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1. Einleitunq

1.1. Entwicklung des Ovars
Die Gonadenanlage des menschlichen Embryos entsteht als indifferente Gonade
aus drei Formen von Zellen: 1. Zellen, die sich értlich aus dem Zdlomepithel
differenzieren, 2. Zellen, die aus dem Mesonephron aus- und in das
Gonadenblastem einwandern, und 3. Keimzellen oder primordiale Geschlechtszellen.

In der 7. Embryonalwoche beginnt die Reifung der indifferenten Gonade zum Ovar.
Im Cortex des Ovars befinden sich die primordialen Geschlechtszellen (Oozyten),
deren Differenzierung in der 10. Embryonalwoche beginnt.

Die weibliche Meiose beginnt in der pranatalen Periode. Die Oogonien proliferieren
und treten als Oozyten | in die Prophase der Meiose ein. Im letzten (Diplotan)
Stadium wird die Meiose angehalten. Bei der Geburt eines Madchens liegen alle
Keimzellen als Oozyten | vor. Erst mit der Pubertat fangen die primaren Oozyten an
in die beiden Reifeteilungen der Meiose einzutreten, bis sie zum Ovum mit einem

haploiden Chromosomensatz reifen. Dieser Prozess dauert bis zur Menopause.

1.2. Aufbau und Funktionen des Ovars

Owulation

Abbildung 1 : Feinaufbau des Ovars [2]
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Der Eierstock enthélt die weiblichen Keimzellen, die sich zu befruchtungsfahigen
Eizellen entwickeln. Andererseits ist er eine endokrine Driise, die vorwiegend
Sexualhormone (Ostrogene und Progesteron) produziert. Dadurch reguliert das Ovar
das zyklische Geschehen im Genitaltrakt der Frau und beeinflusst ihre physische und
psychische Entwicklung.

Seine Form, GréBe und auBere Gestalt zeigen Unterschiede abhangig vom Alter
und Funktionszustand. Bei der geschlechtsreifen Frau sind sie vorwiegend grau-
weiBe, etwa 4 x 2 x 1 cm groBe Organe. lhre am Anfang der Pubertat glatte
Oberflache zeigt mit der Zeit narbige Einziehungen, als Folge vieler Ovulationen. In
bestimmten Funktionsstadien wdlben sich die Follikel verschiedener GréBe an der
Oberflache vor.

Die Ovarien liegen im kleinen Becken der Frau, umgeben von je einer
Bauchfellduplikatur. lhre Lage kann passiv oder aktiv durch zwei muskulo —
elastische Bander (das Ligamentum suspensorium ovarii und das Ligamentum ovarii
proprium) verdndert werden, was eine wichtige Rolle im Eiauffangmechanismus
spielt.

Wenn man den Innenaufbau des Ovars betrachtet, unterscheidet man eine auBere
Rindenzone (Cortex ovarii) und eine innere Markzone (Medulla ovarii). In der
Rindenzone des Ovars befinden sich die Follikel, die verschiedene Reifungsstufen
durchlaufen: Primordial-, Priméar-, Sekundar- und Tertiarfollikel. In den Ovarialfollikeln
werden Hormone (Ostrogen, Androgene, Steroidhormone) gebildet.

Da das Ovar in der Bauchhdhle fast frei liegt und seine GrdéBe nur wenige
Zentimeter betragt, zeigen Ovarialkarzinome meist erst im spaten Stadium

Symptome (wie z.B. Bauchumfangszunahme oder Druckgefiihl im Unterbauch).

1.3. Ovarialkarzinome

1.3.1. Epidemiologie

Die Ovarialkarzinome stellen die finfthaufigste maligne Erkrankung der Frau dar.
Sie stehen an vierter Stelle der Todesursachen bei den Krebserkrankungen und
haben die fihrende Position als Todesursache unter den malignen gynakologischen
Erkrankungen in Europa [3, 4]. Die Inzidenz liegt bei 20/100 000 Frauen/Jahr (Trend
gleich bleibend), die Mortalitdt bei 5/100 000 Frauen/Jahr und das mittlere

10
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Erkrankungsrisiko bei 66,3 Jahren. Fast 10% treten bei Frauen unter 45 Jahren auf

[5].

1.3.2. Onkogenese

Die Entstehung des Ovarialkarzinoms wird von zahlreichen Faktoren beeinflusst, die
einzeln oder haufiger kombiniert auftreten kénnen. Bekannte Risikofaktoren sind:
zunehmendes Alter, Umwelt- und Ernahrungseinflisse, Rauchen, Chemikalien.
Vermehrtes Auftreten von Ovarialkarzinomen wird bei Infertilitdt und Nulliparitat
beobachtet. Auf der anderen Seite scheinen die Zahl der Schwangerschaften,
Laktation und die Dauer der Einnahme von Ovulationshemmern protektive Faktoren

darzustellen [6, 7].

1.3.2.1. Familidres Ovarialkarzinomrisiko

5% der Ovarialkarzinome scheinen familiar gehauft vorzukommen und treten
meistens im frlheren Lebensalter als die sporadischen Félle auf [8]. Man
unterscheidet hierbei das organspezifische familidre Ovarialkarzinomsyndrom, das
familidre Mamma-/Ovarialkarzinomsyndrom, sowie das Lynch [I-Syndrom. Diese
Erkrankungen beziehen sich auf die Anwesenheit von vererbten autosomal—
dominanten Mutationen in einem von zwei Genen, bekannt als BRCA1 (= engl.
Breast cancer) und BRCA2. BRCA1 und BRCA2 sind Tumor—Supressor—Gene und
sind auf Chromosom 17q beziehungsweise 13q lokalisiert.

Die Proteine der BRCA1 und BRCA2-Gene spielen eine wichtige Rolle im Zellzyklus
und stehen im Zusammenhang mit Genaktivierung und DNA — Reparatur [9, 10]. Da
die Mutationsallele von BRCA1- oder BRCA2-Genen von beiden Eltern vererbt
werden kbénnen, ist es wichtig die ganze Familienanamnese zu erheben um das
Erkrankungsrisiko abschatzen zu kénnen.

Studien zeigen, dass die Mutationen in den BRCA1- und BRCA2-Genen sich in den
verschiedenen Landern unterscheiden [11] und in bestimmten ethnischen Gruppen
mit erhdhter Wahrscheinlichkeit vorkommen [12, 13].

Far Frauen mit Mutation in den BRCA1 oder BRCA2 Genen betragt das Risiko in
ihrem Leben Brustkrebs zu entwickeln bis zu 70%. Das Risiko an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken betragt 54% fir BRCA1- und 23% fir BRCA2-
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Mutationstragerinnen [9]. In der Allgemeinbevélkerung der Vereinigten Staaten ist
das Risiko fir ein Ovarialkarzinom 1,7 % [14] . Bei den Tragerinnen zeigt sich das
Mammakarzinom meist friher als das Ovarialkarzinom, was eine groBe Rolle fir die
Friherkennung und Therapie des Ovarialkarzinoms spielt, das sonst meist erst in
Spatstadien entdeckt wird. Andererseits ist das Kumulativrisiko ein Ovarialkarzinom
nach einem Mammakarzinom zu entwickeln wie folgt: 1). 4,5% und 12,7% bei
BRCA1 - Mutationstragerinnen 5, beziehungsweise 10 Jahre nach der Diagnose von
Brustkrebs; 2). 5,3% und 6,8% fir die BRCA2 — Mutationstragerinnen in den selben
Zeitabstadnden [15]. AuBerdem findet man bei 50% der BRCA1 - und bei 27% der
BRCA2 — Mutationstragerinnen Ovarialkarzinome ohne das Vorliegen eines
Mammakarzinoms [16, 17].

Obwohl das Risiko fir BRCA1- und BRCA2- Mutationstragerinnen an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken nicht so hoch ist wie die Wahrscheinlichkeit flr ein
Mammakarzinom, ist es deutlich héher als das Risiko in der Allgemeinbevélkerung.
Folglich ist solchen Patientinnen nach abgeschlossenem Kinderwunsch als sicherste
Option zu einer Adnexextirpation zu raten.

Eine andere familidare Erkrankung, die mit erhéhtem Ovarialkarzinomrisiko
einhergeht, ist das Lynch Syndrom Il. Es wird durch Keimbahnmutationen zum
Beispiel in den DNA-Reparaturgenen verursacht, wie MSH2 (mutS Homologe 2)
oder MLH1 (mutL Homologe 1) [18]. Bei den betroffenen Familien dominiert die
HNPCC- Mutation des Gens (hereditare nicht polipése Kolonkarzinom). Beim Lynch
Syndrom Il ist ein Kolonkarzinom manchmal mit anderen Karzinomen assoziiert, wie

denen des Endometriums, der Ovarien oder des Urogenitaltrakts.
1.3.2.2. Tumorentstehung, Molekularbiologie

Das Ovarialkarzinom ist eine heterogene Erkrankung, die sowohl molekulare
Veranderungen als auch histopathologische Besonderheiten einbezieht, wie die
Wachstumsrate, das Metastasenpotential und die Radio- und Chemosensitivitat [19].
Fir die Entwicklung und Progression des Ovarialkarzinoms sind viele biologische
und molekulare Faktoren wichtig, oder genauer gesagt — ihre Dysregulation. Es sind
folgende Mechanismen bekannt: 1) Uberexpression von Onkogenen, 2) Mutation

oder Ausfall von Antionkogenen [20], 3) Wachstumsfaktoren und Zytokinstimulation,

12
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4) Modifikation der Umwelt des Wirtes und seiner Reaktion gegen den Tumor [21].
Die weitgehende Mehrzahl der Ovarialkarzinome kommt allerdings sporadisch vor.

1.3.2.2a. Onkogene

Onkogene sind Gene, die eine groBe Rolle bei der Initiation, Transformation und
Progression von Tumoren spielen. lhre Vorlaufer sind die sog. Protoonkogene oder
zellularen Onkogene (c-onc), deren Expressionsprodukte wesentliche physiologische
Zellfunktionen, wie Signalerkennung, Signaltransduktion und Regulation von
Proliferation und Differenzierung steuern. Unter den von Protoonkogenen kodierten
Proteinen befinden sich: 1) Rezeptoren flir Wachstumsfaktoren, lokalisiert in der
Zellmembran (meistens Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitat), 2) Wachstums-
faktoren, 3) an DNA-bindende Proteine, lokalisiert im Zellkern, 4) GTP (Guanosin
5 Triphosphat)—bindende Proteine (z.B. ras-Protein). Eine Veranderung der
Expression der Protoonkogene kann zu deren Aktivierung als Onkogene fihren.
Solche  Aktivierungsmechanismen  sind  Genamplifikation, = chromosomale
Translokation, Punktmutationen und Integration einer nicht onkogenen Sequenz. Die
Wirkung aktivierter Onkogene ist dominant, d.h. sie wird bereits manifest, auch wenn
das zweite Allel nicht aktiviert ist.

1.3.2.2b. Tumorsupressor- Gene

Die Tumorsupressor—Gene regulieren den Zellzyklus. Ihre Genprodukte wirken als
Hemmstoffe des Zellwachstums, womit sie die Proliferation und Differenzierung der
Zellen regulieren. Mutationen in diesen Genen flhren zu unkontrolliertem
Zellwachstum und so zur Tumorentstehung.

Es ist eine groBe Zahl an Tumorsupressor—Genen bekannt, die an der
Ovarialkarzinomentstehung beteiligt sind, aber bislang konnte noch kein bestimmtes
Gen identifiziert werden, das an diesem Prozess eine zentrale Rolle spielt. Eine
Mutation des p53-Gen tritt als einer der fUhrenden Kandidaten hervor. Diese
Tumorsupressor—Gen—Mutationen werden haufig bei malignen Tumoren gefunden
[22-25].
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1.3.2.2c. Wachstumsfaktoren und Zytokinstimulation

Die Entstehung und Entwicklung einer groBen Gruppe menschlicher Tumore ist
auch eine Folge abnormer Zellsignalvermittlung durch Wachstums- und
Tyrosinkinaserezeptoren [26-30].

Tyrosinkinaserezeptoren sind eine Gruppe von Protoonkogenprodukten, die eine
wichtige Rolle bei der Ubermittlung von wachstumsstimulierenden Signalen spielen.
Sie sind integrale Membranproteine, die aus einer extrazellularen Liganden-
bindenden Domane, einer transmembranen Region und einer zytoplasmatischen
Doméane mit Tyrosylresten bestehen [31]. |hre Liganden sind Wachstumsfaktoren
oder Hormone, deren Bindung die Dimerisierung des Rezeptors und die
Autophosphorylierung seiner Tyrosylreste auslést [32]. An den phosphorylierten
Enden binden vier unterschiedliche Proteine: die PI-3-Kinase (Phosphatidylinositol-
3-Kinase), die Phospholipase Cy, das GTPase- aktivierende Protein, sowie das
Adapterprotein GRB2 (=engl. Growth factor receptor-bound protein). Diese verfligen
Uber eine hierfir notwendige Doméne, die wegen ihrer strukturellen Verwandschaft
zur src-Kinase (Tyrosinkinase, deren Prototyp im Retrovirus Rous Sarcoma Virus
identifiziert wurde) auch als SH2- Doméane (src homologe Domane) bezeichnet wird.
Das Adapterprotein GRB2 bindet ein als SOS (=engl. son of sevenless nach einem
verwandten Protein bei Drosophila) bezeichnetes Protein, welches das kleine G-
Protein (Guaninnucleotid — bindendes Protein) Ras aktiviert. Hieran schlie3t sich eine
Kaskade von Proteinkinasen an, die eine Anderung der Genexpression und die
Auslésung von Proliferation zur Folge hat. Eine Entfernung der Phosphatgruppen
von den phosphorylierten  Tyrosilresten dieses Rezeptors senkt die
wachstumsstimulierende Aktivitat dieses Signalwegs [33].

Es wurden viele Gruppen von Wachstumsrezeptoren beschrieben, deren abnorme
Expression im engen Zusammenhang mit der Tumorentstehung und -entwicklung
steht, hauptsachlich aus der Tyrosinkinaserezeptor-Familie der epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR = engl. epidermal growth factor receptors)
Klasse | [34]. Diese Familie hat vier Mitglieder: epidermaler Wachstumsfaktor-
Rezeptor (EGFR), Tyrosinkinaserezeptor cerbB-2 (HER-2/neu), cerbB-3 (HER-3/neu)
und cerbB-4 (HER-4/neu) [32, 35]. Die Proteine der cerbB-Familie sind
normalerweise in Epithel-, Mesenchym- und Nervenzellen exprimiert und spielen

eine wichtige Rolle bei ihrem Wachstum und der Entwicklung [36-39].
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Das cerbB-1 Protoonkogen kodiert die Information flir den EGFR, der auf normale
Epithelzellen stark mitogen wirkt [40]. In 36-54% der Ovarialkarzinome wurde eine
erhdéhte Expression des EGFR gefunden [40]. Verschiedene EGF- ahnliche Faktoren
(EGF-F) binden an den EGFR, einschlieBlich TGF-a (= engl. Transforming [tumor]
growth factor). EGF (=engl. Epidermal growth factor) ist ein 6-kD-Glykoprotein mit
TGF-a Strukturdhnlichkeit. Ein erhdhter Spiegel wurde in 30% der Ovarialkarzinome
beobachtet [40, 41].

