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Themaeinfihrung

1 Themaeinfihrung

1.1 Motivation fur die durchgefiihrte Studie

Rechnerisch erkrankt in Deutschland etwa jeder zweite Einwohner im Laufe seines
Lebens mindestens einmal an Krebs [1]. Fur die betroffene Person bedeutet dies haufig
eine erhebliche Beeintrachtigung der Lebensqualitat und Verkirzung der Lebenszeit.
Zudem koénnen sich durch die Krankheitslast des Einzelnen betrachtliche Heraus-
forderungen fur dessen direktes Umfeld und letztlich auch fur die Gesellschaft ergeben
[2]. Die Erkrankungswahrscheinlichkeit steigt mit zunehmendem Alter an. Es ist der
wichtigste, nicht vermeidbare Risikofaktor fir die Krebsentstehung. In Anbetracht der

demographischen Entwicklung ist eine steigende Inzidenz zu beobachten [1, 3].

Gleichzeitig sorgt der rasante medizinische Fortschritt flr eine stetige Weiterentwicklung
von Strategien zur Vorbeugung, Fritherkennung, Diagnostik und Therapie der bdsartigen
Gewebeneubildungen (malignen Neoplasien) [3, 4]. Fir einige Tumorentitaten konnte
die Zahl der Langzeitliberlebenden (sog. Cancer Survivors) bereits deutlich angehoben
werden [3]. Auch durch den Einsatz molekulargenetischer Methoden lassen sich die
Entitdten zunehmend charakterisieren und in Subtypen unterteilen. Angestrebt wird eine
individualisierte Medizin. Das verbesserte Verstandnis von biologischen Prozessen und

tumorzellularen Besonderheiten ermdoglicht zudem zielgerichtete Therapieanséatze [4].

Sowohl die Neoplasien des Eierstocks (Ovar) als auch die der Harnblase sind auf3erst
heterogene Tumorentitaten [5, 6]. Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind in erster
Linie die malignen, vom Deck- oder Grenzgewebe (Epithel) ausgehenden Ovarial-
karzinome und muskelinvasiven Harnblasenkarzinome. Fir diese biologisch meist
hochaggressiven Tumoren besteht weiterhin ein grol3er Bedarf an diagnostischen,
prognostischen und pradiktiven Biomarkern sowie zusétzlichen Behandlungsoptionen
[7-12].

Die nachfolgenden beiden Unterkapitel sollen einen groben Uberblick (ber die
Erkrankungen und die Herausforderungen im Kklinischen Management geben. Fir

weiterfihrende Informationen sei auf die entsprechende Fachliteratur verwiesen.

1.1.1 Ovarialkarzinome

Eierstockkrebs war im Jahr 2020 das dritthaufigste gynakologische Malignom (7.180
Neuerkrankungen) und die funfthaufigste krebsassoziierte Todesursache (5.265 Sterbe-
falle) von Frauen in Deutschland [1]. Weltweit lag die geschatzte Zahl der Neu-
erkrankungen fir dasselbe Jahr bei 314.000 und die der Sterbefélle bei 207.300 [13].
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Der prozentuale Anteil der epithelialen Neoplasien an allen malignen Ovarialtumoren
betragt etwa 90 % [10]. Histopathologisch werden 5 grof3e Gruppen unterschieden:
high-grade serose, low-grade serose, endometrioide, klarzellige und muzindse
Adenokarzinome. Diese histologischen Subtypen variieren teils erheblich in ihrer
Pathogenese, der Molekulargenetik und folglich auch dem klinischen Verlauf [5, 14].

Der haufigste Subtyp ist das high-grade serdse Ovarialkarzinom (HGSOC), welches
zugleich eine besonders aggressive Tumorbiologie aufweist [10]. Diese Karzinome
scheinen grétenteils aus neoplastisch transformierten Epithelzellen des Eileiters (Tuba
uterina) zu entstehen, die sich entweder noch vollstandig differenziert oder bereits
dedifferenziert auf der Oberflache des Ovars absiedeln (Abbildung 1). Allerdings entsteht
wohl auch ein Teil der HGSOCs direkt aus dem ovariellen Oberflachenepithel

beziehungsweise aus dessen Einschluss (sog. Inklusionszyste) [15].
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Abbildung 1. Karzinogenese im Ovar unter Einfluss der Mikroumgebung. Das ovarielle Stroma
stimuliert offenbar neoplastische Vorlauferlasionen, sodass sich hier im Gegensatz zur Tuba
uterina grof3e Karzinome entwickeln kénnen. [a] Die meisten high-grade serésen Karzinome
(HGSC) scheinen aus dem tubaren Epithel der Fimbrien zu entstehen. Diese Zellen kénnen sich
in verschiedenen Differenzierungsstadien auf der ovariellen Oberflache absiedeln. Wie auch das
nicht-neoplastische Oberflachenepithel des Ovars (OSE) werden sie haufig invaginiert und Teil
einer Inklusionszyste (CIC). CICs kénnen auch Vorlaufer fir serose Borderlinetumoren (SBT) und
low-grade serdse Karzinome (LGSC) sein. Diese Neoplasien weisen jedoch eine andere
charakteristische Molekulargenetik auf. Klarzellige Karzinome (CCC) und endometrioide
Karzinome (EC) sind in vielen Fallen mit einer Endometriose (EMO) assoziiert, die durch
retrograde Menstruation oder auch durch eine Metaplasie des OSE bedingt sein kann.
(Gestrichelte Linien stehen fur Prozesse oder zellulare Urspriinge, durchgezogene Linien fir
Progression.) [b] Es wird angenommen, dass die ovariellen Stromazellen einen fordernden Effekt
auf Zellproliferation sowie -uberleben haben und hierdurch Tumorwachstum oder -invasion
begiinstigen. Die tubaren Stromazellen scheinen die Karzinogenese dagegen zu hemmen [15].
(Unverandert reproduziert mit Genehmigung von Springer Nature)

Das low-grade serése Ovarialkarzinom (LGSOC) ist eine eigenstandige Entitat. Nur
selten gehen diese Karzinome in ein HGSOC {ber. Ebenso wie die muzintsen

Karzinome entstehen die LGSOCs in der Regel schrittweise Uber die Zwischenstufe der



Themaeinfihrung

sogenannten Borderlinetumoren [14, 15]. Letztere seien aufgrund der Relevanz fiir die
vorliegende Arbeit ebenfalls kurz angesprochen. Es handelt sich hierbei um atypische
Epithelproliferationen, deren Dignitat zwischen den gutartigen (benignen) Adenomen
und den malignen Karzinomen liegt. Ein wesentliches Charakteristikum der ovariellen
Borderlinetumoren ist das Fehlen einer destruktiven Stromainvasion, wodurch sie fur
gewohnlich eine sehr gute Prognose aufweisen. Dennoch besteht ein gewisses
Ausbreitungs- und Progressionspotenzial. Neben den serésen und den muzindsen
Borderlinetumoren existieren noch weitere histologische Subtypen, die allerdings sehr
selten sind [5, 14]. Die endometrioiden und die klarzelligen Ovarialkarzinome entstehen

offenbar zum Teil aus einer atypischen Endometriose [15].

Die verhaltnismaRig schlechten Uberlebensaussichten der Ovarialkarzinompatientinnen
begriinden sich maf3geblich im haufig fortgeschrittenen Tumorstadium zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung [1]. Klinisch wird dieses nach dem System der Fédération
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO) klassifiziert. Die gynakologischen
FIGO-Stadien sind konkordant mit dem international anerkannten Klassifikationssystem
der Union for International Cancer Control (UICC), welche die TNM-Kategorien
(T: Ausbreitung des Priméartumors, N: Lymphknotenstatus, M: Fernmetastasen) fir alle
malignen Tumoren definiert [16]. Ein wichtiger Grund fir die spéate Diagnose ist das
Fehlen von spezifischen Friihsymptomen. Die Lokalisation der Ovarien erleichtert eine
Tumorzellausbreitung in der gesamten Bauchhohle (intraperitoneale Metastasierung),
zunachst ohne Kompression von benachbarten Strukturen. Im Verlauf kann es zu einer
deutlichen Bauchumfangsvermehrung kommen, meist bedingt durch sogenanntes
Bauchwasser (Aszites). Die Tumorzellen verbreiten sich haufig auch Uber die
Lymphgefal3e. Eine Fernmetastasierung ist eher selten [10, 16].

Die Therapie richtet sich zu grof3en Teilen nach der Ausbreitungsdiagnostik (Staging).
Von enormer Bedeutung ist in der Mehrzahl der Falle zunachst eine ausgedehnte
Operation zur Evaluation und Reduktion der Tumormasse. Hierdurch entstehen fir die
Patientinnen jedoch haufig schwerwiegende Komorbiditaten [7, 10]. Die anschlieRende,
meist platinhaltige Chemotherapie soll verbliebene Tumorzellen idealerweise eliminieren
und so die Erkrankung heilen. Allerdings sprechen einige Ovarialkarzinome nur
unzureichend auf die Systemtherapie an. Ein groR3es Problem stellt die Entwicklung einer
Platinresistenz dar. Selbst bei gutem Ansprechen auf die Erstlinien-Chemotherapie
erleiden etwa 80 % der Patientinnen mit initial fortgeschrittenem Tumorstadium ein
Rezidiv, welches haufig nicht mehr kurativ behandelt werden kann [7, 10, 16]. Neben
den uUberwiegend konventionellen, wenig individualisierten Therapiemethoden stehen
aktuell auch einzelne zielgerichtete Therapien zur Verfligung. Die progressions- und

rezidivfreie Zeit wird hierdurch haufig etwas verlangert. So kann bei fortgeschrittenen
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Karzinomen zum Beispiel eine Bevacizumab-Antikérpertherapie zur Hemmung der
GefalRneubildung (Angiogenese) eingesetzt werden oder auch eine Therapie mit PARP-
Inhibitoren, die bestimmte DNA-Reparaturmechanismen hemmen [7].

Im klinischen Alltag finden zudem bereits verschiedene Tumormarker Anwendung, wie
etwa das Muzin16 (CA125). Diese Marker weisen haufig eine eingeschrankte
Sensitivitdt und Spezifitat auf und dienen insbesondere als Verlaufsparameter [9]. Zur
Prognoseabschatzung und Therapieplanung werden noch vorwiegend die gangigen
klinisch-pathologischen Parameter wie der tumorzellulare Differenzierungsgrad
(Grading) verwendet. Therapierelevant ist aber beispielsweise auch der Nachweis einer
sogenannten homologen Rekombinations-Defizienz (HRD) beziehungsweise einer
haufig urséchlichen BRCA-Mutation. Diese zellularen Veranderungen qualifizieren die
Patientin besonders fiir den Einsatz von PARP-Inhibitoren [7]. Weitere prognostische
und pradiktive Biomarker werden dringend bendétigt, um der Heterogenitat der Ovarial-

karzinome Rechnung zu tragen [9].

1.1.2 Harnblasenkarzinome

Beinahe alle Harnblasentumoren gehen aus dem spezialisierten Epithel des Harntraktes
(Urothel) hervor. Ein gro3er Anteil dieser Neoplasien wird erfreulicherweise in einem
nicht-invasiven Stadium erstdiagnostiziert. Oberflachliche Tumoren lassen sich in vielen
Fallen unkompliziert therapieren, wobei die hohe Rezidivneigung eine regelmalige
Nachsorge erforderlich macht. Ein besonders hohes Progressions- und Rezidivrisiko
weisen die sogenannten nicht-invasiven papillaren high-grade Karzinome und vor allem
die flachen, high-grade differenzierten in-situ-Karzinome auf [6, 8].

Von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) werden diese klinisch hochrelevanten
Tumorstadien nicht als maligne Neoplasien kodiert [6]. In den epidemiologischen Daten
zum Harnblasenkrebs finden sie daher haufig keine Beriicksichtigung [8]. Bereits bei
isolierter Betrachtung der invasiven Tumoren war das Harnblasenkarzinom im Jahr 2020
die am vierthaufigsten diagnostizierte Krebserkrankung von Mannern in Deutschland.
27 % der 17.130 neu erkrankten Personen waren weiblich. Im selben Jahr wurden
insgesamt 5.877 assoziierte Sterbefalle registriert [1]. Die fur das Jahr 2020 geschéatzte
Zahl der weltweiten Neuerkrankungen betrug 573.300, die der Sterbefalle 212.500 [13].

Von grof3er klinischer Bedeutung ist die Differenzierung zwischen nicht-muskelinvasiven
und muskelinvasiven Karzinomen [8]. Der Fokus liegt in dieser Arbeit auf den muskel-
invasiven Harnblasenkarzinomen. Diese sind genetisch ausgesprochen instabil und
zeigen eine entsprechend aggressive Tumorbiologie mit rascher Progression und

haufiger Metastasierung. Diese erfolgt sowohl lymphogen als auch hadmatogen [6, 11].
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Histopathologisch weisen hierzulande mehr als 90 % der Harnblasenkarzinome eine
urotheliale Differenzierung auf. Die muskelinvasiven Urothelkarzinome (MIUCs) zeigen
ein breites morphologisches Spektrum. Auch intratumoral finden sich typischerweise
abweichende Differenzierungsmuster sowie histologische Subtypen nebeneinander [6,
12]. Die Karzinome treten sehr haufig multifokal, synchron und metachron auf. Im Sinne
einer sogenannten Feldkanzerisierung beziehungsweise durch intraepitheliale oder
intraluminale Verbreitung der Zellen kann der gesamte Harntrakt von praneoplastischen

und neoplastischen Veranderungen betroffen sein [11, 12] (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Préaneoplastische und neoplastische Veranderungen der Harnblase. [a]
Makroskopisch sichtbar ist meist nur ein Tumor mit begleitender Entziindung. Diese kann
mikroskopisch bereits einem in-situ-Karzinom entsprechen. Im Verlauf tritt eine entsprechende
Konstellation haufig erneut auf. [b] Molekulare Alterationen finden sich bereits in histologisch
unauffalligem Urothel. Innerhalb eines solchen Feldes ‘c’ kann ein Subklon mit den Alterationen
‘c+d* zu einer zellularen, makroskopisch unauffalligen Dysplasie fihren. Das in-situ-Karzinom als
direkter Vorlaufer des invasiven Harnblasenkarzinoms (‘c+d+e+f?) kann innerhalb der Dysplasie
entstehen und enthélt folglich die Alterationen ‘c+d+e‘. Weitere Karzinome mit Ursprung im Feld
‘c* kbnnen im Verlauf klinisch apparent werden. Die zusatzlichen Alterationen (‘g’, ‘h’, ‘i‘) weichen
typischerweise von denen des Primértumors ab. Auch innerhalb anderer Felder (‘a‘, b‘) kdnnen
sich teils nach Jahren Karzinome entwickeln, welche somit grundlegend andere Alterationen
aufweisen. Gemal des Stammzellkonzeptes kdnnen die Felder ‘a‘und ‘b*jedoch klonal verwandt
sein (gestrichelte Linie) [11]. (Reproduziert mit Genehmigung von Springer Nature)

Die Harnblasenspiegelung (Zystoskopie) ist von zentraler diagnostischer Bedeutung.
Insbesondere flache Lasionen sind makroskopisch haufig nur schwer abgrenzbar. Bei
Anwendung der sogenannten photodynamischen Diagnostik kann deren Detektionsrate
erhdht werden [8]. Nicht-invasive Methoden konnten die Zystoskopie bislang nicht
adaquat ersetzen. Urin-basierte Biomarker werden jedoch bereits unterstiitzend zur

Tumordetektion eingesetzt [8, 11]. Ein Vorteil der Urindiagnostik ist dabei auch die
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mdogliche Erfassung von neoplastischen Veranderungen der oberen Harnwege sowie die

verbesserte Abbildung der tumorzellularen Heterogenitat [12].

Der enorme Erkenntniszuwachs der letzten Jahre, insbesondere die molekulare Vielfalt
des Harnblasenkarzinoms betreffend, kann im klinischen Alltag derzeit noch nicht
zufriedenstellend bertcksichtigt werden [8, 12, 17].

Der Goldstandard zur Therapie des muskelinvasiven Karzinoms ist weiterhin die
sogenannte radikale Zystektomie. Hierbei wird die Harnblase mit umliegendem Gewebe
inklusive Anteile der inneren Geschlechtsorgane sowie Lymphknoten operativ entfernt
und eine alternative Harnableitung etabliert. Bei fehlender Fernmetastasierung ist der
Ansatz kurativ. Die Operation ist jedoch mit einer hohen Friihkomplikationsrate sowie
haufig mit langfristigen korperlichen und psychischen Komorbiditaten assoziiert [8].

In ausgewahlten Fallen ist ein primar organerhaltendes Vorgehen mit lokaler Resektion
und anschlieRender Radiochemotherapie in kurativer Intention méglich [8, 12].
Lokalrezidive und Fernmetastasen kénnen auch nach radikaler Zystektomie auftreten.
Vor allem bei organiberschreitenden Tumoren oder befallenen Lymphknoten besteht
daher zuséatzlich die Indikation zur Systemtherapie. Diese kann bereits préoperativ
erfolgen. Der Einsatz einer teils stark belastenden Chemotherapie muss interdisziplinér
abgewogen werden, zumal bei Weitem nicht alle Patienten im Sinne einer Verlangerung
des Gesamtlberlebens profitieren. Der aktuelle Standard ist eine cisplatinhaltige
Kombinations-Chemotherapie [8]. Routinemalig eingesetzte Biomarker zur Pradiktion
des Therapieansprechens existieren gegenwartig nicht. Bislang sind fir das
Harnblasenkarzinom zudem vergleichsweise wenige zielgerichtete Therapien etabliert.
Ein groRRer Fortschritt war die Zulassung der sogenannten Immun-Checkpoint-
Inhibitoren. Voraussetzung fur den Einsatz dieser Antikorper in der Erstlinientherapie ist
hierzulande die tumorzellulare Expression von PD-L1. Fir bereits metastasierte
Patienten hat die medikamenttse Tumortherapie einen besonders hohen Stellenwert [8,
17].

Es besteht ein groRer Bedarf nach weiteren pradiktiven Biomarkern. Ebenso bedeutsam
ist die Etablierung neuer prognostischer Marker, um der enormen Heterogenitat der
Harnblasenkarzinome zukinftig besser gerecht zu werden [17]. Zentral ist hierbei vor
allem die Abschatzung des Rezidivrisikos. Die regelméf3igen Nachsorgeuntersuchungen
tragen ebenfalls ein gewisses Komplikationsrisiko und kénnen die Lebensqualitat der
Betroffenen deutlich beeintrachtigen. Darlber hinaus stellen sie eine immense
Belastung fur das Gesundheitssystem dar. Gerechnet von der Erstdiagnose bis zum Tod
des Patienten gilt das Harnblasenkarzinom als die teuerste Tumorentitat. Zugleich ist sie

in der Forschung stark unterreprasentiert [8, 11].
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1.2 Zellstoffwechsel und Azidose im Tumormikromilieu

Das Karzinomgewebe kann als &uRerst komplexes und dynamisches Okosystem
betrachtet werden. Im Jahr 2000 definierten die Autoren Hanahan und Weinberg stark
vereinfachte Kennzeichen, die malignes Gewebe von nicht-neoplastischem Gewebe
unterscheiden. Mittlerweile enthélt deren Schema 14 Kategorien [18].

Die zugrundeliegenden Prozesse bedingen sich gegenseitig und sind noch
unzureichend verstanden. Gemal3 dem Konzept der klonalen Evolution skizzieren sie
jedoch die Mechanismen, die fiir das Uberleben bestimmter Tumorzellklone unter dem
starken Selektionsdruck im Tumormikromilieu entscheidend sind. Ein fundamentales

Merkmal von neoplastischen Zellen ist dabei die genomische Instabilitat [19, 20].

Die differenzierten Epithelzellen des gesunden Gewebes fligen sich tiber Zellkontakte in
einen polar organisierten Zellverband ein und erfilllen spezifische Funktionen fir den
Organismus. Durch das streng regulierte Verhaltnis von Zellteilung, Differenzierung und
Apoptose wird die Zellzahl im Gewebe auf einem zweckdienlichen Niveau gehalten [21-
23]. Im Laufe der malignen Transformation akkumulieren in den Tumorzellen viele
Tausende Mutationen, wobei die meisten als sogenannte passenger-Mutationen zu
keinem Selektionsvorteil fir die betroffene Zelle fuhren. Dagegen l6sen driver-
Mutationen in Schllsselgenen von regulatorischen Signalwegen phanotypische
Veranderungen aus und fihren zu einer fortschreitenden Dedifferenzierung [18, 24, 25].
Unterschieden wird dabei die Aktivierung wachstumsfordernder Gene (Onkogene) und
die Inaktivierung wachstumshemmender Gene (Tumorsuppressorgene) [24]. Auch
epigenetische Alterationen bedingen eine veranderte Genexpression und kénnen einen

Wachstumsvorteil fur die Tumorzelle bedeuten [18, 22, 26].

1.2.1 Veréanderter Stoffwechsel im Karzinomgewebe

Die Fahigkeit zur autonomen, unkontrollierten Proliferation bedingt eine Steigerung des
tumorzellularen Stoffwechsels (Metabolismus). Durch die erhdhte Teilungsrate entsteht
im neoplastischen Gewebe jedoch ein Missverhaltnis von Zellzahl und GefalRversorgung
(Vaskularisation). Dies fuihrt zu einem verminderten Sauerstoff- und Nahrstoffangebot.

Zudem werden Metabolite nicht mehr suffizient abtransportiert [21, 23, 27].

Die Restriktion von Sauerstoff wird dabei als Erstes kritisch fir den Erhalt der
Zellfunktion. Unter hypoxischen Bedingungen kann die Energiegewinnung nicht mehr
Uber die hocheffiziente oxidative Phosphorylierung erfolgen. Stattdessen wird der
Energietrager Adenosintriphosphat in deutlich geringerer Menge durch anaerobe
Glykolyse erzeugt, wobei das durch den Glukoseabbau anfallende Pyruvat zu Laktat

reduziert wird (Milchsauregarung) [23, 28].
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In den 1920er Jahren beobachtete Otto Warburg, dass Tumorzellen haufig auch bei
ausreichender Oxygenierung eine erhohte Glykolyserate aufweisen (sog. aerobe
Glykolyse). Dieses auch als Warburg-Effekt bezeichnete Phdnomen lasst sich dadurch
erklaren, dass die Glykolyse trotz der =zundchst geringeren Energieeffizienz
Selektionsvorteile mit sich bringt. So bleibt die Zellproliferation beispielsweise auch bei
schwankender Sauerstoffkonzentration mdglich. Darlber hinaus kdnnen anfallende
Metabolite zur Aufrechterhaltung von anabolen Prozessen weiterverwertet werden.
Aufgrund dieser und weiterer Vorteile flir das Zellwachstum ist die gesteigerte
Glykolyserate mit einer schlechten Prognose assoziiert [23, 28-31].

Sowohl bei Hypoxie als auch bei Normoxie wird die Umstellung auf Glykolyse vorder-
grundig durch den Transkriptionsfaktor HIF-1 vermittelt, der die Genexpression der
notwendigen Enzyme steigert [28, 30]. Um die geringere Effizienz der Glykolyse aus-
zugleichen, werden zudem vermehrt Glukosetransporter in die Zellmembran eingebaut.
Im Rahmen der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) kann die hohe Glukose-
aufnahme von aggressiven Tumorzellen diagnostisch genutzt werden [21, 30-32].

Auch andere Substrate werden von Tumorzellen in erhéhter Menge aufgenommen. Zu
nennen ist hier vor allem Glutamin, das der Zelle Kohlenstoff und Stickstoff flr die
Biosynthese zur Verflugung stellt und wichtig fir die Aufnahme von essenziellen
Aminoséauren ist. Aktiv sind in Tumorzellen zudem die metabolischen Wege zur de-novo-
Synthese von Fettsduren sowie weitere Prozesse, die zur Aufrechterhaltung der

zellularen Struktur und Funktion beitragen [29, 31].

Der Zellmetabolismus wird im Tumorgewebe somit gravierend umprogrammiert. Nicht in
allen Zellen finden die Prozesse jedoch im gleichen Ausmalf} statt. Die metabolische
Heterogenitat erklart sich durch die zahlreichen mdglichen Einflussfaktoren. So kann die
metabolische Umprogrammierung beispielsweise auch durch Entzindungsprozesse,
oxidativen Stress und durch Alterationen in Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen
ausgelost werden. Teils wirken diese Stimulatoren ebenfalls Gber HIF-1 [23, 28, 30, 33].
Subpopulationen von Tumorzellen nutzen weiterhin bevorzugt die oxidative
Phosphorylierung zur Deckung ihres Energiebedarfs. Anstatt einer Konkurrenz um die
verfligbaren Substrate besteht zwischen den Zellen im Tumorgewebe héaufig eine
metabolische Symbiose. Unter anderem wird das Laktat aus glykolytischen Tumorzellen
von oxidativen Tumorzellen aufgenommen und Uber den Citratzyklus verwertet [21, 33].
Zudem stehen das Tumorparenchym und das Tumorstroma in engem wechselseitigem
Austausch. Im Laufe der malignen Transformation kbnnen Tumorzellen beispielsweise
umliegende Fibroblasten durch Signale verandern und in sogenannte krebsassoziierte
Fibroblasten (CAFs) umwandeln. Diese fordern Uber verschiedene Mechanismen die

Tumorprogression. Der Metabolismus von CAFs wird dabei ebenfalls umprogrammiert.
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Sie produzieren mittels aerober Glykolyse energiereiche Metabolite wie Pyruvat und
Laktat, welche anschlieRend sezerniert und in den Metabolismus von Tumorzellen

eingeschleust werden (sog. umgekehrter Warburg-Effekt [34]) [33, 35].

1.2.2 Klinische Relevanz der tumorzellularen pH-Regulation

Insbesondere durch den gesteigerten Energiemetabolismus mit teils deutlich erhdhter
Glykolyserate akkumulieren in den Tumorzellen Protonen, die zu einem schrittweisen
Absinken des pH-Wertes fihren [36, 37]. Viele zellulare Prozesse, wie auch die
Erzeugung von Energie selbst, sind jedoch stark pH-abhangig. Eine intrazellulare
Azidose kann die Zellfunktion massiv beeintréachtigen und letztlich zum Zelltod fuhren.
Zudem inhibiert die Akkumulation von Laktat in glykolytischen Zellen den Energie-
metabolismus [37].

Die vermehrte Expression von pH-regulierenden Enzymen und Transportproteinen
ermoglicht Tumorzellen das Uberleben und die Aufrechterhaltung der Proliferationsrate.

Abbildung 3 gibt einen Uberblick tber die zentralen Regulationsmechanismen [36].
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Abbildung 3: Zentrale pH-Regulationsmechanismen einer Tumorzelle. Glukose wird Uber
spezifische Transporter (GLUT) in die Zelle aufgenommen und zu Pyruvat metabolisiert, um 2
Einheiten des Energietrdgers Adenosintriphosphat (ATP) zu generieren. Unter aeroben
Bedingungen kann Pyruvat in den Mitochondrien bis zur oxidativen Phosphorylierung
metabolisiert werden, wodurch die Bildung von etwa 36 weiteren Einheiten ATP mdglich ist. Im
Rahmen der anaeroben Glykolyse wird Pyruvat dagegen zu Laktat reduziert. Durch beide
Prozesse, insbesondere aber bei gesteigerter Glykolyserate, akkumulieren intrazellular Protonen
(H*). Um den pH-Wert zu stabilisieren, werden diese mithilfe von Bikarbonat-lonen (HCOzs)
abgepuffert oder tber verschiedene Mechanismen nach extrazellular verlagert. Zentral beteiligt
sind: Carboanhydrase-lsoenzym I, IX und Xl (CA ll, CA IX und CA XiI), Bikarbonat-Transporter
(BT), Natrium-Bikarbonat-Kotransporter (NBC), Anionen-Austauscher (AE), Monocarboxylat-
Transporter (MCT), Natrium-Protonen-Austauscher (NHE) und ATP-abhangige Protonenpumpen
(V-ATPase/H*-ATPase). Der Transkriptionsfaktor HIF induziert die Expression von wichtigen
Komponenten der Glykolyse und der zellularen pH-Regulation [36]
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Zu diesen Mechanismen zéahlt auch das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Enzym
Carboanhydrase Xl (CA XIlI) [38-40], welches im nachfolgenden Kapitel thematisiert wird
(Kapitel 1.3).

Durch das Ausschleusen von sauren Metaboliten und den Import von lonen zur
Pufferung halten Tumorzellen das intrazellulare Milieu leicht alkalisch, wohingegen sich
extrazellular eine Azidose ausbildet. Hierdurch entsteht eine dkologische Nische, die
insbesondere fir nicht-neoplastische Zellen toxisch ist und zu einem Selektionsvorteil
fur die besser adaptierten Tumorzellen fuhrt. So ist zun&chst eine lokale Ausbreitung,
spater ein invasives Wachstum und die metastatische Dissemination der Tumorzellen
moglich [28, 41, 42].

Der starke Selektionsdruck im azidotischen Milieu fordert die genomische Instabilitat
[37]. Neben der erhdhten Genexpression von pH-Regulationsmechanismen begrindet
sich der Uberlebensvorteil der Tumorzellen damit auch in bestimmten genomischen
Alterationen, die zu einer Resistenz gegen die Azidose-induzierte Apoptose fiihren [28,
37]. Die Adaptation der Tumorzellen erfolgt zudem Utber chronische Autophagie, einen
gesteigerten lysosomalen Umsatz und deren subzellulare Umverteilung sowie tber die
Bildung von Adiposomen [43, 44].

Ein weiterer Effekt der Tumorazidose ist die vermehrte Freisetzung von extrazellularen
Vesikeln (EVs), die vielfaltig zur Tumorausbreitung beitragen [43, 45].

Von grolRer Bedeutung ist dartiber hinaus die Férderung der epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT). Dabei verlieren die Zellen epitheliale Merkmale wie die Ausbildung
bestimmter Zellkontakte und die apiko-basale Polaritét. Stattdessen erlangen sie andere
Fahigkeiten wie die Produktion von proteolytischen Enzymen zum Abbau der extra-
zellularen Matrix. Auch der niedrige pH-Wert selbst erleichtert die Degradation der Matrix
durch Aktivierung der Enzyme [41, 46]. Die Tumorzellen kdnnen sich somit aus dem
Zellverband lo6sen und in glnstigere Umgebungsbedingungen migrieren. Als zentrales
Prinzip der Tumorzellinvasion und -dissemination ist die EMT entscheidend fur die
schlechte Prognose maligner Tumoren [22].

Auch Krebsstammzellen profitieren von der Tumorazidose [21, 37]. Zusatzlich bedingt
die veranderte Saure-Basen-Homdéostase ein immunsuppressives Milieu sowie eine
zunehmende Radio- und Chemoresistenz [40, 43, 44, 47].

