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1. Einleitung

1.1 Einfihrung

Ovarialtumoren gehdren zu den flnf haufigsten Tumoren der Frau in der westlichen Welt [1].
Mit 3,2 % aller bosartigen Neubildungen der Frauen und 5,3 % aller Krebssterbefalle ist der
Eierstockkrebs damit, nach dem Brustkrebs, die hdufigste todliche gynakologische
Krebserkrankung [2]. Ungeféhr ein Drittel aller bésartigen Neubildungen der weiblichen
Genitale und die Halfte aller Sterbefélle an Krebserkrankungen dieser Organe fallen auf
Krebserkrankungen der Eierstocke [2]. Weltweit ist Eierstockkrebs die 20. haufigste Krebsart,
bei der der Frau die 7. haufigste. Im Jahr 2020 erkrankten weltweit 295.414 Frauen an
Eierstockkrebs [3]. In Deutschland erkranken pro Jahr ca. 7800 Frauen an Eierstockkrebs. In
9 von 10 Fallen handelt es sich um epitheliale Tumoren [4]. Die Erkrankungsraten steigen bis
zum 85. Lebensjahr kontinuierlich, das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 68 Jahren [2].

5-10 % aller bosartigen Erkrankungen des Eierstocks treten bereits unter dem 45. Lebensjahr
auf. Hierbei handelt es sich dann jedoch meistens um den Typ des Keimzelltumors [5]. Der
haufigste Ovarialtumor ist das schlecht differenzierte serdse Adenokarzinom [2]. Etwa eine
von 75 Frauen erkrankt im Laufe ihres Lebens an Eierstockkrebs Seit der Jahrtausendwende
sind die Neuerkrankungszahlen, sowie die Erkrankungs- und Sterberaten ricklaufig [2].

/Adenokarzinome, nicht naher bezeichnet g%
~ /K|arzellige Adenokarzinome 3%
0 _Muzinése Adenokarzinome 5%
_Keimstrang-Stromatumoren 1%
~ Keimzelltumoren 1%

— Andere Morphologien 18%

\Serése Zystadenokarzinome 63%

Abbildung 1: Einteilung der bésartigen Neubildungen der Eierstécke nach histologischem Typ in Deutschland (ohne Saarland)
2015-2016 [2]

Die Klassifikation der Ovarialtumoren erfolgt anhand ihrer Histogenese. Es gibt neun
Hauptgruppen und die dazugehdrigen Untergruppen. Die grofite Hauptgruppe bilden die
epithelialen Ovarialtumoren, sie machen 2/3 aller primaren Ovarialneoplasien und ca. 90%
der malignen Ovarialtumoren aus. Epitheliale Ovarialtumoren stammen alle vom
Zo6lomepithel ab [6]. In der westlichen Welt gehdren sie zu den haufigsten gynékologischen
Tumoren mit letalem Ausgang. Bei der Inzidenz der Erkrankung konnte man regionale
Unterschiede feststellen, so erkranken Frauen aus Japan, China oder Afrika seltener als
hellhdutige Frauen [7]. Man unterscheidet benigne (50-60%), maligne (30-40%) und
intermediédre Tumorformen, sog. Borderline-Tumoren (10-20%) [7]. Nicht-epitheliale
Tumoren sind demzufolge nur 10% aller Ovarialtumoren. Die wichtigsten Vertreter der
malignen nicht-epithelialen Ovarialtumoren sind Keimzelltumoren und Keimstrang-Stroma-
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Tumoren [8]. Ca. 3-5% der malignen Ovarialtumoren sind maligne Keimzelltumoren, sie
prasentieren jedoch 65-75% aller Ovarialmalignome bei Frauen unter 20 Jahren. Keimstrang-
Stroma-Tumoren machen 5-8% aller Ovarialtumoren aus. Sie entstehen aus Keimstrangen
(Granulosazellen, Sertoli-Zellen) und aus ovarialem Stroma (Theka-Zellen, Leydig-Zellen,
Fibroblasten, Steroidzellen) [8]. Die meisten dieser Tumoren sezernieren Steroidhormone. Als
Folge von Hyperdstrogenismus kommt es zu Pubertas praecox, postpubertaren
Blutungsstorungen infolge einer Endometriumhyperplasie sowie einer erhohten Rate an
Endometriumkarzinomen (5-25%). Selten kommt es in Folge von Hyperandrogenismus auch
zu Virilisierung [6]. 15% aller malignen Ovarialtumoren sind Metastasen, diese treten dann
meist bilateral auf. In 30% der Falle ist der Primartumor ein Endometriumkarzinom. In 15-
20% der Félle handelt es sich um Metastasen von Mamma- oder gastrointestinalen
Karzinomen [6]

Epitheliale Tumoren 65-70%
Keimzelltumoren 15-20%
Keimstrang-Stroma-Tumoren 5-10%
Ovarialmetastatasen 5%

Tabelle 1: Hauptgruppen der Ovarialtumoren [6]

Fur die Diagnostik aller Ovarialtumoren ist eine ausfihrliche Anamnese und eine klinische
Untersuchung (bimanuelle Palpation und Ultraschall) wichtig. Im Kindes- und Jugendalter
gilt jeder Ovarialtumor als abnorm und ist somit abklarungsbeddirftig. Dies gilt auch in der
Postmenopause. Die Inzidenz maligner Ovarialtumoren steigt hier um Faktor 3. Klinische
Symptome sind eher unspezifisch und die Patienten sind lange Zeit beschwerdefrei. Bei
grofRen Tumoren kann es zu abdominellen Beschwerden und Véllegefiihl kommen. In 10%
aller malignen Ovarialtumoren, meist bei jingeren Frauen, kommt es zur Stieldrehung und
damit einhergehend Symptomen eines akuten Abdomens. Aullerdem kann es zu
Blutungsstérungen aufgrund endokrin aktiver Tumoren kommen. Fortgeschrittene Karzinome
fallen haufig durch Darmobstruktion oder einen lleus auf [6]. Bei der Feststellung ovarieller
Raumforderungen ist abh&ngig vom Beschwerdebild, Alter bzw. Menopausenstatus,
sonographischer TumorgroRe und -struktur, ob man zundchst sonongraphische
Verlaufskontrollen machen kann oder eine Operation indiziert ist.

Eine Operation ist indiziert bei [6]:

e GrolRenzunahme einer Zyste

o Persistenz der Zyste Uber 5 Monate

o Beschwerden (Stieldrehung, Ruptur mit Blutung)

e Typische Ultraschallbefunde (z. B. Endometriose, Dermoid)
e Vor der Pubertat, postmenopausal

e Verdacht auf echte Neoplasie

e Verdacht auf malignen Ovarialtumor

Wenn eine Operation durchgefihrt wird, muss der in der Onkologie gultige Grundsatz der
unversehrten Bergung von Tumoren und Vermeidung von Kontamination gewahrt werden, da
man in frihen Tumorstadien einen benignen zystischen Tumor von einem Borderline-Tumor
oder einem Ovarialkarzinom nicht sicher unterscheiden kann [6]. Die anschlie}ende Therapie
ist von der Tumorart und dem Tumorstadium abhéngig. Die Einteilung von Ovarialtumoren
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erfolgt nach TNM oder FIGO. Die TNM-Klassifikation gilt fir Ovarialkarzinome,
Borderlinetumoren und auch fir nicht-epitheliale Tumoren (z.B. Keimzell- und
Keimstrangstumoren) [5].

FIGO Definition

TX Primartumor nicht bekannt, keine Angaben mdglich

TO Kein Anhalt flr einen Tumor

Tl | Tumor auf die Ovarien oder Tuben beschrénkt

Tla 1A auf ein Ovar (Kapsel intakt) oder eine Tube (Serosa intakt) beschrénkt, Ovar- oder
Tubenoberflache tumorfrei, negative Splilzytologie

Tlb IB Befall beider Ovarien (Kapsel intakt) oder beider Tuben (Serosa intakt), Ovar-
oder Tubenoberflache tumorfrei, negative Spilzytologie

Tlc IC Tumor beféllt ein oder beide Ovarien oder Tuben mit Nachweis einer der
folgenden Punkte:

Tlcl IC1 iatrogene Kapsel- (Serosa-)ruptur

Tlc2 IC2 praoperative Kapsel- (Serosa-)ruptur oder Tumor auf der Ovar- oder
Tubenoberflache

T1c3 IC3 Maligne Zellen im Ascites oder in der Spllzytologie nachweisbar

T2 1 Tumor beféllt ein oder beide Ovarien oder Tuben mit zytologisch oder histologisch
nachgewiesener Ausbreitung in das kleine Becken oder primares
Peritonealkarzinom

T2a 1A Ausbreitung und/oder Tumorimplantate auf Uterus und/oder Tuben und/oder
Ovarien

T2b 11B Ausbreitung auf weitere intraperitoneale Strukturen im Bereich des kleinen
Beckens

T3 1l Tumor beféllt ein oder beide Ovarien oder Tuben oder primares

und/oderN1 Peritonealkarzinom mit zytologisch oder histologisch nachgewiesener Ausbreitung
aulerhalb des kleinen Beckens und/oder retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

T3 Nur retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

Nla HIALI Metastasen < 10 mm

N1b H1AIi Metastasen > 10 mm

T3ajedes |IIA2 mikroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Peritoneum auRerhalb des

N kleinen Beckens mit oder ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

T3b jedes [I1IB makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Peritoneum auflerhalb

N
des kleinen Beckens < 2 cm mit oder ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen

T3cjedes [IIIC makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Peritoneum auRerhalb des

N kleinen Beckens > 2 cm mit oder ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen;
schlieBt eine Ausbreitung auf die Leberkapsel und/oder die Milzkapsel ein

M1 v Fernmetastasen mit Ausnahme peritonealer Metastasen

Mla IVA Pleuraergu mit positiver Zytologie




M1b VB Parenchymale Metastasen der Leber und/oder der Milz, Metastasen in auf3erhalb
des Abdomens gelegenen Organen (einschlieBlich inguinaler
Lymphknotenmetastasen und/oder anderer auRerhalb des Abdomens gelegener
Lymphknotenmetastasen

Tabelle 2: Einteilung der Tumorstadien nach dem FIGO- und dem TNM-System [5]

1.2 Granulosazelltumoren

1.2.1 Begriffsklarung

Granulosazelltumoren (GCTs) gehdren zu der Gruppe der Keimstrang-Stromatumoren
(KSST), welche etwa 5-10% der Ovarialtumoren ausmachen [7]. GemaR WHO werden KSST
wie folgt eingeteilt [9]:

a) Reine Stromatumoren
e Fibrom
e zellreiches Fibrom
e Thekom
e |uteinisiertes Thekom mit sklerosierender Peritonitis
e Fibrosarkom
e sklerosierender Stromatumor
e Siegelringzelliger Stromatumor,
e Mikrozystischer Stromatumor
e Leydig-Zell-Tumor
e Steoidzelltumor
e Steroidzelltumor, maligne
b) Reine Keimstrangtumoren
e Adulter Granulosazelltumor
¢ Juveniler Granulosazelltumor
e Sertoli- Zell- Tumor
o Keimstrangtumor mit Ringtubuli

c) Gemischte Keimstrang-Stromatumoren
e Sertoli- Leydig- Zell- Tumor
e Keimstrangtumor, NOS (nicht anders angegeben)

Granulosazeltumoren machen 1-2% aller Neoplasien des Ovars [6, 9, 10] und 5-10% der
malignen Ovarialtumoren aus [8]. Erstmals beschrieben wurden GCTs 1859 von Rokitansky
[11]. Diese Tumoren entsprechen einer tumordsen Proliferation der Granulosazellen, die in
80% mit einer Ostrogenbildung einhergeht. In aller Regel weisen sie Thekazellanteile mit
oder ohne Luteinisierung auf [7]. Etwa 95% der Granulosazelltumoren sind vom adulten Typ
(AGCTsys), die restlichen 5% sind vom juvenilen Typ (JGCTSs) [8]. Jeder Granulosazelltumor
gilt als potentiell maligne [6, 12]. In 2-5% aller Falle tritt der Tumor bilateral auf [6, 8].
Typisch sind Spatrezidive, auch 20- 30 Jahre nach einer Operation. Die 10 Jahres-
Uberlebensrate liegt zwischen 70-95% [6]. Granulosazelltumoren werden haufig im
Tumorstadium FIGO | festgestellt [8, 13].




1.2.2 Epidemiologie

In Deutschland waren Tumorerkrankungen des Eierstocks 2016 bei Frauen die acht haufigste
Tumorerkrankung. 3,1% aller bosartigen Neubildungen der Frau betrafen das Ovar. Es
handelte sich um die fiinft hdufigste Krebstodesursache [5, 14]. 2016 gab es 7350
Neuerkrankungen, die Zahl der Neuerkrankungen ist in den letzten Jahren leicht rucklaufig.
Weniger als 2% aller Ovarialtumoren sind Granulosazelltumoren [15]. Die Inzidenz von
Granulosazelltumoren liegt bei 0,6-0,8/100.000 pro Jahr [16]. Granulosazelltumoren treten
bei Patientinnen verschiedenen Alters auf und zeigen dabei eine groRRe Altersspanne, im
Durchschnitt sind Patientinnen bei Erkrankung 53 Jahre alt [9]. Hierbei handelt es sich dann
in der Regel um den adulten Typ. 5% der betroffenen Patienten erkranken vor der Pubertét
[7]. Patientinnen, die an juvenilen Granuosazelltumoren erkranken sind zum Grofteil, zu
44%, 10 Jahre alt oder junger. 34% der Betroffenen sind zwischen 11 und 20 Jahren [17].
Obwonhl es eher selten ist, kbnnen erwachsene Frauen auch am juvenilen Typ erkranken und
Kinder bzw. Jugendliche am adulten Typ [18].

1.2.3 Granulosazellen

Granulosazellen sind Zellen des Epithels in Ovarialfollikeln [19]. Die Hauptfunktion der
Granulosazellen ist die Produktion von Steroidhormonen. AufRerdem sind sie entscheidend bei
der Follikulogenese und bei der Ovulation [20]. In der zweiten Zyklushalfte findet die
Follikelreifung statt. Durch das Luteinisierende Hormon (LH) wird der Primordial- in den
Primarfollikel umgewandelt. Der Primérfollikel besteht aus der Eizelle, umgeben von einer
einschichtigen Lage flacher Epithelien, ruhenden Granulosazellen. Durch den Einfluss von
FSH entsteht der Sekundérfollikel. Die Eizelle wéchst und die Granulosazellschicht veréndert
sich, es kommt zur kuboidalen Transformation und Mehrschichtigkeit des Follikelepithels [7].
Aulerdem bildet sich zwischen Eizelle und innerster Granulosazellschicht die Membrana
pellucida. Nach weiterer Reifung entsteht der Graaf-Tertiarfollikel, der am Rand von
Granulosazellen ausgekleidet ist. Des Weiteren differenzieren die Thekazellen, die an die
Granulosazellschicht grenzen aus und bilden die dann die Theka interna und externa [7]. Nach
der Ovulation und damit einhergehender Follikelruptur vergréRern sich die endokrin aktiven
Granulosa- und Theka-interna-Zellen, reichern Lipide an (d.h. luteinisieren) und werden zu
reifen Steroidhormon-produzierenden Granulosalutein- bzw. Thekalutein-Zellen.

C
[ f { f— |

50 pm 200 pum 500 wm
Primarfollikel Sekundarfollikel Tertidrfollikel

_—— Dozyte
- —— Zona pellucida

" Cumulus oophorus
Granulosazellen
Basalmembran
Theca interna
; Theca externa

Frpe —— Antrum folliculi
20 mm

Graaf-Follikel

Abb. 2: Follikelentwicklung im Ovar im Verlauf des Zyklus [19]



Granulosazellen der zweiten Zyklushalfte produzieren neben Ostradiol zunehmend
Progesteron sowie mehrere follikuldre und regulatorische Peptide, z.B. Inhibin. Thekazellen
synthetisieren Androgene und deren Vorlaufer (Androstendion und Testosteron), die unter
dem Einfluss von LH partiell zu Progesteron und Ostradiol metabolisiert werden [7]. Auch
wenn die Genese von Granulosazelltumoren nicht genau bekannt ist, weild man, dass es durch
Proliferation der Granulosazellen und Hemmung der Apoptose zur Entstehung dieser
kommen kann [7, 18, 21].

1.2.4 Klinik

Granulosazelltumoren sind h&ufig hormonell aktive Tumoren, sie kdnnen mit einer
Ostrogenisierung, seltener mit einer Androgenisierung einhergehen [5, 8]. Eine
Androgensekretion geht mit Virilisierungserscheinungen einher [22]. 55% der Tumoren
produzieren Ostrogen, was fiir die Symptome verantwortlich ist [22]. Unter anderem konnte
eine VergroRerung der Mammae beobachtet werden [20]. Patientinnen mit adulten
Granulosazelltumoren leiden Patientinnen unter Menorrhagie, sekundarer Amenorrhoe und
Metrorrhagie, sowie unter Infertilitat [8, 9]. Auch ein spateres Einsetzen der Menopause,
aufgrund einer Endometriumhyperplasie, kann beobachtet werden [9, 23]. Eine
Endometriumhyperplasie tritt in 25-50% der Falle auf [20]. In 10-15% tritt diese bei
Granulosazelltumoren einhergehend mit einem Endometriumkarzinom auf [22, 24]. Haufig
haben die Patientinnen unspezifische Bauchschmerzen (41,1%) und eine
Bauchumfangszunahme (26,4%) [25]. In zehn Prozent der Falle werden Patientinnen mit
akuten abdominalen Beschwerden klinisch aufféllig, in diesen Fallen handelt es sich um eine
Torsion und Ruptur des Tumors [9, 16]. Zum Diagnosezeitpunkt sind die Tumore meist
unilateral und ausschlieBlich auf das Ovar beschrénkt [9]. Patientinnen mit juvenilen
Granulosazelltumoren hingegen fallen in ihrer Kindheit und Jugend durch eine
Pseudopubertas Praecox auf [6, 26]. Ein Drittel der juvenilen Granulosazelltumoren ist
endokrin inaktiv [7]. AuBerdem sind Tumoren, die vor der Pubertat auftreten manchmal bei
rektaler Untersuchung oder Untersuchung des Beckens tastbar [10]. Abdominelle Schmerzen
sind bei Betroffenen eher selten (23,8%) [27].

1.2.5 Diagnostik

Bei der Diagnostik stehen vor allem eine ausfuhrliche Anamnese und die klinische
Untersuchung im Vordergrund. Bei der klinischen Untersuchung sind sowohl die Palpation
des Abdomens als auch die bimanuelle Palpation wichtig [6]. Auch eine
Ultraschalluntersuchung sollte zur Abklarung und Dignitétsbeurteilung bei tastbaren
Ovarialtumoren durchgefiihrt werden [6]. Adulte GCTs zeigen sich in der Sonographie
zystisch bis solide. Intrazystische papillare Strukturen wie bei epithelialen Tumoren kommen
meist nicht vor. Ein Nachweis von Aszites ist selten [20]. Auerdem kann h&ufig ein
verbreitertes Endometrium beobachtet werden [18]. Auch CT und MRT- Untersuchungen
kénnen ergénzend durchgefuhrt werden. Hier kdnnen hdmorrhagische oder fibrotische
Veranderungen des Ovars zu sehen sein [28]. Dadurch, dass die Tumoren haufig hormonell
aktiv sind, bietet es sich an bei Diagnose Ostradiol, Testosteron, FSH und LH im Serum der
Patientinnen zu bestimmen [5]. Im Verlauf kann die Untersuchung von Tumormarkern zur
Kontrolle des Therapieerfolges nach Operation oder Chemotherapie dienen oder aber auch
zum Erkennen eines Rezidivs. Um einen guten Verlauf des Tumormarkers zu haben, sollte

6



man die erste Probe vor Beginn der Therapie abnehmen. Tumormarker, die der
Verlaufskontrolle bei Granuloszelltumoren dienen sind Inhibin und AMH (Anti- Miller-
Hormon) [5, 6].

1.2.6 Pathologische und histopathologische Merkmale

Granulosazelltumoren variieren in ihrer GroRe, im Durchschnitt haben sie einen Durchmesser
von zehn bis zwolf Zentimetern [9]. Die Grolze kann von einer nicht palpablen Lésion bis zu
einer groBen Tumormasse variieren. In 73,5% der Falle sind sie >10cm groR [20].
Makroskopisch &hneln sich adulte und juvenile GCTs. Die Tumoren sind haufig solide-
lobulér aufgebaut mit graugelber Schnittflache [9, 10, 29] wobei Tumoren vom adulten Typ
oftmals zystisch aufgebaut sind [7] und Tumoren vom juvenilen Typ hingegen héufig
nekrotische Areale aufweisen, weshalb sie fir maligne gehalten werden kénnen [10]. Beide
Formen konnen geronnenes Blut enthalten, vor allem die eher seltenen Tumoren, die mit einer
Ruptur assoziiert sind, weisen eine auffallige Hamorrhagie auf [9, 10, 30]. Mikroskopisch
unterscheidet man funf Wachstumsmuster. Das Haufigste ist der mikrofollikulare Typ (65%),
dabei zeigt sich eine rosettenférmige Anordnung der Zellen mit einem kleinen, zentralen
Lumen in dem sich dichtes eosinophiles Material befindet, dabei handelt es sich um Call-
Exner-Bodies [30, 31]. Call-Exner-Bodies finden sich typischerweise beim adulten GCT [4].
Sind jedoch nur in 30% der Félle zu sehen [20]. Beim makrofollikuléren Typ finden sich
Zysten, die Graaf- Follikeln &hneln und mit Sekret und Zellschutt gefiillt sind. Der trabekulare
Typ weist eine palisadenartige Anordnung der Tumorzellen auf. Der insuldre Typ zeigt gut
begrenzte, rundlich angeordnete Zellkomplexe. Der sarkomattse/ diffuse Typ &hnelt mit
seinen dicht liegenden, faszikularen Zellformationen mit haufigen Mitosen mikroskopisch
einem anaplastischen Karzinom [30, 31].

