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1. Einleitung

1.1 Tumoren des Ovars

Die Tumoren des Ovars werden nach der World Health Organization (WHO) klassifiziert.
Sie werden eingeteilt in epitheliale Tumoren, die mit 60 Prozent den gréi3ten Teil ausmachen,
in Keimzelltumoren (20 %) und in Keimstrang-Keimdrisen-Tumoren (5 %). AuBerdem kon-
nen in den Eierstécken auch Metastasen aus anderen Organen, wie zum Beispiel dem (b-
rigen Genitaltrakt, dem Gastro-Intestinal-Trakt oder der Mamma vorkommen [Weyerstahl,
2013]. Die epithelialen Neoplasien werden wiederum in serése, muzinése, seromuzindse,
endometrioide, Klarzelltumoren und weitere, seltenere Formen untergliedert [Kurman, 2014].
Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht (iber die WHO-Klassifikation der epithelialen Tumo-
ren des Ovars.

Tabelle 1: WHO-Klassifikation der epithelialen Tumoren des Ovars, nach [Kurman, 2014]

Serdse Tumoren

Serdses Zystadenom, Adenofibrom, Oberflachenpapillom

Serdser Borderline-Tumor (atypisch proliferativer serdser

Tumor, nicht-invasives Low-grade serdses Karzinom)

High-grade seréses Karzinom, Low-grade seréses Karzinom

Muzinése Tumoren

Muzindses Zystadenom, Adenofibrom
Muzinéser Borderline-Tumor
Muzinéses Karzinom

Endometrioide Tumoren

Endometrioide Zyste, Zystadenom, Adenofibrom



Endometrioider Borderline-Tumor
Endometrioides Karzinom
Klarzelltumoren
Klarzell-Adenofibrom, -Zystadenom
Klarzell-Borderline-Tumor
Klarzell-Karzinom
Brenner-Tumoren

Benigner Brenner-Tumor
Borderline-Brenner-Tumor
Maligner Brenner-Tumor
Seromuzinése Tumoren
Serémuzindses Zystadenom, Adenofibrom
Seromuzindser Borderline-Tumor
Seromuzindses Karzinom

Undifferenzierte Karzinome

Die Gruppe der epithelialen serésen Tumoren ist diejenige, die mit 60 Prozent aller Ovarial-
tumoren am haufigsten vorkommt [Weyerstahl, 2013]. Deshalb soll diese im Folgenden aus-

fuhrlicher beschrieben werden.

1.1.1 Benigne serdse epitheliale Tumoren

Zu den benignen Neoplasien des Subtyps der serdsen epithelialen Tumoren zahlen das
Zystadenom, das Adenofibrom und das Oberflachenpapillom. Sie treten vorwiegend im Alter
von 40 bis 60 Jahren auf und verlaufen asymptomatisch. Makroskopisch lassen sich eine
oder mehrere dinnwandige Zysten erkennen, die mit einer klaren, wassrigen Fllssigkeit
geflllt sind. Der Durchmesser ist variabel (1 bis 30 cm) [Kurman, 2014].



Mikroskopisch besteht das Zystadenom aus Zysten oder Papillen, die aus ein- oder mehr-
schichtigen kubischen und hochprismatischen Zellen und teilweise Zilien aufgebaut sind.
Diese sind dem Tubenepithel sehr &hnlich. Das Zystadenofibrom besitzt zusatzlich fibréses
Stroma (Abb. 1). Das Oberflachenpapillom ist aus papillarem serésen Epithel, das der Ober-
flache des Ovars aufsitzt, aufgebaut. Die benignen Tumoren weisen keine KRAS- und
BRAF-Mutationen auf, wie etwa der Borderline-Ovarialtumor (BOT) oder das Low-grade
serdse Ovarialkarzinom (LGSOC, siehe unten). Eine genetische Disposition ist nicht be-
kannt [Kurman, 2014].

Abbildung 1: Seréses Zystadenofibrom, nach [Kurman, 2014]

1.1.2 Serdser epithelialer Borderline-Tumor

Die semimalignen Formen der serdsen epithelialen Tumoren werden auch als BOT oder
Atypischer proliferativer ser6ser Tumor (APST) bezeichnet [Kurman, 2014]. Diese werden
nach der WHO defininiert als Lasionen, die histologisch einige, aber nicht alle Charakteris-
tika der Malignitat aufweisen. 25 Prozent der Ovarialtumoren kénnen dieser Gruppe zuge-
ordnet werden [Ewald-Riegler, 2012]. BOTs sind nicht invasiv wachsende Tumoren, die eine
héhere epitheliale Proliferation und mehr zytologische Atypien aufweisen als gutartige Neo-
plasien, jedoch geringere als LGSOCs (Abb. 2). Es wird davon ausgegangen, dass sie mit
einem erhéhten Risiko der Transformation in LGSOCs einhergehen [Kurman, 2014]. Haufig
werden BOT's unilateral und im Gegensatz zum invasiven Ovarialkarzinom im mittleren Le-

bensalter, ungefahr mit 45 bis 55 Jahren, diagnostiziert [Ewald-Riegler, 2012].



Insgesamt haben sie eine geringere Inzidenz als High-grade serése Ovarialkarzinome
(HGSOC) und weisen keine Assoziation zu den Breast cancer (BRCA) - Genen auf. Makro-
skopisch charakterisieren sie sich durch mehr als 5 cm groBBe Zysten. Mikroskopisch stellt
sich ein Muster aus Verzweigungen aus Papillen in unterschiedlichsten GrdBen dar. Diese
sind aus ein- und mehrschichtigen kubischen und rautenférmigen Zellen mit eosinophilem
Zellplasma und hyperchromatischen Zellkernen aufgebaut. Auch Oberflachenzilien sind zu
sehen. BOTs exprimieren immunhistochemisch vor allem PAX8 und p53 - p16 kennzeichnet
sie nicht. Weiterhin konnten Mutationen der KRAS- und BRAF-Gene nachgewiesen werden
[Kurman, 2014]. Eine einseitige Adnexektomie ist bei Frauen mit Kinderwunsch vertretbar.
Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass ein solches fertilitdtserhaltende Vorgehen anstatt
einer PBSO mit héheren Rezidivraten assoziiert ist [S3-Leitlinie Ovarialkarzinom, 2013].
Eine adjuvante Chemotherapie ist nicht indiziert. Die Prognose ist gut, wie sich an der 5-
Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) mit 80 Prozent erkennen lasst [Weyerstahl, 2013].

Abbildung 2: Seréser Borderline-Tumor des Ovars, nach [Uni Basel, BOT]



1.1.3 Maligne ser0se epitheliale Tumoren

Die malignen serésen epithelialen Tumoren kénnen eingeteilt werden in das HGSOC, den
Typ-I-Tumor, sowie das LGSOC, den Typ-lI-Tumor. Das LGSOC ist gekennzeichnet durch
KRAS- und BRAF-Mutationen und das HGSOC durch p53-Mutationen und eine erhdhte
genetische Instabilitat [Kurman, 2014].

LGSOC

Das LGSOC ist ein invasiver Tumor mit niedrigmalignen zelluldren Atypien (Abb. 3). Er
macht finf Prozent der serésen Karzinome aus und tritt oft bilateral und ungefahr ein Jahr-
zehnt friher als das HGSOC, also zwischen 50 und 60 Jahren, auf. Mikroskopisch zeigt es
ein papillares Wachstum. Weiterhin kann ein sehr unterschiedliches Muster aus einzelnen
Zellen, Zellnestern und Mikro- und Makropapillen erkannt werden. Das LGSOC weist viele
Komponenten des BOTs auf. Im Gegensatz zum HGSOC wird es durch eine einheitlichere
Population kleiner Zellen mit einem weniger stark ausgepragten nuklearen Polymorphismus
gekennzeichnet. AuBerdem werden keine Nekrosen, jedoch haufig viele Psammomkérper
gefunden. Die mitotische Aktivitat ist insgesamt geringer als im HGSOC. Das LGSOC wird
chirurgisch und je nach Tumorstadium und Tumorausmaf postoperativchemotherapeutisch
behandelt. Die 5-JUR betragt dabei 85 Prozent, die 10-Jahres-Uberlebensrate (10-JUR) 50
Prozent [Kurman, 2014]. Molekular wird das LGSOC vor allem durch KRAS-, BRAF-Mutati-
onen, sowie eine PAX2-, Ostrogenrezeptor- und Progesteronrezeptor-Uberexpression cha-
rakterisiert [Groen, 2015].

Abbildung 3: Low-grade seréses Ovarialkarzinom, nach [Kurman, 2014



HGSOC

Da das HGSOC (Abb. 4) mit 70 Prozent als das haufigste Ovarialkarzinom (OC) gilt [Mein-
hold-Heerlein, 2015] und die in der vorliegenden Arbeit untersuchten BRCA-Genmutationen
fast ausschlieBlich mit diesem Subtyp assoziiert werden [Garg, 2013], wird dieses im fol-
genden Abschnitt ausflhrlicher beschrieben.

Epidemiologie und Risikofaktoren

Mit 4,5 Prozent stellt das HGSOC einen bedeutenden Teil aller malignen Tumoren der Frau
dar, auch wenn der Anteil deutlich kleiner ist als beispielsweise das Mammakarzinom mit 25
Prozent [Kurman, 2014]. Die Inzidenz in Deutschland betrédgt ungeféahr 18 pro 100 000
Frauen pro Jahr. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 70, wobei die Erkrankungsraten bis
zum 85. Lebensjahr kontinuierlich ansteigen [RKI, 2014]. Nur 10 Prozent der Erkrankten
sind bei Diagnosestellung unter 40 Jahre alt [Weyerstahl, 2013]. Die 5-JUR lag im Jahr 2014
bei etwa 41 Prozent, die Mortalitat betrug ungefahr 13 Prozent [RKI, 2014]. Die Hauptrisi-
kofaktoren flr die Entstehung des malignen Tumors setzen sich zusammen aus der geneti-
schen Veranlagung und exogenen Einfliissen. Das Risiko sowohl fir ein Mammakarzinom
als auch far ein Ovarialkarzinom steigt durch die Gene BRCA1 und BRCA2 an [Al Bakir,
2014]. Weitere Risikofaktoren sind das Alter, ein hoher Body Mass Index (BMI) sowie Endo-
metriosen [Burghaus, 2015]. Protektiv wirkt die Einnahme oraler Kontrazeptiva, sowie die

Anzahl der Schwangerschaften [Kurman, 2014].

Makroskopie und Mikroskopie

Das HGSOC hat einen variablen Durchmesser und zeigt eine hochgradige nukledre Atypie
in den epithelialen Zellen. Makroskopisch lassen sich papillare und solide Anteile sowie Zys-
ten, Nekrosen und Blutungen erkennen. Oft tritt es bilateral auf. Mikroskopisch besteht es
aus einer kompakten Masse von papillaren, glandularen und kribriformen atypischen Zell-
verbanden. Die Zellen besitzen groB3e, hyperchromatische und pleomorphe Zellkerne, oft
sind eosinophile Nucleoli vorhanden. AuBBerdem lassen sich haufig atypische Mitosen und

Psammomkarper finden [Kurman, 2014].



Immunhistochemisch konnte eine aberrante p53-Expression nachgewiesen werden, nam-
lich entweder eine komplette Abwesenheit des Proteins, die durch eine Nonsense-Mutation
des TP53-Gens bedingt ist oder eine starke, diffuse Farbung von mehr als 60 Prozent der
Zellen, die durch eine Missense-Mutation entsteht. Oft sind die BRCA-Gene inaktiviert
[Kurman, 2014]. Weiterhin auffallig sind p16- sowie KI67-Uberexpressionen [Groen, 2015].

Abbildung 4: High-grade serdses Ovarialkarzinom, nach [Uni Basel, HGSOC]

Pathogenese

Das Oberflachenepithel des Ovars, das Miller-Epithel, besteht aus einer einzelnen Schicht
modifizierter Mesothelzellen, die kubisch bis hochprismatisch sind [Kurman, 2011], (Abb. 5).
Friher ging man davon aus, dass dieses Oberflachenepithel oder das Epithel kortikaler In-
klusionszysten [Gross, 2010], (Abb. 6) Ursprung serdser Neoplasien sind. Man vermutete,
dass sich die Zysten auf Grund von Ovulationstraumen durch Surface epithelial inclusions
(SEls), also Einstllpungen des Oberflachenepithels, bildeten [Kurman, 2011]. Es wurde an-
genommen, dass es von peritonealem Oberflachenepithel ausgekleidete Hohlraume waren,
die nach der Ovulation und aus den damit verbundenen Rupturen im Epithel entstanden
[Remmele, 1997]. In der Zwischenzeit wurde aber nachgewiesen, dass zumindest ein Teil
der CICs morphologisch und immunhistologisch eine groBe Ahnlichkeit mit dem Tu-
benepithel aufweisen und deswegen eher auf Einsprengungen dessen zurtickzufiihren sind
[Kurman, 2014].