Insgesamt fordert ein niedriger extrazellularer pH-Wert im Tumorgewebe also die
evolutiondre Selektion aggressiver Tumorzellklone und folglich die Tumorprogression.
Dennoch ware eine zu starke Azidose selbst flr neoplastische Zellen kontraproduktiv.
Das azidotische Tumormikromilieu stimuliert jedoch auch die Angiogenese. Hierdurch
kénnen Metabolite besser abtransportiert werden. Bei starker Azidose wird der Tumor-

metabolismus auRerdem vermehrt auf oxidative Energiegewinnung umgestellt, wodurch
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sich die intrazellulare Azidose abschwécht [37, 43]. Zudem kdnnen Tumorzellen anhand
der exprimierten Regulationsenzyme vermutlich auch den extrazellularen pH-Wert

abpuffern und diesen auf einem fur sie forderlichen Niveau stabilisieren [48, 49].

1.3 Tumorassoziation des Enzyms CA XII

Die Familie der humanen Carboanhydrasen (CAs) umfasst 12 katalytisch aktive Zink-
Metalloenzyme. Diese beschleunigen die reversible Hydratation von Kohlendioxid zu
Kohlenséure, die anschlieBend in ein Bikarbonat-lon und ein Proton zerféllt. Die
vollstandige Reaktionsgleichung lautet daher: CO; + H,O = H,CO3 = HCO3™ + H'.

Diese Reaktion ist von grofRer Bedeutung fir zahlreiche physiologische Prozesse.
Neben der pH-Regulation sind die CAs beispielsweise am lonentransport, dem
Gasaustausch, der Flissigkeitsresorption und -sekretion, der Knochenresorption, der
Kalzifikation sowie der Urea-, Lipo- und Glukoneogenese beteiligt. Gemal ihrer
charakteristischen subzellularen Lokalisation kdnnen die CAs in zytoplasmatische (CA,
CAIll, CAlll, CAVII, CAXII), membranstandige (CAIV, CAIX, CAXIl, CAXIV),
mitochondriale (CAVA, CAVB) und ein sekretorisches (CAVI) Isoenzym unterteilt
werden. Zudem unterscheiden sich die einzelnen Enzyme hinsichtlich der Verteilung im
Gewebe beziehungsweise der Expressionshaufigkeit in bestimmten Zelltypen und somit
in der Funktion fur den Organismus. Insbesondere flir CAll, CA1X und CA XII konnte

bereits eine tumorbiologische Relevanz aufgezeigt werden [48, 50-52].

Das Enzym CA XII galt vom Zeitpunkt seiner Entdeckung an als tumorassoziiert. Im Jahr
1998 berichteten zwei Arbeitsgruppen beinahe zeitgleich von dessen Identifizierung in
klarzelligen Nierenzellkarzinomen [38, 39]. Seither wurde CA XII in zahlreichen weiteren
Tumorentitaten nachgewiesen. Das Enzym spielt dartiber hinaus fur verschiedene nicht-
neoplastische Erkrankungen eine Rolle und wird auch im gesunden Normalgewebe
haufig exprimiert. Fir nahere Informationen sei auf den Ubersichtsartikel der Autoren
Abdul Waheed und William Sly verwiesen [53].

Das fur CA XIll kodierende Gen tragt die Bezeichnung CA 12 und ist auf Chromosom 15
lokalisiert (15¢922) [38]. Es sind 3 Transkripte bekannt, die durch alternatives Spleil3en
entstehen. Die jeweiligen Varianten des Enzyms unterscheiden sich mdglicherweise
etwas in ihrer Lokalisation und Funktion [54, 55]. Bei voller Lange besteht CA XIl aus
354 Aminoséauren. Die Proteinsequenz gliedert sich in ein N-terminales Signalpeptid,
eine katalytische Ektodomane, eine Transmembrandoméne und eine C-terminale
intrazellulare Domane [38]. Das native Protein kann als Homodimer vorliegen [56]. Eine
Ubersichtliche Darstellung der posttranslationalen Modifikationen ist in der Arbeit von

Anna Di Fiore und ihren Kollegen zu finden [57]. Zu betonen ist dabei die Bedeutung der
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intrazellularen Domane. Diese kann beispielsweise durch verschiedene Kinasen
phosphoryliert werden [38] und vermutlich auch Uber eine veranderte Proteinstruktur die
Funktion des Enzyms regulieren. Inshesondere bezlglich der Beteiligung von CA Xll an
Prozessen innerhalb der Zelle ist noch unzureichend bekannt. Es kann jedoch
angenommen werden, dass die intrazellulare Doméane wichtige Bindungsstellen fur die
Interaktion mit Partnerproteinen enthalt [56-58].

Die Expression von CAXIlI kann konstitutiv aufgrund der spezifischen Zellfunktion
erfolgen [53, 59-61] und bei erhéhtem Bedarf durch veranderte Umgebungsbedingungen
hochreguliert werden. So wurde beispielsweise die vermehrte Enzyminduktion unter
Hypoxie berichtet [62-65]. Wenngleich der genaue Zusammenhang noch nicht
hinreichend untersucht ist, scheint der Transkriptionsfaktor HIF-1 dabei eine wichtige
Rolle zu spielen [66-68]. Dieser kann wiederum durch zahlreiche Faktoren beeinflusst
werden. Bereits angesprochen wurde die zentrale Rolle von HIF-1 bei der metabolischen
Umstellung auf eine vermehrte Nutzung der Glykolyse, sowohl bei Hypoxie als auch bei
Normoxie. In diesem Rahmen bereitet HIF-1 die Zelle auch auf die drohende Azidose
vor und erweitert die pH-Regulationsmechanismen [28], etwa durch Hochregulation von
CAXIl [30, 40]. Zudem sei erwahnt, dass CA Xll in Zellen mit defizientem Von-Hippel-
Lindau-Protein (pVHL) konstitutiv Uberexprimiert wird. In diesen Zellen ist HIF-1
dauerhaft aktiviert [62]. Auch verschiedene Wachstumsfaktoren kénnen die CA XII-
Expression offenbar tber HIF-1 regulieren [69]. An der Induktion von CA XII sind jedoch
auch andere Mechanismen beteiligt. Ning et al. berichteten beispielsweise einen
synergistischen Effekt von HIF-1 und autokrinen Zytokinen auf die CA XlI-Expression in
glykolytischen Stromazellen des Tumormikromilieus [67]. Die Transkription von CA 12
wird darlber hinaus durch den Ostrogenrezeptor alpha (ERa) stimuliert, der an
hormonresponsive Enhancer des Gens binden kann [70, 71]. Porras et al. beobachteten
in ER-positiven Mammakarzinomen die erganzende Regulation durch den
Transkriptionsfaktor GATA3. Der Faktor FOXAL kdnnte ebenfalls eine Rolle spielen [71].
Bekanntist auch, dass das Aktivatorprotein 2y (AP-2y) direkt an den Promotor von CA 12
bindet und dessen Transkription zusatzlich indirekt tber die Hochregulation des ERa
sowie andere assoziierte Transkriptionsfaktoren reguliert [72]. CA 12 scheint auRerdem

durch den nukledaren Hormonrezeptor FXR beeinflusst zu werden [73].

1.3.1 Rolle von CAXIl in der Tumorbiologie

Bei Uberexpression von CA Xl erhalten Tumorzellen Selektionsvorteile. Das Enzym ist
mafigeblich beteiligt an der intrazellularen Alkalisierung sowie an der Ausbildung und
Aufrechterhaltung einer tumorfoérdernden Azidose im Mikromilieu [36, 48]. Abbildung 4

stellt den zugrundeliegenden Mechanismus in vereinfachter Form dar.
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Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung der tumorfordernden pH-Regulation durch
Carboanhydrasen (CAs). Die membranstandigen Isoenzyme CA IX und CA XlI bilden gemeinsam
mit dem zytoplasmatischen Isoenzym CA Il und verschiedenen Membranproteinen ein Metabolon
zur Pufferung von azidotisch wirkenden Protonen (H*) aus dem Tumormetabolismus mit
Bikarbonat-lonen (HCO3). Somit kénnen sie die Tumorprogression durch Stabilisierung des
intrazellularen pH-Wertes und zugleich durch einen Beitrag zur extrazellularen Azidose férdern.
(** Der abgebildete lonentransporter steht stellvertretend fir verschiedene mégliche Proteine).
Modifiziert nach [74]

Als Transmembranprotein mit extrazellular lokalisierter Enzymdomane kann CA XII das
im Mikromilieu vorhandene Kohlendioxid hydratisieren und somit basisch wirkende
Bikarbonat-lonen bereitstellen. Diese kdnnen durch entsprechende Transporter in die
Zelle aufgenommen werden (siehe Abbildung 3 in Kapitel 1.2.2). Das zytoplasmatische
Isoenzym CA Il kann die Bikarbonat-lonen nun verwenden, um die im Metabolismus
produzierten Protonen abzupuffern. Hierbei entstehen wiederum Kohlendioxid und
Wasser. Beide Molekile kdénnen gemeinsam (ber sogenannte Aquaporine aus-
geschleust werden. Bei entsprechendem Konzentrationsgefalle kann Kohlendioxid
zudem frei Uber die Plasmamembran diffundieren [36].

Kohlendioxid fallt auch durch andere Reaktionen an, beispielsweise im teils hochaktiven
Citratzyklus der Tumorzellen, und besitzt ebenfalls ein gewisses Potenzial zur Senkung
des intrazellularen pH-Wertes [49]. Die Transmembran-CAs erleichtern die Abgabe von
Kohlendioxid, indem sie einen nach extrazellular gerichteten Gradienten aufrecht-
erhalten und mdoglicherweise auch direkt mit Aquaporinen interagieren [49, 68].
Aulerhalb der Zelle wird es entweder zum Gasaustausch in eine Kapillare abgegeben
oder erneut von den CAs hydratisiert. Im zweiten Fall entsteht neben dem Bikarbonat-
lon auch ein Proton. Dieses kann extrazellular verbleiben und den pH-Wert dort starker
senken als ein Kohlendioxid-Molekil. Auch bei oxidativen Zellen tragt CA XII damit
vermutlich entscheidend zur extrazellularen Azidose bei [49]. Das erneut internalisierte
Bikarbonat-lon sorgt wiederum dafiir, dass die Tumorzelle im zunehmend azidotischen

Milieu besser Uberleben kann [36].
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Die tumorbiologische Bedeutung von CA XlI wird bei experimenteller Unterdriickung der
Genexpression oder auch bei Inhibition der Enzymfunktion ersichtlich.

So konnte in verschiedenen Studien bereits eine Reduktion der Tumorzellproliferation
sowie eine Induktion der tumorzellularen Apoptose beziehungsweise der Ferroptose
gezeigt werden [68, 75-77]. Hsieh et al. berichteten zudem ein eingeschranktes
Migrations- und Invasionspotenzial von Mammakarzinomzellen bei Blockierung der
CA 12-Expression [78]. Das Enzym scheint eine wichtige Rolle im p38 MAPK-Signalweg
zu spielen und die Aktivitat von Metalloproteinasen zu beeinflussen [67, 78, 79]. Bekannt
ist auch die Beteiligung von CAXIl am Hedgehog-Signalweg. Durch direkte oder
indirekte CA XllI-Inhibition lieR3 sich bei Giuntini et al. die Ausbreitung von Melanomzellen
reduzieren [80]. Li et al. konnten zeigen, dass der EMT-Aktivator ZEB1 bei Blockierung
von CA XII in seiner Funktion gehemmt ist und beobachteten eine geringere Invasion
von Glioblastomzellen [81].

Daruber hinaus beeinflusst CA XII mafRgeblich die Resistenz von neoplastischer Zellen
gegenuber verschiedenen Therapien. Von grofRer Bedeutung ist hierbei nicht nur die
Azidose im Extrazellularraum [40, 43, 47]. Kopecka et al. beobachteten auf Tumorzellen
die Koexpression von CA Xll mit dem P-Glykoprotein (P-GP), welches ein zentraler MDR
(multidrug resistance)-Transporter ist. Durch physische Interaktion unterstiitzt CA Xl die
Aktivitdt des P-GP und damit das Ausschleusen von bestimmten zytotoxischen
Substanzen. Fir das Isoenzym CA IX scheint dieser Zusammenhang hingegen nicht zu
gelten [66, 82].

Eine hohe CA XlI-Expression findet sich auch auf manchen Krebsstammzellen, die nicht
nur entscheidend fiir die Tumorprogression, sondern auch fiir die Rezidiventstehung
sein konnen [37, 81, 83].

1.3.2 CAXIl als attraktives Zielantigen fur die Tumordetektion und -therapie

Als Oberflachenantigen, das von vielen neoplastischen Zellen berexprimiert wird [38,
54,75, 84-86] und deren malignes Potenzial fordert, ist CA Xl ein attraktives Molekdil fur
die zielgerichtete Tumortherapie. CA Xll-Inhibitoren werden daher intensiv erforscht. Zu
den aussichtsreichen Kandidaten zéhlen neben niedermolekularen Wirkstoffen [52, 87]
aufgrund ihrer meist héheren Spezifitat auch monoklonale Antikérper [83, 88, 89].

Der erste biologische und hoch effiziente CA XllI-Inhibitor war der Antikdrper 6A10 [83].
Er ist in der Lage, die extrazellulare Enzymdomane vitaler Zellen spezifisch zu binden
und zu blockieren. Im Xenograft-Mausmodell liel3 sich sowohl ein reduziertes Tumor-
wachstum [65, 76] als auch eine erhdhte Chemosensitivitat mit reduzierter Anzahl von

Metastasen [82] nachweisen. Fiur den klinischen Einsatz wurde der Antikbrper 6A10
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bereits weiterentwickelt. Das entsprechende Fab-Fragment (Fab6A10) zeichnet sich
unter anderem durch eine verbesserte Gewebegangigkeit aus [90].

Die spezifische Detektion von CA XIl kann darliber hinaus genutzt werden, um weitere
Therapeutika direkt zu den Tumorzellen zu transportieren. Hierfir lassen sich Antikdrper
beziehungsweise ihre Fab-Fragmente mit verschiedenen Substanzen koppeln (sog.
Antikorper-Wirkstoff-Konjugate, ADCs), wodurch idealerweise die Wirksamkeit
verbessert und Nebenwirkungen reduziert werden kénnen [91]. Die Kopplung von
Fluorophoren oder anderen diagnostischen Stoffen ist ebenfalls moglich [92]. Auch flr
den Antikorper 6A10 beziehungsweise das Fab6A10 wurden verschiedene Immun-
konjugate zur in-vivo-Diagnostik sowie zur therapeutischen Anwendung untersucht [65,
91, 93, 94]. Die intrakavitare Radioimmuntherapie mit Lutetium-177-markiertem
Fab6A10 konnte bereits im Rahmen einer Pilotstudie an einzelnen Glioblastompatienten
getestet werden. Die Therapie scheint gut vertraglich zu sein. Eine klinische Phase-I-
Studie ist im Mai 2022 angelaufen [95].

Monoklonale anti-CA XlI-Antikorper konnen sich auch fur die in-vitro-Diagnostik eignen.
Kobayashi et al. entwickelten beispielsweise einen entsprechenden Antikorper als

serodiagnostischen Marker fir Lungenkarzinome [96].

Im Helmholtz Zentrum Minchen (HMGU) wurde der Antikérper 6A10 mit dem Fluorophor
Alexa647 markiert und in Vorarbeit fir die vorliegende Arbeit verwendet, um Aszites-
Proben von Ovarialkarzinompatientinnen durchflusszytometrisch zu untersuchen. In
allen 22 Fallen wiesen die enthaltenen Tumorzellen eine bemerkenswerte CA XII-
Oberflachenexpression auf. In 2 zusatzlich analysierten Proben von Patientinnen mit
ovariellen Borderlinetumoren fand sich dagegen keine deutliche CA XlI-Expression [97].
Der Antikdrper 6A10 erschien daher als potenziell nitzliche neue Option fir die

Diagnostik und Therapie von Ovarialkarzinomen.

1.3.3 Bedarf zuséatzlicher Analysen

Trotz der tumorbiologischen Relevanz des Enzyms CA Xll und den vielversprechenden
Ergebnissen bei CA XllI-Inhibition fokussierten sich bisherige Studien meist auf das
Isoenzym CA IX. Dies ist vordergriindig der Tatsache geschuldet, dass CA XII haufiger
von nicht-neoplastischen Zellen exprimiert wird als CA IX [48, 51]. So lagen auch fur das
Ovarial- und Harnblasenkarzinom vor allem Daten zu CA IX vor [98-103].

Allerdings scheint CA XII fir manche Tumorentitaten von gréRerer Bedeutung zu sein
[27, 63, 65]. Zudem zeigten bereits mehrere Autoren einen verbesserten Effekt bei
kombinierter Inhibition von CAIX und CAXIl zur Verhinderung der gegenseitigen
Kompensation [47, 68, 76].
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In verschiedenen Studien wurde die CA 12-Genexpression im ovariellen und urothelialen
Gewebe anhand von molekulargenetischen Methoden bestimmt [38, 39, 63, 104]. Die
so detektierte Menge korreliert aufgrund posttranskriptionaler und posttranslationaler
Modifikationen jedoch nicht zwingend mit der klinisch relevanten Enzym-Menge [105].
Die bekannten Daten zur immunhistochemischen CA Xll-Expression der Gewebe
stammen vorwiegend aus zwei alteren Publikationen. Ivanov et al. dokumentierten im
Jahr 2001 die Expression von CAXII in einigen Geweben, darunter auch die in
Ovarialtumoren (Ovarialkarzinome: n=16; Borderlinetumoren:n=6) und Urothel-
karzinomen (n=14). In den Entitdten fand sich jeweils eine fokale Expression. Die
Auswertung der Expressionshohe erfolgte semiquantitativ anhand des Prozentsatzes
CAXll-positiver Zellen. Es finden sich keine weiteren Angaben zur Kollektiv-
zusammensetzung oder zu durchgefuhrten Korrelationen. Die Autoren notierten zudem
eine fokale Expression im ovariellen Oberflachenepithel sowie im Urothel des
Nierenbeckens [63]. Im Jahr 2006 publizierten Hynninen et al. eine haufig zitierte Studie
zum immunhistochemischen Nachweis von CAIX und CAXIl in Ovarialtumoren.
Allerdings sind darin nur sparliche Daten zur CA XlI-Expression zu finden. Analysiert
wurden eine relativ kleine Kohorte von Ovarialkarzinomen (n=57) und einzelne
Borderlinetumoren (n = 6). In Fallen beider Entitaten fand sich eine deutliche Expression
von CAXIIl. Die Autoren bewerteten die Expressionshbhe nur anhand der
Farbeintensitat, der Anteil CA Xll-positiver Zellen wurde nicht bertcksichtigt [101].
Darlber hinaus finden sich auch auf der Seite des Human Protein Atlas Angaben zur
immunhistochemischen CA XllI-Expression in Ovarial- und Urothelkarzinomen sowie im
nicht-neoplastischen ovariellen und urothelialen Gewebe. Auch hier wurde nur eine
kleine Fallzahl untersucht. Die Expressionshohe variierte dabei je nach verwendeter
Methode. Ovarielle Epithelzellen waren nicht Teil der Analyse [103, 106]. Beschrieben

ist zudem eine erhdhte Menge CA XIlI im Blut von Ovarialkarzinompatientinnen [103].

Insbesondere der prognostische Wert der CA XII-Expression war in den Ovarial- und
Harnblasenkarzinomen noch unzureichend untersucht. Wahrend eine hohe Expression
fur viele Tumorentitaten als prognostisch unglinstig gilt [54, 107, 108], wird fiir manche
Tumorentitaten auch die Assoziation mit einer guten Prognose berichtet [61, 85]. So ist
CA Xl beispielsweise in Mammakarzinomen, trotz Uberexpression und nachgewiesener
Forderung der Tumorprogression durch das Enzym [78], mit prognostischen ginstigen
Parametern wie einem guten tumorzellularen Differenzierungsgrad assoziiert [61]. Diese
Beobachtung lasst sich durch die unterschiedlich starken Einflussfaktoren der CA XIlI-
Expression in den einzelnen Entitaten erklaren [69, 109]. Die prognostische Aussage-
kraft des Enzyms ist somit nicht generalisierbar und innerhalb der Tumorentitaten

separat zu prifen.
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2 Zielsetzung und konkrete Fragestellungen

Das Enzym CAXII gilt als vielversprechendes Zielmolekul fur neue diagnostische und
therapeutische Ansatze bei der Behandlung von Tumoren [40, 51, 74].

Der Anspruch dieser Arbeit war es, die Datenbasis zum CA XlI-Expressionsprofil von
Ovarial- und Harnblasenkarzinomen durch zusétzliche Informationen zu erweitern, um
damit zu dringend bendétigten Fortschritten im klinischen Management der genannten
Entitdten beizutragen. Es wurde insbesondere der diagnostische und prognostische
Nutzen von CA XII als Biomarker im Tumorgewebe evaluiert. Dabei kam der spezifische
anti-CA XII-Antikorper 6A10 [83] erstmals zur Expressionsanalyse auf formalinfixiertem
und in Paraffin eingebettetem (FFPE) Gewebe zum Einsatz. Dieses ist auch in der
pathologischen Routinediagnostik von zentraler Bedeutung fur die mikroskopische
Untersuchung von Praparaten. Als effizienter CA XllI-Inhibitor besitzt der verwendete
Antikérper zudem das Potenzial, die Tumorprogression zu behindern und die Therapie-
sensibilitéat zu erhéhen [65, 82, 95]. Daher kénnten die generierten Daten zur Verteilung

der CA XllI-Expression auch fiir die therapeutische Anwendung von Relevanz sein.
Konkret sollten folgende Aspekte untersucht und diskutiert werden:

e Lasst sich das Enzym CA Xll in den Tumorzellen der untersuchten Ovarialkarzinome

und muskelinvasiven Harnblasenkarzinome wie erwartet nachweisen?

e Besteht in den Karzinomen eine Uberexpression von CA XII, verglichen mit nicht-

invasiven Tumoren und nicht-neoplastischen Epithelien aus Ovar und Harnblase?

e Ist die CA Xll-Expression innerhalb der einzelnen Kollektive mit pathologischen und

klinischen Parametern assoziiert?

e Hat die CAXII-Expression zum Zeitpunkt der Operation eine prognostische

Aussagekratft fur die Karzinompatienten?

e Zeigt sich im Hinblick auf die mégliche Verwendung von CA XlI als Zielantigen in der

individualisierten Therapie eine Patientensubgruppe mit auffalliger Expression?
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3 Material und Methoden

Um die Fragestellungen zu untersuchen, wurde eine grof3e Zahl von Ovarialkarzinomen
(n=456) und muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen (n=246) verwendet. Fur den
Vergleich mit nicht-invasiven Tumoren dienten ovarielle Borderlinetumoren (n=20)
sowie urotheliale in-situ-Karzinome (n=10). Als weiteres Vergleichskollektiv wurde

nicht-neoplastisches Gewebe aus Ovar (n =20) und Harnblase (n = 20) eingeschlossen.

Alle Gewebeproben wurden nach einem im Pathologischen Institut der Ludwig-
Maximilians-Universitat (LMU) Munchen erarbeiteten Protokoll immunhistochemisch
gefarbt. Es folgte die mikroskopische Auswertung der Préaparate sowie die statistische
Analyse der Daten.

3.1 Patientenkollektive

Fur die Falle der Karzinompatienten konnte auf bestehende Kollektive aus friiheren
Arbeiten zurlickgegriffen werden. Die den Patientenféllen zugehdrigen Kklinisch-
pathologischen Daten standen in digitalen Tabellen zur Verfligung. Geeignete Félle fur
die Erstellung der Vergleichskollektive wurden aus der Datenbank des Pathologischen
Instituts der LMU Minchen selektiert. Die klinisch-pathologischen Daten wurden den in

der Computersoftware PathoPro (ifms) hinterlegten Befunden entnommen.

3.1.1 Karzinomkollektive

Ovarialkarzinome

Das Ovarialkarzinomkollektiv entstand durch Zusammenschluss zweier Einzelkollektive.
Dabei wurden 156 Patientinnen aus den Jahren 1990 bis 2002 und 300 Patientinnen aus
den vier kompletten Tumorregister-Jahrgadngen zwischen Januar 2003 und Januar 2007
zusammengefasst, um die Fallzahl zu erhdhen.

Bei allen 456 Fallen handelte es sich um erstdiagnostizierte Ovarialkarzinome, die in der
Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe (Campus Innenstadt und
GroRhadern) der LMU Munchen operativ entfernt wurden. Die Frauen erhielten keine
neoadjuvante Chemotherapie.

Das Typing, Grading und Staging der Karzinome war jeweils nach der zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung gultigen  Tumorklassifikation bestimmt worden. Um dem
zwischenzeitlichen Erkenntniszuwachs und den entsprechenden Anpassungen der
Klassifikationen Rechnung zu tragen, wurde an den Gewebeproben bereits im Rahmen
vorausgegangener Studien eine Aktualisierung gemall WHO 2014 vorgenommen.

Durch eine sorgfaltige, immunhistochemisch gestitzte Reevaluation erfolgte
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insbesondere die Aufteilung der serdésen Karzinome in die beiden eigenstandigen
histologischen Subtypen des LGSOC und des HGSOC. Analog zu den endometrioiden
Karzinomen waren die muzinésen und die seromuzindsen Karzinome dreistufig
graduiert. Die als hochmaligne geltenden undifferenzierten Karzinome wurden ebenso
wie die klarzelligen Karzinome als G3-Tumoren klassifiziert. Eine Anpassung der TNM-
Klassifikation war retrospektiv nicht sinnvoll méglich.

Von den urspringlich 456 Patientenfallen konnten nach der Aufbereitung im Labor
letztlich noch 392 Falle (86,0 %) in die Auswertung einbezogen werden. Tabelle 1 gibt
einen Uberblick tiber deren Charakteristika. Verantwortlich fiir den Gewebeverlust waren
technische Griinde bei der Herstellung der Préaparate oder das Fehlen der jeweils

relevanten Zellen in der angeschnittenen Schicht des Paraffinblockes.

Tabelle 1: Charakteristika der verwertbaren Ovarialkarzinomfélle (n =392) - absolute (n) und
relative Haufigkeiten der Kategorien jedes Parameters

Parameter n (%)
Histologie LGSOC 40 (10,2)
HGSOC 267 (68,1)
endometrioid 37 (9,4
muzinés 17 (4,3)
seromuzin®s 4 (1,0)
klarzellig 15 (3,8)
undifferenziert 8 (2,0)
fehlend 4 (1,0)
Tumorgrad Gl 57 (14,5)
G2 28 (7,1)
G3 301 (76,8)
GX/fehlend 6 (1,5)
FIGO-Tumorstadium I 56 (14,3)
Il 25 (6,4)
11 266 (67,9)
v 41 (10,5)
fehlend 4 (1,0)
Ausdehnung des T1 66 (16,8)
Priméartumors T2 35 (8,9)
T3 282 (71,9)
TX/fehlend 9 (2,3)
Lymphknotenstatus NO 109 (27,8)
N1 125 (31,9)
NX/fehlend 158 (40,3)
Fernmetastasen MO 13 (3,3)
M1 41 (10,5)
MX/fehlend 338 (86,2)
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Die Verteilung der Tumorgraduierungsstufen innerhalb der einzelnen histologischen

Subtypen ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Graduierungsstufen der Tumordifferenzierung im Ovarialkarzinomkollektiv —
absolute und relative Haufigkeiten innerhalb der histologischen Subtypen

Die Patientinnen der analysierten Ovarialkarzinome waren zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung zwischen 23 und 93 Jahre alt, wobei fiir 1 Fall (0,3 %) die entsprechenden Daten
fehlten. Das Durchschnittsalter betrug 60,33 Jahre (SD=12,44), das mediane Alter
62 Jahre. Tabelle 2 zeigt die Haufigkeitsverteilung der gruppierten Altersstufen.

Tabelle 2: Altersverteilung im Ovarialkarzinomkollektiv — absolute (n) und relative Haufigkeiten

Altersgruppen n (%)
20-29 Jahre 1 (0,3)
30-39 Jahre 18 (4,6)
40-49 Jahre 60 (15,3)
50-59 Jahre 93 (23,8)
60-69 Jahre 128 (32,7)
70-79 Jahre 73 (18,7)
80-89 Jahre 16 (4,1)
90-99 Jahre 2 (0,5)
> 391 (100,0)
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390 Falle (99,5 %) enthielten Daten zum Follow-up aus dem Tumorregister Minchen.
Zum Zeitpunkt der Datenerhebung lebten demnach noch 126 Patientinnen (32,1 %),
264 Patientinnen (67,3 %) waren bereits verstorben. Daten zum tumorspezifischen
Uberleben lagen nur fiir eines der Teilkollektive vor, sodass die Analysen mit den
Angaben zum Gesamtiiberleben durchgefiihrt wurden. Bei einem minimalen Uberleben
von 0,00 Monaten und einem maximalen Uberleben von 230,52 Monaten betrug das
mediane Gesamtiiberleben 43,56 Monate. Das 5-Jahres-Uberleben aller analysierten
Falle lag etwa bei 40 %, das 10-Jahres-Uberleben bei etwa 20 % (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtiiberlebens der Ovarialkarzinompatientinnen.
Zensierte Falle sind auf der Uberlebensfunktion markiert. Dargestellt ist zudem die mediane
Uberlebenszeit (gestrichelte Linien), das 5-Jahres-Uberleben sowie das 10-Jahres-Uberleben
(durchgezogene Linien)

Informationen zu aufgetretenen Rezidiven lagen ebenfalls nur fir ein Teilkollektiv vor.
Bei 27 der 136 erfolgreich nachverfolgten Patientinnen (19,9 %) kam es im
Beobachtungszeitraum erneut zu einem Ovarialkarzinom. Die rezidivireie Zeit lag

minimal bei 0,00 Monaten und maximal bei 230,52 Monaten (Abbildung 7).

rezidivfreies Uberleben
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurve des rezidivfreien Uberlebens der Ovarialkarzinompatientinnen.
Zensierte Falle sind auf der Uberlebensfunktion markiert

21



Material und Methoden

Muskelinvasive Harnblasenkarzinome

In das Harnblasenkarzinomkollektiv wurden 246 Félle von Patienten aufgenommen, die
sich in den Jahren 2004 bis 2014 in der Urologischen Klinik und Poliklinik der LMU
Minchen einer radikalen Zystektomie unterzogen.

An den Zystektomiepraparaten wurde bei allen Patienten ein muskelinvasives Karzinom
(=2 pT2) diagnostiziert. Zur genauen Lokalisation innerhalb der ableitenden Harnwege lag
in der bestehenden Patiententabelle keine Information vor. Auch wenn einzelne Félle
vermutlich auf Karzinome des angrenzenden Ureters oder der Urethra zuriickgehen,
wird im Folgenden einfachheitshalber von Harnblasenkarzinomen gesprochen.

Die pathologischen Befunde aller Praparate des Kollektivs wurden gemalf der bis zum
Jahr 2016 gultigen WHO-KIassifikation von 2004 erstellt. Aufgrund der darin postulierten
Annahme, dass muskelinvasive Karzinome im Grunde immer eine high-grade
Differenzierung aufweisen [8], war fir den Tumorgrad nur die Einteilung in G2 und G3
nach dem dreistufigen System von 1973 aufgefiihrt. Das Staging der Karzinome erfolgte

jeweils nach der zum Diagnosezeitpunkt gultigen Klassifikation der UICC.