1.4. HER-2/neu (= engl. Human Epidermal Growth factor receptor-2)

1.4.1. Aufbau und Funktion von HER-2/neu

Das HER-2/neu Protoonkogen wurde 1981 identifiziert [42]. Es befindet sich auf
Chromosom 17921 und kodiert fur ein Transmembranglykoprotein von 185 kD
(Kilodalton), das p185°®®2 oder HER2/neu genannt wird [36]. Dieses Gen zeigt eine
hochgradig strukturelle Ahnlichkeit mit dem EGFR [43-46]. Dieses Protein hat eine
intrazellulare Tyrosinkinaseaktivitdt und eine extrazellulare Ligand- Bindundungs-
region [36, 44]. Obwohl kein spezifischer Ligand fiir p185°°52 identifiziert wurde,
kennt man mehrere Glykoproteine, die mit dem p185°™®22 Rezeptor interagieren, wie
Heregulin und NDF (= engl. New Differentiation Factor), GGFs (= engl. Glial Growth
Factors), ARIA (= engl. Acetylcholine Receptor Inducing activity), NAF (= engl. Neu
Activating  Factor) [47-54]. Diese Liganden steigern die  Tyrosin-
phosphorylierungsaktivitdt des HER-2/neu Rezeptors, férdern seine Dimerisation und
das Wachstum der Zellen, die ihn exprimieren.

Die Fahigkeit der EGFR- Familienmitglieder Mono- und Heterodimere zu formieren,
nachdem sie mit unterschiedlichen Liganden interagierten, erweitert die Vielfalt der
Signale dieser Proteine [32, 41, 55, 56]. Es wird vermutet, dass HER-2/neu seine
Signale nur durch Wechselwirkungen mit anderen aktivierten Mitgliedern der erbB-
Familie vermitteln kann. In Ovarialkarzinomzellen aktiviert EGF (berwiegend die
Interaktion zwischen EGFR und HER-2/neu, wahrend Heregulin (HRG) HER-3 als

Monomer aktiviert.
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Eine Heterodimerbildung zwischen EGFR und p185°°%2 wurde auch in
Mammakarzinomzellen beobachtet [57].

Eine Koexpression von EGFR und p185°°"? resultiert in einer synergistischen
Transformation [58], aufgrund der erhdhten Ligandenbindungsaffinitat und der
katalytischen Kinaseaktivitat [59, 60]. Eine Heterodimerbildung zwischen EGFR und
p185°®%2  fiihrt ihrerseits zu einer gesteigerten  Aktivitit: 1)  der
Tyrosinphosphorylierung am intrazellularen Teil des HER-2/neu-Rezeptors, 2) der
MAPK (=engl. Mitogen-Activated Protein Kinase), 3) der PI-3- Kinase und erhdht
damit die Zellproliferation, was auch bei der Tumorentstehung eine wichtige Rolle
spielt [61]. Die Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Doméanen der
Proteine EGFR und p185°®®2 bedingen verschiedene Signalergebnisse. Die
Signalinduktion vom Heterorezeptor EGFR/ p185°°52 erfordert die Ektodomane fir
eine ligandenabhangige physische Verbindung und den Kontakt zwischen den
intrazellularen Doméanen fir eine effiziente intermolekulare Kinaseaktivierung [61].

In Ovarialtumoren werden verschiede Prozentzahlen der Koexpression von EGFR
und p185°°52 berichtet, beispielsweise fanden Skirnisdottir et al. [62] 11%
Koexpression, Harlozinska et al. [63] bis zu 32% Koexpression. Diese
unterschiedlichen Zahlen kann man sich durch verschiedene FIGO- Stadien der
Karzinome erklaren (fortgeschrittene Tumoren haben eine hbéhere Frequenz der
Koexpression von EGFR und p185°®®2) und den unterschiedlichen Antikdrpern, die
bei der Immunhistochemie in den verschiedenen Studien benutzt wurden. Die beiden
Rezeptoren scheinen unabhangig voneinander exprimiert, aber haufig kolokalisiert in
denselben neoplastischen Zellen zu sein. Diese Tatsache ist wahrscheinlich
biologisch relevant und tragt zu einem aggressiven Phanotyp bei, entsprechend dem
wesentlichen Signalwechsel zwischen den beiden Rezeptoren [64].
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Abbildung 2. Schematische Darstellung des HER-2/neu Signaltransduktionswegs [1]

Es wurden mehrere  Wege der HER2/neu- vermittelten transmembranen
Signallbertragung  beschrieben  [36]. Sehr  wichtig ist der Ras-
SignallUbertragungsweg mit Aktivierung der MAP-Kinasen und der PI-3-Kinase. Der
MAP-Kinase Mechanismus scheint beim Wachstum und der Transformation vieler
Zellsysteme eine Rolle zu spielen [65]. Die SignalUbertragungswege von vielen
Tyrosinkinaserezeptoren, einschlieBlich HER-2/neu, c-src und ras konvergieren in die
MAP-Kinasenkaskade. Zu den nachgeschalteten Substraten der MAP-Kinase zéhlen
jun (aus dem Englischen: sarcoma virus 17 ocogen homolog), fos (aus dem
Englischen: murine osteosarcoma viral oncogene homolog), myc (aus dem
Englischen: myelocytomatosis viral oncogene homolog) und myb (aus dem
Englischen: myeloblastosis viral oncogene homolog).

Das HER-2/neu Protein ist mit der PI'3-Kinase verbunden, wahrscheinlich mittels
Heterodimerisation mit HER-3 [66]. Die PI'3-Kinase spielt eine wichtige Rolle in den
Signalwegen der Zelle [67]. Zu ihren Funktionen zahlen das Uberleben der Zelle, die
Zellsekretion, Differenzierung und das Wachstum.

Die zytoplasmatische Tyrosinkinase c-src ist ein nachgeschaltetes Substrat fir HER-
2/neu. c-src kann viele fokale Adhasionsmoleklle phosphorylieren, wie die fokale
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Adhasionskinase (FAK), Paxilline und p130 (Cas), sowie andere Strukturproteine
einschlieBend Catenine, Connexin und Tubulin.

1.4.2. Die Rolle von HER-2/neu in Ovarialkarzinomen

HER-2/neu ist primar ein Heterodimerpartner anderer Mitglieder der EGFR-Familie
und kontrolliert das erB - SignalUbertragungsnetzwerk, welches Zellwachstum und
Differenzierung vermittelt. Die normalen Zellen haben zwei Kopien des Onkogens
erbB2 und produzieren HER-2/neu in niedriger Konzentration. Eine zytoplasmatische
und mitochondriale Expression von HER-2/neu wurde meist in normalen und viel
seltener in Tumorzellen nachgewiesen, wahrend die Membranexpression auf
maligne Zellen beschrankt zu sein scheint [68, 69].

Eine Uberexpression von HER-2/neu wurde in verschiedenen malignen Tumoren
beschrieben, wie dem Mammakarzinom, dem Ovarialkarzinom, dem
Endometriumkarzinom, dem Multiplen Melanom, dem Pankreaskarzinom, dem
Kolonkarzinom und dem Hepatocellularen Karzinom [70-74].

Die meisten Studien haben die Effekte der HER-2/neu Uberexpression im
Mammakarzinom erforscht. Zu diesen Mechanismen gehdéren die Deregulierung der
Transkription und die Genamplifikation [75-77]. Ein Mitwirken der Transkriptions-
faktoren von AP-2 und der Ets-Familie (aus dem Englischen: erythroblastosis viral
oncogene homolog) wurde bei der HER-2/neu Uberexpression in
Brustkarzinomzellen entdeckt. Die AP-2 Transkriptionsfaktoren dysregulieren die
HER-2/neu Expression mittels Binden an zwei Protoonkogenstellen: -213 bp [78] und
-500 bp, aufsteigend an der Cap- Seite [79]. Die Ets-Transkriptionsfaktoren
stimulieren die HER-2/neu Expression, indem sie die Formierung der Triplex-
Struktur des Kernpromotors verhindern [80].

Im Ovarialkarzinom fuhren die Onkogenamplifikation von erbB-2 und die
Deregulierung der Transkription zu einer Uberexpression von HER-2/neu [81] und sie
werden durch  Mechanismen verursacht, die sich von denen in
Mammakarzinomzellen unterscheiden.

In Studien wurde die Promotoraktivitit des erbB-2-Protoonkogens durch
Einschleusen von Reporter- Vektoren analysiert, die eine Deletion von einem 6 kb
Promotorfragment enthalten. Es wurde gezeigt, dass diese Promotorfragmente in
Brustkrebszellen aktiv sind und ihre Transkriptionsaktivitdt mit zunehmender Lange
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des erbB2-Promotors steigt [82]. Ein &hnlicher Zusammenhang wurde in
Ovarialkarzinomzellen mit niedriger HER-2/neu Expression beobachtet. In
Ovarialkarzinomzellen mit HER-2/neu Uberexpression wurde eine erhdhte
Transkriptionsaktivitdt bei dem p756-Promotorfragment nachgewiesen. Langere
Fragmente flhrten zur Senkung der Aktivitat bis zum Basiswert [69].

Es wird vermutet, dass andere Regulationssegmente, die auBerhalb der zuvor
genannten Promotorregion lokalisiert sind, die Expresson von HER-2/neu in Ovarial-
und Kolonkarzinomen beeinflussen. Mdglicherweise spielen dabei Sequenzen in
dem ersten Intron [83] oder 12 kb aufsteigend von der Anfangsstelle des erbB-2-
Gens [84] eine wichtige Rolle.

Man sollte auch die Verédnderungen in den vielfachen Regulationsstufen der erbB-2-
mRNA- Transkription und der Proteinexpression beachten. Bei der Transkription z.B.
wurden alternative erbB-2-mRNA-Fragmente beschrieben, die zur Expression von
Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen flhren [85-88]. Auf der Ebene der
Proteinexpression kann z.B. eine zusétzliche proteolytische Spaltung des HER-2/neu
Proteins eine wesentliche Verdnderung in seiner enzymatischen Aktivitat
verursachen [89-91].

Diese Daten zeigen, dass viele verschiedene Molekularmechanismen bei der
Amplifikation, Transkription und den Posttranskriptionsereignissen zu einer
Uberexpression von HER-2/neu fiihren und zwar nicht nur in Ovarialkarzinomzellen,

sondern auch in den Zellen anderer maligner Tumoren.

1.5. Einteilung der Ovarialtumoren

Die Ovarialtumoren werden nach der Klassifikation der WHO in drei histogenetisch
unterschiedliche Hauptgruppen unterteilt: 1) epitheliale Tumoren, 2) Keimstrang-
Stroma-Tumoren und 3) Keimzelltumoren. Da eine groBe Vielfalt an Untergruppen
besteht, werden im Folgenden nur die wichtigsten genannt.

1.5.1. Epitheliale Ovarialtumoren

Epitheliale Tumoren des Ovars stellen eine Proliferation des Miller-
Oberflachenepithels und mit 60- 70% die gréBte Gruppe der Ovarialtumore dar. Sie

kommen vorwiegend bei jungen Patientinnen vor, wobei die benignen und die an der
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Grenze der Malignitat stehenden (sogen. Borderline- Tumoren oder Karzinome mit
geringem Malignitatspotential) epithelialen Ovarialtumoren haufiger bei Frauen
zwischen dem 20. und 45. Lebensjahr [92-94] und die malignen zwischen dem 40.
und 65. Lebensjahr auftreten.

Folgende Typen von epithelialen Ovarialtumoren werden beschrieben: serése (55%),
muzinése (40%), endometroide (10%), Muller-Mischtumoren und Brenner-Tumoren
(2%). 60% der serdsen, 70% der muzindsen epithelialen Ovarialtumoren, sowie 99%
der Brenner-Tumoren sind benigne. Endometroide Ovarialtumoren und Miller-
Mischtumoren sind Gberwiegend maligne.

1.5.2. Keimstrang-Stroma-Tumoren des Ovars

Hierbei handelt es sich um Tumoren des endokrin differenzierten
Gonadenmesenchyms; sie machen ca. 5-10% der Ovarialtumoren aus. Keimstrang-
Stroma- Tumoren sind in 85% der Falle benigne und bestehen aus Granulosa- und
Thekazellen, sowie aus Sertoli-und Leydig-Zellen, welche Ostrogene, Gestagene und
Testosteron bilden kdnnen. Deshalb werden sie als hormonbildende Ovarialtumoren
bezeichnet.

Zu den Keimstrang- Stroma- Tumoren zahlen die Granulosazelltumoren (die
haufigsten Keimstrang- Stroma- Tumoren; 30% bilden Ostrogene), Thekazelltumoren
(sogen. Thekome, koénnen Ostrogene bilden), Sertoli-Leydig-Zell-Tumoren
(=Androblastome) und Gynandroblastome (selten; kénnen Ostrogene und
Androgene produzieren)

1.5.3. Keimzelltumoren des Ovars

Die Keimzelltumoren machen 10-20% aller Ovarialtumoren aus. Ein Vorkommen im
Kindes- und Adoleszentenalter ist haufig. Da sie sich aus omnipotenten Keimzellen
entwickeln, weisen sie eine groBe morphologische Vielfalt auf.

Die Teratome machen Uber 90% der Keimzelltumoren aus. Diese sind zu 99%
benigne und differenzieren sich aus allen drei Keimblattern. Seltene Keimzelltumoren

sind die Dysgerminome und die embryonalen Ovarialkarzinome (hochmaligne).
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1.5.4. Metastasen

10% aller Ovarialtumoren stellen Metastasen anderer Primartumore dar. Haufig
werden metastatische Absiedlungen von Karzinomen des Magens (Krukenberg-
Tumor), der Mamma, der Tube, des Pankreas, der Gallenblase, sowie der Lungen
und der Niere gefunden.

1.6. Stadieneinteilung maligner Ovarialtumoren

Die Prognoseabschatzung und die Therapieauswahl fiir eine Patientin mit einem
malignen Ovarialtumor erfordern die Bestimmung von Stadium (Staging),
Differenzierungsgrad (Grading), histologischem Typ, sowie dem postoperativ
verbliebenen Rest (R-Klassifikation) des Tumors. Wichtig sind auch die Zahl,
Lokalisation und anteiliger Befall der untersuchten Lymphknoten, sowie die
peritoneale Aussaat.

Die Stadieneinteilung ist entscheidend vom intraoperativen makroskopischen
Befund und von seiner histologischen Bestatigung abhangig. Gebrauchlich beim
Staging ovarialer Tumoren ist die TNM-Klassifikation. Die gréBte Zahl der Studien
bezieht sich auf die klinisch orientierte FIGO (= engl. The International Federation of
Gynecology and Obstetrics)- Stadieneinteilung.

GX Differenzierungsgrad kann nicht beurteilt werden
GB Borderline- Malignitét

G1: gut differenziert

G2: maBig differenziert

G3- 4: schlecht differenziert/ undifferenziert

Tabelle 1. Histologischer Differenzierungsgrad (Grading)

NX Regionére Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regiondren Lymphknoten befallen (nur, wenn >10 untersucht wurden)
N1 Regionére Lymphknoten befallen

Tabelle 2. Nodalstatus
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pTNM FIGO

X Priméartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt far Tumor

Tis 0 Carcinoma in situ (keine Infiltration der Lamina propria)

T1 | Begrenzt auf Ovar

T1a 1A Ein Ovar, Kapsel intakt

T1b 1B Beide Ovarien, Kapsel intakt

Tic IC Kapselruptur, Tumor an der Oberflache, maligne Zellen in Aszites oder
bei Peritonealspulung

T2 A Ausbreitung im Becken

T2a 1A Ausbreitung auf oder Implantate an Uterus, Tube(n)

T2b 1IB Ausbreitung auf andere Beckengewebe

T2c IIC Wie IIA oder 1IB mit malignen Zellen im Aszites oder bei
Peritonealspilung

T3 und |\l Peritonealmetastasen jenseits des Beckens und/ oder regionare

/oder N1 Lymphknotenmetastasen

T3a 1A Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens

T3b 1B Makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, groBte
Ausdehnung <2cm und/ oder regionare Lymphknotenmetastasen

T3¢ und/||llIC Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, groBte Ausdehnung >2cm

oder N1 und/ oder regiondre Lymphknotenmetastasen

T4 \Y Fernmetastasen (ausschlieBlich Peritonealmetastasen)

Tabelle 3. TNM Klassifikation und FIGO-Stadien
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MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tabelle 4. Fernmetastasen

RX Residualtumor kann nicht beurteilt werden
RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

Tabelle 5. Residualtumor- Klassifikation

1.7. Prognose der Ovarialtumoren

Die Prognosabschatzung fur Frauen mit Ovarialkarzinom ist ein wichtiger Teil der
Evaluierung und der Therapieentscheidung. Sie basiert auf chirurgischen (FIGO-
Stadium und postoperativ verbliebener Tumorrest) [95-100], histopathologischen
(Grading [95, 97, 98, 100, 101] Tumortyp [97-100]) und Klinischen Faktoren
(Lebensalter bei Diagnosestellung [95-98, 102, 103], Anwesenheit oder Fehlen von
Aszites [97, 98], Lymphknotenstatus [97], Ansprechen des Tumors auf postoperative
Therapie) [104, 105].