Abbildung 5: Papillomatés verdndertes Oberfldchenepithel, HE-Farbung, 200-fach
vergrofBert

Abbildung 6: Kortikale Inklusionszyste, HE-Férbung, 100-fach vergréBert

AuBerdem wird eine extraovarielle, also primar mesotheliale Genese flir das OC diskutiert.
Damit ist die Entstehung etwa aus Endosalpingiosen gemeint [Remmele, 1997]. Der Begriff
der Endosalpingiosen bezeichnet Epithelzellen vom tubaren Typ, die auBerhalb der Tuben
liegen. Sie kommen im Peritoneum und subperitonealem Gewebe vor und werden meist
zufallig entdeckt [Kurman, 2011]. Makroskopisch kann man teilweise fokale, granulare Er-
hebungen oder kleine Zysten erkennen. Mikroskopisch werden runde oder ovale Drisen,
die von zilientragendem Epithel ausgekleidet sind, gefunden (Abb. 7). Weiterhin bezeich-
nend sind Psammomkérper, manchmal auch eine verstarkte Proliferation und Stratifikation
des Epithels, kleine Papillen und nukleare Atypien [Kléppel, 2013]. Endosalpingiosen und
andere gutartige, glandulare Lasionen kommen bei ungeféahr 40 % aller Frauen vor [Kurman,
2011]. AuBer im Ovar kénnen sie im Peritoneum oder auch in pelvinen Lymphknoten gefun-
den werden [Kurman, 2014].



Abbildung 7: Endosalpingiose, HE-Farbung, 200-fach vergréBert

In der vorliegenden Arbeit wurde auBerdem rein quantitativ das Vorliegen von Follikelzysten
untersucht. Follikelzysten sind funktionelle Zysten des Ovars. Sie haben einen Durchmesser
von 3 bis 8 cm, sind dinnwandig und kommen meist unilokular vor [Kurman, 2011], siehe
Abb. 8 und 9. Sie lassen sich in den meisten, allerdings nicht allen, ovariellen Krebslasionen
finden. Bei einer Endometriose treten Follikelzysten am haufigsten auf, bei Zystadenomen

am seltensten [Pavone, 2014].

Abbildung 8: Follikelzyste, HE-Farbung, Abbildung 9: Follikelzyste, HE-Farbung,

40-fach vergréBert 400-fach vergréBert



Haufig entstehen HGSOCs auch in den Tuben selbst. In den im Zuge der prophylaktischen
bilateralen Salpingo-Oophorektomie (PBSO) entnommenen Adnexen findet man mehr
kleine Karzinome in den Tuben als in den Ovarien. Bei tber 60 Prozent der Frauen mit
HGSOC sind Serdse Tubare Intraepitheliale Karzinome (STICs) in den Tuben vorhanden.
Die STICs und High-grade serésen Karzinome der Tuben weisen hohe Proliferationsraten,

eine genomische Instabilitdt und haufig p53-Mutationen auf [Kurman, 2014].

Diagnostik und Staging

Fir eine frihzeitige Diagnose von Ovarialkarzinomen stehen keine effektiven Screening-
Methoden zur Verfligung. Als sehr spat auftretende Symptome kdnnen sich bei den erkrank-
ten Patientinnen Voéllegefliihl, Blahungen, abdominelle Schmerzen und eine Zunahme der
Miktionsfrequenz einstellen. Kommt eine Frau mit der Verdachtsdiagnose eines OCs in die
Praxis, kann die Familienanamnese Auskunft Uber genetische Vorbelastungen geben. Au-
Berdem werden die Ublichen gynékologischen Untersuchungen durchgefiihrt, wie etwa die
gynékologische Spiegel- und Tastuntersuchung sowie die Transvaginalsonografie [S3-Leit-
linie Ovarialkarzinom, 2013]. Weitere bildgebende Verfahren, wie eine Computertomografie,
sowie ein Réntgen-Thorax und ein Réntgen-Abdomen werden fir die Metastasensuche an-
gewandt. Weiterhin werden Bluttests durchgefihrt, mit denen unter anderem das Level von
CA-125, dem, wenn auch unspezifischen, Tumormarker fir das HGSOC, festgestellt wer-
den kann [Al Bakir, 2014]. Das Tumorstaging wird operativ durchgefihrt. Es erfolgt nach den
Kriterien der Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO). Diese Ein-
teilung wurde von der Union Internationale contre le Cancer (UICC) fir die TNM-Klassifika-
tion fast identisch Gbernommen. 2014 wurde ein neuer Entwurf von der FIGO vorgestellt,
der aber bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht von der UICC Ubernommen wurde [Hohn,
2014]. In der nachfolgenden Tabelle werden die einzelnen FIGO-Stadien mit der jeweiligen
TNM-Angabe beschrieben.
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Tabelle 2: FIGO-Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms, nach [Kurman, 2014]

FIGO

Stadium |

Stadium IA

Stadium IB

Stadium IC

Stadium Il

Stadium I1A

Stadium 11B

Stadium 1IC

Stadium I

Stadium IlI1A

Stadium 1lIB

11

TNM
TX
TO
T1
T1a

T1b

T1c

T2

T2a

T2b

T2c

T3 und/oder
N1

T3a

T3b

Priméartumor kann nicht beurteilt werden
Kein Anhalt fir Primartumor
Tumor begrenzt auf Ovarien

Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel intakt; kein Tumor auf
der Oberflache des Ovars; keine malignen Zellen in Aszites

oder bei Peritonealspulung

Tumor auf beide Ovarien begrenzt; Kapsel intakt, kein
Tumor auf der Oberflache beider Ovarien; keine malignen
Zellen in Aszites oder bei Peritonealspllung

Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien mit
Kapselruptur, Tumor an der Ovaroberflache oder maligne
Zellen in Aszites oder bei Peritonealspllung

Tumor befallt ein Ovar oder beide Ovarien und breitet sich

im Becken aus

Ausbreitung auf und/oder Implantate an Uterus und/oder
Tube(n); keine malignen Zellen in Aszites oder bei

Peritonealspllung

Ausbreitung auf andere Beckengewebe; keine malignen

Zellen in Aszites oder bei Peritonealspllung

Ausbreitung im Becken (2a oder 2c¢) und maligne Zellen in
Aszites oder bei Peritonealspllung

Tumor befallt ein oder beide Ovarien mit mikroskopisch
nachgewiesenen Peritonealmetastasen auBBerhalb des

Beckens und/oder Lymphknotenmetastasen

Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des
Beckens

Makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des



FIGO TNM
Beckens, gréBte Ausdehnung 2 cm oder weniger

Stadium IlIC  T3c Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, gréte
und/oder N1 Ausdehnung mehr als 2 cm und/oder regionare

Lymphknotenmetastasen

Stadium IV~ M1 Fernmetastasen (ausschlieB3lich Peritonealmetastasen)

Therapie und Prognose

Die Karzinomanteile werden mit Hilfe einer medianen Laparotomie operativ entfernt. Dabei
werden die erkrankten Adnexe sowie eventuell tumorbefallene Teile der Blase, des Darms,
des Zwerchfells, des Peritoneums und der Milz entnommen. Wenn nétig sollte zusatzlich
eine paraaortale sowie eine pelvine Lymphonodektomie durchgefiihrt werden. Hat die Pati-
entin ein noch junges Alter und liegt ein Kinderwunsch vor, kann bei einem Tumor im FIGO-
Stadium la eine fertilitdtserhaltende Operation durchgefiihrt werden. Das Rezidivrisiko liegt
hierbei allerdings bei 5-7 Prozent. Bei alteren Frauen und bei Tumoren in héheren Stadien
muss eine radikale, das heif3t beidseitige Adnexektomie erfolgen [Weyerstahl, 2013]. Die
Prognose fir das HGSOC ist in den meisten Fallen ungtinstig, da es auf Grund der fehlen-
den Diagnosemdglichkeiten und spat einsetzenden Symptomatik haufig erst spat erkannt
wird [Al Bakir, 2014]. Prognosefaktoren sind das Tumorstadium bei Diagnose, der postope-
rativ verbliebene Tumorrest, das Alter und der Allgemeinzustand der Patientin, der histolo-
gische Typ sowie das histologische Tumorgrading [S3-Leitlinie Ovarialkarzinom, 2013]. Das
Tumorstadium wird hierbei als wichtigstes Kriterium angesehen [Kurman, 2014]. Die 5-JUR
betragt in den héheren Stadien (lll und 1V), wenn sich der Tumor bereits abdominell ausge-
breitet hat, unter 40 Prozent, in den Stadien | bis IIA, wenn also eine Begrenzung auf die
Ovarien vorliegt, dagegen noch Gber 80 Prozent [Tumormanual, 2014]. Zur Nachsorge wer-
den eine ausflihrliche Anamnese, die gynékologische Spiegel- und Tastuntersuchung, die
rektale Untersuchung und die Vaginalsonografie empfohlen. Eine routinemaBige Bestim-
mung des Tumormarkers CA-125 bringt keine Vorteile [S3-Leitlinie Ovarialkarzinom, 2013].
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1.3 BRCA1 und BRCA2

Allgemein wird unterschieden zwischen dem sporadisch und dem hereditar auftretenden
Ovarialkarzinom. Bei etwa 10 bis 15 Prozent der Patientinnen kann von einer vererbten
Genmutation ausgegangen werden [Tumormanual, 2014]. 20 Prozent der an einem HGSOC
erkrankten Patientinnen sind BRCA-Mutationstragerinnen [Hennessy, 2010]. Aus diesem
Grund soll im Folgenden genauer auf die Gene BRCA1 und BRCAZ2 eingegangen werden.

1.3.1 Epidemiologie

Mutationen in den BRCA-Genen kénnen zum Hereditary Breast and Ovarian Cancer
(HBOC-Syndrom), also zu einem vererbten Brust- und Ovarialkarzinomsyndrom, fiihren.
Der Erbgang ist autosomal-dominant [Al Bakir, 2014]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt
bei 50 bis 55 Jahren. Das Risiko fir BRCA1-Tragerinnen, an einem Ovarialkarzinom zu
erkranken, betragt 40 Prozent, fir BRCA2-Tragerinnen 11 Prozent. Im Vergleich dazu liegt
es in der Normalbevdlkerung bei 1,5 Prozent [Tumormanual, 2014]. Die kumulativen Risiken
der Entwicklung eines Mamma- und Ovarialkarzinoms bei BRCA1-und BRCA2-Tragerinnen
sind in Abb. 10 und 11 dargestellt.
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Abbildung 10: Kumulatives Risiko fiir Mamma- und Ovarialkarzinome bei BRCA1-
Genmutationen, nach [Kurman, 2014]
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Abbildung 11: Abbildung: Kumulatives Risiko fir Mamma- und Ovarialkarzinome bei
BRCA2-Genmutationen, nach [Kurman, 2014]

1.3.2 Genfunktion

Die Gene BRCA1 und BRCAZ2 z&hlen zu den Tumorsuppressorgenen und sind an der DNA-
Reparatur beteiligt [Al Bakir, 2014]. Sie reparieren DNA-Doppelstrangbriiche und sind fiir
die Integritat des Genoms verantwortlich [Venkitaraman, 2004]. Es entstehen Doppelstrang-
briiche, weil die DNA-Reparatur nicht Gber die homologe Rekombination ablauft, sondern
durch alternative, nicht konservative Reparaturmechanismen [Konstantinopoulos, 2010].
Weitere Funktionen der BRCA-Gene sind die Zellzykluskontrolle, die Proteinubiquitinierung
und das Chromatin-Remodelling [Russo, 2009]. Mégliche Veranderungen sind Keimzellmu-
tationen (in 14,5 Prozent der HGSOCs), Promoter-Methylationen (in 11 Prozent der
HGSOCs) und somatischen Mutationen (in 6 Prozent der HGSOCs) [CGARN, 2011]. Die
nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die beiden Gene, ihren Genort auf dem

Chromosom und ihre vererbten Tumorerkrankungen.
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Tabelle 3: BRCA-assoziierte Karzinome nach [Gevensleben, 2010]

Syndrom Chromosom/Gen  Primartumor Sekundartumor
Familiares Mamma-/ 17921 Mammakarzinom, Kolonkarzinom,
Ovarialsyndrom BRCA1 Ovarialkarzinom Prostatakarzinom
Familiares Mamma-/ 13q12 Mammakarzinom, Méannliches
Ovarialsyndrom BRCA2 Ovarialkarzinom Mammakarzinom,

Uterus-, Prostata-,
Oropharynx-,

Pankreaskarzinom

1.3.3 Familienanamnese

BRCA-Genmutationen werden haufig in folgenden Konstellationen in der familiaren Vorge-
schichte beobachtet:

1. Mindestens zwei Frauen in der Familie sind an einem Mammakarzinom erkrankt und da-

von mindestens eine Verwandte ersten Grades vor dem 51. Lebensjahr.

2. Esist eine Verwandte ersten Grades mit bilateralem, pramenopausalen Mammakarzinom

in der Familie bekannt.

3. Es gibt einen an Mammakarzinom erkrankten mannlichen Verwandten ersten Grades

(Vater, Bruder, Sohn) in der Familie [Tumormanual, 2014].