Nach Gewebeverlust durch den Laborprozess konnten von den urspringlich 246
Patientenféllen noch 234 Félle (95,1 %) mit vorliegenden Tumorzellen ausgewertet
werden. Die Charakteristika der tatsachlich analysierten Falle sind in Tabelle 3 zu finden.
Das Kollektiv bestand grofitenteils aus MIUCs (96,2 %), wobei die histologischen
Subtypen in der digitalen Tabelle nicht vermerkt waren. Das Vorliegen einer
plattenepithelialen Differenzierung war bei 35 Patientenféllen (15,6 %) bekannt, eine
glanduléare Differenzierung bei 14 Féllen (6,2 %).

Von den letztlich in die Analyse einbezogenen Patienten waren 170 mannlich (72,6 %)
und 64 weiblich (27,4 %). Die Erstdiagnose eines Harnblasentumors erhielten die
Patienten meist schon im Vorfeld im Rahmen einer transurethralen Resektion. Fur die
Zeit vor der radikalen Zystektomie war daher bei 38 Patienten (16,2 %) die Durchfiihrung
von mindestens einer Mitomycin-Instillation angegeben, bei 17 Patienten (7,3 %) war
mindestens eine BCG-Instillation vermerkt. 6 Patienten (2,6 %) erhielten eine
neoadjuvante Chemotherapie.

Zum Zeitpunkt der Operation waren die Patienten zwischen 40 und 82 Jahre alt. Das
mittlere Alter lag bei 66,18 Jahren (SD =8,46), der Median des Alters betrug 68 Jahre.
Tabelle 4 zeigt die Verteilung der Altersgruppen.

Von den Fallen mit bekannten Daten zu einer oder mehreren postoperativen Therapien
unterzogen sich 67 Patienten (34,0 %) einer adjuvanten Chemo- und 57 Patienten

(29,8 %) einer adjuvanten Radiotherapie.
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Tabelle 3: Charakteristika der verwertbaren Harnblasenkarzinomfélle (n=234) — absolute (n)
und relative Haufigkeiten der Kategorien jedes Parameters

Parameter n (%)
Histologie Urothelkarzinom 225 (96,2)
Plattenepithelkarzinom 2 (0,9
Adenokarzinom 7 (3,0)
Tumorgrad (WHO 1973) G2 18 7,7
G3 215 (91,9)
GX/fehlend 1 (0,4)
UICC-Tumorstadium Il 19 8,1)
11 95 (40,6)
v 120 (51,3)
Ausdehnung des Primartumors T2 43 (18,4)
T3 132 (56,4)
T4 59 (25,2)
Lymphknotenstatus NO 116 (49,6)
N1 98 (41,9)
NX/fehlend 20 (8,5)
Fernmetastasen MO 189 (80,8)
M1 33 (14,2)
MX 12 (5,1)
LymphgeféaRinvasion LO 150 (64,1)
L1 84 (35,9
Veneninvasion VO 198 (84,6)
V1 36 (15,4)
Perineuralscheideninvasion PnO 177 (75,6)
Pn1 56 (23,9)
PnX/fehlend 1 (0,4)
Tabelle 4: Altersverteilung im Harnblasenkarzinomkollektiv — absolute (n) und relative
Haufigkeiten
Altersgruppen n (%)
40-49 Jahre 13 (5.,6)
50-59 Jahre 31 (13,2)
60-69 Jahre 98 (41,9)
70-79 Jahre 89 (38,0)
80-89 Jahre 3 (1,3)
> 234 (100,0)

Bei 227 Fallen (97,0 %) waren die Uberlebensdaten vollstandig angegeben. Aus diesen
Daten ging hervor, dass 109 Patienten (48,0%) bereits tumorbezogen verstarben.
Weitere 42 Patienten (18,5 %) verstarben ohne Tumorbezug. Die Ubrigen 76 Patienten

(33,5 %) waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung noch am Leben. Minimal konnten die
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Patienten 0,16 Monate nachbeobachtet werden, maximal 129,21 Monate. Fur das
Gesamtiiberleben des Kollektivs betrug die mediane Uberlebenszeit 23,41 Monate, mit
einem 5-Jahres-Uberleben von etwa 32 % und einem 10-Jahres-Uberleben von etwa
23 % (Abbildung 8 A). Fur das tumorspezifische Uberleben lag die mediane Uberlebens-
zeit bei 37,97 Monaten, das 5-Jahres-Uberleben bei etwa 43 % und das 10-Jahres-
Uberleben bei etwa 37 % (Abbildung 8 B).
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtiiberlebens [A] und des tumorspezifischen
Uberlebens [B] der Harnblasenkarzinompatienten. Zensierte Félle sind auf der Uberlebensfunktion
markiert. Dargestellt ist jeweils auch die mediane Uberlebenszeit (gestrichelte Linien), das 5-
Jahres-Uberleben sowie das 10-Jahres-Uberleben (durchgezogene Linien)

Bis zum Ende der Datenerhebung wurden 130 Tumorrezidive registriert, wobei in 10
Fallen (7,7 %) kein entsprechendes Diagnosedatum bekannt war. Bei einem Minimum
von 0,00 Monaten und einem Maximum von 129,20 Monaten betrug das mediane
rezidivfreie Uberleben 13,15 Monate (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurve des rezidivfreien Uberlebens der Harnblasenkarzinom-
patienten. Zensierte Falle sind auf der Uberlebensfunktion markiert. Dargestellt ist zudem die
mediane rezidivfreie Uberlebenszeit (gestrichelte Linien)
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3.1.2 Vergleichskollektive

Ovarielle Borderlinetumoren

Fur die Untersuchung von Ovarialtumoren ohne destruktive Stromainvasion wurden 20
asservierte Falle mit der Diagnose Borderlinetumor aus den Jahren 2003 bis 2019
ausgewahlt. Die Frauen wurden in der Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde und
Geburtshilfe der LMU Miunchen (Campus Innenstadt und Grof3hadern) sowie in einem

Fall im MIC-Zentrum Minchen operiert.

Ein Fall konnte aufgrund des Fehlens von Tumorzellen auf dem vorliegenden Gewebe
nicht zur Analyse beitragen.

Von den 19 verwertbaren Praparaten war der histologische Subtyp in 14 Fallen serds
(73,7 %), in 4 Fallen muzinds (21,1 %) und in 1 Fall seromuzinés (5,3 %). Gemal3 der
jeweils zum Zeitpunkt der Diagnosestellung gultigen Klassifikation handelte es sich um
17 Tumoren in FIGO-Stadium 1 (89,5 %) und 2 Tumoren in FIGO-Stadium 11 (10,5 %).
Die Altersspanne der Patientinnen bei Diagnosestellung reichte von 21 bis 79 Jahren.
Das mittlere Alter betrug 55,74 Jahre (SD = 15,09), das mediane Alter 52 Jahre.

Nicht-neoplastische Ovarien

Die 20 nicht-neoplastischen Vergleichspraparate stammten von Patientinnen, die sich
im Zeitraum 2015 bis 2016 am Campus Innenstadt der Klinik und Poliklinik fir Frauen-
heilkunde und Geburtshilfe der LMU Minchen aufgrund verschiedener Indikationen
einer gynakologischen Operation unterziehen mussten und dabei zu diagnostischen
Zwecken adnektomiert wurden. Bei 9 Frauen wurden die Ovarien auf beiden Seiten

entfernt, sodass die 20 selektierten Falle auf 11 Patientinnen zuriickgingen.

Letztlich konnten auch hier nur 19 Félle analysiert werden, da die zu untersuchenden
Epithelien bei der Herstellung eines Praparates vollstandig abgelést wurden.

6 der Frauen (54,5 %) erhielten die Diagnose eines Malignoms der Gebarmutter (4 x
Zervixkarzinom, 2 x Korpuskarzinom). Die Ovarien waren in allen Fallen tumorfrei. Bei
keiner Patientin wurde eine neoadjuvante Tumortherapie durchgefiihrt. Die Patientinnen
waren zum Zeitpunkt der Operation zwischen 47 und 79 Jahre alt. Das Durchschnitts-
alter betrug 61,91 Jahre (SD =11,02), das mediane Alter lag bei 59 Jahren.

Urotheliale in-situ-Karzinome und nicht-neoplastische Urothelien

Fur die Untersuchung von nicht-invasiven Tumoren wurden 10 Patientenfalle mit
urothelialem in-situ-Karzinom aufbereitet, wobei auch hier letztlich ein Fall aus der

Analyse ausschied. Die 9 Félle mit beurteilbarer Neoplasie gingen auf 8 Manner (88,9 %)
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und 1 Frau (11,1 %) zurlick, deren Harnblase mitsamt umliegendem Gewebe entfernt
werden musste. Zum Zeitpunkt der Operation waren die Patienten zwischen 51 und
82 Jahre alt, bei einem durchschnittlichen Alter von 72,44 Jahren (SD =9,85) und einem

medianen Alter von 73 Jahren.

Das auf den Préaparaten zusatzlich vorliegende Urothel ohne zytologische Atypien wurde
ebenfalls begutachtet und gemeinsam mit 10 weiteren Féllen von nicht-neoplastischem

Urothel als Vergleichskollektiv verwendet.

Das Gewebe aller 20 Patienten stammte von Zystektomien, die in den Jahren 2018 und
2019 in der Urologischen Klinik und Poliklinik der LMU Minchen durchgefuhrt wurden.
Bei 10 Patienten (50,0 %) bestand die Vordiagnose eines invasiven Karzinoms, jedoch
ohne vitale Tumorresiduen im Zystektomiepraparat. Neben den 9 Fallen (45,0 %) mit der
Diagnose eines in-situ-Karzinoms, lag bei 12 Patienten (60,0 %) ein begleitendes
invasives Karzinom vor (10 x Prostatakarzinom, 1 x Vaginalkarzinom, 1 x Nierenbecken-

karzinom). Bei 7 Patienten (35,0 %) wurde eine stattgehabte Tumortherapie angegeben.

Die 20 Falle zur Begutachtung von nicht-neoplastischem Urothel gehorten zu 16
mannlichen (80,0 %) und 4 weiblichen (20,0 %) Patienten im Alter zwischen 51 und 82
Jahren. Der Altersdurchschnitt lag hier bei 69,70 Jahren (SD =8,88) und das mediane
Alter bei 71,50 Jahren.

3.2 Untersuchungsmaterial

Das verwendete Gewebe aller Patienten stammte aus dem Bestand des Pathologischen
Instituts der LMU Muinchen. Es handelte sich um konserviertes Material aus der
Routinediagnostik des Instituts, das nach Abschluss aller Untersuchungen im Archiv
aufbewahrt wurde. Somit bestand keinerlei Nachteil fur die inkludierten Patienten. Die
ersten Schritte der Gewebeaufbereitung erfolgten bereits zum jeweiligen Zeitpunkt der
operativen Entnahme. Das Ausgangsmaterial fir die Forschungsarbeit waren daher
FFPE-Blocke. Zudem waren die fir die pathologische Diagnostik angefertigten Objekt-

trager der Praparate in der Ubersichtsfarbung verfuigbar.

Aufgrund der grofRen Fallzahl wurden fur die Karzinomkollektive im Rahmen voraus-
gegangener Projekte bereits sogenannte Tissue-Microarrays (TMAS) erstellt. Bei dieser
Technik werden sorgfaltig ausgewdahlte Gewebezylinder aus den Paraffinblécken
mehrerer Patienten in gestanzte Licken eines Rezipientenblockes Ubertragen.
Lageplane gewahrleisten die korrekte Zuordnung der Féalle. Die Verwendung von TMAs
senkt den Materialverbrauch und bedeutet insbesondere fir die Laborprozesse eine

grol3e finanzielle und zeitliche Ersparnis [110].
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Insgesamt 17 TMA-Paraffinblocke enthielten das zu untersuchende Gewebe der 456
Ovarialkarzinomfalle, wobei pro Fall zwei beziehungsweise drei Gewebezylinder zu je
1,5 mm Durchmesser gestanzt wurden. In jeden Block war zudem Referenzgewebe aus
Tonsille oder Kolon integriert.

Die 246 Harnblasenkarzinomfélle verteilten sich auf 13 TMA-Paraffinblocke mit 1,0 mm
Stanzen. Hier wurden pro Fall drei Gewebezylinder aus dem Haupttumor und drei
Zylinder aus dem Bereich der Invasionsfront eingefligt. Auch in diesen Blocken war
Tonsillengewebe als Referenz enthalten.

Die Praparate der Vergleichskollektive wurden als Flachenschnitte verwendet, sodass

sich auf jedem Objekttrager nur das Material eines Patienten befand.

In Vorbereitung auf die immunhistochemische Farbung wurden von allen Paraffin-
blécken sogenannte Leerschnitte angefertigt. Die Blocke wurden hierzu zunachst fur
mindestens eine Stunde bei - 20 °C gekuhlt, um deren Materialhrte zu steigern. Mithilfe
eines Schlittenmikrotoms wurden Gewebescheiben von 3 um Dicke abgetragen und in
ein Kaltwasserbad (4 °C) abgelegt. Anschlieend wurden sie zur Streckung des
Gewebes in ein HeilBwasserbad (45-48 °C) Uberfuihrt. Faltenfreie Praparate wurden
umgehend auf fur die Immunhistochemie geeignete Adhasionsobjekttradger aufgezogen.
Durch die Verwendung silanisierter Objekttrager konnte die Haftung des Gewebes
erhdht werden. Nach vertikalem Abtropfen wurden die Leerschnitte schlieflich in einem
Brutschrank (55 °C) dehydriert.

3.3 Immunhistochemische Farbung

Die Informationen des nachfolgenden Unterkapitels sind einem Lehrbuch der Autorin

Gudrun Lang [111] sowie der perstnlichen Korrespondenz [110] entnommen.

3.3.1 Allgemeine Grundlagen

Die Immunhistochemie ist eine Methode zur gezielten Untersuchung eines definierten
Antigens im Gewebe. Antigene sind EiweiRverbindungen, deren charakteristische Teil-
abschnitte als Epitope bezeichnet werden. Diese kénnen innerhalb von Zellen, auf deren
Oberflache oder im Extrazellularraum vorliegen. So besitzt etwa CA Xl als membran-
standiges Antigen sowohl extrazellular als auch intrazelluléar liegende Epitope. Jedes
Epitop der Antigene kann von einem passenden Antikdrper gebunden werden.

Je nach Herstellungsverfahren unterscheidet man zwei immunhistochemisch nutzbare
Arten von Antikdrpern. Polyklonale Antikorper werden von verschiedenen Plasmazellen
eines immunisierten Versuchstieres produziert. Hierdurch entsteht eine Mischung

heterogener Antikdrpermolekule mit Bindungsaffinitat zu jeweils einem anderem Epitop
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des Antigens. Diese Art von Antikérpern wird auch im Rahmen der humanen Immun-
reaktion gebildet. Gehen die Antikérper aus einem gemeinsamen Zellklon hervor, der
durch Fusion einer Plasmazelle mit einer immortalisierten Myelomzelllinie erzeugt wurde
(Hybridom-Technik), nennt man sie monoklonal. Sie binden nur ein bestimmtes Epitop.
Trotz der aufwandigeren Herstellung sind monoklonale Antikérper aufgrund ihrer
hoheren Spezifitat und der Reproduzierbarkeit zu bevorzugen.

Ferner werden fiir die Immunhistochemie hauptsachlich Antikérper verwendet, die zur
Klasse der Gamma-Immunglobuline (IgG) gehéren. Diese Y-férmigen Monomere sind
Glykoproteine und enthalten ebenso wie die zellularen Antigene Epitope, wodurch sie
selbst als Antigen fungieren und von sogenannten Sekundarantikérper gebunden
werden kénnen. Zudem lassen sie sich mit verschiedenen Substanzen konjugieren. Fur

diagnostische Zwecke handelt es sich dabei vorwiegend um Markermolekiile.

Liegen die Zielantigene im untersuchten Gewebe vor, bilden sich nach Aufbringen des
Antiserums Immunkomplexe. Diese koénnen durch Verwendung Enzym-gekoppelter
Antikorper sichtbar gemacht werden. Die Enzyme wandeln ein auf die Gewebeschnitte
aufgebrachtes chromogenes Substrat in ein farbiges Endprodukt um, welches mittels
Mikroskop am Reaktionsort detektiert werden kann. Ein haufig genutztes Enzym ist die
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP). Das gebrauchlichste Chromogen
ist das Diaminobenzidin (DAB), dessen Farbreaktion von der Peroxidase katalysiert wird.
Die Antigene werden dabei durch ein unlésliches, braunliches Prazipitat markiert
(Abbildung 10).

DAB (Chromogen)

Enzym-gekoppelter Antikdrper HRP (Enzym)

Sekundarantikérper M

- Primarantikérper

Antigen B

Zielantigen ~ -

Antigen A i ) Zelle

Abbildung 10: Prinzip der immunhistochemischen Methode. Gezeigt ist die Antigenbindung im
Rahmen der indirekten Immunhistochemie unter Verwendung eines 2-Schritt-Polymersystems
(DAB = Diaminobenzidin, HRP = Meerrettichperoxidase). Modifiziert nach [112] mit
Genehmigung von Leica Biosystems
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Im Folgenden werden die allgemeinen Schritte zur Herstellung einer immun-
histochemischen Farbung skizziert.

Ublicherweise liegen die Praparate zunachst als FFPE-Gewebe vor. Um die Antigene
fur die Antikdrperbindung zuganglich zu machen, muss das Paraffin von den Leer-
schnitten entfernt werden. Die Objekttrager werden hierzu in Xylol geschwenkt und in
einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Zudem muissen die bei der Formalinfixierung
zur Verhinderung der Autolyse erzeugten Eiweildvernetzungen und -veranderungen
rickgangig gemacht werden. Hierfir kann das Gewebe enzymatisch vorbehandelt
werden, haufig mittels Protease- und Trypsinldsungen, wobei die Morphologie dabei
leicht Schaden nehmen kann. Vertraglicher ist die Applikation von Hitze, wahrend sich
die Objekttrager in einer Pufferldsung befinden. Nach dieser sogenannten Antigen-
demaskierung kénnen die Epitope wieder von den entsprechenden Antikérpern erkannt
werden. Allerdings ist vor der Verwendung von HRP-gekoppelten Antikérpern die
Hemmung der endogenen Peroxidase notwendig, um unspezifische Hintergrund-
reaktionen zu verhindern. Hierflr wird meist Wasserstoffperoxid genutzt. Des Weiteren
sollten die unspezifischen Bindungsstellen von ahnlich konfigurierten Eiweilmolekilen
im Vorfeld durch Anwendung einer Proteinlésung geblockt werden.

Erfolgt die Konjugation der Zielantigene nun bereits mit den Enzym-gekoppelten
Antikdrpern, spricht man von der direkten Methode der Immunhistochemie.
Insbesondere bei spéarlicher Antigenexpression ist die Antikérperbindung so jedoch
haufig nur schlecht visualisierbar. Zur Verstarkung der Farbeintensitat bedient man sich
daher meist der indirekten Immunhistochemie. Ein im Gewebe vorliegendes Antigen wird
dabei zunachst mit einem unmarkierten Primarantikdrper konjugiert. An diesen bindet im
zweiten Schritt mindestens ein Sekundarantikorper, der entweder selbst Enzym-
gekoppelt ist oder als Brickenantikdrper flr weitere Konjugate dient. Durch die
Verwendung mehrstufiger Detektionssysteme potenziert sich die Farbstoffmenge, mit
der jedes einzelne Antigen markiert ist. Die Konjugate kénnen zudem aus komplexen
Strukturen mit mehreren Enzymen bestehen.

Aufgrund der Relevanz fir die vorliegende Arbeit seien an dieser Stelle Polymersysteme
erwahnt, welche eine &ulerst sensitive und zugleich spezifische Mdoglichkeit zur
Detektion darstellen. Der markierte Antikdrper ist dabei mit einem Dextran- oder
Polypeptid-Gerust gekoppelt, an das zahlreiche Enzyme gebunden sind. Ein Beispiel flr
ein Zwei-Schritt-Polymersystem ist in Abbildung 10 (Seite 28) dargestellt. Das Polymer
kann gegebenenfalls weitere Antikdrper enthalten.

Im Anschluss an die Immunkomplex-Bildung kann das Gewebe mit dem Chromogen
inkubiert werden. Nach erfolgter Enzym-Substrat-Reaktion werden die Objekttrager mit

Hamatoxylin gegengefarbt, wodurch sich bei der mikroskopischen Auswertung
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insbesondere die Zellkerne kontrastreicher darstellen. Zur Konservierung der Préaparate
wird schlieBlich ein wassriges Eindeckmedium auf den Objekttrager aufgebracht und das

Gewebe mit einem diinnen Glasplattchen bedeckt.

Wahrend des Laborprozesses gilt es grundsatzliche Prinzipien zu beachten. So dirfen
die entparaffinierten Praparate beispielsweise zu keiner Zeit austrocknen. Zudem muss
der pH-Wert des Reaktionsmilieus durch Verwendung von Pufferlésungen stets in einem
optimalen Bereich gehalten werden. An definierten Stellen ist darlber hinaus eine
grundliche Spulung notwendig, wobei unter Beruicksichtigung der speziellen Indikationen
Waschpuffer, destilliertes Wasser oder Leistungswasser zum Einsatz kommen.
Letzteres ist insbesondere fir das sogenannte Blauen nach der Gegenfarbung mit

Hamatoxylin essenziell.

Der genaue Ablauf der immunhistochemischen Farbung variiert je nach untersuchtem
Antigen und den verwendeten Reagenzien. Ist die Methode fir das zu detektierende
Antigen bereits etabliert, kann die Farbung nach den jeweiligen Herstellerangaben

vollautomatisch durchgefuhrt werden.

3.3.2 Spezielles Vorgehen bei Verwendung des Antikdrpers 6A10

Der in dieser Arbeit verwendete monoklonale anti-CA XlI-Antikorper 6A10 (Tabelle 5)
wurde in der Research Group Therapeutic Antibodies des HMGU unter der Leitung von
Herrn Professor Zeidler entwickelt und von der Core Facility Monoclonal Antibodies des
HMGU hergestellt. Zum Zeitpunkt der Methodendurchfiihrung befand sich der Antikérper
in der praklinischen Validierungsphase. Das flir die immunhistochemische Farbung

bendtigte Reagenz wurde dankenswerterweise vom HMGU zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 5: Angaben zum verwendeten anti-Carboanhydrase XlI-Priméarantikbrper

Isotyp Klonalitat Klon Spezies Patentnummer
lgG2a kappa monoklonal 6A10 Ratte US 9,359,446 B2

Da der Antikoérper zuvor noch nie auf Paraffinschnitten eingesetzt worden war, musste
im Vorfeld dieser Arbeit von Andrea Sendelhofert und Anja Heier aus dem
immunhistochemischen Labor des Pathologischen Instituts der LMU Muinchen ein
geeignetes Farbeprotokoll erarbeitet werden. Fir eine adaquate Farbereaktion wurden
die Primarantikdrper hoch ankonzentriert verwendet. Deren Detektion erfolgte mit einem
Zwei-Schritt-Polymersystem. Durch Positiv- und Negativkontrollen (Systemkontrolle,

Isotypkontrolle) wurden Sensitivitat und Spezifitdt der Methode gepruft.
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Farbeprotokoll

Die Farbung wurde manuell durchgefihrt. Dem nachfolgenden Protokoll ist zu

entnehmen, wie mit den Leerschnitten aller Kollektive verfahren wurde:

Entparaffinierung und e Bad in Xylol (2 x 15 min) und absteigender
Rehydrierung: Reihe Ethanol (100 %, 96 %, 70 %; je 5 min
in letzter Klivette der jeweiligen Konzentration)

e Spulung mit destilliertem Wasser (5 min)

Antigendemaskierung: e Hitzevorbehandlung in Mikrowelle mit
Citratpuffer (pH 6): Target Retrieval Solution
(Agilent Technologies, S2369), Verdiinnung 1:10
(750 W, 2 x 15 min)

e Abkuhlphase bei Raumtemperatur (20 min)

Spulung und pH-Abgleich: e TRIS-Puffer pH 7,5 (2 x 5 min)
Blockierung der o wassriges Wasserstoffperoxid (7,5 %) bei
endogenen Peroxidase: Raumtemperatur (10 min)

¢ flieRend wassern mit Leitungswasser (10 min)

Spilung und pH-Abgleich: e TRIS-Puffer pH 7,5 (2 x 5 min)
Blockierung von Proteinen ¢ Protein Block Serum-Free Ready-to-use
im Gewebe: (Agilent Technologies, X0909) (10 min)

e Uberstand abkippen

Antikérperbindung: ¢ Inkubation mit anti-CA XlI-Primarantikérpern:
Klon 6A10 (Helmholtz Zentrum Minchen) bei
Raumtemperatur (60 min), Verdinnung 1:5 mit
Antibody Diluent with Background-Reducing
Components (Agilent Technologies, S3022)

e TRIS-Puffer pH 7,5 mit Brij 35-L6sung (Merck),
Verdinnung 1:4 (2 x 5 min)

o Detektionssystem: SuperVision 2 Single Species
HRP-Polymer Ratte (DCS, PDOOOPOL-R)

- SuperVision 2 Polymer-Enhancer (20 min)

- TRIS-Puffer pH 7,5 mit Brij 35-Losung (Merck),
Verdinnung 1:4 (2 x 5 min)

- SuperVision 2 Polymer-Reagenz (30 min)
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Spilung und pH-Abgleich: e TRIS-Puffer pH 7,5 mit Brij 35-Losung (Merck),
Verdinnung 1:4 (2 x 5 min)

Farbung: ¢ Chromogen: DAB+ (Agilent Technologies,
K3468) mit DAB+ Chromogen geldst in
DAB+ Substrate Buffer (10 min)

Spulung: o flieRend wassern in Leitungswasser (10 min)
Gegenfarbung: o Hematoxylin Gill's Formula (Vector) (2 sek)
Spulung: ¢ flieRend wassern mit Leitungswasser (10 min)
Eindeckung: o wassriges Eindeckmedium Aquatex (Merck);

Deckglas 24 x 50 mm (Menzel-Glaser)

3.4 Immunhistochemische Auswertung

Die Beurteilung der CA Xll-Expression erfolgte fur alle Praparate unter den gleichen
Bedingungen an einem Lichtmikroskop (Leica DM2500).

Fur die semiquantitative Auswertung der Farbreaktion wurde der Immunreaktive Score
(IRS) nach Remmele [113] verwendet. Hierbei werden der Prozentsatz positiver Zellen
(PP) sowie die vorherrschende Farbeintensitat (SI) wie in Tabelle 6 dargestellt kodiert.
Die Punktzahlen von PP (PP 0-4) und SI (SI0-3) werden anschlieend multipliziert,

wodurch sich ein IRS-Wert zwischen 0 und 12 ergibt.

Tabelle 6: Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele [113] — Darstellung der méglichen IRS-
Werte sowie der zugrundeliegenden Kodierung fir den Prozentsatz positiver Zellen (PP) und die
vorherrschenden Férbeintensitét (Sl). Es gilt: IRS = PP x Si

Sl 0: keine 1: schwache 2: maRige 3: starke
PP Féarbung Farbung Farbung Farbung
0: keine Farbung IRSO IRS0O IRSO IRSO
1: <10 % IRSO IRS1 IRS 2 IRS 3
2:10-50 % IRSO IRS 2 IRS 4 IRS 6
3:51-80% IRSO IRS 3 IRS 6 IRS9
4: >80 % IRSO IRS 4 IRS 8 IRS 12

Urspringlich wurde dieses Bewertungssystem fir den immunhistochemischen
Nachweis des ER in Mammakarzinomen etabliert, jedoch hat sich der IRS auch zur
Expressionsanalyse anderer Antigene bewahrt.

In der vorliegenden Arbeit sollten detailliertere Informationen zum Expressionsprofil des
Enzyms generiert werden. Bertcksichtigt wurden alle subzellularen Lokalisationen.

Angelehnt an die von den Autoren Remmele und Stegner im Jahr 1987 publizierte
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Vereinbarung zum Umfang der Befundmitteilung [113] wurde ergdnzend zum IRS der
PP in 10 %-Schritten sowie der Prozentsatz der stark positiven Zellen dokumentiert.
Zudem wurde das Farbemuster der Zellen und die Heterogenitat der Farbung notiert.

Zur Ubersichtlichen Abbildung einer steigenden Expression wurden die IRS-Werte
vierstufig gruppiert (IRS0-2, 3-4, 6-8, 9-12). Um Falle mit sehr geringer
beziehungsweise sehr hoher CA XlI-Expression naher zu untersuchen, wurde der IRS
als dichotome Variable mit dem Grenzwert (Cut-off-Wert) IRS >2 beziehungsweise
IRS > 8 verwendet. Zusatzlich wurden die zugrundeliegenden PP- und SI-Werte in die

Interpretation einbezogen.

Die Fotos der Praparate wurden mithilfe eines elektronischen Mikroskops (Leica
DMD108) erstellt.

3.5 Statistische Auswertung

Fur die Analyse und Visualisierung der Daten wurde das Statistikprogramm SPSS (IBM,
Versionen 26 und 29) sowie das Prasentationsprogramm PowerPoint (Microsoft)

verwendet.

In den jeweiligen Kollektiven erfolgte die Statistik zunachst deskriptiv. Mithilfe von
Kontingenztabellen wurde die Verteilung der CA XlI-Expressionsparameter zwischen
den Auspragungen der klinisch-pathologischen Merkmale untersucht.

Alle analysierten Stichproben waren aus medizinischer und statistischer Sicht
unabhangig. Da fir die untersuchten Variablen keine Normalverteilung vorlag, wurde auf
nicht-parametrische Methoden zurlickgegriffen. Variablen mit weniger als zehn
moglichen Merkmalsauspragungen wurden als nominalskaliert betrachtet.

Der Zusammenhang von zwei dichotomen Variablen wurde stets mithilfe des exakten
Fisher-Yates-Tests (FYT) untersucht. Fir Kontingenztabellen mit mehr als 2 x 2 Zellen
kam der exakte Fisher-Freeman-Halton-Test (FFHT) zur Anwendung, sofern die
analysierte Stichprobe weniger als 20 Félle enthielt oder die erwartete Haufigkeit in
mindestens einer Zelle unter 5 lag. Bei groReren Stichproben mit einer minimalen
erwarteten Haufigkeit von 5 wurde der Pearson-Chi-Quadrat-Test (x?) verwendet, wobei
Stichprobengroéf3en zwischen 20 und 60 der Yates-Korrektur unterlagen.

Statistische Omnibus-Tests wurden nur fur Kontingenztabellen mit maximal 4 x 4 Zellen
durchgefinhrt.

Aufgrund des hypothesengenerierenden Charakters bei einer Vielzahl von Tests wurde
in der vorliegenden Arbeit bei einer lokalen Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p) < 0,05

von statistisch auffalligen Ergebnissen gesprochen. Getestet wurde stets zweiseitig.
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Cramér’s V (V) diente zur Quantifizierung der Effektstarke und wurde ungeachtet des p-
Wertes berechnet. Bei mdglichen Werten zwischen 0 und 1 gilt V =0,1 als schwacher,
V =0,3 als mittlerer und V =0,5 als starker Zusammenhang.