Manche Faktoren haben eine gréBere Aussagekraft flr die Prognose, wenn sie im
Kontext mit anderen beobachtet werden, z.B. FIGO-Stadium und CA 12-5 [106],
FIGO- Stadium und Tumorgrad [107], FIGO- Stadium und Histologie (insbesondere
muzinés) [107], Tumorgrad und Histologie [108].

Eine groBe Zahl der Studien z.B. bestatigt das Konzept, dass Patientinnen mit
endometroidem Ovarialkarzinom zum besseren Outcome neigen, als jene mit

serésen, muzindsen, gemischten oder Klarzellkarzinomen [100, 109-112].
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Die Langzeitiberlebensrate bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom kann in frihen
Stadien (FIGO I und Il) 80-95% und in fortgeschrittenen Stadien (FIGO Il und V) nur
10-30% betragen [113, 114].

Die Identifikation von molekularen Markern als neue Prognosefaktoren kann von
groBer Bedeutung fir die Verbesserung der Einschatzung des klinischen Outcomes
sein und schlieBlich ein besseres Verstehen der Tumorbiologie von Ovarialtumoren
bieten. Zusatzlich haben sie sich als wichtig bei der Voraussage flir das Ansprechen
auf bewahrte Therapie erwiesen.

Es gibt eine wachsende Zahl an Studien Uber den Voraussagewert biofunktioneller
Marker bei der Bestimmung der Prognose und des Therapieansprechens von
Patienten mit epithelialem Ovarialkarzinom. So wurde die Bedeutung von
Proliferationsmarkern (MIB-1, Ki-67), tumorassoziierten Genen und Proteinen (nm23,
p53, HER-2/neu, CA 125 (=engl. Cancer Antigen 125), T2a) [115, 116], [117-122],
[123-128], Ostrogen- und Progesteronrezeptoren (ER und PR) [99, 129-131], DNA-
Ploidie [99], Hitzeschock- Proteinen, CD44 und melanoma- assoziiertem Antigen
(MAGE-4) weitgehend analysiert, sowie funktionelle und strukturelle Anderungen von
Onkogenen und Tumorsupressor-Genen [132] und die Anwesenheit von

disseminierten Tumorzellen im Knochenmark.

1.7.1. Die Anwesenheit von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark als
prognostischer Faktor fiir Patientinnen mit Ovarialkarzinom

Die Gesamtinzidenz von extraabdominalen Metastasen (Pradilektionsstellen sind
Leber, Pleura, Lunge und Skelett) von Patientinnen mit Ovarialkarzinom betragt,
Autopsieergebnissen zufolge, annahernd 40% [133, 134]. Dies weist darauf hin, dass
die hdmatogene Disseminierung der malignen Zellen haufiger auftritt, als es den
klinischen Untersuchungen nach zu erwarten wére, was eine entscheidende
Bedeutung flr die Prognosebestimmung und die Therapie dieser Patientinnen hat.
Die Anwesenheit von Disseminierten Tumorzellen im Knochenmark ist mit einer
niedrigeren Uberlebensrate und haufigerem Auftreten von Rezidiven und
Fernmetastasen bei Patientinnen mit Mammakarzinom assoziiert [135].

Far Ovarialkarzinompatientinnen gibt es bisher nur wenige Studien, die sich mit
dieser Thematik beschaftigen.
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Um das Muster der Ausbreitung von Tumorzellen in Ovarialkarzinomen besser
verstehen zu kénnen, haben Braun et al. [136] in einer Studie mit 108 Patientinnen,
die an Ovarialkarzinom erkrankt waren, versucht, disseminierte Ovarial-
karzinomzellen im Knochenmark vor dem manifesten Auftreten von Metastasen und
Rezidiven zu finden. Es konnte gezeigt werden, dass der Nachweis disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark mit einem signifikant haufigeren Auftreten von
Fernmetastasen und tumorassoziiertem Tod korreliert. Die prognostische Relevanz
der Knochenmarksbefunde bestatigte sich auch in der multivariaten Analyse als
unabhangiger Parameter.

Um disseminierte Ovarialkarzinomzellen im Knochenmark nachweisen zu kdnnen,
wurden die monoklonalen Antikérper A45-B/B3 benutzt, die gegen haufige
Zytokeratinepitope, einschlieBlich der CK-Heterodimere 8/18 und 8/19, gerichtet sind.
Zytokeratine sind integrierte Bestandteile des Zytoskeletts epithelialer Zellen,
weswegen sie als Marker zur immunhistochemischen Detektion epithelialer
Ovarialkarzinomzellen (60-70 % der Ovarialkarzinome) dienen. Die immun-
histochemische Methodik mit den o.g. Antikérpern weist eine hohe Spezifitat auf und
kommt in der Mehrzahl der Studien zum Einsatz.

Alternativ dazu existieren PCR- und FISH- Analysen, die allerdings aufgrund der
guten  Spezifitdt und dem im  Vergleich geringeren  Aufwand der
immunhistochemischen Untersuchungen, von untergeordneter Bedeutung sind.

Die Verwendung von monoklonalen Antikérper gegen die Cytokeratinisomere kann
zu deren Down-Regulation in den Tumorzellen fihren und dadurch die Sensitivitat
der Nachweismethode beeintrachtigen. Vermutlich kann die Sensitivitat durch die
Verwendung eines Panzytokeratin-Antikérpers verbessert werden. Es bleibt bis dato
unklar, welche Antikérper flr den immunhistochemischen Nachweis von Tumorzellen
am besten geeignet sind.

Ein ebenfalls noch zu klarender Punkt in der Nachweismethodik ist die
mikroskopische Detektion der Zellen. Derzeit sind vor allem die Systeme der
amerikanischen Firmen Chromavision und Applied Imaging im Einsatz. Das System
MDS® der Firma Applied Imaging befand sich von September 2001 bis Ende 2002 im
tumorimmunologischen Labor der Universitatsfrauenklinik an der Maistrasse in
Erprobung und lieferte zuverldssige Ergebnisse. Der hier verwendete Testansatz ist
eine der derzeit am besten validierten nichtmolekularen Nachweismethoden fir

hamatogen disseminierte Tumorzellen im Knochenmark [137, 138].
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In dieser Arbeit soll zuséatzlich die Beziehung zwischen dem HER-2/neu Status und
dem Nachweis disseminierter Tumorzellen in Knochenmark, sowie ihre
prognostische Relevanz als unabhangige und/oder assoziierte Prognosefaktoren, an

einer Serie von Ovarialkarzinompatientinnen bestimmt werden.

1.7.2. HER-2/neu als prognostischer Faktor fiir Patientinnen mit
Ovarialkarzinom

In den letzten Jahren haben viele Studien die prognostische Bedeutung der HER-
2/neu- Amplifikation und Uberexpression in verschiedenen menschlichen
Karzinomen, einschlieBlich des Ovarialkarzinoms, beschrieben. Die Ergebnisse sind
sehr unterschiedlich, zum Teil auch widerspruchlich [3, 4, 45, 81, 139-146].

Um die prognostische Bedeutung von HER-2/neu zu kategorisieren wurden uni- und
multivariate Analysen durchgefthrt.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass HER-2/neu nicht als ein unabhangiger
prognostischer Faktor zu bewerten ist, sondern in Verbindung mit anderen Faktoren
gesehen werden muB3 [81, 147].

Biomarker, die bei der Medikamentenresistenz eine direkte Rolle spielen, sowie
Multidrugresistenz und Entgiftung verursachende Proteine wurden auBerdem als
Indikatoren flr das klinische Outcome getestet [148, 149]. Infolge der genannten
biologischen, pathologischen und klinischen Heterogenitat der Ovarialtumoren, sind
dennoch Endergebnisse und Deutung von verschiedenen Studien oft mehrdeutig.

Die Identifikation von neuen prognostischen Faktoren kann sehr nitzlich fur die
Therapie der Ovarialkarzinome und flr die Intensivierung der Nachsorge bei
bestimmten Patientengruppen sein und tragt dazu bei, das biologische Verhalten der

Ovarialkarzinome besser verstehen zu kénnen.
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1.8. Symptome und Diagnosestellung des Ovarialkarzinoms

Die Symptome des Ovarialkarzinoms sind oft unspezifisch. In den Frihstadien der
Ovarialkarzinome haben die meisten Patientinnen keine klinischen Symptome. In
einigen Fallen kommt es zu einer Stieldrehung des Ovarialkarzinoms, das sich in
plétzlich auftretenden Unterbauchschmerzen aufert.

Begleitende Befunde bei der koérperlichen Untersuchung kénnen Aszites,
Pleuraerguss und umbilikale Tumormassen sein. Die haufigste extraabdominelle
Manifestation ist der Pleuraerguss, obwohl gelegentlich auch eine Beteiligung des
Lungenparenchyms beobachtet werden kann. Zu den paraneoplastischen
Phanomenen zahlt die Hyperkalzamie, die in Verdacht auf Assoziation mit
Klarzellovarkarzinomen auftritt [150], und die von den anti-Purkinjezellen- Antikérpern
verursachte  subakute  Kleinhirndegeneration [151]. Als  Vorboten der
Ovarialkarzinomentwicklung wurden das Leser-Trelat Zeichen (die plétzliche
Erscheinung einer seborrhoischen Keratose) [152], das Trousseau’sche Syndrom
(die wandernde oberflachige Thrombophlebitis) [153], die Dermatomyositis [154], die
Polyarthritis und die Palmarfasciitis beobachtet [155].

Wenn aufgrund der Symptome und der kdrperlichen Untersuchung der Verdacht auf
ein Ovarialkarzinom besteht, wird oft die transvaginale Ultraschalluntersuchung zur
Beurteilung des Beckens durchgeflhrt. Diese scheint bei der Erkennung von
Beckenmassen sensitiver zu sein als eine CT (= engl. Computed tomographic)-
Untersuchung und liefert qualitative Information tber den Tumor, was sehr nltzlich
bei den weiteren Therapieentscheidungen ist [156, 157]. Besonders der Befund einer
komplexen Ovarialzyste, die aus zwei Komponenten (zystischer und solider) besteht
und manchmal eine Septierung aufweist, ist hochverdachtig auf Karzinom. Solche
Zysten bendtigen typischerweise die operative Intervention zur definitiven
Diagnosestellung. Eine perkutane Biopsie der komplexen Zysten sollte vermieden
werden wegen des Risikos einer Tumorzellenstreuung in die Beckenhdhle. Im
Gegensatz dazu haben einfache Ovarialzysten glatte Wande, sind mit Flissigkeit
geflllt und enthalten keine soliden Komponenten. Diese Zysten sind oft gutartig und
bendtigen im Allgemeinen keine unmittelbare chirurgische Intervention. Trotzdem
wird eine sorgfaltige Kontrolle empfohlen [157].

Der Serumspiegel von CA-125 (= engl. Cancer-Antigen 125) ist in 80% der
Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom erhéht. Diese Messung allein
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reicht jedoch nicht zur Diagnosestellung, weil sie weder ausreichend sensitiv, noch
genltgend spezifisch ist. Der Serumspiegel von CA-125 kann auch bei einer
Schwangerschaft, Endometriose, Adenomyose, Uterusmyomen, Menstruation
Beckenentziindungen und gutartigen Zysten, sowie bei anderen malignen Tumoren,
wie Pankreas-, Mamma-, Lungen-, Magen- und Kolonkarzinom erhéht sein. Somit ist
die Messung des CA-125- Spiegels flur die praoperative Evaluation von komplexen
Ovarialzysten nur von eingeschrankter Bedeutung. Trotzdem sollte man bei einem
Wert von CA-125 Uber 65 U/ml bei postmenopausalen Frauen mit Abdomen- oder
Beckenmassen differenzial-diagnostisch an Ovarialkarzinom denken [158]. Der CA-
125 Spiegel wird zur Beurteilung des Ansprechens auf die postoperative
Chemotherapie und zur Erkennung von Frihrezidiven bei Patientinnen mit

Ovarialkarzinom genutzt [159].
1.9. Therapie der Ovarialkarzinome

Die Therapie der Ovarialkarzinome besteht aus mehreren Teilbereichen:

1
2

). Operative Therapie
).
3). Strahlentherapie
).
).

Chemotherapie

4
5

Hormontherapie

Immuntherapie

Die radikale primare Operation und die aggressive Kombinationschemotherapie
stellen die beiden Saulen im modernen Behandlungskonzept des Ovarialkarzinoms
dar. Eine denkbare Alternative zur Chemotherapie ist die primare adjuvante
Strahlentherapie nach einer radikalen Operation. Die Immuntherapie und die

Hormontherapie sind neu erforschte Therapiemdglichkeiten.

1.9.1. Operative Therapie

Besteht der Verdacht auf Ovarialkarzinom, wird eine explorative Laparotomie zur
Tumorentfernung, histologischen Befundbestimmung und Stadienbeurteilung

durchgeflhrt.
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Die mdoglichst vollstdndige Entfernung allen makroskopisch  sichtbaren
Tumorgewebes schafft die Voraussetzung fir einen optimalen Wirkungsgrad der
Polychemotherapie. So zeigt sich, dass der verbliebene Tumorrest bei der
Primaroperation einen wichtigen prognostischen Parameter fiir das Uberleben beim
Ovarialkarzinom darstellt [160]. Die Bestimmung des histologischen Tumortyps ist
notwendig, um zusatzliche prognostische Information zu liefern, aber auch, um
andere Athiologien komplexer Ovarialzysten (wie nichtepitheliales Ovarialkarzinom,
Ovarmetastasen aus anderen Primartumoren [z.B. Krukenberg Tumor] oder gutartige
[z.B. endometroide] Ovarialzysten) auszuschlieBen [161-163]. Die Bestimmung des
postoperativen FIGO-Stadiums des Ovarialkarzinoms liefert wichtige Information fir
die Entscheidung der weiteren Therapiekonzepte, besonders in den frlhen Stadien

des Ovarialkarzinoms.

Die operative Standardmethode beginnt mit einem Mittellinienlangsschnitt, um eine
ausreichende Freilegung des oberen Abdomens und des Beckens zu ermdglichen.
Ublicherweise werden eine Hysterektomie mit beidseitiger ~Adnektomie,
Omentektomie und Peritonealsptlung durchgefihrt. In jedem Fall soll die gesamte
Peritoneumoberflache sorgféltig nach sichtbaren Tumorabsiedlungen abgesucht
werden. Eine Lymphonodektomie kann in allen Stadien des Ovarialkarzinoms sinvoll
sein. In den Frihstadien werden die beidseitige Entfernung der pelvinen
Lymphknoten und die Biopsie suspekter paraaortalen Lymphknoten empfohlen [164,
165]. In den fortgeschrittenen Tumorstadien ist in mindestens 50% der Falle mit
einem Tumorbefall der pelvinen und der paraaortalen Lymphknoten zu rechnen, was
deren Entfernung erforderlich macht [166].

Darm- und/oder urologische Eingriffe kdnnen unter Umstanden (z.B. FIGO llic, IV)
erforderlich werden.