1.3.4 Molekulargenetische Analyse

Um herauszufinden, ob eine solche Genmutation vorliegt, kann vom Deutschen Konsortium
Familiarer Brust- und Eierstockkrebs, einem Verbund mehrerer Universitaten in Deutsch-
land far familiar vorbelastete Patientinnen, eine molekulargenetische Analyse durchgefihrt
werden. Diese sollte einer Patientin dann angeboten werden, wenn aus ihrer Familienan-

amnese bekannt ist, dass
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1. drei Frauen unabhangig vom Alter an Mammakarzinom,

2. zwei Frauen an Mammakarzinom, davon eine unter dem 51. Lebensjahr,
3. eine Frau an Mammakarzinom und eine Frau an Ovarialkarzinom,

4. zwei Frauen an Ovarialkarzinomen,

5. eine Frau an Mamma- und Ovarialkarzinom,
6. eine Frau mit 35 Jahren oder jinger an Mammakarzinom,

7. eine Frau mit 50 Jahren oder junger an bilateralem Mammakarzinom,
8. ein Mann an Mammakarzinom und eine Frau an Mamma- oder Ovarialkarzinom
erkrankt ist/sind [S3-Leitlinie Mammakarzinom, 2012].

Eine Genanalyse hat den Vorteil, Schritte zur Frilherkennung und Préavention einleiten zu
kénnen. Ein systematisches Friherkennungsprogramm, also regelmaBige vaginale Ultra-
schalluntersuchungen oder eine konstante Uberpriifung des Tumormarkers CA-125, der bei
Ovarialkarzinomen im Blutserum nachweisbar ist, scheinen allerdings nicht sinnvoll zu sein
[Petrucelli, 1998]. Andere MaBnahmen, wie die im néchsten Kapitel beschriebene chirurgi-
sche und medikamentése Prophylaxe, stellen dagegen eine gangige Option zur Vorsorge

dar.

1.3.5 Pravention

Als chirurgische PraventionsmaBnahme wird die prophylaktische bilaterale Salpingo-Oo-
phorektomie (PBSO) empfohlen. Es ist bewiesen, dass sie das Risiko von BRCA-Mutati-
onstragerinnen, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, erheblich reduziert. Bei Patientin-
nen, die bei der PBSO noch nicht erkrankt sind, sinkt es um 80 Prozent [Kauff, 2008]. Durch-
geflhrt wird diese, indem die Ovarien und Tuben beidseits operativ entfernt werden. Auf
Grund der somit fehlenden Hormondriisen muss eine Hormonersatztherapie (HET) mit Ost-
rogen und Progesteron angeschlossen werden. Der empfohlene Zeitpunkt einer PBSO wird
bei BRCA1-Tragerinnen mit Ende 30, Anfang 40 empfohlen. Bei BRCA2-Tragerinnen sollte
sie zu Beginn der Menopause, also mit Anfang 50, erfolgen.
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Eine Nebenwirkung, die nach der chirurgischen Entfernung der Adnexen trotz HET auf
Grund des Hormonmangels auftritt, ist ein héheres Risiko flir Osteoporose sowie vaskulére
Erkrankungen, wie etwa Hypercholesterinamie, Bluthochdruck und Diabetes mellitus [Kauff,
2007]. In den entnommenen Adnexen wurden schon haufig Lasionen, wie etwa bereits vor-
handene Karzinome, aber auch Hyperplasien und epitheliale Atypien im Tuben- [Mingels,
2012] sowie im Ovarialepithel [Kerner, 2005] festgestellt. Als zweite praventive MaBBnahme
wird die medikamentdse Prophylaxe diskutiert. Orale Kontrazeptiva zeigen generell einen
risikosenkenden Effekt auf die Entstehung eines Ovarialkarzinoms [Whittmore, 1992]. Auch
bei BRCA-Mutationstragerinnen wurde nachgewiesen, dass die Einnahme von Kontrazep-
tiva von mehr als 6 Jahren zu einer Risikoreduktion von bis zu 60 Prozent fihrt [Moorman,
2013].

1.3.6 Therapeutische Aspekte

BRCA-assoziierte Ovarialkarzinome haben eine héhere Platinsensitivitat als sporadisch auf-
tretende. Sie sprechen also besser auf die Platinverbindungen in den Zytostatika an, die in
der adjuvanten Chemotherapie angewandt werden [Tan, 2008]. Aus diesem Grund haben
Patientinnen mit BRCA-assoziierten Tumoren eine bessere 5-JUR als Frauen mit spora-
disch auftretenden Karzinomen. Bei BRCA1 betragt sie 44 Prozent, bei BRCA2 52 Prozent.
Eine Patientin, bei der der Tumor ohne den Nachweis von BRCA entstanden ist, hat dage-
gen nur eine 5-JUR von 36 Prozent [Bolton, 2012].

1.4 Untersuchte Proteine

Im Folgenden soll ein Uberblick tiber die in dieser Arbeit immunhistochemisch untersuchten

Proteine gegeben werden.
PAX8

Das Paired-Box 8 (PAX8) -Protein kommt als Transkriptionsfaktor in der embryonalen Ent-
wicklung der Muller-Organe, sowie der Niere und der Schilddriise vor [Poleev, 1992]. Es ist
ein Marker fir den Ductus mesonephricus, aus dem sich die Vagina, der Uterus und die
Tuben entwickeln [Mackelenbergh, 2015]. Weiterhin steht das Protein in Zusammenhang
mit den Tumoren dieser Organe. So wird es in der Karzinogenese reaktiviert und tragt zum

Karzinomwachstum sowie der Karzinomentwicklung bei [Elias, 2015].
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Das nukleare PAX8 ist physiologisch in nicht neoplastischem Tubenepithel und in den Inklu-
sionszysten des Ovars zu finden. AuBerdem ist es ein sensitiver und spezifischer Marker fir
die Tumoren des Muller-Epithels. Es fallt auf, dass es vor allem in den serdsen Tumoren,
sowie im Klarzellkarzinom, weniger jedoch in den muzinésen Tumoren gefunden wird
[Ozcan, 2011].

PAX2

Paired-Box 2 (PAX2) stammt aus derselben Proteingruppe wie PAX8 und ist ebenfalls ein
nukledrer Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung von
Muller-Organen und anderen urogenitalen Organen spielt [PathologyOutlines-PAX2]. In der
Karzinogenese wird er reaktiviert [Patricio, 2013]. PAX2 werden sowohl onkogenetische als
auch Tumorsuppressorfunktionen zugesprochen. So tragt es entweder zu einer erhéhten
oder zu einer erniedrigten Gewebeproliferation bei [Song, 2013]. Physiologisch kommt das
Protein in den Epithelzellen der Tuben und in anderen Muller-Strukturen vor, wie etwa in
Endometriosen und Endosalpingiosen [Tong, 2007]. In Tumoren der Muller-Organe wird es
unterschiedlich stark exprimiert, insgesamt kommt es aber weniger haufig vor als PAX8
[Oczan, 2011]. Eher selten findet man es in Ovarial- und Endometriumkarzinomen. In Se-
cretary cell outgrowths (SCOUTSs) der Tuben treten dagegen haufiger abnormale Expressi-
onsmuster, das heil3t eine geringere oder starkere Expression, auf [Chen, 2010]. PAX2 ist
zwar im Vergleich zu PAX8 weniger spezifisch, aber dennoch ein Marker fir Mller-Karzi-

nome und deren Metastasen [Wiseman, 2011].
Left

Lymphoid enhancer binding factor 1 (Lef1), auch T cell factor (Tcf) genannt, ist ein Tran-
skriptionsfaktor. Er gehért zur High mobility grap protein (HMG) -Familie. Diese Proteine
regulieren die Genexpression Uber strukturelle Veranderungen in der DNA-Helix [Travis,
1991]. Lef1/Tcf ist ein Protein des im nachfolgenden Abschnitt beschriebenen Wnt-Signal-
wegs. Zusammen mit B-Catenin bildet es einen Proteinkomplex im Zellkern und aktiviert so
spezifische Zielgene [Hllsken, 2000]. In malignen Ovarialtumoren kommt es deshalb h&ufig
zu einer Expressionskorrelation der beiden Proteine [Rask, 2003]. Es wird mit verschiede-
nen Tumoren in Verbindung gebracht, da es durch eine Induktion der Epithelial-mesen-
chymalen Transition (EMT) die Tumorinvasion erhéht [Kim, 2002]. In nicht tumorésem Ge-

webe ist das Protein nicht vorhanden [Huang, 2012].
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Eine Uberexpression ist haufig assoziiert mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, einer
serdsen Histologie und einer geringeren Uberlebensrate [Clements, 2011]. Es ist in vielen
drisenbildenden Adenokarzinomen gynékologischen, aber auch nicht gynakologischen Ur-
sprungs, zu finden [Salinas, 2016].

B-Catenin

B-Catenin ist ein Protein, das zwei wichtige Funktionen besitzt. Erstens ist es in die Zell-
Zell-Adhasion involviert und zweitens ist es eine Komponente des Wingless-Integration-1
(Wnt) -Signalwegs. Damit spielt es eine bedeutende Rolle bei der Kontrolle der Zellprolife-
ration und des Zelluntergangs [Miron, 1999]. Ist der Wnt-Signalweg nicht aktiviert, liegt -
Catenin in einem Komplex gebunden vor, wird also stédndig abgebaut. Sobald Wnt an seinen
Rezeptor bindet, wird der Signalweg aktiviert. Der Komplex wird inhibiert, das heif3t, B-
Catenin wird nicht mehr abgebaut, akkumuliert im Zellplasma und gelangt in den Zellkern.
Dort bildet es mit Lef1/Tcf einen Komplex und es werden verschiedene Gene transkribiert
[Hulsken, 2000]. B-Catenin kommt in morphologisch unauffélligen Epithelzellen in geringer
Dichte im Zytoplasma vor [Barbolina, 2011]. Eine Uberexpressionen, das heiBt das nukleére
Vorkommen des Proteins, wird mit verschiedenen Karzinomen, darunter auch dem Ovarial-
und Endometriumkarzinom, in Zusammenhang gebracht [Miron, 1999]. Der Wnt-Signalweg
spielt zwar eine Rolle in der ovariellen Karzinogenese, allerdings sind Mutationen von Sig-
nalwegskomponenten in den meisten Ovarialkarzinomen, mit Ausnahme des endometrioi-
den Subtyps, eher selten [Gatcliffe, 2008]. B-Catenin wird also vor allem mit Tumoren endo-
metrioiden Usprungs in Verbindung gebracht, seltener mit serésen, muzinésen, seromuzi-

ndsen oder Klarzellkarzinomen [Dubeau, 2008].
ARID1A

AT rich interacting domain-containing protein 1A (ARID1A) gehért zur SWI-SNF-Familie und
ist in den Chromatin-Umgestaltungskomplex (CUK) involviert ist. Es steuert also die Zelldif-
ferenzierung und Gewebeentwicklung [Takeda, 2016]. Die Chromatin-Umgestaltung stellt
einen molekularen Mechanismus dar, der die Expression verschiedener Gene durch eine
Veranderung der Chromatinstruktur reguliert [Clapier, 2009]. Die Gene der SWI-SNF-Fami-
lie sind epigenetische Regulatoren, die eine zentrale Rolle in der Transkription und Repara-
tur der DNA innehaben [Tan, 2013].
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Die Expression von ARID1A in stromalem Gewebe wird als physiologisch angesehen
[Chene, 2015]. Da die Inaktivierung von Komponenten des CUK mit Malignitat in Zusam-
menhang gebracht wird, wird das Fehlen des Proteins als pathologisch angesehen [Takeda,
2016]. Die Abwesenheit von ARID1A wurde vor allem in Endometriose-assoziierten Ovari-
alkarzinomen und Endometriumkarzinomen festgestellt [Takeda, 2016]. So wurde bei Klar-
zellkarzinomen und endometrioiden Karzinomen des Ovars in 47 Prozent beziehungsweise
22 Prozent ein Fehlen des Proteins beobachtet [Chene, 2015], in HGSOCs dagegen wurden
keine auffalligen Expressionsmuster gefunden [Wiegand, 2010].

p53

Das Protein p53 ist das zugehérige Genprodukt zu Tp53 (Tumorprotein 53). Es ist Tumor-
suppressorgen, das zur DNA-Reparatur beitragt. Durch einen Stopp des Zellzyklus stellt es
sicher, dass vor einer weiteren Mitose alle DNA-Defekte repariert werden. TP53-Mutationen
kommen sehr hdufig in neoplastischem Gewebe vor. Beim Li-Fraumeni-Syndrom, das be-
reits in frihem Lebensalter mit multiplen Karzinomen einhergeht, wurde eine Keimbahnmu-
tation des Gens nachgewiesen [PathologyOutlines-p53]. Es wird autosomal-dominant ver-
erbt und bei ungeféhr einem Prozent aller hereditdren Mammakarzinome diagnostiziert. Das
Lebenszeitrisiko flr Brustkrebs betragt bei Mutationstragerinnen bis zu 90 Prozent [Nichols,
2001]. Eine positive Farbung im Urothel differenziert maligne (In-situ-Karzinome, invasive
Karzinome) von reaktiven oder metaplastischen Geschehen, die Ublicherweise p53-negativ
sind [Mc Kenney, 2001]. Das Protein ist ein Marker fir das HGSOC, da dort zu 93 Prozent
TP53-Mutationen vorliegen [Karthikeyan, 2016]. Eine starke, diffuse Faroung von mehr als
60 Prozent zeigt eine Missense-Mutation an, eine véllige Abwesenheit der Farbung dagegen
eine Nonsense-Mutation [Kurman, 2014]. Bei BRCA-Patientinnen nach einer PBSO I&sst
sich oft in Zusammenhang mit STICs eine Uberexpression des Proteins im Fimbrienepithel
der Tuben beobachten [Lee, 2007].

