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1 Einleitung

Das Ovarialkarzinom ist bis heute ein gyndkologischer Tumor, der unabhéngig von seiner
Morphologie und den verschiedenen Patientenprofilen einer Standardtherapie unterliegt.
Eine zielgerichtete, personalisierte Therapie ist mit Einzug der PARP-Inhibitoren
(Polyadenosin-5'-diphosphoribose-Polymerase) erstmals fiir das fortgeschrittene, serose,
high-grade Karzinom etabliert worden. Genetische Ursachen bei der Entstehung von
Ovarialkarzinomen scheinen einen immer wichtiger werdenden Stellenwert einzunehmen
und schaffen damit zum Teil die Moglichkeit, auf individuellere Therapieoptionen
einzugehen und diese additiv zur Standardtherapie zu nutzen. Aktuell liegt der geschitzte
Anteil an familidr bedingten Ovarialkarzinomen bei 5-10 %.

Neben der Mutation in den BRCA (Breast Cancer) Tumorsuppressorgenen 1 und 2 sind
inzwischen weitere Gene identifiziert worden, die Einfluss auf die Karzinogenese beim
Ovar nehmen. Hierzu zéhlen unter anderem Mutationen in den Genen MutS Homolog 6
(MSH6), RADS51 Paralog C (RADS51C) oder der Serin- Proteinkinase ATM (Krome
2018).

Die Standardmethode zur Abklirung des BRCA-Mutationsstatus ist die Next-
Generation-Sequenzierung (NGS)-Analyse mit dem ,,TruRisk-Panel® (Speiser et al.
2019). Dabei werden iiber 34 krebsrelevante Gene im Blut oder im Tumorgewebe
untersucht. Komplettiert wird die Blutuntersuchung mit der Multiplex-Ligation-
dependent-Probe-Amplification (MLPA) um durch die Existenz grofer Duplikationen
und Deletionen innerhalb der Gene die Gefahr des Nichterfassens einiger klinisch
relevanter Mutationen zu umgehen. (Bauer et al. 2016).

Fillt die Keimbahntestung positiv aus, ist eine weitere Gewebetestung am Tumormaterial
nicht sinnvoll. Andererseits ist bei einer negativen Gewebsprobe die Wahrscheinlichkeit
einer Keimbahnmutation sehr gering.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, ob es immunhistochemisch
moglich ist, mit diagnostisch relevanten molekularen Markern BRCA-Mutationen in
Ovarialkarzinomen zu detektieren. Spezifisch ausgewdhlte Antikorper binden ihr nicht
mutiertes Antigen (Protein) im gesunden Gewebe. Diese Antigen-Antikdrper Reaktion
wid durch Kopplung an ein Farbsystem sichtbar gemacht. Im Tumorgewebe ist diese
Proteinexpression durch die Mutation verindert, was sich in einer Anderung des
Farbumschlages bemerkbar machen konnte. Diese Unterschiede in der Expression des
Proteins als auch in Bezug auf seine Lokalisation innerhalb der Zelle (cytoplasmatisch
oder nukledr) konnten die Etablierung eines Screeningverfahrens hinsichtlich einer

BRCA Mutation mithilfe spezifischer Antikdrper ermdglichen. In dieser Arbeit soll
-1-



gezeigt werden, ob die hier untersuchten Marker HSPC142, BAP1, Ctlp, FANCJ und
BAAT]1 als therapeutische Targets beim high-grade serdsen Ovarialkarzinom Eignung

finden und auf weitere Tumorarten ausgeweitet werden konnen.

2  Grundlagen

2.1 Das Ovarialkarzinom

2.1.1 Epidemiologie und Atiologie des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom ist das dritthdufigste geschlechtsspezifische Genitalmalignom der
Frau in der westlichen Welt (Blickenstorfer und Leeners 2017). In Deutschland ist das
Ovarialkarzinom als  zweithdufigster = bosartiger  Genitaltumor nach dem
Endometriumkarzinom gelistet (Schmalfeldt und Seck 2013). Das Robert Koch Institut
(RKI) berichtet mit Stand von 2014 von 7.250 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner
in Deutschland. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt unabhiingig von der histologischen

Klassifikation bei 41%. Damit steht das Ovarialkarzinom hinter den Malignomen von

Mamma, Kolon, Lunge,

Bauchspeicheldriise und dem Non-Hodgkin—Lymphom an achter

Gebarmutter,

der
der

malignen Melanomen der Haut,

Stelle

deutschlandweiten Neuerkrankungen der Frau (Robert Koch Institut 2017).

Prozentualer Anteil der hiufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2014

(ohne nicht-melanotischen Hautkrebs)
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Abbildung 1: Inzidenz OVCA in Deutschland: Das Ovarialkarzinom ist verglichen mit

allen Krebsarten das achthiufigste Malignom der Frau in Deutschland

(Robert Koch Institut 2017)

Trotz sinkender Inzidenz sowie besserer Prognose in den letzten zwanzig Jahren bewegen

sich die Mortalititsraten in West- und Nordeuropa auf etwa konstantem Niveau. Grof3e

2.



Unterschiede zeigen sich in Inzidenz und Mortalitdt bezogen auf den Entwicklungsstand
des Landes zu Lasten der ,,hoher entwickelten* Lander (Shimizu et al. 1998).
Erkrankungs- und Sterberaten nehmen in Deutschland seit der Jahrtausendwende ab, auch
die Fallzahlen der Neuerkrankungen sind leicht riickldufig (Kaatsch et al. 2015).

Trotz dieser Zahlen hat das Ovarialkarzinom weiterhin eine schlechte Prognose, die durch
fehlende Friihsymptome und eine bislang fehlende effektive Screeningmethode
begriindet ist (Schmalfeldt und Seck 2013; Gregorio 2018). Nahezu 75% aller Fille
werden im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert (Dudenhausen 2002, S. 523).

Die Atiologie der epithelialen Ovarialtumoren hat sich in den letzten Jahren stark
gewandelt. Mogliche Ursprungsgewebe wie die Tube und deren genaue Pathogenese
wurden vielfach diskutiert, waren jedoch lange schwer zu definieren, da direkte

Vorlauferldsionen fehlten.

Fathalla stellte 1971 die Theorie auf, Ovarialkarzinome entstiinden durch eine Entartung
des ovariellen Deckepithels, welches durch Ovulationstraumata in das Stroma
verschleppt werden und demnach durch entziindliche Prozesse genetische Defekte
akkumulieren konnten (Ovulationshypothese). Eine andere Theorie ist die der erhdhten
Gonadotropinausschiittung (Gonadotropin-Hypothese). Die Folgen einer exzessiven
Stimulation des Ovars durch Gonadotropin sind epitheliale Proliferation und
Zelltransformationsvorgédnge, welche die Entstehung von entarteten Zellen unterstiitzen

konnte (Wallwiener et al. 2017).

Inzwischen geht man davon aus, dass zumindest ein hdufiger Ursprung epithelialer
Ovarialtumoren auerhalb des Ovars, beispielsweise in der Tube zu suchen ist. Die Arbeit
von Levanon et al. zeigte, dass der Ursprung des high-grade serdsen Ovarialkarzinoms
auf die Tubenepithelzelle zuriickgehen konnte (Darb-Esfahani et al.; Levanon et al.
2010). Die Diskussion um mogliche Vorlduferldsionen, den serdsen tubaren
intraepithelialen Karzinomen (STIC) in der Entstehung des high-grade serdsen
Ovarialkarzinoms (HGSOVCA) hélt bis heute an und benétigt zum Verfestigen der
Vermutungen weitere Studien. STICS wurden urspriinglich in Tuben und Ovarien bei
Frauen mit positivem BRCA-Status nach Salpingoophorektomien als p53 mutierte
hochproliferative Lésionen entdeckt, spédter auch in weiter fortgeschrittenen
Ovarialkarzinomen nachgewiesen (Piek et al. 2001; Kurman und Shih 2011). Trotz den
Gemeinsamkeiten zwischen STICS und HGSOVCA konnte bisher nicht geklart werden,
ob es sich bei den STICS in den weit fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen auch um

Metastasen der Tubenschleimhaut handeln kénnte (Sehdev et al. 2010; Taube et al. 2019).
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Die flinf histologischen Subtypen des Ovarialkarzinoms unterscheiden sich in ihrer
Morphologie, Pathogenese und Molekularbiologie (Taube et al. 2019). Daraus ergeben
sich zusétzliche, individuelle Therapieansétze neben dem operativem Eingriff , welche
die Prognose je nach histologischer Klassifikation beeinflussen kénnen.

Als wichtigster pradiktiver Faktor flir die Entstehung eines Ovarialkarzinoms gilt die
genetische Belastung. Neben den beiden wichtigsten Genen in der Entstehung von
hereditirem Eierstockkrebs, dem Breast Cancer 1, early-onset (BRCA1) und Breast
Cancer 2, early-onset (BRCA?2) gibt es inzwischen eine Vielzahl anderer Gene, die in die
Tumorentstehung bei Ovarien eingebunden sind, wie z.B. RAD51C&D und BRCAI
Interacting Protein C-Terminal Helicase 1 (BRIP) (Torre et al. 2018, Ramus et al. 2015).

Weitere Faktoren, die mit einem erhdhten Risiko einhergehen an Ovarialkrebs zu
erkranken sind hohes Lebensalter, Infertilitdt, Adipositas, Hormonersatztherapie in der
Peri- und Postmenopause, PCO-Syndrom, hohe Anzahl an Ovulationen, frithe Menarche
oder spdtes Klimakterium, Nulliparitit, hereditire Faktoren, Endometriose,
Intrauterinpessare (Lheureux et al. 2019). Protektiv hingegen wirken: Multiparitit,
Ovulationshemmer, Tubenligatur, Stillen sowie Progesteronsubstitution (Fehm et al.

2013).
2.1.2 Klassifikation des Ovarialkarzinoms

Die World Health Organisation (WHO) teilt maligne Ovarialkarzinome nach dem
Ursprung des Gewebes ein, aus dem sie hervorgehen. Den GroBteil bildet die Gruppe der
epithelialen Tumoren mit ca. 65-75%. Daneben gibt es die kleinere Gruppe der
Keimstrang-Stromatumoren, Keimzelltumoren sowie Gruppen von seltenen Tumoren,
wie z.B. den Brenner- und Borderline Tumor sowie klarzellige und undifferenzierte
Ovarialkarzinome.

Unter den malignen Erkrankungen des Ovars ist das Ovarialkarzinom das haufigste. Der
GroBteil sind serése Zystadenokarzinome (40-75%), gefolgt von muzindsen (10-20%)
und endometroiden Adenokarzinomen (2-20%). Seltener sind die Subtypen der
klarzelligen Karzinome (5%), der serdos-muzindsen Karzinome, der unklassifizierten
Karzinome sowie der malignen Brenner- Tumore (Blassl 2012, S. 253). Einen Uberblick
zeigt Tabelle Nr. 2.

Die verschiedenen histologischen Typen unterscheiden sich hinsichtlich der
Epidemiologie sowie der Klinik. Nach Kurman werden ovarielle Neoplasien in Typ 1 und

Typ 2 unterteilt (Kurman und Shih 2016).



Zu den Typ-1 Tumoren zédhlen iiberwiegend low-grade Karzinome mit klar abgrenzbaren
Vorstufen, wenig invasivem Wachstum und kaum genetischer Genese. In diese Gruppe
gehoren low- grade serdse, endometrioide, muzindse sowie klarzellige Karzinome.
Letztere werden nicht graduiert, sondern generell als high-grade Karzinome angesehen.
Die Typ-2 Gruppe umfasst high-grade serése Tumore, welche oft mit einer BRCA-
Mutation oder anderen chromosomalen Verdnderungen einhergehen. Der
Diagnosezeitpunkt ist oft spdt, das Wachstum rasch progredient und die Prognose

schlechter als bei Typ-1 Neoplasien (Wallwiener et al. 2017, S. 196 f.).

S 7T T

Histologische Typen ~LOw grade" serds, muzinos, Lhigh grade” seros
seromuzings, ,low grade” +High grade” endometrioid
endometrioid

Entstehungsmechanismus Adenom> Borderline> Karzinom De- novo Genese

Stadium bei Diagnose Niedrig (meist 1) Hoch {meist 3)

Prognose Gunstig Schlecht

Molekulare Alterationen KRAS-, BRAF-, PTEN- und PIK3CA- TPS53- Mutationen haufig
Mutationen,

Mikrosatelliteninstabilitat

Tabelle 1: Einteilung der Ovarialkarzinome in Typ 1 und Typ 2 nach Kurman



Subtyp Charakteristika

Epitheliale Tumore Zystadenom/ -ser6s papilldr: haufigster ovarieller Tumor, das haufigste
(65-75%, ca. 90% der Zystadenokarzinom und aggressivste Ovarialkarzinom, haufig bilateral
malignen Tumoren) -muzinds: zweithaufigster ovarieller Tumor, zu 75%
benigne
Endometrioides Selten, benigne, oft Endometriose vorausgehend
Zystadenom

Endometrioides Karzinom Seltener, Endometriose-assoziiert, in Teilen mit
Endometriumkarzinom vergesellschaftet

Sonderformen Borderline Tumor: kaum invasiv, verstarkte
Epithelproliferation und Zellatypien

Seltene Formen -Klarzelliges Karzinom
-undifferenziertes Karzinom
-Brenner- Tumor

Keimzelltumoren Teratom -adult/reif:
(15-25%) * Dermoidzyste: haufigster aller Keimzelltumoren,
meist benigne
e Struma ovarii: mit entodermaler Differenezierung zu
Schilddrisengewebe, meist benigne
-unreif:
* Unreifes Teratom: selten und undifferenziert, hohes
Entartungsrisiko

Dysgerminom Haufigster maligner Ovarialtumor bei jungen Frauen
Dottersacktumor Haufig maligne, oft im Kindes- und Jugendalter
Nicht gestionales Selten, sehr maligne
Chorionsarkom
Keimstrang- Stroma Granulosazelltumor Meist benigne
Tumoren (5-10%)
Thekazelltumor Haufig Ostrogen-produzierend
Androblastom Produziert Androgene
Mesenchymale Malignes Fibrosarkom Sehr selten, maligne
Tumoren (4%)
Ovarialfiborom benigne
Metastasen (10-15%) Krukenberg Tumor: meist beidseitige Ovarialmetastase

eines undifferenzierten Magenkarzinoms

Tabelle 2: Histologische Einteilung ovarieller Neoplasien
2.1.3 Grading des Ovarialkarzinoms

Es existieren verschiedene Graduierungssysteme fiir Ovarialkarzinome. Ein
allgemeingiiltiges fiir alle histologischen Typen zu etablieren gestaltet sich bis heute
schwierig. Shimizu et al hat 1998 als Mitbegriinder ein Grading von Ovarialkarzinomen
vorgestellt. Hierbei gilt, dass je niedriger das Grading, desto hoher differenziert sind die
Tumorzellen. Silverberg vergab Punkte ab einem Grading von G1 bis G3 (Silverberg

2000).

Hierbei werden jeweils Architektur, Kernpleomorphologie und Mitosezahl der Zellen
unterschieden. Maximal zu erreichende Punktzahl ist 9. Zur Bestimmung des Gradings
werden in den Kategorien 1-3 Punkte vergeben, welche summiert den Gesamtscore des

Differenzierungsgrades bilden. Die Gruppe ,,gut differenziert setzt sich aus 3-5 Punkten



und Grad 2 zusammen, die Gruppe “méBig differenziert* aus den Punkten 6-7 und Grad

2 und die Gruppe ,,schlecht differenziert” aus 8-9 Punkten und Grad 3.

Punktewerte 1 2 3

Architektur glandular papillér solide

Kernpleo- Relativ  uniforme Kerngrofenvariation KerngroB3envariablen

morphologie vesikulire = Kerne, zwischen 2:1 und 4:1, grof3e
Kerngroflenvariation 4:1, kleine eosinophile
<2:1, keine Nukleolen, keine Nukleolen, evtl.
prominenten bizarren Kerne bizarre Kerne
Nukleolen

Mitosezahl

Sehfeldzahl 20 0-7 8-18 >19

Sehfeldzahl 26  8-18 10-24 >25

Tabelle 3: Grading nach Silverberg

Diese Einteilung von Shimizu und Silberberg kann fiir alle Karzinomtypen einheitlich
verwendet werden. Allerdings gelingt fiir die G2 Tumoren, die den GroBteil darstellen,
mit diesem System keine Abschidtzung der Prognose.Daneben existiert ein weiteres
Grading System von Malpica und Silva, welches speziell fiir serdse Karzinome Relevanz
hat (ser0s low-grade und serds high-grade Karzinome). Dieses System ist im Gegensatz

zu dem etablierten von Silverberg zweistufig (Malpica et al. 2004).

Bisher wurde in den USA zum Grading das System der Gynecologic Oncology Group
(GOG) herangezogen, wihrend in Deutschland eher nach FIGO, WHO und Silverberg
graduiert wurde. Fiir die serosen Karzinome wird die Einteilung nach Malpica verwendet
(low grade serds und high grade seros), wobei die Einteilung sich am nukleédren Atypiegrd

sowie der Mitosezahl/10 HPF orientiert.

Aktuell werden die restlichen histologischen Subtypen laut AGO wie folgt graduiert:
Klarzellige Karzinome sowie undifferenzierte Karzinome gelten als high grade, muzine
Karzinome sowie maligne Brenner-Tumore erhalten keinen Differenzierungsgrad.
Endometrioide Karzinome werden analog den endometrioiden Karzinomen des

Endometriums graduiert.



Kernatypiegrad Mitosen/10 HPF

Seros low-grade Gering bis mittel, <12

Karzinome . )
<3 fache GroBenvarianz,

Seros high-grade > 3-fache >12

Karzinome GroBenvarianten

Tabelle 4: Graduierungssystem nach Malpica und Silva (Hauptmann et al. 2014)

2.1.4 Erbliche Formen des Ovarialkarzinoms

Wihrend ca. 95% der Ovarialkarzinome sporadisch auftreten, ldsst sich bei 5-10 % eine
genetische Vorbelastung feststellen. Die betroffenen Frauen weisen in diesen Féllen eine
positive Familienanmnese auf (Lax 2017). So verdndert sich das Lebenszeitrisiko an
einem Ovarialkarzinom zu erkranken mit genetischer Disposition von 1,6 % auf bis zu
5%, wenn ein Verwandter ersten Grades betroffen ist. In der Allgemeinbevolkerung tritt
eine BRCA-Mutation in ca 0,3% der Félle auf, die Pravalenz der Allgemeinbevdlkerung
fiir pathogene BRCA-Keimbahnmutationen wird bei 1:400- 1:800 angegeben (Moog und
Riel3 2014).

Treten in der Familie mehrere Félle mit Ovarialkarzinom auf (mindestens zwei
Verwandte ersten Grades) ist per definitionem von einem hereditdren Ovarialkarzinom
auszugehen (Pfisterer und Du Bois 2002).

Es gibt verschiedene Gene die zu erblich bedingtem FEierstockkrebs fithren. Die
hiufigsten sind Keimbahnmutationen in den Tumorsuppressorgenen BRCAI1 und
BRCAZ2. Sie sind verantwortlich fiir 65- 85% aller erblich bedingten Ovarialkarzinome.
Laut dem deutschen Konsortium fiir familidren Brust- und Eierstockkrebs betrdgt das
kumulative Karzinomerkrankungsrisiko mit einer Mutation in den BRCA-Genen an
einem Ovarialkarzinom zu erkranken fiir BRCAT1 bis zu 40% und fiir BRCA2 zwischen
10-20% (Kanzow et al. 2018).

Neben somatischen- und keimbahnassoziierten Mutationen in den BRCA-Genen gibt es
inzwischen einige weitere Gene, die bei Mutation mit einem erhdhten Risiko
einhergehen, ein Ovarialkarzinom zu entwickeln. Zu diesen high-risk Genen (,,core
genes*) zdhlen aktuell die folgenden: ATM, BRCA1, BRCA2, CDHI1, CHEK2, NBN,
PALB2, RADS1C, RADS1D und TP53 (Schmutzler 2017).



N Sonstige

8 BRCA1L Keimbahnmutation
B BRCA2 Keimbahnmutation

¥ BRCAL somatische Mutation
B BRCA2 somatische Mutation

Abbildung 2: Anteil somatischer und keimbahnmutierter BRCA-Mutationen

modifiziert nach (Integrated Genomic Analyses of Ovarian Carcinoma 2011)

“BRCAl
“BRCA2
“RADSID
“ BRIP1

= CHEK2
“ RADSIC
= BARDI1

= FAMI175A
= PALB2

= MBN

= CHECKI1

Abbildung 3: Anteil verschiedener high risk und low risk Gene an der Entstehung von

hereditdrem Eierstockkrebs (Pennington et al. 2014)

2.1.5 Kilinik und Symptome

Das Ovarialkarzinom ist eine gyndkologische Neoplasie, bei der Symptome sehr spét

auftreten und zunéchst meist unspezifisch sind. Eine Begriindung dafiir ist, dass Ovarien
9.



im Bauchraum relativ frei beweglich sind und somit zunichst keine angrenzenden
Strukturen komprimieren konnen. Erst ab FIGO Stadium 3, wenn der Tumor sich iiber
das Becken peritoneal ausbreitet, kann es zu abdominellen Beschwerden mit
Vollegefiihl, Aszites und einer ungewollten Zunahme des Bauchumfanges kommen,
weshalb die meisten Diagnosen erst in diesem Stadium gestellt werden (Ebell et al. 2016).
Des Weiteren werden Symptome wie Meteorismus, Vollegefiihl oder Obstipation oft
anderen hiufigen Erkrankungen, wie dem Reizdarmsyndrom, zugeschrieben (Sailer
2016; Petru et al. 2017). Aus diesen Griinden sollten diese Symptome, sofern sie
dauerhaft auftreten und keiner anderen Grunderkrankung zugeschrieben werden kénnen,

bei Frauen ab 50 Jahren dringend abgeklért werden.
2.1.6 Diagnostik und Staging

Bisher gibt es keine anerkannte Screeningmethode. Neben der standardisierten
gyndkologischen  Tastuntersuchung kann zum  Darstellen von ovariellen
Raumforderungen ein transvaginaler Ultraschall durchgefiihrt werden. Da zystische
Anteile mit Mehrkammerung und schlechter Randbegrenzung oft nicht klar von einer
malignen Raumforderung abgegrenzt werden konnen, miissen diese vorerst als suspekt
eingestuft werden. Sicher als malignitdtsverdiachtig einzustufen sind papilldre Anteile
innerhalb zystischer Raumforderungen, Septierungen, Binnenechos und Aszites. Die von
drei Medizinern 1999 gegriindete International Ovarian Tumor Analysis Gruppe (IOTA)
versucht seitdem eine ,,Anleitung®, gezielte sonografische Merkmale, zu erstellen,
anhand der es moglich werden soll, benigne von malignen Raumforderungen praoperativ
unterscheiden zu konnen. Die in diesem Zuge erarbeiteten Simple Rules beinhalten 5 M-
Merkmale und 5 B-Merkmale. M-Merkmale sprechen fiir Malignitdt, B-Merkmale fiir
Benignitét. Zu den M-Merkmalen gehoren ein unregelmifBiger solider Tumor, Aszites,
mindestens 4 papilldre Strukturen, unregelmafiger multilokulirer-solider Tumor sowie
ein sehr hoher Farbanteil in der Farb-Doppler-Untersuchung. Zu den B-Merkmalen
zahlen unilokuldre Zysten, solide Tumorkomponenten, Schallschatten, glatte
multilokuldre Tumoren und kein Blutfluss bei der Doppler-Untersuchung (Timmerman

et al. 2016).
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M-Features — sonographische Kriterien B-Features — sonographische

fiir Malignitat Kriterien fiir Benignitit

Ma1: irregular-solider Tumor B1: unilokular

M2: Aszites nachweisbar B2: solide Anteile kleiner als 7 mm
M3: >4 papillare Strukturen B3: Schallschatten nachweisbar

M4: irregularer multilokular-solider Tumor mit B4: weicher multilokularer Tumor mit

>10 cm grofter Durchmesser <10 cm grofBter Durchmesser
M5: sehr starke Blutfluss B5: kein Blutfluss nachweisbar
Mindestens ein M-Feature bei keinem B-Feature: Klassifikation als maligne
Mindestens ein B-Feature bei keinem M-Feature: Klassifikation als benigne

Wenn B- und M-Features nachweisbar oder weder B- noch M-Feature nachweisbar:

weiterflihrende Untersuchung z. B. durch erfahrenen Untersucher

Tabelle 5: IOTA Kriterien zur Dignitédtseinschitzung von Adnexldsionen (,,simple rules®)

(Timmerman et al. 2010)

Bei Verdacht auf abdominelle Raumforderungen mit Aszites und Beteiligung des
Peritoneums eignet sich ein abdomineller Ultraschall sowie eine weitere Abklarung durch
eine Computertomographie (Kanzow et al. 2018). Aufschluss iiber eine familidre
Belastung gibt eine griindlich erhobene Familienanamnese. Der Tumormarker Cancer-
Antigen 125 (CA-125) besitzt zu geringe diagnostische Sensitivitit und kann auch bei
gutartigen Erkranungen wie Myomen oder Leberzirrhise erhoht sein (Devarbhavi et al.
2002; Mahner et al. 2009). Daher sollte er in der Primérdiagnostik nicht zur generellen
Vorsorge empfohlen werden (Zulauf et al. 2019).

