendes Zielmolekil. Beim Mammakarzinom gibt es
bereits Erfolge mit Tamoxifen gegen den Ostrogenrezeptor und nicht nur bei der
Promyelozytenleukamie wirken Retinoide lebensverlangernd.

Auch fernab der Krebserkrankungen sind Agonisten und Antagonisten der
Kernrezeptoren aus den Theapieregimen nicht mehr wegzudenken. So sind
Dexamethason gegen den Glukokortikoidrezeptor bei inflammatorischen
Erkrankungen und Glitazone als PPARy-Agonisten bei Diabetes Mellitus Typll
inzwischen unentbehrliche Bestandteile der entsprechenden Behandlungsplane.?°

Der Bonus der vorliegenden Studie ist ihr grol3es Kollektiv von 156 am
Ovarialkarzinom erkrankten Patientinnen. Limitiert wird ihre Aussagekraft durch das

retrospektives Studiendesign und den fehlenden Vergleich mit gesundem Gewebe,
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benignen Veranderungen und Borderlinetumoren. Die mikroskopische Auswertung
mittels IRS-Score ist zudem Uberaus subjektiv.

In Hinblick auf die prognostische Aussagekraft dieser Studie wurden in der
statistischen Analyse nicht alle Parameter bertcksichtigt, die die Kanzerogenese
des Ovarialkarzinoms mitbeeinflussen: So korreliert eine hohe Expression von
THRa2 zwar mit einem langeren Uberleben, inwiefern ein Zusammenhang mit
weiteren pathogenetischen Einflussfaktoren wie Mutationen im BRCA-Gen und
Schwangerschaften besteht, bleibt in der Analyse allerdings unbericksichtigt.
Neben der Korrelation der Rezeptorexpression mit Grading und Staging wére
aul3erdem ein Vergleich mit epidemiologischen Fragen, wie dem Alter bei

Erstmanifestation interessant.

Um Aufschluss tber Wechselwirkungen zwischen Entziindungsparametern und
nukledren Rezeptoren zu erlangen, sollte die Expression von COX2 im Vergleich
vor allem zur THRa2 Expression untersucht werden. Eine Bestimmung der
Rezeptorexpression in gesundem und maligne verandertem Ovarialgewebe mit
simultaner Messung von Schilddrisenhormonen und Entziindungsparametern
konnte fur die Pathogenese des Ovarialkarzinoms aufschlussreiche Ergebnisse
bringen.

Die Rezeptorexpression sollte auBerdem auf molekularer Ebene weiter erforscht
werden. Die mRNA der Rezeptoren sollte isoliert, mittels Northern Blot analysiert
und anschliel3end quantifiziert werden. Im Vergleich dazu sollten die Proteine
mittels Western Blot extrahiert und quantifiziert werden.

Ein weiteres Forschungsfeld ist die Behandlung von Zelllinien des Ovarialkarzinoms
mit Schilddriisenhormonen (vor allem T3), Thyreostatika, Retinoiden, Glitazone und
Vitamin D. Als Erweiterung koénnten diese Stoffe mit RXR-selektiven Pharmaka
kombiniert werden: aufgrund seiner Eigenschaft als Heterodimerisationspartner

konnte das Hinzufiigen von RXR das Wachstum der Zellkultur beeinflussen.
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Abkirzungsverzeichnis

ABC Methode Avidin-Biotin-Complex

AK Antikorper

BRAF v-RAF murine sarcoma viral oncogene homolog B1 (Onkogen)

BRCA BReast CAncer (ein Tumormarker und —suppressor)

CA 125 Cancer Antigen 125

COX2 CycloOXygenase 2

DAB 3,3 DiAminoBenzidin

DNA DexoxyriboNucleic Acid

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor

ER Estrogen Receptor

FIGO Fédération Internationale de Gynécologie et d"Obstétrique

FSH Follicle Stimulating Hormone

G Grading

GPER G-Protein coupled Estrogen Receptor

HE4 Human Epidymidis Protein 4

HER2 Human Epidermal growth factor Receptor 2

HRE Hormone Responsive Element

HDAC Histon DeACetylase

HNPCC Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer

4-HPR N-(4-HydroxyPhenyl) Retinamide

HRP Horse-Raddish-Peroxidase

HSD11B1 HydroxySteroid (11-Beta) Dehydrogenase 1

HSP 90 Hitzeschockprotein

HCG Humanes ChorionGonadotropin

IRS ImmunReaktiver Score

Ig Immunglobulin

JAK-STAT JAnusKinase (JAK), Signal Transducers and Activators of
Transcription (STAT-Proteine)

kDa kiloDalton

KRAS Kirsten RAt Sarcoma viral oncogene homolog (Onkogen)

LH Luteinisierendes Hormon

MaCa Mamma Carcinom

MLH1 MutL Homolog (DNA-Reparaturprotein)

MMP9 Matrix MetalloPeptidase 9

MRNA Messenger RiboNucleic Acid

MSH2 MutS Homolog (DNA-Reparaturprotein)