Kl67

KI67 ist ein Zellproliferationsmarker. Mit inm lasst sich der Proliferationsindex bestimmen.
Das Protein ist in Geweben vorhanden, die sich in den aktiven Phasen der Zellteilung (G1,
S, G2, Mitose), befinden. In ruhenden Zellen ist es nicht zu finden [Scholzen, 2000]. Es
wird oft zur Diagnostik von Tumoren eingesetzt, weil dort eine vermehrte

Gewebeproliferation stattfindet [Lelle, 1990].
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Maligne Neoplasmen sind KI67-positiv, gutartige Neubildungen dagegen eher negativ oder
gering positiv. So wurde gezeigt, dass das Vorkommen des Proteins in Ovarialkarzinomen,
vor allem der Stadien Il und Ill, signifikant erhéht ist, in Zystadenomen und BOT's
dagegen nicht [Garzetti, 1995]. Eine vermehrte Expression wird bei OCs mit einem
verkirzten krankheitsfreien Uberleben und insgesamt einem schlechteren klinischen
Outcome in Verbindung gebracht [Attila, 1998], [Schindlbeck, 2007].

p16

p16 wird durch das Gen p16INK4a, ein Tumorsuppressorgen, kodiert. Das Expressions-
muster kann in heterogen-/fokal-positiv, homogen-/diffus-positiv und negativ eingeteilt wer-
den [Beirne, 2016]. In HGSOCs und auch serésen Karzinomen der Tuben wird das Protein
haufig Gberexprimiert, in den anderen Subtypen der epithelialen ovariellen Tumoren dage-
gen seltener [Milea, 2011], [O'Neill, 2007]. Die meisten HGSCs (high-grade serdése Karzi-
nome) sind diffus p16-positiv gefarbt, LGSCs (low-grade serése Karzinome), endometrioide
und Klarzellkarzinome dagegen negativ oder nur fokal positiv [Prat, 2014]. Dartberhinaus
weil3t das Vorhandensein von p16, beispielsweise in Zervixkarzinomen, auf Humane Papil-
lomviren (HPV) hin [Mc Cluggage, 2007].

1.5 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, folgende Fragen zu beantworten:

1. Kommen in Ovarien, die im Rahmen einer PBSO bei BRCA1- oder BRCA2-Mutationstra-
gerinnen entfernt wurden, gehauft histomorphologische Veranderungen, wie etwa Inklusi-
onszysten, Follikelzysten oder Endosalpingiosen, vor?

2. Gibt es am ovariellen Oberflachenepithel, in Inklusionszysten oder Endosalpingiosen Vor-
lauferlasionen von ovariellen Karzinomen, die durch immunhistochemische Farbungen

nachgewiesen werden kdnnen?

3. Kénnen diesbezlglich Auffalligkeiten im Vergleich zu Patientinnen ohne BRCA-Genmu-
tationen belegt werden?
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Versuchsgruppe

Insgesamt wurden 43 Félle von 43 Patientinnen, aus dem Archiv des Pathologischen
Institutes der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen aus den Jahren 2006 bis 2015
retrospektiv untersucht. Das Alter betrug bei Diagnose, das heil3t zum Zeitpunkt der
PBSO, zwischen 34 und 82 Jahren, im Mittel waren sie 51 Jahre alt. Bei allen Frauen war
eine BRCA1- oder BRCA2-Genmutation bekannt. Es wurden ausschlieBlich Félle einbe-
zogen, bei denen die Adnexektomie als rein praventive MaBBnahme durchgefihrt wurde,
das heit noch kein Ovarialkarzinom diagnostiziert worden war. Einige von ihnen befan-
den sich aber bereits wegen eines Mammakarzinoms in Behandlung. Eine Ubersicht Giber

das untersuchte Patientenkollektiv ist in Tab. 4 dargestellt.

Tabelle 4: Ubersicht des Versuchskollektivs

Fallnummer Diagnosealter BRCA Mamma-CA
1 52 1 ja

2 34 2 nein
3 42 1 ja

4 46 2 ja

5 45 1 ja

6 54 1 ja

7 51 2 ja

8 63 1 ja

9 52 1 nein
10 62 2 ja
11 49 1 nein
12 62 1 nein
13 44 1 ja
14 42 1 nein
15 58 1 ja
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Fallnummer Diagnosealter BRCA

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

46
48
65
56
42
51
49
54
65
50
44
68
42
47
64
70
43
45
49
43
36
39
49
43
46
82
54
48

1

N = DN DN = =2 DD =~ DD = DD MDD DN DD =222 a2 D= =2 NN = =

Mamma-CA

nein
ja
ja
ja
nein
ja
nein
nein
ja
ja
nein
nein
ja
ja
ja
ja
ja
ja
nein
nein
ja
ja
nein
nein
ja
ja
ja
ja
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Das folgende Diagramm zeigt die Altersverteilung der Frauen. Zur besseren Ubersicht
wurden sie in Altersgruppen von unter 40 Jahren, 40 bis 50 Jahren, 50 bis 60 Jahren, 60
bis 70 Jahren und Uber 70 Jahren eingeteilt.
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Alter

Abbildung 12: Einteilung des Versuchskollektivs in Altersgruppen

Ein Mammakarzinom wurde bei 28 der 43 Falle diagnostiziert, wie der folgenden Tabelle

zu entnehmen ist.

Tabelle 5: Haufigkeit eines Mammakarzinoms

Haufigkeit Prozent

Nicht vorhnanden 15 34,9
Vorhanden 28 65,1
Gesamt 43 100
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Aus der Versuchsgruppe von 43 Patientinnen konnte bei 25 eine BRCA1- und bei 18 eine

BRCA2-Genmutation nachgewiesen werden.

Tabelle 6: Haufigkeit der verschiedenen BRCA-Mutationen

Haufigkeit Prozent

BRCA1 25 58,1
BRCA2 18 419
Gesamt 43 100

Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe wurde aus 20 Fallen des Archivs des Pathologischen Institutes der
Ludwig-Maximilians-Universitat aus den Jahren 2014 bis 2016 zusammengestellt. Es
wurden nur Patientinnen in die Untersuchung eingeschlossen, bei denen klinisch kein
Risiko fur ein Ovarialkarzinom bekannt war. Bei ihnen erfolgte die Adnexektomie auf
Grund einer anderen Diagnose. Das Befundergebnis lautete bei 12 Frauen
Endometriumkarzinom, in jeweils 2 Fallen Cervixkarzinom, sowie Zervikale
intraepitheliale Neoplasie Grad Il (CIN II) und jeweils einmal Hyperplasie des
Endometriums, Saktosalpinx, Uterusmyom und Uterusadenom (Tab. 7). Das Alter zum
Zeitpunkt der Diagnose, also der Adnexektomie, betrug zwischen 47 und 79 Jahren.
Der Mittelwert lag also bei 61 Jahren. Eine mdglichst ahnliche Altersverteilung zur

Versuchsgruppe war wichtig, um die Vergleichbarkeit der Gruppen zu gewahrleisten.
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Tabelle 7: Ubersicht des Kontrollkollektivs

Diagnosealter
71
70
54
76
69
79
56
47
74
48
53
69
70
63
54
57
47
57
59
51

Diagnose

Endometriumkarzinom
Endometriumkarzinom

Saktosalpinx

Uterusmyom

Cervixkarzinom

Endometriumkarzinom
Endometriumkarzinom
Cervixkarzinom

CIN 111

Endometriumkarzinom

Hyperplasie mit Atypie des Endometriums
Endometriumkarzinom
Endometriumkarzinom
Plattenepithelkarzinom der Cervix uteri
Endometriumkarzinom
Endometriumkarzinom
Endometriumkarzinom

Adenom des Uterus

CIN 111

Endometriumkarzinom

26



Die Altersverteilung der Kontrollgruppe ist dem nachsten Diagramm zu entnehmen. Zur
besseren Ubersicht wurden die Patientinnen in die Altersgruppen unter 60 Jahre, 60 bis
70 Jahre und Uber 70 Jahre eingeteilt.
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Anzahl Patientinnen
o))

<60 60-70 >70
Alter

Abbildung 13: Einteilung des Kontrollkollektivs in Altersgruppen

Patientenauswahl und Anfertigung histologischer Schnitte

Am Pathologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen wurden mit der
Computersoftware PathoPro der Firma ifms die fur die Untersuchung in Frage kommen-
den Patientinnen ausgewahlt und die den Fallen zugehdrigen, in Paraffinblécke einge-
betteten Gewebeproben aus dem Archiv zusammengestellt. Die Patientinnen wurden voll
anonymisiert. Zu jeder Patientin wurden, soweit vorhanden, jeweils das rechte und linke
Ovar untersucht. Insgesamt waren fiir die Versuchsgruppe 76 und fur die Kontrollgruppe
39 Gewebeproben vorhanden. Von diesen wurden mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms
neun Leerschnitte pro Ovar angefertigt. Es wurde jeweils ein Hamatoxilin-Eosin (HE)-
gefarbter Schnitt zur Ubersicht Uiber die histomorphologische Beschaffenheit des ovariel-
len Gewebes hergestellt. Weiter wurden acht immunhistochemische Farbungen mit den
Antikdrpern PAX8, PAX2, Lef1, B-Catenin, ARID1A, p53, KI67 und p16 flir die mikrosko-
pische Auswertung vorbereitet.
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2.3 Untersuchungsmaterialien

Nachfolgend werden die verwendeten Verbrauchsmaterialien, die benétigten Geréate, die

verwendeten Chemikalien und die Antikdrper fir die jeweiligen immunhistochemischen

Farbungen aufgefihrt.

2.3.1 Verbrauchsmaterialien

Objekttrager:

Deckfolien:

Eindeckgelatine:
Deckglaser:

Pipettenspitzen:

2.3.2 Gerate

Mikrotom:

Wasserbad:
Mikrowelle:
Waage:
Brutschrank:

pH-Meter:

Pipetten:
Glaskivetten:

Lichtmikroskop:

Menzel-Glaser Super Frost/Plus,
Menzel GmbH&Co.KG, Braunschweig, Deutschland

Tissue-Tek Coverslipping Film, Sakura Finetek Europe B.V.,

Alphen aan den Rijn, Niederlande
Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Menzel-Glaser, Menzel GmbH&Co.KG, Braunschweig, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Rotationsmikrotom,
Microm International GmbH, Walldorf, Deutschland

Typ 3047, Kottermann GmbH, Uetze/Haningsen, Deutschland
Miele&Cie.KG, Gutersloh, Deutschland

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Memmert GmbH&Co.KG, Schwabach, Deutschland

WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH,
Weilheim, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
aus dem Bestand des Pathologischen Instituts

Laborlux, Leitz, Wetzlar, Deutschland
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2.3.3 Chemikalien

Paraffin:

Aqua dest.:
Xylol:

Ethanol:

Hamalaun:

Eosin alk.:

ProTags VI Antigen Enhancer:

ImMmPRESS Reagent Kit
Anti-RABBIT Ig:

Vectastain ABC-Kit

Elite Universal:

AEC Substrate-Chromogen:
Hematoxylin Gill's Formula:
Target Retrieval Solution:
DAB+:

Farbemodule:

0,05M Tris-Puffer,
eingestellt auf pH 7,5:

Histosec Pastillen ohne Dimethylsulfoxid,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Firma Noll, Minchen, Deutschland
Haffner GmbH&Co.KG, Asperg, Deutschland

Staub&Co.-SilbermannGmbH,
Minchen, Deutschland

Waldeck GmbH&Co.KG, Minster, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Quartett GmbH, Berlin, Deutschland

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland
Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland
Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland
Ventana BenchMark XT IHC/ISH,

Roche Diagnostics International AG, Rotkreuz,
Schweiz

34,25 g Trizma hydrochlorid, Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA

43,90 g Sodium Chloride, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

4,50 g Trizma base, Sigma-Adirich, St. Louis, USA
5 L Aqua dest., Firma Noll, Miinchen, Deutschland
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2.3.4 AntikGrper

Manuell durchgefiihrte Farbungen

Farbung Detektionssystem

PAX2:

Lef1:

ARID1A:

ImmPRESS Reagent Kit
Anti-RABBIT Ig
(Fa.Vector)

Vectastain ABC-Kit Elite
Universal (Fa.Vector)

Vectastain ABC-Kit Elite

Universal (Fa.Vector)

Vollautomatisch durchgefiihrte Farbungen

Farbung

PAX8

B-Catenin

p53

Prozedur

XT
ultraView
DAB v3

XT
ultraView
DAB v3

XT
ultraView
DAB v3

Farbemodul

BenchMark
XT IHC/ISH
(Ventana)

BenchMark
XT IHC/ISH
(Ventana)

BenchMark
XT IHC/ISH

(Ventana)

Primar-AK AK-
Spezies
PAX2 Mono-
clonal
Rabbit
Lef1 Rabbit
ARID1A Mono-
clonal
Rabbit
AK- Klon
Spezies
Monoclonal MRQ-50

Mouse

Monoclonal 14

Mouse

Mouse DO-7

Klon Subtyp Hersteller

EPR IgG
8586

EPR
1350
1-73

Subtyp

lgG1

lgG2b kappa

AK

Fa.Abcam

Fa.Cell
Signaling

Fa.Abcam

Hersteller AK

Cell Marque

Ventana
Medical
Systems,

Inc.