Juvenile und adulte Granulosazelltumoren kann man mikroskopisch meist unterscheiden:
Adulte Granulosazelltumoren haben grolie, blasse, ovale Kerne mit einer kaffebohnenartigen
Einkerbung, eher sparliches Zytoplasma und eine geringe mitotische Aktivitat (1-2 Mitosen/
10HPF). Juvenile Granulosazelltumoren hingegen haben in der Regel dunkle Zellkerne ohne
Rillen, mit maRig bis reichlich Zytoplasma und eine mitotische Aktivitat von bis zu 7
Mitosen/ 10HPF [10, 30], weshalb sie auch das anaplastische Karzinom zur
Differentialdiagnose haben.

1.2.7 Immunhistochemie

In der Immunhistochemie positiv sind in der Regel Inhibin [20, 32], Calretinin [20], SF-1,
WT-1, CD99 und CD56. Seltener hingegen FOXL2 [9]. Auch ER-alpha und -beta, sowie PR
werden von GCTs exprimiert [33, 34]. Inhibin wird von Granulosazellen und von
Granulosazelltumoren produziert. Man unterscheidet Inhibin A und B. Inhibin A wird
waéhrend der spaten Follikelphase und der Lutealphase sezerniert, Inhibin B wahrend der
friihen Follikelphase. Inhibin ist ein Wachstumsfaktor von Granulosazellen. Zudem sorgt
Inhibin fur die Suppression der FSH-Produkion in der Hypophyse. Granulosazelltumoren
exprimieren beide Varianten [34]. In fortgeschritteneren Stadien ist die Expression von
Inhibin schwacher ausgeprégt [20]. Bei Calretinin handelt es sich um ein Calcium-bindendes
Protein, welches in Theka- und Stromazellen des Ovars gebildet wird. Es kann sowohl bei
AGCTs als auch bei JGCTs nachgewiesen exprimiert werden [34], ebenso wie SF-1 [35]. Der
Steroidogene Faktor 1 (SF-1) ist ein nukleérer Rezeptor, der eine wichtige Rolle bei der
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Regulation der Entwicklung und Funktion der Nebenniere und der Ovarien hat [36]. Das
Wilms-Tumor-Gen (WT-1) ist ein Tumorsuppressorgen und wichtig bei der Entwicklung des
Urogenitalen-Systems. Es wird bei verschiedenen Tumoren, so auch bei diversen Keimstrang-
Stromatumoren u.a. bei GCTs exprimiert [37]. CD99 ist ein Produkt des MIC2-Gens, es wird
in verschiedenen Geweben uberexprimiert, u.a. in unreifen Thymozyten und in Zellen des
Ewing-Sarkoms. AuBBerdem wird es in normalen und neoplatischen Granulosa- und
Sertolizellen vermehrt exprimiert. Es dient vor allem der Unterscheidung zwischen
Keimstrang-Stromatumoren und anderen primaren Ovarialtumoren [38]. CD56 ist ein
membrangebundenes Oberflachenprotein, welches Zellinteraktion wéahrend der embyonalen
Entwicklung, Zellmigration und Organogenese induziert. VVor allem wird es bei Zellen
neuroektdermalen Ursprungs sowie bei unterschiedlichen Tumoren exprimiert. Ebenso wird
CD56 in Primodialfollikeln und Thekazellen exprimiert, sodass man CD56 eine Rolle bei der
Follikulogenese zuschreibt [39]. Auch CD56 wird in allen Keimstrang-Stromatumoren
exprimiert. [40].

1.2.8 Angeborene Syndrome, chromosomale Veranderungen und genetisches
Profil

Es gibt verschiedene Syndrome, die mit der Erkrankung an einem Granulosazellumor
assoziiert sind. Dazu gehdren das Potters-Syndrom, sowie das Preutz-Jeghers-Syndrom [20].
Fur juvenile Granulosazelltumoren wurde tber eine Assoziation mit dem M. Ollier und dem
Maffucci-Syndrom berichtet [17, 20]. Adulte Granulosazelltumoren weisen h&ufig eine
Trisomie der Chromosomen 12 und 14 auf, die Chromosomen 22 und 16 eine Monosomie
bzw. das Chromosomen 16 auch eine Deletion [9]. BRCAL und BRCA2 Mutationen haben
keinen Einfluss auf die Entstehung von Granulosazelltumoren [20]. Jedoch haben tber 90%
der Tumoren eine Missense- Punktmutation im FOXL2-Gen (402C — G) [9]. Durch diese
Punktmutation wird im FOXL2-Protein an Position 134 die Aminoséure Cystein durch
Tryptophan ersetzt (Cys134Trp oder C134W) [41]. Die Mutation findet sich in 97% der
AGCTs und nur in 10% der JGCTs [10, 41].

1.2.9 Therapie

Im Vordergrund steht die operative Therapie. Nach den aktuellen S3-Leitlinien wird
empfohlen eine untere mediane Laparatomie mit Inspektion und Palpation der gesamten
Abdominalhéhle, eine Entnahme einer Peritonealzytologie sowie die Entfernung des Tumors
durch Salpingo-Oophorektomie durchzufiihren. Analog zum Ovarialkarzinom sollte ein
operatives Staging erfolgen. Dieses beinhaltet die Adnexexstirpation beidseits, die
Hysterektomie, Biopsien aus allen auffélligen Stellen sowie Peritonealbiopsien aus
unauffalligen Regionen, die Omentektomie, mind. Infrakolisch und die Appendektomie. Eine
Lymphadenektomie ist hingegen nicht notwendig, da ein Nutzen der systematischen
Lymphonodektomie bei unauffalligen Lymphknoten nicht belegt ist [5]. Zudem sind
Lymphknoten bei Granulosazelltumoren selten positiv. In einer groRen Registerstudie an 1350
Patientinnen mit Granulosazelltumor hatten tber alle Stadien nur 3,1% der Betroffenen
positive Lymphknoten [42]. Im Falle eines geringen Tumorstadiums (FIGO IA) und
gewdinschten Fertilitdtserhaltes kann eine einseitige Adnektomie und eine Abrasio, zum
Ausschluss eines Endometriumkarzinoms, vorgenommen werden [5, 6]. Bei einem auffalligen
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kontralateralen Ovar sollte eine Biopsie entnommen werden. In 2-8% liegt ein kontralateraler
Tumorbefall vor [16]. Bei postmenopausalen Frauen ist eine vollstandige Operation auch im
Stadium FIGO IA indiziert [8]. Eine makroskopisch vollstdndige Entfernung des Tumors ist
ein wichtiger Prognosefaktor [22]. Bei Stadium IA bzw. IB und erfolgter Adnexektomie mit
unauffalliger Zytologie ist eine Watch and Wait-Strategie mit engmaschiger klinischer und
sonographischer Kontrolle mdglich. Ab dem Stadium 1C kann eine adjuvante Chemotherapie
erwogen werden [5]. Ab dem Tumorstadium 11 und bei postoperativen Tumorresten sollte
eine platinhaltige Chemotherapie durchgefuhrt werden. In der Regel kommt die Kombination
Cisplatin, Etoposid, Bleomycin (PEB) oder Carboplatin/Paclitaxel (TC) zum Einsatz. Beli
juvenilen Granulosazelltumoren ist alternativ auch die Gabe von Cisplatin, Etoposid,
Ifosfamid (PEI) maoglich [5, 43]. Bei Lokalrezidiven erfolgt ein erneutes Tumordebulking
sowie eine Radio- und/ oder eine Chemotherapie [43]. Die Wirksamkeit einer Radiotherapie
ist nicht eindeutig belegt, jedoch konnte bei fortgeschrittenen Tumorstadien und
Rezidivtumoren eine Tumorreduktion bzw. ein verlangertes Uberleben beobachtet werden
[20, 44]. Sollte keine Operation moglich sein oder der Tumor wurde nicht vollstandig
entfernt, kann neben einer Radiotherapie auch eine Chemotherapie (BEP oder TC) oder eine
endokrine Therapie mit Ostrogenrezeptorantagonisten, Aromatasehemmern oder GnRH-
Analoga erfolgen [43]. Des Weiteren gibt es experimentelle Ansétze zur Therapie. So konnte
man in Studien die Wirksamkeit von Bevacizumab, einem Angiogenese-Inhibitor, bei GCTs
nachweisen [18, 45].

Nach abgeschlossener Therapie sollten regelméRige Nachsorgeuntersuchungen stattfinden.
Diese beinhalten die klinische Untersuchung, sonographische Kontrollen und, wenn initial
erhdht oder im Tumorgewebe nachgewiesen, die Bestimmung des Serum-Inhibin, Anti-
Miller-Hormon oder gegebenenfalls auch anderer initial erhéhter Parameter (z. B. Ostradiol).
Bei adulten Granulosazelltumoren sollten halbjéhrliche Kontrollen mindestens tber 10 Jahre,
besser lebenslang durchgefiihrt werden, da Rezidive auch noch nach 25 Jahren beschrieben
wurden [5].

1.2.10 Prognose und préadiktive Faktoren

Im Vergleich zu Ovarialkarzinomen epithelialen Ursprungs gelten Granulosazelltumoren eher
als niedrig maligne. GCTs wachsen eher langsam und neigen eher zu spaten Rezidiven [17].
Auch werden sie meist in frihen Tumorstadien entdeckt. 50-80% der Tumoren werden im
Tumorstadium FIGO IA diagnostiziert [18]. Die Rezidivrate bei adulten
Granulosazelltumoren im Stadium FIGO IA betrégt 10-15%, Stadien unabhangig ist die
Rezidivrate 20-30% [9]. Rezidive und Metastasen treten h&ufig nach finf Jahren auf, in
manchen Fallen aber auch erst nach 20 Jahren [9, 46]. Metastasen sind eher selten, aber wenn
sie auftreten, dann im Peritoneum und im Omentum, selten in der der Leber oder in der Lunge
[9]. Patienten mit Rezidiven, kdnnen mehrere Rezidive haben und 70-80% dieser betroffenen
sterben letztendlich daran [47]. Entscheidend fur die Prognose ist unter anderem das
chirurgische Debulking. Patienten mit Residuen zeigten ein verkiirztes Uberleben [25, 48].
Insgesamt liegt das 10-Jahres Uberleben bei 60-90% [10]. Im Stadium 1 75-90%, im Stadium
I1 55-75% und im Stadium 111 25-50% [46]. Nach 25 Jahren leben noch 40-60% der
Betroffenen [20]. Patienten mit einer Erstdiagnose vor dem 50. Lebensjahr haben eine bessere
Prognose [13]. Prognostisch ungiinstige Faktoren sind ein fortgeschrittenes Tumorstadium,
eine Bilateralitat des Tumors, eine Ruptur des Tumors sowie ein Nachweis zytologisch
positiver Aszites [9, 30]. Auch das Erkrankungsalter oder eine stattgefundene Tumorruptur
haben Einfluss auf die Prognose [20]. Der wichtigste Faktor ist jedoch die Grofze. Tumoren
tber 15cm haben eine deutlich schlechtere Prognose. Das mikroskopische Erscheinungsbild
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hat keinen Einfluss auf die Prognose [9], jedoch eine hohe Expression von Ki-67, Kernatypien
oder eine hohe mitotische Aktivitat [20]. Ki-67 ist ein Protein, welches in allen aktiven
Phasen der Zellteilung exprimiert wird und daher mit Zellproliferation in Verbindung
gebracht wird [49]. Eine fehlende bzw. eine verminderte Expression von FOXL2 in der
Immunhistochemie beim juvenilen Typ, wird mit einer schlechteren Prognose in Verbindung
gebracht [17, 50].

1.3 FOXL-2

1.3.1 Begriffsklarung

FOXL 2 (Forkhead Box L2) ist ein Protein kodierendes Gen [51]. Das Gen ist 2,7 kb lang und
kodiert 376 Aminosauren [52]. FOXL2 ist lokalisiert auf dem humanen Chromosomen
3023[52]. Es gehort zu den Forkhead-Box-Proteinen, die wichtig fir die Transkription von
Genen sind. Es handelt sich hierbei, um den am langsten bekannten Marker fur Stérungen bei
der Differenzierung von Ovarien bei Sdugetieren [53]. FOXL2 spielt eine wichtige Rolle in
der fetalen Entwicklung, aber auch spater bei der Fertilitat der Frau [53, 54]. Das Gen ist
verantwortlich fiir die Zelldifferenzierung des Ovars sowie fur die Follikelentwicklung und
deren Aufrechterhaltung [53]. FOXL2 wird benétigt fiir die Entwicklung von
Granulosazellen, daher wird es in diesen auch stark exprimiert [41, 52], in Stromazellen
hingegen nur schwach und in Eizellen gar nicht [41]. Studien haben gezeigt, dass FOXL2 die
Granulosazellproliferation, die Follikelentwickung und die ovarielle Homonsynthese reguliert
[55]. FOXL2-Keimzell-Mutationen, welche autosomal dominant vererbt werden, haben das
Blepharophimose- Ptosis-Epicanthus-inversus-Syndrom (BPES) zur Folge. Man unterscheidet
hier BPES | und BPES Il. BPES I resultiert aus einer Loss-of-Function-Mutation. Bei
Betroffenen des Typs | kommt es zu einer vorzeitige Ovarialinsuffizienz (pemature ovarian
failure= POF) [41, 56]. POF ist definiert als Einsetzen der Menopause vor dem 40.
Lebensjahr [56]. Es kommt zu einer gestorten Follikulogenese und zu einer friihzeitigen
Erschopfung der Follikel [50]. AufRerdem konnte bei Granulosazelltumoren eine
Punktmutation 402C>G (C134W) des Gens beobachtet werden. Diese findet man in tiber 95%
der adulten Granulosazelltumoren [57-59]. Bei Juvenilen Granulosazelltumoren tritt die
FOXL2-Mutation nicht [60] bzw. selten auf [41, 61]. Auch bei Thekomen und Sertoli-
Leydigzelltumoren konnte die Mutation beobachtet werden [41, 61]. Tumoren mit
homozygoten FOXL2-Mutationen haben sind aggressiver und haben eher friihere Rezidive
[62]. Studien haben ergeben, dass der FOXL2-Wildtyp die Apoptose induzieren kann, bei der
mutierten Variante haben maligne verdnderte Zellen einen Uberlebensvorteil [63, 64]. Das
mutierte FOXL2-Allel fuhrt zur Unterdriickung und somit zur Hemmung des TGF-
Pathway, folglich wird die Apoptose gehemmt [65]. Bei aggressiv wachsenden juvenilen
Granulosazelltumoren, war in der Immunhistochemie FOXL2 vermindert oder nicht
vorhanden [50]. FOXL2 ist bedeutend fur die Embyrogenese, Zelldifferenzierung und die
Tumorgenese [54].

1.4. NanoString

NanoString® Technologies, Inc. ist ein im Privatbesitz befindlicher Anbieter fur u.a.
Molekulardiagnostikprodukte. Das Analysesytem nCounter® wird seit 2008 fur die
translatorische Forschung verwendet und wird seit 2013 in der Europdischen Union auch fur

10



diagnostische Zwecke eingesetzt. Erstmals wurde die NanoString®- Technologie von Geiss
und Kollegen 2008 vorgestellt [66]. Das System ermdglicht die Analyse von Hunderten von
Genen, miRNAs oder Kopienzahlvariationen mit hoher Sensibilitat und Prazision [67]. Die
Analyse erfolgt hierbei automatisiert und mittels einer neuartigen Technologie, die auf einem
farbcodierten Barcode beruht [68, 69]. Dabei gehort jeder Barcode zu einer einzigen Sonde,
welche wiederum einem Gen zugeordnet ist [69]. Anhand der Haufigkeit, der jeweiligen
Barcodes, wird die Expression der verschiedenen Gene gemessen [68]. Das Ziel der Analyse
ist es herauszufinden, ob es verschiedene Expressionen von mRNA oder miRNA gibt [68].
Die exprimierten Gene werden automatisch von dem NanoString® nCounter System gezéhlt
[70]. Die Analyse- Software fiihrt automatisch die Daten Analyse und Normalisierung durch.
Zudem erstellt sie einen Bericht, in dem auch die zugehdérigen Signalwege aufgefiihrt werden
[71]. Der Vorteil der NanoString Technologie ist, dass man keine Amplifikation bendtigt und
es sensitiv genug ist, schon eine kleine Menge an Molekdilen zu erkennen [68, 71]. Ein
weiterer Vorteil ist, dass die Detektion der Gene komplett digital ist und auch das die Analyse
automatisch mittels eigener Analyse-Software durchgefiihrt wird [71].

Man kann die Analyse mittels RNA aus in Formalin-fixiertem und in Paraffin-eingebettetem
Gewebe (FFPE) durchfuhren [72, 73]. Andere mogliche Untersuchungsmaterialien sind
frisch-eingefrorene Gewebe (FF) oder Zelllysate [71]. In dem hier verwendeten nCounter®
Pan Cancer Pathway Panel werden 770 Gene, die noch um 30 Gene erweiterbar sind, und 13
verschiedene Signalwege, die bei der Entstehung von Krebs von Bedeutung sind, untersucht
[72]. Zur Normierung sind in dem nCounter® Pan Cancer Pathway Panel auch 40
,Housekeeping Gene* enthalten, diese wurden aus TCGA (The Cancer Genome Atlas)
ausgewahlt. Es handelt sich um Gene, die immer wieder bei verschiedenen Krebsarten
vorkommen [72, 73].

1.5 Zielsetzung und Fragestellung:
Die vorliegenden Untersuchungen sollen zur Beantwortung folgender Fragen beitragen:

o Gibt es eine Korrelation zwischen der FOXL2-Mutationsanalyse auf
molekularbiologischer Ebene und der immunhistochemischen Expression?

e Hat eine Mutation im FOXL2 ein Einfluss auf das Tumorstadium und auf das
Uberleben?

« Hat die Expression von Ostrogen-a, Progestesteron, Inhibin oder Ki-67 in der
Immunhistochemie ein Einfluss auf das Tumorstadium oder das Uberleben bei
Patientinnen mit Granulosazelltumoren?

o Konnen mittels NanoString Gene herausgefiltert werden, die offenbar eine Rolle der
Entstehung von Granulosazelltumoren haben?

o Falls ja, gibt es hierbei Unterschiede zwischen den verschiedenen
Granulosazelltumoren?
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2. Methoden und Material

2.1 Patientenkollektiv

Urspriinglich umfasste das Patientenkollektiv 63 Patientenfélle von den Jahren 1987 bis 2014
des Pathologischen Instituts der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen. Da ein Fall kein
Tumorgewebe enthielt und somit nicht untersucht werden konnte, wurde er im oben
aufgefuhrten Patientenkollektiv nicht einbezogen. Ein weiterer Fall wurde im Verlauf vom
Kollektiv ausgeschlossen, da es sich doch um einen anderen Tumor handelte. In die Analyse
wurden somit 61 Patientenfalle eingeschlossen. Von jedem Fall wurde ein Paraffinblock
herausgesucht, von dem ein Schnittpraparat, fir die HE- Farbung und 11 Leerschnitte erstellt
wurden.

Die 61 Falle sind 51 Patientinnen zuzuordnen, da auch Rezidivtumoren untersucht wurden.
Von den 61 untersuchten Féllen, waren 93,4% (57) adulte Granulosazelltumoren und 6,6% (4)
juvenile GCTs. In 59% (36/61) der Falle der untersuchten Tumoren handelte es sich um einen
Primartumor, bei den restlichen handelte es sich um Rezidive.

Das Erkrankungsalter war im Mittel 54,5 Jahre. Der Median war 54 Jahre. Die jlingste
Patientin war bei Ersterkrankung 6 Jahre alt, die dlteste Patientin 89 Jahre. 82,3% Der
Patientinnen befanden sich bei Erkrankung zwischen der 5.-8.Lebensdekade. Betrachtet man
nur die adulten Falle war das Erkrankungsalter zwischen 24- 89 Jahren, im Mittel waren die
Patientinnen bei Ersterkrankung 57,4 Jahre alt. Patientinnen, die an einem juvenilen
Granulosazelltumor erkrankten, waren im Alter zwischen 6- 32 Jahren. Das mittlere
Ersterkrankungsalter lag hier bei 20,75 Jahren.