Zur weiterfihrenden Analyse bei statistischer Auffalligkeit im Omnibus-Test sowie
allgemein zur besseren Einordnung der beobachteten Zellenh&ufigkeiten wurde fir jede
Tabellenzelle das korrigierte Residuum (kR) mit ausgegeben. Negative Werte weisen
dabei auf eine schwachere, positive Werte auf eine starkere Zellenbesetzung hin, als
man im Falle statistischer Unabhangigkeit zwischen der Zeilen- und Spaltenvariable
erwarten wirde. Die korrigierten Residuen berticksichtigen den Stichprobenumfang und
kénnen als z-Werte interpretiert werden. Bei einem lokalen p <0,05 gelten sie ab dem

Betragswert |1,96] als statistisch auffallig.

Fur die Uberlebensanalysen wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt. Unterschiede des
Kurvenverlaufs wurden mittels Log-rank-Test untersucht, der wiederum einer Chi-
Quadrat-Verteilung (x?) folgt. 95 %-Konfidenzintervalle wurden verwendet, um

spezifische Endpunkte zu vergleichen [114].

3.6 Index der verwendeten Software, Gerate, Verbrauchsmaterialien und

Chemikalien

In der linken Spalte der nachfolgenden Auflistung sind die Bezeichnungen der
verwendeten Produkte zu finden. Rechts ist der jeweilige Hersteller beziehungsweise

Vertrieb angegeben.

Software

e Leica DMD108 Leica Microsystems (Wetzlar, DE)

e Literaturverwaltungsprogramm, Clarivate Analytics (London, UK)
EndNote™

e PathoPro ifms (Saarbrucken, DE)

e Prasentationsprogramm, Microsoft (Redmond, US)
Microsoft PowerPoint

e SPSS Statistics IBM (New York, US)

e Textverarbeitungsprogramm, Microsoft (Redmond, US)

Microsoft Word

Geréate
e Brutschrank Memmert (Schwabach, DE)
¢ Digitales Mikroskop, Leica DMD108 Leica Microsystems (Wetzlar, DE)
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e Gefrierschrank

e Kuhlschrank

e Lichtmikroskop, Leica DM2500
e Magnetrihrer, IKAMAG® RCT
e Mikrowelle

e pH-Meter

e Pipetten, Eppendorf Research®

e Reagenzglasschiittler, Vortex Genie 2™

e Schlittenmikrotom
e Tischabzug
e Waage

e Wasserbad

Verbrauchsmaterialien

¢ Adhésionsobjekttrager, Q Path®

o Adhasionsobjekttrager, TOMO®

e Deckglaser (24 x 50 mm)

e Eindeckmedium, Aquatex®

e Eppendorfgefalle (1,5 ml; 5ml; 2 ml)
e Farbegestell, DURAN®

e Farbekammern mit Deckel

o Farbekasten mit Deckel
o Farbetrog mit Einsatz

o Filterpapier
e Glaskivetten

e Messzylinder, DURAN® (250 ml)
e Messzylinder, SIMAX® (250 ml)

e Pipettenspitzen, epT.l.P.S.® Standard
(100 pl, 1000 pl, 5000 pi)

Chemikalien

¢ Antibody Diluent with Background-
Reducing Components, S3022

e Anti-CA XlI-Antikorper, Klon 6A10
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Agua dest. (destilliertes Wasser)
Brij® 35-Losung

DAB+ Chromogen, K3468

DAB+ Substrate Buffer, K3468
Ethanol (100 %; 96 %; 70 %)
Hematoxylin Gill’'s Formula, H3401

Protein Block Serum-Free
Ready-to-use, X0909

SuperVision 2 Enhancer (Ratte)
SuperVision 2 Polymer - HRP (Ratte)
Target Retrieval Solution, S2369
Wasserstoffperoxid (30 %)

Xylol

0,05 M TRIS-Puffer pH 7,5

- 34,259 Trizma®-Hydrochlorid

- 43,90 g Sodium Chloride

- 4,50 g Trizma®-Base

- 5,00L Aqua dest.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Auswertung aufgefiihrt.
Nach Beschreibung der Farbung erfolgt die Darstellung der Resultate aus der
statistischen Datenanalyse. Im Unterkapitel 4.3 werden schlieBlich die Kollektive
hinsichtlich der Hohe ihrer CA XlI-Expression verglichen.

Die histopathologischen und klinischen Charakteristika der analysierten Félle sind in

Kapitel 3.1 bei den jeweiligen Patientenkollektiven zu finden.

Es sei an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen, dass Teilaspekte der Arbeit bereits

veroffentlicht wurden (siehe Publikationsliste, Seite 113).
4.1 Karzinomkollektive
4.1.1 Kollektivibergreifende Beobachtungen zum CA Xll-Expressionsprofil

In beiden Karzinomkollektiven wies meist ein Grof3teil der vorliegenden Tumorzellen

eine deutliche Immunféarbung auf (Abbildung 11).

A

Abbildung 11: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase XIl in einem Ovarial-
karzinom. Vorliegende Gewebestanzen einer Patientin [A] (40-fach vergrof3ert) und
Detailaufnahme [B] (200-fach vergré3ert), Mal3stabsleiste: 100 um
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Dabei zeigten die positiven Zellen in beinahe allen Praparaten ein zytoplasmatisches
Signal. Insbesondere bei schwacherer beziehungsweise unvollstandiger Zytoplasma-
farbung war in vielen Fallen eine zusatzliche membrandse Expression erkennbar
(Abbildung 12 A). Teils fand sich diese jedoch nur in einzelnen Zellen oder bei Variation
der Schnittebene durch Fokussierung am Lichtmikroskop. Eine ausschlief3liche
Membranfarbung aller positiver Tumorzellen lag in keinem Karzinom vor. Mitunter
entstand der Eindruck eines perinukledr betonten Immunsignals. Der Zellkern erschien
haufig ebenfalls gefarbt (Abbildung 12 B). Eine vorwiegend nukledre Farbung wurde sehr
selten beobachtet.

Abbildung 12: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase Xll in einem Harnblasen-
karzinom [A] und einem Ovarialkarzinom [B] (je 200-fach vergréBert), Ma8stabsleiste: 100 um
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Die meist prominente Zytoplasmafarbung erschwerte die Detektion und Quantifizierung
der membrantsen sowie der nukledren Expression. Eine getrennte Auswertung der

subzellularen Lokalisationen konnte daher nicht zuverléassig durchgefihrt werden.

Das gleichzeitige Vorliegen verschiedener Farbemuster und -intensitaten fihrte zu teils
deutlich heterogenen Praparaten. Dagegen wiesen andere Karzinome ausgesprochen
gleichméaRig gefarbte Tumorzellen auf (Abbildung 13). Zum Teil fanden sich auch
einzelne Zellen mit abweichender Farbung in sonst homogenem Tumorgewebe.

Abbildung 13: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase Xll in zwei Harnblasen-
karzinomen [A, C] und einem Ovarialkarzinom [B] (je 200-fach vergroRert), MaRRstabsleiste:
100 um
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Augenscheinlich bestand in den Praparaten keine Abhangigkeit der Farbung vom
Ausmald der Gewebehypoxie. So hatte der Abstand zu BlutgefaRen keinen erkennbaren
Einfluss auf die Farbung der Zellen. Ebenso waren die an eine Nekrose angrenzenden

Tumorzellen im Allgemeinen nicht anders gefarbt als die weiter entfernt liegenden Zellen.

Die Tumorzellen hoben sich aufgrund ihrer Farbung in den allermeisten Fallen vom
angrenzenden Stroma ab. In manchen Praparaten waren auch Stromakomponenten
gefarbt (Abbildung 12 B sowie Abbildung 14 A und C). Hierzu zé&hlten beispielsweise
Immunzellen wie Lymphozyten, Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen. Teils fand
sich eine diffuse Farbung von Fibroblasten, glatten Muskelzellen (Gefaldwand, Detrusor-
muskulatur) und peripheren Nervenfasern. Gefarbt waren auch Perikaryen von
Ganglienzellen sowie Verkalkungen, wie sie unter anderem in Ovarialkarzinomen in
Form von sogenannten Psammomkorpern vorkommen koénnen (Abbildung 14 B).
Ansammlungen von Farbstoff fanden sich zudem intraluminal und im Bereich von
Extravasaten. Erythrozyten blieben dabei stets ungefarbt (Abbildung 14 C). Ausgespart

blieben beispielsweise auch Muzine und Glykogenvakuolen.

Abbildung 14: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase Xll in Harnblasen- [A] und
Ovarialkarzinomzellen [B]. Zusétzliche Anfarbung von Stromakomponenten ([A] 200-fach
vergroRert, [C] 400-fach vergrol3ert), Psammomkdrpern (A) [B] (200-fach vergroRert) und
intraluminal lokalisierten neutrophilen Granulozyten (») [C], Mastabsleiste: 100 um
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4.1.2 CAXIl-Expression in den Ovarialkarzinomen

Deskriptive Statistik
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Abbildung 15: Carboanhydrase XlI-Expression im Ovarialkarzinomkollektiv (n = 392) — absolute
und relative Haufigkeiten der Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

Abbildung 15 veranschaulicht die Verteilung der IRS-Werte im Ovarialkarzinomkollektiv.
Bei 390 (99,5 %) der 392 auswertbaren Falle zeigte sich eine Farbung der Tumorzellen.
Meist (72,2 %) waren mehr als 80 % der vorliegenden Zellen gefarbt (Tabelle 7 A). Die
vorherrschende Farbeintensitat wurde am haufigsten (44,1 %) als maRig stark bewertet
(Tabelle 7 B). Modus und Median lagen bei IRS 8. Alle Werte des IRS von 0 bis 12 waren
im Kollektiv vertreten. Nur ein kleiner Teil (7,4 %) der Praparate wies einen IRS <2 auf
(29 von 392 Fallen). Ein IRS > 8 wurde bei 79 Karzinomen (20,2 %) beobachtet.

In 272 Fallen (69,4 %) waren stark gefarbte Tumorzellen vorhanden. Diese traten meist

(52,6 %) fokal in zusammengenommen weniger als 10 % der Zellen auf.

Bei 220 Fallen (56,1 %) zeigten die aus dem gleichen Karzinom stammenden Gewebe-
proben eine ahnliche Farbung. Die TMAs von 127 Fallen (32,4 %) waren dagegen
auffallend unterschiedlich gefarbt (Abbildung 16). 45 Falle (11,5 %) wiesen zu wenig
Gewebe fir einen Vergleich auf.

Innerhalb der einzelnen TMAs fand sich bei 208 Féllen (53,1 %) eine gleichmaiige
Farbung, wohingegen in 175 Fallen (44,6 %) eine heterogene Farbung der Tumorzellen

auffiel. 9 Falle (2,3 %) waren diesbezuglich nicht auswertbar.
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Tabelle 7: Carboanhydrase XII-Expression im Ovarialkarzinomkollektiv — absolute (n) und
relative Haufigkeiten fur den Anteil der gefarbten Zellen [A] und die vorherrschende
Farbeintensitat [B], kodiert nach Remmele

A Prozentsatz B vorherrschende

0, 0,
positiver Zellen n (%) Farbeintensitat n (%)
PPO 0% 2 (0,5) SI0 keine Farbung 2 (0,5)
PP1 19% 10 (2,6) SI1  schwach 137 (34,9
PP2 10-20% 8 (2,0 SI2 maRig 173 (44,1

21-30 % 2 (09 SI3 stark 80  (20,4)

31-40 % 2 (0,5)

41-50 % 11 (28 2 392 (100,0)
PP3 51-60% 20 (5,1)

61-70 % 15 (3,8)

71-80 % 39 (9,9
PP4 81-90% 96  (24,5)

91-100 % 187  (47,7)

)3 392 (100,0)

Abbildung 16: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase Xl im Tumorgewebe einer
Ovarialkarzinompatientin. Heterogenitat der Immunfarbung zwischen den vorliegenden Gewebe-
stanzen eines Falles (40-fach vergréert), Mal3stabsleiste: 100 um

Kontingenzanalysen

Die Hypothese eines Zusammenhanges zwischen der CA Xll-Expression und der
Tumoraggressivitat wurde zunachst am Gesamtkollektiv (n = 392) getestet.

In Tabelle 8 ist die Verteilung der gruppierten IRS-Werte in Abhangigkeit des
Differenzierungsgrades dargestellt (FFHT = 14,149; p=0,023; V =0,127).
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Tabelle 8: Kontingenz der Merkmalsausprdgungen von Tumorgraduierung (G) und
Carboanhydrase XlI-Expression im Ovarialkarzinomkollektiv (n = 392) — absolute (n) und relative
Haufigkeiten fir die gruppierten Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

IRS 0-2 IRS 3-4 IRS 6-8 IRS 9-12 s
G1 n 6 18 30 3 57
(%) (10,5) (31,6) (52,6) (5,3) (100,0)
G2 n 2 9 14 3 28
(%) (7,1) (32,1) (50,0) (10,7) (100,0)
G3 n 21 89 120 71 301
(%) (7,0) (29,6) (39,9) (23,6) (100,0)

Ein hoher Anteil positiver Tumorzellen (PP 4) fand sich prozentual haufiger in geringer
differenzierten Ovarialkarzinomen (G1: 63,2 %; G2: 71,4 %; G3: 73,8 %). Eine geringere
Differenzierung ging zudem mit einem héheren Prozentsatz an vorherrschend starker
Farbung einher (G1: 5,3 %; G2: 10,7 %; G3: 23,9 %). In keinem der 57 gut differenzierten
Karzinome (0,0 %) wurde die CA XII-Expression mit dem Hochstwert IRS 12 bewertet.
Dagegen zeigten 66 der 301 gering differenzierten Karzinome (21,9 %) einen IRS 12.
Infolgedessen war die Gruppe IRS9-12 bei den G3-Karzinomen statistisch
Uberreprasentiert (kR:+3,4) und die Verteilung fir den Cut-off IRS>8 auffallend
unterschiedlich (x?(2, n=386)=11,690; p=0,003; V= 0,174). Dies traf auch bei
Stratifizierung nach FIGO Il (haufigstes Tumorstadium mit n =265) zu (FFHT =7,922;
p=0,015; V=0,166) (Tabelle 9). Der Effekt wurde als schwach quantifiziert und durch
den Expressionsunterschied zwischen den G1- und den G3-Karzinomen hervorgerufen.
Fur den Cut-off IRS > 2 zeigte sich kein statistisch auffalliger Unterschied zwischen den
Grading-Kategorien (FFHT =1,104; p=0,596; V = 0,048).

Tabelle 9: Kontingenz der Merkmalsauspragungen von Tumorgraduierung (G) und
Carboanhydrase XlI-Expression innerhalb der FIGO llI-Ovarialkarzinome (n = 265) — absolute (n)
und relative Haufigkeiten fir den Cut-off-Wert 8 des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

IRSS8  IRS>8 3
G1 n 27 1 28
(%) (96,4) (3,6) (100,0)
G2 n 8 1 9
(%) (88,9) (11,1) (100,0)
G3 n 171 57 228
(%) (75,0) (25,0) (100,0)

Abbildung 17 zeigt beispielhaft die Expression von CAXIl in verschiedenen

histologischen Subtypen des Ovarialkarzinoms.
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Abbildung 17: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase XIl in verschiedenen
histologischen Subtypen des Ovarialkarzinoms. Low-grade serdses [A], endometrioides [B],
muzindses [C] und klarzelliges [D] Karzinom (je 200-fach vergroRert), MaRstabsleiste: 100 um

Von allen im Kollektiv vertretenen histologischen Subtypen lagen Préparate mit
deutlicher CA XlI-Expression vor. Die gruppierten IRS-Werte sind in Tabelle 10
aufgefuhrt. Es sei hierbei auf die in Kapitel 3.1.1 gezeigte Abbildung 5 zur Tumor-
graduierung innerhalb der einzelnen Subtypen hingewiesen. Die seromuzindsen
Karzinome und die muzinésen Karzinome enthielten tendenziell mehr ungeférbte
Tumorzellen (PP <3: 75,0 % und 41,2 %) und zeigten prozentual haufiger (75,0 % und
47,1 %) eine vorherrschend schwache Farbeintensitat als die tbrigen Ovarialkarzinome.
Bei allen klarzelligen Karzinomen (100,0 %) lag der Anteil positiver Tumorzellen tUber
80 % (kR: + 2,5). Die relative Haufigkeit einer vorherrschend starken Farbeintensitat war
bei den undifferenzierten Karzinomen (25,0 %) und den HGSOCs (24,7 %) am grol3ten
(kR: + 0,3 beziehungsweise + 3,4).

Der Vergleich der beiden histologischen Subtypen mit serdser Zellmorphologie ergab,
entsprechend der beschriebenen Assoziation zwischen CA XII-Expression und
Tumorgrad, eine unterschiedliche Verteilung der gruppierten IRS-Werte (FFHT = 11,678;
p=0,007; V=0,190). Sehr hohe Werte fanden sich bei den HGSOCs statistisch
auffallend haufiger als bei den LGSOCs (FYT fur den Cut-off IRS>8:p=0,004;
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V=0,158). Eine sehr niedrige Expression war dagegen in beiden Subtypen &hnlich
haufig (FYT fur den Cut-off IRS >2: p>0,999; V =0,028).

Tabelle 10: Kontingenz  der  Merkmalsauspragungen von  Tumorhistologie und
Carboanhydrase XlI-Expression im Ovarialkarzinomkollektiv (n = 388) — absolute (n) und relative
Haufigkeiten flr die gruppierten Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

IRS 0-2 IRS 3-4 IRS 6-8 IRS 9-12 >

LGSOC n 2 11 25 2 40
(%) (5,0) (27,5) (62,5) (5,0) (200,0)

HGSOC n 19 80 103 65 267
(%) (7,2) (30,0) (38,6) (24,3) (200,0)

endometrioid n 2 11 21 3 37
(%) (5,4) (29,7) (56,8) (8,1) (100,0)

muzinos n 4 6 4 3 17
(%) (23,5) (35,3) (23,5) (17,6) (100,0)

seromuzinods n 1 2 1 0 4
(%) (25,0) (50,0) (25,0) (0,0) (100,0)

klarzellig n 0 5 8 2 15
(%) (0,0) (33,3) (53,3) (13,3) (100,0)

undifferenziert n 1 1 4 2 8
(%) (12,5) (12,5) (50,0) (25,0) (100,0)

Um konfundierende Faktoren zu reduzieren, wurde die Assoziation der CAXII-
Expression mit weiteren klinischen-pathologischen Parametern im Folgenden an der
Subgruppe der HGSOCs (n=267) untersucht. In der rechten Spalte der jeweiligen
Kontingenztabelle ist die Haufigkeit der Merkmalsauspragungen im stratifizierten
Kollektiv angegeben (Tabelle 11 A-D).

Tabelle 11 A zeigt die Verteilung der gruppierten IRS-Werte innerhalb der FIGO-
Tumorstadien (FFHT =13,542; p=0,102; V=0,131). Bei den FIGO |-Karzinomen war
der prozentuale Anteil einer sehr hohen Expression (IRS 9-12) mit 42,9 % am groften.
In 13 der 14 Karzinome (92,9 %) waren Uber 80 % der Tumorzellen gefarbt (kR: + 1,8).
2 Falle (14,3 %) wiesen eine vorherrschend schwache Farbeintensitat auf (kR:-1,6).
Demgegenuber waren 17 von 29 FIGO IV-Karzinomen (58,6 %) vorherrschend schwach
gefarbt (kR: +2,9). Ein IRS 12 fand sich hier nur in 2 Fallen (6,9 %). Allerdings lag keine
stetige Anderung der CA XII-Expression zwischen den Tumorstadien vor. Die
prozentuale Haufigkeit sehr niedriger IRS-Werte war bei FIGO Il am grof3ten (kR: + 1,2)
(Cut-off IRS>2: FFHT =2,877; p=0,313; V=0,105). Fir die sehr hohen Werte zeigte
sich die deutlichste Abweichung des korrigierten Residuums bei FIGO IV (kR: - 2,3) (Cut-
off IRS >8: FFHT =8,479; p=0,031; V=0,177).
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Tabelle 11: Kontingenz der Merkmalsauspragungen von FIGO-Tumorstadium [A]
beziehungsweise von den einzelnen Komponenten der TNM-Klassifikation [B-D] und
Carboanhydrase XlI-Expression innerhalb der high-grade serésen Ovarialkarzinome — absolute
(n) und relative Haufigkeiten fur die gruppierten Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach
Remmele

IRS0-2 IRS34 IRS6-8 IRS9-12 >

A FIGO-Stadium I n 0 2 6 6 14
(%) (0,0) (14,3) (42,9) (42,9) (100,0)

I n 2 4 5 2 13

(%) (15,4) (30,8) (38,5) (15,4) (100,0)

11 n 14 60 81 54 209

(%) (6,7) (28,7) (38,8) (25,8) (100,0)

v n 3 14 10 2 29

(%) (10,3) (48,3) (34,5) (6,9) (100,0)

> 265

B Ausdehnungdes T1 n 0 5 8 6 19
Primartumors (%) (0,0) (26,3) (42,1) (31,6) (1200,0)

T2 n 2 6 8 2 18

(%) (11,1) (33,3) (44,4) (11,1) (200,0)

T3 n 17 69 85 55 226

(%) (7,5) (30,5) (37,6) (24,3) (100,0)

> 263

C Lymphknoten- NO n 6 18 24 19 67
status (%) (9,0) (26,9) (35,8) (28,4) (100,0)

N1 n 7 24 36 20 87

(%) (8,0) (27,6) (41,4) (23,0) (100,0)

NX / n 6 38 43 26 113

fehlend (%) (5,3) (33,6) (38,1) (23,0) (200,0)

> 267

D Fernmetastasen MO n 0 2 3 2 7
(%) (0,0) (28,6) (42,9) (28,6) (100,0)

M1 n 3 14 10 2 29

(%) (10,3) (48,3) (34,5) (6,9) (100,0)

MX / n 16 64 90 61 231

fehlend (%) (6,9) (27,7) (39,0) (26,4) (100,0)

> 267

Erganzend wurden die einzelnen Komponenten der TNM-Klassifikation analysiert.
Sowohl eine vorherrschend starke Farbeintensitat als auch ein hoher Anteil CA XII-
positiver Tumorzellen (PP 4) traten prozentual haufiger bei den T1-Karzinomen auf
(kR: +0,8 beziehungsweise +1,2). Die IRS-Werte 0-2 waren in der T1-Kategorie
unterreprasentiert, wahrend in der T2-Kategorie die Werte 9-12 unterreprasentiert
waren (kR: je - 1,3) (gruppierter IRS: FFHT = 3,792; p =0,698; V =0,086) (Tabelle 11 B).

46



Ergebnisse

Weder fur den Cut-off IRS > 2 (FFHT =1,662; p=0,374; V =0,085) noch fur den Cut-off
IRS>8 (FFHT=2,193; p=0,349; V=0,093) zeigte sich ein statistisch auffalliger
Expressionsunterschied.

Bezuglich des Lymphknotenstatus wurde ebenfalls keine statistisch aufféllige Verteilung
der gruppierten IRS-Werte beobachtet (FHT =2,854; p=0,835; V=0,072) (Tabelle
11 C). Tabelle 11 D zeigt die Haufigkeitsverteilung der gruppierten IRS-Werte bezliglich
des Vorliegens von Fernmetastasen (FFHT =9,110; p=0,122; V =0,129). Ein IRS 9-12
fand sich prozentual etwas haufiger bei NO- und bei MO-Karzinomen (kR:+0,9
beziehungsweise +0,3). Zwischen dem Lymphknotenstatus und den Cut-off-Werten
IRS>2 (FFHT=1,156; p=0,596; V=0,062) und IRS>8 (x?(2, n=267)=0,782;
p=0,676;V =0,054) sowie zwischen dem Vorliegen von Fernmetasten und dem Cut-off
IRS>2 (FFHT=0,755; p=0,676; V=0,061) wurde kein statistisch auffalliger
Zusammenhang gefunden. Fir den Cut-off IRS>8 fiel bei der M-Klassifikation ein
CA XIllI-Expressionsunterschied auf (FFHT =6,028; p=0,043; V=0,142), wobei sehr
hohe IRS-Werte in den Fallen mit bekannten Fernmetastasen unterreprasentiert waren
(kR: - 2,3). Im Einzelvergleich von den als MO und den als M1 klassifizierten Karzinomen
ergab sich ebenfalls eine schwache Effektstarke (FYT: p=0,163; V=0,273). Es sei
allerdings darauf hingewiesen, dass nur in wenigen Fallen eine eindeutige Angabe
moglich war (MO: n=7; M1: n=29).

Im stratifizierten Kollektiv der HGSOCs betrug das mediane Alter 63,33 Jahre.
Karzinome von Patientinnen, deren Alter bei Diagnosestellung unter dem Median lag,
wiesen etwas haufiger eine gesteigerte CA XlI-Expression auf. Die Expressions-
unterschiede waren weder fiir den gruppierten IRS (x? (3, n=266)=2,445; p=0,485;
V =0,096) noch fir die Cut-off-Werte IRS>2 (FYT: p>0,999; V=0,015) und IRS>8
(FYT: p=0,568; V =0,044) statistisch auffallig. Die Kontingenztabellen der gruppierten
Altersstufen zeigten keine stetige Veranderung der Farbeparameter. Die héchste CA XlI-
Expression wurde bei der Altersgruppe 40-49 Jahre beobachtet. In 32 dieser 37
Karzinome (86,5%) fand sich ein hoher Anteil positiver Zellen (PP 4). Die

vorherrschende Farbeintensitat wurde nurin 6 Fallen (16,2 %) als schwach bewertet.

Kaplan-Meier-Analysen

Fur 75 HGSOCs konnte das rezidivfreie Uberleben untersucht werden. Bei allen 15
Fallen mit bekanntem Tumorrezidiv im Beobachtungszeitraum wiesen die vorliegenden
Praparate einen hohen Anteil positiver Tumorzellen (PP 4) auf. Darliber hinaus war ein
grolRerer Prozentsatz dieser Karzinome vorherrschend stark gefarbt. In Abbildung 18 A

ist der Verlauf der Kaplan-Meier-Kurven fir die gruppierten IRS-Werte dargestellt (Log-
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rank-Test: x? (2, n=75)=2,054; p=0,358). Die rezidivfreien 1-Jahres- und 5-Jahres-
Uberlebensraten sind in Tabelle 12 zu finden. Eine sehr hohe CA XlI-Expression zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung (Cut-off IRS >8) ging tendenziell mit einer kiirzeren
rezidivfreien Zeit einher (Log-rank-Test: x*(1, n=75)=1,977; p=0,160) (Abbildung
18 B).

1,0 IRS 3-4
—IRS 6-8
—1IRS 9-12
IRS 3-4 zensiert
03 ——IRS 6-8 zensiert
- ——IRS 9-12 zensiert
]
o
S
3 o5
L
=]
"
2
(]
=
S o4
k=
N
o
™
02
p=0,358
0,0
00 50,00 100,00 150,00 200,00
Zeit nach Diagnosestellung (in Monaten)
1,0 -"IRS<8
—T1IRS>8
—1IRS = 8 zensiert
—+—IRS > 8 zensiert
08
=
[
e}
2
[
D 06
_'n i I Il
) +
[
O
()
bt
E 04
2
N
@
S
02
p=0,160
0.0
00 50,00 100,00 150,00 200,00

Zeit nach Diagnosestellung (in Monaten)

Abbildung 18: Kaplan-Meier-Kurven des rezidivfreien Uberlebens fiir die stratifizierten
Ovarialkarzinome (n=75) unter Beriicksichtigung der Carboanhydrase XlI-Expression -—
gruppierte Werte [A] und Cut-off-Wert 8 [B] des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele
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Tabelle 12: Rezidivfreie 1-Jahres- und 5-Jahres-Uberlebensraten fir die stratifizierten
Ovarialkarzinome (n =75) unter Beriicksichtigung der Carboanhydrase XlI-Expressionsstufen —
gruppierte Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

rezidivfreies 1-Jahres-Uberleben rezidivfreies 5-Jahres-Uberleben
(95 %-Konfidenzintervall) (95 %-Konfidenzintervall)
IRS 3-4 93,3% (81,6 — 100,0 %) 69,1 % (44,1 — 100,0 %)
IRS 6-8 100,0 % (100,0 — 100,0 %) 65,9 % (45,9 — 94,7 %)
IRS 9-12 81,6 % (64,8 — 100,0 %) 55,1 % (33,3 - 91,3 %)

Fur die Analyse des Gesamtiiberlebens konnte aufgrund der grof3eren Anzahl
dokumentierter Falle eine zuséatzliche Stratifizierung von konfundierenden Prognose-
faktoren vorgenommen werden. Berlcksichtigt wurden neben dem histologischen
Subtyp und dem Differenzierungsgrad auch das Tumorstadium und das Alter der
Patientinnen zum Diagnosezeitpunkt, wobei jeweils die haufigste Merkmalsauspragung
einbezogen wurde. Somit erfolgte die Analyse an HGSOCs, welche bei 60-69 Jahre
alten Patientinnen in FIGO-Stadium Ill diagnostiziert wurden (n = 80).

Die Uberlebenskurven der gruppierten IRS-Werte verliefen ohne klare Abstufung und
statistisch auffallige Unterschiede (Log-rank-Test: x?(3, n=80)=4,177; p=0,243).
Tabelle 13 zeigt die 1-Jahres- und 5-Jahres-Uberlebensraten der einzelnen Gruppen. In
Abbildung 19 A und B sind die Uberlebenskurven fur den Cut-off IRS>2 und IRS > 8
veranschaulicht. Bei sehr niedriger CA XlI-Expression im untersuchten Operations-
praparat (n=7) zeigte sich im Verlauf eine Tendenz zu einem besseren Gesamt-
Uberleben (Log-rank-Test: x?(1, n=80)=2,381; p=0,123). Demgegeniber war eine
sehr hohe CA Xll-Expression (n=20) im vorliegenden Kollektiv eher mit einem
schlechteren Gesamtiiberleben assoziiert (Log-rank-Test: x2(1, n=80)=2,133;
p=0,144).