Thermo
Scientific™

Lab Vision™
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Faroung Prozedur Féarbemodul AK- Klon Subtyp Hersteller AK
Spezies

K167 XT BenchMark  Monoclonal MIB-1 lgG1 kappa
ultraView XT IHC/ISH Mouse
DAB v3 (Ventana)

p16 XT BenchMark  Monoclonal Ventana
ultraView  XT IHC/ISH Mouse Medical
DAB v3 (Ventana) Systems,
Inc.

2.4 Grundlagen der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein Verfahren, mit dem Antigene, also Proteine, im Gewebe
mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern sichtbar gemacht werden kénnen. Dazu wird das
histologische Material in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Nach Anfertigung
dinner Gewebeschnitte wird, um EiweiBvernetzungen, die durch die Formalinfixierung
entstanden sind, wieder aufzubrechen, entweder eine enzymatische Behandlung (zum
Beispiel mit Trypsin oder Proteinase K) oder eine Probenvorbereitung in der Mikrowelle
beziehungsweise im Autoklaven durchgefihrt [Lang, 2013]. Insgesamt kénnen drei ver-
schiedene Farbeverfahren zum Einsatz kommen. Bei der am wenigsten sensitiven direk-
ten Methode wird ein mit einem Marker konjugierter Priméar-Antikérper eingesetzt, wel-
cher an das Antigen bindet. Er ist also direkt mit dem Enzym beziehungsweise dem Farb-
stoff gekoppelt. Fir die etwas sensitivere Zwei-Schritt-indirekte Methode wird zunachst
ein unmarkierter Primar-Antikérper verwendet, der an das Antigen im Gewebe bindet und
danach einen zusétzlichen Sekundar-Antikérper, also einem Enzym beziehungsweise
Farbstoff, der wiederum mit dem Primér-Antikérper interagiert. Hier erfolgt die Farbung
erst im zweiten Schritt. Die dritte Methode ist die Drei-Schritt-indirekte Methode und nutzt
drei Antikdrper, wobei der zweite als Bricken-Antikdrper zwischen dem ersten und dem
dritten dient. Zur Drei-Schritt-indirekten Methode z&hlen die Alkalische-Phosphatase-
Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP)-Komplex, die Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP)-
und die Avitin-Biotin-Complex (ABC)-Methode.
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Die Drei-Schritt-indirekte Methode ist die sensitivste und deswegen auch die am haufigs-
ten angewandte Technik [Noll, 2000]. Anwendungsbereiche der Immunhistochemie sind
unter anderem die Klassifizierung und Bestimmung von prognostischen Faktoren bei Tu-
morerkrankungen, die selektive Darstellung bestimmter Zelltypen und der Nachweis be-
ziehungsweise die Identifizierung von Proteinen in Geweben [Lang, 2013].

2.5 Methode

Im folgenden Kapitel wird der Ablauf der histologischen Materialaufbereitung sowie der

immunhistochemischen Farbungen beschrieben.

2.5.1 Aufarbeitung der Gewebeproben

Das Gewebe wurde zuerst in einer Formalinlésung fixiert, welche spater mit Hilfe von
destilliertem Wasser wieder ausgewaschen wurde. Danach wurden die Praparate mit ei-
ner in der Konzentration aufsteigenden Ethanolreihe entwéssert. AbschlieBend wurden

sie in heiBBes Paraffin eingebracht und in Blécke gegossen werden.

2.5.2 Schneiden der Gewebeproben

Die in Paraffinblocke eingebetteten Gewebe wurden zunachst auf -20°C abgekuhlt. Mit
Hilfe eines Mikrotoms wurden sie in Form von zwei bis drei Mikrometer dicken Schnitten
gebracht. Diese wurden zuerst in einem Kaltwasserbad (20°C) aufgefangen und an-
schlieBend in einem HeiBwasserbad (45°C) gestreckt. Danach wurden sie auf Objekttra-

ger aufgezogen und Uber Nacht bei 40°C getrocknet.

2.5.3 Entparaffinierung

Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte zweimal fir jeweils 15 Minuten in Xylol gelagert.

Dieses wurde danach zweimal flr jeweils zehn Minuten in Ethanol wieder ausgewaschen.
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2.5.4 Vorbehandlung

Zum Aufbrechen formalininduzierter Proteinvernetzungen wurden die Schnitte in einer
Kivette mit Target Retrieval Solution bei 750 Watt fur zweimal 15 Minuten in der Mikro-
welle gekocht. Danach wurden sie 20 Minuten bei Raumtemperatur abgekihlt und an-

schlieBend zweimal fur funf Minuten mit Tris-Puffer-L6sung gespult.

2.5.5 Blockade der endogenen Peroxidasen

Als nachstes wurden die endogenen Peroxidasen des Gewebes durch zehnmindtige La-
gerung in 7,5%iger Wasserstoffperoxid-Lésung blockiert und danach fir die gleiche Zeit
unter flieBendem Wasser gespult. Daraufhin wurde es zweimal fur finf Minuten mit der
Tris-Puffer-L6sung behandelt und schlieBlich fiir 20 Minuten das Blocking Serum aus dem

jeweiligen Farbe-Kit aufgetragen.

2.5.6 Immunhistochemische Farbungen

Die PAX2-, Lef1- und ARID1A-Farbungen erfolgten von Hand, die restlichen Farbungen
(PAX8, B-Catenin, p53, KI67 und p16) wurden vollautomatisch durchgeflhrt.

Auf die von Hand zu farbenden Schnitte wurde zunéachst der jeweilige Priméar-Antikdrper
fir 60 Minuten aufgetragen. Danach wurde zweimal fir finf Minuten mit der Tris-Puffer-
Lésung gespult. Daraufhin wurde der zugehérige Sekundar-Antikdrper fir 30 Minuten
appliziert und anschlieBend wieder mit Tris-Puffer-Lésung gewaschen. Nun wurde das
Chromogen fiir zehn Minuten aufgebracht, mit Wasser abgespult, hiernach fir zehn Se-

kunden mit Hematoxylin gegengefarbt und eine zehnminltige Wasserung angeschlossen.

AbschlieBend wurden die Praparate mit Eindeckgelatine und einem Deckglas versehen.
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2.6 Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung erfolgte mit einem Lichtmikroskop. Von jedem Ovar wa-
ren insgesamt neun Schnitte vorhanden, jeweils eine HE- sowie acht immunhistochemi-
sche Farbungen (PAX8, PAX2, Lef1, B-Catenin, ARID1A, p53, KI67 und p16). Diese wur-
den pro Fall jeweils nacheinander untersucht. Die HE-Farbungen verhalfen zu einer
Ubersicht tiber das jeweilige Gewebe und seinen histomorphologischen Verénderungen.
Besonderes Augenmerk wurde dabei auf Lasionen im Oberflachenepithel der Ovarien,
Inklusions- und Follikelzysten sowie Endosalpingiosen gelegt. Diese morphologischen
Auffalligkeiten wurden weiter auf Abweichungen in den immunhistochemischen Farbe-
mustern untersucht. PAX8, PAX2, Lef1, ARID1A und KI67 wurden als ,positiv‘ bezeichnet,
wenn eine Genexpression ubiquitar oder fokal mit mindestens drei positiv geféarbten Zel-

len nebeneinander vorhanden war, als ,negativ‘, wenn eine solche gefehlt hat.

Fir p53 und p16 wurden die Begriffe ,regular® beim Vorhandensein einzelner angefarbter
Zellen und ,positiv* bei einer positiven Farbung von mehr als zehn Zellen (p53) bezie-
hungsweise mehr als drei Zellen (p16) nebeneinander verwendet. 3-Catenin wurde ent-
sprechend seiner Lokalisation in ,zytoplasmatisch* und ,nuklear” eingeteilt.

2.7 Statistische Auswertung

Die fortlaufende Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm Microsoft
Office Excel 2010, die statistische Auswertung mit dem Programm IBM SPSS Statistics
Version 23. Die mikroskopisch erhobenen und in Excel dokumentierten Daten wurden zu
Fallen zusammengefasst und fir SPSS formatiert. Mit dem Statistikprogramm wurden
die jeweiligen Haufigkeiten der histomorphologischen Verdnderungen berechnet. Weiter-
hin wurde ausgewertet, wie hoch die Genexpression in den morphologisch auffalligen
Strukturen war. Dieselben Untersuchungen wurden bei der Kontrollgruppe angestellt. Der
Vergleich der Ergebnisse zwischen den beiden Kollektive erfolgte mit Hilfe des Exakten
Tests nach Fisher. Um einen Unterschied als signifikant ansehen zu kbnnen, musste der
p-Wert <0,05 sein. Zur grafischen Darstellung der Ergebnisse wurden prozentual gesta-
pelte Balkendiagramme verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Versuchsgruppe

3.1.1 Auswertbarkeit der Untersuchungen

Die Versuchsgruppe (im Folgenden auch BRCA-Gruppe genannt) bestand aus 43 Féllen.
Die folgenden Kapitel beziehen sich ausschlieBlich auf das Patientenkollektiv der Ver-

suchsgruppe.

3.1.2 Histomorphologische Veranderungen

Die histomorphologischen Veranderungen wurden in der HE-Farbung untersucht. Dabei
wurden in 29 von 43 Fallen (67 %) Inklusionszysten festgestellt und in 14 Fallen (33 %)
Endosalpingiosen. In 15 Fallen (35 %) waren Follikelzysten vorhanden. Die folgenden
Tabellen zeigen jeweils die Haufigkeiten der Inklusionszysten, Endosalpingiosen und Fol-

likelzysten. Ansonsten waren die Ovarien unauffalllig.

Tabelle 8: Haufigkeit von Inklusionszysten in der HE-Férbung, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent

Nicht vorhanden 14 32,6
Vorhanden 29 67,4
Gesamt 43 100,0

Tabelle 9: Haufigkeit von Endosalpingiosen in der HE-Férbung, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent

Nicht vorhanden 29 67,4
Vorhanden 14 32,6
Gesamt 43 100,0

35



Tabelle 10: Haufigkeit von Follikelzysten in der HE-Farbung, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent

Nicht vorhanden 28
Vorhanden 15

Gesamt 43

3.1.3 PAX8

65,1
34,9
100,0

33 der 43 Falle (77 %) zeigten fokal am Oberflachenepithel eine PAX8-Expression
(Tab.11). Von den Inklusionszysten waren 27 (93 %) positiv gefarbt (Tab. 12), von den

Endosalpingiosen 13 (93 %), siehe Tab. 13.

Tabelle 11: PAX8-Expression im Oberfldchenepithel, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent

Negativ 10
Positiv 33

Gesamt 43

23,3

76,7

100,0

Tabelle 12: PAX8-Expression in den Inklusionszysten, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente

Giltig  negativ 2
positiv. = 27
Gesamt 29
Fehlend System 14

Gesamt 43

4,7
62,8
67,4
32,6
100,0

6,9
93,1
100,0
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Tabelle 13: PAX8-Expression in den Endosalpingiosen, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente

Glltig  negativ 1 2,3 7,1
positiv 13 30,2 92,9
Gesamt 14 32,6 100,0

Fehlend System 29 67,4

Gesamt 43 100,0

Die folgenden Abbildungen zeigen fokal PAX8-positives Oberflachenepithel, sowie eine

Inklusionszyste und eine Endosalpingiose, die PAX8 exprimieren.

i T e

Abbildung 14: Papillomatés verdndertes Oberfldchenepithel, fokal PAX8-positiv geférbt,

200-fach vergréBert
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Abbildung 15: PAX8-positiv geférbte Abbildung 16: PAX8-positiv geférbte
Inklusionszyste, 100-fach vergréBert Inklusionszyste, 400-fach vergréBert

Abbildung 17: PAX8-positiv gefédrbte Endosalpingiose, 400-fach vergréBert

3.1.4 PAX2

In 9 Féllen (21 %) zeigte das Oberflachenepithel fokal eine nukleare PAX2-Expression.
Von den Inklusionszysten waren 21 (72 %) und von den Endosalpingiosen 11 (73 %)
PAX2-positiv; die Ergebnisse siehe Tab.14 -16 und Abb. 18 -20.
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Tabelle 14: PAX2-Expression im Oberfldchenepithel, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent

Negativ 34 79,1
Positiv 9 20,9
Gesamt 43 100,0

Tabelle 15: PAX2-Expression in den Inklusionszysten, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente

Glltig  negativ 8 18,6 27,6
positiv 21 48,8 72,4
Gesamt 29 67,4 100,0

Fehlend System 14 32,6

Gesamt 43 100,0

Tabelle 16: PAX2-Expression in den Endosalpingiosen, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente

Glltig  negativ 4 9,3 26,7
positiv 11 25,6 73,3
Gesamt 15 34,9 100,0

Fehlend System 28 65,1

Gesamt 43 100,0



Abbildung 18: Papillomatds verdndertes Oberflachenepithel, PAX2-positiv geférbt, 200-

fach vergréBert

7
o |

A

Abbildung 20: PAXZ2-positiv gefédrbte Endosalpingiose, 400-fach vergréBert
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3.1.5 Left

Lef1 war in 41 der 43 Falle (95 %) fokal im Oberflachenepithel exprimiert und in 8 Inklu-
sionszysten (27 %). Insgesamt 3 Endosalpingiosen (21 %) waren Lef1-positiv (Tab. 17-
19; Abb. 21-24).

