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1 EINLEITUNG

1.1  Epidemiologie des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom stellt auch heute noch in Zeiten der fortgeschrittenen
individuellen Therapien einen klinisch schwer zu behandelnden Tumor und weiterhin eine
hiufige Krebstodesursache der Frau dar. Im Jahr 2016 erkrankten 7350 Frauen in
Deutschland an einem Tumor der Eierstocke. 5486 Frauen verstarben in dem gleichen Jahr
an der Krankheit (Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg) (2019)). Das Ovarialkarzinom ist verantwortlich
fir etwa 50% der gynikologischen Sterbefille (s. Abb.1.1) und vertritt somit den
vordersten Platz als todlichste gynikologische Erkrankung der Frau (Buttmann-Schweiger
et al., 2019). Fiir das Jahr 2020 liegen dem Krebsdatenregister noch keine Zahlen vor, es
wird mit einer Neuerkrankungsanzahl von etwa 7000 Frauen gerechnet (Robert Koch-
Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
e.V. (Hrsg) (2019)).

Neuerkrankungen Sterbefille

Vulva, Vagina und
sonstige
12%

Abb.1.1: Verteilung der Neuerkrankungen (links) und Sterbefille (rechts) an bosartigen Tumoren
der weiblichen Geschlechtsorgane im Jahr 2013/2014 (Buttmann-Schweiger et al., 2019).

Statistisch gesehen ist etwa eine von 75 Frauen in ihrem Leben von der Krankheit
betroffen. Bis zum 85. Lebensjahr steigen die Erkrankungsraten stetig an, zeigen sich
danach aber wieder abfallend (Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg) (2019)).

Tritt ein Ovarialtumor schon bei Kindern oder jungen Frauen auf, handelt es sich

oft um eine seltenere Form, z. B. einen Keimzelltumor (Robert Koch-Institut (Hrsg) und
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die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg) (2019)).
Dabei liegt das mittlere Erkrankungsalter um die 45 Jahre und somit in der Summe

niedriger als bei den epithelialen Ovarialkarzinomen (Buttmann-Schweiger et al., 2019).

Als genetische Vorbelastungen mit moglicher familidrer Hiufung erhohen
Mutationen in BRCA 1/2 Gen (Breast cancer gene 1/2) das Risiko, an einem Mamma- oder
Ovarialkarzinom zu erkranken (Hall et al., 1990; Webb et al., 2017; Wooster et al., 1995;
Yoshida, 2020). Jedoch konnen diese Mutationen auch bei Frauen ohne eine positive
Familien- oder Eigenanamnese fiir Brust- oder Eierstockkrebs gefunden werden (ca. 44%)
(Alsop et al., 2012). Etwa bei jeder 10. Frau spielen BRCA I und 2 bei der Entstehung eines
Ovarialkarzinoms eine Rolle (Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg) (2019)). Eine weitere
vererbbare Pridisposition zur Entwicklung von Tumoren stellt das Lynch-Syndrom dar.
Hierbei kommt es zu Mutationen in den Genen des Mismatch-Reparatursystems (MMR-
System), die in gesunder Form Replikationsfehler in der DNA bei der Zellteilung erkennen
und reparieren konnen. Dies fithrt neben dem hédufigen Auftreten von Darm- und
Endometrium-Karzinomen ebenfalls zu einer Risikosteigerung fiir ein Ovarialkarzinom
(Aarnio et al., 1999; Barrow et al., 2009; Boyd, 1998; Helder-Woolderink et al., 2016;
Lynch et al., 1998). Auf diese beiden Tumorsyndrome wird in einem spiteren Abschnitt
genauer eingegangen. Teil dieser Arbeit ist es herauszufinden, wie grof3 der Anteil dieser
durch ein defektes Mismatch-Reparatursystem verursachten Ovarialkarzinome bei den

endometrioiden und klarzelligen Ovarialkarzinomen ist.

1.1.1 Ovarialkarzinome im weltweiten
Vergleich

Weltweit betrachtet erkrankten im Jahr 2012 schétzungsweise 238.719 Frauen an
Eierstockkrebs (Allemani et al., 2018). Verschiedene Linder und Regionen weisen dabei
unterschiedliche Erkrankungszahlen auf, wie in Abbildung 1.2 (A) dargestellt. Am
hiufigsten tritt das Ovarialkarzinom in Nord- Zentral- und Osteuropa auf, etwas seltener in
Australien, Nordamerika und Westeuropa. Dagegen verzeichnet man in einigen Regionen
Asiens und auch Afrikas die niedrigsten Erkrankungsraten. In vielen Lindern mit einem
hohen Durchschnittseinkommen der Bevolkerung fallen die Erkrankungszahlen in den
letzten Jahren kontinuierlich ab (s. Abb. 1.2 (B), Abb. 1.3.). Im Gegensatz dazu vermerken
gerade die drmeren Linder einen Anstieg an Fillen mit Ovarialkarzinomen (Webb et al.,
2017). Das hochste Risiko scheinen vor allem hellhdutige Frauen zu haben, die mit 11,3
pro 100.000 Frauen am héufigsten erkranken, gefolgt von Hispanoamerikanerinnen (9,8),

Asiatinnen (9,0) und Afroamerikanerinnen mit 8,5 pro 100.000 (Stewart et al., 2019). So
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erkranken in den USA hellhdutige Frauen 30 % hidufiger an Ovarialkarzinomen als

Afroamerikanerinnen oder asiatische Frauen wund 12 %  héaufiger als

Hispanoamerikanerinnen (Webb et al., 2017).
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Abb. 1.2: Inzidenz und Mortalititsrate des Ovarialkarzinoms in verschiedenen Regionen im Jahr

2012 (A) und Landern seit 1975 (B) (Webb et al., 2017).

Neuerkrankungen je 100.000 Frauen /Jahr

20
18
16
14
12
10

= A -

e Skandinavien® =Niederlande USA (SEER-18)  ====Deutschland
——
— \
e —
e —— =
= ”whm

T T T T T T 1
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Abb. 1.3: Altersstandardisierte Neuerkrankungsraten des Eierstockkrebses (*inklusive bosartige

Neubildungen der Tuben) im internationalen Vergleich von 1999/2000 bis 2014/2015
(Buttmann-Schweiger et al., 2019).

1.1.2  Vergleich der relativen 5-Jahres
Uberlebensrate weltweit

In einer ausfithrlichen Studie vom Mirz 2018 (CONCORD-3) wurden

Erkrankungsdaten von 865.501 Frauen aus 61 verschiedenen Lindern gesammelt.
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Weltweit lagen die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten zwischen 30-50 %, wobei sich

Deutschland leicht iiber dem weltweiten Mittelwert priasentierte (Allemani et al., 2018).

Ein 5-Jahres-Uberleben zwischen 40-49 % fand sich in 24 Lindern, darunter
Canada und die USA, sieben Linder in Asien und 14 europidische Linder wie z. B.
Deutschland, Frankreich, Schweden, Belgien und Spanien (Allemani et al., 2018). Etwas
kiirzer iiberlebten Frauen in Léindern wie beispielsweise Siidamerika (Argentinien und
Brasilien), aber auch in europdischen Lindern wie Italien, Kroatien, Polen und den
Niederlanden (5-Jahres-Uberleben 30-39 %). Die schlechteste Prognose nach
Diagnosestellung verzeichneten Frauen in Malta (weniger als 30 %) und in Indien (weniger
als 20 % nach 5 Jahren). In den meisten Lindern, auer Japan, verdnderten sich die
Uberlebensraten seit 1995 kaum. Auch in Deutschland konnte zwischen den Jahren 2010-

2014 keine nennenswerte Verbesserung festgestellt werden (Allemani et al., 2018).

1.2  Genetik

Das Opvarialkarzinom betreffend sind heute vor allem zwei genetische
Pridispositionen oder Tumorsyndrome bekannt, die im Zusammenhang mit einer erblichen
Tumorenentstehung zu nennen sind. Dazu gehoren das familidre Brust- und
Eierstockkrebssyndrom (,,hereditary breast ovarian cancer syndrome®, HBOC) und das
Lynch-Syndrom, auch als familidres nichtpolypdses Kolonkarzinomsyndrom bekannt
(HNPCC- Syndrom, Hereditidres Non-Polyposis Kolorektales Karzinom Syndrom) (S3-
Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020). Ursédchlich ist hier ein Defekt der Mismatch-
Reparaturgene MLHI, MSH2, PMS1, PMS2, MSH6 sowie MSH3 (De' Angelis et al., 2018;
Helder-Woolderink et al., 2016; Miyaki et al., 1997; Rhyu, 1996). Laut Angaben in der
Literatur finden sich vermehrt Karzinome vom nicht serésen Subtyp beim Lynch-Syndrom
(Webb et al., 2017).

Je nachdem, welches Reparaturgen betroffen ist, zeigen sich Unterschiede in der
Erkrankungswahrscheinlichkeit. Bei Frauen mit einem Defekt des Reparaturgens MLH1
besteht ein Risiko von 41 %, bis zum Alter von 70 Jahren an Darmkrebs (Kolorektale
Karzinom- CrC) zu erkranken und ein 20 %iges Risiko fiir das Auftreten eines
Ovarialkarzinoms. Die hereditire MSH2 Mutation geht mit einem 48%igen Risiko fiir ein
CrC und 24%igem Risiko fiir den Eierstocktumor einher. Das geringste Erkrankungsrisiko
zeigten in der Studie MSH6-Triger sowohl beim Darmkrebs (12 %) als auch beim
Ovarialkarzinom (ca. 1 %) (Bonadona et al., 2011; Moller, 2020). Dowty et al. berichtet
dagegen von einem 13 %igen Risiko bei MLHI Mutation bis 70 Jahre an Eierstockkrebs
zu erkranken und 10 % bei pathologischer MSH2 Anlage (Dowty et al., 2013). Eine weitere
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Studie folgerte ein kumulatives Auftreten eines Ovarialkarzinoms bis zum Alter von
75 Jahren um die 10 % bei MLHI Trigerinnen, 17 % bei MSH2 und 13 % bei MSH6
Triagerinnen (Moller et al., 2018). Weitere Studien zur Bedeutung der Lynch-
Syndrom- assoziierten Gene sollten noch angeschlossen werden, da die Studienlage zu den
Reparaturgenen und der Erkrankungswahrscheinlichkeit bei Dysfunktion dieser noch nicht
ganz eindeutig ist. Laut Bonadona et al. kann besonders bei defekter MLHI und MSH2
Anlage eine prophylaktische Adnexektomie in Erwidgung gezogen werden, um das
Eierstockkrebsrisiko zu senken. Hierbei muss jedoch der Zeitpunkt der Operation bedacht
werden, da eine Risikoerh6hung nicht pauschal, sondern vor allem ab dem 40. Lebensjahr
auftritt (Bonadona et al., 2011). Ein Grofteil der Ovarialkarzinome beim Lynch-Syndrom
werden jedoch in einem fritheren Stadium diagnostiziert und weisen eine bessere Prognose
auf (Helder-Woolderink et al., 2016; Ketabi et al., 2011).

Bei dem familidren Brust- und Eierstockkrebssyndrom werden vor allem BRCA1
und BRCA2 Mutationen detektiert (Hall et al., 1990; Webb et al., 2017; Wooster et al.,
1995; Yoshida, 2020), welche physiologisch als Tumorsuppressorgene agieren. Die
meisten mit BRCA1/2 assoziierten Karzinome sind high-grade serdse Tumoren (Webb et
al., 2017). Andere Risikogene, wie z. B. RAD51C oder BRIPI konnen ebenfalls ursédchlich
sein, zeigen aber im Allgemeinen eine moderate Risikosteigerung (Ramus et al., 2015;
Song et al., 2015; Webb et al., 2017). CHECK2, WNT4, TERT und ABO sind weitere
Beispiele fiir Genloci, die allesamt mit einer geringen Risikoerhthung verbunden sind
(Webb et al., 2017).

Frauen mit einer BRCAI Mutation erkranken bis zu einem Alter von 80 Jahren zu
72 % an Brustkrebs und zu 44 % an FEierstockkrebs. BRCA2 Trigerinnen hingegen
entwickeln meist einige Jahre spiter ein Mammakarzinom (in 69 %). Ovarialkarzinome
treten bei BRCA2 mit einer Wahrscheinlichkeit von 17 % auf und sind somit weniger hdufig

als bei BRCAI (Kuchenbaecker et al., 2017).

In einer Studie von Harter et al., auf die mehrfach in der Leitlinie Bezug genommen
wird, wurde in einem Kollektiv von Ovarialkarzinomen das Vorhandensein von deletédren
Keimbahnmutationen in BRCA 1/2 sowie 25 weiteren Genen untersucht. 16 Gene davon
wurden als ,,Krebs-Risiko-Gene™ weiter spezifiziert (ATM, BRCAI, BRCA2, CDHI,
CHEK2, MLHI, MSH2, MSH6, NBN, PMS2, PTEN, PALB2, RAD51C, RAD51D, STK11,
TP53). Eingeschlossen waren in diese Untersuchungen auch die mit dem Lynch-Syndrom

assoziierten Gene (MLHI, MSH2, MSH6, PMS2) (Harter et al., 2017).

In 27,9 % konnte mindestens eine Mutation in den untersuchten 25 Genen und in

26,4 % in den 16 ,Krebs-Risiko-Genen™ festgestellt werden. Am héufigsten wurden
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Mutationen in den Hochrisiko-Genen BRCAI (15,5 %), sowie BRCA2 (5,5 %), RAD51C
(2,5 %) und PALB* (1,1 %) nachgewiesen. Bei Erkrankung vor dem 60. Lebensjahr fanden
sich BRCA 1/2 Mutationen mit 30,2 %, sowie auch familidre Belastung mit 31,6 % deutlich
hiufiger. Drei Patientinnen von iiber 599 Fillen konnten positiv auf ein Lynch-Syndrom
getestet werden (0,6%). Harter et al. fordert anschlieBend, dass prinzipiell allen
Patientinnen mit der Diagnose Ovarialkarzinom eine genetische Testung angeboten werden
sollte (Harter et al., 2017). Dies wurde auch in die Leitlinie aufgenommen. Zum jetzigen
Zeitpunkt ist es empfohlen, Patientinnen mit dem Verdacht auf ein Lynch-Syndrom {iiber
eine genetische Testung zu informieren (S3-Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020).
Durch die Diagnose von Frauen mit einem Risikoprofil ergeben sich neue Mdoglichkeiten

der Krebsverhinderung z. B. durch eine friihzeitige prophylaktische Operation.

1.3 Risikofaktoren

Die Symptome des Ovarialkarzinoms sind unspezifisch und werden oft erst in
einem fortgeschrittenen Erkrankungsstadium diagnostiziert (Robert Koch-Institut (Hrsg)
und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg)
(2019)). Umso wichtiger ist es, die Risikofaktoren dieser Krankheit zu kennen, um
moglichst auf der priaventiven Seite agieren zu konnen. Des Weiteren bestehen fiir
Risikopersonen das Angebot zur Beratung und genetischen Testung (S3-Leitlinie maligner

Ovarialtumore, 2020).

1.3.1 Genetische Pridisposition

Wie bereits erwihnt, liegen in der Gynékologie insbesondere die Tumorsyndrome
HBOC (Hereditary breast and ovarian cancer syndrome) sowie das Lynch-Syndrom
(HNPCC - hereditary non-polyposis colorektal cancer) zugrunde, welche auf einer
genetischen Priadisposition beruhen (s. Kapitel 1.2). Eine hohe Zahl der hereditiren
Karzinome wird, soweit man heute weill, im Zusammenhang mit BRCA [/2 verursacht.
Von allen Ovarialkarzinomen zeigen sich etwa 13-15 % BRCA /2 mutiert (Pal et al., 2005;
S. Zhang et al., 2011), besonders hiufig die high-grade serésen Karzinome (23 %) (Alsop
et al., 2012). Bei hereditdren Ovarialkarzinomen sind in etwa 65-85% der Fille BRCA
Mutationen zu finden, in etwa 10-15 % ist das Lynch-Syndrom ursédchlich (Ketabi et al.,

2011; Webb et al., 2017).
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1.3.2 Ovulation, Menarche und
Menopause

Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der Anzahl an Ovulationen, die
eine Frau in ihrem Leben durchldauft und dem Risiko, an einem Eierstockkrebs zu
erkranken. Urséchlich ist wahrscheinlich eine proinflammatorische Reaktion des FEileiter
nach jeder Ovulation, welche als Ursprungsort der Krebsentstehung fiir einige

Ovarialkarzinome vermutet wird (Stewart et al., 2019).

Bei Frauen mit positivem BRCA Status wurden vor allem in den Tuben nach
prophylaktischer Operation Vorstufen seroser Karzinome gefunden, sogenannte STIC
(high-grade serous tubal intraepithelial carcinoma; intraepitheliales Karzinom der Tube).
Es konnte in einer Studie gezeigt werden, dass STIC in bis zu 71 % der untersuchten
Ovarialkarzinome zu finden war (Kindelberger et al., 2007). Somit wurden weitere
Hinweise gefunden fiir einen potenziellen kausalen Zusammenhang in der
Krebsentwicklung zwischen Ovarial- und Tubenkarzinom. Folglich stellt das
intraepitheliale Karzinom der Tube eine relevante Vorlduferldsion des Ovarialkarzinoms

dar (Kindelberger et al., 2007).

Inwiefern das Alter bei Beginn der Regelblutung Auswirkungen auf das
Krebsrisiko hat, konnte bisher nicht ausreichend geklirt werden. Nur bei dem klarzelligen
Tumortyp vermag ein spiter Beginn das Risiko zu senken. Entscheidender wirkt sich das
Alter bei Beginn der Menopause aus. Eine fiinf Jahre spiter einsetzende Menopause soll
mit einer Risikoerhohung von 6 % einhergehen. Zusétzlich wurde dabei vermehrt das
Auftreten von endometrioiden und klarzelligen Ovarialkarzinomen detektiert (19 % und
37 %). Eine Assoziation fiir den muzindsen Tumortyp konnte nicht gefunden werden

(Webb et al., 2017).

1.3.3 Schwangerschaften

Viele Schwangerschaften vermindern die Rate an Ovulationen und wirken somit
protektiv. Demzufolge haben Frauen, die keine Kinder geboren haben, ein erhohtes Risiko
zu erkranken. Jede weitere Schwangerschaft soll eine Risikoreduktion von ca. 10-20 %
bewirken. Besonders stark soll sich dies auf endometrioide und klarzellige Tumoren
auswirken, im Allgemeinen aber fiir alle epithelialen Ovarialkarzinome giiltig sein (Webb
et al.,, 2017). Unvollendete Schwangerschaften durch eine Fehlgeburt oder Abtreibung
sollen ebenfalls eine Risikoreduktion von 14 % bei der ersten bis 20 % bei zwei

unvollstindigen Schwangerschaften bewirken (A. W. Lee et al., 2020).

Weiterhin gibt es Unstimmigkeiten iiber die Auswirkung des Alters der Mutter bei

Geburt. Eine Schwangerschaft mit Zwillingen vermag im Vergleich zu einem Kind das
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Risiko stidrker senken. In der Zukunft sind hier weitere Beobachtungen vonnéten (Webb et
al., 2017).

1.3.4 Stillen

In einigen Studien wurde das Erkrankungsrisiko von Frauen, die ihr Kind stillen,
mit dem von nicht stillenden Frauen verglichen. Es konnte eine Risikoreduktion fiir
stillende Frauen von ca. 20-25 % gefolgert werden. Je linger ein Kind gestillt wurde, desto
hoher fiel die Reduktion aus. Diese Ergebnisse konnten von weitere Kohortenstudien

vorerst nicht reproduziert werden (Webb et al., 2017).

1.3.5 Infertilititsbehandlung

Aktuell besteht noch Uneinigkeit beziiglich der Auswirkungen von ovariellen
Stimulationstherapien auf die Erkrankungsrate. Die meisten Studien zu dieser Thematik
analysierten kleine Fallzahlen oder zeigten Schwichen bei der Nachverfolgung der
Patientinnen. Eventuell vermag es zu einer erhthten Rate an Borderlinetumoren kommen

(Webb et al., 2017).

1.3.6 Endometriose

Endometriose ist eine hdufige Erkrankung der Frau meist im reproduktionsfahigen
Alter. Insgesamt sind etwa 8- 10 % der Frauen betroffen. Allerdings variieren die Zahlen
in der Literatur, man geht von einer hoheren Dunkelziffer aus. Deutlich héufiger ist die
Endometriose bei Frauen mit Infertilitit zu finden. Fin familidres Auftreten wird
beobachtet. Ursichlich ist ein Vorkommen von Endometrium-idhnlichen Zellen auflerhalb
der Gebarmutter. Endometrioseherde lassen sich intra- oder extragenital bis hin zu
extraabdominell (z.B. im Gehirn) feststellen. Klinisch prisentiert sich die Endometriose
vielféltig, unter anderem mit Dysmenorrhd, Dyspareunie, Unterleibsschmerzen bis hin zur
Infertilitidt. Auch asymptomatische Verldufe sind moglich (Barbieri et al., 2002; Cramer et
al., 2002; Farland et al., 2019; Wheeler, 1989).