Obwohl die primare Operation die Therapie der Wahl beim Ovarialkarzinom ist, gibt
es Patientinnengruppen, fir die alternative Vorgehensweisen bedacht werden
sollten. Das laparoskopische Staging zum Beispiel kann sehr hilfreich bei der
Evaluation der Operabilitdt sein [167]. Eine zweite Gruppe stellen Patientinnen mit
Ovarialkarzinom dar, bei denen wegen des Vorliegens anderer Erkrankungen keine
Operation durchgefthrt werden kann. In solchen Fallen wird die sogen. zytoreduktive

Chemotherapie vorgezogen. Beim Ansprechen auf diese Behandlungsmethode und

29



Dissertation von Boriana Jahns

gutem Allgemeinzustand kann bei der Patientin nach drei Zyklen Chemotherapie
eine operative Intervention vorgenommen werden [168].
Bei primér inoperablen Ovarialkarzinomen wir eine neoadjuvante Chemotherapie mit

sekundarem Tumordebulking empfohlen [169].

1.9.2. Chemotherapie

Bei der Behandlung des Ovarialkarzinoms hat heute die Chemotherapie einen
besonderen Stellenwert.

Die Ansprechrate und Effektivitat der Chemotherapie bei Ovarialkarzinomen hangt

im Wesentlichen von drei Faktoren ab:

1). der Tumorbiologie (Tumorgrad und histologischer Tumortyp),

2). der Art und des Zeitintervales zu einer eventuellen (zytostatischen)
Vorbehandlung,

3). Der GrdBe des postoperativ verbliebenen Tumorrestes.

Die Effektivitat der Chemotherapie nimmt nicht linear, sondern exponentiell zur
GréBe des verbliebenen Resttumors zu. Deshalb ist die primare radikale
Tumorreduktion/Tumorentfernung die  Voraussetzung flr einen optimalen
Wirkungsgrad der Chemotherapie.

Es wurde festgestellt, dass Patientinnen, die auf eine First-line Chemotherapie nicht
angesprochen haben signifikant haufiger Ovarialtumoren mit einer HER-2/neu
Uberexpression hatten [170].

Je nach Indikation lassen sich die folgenden Chemotherapietypen unterscheiden:

1). neoadjuvante (Induktions-) Chemotherapie mit nachfolgendem Versuch der
operativen Entfernung des Resttumors nach Remission (Interventionslaparotomie),
2). adjuvante Chemotherapie nach kompletter operativer Entfernung allen sichtbaren
Tumorgewebes zur Beseitigung der mikroskopischen Tumorreste (kurativer Ansatz)
[171],

3). palliative Chemotherapie zur Reduktion der TumorgréBe (Remission),

Verbesserung der Lebensqualitat und zur eventuellen Lebensverldngerung.
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Die meisten Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom erhalten eine postoperative
adjuvante Chemotherapie, damit alle mdglichen Tumorreste beseitigt werden
kénnen. Klinische und experimentelle Daten weisen darauf hin, dass bei Patientinnen
mit Ovarialkarzinom FIGO 1A, G2 (Tumorgrad 2) oder FIGO IB, G1/2, nach einer
alleinigen primaren Operation, die 5-Jahres-Uberlebensrate 90-95% betragt und
durch eine postoperative Chemotherapie nicht verbessert wird [113, 172]. Bei
Patientinnen mit Ovarialkarzinom in den Frihstadien und einem hohen Rezidivrisiko
(das heiBBt: FIGO IC; FIGO I, G3; FIGO Il) kann eine Kombinations- Chemotherapie
mit Cyclophosphamid und einer platinhaltigen Substanz (z.B. Cisplatin oder
Carboplatin) die rezidivfreie Lebenszeit deutlich verlangern [172, 173].
Untersuchungen zeigen, dass der Ersatz von Cyclophosphamid durch Paclitaxel oder
Docetaxel in der Kombination mit Cis- oder Carboplatin der urspringlichen
Kombinations-Chemotherapie statistisch signifikant Gberlegen ist und zu langeren
progressionsfreien Zeiten als auch Uberlebenszeiten fiihrt [174, 175].

Die intravendse Verabreichung von taxan- und platinhaltiger Chemotherapie ist die
derzeitige postoperative Standardbehandlung fiir Patientinnen mit einem
fortgeschrittenen Ovarialkarzinom. Platin-Analoga, wie Carboplatin und Cisplatin,
vermitteln ihren Effekt, indem sie Formationen mit DNA innerhalb der Strange bilden.
Im Gegensatz dazu besteht der zytotoxische Effekt von Taxanen wie Paclitaxel und
Docetaxel darin, an Tubulin-Polymere zu binden und sie zu stabilisieren. Die
Kombinations-Chemotherapie mit Paclitaxel und Cisplatin verlangert die
progressionsfreien und die Gesamtiberlebenszeit bei Patientinnen mit einem
fortgeschrittenen Ovarialkarzinom im Vergleich zu friiher angewendeten Schemata,
die Taxane nicht einschlossen [114, 176]. Der Einsatz von Paclitaxel scheint zu einer
Reduktion des Mortalitatsrisikos um 30% zu fuhren. Die Kombination von Paclitaxel
und Carboplatin als First-line Chemotherapie zeigte einen &hnlichen therapeutischen
Effekt wie die von Paclitaxel und Cisplatin, verursachte aber weniger Emesis,
Leukopenie und Nephropathie [177, 178].

Mehr als 50% der Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Ovarialkarzinom, die
eine Kombinations-Chemotherapie mit Paclitaxel und Carboplatin bekommen haben,
zeigen eine komplette klinische Remission [114, 177]. Anndhernd 20-30% der
Patientinnen erreichen keine klinische Remission trotz der aggressiven First-line
Chemotherapie. Bei diesen Patientinnen spielen meistens folgende Faktoren eine
groBe Rolle: ein fortgeschrittenes Tumorstadium, Alter > 65 Jahre, unvollstandige
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Tumorresektion, Klarzellkarzinom und hoher CA-125 Serumspiegel auch nach drei
Zyklen Chemotherapie [160].

1.9.3. Strahlentherapie

1.9.3.1. Adjuvante Strahlentherapie

Die adjuvante Strahlentherapie wird im Vergleich zur Chemotherapie derzeit selten
eingesetzt. Friher wurde eine Ganzabdomen- Bestrahlung (GAB) durchgefiihrt, die
nur bei postoperativen Tumorresten von weniger als 4mm maximalem Durchmesser
fr sinnvoll erachtet wird. Das Durchfihren der GAB ist wegen der Langzeittoxizitat

nicht mehr Ublich.

1.9.3.2. Palliative perkutane Strahlentherapie

Eine Indikation zur palliativen Strahlentherapie kdnnen umschriebene Rezidive,
insbesondere im Becken, darstellen. Bei etwa 70% der Patientinnen kann ein
Ansprechen des Tumors, vor allem bezlglich Schmerzen, Blutungen und

neurologischer Symptome, erwartet werden.

1.9.4. Hormontherapie

Obwohl auf Ovarialkarzinomzellen, &hnlich wie beim Mammakarzinom, Ostrogen-
und Gestagenrezeptoren gefunden werden, ist der genauere Stellenwert der
Hormontherapie im Rahmen der Behandlung der Patientinnen mit Ovarialkarzinom
bis heute unklar. Die Anwendung von Antiéstrogenpraparaten (Tamoxifen) konnte in
randomisierten Studien einen antiproliferativen Effekt bei Ovarialtumoren zeigen, der
jedoch bei einer Langzeitbehandlung mit dieser Substanz abnimmt [179]. Aufgrund
der niedrigen Remissionsraten, trotz eines hohen Prozentsatzes von Tumorzellen mit
Nachweis von Ostrogenrezeptoren, findet die Therapie mit Tamoxifen bei
Ovarialtumor- Patientinnen kaum Einsatz.

Hingegen konnte durch den Einsatz von GnRH-Analoga zur Behandlung
ausgedehnter rezidivierender Ovarialkarzinome eine Teilremission beobachtet

werden.
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1.9.5. Immuntherapie

Die gezielte Therapie gegen biologische Tumorbestandteile ist ein essenzieller Teil
der individualisierten Therapiekonzepte des Ovarialkarzinoms. Neben der Operation
und der Chemotherapie, bietet sich die Antikbrperanwendung als eine zusétzliche
Therapieoption.
Zu der Immuntherapie bei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen stehen folgende
Praparate zur Verfugung [180]:
1). Parenterale Gabe von Antikérpern gegen Tumorantigene und Tumorrezeptoren
(z.B. CA 125, HER-2/neu);
2). Aktive Immunisierung (Vakzination) mit autologen, gereinigten Tumorzellen
[181, 182];
3). Gabe von mit Chemotherapeutika, Toxinen oder Isotopen (Radioimmuntherapie)
konjugierten Antikdrpern.
Ergebnisse, die zeigen, dass der HER-2/neu Rezeptor in den Zellen einiger
Tumortypen Uberexpremiert ist, und die Annahme, dass dies zur Zelltransformation
und Tumorgenese gefuhrt haben kbnnte, geben neue Anregungen flr
Therapiekonzepte. Spezifische Antikérper, die die Signaltransduktion der HER-2/neu
Tyrosinkinase inhibieren, kénnen das Wachstum von Tumoren, die das HER-2/neu
Gen expremieren, verhindern.
Grundsatzlich kann die Signaltransduktion des HER-2/neu Rezeptors auf
verschiedenen Stufen inhibiert werden:
1). Stufe der Ligandenbindung (Rezeptor-Stufe)
2). Intrazellulare Stufe
3). Transkriptions- und Genstufe.

1.9.5.1. Inhibition der Signaltransduktion von HER-2/neu auf der Stufe der
Ligandenbindung

Es existieren eine Reihe von monoklonalen Antikérpern, muMAb (= engl. Murine
Monoklonal Antibodies), die gegen die extrazellulare Doméne des HER-2/neu-
Rezeptors gerichtet sind. Die besten Ergebnisse erhielt man durch muMAb 4D5, die

in vitro einen direkten antiproliferativen Effekt gegen menschliche Mammakarzinom-
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Zelllinien mit HER-2/neu Uberexpression haben [183], ohne jene Zellen anzugreifen,
die dieses Protein nicht Uberexprimieren [184].

Die humanisierte Variante von muMAb 4D5 entstand durch Integration von
Regionen von muMADb 4D5 ins Gerlst von menschlichem IgG1 (Immunoglobulin G1)
[185]. Trastuzumab (Herceptin®), der daraus resultierende Antikdrper, bindet an die
extrazellulare Doméane von HER-2/neu mit einer drei Mal gréBeren Affinitat als der
primdre muMAb 4D5. Dies fuhrt zur Supression der HER-2/neu induzierten
Transformation und beeinflusst das Tumorwachstum und die Signaltransduktion
durch: 1). Antikérper abhangige, Zell - vermittelte Zytotoxizitat, 2). Down- Regulation
von HER-2/neu Rezeptor vermittelten Prozessen, 3). Hemmung der
Heterodimerisation von HER-2/neu mit anderen Mitgliedern der EGFR- Familie und
4). Supression der Zellprogression durch Induktion von p27Kip1 (Cyclin abhdngigem
Kinasehemmer) [186-190].

Die synthetisch produzierten Antikérper, die an HER-2/neu binden, kdnnen eine
agonistische oder eine antagonistische Wirkung haben. Wenig wei3 man jedoch
davon, wie die endogenen Antikérper die HER-2/neu Aktivitat modulieren.

Eine Reihe von Forschungsgruppen haben gezeigt, dass Patienten mit HER-2/neu
Uberexprimierenden Tumoren endogene Antikérper gegen diesen Rezeptor bilden
[191-193]. Eine Impfung mit HER-2/neu-Peptiden fihrt zur Bildung von Anti- HER-
2/neu-Antikérpern (Uberwiegend 1gG3). Diese Antikérper kénnen erfolgreich die
HER-2/neu Phosphorylierung inhibieren, die gut mit der Supression der
nachgeschalteten ERK (= engl. Extracellular signal-regulated kinase) und der
anschlieBenden Supression der Proliferation korreliert [194].

Trastuzumab ist die erste neue gezielte Antikdrpertherapie, die fur die klinische
Routineanwendung bei fortgeschrittenen Mammakarzinomen zugelassen ist.
Patientinnen mit HER-2/neu Proteinlberexpression und/oder Genamplifikation in
ihren Tumorzellen sprechen gut auf die Trastuzumab-Therapie an, entweder als
Monotherapie oder in Kombination mit Chemotherapie [195].

Aufgrund der Wirksamkeit bei Mammakarzinomen, einem nachgewiesenen
Zusammenhang auch zwischen HER-2/neu Uberexpression und Ovarial-
karzinomentwicklung und dem Interesse an einer Kombination von Trastuzumab mit
Chemotherapie, wurde auch bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom das Ansprechen
auf Herceptin Gberprift.
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Bookman et al. [196] berichten von einer Gesamtansprechrate von 7,3% auf eine
Behandlung mit Herceptin in Kombination mit Chemotherapie [197].

Die Behandlung mit Trastuzumab wird insgesamt gut toleriert. Die haufigsten
Toxizitaten die beobachtet wurden waren Anamie, gastrointestinale Stdérungen,
Neuropathie und Madigkeit [196] . Die schwerste Nebenwirkung ist die Kardiotoxizitat
[1].

Bis dato hat Trastuzumab dennoch keine klinische Anwendung auBerhalb von
Studien bei Ovarialkarzinompatientinnen gefunden, weder als Monotherapie, noch in
Kombination mit Chemotherapie [196].

2.9.5.2. Inhibition der Signaltransduktion von HER-2/neu auf der intrazellularen
Stufe

Die neoplastischen Zellen sind durch eine erhéhte Tyrosinkinaseaktivitat
gekennzeichnet, welche deswegen als Ziel der Tumortherapie sinnvoll erscheint
[198]. Die meist verwendbaren Inhibitoren der EGFR-Tyrosinkinaseaktivitat leiten
sich von jeder der folgenden Molekilgruppen ab: Quinazolinen, Pyrido- Pyrimidinen
und Pyrolo- Pyrimidinen. Diese binden an ATP und/oder ihre Substrate.

ZD1839, eine Substanz von der Gruppe der Quinazolinen, zeigte eine ausreichende
und wirksame Hemmung der EGFR- Tyrosinkinase, sowie der EGF abhangigen
Proliferation und Angiogenese in menschlichen Mamma- und Ovarial-
karzinomzelllinien. Dieser Effekt war ausgepragter bei der Kombination von ZD1839
mit herkdmmlichen zytotoxischen Medikamenten, wie Cisplatin, Paclitaxel,
Doxorubicin und Topotecan [199, 200].

Ein anderer Inhibitor der HER-2/neu-Tyrosinkinase ist Emodin. Emodin supprimiert
die Autophosphorylierungs- und die Transphosphorylierungs-Aktivitat von HER-2/neu
[201].

Eine andere Mdglichkeit, die Wirkung der Tyrosinkinasen zu hemmen ist die
Inhibition ihrer nachgeschalteten Signalproteine (z.B. scr, MAP- Kinase, PI-3- Kinase)
mittes Pyrazolo-Pyrimidine wie PP1 und Pyrolo-Pyrimidine wie CGP77675 [202,
203].

Zu den potentiellen Strategien der intrazellularen Therapie von HER-2/neu-

exprimierenden Tumoren gehdrt auch die gezielte intrazellulare Medikamentenzufuhr

35



Dissertation von Boriana Jahns

(z.B. die doxorubicin-geladenen Anti-HER-2/neu- Immunoliposomen [anti-HER2IIs-
Dox]).

2.9.5.3. Inhibition der Signaltransduktion von HER-2/neu auf der Transkriptions- und
Genstufe

Die Hemmung eines nachgeschalteten Signalkaskaden-Proteins der HER-2/neu-
Tyrosinkinase konnte fur die totale Aufhebung des onkogenen Effekts von HER-
2/neu nicht ausreichend sein. Deshalb ist es wahrscheinlich effektiver die HER-
2/neu-Expression zu hemmen.