Tabelle 17: Lef1-Expression im Oberfldchenepithel, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent

Negativ 2 47
Positiv 41 95,3
Gesamt 43 100,0

Tabelle 18: Inklusionszysten in der Lef1-Farbung, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente

Gultig  negativ 22 51,2 73,3
positiv. 8 18,6 26,7
Gesamt 30 69,8 100,0

Fehlend System 13 30,2

Gesamt 43 100,0
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Tabelle 19: Lef1-Expression in den Endosalpingiosen, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente

Glltig  negativ 11 25,6 78,6
positiv 3 7,0 21,4
Gesamt 14 32,6 100,0
Fehlend System 29 67,4
Gesamt 43 100,0
3{ - ¥ ..;"f »
' » o 3‘,
iy j E 3 -{:o
& ;"-5 g ?
- W
vy d

Abbildung 21: Oberflachenepithel, fokal Lef1-positiv gefarbt, 200-fach vergréBert
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Abbildung 22: Lef1-positive Abbildung 23: Ausschnitt aus einer Lef1-
Inklusionszyste, 40-fach vergréBert positiv geférbten Inklusionszyste, 400-
fach vergréBBert
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Abbildung 24: Lef1-positiv gefédrbte Endosalpingiose, 400-fach vergréBert

3.1.6 B-Catenin

B-Catenin zeigte keine pathologische Expression. Es lag im Oberflachenepithel, sowie in
den Inklusionszysten und auch in den Endosalpingiosen nur zytoplasmatisch vor. Nuklear

war es in keinem der Falle vorhanden.
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3.1.7 ARID1A

ARID1A wurde in allen drei untersuchten histomorphologischen Auspragungen exprimiert
Die Bilder zeigen das physiologische Vorkommen des Proteins [Chene, 2015]
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Abbildung 26: Ausschnitt aus einer ARID1A-positiv gefédrbten Inklusionszyste, 200-fach
vergréBert
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Abbildung 27: ARID1A-positiv gefdrbte Endosalpingiose, 400-fach vergréBert

3.1.8 p53

In keinem der 43 Félle war eine erhdhte Expression des Proteins Tp53 nachzuweisen,

weder im Oberflachenepithel, noch in den Inklusionszysten und in den Endosalpingiosen.

3.1.9 KI67

Der Proliferationsmarker K167 war weder im Oberflachenepithel, noch in den Inklusions-
zysten und den Endosalpingiosen zu finden.

3.1.10 p16

p16 trat im Oberflachenepithel in 16 Féllen (37 %) auf, bei den Inklusionszysten in 8 Fal-

len (27 %) und bei den Endosalpingiosen in 4 Fallen (29 %). Die Ergebnisse sind in den
Tab. 20-22 und in den Abb. 28-30 dargestellt.
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Tabelle 20: p16-Expression im Oberfldchenepithel, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent

Positiv 16 37,2
Regular 27 62,8
Gesamt 43 100,0

Tabelle 21: Tabelle 26: p16-Expression in den Inklusionszysten, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente

Gultig  positiv 8 51,2 26,7
regular 22 18,6 73,3
Gesamt 30 69,8 100,0

Fehlend System 13 30,2

Gesamt 43 100,0

Tabelle 22: p16-Expression in den Endosalpingiosen, BRCA-Gruppe

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente

Gultig  Positiv 4 9,3 28,6
regular 10 23,3 71,4
Gesamt 14 32,6 100,0

Fehlend System 29 67,4

Gesamt 43 100,0



Abbildung 28: Einstllpung im Oberflachenepithel, fokal p16-positiv geféarbt, 100-fach
vergréBert

Abbildung 29: p16-positiv geférbte Inklusionszyste, 100-fach vergréBert

Abbildung 30: p16-positiv geféarbte Endosalpingiose, 200-fach vergréBert
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3.11 Vergleich mit der Kontrollgruppe

Die in der Versuchsgruppe beschriebenen Ergebnisse wurden mit einer Kontrollgruppe,
die aus 20 Patientinnen ohne BRCA-Genmutation bestand, verglichen. Zur Veranschau-
lichung wurden die Resultate der beiden Kollektive in prozentual gestapelten Balkendia-
grammen dargestellt. Die Haufigkeiten wurden in einen relativ-prozentualen Bezug zuei-

nander gesetzt.

Im Bereich der histomorphologischen Veranderungen konnten folgende Beobachtungen
gemacht werden: In 11 Fallen (55 %) kamen Inklusionszysten vor, in 5 Fallen (25 %) En-
dosalpingiosen und in 4 Fallen (20 %) Follikelzysten. Es wurden keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe gefunden, siehe Abb. 31-
33. In den folgenden Diagrammen werden diese Ergebnisse im prozentualen Vergleich

gezeigt.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

H nicht vorhanden

Prozent

W vorhanden

Versuchsgruppe Kontrollgruppe

Haufigkeit von Inklusionszysten

Abbildung 31: Prozentuale Haufigkeit von Inklusionszysten in der HE-Farbung,
Vergleich Versuchs- und Kontrollgruppe
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Versuchsgruppe Kontrollgruppe

Haufigkeit von Endosalpingiosen

Abbildung 32: Prozentuale H&ufigkeit von Endosalpingiosen in der HE-Férbung,
Vergleich Versuchs-und Kontrollgruppe
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Haufigkeit von Follikelzysten

Abbildung 33: Prozentuale Haufigkeit von Follikelzysten in der HE-Férbung, Vergleich
Versuchs-und Kontrollgruppe
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In der PAX8-Farbung war das Oberflachenepithel bei 7 von 20 Patientinnen (35 %) positiv.
Die Inklusionszysten und die Endosalpingiosen zeigten zu 100 % eine Proteinexpression.
Ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Versuchsgruppe war nur im Fall des Ober-
flachenepithels zu verzeichnen. Der Exakte Test nach Fisher zeigte einen p-Wert von
0,002, war also unter dem festgesetzten p-Wert von 0,05. Die untenstehende Tabelle
sowie die Balkendiagramme veranschaulichen dieses Ergebnis. AuBerdem ist ein PAX8-
positiver Bereich im Oberflachenepithel eines Ovars aus der Versuchsgruppe im Ver-

gleich zu einem PAX8-negativem Bereich aus der Kontrollgruppe dargestellt.

Tabelle 23: PAX8-Expression im Oberfldchenepithel, Vergleich Versuchs- und
Kontrollgruppe, Exakter Test nach Fisher

negativ positiv Gesamt Exakte

Signifikanz
(2-seitig)
BRCA-Gruppe 10 33 43
Kontrollgruppe 13 7 20
Gesamt 23 40 63
Exakter Test nach Fisher 0,002
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Abbildung 34: Prozentuale PAX8-Expression im Oberfldchenepithel, Vergleich
Versuchs- und Kontrollgruppe

Abbildung 35: PAX8-positiv geférbtes Abbildung 36: PAX8-negativ gefdrbtes
Ovberflachenepithel, Versuchsgruppe, Oberflachenepithel, Kontrollgruppe, 200-
200-fach vergréBert fach vergréBert
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Abbildung 37: Prozentuale PAX8-Expression in den Inklusionszysten, Vergleich
Versuchs- und Kontrollgruppe
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Abbildung 38: PAX8-Expression in den Endosalpingiosen, Vergleich Versuchs-und
Kontrollgruppe
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PAX2 wurde bei der Kontrollgruppe im Oberflachenepithel in 1 Fall (5 %), in allen 11 In-
klusionszysten (100 %) und in 3 von 5 Endosalpingiosen (60 %) beobachtet. Es waren
keine statistisch signifikanten Unterschiede nachzuweisen. Das zeigen folgende Dia-

gramme.
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Abbildung 39: Prozentuale PAX2-Expression im Oberfldchenepithel, Vergleich
Versuchs- und Kontrollgruppe
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Abbildung 40: Prozentuale PAX2-Expression in den Inklusionszysten, Vergleich
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Abbildung 41: Prozentuale PAX2-Expression in den Endosalpingiosen, Vergleich

Versuchs- und Kontrollgruppe
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Lef1 farbte das Oberflachenepithel bei 14 Frauen (70 %) positiv. Das Protein war auf3er-
dem in 1 von 11 Inklusionszysten (9 %) und in 1 von 5 Endosalpingiosen (20 %) vorhan-
den. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe
ergab sich nur in Bezug auf das Oberflachenepithel. Der Exakte Test nach Fisher zeigte
einen p-Wert von 0,01 und lag damit unter dem festgesetzten p-Wert von 0,05. Dieses
Ergebnis ist in der folgenden Tabelle sowie dem Balkendiagramm gezeigt. Zum Vergleich
ist jeweils ein Ausschnitt aus einem Lef1-positiven Bereich des Oberflachenepithels aus
der Versuchsgruppe, sowie aus einem Lef1-negativem Areal aus der Kontrollgruppe ab-
gebildet.

Tabelle 24: Lef1-Expression im Oberfldchenepithel, Vergleich Versuchs- und
Kontrollgruppe, Exakter Test nach Fisher

negativ positiv Gesamt Exakte

Signifikanz
(2-seitig)
BRCA-Gruppe 2 41 43
Kontrollgruppe 6 14 20
Gesamt 8 55 63
Exakter Test nach Fisher 0,01
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Abbildung 42: Prozentuale Lef1-Expression im Oberfldchenepithel, Vergleich Versuchs-

und Kontrollgruppe
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Abbildung 43: Lef1-positiv gefédrbtes Abbildung 44: Lef1-negativ gefédrbtes
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Abbildung 45: Prozentuale Lef1-Expression in den Inklusionszysten, Vergleich
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Abbildung 46: Prozentuale Lef1-Expression in den Endosalpingiosen, Vergleich
Versuchs-und Kontrollgruppe

57



B-Catenin zeigte in der Kontrollgruppe, wie auch schon in der Versuchsgruppe, keine
auffalligen Expressionsmuster.

In der ARID1A-Féarbung konnte in der Kontrollgruppe in 2 von 20 Féllen (10 %) eine ne-
gative, also pathologische Farbung des Oberflachenepithels verzeichnet werden. Dieses
Ergebnis kénnte darauf zurtickzufiihren sein, dass in beiden Féllen ein Endometriumkar-
zinom zur Adnexektomie fuhrte. Bei diesen Tumoren wurde schon haufig ein Fehlen des

Proteins beobachtet [Takeda, 2016]. Ansonsten zeigten sich keine Auffalligkeiten.

p53 farbte weder das Oberflachenepithel, noch die Inklusionszysten und die Endosal-

pingiosen positiv.

KI67 zeigte weder im Oberflachenepithel, noch in den Inklusionszysten und den Endosal-

pingiosen eine Uberexpression.

Das Protein p16 war im Oberflachenepithel in 4 von 20 Fallen (20 %), in den Inklusions-
zysten in 4 von 11 Féllen (36 %) und in den Endosalpingiosen in 2 von 5 Fallen (40 %)
vorhanden. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den

beiden Gruppen. In den nachfolgenden Diagrammen sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 47: Prozentuale p16-Expression im Oberfldchenepithel, Vergleich Versuchs-

und Kontrollgruppe
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Abbildung 48: Prozentuale p16-Expression in den Inklusionszysten, Vergleich
Versuchs- und Kontrollgruppe
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Abbildung 49: Prozentuale p16-Expression in den Endosalpingiosen, Vergleich

Versuchs- und Kontrollgruppe
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4. Diskussion

Patientinnen mit einer BRCA1- oder BRCA2-Genmutation haben ein erhdhtes Lebens-
zeitrisiko, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken [Tumormanual, 2014]. Als protektive
MaBnahme wird die PBSO empfohlen [Kauff, 2008]. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob in prophylaktisch entfernten Ovarien bereits histomorphologische oder im-
munhistochemische Veranderungen, also Vorlauferlasionen bestehen, die auf eine mog-
liche Entstehung von Tumoren hindeuten kénnten. Weil BRCA-Mutationstragerinnen vor
allem HGSOCs entwickeln [Garg, 2013], wurde dieser Subtyp in den Fokus der Untersu-
chungen gestellt. Es sind einige Studien vorhanden, in denen die Expression von Prote-
inen in bereits diagnostizierten OCs untersucht wurden, etwa von p53 [Folkins, 2008] und
PAX2 [Tong, 2007]. In dieser Arbeit wurden dagegen Auffalligkeiten im nicht neoplasti-
schen Gewebe der Ovarien betrachtet. Dazu gibt es bisher nur wenige Studien, in denen
h&ufig mit kleinen Fallzahlen (bis zu 30 Fallen) gearbeitet wurde [O Neill, 2007], [Kerner,
2005], weil OCs im Gegensatz zu anderen Karzinomen eher selten vorkommen [Kurman,
2014] und komplette Adnexektomien ohne Tumorverdacht selten durchgefihrt werden.
Besser untersucht dagegen sind Veranderungen der Proteinexpression im Tubengewebe
[Novak, 2015], [Chen, 2010], [Lee, 2007].