Erstmalig wurde die Endometriose 1860 beschrieben. Jedoch ist bis heute die
genaue Ursache und Pathogenese der Endometriose noch nicht ausreichend geklirt. Als
urspriingliche und gingigste Hypothese gilt weiterhin, dass es wihrend der Monatsblutung
zu einer retrograden Menstruation kommt mit Verschleppung von Endometriumzellen iiber
die Eileiter in den Bauchraum (Sampson, 1922). Im weiteren Verlauf heften sich die
Endometriumzellen an das Peritoneum oder ein anderes Gewebe an, wachsen dort teils

invasiv ein und etablieren eine eigene Blutversorgung. Durch eine fehlerhafte
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Immunantwort bleiben die Endometrioseherde bestehen. Da es sich um hormonabhingige
Zellen aus dem Uterus handelt, wachsen diese jeden Monat unter Ostrogeneinfluss im

Rahmen des weiblichen Zyklus weiter heran (Giudice et al., 2004).

Es gibt Hinweise, dass Endometriose ein erhohtes Risiko fiir einige epitheliale
Ovarialkarzinome bedingt, besonders endometrioide und klarzellige Karzinome. So
konnen sich Endometrioseherde am Ovar {iiber einen Zeitraum in invasive
Ovarialkarzinome entwickeln. Der genaue Mechanismus ist jedoch noch unklar. Frauen,
die erkranken, sind héufig jiingeren Alters, zeigen aber eine etwas bessere Prognose auf.
Die Entfernung von Endometrioseherden konnte bisher in Studien keine Risikoreduktion
erbringen (Anglesio et al., 2017; Bulun et al., 2019; Matias-Guiu et al., 2018; Stewart et
al., 2019).

1.3.7 Ernihrung

Eine ballaststoffreiche Erndhrung ist allgemein als gesund bekannt. Auch fiir das
Ovarialkarzinom gibt es Hinweise, dass eine ballaststoffreiche Erndhrung im Vergleich zu
einer ballaststoffarmen Kost die Wahrscheinlichkeit, am Ovarialkarzinom zu erkranken
senkt (Huang et al., 2018). Auch dem erhohten Konsum von Soja wird ein protektiver
Effekt zugesprochen (Myung et al., 2009). Auerdem soll ein niedriger Spiegel an Vitamin
D das Erkrankungsrisiko erhohen, eventuell kann fiir Frauen mit Vitamin D Mangel eine
Erginzung sinnvoll sein (Guo et al., 2018). Studien konnten zudem ein erhohtes
Vorkommen des Vitamin D Rezeptors (VDR) in Ovarialkarzinomen nachweisen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass ein hohes Level an VDR im Cytoplasma mit einem hoheren
FIGO Stadium assoziiert war, sowie einem positiven Lymphknotenstatus und einem
kiirzeren Gesamtiiberleben. Inwiefern VDR als Biomarker zu verwendet ist und welche
Bedeutung es in der Pathogenese des Ovarialkarzinoms hat, sollte in weiteren Studien

analysiert werden (Czogalla et al., 2020).

Ebenso soll der regelmifige Verzehr von Griintee einen gesundheitsfordernden
und auch protektiven Effekt innehaben. Einige Studien verdeutlichten, dass die
Inhaltsstoffe von Griintee zu einer Abschwichung der Expression von Proteinen fiihren
konnen, die an Entziindungsreaktionen, Zelltod und Angiogenese beteiligt sind. Es gibt
Hinweise, dass Griintee den Effekt einer Chemotherapie mit Cisplatin durch Verstirkung
der Apoptose unterstiitzen kann (Trudel et al., 2012). Weitere Untersuchungen miissen
hierbei angeschlossen werden, da die bisherigen Ergebnisse noch keine vollstindige

Gewissheit darstellen.
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1.3.8 Hormonersatztherapie nach der
Menopause

Die Auswirkungen der Hormonersatztherapie konnten in vielen Studien bereits
analysiert werden. Schlussfolgerung dieser Analysen war, dass der Gebrauch einer
Hormonersatztherapie das Risiko fiir Ovarialkarzinome um ca. 40 % steigert. Diese
Risikoerhohung blieb auch nach Beendigung der Therapie weiter bestehen, wenn das
Préparat fiir mindestens fiinf Jahre eingenommen wurde. Vor allem die alleinigen
Ostrogenpriparate sollen im Vergleich zu den kombinierten Hormonersatztherapien
vermehrt das Auftreten von Karzinomen der Eierstdcke begiinstigen. Hiufig wurden serdse
und endometrioide Ovarialkarzinome detektiert. Seltener war es zum Auftreten von

klarzelligen Ovarialkarzinomen gekommen (Webb et al., 2017).

1.3.9 GrofBe und Gewicht

Laut des ,,American Institut for Cancer Research® besteht eine Assoziation der
Korpergroe mit dem Risiko zu erkranken. So wurde fiir Frauen eine Risikosteigerung von
8 % pro 5 cm KorpergroBe berechnet (World Cancer Research Fund International, 2015,
September 15).

Ein weiterer Risikofaktor ist Ubergewicht, wobei in einigen Studien noch
Unklarheit iiber die Stirke der Assoziation besteht. Ursidchlich fiir die Tumorgenese bei
Ubergewicht konnte eine verstirkte Produktion von Ostrogenen sowie eine chronisch-
entziindlichen Reaktion im Korper sein. Dabei gibt es Hinweise, dass es sich bei einer
Risikoerhohung vor allem um die klarzelligen, muzinosen und endometrioiden Karzinome

handelt (Tworoger et al., 2016; Webb et al., 2017).

1.3.10 Alkohol und Rauchen

Alkohol gilt als gesicherter Risikofaktor fiir die Entstehung von Brustkrebs.
Allerdings deuten Studien darauf hin, dass keine Assoziation zwischen dem Konsum von
Alkohol und dem vermehrten Auftreten von Ovarialkarzinomen besteht (Kelemen et al.,

2013; Webb et al., 2017).

Raucher erkranken im Allgemeinen etwas haufiger an Ovarialkarzinomen.
Besonders stark vertreten sind laut Literaturangaben dabei die muzindsen Karzinome mit
einer Risikosteigerung von bis zu 50 % und die invasiven muzindsen Borderlinetumoren
(bis zu 130 %). Die Anzahl der Raucherjahre ist dabei von Bedeutung. Die Rate an serdsen
Ovarialkarzinomen zeigte sich in Studien unverindert. Eventuell besteht eine
Risikoreduktion fiir endometrioide und klarzellige Ovarialkarzinome (Beral et al., 2008;

Webb et al., 2017).
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1.4 Priavention

1.4.1 Ovulationshemmer

Wie in einem vorderen Abschnitt beschrieben, steigt das Risiko der Erkrankung
mit der Anzahl der Ovulationen. Es ist deshalb eine m&gliche Schlussfolgerung, dass durch
den Einsatz von kombinierten Ovulationshemmern die Rate an Neuerkrankungen sinkt
(Stewart et al., 2019). Der Gebrauch von oralen Kontrazeptiva zeigte in einer groflen
Analyse eine Risikoreduktion von annihernd 30 %. Je linger die Ovulationshemmer
eingenommen wurden, desto stidrker zeigte sich der Effekt. Eine fiinfjahrige Einnahme
reduzierte das Risiko um weitere 20 %. Dieser protektive Effekt soll, auch nach Absetzen,
voraussichtlich fiir etwa 30 Jahre anhalten (Webb et al., 2017). Seit Jahren ist der weltweite
leichte Abfall der Neuerkrankungsraten fiir das Ovarialkarzinom wahrscheinlich zum Teil

durch den Einsatz kombinierter Ovulationshemmer zu erkliren.

1.4.2 Tubenligatur

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass eine Ligatur der Tuben mit einer
Risikoreduktion von 20-30 %, vor allem von endometrioiden und klarzelligen
Ovarialkarzinomen, einhergehe. Auch fiir Frauen mit BRCA Mutation konnte sich hierbei

eine Risikoreduktion finden (Webb et al., 2017).

1.4.3 Pharmakologische Prophylaxe

Beziiglich der Gabe von Aspirin in niedriger Dosierung gibt es unterschiedliche
Studienergebnisse, die entweder eine Risikoreduktion beschreiben oder gleichbleibende
Risikoprofile folgerten. Im Allgemeinen besteht die Theorie, dass anti-inflammatorische
Medikamente die Entstehung von verschiedenen Tumoren, eingeschlossen den

Ovarialkarzinomen, beeinflussen konnten (Stewart et al., 2019; D. Zhang et al., 2016).

1.4.4 Operative Pravention

Da sich bis heute weder in der Normalbevolkerung noch bei Mutationstragerinnen
ein effektives Screeningverfahren etablieren konnte, empfiehlt die Leitlinie (level of
evidence 2+) bei Frauen mit einem anlagebedingten erhohten Risiko eine prophylaktische
bilateralen Salpingo-Oophorektomie (BSO) anzubieten bzw. nach Abschluss des
Kinderwunsches durchzufithren (Rebbeck et al.,, 2009). Hierdurch kann eine
Risikoreduktion zwischen 80 bis iiber 90 % erreicht werden (Finch et al., 2014; Marchetti
et al., 2014; S3-Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020). Eine eindeutige Empfehlung, ab

welchem Alter operiert werden soll, bestehe nicht mehr, da auch schon fiir Frauen um die
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30 Jahre mit der Operation eine Risikoreduktion zu vermerken sei. Bei einer Entscheidung
sollte die genetische Anlage von z.B. BRCAI/2, die Familienanamnese sowie ein noch
bestehender Kinderwunsch zur individuellen Zeitpunktbestimmung der Operation

beriicksichtigt werden.

In der Vergangenheit erhielten vor allem Frauen mit nachgewiesener BRCA
Mutation das Angebot zur prophylaktischen Operation. Unter Beriicksichtigung der
Ergebnisse der AGO-Studiengruppe (S3-Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020) konnten
zuletzt weitere Risikogene fiir die Entstehung von Ovarialkarzinomen detektiert werden (z.
B. RAD51C). Frauen mit selteneren Mutationen konnten ebenfalls einen Nutzen aus einer
prophylaktischen Salpingo-Oophorektomie (BSO) ziehen. Die Evidenz ist hierbei noch
unsicher, weshalb vorerst eine Beratung angeboten werden soll. Der Nutzen der
prophylaktischen Operation bei diesen Krebsrisikogenen ist erstmalig neben der BRCA
Anlage in die Leitlinie aufgenommen und diskutiert worden (S3-Leitlinie maligner
Ovarialtumore, 2020). Eine Zusammenfassung von Faktoren, die ein hoheres
beziehungsweise niedrigeres Risiko fiir die Entwicklung eines Ovarialkarzinoms bedingen,

wird in Tabelle 1 dargestellt.

Assoziation erhohtes Risiko erniedrigtes Risiko

bewiesen » . ~ - -
positive Familienanamnese fir Ovarialkarzinome Schwangerschaft

Endometriose (v.a. fir endometrioide und klarzellige Karzinome) |Orale Kontrazeptiva

Rauchen (v.a. fir muzindse Karzinome) Tubensterilitat

Hormonersatztherapie (v.a. die alleinige Ostrogengabe)

Ubergewicht (v.a. fiir nichi-HGSC)

wahrscheinlich . )
spéter einsetzende Menopause Stillen
hoheres Alter der
mdaglich Mutter bei der Geburt

friher einsetzende Menarche des letzten Kindes
kombinierte Hormonersatztherapie Aspirin
Unterleibsentziindungen (v.a. fir Borderlinetumore) Vitamin D
Diabetes mellitus
Talk-Puder (genitale Anwendung)

t:’r;wahrsche'n::'fchd Infertilitatsbehandlung, Hysterektomie ohne Oophorektomie,

0 ru:ze;:;;c en polyzystisches Ovarialsyndrom, Alkohol, Diat, kérperliche

Akdivitat, Zysten im Ovar

Tabelle 1: Zusammenfassung der Risikofaktoren sowie der protektiven Faktoren des epithelialen
Ovarialkarzinoms, aus dem Englischen iibersetzt (Webb et al., 2017).




21

1.5 Klinische Symptomatik

Die Symptome des Ovarialkarzinoms werden allgemein als unspezifisch
charakterisiert, weshalb 76 % der Frauen in einem fortgeschrittenen Stadium III und IV
diagnostiziert werden (Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg) (2019)).

Viele der Symptome werden auch ohne pathologischen Hintergrund hin und
wieder beim Gesunden erlebt. Ahnliche Beschwerden werden zum Beispiel bei der
Menstruation oder Menopause, sowie dem Reizdarm-Syndrom beobachtet (Ebell et al.,
2016).

Symptome des Ovarialkarzinoms, die oft nachtriglich berichtet werden, sind (Bankhead et
al., 2005; S3-Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020; Stewart et al., 2019):

- Vollegefiihl

- Bldhungen

- Bauchschmerzen

- Vermehrtes Wasserlassen

- Verdnderung der Verdauung und des Stuhlgangs

- Zunahme des Bauchumfangs

- ZyklusunregelmiBigkeiten oder Zwischenblutungen

Als behandelnde Arztin/ behandelnder Arzt ist es von Bedeutung, diese Symptome
in potenzieller Assoziation mit dem Ovarialkarzinom zu erkennen und vor allem bei Frauen

mit Risikokonstellation frithzeitig weitere Diagnostik einzuleiten (Stewart et al., 2019).

1.6  Screeningverfahren und Diagnostik

Bis heute konnte kein geeignetes Screeningverfahren fiir das Ovarialkarzinom
etabliert werden. Auch die Leitlinie empfiehlt der Normalbevolkerung kein generelles
Screening, dies gilt auch fiir Risikopatientinnen (S3-Leitlinie maligner Ovarialtumore,
2020). Mehrere Studien, die asymptomatische Frauen mit Ultraschall und/oder dem
Tumormarker CA 125 untersuchten, konnten keinen signifikanten Unterschied in der
Krebssterblichkeit zu einer nicht gescreenten Gruppe feststellen (Buys et al., 2011;
Henderson et al., 2018; Jacobs et al., 2016).

CA 125 als Tumor- und Screeningmarker zeigte in den Analysen eine zu geringe
Sensitivitdt und Spezifitit. Zum Beispiel konnten in einem anfanglichen Tumorstadium nur
etwa bei der Hilfte der Fille eine Erhohung von CA 125 gemessen werden (Stewart et al.,

2019). Dariiber hinaus gibt es viele weitere Ursachen, die zu einem Anstieg des
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Tumormarkers im Blut fithren konnen. Ursédchlich fiir eine CA 125 Erhohung sind
beispielsweise eine Schwangerschaft, Leberzirrhose, Endometriose oder Myome im Uterus
(Bergmann et al., 1986; Halila et al., 1986; Kim et al., 2019).

Bei Verdacht auf einen Ovarialtumor sollte vorerst eine gynikologische
Tastuntersuchung mit anschlieBender transvaginaler Sonographie durchgefiihrt werden. Im
weiteren Verlauf konnen radiologische oder nuklearmedizinische Bildgebungen, wie z. B.
die Computertomographie (CT), die Magnetresonanztomographie (MRT) oder die
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) Aussagen beziiglich der Tumorausbreitung

geben und zum Staging dienen (S3-Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020).

1.7  Zeitpunkt der Diagnose

Zumeist erfolgt die Diagnose in einem fortgeschrittenen Tumorstadium: 49 % der
Frauen befinden sich bei Erstdiagnose in einem UICC-Stadium III, 27 % im Stadium IV
(Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. (Hrsg) (2019)).

1.8 Tumorklassifikation

Die Einteilung des Ovarialkarzinoms erfolgt je nach Histologie oder Ausbreitung
nach den FIGO-Stadien speziell fiir gynidkologische Tumoren (Fédération Internationale
de Gynécologie et d'Obstétrique) und/oder der TNM-Klassifikation der UICC (Union
internationale contre le cancer). Beide Einteilungen sind in Tabelle 2 nebeneinander
dargestellt. Die TNM Klassifikation beschreibt dabei den histologischen Ausbreitungsgrad
eines Tumors und ist spezifisch fiir jede Tumorform. Mit den drei Buchstaben TNM werden
zuerst der Tumor- (T), dann der Lymphknoten- (N, Nodus) und =zuletzt der

Metastasenstatus beschrieben.
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TO
1)

Tla

Tib

Tilie

iDlcl

ilic?

iilie3

T2

T2a

T2h

T3 und/oder
N1

T3

Nla

N1b

T3ajedes N

T3b jedes N

T3c jedes N

Mia

M1b

FIGO

IC1

IC2

IC3

FIGO

na

AT

AT

naz2

ne

mnc

IVA

VB

Definition

Primartumor nicht bekannt, keine Angaben méglich
Kein Anhalt fur einen Tumor

Tumor auf die Ovarian oder Tuben beschrankt

auf ein Ovar (Kapsel intakt) oder eine Tube (Serosa intakt) beschrankt,
Ovar- oder Tubenoberflache tumorfrei, negative Spulzytologie

Befall beider Ovarien (Kapsel intakt) oder beider Tuben (Serosa intakt),
Ovar- oder Tubenoberflédche tumorfrei, negative Spiilzytologie

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

iatrogene Kapsel- (Serosa-)ruptur

praoperative Kapsel- (Serosa-)ruptur oder Tumor auf der Ovar- oder
Tubenoberfliche

maligne Zellen im Ascites oder in der Spilzytologie nachweisbar

Definition

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

Ausbreitung und/oder Tumarimplantate auf Uterus und/oder Tuben
und/ader Ovarien

Ausbreitung auf weitere intraperitoneale Strukturen im Bereich des
kleinen Beckens

Tumor befallt ein oder beide Ovarien oder Tuben oder primdres
Peritonealkarzinom mit zytologisch oder histologisch nachgewiesener
Ausbreitung auBerhalb des kleinen Beckens und,/oder retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen

Nur retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
Metastasen = 10 mm
Metastasen > 10 mm

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

makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Peritoneum
auberhalb des kleinen Beckens < 2 ¢m mit oder ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen

makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Peritoneum
auBerhalb des kleinen Beckens > 2 cm mit oder ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen; schlieft eine Ausbreitung auf die Leberkapsel
und/oder die Milzkapsel ein

Fernmetastasen mit Ausnahme peritonealer Metastasen

Pleuraergult mit positiver Zytologie

Parenchymale Metastasen der Leber und/oder der Milz, Metastasen in
auBerhalb des Abdomens gelegenen Organen (einschlieBlich inguinaler

Lymphknotenmetastasen und/oder anderer auBerhalb des Abdomens
gelegener Lymphknotenmetastasen)

Tabelle 2: TNM und FIGO Klassifikation der Tumoren des Ovars, der Tube und des primdren

peritonealen Karzinoms (S3-Leitlinie maliger Ovarialtumoren, 2021).
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1.9 Histopathologische Subtypen des
Ovarialkarzinoms

Die Gesamtheit der Ovarialtumoren kann in drei grole Gruppen unterteilt werden,
die sich jeweils durch Ursprungsort, Dignitit, Histologie und Prognose voneinander
unterscheiden (Javadi et al., 2016). Epitheliale Tumoren treten mit Abstand am hiufigsten
auf und sind fiir etwa 60 % aller Ovarialtumoren verantwortlich, gefolgt von den
Keimzelltumoren mit 25 % und den deutlich selteneren Keimstrang-Stroma-Tumoren
(ca. 7 %) (Javadi et al., 2016). In dieser Arbeit soll nachfolgend auf die Pathologie der

Karzinome néher eingegangen werden.

Durch ein besseres Verstindnis der Tumorgenese konnen Ovarialkarzinome seit
einigen Jahren in die Typ I und Typ II Tumoren eingeteilt werden, die sich in
grundlegenden molekularen Eigenschaften voneinander unterscheiden (Shih et al., 2004).
Zu den Typ I Tumoren werden die low-grade serdsen Karzinome (LGSC), muzindsen-,
endometrioiden- und klarzelligen Karzinome gezihlt. Besonders hiufig finden sich hierbei
Mutationen von BRAF und KRAS beim LGSC sowie eine Mikrosatelliteninstabilitit bei
endometrioiden Karzinomen (Shih et al., 2004). Als potenzielle Risikofaktoren stehen die
Endometriose und Borderlinetumoren als Ausgangsldsionen sowie hidufige Ovulationen
und Entziindungsprozesse unter Verdacht (Shih et al., 2004; Stewart et al., 2019). Typ I
Tumoren zeigen insgesamt eine geringere zelluldre Proliferationsrate und somit eine etwas
bessere Prognose als Typ I Tumoren (5-Jahres-Uberleben von etwa 55% im Vergleich zu
etwa 30 % beim Typ II). Jedoch zeigen die Typ I Tumoren hiufig ein schlechteres
Ansprechen auf Chemotherapie (Shih et al., 2004).