Das Tumorstaging erfolgt anhand von zwei Klassifikationssystemen: Die TNM
Klassifikaton richtet sich nach klinisch-pathologischen Befunden, die intraoperativ
erhobenem makroskopischen Befunde richten sich nach der Einteilung der Fédération
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique Klassifikation (FIGO).

Die FIGO-Einteilung wurde von der International Union against Cancer (UICC) fiir das
TNM-System groBtenteils iibernommen. Die Aktualisierung der TNM-Stadien nach
UICC erschienen 2017 (Wittekind 2017). Tabelle 3 zeigt eine aktuelle Auffithrung von
TNM und FIGO-Stadien aus der aktuellen (Januar 2019) S3 Leitlinie der
Arbeitsgemeinschaft gyndkologische Onkologie (AGO) (Leitlinienprogramm Onkologie
der AWMEF, Deutschen Krebsgesellschaft e.V. und Deutschen Krebshilfe 2019).
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TNM

T0

T1

Tla

T1b

Tlc

Tlel

T1c2

T1c3

T2

T2a

T2b

FIGO

IA

IB

IC

IC1

IC2

IC3

II

ITa

1B

T3 und/oder III

N1

T3

Erklirung

Primartumor nicht bekannt, keine Angabe
Kein Anhalt fiir einen Tumor

Tumor auf Ovarien/Tuben beschriankt

Auf ein Ovar (Kapsel intakt) oder eine Tube (Serosa

intakt) beschriankt, negative Spiilzytologie

Befall beider Ovarien (Kapsel intakt) oder beider Tuben

(Serosa intakt), negative Spiilzytologie

Tumor befillt ein oder beide Ovarien oder Tuben mit

Nachweis einer der folgenden Punkte:
latrogene Kapsel- (Serosa-) ruptur

Praoperative Kapsel-(Serosa-) ruptur oder Tumor auf der

Ovar- oder Tubenoberfldache

Maligne Zellen im Ascites oder in der Spiilzytologie

nachweisbar

Tumor befillt ein oder beide Ovarien oder Tuben mit
zytologisch oder histologisch nachgewiesener Ausbreitung

in das kleine Becken oder priméres Peritonealkarzinom

Ausbreitung und/oder Tumorimplantate auf Uterus

und/oder Tuben und/oder Ovarien

Ausbreitung auf weitere intraperitoneale Strukturen im

Bereich des kleinen Beckens

Tumor befillt ein oder beide Ovarien oder Tuben oder
primires Peritonealkarzinom mit zytologisch oder
histologisch nachgewiesener Ausbreitung auerhalb des
kleinen Beckens und/oder retroperitoneale

Lymphnotenmetastasen

Nur retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
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Nla IITIA 11 Metastasen < 10mm
N1b [TAI11 Metastasen > 10mm

T3a jedes N  II1IA2 Mikroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das
Peritoneum auflerhalb des kleinen Beckens mit oder ohne

retroperitoneale Lymphknotenemetastase

T3B jedes N IIIB Makroskopisch extrapelvine Ausbreitung auf das
Peritoneum auflerhalb des kleinen Beckens <2 cm mit oder

ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

T3c jedes N  IIIC Makroskopisch extrapelvine Ausbreitung auf das
Peritoneum auBerhalb des kleinen Beckens >2 cm mit oder
ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen, schlief3t

eine Ausbreitung auf die Leberkapsel und/oder die

Milzkapsel ein
M1 v Fernmetastasen mit Ausnahme peritonealer Metastasen
Mla IVA Pleuraerguf3 mit positiver Zytologie
M1b IVB Parenchymale Metastasen der Leber und/oder der Milz,

Metastasen in auBerhalb des Abdomens gelegenen
Organen (einschlielich inguinaler
Lymphknotenmetastasen und /oder anderer au3erhalb des

Abdomens gelegener Lymphknotenmetastasen)

Tabelle 6: aktuelle TMN Klassifikation des Leitlinienprogramms Onkologie, S3 Leitlinie

Ovarialkarzinom, Kurzversion, Januar 2019
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2.1.7 Therapie

Die Therapie eines Ovarialkarzinoms setzt sich zusammen aus operativen MaBBnahmen
und einer systemischen (Chemo-) Therapie. Ergénzend kommen zielgerichtete Therapien
vermehrt zum Einsatz. Uber hormonelle Priparate wie in der Behandlung des
Mammakarzinoms wird aktuell diskutiert, bisher gibt es in der Leitlinie allerdings keine

Empfehlung.
Operative Therapie

Die operative Therapie dient neben der Diagnostik und des Stagings auch der
Prognoseverbesserung. Das primér operative Debulking, was zundchst bei jeder
Diagnosestellung eines fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms durchgefiihrt wird kann in
Einzelfillen durch eine spdtere Intervall-Operation ersetzt werden. Hierzu muss
allerdings eine klare Indikation vorliegen (Sehouli und Hoffken 2019).

Die radikale Staging-OP besteht aus einer Langsschnittlaparatomie mit der Entfernung
von der Gebarmutter und den Adnexen (Hysterektomie mit Adnexektomie), Entfernung
der Lymphknotenpakete paraaortal und pelvin sowie der Entfernung des gro3en Netzes
(Omentum majus). Zusétzlich sollte bei Befall eine Appendektomie erfolgen und neben
einer Peritonealzytologie eine Resektion aller befallener Peritoneumanteile mit
Biopsieentnahme erfolgen. Auch bei fortgeschrittenem Karzinom (FIGO 2b-4) sollte eine
RO-Resektion angestrebt werden (Fehm et al. 2013). Von karzinomverdichtigen Stellen
sollten Biopsien genommen werden. Laut aktueller S3 Leitlinie ist bei Vorliegen eines
FIGO Stadiums 1a /G1bei Frauen vor der Menopause eine fertilitdtserhaltende Operation
indiziert, bei der nur das betroffene Ovar sowie die gleichseitige Tube entfernt werden.
Die Patientin muss umfassend tiber die Risiken einer fertilitdserhaltenden Operation in
Abhéngigkeit der Prognosefaktoren aufgeklidrt werden. Zudem sind engmaschige
Nachkontrollen indiziert.

Bei karzinomnegativen Schnellschnitt ist ein Ausschélen des Tumors mdglich sowie die

Entfernung der Adnexe.
Medikamentise Therapie:

Bei der medikamentdsen Behandlung des Ovarialkarzinoms hat sich das Spektrum an
Moglichkeiten in den letzten Jahren massiv erweitert. Neben der klassischen
(systemischen) Chemotherapie haben inzwischen auch zielgerichtete Therapien Einzug
in die Therapie des Ovarialkarzinoms gewonnen. Spezifische PARP-Inhibitoren bei

nachgewiesener BRCA Mutation werden im Kapitel 2.2.4 behandelt. Bei der
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Chemotherapie unterscheidet man die systemische Primértherapie, die adjuvante
Therapie, die rein kurative und die palliative Therapie jeweils abhdngig vom Fortschritt
der Erkrankung. Grundsétzlich sollte nach den aktuellen Leitlinien zur Behandlung eines
fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms (IIb-IV) eine adjuvante Carboplatin enthaltende
Polychemotherapie in Kombination mit einem Mitosehemmstoff (z.B. Paclitaxel)
angestrebt werden. Das aktuelle Schema beinhaltet Carboplatin AUCS5 und Paclitaxel
iiber 3 Stunden i.v. alle drei Wochen fiir sechs Zyklen (Burges und Schmalfeldt 2011;
Fehm et al. 2013).

Die primér systemische Therapie des frithen Ovarialkarzinoms ist abhdngig vom FIGO
Stadium und vom Grading. Im Stadium FIGO I/G1 soll nach operativem Staging keine
adjuvante Chemotherapie durchgefiihrt werden. Im Stadium IC oder IA/B und G3 soll
ebenfalls die adjuvante Carboplatin-haltige Chemotherapie angeboten werden. Eine
»Kann‘“-Indikation stellen laut Leitlinie die Stadien IA/G2 und IB/G1+2 dar (Marmé et
al. 2019).

Durch Anwendung der Kombinationstherapie bestehend aus Operation und adjuvanter
Chemotherapie kann bei den meisten Patientinnen zumindest tempordr Tumorfreiheit
erreicht werden. Allerdings bleibt die Rezidivrate vor allem in héheren FIGO Stadien
weiterhin hoch und in der Regel sind diese Patientinnen nicht mehr heilbar. Einer der
wichtigsten Prognosefaktoren ist hierbei der Zeitraum zwischen letztem Chemotherapie-
Zyklus und der Diagnosestellung des Rezidivs (Zivanovic und Oseledchyk 2018).

Die Definition des Rezidivs unterlag jliingst einem Wandel: Vom ,,Platin-resistenten
Rezidiv* und ,,Platin-sensiblem* Rezidiv und deren scharfer Trennung hat man heute
Abstand genommen. Die neue Nomenklatur definiert ein Platin-resistentes Rezidiv, wenn
die erneute Platin-haltige Therapie keine Option ist. Dementsprechend wird beim
ehemals Platin-sensiblem Rezidiv nun von einer Rezidivtherapie basierend auf einer
erneuten Platin-haltigen Therapie gesprochen. Daher finden die Begriffe ,,Platin-

geeignet und Platin-ungeeignet* vermehrt Anwendung.

Ein therapiefreies Intervall von iiber sechs Monaten vor einem Rezidiv ist
dementsprechend Platin-geeignet und kann mit einer Re-Induktionstherapie behandelt
werden. Hierbei kommt eine Kombinationschemotherapie aus Carboplatin mit wahlweise
Gemcitabin, Paclitaxel oder Doxorubicin infrage. Das mediane Uberleben betriigt hierbei

36- 48 Monate (Chi et al. 20006).

Bei Platin-ungeeignetem Rezidiv ist eine alternative Monotherapie mit Topotecan oder

Anthrazyklinen moglich. In den aktuellen Leitlinien wird von der Hormontherapie eines
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Ovarialkarzinoms mit GNRH-Analoga, Gestagenen und Tamoxifen abgeraten. Die
Anwendung des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-Inhibitors Bevacizumab

kann bei beiden Rezidivarten Anwendung finden.

Die operative Rezidivtherapie ist Teil aktueller Studien und kann aktuell nicht generell
empfohlen werden. Auch von einer hyperthermen intraperitonealen Chemotherapie
(HIPEC) wird in den Leitlinien zum aktuellen Zeitpunkt abgeraten.

Eine Strahlentherapie wurde in der Vergangenheit als Abdomenbestrahlung eingesetzt.
Nachteil dieser Methode war die nachhaltige Schdadigung des Darms und eine damit
verbundene erhohte Morbiditét, weshalb dieses Verfahren wieder verlassen wurde (Kuhn
und Keyver-Paik 2019). Ergebnisse einer aktuellen Studie von Chundury et al. zu einem
modifizierten Bestrahlungskonzept im Sinne einer intensitdtsmodulierten Radio-Therapie

(IMRT) stehen noch aus (Chundury et al. 2016).

Aktuell umstritten ist nach wie vor eine neoadjuvante Chemotherapie, auch wenn die
aktuelle Leitlinie eine NACT (Neoadjuvante Chemotherapie) nicht empfiehlt. Laut von
Kieseritzky et al zeigen aufbauend auf einer randomisierten klinischen Studie von 2010,
welche OVCA-Patientinnen im Stadium IIIC und IV eine NACT erhielten und im
Vergleich zur primdr zytoreduktiven Therapie in Gesamtiiberleben und
progressionsfreinem Uberleben dieser nicht unterlegen waren, dass nachfolgende Studien
kontroverse Ergebnisse erbrachten. So auch in einer amerikanischen Studie aufbauend
auf Daten des National Comprehensive Cancer Center Network (NCCN) in denen das
Ergebnis einer neoadjuvanten Chemotherapie mit dem einer zytoreduktiven Operation
verglichen wurde. Fazit war, dass die NACT im Stadium III und IV deutlich héaufiger zur
Anwendung kam, im Stadium III C die zytoreduktive Operation mit einem besseren
Gesamtiiberleben assoziiert war (Kieseritzky et al. 2017).

Die grofle internationale Phase II Studie der EORTC-GCG/ NCIC —CTG von 2010
erbrachte bestitigte Zweifler der NACT: Es wurden 670 Patienten mit fortgeschrittenem
OVCA, Tuben- oder Peritonealkarzinom so randomisiert, dass die eine Gruppe nach
operativem Debulking sechs Zyklen platinhaltige Chemotherapie bekam oder
(experimentelle Gruppe) neoadjuvante platinhaltige Chemotherapie {iber sechs Wochen
und Intervall-OP nach drei Wochen erhielt. Ziel war der Nachweis der Nicht-
Unterlegenheit der NACT. Krittk gab es am Festlegen des optimalen
Operationszeitpunktes und der Qualitdt der Intervall-Operationen. Beides war nicht in

allen Féllen einheitlich und somit schlecht vergleichbar. Deshalb blieb die AGO bei der
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Empfehlung die NACT nicht standardmidflig in das Behandlungskonzept mit

aufzunehmen.

Ein relativ neuer Therapieansatz ist der Einsatz von so genannten ,.targeted therapies®,
personalisierten, zielgerichteten Therapien. Analog zu anderen Tumoren wie dem
Mamma- Nieren, Darm, Brust-oder Bronchialkarzinom hat der VEGF-Inhibitor
(vaascular endothelial growth factor) Bevacizumab die Zulassung zur Anwendung beim
Ovarialkarzinom ab FIGO Stadium I1IB. Bevacizumab kann additiv in der Dosierung 15
mg/kg zur Chemotherapie verabreicht werden sowie als Erhaltungstherapie iiber 15
Monate weiter Anwendung finden (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF,

Deutschen Krebsgesellschaft e.V. und Deutschen Krebshilfe 2019).

Die Zulassung 2011 basiert auf den beiden Phase III Studien GOG 218 und ICON7,
welche beide einen Uberlebensvorteil durch das Hinzunehmen von Bevacizumab
konstatieren konnten. Allerdings profitieren nur Patientinnen mit fortgeschrittenem
Ovarialkarzinom hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens von einer additiven
Bevacizumab-Therapie (Seck und Schmalfeldt 2016). Neben dem erfolgreichen Einsatz
von Bevacizumab sind stdndig andere Immunmodulatoren untersucht worden, von denen
bisher aber keiner vielversprechende Ergebnisse erzielte. Die Tyrosinkinaseinhibitoren
Pazopanib und Nintedanib konnten ihren hohen klinischen Erwartungen nicht gerecht
werden und treten mit einem erheblichen Nebenwirkunsprofil bei Anwendung in
Erscheinung.

Der Ant-PD-L1 Antikorper Avelumab befindet sich aktuell in klinischer Priifung. Er soll
in der Lage sein, eine antikdrperabhidngigge zelluldre Zytotoxizitdt auszuldosen
(Aivazova-Fuchs und Friese 2017).

AbschlieBend gédbe es noch die Option einer endokrinen Therapie dhnlich wie beim
Mammakarzinom. Hierzu kdmen Tamoxifen, Aromatasehmmer und GnRH-Analoga in
Betracht. Trotz wenig toxischer Nebenwirkungen ist die Datenlage fiir eine generelle
Empfehlung zu gering, es fehlen grof3 angelegte Phase III Studien (Engel und Ortmann
2012).

2.1.8 Prognose und Privention

Die Prognose des Ovarialkarzinoms ist abhidngig vom FIGO-Stadium, dem

histologischen Subtyp, dem Grading und dem postoperativem Tumorrest (Burges und

Schmalfeldt 2011; Du Bois et al. 2009). Patientinnen mit FIGO-Stadium I haben eine 80-

90 prozentige 5-Jahres-Uberlebensrate. Bei den FIGO-Stadien II und I11 ist ein 5-Lahres-

Uberleben nur noch in 40-70% bzw. 4-15% zu erreichen (Kanzow et al. 2018).
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Prognostisch ungiinstig sind zudem ein hohes Alter mit schlechtem Allgemeinzustand
und hoher Komorbiditit.

Als praventive Mallnahme zum frithzeitigen Entdecken eines Ovarialkarzinoms stellt die
jéhrliche gyndkologische Routineuntersuchung inclusive einer ausfiihrlichen Anamnese
und einem vaginalen Ultraschall aktuell immer noch die wichtigste Vorsorgemaf3nahme
dar. Ein Screening zur Fritherkennung eines Ovarialkarzinoms existiert nicht
(Schmalfeldt und Seck). Deswegen ist jedem Hinweis in der Anamnese auf eine familidre
Vorbelastung hinsichtlich gynédkologischer Tumoren explizit nachzugehen.

Die Spezifitit des Tumormarker CA-125 ist gering, daher sollte er wie oben beschrieben
weder in der Primérdiagnostik eines Ovarialkarzinoms noch als préaventiver Marker

Anwendung finden.

2.2 BRCA Gene 1 und 2
2.2.1 Genlokalisation und Aufbau

Die Abkiirzung BRCA steht fiir BReast CAncer. Bei den beiden BRCA-Genen handelt
es sich um zwei verschiedene (Tumorsuppressor-)Gene, deren Proteine im Zellkern eines
jeden Menschen vorkommen. Das BRCA1-Gen wurde durch den US-Amerikaner J.M.
Hall 1990 auf Chromosom 17 g21 entdeckt. Es besteht aus 24 Exons und kodiert ein
Protein aus 1863 Aminosduren mit einem Gewicht von 200 kD (Xu und Solomon 1996).
Es folgte die Entdeckung des BRCA2 Gens auf Chromosom 13, Genlocus q12-13 im Jahr
1994. Das BRCA2-Gen besteht aus 27 codierenden Exons, codiert ein Protein aus 3418
Aminosduren und hat ein Gewicht von 384 kDa (Bertwistle und Ashworth 1998).

o BRCAA

Chromozome 13 Cheomonome 17

Abbildung 4: Lokalisierung der BRCA-Gene auf ihren jeweiligen Chromosomen (Bolton
etal. 2012)
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2.2.2 Funktion der BRCA1 und BRCA2 Gene sowie deren Proteine
BRCA1

Bei den beiden BRCA-Genen handelt es sich um Tumorsuppressorgene. Die von thnen
codierten Proteine sind kernstindig und komplex am Prozess der Zellregulierung
beteiligt. Fiir BRCA1 sind multifunktionelle Funktionen wie Ubiquitinierung von
Proteinen, Zellzyklusregulierung, DNA-Doppelstrangreparatur durch homologe
Rekombination, transkriptionale Regulation, Chromatin Remodelling und RNA splicing

nachgewiesen (Paul und Paul 2014).

BRCAT1 besitzt mehrere unterschiedliche Proteindoménen (siehe Abbildung 5), mit
welchen es iiber verschiedene andere Proteine Komplexe bilden oder mit diesen
interagieren kann. Die zinkbindende Ringfingerdoméine (RING=really interesting new
gene) ist nahe des NH2 Terminus lokalisiert. Welcsh et. al beschrieb diesen Genabschnitt

wie folgend:

»RING fingers are zinc-binding domains defined by a conserved pattern of cysteines and
histidines that mediate protein-protein or protein- DNA interactions*

(Welcsh et al. 2000).

BARD1 RADS0 RADS1 Ctip/RBBPS
BAP1 FANCJ/BRIP1
E2F1 Abraxas/CCDC98
UbcH5¢ BRCA2
P53
P300
Komplexe, mit denen BRCAL interagiert HDAC1/2
BAAT1
BRCA1A Komplex BRCA1B Komplex BRCA1C Komplex H2AX
RAPB0 Bachl Ctip
NBA1/MERIT40/HSPC142 Bard1 MRN
BRE Bardl
Abraxas
BRCC36
BRCCA4S

Abbildung 5: Schematische Darstellung des BRCA1 Gens.

In dieser Arbeit untersuchte Proteine sind unterstrichen und hervorgehoben. Modifiziert

nach (Yun und Hiom 2009)
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Eine Funktion von BRCA1 ist die Ubiquitinierung anderer Proteine. Dieser Prozess, bei
dem es sich um eine posttranslationale Modifizierung handelt, kann in Form einer Mono-
oder Polyubiquitinierung ablaufen. Bei der Monoubiquitinierung werden diese anderen
Proteine in ihrer Funktion verdndert oder durch Polyubiquitinierung markiert und fiir den
Abbau durch Proteasom zuginglich gemacht (Heine und Parvin 2007). Die RING
Doméne von BRCA1 besitzt Ubiquitinin E3 Ligase-Aktivitit und kann andere Proteine
ubiquitinieren (Wu et al. 2010).

Der Ablauf der beteiligten Enzyme ist immer gleich und besteht aus drei Faktoren: einem
Ubiquitinin aktivierendem Enzym (E1), einem Ubiquitinin conjugierendem Enzym (E2)
sowie einer Ubiquitinin- Ligase (E3). Die RING-Finger-Doménre E3 ist verfiigt im
Gegensatz zu anderen Ubiquitinin Ligasen nicht {iber eine enzymatische Aktivitét per se.
Dafiir ist sie in der Lage das Protein, welches ubiquitiniert werden soll, mit E2 zusammen
zu bringen. Ohne die Hilfe der Ubiquitinin Ligase kann E2 das zu ubiquitinierende

Protein nicht erkennen (Panier und Durocher 2009).

Lys

oA el gl
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A ’,I::*- ==
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[:»

Current Bioloav

Abbildung 6: Schematische Darstellung des BRCA1/BARD1 Komplexes und der
Ubiquitinin aktivierenden Enzyme (Kerr und Ashworth 2001)

Mit Hilfe der Ubiquitinin konjugierenden Enzyme wird die RING-Finger Doméne von
BRCAT1 in vitro ubiquitiniert, in Zellen findet man sie oft an DNA Strangbriichen, welche
mit Chromatin assoziiert sind. Der BRCA1-BARD1 Komplex fungiert zusammen als E3
Ubiquitinin-Ligase und ist fiir die Tumorsuppressoraktivitit von BRCAI
mitverantwortlich. Eine Mutation in der BRCA1 Ring-Domine kann dazu fiihren, dass
BRCA1 associated ring domain 1 protein (BARDI1) von BRCA1 abgespalten wird und
die damit einhergehende verminderte E3 Ligase-Aktivitit die Entstehung von
Karzinomen begiinstigt. Beispiel hierfiir stellt die die BRCA1 RING (C61G) Mutation

dar, welche zu einer der haufigsten Missense Mutationen im BRCA1-Gen fiihrt.
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Daraus ergibt sich, dass Mutationen in diesem Bereich der RING Doméne zu
Karzinomentwicklung fiihren konnten und hier der Zusammenhang zwischen der
Ubiquitinierungs- und der Tumorsuppressorfunktion von BRCA liegt (Hashizume et al.
2001; Drost et al. 2011; Takaoka und Miki 2018).

Neben der Funktion der RING-Finger Domine als Ubiquitunin-Ligase ist sie neben
BARDI1 auch Bindungsstelle fiir BRCA1 associated protein (BAP1). BRCA1 bindet an
BARDI in vivo und ist so ein stabiler, heterodimerer Komplex (Baer 2002; Wu et al.
2010). Dieser Komplex BRCA1/BARDI ist zentral in das Geschehen der DNA-
Reparatur involviert. Einzeln sind beide RING Doménen Proteine, zusammen haben sie
E3 Ligase Aktivitét die fiir das Anhdufen von Ubiquitinin Konjugaten an ,,DNA damage
sites* verantwortlich sind (Kalb et al. 2014).