Nummer TNM Typ Alte_r bei Rezidiv Todesursache/ Uberleben
Erstdiagnose Lebensstatus (Monate)
Primartumor

1001 pT3aN1MO adult 51 Ja Tumor abhéngig 175
1002a pT3c adult 34 Ja Lebt 231
1002b s.0. adult S.0. Ja S.0. s.0.
1003 pTlaNxMx adult 65 Nein Lebt 72
1004 - juvenil 23 Ja Tumor abhéngig 19
1005 pT2apNxpMx | adult 58 Nein Unbekannter Status

1006a pTlcpNxpMx | adult 34 Nein Lebt 82
1006b s.0. adult S.0. Ja S.0. s.0.
1006¢ s.0. adult s.0. Ja s.0. s.0.
1007 pTla adult 47 Nein Lebt 106
1008 pT2b adult 49 Ja Lebt 398
1009 - adult 24 Ja Lebt 87
1010 pT1cNxMx adult 56 Nein Tumor abhangig 138
1011 pTla adult 66 Nein Lebt 63
1012 pT1aNOMx juvenil 32 Nein Unbekannter Status

1013 pT1aNOMx adult 66 Nein Unbekannter Status

365¢ pT1aN?MO0 adult 58 Ja Tumor abhangig 292
365b s.0. adult S.0. Ja S.0. s.0.
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Nummer TNM Typ Alter bei Rezidiv Todesursache/ Uberleben
Erstdiagnose Lebensstatus (Monate)
Primartumor
561 pT1aNxMO0 adult 78 Nein Tod durch andere 186
Ursache
562 pT1laNxMx adult 62 Nein Tod durch andere 186
Ursache
563 pTla adult 68 Nein Tod durch andere 240
Ursache
565 pT1aN?MO0 adult 52 Nein Lebt 196
566 pTNXMO adult 50 Nein Lebt 159
567 pT1aNOMO adult 48 Nein Lebt 312
569 pT1cNOMO adult 45 Nein Tod durch andere 86
Ursache
571 pT1aNOMO adult 54 Nein Lebt 138
573 pT3 adult 63 Nein Tumor abhéngig 156
574 - adult 70 Nein Unbekannte Ursache 20
575 - juvenil 22 Nein Lebt 108
576a pTla adult 67 Ja Tumor abhangig 141
576b s.0. adult S.0. Ja S.0. S.0.
577a pT3cN1IMx adult 72 Ja Tumor abhangig 101
577b S.0. adult s.0. Ja s.0. s.0.
577c s.0. adult S.0. Ja S.0. S.0.
578 - adult 47 Ja Tumor abhangig 288
579 pT3 adult 39 Ja Tumor abhangig 48
587 - adult 58 Nein Lebt 44
588a pT3bNOMx adult 45 Ja Tumor abhangig 125
588b s.0. adult S.0. Ja S.0. s.0.
588¢c s.0. adult s.0. Ja s.0. s.0.
589a - adult 65 Ja Tumor abhangig 91
589b s.0. adult s.0. Ja s.0. s.0.
590 - adult 48 Ja Tumor abhangig 417
592 pT1laNOMO juvenil 6 Nein Lebt 78
593 pT1cNxMx adult 68 Nein Lebt 81
594 pT1aNOMx adult 62 Ja Unbekannte Ursache 240
596 pT2 adult 77 Nein Unbekannte Ursache 0
597 pT1laNxMx adult 42 Nein Lebt 61
598 pT3 adult 45 Ja Lebt 291
599 pT1laMxNXx adult 66 Nein Lebt 126
GCT1 pTlb adult 46 Nein Lebt 12
GCT2 pT1aNxNO adult 89 Nein Lebt 57
GCT3 pTla adult 40 Nein Unbekannter Status -
GCT4 pTlc adult 47 Nein Unbekannter Status -
GCT5 pT3aNx adult 75 Nein Lebt 10
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Nummer TNM Typ Alter bei Rezidiv Todesursache/ Uberleben
Erstdiagnose Lebensstatus (Monate)
Primartumor

GCT6 pT1cNxMx adult 54 Nein Lebt 83

GCT7 pTla adult 73 Nein Lebt 10

GCT8 pT2c adult 72 Nein Tod durch andere 1

Ursache

CCT9 pTla adult 49 Nein Unbekannter Status

GCT10 pT1cNxNO adult 77 Nein Lebt 8

GCT11 pTla adult 77 Nein Lebt 6

Tabelle 3: Patientenkollektiv

Bei 90,2% (46/51) der 51 Patientinnen lagen klinische Follow-up Daten aus dem Munchner
Tumorregister vor, von diesen sind 43,5% (20/51) verstorben. 60% (12/20) der Todesfalle
waren tumorabhéngig, 25% (5/20) der Todesfélle waren tumorunabhangig oder waren an

einem anderen Tumor gestorben und in 15% (3/20) der Félle war die Todesursache

unbekannt.

Der Beobachtungszeitraum lag zwischen 0 und 417 Monaten mit einem Mittelwert von 128,2

Histogramm

Haufigkeit

=

Mittelwert = 128 2
Stel.-Abw. = 105,851
N=45

I
100 200

I
300 4

Monate

Abbildung 3: Gesamtiiberleben

Monaten und einem Median von 105,9 Monaten.
Zur Auswertung des Tumorstadiums wurden nur die jeweiligen Primartumoren

berticksichtigt. Da in vielen Fallen keine Daten zum Nodalstatus und zur Metastasierung
vorlagen, wurden diese nicht in die Auswertung einbezogen. Nur bei 38 von 51 Patientinnen

lag eine genaue Einteilung des Tumorstadiums vor.
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Abbildung 4: Hdufigkeiten der verschiedenen Tumorstadien

2.2 TMA’s- Tissue Micro Arrays

Insgesamt wurden 2 TMA Blocke von den 63 Féllen mit Granulosazelltumoren angefertigt,
auswertbar waren jedoch nur 61 Falle. Vor dem Stanzen wurde, in dem zum Block gehorigen
HE Schnitt, mittels Lichtmikroskopie der Tumor ermittelt und mit einem wasserfesten Stift
eingezeichnet. Von jedem Tumor wurden 2 Stanzen a 1,5mm Durchmesser in einen leeren
Paraffinblock eingebracht. Das Ergebnis waren 1 Block mit 70 Stanzen, bestehend aus 2
Stanzen Kontrollgewebe (Lymphknoten) und je 2 Stanzen von 34 Féllen. Der zweite Block
hatte 60 Stanzen, mit wieder 2 Stanzen Kontrollgewebe und je 2 Stanzen von 29 Féllen. Von
den fertigen TMA Blocken wurden Schnitte a 2um angefertigt und in HE sowie unten
genannten immunhistochemischen Farbungen gefarbt.

oe e > P , 80
cu e oe 22
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Abbildung 5: TMA Block 1 7 Abbildung 6: TMA Block 2 ‘
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2.3 Immunhistochemische Untersuchungen

Die Immunhistochemie ist eine Methode bei der ein Gewebeschnitt auf Proteine/Antigene
untersucht wird. Es kann bestimmt werden, wie stark das jeweilige Protein exprimiert ist und
in welchem Zellkompartiment (z.B. Zellkern, Zytoplasma). Die Untersuchung erfolgt mittels
Marker gebundenen Antikorpern, die an Epitope der Antigene binden und somit das Protein
sichtbar machen.

Die folgenden immunhistochemischen Farbungen wurden automatisch mit dem BenchMark
XT IHC/ISH Farbemodul geféarbt. Das Detektionssystem war XT ultraView DABV3.

2.3.1 Ostrogen- ER alpha

Antikorper: Hersteller Ventana monoclonal rabbit IgG (ready to use); Klon SP1

A : % vy

Abbildung 7:Ubersicht TMA Block 1: ER alpha

2.3.2 Progesteron- PR

Antikorper: Hersteller Ventana monoclonal rabbit IgG (ready to use); Klon 1E2

Abbildung 8: Ubersicht TMA Block 1: PR
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2.3.3 Inhibin a

Antikorper: Hersteller Cell Marque monoclonal mouse 1gG2a (ready to use); Klon R1

Abbildung 9: Ubersicht TMA Block 1: Inhibin

2.3.4 Ki-67

Antikorper: Hersteller DAKO monoclonal mouse IgG 1k (Verdiinnung 1:150); Klon MIB-1

Abbildung 10: Ubersicht TMA Block 1: Ki-67

2.3.5 FOXL2

Die immunhistochemische Farbung mittels FOXL2 Antikorper erfolgte manuell. Es wurde ein
Antikorper der Firma Abcam verwendet und das Detektionssystem IMmPRESS Reagent Kit
Anti-GOAT (Firma Vector). Zunéchst erfolgte die Entparaffinierung der TMA- Leerschnitte.
Die Antigendemaskierung erfolge mittels Target Retrieval Solution Citrate pH6 (Dako) bei
einer Kochzeit von 2x15min in der Mikrowelle bei 750W. Danach kiihlten die Schnitte bei
Raumtemperatur. Anschliel3end wurden die Schnitte 2x5min in TRIS-Puffer pH7,5 gespult
um den pH-Wert auszugleichen.

Um in folgenden Schritt die Peroxidase sichtbar zu machen und eine diffuse Anférbung des
Gewebes zu verhindern, wurde die endogene Peroxidase blockiert. Dazu wurden die Schnitte
10min in 7,5% waéssriges Wasserstoffperoxid bei Raumtemperatur eingelegt, 10min flieRend
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gewassert und erneut 2x5min mit TRIS-Puffer gespult. Es folge die Zugabe des Blocking
Serums (Detektionssytem s.0.), der Uberstand wurde abgekippt.

Der Primar-Antikérper FOXL2, Verdunnung 1:100, wurde nun auf die Praparate aufgetragen
und 60min bei Raumtemperatur inkubiert. Erneutes spulen mit TRIS- Puffer fiir 2x5min. Das
Anti- GOAT Ag (Detektionssytem) inkubierte 30min und wurde wiederum mit TRIS-Puffer
(s.0.) gespilt. Daraufhin wurde das entsprechende Chromogen- Substrat AEC (Firma Dako)
aufgetragen und inkubierte 10min. Anschliefend wurde 10min gewassert.

Nachdem die TMA- Schnitte 10 Sekunden mit Hematoxylin Gils Formula gegengefarbt und
erneut 10min flieRend gewéssert wurden, wurden sie mit Kaisers Glyceringelantine
eingedeckt.
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Abbildung 11: Ubersicht TMA Block 1: FOXL2

2.3.4 Auswertung

Die immunhistochemischen Farbungen Ostrogen, Progesteron, Inhibin und FOXL2 wurden
mittels eines Scores von Remmele und Stegner ausgewertet. Dabei wurde die Intensitat der
Féarbung sowie der prozentuale Anteil der gefarbten Zellkerne bzw. bei der Inhibin-Féarbung
der prozentuale Anteil des gefarbten Zytoplasmas beurteilt. Das Produkt aus den Punkten der
Farbeintensitat und dem Prozentsatz positiver Kerne ergibt einen Score zwischen 0-12 [74].
Dabei gilt ein Wert von 0-2 als negativer Immunreaktiver Score, Werte > 2 als positiv.

Punkte Farbeintensitat Anteil positiver Kerne

0 Keine Farbreaktion Keine positiven Zellkerne

1 Schwache Farbreaktion <10% positive Zellkerne

2 MaRige Farbreaktion 10-50% positive Zellkerne
3 Starke Farbreaktion 51- 80% positive Zellkerne
4 / 81-100% positive Zellkerne

Tabelle 4: Bewertung nach Score von Remmele und Stegner

Fur die statistische Auswertung wurde ein Score von 0-2 als negativ, von 3-4 als schwach
positiv, von 6-8 als malig positiv und von 9-12 als stark positiv gewertet.
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Beispiel der Farbeintensitat anhand der IHC von Ostrogen:

A

Ab. 1: keine Frbreaklon 40fache VergréfSerung Abb. 13: le/chteFarreaktlon 40fache Vergerung

" > ¥

Abb. 15: starke Farbreaktion 40fache VergréfRerung

Abb. 14: maRige arbrektin 40fache Vergroéferung

Bei der Ki-67 Farbung wurde nur der Prozentsatz der positiven Zellkerne bewertet.
Dabei gab es 4 verschiedene Gruppen:

Gruppe Prozentsatz
1 <5%

2 5-10%

3 11-20%

4 >20%

Tabelle 5: Einteilung der Ki-67 IHC

Es wurden jeweils beide Stanzpaare betrachtet, in Fallen, in denen sich die Intensitat und/
oder der Prozentuale Anteil zwischen den Stanzen eines Paares unterschieden, wurde die
qualitativ bessere Stanze bewertet. War die Qualitét in beiden Stanzen gleich, wurde der
hohere Wert genommen.
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2.4 Molekularbiologische Untersuchungen

2.4.1 DNA-Aufbereitung

Fur die DNA-Aufbereitung wurden zunéchst die Leerschnitte 3x8min in Xylol und 3x8min in
Ethanol gewaschen und luftgetrocknet. Anschlielend wurde das Tumorareal, welches zuvor
mittels Lichtmikroskopie im HE-Schnitt ermittelt und eingezeichnet wurde, mit einem
wasserfesten Stift auf die entparaffinierten Schnitte tibertragen. Die Dissektion der
Gewebeproben fand mit einer Skalpellklinge statt. Diese wurden in ein 2ml Tube mit 20pl
Proteinase K und 180ul ATE Puffer, beides enthalten im QIAGEN QlAamp® DNA FFPE
Tissue Kit, tberfuhrt. Anschlieend wurden die in Puffer gelosten Gewebeproben im
Eppendorf ThermoMixer ® comfort bei 56°C und 400r/min eine Stunde temperiert. Um die
DNA zu isolieren wurde nun der QIACube mit den Puffern des QIAGEN QlAamp® DNA
FFPE Tissue Kit nach Protokoll beladen. Die fertigen DNA-Proben konnten fur die PCR
verwendet werden.

QlAprep Miniprep Standard Procedure
Pelleted bacteria

|

Er——
= T Resuspend

Lyse
Neutralize

l
ﬁ} [m Transfer lysate
o/

¥ .
/
‘ﬂu

‘[i;’l ﬁ Tronsher

J  cleared lysate

Bind

‘ Wash

Transfer column

et
T Elute
=0
\/}

Pure plasmid DNA

Abbildung 16: DNA-Isolierung [168]
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2.4.2 PCR

Die Polymerase- Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction= PCR) dient der Vermehrung,
Amplifikation, eines bestimmten DNA-Abschnittes. Somit wurde der DNA- Bereich aus den
bisher geringen Mengen gewonnener DNA, amplifiziert, der fur die spatere Mutationsanalyse
mittels Pyrosequenzierung bendtigt wurde.

Ein PCR- Ansatz (40ul) enthielt:

30,80ul H,O

4,00ul 10xbuffer (Thermo Scientific Buffer Hot Start)
2,40l MgCl, (25mM)

0,80ul dNTPs

0,80l PrimerMix (20uM)

0,20ul Tag-Polymerase (5U/ul)

1,00p1 DNA

FOXL2 Name Sequenz
Primer A3283 FOXL-2-F2 5"-aac ctc agc ctc aac gag tgc-3°

Primer A3284 FOXL-2-R6~Bio 5”-gtt gcc ctt ctc gaa cat gtc-3°
Tabelle 6: Amplifikations-Primer

Die PCR umfasst folgende Schritte:

Vor Beginn der eigentlichen PCR, wird der PCR-Mix fur 15min auf 95°C erhitzt, um die Taq
Polymerase zu aktivieren. Im ersten Schritt wird die DNA fur 30 Sekunden auf 95°C erhitzt,
wodurch die Doppelstrange getrennt werden (Denaturierung). Im néchsten Schritt wird der
Mix auf 60°C abgekihlt, 30 Sekunden, damit sich die Primer an die getrennten Strange
anlagern konnen (Annealing). Die Taq Polymerase beginnt nun die Replikation. Dafur werden
Magnesium-lonen und freie Nukleotide (dNTPs) benétigt. Im dritten Schritt wird das
Gemisch nun wieder auf 72°C (30sec) erhitzt, dies ist die optimale Temperatur fur die
Polymerase. Die DNA- Strange werden nun komplementiert und verlangert (Extension).
Alle drei Schritte, Denaturierung- Annealing- Extension, werden in 50 Zyklen wiederholt.
AnschlieBend erfolgt eine abschliellende Extension bei 72°C fir zwei Minuten und die
Abkuhlung des Gemisches auf 20°C.

Da die PCR groRen Temperaturschwankungen unterliegt, benétigt man eine hitzestabile
Polymerase, in diesem Fall wurde die Thermo Scientific Maxima® Hot Start Tag DNA-
Polymerase verwendet. Fir den korrekten Ablauf der PCR wird ein Thermocycler, der
VAPO.Protect Mastercycler® pro, von Eppendorf verwendet.

Bei der PCR wurden auch Positivkontrollen, Human Genomic DNA:Male von PROMEGA,
und Negativkontrollen, Mix ohne DNA, durchgefihrt.

2.4.3 Gelelektrophorese

Zur Kontrolle, ob die PCR erfolgreich gelaufen ist, erfolgte eine Gelelektrophorese. Zunachst
wurde das Gel hergestellt. Hierfur wurden 2g Agarose mit 100ml TBE-Puffer in einem
Glaskolben gemischt, in der Mikrowelle zum Kochen gebracht und schwenkend unter kaltem
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Wasser abgekihlt. Anschlielend wurden 5ul Ethidiumbromid hinzugegeben und das Gemisch
in einen Geltréger gegossen. Ethidiumbromid ist eine DNA bindende Substanz und kann diese
durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar machen. Im erkaltenden Gel befanden sich
Gelelektrophoresekdmme, die nach herausziehen, die Taschen fiir die Probenbeladung
bildeten. Das erkaltete Gel wurde in die mit TBE- Puffer geflllte Gelkammer Gibertragen. Den
DNA- Proben (je 5ul) wurde 1l Thermo Scientific 6XDNA Loading Dye zur besseren
Sichtbarkeit hinzugefugt. Das Gemisch wurde nun in die Taschen hinein pipettiert, parallel
wurde zum GroRenvergleich der Gene Ruler Low Range Ladder (Thermo Scientific)
aufgetragen. Es wurde eine Spannung von 120V und eine Stromstarke von 400A angelegt und
das Gel fir ca. 25min laufen gelassen. Mittels Imager konnte das Gel sichtbar gemacht und
fotografiert werden.

bblung 17: PCR-Produkte

2.4.4 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung ist eine Methode zur Bestimmung der Basenabfolge eines DNA-
Stranges. Untersucht wurden hier, die vorher mittels PCR amplifizierte DNA. Die
Pyrosequenzierung erfolgte automatisiert mittels PyroMark Q24 Advanced von QIAGEN.
Das Prinzip ist dabei eine enzymatische Lichtreaktion, die mittels Kamera detektiert wird.
Dies erfolgt in mehreren Schritten. Zunachst wird der DNA-Strang denaturiert und
anschlieBend mit dem Primer hybridisiert, daran werden mittels DNA- Polymerase dNTPs
angefugt. Bei Einbau eines Nukleotids wird Pyrophosphat (PPi) frei, welches durch ATP-
Sulfurylase zu Adenosintriphosphat (ATP) umgesetzt wird. Durch ATP reagiert Luzeferin zu
Oxyluzeferin, bei dieser Reaktion entsteht ein Lichtsignal, welches proportional zur ATP
Menge ist und somit auch proportional zur Menge der eingebauten Nukleotide. Mittels dieser
Peaks kann man spéter im Pyrogram die Basenabfolge ablesen [75].
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— Forward PCR primer

Sulfurylase |
Biotinylated reverse PCR primer 4—0 ’
Biotinylated single-stranded APS+PPi ATP Light
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) Polymerase ‘
3—CGTCCGGAGGCCAAGTTCCA 5 if
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ATP light e
Polymerase
DNA), + dNTP > (DNAJ,,| + PP s . 1 Time
(P& # (ONAlsr + PP Nucleotide incorporation generates light
seen as a peak in the Pyrogram trace
Abbildung 18: Einbau der dNTPs [75] Abbildung 19: Luziferase katalysierte Reaktion [75]

Zu Beginn wurde am Computer wird mithilfe der Software Pyromark Q24 ein Run kreiert.
Dazu wurde die Anzahl der Proben, bis zu 24, ausgewahlt und benannt. AnschlieBend wurde
der vorbereitete Run auf einem USB-Stick gespeichert. Das bei jedem einzelnen Run
benotigte Volumen flr Enzym, Substrat und Nukleotide wurde durch die Software berechnet.
Fir die Durchfiihrung wurden zunéchst folgende Ansétze nach Anleitung pipettiert, dabei
enthielt ein Ansatz folgendes:

Mastermix: PCR-Produkte — Beads (Streptavidin Sepharose High Performance) (80ul):
e 1,0l Beads
e 40,0pl Binding Buffer
e 15,0ul PCR-Produkt
e 24,0ul Wasser

Primer-Mix:

e 2,5ul Primer
e 22,5ul Annealing Buffer

FOXL2 Name Sequenz
Primer A3285 FOXL-2-S4 5"-cgc tgg acc cgg cct g-3°

Tabelle 7: Sequenzierungs-Primer

Der Mastermix mit enthaltenem PCR-Produkt wurde in die PCR- Platte pipettiert und 10min
auf dem Monoshaker inkubiert. Hierbei wird die DNA aus der PCR an die Sepharose-Beads
gekoppelt. Wahrenddessen wurden Enzym und Substrat aufgetaut und die Nukleotide aus
dem Kihlschrank geholt. Die Waschstation wurde beftllt und mit Aquadest gesplilt.

Die Primer- Platte wurde platziert und mit 25ul Primer pro Well beftillt. Nach Abschluss der
Inkubationszeit wurde der Mastermix mittels ,,Vakuum Prep Tools* (Saugkopf) aufgesaugt
und nach durchlaufen der WaschstraRe danach dem Primer-Mix hinzugeftigt. Die Platte
wurde 2 Minuten bei 80°C inkubiert und anschliefend 5 Minuten bei Raumtemperatur
abgekunhit.
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Wahrenddessen wurde die Cartridge (Kartusche) mit Enzym, Substrat und den Nukleotiden
gemaR den von der Software angegebenen VVolumina befillt und in den Pyrosequenzer
eingesetzt. Auch die Wellplatte wurde eingesetzt. Die Analyse wurde gestartet.

2.4.5 Auswertung Pyrosequenzierung

Wahrend eines Sequenzierungslaufes wurden, die sich ergebenden Daten auf einem USB-
Stick gespeichert. Diese wurden mittels der zum System gehérenden Software (PyroMark
Q24 Analysis Software) in Pyrogramme umgewandelt. Anhand der Signalpeaks konnte nun
fiir jeden Fall ausgewertet werden, ob es sich um eine Punktmutation oder um den Wildtyp
des sequenzierten DNA- Abschnittes handelt.

