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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Themaeinfihrung
Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem High Grade serdsen
Ovarialkarzinom, das die haufigste Unterart des Ovarialkarzinoms darstellt (80%). Es
sollen die vier Gene TP53, TP16, KRAS und BRAF auf Mutationen untersucht
werden. Dabei wird die Theorie der dualen Tumorgenese Uberprift. Diese besagt,
dass fur das serdse Ovarialkarzinom zwei unterschiedliche Mutationswege fur die
Entstehung charakteristisch sind. Das High Grade sertése Ovarialkarzinom (HGSC)
wird durch Mutationen der Tumorsuppressorgene TP53 und TP16 charakterisiert,
wahrend sich im serdésen Low Grade- Ovarialkarzinom (LGSC) typischerweise
Mutationen der Protoonkogene KRAS und BRAF finden. Durch diesen obligat
unterschiedlichen molekulargenetischen Entstehungsweg werden das LGSC und das
HGSC in der Literatur als zwei unterschiedliche Entitaten angesehen. In der
vorliegenden Arbeit soll nun tberprtft werden, ob diese Theorie der dualen

Tumorgenese valide ist und ob sie eventuell erganzt oder erweitert werden kann.

1.2 Tumor allgemein
Krebserkrankungen gehdren zu den haufigsten Todesursachen weltweit und sind in

den Industrielandern die zweithaufigste Todesursache nach den Herz-
Kreislauferkrankungen. Laut Studien entwickelt jeder zweite Mensch in den
Industrielandern im Laufe seines Lebens eine Krebserkrankung (Greaves, 2015).
Dieser Prozess geschieht nicht plétzlich, sondern infolge komplexer genetischer und
epigenetischer Veranderungen Uber Jahre und Jahrzehnte hinweg (Gerlinger et al.,
2014). Obwohl einige Krebsarten auch in jungen Jahren auftreten kénnen, so gilt
Krebs doch als Krankheit des Alters (Anand, Sundaram, Jhurani, Kunnumakkara, &
Aggarwal, 2008). Das Wort Krebs bzw. Karzinom kommt von dem griechischen Wort
.karkinos“, das von dem antiken griechischen Arzt Hippokrates (460-370 vor
Christus) gepragt wurde. Eine der frihesten Erwdhnungen von Brustkrebs stammt
aus dem Jahr 1600 vor Christus aus dem alten Agypten. Der Papyrus enthalt eine
Beschreibung verschiedener Krebserkrankungen und erwahnt die operative
Entfernung von Brustkrebs. Zudem wird erwdhnt, dass es keine Heilung fir diese
Erkrankung gebe. Die &lteste Therapie ist die chirurgische Exzision, die schon seit
Jahrtausenden bekannt ist. Nach der Erfindung der Anasthesie im Jahr 1846

entwickelten mehrere bekannte Chirurgen wie Bilroth, Handley und Halsted
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Krebsoperationen mit begleitender Lymphonodektomie. Der Chirurg Paget beschrieb,
dass Krebszellen tber das Blut in andere Korperareale gelangen kénnen (Sudhakar,
2009). Durch neue minimalinvasive und schonende Verfahren wurden die alten
radikalen Operationen zunehmend abgeldst, wie etwa die radikale Mastektomie
durch die brusterhaltende Operation. Die mitunter aus den grof3en Kriegen des 20.
Jahrhunderts stammenden Kenntnisse tiber Chemotherapeutika (Senfgas im I.
Weltkrieg) und Strahlentherapie (Opfer der Atombombenabwirfe tber Hiroshima und
Nagasaki im Il. Weltkrieg) wurden bis heute zunehmend effektiver und
nebenwirkungsarmer gestaltet (Chabner & Roberts, 2005). Erst in der zweiten Halfte
des 20. Jahrhunderts wurde die Entstehung von Krebs aufgrund neuer
molekularbiologischer Kenntnisse besser verstanden. Auch zielgerichtete Therapien,
zum Beispiel durch die Blockade von Wachstumsfaktoren oder von Pathways, die fur
die Proliferation der Zelle verantwortlich sind (DeVita & Chu, 2008) erfuhren erstmals
héhere Aufmerksamkeit.

Um dieser grof3en medizinischen Herausforderung wirksam entgegentreten zu
kénnen, ist es von enormer Bedeutung, die molekularen Entstehungsprozesse zu
verstehen. Hierzu wurde im Jahr 2000 eine vielbeachtete Arbeit zu den wichtigsten
Grundlagen der Entstehung maligner Tumoren veréffentlicht: Die ,,Hallmarks of
Cancer” von Hanahan und Weinberg. Die Autoren beschreiben 6 grundlegende
Kennzeichen, die maligne Tumoren definieren und eine Abgrenzung zu den

benignen Tumoren erlauben.
6 Kennzeichen von Krebs (Hanahan & Weinberg, 2000):

Resistenz gegeniiber Apoptose
. Induktion der Angiogenese

. Uneingeschranktes replikatives Wachstumspotential

1.
2
3
4. Aktivierung von Gewebeinvasion und Metastasierung
5. Resistenz gegeniber Wachstumssupressoren

6

. Aufrechterhaltung von Wachstumssignalen



Einleitung

Im Jahr 2011 erganzten die Autoren diese Kennzeichen um weitere Aspekte
(Hanahan & Weinberg, 2011):

1. Schaffung einer tumorfreundlichen Umgebung (,tumor microenvironment®,
TME). Die Zellen, die sich in direkter Nachbarschaft zu den Krebszellen
befinden, schaffen ein Milieu, das Angiogenese, Proliferation und
Metastasierung fordert.

2. Krebszellen kénnen das Immunsystem des Koérpers durch Ausschuttung
immunmodulatorischer Faktoren wie regulatorischer T-Zellen oder
immunsuppressiver Chemokine umgehen. Die kérperliche Immunantwort
bleibt aus.

3. Hochgradige genomische bzw. chromosomale Instabilitat.

4. Lokale chronische Entziindungen. Diese kénnen eine Vielzahl an Krebsarten
beglnstigen.

5. Etablierung abnormer metabolischer Stoffwechselwege. Beispielsweise
ermdglicht dies die Proliferation auch in hypoxischem Gewebe durch einen
anaeroben Stoffwechsel (Warburg-Effekt).

Diese und zahlreiche weitere Arbeiten legen den Grundstein fur das Verstandnis der
genetischen und molekularbiologischen Mechanismen der Krebsentstehung und

ermdglichen so die Entwicklung neuartiger zielgerichteter Medikamente.

Auch fur das Ovarialkarzinom ist ein moglichst genaues Verstandnis der Entstehung
der verschiedenen Unterarten zur Entwicklung wirksamer chirurgischer und
medikamentdser Therapien von hoéchster Bedeutung, um die meist immer noch sehr
schlechte Prognose in Zukunft entscheidend zu verbessern. Mit der vorliegenden
Arbeit soll durch die Uberpriifung der Theorie der dualen Tumorgenese zu einem
besseren Verstandnis der Entstehung der epithelialen serésen Tumoren beigetragen

werden.
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1.3 Ovarialkarzinom: Epidemiologie

Abbildung 1: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2012
(Robert Koch-Institut, 2015)
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Das Ovarialkarzinom ist verglichen mit allen Krebsarten das achthaufigste Malignom
der Frau in Deutschland (Robert Koch-Institut, 2015). Bezogen auf gynéakologische
Malignome ist das Ovarialkarzinom das dritthaufigste Genitalmalignom der
deutschen Frau nach dem Endometrium- und dem Cervixkarzinom und der
funfthaufigste stationar behandelte Tumor bezogen auf alle Tumorarten der Frau in
Deutschland.

Das Ovarialkarzinom ist in Deutschland die funfthaufigste malignombedingte
Todesursache (Destatis, 2014). Im Rahmen der 5-Jahres-Pravalenz ergeben sich
21 300 betroffene Frauen, erhoben im Jahr 2012.

In Deutschland gab es im Jahr 2012 etwa 7380 Neuerkrankungen (3,3% aller
bdsartigen Neubildungen der Frauen) und eine durchschnittliche Erkrankungsrate
von 18 je 100 000 Uber alle Altersgruppen hinweg. Das mittlere Erkrankungsalter lag
im Jahr 2012 bei 69 Jahren. Durch das Ovarialkarzinom starben 2012 etwa 5646
Patientinnen, was etwa 5,6% aller Krebssterbefélle ausmacht. Das Ovarialkarzinom
ist vor allem eine Erkrankung des Alters. Mit steigendem Alter erhoht sich das Risiko
kontinuierlich. Wahrend eine Frau im Alter von 35 Jahren ein Risiko von 0,1% hat, in

den nachsten 10 Jahren an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, liegt das Risiko bei
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einer 65-jahrigen bei 0,4%. Der Haufigkeitsgipfel der Neuerkrankungsrate liegt bei
80-84 Jahren mit etwa 55 Erkrankungen je 100 000 Frauen. Uber 85 Jahren sinkt
das statistische Risiko wieder leicht.

Die altersstandardisierte Sterberate sank in den letzten 10 Jahren leicht, ndmlich von
ca. 9 je 100 000, also knapp 6000 Betroffenen im Jahr 1998 auf 7,8 je

100 000, also etwa 5800 Frauen im Jahr 2012. Eine Ursache fur die schlechte
Prognose ist die Tatsache, dass die Diagnose in vielen Fallen erst spat gestellt
werden kann. In 61% der Féalle befindet sich die Patientin zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung im T3-Stadium. Auf die TNM-Klassifikation des serésen
Ovarialkarzinoms wird im Kapitel Klinik (1.6.3) genauer eingegangen.

Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate lag im Jahr 2012 bei 41%. Im internationalen
Vergleich bewegt sich Deutschland in Bezug auf die Neuerkrankungs- und
Sterblichkeitsrate im Mittelfeld (Robert Koch-Institut, 2015).

1.4 Atiologie
1.4.1 Risikofaktoren und protektive Faktoren

Auf die Entstehung des Ovarialkarzinoms haben verschiedene Faktoren Einfluss.
Neben einem héheren Lebensalter und einer fettreichen Ernahrung ist auch
Adipositas ein Risikofaktor. Patientinnen mit der hochsten WHO-Stufe der Adipositas
weisen ein bis zu 30% erhdhtes Risiko fur die Entwicklung eines epithelialen
Ovarialkarzinoms auf. Frauen mit moderatem Ubergewicht tragen ein um 16%
erhdhtes Risiko (Olsen et al., 2007). Auch Sport und die kérperliche Aktivitat spielen
eine Rolle. Von einer Verbesserung dieser beeinflussbaren ,Lifestyle”-Faktoren
profitieren die Patientinnen sowohl in der Pravention als auch bei bereits
bestehendem Ovarialkarzinom (Beavis, Smith, & Fader, 2016).

AuRerdem erhoht sich das Risiko durch den friihen Eintritt der Menarche und ein
spates Klimakterium sowie Unfruchtbarkeit und Kinderlosigkeit bzw. wenige
Schwangerschaften. Eine Rolle spielt auch eine Ostrogenmonotherapie nach den
Wechseljahren. Eine protektive Wirkung entfaltet sich umgekehrt durch Multiparitat
und lange Stillzeiten, die langjahrige Einnahme hormoneller Kontrazeptiva sowie eine
spate Menarche und ein friihes Klimakterium. Auch ein Zustand nach Hysterektomie
oder Tubenligatur senkt das Risiko. Trotz ihrer wichtigen Rolle bei der Entstehung
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des Ovarialkarzinoms haben anamnestische hormonelle Einflussfaktoren wie die
Einnahme hormoneller Kontrazeptiva, der Z.n. Tubensterilisation oder Hysterektomie
oder die Gebarfahigkeit keine lebensverlangernde Wirkung bei manifestem
Ovarialkarzinom (Nagle, Bain, Green, & Webb, 2008).

Zugrunde liegt diesen Einschatzungen die Annahme, dass das Risiko fur die
Entstehung des Ovarialkarzinoms durch eine hohe Anzahl an Ovulationen steigt,
wahrend eine geringere Anzahl an Ovulationen das Risiko senkt (Purdie, Bain,
Siskind, Webb, & Green, 2003).

1.4.2 Entstehungstheorien

Zu den molekularbiologischen Entstehungswegen des Ovarialkarzinoms gibt es
verschiedene Erklarungsmodelle.
Subjektive Krankheitstheorien
Zu den subjektiven Krankheitstheorien der Patientinnen gehdren vor allem privater
Stress (58,7%), genetische Pradisposition (35,8%), beruflicher Stress (30,4%) und
hormonelle und Umwelteinflisse (je 29,3%) (Mueller & Sehouli, 2006).
Objektive Krankheitstheorien
Zu den alteren Entstehungstheorien gehdren die Ovulationshypothese und die
Gonadotropinhypothese.
1. Ovulationshypothese
Bei der Ovulationshypothese wird davon ausgegangen, dass die Zellen des
Oberflachenepithels durch die h&ufigen Eispringe im Rupturbereich einem stéandigen
Kreislauf aus Verletzungen und Vernarbungen unterliegen. Uber die Zeit hinweg
erleiden die Epithelzellen einen irreparablen Schaden. Bei der Einleitung des
Zelluntergangs werden unter anderem mutagene Substanzen frei. Diejenigen Zellen,
die nicht korrekt von den Reparatursystemen der DNS erfasst werden, bilden die
Grundlage fir eine etwaige Entartung. Des Weiteren bilden sich Inklusionszysten mit
eingeschlossenem epithelialem Gewebe. Innerhalb dieser Inklusionszysten findet die
Entartung der Zellen statt, u.a. durch ein verandertes hormonelles Umfeld (Yang-
Hartwich et al., 2014).
2. Gonadotropinhypothese
Bei der Gonadotropinhypothese geht es darum, dass dauerhaft erhohte
Serumspiegel von Dehydroepiandrosteron (DHEA) Uber eine pathologische
Dauerstimulation des ovariellen Oberflachenepithels zu einem erhdhten
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Entartungsrisiko fihren. Die Entartung findet dabei auf der Oberflache des Epithels

oder in Inklusionszysten statt (Berliner Tumorzentrum TMZ, 2012).

Aktuellere Theorien

In aktuelleren Entstehungstheorien wird der Entstehungsweg von Typ-I- und Typ-II-
Neoplasien unterschieden.

Low grade (Typ-l)

Bei Typ-I-Neoplasien (Low-Grade-Karzinome, LGSC) handelt es sich vorwiegend um
endometrioseassoziierte klarzellige und endometrioide Karzinome. Hier spielen
Mutationen der Protoonkogene KRAS und BRAF als sogenannte aktivierende
Mutationen eine entscheidende Rolle.

High grade (Typ-Il)

Bei Typ-lI-Tumoren (High-grade-Karzinome) handelt es sich in >80% um High Grade
sergse Karzinome (HGSC). Hier spielen neben anderen in besonderem Malie
Mutationen in den Tumorsuppressorgenen TP53 und TP16 als sogenannte
inaktivierende Mutationen eine wichtige Rolle.

Implantat-Theorie

Es mehren sich die Hinweise, dass ein Teil der epithelial-stromalen Ovarialtumoren
auf Vorlauferlasionen in den Tuben zuriickzufuhren ist. Diese Vorlauferlasionen
werden als serdse tubare intraepiteliale Karzinome (STIC) bezeichnet.
Tumorstammzelltheorie des Ovarialkarzinoms

Als weitere Entstehungstheorie ist die Tumorstammzelltheorie zu nennen. In den
vergangenen Jahren konnten Zellen mit Stammzellcharakter im Ovarialkarzinom
nachgewiesen werden. Diese Stammzellen kdnnten eine Erklarung fur die haufige
Therapieresistenz der Ovarialkarzinome darstellen. In Zellen aus Aszites und soliden
Tumoranteilen wurde festgestellt, dass die ovariellen Krebsstammzellen (OCSCs)
durch die Oberflachenmerkmale CD44+, MyD88+, konstitutive NFkappaB-Aktivitat
und Zytokin- und Chemokinproduktion charakterisiert sind (Alvero et al., 2009). Es
wird von einer hierarchischen Tumorstruktur ausgegangen. Nur die CSC (,cancer
stem cells®) haben tumorigenes Potential, sie sind umgeben von unterschiedlich
differenzierten Tumorzellen. Sie besitzen die Fahigkeit zur Differenzierung in
verschiedene Zelltypen (Vochem, Einenkel, Horn, & Ruschpler, 2014).

Diese Stammzellen konnen sich dauerhaft selbst erneuern und sind resistent

gegenuber konventioneller Chemotherapie und Radiotherapie. Sie bilden ein
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Reservoir, das den Tumor trotz Therapie am Leben erhélt und gelten daher als
wichtige Ursache fur Tumorrezidive nach Beendigung der Therapie (Yang, Liu, &
Huang, 2016).

Keimbahnmutationen

Im Rahmen von vererbten Syndromen kann es ebenfalls zum Ovarialkarzinom
kommen.

Die wichtigste Keimbahnmutation betrifft die Tumorsuppressorgene BRCA 1 und 2.
Frauen mit einer Mutation in einem der beiden Gene haben ein deutlich erhdhtes
Risiko, ein Mammakarzinom oder ein Ovarialkarzinom zu entwickeln. Hierauf wird
detailliert im Kapitel 1.5.6 eingegangen.

Ein weiteres Beispiel fur eine Keimbahnmutation ist das autosomal-dominant
vererbte Li-Fraumeni-Syndrom, bei dem es sich um eine Keimbahnmutation im
Tumorsuppressorgen TP53 handelt. Hierbei kommt es neben zahlreichen
Tumorkrankheiten auch zu einer erhéhten Rate an Ovarialkarzinomen (Nichols,
Malkin, Garber, Fraumeni, & Li, 2001). Auch beim autosomal-dominant vererbten
HNPCC (Lynch-Syndrom), kann es zur Entstehung von serésen Ovarialkarzinomen
kommen. Dem Lynch-Syndrom liegen verschiedene Keimbahnmutationen aus der
Gruppe der DNA-Mismatch-Reparaturproteine zugrunde, etwa in den Genen hMSH2
(31 %) und hMLH1 (33 %). Insbesondere beim Vorliegen eines familidren Lynch Il-
Syndroms liegt das kumulative Risiko, an einem HGSC zu erkranken bei tber 12%
(Prat, Ribe, & Gallardo, 2005).

1.4.3 Pathogenese des Ovarialkarzinoms

Die Genese des epithelialen Ovarialkarzinoms ist nicht abschliel3end geklart und
Gegenstand intensiver weltweiter Forschung. An dieser Stelle wird der Fokus auf das
serose Karzinom gelegt, das Gegenstand dieser Arbeit ist.

In der Literatur finden sich zahlreiche Theorien zur Entstehung des Ovarialkarzinoms.
Eine davon ist die Theorie der sogenannten dualen Tumorgenese, die von Malpica
2004 propagiert wurde. Diese besagt, dass das LGSC und das HGSC zwei
verschiedene Karzinome mit unterschiedlichem molekularpathologischem
Entstehungsweg sind. Fur die Entstehung des LGSC ist demnach typischerweise
eine Mutation in einem der Onkogene KRAS oder BRAF vonndten, wahrend das

HGSC durch eine Mutation des Tumorsuppressors TP53 gekennzeichnet ist. Auf die
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Theorie der dualen Tumorgenese wird weiter unten in diesem Kapitel noch

ausfuhrlich eingegangen.