Tabelle 13: 1-Jahres- und 5-Jahres-Gesamtlberlebensraten fiur die stratifizierten
Ovarialkarzinome (n = 80) unter Beriicksichtigung der Carboanhydrase XlI-Expressionsstufen —
gruppierte Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

1-Jahres-Uberleben 5-Jahres-Uberleben
(95 %-Konfidenzintervall) (95 %-Konfidenzintervall)
IRS 0-2 85,7 % (63,4 — 100,0 %) 42,9 % (18,3 — 100,0 %)
IRS 3-4 95,2 % (86,6 — 100,0 %) 24,0 % (9,9 — 58,0 %)
IRS 6-8 86,3 % (74,6 — 99,8 %) 38,8 % (24,1 — 62,4 %)
IRS 9-12 75,0 % (58,2 — 96,6 %) 25,0 % (11,7 — 53,5 %)
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Kurven des  Gesamtiiberlebens fir die  stratifizierten
Ovarialkarzinome (n = 80) unter Berlicksichtigung der Carboanhydrase XlI-Expression - Cut-off-
Wert 2 [A] und Cut-off-Wert 8 [B] des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

Auch bei Erhéhung der Fallzahl durch Einschluss aller HGSOCs in FIGO-Stadium IlI
unabhangig der Altersgruppe, zeigte sich der beschriebene Trend (Log-rank-Test fur
Cut-off IRS>2: x?(1, n=207)=0,962; p=0,327; Log-rank-Test fur Cut-off IRS > 8:
X2 (1, n=207)=1,306; p=0,253).
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4.1.3 CAXIl-Expression in den muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen

Deskriptive Statistik
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Abbildung 20: Carboanhydrase X/I-Expression im Harnblasenkarzinomkollektiv (n=234) -
absolute und relative Haufigkeiten der Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nhach Remmele

Alle 234 muskelinvasiven Harnblasenkarzinome (100,0 %) zeigten eine Farbung von
Tumorzellen. In der grol3en Mehrheit der Falle (89,3 %) waren Uber 80 % der Zellen
gefarbt (Tabelle 14 A). Die vorherrschende Farbeintensitat war meist (43,2 %) malig
stark (Tabelle 14 B). Der modale und der mediane IRS hatten den Wert 8. Im Kollektiv
waren alle IRS-Werte zwischen 2 und 12 vertreten (Abbildung 20), wobei der minimale
Wert IRS 2 nur in 3 Fallen (1,3 %) beobachtet wurde. Ein IRS > 8 trat bei 49 Praparaten
(20,9 %) auf.

In 166 Karzinomen (70,9 %) fanden sich Areale mit starker Farbeintensitat. Insgesamt

machten diese meist (44,6 %) unter 10 % der Tumorzellen aus.

Bei 135 Fallen (57,7 %) variierte die Farbung zwischen den zu einem Karzinom
gehdrenden TMAs. In 97 Fallen (41,5%) wiesen die Gewebeproben eine ahnliche
Farbung auf. 2 Falle (0,9 %) waren diesbeziiglich nicht beurteilbar.

Fir 185 Karzinome (79,1 %) konnte ausreichend Gewebe aus dem Haupttumor und der
Invasionsfront miteinander verglichen werden. 84,3 % dieser Félle zeigten zwischen den
beiden Bereichen keinen eindeutigen Unterschied der Farbung (Abbildung 21). In 17
Fallen (9,2 %) war der Haupttumor die starker gefarbte Region, in 12 Fallen (6,5 %) die

Invasionsfront.
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Eine heterogene Farbung innerhalb der einzelnen TMAs fand sich bei 122 Fallen
(52,1 %) des Kollektivs, wahrend sich die Tumorzellen in den TMAs von 112 Fallen

(47,9 %) gleichmaRig anfarbten.

Tabelle 14: Carboanhydrase XlI-Expression im Harnblasenkarzinomkollektiv — absolute (n)
und relative Haufigkeiten fur den Anteil der gefarbten Zellen [A] und die vorherrschende
Farbeintensitat [B], kodiert nach Remmele

A Prozentsatz B vorherrschende

positiver Zellen n (%) Farbeintensitat n (%)
PPO 0% 0 (0,0) SI0 keine Farbung 0 (0,0)
PP1 19% 0 (0,0) SI1  schwach 84 (35,9
PP2 10-20% 0 (0,0 SI2 maRig 101 (43,2
21-30 % 0 (00 SI3  stark 49 (20,9)
31-40% 0 (0,0
41-50 % 4 @7 2 234 (100,0)
PP3 51-60% 2 (0,9
61-70 % 4 1,7)
71-80 % 15 (6,4)
PP4 81-90% 35 (15,0

91-100% 174 (74,4
5 234 (100,0)

2 ]

Abbildung 21: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase XIl im Tumorgewebe
eines Harnblasenkarzinompatienten. Gewebestanzen aus dem Haupttumor (obere Reihe) und
aus dem Bereich der Invasionsfront (untere Reihe) (40-fach vergréRert), MaR3stabsleiste: 100 um

Kontingenzanalysen

Bei den analysierten Harnblasenkarzinomen handelte es sich ausschlie3lich um high-

grade Tumoren. Leitliniengerecht waren diese weiter in G2 und G3 unterteilt [8]. An
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dieser Stelle sei erwahnt, dass die G2-Karzinome des Kollektivs in der Kaplan-Meier-
Analyse ein tendenziell schlechteres tumorspezifisches Uberleben zeigten (Log-rank-
Test: x2 (1, n=230)=0,869; p=0,351). Die Haufigkeitsverteilung der gruppierten IRS-
Werte innerhalb der beiden Graduierungsstufen (FFHT =5,931; p=0,102; V = 0,154) ist
in Tabelle 15 dargestellt. Es fiel auf, dass bei den G2-Karzinomen (n=18) prozentual
haufiger eine vorherrschend maRige oder starke Farbeintensitat dokumentiert wurde
(kR: + 1,1 beziehungsweise +1,3) und der Anteil CA Xll-positiver Tumorzellen im
Verhaltnis etwas ofter mit PP 4 bewertet wurde (kR: +0,7) als bei den G3-Karzinomen
(n=215). Weder fir den Cut-off IRS>2 (FYT: p>0,999; V=0,033) noch fir IRS>8
(FYT: p=0,225; V =0,087) zeigte sich ein statistisch auffélliger Zusammenhang.

Tabelle 15: Kontingenz der Merkmalsauspragungen von Tumorgraduierung (G) und
Carboanhydrase XlI-Expression im Harnblasenkarzinomkollektiv (n =233) — absolute (n) und
relative Haufigkeiten fir die gruppierten Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

IRS0-2 IRS3-4 IRS6-8 IRS9-12 >

G2 n 0 2 10 6 18
(%) (0,0) (11.1) (55.6) (33.3) (100,0)

G3 n 3 79 90 43 215
(%) (1.4) (36.7) (41,9) (20,0 (100,0)

Zwischen den drei Tumorentitdten des Kollektivs konnte kein statistisch auffalliger
Expressionsunterschied festgestellt werden (gruppierter IRS: FFHT =5,066; p=0,772;
V =0,065). Verglichen mit den Urothelkarzinomen war die CA Xll-Expression in den 7
primédren Adenokarzinomen etwas zugunsten der sehr hohen IRS-Werte verschoben

(Tabelle 16). Allerdings blieben tendenziell mehr Tumorzellen ungeféarbt als in den

anderen Entitaten (kR fur PP4: -1,6). Die niedrige Fallzahl der reinen
Plattenepithelkarzinome (n=2) erlaubte keine gewichtige Aussage. In beiden
untersuchten Fallen waren knapp 100 % der Tumorzellen gefarbt.

Tabelle 16: Kontingenz der Merkmalsauspragungen von Tumorentitat und

Carboanhydrase XlI-Expression im Harnblasenkarzinomkollektiv (n=234) — absolute (n) und
relative Haufigkeiten fir die gruppierten Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

IRS 0-2 IRS 3-4 IRS6-8 IRS9-12 >

Urothelkarzinom n 3 80 96 46 225
(%) (1,3) (35,6) (42,7) (20,4) (100,0)

Adenokarzinom n 0 2 3 2 7
(%) (0,0 (28,6) (42,9) (28,6) (100,0)

Plattenepithelkarzinom n 0 0 1 1 2
(%) (0,0) (0,0) (50,0) (50,0) (100,0)

53



Ergebnisse

Die Assoziation der CA Xll-Expression mit histopathologischen und klinischen
Parametern wurde im Weiteren nur an den MIUCs (n =225) untersucht. In der rechten
Spalte der Kontingenztabellen ist jeweils die Haufigkeit der Merkmalsauspragungen des

analysierten Parameters im stratifizierten Kollektiv angegeben (Tabelle 17 — Tabelle 19).

Beiden 14 MIUCs mit dem Vermerk einer glanduldren Differenzierung im pathologischen
Befund war die dokumentierte CA XlI-Expression des vorliegenden Gewebes tendenziell
niedriger (gruppierter IRS: FFHT=3,301; p=0,361;, V=0,127) (Tabelle 17),
insbesondere bedingt durch das haufigere Vorliegen einer schwachen Farbeintensitét
(kR: +1,7). Fur die Cut-off-Werte IRS>2 (FYT: p>0,999; V=0,030) und IRS>8 (FYT:

p=0,311; V =0,085) war der Expressionsunterschied nicht statistisch auffallig.

Tabelle 17: Kontingenz von glandularer Differenzierung und Carboanhydrase XII-
Expressionsstufe innerhalb der muskelinvasiven Urothelkarzinome (n =225) — absolute (n) und
relative Haufigkeiten fir die gruppierten Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

IRS 0-2 IRS 3-4 IRS6-8 IRS9-12 >
keine glanduléare n 3 72 91 45 211
Differenzierung (%) (1,4) (34,1) (43,1) (21,3) (100,0)
glandulare n 0 8 5 1 14
Differenzierung (%) (0,0) (57,1) (35,7) (7,2) (100,0)

Bei der mikroskopischen Auswertung der Praparate entstand teilweise der Eindruck
einer vermehrten Farbung in Bereichen mit plattenepithelialer Differenzierung
(Abbildung 22).

i

Abbildung 22: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase XIl in einem muskel-
invasiven Urothelkarzinom mit plattenepithelialer Differenzierung (200-fach vergréRert),
Mafstabsleiste: 100 um
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In der Kontingenzanalyse zeigten MIUCs mit einer entsprechenden Angabe im
pathologischen Befund (n =35) ebenfalls haufiger eine starke CA XII-Expression. Der
Unterschied der gruppierten IRS-Werte war statistisch auffallig (FFHT = 8,509; p = 0,027;
V =0,212) (Tabelle 18). Fur den Cut-off IRS > 2 war die Expression ahnlich verteilt (FYT:
p>0,999; V = 0,050), wohingegen die Haufigkeit der sehr hohen IRS-Werte auffallend
unterschiedlich war (FYT fir den Cut-off IRS > 8: p=0,005; V=0,208). 14 der 35 Falle
mit plattenepithelialer Differenzierung (40,0 %) wiesen den Hochstwert IRS 12 auf
(kR: +7,0).

Tabelle 18: Kontingenz von plattenepithelialer Differenzierung und Carboanhydrase XlI-
Expressionsstufe innerhalb der muskelinvasiven Urothelkarzinome (n=225) — absolute (n) und
relative Haufigkeiten flr die gruppierten Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

IRS0-2 IRS34 IRS6-8 [IRS9-12 >
keine plattenepitheliale n 3 71 84 32 190
Differenzierung (%) (1,6) (37,4) (44,2) (16,8) (200,0)
plattenepitheliale n 0 9 12 14 35
Differenzierung (%) (0,0) (25,7) (34,3) (40,0) (100,0)

In Tabelle 19 A ist die Haufigkeitsverteilung der gruppierten IRS-Werte flr die UICC-
Tumorstadien dargestellt (FFHT =4,805; p =0,563; V =0,112). Im untersuchten Kollektiv
zeigten alle 19 Stadium ll-Karzinome (100,0 %) einen hohen Anteil CA Xll-positiver
Tumorzellen (PP 4) (kR: + 1,5). Diese waren etwas seltener schwach (kR: - 0,5), jedoch
auch seltener stark (kR: - 1,1) gefarbt als in den UICC-Stadien lll und IV. Die 3 Falle mit
IRS2 wurden bei StadiumIV-Karzinomen beobachtet (kR:+1,5) (Cut-off IRS>2:
FFHT =2,305; p=0,429; V =0,115). Fur den Cut-off IRS > 8 war die CA XlI-Expression
nicht auffallend unterschiedlich (FFHT =1,102; p=0,596; V =0,076).

Die Komponenten der zugrundeliegenden TNM-Klassifikation wurden zudem separat
untersucht. Die gruppierten IRS-Werte sind in Tabelle 19B-D zu finden (T:
FFHT =4,204; p=0,632; V=0,097, N: FFHT=4,800; p=0,566; V=0,101, M:
FFHT =5,690; p=0,433; V=0,107). Auch die Deskriptoren fur eine Tumorzellinvasion
in LymphgefaRe (FFHT = 3,269; p=0,331; V=0,129), Venen (FFHT =2,511; p =0,423;
V=0,115) und Perineuralscheiden (FFHT =9,348; p=0,167; V=0,128) sind dort
aufgefuhrt (Tabelle 19 E-G).

Zusammenfassend lasst sich berichten, dass am vorliegenden Kollektiv keiner der
Parameter in einem mittleren oder starken Zusammenhang mit der CA XII-Expression
stand. Schwankungen der relativen Haufigkeiten betrafen bei den Invasionsparametern
insbesondere die schwache und maRige Farbeintensitat. Aus den Beobachtungen lief3

sich jedoch keine gleichgerichtete Tendenz ableiten.
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Tabelle 19:

Kontingenz  der

Merkmalsauspragungen

von

UICC-Tumorstadium  [A]

beziehungsweise von den einzelnen Komponenten der TNM-Klassifikation [B-D] sowie der
zusétzlichen Deskriptoren L, V und Pn [E-G] und Carboanhydrase XlI-Expression innerhalb der
muskelinvasiven Urothelkarzinome (n=225) — absolute (n) und relative Haufigkeiten fur die
gruppierten Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

IRS0-2 IRS3-4 IRS6-8 IRS9-12 >

A UICC-Stadium Il n 0 6 11 2 19
(%) (0,0) (31,6) (57,9) (10,5) (200,0)

i n 0 32 41 19 92

(%) (0,0) (34,8) (44,6) (20,7) (200,0)

\Y n 3 42 44 25 114

(%) (2,6) (36,8) (38,6) (21,9) (100,0)

B Ausdehnung des T2 n 0 11 23 9 43
Primartumors (%) (0,0) (25,6) (53,5) (20,9) (100,0)
T3 n 2 45 52 25 124

(%) (1,6) (36,3) (41,9) (20,2) (100,0)

T4 n 1 24 21 12 58

(%) @,7) (41,4) (36,2) (20,7) (100,0)

C Lymphknoten- NO n 1 40 53 18 112
status (%) (0,9 (35,7) (47,3) (16,1) (200,0)
N1 n 2 32 37 23 94

(%) (2,1) (34,0) (39,4) (24,5) (200,0)

NX/ n 0 8 6 5 19

fehlend (%) (0,0) (42,1) (31,6) (26,3) (200,0)

D Fernmetastasen MO n 2 62 80 39 183
(%) (1,2) (33,9) (43,7) (21,3) (200,0)

M1 n 1 14 9 6 30

(%) 3.3) (46,7) (30,0) (20,0) (200,0)

MX / n 0 4 7 1 12

fehlend (%) (0,0) (33,3) (58,3) (8,3) (200,0)

E Lymphgefa- LO n 3 46 65 30 144
invasion (%) (2,2) (31,9) (45,1) (20,8) (100,0)
L1 n 0 34 31 16 81

(%) (0,0) (42,0) (38,3) (19,8) (200,0)

F Venen- VO n 3 71 77 39 190
invasion (%) (1,6) (37,4) (40,5) (20,5) (100,0)
V1 n 0 9 19 7 35

(%) (0,0) (25,7) (54,3) (20,0) (100,0)

G Perineuralscheiden-  Pn0 n 2 57 79 33 171
invasion (%) 1,2) (33,3) (46,2) (19,3) (1200,0)
Pnl n 1 23 17 12 53

(%) (1,9 (43,4) (32,1) (22,6) (200,0)

PnX/ n 0 0 0 1 1

fehlend (%) (0,0) (0,0) (0,0) (100,0) (200,0)
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Bei Fallen von praoperativ vorbehandelten Patienten wurde keine Auffalligkeit der
CA XIll-Expression festgestellt. Der zeitliche Abstand zwischen Vortherapie und

Zystektomie konnte hierbei nicht beriicksichtigt werden.

Das mediane Patientenalter zum Zeitpunkt der Zystektomie betrug fir die MIUCs 68,02
Jahre. In der jingeren Subgruppe des Kollektivs fand sich etwas haufiger eine niedrige
CA XIllI-Expression (gruppierte IRS-Werte: FFHT =6,017; p =0,093; V = 0,169), inklusive
der 3 Falle mit IRS2 (FYT fur den Cut-off IRS>2: p=0,247; V=0,117). Eine
vorherrschend starke Farbeintensitat und damit sehr hohe IRS-Werte fanden sich etwas
haufiger in Praparaten von Patienten, deren Alter iber dem Median lag (FYT flr den
Cut-off IRS>8: p=0,620; V =0,044). Die Analyse der einzelnen Altersgruppen ergab
keine klare Abstufung der Expression. Bei den 12 Patienten zwischen 40 und 49 Jahren
war die Kategorie IRS 0—2 mit einem korrigierten Residuum von + 4,8 iberreprasentiert.
Die relative Haufigkeit flir einen hohen Anteil CA Xll-positiver Zellen (PP 4) war bei den
84 Patienten zwischen 70 und 79 Jahren mit 95,2 % am groften (kR: +2,1). Gleichzeitig
wurde in dieser Altersgruppe mit 28,6 % der niedrigste Prozentsatz einer vorherrschend

schwachen Farbeintensitat beobachtet (kR: - 1,9).

Praparate von Frauen zeigten etwas haufiger niedrige IRS-Werte (kR fur IRS 3-4: +1,7)
(gruppierter IRS: FFHT =3,380; p=0,306; V=0,134). Die 3 Falle mit IRS2 wurden
allerdings bei Mannern beobachtet (FYT: p=0,571; V =0,069). Ein IRS > 8 fand sich bei
9 von 58 Praparaten (15,5 %) weiblicher Patienten und bei 37 von 167 Préparaten
(22,2 %) mannlicher Patienten (FYT: p=0,346; V =0,072). Verantwortlich zeigten sich

Unterschiede der Farbeintensitat.

Kaplan-Meier-Analysen

Die Analyse des rezidivfreien Uberlebens erfolgte an MIUCs mit Tumorgrad 3. Als
bedeutendste Prognosefaktoren nach radikaler Zystektomie gelten die Ausdehnung des
Primartumors und der Lymphknotenstatus [8]. Somit wurde initial nach UICC-Stadium IlI
stratifiziert, da dieses in der zum Diagnosezeitpunkt giltigen Klassifikation nur die
Kategorien T3a bis T4a beinhaltete, jeweils mit NO und MO. Ausschlusskriterien waren
eine neoadjuvante Chemotherapie, eine Nachbeobachtungszeit von weniger als
91 Tagen sowie tumorpositive Resektionsrander im Zystektomiepraparat (R1/R2). Des
Weiteren wurden Félle mit der Angabe einer plattenepithelialen Differenzierung
ausgeschlossen, da diese im vorliegenden Kollektiv mit der CA XII-Expression assoziiert

war und mit einer schlechteren Prognose einherging.
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In Abbildung 23 ist das rezidivfreie Uberleben fur die gruppierten IRS-Werte der 47
eingeschlossenen Falle dargestellt. Der Log-rank-Test ergab, dass die
Uberlebenskurven statistisch nicht auffallend unterschiedlich verliefen (x?(2,
n=47)=2,881; p=0,237). Auch die rezidivfreien 1-Jahres- und 5-Jahres-
Uberlebensraten unterschieden sich nicht statistisch auffallig (Tabelle 20). Allerdings
entwickelte im Beobachtungszeitraum nur 1 von 7 Patienten (14,3 %) mit sehr hoher
CA XIllI-Expression (IRS > 8) im Operationspraparat ein Rezidiv. Dagegen trat bei 10 von
19 Patienten (52,6 %) mit IRS 3-4 und bei 11 von 21 Patienten (52,4 %) mit IRS 6-8 ein
Rezidiv auf (Log-rank-Test fur Cut-off IRS > 8: x2 (1, n=47)=2,862; p =0,091).
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—TIRS 6-8
—IIRS 9-12
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—+—IRS 6-8 zensiert
——IRS 9-12 zensierl
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0,2

p = 0,237

0,0

,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Zeit nach radikaler Zystektomie (in Monaten)

Abbildung 23: Kaplan-Meier-Kurven des rezidivfreien Uberlebens fir die stratifizierten
Urothelkarzinome in  UICC-TumorstadiumIll  (n=47) unter Beriicksichtigung der
Carboanhydrase XlI-Expression — gruppierte Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach
Remmele

Tabelle 20: Rezidivfreie 1-Jahres- und 5-Jahres-Uberlebensraten fiir die stratifizierten
Urothelkarzinome in  UICC-Tumorstadium il (n=47) unter Berlcksichtigung der
Carboanhydrase XlI-Expressionsstufen — gruppierte Werte des Immunreaktiven Scores (IRS)
nach Remmele

rezidivfreies 1-Jahres-Uberleben rezidivfreies 5-Jahres-Uberleben
(95 %-Konfidenzintervall) (95 %-Konfidenzintervall)
IRS 3-4 57,9 % (39,5 - 84,9 %) 47,4 % (29,5 - 76,3 %)
IRS 6-8 75,2 % (58,6 — 96,6 %) 37,2% (19,2 -72,3 %)
IRS 9-12 85,7 % (63,4 — 100,0 %) 85,7 % (63,4 — 100,0 %)

58



Ergebnisse

Um auch die prognostisch unginstigeren Karzinome abzubilden, wurde die Analyse des
rezidivfreien Uberlebens bei ansonsten identischer Stratifizierung fiir das UICC-
Tumorstadium IV wiederholt (n = 40).

Weder fiir den Verlauf der Kaplan-Meier-Kurven (Log-rank-Test fur den gruppierten IRS:
X?(3, n=40)=0,113; p=0,990) noch flur die rezidivfreien 1-Jahres- und 5-Jahres-

Uberlebensraten fanden sich statistisch auffallige Unterschiede (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-Kurven des rezidivfreien Uberlebens fiir die stratifizierten
Urothelkarzinome in  UICC-Tumorstadium|V  (n=40) unter Bericksichtigung der
Carboanhydrase XlI-Expression — gruppierte Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach
Remmele

Fur die Analyse des Gesamt- und tumorspezifischen Uberlebens wurden zun&chst
ebenfalls Falle von G3-MIUCs in UICC-Stadiumlll eingeschlossen, deren
Zystektomiepraparate tumorfreie Resektionsrander (R0O) aufwiesen. Weiterhin wurden
Falle mit dem konfundierenden Faktor einer plattenepithelialen Differenzierung
unbericksichtigt gelassen (n = 54).

Die Uberlebenskurven der gruppierten IRS-Werte verliefen ohne klare Abstufung und
unterschieden sich nicht statistisch auffallig (Log-rank-Test Gesamtiberleben:
x?(2, n=54)=5,442; p=0,066; Log-rank-Test tumorspezifisches Uberleben: 2 (2,
n=54)=3,104; p=0,212). In Tabelle 21 sind die 1-Jahres- und 5-Jahres-
Gesamtuberlebensraten der einzelnen Gruppen aufgefuhrt. Abbildung 25 zeigt die

Kaplan-Meier-Kurven des tumorspezifischen Uberlebens. Das einzige Ereignis in der
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Gruppe IRS9-12 (n=9) trat bereits nach 1,45 Monaten auf. FUr den Cut-off IRS >8
ergab sich statistisch kein auffallend unterschiedlicher Verlauf der Uberlebenskurven
(Log-rank-Test Gesamtlberleben: x2(1, n=54)=3,635; p=0,057; Log-rank-Test
tumorspezifisches Uberleben: x? (1, n=54)=2,217; p=0,137).

Tabelle 21.: 1-Jahres- und 5-Jahres-Gesamtiberlebensraten fir die stratifizierten
Urothelkarzinome in  UICC-TumorstadiumIll  (n=54) unter Berlcksichtigung der
Carboanhydrase XlI-Expressionsstufen — gruppierte Werte des Immunreaktiven Scores (IRS)
nach Remmele

1-Jahres-Uberleben 5-Jahres-Uberleben
(95 %-Konfidenzintervall) (95 %-Konfidenzintervall)
IRS 3-4 94,7 % (85,2 — 100,0 %) 46,1 % (26,3 — 80,8 %)
IRS 6-8 88,1 % (76,4 — 100,0 %) 40,4 % (23,1 — 70,6 %)
IRS 9-12 88,9 % (70,5 — 100,0 %) 88,9 % (70,5 — 100,0 %)
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Abbildung 25: Kaplan-Meier-Kurven des tumorspezifischen Uberlebens fiir die stratifizierten
Urothelkarzinome in  UICC-TumorstadiumIll  (n=54) unter Beriicksichtigung der
Carboanhydrase XlI-Expression — gruppierte Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach
Remmele

Erganzend erfolgte auch die Analyse des Gesamt- und tumorspezifischen Uberlebens
fir das Tumorstadium IV. Die Ubrige Stratifizierung wurde beibehalten (n = 64).

In Abbildung 26 A sind die Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtiberlebens fir die
gruppierten IRS-Werte dargestellt (Log-rank-Test: x? (3, n=64)=3,377; p=0,337). Bei

sehr hoher CA XlI-Expression im untersuchten Operationspraparat (n = 12) zeigten die
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Kurven im Verlauf eine Tendenz zu einem schlechteren Uberleben (Abbildung 26 B). Der
Log-rank-Test fur den Cut-off IRS > 8 ergab kein statistisch auffalliges Ergebnis (x? (1,
n=64)=2,046; p=0,153).
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Kurven des  Gesamtiberlebens fur die stratifizierten
Urothelkarzinome in  UICC-Tumorstadium|V  (n=64) unter Beriicksichtigung der
Carboanhydrase XlI-Expression — gruppierte Werte [A] und Cut-off-Wert8 [B] des
Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele
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Die tumorspezifischen Uberlebensraten verliefen ebenfalls sowohl fir die gruppierten
IRS-Werte (Log-rank-Test: x?(3, n=64)=0,734; p=0,865) als auch fir den Cut-off
IRS>8 (Log-rank-Test: x?(1, n=64)=0,591; p=0,442) ohne statistisch auffallige
Unterschiede (Abbildung 27 A und B).
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Kurven des tumorspezifischen Uberlebens fiir die stratifizierten
Urothelkarzinome in  UICC-Tumorstadium|V  (n=64) unter Berlicksichtigung der
Carboanhydrase XlI-Expression - gruppierte Werte [A] und Cut-off-Wert8 [B] des
Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele
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Im Zeitraum zwischen 12 Monaten und 38 Monaten nach radikaler Zystektomie war
jedoch eine Abstufung der CA XllI-Expression angedeutet. Es zeigte sich eine tendenziell
kurzere Uberlebenszeit bei hoheren IRS-Werten.

Die 1-Jahres- und 5-Jahres-Uberlebensraten unterschieden sich erneut weder fiir das
Gesamtiiberleben (Tabelle 22) noch fiir das tumorspezifische Uberleben (Tabelle 23)
statistisch auffallig.

Tabelle 22: 1-Jahres- und 5-Jahres-Gesamtliberlebensraten fur die stratifizierten
Urothelkarzinome in  UICC-TumorstadiumIV ~ (n=64) unter Berucksichtigung der
Carboanhydrase XlI-Expressionsstufen — gruppierte Werte des Immunreaktiven Scores (IRS)
nach Remmele

1-Jahres-Uberleben 5-Jahres-Uberleben
(95 %-Konfidenzintervall) (95 %-Konfidenzintervall)
IRS 0-2 50,0 % (12,5 —100,0 %) 50,0 % (12,5 — 100,0 %)
IRS 3-4 80,8 % (67,0 — 97,4 %) 26,8 % (12,3 — 58,2 %)
IRS 6-8 62,5 % (45,8 — 85,3 %) 32,1% (17,7 — 58.4 %)
IRS 9-12 66,7 % (44,7 — 99,5 %) 10,4 % (1,7 — 64,7 %)

Tabelle 23: Tumorspezifische 1-Jahres- und 5-Jahres-Uberlebensraten fiir die stratifizierten
Urothelkarzinome in  UICC-Tumorstadium |V  (n=64) unter Beriicksichtigung der
Carboanhydrase XlI-Expressionsstufen — gruppierte Werte des Immunreaktiven Scores (IRS)
nach Remmele

1-Jahres-Uberleben 5-Jahres-Uberleben
(95 %-Konfidenzintervall) (95 %-Konfidenzintervall)
IRS 0-2 50,0 % (12,5 —100,0 %) 50,0 % (12,5 — 100,0 %)
IRS 3-4 80,8 % (67,0 — 97,4 %) 44,4 % (26,1 — 75,4 %)
IRS 6-8 80,9 % (65,5 — 99,9 %) 44,8 % (26,3 — 76,4 %)
IRS 9-12 72,7 % (50,7 — 100,0 %) 45,5 % (23,8 — 86,8 %)
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4.2 Vergleichskollektive

Im Vergleichsgewebe fanden sich ebenfalls CA Xll-positive Zellen. Analog zu den
untersuchten Karzinomen wurde eine zytoplasmatische Immunfarbung beobachtet

sowie teils auch ein membranéses beziehungsweise nukleares Signal.

4.2.1 CAXIl-Expression im ovariellen Vergleichsgewebe

Borderlinetumoren
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Abbildung 28: Carboanhydrase XlI-Expression im Kollektiv der ovariellen Borderlinetumoren
(n=19) - absolute und relative Haufigkeiten der Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach
Remmele

Im Kollektiv der Borderlinetumoren lag der minimale IRS-Wert bei 1 (Abbildung 28).
4 der 19 verwertbaren Falle (21,1 %) wiesen einen IRS <2 auf, kein Fall (0,0 %) zeigte
einen IRS > 8. Am haufigsten waren die IRS-Werte 3 und 4 vertreten, der Median hatte
den Wert 4. Nur in 1 Fall (5,3 %) waren mehr als 80 % der Tumorzellen gefarbt (Tabelle
24 A). Die dominierende Farbeintensitat war in den meisten Fallen (57,9 %) maRig stark
(Tabelle 24 B). Eine starke Farbeintensitat fand sich in 17 Praparaten (89,5 %), betraf

jedoch meist weniger als 10 % und in keinem Fall (0,0 %) mehr als 50 % der Tumorzellen.

Bei 13 Praparaten (68,4 %) lag eine deutliche Tumorheterogenitat vor, 5 Falle (26,3 %)
zeigten eine eher homogene Farbung. 1 Fall (5,3 %) war diesbeziglich nicht auswertbar.

Die Tumoren zeigten auch untereinander teils eine grof3e Variabilitat.
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Tabelle 24: Carboanhydrase XlI-Expression im Kollektiv der ovariellen Borderlinetumoren -
absolute (n) und relative Haufigkeiten fir den Anteil der gefarbten Zellen [A] und die
vorherrschende Farbeintensitat [B], kodiert nach Remmele

A Prozentsatz B vorherrschende

positiver Zellen n (%) Farbeintensitat n (%)
PPO 0% 0 (0,0) SI0 keine Farbung 0 (0,0)
PP1 19% 3 (15,8) SI1  schwach 8 (42,1)
PP2 10-20% 2 (10,5 SI2 maRig 11 (57,9)

21-30 % 3 (159 SI3 stark 0 (0,0)

31-40 % 0 (00

41-50 % 1 (53) 2 19 (100,0)
PP3 51-60% 3  (15,8)

61-70 % 4 (21,1

71-80 % 2 (10,5
PP4 81-90 % 1 (5,3)

91-100 % 0 (0,0

S 19 (100,0)

In manchen Bereichen war die Farbung auf die basalen, an das an das Stroma
angrenzenden Anteile des Epithels beschrankt (Abbildung 29). Zudem entstand auch in
diesem Kollektiv hin und wieder der Eindruck einer nukledren Beteiligung. Zum Teil fand
sich eine deutliche Anfarbung von Stromakomponenten. Abbildung 30 zeigt beispielhaft

die beiden zuletzt genannten Aspekte.