Histomorphologische Verdnderungen

In der vorliegenden Arbeit wurde zuerst das Auftreten von histomorphologischen Auffal-
ligkeiten untersucht, die als Ursprungsorte flir OCs in Frage kommen. Hierbei ist vor allem
das Oberflachenepithel des Ovars, das Mdller-Epithel, zu nennen. Man nimmt an, dass
es sich zumindest zum Teil durch ovulatorische Traumen verandert und daraus Karzi-
nome entstehen [Kurman, 2014]. Kerner et al. konnten in ihrer Studie, in der sie Ovarien
von BRCA-Tragerinnen untersuchten, nachweisen, dass dort vermehrt atypische Veran-
derungen des Epithels, wie etwa papillare Veranderungen, auftreten [Kerner, 2005]. Als
weiterer Ausgangspunkt fir die Entstehung von OCs werden Inklusionszysten gesehen.
Diese weisen sowohl morphologisch als auch immunhistologisch eine groBe Ahnlichkeit
mit dem Tubenepithel auf [Kurman, 2014]. In dieser Arbeit wurden in 29 von 43 Fallen,

also in 67 Prozent, Inklusionszysten gefunden.
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Gross et al. konnten zeigen, dass sich aus ihnen Ovarialtumoren entwickeln kénnen
[Gross, 2010]. In mehreren Studien konnte eine erhdhte Anzahl an CICs bei BRCA-Tra-
gerinnen [Kerner, 2005], [Werness, 1999], sowie bei bereits diagnostiziertem OC festge-
stellt werden [Tresserra, 1998]. OCs kdnnen desweiteren aus Endosalpingiosen entste-
hen. Diese sind aus Epithelzellen vom tubuléaren Typ, die auBerhalb der Tube liegen, auf-
gebaut [Kurman, 2011]. In der vorliegenden Arbeit wurden sie in 14 der 43 Falle gefunden,
das heif3t in 33 Prozent. Mc Coubrey et al. haben gezeigt, dass serése maligne Tumoren
ihren Ursprung haufig in Endosalpingiosen haben [Mc Coubrey, 2005]. In 10-20 Prozent
sind sie mit peritonealen Implantaten assoziiert, die wiederum mit BOTs in Verbindung
gebracht werden [Ayhan, 2005]. Die Follikelzysten wurden in dieser Arbeit nur in Bezug
auf das quantitative Vorkommen in den Ovarien der BRCA-Patientinnen untersucht.
Diese wurden in 15 von 43 Fallen, also 35 Prozent, beobachtet. Pavone et al. konnten
nachweisen, dass in den meisten Krebslasionen Follikel aller Stadien vorhanden sind
[Pavone, 2014]. Bei Patientinnen mit PCOS (Polyzystischem Ovarialsyndrom), bei denen
Uberdurchschnittlich viele Zysten vorliegen, wurden zwar keine serdsen, aber vermehrt
endometrioide Karzinome gefunden [Kurman, 2011]. Beim Vergleich der Versuchs- mit
der Kontrollgruppe, also mit den Patientinnen ohne BRCA-Genmutationen, konnten keine
statistisch signifikanten Unterschiede im Hinblick auf die histomorphologischen Verande-
rungen gefunden werden. Inklusionszysten waren dort in 11 von 20 Fallen (55 %), En-
dosalpingiosen in 5 von 20 Féllen (25 %) und Follikelzysten in 4 von 20 Fallen (20 %)
vorhanden. Dieses Ergebnis kdnnte erstens dadurch bedingt sein, dass das Kontrollkol-
lektiv mit 20 Frauen eine relativ geringe Fallzahl aufwei3t. Um eine bessere Vergleich-
barkeit zu erhalten, missten Studien mit einem gréBeren Stichprobenumfang durchge-
fihrt werden. Zweitens ist es mdglich, dass die Ovarien dieser Patientinnen bereits ge-
wisse Lasionen zeigen, da sie grdBtenteils auf Grund von Endometriumkarzinomen, bei
denen synchron OCs auftreten kénnen [Tong, 2008], entnommen wurden. Dieses Prob-
lem ist aber nur schwer zu umgehen, weil die Adnexen nicht ohne entsprechende Indika-
tion entnommen werden. Ob also die untersuchten histomorphologischen Veranderungen
Zeichen von Vorlauferlasionen flr ovarielle Tumoren sein kénnen, muss weitergehend

untersucht werden.
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PAX8

PAX8 ist ein Transkriptionsfaktor und Marker fir Tumoren des Muller-Epithels. In neo-
plastischen Vorgangen des Miller-Epithels wird es vermehrt exprimiert [Oczan, 2011]. In
unserer Untersuchung war das Oberflachenepithel in 33 von 43 Féllen (77 %) fokal PAX8-
positiv. Die Inklusionszysten zeigten in 27 von 29 Fallen (93 %) und die Endosalpingiosen
in 13 von 14 Fallen (93 %) die Proteinexpression. Die Ergebnisse decken sich mit denen
von Ozcan et al. Sie wiesen nach, dass PAX8 in 89 % der Neoplasmen des Mdiller-
Epithels und in 90 Prozent der Metastasen im Ovar vorhanden war [Ozcan, 2011]. Eine
weitere Studie von 2011 zeigte, dass 52 von 54 Muller’'schen Mischtumoren, aber nur 4
von 98 Tumoren anderer Subtypen PAX8-positiv waren [Wiseman, 2011]. Bowen et al.
wiesen nach, dass das Protein in allen CICs und Endosalpingiosen, die von gesundem
tubaren Epithel abstammten, exprimiert wird. AuBerdem fanden sie es in drei Subtypen
des OCs, namlich im serésen, endometrioiden und klarzelligen OC [Bowen, 2007]. In der
Kontrollgruppe wurde PAX8 im Oberflachenepithel bei 7 von 20 Patientinnen, also 35
Prozent, sowie zu jeweils 100 Prozent in den Inklusionszysten und Endosalpingiosen ge-
funden. Der Unterschied in den Kollektiven in Bezug auf das Oberflachenepithel ist mit
einem p-Wert von 0,002 statistisch signifikant. PAX8-positiv gefarbte Bereiche im Muller-
Epithel des Ovars kénnten also auf Veranderungen, die mit der Entstehung eines Karzi-
noms in Verbindung stehen, hindeuten. Die Proteinexpression in den Inklusionszysten
wird als physiologisch angesehen [Oczan, 2011]. In den Endosalpingiosen deutet das
Vorkommen von PAX8 auf einen Ursprung aus tubarem Epithel hin [Bowen, 2007]. Da
diese in der vorliegenden Studie aber sowohl in der Versuchs- als auch in der Kontroll-
gruppe in der Mehrzahl positiv waren, scheinen sie als Vorlauferlasionen eher nicht in

Frage kommen.
PAX2

Der Transkriptionsfaktor PAX2 wird in der Karzinogenese der Muller-Organe reaktiviert
[Patricio, 2013]. Das Protein wurde in 9 der 43 Félle (21 %) im Oberflachenepithel, in 21
der 29 Inklusionszysten (72 %) und in 11 der 13 Endosalpingiosen (85 %) exprimiert. Wi-
seman et al. zeigten, dass 96 Prozent der Karzinome, die aus dem Mdller-Epithel ent-
standen waren, PAX2-positiv sind [Wiseman, 2011].
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In einer weiteren Studie von 2007 wurde beobachtet, dass das Protein in 67 Prozent der
ovariellen papillaren serésen Karzinome exprimiert wird [Tong, 2007]. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit weichen davon insofern ab, dass PAX2 nur in einem kleinen Teil der
Epithelzellen, namlich in 21 Prozent, positiv war. Chen et al. fanden das Protein wiederum
auch eher selten in OCs [Chen, 2010]. Die Inklusionzysten waren in dieser Arbeit zu 72
Prozent PAX2-positiv gefarbt. Das Ergebnis steht im Widerspruch mit der Studie von Tong
et al., die das Protein in keiner einzigen CIC nachweisen konnten [Tong, 2007]. Diese
Diskrepanzen zwischen den einzelnen Studien kdnnten mit den jeweils kleinen Fallzahlen
zusammenhangen. Die Proteinexpression in Endosalpingiosen wird als physiologisch an-
gesehen [Tong, 2007], was das Ergebnis dieser Arbeit, ndmlich einer PAX2-Positivitat
von 93 %, bestatigt. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe zeigten sich keine statistisch sig-
nifikanten Unterschiede. Das Oberfachenepithel war in 1 von 20 Fallen (5 %), die Inklu-
sionszysten in allen 11 Fallen (100 %) und die Endosalpingiosen in 3 von 5 Fallen (60 %)
positiv. Mit den bisherigen Studien kénnen also keine aussagekréftigen Schlussfolgerun-
gen darUber gezogen werden, ob eine PAX2-Expression auf Vorlauferlasionen ovarieller
Tumoren hindeutet.

Left

Lef1 steht in Zusammenhang mit vielen Karzinomen, auch mit dem HGSOC [Kim, 2002].
Es bildet im Rahmen des Wnt-Signalwegs zusammen mit B-Catenin einen Komplex im
Zellkern [Hillsken, 2000]. Deswegen kommt es oft zur Expressionskorrelation der beiden
Proteine [Rask, 2003]. In der vorliegenden Arbeit zeigte das Oberflachenepithel bei 41
von 43 Patientinnen (95 %) eine positive Farbung, die Inklusionszysten in 8 von 29 (28 %)
und die Endosalpingiosen in 3 von 13 Fallen (23 %). In einer Studie von 2012 konnte
nachgewiesen werden, dass in 67 Prozent der serésen OCs eine Lef1-Uberexpression
existiert, in anderen Subtypen, wie etwa dem Klarzellkarzinom dagegen nicht [Huang,
2012]. In weiteren Untersuchungen wurde gezeigt, dass das Protein ausschlieBlich in
Karzinomzellen, nicht aber in gesunden Zellen vorkommt [Clements, 2011], [Rask, 2003].
Beim Vergleich mit den Nicht-BRCA-Tragerinnen zeigte sich im Oberflachenepithel in 14
von 20 Fallen (70 %), bei 1 von 11 Inklusionszysten (9 %) und bei 1 von 5 Endosalpingi-

osen (20 %) eine Lef1-Uberexpression.
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Es konnte ein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf das Oberflachenepithel
festgehalten werden (p-Wert 0,01). Die Lef1-Expression kénnte also einen Hinweis da-
rauf geben, dass Vorlauferlasionen von OC’s im Oberflachenepithel auftreten. Im Fall der
Inklusionszysten, sowie der Endosalpingiosen konnten zwar aufféllige Farbemuster beo-
bachtet werden, allerdings hatten diese im Vergleich mit dem Kontrollkollektiv keine sta-

tistische Signifikanz.
B-Catenin

B-Catenin wird mit vielen malignen Tumoren assoziiert, darunter auch dem Ovarialkarzi-
nom [Miron, 1999]. In dieser Arbeit konnte in keinem Fall eine nukleédre p-Catenin-Far-
bung verzeichnet werden. Sowohl das Oberflachenepithel, als auch die Inklusionszysten
und die Endosalpingiosen waren ausschlieBlich zytoplasmatisch gefarbt. Dies gilt als
physiologisch, weil 3-Catenin in geringen Konzentrationen im Zytoplasma von morpholo-
gisch unauffalligem Gewebe vorkommt [Barbolina, 2011]. Ist der Wnt-Signalweg aktiviert,
tritt es in starkerer Konzentration im Zellkern auf, weil sich das Protein dort akkumuliert
und mit Lef1 einen Komplex bildet [Hulsken, 2000]. Auch in der Kontrollgruppe konnte
keine pathologische Proteinexpression nachgewiesen werden. In einer Studie von 2009
konnte in 95,8 Prozent der Ovarialtumoren ein nukleares Vorhandensein von B-Catenin
nachgewiesen werden, in der Kontrollgruppe dagegen nicht. Es konnten keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen malignen (74,3 %) und benignen (52,3 %) Tumoren nachge-
wiesen werden [Filho, 2009]. Rask et al. wiesen ein hdheres Vorkommen des Proteins in
OCs als in gesunden Ovarien nach. AuBerdem fanden sie heraus, dass zwischen dem
Auftreten von Lef1 und B-Catenin eine Korrelation besteht [Rask, 2003], was aus der
Komplexbildung der beiden Proteine beim aktivierten Wnt-Signalweg resultiert [Hilsken,
2000]. Diese Ergebnisse weichen also von denen der vorliegenden Arbeit ab. Die unter-
schiedlichen Beobachtungen lassen sich vielleicht damit erklaren, dass eine pathologi-
sche Expression des Proteins vor allem auf endometrioide OCs zurlickzuflhren ist
[Dubeau, 2008]. Bei BRCA-Genmutationen entwickeln sich dagegen haufig HGSOCs,
die anderen Subtypen weniger oft [Garg, 2013].
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ARID1A

ARID1A ist in die Zelldifferenzierung und Gewebeentwicklung involviert. AuBerdem ge-
hért es zum CUK. Eine Inaktivierung, also ein Fehlen von Mitgliedern des CUK’s wird mit
Malignitat in Verbindung gebracht [Takeda, 2016]. Auch bei dieser Farbung konnten in
der vorliegenden Studie keine auffalligen Beobachtungen gemacht werden. In allen drei
untersuchten histomorphologischen Lasionen wurden ausschlieBlich positiv, also physi-
ologisch gefarbte Areale gefunden. In der Kontrollgruppe war das Oberflachenepithel in
2 von 20 Fallen (10 %) negativ, das heil3t also pathologisch verandert. In beiden Fallen
fihrte ein Endometriumkarzinom zur Adnexekotmie. Weitere Auffalligkeiten waren nicht
nachweisbar. In einer Studie von 2015 konnte gezeigt werden, dass die Expression von
ARID1A in 22 Prozent der endometrioiden und in 47 Prozent der Klarzellkarzinome fehlt
[Chene, 2015]. Lowery et al. konnten in ihren Untersuchungen nachweisen, dass es in
41 Prozent der untersuchten Klarzellkarzinome und in 48 Prozent des endometrioiden
Subtyps zu einem Verlust der ARID1A-Expression kommt [Lowery, 2012]. Dass in der
vorliegenden Arbeit in Bezug auf dieses Protein keine Auffalligkeiten festgestellt werden
konnten, kénnte daran liegen, dass es sich hier nicht um Vorlauferlasionen des endomet-
rioiden oder Klarzell-OCs handelt. Diese Subtypen zeigen, wie in Studien aufgeflhrt, am
haufigsten Abnormalitadten in der Proteinexpression. Das Ergebnis der Kontrollgruppe
kénnte damit erklart werden, dass ARID1A beim Endometriumkarzinom haufig fehlt [Ta-
keda, 2016]. Das kdnnte sich auch auf die untersuchten Ovarien ausgewirkt haben.