Dies kann durch die Anwendung von synthetischen Oligonukleotiden oder
Antisense- DNA-Konstrukten, die an die mRNA von HER-2/neu binden und dadurch
die Proteinbiosynthese verhindern, erreicht werden. Der Vorteil dieser Methode ist
die gezielte Inhibition der HER-2/neu Expression und Proliferation in vitro. In vivo
aber sind die Oligonukleotide sehr instabil.

Eine andere Methode, die HER-2/neu Expression zu hemmen, ist die gezielte
Blockade seines Promotors, die nicht nur mittels zellularer, sondern auch mittels
einer Reihe von viraler Transkriptionsfaktoren erreicht werden kann. Unter den
zuletzt genannten befindet sich der Adenovirustyp 5 E1A (=engl. Early region 1A
gene product). E1A kodiert fir ein Protein, das fur die Adenovirusreplikation nach der
Zellinfektion bendtigt wird, um die Virusabwehr dieser Zellen und des Wirtes zu
supprimieren. Fur die Aktivierung des HER-2 Genpromotors ist die Bindung eines
Transkriptionsfaktor p300 notwendig. E1A kann an p300 binden und damit seine
Funktion hemmen, was zur Repression der HER-2/neu-Genpromotor-Aktivitat fihrt.
Eine Phase | klinische Studie Uber die E1A- Gentherapie mit Anwendung von
kationischen Liposomen bei Mamma- und Ovarialkarzinomen mit HER-2/neu-
Uberexpression wurde im Anderson Cancer Center, Houston, TX durchgefiihrt [204,
205].

Die unterschiedlichen Methoden der Immuntherapie des Ovarialkarzinoms werden in
zahlreichen Studien untersucht, ihre klinische Anwendung ist aber noch
hypothetisch. Derzeit wird bereits die intraperitoneale Gabe von TNF (Tumor
Nekrose Faktor) und II-2 (Interleukin-2) zur Behandlung des rezidivierenden malignen
Aszites bei austherapierten Patientinnen eingesetzt. TNF und IL-2 flUhren zur
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Ruckbildung des Aszites, jedoch nicht zu einer Rickbildung des Tumors. Aufgrund
der erheblichen Nebenwirkungen (Fieber, Schiittelfrost, allergische Reaktionen u.a.)
kann der routinemé&Bige Einsatz dieser Therapieform nicht empfohlen werden.

Der Einsatz von Anti-Tumor-Antikérpern in der Therapie des Ovarialkarzinoms bleibt

als wichtiges Ziel fur weitere Forschungen.
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2. Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

Korreliert die HER-2/neu Proteindberexpression mit der HER-2/neu
Genamplifikation?

Korreliert die HER-2/neu — Uberexpression mit dem Nachweis von
disseminierten Tumorzellen in Knochenmark?

Wie ist die prognostische Relevanz der Prasenz hdmatogen disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark

Wie ist die prognostische Relevanz der HER-2/neu Proteinliberexpression und

Genamplifikation bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom?

Um dies zu beantworten wurde zum einen der Primartumor auf HER-2/neu mittels

Immunhistochemie und Fluoreszenz- in situ- Hybridisierung untersucht und zum

anderen der immunhistochemische Nachweis disseminierter Tumorzellen im

Knochenmark durchgefthrt.

Die Klarung der erwahnten Fragestellungen flhrt erstens zu einer Verbesserung des

Verstandnisses des biologischen Verhaltens der Ovarialkarzinome und zweitens zur

Beurteilung des Stellenwertes von HER-2/neu als prognostischer Faktor fir

Ovarialkarzinome und als potentielles Target zielzellgerichteter Therapie.
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3. Material und Methoden

3.1. Patienten

Far diese Dissertation wurden Patientinnen ausgewabhlt, die eine Primaroperation bei
Ovarialkarzinom an der Universitats-Frauenklinik MaistraBe der LMU Mdinchen
erhalten haben. Die Ausarbeitung der OP-Praparate war am histopathologischen
Labor der Universitats-Frauenklinik MaistraBe durchgefihrt worden. Zusatzlich
mussten die Patientinnen eine Knochenmarkspunktion im Rahmen der
Primaroperation erhalten haben. Es fanden sich 89 Patientinnen, von denen sowohl
Tumorgewebe (in Paraffin eingebettet) als auch die Knochenmarksbefunde zur
Verflgung standen. Von den Tumorparaffinblécken jeder Patientin wurden sechs 4
bis 6 Mikrometer dicke Schnitte auf Objekttrager fixiert, die flr die Durchfiihrung von
FISH (Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung) und IHC (Immunhistochemie) benutzt

wurden.

3.2. Material

3.2.1. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien entsprechen dem Reinheitsgrad p.a. und stammen,
falls hier nicht namentlich aufgefiihrt, von den Firmen Merck, Biochrom, Braun, Vysis.

Xylol Firma Merck, Darmstadt
12N HCI Firma Merck, Darmstadt
100%, 96%, 70% EtOH Firma Merck, Darmstadt
10% gepuffertes Formalin Firma Merck, Darmstadt
4% Formaldehyd Firma Merck, Darmstadt
Citronensaure Firma Merck, Darmstadt
Na-Citrat Firma Merck, Darmstadt
H202 Firma Merck, Darmstadt
Aqua dest steril Firma Braun, Melsungen
PBS Firma Biochrom, Berlin
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SSC

Np40

Hamatoxilin und Eosin

Eosin 1B 423

DAB

Hanksche Lésung
Ficoll-Hypaque, Dichte 1,077 g/ml
Trypanblau

Trislésung

Na NO,

Neufuchsin
Naphtol-AS-BI-Phosphat
N,N-Dimethylformamid
Levamisole (L-2,3,5,6-Tetrahydo-6-
phenylimidazol 2,1-b thiazole)

3.2.2. Kits

PathVysion™ HER-2 DNA Sonden — Kit
( LSI® HER-2/neu Spectrum Orange™

/CEP® 17 Spectrum Green™)
Paraffin Vorbehandlungs-Reagens-Kit
Mounting Medium for Fluorescence
(with DAPI) H — 1200

Polyclonal Rabbit Anti-Human
c-erbB-2 Oncoprotein

Vectastain® ABC Kit

DAB Substrat Kit

Mouse monoclonal antibody A45-B/B3
APAAP, Mouse Monoclonal
Polyclonal Rabbit

Anti-Mouse Immunoglobulin, Z 0259
MOPS-21

Firma Vysis, USA
Firma Vysis, USA

Klinikapotheke nach Rezept nach Romeis

Chroma-Gesellschaft, Kéngen
Firma VECTOR, Burlingame, USA
Firma Biocrom, Berlin
Pharmacia, Freiburg

Firma Chroma, Stuttgart
Firma Sigma, Deisenhofen
Firma Merck, Darmstadt
Firma Serva, Heidelberg
Firma Sigma, Deisenhofen
Firma Sigma, Deisenhofen
Firma Sigma, Deisenhofen

Firma Vysis, Downers Grove, USA

Firma Vysis, Downers Grove, USA
Firma VECTOR, Burlingame, USA

Firma DAKO®, Carpinteria, USA

Firma VECTOR, Burlingame, USA
Firma VECTOR, Burlingame, USA
Firma Micromet, Minchen

Firma DakoCytomation, Ddnemark
Firma DakoCytomation, Ddnemark

Firma Sigma, Deisenhofen
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3.2.3. Gerate

Wasserbader: 37°C Firma Julabo U3
120°C

Umluft-Brutschrank Firma Lauda E100

Feuchtkammer zur Hybridisierung Firma Memmert

pH-Meter 763 Multi-Calimatic Firma Vysis

Magnetrihrer Firma UniTec GmbH

Heizplatte Firma [kamag® Ret

Mikrotom Firma Rommelsbacher

Hettich Zentrifuge Universal 30 F

Neubauer Zahlkammer

3.2.4. Mikroskopausriistung und Zubehor

Mikroskop HBO 100 Firma Zeiss, Oberkochen
Anregungslichtquelle (100 Watt Firma Zeiss, Oberkochen
Quecksilberdampflampe)

Objektive: Firma Zeiss, Oberkochen
Plan—Neofluar, 100 x / 1,30 Qil

Plan—Neofluar, 40 x / 0,75

Filter (DAPI/Green/Orange Firma Zeiss, Oberkochen
Dreifachbandpass)
Immersionsél Firma Merck, Darmstadt

3.2.5. Zusatzliche Laborutensilien

Vorgereinigte, positivgeladene Glasobjekttrager (Firma Menzel, Glaser); Objekt-
trager ,Superfrost Plus® (Firma Menzel, Glaser); Deckglaser, 22 mm x 22 mm (Firma
Menzel, Glaser); Mikroliterpipette und sterile Pipettenspitzen; Messpipetten;
Zentrifugenréhrchen; Messzylinder; Pinzette; Kurzzeitwecker; Glasflaschen; Coplin —
Farbetroge; Geeichtes Thermometer; Objekttragerbox; Wasserbadkammer;
Handschuhe; Kivetten mit Deckel; Fixogum (Firma Marabu, Tamm); Eukitt (Firma

Merck, Darmstadt); Aquatex (Firma Merck, Darmstadt).
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3.3. Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung ist eine Methode zum Nachweis von DNA-
Sequenzen mit Hilfe einer DNA-Sequenz mit bekannter Struktur (Sonde), die
komplementar der gesuchten Sequenz ist, und an der ein Fluoreszenzstoff gebunden
ist. In diesem Fall wurde die Amplifikationsrate des HER-2/neu-Gens in den
Ovarialkarzinomzellen mittels PathVysion™ HER-2 DNA Sonden—Kit bestimmt.

3.3.1. Probeverarbeitung und Herstellung der Praparate

3.3.1.1. Probenentnahme und Verarbeitung

Es werden in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Proben aus
Ovarialkarzinomgeweben verwendet.

Die Ovarialgewebeproben werden mit einer Dicke von 4 bis 6 Mikrometer mit Hilfe
eines Mikrotoms geschnitten. Die Abschnitte werden in ein proteinfreies Wasserbad
von 40°C Uberfihrt und anschlieBend auf der positiven Seite eines Organosilan-
beschichteten Objekitragers aufgebracht, um ein Ablésen des Gewebes vom
Objekttrager wahrend des FISH-Assays zu verhindern. Nach Lufttrocknen der
Praparate werden diese Uiber Nacht bei 56 °C gebacken.

Um die Targetflachen zu identifizieren, wird eine H & E-Farbung an jedem 10.
Praparat desselben Gewebeblocks durchgefuhrt.

3.3.1.2. Vorbereitung der Praparate

3.3.1.2a. Prinzip

Die Praparate missen vollstandig von Paraffin befreit und die Proben vor dem FISH-
Assay fixiert werden.

Damit die Hybridisierung stattfinden kann, muf3 zuerst die Ziel-DNA, die im Praparat
erkannt werden soll, als Einzelstrang vorliegen. Dies wird durch Hitzedenaturierung
(bei 80° C) erreicht.

Fir die Packungsdichte des Chromatins sind chromosomale Proteine verantwortlich.
Ihr Abbau fihrt zu einer Verbesserung der Zuganglichkeit fir die Ziel-DNA,
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um bei der Fluoreszenz-in situ Hybridisierung (FISH) stérkere Signale zu erhalten.

Die Proteine werden deshalb enzymatisch mit der Protease Pepsin hydrolysiert.

3.3.1.2b. Materialien und Vorbereitung der Lésungen

Paraffin Vorbehandlungs-Reagens-Kit

PathVysion™ HER-2 DNA Sonden — Kit
( LSI® HER-2/neu Spectrum Orange™ /
CEP® 17 Spectrum Green™)

Davon wird benutzt:

4) 20 x SSC Salz

2 x SSC (zusatzliche Waschlésung)

20 x SSC-Ldsung
(fGr 500ml Lésung, pH 5.3)

Vorbehandlungslésung (NaSCN), 5x50ml
Protease (Pepsin 2500-3000 u/mg),
5x25mg Protease Buffer (NaCl-Lésung,
pH 2)

Waschlésung (2xSSC, pH 7), 2 x 250m|

3M Natriumchlorid

0,3M Natriumcitrat

20 x SSC - Losung : Aqua dest. = 1:10;
pH 7

- 132g 20xSSC in 400ml A.dest steril
|6sen

- den pH - Wert bei Raumtemperatur mit
HCI conc. auf pH 5.3 einstellen und die
Lésung auf 500ml mit A.dest steril
auffallen

- die Lésung sollte filtriert werden (0,45pl
Pore)

- bei Raumtemperatur 6 Monate haltbar

Xylol, 100% EtOH, 0,2N HCI, Aqua dest. steril, 10% gepuffertes Formalin/4%

Formaldehyd.
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3.3.1.2c. Durchfihrung:

- Die Praparate werden 60 bis 120 Minuten bei 55°C im Brutschrank in 45°C Stellung

gelegt.

- Deparaffinisierung der Praparate:

Die Praparate bei Raumtemperatur 10 Minuten in Xylol tauchen.

Zweimal wiederholen, dabei jeweils neues Xylol verwenden.

Die Praparate bei Raumtemperatur 5 Minuten lang in 100% EtOH
dehydrieren. Wiederholen.

Praparate in den leicht ge6ffneten Brutschrank legen bis optisch trocken.

- Vorbehandlung der Préparate:

Die Praparate 20 Minuten lang in 0,2N HCI tauchen.

Die Praparate 3 Minuten lang in destilliertes Wasser tauchen.

Die Praparate 3 Minuten lang in den Waschpuffer (2xSSC pH7) tauchen.
Die Praparate 30 Minuten lang in die auf 80°C erhitzte
Vorbehandlungslésung tauchen.

Die Praparate 1 Minute lang in ionisiertes Wasser tauchen.

Die Préaparate 5 Minuten lang in den Waschpuffer tauchen. Wiederholen.

- Protease- Behandlung:

Uberschiissige Pufferfliissigkeit entfernen, indem die Kanten des
Objekttragers mit einem Papiertuch abgetupft werden.

Die Praparate 100 Minuten lang in die auf 37°C erhitzte Protease-Lésung
tauchen (eventuell mit DAPI kontrollieren).

Die Praparate 5 Minuten lang in den Waschpuffer tauchen. Wiederholen.

Objekttrager bei Raumtemperatur lassen bis sie optisch trocken sind.

- Fixierung der Préparate:

Die Praparate bei Raumtemperatur 10 Minuten lang in 10%-iges gepuffertes
Formalin/45%-iges Formaldehyd tauchen.
Die Préaparate 5 Minuten lang in den Waschpuffer tauchen. Wiederholen.

Objekttrager in den Warmeschrank legen, bis sie optisch trocken sind.
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3.3.2. Assay - Verfahren

3.3.2.1. Hybridisierung

3.3.2.1a. Prinzip

Unter Hybridisierung versteht man die Anlagerung einer spezifischen markierten
DNA-Sonde an ihre charakteristische, auf einen Objekitrager oder Filter
immobilisierte, komplementare DNA-Sequenz. Die LSl HER-2/neu DNA Sonde ist
eine 190 kb groBe, mit SpectrumOrange direktmarkierte spezifische Fluoreszenz-
DNA-Sonde fur den Genlocus HER-2/neu (17q11.2-q12). Die CEP 17 DNA-Sonde ist
eine mit 5,4 kb SpectrumGreen direktmarkierte spezifische Fluoreszenz-DNA-Sonde
fir die alpha-Satellit-DNA-Sequenz im Zentromerbereich von Chromosom 17
(17p11.1-g11.1). So wird der, die gesuchte Sequenz tragende DNA- Abschnitt
mittels Fluoreszenzfarbstoff unter Mikroskop sichtbar gemacht.