Well: A2

Assay: FOXL-2_A3285_v.1.0_141010

Sample ID: 588b

Sequence to analyze: C/GGAAGACATGTTCGAGA
Note: 2

C: 39%
G: E1%

-A_bbi/ddng 20: 402C>G Punktmutation

Well: Al
Assay: FOXL-2_A3285 v.1.0_141010
Sample 1D: 579
Sequence to analyze: C/GGAAGACATGTTCGAGA
Note: 1
C: 958
G: 1%

S EHBEHE

Abbildung 21: Wildtyp
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2.4.6 NanoString nCounter® PanCancer Pathways Panel

Mit dem nCounter® PanCancer Pathways Panel kann man 770 Gene und 13 verschiedene
Signalwege, die bei der Entstehung von Krebs von Bedeutung sind, untersuchen. Folgende
Signalwege werden untersucht: Wnt, Hedgehog, Apoptose, Zellzyklus, RAS, PI3K, STAT,
MAPK, Notch, TGF-B, Chromatin Modification, Transcriptional Regulation, DNA-Damage
Control [72]. Die Analyse erfolgt automatisiert und mittels einer neuartigen Technologie, die
auf einem farbkodierten Barcode beruht. Der Farbcode beinhaltet 6 Positionen, von denen
jede eine von 4 Farben (rot, gelb, grilin, blau) sein kann. Jeder Barcode gehort zu einer
einzigen RNA-Sonde, welche wiederum einem Gen zugeordnet ist. Fur diese Methode ist
keine Amplifikation notwendig und es geniigen 100ng RNA. Fur die Analyse verwendet
NanoString zwei 50Basen Sonden pro mRNA, die in einer Losung mit dieser hybridisieren.
Die ,,Reporter*-Sonde, welche den Farbcode am 5 -Ende tragt und die ,,Capture®- Sonde,
welche am 3"-Ende Biotin trdgt um den fertigen Sondenkomplex in der Cartridge zu fixieren
und somit die digitale Auswertung zu erleichtern. In der nCounter Prep Station werden
anschlieRend die Uberschussigen Sonden entfernt und die Zielkomplexe in der Cartridge
fixiert. Die Farbcodes zeigen zur Oberflache. Im nCounter DataAnalyzer werden die
verschiedenen Farbcodes gezahlt und sortiert [69, 76].

2.4.6.1 Patientenkollektiv
Die NanoString-Analyse erfolgte an 12 zuféllig ausgewahlten Tumoren des Gesamtkollektivs.

Es wurden hierfir funf Falle AGCTs ohne Mutation, finf Falle AGCTs mit FOXL2 Mutation
und zwei Félle JGCTs ausgewahlt.

Tumortyp Falle
Adulter Granulosazelltumor ohne 1011
Mutationen
562
579
GCT4
GCT7
Adulter Granulosazelltumor mit 563
FOXL2 Mutationen
1005
594
598
1007
Juveniler Granuloserzelltumor 1004
592

Tabelle 8: Patientenkollektiv NanoString
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2.4.6.2 RNA Isolation

Um diese Analyse durchzufiihren, wurde zundchst die RNA der ausgewahlten Félle aus den
FFPE- Schnitten isoliert. Zunidchst wurde die RNA aus den jeweiligen Leerschnitten a 10pum
durch folgende Schritte isoliert. Flr die Entparaffinierung wurden die Leerschnitte 2x2min in
D-Limonen und 1x2min in Ethanol inkubiert und 5min luftgetrocknet. AnschlieRend wurde
das Tumorareal (s.0.) mit einem wasserfesten Stift auf die entparaffinierten Schnitte
Ubertragen.

Pro Objekttrager wurde ein Master Mix in einem 2ml Tube mit je 100ul Tissue- Lysis-
Buffer, 16pul 10%SDS und 120ul Proteinase K vorbereitet.

Vor dem Auskratzen des Tumorgewebes, wurde der jeweilige Leerschnitt kurz in Glycerin
3% getaucht und das Uberschissige Glycerin abgetupft. Das abgekratzte Tumorgewebe wurde
nun in das mit dem Master Mix vorbereitete Tube Gberfuhrt, anschlieRend in einem
Vortexmischer geschittelt und tber die Nacht (12-24h) bei 55°C im Thermomixer verdaut.
Am néchsten Tag wurden nochmals 20ul Proteinase K hinzugegeben und der Mix bei 55°C
60min inkubiert, um das restliche Gewebe zu lysieren.

Bei einer Temperatur von 80°C fur 15min wurde die Proteinase K inaktiviert.

Es wurde ein Paraffin Binding Buffer (PBB)- Mix (325ul PBB und 325ul Ethanol 100%) und
eine DNAse Arbeitslosung (90ul DNAse Incubation Buffer (DIB) und 10ul DNAse I)
hergestellt. Der PBB- Mix wurde mittels Pipette gemischt und in der Tischzentrifuge
zentrifugiert.

Um die im Lysat enthaltene RNA zu isolieren, wurde dieses nun von allen Proben nun je in
ein Glasfaserséaulchen tberfihrt und 30sec bei 6000g und 2min bei 160009 zentrifugiert. Nach
beiden Schritten wurde die Saule in ein neues Collection Tube gestellt, um den Durchfluss zu
entsorgen. Durch diesen Schritt wird die RNA an die Membran der S&ulchen gebunden.

Zur Entfernung der DNA wurden 100ul DNAse Arbeitslosung hinzugegeben und 15min bei
Raumtemperatur inkubiert.

Als néichstes folgte das Waschen der Membran durch Zugabe von 500ul Wash-Buffer I,
Zentrifugierung (30sec bei 6000g) und Entsorgung des Durchflusses. Der gleiche Schritt
erfolgte zweimal mit 500ul Wash- Buffer Il. Alle Proben wurden 2min bei 160009
zentrifugiert, der Durchfluss entsorgt und alle S&ulen nun in ein 1,5ml Tube gestellt.

Der letzte Schritt diente der Elution der RNA von der Membran. Hierfiir wurden 30ul Elution
Buffer zu den Proben gegeben, 1min bei Raumtemperatur inkubiert und 1min bei 6000g
zentrifugiert. Die Saulchen wurden entfernt und die Proben erneut 1min bei 160009
zentrifugiert um die residualen Glasfasern zu entfernen. Der Uberstand wurde nun abpipettiert
und in ein neues 1,5ml Tube Gberfihrt.

Von der fertigen Probe wurde dann die RNA-Konzentration mittels Extinktion ermittelt, die
gemessen bei einer Wellenlange von 260nm und 280nm, einen Quotienten um 2,00 ergeben
sollte. Die ermittelte RNA- Konzentration wurde so verdlnnt, dass sich eine Konzentration
von 20ng/ul ergab.
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2.4.6.3 Durchfuhrung der NanoString-Analyse
Fur die NanoString-Analyse sind 3 Schritte notwendig:
1. Hybridisierung: In einem 12Tube RNA-Stripe werden pro Tube pipettiert:
o 10pl Reporter Code Set
10pul Hybridisation Buffer

5ul RNA (20ng/pl)
5ul Capture Probe Set

Der Mix wird gemischt und bei 65°C im Thermocycler fiir 12h (max.30°)
hybridisiert.

Capture Probe

WAWA F >
Reporter Probe m'w. e \'\m\
7 e =

Target

Target-Probe Complex
solution phase hybridization

Abbildung 22: NanoString: Hybridisierung [69]

2. Reinigung und Immobilisierung: In der nCounter Prep Station werden tberschiissige
Sonden entfernt und die Sonden-/Ziel- Komplexe
aufgereiht und in der nCounter Cartridge
immobilisiert.

excess probes removed
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Abbildung 23: NanoString: Reinigung und Immobilisierung [69]
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3. Zahlung: Im nCounter Digital Analyzer werden die verschiedenen
Barcodes den Genen zugeordnet und gezéhit.
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Abbildung 24: NanoString: Zdhlung [69]

2.4.6.3 Auswertung

Die Zahlung der verschiedenen Gene erfolgte automatisch am nCounter® DataAnalyzer. Die
Auswertung der nCounter® Rohdaten erfolgte dann mittels der nSolver® Analyse-Software.
Dazu wurden zunéchst die Rohdaten importiert und der Hintergrund abgezogen. AuRerdem
wurde mittels der Housekeeping Gene eine Normalisierung durchgefuhrt. Abschlielend
wurde noch der t-Test angewandt. Bei allen Proben wurden die verschiedenen exprimierten
Gene gezahlt. Und jeweils mutierte adulte mit juvenilen Granulosazelltumoren (Gruppe 1),
mutierte adulte mit nicht mutierten adulten Granulosazelltumoren (Gruppe 2) und nicht
mutierte adulte mit juvenilen Granulosazelltumoren (Gruppe 3) verglichen. Dabei wurden nur
Gene betrachtet, die eine Signifikanz von p < 0,05 hatten. Es wurde analysiert, welche Gene
in allen drei Vergleichen vorkamen, welche Gene eine besonders hohe Fold Change hatten
und welchem Signalweg diese Gene angehoren.

Beim Vergleich adulter Granulosazelltumoren mit Mutation im FOXL2 Gen mit juvenilen
Granulosazelltumoren war die Fold Change positiv, wenn die Genexpression im Gewebe der
im FOXL2 Gen mutierten adulten Granulosazelltumoren gréRer war und negativ, wenn sie in
diesen vermindert exprimiert war. Beim Vergleich adulter Granulosazelltumoren mit
Mutation mit adulten Granulosazelltumoren ohne Mutation war die Fold Change positiv,
wenn das jeweilige Gen im Gewebe der im FOXL2 Gen mutierten adulten
Granulosazelltumoren vermehrt exprimiert war und negativ, wenn es in diesen weniger
exprimiert war. Beim Vergleich der im FOXL2 Gen nicht mutierten adulten
Granulosazelltumoren mit juvenilen Granulosazelltumoren war die Fold Change positiv,
wenn die Genexpression im Gewebe der adulten GCTs ohne Mutation gréfRer war und
negativ, wenn sie vermindert war. Zur Auswertung wurden mit den erhobenen Daten
verschieden Vergleiche durchgefiihrt. Zunachst wurde verglichen wie viele Gene in den
verschiedenen Gegeniiberstellungen tbereingestimmt haben. AuRerdem wurde analysiert
welche Gene in allen drei Vergleichen vorkamen. Anschliel3end wurden Gene mit einer hohen
Fold Change, kleiner -5 oder groRer 5, sowie mit einer kleinen Fold Change, grofer -1,5 oder
kleiner 1,5, rausgesucht.
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Gruppe Vergleichsgruppe
1 Mutierte adulte GCTs vs. juvenile GCTs
2 Mutierte adulte GCTSs vs. nicht mutierte adulte GCTs
3 Nicht mutierte adulte GCTs vs. juvenile GCTs

Tabelle 9: Vergleichsgruppen NanoString

3. Ergebnisse
3.1 Immunhistochemie

3.1.1 Auswertbarkeit der IHC

Bei zwei Fallen erfolgte die Auswertung der IHC an Schnitten des Originalblocks, da von
diesen Fallen flr den TMA- Block falschlicherweise Gewebestanzen an einem Areal ohne
Tumorgewebe entnommen wurden.

59 Falle wurden anhand der TMAs ausgewertet wurden und 2 anhand von Praparatschnitten.
Hiervon waren in der ER-Farbung 100% (61/61), in der PR-Farbung 100% (61/61), in der
Inhibin-Féarbung 100% (61/61) in der Ki-67-Farbung 100% (61/61) und in der FOXL2-
Féarbung 100% (61/61) der Félle auswertbar. In wenigen Fallen konnte jedoch nur eine Stanze
des jeweiligen Stanzpaares ausgewertet werden. In der Progesteron- und FOXL2-Farbung
handelte es sich um 5,1% (3/59) Fallen, in der Ostrogen- und in der Ki-67-Farbung um 1,7%
(1/59) Fallen und in der Inhibin-Farbung um 3,4% (2/59) Fallen.

3.1.2 Ergebnisse der Immunhistochemie

Ostrogen
i 330% 160% 6.60%
Haufigkeit Gesamt
adult | juvenil | N | % 1480%
0- negativ 40 1 41 | 67,2
1- schwach positiv. | 9 2 11 18
2- maRig positiv 4 0 4 16,6
3- stark positiv 4 1 5 |82
Gesamt 57 4 61 | 100
Tabelle 10: IHC Ostrogen mOgeen] w1 joenll =3 jvenll w0 300k =1 30Ul W 2 acuR W 3 acuR

Abbildung 25: IHC Ostrogen

Insgesamt waren 67,2% (41/61) der Falle Ostrogen negativ. 18,0% (11/61) waren schwach,
6,6% (4/61) malkig und 8,2% (5/61) stark positiv. Bei den AGCTs zeigten sich 70,2% (40/57)
der Falle Ostrogen negativ, 15,8% (9/57) schwach positiv, je 7% (4/57) maRig bzw. stark
positiv. Bei den JGCTs waren 25% (1/4) der Falle Ostrogen negativ, 50% (2/4) schwach
positiv und 25% (1/4) stark positiv.
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Progesteron

Haufigkeit Gesamt

adult | juvenil | N | %
0- negativ 8 1 9 148
1- schwach positiv 12 0 12 19,7
2- malig positiv 17 2 19 311
3- stark positiv 20 1 21 [ 34,4
Gesamt 57 4 61 | 100

27.90%

Tabelle 11: IHC Progesteron

B 0eenl =2 joenll =3 jeenll =0 aduR =1 adul w2 aduR = 3 aduR

Abbildung 26: IHC Progesteron

Insgesamt waren 14,8% (9/61) der Félle Progesteron negativ. 19,7% (12/61) waren schwach,
31,1% (19/61) méaRig und 34,4% (21/61) stark positiv. Bei den AGCTs zeigten sich 14,0%
(8/57) der Falle Progesteron negativ, 21,1% (12/57) schwach positiv, 29,8% (17/57) méaRig
positiv und 35,1% (20/57) stark positiv. Bei den JGCTs waren 25% (1/4) der Félle
Progesteron negativ, 50% (2/4) méaRig positiv und 25% (1/4) stark positiv.

Inhibin

Haufigkeit Gesamt

adult | juvenil | N | %
0- negativ 14 3 17 1 27,9
1- schwach positiv | 22 0 22 36,1
2- maRig positiv 15 1 16 | 26,2
3- stark positiv 6 0 6 [98
Gesamt 57 4 61 | 100

Tabelle 12: IHC Inhibin

B Qeenl =2 joenl m0)adul = 1) 3dul =2 3duR =3 3duk

Abbildung 27: IHC Inhibin

27,9% (17/61) der Falle waren Inhibin negativ. 36,1% (22/61) exprimierten Inhibin schwach,
26,2% (16/61) malig und 9,8% (6/61) stark. Bei den AGCTs waren 24,6% (14/57) der Félle
Inhibin negativ, 38,6% (22/57) schwach positiv, 26,3% (15/57) maRig positiv und 10,5%
(6/57) stark positiv. Bei den JGCTs waren 75% (3/4) der Félle Inhibin negativ und 25% (1/4)
malig positiv.
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Ki-67

Haufigkeit Gesamt

adult | juvenil | N | %
0- <5% 19 0 19 31,1
1- 5-10% 32 3 35 574
2-11-20% 6 0 6 [98
3->20% 0 1 1 [16
Gesamt 57 4 61 | 100

Tabelle 13: IHC Ki-67

B =5 aduR = 50% adul = 11-20% adul m5-0% jeenll = =-20% jeenll

Abbildung 28: IHC Ki-67

Insgesamt war bei 31,1% (19/61) der Falle die Ki-67-Expression <5%, bei 57,4% (35/61) war
Ki-67 in 5-10% der Zellkerne exprimiert, 9,8% (6/61) hatten eine Expression zwischen 11-
20% und nur 1,6% (1/61) hatten eine Expression von tber 20%, hierbei handelte es sich um
einen juvenilen GCT. Bei den AGCTs war bei 33,3% (19/57) der Félle die Ki-67-Expression
<5%, bei 56,1% (32/57) war Ki-67 in 5-10% der Zellkerne exprimiert und 10,5% (6/57)
hatten eine Expression zwischen 11-20%. Bei den JGCTs waren alle Félle Ki-67 positiv, 75%
(3/4) hatten eine Expression zwischen 5-10% und 25% (1/4) hatten eine Expression tber
20%.

FOXL-2
Haufigkeit Gesamt
adult | juvenil | N | %
0- negativ 13 1 14 23
1- schwach positiv. | 9 2 11 18
2- maRig positiv 27 1 28 | 45,9
3- stark positiv 8 0 8 131
Gesamt 57 4 61 | 100
Tabelle 14: IHC FOXL2 mQgoenl w1 jeenll =2 joenll w30l =1 3dul w3 gl W 3 adul

Abbildung 29: IHC FOXL2

23% (14/61) der Falle exprimierten kein FOXL2, 18% (11/61) waren schwach positiv, 45,9%
(28/61) maRig positiv und 13,1% (8/61) stark positiv geféarbt. Bei den AGCTs waren 22,8%
(13/57) der Félle FOXL2 negativ, 15,8% (9/57) schwach positiv, 47,4% (27/57) maRig positiv
und 14,0% (8/57) stark positiv. Bei den JGCTs waren 25% (1/4) der Falle FOXL2 negativ
und 50% (2/4) schwach positiv und 25% (1/4) mafig positiv.
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3.2 Pyrosequenzierung

3.2.1 Auswertbarkeit der FOXL2- Mutationsanalyse (Pyrosequenzierung)

Von den vorliegenden 61 Gewebeproben konnten alle (100%) analysiert werden. Auch die
Pyrogramme aller Proben (100%) konnten ausgewertet werden.

3.2.2 Ergebnisse der Pyrosequenzierung

In der Pyrosequenzierung wiesen insgesamt 82,0% (50/61) der Tumoren eine Punktmutation
402C>G (C134W) des FOXL 2 Gens auf. 18 % (11/61) der Tumoren waren nicht mutiert.
Alle juvenilen Tumore waren nicht mutiert. Wenn man nur die adulten GCTs betrachtet,
waren 87,7% (50/57) mutiert.

Pyrosequenzierung adulter Fille

W eine Mutation

Pyrosequenzierung aller Falle [ utation

W i=ine Mutation
Eutation

Abbildung 31: Ergebnis Pyrosequenzierung aller Fille Abbildung 30: Ergebnis Pyrosequenzieung AGCTs

Vergleicht man innerhalb der adulten Granulosazelltumoren die Prim&rtumoren mit den
Rezidivtumoren, wobei pro Patientin nur ein Rezidiv gewertet wurde, kommt man zu
folgenden Ergebnissen: 81,8% (27/33) der Patientinnen mit einem primaren adulten
Granulosazelltumor weisen eine Mutation im FOXL2 Gen auf. Patientinnen mit einem
Rezidivtumor des adulten GCT hatten zu 93,3% (14/15) eine FOXL2 Mutation. Bei den
untersuchten Rezidivtumoren waren die zugehdrigen Primartumoren nicht in unserer
Datenbank erfasst.
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Tumorart Ergebnis Prozent
Pyrosequenzierung
Haufigkeit | 7°
Primartumor | Keine Mutation 6 18,12
Mutation 27 81,8
Gesamt 33 100
Rezidivtumor | Keine Mutation 1 6,7
Mutation 14 93,3
Gesamt 15 100

Tabelle 15: Auswertung Pyrosequenzierung

3.3 Korrelation der Mutationsanalyse mit der FOXL2- Immunhistochemie

Insgesamt waren 80% (40/50) der Falle, die eine Mutation aufwiesen, auch in der
Immunhistochemie positiv. Die Hélfte der Félle, 50% (25/50) war dabei maRig stark positiv.
Auch die Falle, die keine Mutation aufwiesen, waren zu 63,6% (7/11) in der
Immunhistochemie positiv. Hier waren die meisten Félle, jeweils 27,2% (3/11), schwach oder
maéRig positiv. Die Korrelation war nicht signifikant (p=0,163).

IHC Mutationsanalyse Gesamt
FOXL2 - )

Keine Mutation

Mutation

N % N %

N

0 4 36,4 10 20 14
1 3 27,3 8 16 11
2 3 27,3 25 50 28

1 9 7 14 8
Gesamt 11 100 50 100 61

Tabelle 16: Vergleich IHC FOXL2 und Mutationsanalyse
Von den adulten Granulosazelltumoren waren 77,2% (44/57) in der IHC positiv. Auch hier

waren die meisten Félle maRig positiv 47,3% (27/57). Bei den juvenilen GCTs waren 75%
positiv gefarbt. Hier war kein Fall stark positiv gefarbt.
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Haufigkeit Gesamt
adult | juvenil | N
0- negativ 13 1 14
1- schwach positiv | 9 2 11
2- malig positiv 27 1 28
3- stark positiv 8 0 9
Gesamt 57 4 61

Tabelle 17: FOXL2 IHC und Tumortyp

3.4 Korrelationen mit dem Tumorstadium

3.4.1 Korrelation zwischen der Mutationsanalyse und dem Tumorstadium

Bei 74,5% (38/51) Patientinnen, 94,7% (36/38) mit AGTs und 5,3% (2/38) mit JGCTs war
das Tumorstadium erfasst. Davon befanden sich alle Félle ohne Mutation im Tumorstadium 1.
Die meisten, 75% (6/8) waren dabei im Tumorstadium 1a.