Transcription complex Block in BRCA1-BARD1 ring
reaches lesion in transcription finger mediated
double-stranded ubiquitination of

DNA template RNA polll

mRNA

" £ RNA
Polll —
Holoenzyme

DNA repair |
complex

=

Repaired Recruitment of Removal and degradation
double-strand DNA repair complex  of RNA polll. BRCA1 becomes
DNA by BRCA1 bound to branched DNA
Current Biology

Abbildung 7: Rolle des BRCA1/BARD1 Komplexes im Transkriptionsvorgang und DNA
Reparatur (Kerr und Ashworth 2001)

Kommt es zu einem DNA- Doppelstrangbruch gibt es zwei Wege der Reparatur: die sehr
genaue und fast fehlerfreie homologe Rekombination (HR) und die non-homologous-
end-joining (NHEJ) Reparatur. BRCA1 unterstiitzt mit dem BRCA1/BARD1 Komplex

die DNA Doppelstrangreparatur durch homologe Rekombination (Moynahan und Jasin
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2010). Bei dieser dient eine Schwesterchromatide als Matrize und wird fiir die SchlieBung
der entstandenen Liicke innerhalb des DNA Stranges verwendet, zahlreiche Proteine sind
an der Reparatur beteiligt, welche bei Sdugetierzellen nur in der S oder G Phase der
Meiose stattfinden kann.

Im Falle eines DNA-Doppelstrangbruchs wird BRCA1 {iber eine Kaskade zur
geschddigten DNA-Stelle rekrutiert. Es kommt es zu einer schidigungsbedingten
ATM/ATR abhédngigen Phosphorylierung von Ser139 und einem bestimmten Histon
(H2AX), welches einen weiteren an der Reparatur beteiligten Komplex, Mediator of
DNA damage checkpoint protein 1 (MDCI1) iiber die BRCA1 C-Terminus (BRCT)
Domiéne des BRCAT1 rekrutiert. Dieses Protein fungiert als Regulator der Intra-S Phase
und der G2/M Zellzyklus- Kontrollpunkte und rekrutiert bei Phosphorylierung weitere
Reparaturproteine wie die Ubiquitinin E3 Ligase und E3 Ubiquitin Ligase Ring Finger
Protein 8 (RNF)/Ubiquitin- conjugating enzyme 13 (UBC13) an die geschidigte Stelle
innerhalb des DNA Bruches (Mailand et al. 2007; Kolas et al. 2007; Huen et al. 2007,
Wang 2012a).

Die verschiedenen Ubiquitinierungen an der ,,DNA damage site* fithren zur Ausbildung
von weiteren wichtigen Andockstellen wie 53BP1 und BRCAT1 selbst (Polo und Jackson
2011).

Der fiir die Reparatur der Doppelstrangbriiche wichtige BRCA1- A Komplex akkumuliert
am Doppelstrangbruch (DSB) abhidngig vom oben beschriebenen RNF8. Die gebildeten
Ubiquitinketten fungieren hierbei als Dockingstation fiir RAP80 durch sein ubiquitin
interating motif (UIM). Der A-Komplex besteht somit folglich aus BRCA1, dem UIM
RAPS80, den deubiquitinierenden Enzymen BRCC36 und BRCC45, MERIT 40 und dem
Adapterprotein ABRAXAS (Harris und Khanna 2011).

Der Komplex rekrutiert durch die Interaktion von RAP 80 mit K63 Polyubiquitinketten
BRCATI an das Histon H2AX. (Li et al.).
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Abbildung 8: Mogliche Wege und Interaktionen bei der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen mit Beteiligung von BRCA1 (Rosen 2013)

A) RNFS8 bindet MDC1, welches mit Hilfe von E2 ubiquitiniert wird. RAP80 als Teil des
BRCATA Komplexes bindet iiber sein UIM an MDC1 und rekrutiert BRCA1 an IRIF
durch Abraxas.

B) RNF8 und RNF168 unterstiitzen die Polyubiquitinierung des Histons H2AX durch
Ubc13. Die Ubiquitininkette wird wieder durch Rap 80 erkannt und BRCA1 rekrutiert.

Die exakte Rolle von BRCAI1 und der beteiligten Proteine ist bis heute noch nicht
vollstindig aufgeklirt. Ein weiterer wichtiger Baustein in der HR scheint das RADS50
Protein zu sein. Gorodetska et al. beschreibt, dass es bereits im ersten Schritt der
homologen Rekombination als Teil des MRN Komplexes (mrell-RADS50-NbsI)
zusammen mit Ctlp aus den DSB Enden ssDNA generiert. Abhdngig von BRCA1 und
BRCA2 greift der RADS51-ssDNA homologe ds-DNA an RADS5! formt dabei ein
helicales Nukleofilament um die ssDNA (Benson et al. 1994). Dieses sucht homologe
DNA Sequenzen auf dem Schwester- Chromatid und 6ffnet die Duplexstruktur. Rad51
16st sich nach Bildung eines ,,jointmolecule* von der dsSDNA ab und das 3’Ende der
geschidigten DNA wird durch Polymerasen ligiert. Die Bindung von RADS51 an dsDNA
wiirde die initialen Schritte der homologen Rekombination in vivo unterbinden. Durch
die Bindung von BRCA2 an RADS51 wird gewihrleistet, dass dieses an die gewiinschte
ssDNA bindet. BRCA2 stellt sicher, dass RADS51 an die DNA damage sites gebracht
wird. Es erleichtert so die korrekte Filament-Formation und ist Wegbereiter fiir das

korrekte Ablaufen einer HR (Gorodetska et al. 2019).
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Die folgende Abbildung stellt vergleichend die Rollen von BRCA1 und BRCA2 in der
DNA-Reparatur dar.
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PCNA | DNA repair Failed repair l PCNA l Failed repair of p53
v of most genes or other checkpoint

Normal cell cycle
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Abbildung 9: Die Rolle der BRCA-Gene in der DNA Reparatur
(Welcsh et al. 2000)

Kommt es zu einem DNA- Doppelstrangbruch wird der Komplex aus BRCA1, BRCA2,
BARDI1 und RADSI1 an die Stelle der Schadigung rekrutiert und durchlduft die DNA
Replikation mit Hilfe des Ringklemmprotein PCNA (proliferating cell nuclear antigen).
Im Zuge der DNA Schéddigung kommt es zu einer Phosphorylierung von BRCAI, in
dessen Folge Ctlp und BRCA1 ihre Bindung 16sen. Wenn BRCA 1 oder 2 durch Mutation
inaktiviert sind (Abbildung 9, rechte Seite, grau hinterlegt) kommt es zur Anhdufung von
DNA Doppelstrangbriichen und einer checkpoint Aktivierung, was seinerseits in einer
Aktivierung von p53 und Uberexpression von p21 resultiert. Durch Hemmung der
Cyclin-abhédbgigen Kinasen wegen der erhohten p53 Level kommt es zum Zellzyklus-
Arrest. Wenn kritische Checkpoint- Gene wie p53 nicht korrekt repariert werden, kommt

es zur ungehemmten Zellproliferation.
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Zusitzlich wurde BRCAL1 friih eine Rolle beim Chromatin remodeling und RNA
processing zugeschrieben. Bocher et al. beschrieben im Jahr 2000, dass BRCAT1 {iber
seinen SWI/SNF Komplex das Chromatin remodeling beeinflusst. Es erleichtert die DNA
Doppelstrangreparatur und tritt folglich bet DNA Doppelstrangbriichen auf. Der genaue
Ablauf inwiefern BRCATI tiber verschiedene Komplexe am Chromatin remodeling

beteiligt ist, wird weiterhin untersucht.

Eine weitere wichtige Rolle spielt BRCA1 bei der Erhaltung der genomischen Stabilitét.
Zellzykluskontrolle ist elementar, um die Zelle vor Mutationen zu schiitzen, die in das
normale Zellwachstum eingreifen. Diese so genannten cell cycle checkpoints sind
Kontrollmechanismen, die dazu in der Lage sind, den Zellzyklus in den Phasen G1/S, S

und G2/M anzuhalten, um DNA Schéden zu reparieren (Deng 2006).

Der BRCA1/RAP80 rekrutiert nicht nur wie oben beschrieben BRCA1 zur geschéddigten
DNA, sondern unterstiitzt iiber mehrere Schritte die Phosphorylierung von CHK1 und
aktiviert auch den G2/M checkpoint (Kim et al. 2007). Weitere Komplexe wie der Ctlp-
BRCA1 wund der BACHI-BRCA1 Komplex sind in das Geschehen der
Zellzyklusregulierung eingeschalten. (Takaoka und Miki 2018). Aus diesem komplexen
Zusammenspiel ergibt sich, dass der Verlust der BRCAI1 Funktion sowie die
Inaktivierung von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt sind, die

Tumorgenese positiv beeinflussen konnten.
BRCA2

Das BRCA2 Gen dhnelt im Aufbau dem des BRCAL. Es verfiigt iber einen N- Terminus
sowie einen C-Terminus, welcher mittig die BRC repeats umrahmen. Die BRC repeats
(Exon 11) sind fiir Interaktionen und Bindung von RAD51 wichtig.

BRCA2 ist im Vergleich zu BRCA1 weniger intensiv untersucht und verstanden. Wie
auch BRCAI1 ist BRCA2 an der homologen Rekombination beteiligt, welches die
wichtigste Funktion von BRCA2 darstellt (Jensen 2013).
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Human BRCA1 (1863 aa)

RING NLS Coiled-coil BRCT

BARD1 PALB2  Abraxas
CtP
BACH1
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Abbildung 10: Aufbau BRCA2 Protein im Vergleich zu BRCA1 (Katsuki und Takata
2016)

Ein weiterer wichtiger Bindungspartner von BRCA2 stellt partner and localizer of
BRCA2 (PALB2), dar. Das Protein wurde entdeckt als Bindeglied zwischen BRCA1 und
BRCA2 (Sy et al. 2009, 2009; Roy et al. 2012b). Somit ist PALB2 eins der
Schliisselproteine zum korrekten Ablauf der HR, da es gewihrleistet, dass BRCA2 und
RADS51 zum Ort der geschiddigten Doppelstrang DNA rekrutiert werden. Durch die
Bindung der beiden BRCA Proteine untereinander wird deutlich, dass beide essentielle

Rollen in der HR einnehmen (Huyton et al. 2000; Scully et al. 1997).

Zellen mit Mutation im BRCA2 Gen sind nicht in der Lage RADS1 zur geschidigten
Stelle am DNA Doppelstrang zu rekrutieren. Durch Fehlfunktion dieses initialen Schrittes

kann die HR nicht korrekt ablaufen.

Zweite wichtige Funktion von BRCA2 stellt seine Rolle bei der Protektion der
Replikationsgabeln da. Es scheint zentraler Faktor als Stabilisator bei ins Stocken

geratenen Replikationsgabeln zu sein (Roy et al. 2012a).

Inwiefern die Funktion von BRCA2 die Regulation der Duplikation von Zentromeren
beeinflusst, bleibt soweit unklar. Tatsache ist, dass es in BRCA defiziente Zellen
vermehrt zu Aneuploidien kommt, welche mit dieser moglichen (Teil-) Funktion von
BRCA2 in Zusammenhang stehen (Fradet-Turcotte et al. 2016).

Es erscheint sinnvoll die beiden BRCA-Proteine in ihrer Funktion auch als Einheit zu

beleuchten. Einige Aufgaben auf molekularer Ebene werden durch das Zusammenspiel
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von beiden Genen beeinflusst. Hierzu gehort deren Aufgabe als ,,Genomwéchter®: sie
sorgen fiir das Aufrechterhalten der genomischen Stabilitét. Ist eines der beiden BRCA
Proteine defekt, kommt es in der Folge zur genomischer Instabilitat mit dem Risiko der
Entwicklung von chromosomalen Aberrationen (Venkitaraman 2001; Boulton 2006).
Des Weiteren sind beide Gene und deren Proteine in das Geschehen des korrekten
Ablaufes der HR bei DNA-Doppelstrangbruch und der transkriptionellen Regulation
eingeschaltet (Yoshida und Miki 2004).

2.2.3 Genetische Testung
Erbgang und second-hit Theorie

BRCA-Mutationen und deren Vererbung folgen einem autosomal- dominantem Erbgang,
die Vererbung wird folglich mit 50% Wahrscheinlichkeit an die Nachkommen
weitergegeben, unabhingig vom Geschlecht (Leinert et al. 2018).

BRCA-Mutationen werden in Keimbahnmutationen und somatische Mutationen
unterteilt. Keimbahnmutationen werden an jede Tochterzelle weitergegeben und befinden
sich folglich in jeder Korperzelle. Beim Ovarialkarzinom sind ca. 14 % der BRCA
Mutationen (BRCA1 ca. 8%, BRCA2 ca. 6%) assoziiert mit Mutationen in der Keimbahn.
Somatische Mutationen entstehen oft im Laufe des Lebens wéhrend der Entartung der
Zelle. Demnach liegen somatische Mutationen nur in den Tumorzellen vor. Sie sind fiir
die Zelle insofern gefdhrlich, da sie Tumorsuppressorgene inaktivieren und Onkogene

aktivieren konnen (Runnebaum 2009).

Hierauf basierend unterscheidet sich auch die Art der genetischen Testung:
Keimbahnmutationen kénnen im Blut, im Speichel und im Tumor nachgewiesen werden,
somatische Mutationen nur im Tumorgewebe. Der Pathologe, der das Tumormaterial zur
Beurteilung bekommt, vermag nicht zu unterscheiden, um was fiir eine Mutationsform
sich es bei positivem BRCA-Status handelt, da er kein gesundes Material zum Vergleich
erhédlt. Die Untersuchung und Unterscheidung ob es sich um eine Keimbahn oder
somatische Mutation handelt, obliegt einem Humangenetiker mit zusitzlicher
Ausbildung in diesem Fachgebiet (Loser et al.). Mdchte der Patient Aufschluss tiber die
Art der Mutation, gibt es spezielle Gendiagnostikzentren mit Humangenetikern die
berechtigt sind, weiterfiihrende Analysen zu veranlassen. Da das Ergebnis einer
Keimbahnmutation potenzielle klinische Konsequenzen nach sich zieht und Fragen nach

weiterer familidrer Belastung aufwirft, unterliegt die Keimbahntestung seit 2010 den
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Anforderungen des Gendiagnostikgesetzes und ist an eine humangenetische Beratung
gebunden.

Nach Empfehlung der Gendiagnostik Kommission (GEKO) des RKI ist flir die
Regelzustindigkeit des Gendiagnostikgesetzes die Indikation zur genetischen Testung
entscheidend (Ldser et al.). Eine Analyse des Tumorgewebes fillt im Gegensatz zur
Keimbahnanalyse allerdings nicht unter das Gendiagnostikgesetz, da der Zweck die
Feststellung einer BRCA Mutation als Biomarker fiir das Ansprechen einer eventuellen
medikamentdsen Therapie betrifft. Der Untersuchungszweck ist nicht darauf ausgerichtet
durch Unterscheidung von Keimbahn und somatischer Mutation eine Erblichkeit

festzustellen (Bauer et al. 2016).
Second hit Theorie

Die BRCA1- und BRCA2 Gene sind Tumorsuppressorgene. Sie sind in der Lage die
Proliferation spezifischer Zellen zu einem bestimmten Zeitpunkt im Zellzyklus wieder zu
beenden. Die Relevanz dieser Gene und ihrer Funktion zeigt sich in direkter Beteiligung
an der Zellteilung sowie indirekter Einflussnahme auf das korrekte Ablaufen des DNA-
Reparaturvorganges. Sie sichern genomische Stabilitdt. In gesunden Zellen liegen zwei
Allele eines Tumorsuppressors vor, die Funktionsfdhigkeit eines Allels reicht in der
Regel aus, um Schutzfunktion zu gewéhrleisten. Mutationen in solchen Genen werden
sowohl in sporadischen als auch in hereditdren Tumorerkrankungen gefunden.

In Knudsons ,,second hit* Theorie fallt erst das erste, dann das zweite Allel aus. Hierbei
kommt es zu ungewollter Proliferation von Zellen, wenn beide Allele des
Tumorsuppressorgens inaktiviert werden. Bei somatischen Mutationen passieren beide
Ereignisse oft zufillig, wihrend bei erblichen Mutationen das erste Allel eine genetische
Pradisposition tragen kann und das zweite entweder zufdllig verloren geht oder ein
funktionsunfahiges Protein hervorbringt. Dieses erste Ereignis wird ,,loss of function*
Mutation genannt (LOF). Da sie auf zelluldrer Ebene rezessiv wirken, entsteht ein Tumor
erst, wenn auch das beschriebene zweite intakte Allel eine Mutation, einen ,,second hit*

erfahrt (loss of heterozygosity, LOH) ,(Knudson 1971).
Mutationsarten

Bisher kennt man bis zu eintausend verschiedene mogliche Mutationsarten der beiden
BRCA-Gene, welche maligeblich an der Entwicklung von Mamma- und
Ovarialkarzinomen beteiligt sind. Kommt es zu einer Deletion (Verlust einer
Aminoséure) kann daraus eine Frameshift- oder Nonsensemutation entstehen. Bei einer

Frameshiftmutation kommt es innerhalb der Proteinbiosynthese zu einer Verschiebung
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im Leseraster mit der Folge, dass eine andere Aminosduresequenz und folglich ein
anderes Protein entsteht. Bei einer Nonsensemutation kommt es innerhalb der
Proteinbiosynthese zum Einbau eines Stopp-Codons, was ein verkiirztes und damit
funktionseingeschrinktes Protein hervorbringt. Diese Mutationsform mit einfachem
Austausch eines Basenpaares machen bei den BRCA-Mutationen ca. 10 Prozent aus. Die
hdufigsten Mutationen neben Nonsensemutationen sind Frameshiftmutationen
(Leserasterverschiebung), welche mit 71 Prozent aller Mutationsarten den Grofteil

ausmachen (Prieshof und Costa 2006).

Bei der BRCA1-Mutation kommt es gehduft zu einer Verdnderung der Basenabfolge
innerhalb der Proteinbiosynthese, die entweder zu einem Verlust eines Basenpaares
(Deletion) oder einem zusétzlichen Einbau (Insertion) fiihrt. Zurzeit sind ca. 1.600
verschiedene Mutationen im BRCA1-Gen bekannt, die meisten davon stellen Frameshift
Mutationen dar, die in einem Missense (Fehlsinnmutation, Punktmutation mit
Basenaustausch) oder einem funktionslosen Protein resultieren (Godet und Gilkes 2017).
Die Funktion des BRCA2-Proteins wurde frith mit dem Ursprung von sechs
verschiedenen Keimbahnmutationen beim Mammakarzinom in Verbindung gebracht.
Hierbei kommt es zu einer Unterbrechung des ,open reading frame®, einer
transkriptionalen Untereinheit. Auch hierbei handelte es sich liberwiegend um Deletionen
und Frameshift-Mutationen, die zu einem Stoppcodon fiihren. Das Ergebnis sind
verdnderte oder funktionsunfihige Proteine. Insgesamt sind iiber 1.800 Mutationen im

BRCA2-Gen bekannt (Godet und Gilkes 2017).
NGS und DHPLC

Das NGS ist Mittel der Wahl um die Charakterisierung der Mutation im Hinblick auf Art
und Position innerhalb der BRCA-Gene zu klassifizieren. Mit dem NGS konnen alle
verschiedenen Arten von Mutationen wie Frameshift-, Missense- und Nonsensemutation

detailliert nachgewiesen werden.

Friithere Ansétze einer ,,Vorscreening“-Methode, wie zum Beispiel die Denaturierungs-
Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie = (DHPLC)  zur  genomischen = DNA-
Sequenzierung stechen dem NGS mittlerweile in der Validierung von
Sensitivitit/Spezifitdt nach, sowie im Kosten- und Zeitpunkt. Das NGS Verfahren dauerte
im Schnitt 10 Tage, wihrend die DHLPC Methode drei Monate in Anspruch nahm. Alle
Reagenzien zusammengerechnet, ist das NGS am Ende die kostenglinstigere Variante,
weshalb die Gensequenzierung durch NGS mittlerweile zum Goldstandard in der

Mutationsdiagnostik zéhlt (D'Argenio et al. 2015).
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Voraussetzungen zur Mutationsanalyse

Das deutsche Konsortium fur familiaren Brust- und Eierstockkrebs sieht einen Gentest
mit Verdacht auf Genverdnderung in den Risikogenen bei folgenden

Familienkonstellationen vor:

Mindestens drei an Brustkrebs erkrankte Frauen aus der gleichen Linie einer Familie,

unabhéngig vom Alter der Erstdiagnose

Mindestens zwei an Brustkrebs erkrankte Frauen aus der gleichen Linie einer Familie,

davon eine mit einem Ersterkrankungsalter vor dem 51. Lebensjahr

Mindestens zwei an Eierstock erkrankte Frauen aus der gleichen Linie einer Familie

Mindestens eine an Brustkrebs erkrankte Frau und mindestens eine an Eierstockkrebs

erkrankte Frau oder eine an Brust- und Eierstockkrebs erkrankte Frau

Mindestens eine an Brustkrebs erkrankte Frau vor dem 36. Lebensjahr

Mindestens eine an beidseitigem Brustkrebs erkrankte Frau, deren Ersterkrankung vor

dem 51. Lebensjahr diagnostiziert wurde.

Mindestens ein an Brustkrebs erkrankter Mann und zusétzlich eine an Brust- oder

Eierstockkrebs erkrankte Frau

Mindestens einer an einem triple-negativen Brustkrebs erkrankte Frau vor dem 50.

Lebensjahr

Mindestens eine an Eierstockkrebs erkrankte Frau vor dem 80. Lebensjahr

Tabelle 7: Indikatoren fiir eine BRCA-Mutationsanalyse (Kast et al. 2016; Schmutzler
und Rhiem 2017)

Die Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen einer Genverdnderung betrdgt bei diesen

Familienkonstellationen tiber zehn Prozent.

2.2.4 Polyadenosin-5'-diphosphoribose-Polymerase (PARP)-Inhibitor
Behandlung bei Frauen mit positivem BRCA Status

Die Behandlung des Ovarialkarzinoms mit einem PARP-Inhibitor ist seit Januar 2015 fiir

die Erhaltungstherapie nach Ansprechen auf eine platinhaltige Rezidivchemotherapie bei
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Patientinnen mit positivem BRCA-Status und einem high-grade serésem OVCA
zugelassen (Keimbahn-oder somatische Mutation) (Bischoftf 2018).

PARP-Inhibitoren blockieren die enzymatische Aktivitit von PARP. PARP gehort zu
einer Gruppe von Enzymen, die an der Basenexzisionsreparatur, einer
Einzelstrangbruchreparatur der DNA beteiligt sind. Wird das Enzym PARP inhibiert,
zerfallt die Replikationsgabel und Einzelstrangbriiche werden in Doppelstrangbriiche
konvertiert. In gesunden Zellen wird ein Doppelstrangbruch auf zwei Weisen repariert:
iiber die homologe Rekombination (HR) oder die nicht- homologe Endverkniipfung.

Bei Zellen mit BRCA-Mutation ist der Weg der HR defekt und die Zelle ist so auf einen
alternativen Weg der Reparatur angewiesen. Wird jedoch dieser durch PARP-Inhibitoren
inhibiert, wird die Zelle in den Zelltod getrieben (Farmer et al. 2005).

In Deutschland sind aktuell drei PARP-Inhibitoren fiir die Behandlung beim
fortgeschrittenen OVCA allgemein zugelassen: Olaparib, Niraparib und Rucaparib.
Olaparib ist der erste PARP-Inhibitor gewesen, der zur Erhaltungsmonotherapie bei
Platin-geeignetem Rezidiv eines high-graden OVCA nach platinbasierter Chemotherapie
zugelassen wurde. Aktuell ist die Indikation nicht an das Vorliegen einer BRCA-
Mutation gebunden. Niraparib darf ebenfalls unabhingig vom BRCA-Mutationsstatus als
Erhaltungsmonotherapie beim Rezidiv eines platinsensiblen, gering differenzierten
OVCA ceingesetzt werden. Rucaparib ist als einziger PARP-Inhibitor initial nur bei
BRCA-mutierten Tumoren zugelassen gewesen, er darf als Monotherapie bei
rezidiviertem oder progredientem platinsensiblen high-grade OVCA Anwendung finden,
nachdem zwei oder mehr platinhaltige Chemotherapien angewendet wurden und ein
weiterer Zyklus nicht infrage kommt (Marmé et al. 2019). Aufgrund von grof3 angelegten
Studien (NOVA und ARIEL) konnte fiir Niraparib als auch fiir Rucaparib eine
signifikante Verbesserung des medianen progressionsfreien Uberleben (PFS) auch fiir
nicht BRCA-mutierte OVCAs nachgewiesen werden (Mirza et al. 2016; Coleman et al.
2017).