3.3.2.1b. Material und Vorbereitung der L6sungen
PathVysion™ HER-2 DNA Sonden — Kit
( LSI® HER-2/neu Spectrum Orange™ /

CEP® 17 Spectrum Green™)

Davon wird benutzt:

LSI HER-2/neu SpektrumOrange
(low copy number E. coli Vector) /
CEP 17 SpectrumGreen DNA-Sonde
(E. coli Plasmid)

SpectrumGreen  Fluorophor-  markierte
alpha-Satellit-DNA-Sonde fir Chromosom
17, SpektrumOrange Fluorophor- markierte
DNA- Sonde fir den Genlokus von HER-
2/neu, blockierende DNA, vordenaturiert in
Hybridisierungspuffer.

200pl/ 500ul/ 2x500ul
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3.3.2.1c. Durchfiihrung (méglichst im Dunkeln)

e 10ul der Sondenmischung (oder mehr bei Praparatflache gréBer als 22mm
x 22mm) auf die Targetflache des Objekttragers aufbringen. Sofort mit
einem Deckglas abdecken, so daB die Sondenlésung sich gleichmaBig
unter dem Deckglas ausbreitet. Luftblasen missen vermieden werden, da
sie die Hybridisierung verhindern. Ubriggebliebene Sondenlésung sollte
sofort nach Anwendung wieder eingefroren werden.

e Das Deckglas mit Fixogum wie nachstehend angegeben abdichten: Eine
kleine Menge herausdricken und um den Rand des Deckglases so
applizieren, dass der Fixogum sowohl den Deckglasrand als auch den
umliegenden Bereich des Objekttragers tUberdeckt und somit das Deckglas
abdichtet.

e Die Objekttrager in die auf 37°C vorgewarmte Hybridisierungskammer
setzen. Die Kammer mit einem festem Deckel verschlieBen und tber Nacht
bei 37 °C inkubieren (17 - 20 Stunden).

3.3.2.2. Waschvorgang nach Hybridisierung

3.3.2.2a. Prinzip

Die Bedingungen fir die Hybridisierung werden meist so gewahlt, dass nicht nur
vollkommen komplementére DNA-Fragmente miteinander hybridisieren kénnen,
sondern auch ein gewisses MaB an Fehlpaarungen (mismatch) zugelassen wird. Um
bei der spateren Detektion nur Sonden-DNA nachzuweisen, die eine bestimmte
Homologie zur Ziel-DNA aufweist, missen Fragmente der Sonden-DNA, die an
anderen Sequenzen als der Ziel-Sequenz mit geringerer Homologie hybridisiert
haben, entfernt werden. Dies wird durch Spulen in einer Waschlésung erreicht, in der
nur Hybride mit der gewlnschten Homologie stabil bleiben, und alle anderen
abgewaschen werden. Am Ende werden die Praparate mit DAPI — Gegenfarbung
behandelt, damit die Zellen wund die Zellkerne besser unter dem

Fluoreszenzmikroskop zu erkennen sind.
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3.3.2.2b. Material und Vorbereitung der Losungen
PathVysion™ HER-2 DNA Sonden — Kit
( LSI® HER-2/neu Spectrum Orange™ /

CEP® 17 Spectrum Green™)

Davon wird benutzt:

DAPI Gegenfarbung 1000 ng/ml  DAPI (4,6-Diamidino-2-
phenyl-indol) in Phenylendiamin
Dihydrochlorid, Glyzerin und Puffer
300ul / 600ul / 1000pl

NP-40 NP-40 (4ml)

20 x SSC Salz 3M Natriumchlorid
0,3M Natriumcitrat

2 x SSC/0,3% NP-40 — Lésung - 100 ml 20x SSC mit 850 ml A.dest. steril
mischen
- 3,0 ml NP-40 zugeben
- den pH-Wert bei Raumtemperatur auf
7,0-7,5 mit NaOH einstellen
- mit A.dest steril auf 1 Liter aufflllen
- bei Raumtemperatur 6 Monate haltbar

3.3.2.2c. Durchfiihrung (mdglichst im Dunkeln)

e Nach der Hybridisierung einen Waschpuffer (2xSSC/NP- 40) in einen
Coplin-Farbetrog geben. Den Waschpuffer aufwarmen, indem der Coplin-
Farbetrog mindestens 30 Minuten in das 72+1 °C warme Wasserbad
gestellt wird oder bis die Lésungstemperatur 72+1 °C erreicht hat.

e In einen zweiten Coplin-Farbetrog wird Waschlésung gegeben und dieser
wird bei Raumtemperatur aufbewahrt. Beide Waschlésungen nach einem

Tag Benutzung verwerfen.
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e Entfernen des Fixogums vom ersten Objekttrager, indem man vorsichtig mit
der Pinzette an der Dichtung zieht.

e Den Objekttrager bei Raumtemperatur in die Waschlésung tauchen und das
Deckglas abschwimmen lassen.

e Nachdem das Deckglas vorsichtig entfernt wurde, wird die UbermaBige
Flussigkeit entfernt, indem die Kante des Objekttragers vorsichtig abgetupft
wird. Den Objekttrager 3 Minuten lang in die auf 72+1 °C erhitzte
Waschlésung tauchen (=6 Objekttrager/Trog).

e Die einzelnen Objekttrdger aus dem Waschbad entfernen und aufrecht
stehen lassen. Im Dunkeln an der Luft trocknen. (Eine geschlossene
Schublade oder ein Fach in einem geschlossenen Schrank reichen hierzu
aus.)

e Ca. 10ul DAPI Il — Gegenfarbung auf jeden zu untersuchenden Bereich des
Objekttragers pipettieren und ein Deckglas auflegen. Das/die Praparat(e)

bis zum Auszéhlen der Signale im Dunkeln aufbewahren.

3.3.2.3. Aufbewahrung der Praparate

Hybridisierte Objekttrager (mit Deckglas) bei -20°C im Dunkeln aufbewahren. Nach
der Entnahme aus der -20°C kihlen Aufbewahrung die Objekttrager auf
Raumtemperatur erwarmen lassen, bevor die Beobachtung unter einem
Fluoreszenzmikroskop begonnen wird.

3.3.2.4. Auszéhlung der Sondensignale

3.3.2.4a. Sicherstellen, dass das mikroskopische Praparat von ausreichender
Qualitat ist.
Dazu werden folgende Kriterien herangezogen:

e Sondensignalintensitat: Das Signal sollte hell, eindeutig und leicht zu

beurteilen sein. Die Signale sollten entweder hell, kompakt und von ovaler
Form oder faserig, diffus und von ovaler Form sein.
e Hintergrund: Der Hintergrund sollte dunkel oder schwarz erscheinen und

relativ frei von fluoreszierenden Partikeln oder Schleiern sein.
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3.3.2.4b. Auszéhlung der Fluoreszenzsignale

Prinzip

Die Lage der gesuchten DNA-Sequenz im Praparat kann sichtbar gemacht werden,
indem man es mit einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Dieses muss allerdings
mit einem speziellen Anregungsfilter ausgestattet sein, der der Emissionswellenlange
des Fluoreszenzfarbstoffes entspricht.

Am Mikroskop, unter Benutzung des DAPI/Green/Orange-Dreifachbandpass-
Filtersatzes, erscheinen die Fluoreszenzsignale wie folgt:

Zellen — blau, Zentromere (CEP 17) — grin; markierte HER-2/neu-DNA-Areale — rot.
Es werden 30 morphologisch intakte Tumorzellkerne (sie sind in der Regel langer als
die Kerne von gesunden Zellen, Lymphozyten und epithelialen Zellen) in der
Interphase gezahlt. Zellkerne ohne Signal oder mit Signalen von nur einer Farbe
werden von der Auswertung ausgeschlossen. Ausgewertet werden nur die Zellen, die
mindestens ein deutliches HER-2/neu- und ein deutliches CEP 17-Signal in gut
erkennbaren Zellkerngrenzen aufweisen. Die HER-2/neu- und die CEP 17-Signale
werden in den einzelnen Zellen gezahlt und in einer Tabelle dokumentiert. Jedes

Praparat hat seine eigene Tabelle (s. Tabelle 6).

Durchfihrung

Das Mikroskopieren wird im Dunkeln, mit Hilfe einer Quecksilberlampe durchgefihrt,
damit die Fluoreszenzsignale besser zu sehen sind und nicht vom Tageslicht
abgeschwéacht werden. Praparate, die aus dem Gefrierfach (-20°C) genommen
werden, sollten zuerst fur einige Minuten bei Raumtemperatur belassen werden.

e Vorgeschriebenes Filter einsetzen.

e Ein 25fach vergréBerndes Objektiv verwenden, um das Hybridisierungsareal
zu beobachten, und Lokalisieren der relevanten Targetzellen. Vermeiden
von Flachen mit Nekrose und solchen, in denen die Grenzen individueller
Zellkerne nicht klar erkennbar sind.

e Mit einem Objektiv mit 40facher Vergr6Berung sollten mehrere Flachen mit
Tumorzellen gescannt werden, um eine mdgliche Heterogenitat feststellen
zu koénnen. Auswahlen einer Flache mit einer guten Zellkernverteilung.
Vermeiden von Flachen, in denen nur schwache Hybridisierungssignale

vorhanden sind.
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e Verwenden von Olimmersionsobjektiv (100fache VergrdBerung), um die
Analyse im selektierten Bereich durchzufihren. Beginn der Analyse: im
linken oberen Teil dieses Bereichs und weitere Durchmusterung von links
nach rechts.

e Zahlen der Signale:

- Zahlen von Zellkernen, die zwei grine Signale und mindestens zwei
orange Signale haben, die klar zu erkennen sind;
- Zahlen von zwei Signalen mit gleicher GrdBe, deren Abstand voneinander
kleiner oder gleich groB ist wie der Durchmesser eines der Einzelsignale,
als ein Signal;
- Zahlen keiner Zellkerne, von denen kein Signal oder aber Signale von nur
einer Farbe ausgehen;
- Ignorieren von Zellkernen mit Signalen, die ein subjektives Urteil erfordern.
- Uberspringen von Signalen mit geringer Intensitat, ohne ausgepragte
Spezifitat oder mit hohem Hintergrund;
- Uberspringen von Zellkernen, deren Gegenfarbung nicht ausreicht, um

die Grenze des Zellkerns festzustellen;

¢ Notieren der Auszahlung in einer Tabelle:

|HER2neu (orange) ‘ |CEP (griin) | ‘DAPI ‘
01 02 03 04 0506 07 08 09 10 01 0203 04 0506 07 08 09 10
111213141516 171819 20 111213141516 1718 19 20

2122 23 24 25 26 27 28 29 30 2122 23 24 25 26 27 28 29 30 Ja/Nein
01 0203 04 0506 07 0809 10 01 0203 04 0506 07 08 09 10
111213141516 171819 20 111213141516 1718 19 20

2122 23 24 25 26 27 28 29 30 2122 23 24 25 26 27 28 29 30 Ja/Nein
01 0203 04 0506 07 0809 10 01 0203 04 0506 07 08 09 10
111213141516 171819 20 111213141516 1718 19 20

2122 23 24 25 26 27 28 29 30 212223 24 25 26 27 28 29 30 Ja/Nein
010203040506 07080910 01020304 050607080910

111213 14151617 1819 20 111213141516 17 1819 20

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 21222324 2526 27 28 29 30 Ja/Nein

Tabelle 6. Tabelle zur Notierung der Signalausz&hlung
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3.3.2.5. Interpretation der Ergebnisse

Die Anzahl der LSI HER-2/neu und CEP 17 Signale (Zentromere) pro Zellkern wurde
in einer Tabelle notiert. Das Ergebnis bei der Auszédhlung von 30 Interphasen-
Zellkernen aus Tumorzellen pro Praparat wurde als das durchschnittliche Verhaltnis
der HER-2/neu Anzahl zu der von CEP 17 beschrieben. Die Ermittlung der Her-
2/neu: CEP 17 — Ratio ist notwendig um eine tatsachliche Genamplifikation von einer
vermehrten Her-2/neu Signalzahl aufgrund einer erhéhten Zahl des Chromosoms 17
(Polyploidie des Chromosoms 17) unterscheiden zu kénnen. Die Auswertung erfolgte
gemaB den Vorgaben im Protokoll des Sonden — Kits der Firma Vysis. Eine
Genamplifikation lag bei einer Signalratio LSI HER-2/neu: CEP 17 = 2.0 vor
(Abbildung 5). Proben ohne Amplifikation zeigten ein Verhaltnis von < 2.0 (Abbildung
6).

Ergebnisse, die beim oder nahe am Grenzwert (1.8 — 2.2) lagen, sind mit Vorsicht zu

interpretieren.
3.4. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine Methode, die spezifische Proteine durch Bindung von
Antikérpern nachweist. Diese Primarantikdrper werden wiederum durch Farbstoff-
oder Fluoreszenz-markierte Sekundarantikérper sichtbar gemacht.

Die Immunhistochemie wird vor allem fir folgende diagnostische Fragestellungen
eingesetzt: Differentialtﬂoisierung maligner  Neoplasien  (Primartumor und
Metastasen; Unterscheidung solide vs. h@matologische Neoplasien), Bestimmung
von Prognose- und Pradiktionsfaktoren (z.B. Mammakarzinom - Steroidrezeptoren,
HER-2/neu; Non Hodgkin-Lymphome - p53).

Diagnostische Schwerpunkte liegen bei den Neuroendokrinen Tumoren,
Lymphomdiagnostik und Gynakopathologie. Hierbei werden erganzend auch
molekularpathologische Techniken, wie die RNA- und DNA In-situ Hybridisierung
eingesetzt.

Deshalb wurde hier die immunhistochemische Methode mit ABC-Komplex zum
Nachweis des HER-2/neu Genproduktes benutzt.
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3.4.1. Schneiden der in Paraffin eingebetteten Praparate und Fixieren der
Schnitte auf Objekttrager

Mit Hilfe des Schlittenmikrotoms werden 2-3um dicke Gewebsschnitte vom Block
heruntergeschnitten und auf speziell fir die Immunhistochemie beschichtete
Objekttrager (,Superfrost Plus®) aufgezogen. Zum besseren Anhaften empfiehlt es
sich, zusatzlich zu der Beschichtung die Schnitte Uber Nacht bei ca. 56-58°C im
Brutschrank aufzutrocknen. Man sollte mit der Temperatur nie ber 60°C gehen, da

sonst Antigenstrukturen zerstért werden kénnen.

3.4.2. Vorbehandlung der Praparate

3.4.2.1. Trocknen und Entparaffinieren

3.4.2.1a. Prinzip

Das Trocknen sollte Uber ausreichend lange Zeit durchgefihrt werden.
Wasserrlckstande unter dem Schnitt kénnen zur Zerstérung des Praparates
wahrend der Hitzedemaskierung fihren.

Das Paraffin sollte vollstandig aus dem Gewebe herausgeldst werden. Verbleibende
Paraffinreste im Gewebe flhren dazu, dass der Priméarantikbrper an diesen Stellen
das Antigen nicht erkennen kann. Es kommt zu scheckigen, schachbrettartigen
Farbeergebnissen.

3.4.2.1b. Material und Vorbereitung der L6sungen

Xylol; 100% iger, 96% iger, 70% iger Alkohol, Aqua dest.

3.4.2.1c. Durchflhrung

e Trocknen der Praparate bei 37°C-58°C Uber Nacht

e Entparaffinisieren 2 x 5 Minuten in Xylol

e Dehydrieren in 2x 100% igem + 2x96% igem + 2x 70% igem Alkohol
¢ Mit Aqua dest. spilen

52



Dissertation von Boriana Jahns

3.4.2.2. Hitzeinduzierte Demaskierung

3.4.2.2a. Prinzip

Zur Darstellung mancher Antigene ist eine hitzeinduzierte Antigendemaskierung
unumganglich. Die durch die Formalinfixierung verursachte Proteinvernetzung wird
durch Erhitzen der Schnitte in einer kalziumpréazipitierenden Lésung (Na-Citratpuffer,
pH 6.0) wieder aufgehoben. So kann der Antikdrper sein spezifisches Epitop

wiedererkennen.