Ehe die Einteilung in ein Low Grad Karzinom und ein High Grade- Karzinom
festgelegt wurde, hatte sich zunachst ein dreistufiges System etabliert.

Dieses wurde durch die Arbeitsgruppe um Shimizu und Silverberg Ende der 90er
Jahre propagiert. Dabei wurden verschiedene histologische Kriterien herangezogen
wie zum Beispiel das Wachstumsmuster der Zellen, die Kerngréi3e, die Kern-
Zytoplasma-Relation und die mitotische Aktivitt. Die Karzinome wurden in Grad I, I
und Il eingeteilt (Shimizu et al., 1998), (Silverberg, 2000).

Im Jahr 2004 schlugen Anais Malpica und Kollegen vom MD Anderson Cancer
Centre ein zweistufiges Grading-System des serdsen Ovarialkarzinoms vor. Diese
Idee beruhte zum einen auf der oben erwahnten Theorie der dualen Tumorgenese
mit den zwei unterschiedlichen molekularen Entstehungswegen und zum anderen
auf dem typischen klinischen Verlauf der Karzinome.

Denn die Patientinnen mit G1- Tumoren wiesen das langste progressionsfreie
Uberleben auf, wahrend die G2- und G3- Tumoren ein deutlich kiirzeres Uberleben
zeigten. Dabei bestand kein signifikanter Uberlebensunterschied zwischen den G2-
und G3- Tumore, was ebenfalls dafur sprach, dass es sich um zwei statt drei
verschiedene Gruppen handeln kénnte (Bodurka et al., 2012).

Die histologische Klassifikation in ein zweistufiges Grading-System von Malpica
stiitzt sich auf die Zellkernpleomorphie und die mitotische Aktivitat. Die Arbeitsgruppe
verglich ihr neues vereinfachtes System unter anderem mit dem Grading-System von
Silverberg und Shimizu.

Hierbei wurden die ehemals als Grad | klassifizierten Tumoren als Low Grade und
die Grad Il- und Grad llI-Tumoren als High Grade bezeichnet. Auch andere Autoren
konnten zeigen, dass das Grad II-Karzinom molekulargenetisch und histologisch zu
etwa 80% dem Grad lll-Karzinom entspricht (Ayhan et al., 2009).

Somit wird nur noch ein Typ | und ein Typ Il unterschieden (Malpica et al., 2004).

In einer Uberprifung aus dem Jahr 2007 zeigte Malpica, dass ihr zweistufiges
System dem dreistufigen System in der Praxis Uberlegen ist, da es gut mit ihm
korreliert und dabei noch einfacher erlernbar und anwendbar ist (Malpica et al.,
2007). Dieses zweistufige System beschréankt sich jedoch auf den serésen Subtyp

des Ovarialkarzinoms.
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Auf dem 97. Pathologenkongress in Heidelberg 2013 wurde von unserer
Arbeitsgruppe ein erneuter Vergleich zwischen dem zweistufigen und dem
dreistufigen Grading-Modell vorgestellt. Hierbei wurde abermals bestatigt, dass das
zweistufige System nach Malpica benutzerfreundlicher, einfacher zu erlernen und
leicht reproduzierbar ist. Fur die Graduierung war das zweistufige System in der
Untersuchung viel signifikanter als das dreistufige System (S. Hartmann & D. Mayr et
al., 2013). Heute qilt es als gesichert, dass mit dem Typ I, dem Low Grade- Karzinom
und dem Typ I, dem High Grade- Karzinom, zwei unterschiedliche Tumorentitaten
vorliegen, und nicht etwa zwei Varianten derselben Neoplasie (McCluggage, 2011).

Diese Entitaten folgen einem jeweils unterschiedlichen Entstehungsweg.

Beim Typ |, dem LGSC, wird davon ausgegangen, dass sich Inklusionszysten mit
zunachst normalem Epithel bilden, das dann entartet und sich tber ein Zystadenom
zum Borderlinetumor entwickelt. Der Borderlinetumor kann dann selten in ein
invasives Low Grade- Ovarialkarzinom tbergehen (siehe Abbildung 2). Es handelt
sich also um eine Adenom- Karzinom- Sequenz (McCluggage, 2008). Beim Typ |-
Karzinom sind diese Vorlauferlasionen eindeutig im Ovar beschrieben. Der Typ |
umfasst das endometrioide, klarzellige, muzinése, LGSC und
Transitionalzellkarzinom (Koshiyama, Matsumura, & Konishi, 2014). Der Typ I-
Pathway ist ein langsamer, schrittweiser Prozess, wahrend der Typ lI-Pathway
schneller ablauft und eine deutlich schlechtere klinische Prognose hat

(Vang, Shih le, & Kurman, 2009).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Entstehung von Low Grade- Ovarialtumoren (modifiziert).
(Riede & Schaefer et. al., 2004).

a) Normales b) Zystadenom ¢) Borderlinetumor d) invasives Karzinom
Oberflachenepithel
der Inklusionszysten

Eine Theorie Uber den Ursprung des Typ lI-Karzinoms besagt, dass dieses direkt aus
dem Epithel der kortikalen Inklusionszysten oder aus einer sogenannten
Vorlauferlasion des ovariellen Oberflachenepithels entsteht (Feeley & Wells, 2001).

Diese Vorlauferlasion ist jedoch nicht klar beschrieben und schwierig im Ovar zu
identifizieren. Daher wurde angenommen, dass die Typ II-Tumoren sich ,de novo*
aus dem Epithel entwickeln (Vang et al., 2009). Sie umfassen die HGSC,
undifferenzierten Karzinome und die Karzinosarkome. Selten gibt es jedoch auch Typ
[I- Tumoren, die sich aus Borderlinetumoren entwickeln (Dehari, Kurman, Logani, &
Shih le, 2007).

Dieser unterschiedliche Entstehungsweg spiegelt sich auch im Mutationsmuster
wider. Beim Typ |- Ovarialkarzinom findet sich typischerweise eine Mutation des
Protoonkogens KRAS oder BRAF oder von ERBB2, einer Rezeptortyrosinkinase, die
wie KRAS und BRAF die Proliferation der Zelle férdert (Ayhan et al., 2009). Dabei
fehlen TP53- und TP16-Mutationen (Singer et al., 2003), (Mayr, Hirschmann, Lohrs,
& Diebold, 2006), (Acs, 2005), (Tsang et al., 2013).

Beim Typ lI-Pathway hingegen werden typischerweise TP53 und TP16- Mutationen
gefunden, wahrend KRAS-, BRAF- und ERBB2- Mutationen fehlen (O'Neill et al.,
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2007), (O'Neill, Deavers, Malpica, Foster, & McCluggage, 2005), (Phillips, Kelly, &
McCluggage, 2009), (Kurman, 2013), (Ayhan et al., 2009), (Vang et al., 2009). Ein
Kennzeichen des HGSC ist, dass es hochgradig genetisch bzw. chromosomal
instabil ist (Kurman & Shih le, 2011). Im Folgenden wird der duale Entstehungsweg
des Typ I- und Typ lI- Karzinoms nach Diebold und Stabler aus dem Jahre 2005

veranschaulicht.

Abbildung 3: Dualer Weg der Tumorgenese bei serdsen Ovarialkarzinomen modifiziert nach Diebold (Stébler &
Diebold, 2005).
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In den letzten 10-15 Jahren wurden in zahlreichen Forschungsarbeiten die Tuben als
Ursprungsort des HGSC diskutiert. Dieser Prozess wird SCAT genannt (serdse
Karzinogenese in der Tube) (Jarboe et al., 2008) mit primarer Ausbildung eines
sogenannten serdsen tubaren intraepithelialen Karzinoms (STIC). Diese sich im
distalen Tubenabschnitt befindenden Zellen unterliegen einer malignen
Transformation (TILT= tubare intraepitheliale Lasion in Transition) (Watkin &
Devouassoux-Shisheboran, 2011) und wandern ins Ovar ein. Somit waren die
HGSC-Zellen nicht ovariellen Ursprungs, sondern vielmehr als ,Metastasen® der

STICs der distalen Tube anzusehen (Koshiyama et al., 2014).
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Abbildung 4: STIC-Zellen aus dem Bereich der tubaren Fimbrien ,metastasieren” auf die Oberflache des Ovars.
Schaubild nach Kurman et al (Kurman & Shih le, 2010).

/- STIC cells exfoliate
and implant on
ovarian surface

Erstmals entdeckt wurde dieser Umstand in einem anderen Zusammenhang. Die
Bemuhungen, bei BRCA- positiven Frauen das Krebsrisiko zu senken, fihrten zur
Praxis der prophylaktischen Salpingo-Oophorektomie. Bei Untersuchungen dieser
Préaparate wurden tberraschenderweise in >70% der Falle STICs gefunden. 93% der
STICS befanden sich im Fimbrienkranz. (Kindelberger et al., 2007), (Watkin &
Devouassoux-Shisheboran, 2011). Nach der neuen WHO-KIlassifikation von 2014 gilt
zumindest fir die BRCA1-positiven HGSC als gesichert, dass sie als Metastase der
STIC angesehen werden kdnnen (Meinhold-Heerlein et al., 2016).

In den STICs wurden in vielen Fallen dieselben p53-Mutationen wie in den
Ovarialkarzinomzellen gefunden (Y. Lee et al., 2007). Man spricht von der
sogenannten p53-Signatur (H. X. Li et al., 2014), (Leonhardt, Einenkel, Sohr,
Engeland, & Horn, 2011). Als p53-Signatur bezeichnet man Zellen, die p53-positiv
sind und in etwa 10% der Falle ein erhdhtes Ki67 aufweisen. Sie sind jedoch
histologisch unauffallig (E. Y. Chen et al., 2010), (Mehra et al., 2011). Die p53-
Signatur und ihr maligner Gegenpart, die STIC weisen auf die Bedeutung der
Fimbrien sowohl als mdglichen Entstehungsort des serésen Karzinoms als auch als
Zielstruktur fur den frihen Nachweis und die Pravention dieser Krankheit hin (Y. Lee
et al., 2007).

Falls definitiv bestatigt hatten werden kann, dass das STIC die friheste Form des
HGSC darstellt, so hatte dies grol3en Einfluss auf das Screening, die Behandlung

und die Pravention (Przybycin, Kurman, Ronnett, Shih le, & Vang, 2010). In diesem
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Zusammenhang kéame der (alleinigen) prophylaktischen Salpingektomie eine noch
weitaus grof3ere Bedeutung zu, als bislang bekannt (Kurman & Shih le, 2011). Ob
diese MalRnahme bei Patientinnen mit nachgewiesenem STIC die Mortalitat
signifikant senkt, bedarf jedoch weiterer Studien (Reade et al., 2014).

Das folgende Schaubild stellt eine Ubersicht tiber die Entstehungstheorien des
LGSC und HGSC dar. Gesichert ist dies wie oben erwahnt gemafd der WHO von
2014 nur fur das BRCA-1-positive HGSC. In den tubaren Fimbrien (TFE) am distalen
Ende der Tube befindet sich demnach der haufigste Entstehungsort des serésen
Karzinoms. Benignes tubares Epithel bildet ovarielle Inklusionen, aus dem sich Uber
einen Borderlinetumor schlief3lich ein LGSC entwickelt. Nur ein kleiner Teil der
Inklusionen entwickelt sich aus dem ovariellen Oberflachenepithel (OSE). Es wird
auch davon ausgegangen, dass die vom OSE stammenden Inklusionen nicht in der
Lage sind, sich zum LGSC zu transformieren. Das HGSC dagegen entwickelt sich
Uberwiegend aus dem serdsen tubaren intraepithelialen Karzinom (STIC). Die vom
STIC stammenden Zellen lagern sich an die Oberflache des Ovars an oder dringen in
das Stroma ein und transformieren zum vollen HGSC. Etwa 10% der LGSC
erwerben eine p53-Mutation und entwickeln sich zum HGSC (J. Li, Fadare, Xiang,
Kong, & Zheng, 2012).
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Abbildung 5: Ubersicht (iber verschiedene mogliche Entstehungswege des HGSC und des LGSC

LG-SC

1P 'ovary

TFE= Tubare Fimbrien, BTE= Benignes tubares Epithel, OEI= Ovarielle epitheliale Inklusion, LG-SC=
Low Grade Serdses Karzinom, HG-SC= High Grade Serdses Karzinom, STIC= Serdse tubare
intraepitheliale Inklusion, SC= serses Karzinom, OSE= Ovarielles Oberflachenepithel. Modifiziert
nach Li & Fadare aus dem Jahr 2012 (J. Li et al., 2012).

1.5 Molekulare Genetik

1.5.1 Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressoren sind Proteine, die den Zellzyklus kontrollieren. Sie kbnnen den
Zellzyklus im Falle einer DNA-Schadigung arretieren, bis die Schaden repariert
wurden, etwa durch die Unterdriickung der Genexpression von Wachstumsfaktoren.
Bei irreversibler Schadigung leiten sie mit der Apoptose den kontrollierten Zelltod ein.
Im Falle einer Mutation eines Tumorsuppressorgens steigt das Risiko fur eine
maligne Entartung der Zelle. Bei Tumorsuppressorgenen geht man von der

sogenannten ,Two-Hit-Hypothese® aus, laut der in beiden Allelen eine Mutation
20
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vorliegen muss, damit ein maligne Neoplasie entsteht. Die Allele der
Tumorsuppressorgene sind also rezessiv. Dies wurde erstmals beim

Retinoblastomgen beschrieben (Knudson, 1971).

1.5.2 p53

Das Protein p53 ist ein Tumorsuppressor und das Produkt des Gens TP53. Dieses
ist auf Chromosom 17p13.1 lokalisiert und hat ein Molekulargewicht von 53 kDa. p53
halt bei DNA-Schaden den Zellzyklus am G1/S-Ubergang an. Das Protein kann
zudem Reparaturproteine aktivieren. Nach erfolgreicher Reparatur wird der
Zellzyklus fortgesetzt, bei irreparablen Schaden wird die Apoptose eingeleitet.

Das Schlusselmolekil zur Regulation des p53 ist Mdm-2 (Mouse double minute 2
homolog). Es ist ein ,zinc finger“-Protein, das an die Aminosauren 22 und 23 bindet
und so alle Funktionen von p53 blockiert. Dadurch kann es nicht mehr mit der Zelle
interagieren (J. Chen, Lin, & Levine, 1995). Bei DNA-Schéadigung trennen sich Mdm-
2 und p53, sodass p53 aktiviert wird.

Es liegt ein autoregulatorischer Feedbackmechanismus vor, bei dem Mdm-2 die
Aktivitat von p53 reguliert und p53 die Expression von Mdm-2 (X. Wu, Bayle, Olson,
& Levine, 1993).

Abbildung 6: Regulation von p53 durch Mdm2 (Proctor and Gray, 2008).
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WAF1/CIP1, die das Protein p21 kodieren. p21 ist ein CKI (Cyclin-dependent kinase
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inhibitor), der die Komplexe CDK2, CDK1 sowie CDK 4 und 6 inhibiert, die fir den

Ubergang von der G1- in die S-Phase zustandig sind.

Abbildung 7: P53 und Rb und ihre Funktion im Zellzyklus (Offermanns
S. and Rosenthal W., 2008).
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Durch eine Loss-of-Function-Mutation im TP53-Gen fehlt dieses Stoppsignal fiir die

Zellteilung.

P53 ist mit Uber 50% das am haufigsten mutierte Gen bei allen Krebsarten des
Menschen, es spielt eine entscheidende Rolle bei der Krebsentstehung (Surget,
Khoury, & Bourdon, 2013), (F. Chang, Syrjanen, & Syrjanen, 1995). Beim epithelialen
Ovarialkarzinom (EOC) gehort p53 ebenfalls zu den am haufigsten mutierten Genen,
zusammen mit dem Rb-Gen (Hashiguchi et al., 2001) und spielt eine Uberaus
bedeutende Rolle in der ovariellen Karzinomentstehung (Corney, Flesken-Nikitin,
Choi, & Nikitin, 2008). Das Vorliegen einer p53-Mutation ist mit einer schlechten
Prognose vergesellschaftet (Bali et al., 2004).

Hierbei besteht ein besonderer Bezug zum High Grade serésen Ovarialkarzinom,
wéahrend die p53-Mutationen selten in Low Grade- oder Borderline- Tumoren zu
finden sind (Kupryjanczyk et al., 1995). Ebenso fanden sich in Studien p53-
Mutationen viel haufiger in schwach differenzierten oder undifferenzierten
Ovarialtumoren als in gut differenzierten (Skomedal et al., 1997), (Kupryjanczyk et
al., 1993). In vielen Studien wurde gezeigt, dass benigne Zystadenome und Low

Grade- Ovarialkarzinome durch die fehlende p53-Mutation von den High Grade-
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Karzinomen unterschieden werden kdénnen (Zheng et al., 1995), (Kmet, Cook, &
Magliocco, 2003), (Kaminski, Putowski, & Oleszczuk, 2003).

Es wurde nachgewiesen, dass p53-Mutationen sowohl die EMT (epithelial-
mesenchymale Transition, d.h. die Losung der Epithelzellen aus dem Zellverband)
(C. J. Chang et al., 2011) (nachgewiesen in Mamma-Zellen) als auch die
Zellmigration (nachgewiesen in Zellen der Tube, die mit der fir das HGSC typischen
p53-Mutation versehen wurden) entscheidend vorantreiben (Quartuccio et al., 2015).