Abbildung 29: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase Xll in ovariellen
Borderlinetumoren ([A] 400-fach vergréRert und [B] 200-fach vergréRert), Mal3stabsleiste:
100 um
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Abbildung 30: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase XIl in einem ovariellen
Borderlinetumor (100-fach vergré3ert), Mal3stabsleiste: 100 um

Es zeigte sich eine statistisch auffallend unterschiedliche Verteilung der CAXII-
Expression zwischen den histologischen Subtypen (gruppierter IRS: FFHT =10,734;
p =0,005; V=0,549) (Tabelle 25). Der Effekt wurde als stark quantifiziert, jedoch fand
sich keine klare Abstufung der Farbeparameter. Die grof3te Abweichung von der
statistisch erwarteten Zellenhaufigkeit bestand bei den serdsen Borderlinetumoren mit
einem Uberzufallig seltenen Vorkommen der IRS-Werte 6-8 (kR: - 3,2).

Die beiden FIGO llI-Tumoren des Kollektivs wiesen eine niedrige CA XlI-Expression auf
(gruppierter IRS: FFHT =1,601; p =0,444; vV =0,279) (Tabelle 26).

Tabelle 25: Kontingenz  der  Merkmalsausprdgungen von  Tumorhistologie  und
Carboanhydrase XlI-Expression im Kollektiv der ovariellen Borderlinetumoren — absolute (n) und
relative Haufigkeiten fir die gruppierten Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

IRS 0-2 IRS 3-4 IRS6-8 IRS9-12 >
seroser n 3 10 1 0 14
Borderlinetumor (%) (21,4) (71,4) (7,2) (0,0) (100,0)
muzindser n 1 0 3 0 4
Borderlinetumor (%) (25,0) (0,0) (75,0) (0,0) (100,0)
seromuzindser n 0 0 1 0 1
Borderlinetumor (%) (0,0) (0,0) (200,0) (0,0) (100,0)
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Tabelle 26: Kontingenz der Merkmalsausprdgungen von FIGO-Tumorstadium und
Carboanhydrase XlI-Expression im Kollektiv der ovariellen Borderlinetumoren — absolute (n) und
relative Haufigkeiten fur die gruppierten Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele

IRS0-2 IRS34 IRS6-8 IRS9-12 3
FIGOI n 3 9 5 0 17
(%) (17,6) (52,9) (29,4) (0,0) (100,0)
FIGOIII n 1 1 0 0 2
(%) (50,0) (50,0) (0,0) (0,0) (100,0)

Eine mittlere Effektstarke fand sich fir den Zusammenhang zwischen den gruppierten
IRS-Werten und dem Alter der Patientinnen (Cut-off medianes Alter = 52 Jahre:
FFHT=2,714; p=0,343; V=0,402). Praparate von Frauen, deren Alter bei
Diagnosestellung Uber dem Median lag, wiesen haufiger eine vorherrschend méaRige
Farbeintensitat (kR: +2,8) sowie eine hohe Anzahl positiver Tumorzellen (PP 4) auf
(kR: +1,0). Auch die Analyse der gruppierten Altersstufen zeigte die Tendenz einer
vermehrten CA XIlI-Expression bei steigendem Alter.

Nicht-neoplastisches ovarielles Epithel

63.2 %

Anzahl

15,8 %
e 10,5% 10,5 %
0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 %
0
0 1 2 3 4 6 8 9 12

IRS nach Remmele

Abbildung 31: Carboanhydrase XlI-Expression im Kollektiv der nicht-neoplastischen Ovarien

(n=19) - absolute und relative Haufigkeiten der Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach
Remmele
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Das Vergleichskollektiv der nicht-neoplastischen Ovarien wies IRS-Werte von 1 bis 6 auf
(Abbildung 31). Ein IRS < 2 wurde fur 14 Félle (73,7 %) dokumentiert. Modus und Median
lagen bei IRS 2. In 5 von 19 Praparaten (26,3 %) zeigten Uber 50 % der Epithelzellen
eine Farbung, in keinem Fall (0,0 %) jedoch tber 80 % der Zellen (Tabelle 27 A). Zudem
war mehrheitlich (84,2 %) eine schwache Farbeintensitat vorherrschend (Tabelle 27 B).
In einzelnen Epithelzellen von 7 Praparaten (36,8 %) wurde die Farbung als stark

bewertet.

Tabelle 27: Carboanhydrase XlI-Expression im Kollektiv der nicht-neoplastischen Ovarien -
absolute (n) und relative Haufigkeiten fir den Anteil der gefarbten Zellen [A] und die
vorherrschende Farbeintensitat [B], kodiert nach Remmele

A Prozentsatz B vorherrschende

positiver Zellen n (%) Farbeintensitat n (%)
PPO 0% 0 (0,0) SI0 keine Farbung 0 (0,0)
PP1 19% 3 (15,8) SI1  schwach 16 (84,2)
PP2 10-20% 1 (5,3) SI2 maRig 3 (15,8)

21-30 % 3 (158 SI3 stark 0 (0,0

31-40% 3  (15,8)

41-50 % 4 (211) 2 19 (100,0)
PP3 51-60% 1 (5,3)

61-70 % 2 (10,5)

71-80 % 2 (10,5)
PP4 81-90 % 0 (0,0

91-100 % 0 (0,0

> 19 (100,0)

Eine deutlich heterogene Farbung wurde innerhalb des Epithels von 12 Fallen (63,3 %)
beobachtet, wahrend sich die Zellen in 7 Fallen (36,8 %) eher gleichmalig farbten.

13 Praparate (68,4 %) enthielten eine oder mehrere Inklusionszysten. Die Farbung der
invaginierten Epithelzellen unterschied sich nicht wesentlich von der des Oberflachen-
epithels. Beide Lokalisationen wurden fiir die Beurteilung der nicht-neoplastischen

Epithelzellen im Ovar beriicksichtigt.

Hochprismatisches Oberflachenepithel erschien haufig etwas starker gefarbt. In einigen
Epithelabschnitten fand sich die Farbung nur in den basalen Anteilen der Zellen, die an
das ovarielle Stroma grenzten. Das spinozellulare Bindegewebe war haufig zu grofRen
Teilen diffus gefarbt (Abbildung 32).
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A = | ek

Abbildung 32: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase XlI in nicht-neoplastischen
Epithelzellen des Ovars. Flaches [A] und iso- bis hochprismatisches Oberflachenepithel [B] (je
400-fach vergroRert) sowie isoprismatisches Inklusionszystenepithel im ovariellen Kortex,
umgeben von spinozellularem Bindegewebe [C] (200-fach vergréf3ert), Mal3stabsleiste: 100 um

Im Mesovar gelegene mesonephrische Gangreste (Epoophoron und Paroophoron)
sowie das Rete ovarii, ebenfalls ein Uberrest embryonaler Strukturen, waren meist
vollstdndig und mit maRiger Intensitat gefarbt. Einer der Flachenschnitte enthielt ein
Walthard-Zellnest. Dieses wies sowohl ungefarbte Zellen als auch deutlich gefarbte
Bereiche auf.

Auf manchen Flachenschnitten war zudem Gewebe der Tuba uterina angeschnitten. Die
Féarbung des tubaren Epithels variierte, teils waren mehr als 80 % der Zellen gefarbt. Auf
den vorliegenden Praparaten wiesen Zellen des Fimbrienkranzes eine geringere

Farbung auf als andere Eileiterabschnitte.

In Praparaten von Patientinnen mit der Diagnose eines aul3erhalb des Ovars liegenden
gynakologischen Malignoms waren tendenziell etwas mehr ovarielle Epithelzellen
CA Xll-positiv (PP 2: 60,0 % vs. 55,6 %; PP 3:30,0% vs. 22,2%) (gruppierter IRS:
FFHT =0,618; p>0,999; V =0,122).

Zwischen der CA XlI-Expression und dem Alter der Patientinnen (Cut-off medianes Alter
= 59 Jahre) zeigte sich erneut ein Zusammenhang mit mittlerer Effektstarke (gruppierter
IRS: FFHT =1,901; p=0,718; V = 0,345). Auch hier wurde in der Subgruppe der alteren

Patientinnen haufiger eine vermehrte Expression beobachtet (kR fur IRS 6-8: +1,4).
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4.2.2 CAXIl-Expression im urothelialen Vergleichsgewebe

In-situ-Karzinome

55,6 %

33.3 %

Anzahl

11,1 %

0.0% 0,0% 0,0 % 0.0% 0,0 % 0.0%

0 1 2 3 4 6 8 9 12

IRS nach Remmele

Abbildung 33: Carboanhydrase XlI-Expression im Kollektiv der urothelialen in-situ-Karzinome
(n=9) — absolute und relative Haufigkeiten der Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach
Remmele

Im Kollektiv der urothelialen in-situ-Karzinome traten die IRS-Werte 4, 8 und 12 auf
(Abbildung 33). In allen 9 Fallen (100,0 %) waren tber 80 % der intraepithelialen
Karzinomzellen geféarbt (Tabelle 28 A), meist (55,6 %) mit vorherrschend maRiger
Féarbeintensitat (Tabelle 28 B). Somit betrug der Modalwert 8, ebenso der Median. In 6
Praparaten (66,7 %) war starke Farbung vorhanden, meist in weniger als 10 % der

Tumorzellen.

In 6 Praparaten (66,7 %) waren die neoplastischen Zellen einheitlich gefarbt (Abbildung

34), in 3 Fallen (33,3 %) variierte die Farbung innerhalb des vorliegenden Bereichs.

Die meist kleinherdig auftretenden in-situ-Karzinome schienen in 4 von 9 Fallen (44,4 %)
etwas starker gefarbt zu sein als das angrenzende nicht-neoplastische Urothel. In den
Ubrigen Féallen waren die neoplastischen Zellen &hnlich stark oder etwas schwécher

gefarbt.
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Tabelle 28: Carboanhydrase XlI-Expression im Kollektiv der urothelialen in-situ-Karzinome -
absolute (n) und relative Haufigkeiten fir den Anteil der gefarbten Zellen [A] und die
vorherrschende Farbeintensitat [B], kodiert nach Remmele

A Prozentsatz B vorherrschende

positiver Zellen n (%) Farbeintensitat n (%)
PPO 0% 0 (0,0) SI0 keine Farbung 0 (0,0)
PP1 1-9% 0 (0,0) SI1  schwach 3 (33,3
PP2 10-20% 0 (0,0 SI2 maRig 5 (55,6)

21-30 % 0 (00 SI3 stark 1 (111

31-40% 0 (0,0

41-50 % 0 (00 2 9 (100.,0)
PP3 51-60% 0 (0,0

61-70 % o (00

71-80 % 0 (0,0
PP4 81-90% 2 (22,2

91-100 % 7 (77,8)

S 9 (100,0)

Abbildung 34: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase Xll in einem urothelialen
in-situ-Karzinom (200-fach vergréRert), Mal3stabsleiste: 100 um

Weder fir das Patientenalter noch fir das Geschlecht erlaubte die Fallzahl eine
aussagekraftige Kontingenzanalyse. Der Hochstwert IRS 12 wurde in der hochsten
Altersgruppe (80-89 Jahre) beobachtet (kR:+1,5). Bei beiden 60-69 Jahre alten
Patienten wurde ein IRS 4 notiert (gruppierter IRS und Cut-off medianes Alter = 73 Jahre:
FFHT =1,408; p>0,999; V =0,408). Das Praparat der einzigen weiblichen Patientin des
Kollektivs wurde mit IRS4 bewertet (gruppierter IRS: FFHT =2,641; p=0,444;
V =0,500).
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Nicht-neoplastisches Urothel
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Abbildung 35: Carboanhydrase XlI-Expression im Kollektiv der nicht-neoplastischen Urothelien
(n =20) - absolute und relative Haufigkeiten der Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach
Remmele

Wie in Abbildung 35 gezeigt, waren in diesem Kollektiv die IRS-Werte 3, 4 und 8
vertreten. Modalwert und Median lagen bei IRS 4. Nur in 1 von 20 Fallen (5,0 %) war
weniger als 80 % des nicht-neoplastischen Urothels gefarbt (Tabelle 29 A). Die
vorherrschende Farbeintensitat war in den meisten Fallen (55,0 %) schwach (Tabelle
29 B). Stark gefarbte Zellen wurden in 12 Praparaten (60,0 %) beobachtet, wobei diese
mehrheitlich Gber 10 % des Urothels ausmachten.

10 Falle (50,0 %) wiesen ein eher homogen gefarbtes Urothel auf, in der anderen Halfte

des Kollektivs zeigte sich eine vergleichsweise heterogene Farbung.

Nur sehr selten gab es in den Praparaten Stellen, in denen alle Bereiche des Urothels
ungefarbt waren. Teils war die Farbung lediglich in den basalen Anteilen zu finden
(Abbildung 36 A). Erhaltene Deckzellen blieben des Ofteren ungefarbt oder wiesen eine
geringere Farbung auf (Abbildung 36 B). Vereinzelt waren die Deckzellen stéarker gefarbt

als die tbrigen Urothelzellen.
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Tabelle 29: Carboanhydrase XlI-Expression im Kollektiv der nicht-neoplastischen Urothelien
- absolute (n) und relative Haufigkeiten fiir den Anteil der gefarbten Zellen [A] und die
vorherrschende Farbeintensitat [B], kodiert nach Remmele

A Prozentsatz B vorherrschende

positiver Zellen n (%) Farbeintensitat n (%)
PPO 0% 0 (0,0) SI0 keine Farbung 0 (0,0)
PP1 1-9% 0 (0,0) SI1  schwach 11 (55,0)
PP2 10-20% 0 (0,0 SI2 maRig 9 (45,0

21-30 % 0 (00 SI3 stark 0 (0,0)

31-40 % 0 (00

41-50 % 0 (00 2 20 (100,0)
PP3 51-60% 0 (0,0

61-70 % 1 (5,0

71-80 % 0 (0,0
PP4 81-90% 3 (150

91-100 % 16  (80,0)

S 20 (100,0)

Abbildung 36: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase XlI in nicht-neoplastischen
Urothelzellen ([A] und [B], je 200-fach vergroRert), Malistabsleiste: 100 um

7 Préaparate enthielten stellenweise hyperplastisches Urothel. Diese Félle zeigten
tendenziell eine kréaftigere Farbung (FYT fur den gruppierten IRS: p=0,160; V =0,390).
Die auf 1 Praparat vorhandenen kleinen von-Brunn-Epithelnester waren ebenso gefarbt
wie das ubrige Urothel. Bindegewebe und Muskulatur blieben in den Flachenschnitten
meist ungefarbt.

In allen 9 Fallen mit zusatzlich auf dem Objekttrager vorliegendem in-situ-Karzinom wies
das nicht-neoplastische Urothel einen hohen Anteil positiver Zellen (PP 4) auf (kR: + 0,9).
Eine vorherrschend mafige Farbeintensitat fand sich dagegen etwas seltener als bei
den Fallen ohne begleitendes in-situ-Karzinom (kR: -0,9) (FYT fir den gruppierten IRS:
p=0,406;V=0,212).
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Die 12 Falle von Patienten mit einem bestehenden Karzinom extravesikalen Ursprungs
zeigten tendenziell eine etwas geringere Farbung im nicht-neoplastischen Urothel (FYT
fur den gruppierten IRS: p=0,362; V=0,287). In 4 Fallen waren die invasiven
Tumorverbande mit angeschnitten. Die Karzinomzellen wiesen dabei eine deutliche
Farbung auf (Abbildung 37). Ein Einfluss der Tumorinfiltrate auf die CA XII-Expression

des daruberliegenden Urothels liel3 sich nicht ableiten.

o
P

.......

Abbildung 37: Immunhistochemische Detektion der Carboanhydrase Xll im Harnblasengewebe
Nicht-neoplastisches Urothel (») und miterfasste Tumorzellverbéande eines in die Detrusor-
muskulatur infiltrierenden Prostatakarzinoms (A) (40-fach vergréRert), Mal3stabsleiste: 100 um

Die niedrigste und die hochste Altersgruppe des Kollektivs (50-59 und 80-89 Jahre)
wiesen gleich haufig einen hohen Anteil positiver Zellen (PP 4) sowie eine vorherrschend
mafige Farbeintensitat auf. In der Gruppe der 70-79 Jahre alten Patienten war der
IRS 6-8 etwas unterreprasentiert (kR: - 1,5) (gruppierter IRS und Cut-off medianes Alter
=71,50 Jahre: FYT: p>0,999; V=0,101).

Die 4 Praparate von Patientinnen waren alle vollstandig (kR: + 0,5) und tendenziell etwas
starker gefarbt (kR: + 1,3) als die der 16 ménnlichen Patienten (FYT fur den gruppierten
IRS: p=0,285; V =0,302).
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4.3 Gegenuberstellung der Kollektive

Nachfolgend ist die Hohe der CA XII-Expression in den untersuchten Kollektiven
vergleichend gegeniibergestellt. Dabei ist die grof3e Differenz der Fallzahlen zwischen

den Karzinom- und den Vergleichskollektiven zu beachten.

4.3.1 Gynéakologische Kollektive

Tabelle 30: Gegenuberstellung der Carboanhydrase XlI-Expression in den gynéakologischen
Kollektiven — absolute (n) und relative Haufigkeiten fir die gruppierten Werte des Immunreaktiven
Scores (IRS) nach Remmele

IRS 0-2 IRS 3-4 IRS 6-8 IRS 9-12 >

Ovarialkarzinom n 29 117 167 79 392
(%) (7,4) (29,8) (42,6) (20,2) (100,0)

Borderlinetumor n 4 10 5 0 19
(%) (21,1) (52,6) (26,3) (0,0) (100,0)

nicht-neoplastisches n 14 3 2 0 19
Epithel (%) (73,7) (15,8) (10,5) (0,0) (200,0)

Die CA XIll-Expression unterschied sich statistisch auffallig zwischen allen drei
Kollektiven. Tabelle 30 zeigt die Verteilung der gruppierten IRS-Werte (Ovarialkarzinom
vs. Borderlinetumor: FFHT =12,224; p=0,004; V=0,173; Ovarialkarzinom vs. nicht-
neoplastisches Epithel: FFHT =46,621; p <0,001; V =0,457; Borderlinetumor vs. nicht-
neoplastisches Epithel: FFHT =10,457; p=0,006; V=0,528). Zu erkennen ist eine
Abstufung der prozentualen Haufigkeiten mit vermehrter Expression bei hdéherem
Malignitatsniveau. Die Verteilung der zugrundeliegenden Farbeparameter (PP, Sl) ist
der Abbildung 38 zu entnehmen. Es ist insbesondere festzuhalten, dass die
Ovarialkarzinomzellen haufiger CA Xll-positiv waren als die Epithelzellen in den
Vergleichspraparaten (Abbildung 38 A). Eine vorherrschend starke Farbeintensitét

wurde zudem nur im Karzinomkollektiv beobachtet (Abbildung 38 B).

Bei der Gegeniberstellung von Ovarialkarzinomen und Borderlinetumoren wurde
insbesondere das haufigere Auftreten eines hohen Prozentsatzes positiver Zellen (PP 4)
im Karzinomgewebe festgestellt (72,2 % vs. 5,3 %) (kR: +6,2). Sowohl fur den Cut-off
IRS>2 (FYT: p=0,056; V=0,106) als auch fur den Cut-off IRS>8 (FYT: p=0,032;
V =0,107) fand sich eine vermehrte CA XllI-Expression im Karzinomkollektiv.

Der Vergleich der Ovarialkarzinome mit den nicht-neoplastischen Epithelzellen ergab
ebenfalls eine hdhere CA XlI-Expression im Karzinomgewebe. Das nicht-neoplastische
Gewebe zeigte auffallend haufig einen IRS 0-2 (kR: +9,2) (FYT fir den Cut-off IRS > 2:
p<0,001; V=0,455). Ein hoher Anteil positiver Zellen (PP4) wurde nur in den
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Karzinomen beobachtet (kR: +6,6), ebenso eine vorherrschend starke Farbeintensitat
(kR: +2,2) und damit ein IRS 9-12 (FYT fiir den Cut-off IRS >8: p=0,032; V=0,107).

Auch zwischen den Borderlinetumoren und dem nicht-neoplastischen Epithel lagen
statistisch auffallige Expressionsunterschiede vor. Die prozentuale H&aufigkeit einer
vorherrschend maRigen Farbeintensitét war im Tumorgewebe hoher als im
Vergleichsepithel (SI12: 57,9 % vs. 15,8 %) (kR: + 2,7). Der Cut-off IRS > 2 zeigte erneut
eine hohere CA XlI-Expression im neoplastischen Gewebe (FYT: p=0,003; V =0,527).
Im Kollektiv der Borderlinetumoren betrug der IRS maximal 8, im Kollektiv der nicht-

neoplastischen Ovarien maximal 6. Ein IRS >8 wurde nur fir die Karzinompraparate

dokumentiert.
A B
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Abbildung 38: Gegendiiberstellung der Carboanhydrase XlI-Expression in den gynékologischen
Kollektiven — relative Haufigkeiten fir die nach Remmele kodierten Werte des Prozentsatzes
positiver Zellen (PP) [A] und der vorherrschenden Farbeintensitat (SI) [B] innerhalb der

Ovarialkarzinome (OC), ovariellen Borderlinetumoren (BOT) und nicht-neoplastischen Ovarien
(nO)

Gemal der angenommenen Karzinogenese der LGSOCs (n =40) uber die Zwischen-
stufe der sertsen Borderlinetumoren (n=14) wurde zusatzlich ein Vergleich der
entsprechenden Subgruppen durchgefiihrt. Es zeigten sich weiterhin statistisch
auffallige Unterschiede der CA XlI-Expression zwischen allen drei Kollektiven. Die
Verteilung der gruppierten IRS-Werte ist in Abbildung 39 dargestellt (FFHT =42,403;
p <0,001;V=0,567). Eine hohere CA XII-Expression wurde analog zu den vollstandigen
Kollektiven vermehrt im neoplastischen Gewebe beobachtet, insbesondere in den
invasiven Karzinomen.

Fiur den Cut-off IRS >2 gab es einen statistisch aufféalligen Unterschied zwischen den
LGSOCs und dem nicht-neoplastischen Gewebe (FYT: p<0,001; V=0,722) sowie

zwischen den sertsen Borderlinetumoren und dem nicht-neoplastischen Gewebe (FYT:
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p=0,005; V=0,517). Keines der Kollektive enthielt den Hdchstwert IRS12. In
2 Praparaten (5,0 %) der LGSOCs zeigte sich jedoch ein IRS 9. Auch fur den Cut-off
IRS>8 war die CAXII-Expression damit in den Karzinomen hoher (kR:+0,9
beziehungsweise +1,0) als in den serdsen Borderlinetumoren (FYT: p>0,999;
V =0,116) und den nicht-neoplastischen Epithelzellen (FYT: p>0,999; V =0,129).
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Abbildung 39: Gegendiiberstellung der Carboanhydrase Xll-Expression in den gemafl der
Karzinogenese stratifizierten gynakologischen Kollektiven — relative Haufigkeiten fir die
gruppierten Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele innerhalb der low-grade
serdsen Ovarialkarzinome (LGSOC), serdsen ovariellen Borderlinetumoren (sBOT) und nicht-
neoplastischen Ovarien (nO)

Der Vergleich von HGSOCs (n =267) und nicht-neoplastischem Epithel (n=19) geman
der moglichen de-novo-Genese des Karzinoms erbrachte ebenfalls eine statistisch
auffallend gesteigerte CA XIll-Expression im malignen Gewebe (gruppierter IRS:
FFHT =45,651; p<0,001; V =0,521). Der Zusammenhang zwischen der Expression und
der Malignitat zeigte sich sowohl fur den Cut-off IRS>2 (FYT: p<0,001; V=0,519) als
auch fur den Cut-off IRS>8 (FYT: p=0,009; V =0,145).
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4.3.2 Urologische Kollektive

Tabelle 31: Gegenuberstellung der Carboanhydrase XlI-Expression in den urologischen
Kollektiven — absolute (n) und relative Haufigkeiten fir die gruppierten Werte des Immunreaktiven
Scores (IRS) nach Remmele

IRS 0-2 IRS 3-4 IRS 6-8 IRS 9-12 >

Harnblasenkarzinom n 3 82 100 49 234
(%) (1,3 (35,0) (42,7) (20,9) (100,0)

in-situ-Karzinom n 0 3 5 1 9
(%) (0,0) (33,3) (55,6) (11,1) (100,0)

nicht-neoplastisches n 0 11 9 0 20
Urothel (%) (0,0) (55,0) (45,0) (0,0 (100,0)

Tabelle 31 zeigt die Haufigkeiten der gruppierten IRS-Werte fiir die drei Kollektive
(Harnblasenkarzinom vs. in-situ-Karzinom: FFHT=1,248; p=0,848; V=0,059;
Harnblasenkarzinom vs. nicht-neoplastisches Urothel: FFHT =7,322; p=0,060;
V =0,160; in-situ-Karzinom vs. nicht-neoplastisches Urothel: FFHT =2,738; p =0,281;
V =0,320). Die Verteilung der PP- und Sl-Werte ist in Abbildung 40 dargestellt. In den
Praparaten aller Kollektive war die grolse Mehrheit der Zellen CA XlI-positiv (Abbildung
40 A). Eine vorherrschend starke Farbeintensitat und damit die IRS-Werte 9-12 wurden

nur im neoplastischen Gewebe beobachtet (Abbildung 40 B).

A B
o Oero " Lsio
Oep 1 Osi 1
Orep2 MEsi2
w0 Hrr3 Hsi3
Hrr4

60

Prozent
Prozent

40

20

BC (n=234) CiS(n=9) nU (n=20) BC (n = 234) CIS(n=9) nU (n =20}
Kollektiv Kollektiv

Abbildung 40: Gegendiiberstellung der Carboanhydrase XlI-Expression in den urologischen
Kollektiven — relative Haufigkeiten fir die nach Remmele kodierten Werte des Prozentsatzes
positiver Zellen (PP) [A] und der vorherrschenden Farbeintensitat (Sl) [B] innerhalb der
Harnblasenkarzinome (BC), urothelialen in-situ-Karzinome (CIS) und nicht-neoplastischen
Urothelien (nU)
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Die CAXIl-Expression unterschied sich nicht statistisch auffallig zwischen den
muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen und den in-situ-Karzinomen. Im Karzinom-
kollektiv wurde ein minimaler IRS von 2 dokumentiert (1,3 % der Falle), wohingegen in
allen in-situ-Karzinomen mehr als 80 % der Zellen gefarbt waren (kR:+ 1,0) und der
minimale IRS bei 4 lag (FYT fir den Cut-off IRS>2: p>0,999; V=0,022). Bei den
invasiven Karzinomen war die prozentuale Haufigkeit einer vorherrschend starken
Farbung und damit auch die der sehr hohen IRS-Werte grof3er (kR: +0,7) (FYT fir den
Cut-off IRS > 8: p=0,690; V =0,046).

Auch verglichen mit dem nicht-neoplastischen Urothel war das Karzinomgewebe starker
gefarbt. Wahrend der Expressionsunterschied fir den Cut-off IRS > 2 nicht statistisch
auffallig war (FYT: p>0,999; V =0,032), fuhrte das Fehlen einer vorherrschend starken
Farbung im nicht-neoplastischen Vergleichsgewebe (kR:-2,3) zu einer statistisch
auffallend hoheren CA XlI-Expression der muskelinvasiven Karzinome (FYT fir den Cut-
off IRS>8: p=0,017; V=0,143).

Das nicht-neoplastische Gewebe wies héaufiger eine vorherrschend schwache
Farbeintensitat auf als die in-situ-Karzinome (kR: +1,1). In beiden Kollektiven lag der
minimale IRS lUber dem Wert 2. Der maximale IRS hatte bei den nicht-neoplastischen
Urothelzellen den Wert 8, bei den in-situ-Karzinomen den Wert 12 (FYT fur den Cut-off
IRS>8: p=0,310; V=0,282).

Das urotheliale in-situ-Karzinom ist eine obligate Prakanzerose und kann als
Vorlauferlasion der muskelinvasiven Harnblasenkarzinome angesehen werden [6]. In
Abbildung 41 wurde den Vergleichskollektiven das Subkollektiv der MIUCs (n=225)
gegenibergestellt (FFHT =8,242; p=0,201; V=0,118). Die zuvor beschriebenen
Unterschiede der CA XlI-Expression galten auch fir das stratifizierte Karzinomkollektiv

ohne Berlcksichtigung der 9 Falle von reinen Adeno- und Plattenepithelkarzinomen.

79



Ergebnisse

60

50

40

Prozent

30

20

35.6 %

1.3%

MIUC (n = 225)

0.0 %

33.3 %

CIS (n=9)
Kollektiv

0,0%

55,0 %

nU (n = 20)

Oirs 0-2
OIRrs 3-4
MIRs 6-8
HirRs 9-12

Abbildung 41: Gegeniiberstellung der Carboanhydrase Xll-Expression in den gemafl der
Karzinogenese stratifizierten urologischen Kollektiven — relative Haufigkeiten fir die gruppierten
Werte des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele innerhalb der muskelinvasiven
in-situ-Karzinome (CIS) und nicht-neoplastischen

Urothelkarzinome (MIUC),
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5 Diskussion

Neoplastische Zellen erhalten durch metabolische Verédnderungen Selektionsvorteile.
Insbesondere bei deutlich gesteigerter Glykolyserate sinkt jedoch deren intrazellularer
pH-Wert. Die Aufrechterhaltung der Zellfunktion und die weitere Proliferation wird unter
anderem durch Uberexpression des pH-regulierenden Ektoenzyms CA XII gewahrleistet
[36, 37, 40, 48]. Dieses kann zugleich zur extrazellularen Azidose im Mikromilieu
beitragen und auch hiertiber die Tumorausbreitung fordern [39, 78, 80].

CAXIl ist folglich ein attraktives Antigen fur die zielgerichtete Tumortherapie durch
niedermolekulare Wirkstoffe [52, 87] oder inhibierende Antikérper [83, 88, 89]
beziehungsweise deren Fab-Fragmente [90], wahlweise konjugiert mit weiteren
Therapeutika [91, 93].

Trotz nachgewiesener Hochregulation in zahlreichen Neoplasien wird CA Xll auch in
verschiedenen Normalgeweben exprimiert [38, 53, 63]. Bisherige Studien fokussierten
sich daher vor allem auf das tumorspezifischere Isoenzym CA IX [48, 51]. Entsprechend
lagen zur CA XlI-Enzymexpression im ovariellen und urothelialen Gewebe nur spérliche
Daten vor [59, 63, 101, 103, 106].