3.4.2.2b. Material und Vorbereitung der Lésungen

Na-Citratpuffer 10 mM Lésung A: 21,01g 0,1m Zitronensaure
(CeHsO7H20) + 11 Aqua dest.
Lésung B: 29,41g 0,im Na-Citrat
(CeHsNazO7) + 11 Aqua dest.

Gebrauchslésung:

18ml Lésung A+ 82ml Lésung B +
900ml A. dest

PBS 10mM Natriumphosphat
0,9%-Salzlésung, pH 7.5

3.4.2.2c. Durchfihrung

¢ In einen handelstblichen Schnellkochtopf wird 1 Liter Citrat—Puffer eingefillt
und die Kochplatte auf die héchste Stufe eingestellt.

e Wenn der Puffer sprudelnd kocht, werden die Schnitte hineingestellt und der
Deckel schnell geschlossen.

e Zeigt die Druckanzeige den zweiten weiBBen Ring (oder andere Markierung ftr
héchsten Druck) an, l1asst man die Praparate fur 4 Minuten inkubieren.

e AnschlieBend nimmt man den Kochtopf von der Kochplatte, stellt ihn unter
flieBend kaltes Wasser und lasst den Druck entweichen.

e Danach 6ffnet man den Deckel und lasst langsam kaltes Leitungswasser zur

AbkUhlung zulaufen.
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e Die Schnitte kbnnen dann herausgenommen werden.
e Schnitte in Leitungswasser abkihlen lassen.

e Schnitte mit Aqua dest. spulen.

e Schnitte 2 x 2 Minuten mit PBS splen.

3.4.2.3. Blockierung der endogenen Peroxidase

3.4.2.3a. Prinzip

Trotz der Fixierung und Einbettung des Untersuchungsmaterials wird die endogene
Enzymaktivitat im Gewebe nicht vollig zerstdrt. Daher sind flr immunhistochemische
Nachweise Blockierungen der endogenen Enzyme notwendig, um deren Mitreaktion
und damit falsch positive Ergebnisse zu verhindern.

Zu einer Farbreaktion kommt es, indem das Enzym Peroxidase mit dem
Substratpuffer H202 als Katalysator und dem jeweiligen Chromogen ein farbiges
Endprodukt bildet, welches sowohl Iéslich als auch unléslich in organischen
Lésungsmitteln enthalten sein kann. Die Substrat-Chromogen-Reaktion kann nicht
unterscheiden, ob die Peroxidase endogen (hauptsachlich in Granulozyten,
Mastzellen und Erythrozyten), also im Gewebe lokalisiert ist, oder ob sie nachtraglich

zugegeben wurde (ABC-System mit Peroxidase).

3.4.2.3b. Material und Vorbereitung der Losungen

6% H202 100 ml 30% H202
400 ml Aqua dest.
PBS 10mM Natriumphosphat

0,9%- Salzlésung, pH 7.5

3.4.2.3c. Durchfihrung

e Das einfachste Mittel zur Eliminierung der endogenen Peroxidase ist eine
Inkubation des Praparates mit Wasserstoffperoxid (6% H.O. fur ca. 10
Minuten).

e Die Schnitte anschlieBend 2x2 Minuten mit PBS spdilen.
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3.4.2.4. Blockieren mit Normalserum

3.4.2.4a. Prinzip

Das ,Normalserum“ dient in der Immunhistochemie zur Absattigung von
elektrostatischen Ladungen der Proteine im Untersuchungsgut und damit zur
Verhinderung von unspezifischen Anfarbungen. Dieses Serum besitzt also keine
spezifischen Antikdrper gegen die gesuchten Antigene und blockiert somit die
unspezifischen Bindungsstellen. Die Auswahl der richtigen Tierspezies des
Normalserums richtet sich nach der Tierspezies des verwendeten Sekundar- oder

Brickenantikérpers.

3.4.2.4b. Material und Vorbereitung der Lésungen

Vectastain® ABC Kit

Davon wird benuizt:

Blockierungsserum (Normalserum) Verdinnung:
3 Tropfen Normalserum
10ml PBS steril

3.4.2.4c. Durchfiihrung

Die Schnitte werden mit dem Normalserum flr mindestens 20 Minuten in einer
Wasserbadkammer inkubiert. Wichtig dabei ist, das Normalserum vom Schnitt nach
der Inkubation nur ablaufen zu lassen. Auf keinen Fall darf das Praparat abgespult
werden, da sonst der Ausgangszustand des Praparates wiederhergestellt ware.

3.4.3. Ansetzen der Primarantikérper

3.4.3.1. Prinzip

Der Priméarantikérper ist spezifisch gegen das gewlinschte Antigen gerichtet. Er

muss so hoch wie mdglich verdiinnt werden, um Hintergrundfarbungen aufgrund zu
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hoher Proteinkonzentration zu vermeiden. Hier wurden Polyklonale Antikdrper

benutzt (Antikérper, die mehrere antigene Determinanten erkennen).

3.4.3.2. Material und Vorbereitung der L6sungen

Polyclonal Rabbit Anti-Human Verdinnung:
c-erbB-2 Oncoprotein Primarantikdérper : PBS steril = 1: 250

3.4.3.3. Durchflhrung

e Die Schnitte werden mit dem verdlinnten Priméarantikérpermedium fir 30-60
Minuten in einer Wasserbadkammer inkubiert.

e Die Schnitte anschlieBend 2x2 Minuten mit PBS spdlen.

3.4.4. Ansetzen der Sekundarantikorper

3.4.4.1. Prinzip

Der Sekundarantikdrper bildet eine Briicke zwischen dem Priméarantikérper und dem
Komplex. Der Sekundarantikérper bindet mit seinem Fab-Fragment am Fc-Fragment
des Primarantikorpers.

Der Sekundéarantikdrper wird im UberschuB zur Reaktion zugegeben. Auf diese
Weise ist gewéhrleistet, daB nur ein Fab-Stick des Sekundarantikérpers bindet und

das andere Fab-Stuck flr den Komplex frei bleibt.

3.4.4.2. Material und Vorbereitung der L6sungen

Vectastain® ABC Kit

Davon wird benutzt: Verdinnung:

Normalserum Normalserum
Anti-Kaninchen IgG Biotinylierte 3 Tropfen Normalserum
Brlckenantikérper 1 Tropfen Brickenantikdrper

10 ml PBS steril
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3.4.4.3. Durchflhrung

e Die Schnitte werden mit dem verdinntemn Sekundarantikérpermedium fir 30
Minuten in einer Wasserbadkammer inkubiert.

e Die Schnitte anschlieBend 2x2 Minuten mit PBS spilen.

3.4.5. Die ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex)

3.4.5.1. Prinzip

Die ABC-Methode macht sich die Affinitdt von Avidin zu Biotin zunutze. Der
immunologische Nachweis mit dieser Methode ist sehr sensitiv.

Fir die ABC-Methode verwendet man einen Brlickenantikérper, welcher mit Biotin
markiert (biotiniert) ist. Bei Biotin handelt es sich um ein wasserlésliches Vitamin,
welches sich gut an den Brickenantikérper koppeln lasst und somit die Verbindung
zum ABC - Komplex herstellt.

Der Komplex wird so produziert, daB3 an drei von vier méglichen Bindungsstellen des
Avidins ein Molekll Biotin gebunden wird. An den Komplex ist das Enzym
Peroxidase gekoppelt. Das Enzym Peroxidase bildet mit dem Substratpuffer,
H-O>10mM Natriumphosphat 0,9%-Salzlésung, pH 7.5 als Katalysator und dem
jeweiligen Chromogen (hier DAB), ein farbiges Endprodukt (hier braun).

3.4.5.2. Material und Vorbereitung der L6sungen

Vectastain® ABC Kit Verdiinnung:
Davon wird benutzt: (30 Minuten vor Gebrauch ansetzen)
ABC-Reagenz A und B 4 Tropfen ABC-Reagenz A

4 Tropfen ABC-Reagenz B
10 ml PBS steril

3.4.5.3. Durchflhrung.

e Die Schnitte werden mit dem verdiinnten ABC-Komplex fir 30 Minuten in
einer Wasserbadkammer inkubiert.

e Die Schnitte anschlieBend 2x2 Minuten mit PBS spdlen.
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3.4.6. Substratfarbung mit dem Chromogen DAB (3,3 Diaminobenzidin) und
Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer

3.4.6.1. Prinzip

Das Enzym Peroxidase bildet mit dem Substratpuffer, H.O,, als Katalysator und dem
jeweiligen Chromogen, hier DAB, ein farbiges Endprodukt (hier braun).

Die Gegenfarbung erfolgt mit saurem Hamalaun nach Mayer. Dabei handelt es sich
um einen basischen Farbstofflack in saurer Lé6sung, dessen pH-Wert bei ca. 4,5 liegt.
Bei diesem pH-Wert werden nur die Kerne geférbt, da nur sie eine negative Ladung
haben. Dabei lagern sich die positiv geladenen basischen Farbstoffe an die negativ
geladenen Phosphatgruppen der DNS im Kern an. Das Auswaschen der S&urereste
und das Blaufarben erfolgt in Leitungswasser in alkalischem Milieu.

3.4.6.2. Material und Vorbereitung der Lésungen
Das Roéhrchen, in dem der Puffer vorbereitet wird, sollte wegen der Licht-
empfindlichkeit des Chromogens in einer Alu-Folie eingewickelt sein.

DAB (3,3-Diaminobenzidin) Substrat Kit  Ansetzen:
5 Tropfen Puffer Konzentrat DAB
2 Tropfen 3% Hydrogen Peroxidase
5 Tropfen DAB Chromogen
5 ml Aqua dest.

Hamatoxilin nach Mayer

Xylol; 100% iger, 96% iger, 70% iger Alkohol, Aqua dest., Eukitt

3.4.6.3. Durchfihrung (mdglichst im Dunkeln)

e Die Schnitte werden mit dem DAB Puffer fiir 2 - 10 Minuten in einer Wasser-
badkammer inkubiert.

e Die Schnitte anschlieBend 2x2 Minuten mit Aqua dest. spiilen.

e Gegenfarbung mit Himatoxylin nach Mayer fiir ca. 2 Minuten.

e Die Schnitte mit Leitungswasser wassern.
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e Die Schnitte werden in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 70%igem,

96%igem und absolutem Ethanol entwassert.

e Danach erfolgt die Aufhellung in Xylol.

e Eindecken der Schnitte mit Eukitt.

3.4.7. Interpretation der Ergebnisse

Die Expressionsrate des HER-2/neu Onkoprotein, die Intensitat und das Muster der
Membrananfarbung wurde von einem erfahrenen Pathologen, entsprechend der vom

Hersteller (DAKO) vorgeschlagenen Kriterien, bestimmt (siehe Tabelle 7).

Membranfarbung

Auswertungsscore

keine Membranfarbung oder < 10% der
Tumorzellen mit einer

membranstandigen Anfarbung

0 oder negativ

partielle oder unvollstdndige schwache
Membranfarbung in > 10% der

Tumorzellen

1+ oder negativ

schwache bis maBige, aber vollstandige
Membranfarbung in > 10% der

Tumorzellen

2+ oder schwach positiv

starke und vollstandige
Membranfarbung in > 10% der

Tumorzellen

3+ oder stark positiv

Tabelle 7. Auswertung der Expressonsrate von HER-2/neu Onkoprotein nach immunhistochemischer

Membranfarbung.

Tumorzellen mit vollstandiger Membrananfaroung (mit einem Auswertungsscore von

2+ und 3+) wurden als positiv gewertet.

Die zytoplasmatischen Anfarbungen wurden als nicht spezifisch erachtet und in der

Analyse der Ergebnisse nicht beriicksichtigt.
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3.5. Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen im Knochenmark

3.5.1. Durchfiihrung der Knochenmarkaspirationen

An der Universitats—Frauenklinik MaistraBe der LMU Mdinchen wird die
Knochenmarkspunktion im Bereich der Spina iliaca anterior superior bei Patientinnen
mit Verdacht auf ein Mamma-, Ovarial- oder Zervixkarzinom nach Durchflhrung der
Intubationsnarkose, aber vor Beginn der Primaroperation durchgefihrt. Zum Zweck
einer Verlaufskontrolle nach erfolgter Primartherapie oder im Rahmen der
onkologischen Nachsorge wird der Eingriff in Lokalanasthesie ambulant auf der
tagesklinischen Station der Klinik vorgenommen. Durch eine kleine Schnittinzision
der Haut am Punktionsort wird das Risiko fir eine Kontamination des Praparates mit
epithelialen Hautzellen reduziert.

Das Knochenmark wird in mit 0,5 — 1 ml Natrium-Heparin versetzte Spritzen
gewonnen und anschlieBend unmittelbar in das tumorimmunologische Labor
gebracht, um dort aufgearbeitet zu werden.

Das schriftliche Einverstadndnis zum Eingriff und zur wissenschaftlichen Auswertung
der aus dem Material gewonnenen Erkenntnisse wird von allen Patientinnen vor der
Knochenmarkpunktion eingeholt. Zur Risikoaufklarung gehért neben den generell
glltigen Risiken, wie Blutung, Infektion und Wundheilungsstérung, auch das
aufgrund der Punktionsstelle erhdhte Verletzungsrisiko der BeckengeféaBe (Aa. und
Vv. iliaca communis, iliaca interna et iliaca externa), sowie das seltene und
schwerwiegende Ereignis einer Osteomyelitis. An der Universitats-Frauenklinik
MaistraBe der LMU Mdinchen ist bei Uber 2800 Punktionen bislang noch keine
klinisch relevante Komplikation aufgetreten. Die Patientinnen beschreiben immer
wieder voribergehende Reizungen des Periostes, sowie kleinere kutane Hamatome,
ohne dass es jedoch hierdurch zu einer schwerwiegenden Beeintrachtigung der

Patientinnen gekommen wére.

3.5.2. Aufbereitung des Knochenmarkaspirates und Detektion Zytokeratin-
positiver Zellen

Die im Folgenden beschriebene Aufarbeitung des Knochenmarkes und die
Detektion von Zytokeratin-positiven Zellen erfolgte weitgehend nach dem von Pantel
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et al. 1994 eingeflhrten Protokoll [206]. Zwei grundlegende Arbeitsschritte sind

hierzu nétig:
3.5.2.1. Das Anfertigen knochenmarkszelltragender Zytospins

Zur Herstellung der Zytospins wird das Knochenmark zunédchst unter sterilen
Bedingungen in ein 50ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt, mit Hankscher L&sung
(Biocrom, Berlin) auf 50ml aufgefillt und 10 min bei 900 Umdrehungen pro Minute
(rpm) bei r = 16 (entsprechend 1609) in einer Hettich Zentrifuge Universal 30F bei
einer Temperatur von 21°C zentrifugiert (Auslauf ungebremst). Plasma, Fettpartikel
und Detritus kénnen hierdurch aus der Probe entfernt werden. Der obere Uberstand
wird vorsichtig abpipettiert. Die Zellsuspension (Pellet) wurde anschlieBend in ein
15ml Zentrifugenréhrchen mit 8ml des Dichtegradienten Ficoll-Hypaque (Pharmacia,
Freiburg, Dichte 1,077 g/ml) Uberdeckt.

Es folgt die Dichtegradientenzentrifugation bei 900g (2300 rpm, 21°C) Uber
30 Minuten (Auslauf ungebremst). Tumorzellen, Knochenmarkzellen und eine
leukozytare Fraktion werden durch diesen Vorgang aus der peripheren
Blutbeimengung in der Interphase angereichert. Erythrozyten und Granulozyten
gelangen weitestgehend in das Pellet. Die leukozytare Fraktion ist als ,Ring“ zu
erkennen.