p53

Das flr p53 kodierende Gen TP53 ist ein Tumorsuppressorgen und wird als Marker far
maligne Tumoren vieler Organe verwendet. In den Ovarien fallt auf, dass in den HGSOCs
eine aberrante p53-Expression vorkommt [Kurman, 2014]. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigten keine Auffalligkeiten in Bezug auf dieses Protein. Sowohl im Oberflachenepithel,
als auch in den Inklusionszysten und den Endosalpingiosen lag ein physiologisches Ex-
pressionsmuster vor. In mehreren Studien Uber STICs (Serdse tubare intraepitheliale
Karzinome), die als direkte Vorlauferlasionen von HGSOCs gelten, wurde eine aberrante
p53-Expression gefunden [George, 2014], [Gross, 2010].
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In einer Untersuchung von 2005 wurde gezeigt, dass das Protein in den Inklusionszysten
der Ovarien von BRCA-Tragerinnen haufiger vorkommt als bei gesunden Patientinnen
[Kerner, 2005]. Mit den genannten Studien decken sich unsere Resultate nicht. Die feh-
lende p53-Expression in den beschriebenen Lasionen kénnte darauf hinweisen, dass
eine p53-Mutation kein frihes Ereignis in der Genese des Ovarialkarzinoms ist.

Kl67

K167 ist ein Zellproliferationsmarker. Er ist in den aktiven Phasen der Zellteilung vorhan-
den [Scholzen, 2000]. Da Tumorgewebe eine hohe Teilungsrate aufweist, ist das Protein
dort in der Regel zu finden [Lelle, 1990]. Es wird verstarkt in malignen Neoplasmen ex-
primiert, in benignen oder reaktiven Lasionen seltener [Garzetti, 1995]. In der vorliegen-
den Arbeit konnte eine KI67-Uberexpression in keiner der histomorphologischen Lésio-
nen nachgewiesen werden, weder im Oberflachenepithel, noch in den Inklusionszysten
oder den Endosalpingiosen. Auch in der Kontrollgruppe wurden keine auffélligen Be-
obachtungen gemacht. George et al. konnten in ihrer Studie nachweisen, dass nur in
einem kleinen Teil, namlich in 10 Prozent, der STICs, die als Vorlaufer der HGSOCs gel-
ten, eine Kl67-Uberexpression vorkommt [George, 2014]. In einer Untersuchung von
2005, die die Ovarien von 50 BRCA-Tragerinnen untersuchte, konnten auch keine Auf-
falligkeiten im Vorhandensein des Proteins nachgewiesen werden [Kerner, 2005]. Die Er-

gebnisse dieser Publikationen decken sich mit denen der vorliegenden Arbeit.
p16

Das Gen, das fur p16 kodiert, ist ein Tumorsuppressorgen [Novak, 2015]. Vor allem in
HGSOCs wird das Protein Uberexprimiert, in den anderen Subtypen dagegen weniger
[Prat, 2014]. Im Oberflachenepithel konnte es in 16 von 43 Féllen (37 %) nachgewiesen
werden, in 8 von 29 Inklusionszysten (28 %) und in 4 von 13 Endosalpingiosen (31 %).
In einer Studie von 2016, in der die p16-Expression in HGSCs (High-grade serdsen Kar-
zinomen) sowohl des Ovars, als auch der Tuben untersucht wurden, konnte in 43 Prozent
der Félle eine fokal positive und in 55 Prozent eine diffus positive Farbung nachgewiesen
werden [Beirne, 2016].
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In einer weiteren Untersuchung mit insgesamt 31 Fallen (STICs, HGSOCs und morpho-
logisch unauffélligen Tuben) wurde eine Genexpression im GroBteil der STICs und be-
gleitend aufgetretenen HGSOCs dokumentiert [Novak, 2015]. In unauffaligem Tu-
benepithel wurden nur einzeln verstreute, p16-postive Zellen entdeckt [Novak, 2015].
Diese Ergebnisse decken sich mit denen der vorliegenden Arbeit. Die Kontrollgruppe
zeigte im Oberflachenepithel in 4 von 20 Féllen (20 %), in den Inklusionszysten in 4 von
11 Fallen (36 %) und in den Endosalpingiosen in 2 von 5 Féllen (40 %) eine p16-Uberex-
pression. Im Vergleich der beiden Kollektive bestand also keine statistische Signifikanz.
Auch Kerner et al. konnten keine signifikanten Unterschiede im Vorhandensein des Pro-
teins im Oberflachenepithel und in den Inklusionszysten zwischen der Gruppe der BRCA-
Muationstragerinnen und der gesunden Kontrollgruppe feststellen [Kerner, 2005]. Zusam-
menfassend kann man sagen, dass zwar pathologische Veranderungen in der p16-Ex-
pression gezeigt werden konnten, diese allerdings im Vergleich mit dem Kontrollkollektiv
keine statistische Signifikanz aufwiesen.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass bei zwei der acht untersuchten Proteine,
namlich PAX8 und Lef1, Hinweise auf Vorlauferldasionen ovarieller Tumoren bei BRCA-
Tragerinnen vorliegen. Beim Vergleich der Versuchs- mit der Kontrollgruppe traten statis-
tisch signifikante Unterschiede nur im Oberflachenepithel der Ovarien auf. Somit kann
angenommen werden, dass BRCA-Patientinnen im Vergleich zu Frauen ohne diese Gen-
mutationen bereits Veranderungen in den Ovarien aufweisen, die auf Vorlauferlasionen

von Ovarialkarzinomen hindeuten kdnnten.

Ob es auch in den anderen Farbungen signifikante Unterschiede zwischen BRCA- und
Nicht-BRCA-Patientinnen gibt, konnte in dieser Studie nicht ausreichend beurteilt werden.
Um herauszufinden, ob solche bestehen oder ob es keine weiteren Auffalligkeiten gibt,
misste man versuchen, ein Kontrollkollektiv aus Patientinnen ohne urogenitale Vorer-
krankungen oder Tumoren aufzubauen. Das allerdings wird sich als schwierig erweisen,
da ohne entsprechende Indikation keine Adnexektomie erfolgen wird. Weiterhin sollten
Untersuchungen mit deutlich héheren Fallzahlen in der Versuchs- sowie in der Kontroll-
gruppe durchgefthrt werden.

68



Dazu kdnnte Uberlegt werden, ob man Kooperationen von mehreren Kliniken eingeht, um
maoglichst viele Ovarien von Patientinnen mit nachgewiesener BRCA-Genmutation, aber
ohne bereits diagnostizierter Ovarialkarzinome zu sammeln. Neue Studien kénnten auf
weitere histomorphologische Veranderungen, wie etwa eine Rete ovarii oder Fimbri-
enepithel der Tuben, das mit der Oberflache des Ovars verwachsen ist, ausgeweitet wer-
den. AuBBerdem sollte bedacht werden, dass es sich bei der vorliegenden um eine rein
immunhistochemische Studie handelt. Oft kbnnen genetische Veranderungen allerdings
weder morphologisch noch immunhistochemisch nachgewiesen werden. Die Untersu-
chungen zu BRCA-bedingten Lasionen in den Ovarien kdnnten also mit einer anderen
Methodik weitergefiihrt werden, zum Beispiel einer Mutationsanalyse flir einzelne Gene.
Auch in der Immunhistochemie selbst sind weitere, in Bezug auf die Fragestellung inte-
ressante Marker vorhanden, wie etwa die BRCA-Marker selbst.
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5. Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom kommt zwar mit einem Anteil von 4,5 Prozent an allen malignen
Tumorerkrankungen eher selten vor [Kurman, 2014], gehért jedoch wegen seiner un-
glinstigen Prognose mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von etwa 40 Prozent zu den hau-
figsten Krebstodesursachen der Frau [TMR, 2013]. Im Rahmen der genetischen Dispo-
sition flir das Karzinom sind vor allem Mutationen des BRCA1- und BRCA2-Gens zu er-
wahnen. Durch sie erhdht sich das Risiko, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, stark
[Tumormanual, 2014]. Aus diesem Grund wird Patientinnen mit nachgewiesener BRCA-

Mutation die prophylaktische Salpingo-Oophorektomie empfohlen [Kauff, 2008].

Das Ziel der Studie war es, herauszufinden, ob histomorphologische oder immunhisto-
chemische Veranderungen in praventiv entnommenen Adnexen von BRCA-Mutationstra-
gerinnen nachweisbar sind, die auf die Entstehung von Ovarialtumoren hinweisen. Hierzu
wurde zuerst in der HE-Farbung nach Auffalligkeiten im Oberflachenepithel der Ovarien,
nach Inklusionszysten, Endosalpingiosen und Follikelzysten gesucht. Das veranderte
Oberflachenepithel, die Inklusionszysten und die Endosalpingiosen wurden mit Hilfe der
immunhistochemischen Marker PAX8, PAX2, Lef1, B-Catenin, ARID1A, p53, KI67 und
p16 analysiert. Die Follikelzysten sollten nur auf ihr quantitatives Vorliegen hin untersucht
werden, da sie keine Ausgangspunkte fir Ovarialkarzinome darstellen, allerdings in Zu-
sammenhang mit Tumoren haufiger auftreten als in gesunden Ovarien [Pavone, 2014].
Die Ergebnisse wurden abschlieBend mit einem Kontrollkollektiv verglichen. In die Ver-
suchsgruppe der Studie wurden 43 Patientinnen mit einer nachgewiesenen BRCA-Muta-
tion und unter Ausschluss eines bereits vorhandenen Ovarialkarzinoms einbezogen. Die
Kontrollgruppe bestand aus 20 Frauen ohne BRCA-Genmutation. Das in Paraffinblécke
eingebettete, geschnittene und auf Objekttrager aufgebrachte Gewebe wurde histomor-
phologisch und immunhistochemisch ausgewertet.

Histomorphologisch zeigte sich, dass in 67 Prozent (29 von 43 Féllen) Inklusionszysten,
in 33 Prozent (14 von 43 Féllen) Endosalpingiosen und in 35 Prozent (15 von 43 Fallen)
Follikelzysten vorhanden waren. Signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe konnten in
dieser quantiativen Analyse des veranderten Gewebes nicht nachgewiesen werden.
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Eine PAX8-Expression im Oberflachenepithel wurde in 77 Prozent (33 von 43 Fallen), in
93 Prozent der Inklusionszysten (27 von 29) und in 93 Prozent der Endosalpingiosen (13
von 14) gefunden. In den Inklusionszysten und Endosalpingiosen kommt die Proteinex-
pression physiologisch vor [Bowen, 2007]. In veranderten Oberflachenepithel wird sie al-
lerdings als pathologisch eingestuft und auch im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich
ein statistisch signifikanter Unterschied mit einem p-Wert von 0,002. In der PAX2-Farbung
war das Oberflachenepithel in 21 Prozent (9 Féllen), die Inklusionszysten in 72 Prozent
(21 Fallen) und die Endosalpingiosen in 73 Prozent (11 Fallen) positiv, was auf keine
pathologischen Farbemuster hindeutet. Lef1 war im Oberflachenepithel in 95 Prozent (41
von 43 Féllen), in den Inklusionszysten in 27 Prozent (8 Falle) und in den Endosalpingi-
osen in 21 Prozent (3 Falle) (iberexprimiert. Die Uberexpression im Oberflachenepithel
zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe einen statistisch signifikanten Unterschied mit ei-
nem p-Wert von 0,01. In den Farbungen B-Catenin, ARID1A, p53 und KI67 konnten keine
auffalligen Expressionsmuster nachgewiesen werden. In der p16-Farbung war das Ober-
flachenepithel in 37 Prozent (16 Falle), die Inklusionszysten in 27 Prozent (8 Félle) und
die Endosalpingiosen in 29 Prozent (4 Falle) positiv. Diese Ergebnisse waren aber im
Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch nicht signifikant.

Sowohl in der PAX8-, als auch in der Lef1-Farbung konnte mit statistisch signifikanter
Relevanz immunhistochemisch verandertes Oberflachenepithel nachgewiesen werden.
Dies kénnte auf potentielle Vorlauferlasionen in den Ovarien von BRCA-Tragerinnen hin-
weisen. Um eine héhere Aussagekraft zu erhalten, missten allerdings Studien mit deut-
lich héherer Fallzahl als in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt werden oder auch wei-

tere Methodiken, wie etwa eine Mutationsanalyse der einzelnen Gene angewandt werden.
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