Der Eftfekt der Therapie mit PARP-Inhibitoren ist bei BRCA-mutierten OVCA hdher als
bei nicht mutierten. Bei den Patientinnen mit positivem BRCA-Status wird Olaparib trotz
eines dhnlichen Nebenwirkungsprofils der Vorrang gewdhrt. Wie PARP-Inhibitoren in
der Erhaltungstherapie in die Erstlinientherapie vorriicken konnten und wie/ob weitere
Immuntherapie-Ansédtze, wie Anti-PDL-1-Antikdrper in die Therapie des
Ovarialkarzinoms integriert werden konnten, miissen weitere Studien zeigen (Taube et

al. 2019).
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2.2.5 Friiherkennungs- und Prophylaxemafinahmen

Bei  Mutationstrdgerinnen mit  positivem BRCA-Status werden spezielle
Vorsorgemallnahmen angeboten und empfohlen. Auch Frauen aus Hochrisikofamilien,
die keine Mutation tragen aber ein Lebenszeitrisiko von iiber 20 Prozent haben an einem
OVCA zu erkranken, wird angeraten ein standardisiertes Fritherkennungsprogramm zu
durchlaufen.

Hierbei sei erwdhnt, dass  Fritherkennung und Prophylaxe  durchaus
Uberschneidungspunkte besitzen, da sie beide Teile der Privention darstellen. Prinzipiell

sind sie aber getrennt voneinander zu betrachten.
2.2.5.1 Fritherkennung

Bei der Fritherkennung ist primdres Ziel die Senkung der Mortalitit. Wie beim
Nichtrisikopatient ist auch beim Hochrisikopatient eine Fritherkennung schwierig, da das
OVCA wenig bis keine verldsslichen Frithsymptome zeigt (Kommoss et al. 2016;

Kroeger, JR und Drapkin 2017).

Der transvaginale Ultraschall sowie die Bestimmung des Tumormarkers CA 125 kénnen
zur Fritherkennung durchgefiihrt werden. Der Tumormarker CA 125 ist allerdings nicht
sehr spezifisch (Mahner et al. 2009) und eher im Verlauf der Erkrankung aussagekriftig.
Keine dieser FritherkennungsmaBBnahmen konnte signifikant die Mortalitdit senken

(Hillemanns 2014) und wird deshalb aktuell laut Leitlinie nicht mehr empfohlen.

2.2.5.2 Pravention

Im folgenden Abschnitt wird nur auf die Primarpravention und in diesem Zuge auf die

prophylaktischen Operationen eingegangen.
Bilaterale Salpingo- Oophorektomie

Laut den aktuellen Leitlinien der AGO sollten Frauen mit nachgewiesener BRCA-
Mutation iiber die bilaterale Salpingo-Oophorektomie beraten werden. Bei diesem
Eingriff werden beidseitig jeweils Tuben und Ovarien entfernt. Das Erkrankungsrisiko
fiir ein Ovarialkarzinom kann hierbei auf bis zu 1-2% gesenkt werden und die
Gesamtmortalitdt um bis zu 75%, vorausgesetzt der Eingriff findet vor der Menopause
statt (Rhiem und Pfeifer 2014).

Durch verschiedenen Studien bewegt sich der Zeitraum fiir einen prophylaktischen
Eingriff bei BRCA1-Mutation zwischen dem 35. und 40. Lebensjahr, bei BRCA2
zwischen dem 40. und 45. Lebensjahr. Verallgemeinert halt Meindl et al. fest, dass die
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Salpingoovarektomie um das 40 Lebensjahr stattfinden sollte, oder fiinf Jahre vor dem

frithesten Erkrankungsalter anderer Familienmitglieder (Meindl et al. 2011; Rhiem).
Bilaterale Salpingektomie

Als Alternative bietet sich die bilaterale Salpingektomie an, die ebenfalls einen
risikominimierenden Effekt aufweist, allerdings weniger protektive Wirkung auf das
Ausbilden eines Ovarialkarzinoms hat. Hierbei werden nur die Tuben entfernt, die
Ovarien bleiben erhalten. Dieser Eingriff ist bei Patientinnen, bei denen Kinderwunsch
besteht zu iiberlegen, da die Fertilitdt erhalten bleibt. Ob dieser Schritt reicht um das
Karzinomrisiko zu senken bleibt fraglich, da einige Ovarialkarzinome (23 %) weiterhin

von den Ovarien ausgehen (Bolton et al. 2012).
Ovarektomie

Die Entfernung der Eierstocke ist die am héufigsten beschriebene Methode um ein
Ovarialkarzinom vorzubeugen. Oft werden bei der oben beschriebenen Salpingektomie
das Ovar oder die Ovarien mitentfernt. Hierbei geht es nicht nur um eine Risikoreduktion
fiir das Erkranken an einem Ovarialkarzinom, sondern auch das Risiko der
Mammakarzinominzidenz sinkt durch Ausschalten der ovariellen Hormonsynthese
(Domchek et al. 2010; Leinert et al. 2017).

Es scheint, als ndhme der Nutzen dieser prophylaktischen Operation mit zunehmendem
Alter ab, eine genaue Altersgrenze ist aktuell nicht festgelegt. Da BRCAI-
Mutationstragerinnen oft jungen Alters bei Erstdiagnose sind, wird oft das 35. Lebensjahr
oder der Abschluss der Familienplanung als guter Zeitpunkt empfohlen (Kuschel et al.
2009).

Medikamentose Chemoprdivention

Die Einnahme von oralen Kontrazeptiva ist mit einem protektiven Effekt auf die
Entstehung des Ovarialkarzinoms assoziiert und kann das Langzeitrisiko um 50% und die

Mortalitdt um 80 % senken (Vessey und Painter 1995; Beral et al. 1999).
2.2.6 Untersuchte Proteine

2.2.6.1 HSPC 142

HSPC (hematopoetic stem and progenitor cells) 142 gehort zu einer Gruppe von
Proteinen, welche auf dem BRISC and BRCA1 A complex Member (BABAMI) Gen
lokalisiert sind und eine Komponente des BRCA1A Komplexes darstellen (BRISC And

BRCAT1 A Complex Member 1). Das Protein ist in vielen unterschiedlichen Geweben im
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Kern und im Zytoplasma vorhanden. BRCA1 formt drei Komplexe: BRCA1A, BRCAIB
und BRCAI1C. Der BRCA1A Komplex besteht neben BRCA1 mit einem Ubiquitinin
Interacting Motif (UIM) aus RAP80, BRCC36 und BRCC45, Mediator of RAP80
Interactions and Targeting 40 kd (MERIT40) und dem Adapterprotein Abraxas (Harris
und Khanna 2011). HSPC 142 als Antikorper wird in der Literatur mehrfach synonym
durch MERIT40/NBA1 ersetzt. Dass BRCAI1 ein grofles Protein mit multiplen
funktionellen Dominen ist und mit mehreren Komplexen interagiert, um eine Antwort
der Zelle auf DNA Schidigung zu generieren ist bekannt (Deng und Brodie 2000). Einer
dieser Komplexe, die dazu fiithren, dass BRCAT1 an die geschidigte DNA-Seite bindet,
besteht aus einem Ubiquitinin- Interacting Motif (UIM) mit RAP80, CCDC98/Abraxas
und einem Deubiquitinierungsprotein BRCC36. Eine neue Komponente dieses
Komplexes, MERIT40 verstiarkt die BRCA1 abhidngige Antwort auf DNA Schidigung
(Feng et al. 2009). RAP80 seinerseits kann ebenfalls mit MERIT40/HSPC142 und drei
weiteren Proteinen interagieren : ABRAXAS, BRCC36, BRCC45 (Shao et al. 2009).
HSPC142 nimmt als essenzieller Bestandteil von RAP80 und innerhalb des
BRCA1/BARD1 Komplexes eine tragende Rolle bei dessen Rekrutierung und
Verweilung an geschiadigten Abschnitten der Doppelstrang Struktur der DNA ein, vor
allem in der S-Phase des Zellzyklus (,,DNA damage response*) (Jiang et al. 2015).

2.2.6.2 BAP1

BRCA assoziiertes Protein 1 (BAP1) ist ein Deubiquitinierungsenzym, welches auf dem
BAP1 Gen liegt. Das kernstdndige Protein besitzt eine Ubiquitinin-Hydrolase-Doméne,
durch welche es die Fahigkeit zum Deubiquitinieren erlangt. Humanes BAP1 besteht aus

729 Aminosduren mit drei Doménen (Boulton 2006).

1. UCH (Ubiquitinin carboxyl-terminale Hydrolase) N-terminus katalytische
Region, welche das Ubiquitinin von bereits ubiquitinylierten Substraten entfernt,
2. FEiner Linker- Region, welche eine Host cell factor C1 Bindungsdoméne includiert

3. Dem C Terminus

Putative NLS
UCH region HBM (656-661 and
(1-240) (363-366) 717-722)
{ 1 ' —[H}
BARD1 binding BRCA1 binding
domain (182-365) domain
(594-657)

Abbildung 11: Struktur des BAP1 Gen (Guénard und Durocher 2011)
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BAPI1 als Protein kodiert fiir ein Deubiquitinierungsenzym (DUB), hat Schliisselfunktion
in der Regulierung von zelluliren Prozessen wie Zellzykluskontrollen (Checkpoints),
Transkription und DNA Reperaturvorgiingen. Als Enzym des H2A Komplexes greift es
in den Regulationsprozess und das ,remodeling” des Chromatins ein, indem es die
Histone H2A und HCFC1 deubiquitiniert. Die Abspaltung von Ubiquitinin, die als
posttranskriptionale Modifikation bekannt ist, nimmt Proteasomen die Moglichkeit das

Protein zu degradieren (Ubiquitinin markierte Proteolyse).

Uber die Ringfingerdoméine bindet BAP1 an BRCA1 (Boulton 2006, S. 637) sowie iiber
die Doménen 182-365 an die Ringfingerdomédne von BARD1 (Guénard und Durocher
2011, S.2). Somit interagiert es mit dem gesamten Komplex von BRCA1/BARDI.
BAP1 unterstiitzt die BRCA1 abhidngige Inhibition von Krebszellwachstum in
Brustkrebszellen (Carbone et al. 2013, S.2).

Laut Guenard et al. interagiert es mit HCF 1, einem Co-Transkriptionsfaktor, der in vielen
wichtigen Regulatorkomplexen eine Rolle zu spielen scheint. BAP1 konnte durch eine

Regulierung des HCF1 Protein- Levels an der Kontrolle der Zellregulation beteiligt sein.

Der BRCA1/BARDI1 Komplex besitzt E3- Ubiquitinin- Ligase- Aktivitdt mit welcher er
sich selbst sowie andere Proteine ubiquitinieren kann (Wang et al. 2017; Wang 2012a,
S.1). Allerdings hat nicht jeder Teil der Ringfingerdoméne Ligase-Aktivitét, praferiert
sind die grofBen Abschnitte des Ringfingers. Dies fiihrt zu dem Schluss, dass Sequenzen
die auBlerhalb des Ringfingersequenz liegen, fiir die E3 Aktivitit essentiell sind (Mallery
2002).

BAP1 deubiquitiniert BARD1 und moduliert die Aktivitit der E3 Ligase des
BRCA/BAPI1 Komplexes (Carbone et al. 2013, S.3) Gleichzeitig hemmt BAP1 die E3
Ubiquitinin Ligase Aktivitit des BRCA1/BARD1 Komplexes indem es an die
Ringfingerdomine des BARD1 bindet und verhindert so eine Autoubiquitinierung des

Komplexes durch sich selbst.

Es ist moglich, dass BAP1 und BRCAI/BARDI1 abwechselnd und koordiniert die
Deubiquitinierung wédhrend des DNA Reperaturvorganges als auch im Zellzyklus
regulieren. BAP1 wird wéhrend des Vorganges der DNA Reparatur durch ATM und ATR
phosphoryliert.

Des Weiteren geht man davon aus, dass BAP1 das BRCA Protein stabilisieren kann und

es somit vor dem Abbau durch Proteasomen schiizt (JENSEN und RAUSCHER 1999, S.
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2). Andererseits konnte BRCA1 modulierende Wirkung auf BAP1s Fihigkeit haben,
andere Proteine zu aktivieren.

BAPI ist in verschiedenen Geweben im menschlichen Organismus exprimiert, hohe
Expression findet sich in Geweben wie Testis, Plazenta, Ovar und Mamma.

Eine Mutation im BAP1 Gen unterbindet die BRCA1/BARDI Interaktion iiber den C-
Terminus. Um als Tumorsuppressorgen fungieren zu konen ist BAP1 auf seine
enzymatische Deubiquitinierungs- Eigenschaft sowie die nukledre Lokalisation

angewiesen (Guénard und Durocher 2011, S. 2).

2.2.63 Ctlp

CtBP-interacting protein (Ctlp) ist ein nukledres Protein, welches urspriinglich als
interagierender Partner des Co-Transkriptionsfaktors CtBP entdeckt wurde. Es befindet
sich auf Chromosom 18q11.2 (Fusco et al. 1998).

Ctlp ist ein multifunktionales Protein, welches in viele verschiedene zelluldre Prozesse
involviert ist. Neben Beteiligung an der Transkription, der DNA Replikation und
Reparatur sind vor allem folgende zwei Funktionen essentiell: Kontrolle der Zellzyklus
Checkpoints G1 und G2 sowie die homologe rekombinante DNA Reparatur (Wang et al.
2016). Uber die BRCT Domine des BRCA1 kann Ctlp an dieses binden. Es ist
Zielprotein einer BRCA1 abhingigen Phosphorylierung durch die ATM Kinase bei DNA
Doppelstrangbruch (Wang et al. 2012b).

Die Interaktion zwischen Ctlp und BRCAT findet nur wéahrend der G2 Zellzyklusphase
statt und ist fiir die Aktivierung der checkpoint Kinase 1 nach DNA Schidigung notig
(O'Donovan und Livingston 2010).

-36 -



Abbildung 12: Funktionen von Ctlp im Rahmen der verschiedenen Zellzyklus-Phasen

nach Chinnadurai

Die Bindung von Ctlp an BRCT geht bei Tumor-assoziierter Missense und Nonsense-
Mutation verloren. Der Verlust dieser Bindung bei der Karzinomentstehung legt nahe,
dass die Interaktion von Ctlp und BRCA1 bei der Tumorentstehung- und suppression
eine zentrale Rolle zu spielen scheint (Chinnadurai 2006). Die Verbindung zwischen
Ctlp, BRCA1 und MRN wurde auch in der Arbeit von Apericio et al dargestellt. Zellen,
die funktionsunfihiges Ctlp besitzen, reagieren hypersensibel auf das
Chemotherapeutikum Etoposid. Die Arbeit zeigte, dass der Komplex aus Ctlp, BRCAI
und MRN Zellzyklus regulierende Nuklease-Aktivitit besitzt, welches die DNA
Replikation unterstiitzt und am korrekten Ablauf der HR beteiligt ist (Aparicio und
Gautier 2016). Der komplette Ablauf der DNA Reparatur hitte folglich ohne
funktionstiichtiges CtIP Protein erhebliche Mingel, in dessen Folge es zu genomischer

Instabilitdt und einer erhohten Entartungsrate der Zelle kommen wiirde.
2.2.64 BAAT-1

BAAT]I, in der Literatur synonym als BRATI verwendet steht fiir ,,BRCA1 associated
ATM activator 1“. Das Protein dieses Gens ist in der Lage ebenfalls an die BRCT
Doméne des Tumorsuppressors BRCA1 zu binden. Das BAAT1-Gen hat eine Gréf3e von
17kb und befindet sich auf Chromosom 7p22.3. BAAT]I mRNA wird ubiquitinin-
abhidngig in verschiedenen Geweben wie z.B. im Hoden, Pankreas, Prostata,

Speicheldriise und im Cortex exprimiert.
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Neben der Fiahigkeit an BRCAT1 zu binden ist BAAT1 auch ein ATM bindendes Protein
(Aglipay et al. 20006). Ist die Zelle ionisierender Strahlung ausgesetzt, steigt endogenes
BAAT]I an, vor allem jenes, welches an ATM bindet. Da auch das in der damage repair
eine wichtige Rolle spielende Histon H2AX mit BAAT]1 interagieren kann, geht man
davon aus, dass auch dieses Protein einen Stellenwert in der homolgen Rekombination
hat (Ouchi et al. 2010).

Weiterhin wurde gezeigt, dass BAATI nicht nur Interaktionen mit ATM eingeht, sondern
auch an DNA- PKCs (DNA dependent protein kinase catalytic subunit) und SMC1 bindet
(So und Ouchi 2011).

Wie genau BAATI1 die DNA-PKCs reguliert ist noch unklar, eine Beteiligung von
KU70/80 wie bei der DNA Reparatur ist zurzeit nicht bestétigt. Vielmehr nimmt man an,
dass BAATI1 phosphorylierte Anteile der Kinasen (ATM und PKcs) beschiitzt als aktiv
an deren Aktivierung beteiligt zu sein.

Zusammenfassend sind ATM Kinasen und PKC, denen BAAT] fehlt nicht in der Lage
an die DNA Lésionen zu binden. Dies fiihrt zu eingeschrankter korrekter Reparatur von

Schidigungen an der DNA und somit zur Gefahr der Entartung dieser Zellen.
2.2.6.5 FANCJ

FANCIJ, auch bekannt als BACH1 oder BRIP1 ist eigentlich Mitglied der FANC (Fanconi
anemia) Familie. Es ist auf Chromosom 17, 17q22 lokalisiert und fungiert ebenfalls als
ein nukledres, an BRCA1 bindendes Protein. Es bindet auch an die BRCT Domiéne des
BRCAI. Drei Proteine interagieren hierbei direkt iiber den C-Terminus von BRCA1 mit
dessen BRCT Doméne: Abraxas, Bripl und Ctlp (RBBP8). Die Interaktion ist
phosphorylierungsabhidngig und formt drei grole Komplexe, welche als BRCA1A, B und
C bekannt sind (Wang 2012a; Yu et al. 2003).

Die Funktion von BRIP1 ist vielfdltig. Es ist am Prozess der Sicherung genomische
Integritét beteiligt, an der homologen Replikation sowie an der DNA “cross-link repair®.
BRIP1 kann Reparaturproteine von der geschidigten DNA entfernen und so die
Replikationsgabel stabilisieren. Es interagiert mit MLH1, einem mismatch Protein sowie
mit FANCA, die sich an der DNA damage site befinden. Zusammen kénnen sie Teile der
DNA entwinden und geschidigte Replikationsgabeln reparieren (Peng et al. 2007).

Das Protein BRIP1 ist DNA Helikase und ATPase zugleich. Es ist in der Lage die zwei
Stringe der DNA Doppelhelix zu entwinden und sie somit fiir Reparaturproteine

(BRCAT1) zuginglich zu machen (Ouhtit et al. 2016).
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Wie das BRCAT Gen ist auch BRIP1 ein Tumorsuppressorgen. Zellen denen BRIP1 fehlt,
sind nicht imstande, Doppelstrangbriiche zu reparieren. Ein fehlendes BRIP1 macht

Zellen anfillig fiir ionisierende Strahlen und cross links innerhalb der DNA.
3 Fragestellung

1) Ist es immunhistochemisch moglich BRCA1 wund/oder BRCAZ2-mutierte

Ovarialkarzinome zu detektieren?

2) Falls ja, eignet sich ein einzelner ausgesuchter Antikorper oder ist ein Panel zur

Untersuchung von BRCA mutierten Ovarialkarzinomen nétig?

3) Welche Rolle spielt es fiir die Expression des Proteins, ob die Mutation auf dem
BRCA1-Gen, dem BRCA2-Gen oder auf beiden liegt? Zeigen BRCA1/2-Mutationen

unterschiedliche Proteinexpressionen?

4) Gibt es eine Korrelation zwischen der Proteinexpression und der Signifikanz der
Mutationen Gruppe 1-5 (Einteilung Tabelle 9)? Kann das Protein- Panel nur
signifikante/wahrscheinlich signifikante Mutationen detektieren oder auch die restlichen

Gruppen?

5) Gibt es Unterschiede im Expressionsprofil innerhalb des ausgesuchten Panels in

Korrelation zur Lokalisation der Mutation?

6) Korreliert das Alter der Patientin mit der Proteinexpression?
4 Material und Methoden

4.1 Patientenkollektiv

Fiir diese Arbeit wurden zwei seperate Patientenkollektive verwendet. Das erste
beinhaltet 206 Fille, welche von April 2016 bis November 2017 am pathologischen
Institut der LMU Miinchen erhoben wurden und entstammt dem tiglichen Eingang des
Pathologischen Institutes. Dieses Kollektiv besteht aus HGSOVCA-Routineféllen welche
aufgrund einer positiven Familienanamnese (spezifische Kriterien) einer BRCA-
Mutationsanalyse unterzogen wurden. Es handelt sich bei allen Fillen um hig-grade (G3
und G4) serdse Ovarialkarzinomen, welche mit Cisplatin vorbehandelt wurden. Daten
zum Uberleben und méglichen Todesursachen sind nicht bekannt.

Das zweite Kollektiv ist ein TMA (Tissue Micro Array) Kollektiv, zu dem die Daten zu
Altersverteilung, histologischem Subtyp, FIGO-Stadium, Grading und Follow up bereits
vorlagen. Die 299 Fille waren auf zehn TMA- Blocke verteilt. Dieses Kollektiv besteht
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aus OVCA-Fillen, welche alle einen unbekannten BRCA Mutationsstatus aufweisen.
Alle Patientinnen dieses Kollektivs wurden aufgrund der Diagnose eines OVCA
unterschiedlicher histologischer Klassifikation an der LMU Miinchen in den Jahren 2003-
2006 operiert.

Im Folgenden werden getrennt fiir beide Kollektive relevante Daten der deskriptiven

Statistik dargestellt.
4.2 Ubersicht Patientenkollektiv

4.2.1 HGSOVCA-Kollektiv

Es wurden insgesamt 206 Fille mit BRCA-Mutationsstatus aufgenommen, die dem
tiaglichen Eingang des Pathologischen Instituts der LMU Miinchen entstammen.

Die Patientinnen befanden sich zum Zeitpunkt der Mutationsanalyse in einem Alter
zwischen 25 und 82 Jahren. Der Mittelwert liegt bei 62,98 Jahren, die
Standardabweichung bei 11,241.

Nachfolgendes Balkendiagramm gibt einen Uberblick iiber die Altersverteilung des

Gesamtkollektivs.