1.5.3 pl6

Das Tumorsuppressorprotein p16, auch CDK-Inhibitor 2A genannt, wird von dem
Gen P16CDKN2A bzw. P16INK4A kodiert. Es fungiert als Inhibitor des CDK4/6-
Komplexes. CDK4/6 bindet an Cyclin D und phosphoryliert anschlielend das
Retinoblastomprotein Rb. Das Tumorsuppressorprotein Rb 16st sich nach der
Phosphorylierung von dem Transkriptionsfaktor E2F1, der anschlie3end in den
Zellkern eintritt und die Transkription wichtiger Gene fiir den G1/S-Ubergang einleitet
(Hara et al., 1996). Bei DNA-Schadigung oder oxidativem Stress wird p16 aktiviert,
bindet an CDK4/6 und unterbricht, indem Rb in einem hypophosphorylierten Zustand
gehalten wird, so den beschriebenen Signalweg. Damit wird der Zellzyklus am G1/S-
Ubergang arretiert. Hierbei ist die Regulation von p16 duRRerst komplex (Rayess,
Wang, & Srivatsan, 2012). Die Blockade des Signalwegs durch p16 beglnstigt die
Seneszenz der Zelle (Zellalterung). Im Rahmen der zellularen Seneszenz, die durch
verschieden Arten von Stress und Zellschadigung ausgelost werden kann, stellen die
Zellen ihre Teilung ein und unterliegen zahlreichen morphologischen und
funktionellen Veranderungen. Die zellulare Seneszenz wird als aul3erst wichtiger
Faktor in der Tumorsuppression angesehen und spielt auch eine Rolle bei der
Alterung des Organismus (Ben-Porath & Weinberg, 2005).
Auch fur die Entstehung des epithelialen Ovarialkarzinoms spielt p16 eine wichtige
Rolle (Fujita et al., 1997), (Aravidis et al., 2012). Beim High Grade- Ovarialkarzinom
ist das P16INK4A-Gen weitaus haufiger mutiert als in Low Grade- Ovarialkarzinomen
und Borderline-Tumoren (O'Neill et al., 2007), hierbei insbesondere in serdsen und
undifferenzierten Karzinomen des Ovars verglichen mit anderen histologischen
Subtypen (Phillips et al., 2009). In Zystadenomen kommt eine p16-Mutation
signifikant seltener vor als in malignen ovariellen Prozessen (Nazlioglu, Ercan, Bilgin,
& Ozuysal, 2010).
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Abbildung 8: Regulation des Zellzyklus, p16/Rb-Pathway, adaptiert nach (Peurala, Koivunen, Haapasaari, Bloigu,

& Jukkola-Vuorinen, 2013).
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1.5.4 Onkogene

1.5.5 KRAS und BRAF

Die Protoonkogene KRAS (GTP-bindendes Protein) und BRAF

(Serin/Threoninkinase) sind Teil einer Signalkaskade, die Signale von der

Zelloberflache in den Zellkern leitet. Den entscheidenden Signalweg zwischen dem

membranstéandigen Ras-Protein und dem Zellkern bildet hierbei die Kaskade tber

Ras-Raf-MEK-MAPK/ERK (Hilger, Scheulen, & Strumberg, 2002).
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Abbildung 9: MAPK/ERK-Signalkaskade (Murcia et al., 2016).
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Ein Ligand, beispielsweise ein Mitogen (Zellteilung anregende Molekiile) bzw. EGF
(Extrazellularer Wachstumsfaktor) bindet an den EGF-Rezeptor auf der Zellmembran
(Boonstra et al., 1995) und ermdglicht tlber mehrere Zwischenschritte dem Protein
Ras (rat sarcoma), sein GDP (Guanosindiphosphat) gegen ein GTP
(Guanosintriphosphat) auszutauschen und somit aktiviert zu werden. Ras ist ein G-
Protein, das nur in seiner aktivierten Form, also nach Bindung an ein GTP, mit
weiteren Proteinen in der Signalkaskade interagieren kann. Die folgenden Proteine
im Signalweg fungieren als Kinasen und aktivieren sich gegenseitig durch das
Hinzufligen eines Phosphatmolekils (Phosphorylierung). Die Proteine werden somit
wie durch einen Schalter an- oder ausgeschalten.

Das aktivierte Ras-Protein bindet nun an sein Effektorprotein, die Raf-Kinase und
aktiviert sie, was durch eine Konformationséanderung moglich wird (Avruch et al.,
2001), (Marshall, 1995). Durch RAF wird die Tyrosin/Threoninkinase MEK (MEK1
und MEKZ2) phosphoryliert. MEK kann anschlielend die MAPK (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase) ebenfalls durch Phosphorylierung aktivieren (friher als ERK
(Extrazellulare signalregulierte Kinase) bezeichnet).

Die MAPK wandert in den Zellkern, wo sie fur die Regulation einiger flr die
Zellteilung wichtiger Transkriptionsfaktoren verantwortlich ist, wie zum Beispiel myc

und CREB. Die durch die MAPK aktivierten Transkriptionsfaktoren spielen unter
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anderem auch eine Rolle in der Zelladhasion, der Gewebeinvasion und
Metastasierung von maligne entarteten Zellen, der Angiogenese sowie der Apoptose
(Murcia et al., 2016), (Dhillon, Hagan, Rath, & Kolch, 2007).

Es gibt drei verschiedene RAF-Proteine, die drei Kinasen A-Raf, B-Raf und C-Raf.
Alle drei Isoformen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Krebs (An et
al., 2015).

Somatische Punktmutationen von BRAF treten in etwa 8% aller Krebsfalle des
Menschen auf, am Haufigsten beim Malignen Melanom, Schilddriisen-, Colon- und
Ovarialkarzinom (Brose et al., 2002), (Davies et al., 2002). Die Mutationen ereignen
sich vor allem in zwei Regionen von BRAF, in einem Glycin-reichen Loop in Exon 11
und in dem Aktivierungssegment in Exon 15 (Vakiani & Solit, 2011). Dabei ist ein
Austausch von Valin durch Glutaminsaure in Codon 600 (V600E) fur etwa 90% aller
in menschlichen Krebszellen gefundenen Mutationen verantwortlich (Vakiani & Solit,
2011), (Davies et al., 2002).

RAS ist in etwa 15% aller Krebsfalle des Menschen mutiert (Davies et al., 2002).
Hierbei findet sich eine Mutation besonders haufig beim Pankreaskarzinom, NSCLC
(nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom) und beim Kolonkarzinom (Bos, 1989). Am
Haufigsten ereignet sich eine Mutation in Exon 2 auf Codon 12 und 13. Beim
kolorektalen Karzinom machen die Mutationen in Exon 3 und 4 etwa 15% aller
KRAS-Mutationen aus, wahrend die Mutationen in Exon 2 fir ca. 85% aller KRAS-
Mutationen verantwortlich sind (Edkins et al., 2006), (Janakiraman et al., 2010). Beim
NSCLC machen die Exon 2-Mutationen mehr als 97% aller KRAS-Mutationen aus
(Forbes et al., 2006).

Aufgrund der wichtigen Bedeutung fir Zellwachstum, Zellteilung und Zelltod ist die
Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade ein wichtiger Angriffspunkt flir neue, zielgerichtete
Medikamente in der Krebstherapie (Hilger et al., 2002). Beispiele hierfur sind etwa
der MEK1/2 -Inhibitor Cobimetinib bei Patienten mit verschiedenen fortgeschrittenen
soliden Tumoren (Rosen et al., 2016) oder der selektive BRAF-Inhibitor Vemurafenib
beim Malignen Melanom (Ribas et al., 2014).

Auch im Ovarialkarzinom spielen KRAS- und BRAF-Mutationen eine Rolle.
Zahlreiche Studien haben diese Fragestellung untersucht. In serésen Borderline-
Tumoren sind KRAS-Mutationen die haufigste genetische Veranderung (Diebold,
Seemuller, & Lohrs, 2003). In einer Studie aus dem Jahr 2003 wurden in 61% der

serosen Borderline-Tumoren entweder eine KRAS oder eine BRAF-Mutation
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gefunden(Singer et al., 2003). Auch die sogenannten Typ-I-Tumoren, das heil3t low-
grade Ovarialtumoren, die sich schrittweise aus Borderline-Tumoren entwickeln, sind
typischerweise mit KRAS- oder BRAF-Mutationen vergesellschaftet, wahrend in Typ-
[I-Tumoren, die high-grade-Neoplasien darstellen, dufRerst selten KRAS- und BRAF-
Mutationen zu finden sind (Shih le & Kurman, 2004), (Ayhan et al., 2009), (Vang et
al., 2009).

Auch in peritonealen Implantaten wurden identische KRAS- und BRAF-Mutationen
gefunden wie in den zugehérigen Borderline-Tumoren, was darauf hindeuten kdnnte,
dass die peritonealen Implantate direkt vom ovariellen Tumor abstammen (Ardighieri
et al., 2014). In rezidivierenden low-grade-Ovarialkarzinomen bei bekannter
Erstdiagnose als ovarieller Borderlinetumor fand sich signifikant haufiger eine KRAS-
Mutation als eine BRAF-Mutation. Dies liel3 die Autoren darauf schlie3en, dass vor
allem KRAS eine ursachliche Rolle in diesen Tumoren spielt, wenngleich auch nicht
in allen untersuchten Tumoren eine KRAS-Mutation gefunden wurde (Tsang et al.,
2013).

KRAS-Mutationen kommen in vielen histologischen Subtypen des invasiven
Ovarialkarzinoms vor, mit 50% am Haufigsten im muzindsen Typ. Es fanden sich in
einer Studie aus dem Jahr 2003 keine BRAF-Mutationen in muzindsen ovariellen
Tumoren (Gemignani et al., 2003). Es finden sich auch haufig Mutationen von KRAS
oder BRAF in serésen Borderline-Tumoren, wéhrend sie in serdsen invasiven
Karzinomen nicht zu finden sind. In invasiven Ovarialtumoren anderer histologischer

Subtypen sind diese Mutationen eher selten (Mayr et al., 2006).

1.5.6 Familiares Ovarialkarzinom

1.5.7 BRCA1l/ BRCAZ2 und Rad51c

BRCAL und BRCA2 (Breast Cancer Gen 1 und 2) sind Tumorsuppressorgene, die fur
Proteine gleichen Namens kodieren. Sie werden vor allem in Brustdriisengewebe,
aber auch in anderen Geweben des menschlichen Korpers exprimiert (Hedau et al.,
2015), (Bernard-Gallon et al., 2001). Als sogenannte ,caretaker genes” tragen sie zur
Stabilisierung des Genoms bei. Das BRCA1-Protein wird bei chromosomalen
Schaden aktiviert. Unter anderem spielt BRCA1 eine Rolle in der Mismatch Repair.
Die Mismatch Repair ist ein Teil der DNA-Reparatur. Die betreffenden Proteine
erkennen eine Fehlpaarung im DNA-Doppelstrang, die dann von einer speziellen
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Nuklease herausgeschnitten wird (Fukui, 2010).

AulRerdem sind BRCA1 und BRCA2 an der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen beteiligt (Welcsh & King, 2001). Auch die Regulation der
Transkription wird durch BRCA1 und BRCA2 beeinflusst (Friedenson, 2007). Die
Reparatur der Doppelstrangbrtiche erfolgt Giber die homologe Rekombination, das
heil3t es wird die identische homologe Sequenz von einem Schwesterchromatid oder
vom selben Chromosom als Vorlage verwendet. Die beiden homologen
Chromosomenabschnitte werden nebeneinander positioniert und dann
gegeneinander ausgetauscht. Hierbei bindet der Tumorsuppressor PALB2 an
BRCA1 und BRCAZ2 und verbindet diese. Gemeinsam binden sie an den
Tumorsuppressor RAD51 (Prakash, Zhang, Feng, & Jasin, 2015), (Buisson et al.,
2010). Der entscheidende Schritt des Austausches der homologen DNA-Abschnitte
wird durch RAD51 vermittelt (Holthausen, Wyman, & Kanaar, 2010), (Arnaudeau,
Helleday, & Jenssen, 1999).

Keimbahnmutationen von BRCAL sind assoziiert mit dem HGSC (Schrader et al.,
2012) und kommen in Uber 50% der HGSC-Falle vor (McMillen et al., 2012).

Wenn eine Mutation vorliegt, kann die geschadigte DNA nicht mehr repariert werden.
Dies erhoht das Risiko fir eine maligne Entartung (Friedenson, 2007). Es gibt
verschiedenste komplexe Mdglichkeiten der Mutation. Haufig sind es
Punktmutationen oder Insertionen beziehungsweise Deletionen. Es kann sich jedoch
auch um langstreckige Umlagerungen in den BRCA-Genen handeln, die viele
Basenpaare umfassen kdnnen (Mazoyer, 2005).

Frauen mit einer BRCA1- Mutation haben gemaf einer Metaanalyse verschiedener
Fallstudien aus dem Jahr 2003 im Alter von 70 Jahren ein Mammakarzinom-Risiko
von 65% und ein Ovarialkarzinom-Risiko von 39%. Im Falle einer BRCA2-Mutation
lag das Risiko im Alter von 79 Jahren bei 45% beziehungsweise 11% (Antoniou et
al., 2003). Das Risiko erhoht sich mit steigendem Alter fortwahrend. Im Alter von 80
Jahren besteht bei einer BRCAL1-Mutation bereits ein rund 80%iges Risiko fur die
Entwicklung eines Mammakarzinoms und ein 55%iges Risiko fur das
Ovarialkarzinom (Ford et al., 1998), (Easton, Ford, & Bishop, 1995; King, Marks, &
Mandell, 2003). Aufgrund des stark erhdhten Karzinomrisikos wird bei Nachweis
einer BRCA1/2-Mutation haufig eine prophylaktische operative Therapie empfohlen.
Hierzu wurden deutschlandweit universitare Zentren fur familiaren Brust- und

Eierstockkrebs eingerichtet, die diese Operationen nach klaren Richtlinien
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durchfiihren. Vor einer mdglichen Operation erfolgt eine Risikokalkulation mithilfe des
betroffenen Gens, des Alters der Patientin und der Prognose nach Ersterkrankung.
Die Operation wird um das 40. Lebensjahr empfohlen, wobei die Familienplanung
nach Mdglichkeit abgeschlossen sein sollte (Graeser et al., 2009; Kauff et al., 2008).
Die prophylaktische chirurgische Mastektomie konnte das Risiko in einer Studie aus
dem Jahr 2010 erheblich reduzieren. Es wurde bei 254 Frauen der Verlauf nach
Mastektomie untersucht. Durchschnittlich betrug das Karzinomrisiko 0,2% pro Frau
pro Jahr (Kaas et al., 2010). Auch bei der prophylaktischen beidseitigen Salpingo-
Oophorektomie kann eine erhebliche Risikoreduktion erreicht werden (Olopade &
Artioli, 2004), (Foulkes, 2013), (Evans, Clayton, Donnai, Shenton, & Lalloo, 2009).

1.5.8 Andere beteiligte Gene beim familiaren Ovarialkarzinom

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Gene identifiziert, die fur eine familiare
H&ufung mitverantwortlich sein kénnten. Das Protein RAD51c spielt eine wichtige
Rolle in der Doppelstrangbruchreparatur. Diese wird durch homologe Rekombination
erreicht, wobei RAD51c den entscheidenden Austauschschritt der homologen DNA-
Abschnitte vermittelt. In einer Studie aus dem Jahr 2013 wurden 117 Index-Falle mit
familiarer Haufung von Brust- und Eierstockkrebs, die einen negativen BRCA-Status
hatten, analysiert. Dabei wurden 3 Mutationen in RAD51c gefunden, was einer Rate
von 2,6% entspricht. Die Autoren schlie3en daraus, dass RAD51c an der Genese
des familidren Brust- und Eierstockkrebs beteiligt ist und empfehlen, es zusammen
mit BRCA in das Screening mit einzubeziehen (Coulet et al., 2013). Weitere
relevante Genen sind das TP53, etwa beim Li-Fraumeni-Syndrom, aul3erdem weitere
Genen die an der Reparatur von Doppelstrangbriichen beteiligt sind, wie CHEK2,
RADS51, BRIP1 und PALB2. Die aktuellsten Entwicklungen in der Gensequenzierung,
das sogenannte Next-Generation-Sequencing, erlaubt die simultane Untersuchung
vieler Gene, die fir die Entstehung infrage kommen. Diese Untersuchungen kénnten
bei gesunden Frauen zu einem personalisierten Krebsrisiko-Management mit
klinischer und radiologischer Uberwachung sowie chemotherapeutischer und
chirurgischer Prophylaxe fihren. Auch fur Krebspatientinnen kdnnte die Identifikation
von Zielgenen wichtige Angriffspunkte flr zielgerichtete Therapien liefern (Toss et al.,
2015).
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1.6 Klinik

1.6.1 Symptome

Patientinnen mit Ovarialkarzinom entwickeln meist keine speziellen Symptome.
Wenn Symptome auftreten, dann erst in fortgeschrittenen Stadien und zumeist
unspezifisch. Mégliche Symptome sind gastrointestinale Beschwerden,
Stuhlveranderungen, Leistungsknick oder genitale Blutungen. Es kann weiterhin zu
Gewichtsabnahme kommen sowie zu einer Zunahme des Bauchumfangs, die durch
die teils massive Bildung von malignem Aszites entstehen kann. Haufig ist die
Bauchumfangszunahme der Anlass zum Besuch des Hausarztes, hierbei handelt es
sich jedoch bereits um ein Spatstadium. Noch spater kann es zu Tumorkachexie und
.Facies ovarica“ (eingefallenes Gesicht) kommen. Ebenfalls kann es zu

Pleuraergissen kommen.

1.6.2 Diagnostik

70% der ovariellen Karzinome werden erst im Stadium FIGO IIB-1V (s. Kapitel 1.6.3)
diagnostiziert. Bei Verdacht auf ein Ovarialkarzinom besitzt das operative Staging
den héchsten Stellenwert und erlaubt die genaueste Einschatzung der Operabilitat
(Salani, Axtell, Gerardi, Holschneider, & Bristow, 2008). Zusatzlich kann eine

Schnittbildgebung (CT oder MRT) zum Staging eingesetzt werden.

Bis heute existieren keine etablierten Friherkennungsmethoden. Im Folgenden
werden einige haufig im Rahmen der Diagnosestellung des Ovarialkarzinoms
durchgefiihrte MalRnahmen beschrieben, die jedoch alle wenig Evidenz und Nutzen
aufweisen.

Bei Verdacht auf ein Ovarialkarzinom héufig durchgefuihrte Untersuchungen sind die
Transvaginalsonographie und die Bestimmung des CA 125-Spiegels im Serum. In
einer randomisierten kontrollierten Studie wurden hierzu im Zeitraum von 1993 bis
2001 mehr als 78 000 Frauen im Alter von 55 Jahren bis 74 Jahren in den USA
entweder einer jahrlichen Vorsorgeuntersuchung mit beiden genannten Methoden
unterzogen oder sie erhielten die normale Versorgung ohne Screening. Die Studie
kommt zu dem Schluss, dass die Vorsorgeuntersuchung sowohl mit transvaginalem

Ultraschall als auch mit Bestimmung des CA 125-Serumspiegels zu keiner Reduktion
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der Mortalitat fihrten. Zudem wurde eine erhebliche Anzahl an falsch-positiven
Befunden erhoben. Die daraufhin durchgefihrten konservativen und chirurgischen
Folgeuntersuchungen waren zu 15% mit Komplikationen verbunden (Buys et al.,
2011). Diese Ergebnisse wurden in einer Metaanalyse aus dem Jahr 2013 bestatigt
(Reade, Riva, Busse, Goldsmith, & Elit, 2013).

Aul3er den beiden oben genannten Methoden wird immer eine vollstandige
gynékologische Untersuchung durchgefuhrt, die jedoch in der Regel nur wenig zur
Diagnosefindung beitragen kann.

Eine weitere diagnostische Mdéglichkeit besteht in der Messung sogenannter
zirkulierender Tumorzellen (CTCs). Aktuelle Studien zeigen, dass die hamatogene
Streuung von Tumorzellen beim epithelialen Ovarialkarzinom eine wichtige Rolle
spielt und dass die CTCs mit einem erhéhten Tumorgrad, einem erhéhten CA-125-
Wert und auch mit dem Grad eines Residuums nach Operation assoziiert sind (Van
Berckelaer et al., 2016).