Bei den Typ II Tumoren stellen die high-grade serése Karzinome (HGSC) einen
Grofiteil der Tumoren dar. Typischerweise finden sich hierbei Mutationen des
Tumorsuppressorgens TP53 sowie BRCAI/2 (Jayson et al., 2014). Typ II Tumoren
zeichnen sich durch eine hohe Proliferationsrate, ein aggressives Wachstum und einem

geringeren 5-Jahres-Uberleben aus (Shih et al., 2004).

Histologisch erfolgt die Einteilung der Ovarialkarzinome in mehrere Subtypen mit
verschiedenen Héufigkeiten und Eigenschaften. Unter den epithelialen Tumoren, die 90 %
der Ovarialtumoren ausmachen, ist das high-grade serdse Karzinom (HGSC) mit 70 % am
stiarksten vertreten, gefolgt von den endometrioiden (10 %), klarzelligen (10 %) und den
muzindsen Karzinomen (3 %). Low-grade serose Karzinome (LLGSC) sind deutlich seltener

zu finden (< 5 %) (Javadi et al., 2016).

Im Jahr 2020 wurde die letzte iiberarbeitete WHO-Klassifikation (2020) der
Ovarialtumoren veroffentlicht. Die aus vorherigen Studien gewonnenen Ergebnisse

konnten bei der neuen Klassifikation beriicksichtigt werden, unter anderem wurden neue
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Kombinationstherapien in der First-Line vorgestellt (S3-Leitlinie maliger Ovarialtumoren,
2021). Seit einigen Jahren werden die Ovarial-, Tuben- und Peritonealkarzinome
gemeinsam in einer TNM und FIGO Klassifikation beschrieben. Das Ovarialkarzinom
kann seitdem nicht mehr als eine fest definierte Tumorform interpretiert werden, sondern
ist als Uberbegriff fiir eine variable Gruppe von Tumoren zu verstehen, die sich in
Ursprung, Pathogenese und Prognose voneinander unterscheiden (Meinhold-Heerlein et
al., 2016).

Beziiglich der Tumorentstehung basierte frither die Theorie auf der Annahme, alle
Ovarialkarzinome wiirden von dem Oberflichenepithel des Ovars entspringen. Diese
Theorie mag auch weiterhin fiir einen Teil der Tumoren geltend sein, jedoch bestehen
Hinweise auf eine alternative Pathogenese. Nachfolgende Studien konnten weitere
Beweise sammeln, dass es bei einem GroBteil der serdsen high-grade Karzinome, v.a. den
BRCA1I und 2 assoziierten, zu einer priméren Tumorenentstehung in den Tuben gekommen
war. Dass es einen kausalen Zusammenhang zwischen Tuben- und Ovarialkarzinomen

gibt, ist zumindest bei einem Teil der Fille gesichert (Kindelberger et al., 2007).

1.9.1 Serose Karzinome, High-grade
(HGSC) und serose Karzinome,
Low-grade seros (LGSC)

Die serosen Ovarialkarzinome bestehen aus zwei komplett unterschiedlichen
Tumoren, dem high-grade serosen Karzinom (HGSC, bis 90 %) und dem deutlich
selteneren low-grade ser6sen Ovarialkarzinom (LGSC, 10 %). Diese beiden Formen
unterscheiden sich, wie in einem vorderen Abschnitt schon angedeutet, in der Pathogenese,
ihren molekularen Merkmalen, der Klinik, dem Tumorwachstum und somit der Prognose.
So erkranken Frauen mit einem LGSC im Durchschnitt etwas friiher, zeigen aber insgesamt
ein lingeres Uberleben. Die Tumorenentstehung geht, im Gegensatz zum HGSC, meist

primér vom Ovar aus (Stewart et al., 2019).

Beim HGSC besteht durch ein aggressives und schnelles Tumorwachstum eine
deutlich schlechtere Prognose. Mutationen von 7TP53 (TP53-Tumorsuppressor-Gen)
bedingen den Ausfall von Reparaturprozessen und fehlender Apoptoseinduktion bei
irreparablen DNA-Schéden (Lheureux et al., 2019). Bei Frauen mit BRCA Anlage ist das
HGSC der hiufigste Tumortyp (S3-Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020). Als
Ursprungsort der Krebsentwicklung fiir einen Grofteil der serdsen high-grade- Karzinome
wird neben der klassischen Theorie der Tumorenentstehung aus Ovarepithel auch die Tube

vermutet (STIC).
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1.9.2 Muzinose Karzinome

Muzinose Karzinome treten am seltensten von allen Ovarialkarzinomen auf (3 %).
Das durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung ist im Vergleich zum serdsen
Ovarialkarzinom geringer. Dabei sind 26 % der erkrankten Frauen jiinger als 44 Jahre
(Morice et al., 2019). Histologisch findet sich eine intestinale Differenzierung, weshalb ein
priméres Karzinom des Magen-Darm-Traktes ausgeschlossen werden sollte (S3-Leitlinie
maligner Ovarialtumore, 2020). Beidseitiger Befall und peritoneale Mitbeteiligung stellen
einen Hinweis dar, dass moglicherweise eine Metastasierung aus dem Gastrointestinaltrakt
vorliegt (Meinhold-Heerlein et al., 2016). Es werden zwei verschiedene Formen des

Wachstums beschrieben: ein expansiles und ein infiltratives (De Leo et al., 2021).

In bis zu 65 % werden bei muzinosen Tumoren KRAS-Mutationen detektiert.
Typischerweise zeigen diese KRAS-Tumoren eine groffe Tumormasse mit einem
Durchmesser von >15 cm auf (Morice et al., 2019). Die Diagnose erfolgt meist in einem
friihen Stadium bei einer exzellenten 5-Jahres-Uberlebensrate im Stadium IA von >90 %
(Crane et al., 2018). Liegt bereits eine Metastasierung vor, sinkt die Uberlebensrate auf 12-

33 Monate (Morice et al., 2019).

Typische Risikofaktoren des serdsen Ovarialkarzinoms wie Kinderlosigkeit, spéte
Menopause oder BRCA Mutation zeigten sich als nicht auf das muzindse Karzinom

ibertragbar. Als einziger gesicherter Risikofaktor gilt das Rauchen (Morice et al., 2019).

1.9.3 Endometrioide Karzinome

Etwa 10 % der Ovarialkarzinome sind endometrioide Karzinome (Javadi et al.,
2016). Als ein gesicherter Risikofaktor fiir die Tumorenentstehung gelten endometrioide
Driisen als Folge von Endometriose. Endometriose bezeichnet das Vorkommen von
Endometriumzellen aufBerhalb der Gebdrmutter. Die fiir diesen Tumor typischen
Driisenformationen sind in Abbildung 1.4 und 1.5 zu erkennen. Anhand ihres Wachstums
werden sie in G1 (weniger als 5 % solides Wachstum) bis G3 (mehr als 50 % solides

Wachstum) klassifiziert (De Leo et al., 2021).

Welche gemeinsamen Prozesse bei der Tumorenentstehung und Endometriose
eine Rolle spielen, wurde in mehreren Punkten diskutiert: Fehlerhafte Immunreaktionen
als Stimulator fiir die Entstehung weiterer Endometrioseherde, ein UbermaR an Ostrogen
begleitend mit einem Mangel an Progesteron und eine Dysbalance von Steroidhormonen
(Ness, 2003). Diese Prozesse spielen bei der Entstehung beider Erkrankungen eine zentrale

Rolle, weshalb von einem direkten Zusammenhang zwischen den auslosenden Faktoren
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der Endometriose und dem stimulierenden Effekt auf die Entstehung eines

Ovarialkarzinoms auszugehen ist (Ness, 2003).

Hiaufige Mutationen, die bei endometrioiden Ovarialkarzinomen gefunden
werden, sind PIK3CA in ca. 40 %, ARIDIA (AT-rich interaction domain 1A) in 30 %,
KRAS in 30 %, PTEN und PPP2RIA in jeweils 16 %. Daneben zeigen Frauen mit einem
genetischen Defekt im Mismatch-Reparatur-System (MMR-System; Lynch-Syndrom),
neben dem deutlich erhohten Risiko fiir Darm- und Endometriumkarzinome, auch ein
vermehrtes Auftreten von endometrioiden und klarzelligen Ovarialkarzinomen (Lheureux
et al., 2019).

Die Diagnose eines endometrioiden Karzinoms gelingt hdufiger in einer fritheren
Krankheitsphase, was im Vergleich zu den serésen Ovarialkarzinomen mit einer besseren
Prognose assoziiert ist (Stewart et al., 2019). In einigen Fillen konnen endometrioide
Karzinome im Ovar auch mit Metastasen eines anderen priméren Tumors verwechselt
werden (Meinhold-Heerlein et al., 2016).

Kurz zu erwihnen sind hier noch die ehemals seromuzindsen Ovarialkarzinome,
kurzfristig als neue Tumorentitit etabliert, die ebenfalls mit der Endometriose assoziiert
sind, weshalb sie in Verwandtschaft mit den endometrioiden- und klarzelligen-
Karzinomen anzusiedeln sind und daher heute zu den endometrioiden Karzinomen zéhlen.
Auch hier findet sich vermehrt der Verlust von ARIDIA (AT-rich interaction domain 1A),
welches in der Regel nicht bei ser6sen Tumoren vorkommt. Fiir die Diagnosestellung sind
laut WHO verschiedene Differenzierungen des Miiller Gangs vonnéten (Meinhold-

Heerlein et al., 2016) (Kurman et al., 2016; S3-Leitlinie maliger Ovarialtumoren, 2021).
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Abb. 1.5: Endometrioides Karzinom in 40x VergroBSerung.
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1.9.4 Klarzellige Karzinome

Ahnlich wie die endometrioiden Tumoren machen auch die klarzelligen Tumoren
etwa 10 % aller epithelialen Tumoren aus (Javadi et al., 2016). Interessanterweise tritt der
klarzellige Subtyp besonders hiufig in Japan auf und vertritt dort ca. 25 % aller
Ovarialkarzinome. Die Pathogenese ist bis heute nicht eindeutig verstanden. Die
Endometriose soll auch hierbei einen Risikofaktor darstellen. Zudem besteht wie bei dem
endometrioiden Karzinom auch beim klarzelligen Karzinom eine Assoziation zum Lynch-
Syndrom (Meinhold-Heerlein et al., 2016). Grundsitzlich werden sie als high-grade
Karzinome eingestuft (De Leo et al., 2021). Bei einem GroBteil der Tumoren (etwa 40-
67 %) konnen Mutationen in ARIDIA festgestellt werden, vergleichbar mit den Analysen
von seromuzindsen und endometrioiden Karzinomen. Mutationen im Tumorsuppressorgen
TP53 und BRAF, wie typischerweise bei den serosen Ovarialkarzinomen vorkommend,
sind beim klarzelligen Subtyp deutlich seltener zu finden (Lheureux et al., 2019). Hiufiger
kann eine Diagnose in einem fritheren Zeitpunkt gestellt werden, was mit einer besseren
Prognose assoziiert ist. In einem fortgeschrittenen Stadium verschlechtert sich die
Uberlebensrate deutlich. Griinde dafiir sind u.a., dass klarzellige Tumoren weniger stark
auf platinenthaltende Chemotherapie ansprechen. (Stewart et al., 2019). Beim klarzelligen
Ovarialkarzinom treten, im Vergleich zu allen anderen Subtypen, am hiufigsten
Komplikationen in Form von paraneoplastischen Syndromen mit Hyperkalzimie und
Thromboembolien auf (Lheurecux et al., 2019; Meinhold-Heerlein et al., 2016). Die
folgende Abbildung zeigt das Bild eines klarzelligen Karzinoms mit tubulozystischer und

papilldrer Architektur (s. Abb. 1.6).

Abb. 1.6: Klarzelliges Karzinom in 20x Vergroflerung.
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1.10 AbschlieBende Diagnostik und Therapie des
Ovarialkarzinoms

Durch einen grofien Bauchschnitt wird zunédchst im Rahmen der abschlieBenden
Diagnostik die Tumorausbreitung begutachtet. Es werden Biopsien sowohl von auffélligen
als auch von unauffilligen Arealen in der Abdomenhohle entnommen. Eine umfassende
Inspektion von Zwerchfellkuppel, Leber, Gallenblase und weiteren Organen wird
durchgefiihrt. Im weiteren Verlauf wird nach gesicherter Diagnose der Uterus, die
Adnexen, die Appendix und grof3e Teile des Omentum entfernt. Bei jeder Operation ist die
komplette Resektion aller makroskopischer Tumoranteile anzustreben (S3-Leitlinie
maligner  Ovarialtumore, 2020). Bei einer sogenannten makroskopischen
Komplettresektion konnte in Studien ein mittleres Uberleben von 99 Monaten gemessen
werden. Im Vergleich verschlechterte sich die Prognose auf etwa 36 Monate bei
Patientinnen, die einen Tumorrest von < 10 mm aufwiesen und auf 29,6 Monate bei einem

Tumorrest von > 10 mm (du Bois et al., 2009).

In einem frithen Stadium (I bis ITA) ist die Erkrankung auf das Becken bzw. den
Uterus, die Tuben und das Ovar beschrinkt. Etwa 24 % der Frauen befinden sich in einem
dieser frithen Stadien bei Diagnosestellung. Im Stadium I der Erkrankung verzeichnet man
noch eine exzellente Prognose mit einem relativen 5- Jahres-Uberleben von annihernd
90 % (Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg) (2019)). Ursédchlich finden sich vermehrt
Borderlinetumoren, mit einem niedrigeren Potenzial zu Entartung. In einem sorgfiltig
durchgefiihrten Staging sollten eine weitere Ausbreitung des Tumors und andere
Risikofaktoren ausgeschlossen werden. Handelt es sich um einen gut differenzierten (G1),
intakten Tumor in Stadium IA kann eine fertilitdtserhaltende Operation mit Erhalt des
zweiten, gesunden Ovars fiir Frauen mit bestehendem Kinderwunsch diskutiert werden

(Jayson et al., 2014).

In Stadium IA und einem gut differenzierten Tumor (G1) ist nach aktuellen
Erkenntnissen keine adjuvante Chemotherapie empfohlen (S3-Leitlinie maligner
Ovarialtumore, 2020). Ab Stadium IA/B und einem schlecht differenzierten Tumor (G3)
oder ab Stadium IC sollte eine Monotherapie mit Carboplatin und insgesamt 6 Zyklen
durchgefithrt werden. Zum Nutzen der Chemotherapie in den frilhen Phasen des
Ovarialkarzinoms wurde in einer randomisierten Phase III-Studie ein Gruppe Frauen mit
platinhaltiger Chemotherapie behandelt, die Kontrollgruppe erhielt keine weitere Therapie.
Fiir beide Gruppen konnte kein Unterschied im Gesamtiiberleben festgestellt werden. Zwei

Drittel der Frauen durchliefen jedoch ein unvollstindiges Staging. Insbesondere in dieser
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Gruppe konnte nach Chemotherapie eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens und eine

langere Rezidivfreiheit festgestellt werden (Trimbos et al., 2003).

Alle Patientinnen ab Stadium IIB sollten anschlieBend an eine Operation eine
Kombinationstherapie aus Carboplatin und Paclitaxel iiber insgesamt 6 Zyklen erhalten.
Ab Stadium IIIB kann eine Therapie mit Bevacizumab zusitzlich zur Chemotherapie
diskutiert werden (S3-Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020). Die Therapie mit
Bevacizumab fiir 15 Monate konnte in einer Studie das mediane Uberleben ohne Rezidiv
fiir 4 Monate verldngern (Burger et al., 2011; Perren et al., 2011). Beziiglich der geeigneten
Chemotherapiekombination beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom (III und IV) konnte
bereits 1996 gezeigt werden, dass mehr Frauen auf die Therapie mit Cisplatin-Paclitaxel
ansprechen (73 % vs. 60 % bei Cisplatin- Cyclophosphamid). Sowohl das rezidivfreie
Intervall als auch das Gesamtiiberleben zeigte sich bei der Behandlung von Platin und
Paclitaxel linger (38 vs. 24 Monate) als bei Chemotherapie von Platin mit
Cyclophosphamid (McGuire et al., 1996). In weiteren Studien imponierte bei gleicher
Effektivitit eine bessere Vertridglichkeit von Carboplatin gegeniiber Cisplatin, weshalb
Carboplatin verwendet werden sollte (du Bois et al., 2003; S3-Leitlinie maliger

Ovarialtumoren, 2021).

Frauen mit nachgewiesener BRCA Mutation, Rezidive und fortgeschrittene
Ovarialkarzinome nach Ansprechen auf eine platinhaltige Therapie sollten eine zusitzliche
Therapie mit PARP-Inhibitoren (Poly-Adenosin-diphosphat-ribose-polymerase-inhibitor),
beispielsweise Olaparib, angeboten werden. Dabei zeigte sich bei BRCATrégerinnen ein
bis zu 70 % geringeres Risiko fiir ein Fortschreiten der Erkrankung oder Tod im Vergleich
zur Kontrollgruppe ohne Olaparib (Moore et al., 2018; S3-Leitlinie maligner
Ovarialtumore, 2020).

1.11 Prognose

Das relative 5-Jahres-Uberleben nach Diagnose unterscheidet sich markant je nach
Stadium. Leben noch etwa 89 % der Frauen, die im Stadium I diagnostiziert wurden, sind
es im Stadium II noch 77 %. Wie in einem oberen Abschnitt angesprochen, wird der
Grofteil der Ovarialkarzinome meist im Stadium III diagnostiziert. Hierbei sinkt das
relative 5-Jahres-Uberleben auf 41 % und 17 % im Stadium IV (Robert Koch-Institut
(Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.
(Hrsg) (2019)).
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1.12 Mikrosatelliten in der DNA

1.12.1 Vorkommen, Funktion, Bedeutung

Mikrosatelliten, oder auch Short tandem repeats (STR) genannt, sind kleine
Wiederholungssequenzen von etwa 1-6 Basenpaaren und machen ca. 3 % des menschlichen
Genoms aus (Lander et al., 2001). Diese Wiederholungseinheiten von Basen bestehen zum
Beispiel aus (CA) oder (GATA). Mikrosatelliten sind weit iiber das Genom verteilt und
kommen héufig vor. Zu finden sind Mikrosatelliten sowohl in codierenden wie auch in
nicht-codierenden Regionen (Toth et al., 2000). Hiufiger kommen sie jedoch in den nicht
codierenden Bereichen vor. STRs sind durch die hohe Zahl an repetitiven Basen instabil
und neigen deshalb bei der Replikation zu Mutationen, die einen grofen Teil zur
genomischen Variabilitit von Lebewesen beigetragen haben (Gymrek, 2017; Hancock,
1995; Sun et al., 2012). Der Gehalt an Mikrosatelliten oder repetitiven Sequenzen korreliert
mit der Gesamtmenge an genetischem Material eines Lebewesens (Hancock, 1996). Da
sich Mikrosatelliten in der Fragmentlidnge stark individuell unterscheiden, kénnen die
STRs in forensischen Analysen (Giusti et al., 1986; Kanter et al., 1986), wie z.B. zur
Vaterschaftsdiagnostik (Rouger et al., 2003) verwendet werden.

Die Entstehung von Mikrosatelliten beruht wahrscheinlich auf der Theorie der
DNA-Slippage (Levinson et al., 1987), wobei die DNA Polymerase eine entscheidende
Rolle spielt. Wie oben bereits genannt, weisen Mikrosatelliten eine gewisse genetische
Instabilitédt auf. Bei der Replikation dieser repetitiven Sequenzen werden vermehrt Basen
fehlerhaft eingebaut oder gehen verloren, mit dem Resultat einer Lingenéinderung und
vermehrter Variabilitit des Mikrosatelliten. Die durch DNA-Slippage verursachten Fehler

werden auch als ,,dynamische Mutationen* bezeichnet (Richards et al., 1992).