Anzahl Patientinnen

20-30 31-40 41-50 51-60 61-70 >70
Alter
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Gesamt 206
Mittelwert 62,98
Median 63,50
Std.- Abweichung 11,241
Varianz 126,365

Tabelle 8: Altersverteilung Patientenkollektiv

Neben Alter und Geburtsjahr ist die Klassifizierung der Mutation fiir jeden Fall mittels
der Software ,,PathoPro“ im Pathologischen Institut ermittelt wurden. Nach der
International Agency for Research and Cancer (IARC) Klassifikation ldsst sich der
genetische Befund in 5 Klassen einteilen: (Plon et al. 2008)

Klasse Bedeutung

I Nicht pathogen, keine klinische Signifikanz

II Wabhrscheinlich nicht pathogen, kaum klinische Signifikanz
I Unklar, VUS (variant of uncertain significance)

IV und V Definitiv pathogen, klinisch signifikant

Tabelle 9: Klassifizierungssystem fiir Sequenzvarianten, die per NGS nachgewiesen

wurden, Einteilung nach IARC in fiinf Klassen

Um die gesammelten Daten zu kategorisieren, wurde die Einteilung nach IACR in dieser
Arbeit wie folgt integriert. Félle, in denen Mutationen in den BRCA-Genen gefunden
wurden, diese aber Klasse 1 (klinisch nicht signifikant) zugeordnet worden, sind als
»keine (klinisch signifikante) Mutation® mit der Kategorie 2 vermerkt. Kategorie 1
beinhaltet die klinisch signifikanten Mutationen, die nach IACR die Klassen 3-5 fallen.
Kategorie 0 beinhaltet jene Fille ohne Ergebnis. Hier konnte in der Mehrzahl der Falle
aufgrund von mangelnder DNA Qualitdt keine NGS-Analyse durchgefiihrt werden.
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Einen Uberblick iiber die Codierung aller Fille gibt folgende Tabelle:

Mutation

[ kein Ergebnis
[l Mutation
M keine Mutation

Haufigkeit % Giltige % Kumulierte %
0 27 13,1 13,1 13,1
1 31 15,0 15,0 28,2
2 148 71,8 71,8 100
Gesamt 206 100 100

Tabelle 10: Prozentuale Verteilung aller Félle mit Mutation, ohne Mutation und ohne

Ergebnis

Nachfolgend exemplarisch die Aufnahme der Mutationsfille in der Excel Tabelle:

Fallnummer
Mutation

1

2
3
4

Alter

60
52
74
63

Gen

-4 -

Klasse

Whn WD D W




5 65 2 3(4)
6 75 2 3 (4und 5)
7 72 1 5

8 52 1 5

9 80 2 5

10 54 1 5

11 57 1 5

12 73 2 4

13 56 2 5

14 59 2 5

15 55 2 3(4)
16 62 1 4

17 69 2 4

18 72 2 4

19 82 2 4

20 42 1 4

21 81 2 4

22 53 1 4

23 62 2 4

24 76 2 4

25 74 1 4

26 63 2 4

27 51 1 4

28 80 2 4 oder 5
29 74 1 5

30 64 1 3(5
31 57 2 5

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Fille mit klinisch signifikanter Mutation aus dem

Gesamtkollektiv

Ebenfalls durch die Software PathoPro ersichtlich und aufgenommen wurde der Ort der
genetischen Verdnderung auf dem BRCA-Gen. Mutationen konnen auf dem BRCA1-
Gen, BRCA2-Gen oder beiden Genen (BRCA1- und BRCA2-Gen, hier als Kategorie 3

vereinfacht) vorkommen. Die Gruppe mit Verdnderungen auf beiden Genen stellt die
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GroBte dar, Gruppe 0 konnte aus o.g. Griinden technisch nicht analysiert werden. Da bei
diesen Patientinnen keine Aussage zum Mutationsstatus gemacht werden kann, zéhlen
sie zur Kategorie ,,kein Ergebnis* und wurden fiir die immunhistochemischen Farbungen
im Vorfeld ausgeschlossen. Im Folgenden ist die prozentuale Verteilung der Mutationen

in den Genen dargestellt.

Gen Hiufigkeit Prozent
0 27 13,1 %
1 16 7,7%

2 59 28,6 %
3 104 50,5%
Gesamt 206 100%

Tabelle 12: Prozentuale Verteilung auf die BRCA-Gene 1 und 2

e

-Mutation 31 Fille Kategorie 2 bestehend BRCAL: 14 Fille
aus folgenden Klassen BRCA2: 17 Falle
nach IACR: BRCA1 und 2: O Falle

‘Klasse 3 (VUS) :4 Falie

Klasse 4 (pathogen) :13
Falle

Klasse 5 (pathogen) :14
Fille

-Keine Mutation 148 Fille Kategorie 1 BRCAL: 2 Falle
BRCA2: 42 Falle
BRCA1 und 2: 104 Falle

-Kein Ergebnis 27 Félle Kategorie 0

Tabelle 13: Ubersicht iiber das Gesamtkollektiv
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4.2.2 TMA- Kollektiv

Fiir die vorliegende Arbeit wurde TMAs mit 299 OVCA verwendet. Die klinischen Daten
wurden vom Tumorregister Miinchen zur Verfiigung gestellt. Alle Patientinnen wurden
zwischen 2003 und 2006 mit einem OVCA diagnostiziert und erhielten an der LMU
Miinchen eine operative Therapie. Zum Zeitpunkt der Diagnose waren die Patientinnen
zwischen 23 und 93 Jahren. Der Mittelwert und der Median lagen bei 61 Jahren, die

Standardabweichung betrug 12,07 Jahre.

Matelwert = 61,4275
400 Std.-Abw. = 1207801
: N« 299

Haufigkeit

0
20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Alter bei Diagnose

Abbildung 13: Altersverteilung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

Zu allen Fillen lagen Daten zum Grading sowie zum FIGO-Stadium vor. 81,61 % der
Patientinnen hatten einen schlecht differenzierten Tumor, 8,36% einen maBig

differenzierten und 10,03 % einen gut differenzierten Tumor.
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Grading

B gut differenziert
W maBig differenziert
M schlecht differenziert

Abbildung 14: Prozentuale Verteilung Grading

Bei den FIGO Stadien wurden 10,7% der Patientinnen mit einem FIGO Stadium I
diagnostiziert, 7,36% mit einem FIGO Stadium II, 15,72 % mit einem FIGO Stadium III
und 66,22 % mit einem FIGO Stadium IV. Bei genauerer Betrachtung der FIGO Stadien
weiter unterteilt in die Untergruppen A, B und C ist bei unter einem Prozent der Félle die

genaue Zuteilung nicht bekannt.

BACOI
WAcon
HFACOo
HAcow

Abbildung 15: Prozentuale Verteilung der FIGO Stadien
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Die histologische Verteilung der Félle zeigt, dass bei dem Grofteil der Patientinnen ein
seroses OVCA vorlag (G1 und G3). Zweithaufigste Gruppe stellen die endometrioiden
Karzinome dar, die restlichen histologischen Typen waren jeweils mit geringer Fallzahl

vertreten, wie die folgende Tabelle 14 wiedergibt:

Hiufigkeit Prozent Giiltige Kumulierte
Prozente Prozente

seros G1 19 6,4 6,4 6,4

seros G3 228 76,3 76,3 82,6
endometrioid 23 7,7 7,7 90,3
muzinos 13 4,3 4,3 94,6
klarzellig 4 1,3 1,3 96,0
undifferenziert § 2,7 2,7 98,7
seromuzinos 4 1,3 1,3 100
Gesamt 299 100 100

Tabelle 14: Ubersicht histologische Verteilung der Fille

Todesursache

M lebt noch

M tumorunabhangig

M nicht bekannt

M tumorabhiingig
Daten fehlen

Abbildung 16: Prozentuale Verteilung der Todesursache
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Laut Tumorregister leben 34,78% der Patientinnen noch, die restlichen Patientinnen sind
entweder tumorabhéngig oder tumorunabhédngig verstorben. Tumorabhingig verstarben

57,86% der verstorbenen, bei 0,67% lagen keine Daten vor.
4.3 Untersuchungsmaterial

Von allen 206 Fillen des HGSOVCA- Kollektivs standen Paraffinblocke mit Anteilen
des Tumorgewebes zur Verfligung. Jeweils ein bis zwei Schnitte mit positivem BRCA-
Status sowie mit negativem BRCA-Status wurden vorab mit einer HE- Farbung angefarbt

um die Lokalisation des Tumors auf dem Schnitt einschitzen zu konnen. Die

immubhistochemischen Fiarbungen HSPC142, BAP1, BAATI] und FANCJ und Ctlp

wurden per Hand im Labor der Frauenklinik der LMU Miinchen, Campus Innenstadt

durchgefiihrt.

Abbildung 17: HE, Fall 20, 400-fache Vergroferung high-grade ser6ses OVCA, BRCA-

positiv

Die fiinf immunhistochemischen Farbungen sind lediglich mit einer Auswahl an
Schnitten der Gesamtkollektive angefertigt worden. Aus dem HGSOVCA Kollektiv von
206 Féllen wurden die ersten zwanzig Fille mit nachgewiesener Mutation herausgesucht
und mit zwanzig nicht- mutierten Fillen aus dieser Gruppe (Klasse 1 und 2) nach Alter
und FIGO Stadium gematcht und mit den oben genannten fiinf Antikorpern

immunhistochemisch geférbt.

Aufgrund der Ergebnisse der immunhistochemischen Férbungen mit dem CtIP
Antikorper am HGSOVCA Kollektiv wurde diese einzelne Farbung auch am TMA
durchgefiihrt. Das TMA Kollektiv (299 Stanzen auf 10 Blocke) wurde mit dem Ctlp
Antikorper im Labor des Pathologischen Instituts der LMU geférbt.

-48 -



4.3.1 Gerite, Verbrauchsmaterial und Chemikalien

Alle verwendeten Gerite, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien sowie die Detektionskits
standen entweder in der Frauenklinik oder im Pathologischen Institit zur Verfiigung. Eine

Ubersicht erfolgt in nachstehender Tabelle.

Geriite -Pipetten: Eppendorf Research, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

-Pipettenspitzen: Eppendorf Standard, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

-Lichtmikroskop: Leitz, Wetzlar, Germany plus Kamera JVC
3CCD, color video camera und DISKUS Programm

Verbrauchsmaterial | -Objekttrdger: TOMO Adhésionsobjekttrager
75,3x25,3x1mm, R. Langenbrink GmbH, Emmendingen,
Deutschland

-Deckgldser: MENZEL Glaser, 24x60 mm, Menzel
GmbH&CoKG, Braunschweig, Deutschland

-Eindeck-Kitt: Roti-Mount, Xylol-und tuldlfreies
Eindeckmedium fiir die Mikroskopie, Carl Roth GmbH&
CoKG, Karlsruhe, Deutschland

-Pipetten und Pipettenspitzen: s.o.

Chemikalien -Roticlear: Carl Roth GmbH &CoKG, Karlsruhe, Deutschland

-Ethanol (99%): SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach,
Deutschland

-Ethanol (96%, 70% und 50%): CLN GmbH, Chemikalien und
Laborbedarf, Niederhummel, Deutschland

-Aqua dest.: Friedrich Noll, Miinchen, Deutschland
-H202: VWR Chemicals Prolabo, Frankreich

-Methanol: ].T. Baker, Avantor Performance Materials Poland

S.A., Niederlande

-Hdmalaun: Waldeck GmbH &COKG, Miinster, Deutschland
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-Chromogensystem: DAB (Dako Antibody Diluent with

background reducing components), Dako North America, CA,
USA

-PBS: 450g NaCl, Sigma, Miinchen, Deutschland

71,65g Na2HPO4, Merck, Darmstadt, Deutschland

13,35 g KH2PO4, Merck, Darmstadt, Deutschland

5000 ml Aqua dest., Friedrich Noll, Miinchen, Deutschland
-Steriles PBS: Dulbeco, Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

-Citratpuffer:

Losung A:

21,01g 0,1 M Citronensdure-Monohydrat, Merck, Darmstadt,
Deutschland in 11 Aqua dest. plus

Losung B:

29.,41g Natrium-Citrat, Merck, Darmstadt, Deutschland

in 11 Aqua dest.

Detektionssystem Zytomed Systems, Berlin
Zytochem Plus HRP Polymer Systems (Mouse/Rabbit), 3x 100
ml

Antikorper -BRCAI (C-Terminal), Abcam, Cambridge, UK Lot:

GR13104-4

-Phospho-BRCA1 (phospho S 1423), Abcam, Cambridge, UK
Lot: GR64453-2

-HSPC 142: Abcam, Cambridge, UK Lot:GR212614-1
-BAPI: LS Bio, Seattle, WA, USA, Lot: 53428

-FANCJ: Novus Biologicals, Littleton, CO, USA Lot: A-2
-Ctlp: Abcam, Cambridge, UK Lot: GR110597-4

-BAATI: Novus Biologicals, Littleton, CO,USA, Lot:A-1

Tabelle 15: Ubersicht iiber verwendete Materialien
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4.4 Immunhistochemie
4.4.1 Allgemeines

Immunhistochemische Methoden ermdglichen den spezifischen Nachweis bestimmter
zelluldrer Antigene, gegen die Antikorper gebildet werden. Das Grundprinzip der
Immunhistochemie zur Bestimmung der zu untersuchenden Antigene ist die Antigen-
Antikdrper Reaktion. Das Prinzip dieser Reaktion beruht auf der Affinitéit spezifischer
Antikorper zu bestimmten Oberflichenbereichen der Antigene, den Epitopen. Der

Antikorper bindet sein Epitop.

Die gebundenen Antikérper werden direkt oder indirekt an ein Farbdetektionssystem
gekoppelt, um das Antigen durch einen Farbumschlag sichtbar zu machen. Damit kann
nicht nur gezeigt werden, ob das Protein in der Zelle vorhanden ist, sondern auch die
Lokalitit bestimmt werden (nukleér, cytoplasmatisch, membrands oder auch in mehreren

Kompartimenten).

Uber die Auswertung der Signalstirke kann die Expression des jeweiligen Antigens in
dem untersuchten Gewebe bei entsprechender Standardisierung quantitativ bestimmt und

ausgewertet werden.
4.4.2 Detektionssysteme

Bevor der Antikorper auf den Gewebeschnitt aufgebracht werden kann, sind mehrere
Vorbereitungen notig. Der Antikdrper muss einwandfrei in das zu untersuchende Gewebe
eingebracht werden konnen und die Bindung des Antikrpers an sein Antigen sollte
moglichst sehr spezifisch sein, damit beim Auswerten eine klare Aussage beziiglich der
Expression des Antikorpers (Farbumschlages) getroffen werden kann. Da es sich um
Paraffinschnitte handelt, wird zunichst das Paraffin aus den Schnitten geldst: 20-
miniitiges Entparaffinieren durch Xylol. Im nichsten Schritt miissen endogene Enzyme
blockiert werden, die das Antigen sichtbar machen und so zu einer falsch positiven
Farbreaktion fithren konnten. Bei den hier verwendeten Férbungen wurde zur

Blockierung zwanzig Minuten in Wasserstoffperoxid inkubiert.

Bei der initialen Fixation des Gewebes kommt es zu einer Vernetzung der Proteine
(Aldehydvernetzung). Diese spielt im ndchsten Schritt eine wichtige Rolle, denn damit
der Antikdrper sein Epitop erkennt muss dieses von der Aldehydvernetzung befreit,
,demaskiert werden. Diese Proteolyse wird durch Erhitzen mit Citratpuffer in einem

Schnellkochtopf wieder aufgehoben.
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In dieser Arbeit wurde zur Detektion des gebundenen Antikorpers eine spezifische
Methode angewandt, die Hintergrundfarbung durch unspezifische Bindung des Primér-
und Sekundérantikdrpers im HRP-Polymer durch die Inkubtion einer Blockierungslosung

minimiert: ZytoChem- Plus HRP-Polymer-Methode.

Das Zytochem-Plus Polymer Kit besteht aus drei Komponenten: einer Blocking-Solution,
einem Post Block Reagent und dem HRP-Polymer. Dieses Enzym Polymer enthélt
mehrere Molekiile Sekundérantikdrper die kovalent mit mehreren Molekiilen

Meerrettich-Peroxidase (Horse Raddish Peroxidase, HRP) verbunden sind.

Abbildung 18: Darstellung der Zwei-Schritt-Polymer-Methode, aus Histotechnik-
Praxislehrbuch fiir die biomedizinische Analytik, Kapitel Immunhistochemie S. 279 ff

von Gudrun Lang (Immunhistochemie 2006)

Der Ablauf sieht wie folgt aus: Die Farbung erfolgt mit der Zwei-Schritt-Polymer-
Methode, die eine neuere Entwicklung der indirekten Methode darstellt. Der
Primérantikorper bindet sein Epitop. Die enzymmarkierten Sekundérantikorper sind an
mehrere Riickgrat Molekiile aus Polymer gebunden. Nun folgt die Hinzugabe eines
Chromogens, welche mit der Peroxidase eine enzymatische Reaktion eingeht und am Ort
der Bindung des Primédrantikorpers ein Niederschlag bildet, welcher im Lichtmikroskop

sichtbar ist.

Das Enzym ist in der Lage die Reaktion von Wasserstoffperoxid und Elektronen zu
Wasser und Sauerstoff zu katalysieren. Als Elektronendonor fungiert das im néchsten
Schritt verwendete DAB (3,3"-Diaminobenzidin). Dieses Chromogen verfarbt sich nach

Oxidation rotbraun und ist lichtmikroskopisch gut erkennbar.

-52-



Anschliessend wird die Farbung einer Gegenfarbung unterzogen (Hdmalaun nach Mayer)

und mit Eukitt eingedeckt.
4.4.3 Durchfithrung/ Ablauf

Die immunhistochemischen Farbungen mit HSPC 142, BAP1, BAATI und FANCJ
wurden hiandisch im immunhistochemischen Labor der LMU Frauenklinik, Maistrasse

11 angefertigt. Fiir die Farbung diente folgendes Farbeprotokoll:

1.Entparaffinieren fiir 20 min. in Roticlear
2.1n 100 % Ethanol schwenken

3. Blockierung der endogenen Peroxidase: 20 Minuten 6ml 30%iges H202 und 200 ml
Methanol

4. 1n 100%, 70% und 50% Ethanol schwenken
5. Aqua dest.

6. Demaskierung mit Citratpuffer im Schnellkochtopf: Der Schnellkochtopf wurde mit
der zuvor frisch angesetzten Losung zum Kochen gebracht, erst dann wurden die Schnitte
eingestellt. Nach Verschlieen des Deckels und weiteren fiinf Minuten wurde der Topf
im Waschbecken zum Abdampfen abgestellt, um nun Leitungswasser zum Puffer laufen
zu lassen. Danach in Aqua dest. spiilen und in PBS waschen. Der Citratpuffer besteht aus
Losung A: 21,01g 0,1M Citronensdure plus 1 Liter Aqua dest. und Losung B: 29,41¢g
0,1M Na- Citrat plus 1 Liter Aqua dest. Die Gebrauchslésung bestand aus 18ml Losung
A plus 82ml Losung B plus 900 ml Aqua dest.

7. Blockierung der elektrostatischen Ladungen: Inkubation im Blockierungsserum

(Reagentl) fiir 5 Minuten (Zytochem Plus HRP Polymer System)

8. Primérantikdrper in seiner jeweiligen Verdiinnung 16 Stunden tiber Nacht bei 4 Grad
inkubieren (Anti-HSPC 142: Verdiinnung 1:400 in sterilem PBS, Anti-BAP1:
Verdiinnung 1:300 in sterilem PBS, Anti-FANCJ: Verdiinnung 1:300 in sterilem PBS,
Anti-Ctlp: Verdiinnung 1:300 in sterilem PBS, Anti-BAATI1: Verdiinnung 1:100 in
sterilem PBS

9.Waschen in PBS fiir 5 Minuten.
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10. Post- Block fiir 20 Minuten (Reagent 2): Verstirkungsreagenz und wiederholt 5

Minuten in PBS waschen
11. HRP Polymer (Reagent 3) fiir 30 Minuten, danach 5 Minuten in PBS waschen

12. Substratfairbung mit DAB (3,3 Doaminobenzidin von Dako: 1ml Substratpuffer plus

1 Tropfen DAB Chromogen. Start der enzymatischen Reaktion mit der Peroxidase
13. 5 Minuten Aqua dest. um Farbreaktion zu stoppen

14. Gegenfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer

15. 5 Minuten in Leitungswasser blduen, dient dem Herauswaschen der Séurereste
16. Aufsteigende Alkoholreihe bis Roticlear

17. Eindecken mit Roti- Mount

Aufgrund von stdrkerer Hintergrundfarbung wurde eine erneute Farbung mit Ctlp an den
vorherigen vierzig Schnitten im Labor des pathologischen Instituts der LMU héndisch
angefertigt. Zeitgleich wurde mit dem gleichen Ctlp Antikérper das TMA BRCA-
Kollektiv bestehend aus 299 Fillen gefirbt. Folgendes Kurzprotokoll gibt eine Ubersicht:

Protokoll zu CtIP

Firma: Thermo Fisher

Cat. No.: PA5-20963

Ablauf:

- Vorbehandlung: Hitzevorbehandlung mit Target Retrieval Solution (Fa.Agilent
Technologies, Cat.No. S1699)

- Inkubation Primédrantikorper: 60 min RT, Verdiinnung 1:100

- Detektionssystem: ImmPress Reagent Kit Anti-Rabbit IgG (Fa. Vector, Cat. No. MP-
7401)

- Chromogen: AEC+ (Fa. Agilent Technologies, Cat.No. K3469)

- Gegenfarbung: Hematoxylin Gill's Formula (Fa. Vector, Cat. No. H-3401)

4.4.4 Auswertung

Alle immunhistochemisch gefarbten Objekttrager wurden lichtmikroskopisch bei 250-
und 400-facher Vergrosserung ausgewertet (Leitz, Wetzlar) sowie ausgewihlte Fille aus
den Kollektiven digital fotografiert (JVC, Japan). Jeder Fall wurde nach einem
vorgeschlagenen Graduierungssystem nach Remmele und Stegner bewertet und die
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erhobenen Daten in eine Excel Tabelle iiberfiihrt. Fiir die statistische Auswertung der
Daten wurde die Excel Tabelle in SPSS (Statistical Package fort the Social Sciences,

Version 25) tibertragen.

4.4.4.1 Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung erfolgte nach dem Immunreaktiven Score (IRS) nach
Remmele und Stegner. Initial wurde dieses Bewertungssystem fiir die Quantifizierung
von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren auf der Oberfliche der Tumorzellen beim
Mammakarzinom etabliert (immunhistochemischer Immunrezeptornachweis). Da zu
keiner der in dieser Arbeit verwendeten fiinf Farbungen ein etabliertes Scoring System
beziiglich der immunhistochemischen Auswertung vorliegt, wurde sich am IRS Score
nach Remmele und Stegner orientiert, um die Expression der Proteine zu untersuchen.
Pro Fall wurde die Proteinexpression im Zytoplasma sowie im Kern jeweils mit dem IR-

Score sowie mit dem Prozentsatz positiver Zellen festgehalten.

Prozentsatz positiver Zellkerne Farbintensltat Score
keine positiven Kerne: 0 Punkte keine Farbreaktion: 0 Punkte -

Punkte Prozentsatz
<10 % positive Kerne: 1 Punkt schwache Farbreaktion: 1 Punkt

positiver Zellkerne
1-509% positive Kerne: 2 Punkte  mittelstarke Farbreaktion: 2 Punkte X

51-80% positive Kerne: 3 Punkte starke Farbreaktion: 3 Punkte Punkte Farbintensitat
(0 - 12 Punkte)
> 80% positive Kerne: 4 Punkte

Tabelle 16: Auflistung der Bestandteile zur Berechnung des immunhistochemischen

Scores nach Remmele und Stegner (1987)

Der IRS Score ist wie in Abbildung 6 dargestellt das Produkt aus dem Prozentsatz
positiver Zellkerne (PpZ, 0-4) und der Farbintensitit (0-3). Der Score kann somit Zahlen
zwischen 0 bis 12 abdecken. Anschlielend wurde vereinfachend definiert, dass eine
negative Expression bei einem IR Score von 0-2 und eine positive Expression bei einem

IR-Score von 3-12 vorlag.
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Farbeintensitat:

(SI): 2 = maBig (SI): 3 = stark positiv

Tabelle 17: Beispiele zur Fiarbeintensitit (Staining intensity) in aufsteigender Reihenfolge
angelehnt an (Remmele und Stegner 1987), aus: pathologie-vechta.de, abgerufen am

18.09.2017.

4.4.4.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Statistikprogramms SPPS Version 25
und der Unterstiitzung des IBE Miinchen durchgefiihrt.

Fiir die deskriptive Statistik wurde bei Berechnungen von Haufigkeiten und
Kreuztabellen der Chi-Quadrat Test verwendet. Da dieser Test das Vorhandensein von
Zellen mit einer erwarteten Haufigkeit von >5 voraussetzt, wurde in entsprechenden
Féllen auf den Exakten Test nach Fisher zuriickgegriffen. Ein p- Wert von < 0,05 wurde

als statistisch signifikant angesehen.

Fiir Zusammenhinge zwischen den fiinf Antikorpern jeweils in der Expression
zytoplasmatisch und nukledr fiir BRCA- negative und BRCA- positive Fille sowie fiir
den PpZ wurden aufgrund von nicht vorhandener Linearitit zwischen den Daten statt dem
Pearson Korrelationskoeffizienten jeweils Boxplots mit Berechnung des Median
durchgefiihrt und diese verglichen. Anhand dessen wurde gezielt mit Kreuztabellen und

Chi- Quadrat Test auf signifikante Zusammenhénge iiberpriift.

Zur Berechnung des Uberlebens wurden Kaplan-Meier-Uberlebenskurven durchgefiihrt.