1.6.3 Krankheitsstadien (TNM, FIGO)

Klinisch wird die FIGO-KlIassifikation herangezogen. Sie ist ein international
anerkanntes System zur Einteilung des Ovarialkarzinoms, die von der
.internationalen Vereinigung fur Gynakologie und Geburtskunde® herausgegeben
wird. Die FIGO beruht auf einem klinischen Staging. Die TNM-Klassifikation wird seit
1950 von der UICC (International Union against cancer) herausgegeben und erlaubt
eine Stadieneinteilung gemalf pathologischer oder chirurgischer Kriterien (s. Tabelle
unten). Dabei steht T fur die Ausdehnung des Primartumors, N fur das
Vorhandensein oder Fehlen regionaler Lymphknotenmetastasen und M fiur das
Vorhandensein oder Fehlen hamatogener Fernmetastasen. Die Bestimmung der
Fernmetastasen ist nur nach einem Staging mdglich.

Hierflr kdnnen verschiedene Methoden zum Einsatz kommen wie die
Computertomographie, die Magnetresonanztomographie oder andere bildgebende

Verfahren.

Im Folgenden wird das Staging des Ovarialkarzinoms gemafR FIGO-Klassifikation
und TNM-Klassifikation aufgeftihrt nach (Prat, 2014), (Edge & Compton, 2010),
(NCCN, 2015).
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Tabelle 1: TNM-Einteilung und FIGO-Klassifikation

TNM

FIGO

X

Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO

Kein Nachweis eines Primartumors

T1

Tumor auf die Ovarien beschrankt

Tla

auf ein Ovar beschrénkt, Kapsel intakt,
Ovarialoberflache tumorfrei, negative

Spulzytologie

T1b

Befall beider Ovarien, ansonsten wie Stadium
1A

Tlc

I C

Tumor beféllt ein Ovar oder beide Ovarien

I C1

latrogene Kapselruptur

| C2

praoperative Kapselruptur oder Tumor auf der

Ovarialoberflache

I C3

maligne Zellen im Aszites oder in der

Spulzytologie nachweisbar

T2

Tumor auf einem oder beiden Ovarien mit

zytologisch oder histologisch nachgewiesener

Ausbreitung in das kleine Becken oder primares

Peritonealkarzinom

T2a

A

Ausbreitung und/oder Tumorimplantate auf
Uterus und/oder Tuben

T2b

1B

Ausbreitung auf weitere intraperitoneale

Strukturen im Bereich des kleinen Beckens

T3

Tumor auf einem oder beiden Ovarien mit
zytologisch oder histologisch nachgewiesener

Ausbreitung aul3erhalb des kleinen Beckens

und/oder retroperitoneale Lymphknotenmetast.

T3

A

retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
und/oder mikroskopische Metastasen

aulerhalb des kleinen Beckens

T3a

A1

ausschlielilich retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen
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AL

Metastasen £ 10 mm
Metastasen > 10 mm

[ A2

mikroskopische extrapelvine Ausbreitung auf
das Peritoneum aul3erhalb des kleinen Beckens
mit oder ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen

T3b

B

makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf
das Peritoneum aul3erhalb des kleinen
Beckens < 2 cm mit oder ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen; einschlief3lich

Ausbreitung auf die Leberkapsel und die Milz

T3c

I c

makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf
das Peritoneum auf3erhalb des kleinen
Beckens > 2 cm mit oder ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen; schliel3t eine
Ausbreitung auf die Leberkapsel und die Milz

ein

MO

Keine Fernmetastasen

M1

Fernmetastasen (mit Ausnahme peritonealer

Metastasen)

IV A

Pleuraerguss mit positiver Zytologie

IV B

Parenchymale Metastasen der Leber und/oder
der Milz, Metastasen zu auf3erhalb des
Abdomens gelegenen Organen (einschlieflich
inguinaler Lymphknotenmetastasen und/oder
anderer au3erhalb des Abdomens gelegener

Lymphknotenmetastasen)

NX

Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

NO

Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1

lHc

Regionale Lymphknotenmetastasen

33



Einleitung

1.6.3 Therapie

Die Therapie des Ovarialkarzinoms besteht grundsatzlich aus einer Operation und
einer stadiengerechten adjuvanten Chemotherapie.

Operative Therapie

Bei dringendem Verdacht auf ein Ovarialkarzinom wird méglichst umgehend mit der
Therapie in einem spezialisierten Zentrum begonnen. Die mit Abstand wichtigste
Saule hierbei ist die operative Therapie. Die Art der Therapie hangt entscheidend
vom Tumorstadium und dem Ergebnis des intraoperativen Schnellschnitts ab. Liegt
bei einem Tumor im Ovar ein karzinomnegativer Schnellschnitt vor, wird der Tumor
ausgeschalt und eventuell die Adnexe unter ,No-touch“-Technik entfernt, da auch
gutartige Tumoren in das Peritoneum streuen kdnnten. Bei karzinompositivem
Schnellschnitt wird eine radikale Staging-OP mit Langsschnittlaparotomie angestrebt.
Die Prognose ist direkt abhéangig von der Radikalitéat der Operation, so dass neben
den inneren Geschlechtsorganen auch das Omentum majus, die pelvinen und
paraaortalen Lymphknoten sowie weitere makroskopisch befallene Stellen, etwa
Teile des Peritoneums oder der Appendix entfernt werden. (S. J. Chang & Bristow,
2015). Dies bezieht sich auf die Standard-Prozedur. Es muss jedoch immer auf die
individuelle Situation der Patientin geachtet werden. So muss beispielsweise bei sehr
jungen Patientinnen abgewagt werden, ob auch eine weniger radikale Operation
vertretbar ware.

Ein Sonderfall liegt beim Borderline-Tumor vor. Auf eine Lymphknotenentfernung
kann hier verzichtet werden, zudem kann bei Kinderwunsch organerhaltend operiert
werden, sofern das kontralaterale Ovar oder das Rest-Ovar tumorfrei sind. Hierbei
wird lediglich das betroffene Ovar mit zugehdériger Tube entfernt. Dies trifft fir Frauen
unter 40 Jahren zu bei gesichertem Stadium FIGO IA sowie einem Grading von G1.
Zusatzlich werden hier immer Proben aus dem Bauchraum, der kontralateralen
Adnexe und eventuell anderen Stellen entnommen, um Implantate auszuschliel3en.
Diese Operation kann die Fruchtbarkeit jedoch aufgrund des Parenchymverlusts im
Ovar und durch Adhasionen einschranken (Fischerova, Zikan, Dundr, & Cibula,
2012), (Trope, Kaern, & Davidson, 2012).

Medikamentdse Therapie

AulRer im Stadium FIGO 1A und Grading G1 wird als First-Line-Therapie

grundsatzlich eine adjuvante Chemotherapie mit Carboplatin und einem
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Mitosehemmstoff (z.B. einem Taxan wie Paclitaxel) durchgefthrt. Hierbei werden alle
histologischen Subtypen der Ovarialkarzinome in der Regel gleichbehandelt.
Rezidivtherapie

Auch in der Rezidivtherapie ist ein operatives Vorgehen anzustreben. Dies gilt
insbesondere bei einem positiven AGO-Score (Arbeitsgemeinschaft Gynakologische
Onkologie). Dieser gilt als positiv bei gutem Allgemeinzustand, kompletter
Tumorresektion bei Erst-OP sowie dem Vorhandensein von weniger als 500 ml
Aszites. In entsprechend andersgelagerten Féallen ist er als negativ zu werten. Der
AGO-Score hat sich als nitzlicher Vorhersagewert fir den Erfolg einer zweiten
zytoreduktiven Operation bei Erstrezidiv erwiesen (Muallem et al., 2015).
Medikamentds kommt als Second-Line-Therapie bei platin-resistentem Rezidiv eine
alternative Monotherapie mit Topotecan, Paclitaxel, liposomalem Doxorubicin oder
Gemcitabin in Frage. Im Falle eines Platin-sensiblen Rezidivs kann eine
Kombinationstherapie aus Carboplatin und Paclitaxel oder Doxorubicin versucht
werden. Alle Schemata kdnnen mit dem Angiogenesehemmer (VEGF-Inhibitor)
Bevacizumab kombiniert werden. Bevacizumab ist seit 2011 zugelassen fiur die
Behandlung des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms im Stadium FIGO 1lIB-IV. Das
progressionsfreie Uberleben konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe um 4 Monate
verlangert werden (Burger et al., 2011).

Die medikamenttse Therapie erfolgt stets angepasst an das Tumorstadium.
Hormonelle Therapie

Moglich ist ebenfalls die erganzende Hormontherapie zur Verbesserung der
Lebensqualitat durch Symptome des Ostrogenmangels mit GnRH-Analoga,
Tamoxifen oder Gestagenen. Aufgrund nicht eindeutiger und teils widersprichlicher
Angaben in der Literatur gibt es auch in der aktuellen S3-Leitlinie keine klare
Empfehlung fur eine hormonelle Therapie bei Zustand nach Ovarialkarzinom. Neuere
Studien weisen jedoch darauf hin, dass die Hormontherapie bei Patienten mit
positiven Ostrogenrezeptoren in der Zukunft durchaus eine sinnvolle Option
darstellen kdnnte (Yokoyama & Mizunuma, 2013).

Zielgerichtete Therapie: PARP-Inhibitoren

Der PARP-Inhibitor Olaparib blockiert das Enzym Poly-ADP-Ribose-Polymerase
(PARP), das neben verschiedenen Aufgaben in der Zelle wie genomische Stabilitat,

Apoptose, Inflammation und Telomer-Erhalt auch an der DNA-Reparatur und an der

Unterdriickung der Tumorgenese beteiligt ist (Piskunova et al., 2008). In diesem
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Zusammenhang wurden in den letzten Jahren Untersuchungen zum Nutzen fur
Ovarialkarzinom-Patientinnen durchgefihrt. In einer retrospektiven Analyse einer
randomisierten Phase-II-Studie wurden 265 Patientinnen mit Ovarialkarzinom mit

Platin-sensitivem Rezidiv auf Olaparib oder Placebo randomisiert.

Das progressionsfreie Uberleben (PFS) konnte jedoch nur bei BRCA-positivem
Status signifikant gesenkt werden, von 4,3 auf 11,2 Monate. Bei Patientinnen ohne
BRCA-Mutation wurde die PFS nur nicht signifikant von 5,5 auf 7,4 Monate
verlangert (Ledermann et al., 2014). Dies beruht darauf, dass bei einer Mutation des
BRCA-Gens, das ebenfalls an der DNA-Reparatur beteiligt ist, die Zell-Proliferation
starker als bei gesunden Zellen von dem Protein PARP abhéngt und
aufrechterhalten werden kann. Dies macht die Zelle anfallig fur eine selektive
Inhibition. Durch den Inhibitor Olaparib wird so der Zelltod eingeleitet. Die Zellen, bei
denen BRCA intakt ist, sind davon nicht betroffen (Meehan & Chen, 2016). Im
Dezember 2014 wurde mit der Zulassung von Olaparib (Lynparza™) zum ersten Mal
eine zielgerichtete Therapie fur die genannte spezielle Untergruppe des malignen
Ovarialkarzinoms von der Europaischen Kommission und der europaischen
Arzneimittel-Agentur (EMA) zugelassen. Dieses Thema wurde seitdem in zahlreichen
Studien aufgegriffen und die Ergebnisse bestétigt (Bixel & Hays, 2015), (Bornstein &
Jimeno, 2016), (Chase, Patel, & Shields, 2016), (Frampton, 2015), (Matulonis et al.,
2016), (Oza et al., 2015).

Strahlentherapie

Die Strahlentherapie spielt bei der Behandlung des Ovarialkarzinoms eine
untergeordnete Rolle, zum einen wegen der intraperitonealen Lage, zum anderen
wegen geringer Strahlensensibilitdt. Einen erfolgsversprechenden Ansatz liefert
jedoch die intensitdtsmodulierte Bestrahlung, bei der die Strahlendosis durch
Aufteilung der Bestrahlungsfelder in kleine Areale erheblich verringert werden kann.
Die Strahlentherapie ist nur in einer Palliativsituation indiziert, beispielsweise zur
Linderung der Schmerzen bei Knochenmetastasen (S. W. Lee et al., 2011).
Nachsorge, Rehabilitation

In der Nachsorge steht die Erhaltung der Lebensqualitat der Patientinnen im
Vordergrund. Schwerpunkte bilden die Minimierung der Nebenwirkungen der
Therapie, das Wahrnehmen von Rehabilitationsmaflinahmen und die engmaschige

psychosoziale Betreuung.
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Pravention bei familiarem Ovarialkarzinom

Bei jungen Frauen mit Nachweis einer Mutation im BRCA1- oder BRCA2- Gen oder
hohem familidaren Risiko (mehrere Verwandte 1. Grades mit Mamma-oder
Ovarialkarzinom oder Verwandte mit besonders frihem Erkrankungsalter) werden
intensivierte Friherkennungsmethoden empfohlen, weiterhin kann eine praventive
Mastektomie bzw. Adnexektomie ab dem 40. Lebensjahr bei abgeschlossener
Familienplanung erwogen werden (Schlehe & Schmutzler, 2008). Dabei mussen

stets die Nebenwirkungen und Risiken abgewogen werden.

1.6.4 Prognose:

Die Prognose und die mittlere Uberlebenszeit hangen stark von FIGO-Stadium und
TNM-Status zum Zeitpunkt der Diagnosestellung des Tumors ab. In den Stadien
FIGO IIB — 1V, die zu 70% bei Erstdiagnose vorliegen, liegt die 5-
Jahresuberlebensrate bei deutlich unter 40%, wéhrend sie im Stadium FIGO I-11A bei
ca. 80% liegt (Creasman et al., 2006).

Tabelle 2: Uberlebensraten je nach FIGO-Stadium

Stadium 5-Jahres-Uberlebensrate
FIGO | 80%
FIGO Il 60%
FIGO Il 23%
FIGO IV 14%

Dabei spielen das Alter, der Allgemeinzustand und vor allem der postoperative
Residualtumor eine wichtige Rolle.

Wahrend ca. 23% aller gyndkologischen Tumoren ovariellen Ursprungs sind, werden
die Todesfalle durch Krebs des weiblichen Genitaltrakts zu 47% vom
Ovarialkarzinom verursacht (Denny, Quinn, & Hacker, 2012). Muzinése Tumoren
sprechen schlechter auf eine platinhaltige Chemotherapie an und sowohl das
Rezidivrisiko als auch die Mortalitat sind deutlich héher als beim serésen und
endometrioiden Ovarialkarzinom (du Bois et al., 2009).

Die starke Abhangigkeit des Uberlebens vom Tumorstadium bei Erstdiagnose und
die hohe Zahl an Todesfallen durch das Ovarialkarzinom belegt die grol3e
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Bedeutung, die der Etablierung wirkungsvoller Friherkennungsmethoden zukommit.

1.7 Histologische Klassifikation

Die ovariellen Tumoren entwickeln sich histologisch aus verschiedenen
Ursprungsgeweben und werden daher in verschiedene Gruppen unterteilt. Im Jahr
1973 wurde von Serov und Scully eine systematische Klassifikation im Namen der
WHO erstellt, die bis heute Gliltigkeit besitzt (Serov & Scully et al., 1973).

Es gibt drei grol3e histologische Gruppen. Die mit rund 60 bis 70% haufigste Gruppe
bilden die vom Zdlomepithel abstammenden epithelial-stromalen Tumoren. Hier wird
zudem in allen Subtypen unterschieden zwischen malignen, benignen und
Borderline-Tumoren, die histomorphologisch eine Zwischenform zwischen malignen
und benignen Tumoren einnehmen. Es existieren zwei weitere Gruppen, die
Keimstrang-Stroma-Tumoren, die mesenchymaler Herkunft sind und die

Keimzelltumoren.

Abbildung 10: Ubersicht tiber die histologische Herkunft der Ovarialtumoren

-~

Ovarialtumoren

p | - r N 4 |
B Keimstrang-
Epithelial-stromale Stroma- Keimzelltumoren
Tumoren Tumoren (Keimzellen)
(Zolomepithel) (Mesenchym)
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p ™
Benigne
Borderline
Maligne

Die epithelialen Tumoren werden weiter aufgeteilt in die serésen, muzinésen,

endometrioiden, klarzelligen, Transitionalzell- (=Brenner-Tumoren), squamésen,
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gemischt-epithelialen und undifferenzierten Tumoren. Hierbei sind das serése,
endometrioide und klarzellige die haufigsten Entitaten (Diebold, 1998).

Das sertse Karzinom wird meistens in den Stadien IIl oder IV entdeckt, in denen
bereits eine Streuung stattgefunden hat. Demgegenuber werden die klarzelligen und
endometrioiden Tumoren, die mit der atypischen Endometriose assoziiert sind, haufig
im Stadium | entdeckt und neigen tendenziell eher zu lokalem Wachstum (Kaku et
al., 2003).

Es wird heute angenommen, dass der Grof3teil der ehemals als High Grade
klassifizierten endometrioiden Karzinome in Wahrheit vom serésen Typ ist. In diesem
Zusammenhang wird die Genexpression des Tumorsuppressorgens WT1 als
hilfreicher Marker angesehen, da dieses Protein als relativ spezifisch fur das sergse
Ovarialkarzinom gilt (McCluggage, 2011).

Die Keimstrang-Stroma-Tumoren umfassen die Granulosazell-, Sertolizell- und
Steroidzelltumoren sowie die Tumoren vom gemischten oder unklassifizierten Typ.
Die Keimzelltumoren schliel3lich werden unterteilt in Teratome, Dottersacktumoren,

das Dysgerminom und das Chorionkarzinom.

Ubersicht epithelialer benigner, maligner und Borderline-Ovarialtumoren
gemal “WHO Classification of Tumours of Female Reproductive Organs 2014”
(Kurman & Carcangiu ML, 2014)

1) Serdse Tumoren
Benigne:
- Sertses Zystadenom
- Serdses Adenofibrom
- Seroses Oberflachenpapillom
Borderline:
- Sero6ser Borderline-Tumor / Atypischer proliferativer seréser Tumor
- Ser0ser Borderline-Tumor - Mikropapillare Variante / Nicht-invasives Low
Grade sertses Karzinom
Maligne:
- Low Grade sergses Karzinom

- High Grade sertses Karzinom
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2)

3)

4)

5)

Einleitung

Muzin6se Tumoren

Benigne:

Muzindses Zystadenom

Muzindses Adenofibrom

Borderline:

Muzindser Borderline-Tumor / Atypischer proliferativer muzinéser Tumor
Maline:

Muzinoses Karzinom

Endometrioide Tumoren

Benigne:

Endometrioide Zyste

Endometrioides Zystadenom

Endometrioides Adenofibrom

Borderline:

Endometrioider Borderline-Tumor / Atypischer proliferativer endometrioider
Tumor

Maligne:

Endometrioides Karzinom

Klarzellige Tumoren

Benigne:

Klarzelliges Zystadenom

Klarzelliges Adenofibrom

Borderline:

Klarzelliger Borderline-Tumor / Atypischer proliferativer klarzelliger Tumor
Maligne:

Klarzelliges Karzinom

Brenner-Tumoren

Benigne:

Brenner-Tumor

Borderline:

Borderline Brenner-Tumor / Atypischer proliferativer Brenner-Tumor
Maligne:

Maligner Brenner-Tumor
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Zielsetzung und Fragestellung

6) Seromuzindse Tumoren

Benigne:

- Seromuzindses Zystadenom

- Seromuzingses Adenofibrom
Borderline:

- Seromuzingser Borderline-Tumor / Atypischer proliferativer seromuzindser
Tumor
Maligne:

- Seromuzingses Karzinom

7) Undifferenziertes Karzinom

2 Zielsetzung und Fragestellung

Die Ovarialkarzinome haben eine auf3erst schlechte Prognose. In den letzten Jahren
und Jahrzehnten waren alle Bemihungen um effektivere Therapien weitgehen
vergebens. Noch immer hangt die Prognose entscheidend vom Tumorstadium bei
Ersterkrankung sowie dem Erfolg der Operation ab. Effektive medikamentose
Therapien gibt es kaum. Fir alle Arten des Ovarialkarzinoms wird dieselbe
Chemotherapie verwendet. Diese Chemotherapie spricht bei Low Grade- und High
Grade- Karzinome unterschiedlich gut an und hat insgesamt nur eine eingeschrankte
Wirksamkeit. Die Prognose kann dadurch nicht entscheidend verbessert werden. Vor
diesem Hintergrund wird die grof3e Bedeutung eines genaueren Verstandnisses der
molekulargenetischen Entstehungswege der Ovarialkarzinome deutlich. Die daraus
resultierende Tumoreinteilung ist entscheidend fir die richtige Diagnostik, fur die
Therapie und die daraus resultierende Prognose. Nur so kdnnen spezialisierte,
gezielte Therapien entwickelt werden, die fir jedes Karzinom eine maximale

Wirksamkeit entfalten.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Theorie der dualen Tumorgenese zu Uberprufen. Hierzu

sollen folgende Fragen geklart werden:

1. Gibt es unter den serésen High Grade- Karzinomen wie zu erwarten eine
hohe Zahl an Mutationen in TP53?
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2. Gibt es wie zu erwarten keine KRAS und BRAF-Mutationen in den High
Grade- Karzinomen?