Bei der DNA-Slippage stoppt die Polymerase ihre Replikation und I6st sich
kurzzeitig vom DNA-Strang ab (Abb. 1.7). In dieser Zeit trennt sich der Doppelstrang auf,
insbesondere der Teil des neu synthetisierten Strangs 16st sich ab (Viguera et al., 2001). In
einem der Strénge bildet sich eine Schleife (,,Jloop*), weshalb sich die Strange im weiteren
Verlauf nur versetzt zusammenfiigen konnen. Beginnt die Polymerase erneut mit der
Replikation, kann der Abschnitt des ,,loops™ nicht erreicht werden und bleibt somit
ungepaart. Dieser Fehler kann von dem korpereigenen Reparatursystem erkannt und
repariert werden. Ist dies nicht der Fall, resultiert eine Langenénderung des Mikrosatelliten
(Schlotterer, 2000), entweder als Lingenzugewinn oder als Verkiirzung, je nachdem, ob
sich die Schleife auf dem abgelesenen oder dem neu synthetisierten DNA-Strang gebildet

hat (Sia et al., 1997).
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung des DNA-Slippage Models (Viguera et al., 2001). Bei der DNA-
Replikation einer Mikrosatellitensequenzen stoppt die Polymerase aufgrund einer
abnormalen Struktur in dem DNA-Strang, hier als Haarnadelstruktur dargestellt (2).
AnschlieBend 16st sich die Polymerase von dem Strang ab (3). Gelingt es der Polymerase
nicht, das Hindernis zu iiberwinden, kommt es zu Teilablosung des synthetisierten Stranges
mit Schleifenbildung, welcher dann versetzt an ein nachfolgendes Wiederholungsmotiv
hinter der Haarnadelstruktur bindet. Dadurch kann die Polymerase wieder ansetzen und die
Replikation fortsetzen (Viguera et al., 2001).

1.12.2 MMR-System und dessen
Bedeutung

In unserem Korper entstehen bei der Replikation des genetischen Materials oder
durch duBlere Einfliisse regelméfBig Defekte in unserer DNA. Ein Beispiel dafiir ist das oben
vorgestellte Modell der DNA-Slippage, bei der es zur ungepaarten Schleifenbildung
kommt. Ohne ein Reparatursystem wiirde eine Anhdufung dieser Fehler resultieren. Das
Mismatch-Reparatursystem (MMR) ist ein solches Reparatursystem, welches Fehler nicht
nur erkennen, sondern diese auch reparieren kann. Es setzt sich aus sechs verschiedenen
Genen zusammen: MLHI, MSH2, PMS1, PMS2, MSH6 und MSH3 (De' Angelis et al.,
2018; Helder-Woolderink et al., 2016; Miyaki et al., 1997; Rhyu, 1996). Diese Gene
codieren jeweils fiir Proteine, welche meist als Komplexe entstandene Fehlpaarungen

(Mismatches) erkennen und anschlieBend durch richtige Basen ersetzen konnen.

Allgemein konnen die MMR-Proteine beim Menschen in verschiedene Gruppen
eingeteilt werden: MutS (bestehend aus MutSo und MutSB), MutL. (MutLa, -B, -y), einer
Exonuklease (EXO1), RPA (DNA-Bindungsprotein), einer DNA- Polymerase und -Ligase
(Fukui, 2010). Wie bereits angesprochen, setzt sich der Komplex MutS aus einem o und 3
Teil zusammen, bestehend aus den Reparaturproteinen MSH2, MSH3 und MSH6. Der
MutSa Komplex (MSH2-MSHG6) ist in der Lage, kurze Fehlpaarungen und DNA-Loops zu
detektieren, wohingegen MutSp (MSH2-MSH3) fiir die Reparatur von lingeren
Abschnitten zusténdig ist (Fukui, 2010). MutL sorgt im weiteren Verlauf fiir die
Anlagerung und das Einschneiden des DNA-Strangs. AnschlieBend erfolgt das

Herauslosen der falschen Sequenzen durch einen weiteren Komplex aus MLHI-PMS2 und
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einer Exonuklease (EXO1), die iiber das Protein RPA an die DNA binden kann. Zuletzt
erfolgt die Reparatur mithilfe einer Polymerase und DNA-Ligase (De' Angelis et al., 2018;
Fukui, 2010; Modrich, 2006).

1.12.3 MSI im Zusammenhang mit dem
Lynch-Syndrom und dem
Ovarialkarzinom

Treten Mutationen im Bereich von codierenden Genabschnitten fiir die Mismatch-
Reparaturproteine auf, konnen Fehler bei der Replikation nur noch unzureichend oder gar
nicht repariert werden. Als Folge des defekten MMR-Systems resultiert eine genomische

Instabilitét, auch Mikrosatelliteninstabilitidt genannt.

Als Beispiel fiir eine typische Erkrankung auf dem Boden einer MSI kann das
Lynch-Syndrom genannt werden. Beim Lynch-Syndrom ist zu Beginn ein Allel in der
Keimbahn mutiert. Diese Mutation wird autosomal-dominant an die Nachfahren vererbt
und bedingt vorerst keine Tumorgenese. Sollte es jedoch im Laufe des Lebens auf dem
zweiten Allel zu einer weiteren, somatischen Mutation oder Inaktivierung kommen, ist ein
Ausfall des Reparaturmechanismus die Folge (Lynch et al., 2015). Menschen mit einem
Lynch-Syndrom oder dem Ausfall des MMR-Systems entwickeln deshalb friihzeitig und
vermehrt Tumoren, am haufigsten im Darm. Das Risiko betrigt etwa 80 % bei Minnern
und 40-60 % bei Frauen an Darmkrebs zu erkranken. Im Vergleich besteht in der
Allgemeinbevolkerung ein Darmkrebsrisiko von bis zu 5 % (Schmeler et al., 2008). Auch
weitere Tumoren treten beim Lynch-Syndrom vermehrt auf: Magen- und Diinndarm-
Karzinome, Tumoren der Leber und des Gallensystems, urologische Tumoren, sowie
Endometrium- und Eierstockkrebs bei Frauen (Watson et al., 1994). Das Risiko fiir ein
Endometrium-Karzinom wird mit bis zu 60 % eingestuft. In Hinblick auf die verschiedenen
Tumoren, die im Zusammenhang mit dem Lynch-Syndrom stehen, wird ein
multidisziplindres Vorgehen im Umgang mit betroffenen Patienten und Privention
gefordert (Lu et al., 2005). Die Wahrscheinlichkeit fiir ein Ovarialkarzinom bei Bestehen
eines Lynch-Syndroms wird in der Literatur mit 3 % bis 20 % beschrieben. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt hierbei zwischen 40-47 Jahre (Debniak et al., 2015). Etwa 10-15 %
der erblichen Ovarialkarzinome sind durch das Lynch-Syndrom verursacht (Lynch et al.,
2009). Bei diesen Tumoren treten vermehrt endometrioide und klarzellige Karzinomtypen
auf (Cai et al., 2004; Chui et al., 2013; Pal et al., 2008). In der Routine Diagnostik wird
aktuell eine genetische Testung angeboten. Wie viele Ovarialkarzinome einer MSI
zugrunde liegen ist jedoch nicht eindeutig geklirt. Es gibt Hinweise, dass die Lynch-

Syndrom-assoziierten Ovarialkarzinome in einem fritheren Stadium diagnostiziert werden,
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welches mit einer besseren Prognose assoziiert ist (Grindedal et al., 2010; Watson et al.,
2001).

1.12.4 MSI-Analysen

Fiir eine molekulargenetische MSI-Analyse wird neben Tumorgewebe auch
gesundes Gewebe derselben Patientin bendtigt, welches zum Vergleich dient. Mittels
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) kann das bendtigte genetische Material amplifiziert
werden. Anschliefend erfolgt eine Fragmentlingenanalyse mittels Kapillarelektrophorese
und Darstellung der Ergebnisse in einem Elektropherogramm. Dabei kommt es zur Analyse
von fiinf verschiedenen genetischen Markern: BAT25, BAT26, D2S123, D17S5250,
D5S346. Im Jahr 1997 wurden diese vom National Cancer Institute (NCI) definiert, um
MSI-Analysen beim kolorektalen Karzinom zu standardisieren. Es werden bei den
Analysen zwei Mononukleotidmarker (BAT25 und BAT26) und drei Dinukleotidmarker
verwendet (D2S123, D5S346 und D17S250) (Boland et al., 1998). Die verwendeten
Mikrosatelliten- Marker mit den jeweiligen Primersequenzen sind in Tabelle 3
veranschaulicht. Groe des Markers, Lokus auf dem Chromosom sowie die damit

untersuchten Gene sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Sollte es im Vergleich von Tumorgewebe zum Normalgewebe zu ,,Extrapeaks® im
Tumorgewebe kommen, kann man von einer MSI in dem betroffenen Marker ausgehen
(Dietmaier, 2010). Je nachdem, wie viele Marker betroffen sind, konnen Tumoren in MSI-
H (high) und MSI-L (low) unterschieden werden. MSI-H (high) Tumoren zeigen in den
Analysen der fiinf Mikrosatellitenmarker in zwei oder mehr Markern eine Instabilitét
(mind. 40%), wohingegen MSI-L (low) Tumoren eine Instabilitit in einem Marker
besitzen. Sollte es zu keiner Auffilligkeit in den fiinf untersuchten Markern kommen, wird
der Tumor als mikrosatellitenstabil (MSS) bezeichnet (Boland et al., 1998; Umar et al.,
2006). Hiufig, besonders bei MSI-H Tumoren, werden Ausfille in MSH2 oder MLHI
detektiert, die dagegen seltener bis gar nicht bei MSI-L zu finden sind (Dietmaier et al.,
1997). MSH6 wird nur in etwa 7 % und PMS2 in unter 5 % als Ursache eines defekten
MMR-Systems gefunden (Kolodner et al., 1999; Nicolaides et al., 1994).

Als alternative Methodik zur Diagnostik einer MSI ist die Immunhistochemie
(IHC) zu nennen. Die IHC ist weit verbreitet, da sie preiswert, einfacher und schneller in
der Durchfiihrung ist. Mithilfe von Antikorpern konnen Proteine und Molekiile auf Zellen
spezifisch nachgewiesen werden. Da die Antikdrper oft mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt sind, kommt es zu einer sichtbaren Fiarbung des untersuchten Priparates, wenn
der Antikorper an die gesuchte Struktur bindet. Folglich kénnen somit gezieltere und

individuellere Therapien eingesetzt werden. Zur Abklidrung einer MSI erfolgt bei der IHC
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die Detektion des Ausfalls der Missmatchreparaturproteine, welches ein wichtiger Teil in

der Routine Diagnostik darstellt.

In dieser Arbeit wurde ein Kollektiv aus endometrioiden und klarzelligen
Ovarialkarzinomen molekulargenetisch auf eine MSI und somit den Defekt im MMR-
System getestet. Ziel der Arbeit war es herauszufinden, in welcher Haufigkeit eine MSI
diesen seltenen Ovarialkarzinomen zu Grunde liegt. Fiir die MSI-Analysen wurde die
molekulargenetische = Testung  mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und
Fragmentlidngenanalyse verwendet. Dies ist im Vergleich zu der Immunhistochemie ein
aufwindigeres und kostenintensiveres Verfahren, welches in der Diagnostik des
Ovarialkarzinoms nicht routineméBig angewandt wird. Zudem sollte untersucht werden,
wie praktikabel die Durchfithrung der MSI Testung am Ovarialkarzinom ist und welche

Schwierigkeiten sich aus einer molekulargenetischen Testung ergeben.

Mikrosatelliten- Primersequenzen -
Marker

BAT25 u FAM TCGCCTCCAAGAATGTAAGT 183000-1
BAT25 | TCTGCATTTTAACTATGGCTC 182052-2
BAT26 u VIC TGACTACTTTTGACTTCAGCC 102304-D11
BAT26 | AACCATTCAACATTTTTAACCC 182052-3
D17S250 Mfd15 u VIC |GCTGGCCATATATATATTTAAACC 108739-D8
D17S5250 Mfd15 | GGAAGAAT CAAATAGACAAT 182052-7
D2S123 u FAM AAACAGGATGCCTGCCTTTA 183000-2
D2S123 | GGACTTTCCACCTATGGGAC 182052-6
D5S346 u NED ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG 102304-D10
D5S346 | AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT 182052-4

Tabelle 3: Auflistung der benutzen Primer mit ihren Primersequenzen fiir die

molekulargenetische MSI-Testung (Dietmaier et al., 1997).




37

Mikrosatelliten- . . . |Chromosomaler| . . weitere
Marker Wiederholungsmotiv Lokus GroBe (bp)| Untersuchtes Gen Literaturangaben

Ichikawa et al., 2001,

BAT25 TTTT.T.TTTT.(T)7.A(T)2s |4q12 ~ 90 c-kit Oncogen Parsons et al., 1995
Losso et al., 2012,
Zhou et al., 1998, Liu et

BAT26 (Ms-....(A)s 2p ~80-100 |MSH-2 al., 1994

D2S123 (AFM093xh3) |(CA)1sTA(CA)15(T/G A);  |2p16 ~197- 227 |MSH-2 Losso et al., 2012

D175250 (M{d15CA) |(TA)7............. (CA)24 17q11.2-q12 ~ 150 TP53 Borges Bdo et al., 2011

APC- (Adenomatous
D5S346 (CA)26 5g21/22 ~ 96- 122 |Polyposis Coli) Zauber et al., 2003

Tabelle 4: Charakteristika der Mikrosatellitenmarker. (*) Die nicht- repetitive Nukleotide werden
als Punkte angegeben (Dietmaier et al., 1997).

1.13 RAS-Gene und Onkogene

Bei der Pathogenese vieler Tumoren spielt die Familie der RAS-Onkogene eine
entscheidende Rolle, die sich in die drei Gene KRAS, NRAS und HRAS mit ihren jeweiligen
Effektoren differenzieren ldsst (Barbacid, 1987; Li et al., 2018; Shimizu et al., 1983). RAS-
Mutationen konnen in bis zu 30 % der Tumoren gefunden werden und bieten mogliche
Ansatzstellen fiir spezifische Therapien (Agianian et al., 2018). Karzinome im
Zusammenhang mit KRAS sind das duktale Adenokarzinom des Pankreas, das kolorektale
Karzinom (CrC) und das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC, non small cell
lung cancer). Etwa 90 % der KRAS-Mutationen sind auf Codon 12 zu finden. Weitere Loki
sind ebenfalls moglich, wie das Codon 13, 117 und 146 beim kolorektalen Karzinom. KRAS
codiert fiir zwei verschiedenen Proteine (KRAS4A und KRAS4B), welche durch alternatives
Splicing entstehen und bei Mutation beide in ihrer Funktion verédndert sind (Haigis, 2017).
NRAS findet man beispielweise beim malignen Melanom oder bestimmten Leukidmien. Das
insgesamt selten betroffene HRAS-Gen kann beim Plattenepithelkarzinom mutiert sein (Li
et al., 2018; Prior et al., 2012).

RAS-Gene codieren fiir die jeweiligen RAS-Proteine NRAS, HRAS sowie
KRAS4A und 4B. Diese Proteine bestehen aus einer Kette von bis zu 189 Aminoséuren,
welche an Position 1-166 alle eine GTPase Doméne vorweisen. Neben einer GTP/GDP
Bindungsstelle besteht hier auch ein Bereich fiir Effektorproteine. Ab Aminosédureposition
167 befinden sich eine variable Region des Proteins, die sich jeweils in den verschiedenen
Isoformen von RAS unterscheiden (Hypervariable Region) (Li et al., 2018). Die RAS-
Proteine zirkulieren zwischen einer aktivierten Form (GTP an RAS gebunden) und einer

inaktivierten Form (GDP an RAS gebunden) in der Zelle umher (Boguski et al., 1993).
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Aktiviertes RAS ist an der Regulation von zelluliren Mechanismen wie Proliferation,
Differenzierung und Apoptose mafigeblich beteiligt (McCubrey et al., 2007; Vakiani et al.,
2011). Diese reguliert es iiber verschiedene Signaltransduktionskaskaden. Kommt es zu
Mutationen in den RAS-Genen, werden auch die resultierenden Proteine meist in ithrer GDP
oder GTP Bindungsfihigkeit verdndert. Es resultiert eine dauerhafte Aktivierung einer
Kaskade, welche Tumorentstehung und/oder -fortschritt begiinstigt (Haigis, 2017; Vakiani
et al., 2011). Am bekanntesten im Zusammenhang mit der Tumorgenese ist der
MAP- Kinase- Signalweg, auch als RAS-RAF-MEK-ERK/MAPK Signalweg bezeichnet.
Daneben existieren weitere Kaskaden durch RAS gesteuert, wie der PI3K-AKT- und der
RalGEF Signalweg (Vakiani et al., 2011).

Zu Beginn des MAP-Kinase Signalwegs bindet ein Wachstumsfaktor oder Ligand
an einen Tyrosinkinase-Rezeptor (als Beispiel ein EGFR-Rezeptor -epidermal
growthfactor receptor) an der Zellmembran, welcher iiber den RAS guanine nucleotide
exchange factors (GEF, in der Abbildung in Form von SOS son- of-sevenless) die
Aktivierung von RAS mit einer GTP Bindung initiiert. RAS veridndert daraufhin seine
Konformation und bindet tiber die RAS-Bindungsdomine mehrere Effektorenproteine, wie
zum Beispiel eine RAF-Kinase, und aktiviert diese (Li et al., 2018). Die Gruppe der
RAF Proteine setzt sich zusammen aus RAF-1 (CRAF), ARAF und BRAF, welche
zytoplasmatische Serin-Threonin-Kinasen darstellen. Sie besitzen am N-terminalen Ende
eine regulatorische Domine (genannt CR1 and CR2) und am C-terminalen Ende eine
Kinasefunktion (CR3) (Vakiani et al., 2011). Neben vielen strukturellen Ahnlichkeiten
bestehen auch Unterschiede in der Effektivitit der Kinasen. Dabei zeichnet sich BRAF
durch eine besonders hohe basale Kinase Aktivitit aus im Vergleich zu CRAF, welches
erst an einer Position aktiviert werden muss (Chong et al., 2001). Die hiufigste Mutation
von BRAF Codon 600 (V600E) resultiert deshalb schon in einer stindigen Aktivierung des
Gens, wihrend das bei CRAF nicht der Fall ist. Folglich sind Tumoren mit CRAF Mutation
selten, wihrend BRAF als das am hiufigsten mutierte RAF Protein bezeichnet werden kann
(Emuss et al., 2005). Etwa 50 % der Patienten mit malignem Melanom zeigen Mutationen
in V600 E. Bis zu 70 % der Schilddriisenkarzinome weisen BRAF-Mutationen auf; auch
beim kolorektalen-Karzinom (~10 %), Lungenkarzinom (bis 5 %) und 12 % der
Ovarialkarzinome sind BRAF-Mutationen zu finden (Dankner et al., 2018; Vakiani et al.,

2011).

Die RAF Proteine aktivieren in einem nichsten Schritt iiber eine Mitogen-
aktivierte-Protein-Kinase (MAPK) sowie MEK1 und 2 die Effektoren ERK1 und 2
(extracellular signal-regulated kinases 1 and 2), die im Zellkern die Transkription und

Genregulation modifizieren (Santarpia et al., 2012; Vakiani et al., 2011).
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Abb. 1.8: Schematische Darstellung des RAS-RAF-MEK-ERK/MAPK Signalweg, auch als MAP-
Kinase Signalweg bezeichnet (Vakiani et al., 2011).
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studienkollektiv

Grundlage fiir die Durchfithrung der Analysen war ein bestehendes Kollektiv von
Ovarialkarzinomen aus dem Archiv des Pathologischen Instituts der Ludwig-Maximilians-
Universitét in Miinchen. Das Kollektiv umfasst alle erstdiagnostizierten Ovarialkarzinome
zwischen 2003 und 2007 und wurden anhand klinischer und histopathologischer
Eigenschaften in einer ausfiihrlichen Datenbank (n=300) in Vorarbeiten zusammengestellt.
Alle Ovarialkarzinome wurden in deren Subtypen klassifiziert und dabei in die serdsen,
endometrioiden, muzindsen, klarzelligen und undifferenzierten Tumoren eingeteilt. Das
Durchschnittsalter der Patientinnen in diesem Gesamtkollektiv betrug bei

Erkrankungsbeginn 61,5 Jahre (von 23,9 bis 93,5 Jahre).

Fir die aktuelle Arbeit wurden alle endometrioiden und klarzelligen
Ovarialkarzinome aus der Datenbank gefiltert und in einem neuen Kollektiv
zusammengestellt (s. Tabelle 5). Darauf aufbauend wurden die folgenden Analysen
durchgefiihrt. Insgesamt befanden sich in dem Kollektiv 31 endometrioide und 4 klarzellige
Ovarialkarzinome. Das Alter der Patientinnen mit endometrioidem Karzinom zum
Zeitpunkt der Diagnose lag zwischen 23,9 bis maximal 82,5 Jahre (Durchschnitt
58,9 Jahre). Frauen mit klarzelligem Tumortyp waren im Schnitt 49,7 Jahre mit einer

Altersverteilung von 38,6 bis 62,9 Jahre.