NF-kB Nuclear Factor Kappa light-chain-enhancer of activated B cells

NLS Nuclear Localization Sequence

OvCa Ovarialkarzinom
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p 53
PARP
PBS
PCO-Syndrom
PDGFR
PI3K
PIK3CA
PKA
PKB
PPAR
PRA
PTEN

R

RAR
RXR
RNA

T3

T4
TA-MUC1
THR
TRH

TSH

VitDR
VEGF

Wnt

Protein 53 (Tumorsuppressor)

Poly ADP Ribose Polymerase

Phosphate buffered saline

Polycystic ovary syndrome

Plateled Derived Growth Factor Receptor
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
Phospholnositide-3-Kinase, Catalytic, Alpha polypeptid
ProteinKinase A (Teil eines Signalweges)
ProteinKinase B, Synonym Akt (Protoonkogen)
Peroxisome Proloferator-Activated Receptor
Progesterone Receptor A

Phosphatase and TENsin homolog (Tumorsuppressor)

Retinoic Acid Receptor
Retinoid X Receptor
RiboNucleic Acid

Triiodthyronin

Thyroxin

Tumor Assoziiertes Mucin 1

Thyroid Hormone Receptor (auch TR)
Thyrotropin Releasing Hormone
Thyroid Stimulating Hormone

Vitamine D Receptor
Vascular Endothelial Growth Factor

Ligand eines Signaltransduktionsweges (Wg[wingless)-Gen und
Int-Gen=Wnt)
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Anhang

Grading
Bocker, Werner; Denk, Helmut; Heitz, Philipp U.; Moch, Holger (2008): Lehrbuch Pathologie. 4.,
Aufl. Miinchen: Urban & Fischer in Elsevier.

G1 Gut differenziert

G2 Malig differenziert

G3 Schlecht differenziert

(G4 Undifferenziert/Analplastisch)

Staging
Cannistra, S. A., M.D. Cancer of the Ovary. N Engl J Med 2004;351:2519-29

Table 1. Staging System for Epithelial Ovarian Cancer.*

Stage Characteristics

| Tumor limited to ovary or ovariesy

A One ovary involved, without ascites, positive peritoneal wash-
ings, surface involvement, or rupture

B Both ovaries involved, without ascites, positive peritoneal
washings, surface involvement, or rupture

C Ascites, positive peritoneal washings, surface involvement,
or rupture present

Il Ovarian tumor with pelvic extensionf
A Involvement of the uterus or fallopian tubes

B Involvement of other pelvic organs (e.g., bladder, rectum,
or pelvic sidewall)

C Pelvic extension, plus findings indicated for stage IC
1 Tumor involving the upper abdomen or lymph nodes

A Microscopical disease outside the pelvis, typically involving
the omentum

B Gross deposits =2 cm in diameteri:
C Gross deposits >2 cm in diameter or nodal involvement
v Distant organ involvement, including pleural space or hepatic

or splenic parenchyma
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Protokoll fur Antikdrper mit der ABC-Methode

1. Entparaffinieren fir 20 Minuten in Xylol
2.  In 100% Ethanol schwenken
3. Blockieren der endogenen Peroxidase durch 20 Minuten in 3%igem
Wasserstoffperoxid in Methanol (=3ml 30%iges Wasserstoffperoxid+ 97ml Methanol)
4. In 100% Ethanol schwenken
5. Nacheinander in 70%, 50% Ethanol schwenken
6. Agua dest.
7. Demaskierung durch Hitzevorbehandlung im Schnellkochtopf mit Na-Zitratpuffer pH
6,0:
Lsg A: 21,01g 0,1M Zitronenséure + 1| Aqua dest.
Lsg B: 29,419 0,1M Na-Zitrat + 1l Aqua dest.
Durchfiihrung: Dampfkochtopf mit Puffer flllen und Platte auf Stufe 12 stellen; nach
7 Minuten fangt der Puffer zu kochen an; Schnitte einstellen, Deckel verschliel3en
und Wecker auf 5 Minuten stellen; wenn der 2. Ring des Ventil zu sehen ist, auf
Stufe 4 herunterregeln; nach den 5 Minuten Topf in einem Wasserbecken
abdampfen lassen, Deckel 6ffnen und vorsichtig Leitungswasser zu dem Puffer
laufen lassen
8. Aguadest.
9. 2x2 Minuten in PBS waschen
10. 3 Minuten Power Block: 1:10 in Aqua dest. verdiinnen (séttigt elektrostatische
Ladungen im Gewebe ab und verhindert, dass sich Immunglobuline durch
hydrophobe Bindung unspezifisch an Membranen oder Fettgewebe binden; somit
wird eine unspezifische Anfarbung verhindert.)
11. Nur abkippen, nicht waschen
12. PrimarAK RXR PrimarAK VitDR PrimarAK PPARy PrimarAK
1h bei RT, 1:150 | 1h bei RT, 1:100 | 16h bei 4°C, THRa1l/2 1h bei
in Power-PBS in Power-PBS 1:1000 in Dako RT, 1:800 in
(1:1000) (1:100) Power-PBS
(1:100)
13. 2x2 Minuten in PBS waschen
14. 30 Minuten SekundarAK= biotinylierter Link-AK, der den ABC bindet=
3 Tropfen Normalserum + 1 Tropfen 3 Tropfen Goat Normalserum + 1
Anti-Mouse-IgG + 10ml PBS Tropfen Anti-Rabbit-IgG + 10ml PBS
Wahrenddessen Ansetzen des ABC (die Losung muss 30 Minuten vor Gebrauch
angesetzt werden!) 4 Tropfen Reagenz A + 4 Tropfen Reagenz B + 10ml PBS
15. 2x2 Minuten in PBS waschen
16. 30 Minuten ABC
17. 2x2 Minuten in PBS waschen
18. Substratfarbung mit DAB= 1ml Substratpuffer + 1 Tropfen DAB Chromogen
(kanzerogen!)
2 Minuten | 30 Sekunden | 2 Minuten | 1 Minute
19. 2x2 Minuten in Aqua dest. um die Farbreaktion zu stoppen
20. 2 Minuten Gegenfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer
21. 5 Minuten in Leitungswasser blauen
22. Aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol
23. Eindecken mit Eukitt
Positivkontrolle:
Plazenta 44 | Plazenta 4 | Reife Plazenta | Struma
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Protokoll fir Antikérper mit der HRP-Polymer-Methode