3. Gibt es eine hohe Zahl an TP16-Mutationen?

4. Wie verhalten sich TP16- und TP53-Mutationen zueinander?

5. Wie verhalten sich etwaige KRAS- oder BRAF-mutierte Félle zum Rest des
Kollektivs? Welche Zusammenhange und Unterschiede gibt es?

6. Gibt es Falle, die nicht mit der Theorie der dualen Tumorgenese erklarbar
sind? Wenn ja, wie lassen sich diese Falle gegebenenfalls einordnen?

7. Lasst sich abschliel3end die Theorie der dualen Tumorgenese bestatigen

oder muss sie gegebenenfalls erweitert werden?

3 Material und Methoden

Die vier Gene TP53, TP16, KRAS und BRAF sollen auf Mutationen untersucht
werden. Bei den beiden Tumorsuppressorgenen TP53 und TP16 geschieht dies
mittels Immunhistochemie. Fir KRAS und BRAF kommt die Methode der
Pyrosequenzierung zum Einsatz. Es wird in Paraffin konserviertes Tumormaterial aus
dem Archiv verwendet. Fur die Immunhistochemie werden Schnitte mit einem
Farbstoff-gekoppelten Antikorper behandelt und lichtmikroskopisch ausgewertet. Fir
die Pyrosequenzierung werden ungefarbte Leerschnitte hergestellt. Von diesen
Leerschnitten wird Zellmaterial gewonnen, aus dem dann gereinigte DNA-Molekile

fur die Pyrosequenzierung isoliert werden.

3.1 Patientenkollektiv

Bei dem Patientenkollektiv handelt es sich um Patientinnen im Alter zwischen 10 und
87 Jahren und einem Durchschnittsalter von 61,5 Jahren. Die Patientinnen wurden
zwischen 1981 und 2003 im Klinikum Grof3hadern betreut. Sie alle erhielten eine
primar chirurgische Behandlung sowie stadienabhangig zuséatzlich eine Strahlen-

oder Chemotherapie (Hartmann & Mayr et al., 2015)

3.1.1 FFPE-Material
Die in Paraffinblécken gelagerten Gewebeproben wurden aus dem Archiv des

Pathologischen Instituts der LMU Miinchen ausgewahlt. Die Gewebeproben wurden

42



Material und Methoden

als FFPE-Material (Formalin-fixed paraffin-embedded tissue) aufbewahrt. Anhand
des zu jedem Block bereits vorhandenen HE-Schnitts wurde unter dem
Lichtmikroskop Uberprift, ob sich auf dem Block auch wirklich Tumormaterial des
Ovars befand. Falle ohne Tumormaterial wurden aussortiert. Durch diese
Uberprifung ergab sich ein Kollektiv mit serésen High-Grade-Ovarialkarzinomen
(HGSC) von 152 Patientinnen.

3.1.2 Leerschnitte
Es wurden von jeder Gewebeprobe acht Leerschnitte hergestellt. Die Erstellung

dieser Schnitte fur die Lichtmikroskopie erfolgte an einem handelsublichen
Rotationsmikrotom. Als Schneidwerkzeug kam ein Stahlmesser zum Einsatz. Hierzu
wurden die Blocke einige Minuten auf eine -20°C kalte Platte gelegt und dann im
Mikrotom eingespannt. Der Schneidewinkel wurde so eingestellt, dass die ganze
Flache des Paraffinblocks vom Messer erfasst wurde. Es wurden Schnitte der Dicke
2um hergestellt und kurz in ein Wasserbad gegeben. AnschlieRend wurden sie auf
einen glasernen Objekttrager aufgezogen und bei 60°C fur 12 Minuten angetrocknet.
Von den acht Leerschnitten wurde je ein Schnitt fur das Protein p53 und einer fur das
Protein p16 immunhistochemisch gefarbt (Antikdrper mit gekoppeltem Farbstoff). Ein
weiterer Leerschnitt wurde mit Hamatoxilin-Eosin (HE-Farbung) gefarbt. Die Ubrigen
funf Leerschnitte wurden zur Gewinnung von Tumormaterial fur die

Pyrosequenzierung verwendet.

3.2 Immunhistochemie (IHC) fur p53 und p16

Bei der Immunhistochemischen Farbung wird ein bestimmtes Protein angefarbt.
Hierzu wird ein kunstlich hergestellter Antikérper mit einem gekoppelten Farbstoff
verwendet, der spezifisch an das gewilnschte Protein bindet. Anhand der Starke der
Protein-Expression lasst sich im Falle von p53 und p16 eine Aussage Uber das
Vorhandensein einer Mutation des zugehérigen Gens treffen. Beide Reaktionen

erfolgten vollautomatisch am Ventana.
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Abbildung 11: HGSC p53-starke IHC- Anfarbung
IRS=12

Abbildung 12: HGSC pl6-starke IHC-Anfarbung:
IRS=12

Material und Methoden
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Abbildung 13: HGSC p53- keine IHC-Anféarbung IRS= 0

Abbildung 14: HGSC p16 - keine IHC-Anfarbung IRS=0

Es wurden die folgenden Antikdrper verwendet:

Material und Methoden
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Tabelle 3: Antikdrper p53- Immunhistochemie

Material und Methoden

Antikorper Hersteller Bestell-Nr. | Verdinnung Laufprotokoll
P53 Ab-5 murin | ThermoFisher MS-186-P 1:1000 S.u.

monoklonal Scientific

Tabelle 4: Antikdrper p16-Immunhistochemie

Antikorper Hersteller Bestell-Nr. | Verdinnung Laufprotokoll
ple™kea Ventana 805-4713 Ready to use S.u.

CINtec® Histo.

Roche Group

BenchMark XT IHC/ISH Farbemodul

© N o g &~ w D P

Paraffin

Entparaffinierung
Hitzevorbehandlung
Cell Conditioner 1
Mildes CC1 (60 Min. bei pH 8,4)
Standard CC1
Titration
Handauftrag (Primar- Antikorper fir p53 // E6H4 Histo fur p16), Inkubation fur

36 Min. fur p53 // 28 Min. fur p16

9. ultraWash

10.Gegenfarbung

11. 1 Tropfen (Hamatoxylin) (Gegenfarbung) auftragen, LCS auftragen u. fur 4

Min. inkubieren

12.Nach-Gegenfarbung

13.1 Tropfen von (Bluing Reagent) nach Gegenfarbung auftragen, LCS

auftragen, Inkubation fur 4 Min.

Die gefarbten Schnitte wurden lichtmikroskopisch mittels des Remmele Scores

(Immunreaktiver Score, IRS) semiquantitativ ausgewertet. Dabei wird dem

prozentualen Anteil positiver Zellen und der Intensitat des Farbeergebnisses jeweils

ein Zahlenwert zugewiesen. Das Produkt dieser beiden Werte ergibt den IRS. Es

resultiert ein Wert zwischen O und 12:
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Tabelle 5: Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele (Remmele & Stegner, 1987)

Punkte Farbeintenstitat Anteil positiver Zellkerne
0 keine Farbung 0%

1 schwach <10%

2 mahig 11% - 50%

3 stark 51% - 80%

4 - 81% - 100%

Bei der IHC fur p53 wird ausschlief3lich der Kern angefarbt, bei p16 das Zytosol. Der
p16-Antikorper farbt bei einigen Zellen jedoch auch den Zellkern mit an. Daher wurde
bei allen p16-Fallen zusatzlich der prozentuale Anteil an Zellen bestimmt, deren
Kerne mit angefarbt wurden. Dieser Anteil wurde gleich den Zellen mit gefarbtem

Zytosol ebenfalls mit den Werten 0-4 belegt:

Tabelle 6: p16-IHC-Farbung Kerne

p16-AK: 0 1 2 3 4

(gefarbte Kerne)

(Keine) (1%-10%) (11%-50%) (51%-80%) (> 80%)

Nach der neuen WHO Einteilung der Ovarialkarzinome von Herbst 2014 (Kurman &
Carcangiu ML, 2014) zeigte sich jedoch, dass die p53 — Expression auf zwei
verschiedene Arten mit einer TP53 - Mutation korreliert: Entweder eine starke diffuse
nukleare Farbung (in >60% der Félle), die mit einer Missense-Mutation korreliert.
Oder das vollige Fehlen einer Farbung, was mit einer Nonsense-Mutation korreliert.
Es kommt zu keiner Féarbereaktion, da die Nonsense-Mutation zu einem
abgeschnittenen Protein fihrt, welches vom p53 - Antikorper nicht erkannt wird. Es
kénnen also nur diejenigen Zellen p53-positiv (mutiert) sein, die entweder sehr stark
oder gar nicht angefarbt wurden. Daher erfolgte eine Reevaluierung der p53-
gefarbten Schnittpraparate.
Beziglich der p16-Expression wurde in der WHO von 2014 dargelegt (Altman et al.,
2013), dass eine Mutation dann angenommen werden kann, wenn eine diffuse,
gleichmaliig starke Farbung von >90% der Zellen vorliegt, wahrend bei <90%
angefarbten Zellen mit einer zudem unregelmanigen Anfarbung keine Mutation
vorliegt (s. Ergebnisteil).
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3.3 Pyrosequenzierung

3.3.1 HE-Farbung

Material und Methoden

Ein Leerschnitt pro Patientin wurde fir eine Hamatoxilin-Eosin-Farbung (HE-

Farbung) verwendet.

Automatenfarbung Hamatoxilin-Eosin

Pathologisches Institut, LMU Miunchen

Startposition
Trockenstation
Xylol

Xylol

100% EtOH
96% EtOH
70% EtOH

Reinigungsstation

© © N o g b~ w NP

Hamalaun

10. Reinigungsstation
11. 70% EtOH

12. Eosin alk.

13. 96% EtOH
14.96% EtOH
15.100% EtOH

16. Xylol
17.Endposition

Gebrauchsfertige Losungen:

- Aqua bidest.

- Xylol

- 100%, 96%, 70% Ethanol
- Hamalaun nach Mayer

- Eosin alkoholisch

Ergebnis:

Zellkernfarbung (Hamalaun) - blau

12 min.
2 min.
2 min.
1 min.
1 min.
1 min.
30 sek.
6 min.
4 min.

1 min.

2 min. 30 sek.

1 min.
1 min.

1 min.

2 min. 30 sek.
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Zellbestandteile (Eosin) = hellrosa bis pink

3.3.2 DNA-Isolierung des Tumormaterials

3.3.3 Entparaffinierung der Leerschnitte
Die Menge der bendétigten Leerschnitte orientiert sich an der Gréf3e der markierten

Tumorflache auf dem HE-Schnitt. Ziel war das Erreichen einer Flache von ca. 2cmz,
etwa die Flache eines Daumennagels. Hierfur wurden in der Regel drei bis vier
Leerschnitte ben6tigt. Zur schrittweisen Aufreinigung wurden die Schnittpraparate
zuerst mit Hilfe von Xylolb&dern (fur je 8 Minuten) entparaffiniert und anschliel3end
zur Auswaschung des Xylols fir je 8 Minuten in drei aufeinanderfolgende
Ethanolbader (Ethanol 100%) getaucht. Danach erfolgte das Trocknen der Praparate

bei Raumtemperatur.

3.3.4 Auskratzen der Leerschnitte
Auf dem o.g. HE-Schnitt wurden die Tumorareale unter mikroskopischer Kontrolle mit

einem Permanentmarker per Hand umkreist. Dieser Schnitt diente im nachsten
Schritt als Vorlage, um die Lokalisation der Tumorareale auf den ungefarbten
Leerschnitten zu markieren, da hier keine lichtmikroskopische Unterscheidung von
Tumor und normalem Gewebe moglich ist.

Hierbei wurden der HE-Schnitt und ein Leerschnitt Ubereinandergelegt und die
Markierung per Hand mit einem Permanentmarker auf der Rickseite des
Leerschnittes nachgefahren. So wurden die unter mikroskopischer Kontrolle
bestatigten Lokalisationen der Tumorareale auf die Leerschnitte Ubertragen.

Je nach Grol3e der Tumorareale wurden entsprechend viele der Leerschnitte zur

DNA-Isolierung verwendet, um gentigend Zellmaterial zu erhalten
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Abbildung 16: HE-Schnitt mit markiertem Abbildung 15: Zugehdriger Leerschnitt, mit
Tumorareal dem Skalpell ausgekratztes Tumormaterial

3.3.5 Tumor-DNA-Isolierung im QiaCube
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

Inhalt: Kit Contents

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (50)
Catalog no. 56404

Number of preps 50

QlAamp MinElute®Columns 50
Collection Tubes (2 ml) 3 x 50
Buffer ATL 10 ml

Buffer AL 12 ml

Buffer AW1 (concentrate) 19 ml
Buffer AW2 (concentrate) 13 ml
Buffer ATE 12 ml

Proteinase K 1.25 ml
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Abbildung 17: QiaCube der Qiagen GmbH

Material und Methoden

QIAprep Miniprep Standard Procedure

Pelleted bacteria

Resuspend
Lyse
Nevutralize

Transfer lysate

Clear lysate by centrifugation

Transfer cleared lysate

@ Bind

Wash

r' Transfer column

Elute

Pure plasmid DNA

Der erste Schritt, die Lyse der Gewebeproben,
wurde per Hand durchgefihrt. Alle weiteren
Schritte erfolgten automatisiert im QiaCube.Der
Prozess im QlAcube erfolgte mit dem QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit Standard Protocol 1703:

Isolierung von genomischer DNA.

1. Lyse der Gewebeproben
Es wurden in 2ml-Rohrchen (Tubes) 180ul ATL-
Puffer und 20pl Proteinase K pipettiert.
Die auf der Riuckseite umrandeten Tumorareale
wurden so exakt wie méglich mit einer
Skalpellklinge ausgekratzt und das an der
Skalpellspitze haftende Gewebe in das
vorbereitete Tube gegeben.
Dieser Ablauf wurde mit so vielen Leerschnitten
wiederholt, bis eine ausreichende Menge an

Tumormaterial im Tube gesammelt werden konnte
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(eine Flache von etwa 2 cm? bis 2,5 cm?). AnschlieRend erfolgte die Inkubation

im Thermocycler bei 400rpm und 56°C fur genau 60 Minuten.

2. Binden der DNA an die Membran der Saulengefalle
Jeder Probe werden AL-Puffer, ATL-Puffer und Ethanol zugegeben. Die
Proben werden gevortext und bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird der
Inhalt der Tubes in die Saulen transferiert. Das Lysat wird nun durch
Zentrifugierung durch die Saule gepresst. Die DNA bindet nun an die
Kieselmembran, wahrend der Uberschuss in einem Auffangbehalter unter der

Séaule gesammelt wird.

3. Waschen der Membran

Es wird zuerst AW 1-Puffer und dann AW2-Puffer zugegeben und dazwischen und
danach zentrifugiert. Durch diesen Waschschritt werden Kontaminierungen

vermieden.
4. Eluieren der DNA

Die Saulen werden den 1,5ml-Tubes aufgesetzt und ATE-Puffer hinzugegeben.
Anschlie3end wird zentrifugiert. Die Auswaschung (Elution) der gereinigten DNA
erfolgt durch Zentrifugalkraft. Die Sdulen werden verworfen. Am Ende erhélt man
reine DNA in ATE-Puffer (Lagerungspuffer) in 1,5ml- Sammel-Tubes. Das Volumen
des ATE-Puffers ist variabel, fur diese Arbeit wurden 20ul gewéhlt. Die DNA wird bei
-20°C im Gefrierschrank gelagert. Bei haufigem Gebrauch werden Aliquots angelegt,
die bei 4°C im Kuhlschrank gelagert werden.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR):

Aus FFPE-Material kann nur wenig DNA isoliert werden. Dies liegt am
Konservierungsverfahren und eventuell am Alter der Proben. Mithilfe der
Polymerase-Kettenreaktion wurden die gewonnenen DNA-Molekile vervielfaltigt. Die
PCR ist somit ein wichtiger Zwischenschritt, um die aus dem Tumorgewebe
gewonnene DNA fir die Pyrosequenzierung vorzubereiten.