Histologie | T
endometrioid| 3a
endometrioid| 1c
endometrioid| 3¢
endometrioid| 1c
endometrioid| 1a
endometrioid| 1a
endometrioid| 3c
endometrioid| 3c
endometrioid| 2a
endometrioid| 3c
endometrioid| 3b
endometrioid| 1c
endometrioid| 1c
endometrioid| 3c
endometrioid| 2b
endometrioid| 1a
endometrioid| 2c
endometrioid| 2a
endometrioid| 2b
endometrioid| 1c
endometrioid| 1c
endometrioid| 3c
endometrioid| 3b
endometrioid| 2b
endometrioid| 1c
endometrioid| 3b
endometrioid| 1c
endometrioid| 1c
endometrioid| 3b
endometrioid| 2a
endometrioid| 1a

klarzellig 3c

=l frafmafrafrafral=[rafrarafe (rnafra fralra fralra | = rama (rafra fra|ra (o | @ R = MR R R |2 o | B

[Si{=[=]E [=]{=]{=]]8][=] [SHS] =S {=1I SIS R T=1 B [= Tl N {1l B [=1EH [ ST IS (S f] B [l (=] -4

klarzellig ic
klarzellig 3c

klarzellig 3¢

Tabelle 5: Darstellung des urspriinglichen Kollektivs nach Histologie und TNM Kilassifikation
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22 endometrioide und 3 klarzellige Tumoren wurden in der vorliegenden Arbeit
analysiert. Die Reduktion der Fallzahl begriindete sich folgendermafen: Fiir die MSI-
Testung war es notig, genetisches Material aus Tumorgewebe sowie aus gesundem Gewebe
zu gewinnen. Bei insgesamt drei endometrioiden Fillen war kein gesundes Gewebe
vorhanden, weshalb diese Fille nicht in den Analysen verwendet werden konnten. Als
weitere Schwierigkeit ergab sich, dass einige Schnitte zu wenig verwendbares Zellmaterial
aufwiesen, um eine aussagekriftige Untersuchung durchfithren zu konnen. Alternative
Schnitte aus anderen Gewebeblocken konnten hidufig herangezogen werden (soweit diese
im Archiv verfiigbar waren). In Absprache mit einer erfahrenen Pathologin und
medizinisch- technischen- Laboratoriumsassistentin (Nicole Perera) konnten weitere
sieben (sechs endometrioide, ein klarzelliges Karzinom) dieser Fille letztendlich nicht

verwendet werden, wodurch die Reduktion der Fallzahl zu erkliren ist.

Zusitzlich zu dem bestehenden Kollektiv wurde ein serdses Ovarialkarzinom (G3)
analysiert, welches in einer vorherigen Immunhistochemie als MSI positiv getestet worden

war und somit als Positivkontrolle dienen konnte.

In représentativen, gefdrbten Schnitten wurde mithilfe des Mikroskops (Leitz,
Wetzlar) das zu extrahierende Tumor- sowie Normalgewebe mit einem Stift eingezeichnet
(s. Abb. 2.1-2.5). Alle angezeichneten Objekttriger wurden von einer erfahrenen
Pathologin (Frau PD Dr. med. Elisa Schmoeckel) iiberpriift und enthielten eine

ausreichende Zelldichte fiir die weiteren Analysen.
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Abb. 2.1: Endometrioides Karzinom mit dem Makroobjektiv des Fotomikroskops. Einzeichnung des
Tumorgewebes mit einem schwarzen Stift. Daneben befindet sich gesundes Gewebe,
welches mit einem blauen Stift markiert wurde.

Abb. 2.2: Endometrioides Karzinoms mit dem Makroobjektiv des Fotomikroskops. Einzeichnung
des Tumorgewebes mit einem schwarzen Stift. Dazwischen befindet sich gesundes
Gewebe, hier mit Anschnitt der Tube (Pfeil).
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der Tube.

Abb. 2.4: Tumorfreies Gewebe, welches fiir die MSI-Analysen vonnoten war, hier wurde ein
Lymphknoten verwende.
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Abb. 2.5: Tumorfreies Gewebe mit dem Makroobjektiv des Fotomikroskops, welches fiir die MSI-
Analysen vonnoten war. Hier wurde eine Appendix vermiformis verwendet.

Anschlieend wurden die zugehorigen histologischen Paraffinblocke (Gewebe in
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet) aus dem Archiv eingeholt und davon zwolf
Leerschnitte und jeweils ein HE Schnitt (Hadmatoxylin-Eosin-Firbung) angefertigt.
Grundlage fiir alle Analysen war die Extraktion von Zellen aus den Leerschnitten mithilfe
eines Skalpells unter dem Mikroskop. Alle endometrioiden und klarzelligen Félle dieser
Arbeit sowie die Positivkontrolle wurden zur iibersichtlicheren Handhabung im Labor von
1-26 nummeriert mit einer weiteren Unterscheidung in ,,a: Tumorgewebe® und ,,b:
Normalgewebe". Fiir alle Analysen wurde das QIAamp DNA Micro Kit® (Lot-No:
157015286, Qiagen, Hilden) mit dessen Reagenzien verwendet, um die DNA aus dem
Gewebe zu extrahieren. Dabei wurden die Versuche nach der Anleitung aus dem QIAamp®
DNA Micro Handbook (QIAGEN, 2014, December) durchgefiihrt. Eine Ubersicht der
Methodik der zwei Versuchsansitze dieser Arbeit zeigte die Abbildung 2.6 im Folgenden.
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1. Kollektiv der endometrioiden und klarzelligen Ovarialkarzinome sammeln
2. DNA Extraktion / Aufreinigung (QIAmp DNA Micro Kit)

1.  PCR Vorbereitung:

3ul H20 1.  PCR Mastermix
5ul Qiagen Multiplex PCR Master Mix 810 pl H20 ‘l
1ul Primer Panel 1 100 pl Puffer 19ul MM
1ul Template 10 pl dNTP + 1pl
20 pl Primer r- DNA
2.  Multiplex-PCR (Anzahl in der Routine: 32 Zykien) 10 pl Taq Polymerase
3. Vorbereitung fiir die Sequenzierung 2. Multiplex-PCR
18,5 pl Formamid
0,5 pI 500 LIZ Standard 3. Pyrosequenzierung: Pyro Mark Q24 Vacuum Prep
10l PCR Produkt Workstation und Pyro Mark Q24 Messgeréat

4. ABI3130 Sequenzer (Fragmentlangenanalyse)

Abb. 2.6: Schematische Ubersicht der Methodik und Analysen dieser Arbeit mit MSI-Testung
(links) und Pyrosequenzierung von BRAF und RAS (rechts).

2.2  Gewinnung von tumorhaltigem und
tumorfreiem Material

2.2.1 Mikrodissektion (Abtragung)

Je nach Zellanzahl in dem HE-Schnitt wurden ein oder mehrere Leerschnitte bei
der Abtragung verwendet. Zuerst wurden die Leerschnitte zwei Mal je 15 Minuten in ein
Bad aus Xylol (Firma AppliChem, Darmstadt) getrinkt, danach zwei Mal je 10 Minuten in
Ethanol (Firma AppliChem, Darmstadt) gereinigt und anschliefend luftgetrocknet. Die
bestehende Gewebemarkierung auf dem Objekttriiger konnte durch Ubereinanderlegen von
HE Schnitt und Leerschnitt auf die Unterseite des Leerschnitts iibertragen werden. Im
Folgenden wurde nun das Gewebe des markierten Leerschnitts unter dem Mikroskop mit
einem Skalpell abgetragen. Um mogliche Kontaminationen zu vermeiden, wurde fiir jeden
Fall ein neues Skalpell verwendet sowie immer das gesunde Gewebe vor dem

Tumorgewebe abgetragen.

2.2.2 Lyse des Gewebes und DNA-
Extraktion mithilfe des QIAamp
DNA Micro Kit®
Aufgefangen wurden die feinen Gewebesteifen in einem vorher préparierten
0,5 ml Eppendorf Rohrchen (Hamburg). In jedes Rohrchen war in einem fritheren Vorgang
eine Lysatfliissigkeit aus 15 pul ATL Puffer (zuvor bei 500 Watt 15 Sekunden in der
Mikrowelle erwdarmt) und 10 ul Proteinase K gemischt worden. Beide Reagenzien sind in

dem QIAamp DNA Micro Kit® vorhanden. AnschlieBend wurden die Proben gevortext
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(Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New York), was zu einer Durchmischung der
Fliissigkeit fiihrte. Uber Nacht verblieben die Proben in einem ThermoMixer® (Eppendorf,

Hamburg), der auf 56 °C bei 450 rpm (rounds per minute) Intervallmix eingestellt wurde.

2.2.3 Binden der DNA

Im Anschluss an die Lyse erfolgte das Binden des genetischen Materials an eine
Membran. Zuerst wurden die Proben aus dem ThermoMixer® entnommen und kurz
zentrifugiert. Als nichstes erfolgte die Zugabe von 25ul Puffer ATL (vorher bei 500 Watt
fiir 15 Sekunden in der Mikrowelle erhitzt), 50 ul AL Buffer und 50 pl Ethanol (96-100 %)
in die Rohrchen, welche daraufhin gut durchmischt wurden. Nach Inkubation von fiinf
Minuten bei Raumtemperatur und anschlieBender Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge
5427 R, Hamburg) fiir eine weitere Minute (8000 rpm) erfolgte die Entnahme der
Fliissigkeit aus den Rohrchen mit einer Pipette (Eppendorf, Hamburg) und die Ubertragung
auf Siulengefife (QIAamp MinElute™ Columns, Qiagen, Hilden, Lagerung im
Kiihlschrank bei 4-8 Grad). Diese Sdulen, welche die geloste DNA binden konnen, wurden
in Auffangrohrchen (Collection Tubes, Qiagen, Hilden) transferiert, welche die

iiberschiissige Fliissigkeit bei der Zentrifugation auffingen.

2.2.4 Waschen und Trocknen

In den weiteren Schritten erfolgte das Entfernen der iibrigen Zellmasse aus der
Fliissigkeit und das Reinigen der DNA. Mit der Zentrifuge wurden mehrere Durchldufe des
Waschens getitigt. Dafiir wurden zuerst 500 ul AW1 Puffer auf die Membran gegeben, in
einem zweiten Schritt 500 ul AW2 Puffer und danach fiir je eine Minute bei 8000 rpm
zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5427 R, Hamburg). Der Uberstand in den
Auffangrohrchen konnte nach jeder Zentrifugation entsorgt und die Membran in ein neues
Auffanggefil3 transferiert werden. Anschlieend trocknete die Membran fiir drei Minuten

in der Zentrifuge bei 14000 rpm.

2.2.5 Eluieren

In einem letzten Schritt erfolgte die Ablosung der DNA von der Membran durch
Zugabe von 20 ul AE Puffer mit einer Inkubationszeit von ein bis fiinf Minuten. Die
Membranen wurden dabei in 1,5 ml Rohrchen transferiert und anschlieBend fiir eine Minute
bei 14 000 rpm zentrifugiert. In der hier aufgefangenen Fliissigkeit am Boden der Réhrchen
war die konzentrierte DNA vorhanden, welche dadurch konserviert war und im

Kiihlschrank aufbewahrt werden konnte.
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2.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein molekularbiologisches Verfahren,
um spezifische DNA-Abschnitte mithilfe der DNA-Polymerase zu vervielfiltigen
(amplifizieren). Ein Merkmal der PCR ist, dass sehr kleine Mengen an genetischem
Material verwendet werden konnen, da die benotigte DNA bei den Zyklen exponentiell
vervielfiltigt wird. Fiir eine PCR werden verschiedene Komponenten benétigt: Neben
destilliertem Wasser verwendet man spezifische Primer, die an zu amplifizierenden
Abschnitten ansetzen und diesen von beiden Seiten begrenzt. Zusitzlich sind die Bausteine
fir die neu synthetisierten Stringe vonndten, diese werden in Form von
Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP) hinzugegeben. Das Enzym, welches den markierten
Bereich replizieren kann, heif3t Polymerase und benétigt dazu noch eine Pufferlésung, um
effizient arbeiten zu konnen. Aus diesem Gemisch wird ein gemeinsamer PCR-Ansatz

hergestellt.

2.2.6.1 PCR-Ansatz

Fiir die Versuche wurde das Qiagen® Multiplex PCR Kit (Lot-No: 154022577,
Qiagen, Hilden) mit dem Qiagen Multiplex PCR Master Mix verwendet, welches folgende
Bestandteile beinhaltet: HotStarTag® DNA-Polymerase, Multiplex PCR Puffer und ein
dNTP Mix (QIAGEN, 2010, October). So wurde in einem Lauf fiir beispielsweise 11
Proben der MSI-Analyse insgesamt 33 ul Wasser, 55 pl Qiagen Multiplex PCR Mastermix
und 11 pl Primer Mix (Biomers, Ulm) der MSI Panel 1) verwendet, welcher die speziellen
Primer fiir die MSI-Analyse enthielt. Von diesem PCR- Ansatz wurde anschliefend 9 pl
pro Reaktionsgefall abpipettiert und nachfolgend 1 pl aus der konservierten DNA fiir die
nachfolgende PCR hinzugegeben.

2.2.6.2 PCR Abfolge

Der Ablauf einer PCR kann in drei wesentliche Schritte unterteilt werden. Zu
Beginn erfolgt die Denaturierung der DNA. Dabei wird das genetische Material stark
erhitzt, worauf sich die Wasserstoffbriickenbindungen in der DNA losen und die
Doppelstrange aufgetrennt werden. Nach der Erhitzung folgt eine Phase des Abkiihlens,

damit sich die Stringe nicht wieder aneinanderlegen.

In einer zweiten Phase (Annealing) lagern sich die hinzugegebenen Primer an die
gewiinschte Sequenz in der DNA an und begrenzen diese. Nachfolgend kann die
DNA- Polymerase binden und mit der Replikation durch Auffiillen der Einzelstringe mit
freien Nukleotiden (ANTPs) beginnen (Elongation/Amplifikation). In der Routine wurde
der Eppendorf Mastercycler (Hamburg, PCR-Cycler) auf 32 Zyklen eingestellt. Bei
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schwierig auszuwertenden Fillen (mit wenig amplifizierter DNA) wurde die Zahl der
Zyklen auf beispielsweise 34 erhoht oder in Einzelfillen auch erniedrigt (bei einem
UbermaB an DNA).

2.2.7 MSI-Testung mit
Fragmentlingenanalyse

Fiir die finale Fragmentldngenanalyse der MSI-Analyse wurde in einem letzten
Schritt der Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems/ Hitachi, Waltham) verwendet, der

eine Kapillarelektrophorese durchfiihrt.

2.2.7.1 Zwischenschritt von
PCR zum Sequenzer

Nach der PCR wurden die Proben aus dem Mastercycler entnommen und die
Vorbereitungen fiir den Sequenzer getitigt. Verwendet wurden pro 1 ul PCR Produkt 18,5
pl Formamid (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Lot-No: 1611473) und 0,5 pl LIZ
Standard (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Lot-No: 1603400), sodass sich insgesamt
20 pl in einem Reaktionsgefill befanden. Der Standard wird zu jeder Probe hinzugegeben,
um eine Vergleichbarkeit zu schaffen. Da die Messgrofle des Standards bekannt ist, kann
die Messgrofe der Probe durch einen relativen Vergleich der beiden bestimmt werden.
AnschlieBfend erfolgte eine kurze Denaturierungsphase, die erneut in dem Eppendorf
Mastercycler (Hamburg) stattfand. Nach Entnahme der Proben wurden diese sofort fiir
etwa zwei Minuten auf Eis gelegt. In der Zwischenzeit konnte das Sequenziergerit

eingerichtet werden und anschlieend mit den Proben versehen und gestartet werden.

2.2.7.2 Auswertung

Ein an das Sequenziergerit angeschlossener Computer mit dem Programm
»GaeneMapper* (Applied Biosystems, Waltham) erstellte durch die gewonnenen Daten aus
Linge der PCR-Produkte und Signalhthe (Peaks) Graphen (Elektropherogramme) von
Tumorgewebe und Normalgewebe bei festgelegten Nukleotidsequenzen (s. Abb. 2.7). So
konnten die Elektropherogramme von Tumor- und Normalgewebe miteinander verglichen
werden. Untersucht wurden die bekannten Marker der MSI Diagnostik: BAT25, BAT26,
D5S346, D2S123 und D17S250. Bei ecinem mikrosatellitenstabilen Befund (MSS)
iiberschnitten sich die beiden Graphen bzw. konnten praktisch iibereinandergelegt werden.
Fielen in der Analyse Signalspitzen (Extrapeaks) an verdidchtigen Stellen zumeist beim
Tumor auf, wurde der Fall mit einer erfahrenen medizinisch-technischen

Laboratoriumsassistentin und Biologin des Instituts diskutiert. So konnte zusammen
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eingeschitzt werden, ob es sich um ein Artefakt in der Auswertung oder um eine MSI des
entsprechenden Markers handelte (s. Abb. 2.8).

Allgemeine Erklarungen: Einstellung der x-Achse auf die entsprechende Skala des Markers
- BAT 25, BAT 26, D17250: 90-175 bp
- D55346: 80-140 bp

- D25123: 175-250 bp
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Abb. 2.7: Beispielhafte Darstellung des MSI-Markers BAT25 mit Erkldarung der Vorgehensweise
bei der Auswertung. Es war ausreichend DNA fiir die Sequenzierung vorhanden. LIZ-
Standard: gelb, Tumor: schwarz, Normalgewebe (NG): blau.
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Abb. 2.8: Darstellung eines Artefaktes in einer MSI-Analyse bei BAT26.

2.2.7.3 MSI Wiederholung
und Problemfille

2.2.7.3.1 Erste
Wiederholung

Nach Auswertung der Analysen war es notig, bei insgesamt zwolf Fillen eine erste
Wiederholung anzuschlielen, da die Ergebnisse nicht eindeutig auszuwerten waren. Ein

Beispiel fiir eine unzureichende Amplifikation des genetischen Materials ist in Abb. 2.9 zu
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erkennen. BAT26 auf der linken Seite ist gut auszuwerten; Tumor- und Normalgewebe
sind ausreichend amplifiziert und konnen praktisch identisch iibereinandergelegt werden.
Auf der rechten Seite zur Messung des Markers D17S250 finden sich nur sehr kleine
Tumorpeaks (schwarz), das Normalgewebe (griin) ist hier gar nicht amplifiziert worden.
Bei der ersten Wiederholung wurde deshalb die Losung der extrahierten DNA von 1 ul auf
4 ul fiir den Ansatz der PCR gesteigert. Das Ergebnis dieser Wiederholung ist in Abb. 2.10
zu sehen, wobei ausreichend Normalgewebe messbar war, jedoch das Tumorgewebe nicht

amplifizierte.

135 150

W EK06.13741_1a_NG_DO1_Run_3130_2017-05-31_10-30_4836.fsa W EK06.13741_1a_T_CO1_Run_3130_2017-05-31_10-39_4836.fsa

Abb. 2.9: Beispielhafte Darstellung eines Falls mit Schwierigkeiten bei der Auswertung: BAT26
(links) ist ausreichend dargestellt und als mikrosatellitensstabil zu werten, geniigend DNA
ist amplifiziert worden. Dagegen ist bei dem Marker D17S250 (rechts) nur wenig Tumor-
DNA amplifiziert/gemessen. Normalgewebe fehlt ganz (nur ,,Rauschen®).

150

n_3130_2017-11-30_08-32_6478.fsa

Abb. 2.10: Der gleiche Fall bei der Wiederholung. Bei diesem Lauf (im Bereich von D17S5250)
wurde gentigend DNA aus Normalgewebe gemessen, aber Tumor-DNA fehlt komplett.
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2.2.7.3.2 Zweite
Wiederholung

Die erste Wiederholung fiihrte bei vier der zwdlf Problemfillen zu einer
verbesserten Auswertung. Eine zweite Wiederholung musste fiir weitere acht Fille
angeschlossen werden, wobei 3-4 ul DNA verwendet wurden und zusitzlich die
Zyklenzahl der PCR-Maschine um zwei Zyklen (in einem Fall um drei Zyklen) erhoht
wurde. Im Fall Nr. 23 war es vorher zu einer Tumoriiberladung in der Messung gekommen,
weshalb die Wiederholung mit 0,6 ul Tumor-DNA und einer Reduktion um zwei Zyklen
durchgefiihrt wurde.