Die meisten Falle mit Mutation waren im Tumorstadium 1, 76,7% (23/30). 53,3% (16/30)
waren hier im Tumorstadium 1a. 6,7% (2/30) waren im Stadium 2 und 16,7% (5/30) im
Stadium 3. Die Korrelation zwischen dem Tumorstadium und dem Mutationsstatus war nicht
signifikant (p=0,203).

Tumorstadium  |Keine Mutation [Mutation Gesamt
1la 6 16 22

1b 0 1 1

1c 2 6 8

2a 0 1 1

2b 0 1 1

3a 0 2 2

3b 0 1 1

3C 0 2 2
Gesamt 8 30 38

Tabelle 18: Tumorstadium und Mutationsanalyse
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Abbildung 32: Tumorstadium und Mutationsanalyse
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3.4.2 Korrelation zwischen Tumortyp und Tumorstadiums

Patientinnen, die einen Tumor vom juvenilen Typ hatten bei Diagnosestellung zu 100% (2/2)
einen Tumor im Stadium 1a. Bei den juvenilen GCTs konnte nur von zwei von insgesamt vier
Féllen die Korrelation zwischen Tumortyp und Tumorstadium untersucht werden, da nur bei

zwei Fallen das Tumorstadium bekannt war.

Bei den Patientinnen mit einem Tumor vom adulten Typ waren 80,6% (29/36) im
Tumorstadium 1, davon die meisten, 55,6% (20/36) im Tumorstadium 1a. 5,6% (2/36) waren
im Tumorstadium 2 und 13,9% (5/36) im Tumorstadium 3. Es gibt keine signifikante

Korrelation zwischen Tumortyp und Tumorstadium (p=0,247).

Tumorstadium  |Adulter Typ Juveniler Typ |Gesamt
la 20 2 22

1b 1 0 1

1c 8 0 ]

2a 1 0 1

2b 1 0 1

3a 2 0 2

3b 1 0 1

3c 2 0 2
Gesamt 36 2 38

Tabelle 19: Tumorstadium und Tumortyp
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Typ
I it
60,0% I juvenil
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Abbildung 33: Tumorstadium und Tumortyp

3.4.3 Korrelation zwischen der Ostrogen a-Expression und dem Tumorstadium

Im Tumorstadium 1a waren 63,6% (13/22) der Falle Ostrogen negativ, 18,2% (4/22) waren
schwach positiv, 9,0% (2/22) maRig positiv und 9,0% (2/22) stark positiv. Im Tumorstadium
1b waren 100% (1/1) Ostrogen negativ. 87,5% (7/8) der Falle im Tumorstadium 1c waren
Ostrogen negativ und 12,5% (1/8) waren schwach positiv.

Sowohl im Tumorstadium 2a als auch im Tumorstadium 2b waren je 100% (1/1) Ostrogen
negativ. 50% (1/2) der Falle im Tumorstadium 3a waren Ostrogen negativ und 50% (1/2)
waren schwach positiv. Im Tumorstadium 3b exprimierten 100% (1/1) Ostrogen schwach
positiv und im Tumorstadium 3¢ exprimierten 100% (2/2) kein Ostrogen. Zwischen der
Ostrogen a-Expression und dem Tumorstadium besteht keine Korrelation (p=0,143).

Tumorstadium|Negativ [Schwach [MaRig  [Stark Gesamt
positiv positiv positiv

la 14 4 2 2 22
1b 1 0 0 0 1
1c 7 1 0 0 8
2a 1 0 0 0 1
2b 1 0 0 0 1
3a 1 1 0 0 2
3b 0 1 0 0 1
3¢ 2 0 0 0 2
Gesamt 27 7 2 2 38

Tabelle 20: Tumorstadium und ERa-Expression
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Abbildung 34: Tumorstadium und ERa-Expression

3.4.4 Korrelation zwischen der Progesteronexpression und dem Tumorstadium

Im Tumorstadium 1 waren 80,6% (25/31) der Falle Progesteron positiv. Im Tumorstadium la
waren 18,2% (4/22) der Falle Progesteron negativ, 9,0% (2/22) waren schwach positiv, 45,5%
(10/22) maRig positiv und 27,3% (6/22) stark positiv. Im Tumorstadium 1b exprimierten
100% (1/1) Progesteron schwach. 25% (2/8) der Falle im Tumorstadium 1c waren
Progesteron negativ, je 12,5% (1/8) waren schwach positiv bzw. méRig positiv und 50% (4/8)
exprimierten Progesteron stark.

In den Tumorstadien 2 und 3 wurde immer Progesteron exprimiert.

Im Tumorstadium 2a war die Expression zu 100% (1/1) schwach positiv und im Stadium 2b
zu 100% (1/1) maRig positiv. 50% (1/2) der Falle im Tumorstadium 3a und auch im Stadium
3c waren maRig positiv und 50% (1/2) waren stark positiv. Im Tumorstadium 3b war
Progesteron zu 100% (1/1) mé&Rig positiv. Zwischen der Progesteronexpression und dem
Tumorstadium besteht keine Korrelation (p=0,514).

Tumorstadium|Negativ [Schwach [MaRig  [Stark Gesamt
positiv positiv positiv

la 4 2 10 6 22
1b 0 1 0 0 1
1c 2 1 1 4 8
2a 0 1 0 0 1
2b 0 0 1 0 1
3a 0 0 1 1 2
3b 0 0 1 0 1
3C 0 0 1 1 2
Gesamt 6 5 15 12 38

Tabelle 21: Tumorstadium und Progesteronexpression
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Abbildung 35: Tumorstadium und Progesteronexpression

3.4.5 Korrelation zwischen der Inhibinexpression und dem Tumorstadium

Eine starke Inhibinexpression kam nur im Tumorstadium 1 vor.

Im Tumorstadium 1a waren 18,2% (4/22) der Félle Inhibin negativ, 40,9% (9/22) waren
schwach positiv, 31,8% (7/22) mélig positiv und 9,1% (2/22) stark positiv. Im Tumorstadium
1b exprimierten 100% (1/1) Inhibin maRig. 12,5% (1/8) der Félle im Tumorstadium 1c waren
Inhibin negativ, 37,5% (3/8) waren schwach positiv und je 25% (2/8) malRig positiv bzw. stark
positiv.

Im Tumorstadium 3 gab es keine starke Inhibinexpression. Im Stadium 3a

50% (1/2) der Félle Inhibin negativ und 50% (1/2) exprimierten Inhibin schwach. Im
Tumorstadium 3b war Inhibin zu 100% (1/1) negativ. Im Tumorstadium 3c waren je 50%
(1/2) der Félle negativ bzw. maRig positiv. Zwischen der Inhibinexpression und dem
Tumorstadium besteht keine Korrelation (p=0,368).

Tumorstadium|Negativ [Schwach [MaRig Stark Gesamt
positiv positiv positiv

la 4 9 7 2 22
1b 0 0 1 0 1
1c 1 3 2 2 8
2a 0 1 0 0 1
2b 0 1 0 0 1
3a 1 1 0 0 2
3b 1 0 0 0 1
3c 1 0 1 0 2
Gesamt 8 15 11 4 38

Tabelle 22: Tumorstadium und Inhibin-Expression
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Abbildung 36: Tumorstadium und Inhibin-Expression

3.4.6 Korrelation zwischen der Ki-67-Expression und dem Tumorstadium

Im Tumorstadium 1a war in 45,5% (10/22) der Falle Ki-67 <5% und 54,5% (12/22) zwischen
5-10% exprimiert. Im Tumorstadium 1b war Ki-67 zu 100% (1/1) zwischen 5-10%
exprimiert. 25% (2/8) der Falle im Tumorstadium 1c exprimierten Ki-67 <5%, 62,5% (5/8)
zwischen 5-10% und 12,5% (1/8) zwischen 10-20%.

Im Tumorstadium 2a war Ki-67 zu 100% (1/1) <5% exprimiert und im Stadium 2b zu 100%
(1/1) zwischen 5-10%. Im Tumorstadium 3a zeigten 100% (2/2) eine Expression zwischen 5-
10% und im Stadium 3b 100% (1/1) eine Expression zwischen 10-20%. Im Stadium 3c war in
50% (1/2) der Félle die Expression <5% und in 50% (1/2) zwischen 5-10%. Zwischen der Ki-
67-Expression und dem Tumorstadium besteht keine Korrelation (p=0,126).

Tumorstadium|<5% 5-10% 10-20%  [Gesamt
la 10 12 0 22

1b 0 1 0 1

1c 2 5 1 8

2a 1 0 0 1

2b 0 1 0 1

3a 0 2 0 2

3b 0 0 1 1

3c 1 1 0 2
Gesamt 14 22 2 38

Tabelle 23: Tumorstadium und Ki-67 Expression
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3.4.7 Korrelation zwischen der FOXL2-Expression und dem Tumorstadium

Im Tumorstadium 1a zeigten 22,7% (5/22) der Félle keine FOXL2-Expression, 22,7% (5/22)
waren schwach positiv, 41,0% (9/22) waren méaRig positiv und 13,6% (3/22) waren stark
positiv. Im Stadium 1b war die Expression zu 100% (1/1) schwach positiv. 12,5% (1/8) der
Félle im Stadium 1c zeigten keine FOXL2-Expression, 12,5% (1/8) eine schwache Expression
und 75% (6/8) eine maRige Expression. Im Stadium 2a war die Expression zu 100% (1/1)
negativ und im Stadium 2b zu 100% (1/1) schwach positiv. Je 50% (1/2) der Féalle im Stadium
3a und 3c waren FOXL2 negativ bzw. maRig positiv. Im Stadium 3c war die FOXL2-
Expression zu 100% (1/1) stark positiv. Zwischen der FOXL2-Expression und dem

Prozente

40,0%

30,0%

20,0%

10,0%-

1a

1h 1c 2a

2h 3a 3k

Tumorstadium

Tumorstadium besteht keine Korrelation (p=0,961).

3c

T

I =5%

I 5%-10%
IC111%-20%
I =20%

Tumorstadium|Negativ [Schwach [MaRig  [Stark Gesamt
positiv positiv positiv

la 5 5 9 3 22
1b 0 1 0 0 1
1c 1 1 6 0 8
2a 1 0 0 0 1
2b 0 1 0 0 1
3a 1 0 1 0 2
3b 0 0 0 1 1
3¢ 1 0 1 0 2
Gesamt 9 8 17 4 38

Tabelle 24: Tumorstadium und FOXL2-Expression
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3.5 Uberleben
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Abbildung 38: Tumorstadium und FOXL2-Expression

10 Falle wurden im Uberleben nicht beriicksichtigt, da es sich um Rezidive, von schon in der
Statistik gefiihrten Patientinnen, handelt. In 88,2% (45/51) der Falle war der Uberlebensstatus
bekannt, in 11,8% (6/51) fehlte der Status. Zum Zeitpunkt der Datenerhebung waren 44,4%

(20/45) verstorben, 55,6% (25/45) lebten noch.
Das Follow-up wurde (ber einen Zeitraum von 0- 417 Monate erhoben.

Status IAnzahl der Falle
Adulter [Juveniler |Gesamt
Typ N [Typ N

lebt 23 2 25

verstorben 19 1 20

Follow-up fehlt|5 1 6

Gesamt 47 A4 51

Tabelle 25: Follow-up
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3.6 Korrelation zwischen der Immunhistochemie und dem Uberleben
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Abbildung 39: Follow-up

3.6.1. Ostrogen o und Uberleben

Die Ostrogen a-Expression ergab in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier im Log-Rank-

Test keine Signifikanz (p=0,112).

Ostrogen o |Gesamtzahl |Anzahl der  |Zensiert
Expression Ereignisse N 06

0 30 13 17 56,6
1 9 3 6 66,7
2 3 1 2 66,7
3 3 3 0 0
Gesamt 45 20 25 55,6

Tabelle 26: Ostrogen a und Uberleben

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 40: Ostrogen o und Uberleben
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Bei 43,3 % (13/30) der Patientinnen ohne Ostrogen a-Expression, 30% (3/10) mit geringer
Expression, 33,3% (1/3) mit maRiger Expression und 100% (3/3) mit starker Expression kam
es zum Tod. Im Mittel Uberlebten Patientinnen mit maRiger Expression am langsten. Die
kiirzeste Uberlebenszeit zeigten im Mittel Patientinnen mit starker Ostrogen a-Expression.

Meonate

Abbildung 41: Ostrogen o und Uberleben
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3.6.2 Progesteron und das Uberleben

T T
2 3

Die Progesteronexpression ergab in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier im Log-Rank-
Test keine Signifikanz (p=0,342).

Progesteron [Gesamtzahl |Anzahl der |Zensiert
Expression Ereignisse N %%

0 7 2 5 71,4
1 7 4 3 42,9
2 17 6 11 64,7
3 14 ] 6 42,9
Gesamt 45 25 55,6

Tabelle 27: Progesteron und Uberleben
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Abbildung 42: Progesteron und Uberleben

Bei 28,6% (2/7) der Patientinnen ohne Progesteronexpression, 57,1% (4/7) mit geringer
Expression, 35,3% (6/17) mit maRkiger Expression und 57,1% (8/14) mit starker Expression
kam es zum Tod. Am lédngsten iberlebten im Mittel Patientinnen mit starker Expressio. Die
kiirzeste Uberlebenszeit zeigten im Mittel Patientinnen mit geringer Progesteron Expression.
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Abbildung 43: Progesteron und Uberleben
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3.6.3 Inhibin und Uberleben

Die Inhibinexpression ergab in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier im Log-Rank-Test
keine Signifikanz (p=0,626).

Inhibin Expression Gesamtzahl IAnzahl der Ereignisse Zensiert

N %
0 14 10 4 28,6
1 16 5 11 68,8
2 9 2 7 77,8
3 6 3 3 50
Gesamt 45 20 25 55,6

Tabelle 28: Inhibin und Uberleben

Uberlebensfunktionen

IHC_Inhibin

1,04
g

1

2

= ~ 3

—— D-zensiert
- 1-zensiert

2-zensiert
- 3-zensiert

0,57

:H'.

Kum. Uberleben
<
1

]

0,0

T T T T T
0 100 200 300 400 500
Monate

Abbildung 44: Inhibin und Uberleben

Bei 71,4% (10/14) der Patientinnen ohne Inhibinexpression, 31,2% (5/16) mit geringer
Expression, 22,2% (2/9) mit maBiger Expression und 50,0% (3/6) mit starker Expression kam
es zum Tod. Patientinnen ohne Expression wiesen im Mittel das langste Uberleben auf. Die
kiirzeste Uberlebenszeit zeigten im Mittel Patientinnen mit starker Inhibinexpression.
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Abbildung 45: Inhibin und Uberleben

3.6.4 Ki-67 und Uberleben

Die Ki-67-Expression in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier im Log-Rank-Test war
signifikant (p=0,000).

Ki-67 Gesamtzahl |[Anzahl der [Zensiert
Expression Ereignisse N 0%

0 15 7 ] 53,3
1 26 9 17 65,4
2 3 3 0 0

3 1 1 0 0
Gesamt 45 20 25 55,6

Tabelle 29: Ki-67 und Uberleben
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Abbildung 46: Ki-67 und Uberleben
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Bei 46,7% (7/15) der Patientinnen mit einer Ki-67-Expression unter 5%, 34,6% (9/26) mit
einer Expression zwischen 5-10%, 100,0% (3/3) mit einer Expression zwischen 10-20% und
100,0% (1/1) mit einer Expression tber 20% kam es zum Tod.

Patientinnen mit einer Expression unter 5% zeigten im Mittel das langste Uberleben. Eine
sehr kurze Uberlebenszeit zeigte die Patientin mit einer Expression tiber 20% (19 Monate).
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Abbildung 47: Ki-67 und Uberleben

3.6.5 FOXL2 und Uberleben
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Die FOXL2-Expression ergab in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier im Log-Rank-
Test keine Signifikanz (p=0,344).

FOXL2 Gesamtzahl JAnzahl der |Zensiert
Expression Ereignisse N %

0 11 3 3 27,3
1 10 3 7 70

2 21 3 13 61,9
3 3 1 3 66,7
Gesamt 45 20 25 55,6

Tabelle 30: FOXL2 und Uberleben
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Abbildung 48: FOXL2 und Uberleben
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Bei 72,7% (8/11) der Patientinnen ohne FOXL2-Expression, 34,6% (9/26) mit geringer
Expression, 38,1% (8/21) mit maRiger Expression und 23,3% (1/3) mit starker Expression
kam es zum Tod. Patientinnen mit starker FOXL2-Expression zeigten im Mittel das langste
Uberleben. Die kiirzeste Uberlebenszeit zeigten im Mittel Patientinnen mit maRiger

Expression.
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Abbildung 49: FOXL2 und Uberleben
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3.7 Korrelation zwischen der Mutationsanalyse und dem Uberleben

Die Mutationsanalyse ergab in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier im Log-Rank Test
keine Signifikanz (p=0,293).

Pyrosequenzierung |Gesamtzahl [Anzahl der |Zensiert
Ereignisse N 9%
Keine Mutation 9 3 6 66,7
Mutation 36 17 19 [52,8
Gesamt 45 20 25 |55,6

Tabelle 31: Mutationsanalyse und Uberleben
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Abbildung 50: Mutationsanalyse und Uberleben

33,3% (3/9) der Patientinnen ohne FOXL2-Mutation und 47,2% (17/36) der Patientinnen mit
FOXL2-Mutation verstarben. Patientinnen mit FOXL2-Mutation zeigten im Mittel ein
langeres Uberleben.
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Abbildung 51: Mutationsanalyse und Uberleben
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3.8 Nanostring

Bei der Auswertung der Nanostring wurden jeweils mutierte adulte mit juvenilen
Granulosazelltumoren (Gruppe 1), mutierte adulte mit nicht mutierten adulten
Granulosazelltumoren (Gruppe 2) und nicht mutierte adulte mit juvenilen
Granulosazelltumoren (Gruppe 3) verglichen. Es wurden die, in den jeweiligen Gruppen
durch die Tumoren exprimierten Gene gezéhlt, welche eine Signifikanz p<0,05 hatten.

In Gruppe 1 waren 71 gleiche Gene exprimiert. In Gruppe 2 stimmten 50 Gene Uberein. Und
in Gruppe 3 waren 55 Gene kongruent.

AGCT Mutiert vs
JGCT
(71 Gene)

AGCT mutiert vs
AGCT nicht mutiert
(50 Gene)

AGCT nicht mutiert
Vs JGCT
(55 Gene)

Abbildung 52: NanoString: Anzahl exprimierter Gene

3.8.1 Gleiche Gene

Es gab 2 Gene, die in allen 3 Vergleichsgruppen signifikant exprimiert waren, PLA2G4A und
PIK3R3.

Bei PIK3R3 waren die Counts bei den juvenilen Granuloszelltumoren am hochsten und bei
den adulten GCTs mit FOXL2-Mutation am niedrigsten.

Bei PLA2G4A waren die Counts bei den juvenilen GCTs am niedrigsten und bei adulten
GCTs ohne Mutation von FOXL2 am hdchsten.

Gen Counts Counts juvenile | Fold change P Signalwege
GCTs
mutierte adulte
GCTs
PIK3R3 48,65 298,85 -6,14 0,0009 JAK-STAT, PI3K, RAS, Cell Cycle, Apoptosis
PLA2G4A | 24,72 8,24 3 0,0161 MAPK, RAS

Tabelle 32: Vergleichsgruppe 1
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Gen Counts Counts nicht Fold change P Signalwege
mutierte adulte
mutierte adulte GCTs
GCTs
PIK3R3 45,88 97,18 -2,12 0,0439 JAK-STAT, PI3K, RAS, Cell Cycle, Apoptosis
PLA2G4A | 23,31 61,31 -2,36 0,0184 MAPK, RAS
Tabelle 33: Vergleichsgruppe 2
Gen Counts Counts juvenile | Fold change P Signalwege
GCTs
nicht mutierte
adulte GCTs
PIK3R3 103,06 298,85 -2,9 0,0076 JAK-STAT, PI3K, RAS, Cell Cycle, Apoptosis
PLA2G4A | 65,02 8,24 7,89 0,0015 MAPK, RAS

Tabelle 34: Vergleichsgruppe 3

3.8.2 Fold change

Im Folgenden werden die Gene aufgefihrt, die eine mehr als 5fach erhohte bzw. verminderte

Expression aufweisen:

Gen Counts Counts juvenile | Fold change P Signalwege
GCTs
mutierte adulte
GCTs

HIST1H3G | 93,78 936,55 -9,99 0,0001 Transcriptional Regulation
HIST1H3B | 65,55 880,08 -13,43 0,0033 Transcriptional Regulation
CCNB1 122,28 753,22 -6,16 0,0057 Cell Cycle, Apoptosis
PIK3R3 48,65 298,85 -6,14 0,0009 JAK-STAT, PI3K, RAS, Cell Cycle, Apoptosis
CDC7 44,41 276,25 -6,22 0,0001 Cell Cycle, Apoptosis

PTTG2 31,37 189,54 -6,04 0,0001 Cell Cycle, Apoptosis
PKMYT1 |24,84 126,36 -5,09 0,0005 Cell Cycle, Apoptosis

Tabelle 35: Gruppe 1

In Vergleichsgruppe 1 waren sieben Gene mehr als 5fach vermindert exprimiert, alle in den
mutierten adulten Granulosazelltumoren. Davon waren zwei Gene aus dem Signalweg
Transcriptional Regulation und fiinf Gene aus den Signalwegen Cell Cycle und Apoptosis.
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Gen Counts mutierte Counts nicht Fold change P Signalwege
adulte GCTs mutierte adulte
GCTs
ID1 52,77 292,39 -5,54 0,0261 TGF-R
COL4A5 11,55 216,65 -18,76 0,0109 PI3K
PPARG 1197,38 162,58 7,36 0,0169 Transcriptional Regulation
IFNA 136,58 12,47 10,95 0,0111 JAK-STAT, PI3K

Tabelle 36: Gruppe 2

In der Vergleichsgruppe 2 waren zwei Gene der adulten mutierten Granulosazelltumoren
mehr als 5fach vermehrt exprimiert und zwei Gene mehr als 5fach weniger exprimiert

gegeniber den nicht mutierten adulten Granulosazelltumoren. Zwei Gene waren aus dem
Signalweg PI3K.