Die folgende Abbildung zeigt das Pipettierschema sowie die Zusammensetzung der
PCR, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurde. In der zweitletzten Spalte ist der
Ansatz mit 40 ul fir eine Probe abgebildet, in der letzten Spalte der Mastermix fur 24

Proben. Die Ansatze werden in 8er Strip PCR Tubes von je 0,2ml Volumen pipettiert.
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Tabelle 7: PCR- Ansatz
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master

24 Ansatze

stock f.c. 1x MM
H20 30,80 739,20
10xbuffer 10 X 1,0 X 4,00 96,00
MgCl2 25 mM 1,5 mM 2,40 57,60
dNTP 10 mM  |0,2 mM 0,80 19,20
primer Mix 20 UM 0,4 uM 0,80 19,20
Tag-Pol 5 upl 1,0 |U 0,2 4,80

40

DNA 1,0

Fur die PCR wurden folgende Amplifikationsprimer verwendet:

Tabelle 8: PCR Amplifikationsprimer KRAS

KRAS Primer Sequenz
P1 D361 KRAS-Pyro-F1 NNNGGCCTGCTGAAAATGACTGAA
P1 D362 KRAS-Pyro-R1-BIO TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT

Tabelle 9: PCR Amplifikationsprimer BRAF

BRAF Primer Sequenz
P4 D0376 BRAF-Ex15-Pyro-F1 TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG
P4 D0377 BRAF-Ex15-Pyro-R1-BIO | TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT

Die Primer bestimmen den Startpunkt der Polymerase auf der DNA. Es wird

derjenige Abschnitt auf der DNA vervielfacht, der zwischen diesen beiden

Amplifikations-Primern liegt. In dieser Arbeit wurden speziell die Gene KRAS und

BRAF auf der DNA der Ovarialkarzinomzellen vermehrt. Das Vorgehen der PCR

unterschied sich lediglich in den verwendeten Primern. Die Zusammensetzung der

PCR sowie die Menge der einzelnen Inhaltsstoffe waren fir die Gene KRAS und

BRAF identisch. Die Reaktion lief in einem Thermocycler ab. Aufgrund der
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Temperaturschwankungen wurde eine sogenannte Hot Start Tag-Polymerase

verwendet. Diese wurde durch eine initiale zweiminttige Erhitzung auf 94°C aktiviert.
Ablauf der PCR-Reaktion:
1. Denaturierung:

Zunachst muss die doppelstrangige DNA in ihre beiden Einzelstrange geteilt werden.
Hierfur wird die DNA auf 94°C erhitzt und fur 30 Sekunden auf dieser Temperatur
gehalten. Dieser Schritt dient dem Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen,

die die beiden Einzelstrange der DNA verbinden.
1. Annealing (Primer-Hybridisierung):

Anschliel3end wird das Reaktionsgemisch auf 60°C abgekihlt. Jetzt kdnnen sich die
Primer spezifisch an die Einzelstrange der DNA-Molektle anlagern. Die genaue

Idealtemperatur hangt von der Lange und der Sequenz der Primer ab.
2. Elongation:

Nun wird die Temperatur auf 72°C angehoben. Dies ist die ideale Arbeitstemperatur
fur die DNA-Polymerase. Die Polymerase beginnt am 3'-Ende des angelagerten
Primers und bildet einen neuen komplementaren Strang an jeden der beiden
Einzelstrange, indem sie die jeweils passenden Nukleotide anh&ngt. Nun sind zwei
doppelstrangige DNA-Molekile vorhanden. Das DNA-Material wurde also verdoppelt.
Dieser Zyklus wird 50-mal durchlaufen. Dies flhrt zu einer exponentiellen
Vermehrung der DNA-Molekile und somit der beiden Gene KRAS und BRAF aus

dem DNA-Material des Tumorgewebes.
Die PCR-Produkte werden bei +4°C im Kihlschrank gelagert.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Schaubild:
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Denaturierung bei +94°C
Annealing bei +60°C
Elongation bei +72°C

3.3.6 DNA-Gelelektrophorese

1. Herstellung des Agarose-Gels
100ml des 0,5 x TBE-Puffers werden zu 2g Agarose-Pulver in einen
Erlenmeyerkolben gegeben. Das Gemisch wird in der Mikrowelle fur ca.1 Minute
erhitzt und zum Kochen gebracht. Anschliel3end wird der Erlenmeyerkolben unter
dem laufenden Wasserhahn etwas abgekuhlt. Mit einer Pipette werden 5pl
Ethidiumbromid (EtBr) in das fliissige Gel pipettiert und durch Schwenken vermischt,

bis sich das rot gefarbte EtBr verteilt und aufgelost hat.

Nun wird der Geltrager in die Giel3vorrichtung gestellt und drei geeignete Kdmme in
den Geltrager gesteckt. Das flussige Gel wir hineingegossen. Nach ca. 30 Minuten ist
das Gel auf Raumtemperatur abgekuhlt und hart geworden. Der Geltrager mit dem
Gel wird in der Elektrophoresekammer so platziert, dass das gesamte Gel von TBE-
Puffer bedeckt ist. Die Kdmme werden entnommen. Die dadurch entstandenen
Offnungen, Brunnen genannt, fillen sich mit dem Puffer. In 0,2ml Tubes wird je 1yl
PCR-Produkt mit 5ul Blaupuffer pipettiert. Das Gemisch wird vorsichtig in die
Brunnen pipettiert. Da das Gemisch dichter als das Gel ist, sinkt es auf den Grund
der Offnungen ab. Dabei ist darauf zu achten, das Gel nicht mit der Pipettenspitze zu
beschadigen. Links und rechts von 8 PCR-Proben wird jeweils 1pl einer DNA-Leiter,
die Low Range DNA Ladder (25 bp bis 700 bp) pipettiert, sodass sich fur das Auge
Ubersichtliche Gruppen von je 10 Brunnen ergeben. Die DNA Ladder fungiert als
GroRRenstandard fur die Abschatzung der Basenpaar-Lange (bp) der DNA-
Fragmente.

2. Elektrophoresekammer

Die Auftrennung erfolgt in einer Horizontal-Gelelektrophoresekammer. Das Gerat
wird bei 120 Volt und 400 mAmp eingeschaltet und fur ca. 30 Minuten laufen
gelassen, bis die Banden etwa Uber eine Strecke von zwei Dritteln der Lange des

Gels migriert sind. Hierdurch ergibt sich eine anschauliche Bandenlange.
3. Fluoreszenzaufnahmen erstellen
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Das Gel wird per Hand entnommen und in die Fotokammer gelegt. Es wird mittels
der AlphaEaseFC-Software ein Fluoreszenzfoto erstellt, einmal als Negativaufnahme
und einmal als Positivaufnahme. Dabei wird das beigemischte Ethidiumbromid unter
UV-Licht bei 254 nm sichtbar gemacht. (Multilmage Light Cabinet, Alpha Innotech

Corporation).

Durch die Gelelektrophorese kann neben der Abschatzung der DNA-Lange tberprift
werden, ob die PCR funktioniert hat. Im Laufe dieser Arbeit wurde diese Methode

regelmalig stichprobenartig angewandt.

3.3.7 Durchfiihrung der Pyrosequenzierung

1. Pyromark Q24 Software

Am Computer wird mithilfe der Software Pyromark Q24 der Run kreiert. Dazu wird
die entsprechende Anzahl der Proben, maximal 24, ausgewahlt und benannt. Das
korrekte Assay fur den entsprechenden Primer, KRAS Ex2 Ogino und BRAF Ex15,
wird ausgewahlt und der vorbereitete Run auf dem USB-Stick gespeichert. Das bei
jedem einzelnen Run bendtigte Volumen fur Enzym, Substrat und Nukleotide wird

von der Software berechnet.
2. Vorbereitung

Das Pipettierschema ist fur beide Gene KRAS und BRAF identisch, nur der

Sequenzierungsprimer wird ausgetauscht:

Verwendete Sequenzierungsprimer:

Tabelle 10: PCR Sequenzierungsprimer KRAS

KRAS Name Sequenz

Primer D0363 KRAS-Pyro-S1 TGTGGTAGTTGGAGCT

Tabelle 11: PCR Sequenzierungsprimer BRAF

BRAF Name Sequenz

Primer D0378 BRAF-Ex15-Pyro-S1 | GTAAAAATAGGTGATTTTGG

Alle verwendeten Substanzen werden auf Zimmertemperatur gebracht. Zunachst

wird ein 65ul-Mastermix fir die entsprechende Menge der Proben hergestellt. Dieser
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besteht aus 1ul Streptavidin-ummantelte Sepharose-Beads, 40ul Binde-Puffer und
25 pl Aqua bidest fur jeden Ansatz. Die Beads werden zuvor durch leichtes Schutteln
zur Suspension gebracht. Der Mix wird in die PCR-Platte pipettiert. Anschliel3end
werden in jedes Well je 15 pl PCR-Produkt einer Gewebeprobe hinzugegeben. Die
Platte wird anschliel3end fur 5 Minuten bei 1400 rpm auf dem Monoshaker inkubiert.
Hierbei wird die DNA aus der PCR an die Sepharose-Beads gekoppelt. Die folgende
Abbildung zeigt das verwendete Pipettierschema.

Tabelle 12: Pipettieranleitung: Sepharose Beads-Mix und Primer-Mix

PCR-Produkte - Beads

12 Ansdtze
! 1x
ibeads 1 12
ybinding buffer 40 480
'PCR 16
‘Wasser 24 288 15 pl PCR Produkt
 Summe 80 960 65 pl Mix
‘Primer stock 100 pM
; 12 Ansiatze 10x 3 pm
iprimer (10x; 3pM) 25 30,0|f.c. 0.3 pM
iannealing buffer 22,5 2700 10xprimer (3pM)
ESumma- 25 300,0 annealing buffer a7 ul
R AN N A — 100 uM primer 3pl ...

Wahrenddessen wird die Vakuumpumpe eingeschaltet und die Saugfahigkeit in
einem Wasserbecken getestet. Anschlielend wird der Primermix hergestellt. Hierfur
werden fur jeden Ansatz 2,5 pl Sequenzierungsprimer und 22,5 pl Annealing-Puffer
in eine weitere Platte pipettiert. Nach der Inkubation werden die PCR-Platte und die
Primer-Platte auf den daflir vorgesehenen Positionen in der Vakuum Prep Station

platziert. AnschlieRend wird die WaschstralRe durchlaufen.
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Abbildung 18: Pyrosegeuenzierung Saugkopf

r

Die WaschstralRe besteht aus 5 Becken. Im ersten befindet sich Ethanol 100%, im
zweiten ,Denaturation Solution“ und im dritten Wasch-Puffer. In den beiden tbrigen
Becken befindet sich Aqua bidest zur Spuilung des ,Vakuum Prep Tools* (Saugkopf).
Der an die Beads gekoppelte PCR-Mix wird nun mit dem Vakuum Prep Tool
angesaugt. Hierbei verfangen sich die Beads mit dem PCR-Produkt in den
Saugstiften, wahrend die Flussigkeit Gber den Schlauch in einen Behélter fliel3t. Nun
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wird das Vakuum Prep Tool mit den Saugstiften nacheinander fir je 10 Sekunden in
die ersten drei Becken getaucht. Dadurch wird die DNA schrittweise gewaschen und
denaturiert. Es entsteht Einzelstrang-DNA, die direkt fur die Sequenzierung genutzt
werden kann. Nach Durchlaufen der ersten drei Becken werden die Saugstifte fur
etwa 5-10 Sekunden senkrecht gehalten und so an der Luft getrocknet.

Im letzten Schritt werden die Kugeln Uber der Primerplatte in Position gebracht und
der Saugmotor ausgeschaltet. Durch leichtes Ritteln werden die Beads mit der
gewaschenen DNA auf die Primer-Platte transferiert. Direkt danach wird die Platte fir
genau 2 Minuten bei 80°C auf der Heizplatte inkubiert. Danach wird die Platte einige
Minuten bei Zimmertemperatur abgekuhilt.

Wahrenddessen wird die Cartridge (Kartusche) mit Enzym, Substrat und den
Nukleotiden gemaf3 den von der Software angegebenen Volumina befillt. Cartridge
und Platte werden an den daflir vorgesehenen Positionen im Pyrosequencer platziert
und die Cartridge mit einem kleinen Bugel arretiert.

Das Geréat wird geschlossen und der auf dem USB-Stick gespeicherte Run gestartet.

3. Ablauf der Sequenzierungsreaktion

Die Pyrosequenzierung ist eine effektive und einfach zu reproduzierende Technik mit
hoher Lesegenauigkeit, mit der die Basenabfolge bestimmter Gene ermittelt wird. Sie
beruht auf der enzymvermittelten Entstehung eines vom Gerét detektierten
Lichtblitzes fur jedes korrekt eingebaute Nukleotid. Im Detail lauft die Reaktion in funf
Schritten ab:

Schritt 1: Die denaturierte DNA liegt nach der Vorbereitung als Einzelstrang vor und
wird mit dem Sequenzierungsprimer hybridisiert. Anschlie3end erfolgt die Inkubation
zusammen mit den Enzymen DNA-Polymerase, ATP-Sulfurylase, Luciferase,

Apyrase und deren Substraten Adenosin-5‘-Phosphosulfat (APS) und Luciferin.

Schritt 2: Nun wird der Reaktion das erste Desoxiribonukleotid-Triphosphat zugeftigt.
Wenn es zur nachsten Base komplementar ist, dann katalysiert die DNA-Polymerase
den Einbau des dNTPs durch den Primer. Jedem Einbau eines dNTPs folgt die
Freisetzung einer gleich groRen Menge an Pyrophosphat (PPi). Anstelle von dATP
wird Desoxyadenosin-Alpha-Thio-Triphosphat (JATPaS) verwendet, da es von der
DNA-Polymerase effizient in den DNA-Strang eingebaut, jedoch nicht von der

Luciferase erkannt wird.
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Schritt 3: Die ATP-Sulfurylase wandelt das PPi in Gegenwart des Adenosin-5°-
Phosphosulfat zu ATP um. Das entstandene ATP katalysiert wiederum die
Luciferase-vermittelte Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin. Bei dieser Reaktion
entsteht sichtbares Licht proportional zur Menge an ATP. Dieser Lichtblitz aus der
Luciferase-katalysierten Reaktion wird von CCD-Sensoren registriert und als Peak im
Pyrogramm sichtbar. Die Hohe jedes Peaks ist proportional zur Anzahl der
eingebauten Nukleotide.

Schritt 4: Das Enzym Apyrase baut kontinuierlich Nukleotide und ATP ab, die nicht
eingebaut wurden bzw. fur keine Reaktion benétigt wurden. Nach dem vollstéandigen
Abbau aller unverbrauchten Molekiile wird der Reaktion ein weiteres Nukleotid

hinzugefugt.

Schritt 5: Die dNTPs werden der Reaktion einzeln und nach einander zugefugt und
jeweils vor Zugabe des nachsten komplett abgebaut. Auf diese Weise weil3 der
Pyrosequencer zu jeder Zeit, welches Nukleotid sich gerade in der Reaktion befindet.
Im Laufe des Prozesses wird der komplementare DNA-Strang synthetisiert und die

Nukleotid-Sequenz kann von den Signal-Peaks im Pyrogramm abgelesen werden.

4 Ergebnisse

4.1 Immunhistochemie p53 und p1l6:

4.1.1 Ergebnisse der p53-Immunhistochemie

Im Laufe der Arbeit musste diese Einteilung jedoch (s. Kapitel 3.3) angepasst
werden. Im Jahr 2014 erschien die neue WHO-Einteilung fur das Ovarialkarzinom.
Hier zeigte sich, dass es entweder zu einer sehr starken diffusen Anfarbung von p53
(missense mutation) oder zum vélligen Fehlen der Anfarbung kommt (nonsense

mutation). Dies wurde im Kapitel 3.2 im Methodenteil ausfihrlicher beschrieben.

Zur Ubersicht hier die alte Einteilung nach dem Immunreaktiven Score von Remmele:
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Tabelle 13: p53 nach dreistufigem Score anhand der Farbeintensitat

Farbeintensitéat 0 1 2 3

Prozentsatz 37 (24,3%) 25 (16,4%) 23 (15,1%) 67 (44,1%)

In der vorliegenden Arbeit wurden die Falle mit Intensitat O und mit Intensitat 1
zusammengenommen als negativ gewertet. Demnach tragen also 62 der HGSC
(40,7%) eine TP53- Nonsense Mutation und 67 der HGSC (44,1%) eine TP53-
Missense Mutation.

23 der HGSC (15,1%) tragen eine schwache Anfarbung und somit keine TP53-
Mutation.

Auf den IRS bezogen wurde die neue Einteilung gemas WHO 2014 wie folgt
vorgenommen:

Die Ovarialkarzinome mit IRS 0, 1, 2 und 4 (71 Falle) wurden als negativ (Nonsense-
Mutation) gewertet, diejenigen mit RS 9 und 12 (65 Falle) als stark positiv (Missense-
Mutation). Ubrig blieben die Falle mit RS 6 und RS 8 (16 Falle). Diese Karzinome
stellen eine Zwischenstufe dar, die laut neuer WHO-Einteilung nicht als p53-Mutation

angesehen werden dar.

Tabelle 14: p53 nach klassischem IRS

IRS 0-2 (negativ) 3-4 (schwach) 6-8 (mafig) 9-12 (stark)

Prozentsatz 65 (42,7%) 6 (3,9%) 16 (10,5%) 65 (42,7%)

Tabelle 15: p53 nach neuer WHO 2014

Farbung Positiv (IRS= 9;12) Negativ (IRS= 0;1;2;3;4) Gesamt
(missense mutation) (Nonsense mutation)
Anteil der Falle | 65 (42,8%) (laut WHO 60%) 71 (46,7%) 136 (89,5%)
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Tabelle 16: Laut WHO 2014 Zwischenstufen: nicht p53-mutiert

Farbung IRS=6 IRS=8 Gesamt

Anteil der Falle 7 (4,6%) 9 (5,9%) 16 (10,5%)

In sieben Fallen fand sich ein IRS von 6, in 9 Fallen ein IRS von 8, die beide als
mittelstark und somit als p53-Wildtyp eingestuft wurden. Insgesamt handelt es sich
um 16 Falle (10,5%).

4.1.2 Ergebnisse der p16-Immunhistochemie:

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen der p16-Mutationen ergaben sich

folgende Ergebnisse:

Tabelle 17: p16 nach klassischem IRS

IRS

0-2 (negativ)

3-4 (schwach)

6-8 (maRig)

9-12 (stark)

Prozentsatz

15 (9,9%)

14 (9,2%)

24 (15,8%)

99 (65,1%)

Tabelle 18: p16- prozentualer Anteil geféarbter Kerne

Anteil gefarbter Kerne

0 (0%)

1 (1-10%)

2 (11-50%)

3 (51-80%)

4 (>80%)

Anzahl (%)

3 (1,9%)

15 (9,9%)

18 (11,8%)

24 (15,8%)

92 (60,5%)

Tabelle 19: p16 nach dreistufigem Score anhand der Féarbeintensitéat

Farbeintensitat 0 1 2 3

Prozentsatz 3 (1,9%) 10 (6,6%) 35 (23,0%) 104 (68,4%)

Um die neue WHO von 2014 auf p16 anzuwenden, wurde folgendermalf3en
vorgegangen: Als positiv werden laut WHO diejenigen Falle angesehen, bei denen
sich eine diffuse gleichmaliig starke Anfarbung in >90% der Zellen zeigt. Daher
wurden in dieser Arbeit diejenigen Falle als positiv gewertet, die nach dem
immunreaktiven Score (IRS) einen Wert von 12 erreicht haben. Diese Félle
korrelieren gut mit den Kriterien der WHO: Sie zeigen eine starke Anfarbung (Grad

3), und das in >80% der Zellen.
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Im vorliegenden Kollektiv sind 87 Falle (57,2%) als Uberexprimiert (mutiert) zu werten
(gleichméaRig starke Anfarbung [,block staining“] in >80% der Zellen).
65 Falle (42,8%) sind als negativ (Wildtyp) zu werten (unregelmafdige schwachere

Anfarbung [,patchy staining“] in <80% der Zellen) (Kurman & Carcangiu ML, 2014).