1. Entparaffinieren fir 20 Minuten in Xylol
2.  In 100% Ethanol schwenken
3.  Blockieren der endogenen Peroxidase durch 20 Minuten in 3%igem
Wasserstoffperoxid in Methanol (=3ml 30%iges Wasserstoffperoxid+ 97ml Methanol)
4. In 100% Ethanol schwenken
5. Nacheinander in 70%, 50% Ethanol schwenken
6. Agua dest.
7. Demaskierung durch Hitzevorbehandlung im Schnellkochtopf mit Na-Zitratpuffer pH
6,0:
Lsg A: 21,01g 0,1M Zitronenséure + 1| Aqua dest.
Lsg B: 29,419 0,1M Na-Zitrat + 1l Aqua dest.
Durchfiihrung: Dampfkochtopf mit Puffer flllen und Platte auf Stufe 12 stellen; nach
7 Minuten fangt der Puffer zu kochen an; Schnitte einstellen, Deckel verschliel3en
und Wecker auf 5 Minuten stellen; wenn der 2. Ring des Ventil zu sehen ist, auf
Stufe 4 herunterregeln; nach den 5 Minuten Topf in einem Wasserbecken
abdampfen lassen, Deckel 6ffnen und vorsichtig Leitungswasser zu dem Puffer
laufen lassen
8. Aguadest.
9. 2x2 Minuten in PBS waschen
10. 5 Minuten Blocking Solution (Reagent 1) (sattigt 3 Minuten Power
elektrostatische Ladungen im Gewebe ab und verhindert, Block (siehe ABC
dass sich Immunglobuline durch hydrophobe Bindung Protokoll)

unspezifisch an Membranen oder Fettgewebe binden; somit
wird eine unspezifische Anfarbung verhindert)
11. 2x2 Minuten in PBS waschen

12. PrimarAK THRal | PrimarAK THRa2 PrimarAK THRB1 | PrimarAK THRPB
1h bei RT, 1:200 | 1h bei RT, 1: 1h bei RT, 1:200 1h bei RT, 1:150 in
in PBS 1:1000 in PBS in Dako Power-PBS

(1:1000)

13. 2x2 Minuten in PBS waschen

14. 20 Minuten Post Block (Reagent 2)

15. 2x2 Minuten in PBS waschen

16. 30 Minuten HRP-Polymer (Reagent 3)

17. 2x2 Minuten in PBS waschen

18. Substratfarbung mit DAB= 1ml Substratpuffer + 1 Tropfen DAB Chromogen
(kanzerogen!)
3 Minuten | 1 Minute | 1 Minute | 1 Minute

19. 2x2 Minuten in Aqua dest. um die Farbreaktion zu stoppen
20. 2 Minuten Gegenfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer
21. 5 Minuten in Leitungswasser blauen

22. Aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol

23. Eindecken mit Eukitt

Positivkontrolle:
Colon (Patho) | Ma-Ca 3 | Ma-Ca 151/94 | Plazenta 44a
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THRa1 - Immunhistochemische Bilder
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RXRa - Immunhistochemische Bilder
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PPARy — Immunhistochemische Bilder
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PPARy-Expression im muzinosen vC‘alo, 10- PPARy-Expression im
fache VergroRerung fache VergroéRerung
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PPARy-Expression im klarzelligen OvCa5, 10- PPARy-Expression im klarzelligen OvCab5, 25-
fache VergréBerung fache VergréBerung
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