Ovarialkarzinome und muskelinvasive Harnblasenkarzinome sind jedoch aggressive
Tumorentitdten mit haufig limitierten Therapiemdglichkeiten und schlechter Prognose [5-
8]. Um durch Erweiterung der Datenbasis zu Fortschritten im Umgang mit diesen
Entitaten beizutragen, wurde deren immunhistochemisches CA XlII-Expressionsprofil
nun an einer groBeren Fallzahl untersucht und umfassender ausgewertet. Die
zusatzliche Analyse nicht-invasiver Tumoren sowie nicht-neoplastischer Gewebe aus
Ovar und Harnblase lieferte erganzende Informationen zur Kontingenz von CA XII-
Expression und Tumorbiologie. Sie diente auch der Evaluation von CAXII als
diagnostischer Biomarker in diesen Organen. Zudem erfolgte die Enzymdetektion
mithilfe des monoklonalen Antikorpers 6A10. Durch die Fahigkeit zur Bindung der
nativen CA XllI-Domane auf der Oberflache vitaler Zellen und die effiziente Hemmung
der katalytischen Aktivitat besitzt dieser groRes diagnostisches und therapeutisches
Potenzial in vivo [76, 82, 83, 93, 95]. Fur die vorliegende Arbeit kam der Antikdrper
erstmals auf FFPE-Gewebe zum Einsatz. Als Standardmaterial fir die mikroskopische
Untersuchung von Préaparaten hat es einen zentralen Stellenwert in der pathologischen
Routinediagnostik. Die immunhistochemische Expressionsanalyse an FFPE-Material ist,
auch im Rahmen der Forschung, eine bewahrte Methode zur Untersuchung von
Biomarkern mit diagnostischem, prognostischem beziehungsweise pradiktivem Wert.
Der Antikdrper wurde von erfahrenen Mitarbeiterinnen des Pathologischen Instituts der

LMU Minchen fir die angewandte Methode validiert.
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5.1 Immunhistochemisches CA XII-Expressionsprofil der Karzinome

In 99,5 % der analysierten Ovarialkarzinome (390 von 392 Fallen) und in 100 % der
muskelinvasiven Harnblasenkarzinome (234 von 234 Fallen) wurden CA XllI-positive
Tumorzellen detektiert. Dabei wies meist die gro3e Mehrheit der Karzinomzellen ein
intensives Immunsignal auf. Dieses Ergebnis stltzte bereits die Hypothese, dass CA XI|

auch fur die hier untersuchten Tumorentitaten von Relevanz ist.

Dennoch variierte das Ausmald der Expression zwischen den Patientenfallen. Auch
intratumoral war haufig ein auffallend heterogenes Expressionsmuster zu beobachten.
Die zeitliche und rdumliche Heterogenitéat ist ein zentrales Charakteristikum von
Neoplasien, das sowohl deren Diagnostik als auch die Therapie erschweren kann.
Urséachlich kdnnen unter anderem die wechselnden Umgebungsbedingungen und die
jeweilige Adaptation der betroffenen Tumorzellen durch entsprechend regulierte Gen-
expression sein [33, 115].

Insbesondere bei aggressivem Tumorwachstum finden sich im Karzinomgewebe
multiple hypoxische Regionen [21, 27]. CA XII gilt als Hypoxie-induzierbar, wenngleich
dieser Mechanismus im Vergleich zu CA IX eher schwach ausgepragt ist [60, 63, 64, 68,
76]. Der Zusammenhang von CA XIl und zellularer Oxygenierung wurde in dieser Arbeit
nicht systematisch untersucht. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer
Studien schien die Verteilung und Auspragung der CA XlI-Expression innerhalb der
Praparate jedoch nicht mit dem Oxygenierungslevel zu korrelieren [59, 101]. Ein
konfundierender Faktor kann hierbei die Halbwertszeit des Enzyms sein [116]. Zu
beriicksichtigen ist auch, dass sich immunhistochemisch gefarbtes FFPE-Gewebe,
insbesondere bei Verwendung von TMAs, nicht optimal zur Analyse der Hypoxie eignet
[33, 110].

Zudem ist CA XII, ebenso wie CA IX, an verschiedenen zellularen Signalwegen beteiligt
und wird durch diverse Faktoren beeinflusst, die in den untersuchten Tumorentitaten
verandert sein kénnen [70-72, 80, 102, 109, 117]. Die beobachtete Heterogenitat
der Expression begriindet sich dabei vermutlich mafigeblich im &uRerst variablen
Genotyp der Karzinomzellen. Molekulargenetische und epigenetische Alterationen
betreffen die jeweilige Zelle sowie die nachfolgenden Subklone [33, 115]. Insbesondere
muskelinvasive Harnblasenkarzinome weisen eine ausgesprochen hohe Mutationslast
auf. Diese kbnnen sich phanotypisch in Form verschiedener Differenzierungsmuster
beziehungsweise histologischer Subtypen manifestieren [6, 10, 17, 22] und auch einen
veranderten zellularen Metabolismus bedingen [37]. Tatséchlich wurde fir das
Harnblasenkarzinomkollektiv eine etwas héhere Heterogenitat dokumentiert als fiir das

Ovarialkarzinomkollektiv.
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Zur Verdeutlichung der engen Assoziation von genomischer Instabilitdt und
metabolischer Umprogrammierung seien beispielhaft Mutationen oder die epigenetische
Inaktivierung des TP53-Gens genannt, welches fur das Tumorsuppressorprotein p53
kodiert. TP53 ist das am haufigsten verdnderte Gen in Tumoren, da der Funktionsverlust
von p53 einen enormen Selektionsvorteil fir die Tumorzelle bedeutet. So reguliert p53
normalerweise den Zellzyklus, DNA-Reparaturmechanismen und auch Signalkaskaden
zur gezielten Einleitung der Apoptose bei irreparablen DNA-Schaden oder bei zellularen
Stressoren wie der Azidose. Darlber hinaus férdert p53 als Transkriptionsfaktor die
oxidative Energiegewinnung und hemmt die Glykolyse durch entsprechende Gen-
regulation. Die aberrante Expression von TP53 erhtht somit nicht nur die Instabilitat des
Genoms und damit die Proliferationsrate, sondern auch tber direkte Mechanismen die
Glykolyserate der Tumorzellen mit konsekutiver Induktion von pH-Regulatoren wie
CAXII [23, 26, 28, 30]. Eine aberrante TP53-Expression findet sich in einem Grol3teil der
Ovarialkarzinome, insbesondere in HGSOCSs, und auch haufig in gering differenzierten

Harnblasenkarzinomen [5, 8, 17].

Interessanterweise wurde fir beide Karzinomkollektive eine sehr &hnliche Verteilung der
Farbeintensitat notiert. In den Ovarialkarzinompraparaten fanden sich haufiger CA XII-
negative Tumorzellen als in den Harnblasenkarzinompraparaten. Es ist anzunehmen,
dass in diesen Zellen andere pH-Regulationsmechanismen hochreguliert waren.

Fur beide Tumorentitéaten wurde bereits mehrfach eine hohe Expression des Isoenzyms
CA IX beschrieben [98-103]. Durch den kombinierten Einsatz eines anti-CA IX- und eines
anti-CA XlI-Antikorpers kénnte deren diagnostischer Wert vermutlich weiter gesteigert
werden. So untersuchten beispielsweise Tafreshi et al. Lymphknotenmetastasen von
Mammakarzinomen auf beide Antigene und erreichten hierdurch eine 100 %-ige
Detektion der Falle [92]. Zudem ist die gegenseitige Kompensation der enzymatischen
Aktivitdt bekannt, weshalb auch eine kombinierte Inhibition von CAIX und CAXII
lohnend erscheint [47, 68, 76].

In den immunhistochemischen Vergleichsstudien lag das CA Xll-Expressionslevel
beider Tumorentitdten niedriger.

Eine haufig zitierte Publikation zur CA XlI-Expression in Ovarialkarzinomen stammt von
Hynninen et al. aus dem Jahr 2006. Aus deren Balkendiagramm lasst sich eine Positivitat
fur 41 der 57 untersuchten Karzinome ableiten. Die Bewertung der Expressionshdohe
erfolgte nur anhand der Farbeintensitat, ohne Einbezug des Prozentsatzes positiver
Zellen. Interessanterweise wies dabei keines der Ovarialkarzinome eine vorherrschend
starke Expression auf [101].

Ivanov et al. dokumentierten in 7 von 16 Ovarialkarzinomen eine fokale CA XII-

Expression, definiert durch eine immunhistochemische Farbung von weniger als 40 %
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der Tumorzellen. In der gleichen Studie exprimierten 12 von 14 Urothelkarzinomen
CAXIl, jedoch ebenfalls nur fokal und hier mit geringer Intensitat [63]. In deren
Publikation findet sich keine Angabe zur Kollektivzusammensetzung. Aufgrund der
epidemiologischen Haufigkeitsverteilung ist anzunehmen, dass im Gegensatz zur
vorliegenden Studie auch low-grade Urothelkarzinome analysiert wurden.

In beiden genannten Arbeiten kam der gleiche polyklonale Antikdrper zum Einsatz.
Dieser wurde mithilfe von rekombinantem CA XIlI hergestellt [118]. Der Antikdrper der
vorliegenden Arbeit wurde dagegen anhand von nativem Enzym generiert, welches die
natirlichen posttranslationalen Modifikationen aufwies [65, 105]. Im Grunde ware fur
monoklonale Antikdrper ein schwacheres Immunsignal zu erwarten, da diese nur ein
bestimmtes Epitop des Antigens binden [112]. In dieser Arbeit wurde jedoch eine
verhéltnismaniig hohe Konzentration und Inkubationsdauer der Primarantikbrper sowie
ein aulRerst sensitives Detektionssystem verwendet.

Auch die Autoren des Human Protein Atlas untersuchten eine kleine Anzahl von Ovarial-
und Urothelkarzinomen immunhistochemisch. Aufgrund der Applikation mehrerer
Antikérper wurden unterschiedliche Expressionslevel angegeben. Die Urothelkarzinome
exprimierten im Allgemeinen mehr CA XII als die Ovarialkarzinome. Fir beide Entitaten
war die Zahl positiver Falle jedoch geringer als in der vorliegenden Studie [103]. Eine
schwache Immunfarbung von weniger als einem Viertel der Tumorzellen wurde dabei

offenbar als CA Xll-negativ gewertet.

Fir die Detektion von intakten Karzinomzellen mit einem anti-CA XlI-Antikorper ist die
Expression auf der Zelloberflache entscheidend. Dies gilt sowohl fiir die therapeutische
Anwendung in vivo als auch fir die in-vitro-Diagnostik, beispielsweise im Rahmen der
sogenannten Liquid Biopsy. Hierbei werden Korperflissigkeiten unter anderem auf
zirkulierende Tumorzellen untersucht, wodurch auch dem Problem der Tumor-
heterogenitat begegnet werden kann [115, 119]. Im Vorfeld dieser Arbeit wurde mithilfe
des hier verwendeten Antikdrpers bereits der Aszites von Ovarialkarzinompatientinnen
durchflusszytometrisch untersucht. Dabei konnte auf den vitalen Tumorzellen aller 22
Falle eine deutliche CA XlI-Expression nachgewiesen werden [97].

Die CA XlI-Oberflachenexpression war in den Praparaten der vorliegenden Arbeit haufig
nicht gut abgrenzbar und konnte daher nicht separat ausgewertet werden. Die Methode
der Immunhistochemie ist hierfiir nicht optimal geeignet [86, 120]. Beeinflusst wird die
Quantifizierung der Expression unter anderem von der Schnittebene des Praparates.
Power et al. berichteten ebenfalls von einer erschwerten immunhistochemischen
Detektion der CA XlI-Oberflachenexpression [121]. Zudem sind bei der Herstellung
immunhistochemisch gefarbter FFPE-Préaparate vor allem extrazellulare Epitope anfallig

fur Strukturveranderungen. Bei unvollstandiger Antigendemaskierung ist insbesondere
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die Bindung von Antikdrpern beeintrachtigt, die mit nativem Enzym generiert wurden
[110, 120]. In dieser Arbeit ist das CA XlI-Expressionsprofil somit unter Berticksichtigung

intrazellularer Immunsignale dargestellt.

Bei Annahme einer spezifischen Bindung der enzymatischen CA XlI-Doméane durch den
Antikorper stellt sich die Frage nach den funktionellen Korrelaten der subzellularen
Enzymlokalisationen und deren Bedeutung fir die Tumorbiologie. Dies ist insbesondere
im Hinblick auf die Verwendung von CAXIl als Biomarker in der pathologischen
Diagnostik von Relevanz.

Es ist allgemein anerkannt, dass Membranproteine in abweichender Lokalisation
detektiert werden kénnen [122-124]. Auch fir die Transmembran-CAs finden sich in der
bestehenden Literatur zahlreiche Berichte einer zytoplasmatischen oder nuklearen
Immunfarbung, die zuvor genannten Vergleichsstudien eingeschlossen. Teils zeigte sich
ein Zusammenhang der Lokalisation mit pathologischen oder klinischen Parametern [92,
108, 125-130]. Haufig gehen die Autoren jedoch nicht ndher auf diese Beobachtung ein.

Entsprechende Untersuchungen lagen hauptséachlich fir das Isoenzym CA IX vor [131].

Die Zytoplasmafarbung ergibt sich vermutlich durch die Detektion von CAXIl in
verschiedenen Transport- oder Speichervesikeln, Stationen des Endomembransystems
und Komplexen mit Partnerproteinen zur Teilnahme an intrazellularen Signalwegen. Der
jeweilige Anteil an der Immunfarbung ist unklar, da sich die Studien meist auf einen
Aspekt fokussierten. Zudem variiert die Zusammensetzung der zellularen Prozesse, wie
zuvor beschrieben, aufgrund der molekularen Heterogenitat und sich verandernder
Umgebungsfaktoren.

Bei vermindertem Bedarf wird die Membranexpression beispielsweise durch die Bildung
von endozytotischen Vesikeln und der Fusion mit frihen Endosomen herunterreguliert
[122, 129]. Intrazellular kann das Enzym vorlbergehend gespeichert werden, um
gegebenenfalls erneut eine rasche Expression zu ermdglichen. Christianson et al.
zeigten fur CA IX eine bevorzugte Endozytose Uber Lipidflé3e der Plasmamembran. Bei
Azidose wurde CA IX vermehrt in die Zelle aufgenommen [130, 132].

Das Enzym kann zudem zur Regeneration internalisiert werden. So wurde fir CA IX
auch die klassische, Clathrin-vermittelte Endozytose und der verhéltnismaiig langsame
Transport zum perinukle&r lokalisierten Recycling-Kompartment gezeigt [133]. Hierdurch
konnte sich moglicherweise auch das fur CA XIlI beobachtete, perinuklear betonte
Immunsignal einiger Zellen erklaren.

Die Degradation des Enzyms erfolgt, zumindest partiell, ebenfalls Gber Endozytose. Miki
et al. kennzeichneten an der Plasmamembran lokalisiertes CA XII mit einem Fluorophor
und beobachteten in den darauffolgenden Stunden ein zunehmend intrazelluléres

Signal. Dieses stimmte mit der Lokalisation von Lysosomen uberein, sodass die Autoren
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den endogenen Abbau von CA XII postulierten [116]. Laut Lin et al. ist jedoch die
Abspaltung der Ektodomane in den Extrazellularraum (sog. Shedding) der Haupt-
mechanismus fur die Degradation von CA XII. Die Autoren fanden in ihrer Studie keinen
Hinweis fir die intrazellulare Zersetzung des Enzyms [64]. In beiden Studien wurden

Lungenkarzinomzellen untersucht.

Da die abgespaltene Ektodomane katalytisch aktiv bleibt, nutzen Tumorzellen das
Shedding auch zur Sekretion von Idslichem Enzym [64, 133]. Dieser Mechanismus kann
stark hochreguliert werden und tragt vermutlich wesentlich zur Ansdauerung des
Tumormilieus bei [64].

Zudem wurde fur CAIX bereits gezeigt, dass die Ektodomane in den benachbarten
Zellen, am ehesten durch Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion, eine vermehrte
Enzymexpression induzieren kann [134]. Auch in der Zelle selbst wird das degradierte
Transmembranprotein nachproduziert [64]. Das zytoplasmatische Immunsignal kénnte
somit auch auf die Detektion von neu synthetisierten Enzymen zuriickzufiihren sein [54,
118, 125].

Deren Funktion und subzelluldre Lokalisation wird unter anderem durch alternatives
SpleiBen und posttranslationale Modifikationen gesteuert [54-58, 135]. Beide Prozesse
kénnen durch molekulare Alterationen beeintrachtigt sein. So fiihrt etwa die Mutation
E143K zu einer veranderten N-Glykosylierung von CA Xll und dem Verbleib des Enzyms
am endoplasmatischen Retikulum [136]. Allerdings setzen sich entsprechende
Veranderungen in Tumoren nur durch, wenn sie zu einem Selektionsvorteil fir die Zelle
fuhren [20].

Neben dem Ersatz von internalisierten und sezernierten Enzymen ist insbesondere auch
die Produktion und intrazelluldare Speicherung CA XllI-haltiger Exosomen als mdgliche
Ursache der Zytoplasmaféarbung zu nennen. Diese Membranvesikel knospen vom trans-
Golgi-Netzwerk in Endosomen hinein, jedoch ist auch die Entstehung uber
endozytotische Vesikel méglich. Endosomen kdnnen zu sogenannten multivesikularen
Kdrpern reifen. Das auf den intraluminalen Vesikeln exprimierte Enzym hat dabei keinen
Kontakt zum Zytosol. Statt mit Lysosomen zu verschmelzen, kbénnen multivesikulare
Karper mit der Plasmamembran fusionieren und die enthaltenen Vesikel als Exosomen
freisetzen [137]. Die EVs, zu denen auch direkt von der Plasmamembran abgeschniirte
Membranpartikel gehéren, sind maf3geblich an der interzellularen Kommunikation
beteiligt und kdnnen genetische Informationen, Metabolite sowie funktionelle Proteine
Ubertragen. Sie spielen eine wichtige Rolle fur die Tumorbiologie [45, 119, 130, 138].
Der in dieser Arbeit verwendete Antikérper wurde initial durch die Immunisierung einer

Ratte mit Tumorexosomen generiert [65].
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Ebenso wie die Internalisierung von EVs beziehungsweise deren Beladung kann auch
die Endozytose von in der Plasmamembran verankerten Proteinen der Teilnahme an
intrazellularen Prozessen dienen und funktionelle Anderungen in der Zelle auslosen
[122]. Diese uber die katalytische Aktivitat hinausgehende Funktion von CA XIl kann
ebenfalls zur beobachteten Zytoplasmafarbung beigetragen haben und erklart
insbesondere auch das nuklear lokalisierte Immunsignal.

So ist beispielsweise bekannt, dass CAIX intrazellular mit 3-catenin interagiert und
hierlber auch in den Zellkern gelangen kann [79, 101, 125]. Durch seine wichtige Rolle
fur die Zelladhasion und die Modulation tumorrelevanter Gene (kanonischer Wnt-
Signalweg) ist 3-catenin an der malignen Transformation beziehungsweise Progression
beteiligt und in Ovarial- sowie Harnblasenkarzinomen haufig stark akkumuliert [139]. Fur
Letztere konnten Matsue et al. kurzlich eine vermehrte nukledre Anhaufung von
R-catenin bei CA ll-Uberexpression und konsekutiv die gesteigerte Transkription von
EMT-Genen zeigen [140].

Buanne et al. berichteten zahlreiche weitere Interaktion von CA IX mit zytoplasmatischen
Proteinen und vermuteten die Beteiligung des Enzyms an mehreren Signalwegen.
Einige der Bindungspartner vermitteln ebenfalls den nukledren Transport. Die Autoren
zeigten eine entsprechende Kernfarbung sowie eine perinukleéar betonte Zytoplasma-
farbung im Bereich der Zentrosomen. Bei Hypoxie trat die intrazellulare CA IX-
Expression verstarkt auf und die Immunfarbung schloss auch die Nukleoli ein [126].
Offenbar kann CAIX an nukleolares Chromatin binden und die Transkription der
ribosomalen DNA positiv beeinflussen. In zellularen Stresssituationen verlasst CAIX
diese Bindung, vermutlich durch Komplexbildung mit dem nukledren Exportprotein
XPO1, und bewirkt damit eine Reduktion der energieaufwandigen Ribosomenbiogenese
sowie letztlich der Proteinbiosynthese [141]. Die Zunahme von zytoplasmatischer und
nuklearer CA IX-Expression in hypoxischen Zellen wurde auch von anderen Autoren
beschrieben [128].

CAXII enthalt im ersten Abschnitt der intrazellularen Domane ebenfalls eine Sequenz
fur den Kerntransport. Das Exportsignal ist im Bereich der Transmembrandoméne
lokalisiert [142]. Vermutlich muss das Enzym, wie fur CA IX beschrieben, zunachst den
sekretorischen Weg zur Membran durchlaufen, bevor es retrograd tUber den Golgi-
Apparat zum endoplasmatischen Retikulum und schliel3lich zum Zellkern transportiert
werden kann [143]. Dazu wird scheinbar das vollstandige Transmembranprotein
endozytiert [126, 128]. Die Interaktion mit Bindungspartnern kann aus Vesikeln und
Endosomen heraus erfolgen [122]. Nach dem Shedding der Ektodoméane kdnnte auch
das verbleibende, geltste Proteinfragment allein als Transkriptionsfaktor dienen [133].
Dieser Prozess lasst sich jedoch mit Antikdrpern gegen die Ektodomane nicht

visualisieren.
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Zusammenfassend ergibt sich das beobachtete Expressionsmuster vermutlich aus der
Gesamtheit unterschiedlicher Prozesse, die in der immunhistochemischen Farbung nur
bedingt zu differenzieren waren.

Es ist anzunehmen, dass das zytoplasmatische Immunsignal zu einem gewissen Grad
den Enzym-Umsatz widerspiegelt. Moglicherweise ist die préadiktive Aussagekraft

hierdurch hoher als bei isolierter Berlicksichtigung der Oberflachenexpression.

5.2 Fehlende Tumorzellspezifitat des Enzyms CA XIl|

Erwartungsgemal® wurde CAXIl auch von nicht-neoplastischen Zellen exprimiert. Zu
nennen sind hier sowohl Komponenten der Tumorumgebung als auch Zellen des
Normalgewebes in tumorfreien Praparaten. Nur epitheliale Zellen wurden in dieser Arbeit
systematisch ausgewertet.

Das ovarielle Epithel aller Vergleichspraparate wies stellenweise CA Xl auf. Meist blieb
jedoch die Mehrheit der Epithelzellen CA Xll-negativ. Dies bestétigte die Beobachtung
von Ivanov et al. [63]. Interessanterweise scheint das ovarielle Oberflachenepithel mehr
CA X als CA XIlI zu exprimieren [59, 63]. Erwahnenswert ist auch, dass das CA 12-Gen
im Ovar offenbar alternativ gesplei3t wird [55, 106]. Eine Expression auf dem
Proteinlevel wird im Human Protein Atlas nicht berichtet. Allerdings fanden dort nur die
ovariellen Stroma- und Follikelzellen Bertcksichtigung [106].

Fir CAIX ist bekannt, dass die alternativ gespleite Form des Enzyms im
Normalgewebe mit einer veradnderten Funktion einhergehen und den Vergleich mit
neoplastischem Gewebe beeintrachtigen kann [135]. Fiir CA Xl sollte diese Mdglichkeit
ebenfalls in Betracht gezogen werden. Die alternativ gespleifld3te Form von CA Xll scheint
jedoch mit verschiedenen Neoplasien assoziiert zu sein [54, 96].

In den urologischen Vergleichspraparaten prasentierte sich stets ein Grof3teil der nicht-
neoplastischen Urothelzellen CA Xll-positiv. Tatsachlich ist in der bestehenden Literatur
fir das Harnblasengewebe eine héhere CA XlI-Genexpression dokumentiert als fir das
ovarielle Gewebe. Das immunhistochemische CA XllI-Expressionslevel des analysierten
Urothels lag in diesen Studien niedriger als in der vorliegenden Arbeit [63, 106].

Die intravitale Entfernung von Gewebe ist ein invasiver Eingriff, der nur bei
rechtfertigender Indikationsstellung durchgefiihrt wird. So lagen bei den hier inkludierten
Patienten teils Begleiterkrankungen vor. Entzindungsprozesse koénnten zu einer
vermehrten CA XllI-Induktion geflihrt haben, da diese unter anderem den Transkriptions-
faktor HIF-1 aktivieren [30, 144]. Bei der Interpretation ist auch zu bedenken, dass
histologisch unauffalliges Urothel bereits praneoplastisch veréndert sein kann [11, 12].
Fur die urologischen Kollektive wurden ausschlieR3lich Zystektomiepraparate verwendet.

Zum Teil waren die Patienten vortherapiert. Im Grunde weist das Urothel einen niedrigen
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Zellumsatz auf. Bei Verletzungen oder Reizungen kann dieser jedoch stark ansteigen.
Die Basalzellschicht stimuliert die Proliferation dabei durch Freisetzung des Signal-
molekuils Sonic hedgehog [145]. Giuntini et al. konnten bereits eine positive Modulation

von CA XlI durch den Hedgehog-Signalweg aufzeigen [80].

Fur die Verwendung von CAXIl als Tumormarker oder therapeutisches Zielantigen
erscheint eine Expression im nicht-neoplastischen Gewebe zwar nicht ideal, sie stellt
jedoch nicht zwangslaufig einen Hinderungsgrund dar [9]. Insbesondere bei der
Behandlung von prognostisch ungiinstigen Krebserkrankungen ist das Auftreten von
Nebenwirkungen zu einem gewissen Grad vertretbar. Selbst relativ unselektive
Verfahren wie beispielsweise die Chemotherapie haben weiterhin einen zentralen
Stellenwert in der Onkologie, da deren Wirksamkeit haufig die Nachteile Giberwiegt.
Darlber hinaus ist anzunehmen, dass auch die Inhibition von CA Xll auf Komponenten
des Tumorstromas von Bedeutung fir eine erfolgreiche Tumortherapie ist. Hierdurch
konnte deren tumorférdernder Einfluss reduziert werden. So unterstitzen CAFs das
Tumorwachstum nicht nur metabolisch im Rahmen des umgekehrten Warburg-Effektes
[34], sondern tragen durch die Expression von Transmembran-CAs auch maf3geblich
zur Tumorazidose und folglich zur EMT der Tumorzellen bei [146]. Das Vorhandensein
von CA Xll-positiven tumorassoziierten Makrophagen war im hepatozellularen Karzinom
mit einem hoheren Metastasierungsrisiko und folglich einer schlechteren Prognose
verbunden. Die selektive Inhibition zeigte im Mausmodell ein reduziertes Tumor-
wachstum und eine effektivere Immuntherapie [67]. Das in der vorliegenden Arbeit
stellenweise extrazellular beziehungsweise intraluminal detektierte Immunsignal kénnte,
zumindest in Teilen, auf das Vorliegen von |slichen Enzymen und CA XlI-haltigen EVs
zuruckzufuhren sein. Deren Erkennung leistet vermutlich ebenfalls einen wichtigen
Beitrag zur Tumortherapie und ist zudem relevant fir die Tumordiagnostik [96, 99, 119,
131].

Auch die im Klinischen Alltag etablierten Tumormarker sind in den seltensten Féllen
tumorzellspezifisch und meist durch zahlreiche Faktoren beeinflussbar. Sie eignen sich
nicht gut fir den Tumornachweis, insbesondere nicht bei isolierter Betrachtung. Fir die
Diagnosestellung ist die histomorphologische Beurteilung im Allgemeinen Uberlegen.
Vor allem bei haufiger Uberexpression im neoplastischen Gewebe beziehungsweise bei
charakteristischem Expressionsprofil kénnen Tumormarker jedoch die Diagnostik

erganzen und als Verlaufsparameter dienen [9].
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5.3 Kontingenzanalysen der CA XIl-Expression mit pathologischen und

klinischen Charakteristika

5.3.1 CAXIl-Hochregulation im malignen Gewebe

Tatsachlich fand sich in der Mehrheit der Ovarialkarzinome eine deutliche CA XII-
Uberexpression. Auch in den muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen war ein héheres
Expressionslevel zu beobachten als im nicht-neoplastischen Vergleichsgewebe.

In beiden Tumorentitaten manifestierte sich die héhere Expression statistisch auffallig
durch eine starkere Immunfarbung. Im Ovarialkarzinomkollektiv wurde zudem ein

auffallend hoherer Anteil CA XllI-positiver Zellen erreicht als im Vergleichskollektiv.

In den gynékologischen und den urologischen Préaparaten waren teils auch nicht-
neoplastische Zellen mit starker CA Xll-Expression vorhanden. Interessanterweise
wurde eine vorherrschend starke Immunfarbung aber nur im neoplastischen Gewebe
beobachtet. Dies kénnte hinsichtlich der Verwendung von CA XIl als diagnostischer

Biomarker von Relevanz sein.

Die Hochregulation in beiden Karzinomkollektiven unterstrich die vermutete Bedeutung
von CA XII fur die Tumorbiologie.

Interessant war in diesem Zusammenhang auch die CA XlI-Expression der ovariellen
Borderlinetumoren. Deren maligne Potenz ist niedriger als bei Karzinomen, aber héher
als bei Adenomen [5, 14]. Alle untersuchten Borderlinetumoren exprimierten CA XII,
wobei das Expressionsprofil deutlich variierte. Insgesamt fand sich, entsprechend der
Erwartung, eine statistisch auffallend geringere Expression als in den Ovarial-
karzinomen. Verglichen mit dem ovariellen Normalgewebe lag das Expressionslevel
dagegen auffallend hoher. Zwischen den histologischen Subtypen bestanden
Unterschiede der CA XlI-Expression, wobei die niedrige Fallzahl der muzindsen und
seromuzindsen Borderlinetumoren, insbesondere aufgrund der beobachteten
Variabilitat, keine valide Aussage zuliel3. Zur Reduktion von konfundierenden Faktoren
wie der abweichenden Molekulargenetik, wurde die Uberexpression von CAXI
zusatzlich an Subkollektiven gemaf? der angenommenen Karzinogenese geprift. Die
invasiven, aber gut differenzierten LGSOCs exprimierten mehr CA Xll als die serésen
Borderlinetumoren. Diese wiesen wiederum mehr CA XIl auf als das nicht-neoplastische
ovarielle Epithel. Die vermehrte Expression bei hdherer Progressionsstufe lasst sich
durch die jeweilige Proliferationsrate erklaren. Mit Voranschreiten der malignen
Transformation nimmt der Glukosemetabolismus in den ovariellen Epithelzellen graduell
zu [32] und entsprechend steigt der Bedarf zur intrazellularen pH-Regulation [30, 40].

CAXIl wird dabei bereits in frihen Stufen der Tumorgenese hochreguliert [86, 108].
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Ubersteigt die Glykolyserate eine kritische Schwelle, bedingt die extrazellulare Azidose
eine deutliche Beschleunigung des Tumorwachstums und den Ubergang in ein invasives
Karzinom [42, 44].