2.2.7.3.3 Dritte
Wiederholung

Bei vier Fillen verblieb auch nach der zweiten Wiederholung kein eindeutiges
Ergebnis. Deshalb wurde in einer dritten Wiederholung bei diesen vier Fillen die DNA
erneut von vorhandenen, ungebrauchten Leerschnitten extrahiert. In zwei Féllen wurden je
2 und 4 pl DNA-Losung verbraucht, in den beiden letzten Proben war geniigend
Tumorgewebe, aber zu wenig Normalgewebe vorhanden, welches darauf auf 3 pl und 4 pl
gesteigert wurde. In Tabelle 6 sind alle Wiederholungsldufe mit der verwendeten DNA-

Menge und variierten Anzahl der PCR-Zyklen zusammengefasst.

Nummer |1. Wi

8 |xa4pl
9 [xau

11 X4yl

12 X T A NG: 3l

13 X4yl KAp T u NG

14 X T 1pi NG 3l

15 X 4ul
16 KT Al NG 3pl

23 X T2 Apl, NG 4pl

24 ¥4yl

Tabelle 6: Farbliche Darstellung der Wiederholungsldaufe. X: Im vorherigen Durchlauf keine
ausreichende Analyse moglich, T: Tumor-DNA in pl, die verwendet wurde, NG:
Normalgewebe- DNA in ul, die verwendet wurden, Cycler: Veridnderung der Zyklen der
PCR-Maschine von urspriinglich 32 Zyklen.
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2.2.8 Pyrosequenzierung fiir die BRAF-
und RAS-Analyse

Nach den abgeschlossenen MSI-Analysen erfolgte mit dem gewonnenen DNA-
Material aus den Tumorzellen eine weitere PCR fiir die anschlieBende Pyrosequenzierung
(Pyro Mark Q24 Vacuum Prep Workstation und Pyro Mark Q24 Messgerit, Qiagen,
Hilden). Das Verfahren der Pyrosequenzierung eignet sich dabei besonders gut fiir die
Analyse von Punktmutationen. Fiir die BRAF und RAS Untersuchung wurden jeweils
spezifische Primer (s. Tabelle 7) verwendet (Biomers, Ulm), die nachfolgenden Schritte
der Pyrosequenzierung verliefen bei BRAF und RAS nach dem gleichen Schema ab. Es
wurde in einem ersten Lauf BRAF Exon 15 (Position V600E) bei allen Tumorfillen
untersucht. Bei der RAS-Diagnostik wurden KRAS (Exon 3 p.59,61, Exon 4 p.117, Exon 4
p-146 und Exon 2 p.12,13) und NRAS (Exon 2 p.12,13, Exon 3 p.59,61, Exon 4 p.146, Exon
4 p.117) analysiert.

2.2.8.1 PCR fiir die
Pyrosequenzierung

Fir die PCR wurde zuerst ein Mastermix-Ansatz fiir 50 Proben angesetzt,
bestehend aus 810 pl destilliertem Wasser, 100 ul Pufferlosung (Qiagen, Hilden, Lot-No:
154040184), 10 pul ANTP (GE Healthcare, Chicago, Lot-No: 9740280), 20 ul der
spezifischen Primerlosung (Biomers, Ulm) und 10 ul Taq Polymerase (Qiagen, Hilden,
Lot-No:157025298). Zu 19 ul des Mastermixes wurde jeweils 1 ul des DNA-Gemisches
hinzugegeben. AnschlieBend konnte die PCR gestartet werden.
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2.2.8.2 Verwendete Primer

Panel Gen Genabschnitt Name Datenbank Sequenz LOT Nr.
P4 BRAF Ex15 BRAF-Ex15-Pyro-F1 TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG 1921624
P4 BRAF Ex15 BRAF-Ex15-Pyro-R1-BIO TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT 241372-3
P4 BRAF Ex15 BRAF-Ex15-Pyro-51 GTAAAAATAGGTGATTTTGG 218991-4
P1 KRAS Ex02-p.12,13 |KRAS-Pyro-F1 NNNGGCCTGCTGAAAATGACTGAA 258353-1
P1 KRAS Ex02-p.12,13 |KRAS-Pyro-R1-BIO TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT 263353-6
P1 KRAS Ex02-p.12,13 |[KRAS-Pyro-S1 TGTGGTAGTTGGAGCT 1351621
P13 KRAS Ex03-p.59,61 |KRAS Ex3 p59, p61 F3 AATTGATGGAGAAACCTGICTCTT 1351628
P13 KRAS Ex03-p.59,61 |KRAS Ex3 p59, p61 R2~Bio TCCTCATGTACTGGTCCCTCATT 171582-8
P13 KRAS Ex03-p.59,61 |KRAS Ex3 p59, p61 85 TCTCTTGGATATTCTCGAC 171582-9
P14 KRAS Ex04-p.117 KRAS Ex4 p117 F1 CTGAAGATGTACCTATGGTCCTAG 1351622
P14 KRAS Ex04-p.117 KRAS Ex4 p117 R1~BIO CTGAGCCTGTTTTGTGTCTACTG 171582-2
P14 KRAS Ex04-p 117 KRAS Ex4 p117 S1 ACCTATGGTCCTAGTAGGAA 1351624
P15 KRAS Ex04-p.146 KRAS Ex4 p146 F2 GGCTCAGGACTTAGCAAGAAGTTA 1614062
P15 KRAS Ex04-p.146 KRAS Ex4 p146 R2~BIO AGTTATGATTTTGCAGAAAACAGA 171582-5
P15 KRAS Ex04-p.146 KRAS Ex4 p146 52 GAATTCCTTTTATTGAAAC 1351627
P6 NRAS Ex02-p.12,13 |NRAS codon 12,13 F4 CTTGCTGGTGTGAAATGACTGAG 263353-8
P6 NRAS Ex02-p.12,13 [NRAS codon 12,13 R6~BIO TGGATTGTCAGTGCGCTTTT 1943013
P6 NRAS Ex02-p.12,13 |NRAS codon 12,13 S TGGTGGTGGTTGGAG 263353-10
P16 NRAS Ex03-p.59,61 |NRAS Ex3 p59, p61 F1 AAACCTGTTTGTTGGACATACTG 1351631
P16 NRAS Ex03-p.59,61 |NRAS Ex3 p59, p61 R1~Bio TATTGGTCTCTCATGGCACTGT 171582-11
P16 NRAS Ex03-p.59,61 |NRAS Ex3 p59, p61 81 TTGTTGGACATACTGGAT 1614065
P18 NRAS Ex04-p.117 NRAS Ex4 p117 F1~Bio ATGATGTACCTATGGTGCTAGTGG 171582-13
P18 NRAS Ex04-p.117 NRAS Ex4 p117 R1 CGTAACTCTTGGCCAGTTCG 1679502
P18 NRAS Ex04-p 117 NRAS Ex4 p117 §1 TCCTTGTTGGCAAATC 182358-18
P17 NRAS Ex04-p.146 NRAS Ex4 p146 F1 CGAACTGGCCAAGAGTTACG 1679504
P17 NRAS Ex04-p.146 NRAS Ex4 p146 R1~BIO TGAAAGCTGTACCATACCTGTCTG 171582-17
P17 NRAS Ex04-p.146 NRAS Ex4 p146 S1 TCCATTCATTGAAACCT 1351630

Tabelle 7: Angabe der Primer, die fiir die BRAF- und RAS-Analysen verwendet wurden; jeweils
ein Forward- (F1) und ein Reverse- Primer (R1) fiir die PCR-Analyse sowie ein Primer fiir

die Pyrosequenzierung (S1) (Balschun et al., 2011; Jung, 2015; Ogino et al., 2005).

2.2.8.3 Zusammenfassung der
Bestandteile fiir den
Mastermix der BRAF-
und RAS-PCR:

e 810 pl destilliertes Wasser

e 100 pl Pufferlosung (Qiagen, Hilden, Lot-No: 154040184)
e 10 ul ANTP (GE Healthcare, Chicago, Lot-No: 9740280)
e 20 pl Primerlosung (Biomers, Ulm, Lot-No: PM1746012)

e 10 pl Taq Polymerase (Qiagen, Hilden, Lot-No:157025298)

2.2.8.4 Vakuum Prep Station

Ein wichtiger Zwischenschritt nach der PCR mit Vorbereitung der Proben auf die
letztendliche Pyrosequenzierung fand in der Pyro Mark Q24 Vacuum Prep Workstation
(Qiagen, Hilden) statt, die aus insgesamt fiinf Becken einer ,,Waschstra3e* bestand (s.
Abb.2.11). An der Pumpe/Saugkopf des Systems befanden sich mehrere Metallsaugstifte,

woran die Sepharose-Beads mit der DNA wihrend der ,,Waschstraie” gebunden wurden.
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Das erste Becken war mit 70 % Ethanol befiillt (50 ml), im zweiten Becken befand sich

Denaturierungslosung (40 ml), danach folgte eine Station mit Waschpuffer (50 ml). Die

iibrigen zwei Becken waren mit destilliertem Wasser befiillt und dienten zum Reinigen der

Pumpe des Systems. Am Ende erfolge die Ubertragung in eine Flachbodenplatte
(PyroMark Q24 Platte, Qiagen, Hilden).

50 ml “Parking”
wash buffer position
= | R == |
40 ml 3 J 70 ml
denaturation ~ —= fr— —% h\gil purity

solution

50 ml———1 i s50ml
70% ethanol ‘—J —_— high-purity
T 7
.........

PCR plate PyroMark
Q24 plate

Abb. 2.11: Darstellung der Vakuum Prep Station mit ihren 5 Becken, die mit unterschiedlichen
Fliissigkeiten im Waschvorgang befiillt waren. Beschreibung nach dem PyroMark® Q24
Vacuum Workstation quick-start guide Protokoll (QIAGEN, 2012, December).

2.2.8.5 Vorbereitung und
Durchfiihrung

Im Folgenden werden die genauen Schritte dieses Vorgangs beschrieben:

1.

Herstellung eines “Bead-Mix” fiir 32 Proben: 32 pl ,,Beads* (Streptavidin
Sepharose High Performance, GE Healthcare, Chicago, Lot-No: 10235656),
1280 ul Bindungspuffer (Qiagen, Hilden, Lot-No: 154020017) und 768 ul
Wasser.

Herstellung eines Primermixes (Biomers, Ulm) aus Primer (auf 0,3 pM
verdiinnt) und ,,Annealing*“-Puffer (Qiagen, Hilden).

Gabe von 65 ul des ,,Bead-Mix* in jede Vertiefung der Spitzbodenplatte,
anschlieBende Zugabe von je 15 ul des PCR Produktes.

Schiitteln der Spitzbodenplatte bei 1400 rpm fiir 5-10 Min auf einer
Schiittelplatte (Monoshake Thermo Electron LED, Langenselbold).
Hinzugabe von je 25 pl Primermix in die Spitzbodenplatte, anschlieBend
Transfer der Spitzbodenplatte in die Vakuum Prep Station.

Anschalten und Uberpriifen/Waschen der Pumpe der Vakuum Prep Station mit

Wasser.
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10.

11.

12.
13.

14.
15.

16.

Befiillen der einzelnen Kammern der ,,Waschstral3e.

Aufsaugen/Absaugen der Fliissigkeit (,,Beads und PCR-Produkt) in der
Spitzbodenplatte mit der Pumpe der Vakuum Prep Station.

Transfer der Pumpe fiir ca. 5-10 Sekunden in die 1. Kammer: Waschen mit 50
ml Ethanol (70 %) (Pan Reac AppliChem, Darmstadt).

Transfer in 2. Kammer: Spiilen in 40 ml alkalischer Denaturationslosung
(Qiagen, Hilden).

Transfer in 3. Kammer: Neutralisierung mit Waschpuffer (Qiagen, Hilden).
Anheben der Pumpe, um 90 °C vertikal drehen und kurz absaugen lassen.
Ausrichten der Pumpe iiber der Flachbodenplatte (Pyromark Q24 Platte,
Qiagen, Hilden), dann die Pumpe abschalten. Die ,,Beats* mit der gebundenen
DNA konnten nun durch vorsichtiges Riitteln iibertragen werden.
Abschlielend erneutes Anheben der Pumpe und spiilen mit 70 ml Wasser.
Transfer in die 4. und 5. Kammer mit 50 ml Wasser zum Sdubern und Spiilen.
Anschliefend auf vorgesehener Position parken.

Erhitzen der Flachbodenplatte (Pyromark Q24 Platte) auf einer Heizplatte
(Prézitherm, Stork Tronic, Stuttgart) mit PyroMarkQ24 Halterung (Qiagen,
Hilden) fiir 2 Minuten auf 80 °C.

2.2.8.6 Analyse im Pyro Mark
Q24 Messger:iit

Nach Durchlaufen der Vakuum Prep Station wird das Pyro Mark Q24 Messgert

(Qiagen, Hilden) fiir die eigentliche Pyrosequenzierung vorbereitet. Dafiir wird eine

PyroMark® Q24 Cartridge (Kartusche mit verschiedenen Hohlrdumen fiir die bendtigten

Reagenzien, Qiagen, Hilden) mit den verschiedenen Nukleotiden A/C/G/T und einem

Enzym- sowie Substratmix (PyroMark Gold Q24 Regents, Qiagen, Hilden) befiillt. Eine
Skizze der PyroMark Q24 Kartusche ist in Abb. 2.12 dargestellt.

Exemplarisch wird dies fiir die BRAF-Analyse (1. Lauf mit Probe 1-21) vorgestellt:

Bei

dem ersten Lauf der BRAF-Analyse wurden 21 Fille plus eine

Positivkontrolle, ein Wildtyp und ein MIX (= 24 Plitze in einem Lauf) untersucht. Von den

verschiedenen Nukleotiden wurden folgende Mengenangaben in die Kartusche befiillt:

e Nukleotid A: 71 ul (in Fach A)
e Nukleotid C: 63 pul (in Fach C)



56

e Nukleotid G: 68 ul (in Fach G)
e Nukleotid T: 68 ul (in Fach T)
¢ Enzymmix: 119 pl (in Fach E)
e Substratmix: 119 pl (in Fach S)

AnschlieBend konnte die Pyrosequenzierung gestartet werden.

Abb. 2.12: Grafische Darstellung der PyroMark Q24 Kartusche in der Aufsicht (Produktblatt
PyroMark® Q24 Cartridge Version 3,
https://www.Qiagen.com/it/resources/download.aspx ?id=9f763b95-b523-4d27-b5dc-
2e0b06d707c5&lang=de-DE, 31.07.2020).

2.2.9 Auswertung der Ergebnisse

Wihrend der Analysen wurden alle gewonnenen Rohdaten von Gensequenzen als
Pyrogramme (graphische Darstellung von Nukleotidfrequenzen) auf einem USB-Stick
zwischengespeichert. Nach Abschluss der Analysen koénnen diese Daten mit dem
Programm PyroMark Q24 2.0.8 (Qiagen, Hilden) angesehen und verglichen werden
(s. Abb. 2.13). Mit einer erfahrenen medizinisch- technischen Laboratoriumsassistentin
(Sabine Jung) wurden die Ergebnisse zusammen analysiert und gemeinsam entschieden,
ob es sich um einen Wildtyp (WT) oder eine Mutation handelt. In jedem Lauf der
Pyrosequenzierung wurde eine Positivkontrolle, ein Wildtyp und ein MIX
(= Negativkontrolle, Reagenzien ohne PCR Produkt) mitgefiihrt. Bei einer Mutation kam
es zu Signalsteigerungen fiir eines der Nukleotide, im Vergleich zu dem Wildtyp ohne

Signalsteigerung.

Die Daten wurden in die 6ffentliche Datenbank COSMIC-Catalogue of Somatic
Mutations in Cancer (COSMIC, 2020, August 27) eingetragen und dadurch die genaue

Punktmutation bestimmt.



https://www.qiagen.com/it/resources/download.aspx?id=9f763b95-b523-4d27-b5dc-2e0b06d707c5&lang=de-DE
https://www.qiagen.com/it/resources/download.aspx?id=9f763b95-b523-4d27-b5dc-2e0b06d707c5&lang=de-DE
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Abb. 2.13: Veranschaulichung einer BRAF Untersuchung des Exon 15 (oberes Pyrogramm).
Vergleich mit dem entsprechenden Wildtyp (unteres Pyrogramm) in der griin umkreisten
Region. Hier finden sich keine zusitzlichen Signale, also entsprechend einem Wildtyp
(keine Mutation).
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3 ERGEBNISSE

Wie bereits in einem oberen Abschnitt erldutert, konnten insgesamt zehn Fille
nicht in die Untersuchungen eingeschlossen werden. Ursache hierfiir war nicht verfiigbares
Normalgewebe fiir die MSI-Testung in drei Fillen und ein zu geringer Anteil an

Tumorzellen bei sechs endometrioiden und einem klarzelligen Karzinom.

3.1 Mikrosatelliteninstabilitiatsanalyse

Von den 22 analysierten endometrioiden Ovarialkarzinomen zeigten sich
20 Karzinome in allen fiinf untersuchten MSI-Markern mikrosatellitenstabil (MSS). Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.2 verkiirzt dargestellt und in Tabelle 9 am Ende des
Kapitels ausfiihrlich aufgelistet. In Abbildung 3.3 ist beispielhaft eine ideale Auswertung
eines mikrosatellitenstabilen Markers gezeigt. Alle untersuchten Marker sind ausreichend
amplifiziert, Tumor- und Normalgewebe liegen identisch iibereinander. Zum Vergleich
dient die verwendete Positivkontrolle in Abbildung 3.4 (ein high-grade serdses,
mikrosatelliteninstabiles Ovarialkarzinom). In allen Markern fallen Extrapeaks und

Verschiebungen zwischen Tumor- und Normalgewebe auf.

Einmalig im Kollektiv konnte ein instabiler Marker (BAT25) detektiert werden
(Nr. 12), was somit als MSI-L (low-grade) zu werten war (s. Abb. 3.6). In einem weiteren
Fall war von einem high-grade MSI positiven Befund (Nr. 13) mit einer Instabilitit in
BAT25 und D2S123 auszugehen (s. Abb. 3.5). Jedoch ist bei diesem Fall nur wenig
Gewebe in den FElektropherogrammen gemessen worden, weshalb eine vollstindige
Auswertung schwierig erschien. Die Marker BAT26, D17S250 und D5S346 konnten im

Fall Nr. 13 trotz vier Wiederholungen nicht vollstindig ausgewertet werden.

Das serose Karzinom (Positivkontrolle), vorher in der Immunhistochemie als MSI
positiv getestet (s. Abb. 3.1), fiel ebenfalls in dieser Untersuchung mikrosatelliteninstabil
aus. Da es sich um die Positivkontrolle handelt, ist die Nr. 14 in der Ergebnistabelle in
Klammern gesetzt aufgefiihrt (s. Tabelle 9 und 10). Von den drei klarzelligen Karzinomen

waren alle mikrosatellitenstabil.
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Abb. 3.1: Immunhistochemie der mitgefiihrten Positivkontrolle eines serdsen Ovarialkarzinoms, das
in der molekulargenetischen Untersuchung ebenfalls MSI positiv ausfiel. Links oben
MLHI1 Testung, rechts oben PMS2 Testung, beide unauffillig. Auf den Bildern der unteren
Reihe fillt ein Ausfall von MSH 2 und MSH 6 auf.

22 endometrioide Ovarialkarzinome:

g 4 [

1 MSI-L

MSI low-grade: MSI high-grade:
1 Marker instabil mind. 2 Marker instabil

= Nr. 12 = Nr. 13,
- (Nr. 14 = Positivkontrolle)

3 klarzellige Ovarialkarzinome:

Nr. 19, 20, 25

Abb. 3.2: Vereinfachte Darstellung der Ergebnisse der MSI-Testung.
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Abb. 3.3: Darstellung der Ergebnisse eines idealen Falls in der Auswertung, hier Nr. 7
(AK06.6588_1b). Alle Marker sind ausreichend gemessen und deutlich dargestellt, Tumor-
und Normalgewebe liegen nahezu identisch iibereinander. Ein mikrosatellitenstabiler
Befund.
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Abb. 3.4: Darstellung eines MSI-H Befundes (Nr. 14 - seroses Ovarialkarzinom, Positivkontrolle).
Alle fiinf Marker sind instabil.
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Abb. 3.5: Ergebnisse der MSI-Testung des high-grade MSI positiven Falls (Nr. 13), mit
Schwierigkeiten bei der Auswertung. Bei BAT25 und D2S123 ist das Tumorgewebe im
Vergleich zum Normalgewebe verschoben, die Marker sind instabil. Dagegen sind die
anderen Marker kaum bis nicht auswertbar.
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Abb. 3.6: Ergebnisse des low-grade MSI getesteten Falls (Nr. 12) mit Schwierigkeiten in der
Auswertung.
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3.2 BRAF-Analyse

Es wurde bei BRAF das Exon 15 an der Position V600 E untersucht. In allen

untersuchten Féllen wurde keine Mutation fiir BRAF nachgewiesen.