Gen Counts nicht Counts juvenile | Fold change P Signalwege

mutierte adulte GCTs

GCTs

HIST1H3H | 259,32 1401,68 -5,41 0,0006 Trancriptional Regulation
HIST1H3G | 93,99 936,55 -9,96 0,0031 Trancriptional Regulation
HIST1H3B | 90,02 880,08 -9,78 0,0074 Trancriptional Regulation
CCNB1 108,96 753,22 -6,91 0,0008 Cell Cycle, Apoptosis
SETBP1 302,52 49,01 6,17 0,0402 Driver Gene
NKD1 148,33 20,04 74 0,0215 Wnt
PLA2G4A 65,02 8,24 7,89 0,0015 MAPK, RAS
GRIA3 152,03 7.9 19,23 0,0038 Trancriptional Regulation

Tabelle 37: Gruppe 3

In der Vergleichsgruppe 3 waren vier Gene in den nicht mutierten adulten
Granulosazelltumoren mehr als 5fach vermindert exprimiert und vier Gene mehr als 5fach
vermehrt exprimiert. Drei Gene der weniger exprimierten Gene waren vom Signalweg
Transcriptional Regulation.

Im Folgenden werden die Gene aufgefihrt, die weniger als 1,5 fach vermehrt oder vermindert
exprimiert sind:

Gen Counts mutierte | Counts juvenile | Fold change P Signalwege

adulte GCTs GCTs
ZKSCANS | 34,67 51,49 -1,49 0,0291 (Housekeeping gene) Transcriptional

Regulation

SKP2 154,02 224,82 -1,46 0,0268 Cell Cycle, Apoptosis
PRKAR2A | 178,48 234,84 -1,32 0,0267 Cell Cycle, Apoptosis
IKBKB 124,03 162,86 -1,31 0,003 MAPK, PI3K, RAS, Cell Cycle, Apoptosis
PTPN11 237,93 304,6 -1,28 0,0419 Driver Gene, JAK-STAT, RAS
SKP1 2283,17 1847,34 1,24 0,042 Whnt, TGF-R, Cell Cycle, Apoptosis
VPS33B 135,46 101,38 1,34 0,0283 Housekeeping gene
XPA 213,3 146,45 1,46 0,0382 DNA Repair

Tabelle 38: Vergleichsgruppe 1

52




In der Vergleichsgruppe 1 waren finf Gene der adulten mutierten Granulosazelltumoren
weniger als 1,5fach vermindert exprimiert und drei Gene weniger als 1,5fach vermehrt
exprimiert gegentber den juvenilen Granulosazelltumoren. Drei der vermindert exprimiertern
Gene sind dem Singnalweg Cell Cycle und Apoptosis zuzuordnen.

Gen Counts mutierte | Counts nicht | Fold change Signalwege

adulte GCTs mutierte adulte

GCTs

MAPK1 189,21 277,43 -1,47 0,0497 TGF-B, MAPK, PI3K, RAS
PTPN11 224,35 319,57 -1,42 0,026 Driver Gene, JAK-STAT, RAS
DAXX 183,74 244,66 -1,22 0,0435 Driver Gene, MAPK
RADS50 166,25 135,75 1,22 0,0127 DNA Repair
CBL 155,51 114,66 1,36 0,0256 Driver Gene, JAK-STAT
NBN 411,02 291,52 141 0,0198 DNA Repair
KDM6A 375,17 257,34 1,46 0,0112 Driver Gene, Transcriptional Regulation

Tabelle 39: Vergleichsgruppe 2

In der Vergleichsgruppe 2 waren drei Gene der adulten mutierten GCTs weniger als 1,5fach
vermindert exprimiert und vier Gene weniger als 1,5fach vermehrt exprimiert gegentiber den
adulten nicht mutierten GCTs. Vier der Gene gehtren zu den Driver Genes.

Gen Counts nicht Counts juvenile | Fold change Signalwege
mutierte adulte GCTs
GCTs
SRSF2 451,3 630,27 -1,4 0,0074 Driver Gene
RRAS2 104,51 136,35 -1,3 0,0253 MAPK, RAS
MED12 216,77 169,31 1,28 0,0131 Driver Gene
XPA 2143 146,45 1,46 0,0168 DNA Repair
MTMR14 | 174,23 117,26 1,49 0,0394 Housekeeping Gene

Tabelle 40: Vergleichsgruppe 3

In Vergleichsgruppe 3 waren zwei Gene der adulten nicht mutierten GCTs weniger als
1,5fach vermindert exprimiert und drei Gene weniger als 1,5fach vermehrt exprimiert
gegenuber den juvenilen GCTs.
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4. Diskussion

Granulosazelltumoren des Ovars wurden erstmals 1859 von Rokitansky beschrieben [11]. Es
handelt sich um seltene Malignome, die rund 3-5% aller Ovarialtumoren ausmachen [27].
Man kann die Granulosazelltumoren in zwei Untergruppen einteilen, adulte
Granulosazelltumoren und juvenile Granulosazelltumoren [77]. Adulte Granulosazelltumoren,
machen 95% aller Granulosazelltumoren aus und treten meist perimenopausal oder in der
frihen Postmenopause auf [27, 77, 78]. In dem hier untersuchten Kollektiv lag das mittlere
Erkrankungsalter bei 54,5 Jahren. Die meisten Patientinnen, 25,5% erkrankten in der flinften
Lebensdekade, wie auch in einer Studie von Sekkate et al [78]. Granulosazelltumoren werden
als niedrig maligne betrachtet [79, 80], da sie hé&ufig in friihen Tumorstadien entdeckt werden
[20, 81]. Auch eine Metastasierung tritt eher selten auf [81, 82]. Die Rezidivrate liegt bei 10-
30% und im Durchschnitt liegt die Zeit des ersten Rezidivs bei 4-7 Jahren [27, 83]. 31 der 38,
81,6%, Tumoren, von denen die Tumorstadieneinteilung vorlag, befanden sich im
Tumorstadium I. Auch in anderen Studien tberwiegt die Erkrankung im Tumorstadium | [78,
84]. Adulte Granulosazelltumoren weisen zu 97% eine Punktmutation, 402C — G (C134W),
im FOXL2-Gen auf. Diese Mutation wurde 2009 erstmals von Shah et al beschrieben [41]. In
spateren Studien wurde eine Mutationsrate von 93-97% [12, 59, 85] beschrieben. Auch in
einer Studie von Buza et al wurde 2017 bei einem Datensatz von 51 Féllen eine Mutationsrate
von 88,6% bei adulten Granulosazelltumoren beschrieben [86]. In der von uns durchgefuhrten
Pyrosequenzierung waren 87,7% (50/57) aller adulten Granulosazelltumoren im FOXL2-Gen
mutiert. Bei der differenzierten Betrachtung von primdren AGCT und Rezidivtumoren des
AGCT, zeigten in der hier durchgefiihrten Mutationsanalyse 81,8% (27/33) der
Primartumoren und 93,3% (14/15) der Rezidivtumoren eine FOXL2- Mutation. Auch in einer
Studie von Zannoni et al wurde Gewebe von 37 priméren adulten Granulosazelltumoren und
von funf Metastasen eines AGCT mittels Pyrosequenzierung untersucht. 89,2% der priméaren
AGCT und 80% der Metastasen zeigten hier eine Mutation im FOXL2 Gen [77]. Die
Variation der Auspréagung der FOXL2 Mutation kann verschiedene Ursachen haben. Zum
einen die Auswahl der Patienten. Aber auch die Verwendung unterschiedlicher Methoden fir
die Sequenzanalyse. Shah et al fuhrte eine direkte Sequenzierung durch und wiesen eine
Mutationsrate von 97% bei AGCT nach [41]. D"Angelo et al hingegen fiihrten eine Real-Time
PCR durch und hatte damit eine Mutationsrate von 70% [87]. In der immunhistochemischen
Untersuchung war bei 80% der Tumoren, bei denen in der Pyrosequenzierung eine FOXL2-
Mutation nachgewiesen wurde, auch eine nukleére Positivitat fir FOXL2. Davon waren 50%
der Falle maRig positiv gefarbt. Jedoch wiesen auch 63,3% der Falle ohne Mutationsnachweis
eine positive Farbereaktion im Zellkern auf. Eine Korrelation zwischen der Mutationsanalyse
und der Immunhistochemie konnte nicht nachgewiesen werden (p=0,163). Auch in einer
Studie von D”Angelo et al waren 75% der Falle in der Immunhistochemie positiv. Hier
zeigten Félle mit Mutationsnachweis eine starkere Immunreaktion [55]. Jamieson et al
beschrieben einen Fall ohne Mutationsnachweis, der >40% positiver Zellkerne zeigte [59].
Bei drei Fallen mit positiver Féarbereaktion handelte es sich um juvenile GCTs. Sowohl
D"Angelo et al als auch Kalfa et al beschrieben den Nachweis einer Immunreaktion fir das
FOXL2 Protein in juvenilen GCTs. Bei D"Angelo et al wurden bei 14/19 Féllen FOXL2
exprimiert und Kalfa et al untersuchten ausschliellich juvenile GCTs. Kalfa et al stellten fest,
dass Patienten mit juvenilen Granulosazelltumoren, die vermindert oder kein FOXL2
exprimierten, eher einen aggressiven Krankheitsverlauf hatten [50, 87]. Diverse Studien, die
eine FOXL2-Expression in der Immunhistochemie untersuchten, werteten die nukledre
Expression aus [50, 59, 87]. Lediglich Jamieson et al beschrieben die diffuse
zytoplasmatische Féarbung eines Granulosazelltumors mit FOXL2-Mutation [59].

54



Die meisten Falle der AGCTs sind bei Diagnosestellung im Tumorstadium | [17, 88]. Im
Vergleich zu epithelialen Tumoren, werden GCTs zu 81% in friihen Stadien festgestellt, (71%
in Stadium I, 10% in Stadium I1) [13, 20]. Auch in unserer Studie zeigte sich in 81,6% eine
Erkrankung im Tumorstadium I, davon waren 58% im Stadium la. Alle Falle dieser Studie,
bei der kein Mutationsnachweis des FOXL2-Gens vorlag, befanden sich im Tumorstadium 1.
Davon wiederum waren 75% im Stadium la. Bei zwei der Falle handelte es sich um juvenile
Granulosazelltumoren. Auch die meisten Falle, 76,7%, die einen Mutationsnachweis hatten,
waren im Tumorstadium | und davon wiederum weitaus mehr als die Hélfte im Stadium la.
Im Tumorstadium Il waren 6,7% der Félle und 16,7% im Stadium I1l. In einer Studie von
D"Angelo et al wurde bei Patientinnen mit Mutationsnachweis ein kiirzeres krankheitsfreies
Intervall beobachtet, wohingegen das Uberleben nicht durch den Mutationsstatus beeinflusst
wurde [87]. Auch Zannoni et al beobachteten die Expression der Mutation von FOXL2 in
Primartumoren und Metastasen. Sie beschrieben, dass es mdglich sei, dass durch das mutierte
Allel eine erhohte Expression von FOXL2 vorkommt, welche wiederum einen Einfluss auf
Rezidiverkrankungen hat [77].Der FOXL2-Wildtyp spielt eine wichtige Rolle bei der
Hemmung der Proliferation von Granulosazellen und bei der Forderung der Apoptose [18,
52]. Durch eine Mutation wird demzufolge Uber verschiedene Signalwege die Apoptose
gehemmt und das Zellwachstum geférdert.[18, 65]. In einer Studie von Cheng et al wurde
festgestellt, dass in KGN-Zellen (=human granulosa-like tumor cell line) GnRH-Rezeptoren
exprimiert werden und dass durch Zugabe von GnRH es zur Apoptose kommt. Bei
Uberexpression des FOXL2-Wildtyps kommt es zur Vermehrung von GnRH-Rezeptoren und
und die GnRH-induzierte Apoptose wird verbessert. Beim mutierten Typ konnte kein
Einfluss auf die durch GnRH/GnRHR induzierte Apoptose festgestellt werden [58]. Auch
Kim et al beschrieb eine Hemmung der Apoptose bei einer FOXL2-Mutation [64]. Durch
Hemmung der Apoptose kommt zu Schaden der DNA, was mit einer Hyperproliferation
assoziiert wird. AuBerdem wurde eine unterdriickte Apoptose in high-grade Tumoren
festgestellt [89]. In unserer Studie hatten Patientinnen mit Tumoren im Stadium Il oder I11
ausschlief3lich GCTs mit FOXL2-Mutation. Das heil3t Patientinnen, die den Nachweis einer
Mutation zeigten, zeigten auch eine Erkrankung in hoheren Tumorstadien. Man kann also
davon ausgehen, dass bei Patientinnen mit Granulosazelltumoren mit Mutation im FOXL2-
Gen, durch eine Hemmung der Apoptose es zu schwereren Krankheitsverlaufen kommt. Auch
in unserer Studie zeigt sich dieser Trend. Patientinnen mit Tumorrezidiv zeigten zu 93,3%
eine Mutation, Patientinnen mit Primartumor hingegen nur zu 81,8%. In einer Studie von
Yanagida et al, in der Priméartumoren und Rezidivtumoren untersucht wurden, wurde jeweils
die Mutation nachgewiesen [83]. In unserer Studie verstarben Patientinnen mit Nachweis
einer Mutation (47,2%) haufiger. Bei Patientinnen ohne Mutation kam es in 33,3% der Falle
zum Tod. Eine Korrelation zwischen der Mutationsanalyse und dem Uberleben zeigte sich
jedoch nicht (p=0,293). Kraus et al konnten in eine Studie nachweisen, dass homozygote
FOXL2-Mutationen eher bei Patientinnen mit Rezidivtumoren als mit Primartumoren
vorlagen. AulRerdem zeigte sich bei Tumoren mit homozygoten FOXL2-Mutationen friihere
Rezidive [62]. Wir werteten in der Immunhistochemie nicht nur die Expression von FOXL2
aus, sondern auch die Expression diverser anderer Proteine wie Ostrogen o, Progesteron,
Inhibin und Ki-67 und deren Korrelation mit dem Tumorstadium sowie dem Uberleben.
Granulosazelltumoren sind haufig hormonell aktiv und produzieren Ostrogen [8, 34]. Durch
die Sekretion von Ostrogen, werden viele Patientinnen klinisch auffallig. Es kommt u.a.
vermehrt zu vaginalen Blutungen oder bei jungen Patientinnen zur Pseudopubertas praecox
[34, 90]. Es gibt zwei verschiedene Ostrogenrezeptoren im Ovar, ERo und ERB , wobei ERp
der vorherrschende ist [17]. ERa kommen im Ovar in den Thekazellen, im Stroma, am
Oberflachenepithel und im Corpus luteum von prdmenopausalen Frauen vor. In
Granulosazellen findet man ERB. Man stellte fest, dass Frauen, die seit mehr als flinf Jahren
postmenopausal waren, eine Zunahme an ERa hatten [91]. Normalerweise findet man ERa
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und PR auf der Oberflache von epithelialen Tumoren des Ovars, am ehesten bei serdsen oder
endometrioiden Ovarialkarzinomen. Aber auch bei Keimstrang-Stroma-Tumoren, v.a. bei
Granulosazelltumoren und bei Sertoli-Leydigzell-Tumoren, konnten diese Hormonrezeptoren
nachgewiesen werden. Diverse Studien ergaben verschiedene Ergebnisse zum
Hormonrezeptorstatus, sodass man davon ausging, diese Hormonrezeptoren hatten keine
biologische Bedeutsamkeit fiir u.a. adulte GCTs [92]. Farinola et al fihrten daher eine Studie
zur Expression beider Rezeptoren bei AGCTs und Sertoli-Leydigzell- Tumoren durch. Sie
konnten bei 66% der Fille eine Expression von ERa feststellen. Zu einer Reaktion bei >50%
der Zellen kam in 20% der Félle. Hingegen waren 98% der Félle PR positiv, wovon wiederum
68% eine Reaktion bei mehr als 50% der Zellen hatten[92]. In unserer Studie zeigten 32,8%
der GCTs einen positiven ERo Nachweis, davon hatten 14,8% einen Remmele-Score (ber 6,
also eine malige bis starke Auspragung der Rezeptorexpression. Im Tumorstadium la waren
ausschlieBlich Falle mit einer méRigen bis starken Farbereaktion. Allerdings verstarben 3/3
Patientinnen mit starker ERa- Expression und hatten auch im Mittel die kiirzeste
Uberlebenszeit. In einer Studie von Ciuci et al wurde nur bei 30% der ausschlieRlich AGCTs
eine Expression von ER alpha beobachtet [93]. Auch Hutton et al beobachteten eine niedrige
Expression (20%) von ER alpha bei AGCTs, auch konnte er keinen Zusammenhang zwischen
der Expression von ERa und PR und dem Outcome der Patientinnen feststellen [33]. Trotz
der Bedeutung fiir die Entwicklung und die Funktion des Ovars, ist die Rolle von Ostrogen
und Ostrogenrezeptoren bei Granulosazellen nicht vollstandig verstanden [34]. Bei
Granulosazelltumoren werden ER stark exprimiert, wahrend ERa nur méBig ausgebildet
sind. ERP wurde als antiproliferativ bei verschiedenen Krebsarten erkannt [17]. Jamieson et
al vermuteten einen Einfluss auf die Tumorgenese via ERa [17]. Kim et al hingegen
beschrieben einen positiven Effekt durch vermehrte ERa, denn in einem Modell mit Knock-
out-Mdusen, zeigten Mduse ohne ERa eine verstirkte Entwicklung von GCT und kiirzeres
Uberleben [94]. Sie vermuteten eine vermehrte Bildung von Tumoren, im Falle einer
Mutation im ERa bzw. beim Verlust von ERa und ERB. Fan et al stellten fest, dass es bei
ERR-Knock-out-Méausen zu vermehrter Tumorbildung kommt, bei ERa-Knock-out-Mausen
hingegen nicht, daher vermuteten sie, dass eine Tumorgenese von der Anwesenheit von ERa
abhangig ist. AuRerdem stellten sie fest, das ERR-Ma&use vermehrt ERa und Ki-67
exprimierten. Sie schlussfolgerten daher, dass eine Anderung des Verhiltnisses Era/ERB zu
gunsten von ERa zu einer spontanen Tumorgenese im Ovar fithren kann [95]. In Bezug auf
epitheliale Ovarialkarzinome und Mammakarzinome wurde bereits ein auf das Uberleben
positiver Effekt durch Auspragung von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren beobachtet [96].
Ebenso wurde in mehreren Studien beschrieben, dass die Uberexpression von PR als
glinstiger Prognosefaktor bei epithelialen Ovarialkarzinomen gilt [96, 97]. Friberg et al
stellten fest, dass die Aktivierung von PR bei Granulosazellen eine proapoptotische Wirkung
haben [98]. Dies kénnte auch bei GCTs eine Rolle spielen. Im Gegensatz dazu stellten Puechl
et al erst 2019 fest, dass eine verstarkte immunhistochemische Expression von Progesteron
sowohl das rezidivfreie Intervall als auch die Gesamtuberlebenszeit verkiirzt [99]. Bezuglich
der Expression von Ostrogen wurde kein Zusammenhang erkannt. Wie auch Farinola et al
hatten sie in 98% der Félle PR positive GCTs. In unserer Studie konnten bei 85,2% der Félle
PR immunhistochemisch nachgewiesen werden. In 65,5% der Falle war der Remmele Score
uber 6. Alle Félle ohne Nachweis von PR waren im Tumorstadium la und Patientinnen ohne
PR Nachweis zeigten das langste Uberleben. 56% der Patientinnen mit einer maBigen bis
starken immunhistochemischen Reaktion verstarben. Obwohl in unserer Studie auch ein
Trend fiir einen Einfluss von PR auf ein schlechtes Uberleben (p=0,342) und ein héheres
Tumorstadium (r=0,154; p=0,514) bestand, zeigte sich keine Signifikanz. Inhibin wird von
Granulosazellen des Ovars produziert und spielt eine wichtige Rolle wahrend der Lutealphase
und der spaten Follikelphase des Ovars. Es hemmt die FSH Produktion der Hypophyse und ist
zeitgleich ein Wachstumsfaktor flr die Granulosazellen selbst [17, 34]. Normalweise sinkt in
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der Menopause der Inhibinspiegel bei Frauen, bei Patientinnen mit Granulosazelltumoren
jedoch bleibt der Spiegel hoch bzw. steigt. Deshalb wurde Inhibin auch bereits als ein Marker
zur Diagnose von GCTs erkannt [20, 100]. Bei epithelialen Ovarialkarzinomen wurde
beobachtet, dass besonders fortgeschrittene Tumore wenig Inhibin A exprimieren [101]. Eine
Sekretion von Inhibin ist also zwar typisch, aber nicht spezifisch fir GCTs [20]. Ein
Nachweis von Inhibin in der Immunhistochemie findet man in fast allen Keimstrang-
Stromatumoren, lediglich die Fibrothekome bilden eine Ausnahme [102]. Nicht alle
Granulosazelltumoren zeigen in der Immunhistochemie eine Expression von Inhibin [34, 102]
[103]. Es wurde in Studien eine Expression von Inhibin zwischen 73,9% [104] und 88,5%
[103]. Somit kann Inhibin als wichtiger Marker in der Diagnostik von GCTs dienen. Auch in
unserer Studie zeigten sich 71,3% der Falle als Inhibin positiv. Nosov et al beschrieben, dass
Patientinnen, die jung erkranken und eine héhere Inhibin- sowie Ki-67-Expression haben, ein
hoheres Rezidivrisiko aufweisen [105]. Ki-67 ist ein Protein, welches in allen aktiven Phasen
der Zellteilung exprimiert wird und besonders wéhrend der Mitose sichtbar wird. Es wird mit
der Zellproliferation in Verbindung gebracht. Der Anteil Ki-67 positiver Zellen korreliert
haufig mit dem klinischen Krankheitsverlauf. Besonders in der Brustkrebsdiagnostik ist Ki-67
bereits als ein prognostischer Faktor etabliert, der das krankheitsfreie Intervall mitbestimmt
[49, 106]. Beziglich der Granulosazelltumoren wurde eine hohere Expression von Ki-67 bei
Rezidivtumoren beschrieben [107, 108]. AulRerdem wurde auch eine erhdhte Expression bei
juvenilen GCTs beobachtet [107]. Auch in unserer Studie exprimierten alle juvenile GCTs
vermehrt Ki-67. Drei von vier Fallen (75%) hatten eine Expression zwischen 5 und 10%, in
einem Fall war sogar eine Expression von (ber 20%. In diesem Fall handelte es sich um einen
Rezidivtumor im Erkrankungsalter von 23 Jahren, an dem die Patientin nach nur 19 Monaten
verstarb. 65% der Patientinnen aus unserer Studie mit einer Ki-67 Expression von Uber 5%
verstarben. Auch King et al beschrieben ein negatives Auswirken bei erhdhter Expression von
Ki-67 auf das Uberleben [109]. Im Umkehrschluss dazu beobachteten Volkova et al ein
deutlich langeres ruckfallfreies Intervall, bei einer niedrigen Ki-67-Expression [110]. Costa et
al hingegen stellten nur einen schwachen Zusammenhang zum krankheitsfreien Intervall
[107] fest. Verschiedene Studien beschreiben einen Zusammenhang zwischen dem
Tumorstadium und der Expression von Ki-67, es wurde beobachtet, dass Félle mit hoherer
Ki-67-Expression auch héhere Tumorstadien aufweisen [34, 111]. In einer Studie von
Sonoyama et al wurde bei einem besonders aggressivem GCT ein Ki- 67 Index von 40%
nachgewiesen [112]. In unserer Studie waren 57,8% der Falle im Tumorstadium la, alle
exprimierten <10% Ki-67. 39,5% der Falle waren im Stadium Ic oder schlechter, davon
wiederum exprimierten 73,3% mehr als 5% Ki-67. Insgesamt gab es zwei Falle, einer im
Tumorstadium Ic und einer im Stadium Il1b, die mehr als 10% Ki-67 exprimierten.