Tabelle 20: p16 nach neuer WHO 2014

Féarbung ,Diffuse block staining* Patchy staining®
(IRS 12) (IRS 0-9)

Anteil der Falle 87 (57,2%) 65 (42,8%)

Im Folgenden sind einige Beispielbilder der Immunhistochemie aufgefihrt:

Abbildung 20: HGSC p53 10x VergréRerung
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Abbildung 21: HGSC p16 20x Vergrof3erung

Abbildung 22: LGSC p53 10x Vergrof3erung
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Abbildung 23: LGSC p16 10x VergrofRerung

»\_' /1 B "

4.2 Mutationsanalysen

4.2.1 KRAS
Bei den Mutationsanalysen aller 152 Falle wurden in 6 Féallen KRAS-Mutationen

nachgewiesen. Untersucht wurde das Exon 2 des Gens KRAS. Es wurden zwei
verschiedene Punktmutationen gefunden. Zum einen die Mutation ¢.35G>A -p.
G12D. Hier wurde ein Guanosin gegen ein Adenosin ausgetauscht. Dies betrifft die
Aminosaure Aspartat. Zum anderen die Mutation ¢.35G>T — p. G12V. Hier wurde ein
Guanosin gegen ein Thymidin ausgetauscht. Dies betrifft die Aminosaure Valin. Zur
Verdeutlichung sind die beiden Mutationen im Folgenden als Schaubilder der
Pyrosequenzierung dargestellt. Zum Vergleich ist auch das Schaubild des Wildtyps
(nicht mutiert) dargestellt.
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Abbildung 24: KRAS-Mutation 1: ¢.35G>A -p.G12D (Aspartat)

Abbildung 26: KRAS Wildtyp Exon 2

A: 1%
€: 1%

62 99% Az 1%
T: 0% G: 99%

G 6 ACT GG ACGTAG
5 m 15

Tabelle 21: Ubersicht KRAS-Mutationen

c.35G>A c.35G>T

KRAS (seros) 2 4

Gesamt

6 (3,9%)

Ergebnisse

Keine

148
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KRAS-mutierten Falle mit ihren korrespondierenden immunhistochemischen

Ergebnissen:

Archivhummer p53: Intens. % IRS pl6: Int. % IRS:
1. 7 3 3 9 3 4 12
2. 399 2 1 2 3 2 6
3. 413 0 0 0 1 1 1
4. 415 1 2 2 2 2 4
5. 709 AK14115/99 2 1 2 2 3 6
6. 750 AK5884/98 1 1 1 2 3 6

Die Falle 413 (p53-Intenstiat 0) und 415/750 (p53-Intensitat 1) haben ein p53-
negatives Farbemuster und tragen somit eine p53-Nonsense Mutation. Der Fall 7 hat
eine Intensitat von 3 und tragt eine p53-Missense-Mutation.

Die Falle 7/399 (Intensitat 3) und der Fall 413 (Intensitat 1) wurden als p16-mutiert
gewertet.

Der Fall 709 hat eine KRAS-Mutation, aber keine p53- oder p16-Mutation.

All diese Félle weisen Mutationsmuster auf, die nicht zur dualen Tumorgenesetheorie

passen. Auf diesen Umstand wird in der Diskussion naher eingegangen.

4.2.2 BRAF

Bei der BRAF-Mutationsanalyse wurde in einem der 152 Félle eine Mutation im Gen
BRAF gefunden. Es handelte sich um die Mutation ¢.1799T<A p. V600E. Diese

Punktmutation betrifft die Aminosaure Valin, die durch Glutaminsaure ersetzt wird.
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Schaubild der Pyrosequenzierung:

Abbildung 27: BRAF Mutation: c.1799T<A p. V600E: ,,Austausch von Valin durch Glutaminséure”
Mutation: GTG =2 GAG

Well: C5

Assay: BRAF Ex15 fwd_rev2_111214

Sample ID: 665

Sequence to analyze: TC/GTAGCTACG/AG/AT/A/GG/TAAATCT

Note: 21

C: 7%

G 3% H/a
ml ...................................................................................................
150} -

BRAF-mutierter Fall mit seinen immunhistochemischen Ergebnissen:

Archivhummer Intens. % p53-IRS Int. % pl6-IRS

665 AK14597/98 1 1 1 2 2 4

4.2.3 Ergebnisse LGSC aus demselben Kollektiv (Hartmann & Mayr
et al., 2015)

Zur Uberprifung der Theorie der dualen Tumorgenese und dem Vergleich zwischen
High Grade und Low Grade wurde in der Arbeitsgruppe ein Kollektiv von insgesamt
185 serdsen Ovarialkarzinomen untersucht, von denen 33 Low Grade und 152 High
Grade waren. Die 33 LGSC wurden von Hartmann et al. untersucht (Hartmann &
Mayr et al., 2015), die 152 HGSC in der vorliegenden Arbeit.

In der Arbeit von Hartmann et al. aus dem Jahr 2015 wurden aus demselben

Kollektiv wie in der vorliegenden Arbeit 48 Low Grade- Karzinome unterschiedlicher
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histologischer Art untersucht. Davon waren 33 Karzinome serds (LGSC). Hierfur
wurden ebenfalls die p53- Immunhistochemie und KRAS- und BRAF-
Mutationsanalysen durchgefihrt. Es zeigte sich in 5 Fallen eine starke diffuse
Anfarbung in der immunhistochemischen Untersuchung. Diese 5 Félle tragen somit
gemal WHO 2014 eine p53- Missense Mutation. Von den 33 serdsen
Ovarialkarzinomen wiesen 6 Falle (17%) eine KRAS-Mutation auf. In einem Fall
eines serdsen Karzinoms zeigte sich eine BRAF-Mutation. In 22 der LGSC fand sich
weder eine p53- noch eine KRAS- oder BRAF-Mutation.

Im Folgenden findet sich eine Ubersichtstabelle, die alle Ergebnisse der
Immunhistochemie und der Sequenzierungs-Analysen im Uberblick zeigt. Zudem

werden einige Daten zu den Patientinnen genannt.
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4.2.4 Ubersicht aller 152 untersuchten HGSC

Tabelle 22: Gesamtuibersicht Ergebnisse IHC und Mutationsanalysen

Ergebnisse

Fall Alterbei FI  Uberleben p53 p53 p53 pl6 pl6 pl6 pl6 KR BR Arch.
Nr. Diagnose GO (Monate) Inten. Proz. IRS Inten. Proz. IRS Kern AS AF Nr.
1 64 4 14,58 3 3 9 3 4 12 4 2 0 7
2 60 2 42,25 3 4 12 3 4 12 3 0 O 9
3 63 3 6,83 3 4 12 4 3 12 4 0 O 66
4 72 3 45,58 1 1 1 4 3 12 4 0 0 146
5 36 3 707,25 3 4 12 3 4 12 3 0 0 351
6 59 3 65,50 2 4 8 3 4 12 1 0 0 352
7 63 3 236,50 0 0 0 4 3 12 4 0 0 353
8 70 3 166,50 3 4 12 3 4 12 4 0 0 354
9 59 3 100,17 3 4 12 3 4 12 4 0 0 355
10 64 4 53,58 2 4 8 3 3 9 4 0 0 361
11 80 1 97,75 2 4 8 3 4 12 4 0 0 362
12 70 4 3,25 2 3 6 1 2 2 1 0 0 363
13 75 3 148,75 3 4 12 2 4 8 3 0 0 364
14 83 1 163,50 1 2 2 2 3 6 3 0 0 366
15 67 3 20,17 3 4 12 3 4 12 4 0 0 367
16 78 2 19,58 0 0 0 3 3 9 4 0 0 368
17 73 4 39,25 1 1 1 3 3 9 3 0 0 369
18 62 3 119,08 1 1 1 3 4 12 4 0 0 371
19 52 3 87,75 3 3 9 3 3 9 4 0 0 372
20 62 4 7,67 3 3 9 2 3 6 3 0 0 378
21 77 4 4,25 1 1 1 1 1 1 1 0 0 379
22 49 4 56,42 2 1 2 2 3 6 2 0 0 386
23 47 3 44,50 2 4 8 0 0 0 0 0 0 388
24 82 3 28,17 0 0 0 1 3 3 4 0 0 39
25 67 1 4,58 2 1 2 3 2 6 3 2 0 399
26 54 3 65,33 0 0 0 3 4 12 4 0 0 402
27 78 3 31,92 3 4 12 2 2 4 1 0 0 403
28 67 3 8,08 0 0 0 3 4 12 4 0 0 404
29 51 3 60,42 3 4 12 3 2 6 2 0 0 408
30 61 3 24,08 0 0 0 3 4 12 4 0 0 409
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413

0,00

74

31

415

127,42 1

3

70

32

433

0

44,33

68

33

436

12

5,33

80

34

438

0

85,92

70

35

439

0

88,50

44

36

440

12

4

73,33

73

37

442

2

63,83

71

38

443

157,25 0

3

71

39

444

170,42 1

3

71

40

445

1

68,67

65

41

447

110,58 1

3

67

42

453

0,00

53

43

455

9,33

77

44

456

12

564,75 3

2

48

45

457

417,58 3 12

3

80

46

459

0

66,08

51

47

461

0

32,67

59

48

464

110,33 0

3

67

49

465

0

78,92

36

50

466

433,08 3 12

3

68

51

467

12

3

77,67

52

52

468

57 66,83 3 12

53

470

462,58 3 12

3

54

54

472

2

13,00

69

55

473

0

31,50

59

56

475

12

3

37,50

81

57

476

3

15,58

63

58

477

112,33 0

3

65

59

479

12

3

10,58

65

60

480

1

26,75

76

61

481

4,25

84

62

488

2

25,42

29

63

498

5,33

80

64

580

116,83 3 12

3

63

65
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583

12

3,83

73

66

600

116,08 1

3

69

67

601

3

53,42

41

68

603

0

15,92

75

69

607

0

15,42

58

70

613

12

0,67

48

71

617

12

3

63,67

53

72

628

470,00 0

3

46

73

629

337,75 3 12

3

44

74

631

12

3

14,92

71

75

632

12

244,33 3

3

56

76

633

3

62,25

60

77

635

12

3

42,42

53

78

638

3 12

414,25

3

60

79

640

2

55,58

54

80

643

135,42 3 12

3

74

81

646

345,08 3 12

3

51

82

647

12

144,00 3

3

70

83

648

0

53,92

65

84

659

144,50 0

3

71

85

665

1

18,67

61

86

666

69 31,33 3 12

87

669

0

60,83

45

88

676

131,33 2

1

50

89

677

0

80,08

64

90

678

0,00

83

91

679

252,25 3 12

1

51

92

680

292,25 3 12

3

70

93

681

8,92

78

94

682

220,50 0

3

58
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5 Diskussion

Das Ovarialkarzinom ist das dritthaufigste gynékologische Malignom in Deutschland
nach dem Endometrium- und dem Zervixkarzinom. Jedoch nimmt es den ersten Platz
in der Todesstatistik der gynakologischen Malignome ein. Dies wird vor allem
verursacht durch eine spate Diagnosestellung in Stadium 11l oder 1V, bedingt durch
das Fehlen valider Friherkennungsmethoden sowie durch das aggressive
Wachstums- und Metastasierungsverhalten des malignen Ovarialkarzinoms. Es fehlt
zudem bislang eine targetorientierte beziehungsweise individuelle Therapie. Die
etablierte Standardtherapie, bestehend aus einer radikalen Operation in Verbindung
mit einer Chemotherapie mit Carboplatin und Paclitaxel wird fur alle Unterarten des
Ovarialkarzinoms gleichermaf3en angewandt. Die verschiedenen Subtypen
unterscheiden sich jedoch sowohl in ihren Entstehungswegen als auch in ihrem

Wachstums- und Metastasierungsverhalten stark voneinander.

Im Jahr 2004 wurde von Malpica et al. postuliert, dass sich das serdse
Ovarialkarzinom histologisch nach einem Zwei-Stufen-System graduieren lasst
(Malpica et al., 2004), ein HGSC und ein LGSC (s. Einleitung). Diese These wurde
auch durch die deutlich langere Uberlebenszeit von Patientinnen mit einem LGSC im
Vergleich zu einem HGSC gestutzt (Bodurka et al., 2012), (M. Chen et al., 2014).
Aus diesen Erkenntnissen und zahlreichen molekulargenetischen Untersuchungen
hat sich die Theorie der dualen Tumorgenese entwickelt:

Diese Theorie gilt ausschlieBlich fur den haufigsten Subtyp der serésen epithelialen
Ovarialkarzinome und besagt, dass es zwei Entitdten mit unterschiedlichen
genetischen Entstehungswegen gibt, das LGSC (Typ I) und das HGSC (Typ II). Typ |
Karzinome entstehen schrittweise aus epithelialen Einschlusszysten, die sich tber
einen Borderline- Tumor schlie3lich zu einem Low Grade- Karzinom entwickeln.
Dieser Weg entsteht charakteristischerweise durch das Auftreten von KRAS- und
BRAF- Mutationen (Mayr et al., 2006). Das Typ Il Karzinom entsteht de novo und ist
durch TP53- und TP16- Mutationen charakterisiert (Stabler & Diebold, 2005). Zur

Veranschaulichung soll das Schaubild von Diebold und Stébler dienen:
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Abbildung 28: Entstehungswege des LGSC und HGSC (Stabler & Diebold, 2005)
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Das LGSC und das HGSC sind demnach zwei unterschiedliche Entitaten, die sich
bezuglich ihrer klinischen Prognose, ihrer Histologie und ihrer genetischen

Entstehungswege unterscheiden.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen ist es, dieses Modell der dualen Tumorgenese
an einem grof3en Kollektiv von serdsen Ovarialkarzinomen zu Uberprifen. Dabei
wurden 185 Karzinome regraduiert und in High grade und Low grade unterteilt. Es
ergaben sich 33 Low Grade- und 152 High Grade- Karzinome. Die 33 LGSC wurden
von Hartmann et al. darauf untersucht, ob die Zwei-Stufen-Graduierung nach Malpica
aussagekraftig und reproduzierbar ist. Zudem wurden die 33 LGSC auf Mutationen
der Gene TP53 sowie KRAS und BRAF untersucht (Hartmann & Mayr et al., 2015).
Die 152 HGSC wurden in der vorliegenden Arbeit auf Mutationen der Gene TP53,
TP16, KRAS und BRAF untersucht.

Bei den Mutationsuntersuchungen von TP16 zeigten sich folgende Ergebnisse:
Bei 87 Karzinomen (57%) zeigte sich eine p16- Uberexpression. In einer Studie aus
dem Jahr 2013 wurden 582 HGSC sowie 45 LGSC und 49 sertse Borderline-
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Tumoren nach den neuen, im Jahr 2014 in die WHO aufgenommenen Kriterien auf
TP53 und CDKN2A (Das Gen, das unter anderem fir p16 kodiert), hin untersucht. Es
sollte der Wert dieser Marker zur Unterscheidung von HGSC und LGSC uberprift
werden. Es zeigte sich unter anderem, dass der Anteil an Fallen, die als p16-positiv
zu werten sind, in etwa zwischen 55% und 72% liegt (Altman et al., 2013). Dies deckt
sich mit den vorliegenden Ergebnissen von etwa 57%. Die p16-Mutation kann also
als ein Kriterium zur Unterscheidung von High grade und Low grade dienen. Es
lassen sich jedoch nicht alle HGSC mit einer p16- Mutation in Verbindung bringen,

wodurch die Aussagekraft eingeschrankt bleibt (O'Neill et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit zeigten 85% der HGSC eine p53-Mutation. Dies deckt sich
mit Angaben in der Literatur, die besagen, dass ein Grol3teil der HGSC p53-mutiert
ist (Rechsteiner et al., 2013), (Vereczkey et al., 2011) und dass dies eines der
wichtigsten Ereignisse zur Entwicklung eines aggressiven Karzinoms darstellt (Ayhan
et al., 2009), (Koshiyama et al., 2014), (O'Neill et al., 2005), (Bodurka et al., 2012).
Die 15% Karzinome, die keine Mutation aufweisen, finden sich mit wechselnder
Haufigkeit auch in der Literatur wieder. Die Tatsache, dass nicht 100% der High
grade- Karzinome eine p53- Mutation tragen, hangt mit der hohen genetischen
Instabilitdt zusammen, die das Ovarialkarzinom kennzeichnet (Bast, Hennessy, &
Mills, 2009). Durch diese genetische Instabilitat ist die Wahrscheinlichkeit fur weitere
Genmutationen deutlich erhéht. So kdnnte sich erklaren lassen, dass auch High
grade Karzinome ohne eine p53- Mutation entstehen kbnnen, wenn andere
Schlusselgene fir die Zellteilung betroffen sind. Eines dieser Gene ist CDK12, denn
eine Mutation fuhrt zum Verlust zahlreicher Reparaturmechanismen, was zu einer
genomischen Instabilitat fuhrt, die den Weg fur weitere Mutationen 6ffnet (Ekumi et
al., 2015). Diese genetische Instabilitat fihrt auch zur Chemoresistenz und erhoht
das Risiko eines Rezidivs (Zhang et al., 2017).

Es steht fest, dass die grol3e Mehrheit der HGSC eine p53-Mutation tragt und dass
dies ein wichtiges, friihes Ereignis in der Genese der aggressiven HGSC darstellt.
Es wurde nachgewiesen, dass eine Mutation in TP53 die EMT (Epithelial -
Mesenchymale Transition, das heif3t die Losung des Epithels aus dem Zellverband)
stark vorantreibt. Dies kdnnte eine mogliche Erklarung fur die Einwanderung
maligner Zellen aus den STIC in das Ovar sein. Die EMT ermdglicht den Zellen des

Epithels eines Organs, sich aus ihrem Zellverband zu I6sen und stellt somit ein
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wichtiges Moment in der Entwicklung von malignen Metastasen dar. In Stammzellen
der Mamma wurde nachgewiesen, dass eine p53-Mutation das EMT-Programm
aktiviert und dadurch auch mit einem hohen Tumorgrad in Brustkrebszellen korreliert
(C. J. Chang et al., 2011) Man kann bei p53 also zum einem von einem ,Wachter des
Genoms" sprechen, zum anderen aber auch von einem ,Wachter des Epithels®. Die
Theorie, die die distale Tube als Ursprungsort des Ovarialkarzinoms vermutet, gilt
bislang jedoch nur fur die BRCA- positiven Karzinome als gesichert (Kindelberger et
al., 2007), (Meinhold-Heerlein et al., 2016).

In einer anderen Untersuchung konnte gezeigt werden, dass eine mutierte p53-
Expression in Zellen der distalen Tube die Zellmigration entscheidend vorantreibt
(Quartuccio et al., 2015). Dies zeigt, dass sich durch die p53-Mutation auf diese
Weise Zellen eines tubaren STIC aus dem Zellverband I6sen und in das Ovar
metastasieren konnten. Die Autoren legen nahe, dass die p53-Mutation
entscheidend fir die Entstehung des HGSC aus entarteten Zellen der Tube ist. Dies
ist ein Hinweis darauf, dass HGSC, die keine p53-Mutation tragen, eventuell einen
anderen, noch unbekannten Ursprungsort haben.