3.3 RAS-Analyse

Bei den RAS-Onkogenen wurden KRAS und NRAS an unterschiedlichen Genloci
mit bekannten Positionen fiir Punktmutationen untersucht. Es wurde fiir KRAS und NRAS
je das Exon 3 (p.59,61), das Exon 4 (p.117 und p.146) und das Exon 2 analysiert. Bei der
RAS-Testung konnte fiir NRAS keine Mutation im Kollektiv nachgewiesen werden.
Insgesamt konnten fiinf Mutationen (das mitgetestete serose high-grade Karzinom nicht
mitgezihlt) bei KRAS Exon 2 detektiert werden (5/22 — 22,7%), wie in Tabelle 8 verkiirzt
dargestellt. Davon waren alle Tumoren von endometrioider Histologie. Fine fragliche
KRAS Exon 3 p.59,61 Mutation bestand in einem Fall (Nr. 26). Im Exon 3 und 4 des KRAS-
Gens fanden sich keine Mutationen. Zweifach wurden spezifische Mutation bei KRAS (c.35
G>A, p. G12D) mit dem Resultat von Aspartat als Aminosdure nachgewiesen und KRAS
(c. 35 G>C, p. G12A) mit Alanin als Aminosédure. Tabelle 10 am Ende des Kapitels gibt
eine Ubersicht iiber alle BRAF und RAS Ergebnisse der aktuellen Arbeit.

KRAS Exon 2 Ogino
c.35 G>A p.G12D (Aspartat)
.35 G>C p.G12A (Alanin)

¢.35 G>A p.G12D (Aspartat)
c.35 G>T p.G12V (Valin)
¢.35 G>C p.G12A (Alanin)

(14- serés
high grade) |c.38 G>A p.G13D (Aspartat)

Tabelle 8: Auflistung der KRAS (Exon 2) Punktmutationen mit Austausch eines Nukleotids in der
Sequenz (z. B. G>T: Guanin zu Thymin), worauf sich die resultierende Aminoséiure 4ndert.
Der serdse Tumorfall (Positivkontrolle der MSI-Testung, nicht zum eigentlichen Kollektiv
gehorend) wurde mitgetestet und ist hier zur Vollstdndigkeit mitaufgefiihrt.




Nummer BAT25 BAT26 _D17S250 D5S346 D28123
1 MSS MSS, MSS MSS MSS
2 MSS MSS, MSS MSS MSS
3 MSS MSS, MSS MSS MSS
4 MSS MSS, MSS MSS MSS
] MSS MSS, MSS MSS MSS
6 MSS MSS (D17S250 T nicht amplif.) MSS nicht amplifi.
7 MSS MSS, MSS MSS MSS
8 MSS MSS, MSS MSS MSS
9 MSS MSS (D175250 nicht amplif.) MSS MSS
10 MSS MSS, MSS MSS MSS
11 MSS MSS, MSS MSS MSS
12 MSI-low grade MSS, MSS MSS MSS

MSI-high grade ; . y 2
13 wenig amplif. nicht amplif. | MSI-high grade

(wenig ampit ) e < il

MSI-high grade
14

Lin hiebung MSI MSI MSI
15 MSS MSS, MSS MSS MSS
16 MSS MSS, MSS MSS MSS
MSS fragl.,
Linksverschiebung,
7 aber stabil, leicht N sS WS NS
uberladen

18 MSS MSS, MSS MSS MSS
19 MSS MSS, MSS MSS MSS
20 MSS MSS, MSS MSS MSS
21 MSS MSS, MSS MSS MSS
22 MSS MSS, MSS MSS MSS
23 MSS MSS, MSS MSS MSS
24 MSS MSS, MSS MSS MSS
25 MSS MSS, MSS MSS MSS
26 MSS MSS, MSS MSS MSS

Tabelle 9: Ergebnisse der MSI-Analyse des Kollektivs (endometrioider Tumor,
klarzelliger Tumor - Nr. 19,20,25). MSI positive Fille in orange. BAT26 und
D175250 werden jeweils zusammen aufgefiihrt, da sie in einer Einstellung
abgelesen werden konnen. Der Fall Nr. 14 ist die Positivkontrolle zum
Kollektiv.




RAS Auswertung 0= keine M i 1=M ion, X=nich b
BRAF Auswertung | KRAS | KRAS | KRAS | NRAS | NRAS | NRAS | NRAS KRAS
Nummer | 0= keine Mutation; Exon 3 Exon4 | Exon4 | Exon2 | Exon3 | Exon4 | Exon4 Exon 2
1= Mutation p.59,61 p.117 p.146 | p.12,13 | p.59,61 p.146 p. 117 Ogino
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
¢35 G=Ap.G12D
7 0 0 0 0 0 0 0 0 (Aspartat)
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 p [ERELRGIA
(Alanin)
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 0 X X X X X X X X
c.38 G=Ap.G13D
14 0 0 0 0 0 0 0 0 (Aspartat)
c.35 G=A p.G12D
15 0 0 0 0 0 0 0 0 (Aspartat)
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 I = ool
(Valin)
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0 0 p |EREURGIA
(Alanin)
22 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Unsichere
s
26 0 Ergebnis: 0 0 0 0 0 0 0
c.184 G=A
p.E62K

Tabelle 10: Ergebnisse der BRAF- und RAS-Analysen mit den jeweiligen
Punktmutationen. Fall 19,20,25 sind klarzellige Tumoren. X: keine Auswertung
moglich mit dem genetischen Material des Falls Nr. 13.
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4 DISKUSSION

4.1 Die Erkrankung

Das Ovarialkarzinom gilt auch heute noch in Zeiten der fortgeschrittenen Medizin
als Karzinom mit sehr hoher Mortalitit. Etwa 240.000 Frauen erkranken weltweit jéhrlich
an einem Ovarialkarzinom, etwa 150.000 Todesfille gehen auf diesen gynikologischen
Tumor zuriick (Webb et al., 2017). Bisher konnte in mehreren Studien fiir potenzielle
Screeningmethoden kein Vorteil im Gesamtiiberleben der gescreenten Gruppe aufgezeigt
werden (Buys et al., 2011; Henderson et al., 2018; Jacobs et al., 2016). Umso wichtiger
wire es, Risikopersonen zu identifizieren sowie individuelle und hoch wirksame Therapien

zu entwickeln, die aktuell beim Ovarialkarzinom noch nicht ausreichend vorhanden sind.

Ovarialkarzinome aufgrund von einer BRCA Anlage machen den Grofiteil der
hereditiren Karzinome aus (ca. 65-85 %), wihrend dem Lynch-Syndrom als Ursache ein
Anteil von etwa 10-15 % zukommt (Ketabi et al., 2011). Am héufigsten entwickeln sich
Darm- (40-60 % fiir Frauen) und Endometrium-Karzinome (bis zu 60 %). Zudem steigert
sich das Risiko von 1,6 % auf etwa 10 %, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken (Stewart
et al., 2019). Es bestehen Hinweise, dass besonders die endometrioiden und klarzelligen
Ovarialkarzinome mit einer MSI und somit dem Lynch-Syndrom assoziiert sind (Helder-
Woolderink et al., 2016; Ketabi et al., 2011; Leskela et al., 2020; M. A. Murphy et al.,
2011; Pal et al., 2008; Vierkoetter et al., 2014). Diese Theorie sollte anhand eines eigenen
Kollektivs aus endometrioiden und klarzelligen Karzinomen des Pathologischen Instituts
in Miinchen untersucht werden. Mit Hilfe der gewonnenen Daten sollte unter anderem die
Bedeutung und Héufigkeit eines defekten MMR-Systems bei den zwei seltenen Subtypen

des Ovarialkarzinoms eingeschitzt werden.

4.2  Ergebnisse

Ein Grofteil der analysierten endometrioiden Karzinome (n=22) und alle drei
klarzelligen Karzinome zeigten sich in den fiinf untersuchten MSI-Markern
mikrosatellitenstabil (MSS). Nur in zwei Fillen von endometrioiden Tumoren wurde eine
Instabilitét detektiert (ein MSI-L und ein MSI-H), entsprechend einer Rate von 9 %. Ein
endometrioider Fall (Nr. 13) war in dem gesamten Kollektiv der einzige mit einem high-
grade MSI positiven Befund. Zusitzlich ergaben sich bei diesem Fall jedoch mehrere
Schwierigkeiten in der Auswertung. Die Marker BAT25 und D2S123 zeigten sich instabil,
jedoch konnten die Marker BAT26, D17S5250 und D5S346 nicht suffizient ausgewertet

werden. In den verwendeten Schnitten des Tumorblocks war zuvor ausreichend Gewebe
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vorhanden, was vermuten ldsst, dass die Fixierung des Materials moglicherweise nicht

optimal erfolgt war.

4.3 MSI Bethesda Panel

Urséchlich fiir das Lynch-Syndrom mit dem Resultat einer MSI sind vererbbare
Defekte in den Genen des Mismatch-Reparatursystems (MLHI, MSH2, PMSI, PMS2,
MSH6 und MSH3). In einem Tumor resultiert aus einer MSI die Entstehung neuer
Allellingen im Vergleich zum gesunden Gewebe, welche mit der MSI-Analyse detektiert
werden konnen (Boland et al., 1998; K. M. Murphy et al., 2006). 1997 wurde von dem
National Cancer Institut das Bethesda Panel aus fiinf Mikrosatellitenmarkern zur
standardisierten Untersuchung einer MSI vorgeschlagen. Dieses setzt sich aus zwei
mononukleotiden und drei dinukleotiden Markern zusammen (Boland et al., 1998). In einer
spateren Evaluierung erkannte man Limitationen dieses urspriinglichen Panels an, da
besonders die dinukleotiden Marker verglichen mit den mononukloetiden Markern eine
geringere Sensitivitdt und Sperzifitit in der Testung von MMR-Defekten aufwiesen
(Deschoolmeester et al., 2008; K. M. Murphy et al., 2006; Umar et al., 2004). In der
Literatur gibt es Hinweise, dass dinukleotide Marker nur in 59-69 % (D5S346), 77-81 %
(D17S250) und in 85-89 % (D2S123) eine MSI bei einem MSI-H Tumor anzeigen konnen
(Loukola et al., 2001; Sutter et al., 1999). Neuere Studien deuten darauf hin, dass ein Panel
aus fiinf mononukleotiden Markern besser geeignet sein konnte, um MSI-H Tumoren zu
testen, auch weil dabei ein Vergleich mit Normalgewebe nicht unbedingt nétig ist (Buhard

et al., 2004; K. M. Murphy et al., 2006; Suraweera et al., 2002; Umar et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Kollektiv aus seltenen Ovarialkarzinomen
mithilfe der vom National Cancer Institut vorgeschlagenen Marker analysiert. Die meisten
Untersuchungen zur MSI wurden bisher am kolorektalen Karzinom durchgefiihrt. MSI
Untersuchungen von weiteren Tumortypen, wie beispielsweise dem Ovarialkarzinom, sind
aktuell noch selten in der Literatur zu finden. Es ist deshalb nicht eindeutig geklart,
inwieweit diese Marker ebenfalls fiir das Ovarialkarzinom gelten. Hier sind weitere

Untersuchungen notwendig (Deshpande et al., 2020; Umar et al., 2004).

4.4 Limitationen der Arbeit und Auswertung

Da es sich um zwei seltene Subtypen des Ovarialkarzinoms handelt, konnte nur
eine kleine Fallzahl akquiriert und analysiert werden. In einigen Fillen war es nicht
moglich, ausreichend gesundes Gewebe fiir die Untersuchungen zu gewinnen. Insgesamt

wurden 24 Wiederholungen durchgefiihrt. Nicht selten traten Artefakte in den Analysen
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auf. SchlieBlich musste in vier Fillen die Extraktion genetischen Materials aus neuen
Leerschnitten mit Wiederholung aller nachfolgenden Schritte erfolgen. Auffillig bei diesen
Fillen war, dass hiufig ein einzelner Marker nicht auswertbar war (da Genmaterial in der
Amplifikation fehlte). Bei einem Grofteil der Wiederholungen waren es besonders
dinukleotide Marker, die uneindeutig erschienen. Eine @hnliche Problematik wurde bereits
in der Literatur beschrieben. In der Menschheit sind dinukleotide Marker sehr polymorph
vorhanden, was eine zusitzliche Untersuchung von Keimzell-DNA nétig macht; ein zeit-
und kostenintensives Verfahren, welches zusétzliche Fehlerquellen mit sich bringt
(Perucho, 1999; Suraweera et al., 2002). Die Deutung dieser polymorphen Varianten ist
oftmals schwierig und aufwindig, was zu Wiederholungsldufen und falschen MSI-H
Diagnosen fiithren kann (Loukola et al., 2001; Suraweera et al., 2002). Auch kénnen bei
den dinukleotiden Markern filschlicherweise Banden als PCR-Artefakte gebildet werden
(besonders bei in Formalin fixiertem Gewebe), mit der Folge einer Missinterpretation als
eine MSI (Perucho, 1999). Diese Schwierigkeiten in der Auswertung konnten in der
aktuellen Arbeit nachvollzogen werden, weshalb eine Umstellung des Marker-Panels auf

mononukleotide Marker weiter diskutiert werden sollte:

Goel et al. schlédgt aus eigenen Untersuchungen die Verwendung eines Panels aus
fiinf mononukleotiden Markern (mithilfe einer Pentaplex PCR) vor. Dies sei dem Standard
des National Cancer Instituts {iiberlegen, da sie kostengiinstiger, schneller in der
Anwendung, effizient sowie akkurat seien. Auch werden die Analysen ohne die
Notwendigkeit von Normalgewebe durchgefiihrt, was einen deutlichen Vorteil darstellt
(Goel et al., 2010). Dadurch konnten Wiederholungen bei unklaren Ergebnissen und
Artefakten reduziert werden. In einer weiteren Studie erreichte die Verwendung von sechs
mononukleotiden Markern im Vergleich zum Bethesda Panel auch eine genauere
Differenzierung von MSI-L Fillen (in MSS oder MSI-H) (He et al., 2023). Andere
Untersuchungen vergleichen weitere MSI Marker und Panels an verschiedenen
Tumorentititen (MSI V.1.2 Panel und ein Panel aus langen mononukleotiden Markern
(LMRs)); u.a. am kolorektalen Karzinom, Endometrium-Karzinom und Prostata-
Karzinom. Hierbei vermag die Verwendung von zusétzlichen mononukleotiden Markern
(LMRs) sinnvoll sein, da diese auch relativ kurze Verschiebungen im Rahmen einer MSI
besser detektieren konnen (Lin et al., 2022). Mittlerweile wird das Promega Panel
empfohlen, welches aus fiinf mononukleotiden Markern (NR-21, NR-24, MONO-27,
BAT-25 and BAT-26) und zwei pentanukleotid Markern besteht (Zhao et al., 2022). Jedoch

fehlen dhnliche Studien zur Evaluation anderer Marker-Panels am Ovarialkarzinom.

Laut aktuellem Kenntnisstand sind bei einem GroBteil der Tumoren BAT25 und

BAT26 ausreichend, um MSI-H Tumoren ausfindig zu machen, da sie quasi monomorph
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in der Bevolkerung vorhanden sind (Suraweera et al., 2002). Das bedeutet, dass sie auch
ohne Vergleichs-DNA in Form von Normalgewebe analysiert werden konnen. Bei der
Verwendung von mononukleotiden Markern oder fokussiert BAT25 und BAT26 hiitte eine
groBere Anzahl an Tumoren aus dem urspriinglichen Kollektiv in die aktuelle
Untersuchung einbezogen werden konnen. Auch in der Diagnostik wiirde eine solche
Testung von BAT25 und BAT26 zusitzlich zur IHC eine mogliche erste Orientierung
bieten, ob weitere molekulargenetische Untersuchungen nétig sind. In einer Untersuchung
von verschiedenen Tumorentititen konnten 99,5 % der MSI-Tumoren anhand BAT26
detektiert werden (ohne den zusitzlichen Bedarf von Normalgewebe) und 99 % der
Tumoren mit MSI bei einem Kollektiv aus kolorektalen Karzinomen (Hoang et al., 1997;
Zhou et al., 1998). Dennoch verbleiben auch hier Einschrinkungen, da Polymorphismen
ebenfalls bei den monomorphen Markern vorkommen konnen. Fiir BAT26 finden sich
diese bei einem sehr kleinen Anteil der kaukasischen Bevolkerung (0,08 %), jedoch
deutlich hiufiger bei Afroamerikanern (7,7 %) (Samowitz et al., 1999). Bei dem Verdacht
auf bestehende Polymorphismen sollten deshalb weitere Marker herangezogen werden

(Suraweera et al., 2002).

4.5 Vergleich IHC und molekulargenetische
Analyse

In einer Vorarbeit wurde bereits das Ursprungskollektiv aller Ovarialkarzinome,
inklusiver der verwendeten endometrioiden wund klarzelligen Tumoren, auf

Immunhistochemie (IHC) untersucht.

In der aktuellen Arbeit wurde die molekulargenetische Analyse verwendet, da es
Vermutungen gibt, dass die IHC weniger sensitiv in der Detektion einer MSI ist, welches
sich auch in der Literatur wiederfindet. Jensen et al. analysierte in einem Kollektiv 52 Fille
mittels Immunhistochemie und molekulargenetisch anhand der fiinf molekularen MSI-
Marker. Ein MMR-Defekt wurde in 10 % der Fille molekulargenetisch detektiert, am
hdufigsten beim klarzelligen Karzinom (3/18, 17 %) gefolgt vom endometrioiden
Karzinom (1/8, 13 %). Durch die IHC wurde in einem Fall ein molekulargenetisch
nachgewiesener MSI-L Tumor nicht erkannt (Jensen et al., 2008). In einer weiteren Studie
konnten 21 % der klarzelligen Karzinome mit dem Referenzpanel an MSI-Markern positiv
getestet werden. Die IHC verfehlte dabei vier der sechs MSI-H Tumoren (67,7 %). Fiir die
fiinf Referenzmarker des NCI lief sich hierbei eine Sensitivitidt von 83,3 % bei BAT?2S,
100 % bei BAT26, 83,3 % bei D5S346, 50 % bei D2S123 und D17S250 errechnen (Cai et
al., 2004).
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Immunhistochemie sollte, im Vergleich zu einer molekularen MSI-Testung,
wahrscheinlich nicht als alleiniges Testinstrument fiir die MSI-Analyse verwendet werden,
da etwa 5 % der MSI-Tumoren durch IHC nicht erkannt werden (K. M. Murphy et al.,
2006). Wahlberg et al. beschreibt in seiner Studie, dass fiinf Fille mit einem Keimzelldefekt
in MSH?2 oder MLH] durch Immunhistochemie nicht erkannt wurden, weshalb er die IHC
als primédre Methode zur Analyse von MMR-Defekten als nicht ausreichend ansieht. Die
molekulare Analyse mit dem empfohlenen NCI-Panel zeigte dagegen in derselben Studie
eine Sensitivitit von 100 % in der Identifizierung von MSI-H Féllen (Wahlberg et al.,
2002). Beide Analysen, die IHC und die molekulare MSI-Analyse, beinhalten technische
sowie interpretatorische Schwierigkeiten. Die IHC ist dabei besonders praktisch in der
Durchfiihrung, kosteneffektiv und niitzlich in der Identifizierung von Mutationssequenzen
und somit weit verbreitet. Dagegen gilt die molekulare MSI-Analyse allgemein als exakter
und sensitiver in der Identifizierung einer MSI (Jensen et al., 2008; Wahlberg et al., 2002).
Beispielsweise konnten mononukleotide Marker (mindestens BAT25 und BAT26) in
Kombination mit der IHC das Screening auf ein Lynch-Syndrom gemeinsam erweitern und

effektivieren.

4.6 MSI am Ovarialkarzinom in der Literatur

Vergleichbare Studien zur MSI-Testung in endometrioiden und klarzelligen
Karzinomen sind in der Literatur seltener vertreten mit teils diskrepanten Ergebnissen. In
einem Kollektiv aus 48 endometrioiden und acht klarzelligen Karzinomen zeigte sich eine
MSI in sieben der 56 Fille (12,5 %). Dabei konnten bei allen MSI positiven Tumoren
Auffilligkeiten in den MSI-Markern BAT26, D2S123, D5S346 und D17S250 dargestellt
werden. BAT 25 war in sechs der sieben Fille alteriert. Daraus ldsst sich folgern, dass eine
MSIim Allgemeinen selten bei Ovarialkarzinomen zu finden ist und fast ausschlieBlich auf

endometrioide und klarzellige Tumoren begrenzt ist (Gras et al., 2001).