Hynninen et al. untersuchten 6 Borderlinetumoren und dokumentierten in 4 Fallen eine
CAXII-Expression. Es bestand dabei kein Expressionsunterschied zwischen den
serdsen und den muzindsen Borderlinetumoren (je n=3). Eine CA XlI-Hochregulation
im malignen Gewebe liel3 sich am ehesten fir den muzindésen Subtyp ableiten [101]. Zu
beachten ist hierbei die niedrige Fallzahl sowie die Tatsache, dass nur die Intensitat der
Expression ausgewertet wurde. In der vorliegenden Arbeit unterschieden sich die
Borderlinetumoren vorwiegend durch einen meist niedrigeren Anteil CA Xll-positiver
Tumorzellen von den Ovarialkarzinomen.

Ivanov et al. fanden in allen 6 untersuchten Borderlinetumoren eine fokale Expression
von CA XII (<40 % der Tumorzellen). Aus deren Daten war keine CA XlI-Uberexpression

der invasiven Karzinome ableitbar [63].

Auch fur die MIUCs wurde eine nicht-invasive Vorlauferlasion in die Auswertung
einbezogen. Das intraepitheliale Karzinom des Urothels ist jedoch im Gegensatz zum
ovariellen Borderlinetumor eine obligate Prakanzerose mit hoher maligner Potenz [6].
Entsprechend dem hdheren Malignitatsniveau wiesen die in-situ-Karzinome héhere
CA XllI-Expressionslevel auf als die Borderlinetumoren, insbesondere aufgrund des
haufigeren Vorkommens von CA Xll-positiven Zellen. Fir Erstere konnte allerdings nur
eine niedrige Fallzahl (n=9) untersucht werden. Zudem wurde das Expressionsprofil
vermutlich durch weitere Faktoren beeinflusst, da das nicht-neoplastische Urothel
bereits eine héhere Expression aufwies als das ovarielle Normalgewebe.

Aufgrund der haufigen CA XlI-Positivitat in allen urologischen Kollektiven zeigte sich die
ansteigende Expression bei maligner Transformation nicht so ausgepragt wie bei den
gynékologischen Kollektiven. Die Expression der in-situ-Karzinome war verglichen mit
dem nicht-neoplastischen Urothel hdher, jedoch manifestierte sich der Unterschied nicht
statistisch auffallig. Ebenso wiesen die muskelinvasiven Karzinomzellen nicht auffallend
mehr CA XIl auf als die prainvasiven, aber bereits gering differenzierten Tumorzellen des
in-situ-Karzinoms.

Es ist anzunehmen, dass eine starke CA XllI-Expression zum hohen Progressionsrisiko
des in-situ-Karzinoms beitragt [42, 78]. Je starker die intraepitheliale Azidose ausgepragt
ist und je besser die Tumorzellen an das azidotische Milieu adaptiert sind, desto eher
kommt es zum invasiven Wachstum [28, 44]. Die therapeutische Inhibition von CA XII
erscheint daher auch fir das urotheliale in-situ-Karzinom lohnend. Als flache Lasion im
Bereich der Harnblase ist das intraepitheliale Karzinom gut zuganglich fir die

intravesikale Applikation von Therapeutika [8].
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5.3.2 Assoziation von CA Xll und Tumorbiologie innerhalb der Karzinome

Der histologische Tumorgrad dient als zentraler Parameter fUr die Aggressivitat von
Karzinomen. Er ist ein wichtiger Prognosefaktor [7].

Im Ovarialkarzinomkollektiv zeigte sich eine statistisch auffallige, wenngleich schwache
Assoziation von starker CA XlI-Expression und geringer Tumorzelldifferenzierung.
Gepragt wurde die Beobachtung durch den Expressionsunterschied zwischen HGSOCs
und LGSOCs. Diese histologischen Subtypen unterscheiden sich mafgeblich in ihrer
Molekulargenetik. So weisen beinahe alle HGSOCs eine aberrante Expression von
TP53 auf, wohingegen diese in LGSOCs vollstéandig fehlt [5]. Bei Hynninen et al. wurde
nur innerhalb der serbsen Ovarialkarzinome auf einen Zusammenhang mit dem
Tumorgrad getestet, ohne einen solchen festzustellen [101]. Deren Studie fand
allerdings vor Einfuhrung des zweistufigen Graduierungssystems der serdsen
Karzinome und der Anerkennung von HGSOC und LGSOC als eigenstandige Subtypen
statt. Klarzellige Ovarialkarzinome werden stets als G3-Tumoren klassifiziert [5]. Wie
auch bei Hynninen et al. waren in der vorliegenden Arbeit alle klarzelligen Karzinome
CA Xll-positiv. Interessanterweise prasentierte sich in deren Analyse nur dieser
histologische Subtyp mit einer héheren CA XlI- als CA IX-Expression. Zu beachten ist
hierbei die niedrige Anzahl untersuchter Falle. Die intensivste CA Xll-Expression
berichteten die Autoren im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit fir die muzingsen
Karzinome [101]. Diese werden ublicherweise dreistufig graduiert [5, 7], wobei das
Kollektiv der vorliegenden Arbeit keine gering differenzierten muzindésen Karzinome
beinhaltete. Es kann nur spekuliert werden, dass sich das abweichende Ergebnis hierauf
zurtckfihren lasst. Bei Hynninen et al. fand sich keine entsprechende Information [101].
In der vorliegenden Arbeit wiesen die undifferenzierten Karzinome (n = 8) den hdchsten
Prozentsatz an starker Expression auf. Dieser epidemiologisch seltene Subtyp verhalt

sich klinisch hoch maligne [5].

Wenngleich sich besser differenzierte Karzinome im Allgemeinen langsamer ausbreiten,
geht die niedrigere Proliferationsrate haufig mit einem schlechteren Therapieansprechen
einher. Diese Tumoren kénnen daher ebenfalls prognostisch unglnstig sein. Auch
bestimmte histologische Subtypen wie das klarzellige oder muzinése Ovarialkarzinom
scheinen beispielsweise weniger sensibel auf die konventionelle Chemotherapie zu
reagieren [7, 14]. An der Therapieresistenz kann CA Xll kausal beteiligt sein. Das Enzym
fordert neben der Azidose im Mikromilieu auch die Aktivitat des P-GP [66]. Dieser MDR-
Transporter schleust unter anderem das Zytostatikum Paclitaxel aus der Tumorzelle aus,
welches neben Carboplatin insbesondere beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom zur
Erstlinientherapie gehort [7, 147]. Platinderivate sind kein Substrat des P-GP. Sie

konnen jedoch dessen Expression erhfhen und so zu einer Resistenz gegenuber
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anderen Wirkstoffen beitragen [147]. Durch die Kombination mit einem CA XlI-Inhibitor

liel3e sich die Chemosensitivitat von Ovarialkarzinomen vermutlich verbessern [74, 82].

Der Zusammenhang von CA XlI-Expression und Differenzierungsgrad konnte flir das
Harnblasenkarzinomkollektiv nicht hinreichend analysiert werden, da muskelinvasive
Karzinome generell als genetisch instabil gelten [6] und ebenso wie die untersuchten in-
situ-Karzinome als high-grade Tumoren klassifiziert wurden. Die 18 G2-Karzinome
zeigten dabei einen Trend zu vermehrter CA XlI-Expression. Interessanterweise wiesen
die G2-Karzinome im vorliegenden Kollektiv zugleich ein tendenziell niedrigeres
tumorspezifisches Uberleben auf, moglicherweise bedingt durch ein schlechteres
Therapieansprechen. Diese Beobachtungen waren nicht statistisch auffallig.

Aufgrund fehlender Angaben konnten in der Analyse weder die histopathologischen
noch die molekularen Subtypen der MIUCs zufriedenstellend beriicksichtigt werden.
Vermerkt war jedoch das Vorliegen einer abweichenden Differenzierung. MIUCs mit
plattenepithelialer Differenzierung zeigten statistisch auffallend haufiger eine starke
CA XIllI-Expression. Diese Karzinome wachsen typischerweise aggressiv und werden
haufig erst bei fortgeschrittener Tumorausbreitung entdeckt [6, 148]. Plattenepithelial
differenzierte MIUCs sind molekulargenetisch meist dem basalen Subtyp zuzuordnen
[149]. In diesem ist der Transkriptionsfaktor HIF-1 haufig stark aktiv [12]. Auch die CA 9-
Genexpression scheint in den basalen Karzinomen auffallend hoch zu sein [98]. Deren
genetisches Profil &hnelt dem von anderen plattenepithelial differenzierten Tumoren wie
beispielsweise den Plattenepithelkarzinomen der Lunge oder des Kopf-Hals-Bereichs
[12]. Diese Karzinome zeigen ebenfalls haufig eine hohe CA XlI-Expression [85, 107].
Fur den basalen Subtyp des Harnblasenkarzinoms finden sich in der Literatur
kontroverse Daten beziglich des Therapieansprechens. Auch ein vergleichsweise gutes
Ansprechen auf die chemo- oder radiotherapeutische Behandlung ist beschrieben [12,
98]. Mdglicherweise eignen sich diese Karzinome besonders gut fiir den Einsatz eines

anti-CA XII-ADC mit gekoppeltem Zytostatikum beziehungsweise Radiotherapeutikum.

CAXII férdert das Migrations- und Invasionspotenzial von neoplastischen Zellen Uber
mehrere Mechanismen. Bekannt ist dabei auch eine funktionelle und teils physische
Assoziation mit proteolytischen Enzymen zur Degradation der extrazellularen Matrix [78,
79]. Fir die Harnblasenkarzinome konnte in der vorliegenden Arbeit gezielt Gewebe aus
der Invasionsfront untersucht werden. Eine eindeutig gesteigerte Expression von CA XI|
war dabei nicht erkennbar. Andererseits war die Immunfarbung der Invasionsfront nur
auRerst selten schwacher als die des Haupttumors. Bei Ochi et al. blieben 45 von 70
Osophaguskarzinomen im Bereich der Invasionsfront frei von CA XII, wobei diese Falle
mit einem niedrigen Expressionslevel des Gesamttumors assoziiert waren [108]. Lloyd

et al. analysierten in ihrer Studie 10 duktale Mammakarzinome und zeigten, dass CA XIlI
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insbesondere im Tumorzentrum hochreguliert wird. Dort ist die Zelldichte héher und die
Vaskularisation geringer. An der Invasionsfront fanden die Autoren dagegen eine
vermehrte CA IX-Expression [150].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kontingenz von Parametern der Tumorausbreitung
und der CA XlI-Expression innerhalb von stratifizierten Subkollektiven untersucht.

Insbesondere im friihen Stadium prasentierten sich die HGSOCs h&ufig mit einer hohen
CA XIllI-Expression. Diese Beobachtung ist sowohl diagnostisch als auch therapeutisch
relevant, da die meist spate Diagnosestellung mafgeblich zur schlechten Prognose der
HGSOCs beitragt [10]. Durch den Einsatz von CAXII als Zielantigen koénnten die
Karzinome moglicherweise bereits im lokalisierten Stadium detektiert und an der
weiteren Ausbreitung gehindert werden. Interessanterweise wird von Ovarialkarzinomen
vor allem im friihen Stadium auch der ERa exprimiert, der den tumorférdernden Effekt
der Ostrogene vermittelt [151, 152] und ein wichtiger Induktor von CA XII ist [70]. Im
fortgeschrittenen Tumorstadium werden die ERs haufig herunterreguliert [151]. Die
bereits fernmetastasierten HGSOCs des vorliegenden Kollektivs zeigten statistisch
auffallend seltener eine hohe CA XlI-Expression. Diese Beobachtung ist allerdings von
etwas eingeschrankter Aussagekraft, da nur fir einen kleinen Teil der Falle eine

Zuordnung zur MO- oder M1-Kategorie der TNM-Klassifikation erfolgte.

Bei den MIUCs ging eine geringere Ausdehnung des Primartumors nicht im gleichen
Male wie bei den HGSOCs mit einer hdheren CA XlI-Expression einher. Auch die
MIUCs wiesen jedoch bereits in den niedrigeren Stadien eine deutliche Expression auf,
entsprechend den prainvasiven in-situ-Karzinomen. Frilhe stromainvasive high-grade
Urothelkarzinome waren nicht Teil des Kollektivs. Interessanterweise zeigten die MIUCs
mit bekannter Fernmetastasierung, ahnlich wie bei den HGSOCs, etwas haufiger eine
niedrige Expression. Die Beobachtung war nicht statistisch auffallig. In den MIUCs mit
dokumentierter Lymphgefal3-, Venen- oder Perineuralscheideninvasion wurde CA XII
nicht auffallend hoher exprimiert als bei deren Fehlen. Um eine entsprechende
Korrelation zu erkennen, ware vermutlich die isolierte Betrachtung der membrandsen
Expression erforderlich [127]. Zu bedenken ist auBerdem, dass die Invasionsparameter
nicht an den vorliegenden Gewebestanzen erhoben wurden.

Weder fiur die HGSOCs noch fir die MIUCs liel3 sich eine klare Assoziation zwischen

der CA XlI-Expressionshdéhe und dem Lymphknotenstatus ableiten.

Anhand von Uberlebensanalysen konnte die prognostische Aussagekraft der CA XII-
Expression naher untersucht werden. Die Voraussetzungen fir eine multivariate Cox-

Analyse waren nicht gegeben. Sofern es die Fallzahl zulie3, wurden bekannte
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konfundierende Faktoren manuell stratifiziert. Die generierten Daten gelten somit nur fur
das jeweils analysierte Subkollektiv.

Bei den inkludierten Patientinnen der HGSOCs ging eine besonders hohe CA XII-
Expression zum Zeitpunkt der Diagnosestellung tendenziell mit einem kirzeren
rezidivfreien Uberleben und einem schlechteren Gesamtiiberleben einher. Die wenigen
Patientinnen mit einer sehr niedrigen Expression in den ausgewerteten Préparaten
zeigten dagegen einen Trend zu einem langeren Gesamtiberleben. Wenngleich am
vorliegenden Kollektiv kein statistisch auffalliger Zusammenhang nachgewiesen werden
konnte, ist der beobachtete Effekt moglicherweise klinisch relevant.

Aufgrund der hohen genetischen Instabilitat ist das HGSOC ein sehr heterogener Subtyp
des Ovarialkarzinoms. Es ist bekannt, dass sich Untergruppen der HGSOCs hinsichtlich
ihres klinischen Verlaufs unterscheiden [10]. Das Gesamtiberleben wurde nur innerhalb
des FIGO-Stadiums Il untersucht. Operativ lasst sich bei diesen Patientinnen haufig
keine Tumorfreiheit erreichen. Der postoperative Tumorrest ist zentral fur die Prognose
des Ovarialkarzinoms [7]. Es kann spekuliert werden, dass die starke Expression von
CAXIl mit einer vermehrten Dissemination der Tumorzellen und folglich mit einem
schlechteren Operationsergebnis verbunden war. Auch ein vermindertes Ansprechen
auf die postoperative Systemtherapie kommt als Ursache flr die unglnstigere Prognose
bei starker CA XlI-Expression in Betracht.

Im Human Protein Atlas ist die Uberlebenskurve von unstratifizierten Ovarialkarzinom-
patientinnen in Abhangigkeit der CA 12-Genexpression dargestellt [103]. Wenngleich
insgesamt keine prognostische Relevanz berichtet wird, zeichnet sich im Verlauf ein
etwas besseres Uberleben bei niedriger Expression ab. Hynninen et al. schlossen in ihre
Uberlebensanalyse alle Ovarialkarzinome mit seréser Histomorphologie ein. Eine
weitere Stratifizierung erfolgte offenbar nicht. Hierbei beobachteten die Autoren keine

nennenswerte Korrelation mit dem Uberleben [101].

In der vorliegenden Arbeit lie3 sich auch fiur das Harnblasenkarzinomkollektiv kein
statistisch auffalliger Zusammenhang zwischen der CA XlI-Expressionshéhe und dem
postoperativen Verlauf nachweisen. Ein eventuell klinisch relevanter Unterschied der
Uberlebenskurven wurde auch hier am ehesten bei Vorhandensein einer vorherrschend
starken Immunfarbung im Operationspraparat beobachtet.

Fur die analysierten MIUCs ergab sich interessanterweise kein einheitlicher Trend.
Wahrend eine sehr hohe CA XII-Expression in der nach UICC-Tumorstadium lll
stratifizierten Subgruppe eher mit einem langeren rezidivfreien Uberleben assoziiert war
und auch mit einem besseren tumorspezifischen sowie Gesamtiiberleben einherging,

zeigte sich diese fur die stratifizierten MIUCs in Stadium IV eher prognostisch ungunstig.
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Bei hoherer Expression im Zystektomiepréparat traten die Todesfélle hier tendenziell
friher auf.

Auch vom Human Protein Atlas wird die CA 12-Genexpression in Urothelkarzinomen
insgesamt als nicht prognostisch bezeichnet. Die Uberlebenskurve lasst jedoch
insbesondere flr das Stadium lll eine Assoziation von hoher Expression und besserem
Patiententberleben erkennen [103]. Vermutlich wird dieser Effekt durch einen nicht

bertcksichtigten konfundierenden Faktor hervorgerufen.

Zusammenfassend zeigte sich die CA XlI-Expressionshéhe an den analysierten
Subkollektiven der vorliegenden Arbeit nicht als verlasslicher prognostischer Biomarker.
Die haufig starke Expression in biologisch aggressiven Tumoren konnte jedoch
moglicherweise als ergénzender Parameter dienen, um Patienten mit Bedarf an

zusatzlichen oder alternativen Therapien zu selektieren.

5.3.3 Identifizierung von Patientengruppen mit auffalliger CA XII-Expression

Die zielgerichtete Tumortherapie hat ein enormes Potenzial. Das instabile Genom der
Karzinomzellen und die damit verbundene Heterogenitat kann jedoch eine grofR3e Hirde
fur deren Einsatz darstellen [4]. Komponenten des zellularen Metabolismus erscheinen
in dieser Hinsicht als besonders lohnenswerte Zielstrukturen. Obwohl auch diese durch
die molekulare Heterogenitat beeinflusst werden kdnnen, finden sich einige Antigene
aufgrund ihrer tumorbiologischen Bedeutung ubiquitdr im Tumorgewebe [30, 117]. So
war auch CAXIl in der groRen Mehrheit der untersuchten Ovarial- und Harnblasen-
karzinomzellen zu detektieren. Wenngleich insgesamt eine Uberexpression im
Tumorgewebe beobachtet wurde, lag die CA Xll-Expressionshéhe bei individueller
Betrachtung nicht zuverlassig oberhalb der des nicht-neoplastischen Gewebes. Ein Cut-
off zur Abgrenzung einer klinisch relevanten Expression wurde flir CA XlI bislang nicht
etabliert.

In der vorliegenden Arbeit wurde der IRS-Wert2 verwendet, um die Karzinome mit
besonders niedriger Expression néher zu untersuchen. Gruppiert wurden hierdurch Féalle
ohne Immunfarbung im vorliegenden Gewebe, mit schwachem Immunsignal in maximal
50 % der beurteilten Zellen oder mit maRig ausgepragter Farbreaktion in weniger als
10 % der Zellen. Diese Karzinome liel3en sich in der Kontingenzanalyse mit klinisch-
pathologischen Parametern keiner homogenen Patientengruppe zuordnen. Eine CA XII-
Positivitat zeigte sich bei Verwendung des Cut-off IRS>2 noch immer in 92,6 % der
Ovarialkarzinome (363 von 392 Fallen) und 98,7 % der Harnblasenkarzinome (231 von
234 Fallen). In den gynakologischen Kollektiven grenzte sich die Expression der
Karzinome durch den Cut-off IRS > 2 statistisch auffallig von den Vergleichsgeweben ab.

Eine vorherrschend starke Farbeintensitat bei insgesamt mehr als 50 % positiven Zellen

96



Diskussion

(Cut-off IRS > 8) zeigte sich in dieser Arbeit interessanterweise flir die gynakologischen
und die urologischen Kollektive nur im neoplastischen Gewebe und war auch innerhalb

der Karzinome mit biologisch aggressiven Tumoren assoziiert.

Die Progression und das Therapieansprechen der untersuchten Tumorentitdten werden
von Geschlechtshormonen beeinflusst. Die Zusammenhéange sind jedoch komplex und
entsprechend finden sich in der Literatur teils widerspriichliche Berichte [151, 153, 154].
Bei den urologischen Neoplasien liel3 sich anhand der beobachteten Expressions-
unterschiede keine klare Assoziation zwischen CA Xl und dem Patientengeschlecht
ableiten. Im nicht-neoplastischen Vergleichskollektiv schien das Urothel von Frauen
tendenziell etwas mehr CAXIl zu exprimieren. Fir luminale Mammakarzinome ist
bekannt, dass CA 12 sowohl durch den ERa als auch durch den Transkriptionsfaktor
GATAS3 reguliert werden kann [71]. Die Arbeit von Li et al. legt nahe, dass Ostrogene die
Expression von GATA3 im urothelialen Normalgewebe férdern. Demgegeniber zeigen

Androgene einen hemmenden Effekt [153].

In den Kollektiven der Borderlinetumoren und der nicht-neoplastischen Ovarien fand sich
bei den alteren Patientinnen eine hohere CA Xll-Expression. Im stratifizierten Kollektiv
der HGSOCs wiesen dagegen die Falle der jingeren Patientinnen etwas vermehrt
CAXII auf, mit der hdchsten Expression im Alter zwischen 40 und 49 Jahren. Es ist
denkbar, dass diese Beobachtung auf den héheren Anteil BRCA-mutierter Karzinome
zurtickzufuhren ist. In Mammakarzinomen wurde der Funktionsverlust des BRCA1-
Proteins bereits mit einer erhdhten Expression des Isoenzyms CA IX in Verbindung
gebracht [129, 155].

Auch fur das Harnblasenkarzinom gibt es Hinweise auf molekulare Unterschiede
zwischen den jungeren und den &lteren Patienten. Erstere zeigen dabei eine bessere
Prognose [8]. Bei den untersuchten MIUCs und den urothelialen in-situ-Karzinomen fand

sich tendenziell etwas vermehrt CA Xll in den Praparaten von élteren Patienten.

5.4 Starken und Limitationen der durchgefiihrten Studie

In dieser retrospektiven Arbeit wurde die CA Xll-Expression verschiedener Gewebe
unter vergleichbaren Labor- und Auswertungsbedingungen untersucht. Die Wahl der
Kollektive erlaubte die Gegentberstellung von Zellverbdnden mit unterschiedlichem
biologischem Verhalten beziehungsweise malignem Potenzial.

Hervorzuheben ist die groRe Fallzahl der untersuchten Karzinome. Hierdurch war eine
gewisse Stratifizierung der heterogenen Tumorentitdten moglich. Im Fokus der Analyse

standen die HGSOCs und MIUCs. Trotz der Kollektivgréze konnten epidemiologisch

97



Diskussion

seltenere Karzinome teils nur orientierend ausgewertet werden. Auch in den
Vergleichskollektiven war die Fallzahl verhaltnismaRig niedrig.

Die Aussagekraft des statistischen p-Wertes ist insbesondere bei hoher und variierender
Fallzahl eingeschrénkt. Diesem Problem wurde durch Angabe der Effektstarken sowie
durch Auswertung der korrigierten Residuen begegnet. Da die Gefahr falschpositiver
Aussagen auch durch eine groRe Anzahl durchgefuhrter Tests steigt, wurden die
Ergebnisse vorsichtig formuliert. Die schwache Datenlage zur CA XlI-Expression in den
untersuchten Geweben sowie zur intrazellularen Enzymlokalisation erschwerte die
Formulierung konkreter Hypothesen. Zudem existierte fur die immunhistochemische
Auswertung und Abstufung der CA XlI-Expression keine etablierte Methode. Die Analyse
der Daten erfolgte daher teils deskriptiv-explorativ. Eine Verifizierung der generierten
Erkenntnisse an neuen Datensétzen ist anzustreben.

Darlber hinaus bedarf es dringend CA XllI-spezifischer Untersuchungen bezlglich des
Interaktoms und der subzellularen Korrelate. In der durchgefiihrten Immunféarbung waren
diese nicht hinreichend differenzierbar. Einschrankend sei auch erwéahnt, dass die
Ergebnisse immunhistochemischer Studien nur bedingt auf die intravitale Situation
Ubertragbar sind [82, 94, 120].

Das Immunsignal wurde in dieser Arbeit semiquantitiativ ausgewertet. Durch den Einsatz
einer Software zur digitalen Bildanalyse ware die Expression vermutlich differenzierter
quantifizierbar und weniger untersucherabhangig. In den Karzinomkollektiven trug die
Analyse mehrerer Gewebestanzen pro Patientenfall der intratumoralen Heterogenitat
Rechnung und erlaubte im Harnblasenkarzinomkollektiv den gezielten Vergleich der
CA XIlI-Expression von Haupttumor und Invasionsfront. Eine ausreichend hohe
Reprasentativitat der untersuchten Praparate ist anzunehmen [156]. Hinsichtlich einer
maoglichen Verwendung als Biomarker in der pathologischen Diagnostik sollte die
Konkordanz des Expressionsprofils zwischen kleinen Gewebeproben und dem
umfassend aufgearbeiteten Tumormaterial idealerweise speziell fir das Antigen CA XII

gepruft werden.

5.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit betont das Potenzial von CAXIl als Ansatzpunkt fir neue
Strategien in der Diagnostik und Therapie von Ovarial- und Harnblasenkarzinomen.

Sie soll einen Impuls fir weiterfihrende Studien geben.

Denkbar ist beispielsweise der diagnostische Einsatz eines anti-CA Xll-Antikdrpers im
Rahmen der Liquid Biopsy. Unter Einbezug des Ergebnisses der vorausgegangenen

durchflusszytometrischen Analyse [97] kdnnte CA XII etwa ein nttzlicher Biomarker zur
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Detektion von malignen Zellen im Aszitespunktat sein. Eine entsprechende Unter-
suchung von Urinproben ware ebenfalls wiinschenswert, um die immunhistochemischen
Ergebnisse mit der CA XlI-Oberflachenexpression von intakten urothelialen Zellen zu
korrelieren. Dabei sollten in das Vergleichskollektiv gesunde Probanden ohne vorherige
Intervention im Bereich des Harntraktes inkludiert werden.

Anti-CA XlI-Antikdrper eignen sich auch fur die in-vivo-Diagnostik und kdnnten hier
insbesondere der Visualisierung von Mikrometastasen dienen [93, 94].

Bei Verwendung von CA Xll-Inhibitoren wie dem monoklonalen Antikérper 6A10 bietet
sich zugleich die Mdglichkeit zur zielgerichteten Therapie. Aussichtsreich erscheint zum
jetzigen Zeitpunkt vor allem die lokale Applikation des Antikdrpers als Teil eines Chemo-
oder Radioimmunkonjugates. Hierdurch kann ein dualer Effekt erzielt werden [82, 95].
Zudem ist die Kombination mit einem CA IX-Inhibitor in Betracht zu ziehen [47, 68, 76].
Ovarialkarzinompatientinnen kdnnten vermutlich vorwiegend durch eine perioperative
Elimination von disseminierten beziehungsweise residualen Tumorzellen profitieren.
Daher sollte die intraperitoneale Anwendung als mdgliche Behandlungsoption evaluiert
werden. Von Vorteil ist hierbei, dass die Mikrometastasen haufig nur oberflachlich in die
Bauchorgane invadieren [10]. Fir das Harnblasenkarzinom wére entsprechend primar
die intravesikale Anwendung zur Therapie der flachen, haufig mulifokalen high-grade
Tumoren anzustreben, um deren Progression zu verzogern oder gar zu verhindern.
Zudem l&sst sich hierdurch moglicherweise die Zahl der Rezidive senken.
Vorzugsweise in Kombination mit der operativen Therapie kénnte der Einsatz eines anti-
CA XII-ADC auch fir das muskelinvasive Harnblasenkarzinom eine vielversprechende
Behandlungsoption sein, um residuale sowie zirkulierende Tumorzellen zu detektieren

und zu therapieren.

Die ersten Studienergebnisse aus der klinischen Validierung des Antikorpers 6A10
lassen hoffen, dass durch die Verwendung von CAXII als Zielantigen zukinftig die
Lebensqualitat vieler Tumorpatienten verbessert und deren Uberlebenszeit verlangert

werden kann [95].
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6 Zusammenfassung

Das Enzym Carboanhydrase XII (CA XIl) ist ein wichtiger Bestandteil der zellularen pH-
Regulation und wird in vielen Tumoren tberexprimiert. Es gilt als attraktives Zielmolekl
fur zusatzliche diagnostische und therapeutische Optionen, wie sie auch fur Ovarial-

karzinome und muskelinvasive Harnblasenkarzinome dringend benétigt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das CA XlI-Expressionsprofil dieser Tumorentitaten an
einer groRen Fallzahl immunhistochemisch untersucht. Dabei kam der monoklonale anti-
CA XIlI-Antikorper 6A10 auf formalinfixierten Paraffinpraparaten zum Einsatz. Es erfolgte
die Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern inklusive der Analyse von
Uberlebensdaten fiir stratifizierte Subkollektive. Zudem wurde eine kleinere Anzahl von
nicht-invasiven Tumoren sowie nicht-neoplastischen Epithelien aus Ovar und Harnblase

hinsichtlich ihrer CA XlI-Expression untersucht und mit den Karzinomen verglichen.

Die groRe Mehrheit der Karzinomzellen beider Entitaten prasentierte sich CA XllI-positiv.
Innerhalb des Ovarialkarzinomkollektivs war ein hohes Expressionslevel statistisch
auffallend mit einem geringen tumorzellularen Differenzierungsgrad assoziiert. Die
biologisch besonders aggressiven high-grade serésen Ovarialkarzinome wiesen haufig
bereits im frihen Tumorstadium eine hohe CA XlI-Expression auf. Im fortgeschrittenen
Stadium war diese tendenziell mit einem kiirzeren rezidivfreien Uberleben sowie einem
schlechteren Gesamtliberleben der Patientinnen verbunden. Die invasiven Ovarial-
karzinome zeigten ein statistisch auffallend héheres Expressionslevel als die nicht-
invasiven ovariellen Borderlinetumoren des Vergleichskollektivs. Diese exprimierten
wiederum auffallend mehr CA XllI als das nicht-neoplastische ovarielle Epithel.

In den Harnblasenkarzinomen manifestierte sich die hochregulierte CA XII-Expression
durch eine auffallend starkere Immunfarbung verglichen mit den nicht-neoplastischen
Urothelzellen. Letztere zeigten sich ebenfalls h&ufig CA Xll-positiv. Es wurde kein
statistischer Expressionsunterschied zwischen den urothelialen in-situ-Karzinomen und
den muskelinvasiven Karzinomen festgestellt. Alle analysierten Harnblasenkarzinome
waren high-grade Tumoren. In Urothelkarzinomen mit plattenepithelialer Differenzierung
fand sich auffallend haufig eine hohe CA XlI-Expression. Anhand des Expressionslevels

liel? sich fir die untersuchten Patientenfalle keine klare prognostische Aussage ableiten.

Insgesamt legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass CA XIlI fir die Tumorbiologie
der aggressiven Ovarial- und Harnblasenkarzinome von Bedeutung ist. Die Verwendung
des Enzyms als diagnostischer Biomarker und therapeutisches Zielantigen hat auch in

diesen Tumorentitaten grofRes Potenzial und sollte weiter evaluiert werden.
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