In einer weiteren Untersuchung mittels NanoString, war das Ziel herauszufinden, ob es
weitere Gene gibt, die einen Einfluss auf die Entstehung von Granulosazelltumoren haben.
Bei der Genanalyse mittels NanoString erfolgten die Untersuchungen nur an einem sehr
kleinen Kollektiv. AuRerdem wurde kein Gewebe eines gesunden Ovars untersucht, das heif3t,
man weil3 zwar das die unterschiedlichen Tumore zueinander Gene verschieden stark
exprimieren, jedoch nicht, ob es sich im Vergleich zum gesunden Ovar um eine Uber- oder
Unterexpression handelt. Bei der NanoString-Analyse konnten wir zwei Gene ausfindig
machen, die in allen drei Tumorentitaten signifikant exprimiert waren: PIK3R3 und
PLA2G4A. PIK3R3 gehort zu den Phosphoinositid-3-Kinasen (P13K), Enzyme, die eine
wichtige Rolle bei verschiedenen intrazelluléren Signalwegen spielen. Sie sind wichtig flr
den Zellstoffwechsel, Proliferation, Differenzierung und Migration. Es gibt drei verschiedene
Klassen und diverse Isoformen. PIK3R3 gehort zur Klasse 1A. Die Kinasen der Klasse 1A
regulieren Wachstum und Stoffwechselvorgéange. Es ist bekannt, dass eine Verstarkung der
PI3K Signalwege zu Krebserkrankungen fihrt [113].
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Der Zusammenhang zwischen dysreguliertem PI3K und der Entstehung von Karzinomen ist
gut dokumentiert [114]. Unter anderem wurde sowohl beim Prostatakarzinom [115] als auch
beim Mammakarzinom [116] der Einfluss von PI3K auf die Kanzerogenese belegt. Unter
anderem weifl man, dass in soliden Tumoren, mitunter auch in epithelialen
Ovarialkarzinomen der PI3BK/AKT Signalweg durch eine Mutation oder eine erhdhte Anzahl
von Proteinen von PI3K Untereinheiten, PIK3CA und PIK3R, aktiviert wird [17]. PIK3R3
spielt eine entscheidende Rolle bei der Proliferation und beim Uberleben verschiedener
Tumoren [117]. PIK3R3 kodiert die p55y Untereinheit von PI3K [118]. Es wurde
herausgefunden, dass es einen Zusammenhang zwischen der p55PIK Untereinheit mit dem
Retinoblastom-Protein (Rb), einem wichtigen Regulator des Zellzyklus, gibt [119]. Eine
Erh6éhung von PIK3R3 und damit einhergehender Tumorzellmigration wurde bereits beim
hepatozellularem Karzinom, malignen Melanom, Triple-negativen Mammakarzinom,
kolorektalen Karzinom und bei Metastasen des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms
festgestellt [117]. Beim Kolorektalen Karzinom wurde auch festgestellt, dass Patienten mit
einer hoheren PIK3R3 Expression ein besseres krankheitsfreies Uberleben hatten [120].
Zhang et al stellten bei Ovarialkarzinomen eine Erhéhung von 6 von 12 PI3K Untereinheiten
fest, v.a. PIK3R3 war signifikant erhoht [121]. Sie vermuteten daher, dass der PI3K
Signalweg durch Uberexpression von PIK3R3 bei Ovarialkarzinomen an Funktion zunimmt
[121]. Schon vorher war bekannt, dass PI3K Einfluss auf das Tumorlberleben und die
Antiapoptose hat. Daher schalteten Zhang et al die PIK3R3 mRNA in Ovarialkarzinomen aus
und bemerkten eine Steigerung der Apoptose [121]. Eine Uberexpression oder Mutation von
PIK3CA und PIK3R konnte in Granulosazelltumoren bisher jedoch nicht festgestellt werden
[17, 122]. PIK3R3 ist also an der Aktivierung des PISBK/AKT Signalweges beteiligt [17]. Der
PIK3/ Akt Signalweg ist der in den meisten Karzinomarten aktivste Signalweg. Er kann
Einfluss haben auf das Uberleben, Angiogenese, Chemoresistenz und die Entstehung von
Metastasen [123]. Es ist bekannt, dass eine Aktivierung des AKT-Signalweges durch PI3K
mit der Tumorgenese in Verbindung steht. Dies geschieht mittels Hemmung der Apoptose
durch Hemmung weiterer Proteine, welche normalerweise die Zellproliferation hemmen und
die Apoptose initiieren [52]. Li et al vermuteten, dass unkontrollierte PI3K Aktivitét in
Oozyten zur Umwandlung von Granulosazellen zu GCT-Zellen, durch gestorte
Zellkommunikation, fuhrt [52]. Auch Kim et al beschrieben, dass nicht mutierte Zellen durch
gestorte Zellkommunikation maligne werden kénnen. So zum Beispiel bei GCTs, bei denen
es durch exogene Faktoren zu einer unterbrochenen Zellkommunikation wéhrend der
Follikulogenese kommt [124].

Das zweite Gen, welches in allen Gruppen signifikant vorkam, war PLA2G4A. Es kodiert
cPLA2aq, eine Untereinheit der cytosolischen Phospholipase A2, durch diese Phospholipase
wird Arachnoidonséure, ein Bestandteil der Zellmembran, freigesetzt [125]. Derivate der
Arachnoidonséure, die Eicosanoide, werden weiter verstoffwechselt zu u.a. Prostaglandinen,
Leukotrienen und Thromboxan [126], diese spielen eine wichtige Rolle bei der
Zellproliferation, -differenzierung, - motilitat, Apoptose und bei der Angiogenese [125].
Durch Fehlregulation, der am Eicosanoid- Stoffwechsel beteiligten Komponenten kann es zu
Entstehung und Progress verschiedener Krebsarten kommen [125]. V.a. Prostaglandin PGE2
fordert das Tumorwachstum, dies wurde bisher u.a. bei Mammakarzinom, Lungenkarzinom
und Kolonkarzinomen festgestellt [126]. Auf verschiedenen Signalwegen wird Uber
Prostaglandine und Leukotriene das Zellwachstum, Migration und Invasion der Tumorzellen
reguliert. So aktiviert z.B. PGE2 im kolorektalen Karzinom den PI3K/Akt Signalweg,
wodurch u.a. Zellmigration und -invasion geférdert wird. In Zelllinien vom Pankreaskarzinom
konnte eine Zellproliferation durch Aktivierung des PI3K/Akt Signalweges durch LTB4
beobachtet werden [126]. Bai et al stellten fest, dass Patienten mit AML bei einer verstérkten
PLA2G4A Expression ein kirzeres Gesamtiiberleben hatten, als Patienten mit einer
niedrigeren Expression [116]. Zhang et al hingegen stellten fest, dass eine niedrigere
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PLA2G4A Expression mit einer ungtinstigen Uberlebensprognose bei Patienten mit
Magenkarzinomen einhergeht [127]. Patel et al zeigten in ihrer Studie, dass cPLA2a in allen
Prostatakarzinomen vorkam, jedoch bei androgenresistenten Tumoren vermehrt. Auch
konnten sie belegen, dass es durch Hemmung der cPLA2a zu verringertem Zellwachstum
kommt [128]. Auch Kim et al stellten an einer Studie mit basal-like Mammakarzinomen,
einem aggressiven und haufig Triple-negativen Subtyp des Mammakarzinoms fest, dass es
durch Gabe von AVX235, ein Hemmer der cPLA2a, zu einer verminderten Vaskularisation
und Perfusion des Tumors kam und dadurch auch zu einem vermindertem Wachstum [129].
In mehreren Studien wurde beschrieben, dass sowohl PIK3R3 als auch PLA2G4 einen
Einfluss auf das Wachstum diverser Karzinome hat. Da bei allen drei Tumorentitaten des
GCT beide Gene signifikant exprimiert waren, kann es sein, dass diese auch eine Ursache fir
die Entstehung und das Wachstum von Granulosazelltumoren sind.

Weiterhin fiel auf, dass juvenile GCTs im Vergleich zu adulten Granulosazelltumoren
vermehrt HIST1H3G und HIST1H3B exprimierten. Lediglich bei den AGCTs mit FOXL2-
Mutation kam noch HIST1H3H hinzu. Alle drei Gene kodieren Untereinheiten des Histon H3.
Es gibt funf Histon-Klassen. HIST1, liegt beim Menschen auf dem Chromosom 6 (6p21-p22)
und umfasst 55 Gene. Darunter gibt es 12 H3 Genen, welche drei H3 Proteine kodieren [130].
Die durch verschiedene Gene kodierten Proteine sind sich sehr &hnlich, jedoch nicht
identisch. Gene der replikationsabhangigen Histone konnen spezifische Funktionen haben und
die Chromatinregulation veréandern [131]. Histone sind Proteine des Zellkerns, welche fir die
Nukleosomenstruktur des Chromosomenstranges verantwortlich sind. Je zwei Kopien der
Histone H3, H4, H2A und H2B bilden ein Oktamer, um welches ca. 146bp DNA gewickelt
sind. Das Linker-Histon H1 verbindet die DNA zwischen den Nukleosomen und dient so
einer kompakteren Chromatinanordnung [132]. Somit sorgen die Histone fir die Verpackung
und Anordnung des Genoms. Die Nukleosomenstruktur ist wichtig fir Genexpression und
viele andere DNA-abh&ngige VVorgange wie Transkription, Replikation, Rekombination und
Reparatur. Veradnderungen der Nukleosomenstruktur kénnen die Transkription oder die
Bindung von Regulationsfaktoren beeinflussen. Es gibt drei Mechanismen, die die
Nukleosomenstruktur und chromatinabhangige Zellprozesse verandern kénnen: Histon-
Modifikation, Chromatin-Remodelling und Histonvarianten. Histon-Modifikation bezieht sich
auf posttranslationale Veranderungen, wie z.B. Acetylierung, Methylierung oder
Phosphorylierung. Dadurch &ndert sich die Chromatinstruktur und somit auch u.a. die
Nukleosomeninteraktion und die Bindung von Effektormolekiilen. Chromatin-Remodelling
meint dynamische DNA-Verénderungen durch verschiedene Enzyme sowie durch
Transkription, Replikation, Apoptose und Reparatur. Histonvarianten nennt man nicht
allelische Histone die unabhangig von der Replikation sind und wéhrend des gesamten
Zellzyklus prasent sind. Sie unterscheiden sich zu den kanonischen Histonen nur in wenigen
Aminosauren. Normalerweise haben Histone keine Introns, Histonvarianten kénnen jedoch
Introns haben [131]. Varianten sind wichtig fir die Regulation der Chromatinstruktur und
somit auch fir Zellvorgédnge, Chromosomentrennung und Genexpression. Fur die Einbindung
ins Nukeleosom benétigen Histonvarianten andere Proteine, die Chaperone. Wenn Histon
Varianten dereguliert sind, kénnen sie zu Karzinomen fthren [133]. H3 Varianten wurden
bereits als wichtig in der Karzinomentstehung erkannt, da sie in verschiedenen Tumoren
fehlreguliert oder verandert waren [134]. Sie kénnen das Genom veréndern und dadurch
Karzinome bilden oder zum Erkrankungsprogress fiihren. Es ist bereits bekannt, dass die
Anzahl der Isoformen der Histone bei verschiedenen Karzinomen verandert ist. Bei
Mammakarzinomen konnte beispielsweise der Zusammenhang zwischen der HistlH2BK
Expression und Metastasierung belegt werden. Bei einer hohen Expression kam es zu
vermehrter Metastasierung mit VEGF165 tberexprimierenden Zellen, bei niedriger
Expression hingegen zu weniger Metastasierung mit VEGF189 exprimierenden Zellen [131].
Singh et al fassten Zusammen in welchen Karzinomen es zur Auf- oder Abregulation H3
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Isoformen kommt, u.a. kommen H3 Isoformen in Brustkrebs berexprimiert und in
Endometriumkarzinomen vermindert exprimiert vor. Auch Shah et al zeigten, dass von den
H2 Isoformen in verschiedenen Geweben wie Kolon, Zervix oder Leber die Isoformen
unterschiedlich stark exprimiert waren und schlussfolgerten daher, dass die unterschiedliche
Expression der Isoformen zur Bestimmung verschiedener Zelltypen beitragt. Neben einer
Uberexpression von H2 Isoformen bei Brustkrebs wurde auch von einer Uberexpression
dieser bei AIDS und multipler Sklerose berichtet [135]. Im Falle von juvenilen GCT handelt
es sich hierbei um HIST1H3G und HIST1H3B.

Ein weiteres Gen, welches im Vergleich bei juvenilen zu adulten Granulosazelltumoren
deutlich vermehrt exprimiert (sechsfach) war, war CCNB1. Dieses Gen codiert Cyclin B1,
welches ein Schliisselmolekiil im Zellzyklus beim Ubergang G2-M-Phase ist und somit
bedeutend fiir den Beginn der Mitose. Es spielt eine zentrale Rolle in der Tumorgenese und
eine Uberexpression konnte bei mehreren Tumoren u.a. Mammakarzinom [136],
Kolonkarzinom [137], Lungenkarzinom [138] und Prostatakarzinom [139] festgestellt werden
[138, 140]. Normalerweise ist die Expression niedrig und steigt nur an beim Ubergang G2-M-
Phase. Eine Deregulation kann daher zu einer Steigerung des Zellzyklus und somit zu einer
malignen Transformation fiihren [140]. Ye et al verglichen in einer Metaanalyse verschiedene
Studien bezlglich des Outcomes bei Cyclin B Expression bei verschiedenen Tumoren und
stellten fest, dass eine erh6hte Expression bei Lungen- und Osophaguskarzinomen mit einer
schlechteren 3- und 5-Jahrestiberlebensrate einhergeht, es beim kolorektalen Karzinom
hingegen zu einer verbesserten 5-Jahrestiberlebensrate kommt [140]. Diese Studie beschrieb
die Uberexpression des Proteins, Cyclin B1, es gibt auch Studien zur Expression des CCNB1
Gens. CCNBL1 ist beteiligt an der Zellzykluskontrolle, eine Fehlfunktion fiihrt zur
Tumorgenese. Eine Uberexpression von CCNB1 beobachteten Liu et al bei Patienten mit
Adenokarzinom der Lunge im Zusammenhang mit einem schlechteren Uberleben [141].
Zhang et al zeigten an Pankreaskarzinomzellen, dass es bei Ausschaltung von CCNB1 zu
einer Erhéhung von p53 kommt und somit zu einer Steigerung der Apoptose [142]. Li et al,
die Untersuchungen an Hypophysenadenomen machten, stellten einen Zusammenhang
zwischen der Expression von CCNB1 und dem Invasionsgrad fest. AuRerdem konnten sie
beobachten, dass durch Ausschalten des Gens die Zellen in der G2/M Phase verharren und die
Apoptose induziert wird [143]. Auch in Ovarialkarzinomen wurde die Expression von Cyclin
B1 untersucht. Zheng et al untersuchten 58 epitheliale Ovarialkarzinome, 18 Ovarialtumoren
niedrig maligner Potenz und 6 normale Ovarien immunhistochemisch. Sie stellten eine
deutlich erhthte Expression bei Ovarialtumoren niedrig maligner Potenz fest [144]. In einer
anderen Studie von Wei et al wurde der Zusammenhang zwischen einer starken CCNB1
Expression und einer verkiirzten Uberlebenszeit bei Ovarialkarzinomen hergestellt [145]. Es
gibt mehrere Studien, die zeigen, dass die Expression von Cyclin B1 bei Mammakarzinomen
als prognostischer Faktor dient. Patienten mit hoher Expression haben eine kirzere
Uberlebenszeit und kiirzere krankheitsfreie Intervalle. AuRerdem besteht ein Zusammenhang
mit TumorgrolRe, Lymphknotenmetastasen und histologischem Grad [146, 147]. Beim
kolorektalen Karzinom hingegen wurde beobachtet, dass zwar bei friihen Stadien die
Zellproliferation durch eine hohe Cyclin B1 Expression gefordert wird, jedoch bei invasiven
und metastasierten Karzinomen die Cyclin B1 Expression sinkt [148]. Zusammenfassend
kann man sagen, dass viele Tumoren vermehrt Cyclin B1 exprimieren, eine erhéhte
Expression meist mit einem schlechteren Uberleben einhergeht und Cyclin B1 daher bei
vielen Tumoren als prognostischer Faktor dient. Um den Einfluss einer vermehrten Cyclin B1
bzw. CCNBL1 Expression auf juvenile Granulosazelltumoren herauszufinden, sollte man
jedoch Untersuchungen an einem grofReren Kollektiv durchfthren.

Im weiteren Vergleich der signifikant exprimierten Gene bei adulten Granulosazelltumoren
mit FOXL2-Mutation und ohne FOXL2-Mutation, fiel vor allem eine 20fach erhéhte
Expression von COL4AD5 bei adulten Granulosazelltumoren mit FOXL2-Mutation auf.
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COLA4ADS ist ein Gen, das vor allem daflir bekannt ist, dass es bei Mutationen zum Alport-
Syndrom fuhrt. Es kodiert das Alpha-5-Typ-1V-Kollagen, welches dem Aufbau der
Basalmembran verschiedener Strukturen wie Glomerula, Kochlea oder Kornea dient. Das
Alport- Syndrom wird zu 85% X-chromosomal durch eine Mutation des COL4A5 Gen
vererbt. Die betroffenen Patienten leiden unter Nierenfehlfunktion, Horverlust und
Sehstérungen [149]. Jedoch konnte auch in Karzinomen eine Zunahme der Typ IV Kollagene
festgestellt werden [150, 151]. Es gibt 6 verschiedene alpha-Ketten der Typ IV Kollagene,
al(IV) bis a6(1V). Sie werden durch die jeweiligen Gene kodiert. COL4A5 und COL4A6
liegen beide auf dem X-Chromosom[151]. Je drei alpha Ketten bilden ein Trimer und bilden
ein Bestandteil der Basalmembran, welche epitheliale und endotheliale Zellen von den
darunter liegenden mesenchymalen Zellen trennt [150]. Kollagen 1V ist wichtig flr die
Zellinteraktion und somit auch fur verschieden Prozesse wie Zelladhdsion, Migration,
Proliferation und Uberleben. Kollagen IV ist ein wichtiges Bindeglied fiir verschieden
Zelltypen, so auch fir Tumorzellen [151]. Der Einfluss auf die Tumorgenese konnte in
verschiedenen Studien belegt werden. Man konnte feststellen, dass von COL4 Signale
ausgehen, die fur die Entstehung von Lebermetastasen bei verschiedenen Karzinomen
verantwortlich sind [152]. Ebenso konnte man nachweisen, dass bei Adenokarzinomen der
Mamma Faktoren sezerniert werden, welche die Kollagensynthese fordern [153]. AuRerdem
spielt Kollagen IV bei der Angiogenese von Tumorzellen eine wichtige Rolle [154]. Xiao et al
wiesen in einer Studie a5(IV)-Knockout-Mé&usen mit Lungenkarzinom den Einfluss auf die
Tumorangiogenese nach. Méause, bei denen das Gen ausgeschaltet war, zeigten eine
verminderte Neoangiogenese. AuBerdem stellten sie fest, dass in den Knockout-M4&usen die
Tumororgression verzogert war und zogen den Riickschluss, dass a5(IV) wichtig ist fiir das
Uberleben und die Proliferation von Tumorzellen [150]. Beim diffusen Magenkarzinom
wurde die Expression von COL4AD5 als ein Risikofaktor im Zusammenhang mit peritonealen
Metastasen erkannt [155]. In kolorektalen Karzinomen hingegen war die Expression von
COL4A5/COL4AG runter reguliert [156]. Auch in Prostatakarzinomen wurde ein Verlust von
a5(IV) und a6(1V) in der Basalmembran beobachtet. Man vermutete, dass durch den Verlust
der Kollagene verbesserte Adhasionseigenschaften der Karzinomzellen zur Basalmembran
entstehen [157]. Bei verschiedenen Tumoren kann also entweder eine Uberexpression oder
aber eine Unterexpression des COL4AS5 beobachtet werden. Dies hangt wahrscheinlich auch
damit zusammen, um welche Art von Gewebe es sich handelt, da in den Basalmembranen der
verschiedenen Gewebe verschiedene Kollagene vorherrschen. Beispielsweise sind in der
Basalmembran der Nieren, der Lunge, des Hodens und der Augen sind vor allem a3(IV),
04(IV), und a5(IV) Ketten zu finden. Wiahrend a5(IV) und a6(1V) vor allem in der Haut,
glatter Muskulatur und Nieren zu finden sind [151]. Auch wei3 man nicht, ob bei unserer
Untersuchung bei den Tumoren mit FOXL2 Mutation das COL4AD5 Uberexprimiert oder bei
den Tumoren ohne Mutation das Gen vermindert exprimiert ist. Dafuir misste man
weitergehende Untersuchungen durchfiihren.