Die Signifikanz wurde durch Log-Rank-Tests iiberpriift.
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse und Auswertung der Immunhistochemie

Im Folgenden werden die Ergebnisse der deskriptiven Statistik fiir jede Farbung des
HGSOVCA-Kollektivs vorgestellt. Daran anschlieBend folgt die Korrelation der
Féarbungen untereinander sowie die am TMA-Panel durchgefiihrten Kaplan-Meier-

Uberlebensanalysen.

Von den vierzig Féllen des HGSOVCA-Kollektivs mit jeweils fiinf Farbungen konnten
alle 200 Farbungen (100%) ausgewertet werden. Die im Folgenden genannten
Prozentzahlen beziehen sich entweder auf das gesamte Kollektiv (N = 40) oder auf die
mutierten bzw. nicht mutierten Félle des Kolektivs (N = 20). Bei der Auswertung des
TMA-Panels mussten aufgrund von abgeschwommenem Tumorgewebe 41 Félle (13,7%)

gestrichen werden.
5.1.1 Immunhistochemische Firbung HSPC142

In 38 von 40 Fillen (95%) lasst sich eine positive zytoplasmatische Expression des
HSPC-Proteins nachweisen. Keine Expression zeigt sich in zwei mutierten Féllen (10%
der mutierten) Eine positive nukledre Expression findet sich insgesamt in einem mutierten
Fall von 40 (2,5% der mutierten). Alle 20 Félle des Kollektivs ohne Mutation zeigen
keine nukledre Expression. Nachfolgend der IR-Score von HSPC142 fiir beide Kollektive
(Abbildung 20)
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Abbildung 19: Vergleich des zytoplasmatischen IR-Scores von HSPC142 in mutierten

und nicht mutierten Féllen

Sowohl eine zytoplasmatische als auch eine nukledre Expression ergibt sich in einem Fall

(KO16/1124, mutiert).
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Abbildung 20: Verteilung der nukledren HSPC142-Expression

Der Prozentsatz positiver Zellen der HSPC142 Farbung verteilt sich wie folgt:

PpZ 2
Keine Mutation 0 (0%)
Mutation 4 (20%)

Gesamt 4 (10%)

Tabelle 18: PpZ HSPC142 zytoplasmatisch

PpZ 0 1
Keine 18 (90%) 1 (5%)
Mutation

Mutation 16 (80%) 3 (15%)

Gesamt 34(85%) 4 (10%)

Tabelle 19: PpZ HSPC142 nukledr

3 4
14(70%) 6 (30%)
14 (70%) 2 (10%)
28 (70%) 8 (20%)
2 3
1 (5%) 0 (0%)
0 (0 %) 1 (5%)

Gesamt

20

20

40
Gesamt
20
20

1(2,5%) 1(2,5%) 40
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Abbildung 21: HSPC142, 250-fache VergroBerung, Beispiel aus dem Kollektiv ohne
Mutation, IRS zytoplasmatisch = 6, keine nukledre Expression

Abbildung 22: HSPC142, 400-fache VergroBerung, IRS cytoplasmatisch = 6, keine

nukledre Expression
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Abbildung 23: HSPC142, 250-fache VergrofBerung, Beispiel aus dem Kollektiv mit

Mutation, IRS zytoplasmatisch = 3, keine nukledre Expression

5.1.2 Immunhistochemische Firbung BAAT1

Insgesamt zeigen 39 der 40 Fille eine positive nukledre Expression (97,5%). Lediglich
ein mutierter Fall (5% der mutierten) weist keine Expression auf. Eine positive
zytoplasmatische Expression findet sich bei 37 von 40 Fillen (92,5%), drei Falle (15%
der nicht mutierten) zeigen keine Expression. Sowohl eine Expression im Kern und im
Zytoplasma zeigen 36 Fille von allen insgesamt 40 Féllen. Lediglich vier Fille
exprimieren entweder im Zytoplasma oder im Kern.
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Abbildung 24: Verteilung der zytoplasmatischen BAAT1-Expression

Der Prozentsatz positiver Zellen der BAAT1 Farbung verteilt sich wie folgt:
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PpZ 1 2 3 4 Gesamt
Keine Mutation 0 (0%) 2(10%) 5 (25%) 13 (65%) 20
Mutation 1(5%) 1(5%) 5(25%) 13 (65%) 20
Gesamt 1(5%) 3(15%) 10(5%) 26 (65%) 40

Tabelle 20: PpZ BAAT]1 nukleér

PpZ 2 3 4 Gesamt
Keine Mutation 5 (25%) 11 (55%) 4 (20%) 20
Mutation 1 (5%) 13 (65%) 6 (30%) 20
Gesamt 6 (15%) 24 (60%) 10 (25%) 40

Tabelle 21: PpZ BAAT1 zytoplasmatisch

Abbildung 25: BAATI, 100-fache VergroBerung, Beispiel aus dem Kollektiv ohne
Mutation, IRS nukledr =12, IRS zytoplasmatisch = 6
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Abbildung 26: BAATI1, 100-fache VergroBerung, Beispiel aus dem Kollektiv mit
Mutation, IRS nukledr = 12, IRS zytoplasmatisch = 6

5.1.3 Immunhistochemische Firbung BAP 1

In 32 von 40 Fillen (80 Prozent) zeigt sich eine positive zytoplasmatische Expression.
Lediglich acht Fille (davon fiinf mit Mutation (25%), drei Félle ohne Mutation (15%)
weisen keine Expression auf. Eine nukledre Expression von BAPI1 ldsst sich bei drei
Féllen (mutiert) aus 40 (7,5 Prozent) nachweisen, alle anderen 37 Félle ergeben keine

Expression.

Sowohl eine zytoplamatische als auch eine nukledre Expression zeigen drei Fille (15%

der mutierten), sie gehoren alle zum Kollektiv mit Mutation.

10008
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Abbildung 27: Verteilung der zytoplasmatischen BAP1-Expression
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Abbildung 28: Verteilung der nukledren BAP1-Expression

Der Prozentsatz positiver Zellen verteilt sich wie folgt:

Ppz 1 2
Keine 1 (5%) 2 (10%)
Mutation

Mutation 0 (0%) 6 (30%)

Gesamt 1(2,5%) 8 (20%)
Tabelle 22: PpZ BAP1 zytoplasmatisch
PpZ 0 1
Keine Mutation 18 (90%) 1 (5%)
Mutation 10 (50%) 5 (25%)
Gesamt 28 (70%) 6 (15%)

Tabelle 23: PpZ BAP1 nukleér

3

17 (85%)

11 (55%)

28 (70%)

1 (5%)
2 (10%)

3(7,5%)
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Abbildung 29: BAP1, 250-fache Vergroferung, Beispiel aus dem Kollektiv mit Mutation,
IRS zytoplsmatisch = 2, IRS nukledr =0

Abbildung 30: BAP1, 250-fache Vergroferung, Beispiel aus dem Kollektiv mit Mutation,
IRS nukledr = 3, IRS zytoplasmatisch = 6

- 64 -



Abbildung 31: BAP1, 100-fache VergroBerung, Beispiel aus dem Kollektiv mit Mutation,
IRS nukleédr = 0, IRS zytoplasmatisch = 4

5.1.4 Immunhistochemische Firbung FANCJ

Eine positive zytoplasmatische Expression zeigt sich in 31 von 40 Féllen (77,5%), die
neun negativen Fille (22,5%) setzen sich aus vier Fillen der mutierten Gruppe (20% der
mutierten) und fiinf Fillen der nicht mutierten Gruppe (25%der nicht mutierten)

zusammen.

Eine nukledre Expression findet sich in 19 von 40 Fillen (47,5%) 21 von 40 Fillen sind
negativ (52,5%). Die positive Expression teilt sich in 10 Félle der mutierten Gruppe
(50%) sowie 9 der nicht mutierten Gruppe (45%). Entsprechend 10 Félle der mutierten
Gruppe (50%) und 11 Félle der nicht mutierten Gruppe (55%) zeigen keine nukledre

Expression.

Sowohl eine zytoplasmatische als auch eine nukledre Expression ldsst sich in 17 von 40
Féllen (42,5%) nachweisen. Dabei gehoren 9 Félle zum mutierten Kollektiv (45%), 8
Félle (40%) zum nicht mutierten Kollektiv.
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Abbildung 32: Verteilung zytoplasmatische FANCJ-Expression
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Abbildung 33: Verteilung nukledre FANCJ-Expression
PpZ 0 1 2 3 4 Gesamt
Mutation 0(0%) 0(0%) 4(20%) 10 (50%) 6 (30%) 20
Keine Mutation 0 (0%) 0(0%) 7 (35%) 8 (40%)  5(25%) 20
Gesamt 0 (%) 0(0%) 11(27,5%) 18 (45%) 11(27,5%) 40

Tabelle 24: PpZ FANCJ zytoplasmatisch
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PpZ 0 1 2 3 4 gesamt
Mutation 0(0%) 5(25%) 9 (25%) 4(20%) 2(10%) 20
Keine Mutation 4 (20%) 4(20%) 4 (20%) 525%) 3(15%) 20
Gesamt 4 (10%) 9(22,5%) 13 (32,5%) 9(22,5%) 5(12,5%) 40

Tabelle 25: PpZ FANCIJ nukledr
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Abbildung 34: FANCIJ, 250-fache VergroBerung, Beispiel aus dem Kollektiv ohne

Mutation, keine nukledre Expression (IRS = 0)

Abbildung 35: FANC]J, 250-fache Vergroferung, Beispiel aus der Gruppe mit Mutation,
IRS nukledr = 1, IRS zytoplasmatisch = 8
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5.1.5 Immunhistochemische Firbung Ctlp

Eine positive nukledre Expression findet sich in 20 Féllen (50%). Von diesen zwanzig
Féllen sind elf Fille (55%) aus der mutierten und neun Félle (45%) aus der nicht mutierten
Gruppe.Von 40 Féllen zeigt sich eine positive nukledre Expression in 20 Fillen (50
Prozent). Eine nukledre Negativitdt besteht bei zwanzig Fillen (50%), wobei hiervon elf

Fille (55%) keine Mutation zeigen und neun Fille (45%) eine Mutation haben.

Alle vierzig Fille (100%) zeigen im Zytoplasma eine Expression. Zur genauen Verteilung

siche Abbildung 37 und 38:
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Abbildung 36: Verteilung nukleédre Ctlp-Expression
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Abbildung 37: Verteilung cytoplasmatische Ctlp-Expression
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PpZ 3 4

Keine Mutation 20 (62,5%) 0 (0%)
Mutation 12 (37,5%) 8 (100%)
Gesamt 32 8

Tabelle 26: PpZ Ctlp zytoplasmatisch

PpZ 0 1 2 3 4 Gesamt
Keine 2(10%) 6@30%) 7(35%) 5(25%) 0(0%) 20
Mutation

Mutation 0 (0%) 8(40%)  4(20%) 6 (30%) 2(10%) 20
Gesamt 2 (5%) 14 35%) 11(27,5) 1127,5%) 2(5%) 40

Tabelle 27: PpZ Ctlp nukleér

7] —4 [Onpebav=aax

Abbildung 38: Ctlp, 400-fache Vergroferung, Beispiel aus dem Kollektiv mit Mutation,
IRS nukledr =1
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Abbildung 39: Ctlp, 400-fache Vergroerung, Beispiel aus dem Kollektiv ohne Mutation,
IRS nukleér = 4

5.2 Korrelation von HSPC142, BAP1, FANCJ, BAAT1 und Ctlp

Fiir die Korrelation zwischen den einzelnen Farbungen wurde der PpZ sowie der IRS
jeweils zytoplasmatisch und nukleidr betrachtet. Um Zusammenhénge aufzuzeigen, wurde
durch Boxplots jeweils ein Median pro Féarbung fiir die zwei Gruppen Mutation/keine
Mutation erstellt. Im Folgenden beispielhaft eine Ubersichtstabelle iiber alle fiinf

Féarbungen bezogen auf den IRS im Kern sowie im Zytoplasma (Tabelle 29).

IRS Cytoplasma IRS Cytoplasma IRS Kern IRS Kem codiert
codiert
Firbung Keine Mutation | Keine Mutation | Keine Mutation | Keine Mutation
Mpuitation Mutation Mutation Mutation
HSPC142 | 7,0 5,00 3,00 2,5 - - - -
BAPI 4,5 6,00 2,5 3,00 0 0,5 1,00 1,00
FANCJ 3,00 3,00 2,00 2,00 2,00 3,00 1,00 1,00
BAATI 6,00 6,00 3,00 3,00 8,00 8,00 3,00 3,00
Ctlp 6,00 6,00 3,00 3,00 2,00 4,00 1,00 2,00

Tabelle 28: Ubersicht iiber die Mediane pro Firbereaktion

Die Analyse der Boxplots sowie die anhand der Ergebnisse der Tabelle durchgefiihrten
Kreuztabellen zeigten eine signifikante positive Korrelation zwischen dem
zytoplasmatischen PpZ BAAT1 und dem PPZ der BAP1 Féarbung bezogen auf die Falle
mit Mutation (p = 0,014, n = 20).
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PpZ BAATI Zyt

2 3 4 Gesamt
PpZ BAP1 2 1 5 0 6
3 0 8 3 11
4 0 0 3 3
Gesamt 1 13 6 20

Tabelle 29: Korrelation des Prozentsatzes positiver Zellen im Zytoplasma von BAATI1

und BAPI, Exakter Test nach Fisher (Exakte Signifikanz 2-seitig), p-Wert = 0,014

Eine ebenso signifikante positive Korrelation zeigt sich auch zwischen dem

zytoplasmatischen PpZ der BAAT1 und FANCJ-Expression (p-Wert = 0,046, n = 20)

PpZ BAATI Zyt

2 3 4 Gesamt
PpZ FANCJ 2 1 3 0 4
3 0 8 2 10
4 0 2 4 6
Gesamt 1 13 6 20

Tabelle 30: Korrelation des Prozentsatzes positiver Zellen im Zytoplasma BAAT1 und
FANCIJ, Exakter Test nach Fisher (Exakte Signifikanz 2-seitig), p-Wert = 0,046

Zuletzt besteht eine signifikante positive Korrelation beziiglich des IRS zwischen HSPC
(zytoplasmatisch) und FANCIJ (nukleér) (p = 0,017, n = 20).

IRS HSPC Zyt
2 3 4 6 8 Gesamt
IRS Kern FANCJ1 0 4 0 1 0 5
2 | 2 2 0 1 0 5
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6 0 0 1 2 0 3

8 0 0 0 1 0 1

9 0 0 0 0 1 1
Gesamt 2 6 2 9 1 20

Tabelle 31: Korrelation zwischen IRS FANCJ nukledr und IRS HSPCI142
zytoplasmatisch, Exakter Test nach Fisher (exakte Signifikanz 2-seitig), p-Wert = 0,017

5.3 Immunhistochemische Firbung CtIP am OVCA- TMA Panel

Von 299 Fillen konnten 258 ausgewertet werden. Von diesen 258 Féllen zeigen vier (1,6
%) keine zytoplasmatische Expression und 254 (98,4%) eine positive Expression im

Zytoplasma.

Eine positive nukledre Expression findet sich bei 129 von 258 Fillen (50%), 129 Fille

(50%) exprimieren nicht im Kern.
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Abbildung 40: Ctlp, 400-fache Vergrof3erung, high- grade seréses Ovarialkarzinom, IRS

zytoplasmatisch = 6, keine nukledre Expression
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Abbildung 41: Ctip, 400-fache VergroBerung, high-grade serdses Ovarialkarzinom, IRS

nukledr =12

5.3.1 Ctlp Expression in Abhéingigkeit von der Histologie

Es zeigt sich eine statistisch signifikante Expressionsverteilung von Ctlp im Cytoplasma

(IRS) beziiglich der verschiedenen histologischen Klassifikationen (Tabelle 32).

Histologie IRSO 2 3 4 6 8 9 12 Gesamt
seros G1 0 0 1 2 1 8 0 3 15
seros G3 2 1 12 42 20 98 4 22 201
endometrioid 0 1 4 1 3 2 0 7 18
muzinos 0 0 0 3 1 4 0 2 10
klarzellig 0 0 3 0 0 1 0 0 4
undifferenziert 0 0 0 2 1 5 0 0 8
seromuzinos 0 0 1 0 1 0 0 0 2
Gesamt 2 2 21 50 27 118 4 34 258

Tabelle 32: IRS Werte der Ctlp Farbung im Zytoplasma in Abhdngigkeit von der
Histologie, Exakter Test nach Fisher mit p = 0,01.
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Betrachtet man die Gruppe der serosen Karzinome allein unter Bezugnahme der

Graduierung (p = 0,087) zeigt sich keine Signifikanz.
5.3.2 Proteinexpression in Abhiingigkeit vom Grading

Es ergaben sich keine Signifikanzen zwischen der zytoplasmatischen oder nukleédren

Ctlp-Expression oder des IRS und dem Grading.
5.4 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven

258 Patienten (86,3%) des TMA-Kollektivs werden fiir die Berechnung der Kaplan-
Meier-Uberlebenskurven eingeschlossen, 41 Fille (13,7%), die nicht ausgewertet werden

konnten, werden ausgeschlossen.

Der Remmele- Score wird aus Ubersichtsgriinden in ein vierstufiges Scoringsystem
modifiziert. Hierbei entspricht Stufe 0 einem IR-Score von 0-2, Stufe 1 einem IR-Score

von 3-4, Stufe 2 einem IR-Score von 6-8 und Stufe 3 einem IR-Score von 9-12.
5.4.1 Faktor FIGO-Stadium und Grading in der Uberlebensfunktion
Das Gesamtiiberleben korreliert signifikant mit dem FIGO Stadium (p-Wert <0,01).

Patienten mit FIGO Stadium IV zeigen ein deutlich schlechteres Gesamtiiberleben als

Patienten in FIGO Stadium I (Abbildung 43).
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Abbildung 42: Uberlebensfunktion in Abhingigkeit vom FIGO-Stadium, Log Rank Test:
Chi-Quadrat = 20,155, p-Wert < 0,01

Auch das Grading korreliert signifikant mit dem Uberleben (p = 0,003) (Abbildung 44).
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Abbildung 43: Uberlebensfunktion in Abhingigkeit vom Grading, Log Rank Test: Chi-
Quadrat = 11,31, p-Wert = 0,003.

5.4.2 Zytoplasmatische CtIp-Expression in der Uberlebensfunktion

Die Ctlp-Expression im Zytoplasma bzw. der Remmele Score weist bezogen auf alle

Félle (n = 258) einen Trend (p = 0,073) auf (Abbildung 45).

Wird nur die Gruppe der serdsen Ovarialkarzinome betrachtet, korreliert die Ctlp-

Expression nicht mit dem Gesamtiiberleben (p = 0,22).

Analysen zur Abhingigkeit des Uberlebens vom PpZ der Ctlp-Expression zeigen keine
Signifikanzen, im Log-Rank Test ergibt sich fiir alle 258 Fille ein p-Wert von 0,5
(Abbildung 46).
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Abbildung 44: Uberlebensfunktion in Abhingigkeit von der Ctlp-Expression (IRS) im
Zytoplasma, Log-Rank: Chi-Quadrat = 6,973, p-Wert = 0,073
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Abbildung 45: Uberlebensfunktion in Abhiingigkeit von der Ctlp-Expression (PpZ) im
Zytoplasma, Log Rank: Chi-Quadrat = 2,905 und p-Wert = 0,57
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5.4.3 Nukleire Ctip- Expression in der Uberlebensfunktion

Die Untersuchung auf Unterschiede im Gesamtiiberleben hinsichtlich der nukleédren Ctlp-
Expression bzw der Hohe des Remmele-Scores zeigt fiir alle 258 Fille im Log-Rank-Test
einen p-Wert von 0,17 (Abbildung 47).

Betrachtet man nur die serésen OVCA ergibt sich ein p-Wert von 0,34 und somit keine

statistische Signifikanz.

Analysen zur Abhingigkeit des Uberlebens vom PpZ der nukledren Ctlp-Expression
zeigen keine Signifikanzen, im Log-Rank Test ergibt sich fiir alle 258 Fille ein p-Wert
von 0,49 (Abbildung 48).
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Abbildung 46: Uberlebensfunktion in Abhingigkeit von der Ctlp-Expression (IRS)
nukledr, Log Rank: Chi-Quadrat = 5,027 und einem p-Wert = 0,17
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Abbildung 47: Uberlebensfunktion in Abhiingigkeit von der Ctlp-Expression (PpZ)
nukledr, Log-Rank: Chi-Quadrat = 3,406, p-Wert = 0,49

Auch innerhalb der groen Gruppe von Tumoren mit FIGO IlI-stadium ergibt sich keine
Signifikanz zwischen der Ctlp-Expression (nukledr oder zytoplasmatisch), sodass auf

eine weiterfiihrende Cox-Regression verzichtet wird.
6 Diskussion
6.1 Einfiihrung

Das Ovarialkarzinom ist ein geschlechtsspezifisches Malignom der Frau, welches mit
spat auftetenden und unspezifischen Symptomen assoziiert ist. Bisher existiert keine
etablierte Screeningmethode. Aus diesen Griinden werden Ovarialkarzinome oft in einem
spiaten Stadium entdeckt und gehen dementsprechend mit einer schlechten Prognose
einher (Kuhn und Keyver-Paik 2019). Den iiberwiegenden Anteil der Ovarialkarzinome
bildet die Gruppe der serosen Karzinome, der sich wiederum unterteilt in eine grofle
Gruppe von high grade serdsen Karzinomen (>80 Prozent) und eine deutlich kleinere
Gruppe von low-grade serdsen Karzinomen (<20 Prozent). In diese Gruppe der high-
grade ser0sen Karzinome fallen auch die meisten der familidren Ovarialkarzinome mit

Nachweis einer BRCA1/2-Mutation (15-20%).

Der Goldstandard zum Nachweis einer BRCA-Mutation ist die NGS-Analyse. Die
BRCA1 und BRCA2-Tumorsuppressorgene sind iiber komplexe Interaktionen mit den
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fiinf hier verwendeten Markern an der DNA Reparatur und somit an der Tumorentstehung
vor allem bei Ovarialkarzinomen beteiligt. Zentrale Frage dieser Arbeit war, ob es
moglich ist mit ausgewdhlten Antikorpern jene Fille mit BRCA 1/2-Mutation
immunhistochemisch zu detektieren. Dies konnte iiber die Unterschiede in der
Proteinexpression zwischen mutierten und nicht mutierten Féllen geschehen. Prinzipiell
wire denkbar, dass einzelne Proteine bei einer Mutation in den BRCA-Genen reaktiv
iiberexprimieren, andererseits wire auch ein vollstindiger Expressionsverlust moglich.
Wiinschenswert wire es, in naher Zukunft ein immnhistochemisches Panel zu etablieren,
das anhand dieser Expressionsunterschiede in BRCA-positiven und BRCA-negativen
OVCAs verldsslich Auskunft {iber den Mutationsstatus geben kann. Diese
immunhistochemische Vorselektion moglicher BRCA-positiver Fille wire eine deutlich
schnellere und kostengiinstigere Alternative zur kompletten Mutationsanalyse, auch um
die Patientinnen schnellstmoglich einer Therapie zuzufiihren. Ein eiterer Vorteil wire

auch die ubiquitire Verfiigbarkeit der Immunhistochemie.
6.2 Diskussion des Materials

In dieser Arbeit lagen in dem fiir die Immunhistochemie verwendeten Kollektiv high-
grade ser6se OVCA- Fille vor. Die Patientinnen wurden mit Cisplatin vorbehandelt und

erhielten eine BRCA-Mutationsanalyse.

Kritikpunkte am untersuchten HGSOVCA-Patientenkollektiv der hier vorliegenden
Arbeit sind sicherlich die geringen Fallzahlen (N = 40), welche sich allerdings damit
begriinden lassen, dass BRCA- Mutationsanalysen zum Zeitpunkt des Beginns der
Arbeit, ausschlielich bei Féllen von primér operierten und mit Cispaltin vornehandelten
Patientinnen durchgefiihrt wurden. Wiinschenswert wéren neben einer grof3eren Fallzahl
und dem Wissen um den BRCA-Mutationsstatus vollstdndig vorliegende klinische Daten,
sodass ein Follow up mit Uberlebenszeitanalysen durchgefiihrt werden konnte. Das
Tumorregister Miinchen konnte nur vereinzelt klinische Daten zu den Féllen im Raum
Miinchen beisteuern. Auf die restlichen, deutschlandweit verteilten Fille fehlte der
Zugriff. Einheitlich Informationen gab es folglich nur zur Histologie, zum FIGO-Stadium

und zum Grading.