In einem anderen Kollektiv zeigte sich ein positiver MSI-Befund in drei
endometrioiden und einem klarzelligen Subtyp, insgesamt in 13 % (Catasus et al., 2004).
Liu et al. untersuchte bei 74 endometrioiden Karzinomen in 20 % eine MSI-H und in 12 %
eine MSI-L (Liu et al., 2004). In einer weiteren Studie mit 42 klarzelligen Tumoren fanden
sich sechs MSI-H (14.3%), und drei MSI-L (7.2%) Befunde (Cai et al., 2004).

Zusammenfassend ist die Datenlage zur genauen Abschitzung der Haufigkeit einer
MSI bei den endometrioiden und klarzelligen Ovarialtumoren noch nicht eindeutig. In der
aktuellen Untersuchung konnte MSI bei 9 % der endometrioiden Tumoren detektiert
werden (zwei MSI pos. von 22 Fillen). In 4,5 % trat eine MSI-L und in 4,5 % eine MSI-H

auf, insgesamt somit deutlich seltener als in den zuvor genannten Ergebnissen aus der
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Literatur. Die klarzelligen Tumoren zeigten sich alle stabil. Diese Diskrepanzen konnten
durch die beschriebenen Limitationen und Schwierigkeiten in der MSI-Analyse bedingt
sein. Die Durchfiihrung einer IHC in Kombination mit der molekulargenetischen Testung

vermag die Aussagekraft der Analysen in Hinblick auf die MSI Diagnostik erhohen.

4.7 RAS und BRAF Testung

Die Familie der RAS-Onkogene setzt sich aus den Genen KRAS, NRAS und HRAS
zusammen, die fiir die jeweiligen RAS-Proteine NRAS, HRAS sowie KRAS4A und 4B
codieren (Barbacid, 1987; Li et al., 2018; Shimizu et al., 1983). RAS-Mutationen kdnnen
in bis zu 30 % der Tumoren gefunden werden und bieten mdogliche Ansatzstellen fiir
spezifische Therapien von Karzinomen (Agianian et al., 2018). Zudem konnen diese als
friihe Mutationen bezeichnet werden, da sie hdufig als eine der ersten Schritte in der
Tumorenntstehung auftreten, was ein besonderes Interesse in Hinblick auf mogliche
Privention mit sich bringt. Nahezu ein Viertel der untersuchten Tumoren zeigen KRAS-
Mutationen, dagegen ist NRAS bei etwa 8 % und HRAS bei nur 3 % mutiert. Hiufig zeigen
Adenokarzinome KRAS-Mutationen (Li et al., 2018; Prior et al., 2012).

Uber verschiedene Signaltransduktionskaskaden ist RAS maBgeblich an wichtigen
Mechanismen wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose in der Zelle beteiligt
(McCubrey et al., 2007; Vakiani et al., 2011). BRAF ist ein Effektor von RAS und stellt
eine zytoplasmatische Serin-Threonin-Kinase dar (Chong et al., 2001; Vakiani et al., 2011).
In einer Vielzahl von menschlichen Tumoren sind BRAF-Mutationen zu finden, in 89 %
fithren sie zu Verdnderungen im Aktivierungssegment des Exon 15, welche iiber 90 % an
Position 600 vorkommen (V600E). Dabei kommt es zu einem Austausch von Thymin zu
Adenin an Nukleotidposition 1796, worauf die neue Aminosidure Glutaminsiure gebildet
wird (Mayr et al., 2006; Mercer et al., 2003). BRAF- und KRAS-Mutationen werden nur
selten nebeneinander in einem Tumor vorgefunden. Das unterstiitzt die Hypothese, dass
BRAF- und KRAS-Mutationen beide den RAS—RAF-MEK-ERK/MAPK Signalweg von

unterschiedlichen Ausgangspositionen aus aktivieren konnen (Mayr et al., 2006).

4.8 BRAF und RAS Ergebnisse

Die aufgetretenen fiinf Mutationen (22,7 %) betrafen stets KRAS Exon 2. Davon
waren alle Tumoren von endometrioider Histologie. Im gesamten Kollektiv fand sich keine

Mutation fiir BRAF und NRAS sowie fiir KRAS das Exon 3 und 4 betreffend.

Verglichen mit Angaben in der Literatur waren dabei die Diskrepanzen der

Resultate aus verschiedenen Analysen beziiglich der Testung von BRAF und RAS auffillig,
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weshalb eine schlussendliche Einschidtzung der Mutationsrate schwierig erscheint. Zu
BRAF-Mutationen bei endometrioiden Karzinomen reichten die Ergebnisse von 0-24 %,
(s. Aufzédhlungen unten) verglichen mit einer Mutationsrate von 0 % in der aktuellen
Analyse. Fiir KRAS ergaben sich ebenfalls unterschiedliche Angaben von 0-33 % (s.
Aufzdhlungen unten). Hiermit sind die aktuellen Ergebnisse mit einer Mutationsrate von
22,7 % am ehesten konsistent. In den meisten Studien wurde jedoch nur eine kleine Fallzahl
an Tumoren untersucht. Da diese Tumoren selten sind, ist es sinnvoll, Untersuchungen mit
einem groferen Kollektiv anzuschlieBen. Dies konnte eine mogliche Ursache sein fiir die

noch uneindeutige Studienlage.

In einer Untersuchung von Singer et al. wiesen beispielsweise 24 % der
endometrioiden Karzinome (n=21) eine BRAF-Mutation auf, aber keiner der 20
klarzelligen Tumoren. Es wurde je eine KRAS-Mutation (etwa 5 %) bei einem
endometrioiden und einem klarzelligen Tumor detektiert (Singer et al., 2003). Wenn
Mutationen vorhanden waren, dann traten BRAF und KRAS nie gleichzeitig auf.
Interessanterweise konnte in keinem der 72 high-grade serosen Ovarialkarzinome eine
Mutation von BRAF und KRAS analysiert werden. Mutationen beschrinkten sich vor allem
auf die low-grade ser6sen Karzinome, was wiederum die Theorie unterstiitzt, dass sich die
Tumorgenese von low-grade und high-grade Karzinomen unterscheidet (Singer et al.,
2003). Von 13 endometrioiden Karzinomen und vier klarzelligen Karzinomen wiesen bei
Mayr et al. in der BRAF Testung jeweils ein endometrioider- und ein klarzelliger Tumor
eine Mutation auf, was einer Mutationsrate von 9,1 % und 25 % entspricht. Diese
Ergebnisse konnten in der hier durchgefiihrten Analyse nicht reproduziert werden.
Beziiglich KRAS wurde keine Mutation fiir die beiden Subtypen detektiert (Mayr et al.,
2006), was wiederum abweicht von den obigen Ergebnissen. McConechy et al. berichten
dagegen von 33 % KRAS-Mutationen in endometrioiden Ovarialkarzinomen (McConechy
et al., 2014). Laut Shih et al. besitzen 4-5 % der endometrioiden Karzinome eine KRAS-
Mutation, bei klarzelligen Karzinomen werden 5-16 % angegeben (Shih et al., 2004).
Dagegen fand Sieben et al. in seinem Kollektiv aus 20 endometrioiden und 14 klarzelligen
Karzinomen weder eine Mutation von BRAF noch von KRAS (Sieben et al., 2004).
Letztendlich ist unklar, wie es zu solchen Abweichungen in den Ergebnissen der BRAF und

RAS-Testung bei endometrioiden und klarzelligen Karzinomen kommen mag.

4.9 Therapieansitze des Ovarialkarzinoms

Auch wenn in den letzten Jahren immer mehr Erkenntnisse iiber die molekularen
Hintergriinde dieser Erkrankung gesammelt werden konnten, besteht im Unterschied zum

Vorgehen bei Brustkrebs nur eingeschriankt Wissen iiber Mechanismen oder Ansatzpunkte,
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die auch therapeutisch genutzt werden konnten. Momentan wird jeder Subtyp des
Ovarialkarzinoms in Abhédngigkeit vom Tumorstadium anfangs gleich therapiert,
unabhéngig von einer molekular-pathologischen Differenzierung. Eine Ausnahme bilden
jedoch Tumoren mit nachgewiesener BRCA-Mutation, Rezidive eines high-grade
Ovarialkarzinoms und fortgeschrittene Ovarialkarzinome, da diese zusétzlich gezielt mit
PARP-Inhibitoren behandelt werden konnen (S3-Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020).
Aktuell erfolgen diese gezielten Therapien mit PARP-Inhibitoren oder Bevacizumab nur
als Erginzung zu einer bestehenden Standardtherapie, um dessen Effektivitit zu steigern
(Ravindran et al., 2021). Nur wenige Studien untersuchten spezifische Therapien an den
verschiedenen Subtypen des Ovarialkarzinoms. Es bestehen Hinweise, dass die low-grade
und muzindsen Ovarialkarzinome schlechter auf eine Chemotherapie ansprechen (S3-
Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020; Shih et al., 2004). Abweichungen vom
therapeutischen Standardprotokoll kénnen in der jetzigen Situation aber noch nicht
empfohlen werden (S3-Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020). Ebenfalls besteht fiir MSI
positive Ovarialkarzinome keine individuelle Therapieoption. Hierfiir sind weitere
Erkenntnisse iiber MSI-Tumoren und deren molekularpathologische Hintergriinde von
groBBer Bedeutung. Eine MSI kann jedoch bereits jetzt bei Kenntnis in Bezug auf die
Diagnostik von Relevanz sein. Sollte eine Keimbahnmutation vorliegen kann fiir direkte
Angehorige einer Patientin eine genetische Testung und intensiviertere Screeningverfahren

diskutiert werden.

Laut Lheureux et al. finden sich haufige Mutationen des endometrioiden Tumors
ebenfalls beim klarzelligen Tumor. Dazu gehoren PIK3CA (40 %), ARIDIA (30 %), KRAS
(30 %), PTEN (16 %), und PPP2RIA (16 %) (Lheureux et al., 2019). Hiermit kann die
Verwandtschaft der beiden Subtypen dargestellt werden, ein moglicherweise wichtiger
Ansatzpunkt fiir zukiinftige Therapieversuche. Beziiglich BRAF und RAS ergeben sich
bereits Hinweise auf mogliche Ansatzstellen, die therapeutisch genutzt werden konnen.
Hierzu zidhlen die MEK-Inhibitoren (Trametinib, Selumetinib, Pimasertib, Binimetinib) die
in einen Teil des aktivierten MAP-Kinase Signalwegs eingreifen konnen. Aktuell laufen
Untersuchungen zu einigen dieser Therapien in klinischen Studien (Ravindran et al., 2021).
Ein Fallbericht aus dem Jahr 2019 berichtet von einer 56-jdhrigen Frau mit
fortgeschrittenen Low-grade serdsen Ovarialkarzinom (LGSC) im Stadium IIIC. Trotz
maximaler operativer Therapie und mehreren Zyklen Chemotherapie zeigte sich eine
Tumorprogression. Durch den Nachweis einer NRAS Mutation im Tumor wurde ein
Therapieversuch mittels MEK-Inhibitor Trametinib begonnen, der noch nicht offiziell zur
Behandlung von Ovarialkarzinomen zugelassen ist, jedoch bei anderen NRAS positiven

Tumoren bereits positive Effekte gezeigt hatte. Nach einer Behandlung von einigen



73

Wochen konnte eine Normalisierung des Tumormarkers CA-125 erreicht werden, zudem
fiel ein signifikanter Riickgang der Tumormasse von 2,3 cm auf 1,1 cm auf. Die initialen
Nebenwirkungen, in diesem Fall dermatologischer Art, konnten durch eine
Dosisanpassung reduziert werden (Champer et al., 2019; Gadducci et al., 2020). Trametinib
konnte eine neue Therapieoption fiir Patientinnen mit Rezidiv eines low-grade serosen
Ovarialkarzinoms darstellen (Gershenson et al., 2022). Lee et al. folgert aus ersten Studien,
dass eine Aktivierung von MEK die Ansprechrate fiir MEK-Inhibitoren erhdhen konnte.
Jedoch gibt es Beobachtungen, dass eine MEK Aktivierung auch unabhingig einer
vorhandener BRAF- und KRAS-Mutation auftreten kann (J. M. Lee et al., 2019). Somit ist
weiter unklar, welche Patienten am ehesten von einer Therapie mit MEK-Inhibitoren

profitieren wiirden.

Voraussetzung fiir eine gezielte Tumortherapie ist ein umfangreiches Verstindnis
der Pathogenese und die Identifikation von spezifischen Treibermutationen, die sich in der
Gesamtheit an Ovarialkarzinomen nach heutigem Wissen voneinander unterscheiden. Klar
ist, dass es sich bei der Erkrankung der Ovarialkarzinome inklusive Eileiter- und
Peritonealkarzinome um eine heterogene Gruppe von Tumoren handelt, die sich in

Ursprung, Pathogenese und Prognose voneinander unterscheiden.

4.10 Fazit und Ausblick

In der aktuellen Arbeit konnten weitere Erkenntnisse gewonnen werden, die in der
Erforschung der seltenen endometrioiden und klarzelligen Ovarialkarzinome von
Bedeutung sein konnten. Eine MSI auf dem Boden eines Lynch-Syndroms mag
wahrscheinlich bei sporadisch untersuchten endometrioiden und klarzelligen
Ovarialkarzinomen eine untergeordnete Rolle spielen. Dennoch ist es sinnvoll, erkrankten
Frauen mit diesem speziellen Tumortyp eine MSI-Testung anzubieten (Vierkoetter et al.,
2014). Die aktuell verwendeten Kriterien zur Diagnose eines Lynch-Syndroms sind
eventuell nicht mehr umfassend genug, da ein Grofiteil der Ovarialkarzinome mit einer MSI
dadurch nicht erkannt werden kann (Pal et al., 2012). Zudem sollte eine Evaluation der
bisher verwendeten MSI-Marker erfolgen, gegebenenfalls mit Spezifizierung und Testung
dieser auf die Diagnostik von Ovarialkarzinomen (Deshpande et al., 2020). Mithilfe
unterschiedlicher molekularer Ergebnisse konnte es gelingen, fiir diese Gruppe der seltenen
Subtypen des Ovarialkarzinoms spezifische Treibermutation zu finden, die nicht nur

diagnostisch, sondern auch therapeutisch genutzt werden konnten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Opvarialkarzinom stellt auch heute noch in Zeiten der fortgeschrittenen
individuellen Therapien einen klinisch schwer zu behandelnden Tumor und weiterhin eine
hiufige Krebstodesursache der Frau dar. Meistens wird dabei der Tumor in einem
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, in dem eine Metastasierung bereits stattgefunden
hat (Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister
in Deutschland e.V. (Hrsg) (2019)). Eine verlissliche Screeningmethode besteht bis heute
nicht (Henderson et al., 2018; Jacobs et al., 2016). Die therapeutischen Optionen beim
Ovarialkarzinom sind dabei begrenzt. In einer radikalen Operation mit Entnahme von
Uterus, Adnexen, Tuben sowie Lymphknoten, Peritoneum und Appendix wird eine
makroskopisch komplette Resektion angestrebt. Im Anschluss ergibt sich meist eine
platinhaltige Chemotherapie fiir alle aggressiven Ovarialkarzinome (S3-Leitlinie maligner
Ovarialtumore, 2020). Im Unterschied zum Vorgehen bei Brustkrebs besteht hier relativ
wenig Wissen iiber molekulare Hintergriinde der Erkrankung, die auch therapeutisch
genutzt werden konnten. Momentan werden die unterschiedlichen Subtypen des
Ovarialkarzinoms in Abhingigkeit vom Tumorstadium noch weitgehend gleich therapiert.
Ausnahme machen Tumoren mit BRCA-Mutation, Rezidive nach Ansprechen auf eine
platinhaltige Therapie und fortgeschrittene Ovarialkarzinome, da diese zusitzlich mit
PARP-Inhibitoren behandelt werden konnen (S3-Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2020).

Andere individuelle Therapieansétze werden noch nicht routinemifig durchgefiihrt.

Das Ovarialkarzinom wird histologisch in mehrere Subtypen mit verschiedenen
Hiufigkeiten unterteilt: high-grade serds, low-grade serds, muzinds, endometrioid und
klarzellig, seltener sind die malignen Brennertumoren. In der aktuellen Arbeit wurden die
endometrioiden und klarzelligen Ovarialkarzinome molekulargenetisch auf eine
Mikrosatelliteninstabilitit (MSI) sowie auf eine BRAF-und RAS-Mutation untersucht. Ziel
der Arbeit war es, mogliche Hinweise fiir die weitere Erforschung und das Verstindnis

dieser seltenen Tumoren zu liefern.

Betroffene mit einem meist erblich bedingten Lynch-Syndrom erkranken héufig
frithzeitig an bestimmten Tumoren, vor allem an Darmkrebs. Daneben besteht bei Frauen
nahezu ein gleich grofies Risiko fiir die Entwicklung eines Endometrium-Karzinoms sowie
ein vermehrtes Auftreten von Ovarialkarzinomen (Schmeler et al., 2008). Urs4chlich fiir
das Lynch-Syndrom ist ein Defekt in dem korpereigenen Reparatursystem (MMR-System)
der Zellen, welches im gesunden Zustand Mutationen bei der Zellteilung erkennt und diese
reparieren kann. Als Folge resultiert eine Mikrosatelliteninstabilitdt im genetischen
Material. MSI ist definiert als eine Léngendnderung von Mikrosatelliten in sich

wiederholenden Gensequenzen. Folglich konnen diese neuen Allellingen im Vergleich
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zum gesunden Gewebe in der Analyse genutzt werden, um eine MSI zu detektieren (Boland
et al., 1998; K. M. Murphy et al., 2006). Fiir die Analyse einer MSI auf
molekulargenetischer Ebene wurden die fiinf bekannten MSI-Marker, das Bethesda Panel,
verwendet. In der Literatur gibt es Hinweise, dass besonders die endometrioiden und
klarzelligen Ovarialkarzinome mit einer MSI und somit dem Lynch-Syndrom assoziiert
sind (Helder-Woolderink et al., 2016; Ketabi et al., 2011; Leskela et al., 2020; M. A.
Murphy et al., 2011; Pal et al., 2008; Vierkoetter et al., 2014). Diese Theorie sollte an einem
eigenen Kollektiv iiberpriift werden, um damit die Bedeutung und Héufigkeit eines
defekten MMR-Systems bei zwei Subtypen des Ovarialkarzinoms einschitzen zu kénnen.
Zudem sollte in einem zweiten experimentellen Ansatz der Anteil der BRAF- und RAS-

Mutationen in den endometrioiden und klarzelligen Karzinomen eingeschitzt werden.

Aus einem bestehenden Kollektiv von Ovarialkarzinomen des Pathologischen
Instituts (n=300), welches alle erstdiagnostizierten Ovarialkarzinomen zwischen 2003 und
2007 umfasst, wurden insgesamt 31 endometrioide und vier klarzellige Ovarialkarzinom-
Tumorblocke fiir die Analysen im Labor zusammengestellt. Es reduzierte sich die Zahl auf
22 endometrioide und drei klarzellige Fille, da fiir die MSI-Analysen neben Tumorgewebe

auch Normalgewebe benétigt wurde, welches bei einigen Fillen nicht zu gewinnen war.

Ein Fall des Kollektivs konnte als MSI low-grade (ein Marker von fiinf getesteten
Markern instabil) und ein anderer als MSI high-grade (mind. 2 Marker instabil) klassifiziert
werden. Insgesamt fielen 20 der endometrioiden Ovarialkarzinome und alle drei
klarzelligen Ovarialkarzinome mikrosatellitenstabil aus. Bei der anschlieBenden RAS-
Testung zeigten sich fiir KRAS Exon 2 fiinf Fille mit nachgewiesener Mutation, alle traten
bei endometrioiden Tumoren auf (5/22- 22,7 %). Die BRAF- und NRAS-Analyse ergab fiir

das gesamte Kollektiv keinen Mutationsnachweis.

In Zukunft wird es im Bereich der Ovarialkarzinome noch zu
molekulargenetischen Erkenntnissen kommen miissen, um spezifische, individuelle
Therapien anbieten zu konnen. In der aktuellen Arbeit wurde gezeigt, dass eine MSI
wahrscheinlich bei den sporadischen endometrioiden und klarzelligen Ovarialkarzinomen
eine untergeordnete Rolle spielen mag. Beziiglich der Diagnostik ist die
Immunhistochemie insgesamt weit verbreitet, da sie schnell und preiswert durchfiihrbar ist.
Die molekulargenetische MSI Testung mithilfe des seit 1997 vorgestellten Bethesda Panels
ist im Vergleich ein zeitaufwindiges und kostenintensives Verfahren, welches zu
Artefakten neigt. Eine Umstellung auf modernere Panels, die z. B. vorrangig
mononukleotide Marker beinhaltet, sollte deshalb evaluiert und am Ovarialkarzinom

getestet werden.
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