Weiterhin war aufféllig, dass adulte GCTs ohne FOXL2-Mutation das Gen GRIA3 gegenlber
juvenilen GCTs 19fach exprimierten. GRIAS3 liegt auf dem X-Chromosom, Xg25-026 [158]
und kodiert GIuA3, eine Untereinheit der ionotropen Glutamatrezeptoren (iGIuR) des AMPA-
Typs [159]. Glutamatrezeptoren unterscheiden sich in ionotrope und metabotrope Rezeptoren.
Die ionotropen Rezeptoren lassen sich nochmals unterteilen in NMDA-(N-methyl-D-
aspartate), AMPA- (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) und Kainat-
Rezeptoren. Es gibt vier verschiedene Glutamatrezeptoren des AMPA-Typs [160].
Glutamatrezeptoren kommen vor allem im ZNS und PNS vor, jedoch auch in diversen
anderen Geweben [161]. So konnte auch in einem Teratom des Ovars GIuA1 und GluA2/3
immunhistochemisch nachgewiesen werden [162]. Vier Untereinheiten der
Glutamatrezeptoren bilden einen lonenkanal [158], homo- oder heterotetramere der
Untereinheiten GIuA1-GluA4 [163]. lonotrope Glutamatrezeptoren sind spannungsgesteuerte
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lonenk&nale. Wenn Glutamat bindet, kann es zum Ca?*'K* Einstrom/ den Na* Ausstrom
kommen und die Zelle depolarisiert. Es gibt auch metabotrope Glutamatrezeptoren (mGIuR),
die u.a. durch die Phosphoinositid-3-Kinase aktiviert werden. Uber diese Rezeptoren bindet
Glutamat, ein exzitatorischer Neurotransmitter, der vor allem im ZNS und PNS eine wichtige
Rolle spielt [160]. Eine Verénderung der Signallibertragung mittels Glutamat ist vor allem bei
neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen bekannt, wie Autismus, Schizophrenie,
Depressionen und bipolare Stérungen. Glutamat dient jedoch auch als Energiequelle flr sich
schnell teilende Zellen, wie Karzinomzellen oder Lymphozyten [160]. Sowohl iGluRs als
auch mGIuRs wurden bereits mit Malignomen in Verbindung gebracht. Beispielsweise wurde
eine Uberexpression von mGIuR1 in Prostatakarzinomen festgestellt [160]. Ursachen fiir
Malignomentstehung kdnnen Unterschiede in der Expression oder somatische Mutationen in
iGIuRs sein. So konnte zum Beispiel bei Prostatakarzinomen eine Uberexpression von
Glutamatrezeptoren festgestellt werden, wahrend beim malignen Melanom eine Mutation
auffiel. Patienten mit einem erhéhten Gleason-Score (GS>8) bei Prostatakarzinom zeigten
sogar erhohte Serum-Glutamaspiegel. Auch beim Mammakazinom, beim malignen Melanom
und beim Nierenzellkarzinom konnte festgestellt werden, dass eine Mutation von mGIluR1
Wachstum und Progress der Malignoms fordert [160]. Der Einfluss der Glutamatrezeptoren
ist auch fur die Therapie von Karzinomen bedeutsam. Es konnte nachgewiesen, dass Riluzol,
ein Medikament, welches normalerweise bei amyotropher Lateralsklerose verwendet wird,
auch bei Zellen des Triple-negativen Mammakarzinoms das Zellwachstum hemmt [164].
Luksch et al hingegen zeigten, dass das Stilllegen des GluA4 die Zellproliferation und -
mobilitat forderte [163]. Bei Gliomen konnte durch Reduktion der GIuA1l die
Zellproliferation gehemmt werden [165]. Priya et al zeigten an Zellkulturen, dass es durch
den Einfluss von Chemikalien zur Zelltransformation kommt. Auf3erdem untersuchten sie die
zellularen und molekularbiologischen Mechanismen bei neoplastischen Zellveranderungen
und konnten u.a. eine Uberexpression von GRIA3 nachweisen [166]. Beim Pankreaskarzinom
wurde GRIAS als ein wichtiger Faktor bei der Tumorprogression ausgemacht [167]. An
verschiedenen Zelllinien des Pankreaskarzinoms wurde die Wirkung des Gens untersucht. Ein
Knockout fuhrte zur Verringerung der S-Phase in den Zellen und zur gesteigerten G1-Phase
und somit zur Hemmung des Zellzyklus. Wahrend eine Uberexpression von GRIA3 zu einer
deutlichen Zellvermehrung fuhrte. Ripka et al schlussfolgerten das die Proliferation der
Tumorzellen durch GRIAS3 durch eine verbesserte S-Phase verursacht wurde [167]. AulRerdem
stellten sie fest, dass eine GRIA3-Uberexpression die Zellmigration fordert und die Zellen vor
Apoptose schitzt. Eine weitere Erkenntnis war, dass Glutamat die Zellviabilitat verbesserte,
wahrend ein AMPAR-Antagonist diese hemmte.

Die verschiedenen Glutamatrezeptoren haben demzufolge verschiedene Einflusse auf Zellen.
Bei GRIA3 handelt es sich vor allem um proliferative Einfliisse. Eine Uberexpression von
GRIA3 in AGCTs ohne FOXL2-Mutation kdnnte daher eine Ursache fir Tumorentstehung
und -wachstum sein.
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5. Zusammenfassung

Granulosazelltumoren sind seltene Neoplasien des Ovars. Sie gehdren zu der Gruppe der
Keim- Strang-Stromatumoren und machen insgesamt nur 1-2% aller Ovarialneoplasien aus.
Héufig werden sie auffallig durch ihre hormonelle Aktivitét, die sie vom Ovarialkarzinom
unterscheidet. Es gibt zwei Typen: Die adulten Granulosazelltumoren, die zu 95% mit einer
Punktmutation des FOXL2 Gens C134W einhergehen und die juvenilen
Granulosazelltumoren. Nachweise von Punktmutationen des FOXL2 Gens erfolgen auf Basis
molekularbiologischer Untersuchungen. Die meisten Patientinnen erkranken in der 5.
Lebensdekade. Eine Ausnahme bilden hier die juvenilen Granulosazelltumoren, Betroffene
erkranken meist vor dem 20. Lebensjahr. Bislang wurden AGCTs und JGCTSs vor allem
anhand histopathologischer Merkmale unterschieden. Da der GroRteil der Tumoren in friihen
Tumorstadien entdeckt wird und die Rezidivrate geringer ist als bei Ovarialkarzinomen,
gelten sie als potentiell maligne. Derzeit gibt es keine Faktoren, weder die Histologie, die
Immunhistochemie [108] noch die FOXL2-Mutation, die anzeigen, ob es sich um einen eher
benignen oder eher malignen Tumor handelt. Auch gibt es bislang nur wenige
Prognosefaktoren, wie z.B. das Tumorstadium bei Erkrankung. Der wichtigste Teil der
Therapie von Granulosazelltumoren ist derzeit die primére Operation, da systemische
Therapien aufgrund der meist niedrigen Proliferation der Tumoren nur bedingt wirken. Eine
Identifizierung von Genen, die an der Krankheitsentstehung und eventuell -verlauf beteiligt
sind, konnte fiir die Prognose und Therapie von entscheidender Bedeutung sein. Ziel der
Arbeit war es daher zu untersuchen, ob eine Korrelation zwischen der Mutationsanalyse des
FOXL2 Gens von Granulosazelltumoren mittels Pyrosequenzierung und der Expression in der
Immunhistochemie besteht und ob die FOXL2- Mutation einen Einfluss auf die Prognose hat.
Ein weiteres Ziel war es herauszufinden, ob man JGCTs und AGCTs durch die
Immunhistochemie besser unterscheiden kann. Des Weiteren galt es herauszufinden, ob die
immunhistochemische Expression anderer Proteine Einfluss auf die Prognose hat. AuRerdem
stellte sich die Frage, ob es weitere Gene gibt, die relevant sind fur die Entstehung und den
Krankheitsverlauf von GCTs. Um die vorliegenden Fragen zu beantworten, untersuchten wir
Material von 61 Fallen, wobei es sich in 10 Féllen um Rezidivtumoren handelte. Somit
fiihrten wir unsere Untersuchungen an Materialien von 51 Patientinnen mit
Granulosazelltumoren von den Jahren 1987 bis 2014 durch, die dem Pathologischen Institut
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen vorlagen. Es handelte sich um 57 AGCTs und
4 JGCTs, an denen immunhistochemische und molekularbiologische Untersuchungen
durchgefuhrt wurden.

Die Untersuchungen ergaben, dass es keine Ubereinstimmung in der immunhistochemischen
FOXL2-Expression und dem Nachweis der FOXL2-Mutation gab, das heif3t die
immunhistochemische Untersuchung kann eine molekularbiologische Untersuchung nicht
ersetzen. Aullerdem galt es zu kléren, ob eine FOXL2-Mutation Einfluss auf das
Tumorstadium und somit auf das Uberleben hat. Obwohl weder zwischen dem
Mutationsstatus und dem Tumorstadium noch zwischen dem Mutationsstatus und dem
Uberleben eine signifikante Korrelation besteht, fallt auf, dass alle Falle ohne
Mutationsnachweis im Stadium | diagnostiziert wurden. Davon wiederum 75% im Stadium
la. Bei allen Patientinnen, die in hdheren Tumorstadien erkrankt waren, haben wir eine
Mutation nachgewiesen. Es ist bereits bekannt, dass der FOXL2-Wildtyp eine wichtige Rolle
bei der Hemmung der Proliferation von Granulosazellen und bei der Férderung der Apoptose
spielt [18, 52]. Auch konnte schon in friiheren Studien belegt werden, dass eine FOXL2-
Mutation ein ungunstiger Faktor ist [77, 83, 87], da die Patientin h&ufiger Rezidive haben und
versterben. Eine Mutation des FOXL2 Gens kann also als prognostisch ungunstiger Faktor
gesehen werden.
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Auch zeigte sich bei unserer Studie der Trend, dass eine vermehrte Progesteronexpression in
der Immunhistochemie ein negativer Prognosefaktor ist. Die vermehrte Progesteronexpression
als negativen Prognosefaktor bei AGCTs beschrieben Puechl et al in einer Studie von 2019
[99]. Obwohl in unserer Studie der Grofiteil der Féalle (85,2%) Progesteron exprimierten,
waren Falle ohne Expression ausschlieflich im Tumorstadium la zu finden und sie zeigten das
langste Uberleben. Patienten mit einer starkeren Expression hingegen verstarben zu 56%. Wir
konnten ebenfalls nachweisen, dass eine vermehrte Expression von Ki-67 als prognostischer
Marker dienen kann. Friihere Studien beschrieben, dass Rezidivtumore eine erhohte Ki-67-
Expression aufweisen und, dass durch eine héhere Ki-67 Expression, das krankheitsfreie
Intervall sowie das Uberleben verkiirzt wird [109, 110]. 65% der Patientinnen aus unserer
Studie mit einer Ki-67-Expression von (iber 5% verstarben. Die Uberlebensanalyse nach
Kaplan-Meier im Log-Rank-Test war hier signifikant (p=0,000). Das kiirzeste Uberleben (19
Monate) zeigte die einzige Patientin mit einer Ki-67-Expression Uber 20%. Einen weiteren
Einfluss hat Ki-67 auf das Tumorstadium von Granulosazelltumoren, hohe Ki-67-
Expressionen gehen mit einem héheren Tumorstadium einher [34, 111, 112]. Wir konnten in
unserer Studie keine Korrelation zwischen Tumorstadium und Ki-67 Expression nachweisen.
In einer breitgefacherten Genanalyse, bei der die Expression verschiedener Gene bei AGCTs
ohne FOXL2-Mutation, AGCTs mit FOXL2-Mutation und JGCTs verglichen wurden,
konnten wir feststellen, dass zwei Gene, PLA2G4A und PIK3R3, in allen drei Tumorentitaten
signifikant exprimiert waren. PIK3R3 kodiert eines der Enzyme der Phosphoinositid-3-
Kinasen. Bei verschieden Krebsarten konnte bereits ein Einfluss von PI3K auf die
Kanzerogenese belegt werden [17, 113-117]. PIK3R3 ist an der Aktivierung des PISK/AKT
Signalweges beteiligt. Dieser ist von Bedeutung fiir das Uberleben von Tumorzellen , die
Angiogenese, die Chemotherapieresistenz und die Entstehung von Metastasen [123]. Auch
PLA2G4 konnte bei anderen Karzinomarten als ein Ausldser der Zellvermehrung und somit
Tumorentstehung identifiziert werden. Die geschieht u.a. auch hier durch die Aktivierung des
PI3K/AKT Signalweges [125-128]. Somit konnten wir zwei potentiell kanzerogene Gene
ausfindig machen, die bei Granulosazelltumoren vermehrt exprimiert sind. Weiterhin konnten
wir feststellen, das juvenile Granulosazelltumoren vermehrt Histon kodierende Gene
exprimieren, HIST1H3G und HIST1H3B. Histone sind am Aufbau der Nukleosomenstruktur
beteiligt und somit wichtig fir Genexpression und viele andere DNA- abhéngige Vorgange
wie Transkription, Replikation, Rekombination und Reparatur. VVerdnderungen der
Nukleosomenstruktur kénnen also die Transkription oder die Bindung von
Regulationsfaktoren beeinflussen [109]. Bei anderen Krebsarten konnte die Verédnderung der
Anzahl der Histon Isoformen als eine Ursache der Tumorentstehung festgestellt werden, u.a.
beim Mammakarzinom oder bei Endometriumkarzinom [131, 135]. Neben den Histon-
kodierenden Genen zeigte sich auch CCNB1 bei JGCTs vermehrt exprimiert. Dieses Gen
kodiert Cyclin B1, welches bereits bei Mamma-, Kolon-, Lungen- und Prostatakarzinomen in
erhdhter Expression festgestellt werden konnte. Eine erhéhte Expression ging bei Betroffenen
haufig mit verkurzten krankheitsfreien Intervallen und einer verkiirzten Lebenszeit einher
[144-148]. Da diese Gene ausschlieBlich bei juvenilen GCTs vermehrt exprimiert waren,
konnte dies vor allem fir die Diagnostik und Unterscheidung juveniler und adulter GCTs von
Bedeutung sein. CCNB1 bzw. Cyclin B1 kdnnte auch als prognostischer Marker bei juvenilen
GCTs dienen. Zwei weitere Gene waren durch ihre vielfach erhdhte Expression gegentiber
einer anderen Tumorentitat auffallig: COL4AS5 (20fach erhoht) und GRIA3 (19fach erhoht).
Es handelt sich hierbei ebenfalls um Gene die bereits im Zusammenhang mit anderen
Tumoren als prokanzerogen erkannt wurden. COL4AS5 vor allem durch seine Wirkung auf die
Angiogenese [151, 152, 154] und GRIA3 durch Forderung der Zellproliferation [166, 167].
AbschlieBend kann man sagen, dass eine FOXL2-Mutation sowie eine starke
Progesteronexpression in der Immunhistochemie bei AGCTSs und eine starke Ki-67-
Expression bei AGCTs und JGCTs als prognostisch ungiinstige Marker gelten kdnnen. Der
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PI3K/AKT Signalweg, hierbei vor allem PIK3R3 und PLA2G4A, spielt eine Rolle bei der
Tumorgenese von Granulosazelltumoren, dies konnte eventuell fur Therapien von Bedeutung
sein. Des Weiteren sollte man in weitergehenden Studien prufen, ob HIST1IH3G und
HIST1H3B zur Diagnostik juveniler GCTs in Betracht kommen und ob CCNBL1 ein
maoglicher Prognosefaktor bei juvenilen GCTs ist.
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6. Anhang zu Kapitel 2 Methoden und Material

6.1 Verbrauchsmaterialien

Safe Seal-Tips professional 1250pl Biozym Scientific GmbH (Oldendorf, D)
Safe Seal-Tips professional 10pl

Skalpellklingen steril Fig.28 neoLab (Heidelberg, Deutschland)

Safe Seal Tube 1,5ml Sarstedt AG & Co. KG (Numbrecht, D)

Safe Seal micro tube 2ml
Multiply®-pu Strip Pro 8er Kette

One Touch Barrier Sterile Pipettenspitzen 1-20ul  Sorenson Bioscience, Inc (Murray, USA)
One Touch Barrier Sterile Pipettenspitzen 1-330pl

6.2 Chemikalien

3285 FOXL-2-S4 5 -cgctggacccggcectg-3° biomers.net GmbH (Um, Deutschland)
A3284 FOXL-2-R6~Bio 5"-gttgcccttctcgaacatgtc-3”

A3283 FOXL-2-F2 5 -aacctcagcctcaacgagtge-3°

SeaKem LE Agarose Biozym Scientific GmbH (Oldendorf, D)

Glycerin ROTIPURAN® >86 %, p.a. Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, D)

Streptavidin Sepharose High Performance, Beads GE Healthcare (Uppsala, Schweden)

Aqua Bidest H.Kerndl GmbH (WeiRenfeld, D)
nCounter® PanCancer Pathways Panel NanoString Technologies (Seattle, USA)
Human Genomic DNA:Male Promega (Madison, USA)
QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (50) Quiagen GmbH (Hilden, Deutschland)

e Proteinase K Solution

e ATE Buffer

e ATL Buffer

o Buffer AL

o  Buffer AW2 Wash Buffer 2

o Buffer AW 1 Wash Buffer 1

e  QlAamp MinElute Column

PyroMark®Gold Q24 Reagents (5x24)
e PyroMark® dTTP

PyroMark® dGTP

PyroMark® dCTP

PyroMark® dATPaS

PyroMark® Substrate Mixture

PyroMark® Enzyme Mixture

PyroMark® Binding Buffer
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PyroMark® Anealing Buffer
PyroMark® Deaturation Solution
Wash Buffer, 10x

Nuclease-Free Water

High Pure FFPET RNA Isolation Kit

Gene Ruler Low Range Ladder

6XDNA Loading Dye

MgCl225mM L

dNTP Mix

Buffer Hot Start L

Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase 5U/ul

6.3 Gerate
Multi-lmage Il FC Light Cabinet

Colibri Microvolume Spectrophotometer

Thermoshaker TS 100
Waschstation

ThermoMixer ® comfort
VAPO.Protect Mastercycler® pro
Centrifuge 5415R

Pipetten

LHG Heizplatte Prazitherm
Mikrotom

digitales Netzwerk-Mikroskop Leica DMD108
Optisches Mikroskop Leica DM2500

Mikrowelle

Prep Station

nCounter Digital Analyzer

QIACube Quiagen GmbH (Hilden, Deutschland)
Pyromark Q24 Sequenzierer

PyroMark Q24 Cartridge

Ventana Benchmark® XT
Roche LightCycler®

Veriti Thermal Cycler
Variomag Monoshake
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Roche (Basel, Schweiz)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Alpha Innotech (San Leandro, USA)

Berthold Technologies GmbH & Co.KG
(Bad Wildbad, Deutschland)

Biosan (Riga, Lettland)
Biotage (Uppsala, Schweden)

Eppendorf GmbH (Hamburg, D)

Harry Gestigkeit GmbH (Dusseldorf, D)
Jung AG (Heidelberg, Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Miele (Giitersloh, Deutschland)

NanoString Technologies (Seattle, USA)

Roche (Basel, Schweiz)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)



Dry Vakuum Pump/Kompressor 2511

Zeiss Lichtmikroskop

6.4 Software

Geratesoftware:

Gel-Fotos: AlphaEaseFC (FluorChem FC2)
nSolver™ Analysis Software

Leica Microscope Imaging Software
QIACube, PCR-Cycler: Pyromark Q24

Allgemeine Software:
Endnote, Open office, SPSS
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