Im Gegensatz dazu lagen beim verwendeten TMA Panel lagen alle klinisch relevanten
Parameter vor, allerdings gab es nur bei drei von 299 Patientinnen Informationen zum
BRCA-Mutationsstatus. Es handelte sich hierbei jeweils um serose G3 Karzinome,
wovon zwei Fille BRCA-negativ getestet wurden und ein Fall BRCA-positiv war.

Aufgrund dieser geringen Datenlage zum BRCA-Mutationsstatus, ldsst sich die
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Vermutung, dass G3 serdse Karzinome mit zytoplasmatischer Uberexpression von Ctlp
BRCA positiv sind, in dem hier vorliegenden Kollektiv weder bestdtigen noch entkréften.
Eine Priifung dieser Hypothese miisste folglich an einem groferen Kollektiv mit

bekanntem BRCA-Mutationsstatus erfolgen.

6.3 Immunhistochemie
6.3.1 HSPC

Bei der HSPC Expression zeigte sich ein signifikanter Unterschied in Abhingigkeit vom
Mutationsstatus. Die Gruppe der BRCA- positiven Félle wies in 19 von 20 Féllen eine
mittlere Proteinexpression im Zytoplasma auf (IRS 2-6). Nur ein Fall hatte eine starke
Expression (IRS 8) Dagegen zeigte sich bei der Gruppe der BRCA-negativen Fillen eine
gleichwertige mittlere und starke Proteinexpression. Diese Ergebnisse weisen auf den
moglichen Trend hin, dass es bei BRCA-positiven Féllen eher zu einem Verlsut der
Expression des HSPC142 Proteins im Zytoplasma kommt. Diese Erkenntnis ldsst sich
kaum hinreichend mit Daten aus der Literatur vergleichen, da nur zwei Studien vorliegen,
die zum Expressionsverhalten des HSPC142-Proteins Stellung nehmen. Symonowicz et
al. untersuchten die Rolle der Proteinkinase B (Akt) in der Resistenz gegeniiber
Chemotherpeutika sowie damit einhergehender schlechterer Prognose in spezifischen
Tumortypen. DNA-PKCs (katalytische Untereinheit der Proteinkinase) phosphorylieren
Akt an einem spezifischen Serinrest. Es sollte untersucht werden, ob sie auch durch
Strahlung herbeigefiihrte Akt-S473 Phosphorylierung in noch intakten Krebszellen
modulieren. Dafiir wurde eine Analyse iiber den zeitlichen Zusammenhang der
Phosphorylierung von Akt-S473 in bestrahlten DNA-PKC kompetenten und
inkompetenten Glioblastomzellen durchgefiihrt. Ob eine genetische Inhibition von Akt
assoziiert ist mit einer Dephosphorylierung von target proteins, welche an der HR
beteiligt sind, wurde mit MERIT40 untersucht. Hierbei zeigte sich, dass inkompetente
Aktl zu einer Dephosphorylierung von MERIT fiithren. Diese Erkenntnis fiihrte dazu zu
priifen, ob es einen Zusammenhang zwischen der Expression von MERIT40/HSPC142
und dem Uberleben von Krebspatienten gibt. Es zeigte sich, dass eine hohe Expression
von MERIT mit einem schlechteren Uberleben bei Patienten mit Ovarialkarzinom

einhergeht (Szymonowicz et al. 2018; GyOrffy et al. 2012).

Diese Studie hat thematisch einen anderen Forschungsschwerpunkt. Erst im Verlauf
wurde die Rolle von Proteinen interessant, welche an der DNA-Reparatur beteiligt sind
und MERIT40 in den Fokus genommen. Insofern sind die Erkenntnisse zum

Expressionsverhalten von MERIT40 nur bedingt iibertragbar auf diese Arbeit. Unklar
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bleibt zudem, ob es sich bei den iiberwiegend ser6sen Karzinomen um eine
zytoplasmatische oder nukledire Uberexpression des Proteins handelt, der BRCA-

Mutationsstatus wird nicht erwéhnt.

Die Arbeitsgruppe um Bolton et al. untersuchten in einer Studie aus dem Jahr 2010 das
Uberleben von Patientinnen mit EOC (epithelial ovarian cancer) und fand dabei eine
Assoziation von zwei SNP mit dem Uberleben in epithelialen Ovarialkarzinomen. Die
Analyse von moglichen ,,susceptibility genes* zeigte, dass MERIT40 bestehend aus dem
SNP rs8170 eine tragende Rolle in der Entwicklung von EOC zeigt. Bolton et.al
postulierte, dass eine Uberexpression von MERIT40 das mutierte BRCA1-Protein
innerhalb des Komplexes stabilisieren kénnte. Gleichzeitig konnte die Uberexpression
von MERIT40 auch als reaktive Aktion gedeutet werden, um einen protektiven Effekt
auf BRCA-mutierte Zellen auszuiiben, sodass diese vermehrt Toleranz gegentiber DNA
Strangbriichen entwickeln (Bolton et al. 2010; Villanueva 2010). Kritikpunkt dieser
Studie ist, dass nicht ersichtlich ist, ob die Uberexpression cytoplasmatisch oder nukleir

aufgetreten ist.

Eine reaktive Uberexpression des HSPC142 Proteins bei BRCA-Mutation konnte in

dieser Arbeit nicht bestétigt werden.
6.3.2 Ctlp

Ctlp zeigt eine Proteinexpression sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern jeweils fiir
mutierte und nicht mutierte Félle. Acht Fille der BRCA-positiven Gruppe zeigen einen
PpZ von tiber 80 Prozent, dagegen wurden alle BRCA- negativen Félle mit einem PpZ
von 3 (51-80% positive Zellen) bewertet. Auch beziiglich des IRS gibt es in der BRCA-
positiven Gruppe fiinf Fille, die mit einem IRS von 8-12 beurteilt wurden. Das wirft die
Vermutung auf, dass BRCA-mutierte Félle zu einer zytoplasmatischen CtIP
Uberexpression neigen.

Laut Zhang et. al scheint das Ctip- Gen in unterschiedlicher Weise bei der Entstehung
von einigen Karzinomtypen eine essentielle Rolle einzunehmen: Assoziiert mit einer Ctlp
Deletion/LOH of RBBP8 und damit einhergehender schlechter Prognose ist neben dem
invasiven Harnblasenkarzinom das Ovarialkarzinom. In einigen anderen Karzinomtypen
wird von einer Uberexpression von Ctlp gesprochen, beim Mammakarzinom scheint eine
geringe Expression des Ctlp mit einer ungiinstigen Prognose vergesellschaftet zu sein

(Mijnes et al. 2018; Quaye et al. 2009; Xu et al. 2007; Zhang et al.).
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Bretones et al. untersuchte 384 Félle von Patientinnen mit invasivem Mammakarzinom
auf die Expression von Ctip und dessen Korrelation mit dem Uberleben. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass eine fehlende nukledre Ctlp-Expression in invasiven,
fortgeschrittenen Mammakarzinomen gefunden wurde, die mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit iiber das T1- Stadium hinausgehen (Soria-Bretones et al. 2013). Auch
die Untersuchungen von Wang et al. zeigen dhnliche Ergebnisse. Hier wurde die Ctip
Expression und dessen Einfluss auf das Gesamtiiberleben untersucht. Verglichen wurden
hierbei zwei groBle, verdffentliche Datasets (GSE10780 und GSE744), welche
Gewebeproben von normalem Brustgewebe und Tumorgewebe enthielten. Es stellte sich
heraus, dass die Ctlp-Expression in Mammakarzinomen im Vergleich zu gesunden
Gewebe weniger stark ist und eine geringe Expression mit geringeren Uberlebensraten
assoziiert ist. Dies zeigt sich am eindriicklichsten bei Ostrogen- negativen
Mammakarzinomen (Wang et al. 2016). Gleichzeitig verweisen Bretones et. al darauf,
dass es basierend auf mRNA Studien in manchen Karzinomtypen zu einer
Uberexpression von Ctlp kommen kénnte. In der entsprechenden Studie wird die
Vermutung allerdings nicht weiter gefestigt. Es wurde lediglich die Proteinkinase TRB3
untersucht, welche die Ubiquitinierung von Proteinen, die an der Zellzyklusregulierung
beteiligt sind fordert, mit CTIp interagiert und ebenfalls nukleidr lokalisiert ist. Eine hohe
Expression zeigt TRB3 in verschiedenen Tumoren wie Lunge, Osophagus und Colon. Da
es mit Ctlp interagiert, wird vermutet, dass auch dieses Protein als Tumorsuppressor
Relevanz haben konnte und die beiden Proteine sich gegenseitig funktionell regulieren.
Ob auch Ctlp dementsprechend in gleichen Karzinomtypen iiberexprimiert wird, ist nicht
dargestellt. Weitere Studien zur Ctlp Expression speziell bei Ovarialkarzinomen liegen
aktuell nicht vor.

Folglich darf die in der hier vorliegenden Arbeit demonstrierte zytoplasmatische Ctlp
Uberexpression bei BRCA-positiven Ovarialkarzinomen als neue Erkenntnis gewertet

werden.

Eine Erklirung fiir diese Uberexpression von Ctlp bei BRCA-positiven
Ovarialkarzinomen konnte auf molekularer Ebene die folgende sein: Ctlp bindet an
BRCAI in der G2 Phase und ist fiir die Aktivierung der Checkpoint-Kinasel
verantwortlich. Ohne die Bindung von BRCA an Ctlp ist eine normale DNA ,, damage
response‘‘ nicht moglich. Die Vorstellung, dass Ctlp vermehrt exprimiert wird, wenn die
BRCA Funktion eingeschrinkt oder aufgehoben ist, miisste weiter untersucht werden. In

der vorliegenden Arbeit zeigt sich die Uberexpression nur zytoplasmatisch. Zwar findet
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sich auch eine nukledre Expression, diese ist jedoch gleich verteilt auf BRCA-positiven

und BRCA-negtiven Fille.

Die Korrelation dieser beiden Proteinexpressionen, HSPC142 und Ctlp erbrachte keine
signifikanten Ergebnisse, so dass eventuell von unabhédngigen Ereignissen ausgegenagen
werden muss. Da es zum aktuellen Zeitpunkt noch keine Studien dazu gibt, die aufzeigen
inwiefern eine BRCA-Mutation die Proteinexpression von HSPC142 und Ctlp
beeinflusst, konnten diese Ergebnisse zumindest als erste Tendenz gewertet werden, dass
offenbar Unterschiede in der Proteinexpression zwischen den Gruppen mutiert/nicht
mutiert bestehen. Um diese Ergebnisse weiter zu festigen, sollten weitere
Untersuchungen mit grofleren Patientenkollektiven und zusétzlich anderen relevanten

Proteinen, welche an der BRCA-Genese beteiligt sind, untersucht werden.
6.3.3 FANCJ

Eine FANCJ-Expression lieB sich in den mutierten Fillen sowie den nicht mutierten
Féllen jeweils zytoplasmatisch als auch nukledr nachweisen. Dabei ist das Verhéltnis
innerhalb der Gruppe mutiert/nicht mutiert recht gleich verteilt, allerdings exprimieren
insgesamt 31 von 40 Fillen zytoplasmatisch, nukleédr nur 21 von 40. Es bestehen keine
signifikanten Unterschiede in der Expression mutierte Félle/nicht mutierte Félle.
Vergleicht man diese Ergebnisse mit der Literatur, findet man nur eine Studie zur
Expression von FANCJ in Ovarialkarzinomen: Han et al untersuchte Proteinlevels von
FANCIJ in Ovarialkarzinomen und gesunden Ovarien. Hierfiir wurden dreiflig Fille von
Ovarialkarzinompatientinnen in unterschiedlichen Stadien immunhistochemisch mit
FANCIJ geférbt und ausgewertet. Das Ergebnis erbrachte einen Unterschied des FANCJ
Protein-Levels in Abhédngigkeit vom FIGO-Stadium der Ovarialkarzinome. Serdse
Ovarialkarzinome mit FIGO Level I1I gehen mit einer hohen FANCJ Expression einher
und sind assoziiert mit einem schlechteren Gesamtiiberleben oder einer geringeren
Rezidiv-freien Zeit (Han et al. 2019). Hieraus lésst sich ableiten, dass FANC]J zelluléres
Tumorwachstum fordert und relevanten Einfluss auf die Tumorprogression hat. In dieser
Arbeit ist nicht beschrieben, ob sich der immunhistochemische Score der jeweils fiir
normales Ovargewebe, Figo I und FIGO III erhoben wurde auf die nukledre oder
zytoplasmatische Expression bezieht.

Da in der vorliegenden Arbeit alle Fille high- grade serose OVCAs sind, hétte hier ein
Vergleich mit low grade /G1 oder normalem Gewebe erfolgen miissen, um die Daten mit
denen von Han et al. vergleichen zu koénnen. Aus der Studie von Han et al. ist nicht

ersichtlich, ob es sich bei den untersuchten (serosen) OVCAs um solche mit einer

-83 -



moglichen BRCA-Mutation handelt. Aufgrund dieser ungleichen Studienverhiltnisse
lasst sich nur vermuten, dass G1 serdse Ovarialkarzinome, die ja typischerweise keine
BRCA1/2-Mutation aufweisen, offenabr eine weniger stark ausgepriagte Expression von
FANCIJ aufwiesen.

Des Weiteren konnte anlehnend an die initiale Idee von Han et al. untersucht werden, wie
FANCJ die Metastasenbildung in serosen OVCA abhidngig vom BRCA-Status
beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich bei Proteinexpression des FANCJ Antikorpers im
Zytoplasma eine Abhéingigkeit vom Genort der BRCA-Mutation. Die Mutation kann auf
dem BRCA1-Gen, dem BRCA2-Gen oder auf beiden lokalisiert sein. In der Gruppe der
mutierten Félle findet sich die hochste zytoplasmatische Expression mit sechs Féllen von
iiber 80% auf BRCA2-Gen. Betrachtet man alle 40 Fille zusammen, so exprimieren 18
Félle im Zytoplasma mit einem PpZ von 51-80 %, acht Fille die mit einer BRCA-
Mutation auf Gen 2 einhergehen hingegen mit einem PpZ von iiber 80%.

Diese Ergebnisse sind insgesamt nicht signifikant (p=0,052). Sie konnten jedoch darauf
hinweisen, dass die Proteinexpression von FANCJ davon abhingig ist, ob eine BRCA1-
oder BRCA2-Mutation oder eine Mutation auf beiden Genen vorliegt. Dies ist insofern
interessant, da FANCJ komplex mit BRCA1 und BRCA2 sowie anderen wichtigen
Genen und deren Proteine an der DNA Reparatur beteiligt ist (Moes-Sosnowska et al.
2019). Da hierzu bislang keine Ergebnisse oder Studien vorliegen ist mit weiterfiihrenden
Studien zu untersuchen, inwiefern der Genort (Mutation auf BRCA 1 oder 2 Gen oder
auf beiden) und seine verdnderte Proteinexpression eine Relevanz hat fiir eine mogliche
Subtypisierung der mutierten OVCAs, das Verstdndnis der komplexen Proteininteraktion
bei DNA-Reparaturvorgingen und eventuell daraus entstehende klinische und
therapeutische Konsequenzen.

Das Risiko bei Verdnderungen im BRCA2-Gen bis zum 69. Lebensjahr an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken liegt bei ca. 11-22 % (Jaeger et al. 2018). Somit ist das
Risiko bei Mutation im BRCA2-Gen zwar leicht erniedrigt im Vergleich zu BRCA1, aber
nicht weniger relevant fiir das komplexe Verstindnis der BRCAI1/BRCA2-Gen
Interaktion auf molekulargenetischer Ebene. Interessant ist, dass FANCJ aktiv nur an
BRCAT und nicht BRCAZ2 bindet, die Expression im Zytoplasma bei BRCA2-Mutation

in der Gruppe der mutierten Fille aber starker ist.
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6.3.4 BAP1

BAP1 ist ein liberwiegend nukledr vorliegendes Protein, welches tiber die Ringfinger-
Doméne an BRCA1 bindet. In der vorliegenden Arbeit zeigt BAP1 unabhingig vom
Mutationsstatus eine iliberwiegend zytoplasmatische Expression. Eine nukledre
Expression findet sich nur in 3 von 40 Fillen, bei diesen 3 Fillen handelt es sich um
BRCA mutierte Félle. Innerhalb der Expressionsstirke zeigte sich weder nukledr noch
zytoplasmatisch zwischen den Gruppen Mutation/keine Mutation ein signifikanter
Unterschied. Vergleicht man diese Beobachtungen mit der Literatur, wird ersichtlich,
dass aktuell wenig Kenntnis iiber eine BAP1 Expression in BRCA mutierten high- grade
serosen OVCA vorliegt. Mc Gregor et al. untersuchte 2016 die BAP1 Expression anhand
von 14 serdsen Ovarialkarzinomen. Dabei hatten 13 Fille eine Mutation im BRCA1- Gen
und ein Fall eine Mutation in BRCA2-Gen. Zusitzlich waren fiinf Fille ohne BRCA-
Mutation BAP1 positiv. Hierbei wurde gezeigt, dass in allen Féllen eine nukledre
Expression vorlag, unabhdngig vom BRCA-Status. Variable zytoplasmatische Farbung
konnte auch beobachtet werden. (McGregor et al. 2016). Entgegen anderer
Behauptungen, dass es in Ovarialkarzinomen zu einem nukledren BAPI
Expressionsverlust kommen konnte, konnten somit nicht bestitigt werden. Andrici et al.
beschiftigten sich in ihrer Arbeit mit der Frage ob BAPI1 als immunhistochemischer
Marker zur Unterscheidung zwischen gynédkologischen serosen Karzinomen bzw. primér
peritoneal serdsen Karzinomen von abdominellen Mesotheliomen einen Beitrag leisten
konnte. Unter den gynédkologischen serdsen Karzinomen waren 65% ovariellen
Ursprungs. Auch diese Arbeitsgruppe kam zu dem Schluss, dass nicht generell von einem
BAP1-Expressionsverlust in serosen OVCAs gesprochen werden kann, da dieser nicht
ubiquitdr auftrete (Andrici et al. 2016). Diese widerspriichlichen Aussagen sowie die
eigenen Ergebnisse zeigen den Forschungsbedarf beziiglich der BAP1 Expression in
serosen und insbesondere in BRCA-mutierten Ovarialkarzinomen.

Auch Andrici et al. kommen zu dem Schluss, dass die Inzidenz von nukledrem BAPI
Expressionsverlust in gynédkologischen serdsen Karzinomen noch nicht hinreichend
erforscht wurde. In beiden Arbeiten, McGregor und Andrici et al. ist nicht klar
beschrieben, nach welchem Score die Auswertung der nukledren Expression erfolgte und
ist somit fraglich vergleichbar mit dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten IRS (0-2
negativ, 3-12 positiv). Bei Andrici et al. ist zudem unklar, ob die serdsen

Ovarialkarzinome auf einen BRCA-Status getestet wurden.
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AbschlieBend sind die Ergebnisse dieser Arbeit am ehesten mit denen von McGregor
vereinbar, auch wenn die nukledre Expression (positiv bei IRS ab 3) sich auf die Gruppe

der BRCA-positiven Félle verteilt und nur in drei Féllen auftritt.
6.3.5 BAATI1

BAAT1 steht fiir,,BRCA1 associated ATM activator 1 und bindet an die BRCT Doméne
von BRCALI. Die Expression von BAATI zeigt sich in dieser Arbeit sowohl nukleér als
auch zytoplasmatisch, es liegen keine signifikanten Unterschiede in der Expression
abhingig vom BRCA-Status vor. Das BAATI-Gen und seine Proteinexpression in
Ovarialkarzinome sind von den hier untersuchten Markern am wenigsten gut erforscht.
In der Literatur ist keine anndhernd vergleichbare Arbeit auffindbar, die hier gefundenen
Ergebnisse stellen fiir BAAT] alleine keine interessante Funktion als moglichen Marker

dar, BRCA-positive OVCAs von BRCA-negativen zu unterscheiden.

6.4 Korrelationen der Proteinexpression untereinander

Um der Frage nachzugehen, ob ein Marker oder die Kombination von mehreren Markern
fiir die Unterscheidung zwischen BRCA-positiven und BRCA-negativen
Ovarialkarzinomen hinsichtlich seiner unterschiedlichen Expression besteht, wurden
anhand von Boxplots und deren ermittelten Median-Werte Zusammenhénge untersucht.

Dabei erwiesen sich drei Paare als interessant.

Korrelation von BAATI mit BAP1

In der Gruppe der BRCA positiven Félle zeigte sich im Hinblick auf diese Korrelation
ein Zusammenhang. Eine starke BAP1-Expression geht auch mit einer starken BAATI-
Expression einher. Félle mit einer mittleren BAAT1-Expression weisen ach eine mittlere
Expression von BAP1 auf. Diese Feststellung zeigt, dass der Grofiteil der BRCA
positiven Fille in Bezug auf diese beiden Marker ein &dhnliches zytoplasmatisches
Expressionsprofil aufweist. Dies ist insofern interessant, da beide Proteinexpressionen
einzeln betrachtet keine Signifikanz erbrachten, weder bezogen auf Unterscheide in der
Expression zytoplasmatisch/nukledr noch in Bezug auf den Mutationsstatus. Beide
Marker zusammen zeigen jedoch eine signifikante positive Korrelation zwischen dem

zytoplasmatischen PpZ bezogen auf die Fille mit Mutation (p = 0,014, n = 20).

Diese Erkenntnis konnte dazu fithren, dass es sinnvoller ist ein Panel an Markern zu testen
und aus der Summe der einzelnen moglichen Korrelationen die beste Gesamtaussage fiir

ein Detektieren von BRCA positiven Féllen entsteht.
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Korrelation BAAT und FANCJ

Auch hier zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von
BAATI1 und FANCIJ. Eine hohe Expression von BAAT]1 ist mit einer ebenso hohen
Expression von FANCJ assoziiert. Tumoren mit einer geringen Expression von FANCJ
zeigen auch eine geringe BAATI1 Expression. Dieses Ergebnis bestitigt, wie oben
beschrieben, dass die Kombination von Markern wichtig fiir das Gesamtergebnis,
nidmlich der Differenzierung zwischen mutierten und nicht mutierten Ovarialkarzinomen,
zu sein scheint. Allerdings ist auch dieser Zusammenhang kritisch zu werten, da jeweils

FANCJ und BAAT]1 alleine keine signifikanten Expressionsergebnisse erbrachten.

Korrelation FANCJ und HSPC142

Hier zeigt sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der HSPC142-
Expression im Zytoplasma und der FANCJ-Expression im Kern. Die BRCA-positiven
Félle, die HSPC zytoplasmatisch exprimieren, zeigen auch eine in etwa gleichwertige
nukledre Expression von FANCIJ.

Fiir die Gesamtinterpretation der Zusammenhinge zwischen den einzelnen Markern fallt
auf, dass BAAT1 und FANCJ als Marker fiir ein Screening der BRCA positiven Fille
interessant zu sein scheinen, vor allem wie beschrieben in Korrelation mit anderen
Markern.

AbschlieBend ist zudem untersucht wurden ob das Alter der Patientinnen einen Einfluss
auf die Proteinexpression hat. Hierfiir wurden Cluster gebildet, die die Variable Alter in
vier Gruppen kategorisierte. Es zeigte sich weder in der Gruppe der mutierten Fille noch
in der Gruppe der nicht mutierten Félle eine Korrelation zwischen dem Alter und der

Proteinexpression.