In der Untersuchung der 33 LGSC des Kollektivs (Hartmann & Mayr et al., 2015) fand
sich in 15% der Félle eine p53-Mutation. Dagegen wurden lediglich in 18% der Falle
eine KRAS-Mutation und in nur einem Fall (3%) eine BRAF-Mutation nachgewiesen.
In 64% der Falle fand sich weder eine KRAS/BRAF- noch eine p53-Mutation. Diese
Ergebnisse heben sich deutlich von der Theorie der dualen Tumorgenese ab. Diese
besagt, dass die Entstehung der LGSC durch eine KRAS-Mutation gekennzeichnet
ist. Wahrend dies fur gut differenzierte Low grade-Tumoren zu gelten scheint (Singer
et al., 2003), zeigt sich bei LGSC in fortgeschrittenem Stadium mit einer Tendenz zur
Metastasierung ein anderes Bild. In einer Untersuchung aus dem Jahr 2010 zeigte
ein Kollektiv von fortgeschrittenen LGSC eine niedrige Rate an KRAS- und BRAF-
Mutationen. Die Autoren schlossen daraus, dass LGSC ohne BRAF-Mutationen ein
hoheres Potential haben kdnnten, sich zu HGSC zu entwickeln (Wong et al., 2010).
Auch einige Fallstudien deuten in diese Richtung (Boyd & McCluggage, 2012),
(Quddus, Rashid, Hansen, Sung, & Lawrence, 2009), (Parker, Clement, Chercover,
Sornarajah, & Gilks, 2004).

Fur die These der Entwicklung von HGSC aus Borderline- Tumoren oder LGSC

spricht zuséatzlich, dass knapp 5% der HGSC eine KRAS- oder BRAF- Mutation
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aufwiesen:

In 4/6 KRAS-mutierten Féllen zeigte sich zugleich eine p53-Mutation. In 3/6 Fallen
liel3 sich eine p16-Mutation nachweisen und 2/6 Karzinomen trugen sowohl eine p53-
als auch eine pl6-Mutation. Der eine Fall, der BRAF-mutiert ist, tragt zusatzlich eine
p53- Mutation, aber keine p16-Mutation. Dies kdnnte bedeuten, dass die
urspringlichen LGSC durch eine spater erworbene p53- oder p16-Mutation eine
Progression zu einem HGSC erfahren haben, was die oben genannte These umso
plausibler erscheinen lasst.

In der Uberwiegenden Mehrheit der untersuchten Falle folgen die Karzinome jedoch
einem getrennten Entstehungsweg (Dehari et al., 2007), was mit dieser Arbeit
bestétigt werden konnte.

Nur einer der sechs Félle trug ausschlie3lich eine KRAS-Mutation.

Diejenigen Karzinome, die in dieser Arbeit p53-negativ (15%) oder p16-negativ (23%)
waren, mussen, um sich zu einem HGSC entwickeln zu kdnnen somit andere,
unbekannte Mutationen tragen, deren Identifizierung in dieser Arbeit nicht moglich
war. In 5 Fallen (3,3%) (Archivnummern #386, #442, #692, #702, #753) lag keine
einzige der 4 untersuchten Mutationen vor. Der Ursprung dieser Karzinome scheint

fernab der Theorie der dualen Tumorgenese zu liegen (s. Schaubild unten).

In diesem Zusammenhang sind viele weitere Gene Gegenstand der Forschung.
Einige dieser Gene wurden in Untersuchungen bereits nachgewiesen. In einer Studie
am Mausmodell zeigte sich, dass neben p53 auch PIK3CA eine Progression zum
HGSC begunstigen kann (R. Wu et al., 2013).

Im Folgenden ist die Verteilung der Genmutationen der 152 untersuchten HGSC
dargestellt (unter der Annahme, dass die Uberexpression in der Immunhistochemie
einer Mutation entspricht, [siehe unten]). Zudem wurden mittels Literaturrecherche
andere Genmutationen ergénzt, die beim HGSC ebenfalls vorkommen kénnen, mit

oder ohne zusatzliche p53- oder p16- Mutation:
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Abbildung 29: Verteilung der verschiedenen Mutationen beim serdsen ovariellen High Grade- Karzinom (HGSC).
Erganzt durch weitere Mutationen gemaR Literaturrecherche.
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Eine Mutation mit BRCA 1 oder BRCA 2 findet sich bei ca. 13% aller HGSC (The
Cancer Genome Atlas TCGA, 2011), (Pal et al., 2005), (Risch et al., 2006).

Gene wie Mdm2, PIK3CA, NOTCH3, AKT2, RSF1, NF1, CDK12, RB,1 FAT3, HER-2
und PALB2 finden sich beim HGSC laut Studien mit verschiedenen Haufigkeiten
zwischen 10% und 55% (The Cancer Genome Atlas TCGA, 2011), (Cho & Shih le,
2009), (English, Roque, & Santin, 2013), (Milea et al., 2014), (Ekumi et al., 2015;
Nakayama et al., 2006).

Fur die 15% der Karzinome ohne p53- Mutation muss auf jeden Fall gelten, dass sie
andere Genmutationen aufweisen, die zu der malignen Entartung gefuhrt haben. In
der vorliegenden Arbeit konnte das Verhaltnis dieser Genmutationen zur p53-
Mutation bzw. zur p16- Mutation nicht geklart werden kann. Wie die Verteilung all
dieser Gene zueinander ist, muss in anderen, weiter gefassten Mutationsanalysen

geklart werden.

Wie beim serésen Typ gezeigt, gibt es natirlich auch bei allen anderen
histologischen Typen des Ovarialkarzinoms verschiedene zugrundeliegende

80



Diskussion

Genmutationen, die je nach Typ zum Teil charakteristisch sind.
Im folgenden Schaubild wird eine Ubersicht tber die verschiedenen histologischen
Unterarten des epithelialen Ovarialkarzinoms und assoziierte Genmutationen

gegeben.

Abbildung 30: Pravalenz der histologischen Subtypen des epithelialen Ovarialkarzinoms und assoziierte
potentielle Genmutationen (Kurman & Shih le, 2011)
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So verschieden die Genmutationen sind, so verschieden sind die Eigenschaften der
Karzinome und damit auch die Symptome, das Ansprechen auf die Therapie sowie
die Prognose. Dies macht deutlich, wie divers die Ovarialkarzinome sind und wie
wichtig eine genauere Kenntnis der molekularen Entstehungswege ist, um die

einzelnen Karzinome adaquat und wirkungsvoll therapieren zu kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit wird mit der Untersuchung der serésen Ovarialkarzinome
die gro3te Untergruppe der Ovarialtumoren abgedeckt, jedoch naturgemaf nicht alle.
Auch die Fokussierung auf die vier untersuchten Gene TP53, TP16, KRAS und
BRAF liefert kein vollstandiges Bild der genetischen Entstehungsmechanismen.
Diese sind weitaus komplexer und umfassen eine wesentlich gré3ere Anzahl
mutierter Gene.

Die immunhistochemische Auswertung stellt eine semiquantitative Untersuchung dar,
deren Qualitat abhangig von der Erfahrung des Untersuchers ist. Jedoch sind im

Institut s&mtliche angewandte Methoden wie die PCR, die IHC-Farbung und deren

81


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=3148026_nihms-288157-f0001.jpg

Diskussion

Auswertung sehr gut etabliert und werden regelmalflig angewandt, sodass hier keine
Fehler zu erwarten sind. Gleiches gilt fir die Pyrosequenzierung.

In dieser Arbeit wird davon ausgegangen, dass die p53- Uberexpression gut mit der
TP53-Mutation korreliert. Dies findet sich auch in der Literatur wieder: (Kmet et al.,
2003), (Kohler et al., 1992), (Marks et al., 1991).

Auch gemal der WHO-Einteilung von 2014 gilt sowohl eine starke Expression in
>60% der Zellen als auch das vollige Fehlen einer Expression als p53- Mutation. In
einer jingeren Studie konnte gezeigt werden, dass die Trefferquote unter diesen

Kriterien bei etwa 94% liegt (Yemelyanova et al., 2011).

Samtliche verwendete Proben wurden in der Arbeitsgruppe einzeln Gberprtft und
gemal der Definition der neuen WHO 2014 als High grade oder Low grade eingeteilt.
Somit kann es als sicher angesehen werden, dass auch diejenigen untersuchten
Falle High grade sind, die keine passende Mutation zur Theorie der dualen

Tumorgenese aufweisen.

Abschliel3end lasst sich bestatigen, dass die Theorie der dualen Tumorgenese flr
serése Tumoren des Ovars ein unvollstandiges Modell darstellt.

Ein Teil der HGSC scheint aus LGSC bzw. Borderline- Tumoren zu entstehen, ein
weiterer Teil tritt familiar gehauft auf und ist mit einer BRCA1/ BRCA2- oder auch
einer Rad51c- Mutation verbunden. Es ist unstrittig, dass die p53- und die p16-
Mutation eine wichtige Rolle fur die Entstehung des HGSC spielen. Ein Teil weist
jedoch keine der beiden Mutationen auf, einige Karzinome sogar keine einzige der 4
untersuchten Mutationen. Diese Félle missen somit einem géanzlich anderen

Entstehungsweg aufRerhalb der dualen Theorie folgen.

Eine weitere Interpretation ist in der folgenden Skizze dargestellt:
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Abbildung 31: Theorie der dualen Tumorgenese, modifiziert nach (Hartmann & Mayr et al., 2015)
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Der Nachweis verschiedener weiterer Genmutationen in serdsen Ovarialkarzinomen
wie etwa Mdm2, PIK3CA, NOTCH3, NF1 und anderer mehr zeigt, dass die
Entstehung des serdsen Ovarialkarzinoms komplexer ist, als es die duale Theorie
abbilden kann. Es bedarf aufwandiger molekularer Untersuchungen, um die noch

unbekannten Entstehungswege nachzuvollziehen.

Die Mutationsanalysen der Ovarialkarzinome sind neben der Diagnostik (genetische
Einteilung und Unterstltzung der histopathologischen Graduierung) vor allem auch
therapeutisch von hoher Bedeutung. Im Idealfall wird so ermdglicht, fir jede Patientin
eine an ihr jeweiliges Karzinom individuell angepasste Therapie anzubieten. In
Betracht kommen dabei zielgerichtete Therapien, die beispielsweise direkt mit
mutierten Wachstumsrezeptoren an der Oberflache interagieren. Eine andere
Moglichkeit stellen Wirkstoffe dar, die einen Zwischenschritt in solchen mutierten

Pathways blockieren, die fir die Zellproliferation zustandig sind.

Ein erstes Beispiel hierfur ist der PARP-Inhibitor Olaparib, der in einer Phase-II-
Studie aus dem Jahr 2014 das progressionsfreie Uberleben einer speziellen
Untergruppe von Patientinnen mit Platin-sensiblem, BRCA-positivem Rezidiv eines
HGSC signifikant verlangern konnte (Ledermann et al., 2014). Da Mutationen in
BRCA, Rad51c und PALB2 die Dysfunktion der homologen Rekombination zur Folge
haben und somit ein Ansprechen auf PARP-Inhibitoren erméglichen, kénnten sie in
Zukunft als Pradiktoren fur einen Therapieerfolg fester Bestandteil der Diagnostik
werden (Kohn & lvy, 2017), (Cunningham et al., 2014).

Es wird weiterhin daran geforscht ein Profil der genomische Instabilitat, die im HGSC
neben der p53- Mutation zu zahlreichen Genmutationen fihren kann, zu ermitteln.
Wenn ein solches Profil vorliegt, kdnnten sich damit in Zukunft Aussagen tber das
klinische Ansprechen auf bestimmte zielgerichtete Medikamente und den
Therapieerfolg treffen lassen (Wang et al., 2012).

Diese Uberlegungen und Erfolge machen die groRe Bedeutung der zielgerichteten
Therapien deutlich und zeigen auf, wie wichtig in Zukunft die immer genauere
Erforschung der verschiedenen genetischen Entstehungsmechanismen fir die

Diagnostik und Therapie der Ovarialkarzinome sein wird.
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6 Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom ist das dritthaufigste gynakologische Malignom in Deutschland
nach dem Endometrium- und dem Zervixkarzinom. Es zahlt trotz jahrzehntelanger
Forschungsarbeit noch heute zu den tddlichsten Krebsarten Uberhaupt. Das
Uberleben hat sich in den letzten 40 Jahren kaum verbessert. Fur alle
Ovarialkarzinome wird grundsétzlich dieselbe Chemotherapie angeboten, die die
Prognose jedoch bislang nicht eindeutig verbessern konnte. Entscheidend fur die
Prognose bleibt die primére Operation. Um eine effektivere Therapie entwickeln zu
kénnen, missen die molekulargenetischen Grundlagen besser verstanden werden.
Ein erster Schritt hierzu ist in der Zwischenzeit die giltige duale Entstehungstheorie

des serosen Karzinoms.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Theorie der dualen Tumorgenese des
serosen epithelialen Ovarialkarzinoms zu tUberprtfen. Diese Theorie besagt, dass
das serdse Typ-I-Karzinom (LGSC) schrittweise Uber eine Adenom-Borderline-
Karzinom-Sequenz entsteht und durch KRAS und BRAF- Mutationen gekennzeichnet
ist. Das sertse Typ-ll-Karzinom (High Grade) dagegen entsteht de-novo und es
finden sich typischerweise TP53- und TP16-Mutationen. Zur Uberprifung wurden
Gewebeproben von 185 Patientinnen mit HGSC und LGSC auf Mutationen
untersucht. Die 152 HGSC wurden immunhistochemisch auf TP53 und TP16
untersucht, KRAS und BRAF mittels Pyrosequenzierung. Anschliel3end wurden die
Ergebnisse mit der Untersuchung von 33 LGSC aus demselben Kollektiv verglichen,
die von Hartmann et al untersucht worden waren. Von den 152 HGSC trugen
insgesamt 85% eine p53-Mutation, in 15% der Félle fand sich keine Mutation. Bei der
Untersuchung der p16-Mutation fand sich in 57% der Falle eine Mutation, 43%
wiesen keine Mutation auf. In 6 Fallen konnte eine KRAS-Mutation nachgewiesen
werden. In einem Fall fand sich eine BRAF-Mutation. Bei der Untersuchung der 33
LGSC durch Hartmann et al. fand sich in 15% der Féalle eine p53-Mutation. In 18%
fand sich eine KRAS-Mutation und in 3% eine BRAF-Mutation.

Die p53-Mutation ist ohne Frage ein sehr wichtiges Ereignis in der Frihphase der
meisten HGSC. 15% der HGSC entwickelten sich jedoch ohne eine p53-Mutation.
Zudem wiesen 43% keine pl16- Mutation auf. Sie missen anderen Mutationswegen

folgen. In 4,6% fand sich eine KRAS- oder BRAF-Mutation, alle bis auf ein Fall hatten
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zusatzlich eine p53-Mutation erworben. Dies lasst die Vermutung zu, dass sie eine
Progression von LGSC zu HGSC durchlaufen haben. In 5 HGSC fand sich keine der
4 untersuchten Gene. Diese Féalle missen daher ganzlich anderen, noch
unbekannten Entstehungswegen folgen, die unabhéngig von der Theorie der dualen
Tumorgenese sind.

Bei den LGSC zeigten sich ebenfalls sehr deutliche Abweichungen von der dualen
Genesetheorie. Da nur 18% eine KRAS/BRAF-Mutation zeigten, wird infrage gestellt,
ob diese Mutation fur die Entwicklung von LGSC aus Einschlusszysten und
Borderline-Tumoren obligat ist. Zudem trugen 15% der LGSC eine p53-Mutation.
Diese Falle trugen also die typische HGSC-Mutation, ohne jedoch die histologischen
High grade — Kriterien zu erfullen. 64% der LGSC zeigten weder eine KRAS/BRAF-
noch eine p53-Mutation. Auch diese Félle scheinen wie einige Falle der HGSC durch
weitere Mutationen aul3erhalb der Theorie der dualen Tumorgenese entstanden zu
sein.

Der Nachweis verschiedener weiterer Genmutationen in serdsen Ovarialkarzinomen
wie etwa Mdm2, PIK3CA, NOTCH3, NF1 und anderer mehr zeigt, dass die
Entstehung des serésen Ovarialkarzinoms wesentlich komplexer ist, als es die duale
Theorie abbilden kann. Ein Teil der Karzinome weist zudem Keimbahnmutationen in
BRCA1/2 oder in Rad51c auf und tritt familiar gehauft auf.

Abschliel3end lasst sich sagen, dass die Theorie der dualen kein vollstandiges Modell
darstellt, sondern vielmehr um weitere Wege der Tumorentstehung erganzt werden
muss, um zielgerichtete Therapien zu ermdglichen.

Ein erstes Beispiel hierfir ist der im Jahr 2014 zugelassene PARP-Inhibitor Olaparib,
der in einer Phase-II-Studie das progressionsfreie Uberleben von Platin-sensiblen,
BRCA-positiven HGSC-Rezidiven signifikant verlangern konnte. Durch komplexe
molekulargenetische Untersuchungen koénnte fir jedes Karzinom in Zukunft ein
individuelles Mutationsprofil erstellt werden. So kdnnte sich beispielsweise feststellen
lassen, ob eine Dysfunktion in der homologen Rekombination (HRD- Phanotyp)
vorliegt, die mit Mutationen in BRCA1/2, Rad51c oder PALB2 verbunden ist und
damit eine Aussage uber den Therapieerfolg mit Olaparib erlaubt (Cunningham et al.,
2014).

Diese Uberlegungen machen deutlich, wie wichtig in Zukunft die immer genauere
Erforschung der molekularen Entstehungsmechanismen fur die Diagnostik und

Therapie der Ovarialkarzinome sein wird.
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7.2 Verzeichnisse

7.2.1 Gerate

Entwasserungsmaschine
Rotations-Mikrotom HM 355S
Microtome Blade N35
HE-Farbung Tissue-Tek
Lichtmikroskop Biomed
Vortex

Zentrifuge 5417 R
Thermomixer

QIlAcube

Mastercycler Pro PCR

vapo.protect
Gel-Elektrophorese
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Pyromark Q24 Sequenzierer
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Feather Safety Razor Co Ltd., Osaka, Japan
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Alpha Innotech Corporation,
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7.2.2 Verbrauchsmaterialien

7.2.3 DNA-Isolation:

Xylol (Isomerengemisch reinst)
(Dimethylbenzene)

Ethanol absolute p.A.
Skalpellklingen

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

7.2.4 Gel-Elektrophorese

SeaKem LE Agarose

Puffer

Blaupuffer

DNA Low Range Ladder

7.2.5 Pyrosequenzierung

Binde-Puffer

Annealing Buffer

Wasch-Puffer 10x
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AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
neolLab, Heidelberg, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,

Deutschland

0,5-facher TBE-Puffer: TRIS, Borat,
EDTA

DNA-loading dye, Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,

Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
(10xBuffer)

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

89



Anhang

Denaturation Solution Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Pyro Gold Reagents Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
QIAamp DNA Micro Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Sequenzierungs-Primer BRAF Metabion International AG,

Martinsried, Deutschland

Sequenzierungs-Primer KRAS Metabion International AG,
Martinsried, Deutschland

Streptavidin Sepharose™ GE Healthcare, Uppsala, Schweden

High Performance, Beads

7.2.6 Software

Geratesoftware fur die Methoden:

Gel-Fotos: AlphaEaseFC (FluorChem FC2)

QIACube, PCR-Cycler: Pyromark Q24

Allgemeine Software: SPSS, Endnote, Microsoft Office
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