6.5 Ctlp Firbung am TMA-OVCA Panel

Ctlp in Abhdingigkeit von der Histologie und dem Grading

Die bisher analysierte Ctlp-Expression bezog sich auf Félle mit high-grade serdsen
OVCAs, bei denen der BRCA-Status bekannt ist. In diesem TMA-Panel sind
verschiedene histologische Subtypen vertreten, bei denen jeweils der BRCA
Mutationsstatus (bis auf drei Fille) unbekannt ist, dafiir aber alle klinischen und
pahologischen Daten vorlagen. Betrachtet man die Ctlp-Expression im Zytoplasma
abhingig von der Histologie, so fillt auf, dass es sich bei dem Grofteil der Falle (79,48
%) mit einer hohen Expression (IRS 8-12) im Cytoplasma um high-grade serése OVCA
handelt. Da es in der vorliegenden Arbeit im HGSOVCA-Panel zu einer

zytoplasmatischen Uberexpression der BRCA-positiven Fille kam und diese schlecht
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differenziert waren (G3), darf angenommen werden, dass zumindest ein Teil der G3
Fille, die im TMA positiv waren, BRCA-mutiert sein kénnten. Dies wiirde sich insofern
mit Daten aus der Literatur decken, da man inzwischen weil3, dass 70% der ser6sen
OVCA mit positivem BRCA-Statuts schlecht differenziert sind und somit G3 Félle sind
(Girolimetti et al. 2014). Trotz diesen signifikanten Ergebnissen kann nicht abgestritten
werden, dass durchaus auch low-grade ser6se OVCA cytoplasmatisch liberexprimieren.

Die Ctlp-Expression in Bezug auf das Grading iiber alle histologischen Subtypen der 299
TMA Fille erbrachte keine Signifikanzen. Im Exakten-Test nach Fisher kann der

zytoplasmatische IRS mit einem p-Wert von 0,062 lediglich auf einen Trend hinweisen.

6.6 Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen

Bedeutung der Ergebnisse der Uberlebenskurven in Abhiingigkeit von Ctlp

Ankniipfend an die oben beschriebene Uberlegung, dass ein Teil der G3 Fille mutiert ist
und eine starke zytoplasmatische Ctip-Expression zeigt, sollte mit Hilfe der
Uberlebenskurven {iberpriift werden, ob diese mutierten Fille (G3) ein besseres
Uberleben haben. Mit Hilfe der IR-Scores und den PpZ wurde zweifach (einmal fiir alle
Félle unabhingig von der Histologie und einmal fiir die serésen OVCAs) jeweils die
Abhingigkeit der Ctlp-Expression zoplasmatisch/nukleir vom Uberleben dargestellt.
Hierbei zeigten sich keine Signifikanzen. Ein leichter Trend besteht jedoch in der
Abhingigkeit der Ctlp-Expression im Zytoplasma vom Uberleben. (p Wert=0,073). Die
Uberlebensgrafik zeigt, dass eine hohere Ctlp-Expression mit einer besseren

Uberlebensrate einhergeht.

In Anbetracht der Ergebnisse dieser Arbeit lédsst sich festhalten, dass der Grundgedanke
des Generierens eines Panels zur Detektion BRCA-positiver Fille sehr sinnvoll sein
konnte. In der aktuellen Literatur wird stetig nach molekularen Markern gesucht, welche
durch ihre Proteinexpression schnell und zuverldssig eine Aussage iiber den BRCA-
Mutationsstatus  treffen konnten. Allerdings hat diese Suche bisher keine
zufriedenstellenden Ergebnisse erbracht, was die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen.
Zum einen sind die Proteine, welche mit den beiden BRCA- Genen interagieren in Teilen
noch nicht vollstindig in ihrer Funktion verstanden. Zum anderen wurden die hier
verwendeten Antikorper in threm Expressionsprofil abhéngig sowie auch unabhéngig von
einer BRCA Mutation in (serdsen) Ovarialkarzinomen noch nicht hinreichend untersucht.
Es liegen durchaus vereinzelt Daten fiir deren Expressionsprofil in Mammakarzinomen

vor, allerdings fehlt in den meisten Studien die Unterscheidung der Lokalisation der
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Expression im jeweiligen Zellkompartiment. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten
zumindest an, dass ein Panel an molekulargenetischen Markern sinnvoller ist als ein

einziger Marker allein.

7 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ovarialkarzinom ist bis heute der gyndkologische Tumor mit der hdchsten
Letalitdtsrate (Neff et al. 2017). Trotz sinkender Inzidenz ist die Mortalitit weiterhin hoch
(Bray et al. 2018; Taube et al. 2019). Hauptgriinde sind das Fehlen von Frithsymptomen
sowie einer sensitiven Screeningmethode zum Erkennen von Ovarialkarzinomen. Stindig
auf der Suche nach neuen therapeutischen Ansédtzen bleibt der Standard in der
Behandlung des Ovarialkarzinoms die operative Therapie in Kombination mit
anschlieender Chemotherapie. In Anbetracht der Tatsache, dass vor allem das high-
grade serose OVCA verstirkt mit Mutationen in verschiedenen, in Teilen bekannten
Genen assoziiert ist, wird die Suche nach molekulargenetischen Markern, die solch eine
Mutation verldsslich detektieren konnen, immer interessanter. Mit dem ,, TruRisk“-Panel
das standardmifBig bei der NGS Analyse verwendet wird, werden derzeit 34 Gene
untersucht, die im Zusammenhang mit der Entstehung von Ovarialkarzinomen stehen.
Neben den Mutationen in den BRCA-Genen, die das Risiko an einem OVCA zu
erkranken stark erhohen, werden immer weitere high susceptibility genes diskutiert, die
ebenfalls Einfluss auf die Entstehung von hereditirem Eierstockkrebs nehmen. Der
GroBteil de BRCA-assoziierten Ovarialkarzinome ist high-grade serds (G3).
Bahnbrechende Neuigkeit in der Therapie des Ovarialkarzinoms war die Einflihrung des
ersten PARP-Inhibitors Olaparib 2014. Die Zulassung war an das Vorliegen eines
rezidivierten high-grade serdsen, platin-sensiblen, BRCA-positiven OVCA gebunden.
Trotz der damit verbundenen Einschrankung in der Anwendung dieser hochspezifischen
Therapie wird verdeutlicht, wie relevant das Wissen iiber den BRCA-Mutationsstatus fiir
die Planung der Therapie ist. Inzwischen ist die Zulassung mit zwei neueren PARP-
Inhibitoren, Nira-und Rucaparib erweitert worden, die unabhidngig vom BRCA-Status
eingesetzt werden diirfen. Allerdings ist die Wirksamkeit bei BRCA-positivem
Mutationsstatus erheblich besser. Aufgrund der hohen Relevanz der Kenntnis des BRCA-
Status fiir eine zielgerichtete Therapie, sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob
immunhistochemisch molekulare Marker etabliert werden konnen, die BRCA mutierte
Ovarialkarzinome von nicht mutierten unterscheiden kénnen. Bei den ausgewdhlten
Antikorpern, welche fiir die immunhistochemische Analyse ausgewéhlt wurden, handelt

es sich um HSPC142, BAP1, BAATI, Ctlp und FANCI.
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Hierfiir wurden zunédchst immunhistochemische Fiarbungen an einem Kollektiv mit
bekanntem BRCA-Status durchgefiihrt, wovon alle vierzig Fille aufgrund eines high-
grade serosen OVCA eine BRCA-Mutationsanalyse erhielten. Zwanzig Félle hatten nach
der IACR Klassifikation eine klinisch relevante BRCA-Mutation (Klasse 4 und 5), die
anderen zwanzig wurden passend zu jenen Fillen gematcht, hatten aber keine klinisch
relevante Mutation (Klasse 1 und 2). Aufgrund der gut untersuchten Funktion von Ctlp
in der homologen Rekombination, als auch beim Erhalt der genomischen Stabilitét und
der iiberzeugendsten Datenlage zum immunhistochemischen Verhalten von Ctlp in
verschiedene Karzinomtypen, wurde dieser Antikorper dann auch fiir die
immunhistochemische Féarbung an einem groBeren Panel auf einem Tissue Microarrays
(TMA) nochmals verwendet. Dieser TMA enthielt Gewebestanzen von 299
Ovarialkarzinomen unterschiedlicher histologischer Klassifikation, deren BRCA-Status
unklar war. Mit der erneuten Ctlp-Farbung sollte untersucht werden, ob die gefundenen

Ergebnisse der Matching-Gruppe auf dieses Panel iibertragen werden kénnen.

Zur Auswertung der Immunhistochemie wurde der IR-Score nach Remmele und Stegner
verwendet und im Anschluss mit den klinischen Parametern, dem FIGO Stadium, dem

Grading und dem Uberleben korreliert.

Die statistische Analyse ergab fiir die TMAs, dass ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der histologischen Klassifikation, dem Grading und dem FIGO Stadium
besteht. Alle drei Faktoren stehen ihrerseits im Zusammenhang mit dem Uberleben. Die
durchgefiihrte Ctlp-Immunhistochemie am HGSOVCA-Panel zeigt, dass BRCA-positive
high-grade serdse Ovarialkarzinome eine signifikante zytoplasmatische Uberexpression
im Vergleich zu BRCA-negativen Fillen zeigen. Ubertragen auf das groBe TMA-Panel
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch hier die high-grade serdsen Félle im
Zytoplasma {berexprimieren. Deshalb kann vermutet werden, dass diese Fille
wahrscheinlich zum Teil BRCA-positiv sind. Im Nachhinein konnte von drei Féllen aus
dem TMA-Kollektiv ein BRCA-Status erhoben werden: Dabei waren alle Félle high-
grade serds, zwei zeigen einen BRCA-negativen Status, ein Fall erbrachte einen BRCA-
positiven Mutationsstatus. Statistisch verwertbar sind diese drei Angaben zum
Mutationsstatus nicht. Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurven ergaben keine Signifikanzen
im Hinblick auf einen Zusammenhang der Ctlp-Expression und dem Uberleben.
Lediglich folgender Trend mit einem p-Wert von 0,073 ldsst sich fiir die zytoplasmatische
Ctlp-Expression im Zusammenhang mit dem Uberleben verzeichnen: Eine starke

zytoplasmatische Ctlp-Expression scheint mit einem besseren Uberleben assoziiert zu
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sein. Wenn diese Fille die zytoplasmatisch Ctlp iiberexprimieren tatsidchlich einen
positiven BRCA Status aufweisen, wére zu vermuten, dass BRCA mutierte Fille ein
besseres Uberleben als BRCA-negative Fille haben konnten. (Candido-dos-Reis et al.
2015; Bolton et al. 2012). Ctlp gestaltet sich demnach als interessanter
immunhistochemischer Marker, der dringend weiter an Karzinomen mit bekanntem
BRCA-Status untersucht werden sollte. Dazu miissten mehr Fille mit bekanntem BRCA-

Status untersucht werden.

Des Weiteren zeigt die Korrelation der Antikorper, dass zum Auffinden aller moglichen
BRCA-positiven Fille die Kombination mehrerer Marker sinnvoller ist, als nur einen
Marker anzuwenden. BAAT und FANCI stellten sich in dieser Arbeit als interessante
Kombinationspartner heraus. Interessanterweise konnten diese zwei Antikdrper isoliert
keinen Beitrag dazu leisten, BRCA-positive Fille durch ihr Expressionsverhalten
aufzuspiiren, in Kombination zeigten sich jedoch statistisch signifikante Korrelationen
untereinander. Folglich wiren weitere Untersuchungen mit Ctlp, BAAT und FANCJ
sowie HSPC sinnvoll, um das spezifischste Panel fiir eine treffsichere Detektion der

BRCA- mutierten Félle zu etablieren.

Unabhingig von den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen zeigt die geringe
Datenlage, dass die hier getesteten Marker immunhistochemisch in Ovarialkarzinomen
und in solchen mit BRCA-Mutation noch nicht hinreichend untersucht worden sind. Es
ist inzwischen weitreichend erforscht welche Funktionen die Proteine innerhalb des
BRCA-Komplexes einnehmen und welche Fehler in der DNA-Reparatur entstehen, wenn
der Ablauf der HR nicht gewihrleistet ist. Allerdings existieren keine grofl angelegten
Studien iiber eine mogliche Expressionsverdnderung der hier untersuchten Proteine bei

BRCA-Mutation in Ovarialkarzinomen.

Der Ansatz ein Panel zum Detektieren von BRCA-Mutationen zu generieren ist nicht nur
bei Karzinomen im Ovar, sondern auch bei Mamma, Pancreas und Colon Teil aktueller
Forschung. Abgesehen davon eine Paneldiagnostik bei verschiedenen Tumoren
anzuwenden, ist der Einsatz bei Erkrankungen, bei denen mehrere ursdchliche Gene in
Frage kommen und bei der sich die Mutationen heterogen auf diese verteilen, sinnvoll.
Solche  Erkrankungen sind zum  Beispiel Kardiomyopathien als auch
Bindegewebserkrankungen (Elbracht et al. 2018). Der Einzug dieser spezifischen
Diagnostik geht demnach {iber die Onkologie hinaus und zeigt, dass vielversprechende

Ergebnisse in mehr als nur einem Fachgebiet erwartet werden konnen.
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Das vom deutschen Konsortium fiir familidren Brust- und Eierstockkrebs
herausgebrachte ,,TruRisk“-Panel umfasst die wichtigsten Gene neben BRCA1 und
BRCAZ2, die an der Entstehung von Ovarialkarzinomen beteiligt sind und wird stindig
der aktuellen Forschung angepasst. Die durch Plon et al. eingefiihrte Klassifikation der
Mutationen betitelt Fille, in denen die Pathogenitit nicht klar zuzuordnen ist als VUS
(variant of unknown significance). Auch wenn in den BRCA-Genen nur 5% der Gene als
VUS identifiziert werden, sind sich sdmtliche an der Mutationsanalyse beteiligten
Zentren einig, dass die VUS-Rate reduziert werden muss. Die hierfiir gegriindete ,,VUS
task force* beinhaltet eine Art Recallsystem und wurde durch das deutsche Konsortium
einberufen. Hier wird entschieden, was die Entdeckung eines VUS fiir den Patienten und
die Behandlung bedeutet, sollte nachtrdglich eine Pathogenitit der Mutation
nachgewiesen werden. Der Patient wird informiert und zur neu entstandenen Situation
umfassend beraten (Rhiem und Schmutzler 2018). Desweiteren liegen nicht fiir alle Gene,
die bei der Mutationsanalyse neben den BRCA-Genen untersucht werden, Daten zum
altersabhidngigen Erkrankungsrisiko vor, sodass eine individuelle Beratung je nach
Mutationsort erfolgen muss.

In naher Zukunft wird erwartet, dass sich die kostenseitige Vergiinstigung sowie
Beschleunigung in der Durchfithrung der Mutationsanalyse weiter fortsetzen wird.
Jedoch bleibt der Zugang zu diesem Verfahren weiterhin nicht jeder Patientin gewéhrt,
da nur wenige spezialisierte Zentren Mutationsanalysen durchfiihren. Vorteil des
Detektierens eines moglichen BRCA-Status durch immunhistochemische Marker ist das
ubiquitidre Vorhandensein der Immunhistochemie sowie dessen schnelle Durchfiihrung.
Durch die Paneldiagnostik wird die BRCA-Mutation vorerst nicht weiter klassifiziert in
Keimbahn- oder somatische Mutation, da der direkte Therapiebeginn mit PARP-
Inhibitoren vom BRCA-Status abhingig ist und nicht von der Art der Mutation. Die
Untersuchung des Tumorgewebes fillt nicht unter das Gendiagnostikgesetz, daher
werden betroffene Patienten weniger umfassend aufgeklart als bei der Keimbahntestung.
Eine mogliche Anwendbarkeit des Gendiagnostikgesetzes auf somatische Mutationen,
von welchen auf Keimbahnmutationen riickgeschlossen werden kann, wird von
Selbsthilfegruppen wie dem BRCA-Netzwerk gefordert. Da 80% der BRCA- positiven
Mutationen keimbahnassoziiert sind, muss die Patientin iiber die Nachsorge sowie die
Disposition fiir andere Tumore aufgeklart werden. Nicht zuletzt sind bei einer
Keimbahnmutation Angehdrige zu informieren. Es bleibt abzuwarten, ob der Gesetzgeber

fiir den Schutz des Patienten und seiner Daten, einer Benachteiligung durch Dritte und
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der Wahrung seiner Selbstbestimmung die Anwendung des Gendiagnostikgesetzes auf

somatische Mutationen ausweiten wird.
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9 Anhang

9.1 BRCA-Mutationsanalyse aus dem Softwareprogramm ,,PathoPro*

P oqi utachtun

Betr:
ugesandtes Material: 2 Paraffinbldcke

vielen Dank fir die Ubersendung reprasentativen Tumormaterials 0.g. Patientin an dem wir
wunschgemal eine Next Generation Sequencing Analyse zur Fragestellung einer BRCA1/2-
Mutation durchgefGhrt haben. Eigens angefertigte HE-Schnittpraparate zeigen Infitrate eines
serdsen high-grade Adenokarzinoms des Ovars.

Molekularpathologischer Befund:

Von einem histologischen Schnittpréparat mit représentativem Tumorgewebe wurde das
gesamte Gewebe gewonnen und aus diesem DNA isoliert. In dem mikrodissezierten Areal
fanden sich etwa 70 % Tumorzellen.

PCR-Analyse: Es wurde eine gezielte Mutationsanalyse mittels der Next Generation Se-
quenzierungstechnologie (ION TORRENT-PGM) unter der Verwendung des BRCA1/2 Pa-
nels (Life Technologies) durchgefthrt. Mit diesem Panel-Sequenzierungsansatz wird der
gesamte kodierende Bereich (CDS), also alle kodierenden Exone der BRCA-1 und BRCA-2-
Gene sowie jeweils etwa 20 Basenpaare der jeweils angrenzenden Introne untersucht.

Die Analyse erfolgte mit Hilfe der ION REPORTER Software v.5.0, indem auf nicht-
synonyme Verdnderungen gefiltert wurde. Von den verbleibenden Mutationen wurden dieje—
nigen nicht berlcksichtigt, die eine Allelfrequenz von unter 5% aufwiesen. Die restlichen
Mutationen wurden individuell mit Hilfe des IGV (Integrated Genome Viewer, Broad Institute)
auf das humane Genom (Referenz: hg19) abgebikiet (alignment), um Sequenzfehler, insbe—
sondere Homopolymere auszuschlieBen. Die Klassifikation der Mutationen erfolgte auf der
Basis der offentlichen Datenbanken ARUP (Association of regional and University Patholo-
gists Inc.), BRCA Exchange , IRAC (Insituté Recherche Association Cancer), LOVD (Leiden
Open Variation Database), NIH (National Insitutes of Health), UMD (Universal Mutation Da-
tabase). Die Analyse erfolgte mit einer mittieren Lesetiefe (coverage) von 2601 reads/bp bei
einer Abdeckung von 100% bei 20X und 98.98% bei 100X.

Hierbei wurden sechs Mutationen im BRCA1- und zwei Mutationen im BRCA2-Gen nachge-
wiesen, die mit nicht synonymen Aminosdureaustauschen einhergehen. Alle BRCA1-und
eine der beiden BRCA2-Mutationen werden nach IACR-Klassifikation (Plon SE et al., Hum
Mutat 2008, 29, 1282) als Klasse 1-Variante (nicht pathogen/ keine Klinische Signifikanz)
eingestuft.
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Die Mutation BRCA2: chr13:32945179, NM_000059.3, ¢.8574A>T, Exon 20, p.GIn2858His,
coverage: 35, allele frequency: 20% zunachst als Klasse 3 VUS (variant of unknown signifi-

cance) einzuordnen. Eine weiterfihrende Analyse mit Hilfe der Proteinanalyse Modelle
ClinVar, MUT@STER, PolyPhen, SIFT ordnet dieser Mutation jedoch pathogene Eigen-
schaften zu, weshalb diese Mutation abschlieBend als Klasse 4-Mutation eingestuft wird.

Begutachtung:

Seroses high-grade Adenokarzinom des Ovars mit Nachweis einer Klinisch relevantqo
BRCA2-Mutation.

Somit kommt der Tumor dieser Patientin nach dem  Zulassungstext
(EMA/CHMP/632090/2014) der EMA (European Medicines Agency), fir eine zielgerichtete
Inhibition der PARP (Poly-(ADPRibose)- Polymerase) mittels Olaparib in Betracht.

Mit freundlichen Grien
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Molekulamatﬁologisci{éréég’utachtung
NGS-BRCA1/2

MOLEKULARPATHOLOGISCHE BEGUTACHTUNG

Von einem histologischen Schnittpraparat mit reprasentativem Tumorgewebe wurde das gesamie

Gewebe gewonnen und aus diesem DNA isoliert. In dem mikrodissezierten Areal fanden sich etwa
70 % Tumorzellen.

PCR/ Analyse: Es wurde eine gezielte Mutationsanalyse mittels der Next Generation
Sequenzierungstechnologie (ION TORRENT-PGM) unter der Verwendung des BRCA1/2 Panels
(Life Technologies) durchgefGhrt. Mit diesem Panel-Sequenzierungsansatz wird der gesamte
kodierende Bereich (CDS), also alle kodierenden Exone der BRCA-1 und BRCA-2 Gene sowie
jeweils etwa 20 Basenpaare der jeweils angrenzenden Introne untersucht.

Analyse: Diese erfolgte mit Hilfe der ION REPORTER Software v.5.0, indem auf nicht-synonyme
Veranderungen gefiltert wurde. Von den verbleibenden Mutationen wurden diejenigen nicht
berlicksichtigt, die eine Allelfrequenz unter 5% aufwiesen. Die restlichen Mutationen wurden
individuell mit Hilfe des IGV (Intergrated Genome Viewer, Broad Institute) auf das humane Genom
(Referenz: hg19) abgebiidet (alignment), um Sequenzfehler, insbesondere Homopolymere
auszuschlieBen. Die Klassifikation der Mutationen erfolgte auf der Basis der offentlichen
Datenbanken ARUP (Asscciation of regional and University Pathologists Inc.), BRCA Exchange,
IRAC (Insituté Recherche Association Cancer), LOVD (Leiden Open Variation Database), NIH
(National Insitutes of Health), UMD (Universal Mutation Database).
Die Analyse erfoigte mit einer mittleren Lesetiefe (coverage) von 2601 reads/bp bei einer
Abdeckung von 100% bei 20X und 98.98% bei 100X.

Molekularpathologische Begutachtung

Hierbei wurden sechs Mutationen im BRCA1- und zwel Mutationen im BRCA2 Gen nachgewiesen,
die mit nicht synonymen Aminoséureaustauschen einhergehen. Alle BRCA1 und eine der beiden
BRCA2 Mutationen werden nach IACR-Klassifikation (Plon SE et al., Hum

Mutat 2008, 29, 1282)
als Klasse 1- Variante (nicht pathogen/ keine klinische Signifikanz) eingestuft.

Die Mutation BRCA2: chr13:32945179, NM_000059.3, ¢.8574A>T, Exon 20, p.GIn2858His,
coverage: 35, aliele frequency: 20% wird als Klasse 3 VUS (variant of unknown significance)
eingeordnet. Eine weiterfUhrende Analyse mit Hife der Proteinanalyse Modelle ClinVar,

Diese Begutachtung ist in PathoPro abrufoar
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MUT@STER. PolyPhen, SIFT ordnet dieser Mutation pathogene Eigenschaften zu, weshalb diese
Mutation als Klasse 4 Mutation eingestuft wird.

or dieser  Patientin nach dem Zilassungstext (EMA/CHMPI632090/2014) der
ines E‘“’ ¢ eine zielgerichtete lm&lﬁdnfdetEARP!_(on!yr('ADR-t'x’g? ‘
els Ola i CIU SRR At <Y A s ) N2 ST
diesen Fall spezifische abschlieBende Zusammenfassung aus
Histo- und Molekularpathologie in den pathologischen Befund einarbeiten.

ZUSATZINFORMATION

Diese Information ist NICHT fiir die abschlieiende Pathologische Begut htung gedacht, sondern
dient als zusitzliche Informationsquelle zum Verstandnis.

Die vorfiegende Analyse zieke auf die Analyse des Mutationszustands der BRCA-Gene im Tumorgewebe
8b. ROckschigsse Ober das mogliche Voriegen einer Keimbahnmutation lassen sich aus der vorliegenen
Analysen nicht ziehen, weil fUr die Analyse Tumorgewebe oder cfDNA (circutating free DNA) eingesstzt
wurden, die beide ein Gemisch aus der DNA von normalen- und Tumorzelien darstellen. Deshalb eraubt
das Finden einer Mutation lediglich als unbeabsichtigten Nebeneffekt der Analyse den Verdacht auf eine
- Keimbahnmutation. Um diese Frage zu kidren, ist eine humangenetische Keimbahnbestinmung mit
entsprechender Beratung erforderfich.

Methode

Kommerzielles System: Life Technologies - ION TORRENT~Personal Genome Machine - BRCA1/2 Panel.
Verfahren validiert: Ringversuch 2015,
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