Die Interphase und die obere Phase werden mit einer Pipette aufgenommen, in ein
neues 50ml Réhrchen tberfahrt, und mit Phosphatpuffer (PBS, pH = 7,4) auf 50 ml
aufgefiillt. Uber eine Zeit von 10 min bei rpm 1600 und 4° Celsius (Auslauf gebremst)
folgt eine neue Zentrifugierung. Nachdem der Uberstand verworfen wird, wird das
Sediment in PBS gewaschen und auf 2-3ml resuspendiert. Mit der Pipette wird das
Gesamtvolumen der Suspension bestimmt. Im Anschluss wird eine volumengleiche
Mischung von 10 pl der eben bereiteten Suspension mit 10 pl Trypanblau hergestellt.
Durch diese Farbsuspension wurde sowohl eine mikroskopische Vitalitatsprifung der
Zellen, als auch die Bestimmung der Zelldichte erméglicht. Bei einem angesetzten
Sollwert von 50-300 Zellen/Quadrat erfolgt die Auszéhlung der Zellen in der
Neubauer Zahlkammer (Thomakreuz 25 Quadrate ausgezéahlt). Der notwendige
Anteil vom Aspirationsvolumen zur Herstellung des Zytospins laBt sich mit folgender

10° - Gesamtvolumen
Gesamtzelkahl

Formel berechnen: Volumen=
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Hierdurch ist gewéahrleistet, dass die geschatzte Zellzahl von 10° Zellen pro Zytospin
erreicht wird. Das Volumen wird in eine 15ml Zentrifugations-Tube Gberflihrt und mit
PBS auf 4ml aufgefiillt. Nach Fertigstellung der Trager erfolgte die Zentrifugation
Uber 3 min bei 1000 rpm und Raumtemperatur auf einer Hettich Universal 30 F
Zentrifuge (Auslauf gebremst). Die so angefertigten Zytospins werden nun 12 — 24
Stunden bei Raumtemperatur getrocknet.

3.5.2.2. Die immunzytochemische Farbung der Zytospins
3.5.2.2a. Material

Mouse monoclonal antibody A45-B/B3 Isotyp: 1gG+

APAAP, Mouse Monoclonal Besteht aus ldslichen Immunkomplexen
aus intestinaler alkalischen Phosphatase
vom Kalb und monoklonaler
Maus-Anti-Alkalischer Phosphatase
Isotyp: 1IgG (Kappa)

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Isotyp: 1gG1, 19Gza, 19G2p, 19G3

Immunoglobulin, Z 0259

Substratlésung fir APAAP-Farbung (besteht aus drei separat angesetzten

Lésungen):
Lésung | - 90mg Levamisole (L-2,3,5,6-Tetrahydo-
6-phenylimidazol 2,1-b thiazole)
- 62,5 ml 0,2-molare Trislésung
- 250 ml Aqua dest.
Lésung 1l - 50 mg NaNO,
- 1250 pl Aqua dest.
- 500 ul 5% Neufuchsin (in 2-molarer
HCL-Saure)
Lésung llI - 125 mg Naphtol-AS-BI-Phosphat,
gelést in 1500 pl N,N-Dimethylformamid
Lésungen | und Il mischen, dann Lésung Il dazu geben. Die dadurch entstandene

Lésung filtrieren.
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3.5.2.2b. Durchflhrung

Die immunzytochemische Farbung von mindestens vier Praparaten erfolgt mit dem
monoklonalen Antikérper A45/B/B3 und der APAAP-Technik. Das Antikdrperserum
wird zunachst in PBS auf ein Verhaltnis von 1:10 verdinnt. Die Applikation der
Antikérper erfolgt Uber einen Zeitraum von 45 min. Der murine monoklonale
Antikérper A45-B/3 erkennt ein gemeinsames Epitop der Keratinkomponenten CKS8,
CK18 und CK19 [138, 207, 208].

Es schlieBt sich ein dreifacher Waschvorgang mit PBS an und daraufhin die
Inkubation Uber 30 min mit dem Rabbit-Mouse Briickenantikérper. Daraufhin folgt
erneutes dreimaliges Waschen mit PBS und Inkubation mit dem APAAP-System. Die
Praparate verbleiben 20 min in der gefilterten Substratldésung. Die gewaschenen
Praparate werden feucht mit dem waéasserigen Eindeckmittel Aquatex mit
Deckglaschen bedeckt.

3.5.3. Interpretation der Ergebnisse

Durch manuelles Screening mittels Durchlichtmikroskopie kénnen nun die
angefarbten, cytokeratin positiven Zellen detektiert werden. Pro Patientin werden
standardisiert 2 Objekttrager entsprechend 2 x 10° Zellen untersucht.
Alle der folgenden Kriterien fir die Klassifikation einer isolieten Tumorzelle bei
Positivfarbung mussen erfillt sein:

e Nachgewiesene Zellintegritdt bei der Vitalitatsprifung der Zellen

(durchgehende Zellmembran, Zellkern abgrenzbar)

e Zellen gleichmaBig angefarbt (darf intrazellulare Granula haben)

¢ Im Phasenkontrast Bestatigung der Farbung und gut erkennbarer Zellkern

e Positivfarbung in gleicher Ebene mit den umgebenden Zellen

e Weitere pathomorphologische Kriterien wie etwa das

Zellkern/Zellplasmaverhaltnis wurden nicht angewandt.

Positivfarbung einer isolierten Tumorzelle mit dem Antikérper A45B/B3 und der
alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase (APAAP)-Technik; zu beachten
ist vor allem die fehlende Anfarbung der im Hintergrund erkennbaren

Knochenmarkszellen.
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Diese definierenden Kriterien gelten sowohl flr singulére isolierte Tumorzellen, als
auch far sogenannte Zellcluster, also Konglomeraten von mindestens zwei
cytokeratin-positiven Zellen. Alle Praparate werden grundsatzlich von zwei
unabhangigen Mitarbeitern des Labors fir Tumorimmunologie ohne Kenntnis der
Tumorentitat und des Tumorstadiums analysiert. FUr die endgultige Klassifikation zu

einer Tumorzelle missen beide Gutachter tUbereinstimmen.
3.5.4. Positiv und Negativ Kontrolle / Spezifitdtskontrolle

Bei der immunzytochemischen Farbung der Zytospins wird eine standardisierte
Spezifitdtskontrolle  mit  entsprechenden  Antikérpern  durchgefthrt.  Als
Kontrollantikbrper werden murine Immunoglobin-Isotype aus Myelomen eingesetzt,
die keine menschlichen Epitope erkennen (Klon MOPC 21, Isotype 1gG1, IgGas, 19Gs).
Analog zu den Patientenproben werden 2 x 10° Zellen untersucht. Ein
Lymphknotenpraparat wird als Negativkontrolle verwendet. Die verwendete
Konzentration des MOPC—Antikérpers betragt 1:500. Als Kontrollpraparate dienen
Zelllinien mit definierter Antigenitdt. Dies erlaubt die sichere Interpretation
spezifischer Bindungen verschiedener monoklonaler Antikérper auf bekannten,
antigen-positiven Zelllinien und eventuell unspezifischer Bindungen auf bekannten,
antigen-negativen Zelllinien. Auf diese Weise kann ein positives sowie ein negatives

Farberesultat verifiziert werden.

3.6. Nachsorge

Die Nachsorge der Patientinnen erfolgte Uberwiegend in der onkologischen
Ambulanz der Universitats-Frauenklinik MaistraBBe der Ludwig-Maximilian-Universtitat
Minchen. Um die Daten der Patientinnen mit externer onkologischer Nachsorge zu
erheben, wurden in regelm&Bigen Abstédnden die niedergelassenen Kollegen
kontaktiert. Die Nachsorgetermine fanden in folgenden Zeitabstédnden statt: alle drei
Monate in den ersten zwei Jahren nach Erst- oder Rezidivdiagnose, alle 6 Monate in
den nédchsten 3 Jahren und anschlieBend jahrlich. Jede Nachsorgeuntersuchung
bestand aus  Nachsorgeanamnese, klinisch-gynékologischer  kdrperlicher

Untersuchung, apparativer Diagnostik (vaginaler/ abdominaler Sonographie;
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beschwerdeorientiert R6-Thorax und CT), Bestimmung des Tumormarkers CA-125
im Serum.

Der Gesundheitszustand der Patientinnen wurde bis zu deren Austritt aus der
onkologischen Nachsorge oder bis zu deren Tod beobachtet. Alle gemeldeten
Todesfalle wurden durch Vergleich mit dem Tumorregister verifiziert [209].

3.7. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgt mit der Statistiksoftware ‘Statistical Package for
the Social Sciences 11.0° (SPSS Inc., Chicago, USA). Die Berechnung der
Uberlebenskurven geschieht nach der Kaplan-Meier-Methode, deren Vergleich nach
dem Log-Rank-Test. Die multivariate Analyse erfolgt nach dem Cox-Regressions
Modell [210, 211]. Die Signifikanzprifung zwischen kategorialen Variablen wird mit
dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson durchgefihrt, der Vergleich von Mittelwerten
kontinuierlicher GréBen mit dem zweiseitigen T-Test. Korrelationskoeffizienten
werden zweiseitig nach Pearson berechnet. Ein signifikanter Unterschied wird beim

einem p-Wert <0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Patienten- und Tumorcharakteristika

Es wurden Tumorparaffinblécke von 89 Patientinnen mit primarem Ovarialkarzinom,
die an der Universitats-Frauenklinik MaistraBe im Zeitraum von 1994 bis 2001
operiert worden waren, untersucht (s. Tabelle 8). Vor der Primaroperation wurde bei
jeder Patientin eine Knochenmarkaspiration durchgefiihrt. Alle Patientinnen mussten
am Tag vor dem geplanten Eingriff ihr schriftliches Einverstandnis zu diesen
zusatzlichen Untersuchungen geben. Ausgeschlossen wurden Patientinnen, bei
denen eine primare Fernmetastasierung oder ein Zweitmalignom vorlag.

Das mittlere Lebensalter der Patientinnen bei der Erstdiagnose des Tumors war 60
Jahre (Minimum 28, Maximum 79), 78 Patientinnen (87,6%) waren postmenopausal
und 11 (12,3%) pra@menopausal.

Bei 64 Patientinnen (71,9%) wurde ein papillar- ser6ses Ovarialkarzinom, bei 11 Pat
(12,3%) ein Adenokarzinom ohne weitere Histologieangaben, bei 6 (6,7%) ein
endometroides Adenokarzinom, bei 3 (3,4%) ein Klarzellkarzinom, bei 2 (2,2%) ein
muzindses Adenokarzinom, bei 2 (2,2%) ein undifferenziertes Karzinom, bei 1 (1,1%)
ein Karzinom vom Psammomkd&rpertyp gefunden und fir eine Patientin gab es keine
Angaben zur Histologie des Tumors. Bei allen Patientinnen (ausschlieBlich der
Patientin mit dem Karzinom vom Psammomkérpertyp) wurde das FIGO- Stadium des
Tumors wie folgt bestimmt:

8 (9%) hatten Stadium FIGO 1, 7 (7,9%) FIGO I, 59 (66,3%) FIGO Ill, 14 (15,7%)
FIGO IV. Das Grading der Ovarialkarzinome ergab, dass 14 Patientinnen (15,7%)
einen Tumor G1, 25 (28,1%) einen Tumor G2 und 45 (50,6%) G3 aufwiesen. Bei 4
Patientinnen (4,5%) konnte der Differenzierungsgrad nicht beurteilt werden und von
einer Patientin wurde er nicht bestimmt.

Die Gr6Be der postoperativ verbliebenen Tumormassen war bei 62 Patientinnen
bekannt. Davon war bei 38 (61,3%) ein mikroskopischer und bei 24 (38,7%) ein
makroskopischer Tumorrest verblieben.

Eine Lymphangiosis karzinomatosa wurde bei 27 (30,3%), eine Peritonealkarzinose
bei 74 (83,1%) und eine Hdmangiose bei 10 (11,2%) aller Patientinnen gefunden.

53 (59,6%) der Patientinnen hatten Aszites.
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Von 38 Patientinnen, deren Lymphknoten histologisch untersucht wurden, zeigten
23 (60,5%) einen Lymphknotenbefall. Die Zahl der entfernten Lymphknoten variierte
zwischen 1 und 81, im Median waren 5 Lymphknoten befallen.

Die Primaroperation bestand bei 28 Patientinnen (31,4%) aus einem palliativen
Tumordebulking, bei 17 (19,1%) wurde eine Hysterektomie, Adnexextirpation
beidseits und Omentektomie, bei 16 (18,0%) =zusatzlich eine regionale
Lymphnodektomie und bei 28 (31,5%) eine andere Operation (z.B. Proben-
entnahmen bei ausgedehnter Tumormanifestation und einem inoperablen Situs,
zuséatzliche Darmteilresektion, Entfernung von peritonealen Tumorplatten)
durchgeflihrt. Eine adjuvante systemische Chemotherapie erhielten 66 Patientinnen
(74,2%) wie folgt: 49 (55,1%) Carboplatin und Cyclophosphamid, 8 (9%) Carboplatin
und Paclitaxel, 3 (3,4%) Treosulfan und 6 (6,7%) andere Chemotherapeutika. 22
Patientinnen wurden nicht chemotherapiert und bei einer Patientin ist nicht bekannt,
ob sie eine zytostatische Therapie erhielt. Eine adjuvante Radiatio erhielten 2
Patientinnen (2,2%), eine Patientin (1,1%) wurde palliativ bestrahlt, 85 (95,5%)
bekamen keine Radiotherapie und bei einer Patientin gab es hierlber keine
Angaben. Die primare Therapieentscheidung wurde in Unkenntnis des Knochen-
markstatus und der HER-2/neu Ratio getroffen.

4.2. Inzidenz disseminierter Tumorzellen im Knochenmark zum

Zeitpunkt der Primardiagnose des Ovarialkarzinoms

Bei 19 von 89 Patientinnen (21,3%) lieBen sich zum Zeitpunkt der Primardiagnose
des Ovarialkarzinoms disseminierte Tumorzellen im Knochenmark feststellen. Diese
19 Pat hatten im Median 2 Zellen pro 2 Mio gescreenter Zellen.

Es zeigte sich keine statistisch signifikante Korrelation zu den bekannten etablierten
Prognoseparametern Tumorstadium, Grading, makroskopischer Tumorrest, Aszites,
Peritonealkarzinose, Lymphangiose und Hamangiose (s. Tabelle 8). Jedoch
korrelierte der Nodalstatus mit dem Vorhandensein von disseminierten Tumorzellen

im Knochenmark.
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Anzahl der Patientinnen mit CK-
Variable Patientinnen positiven Zellen im p**
Knochenmark
Gesamt® | Anteil Anzahl %
Gesamtzahl der 89 19 21.3
Patientinnen
FIGO Stadium 88 .23
/11 15 5 33.3
"/ v 73 14 19.2
Lymphknotenmetastasen 38 .02
PN, 15 7 46.7
PN, 23 3 13.0
Grading 84 47
Gi/Gp 39 7 17.9
G3/Gy 45 11 24.4
Postoperativer Tumorrest 62 91
mikroskopisch 38 9 27.3
makroskopisch 24 6 25.0
Aszites 89 .87
nein 36 8 23.7
ja 53 11 20.8
Peritonealkarzinose 88 .99
nein 14 3 21.4
ja 74 16 21.6
Lymphangiose 87 10
nein 60 16 26.7
ja 27 3 11.1
Hamangiose 89 .35
nein 79 18 22.8
ja 10 1 10.0
* Gesamtzahl der Patientinnen, bei denen der entsprechende Faktor untersucht wurde.
**v? — Test

Tabelle 8. Patientinnencharakteristika und histologische Tumorparameter in Korrelation zu der
Anwesenheit von CK positiven Zellen in Knochenmark zum Zeitpunkt der Primardiagnose.

Gesamtzahl der Patientinnen ist 89.
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4.3. HER- 2/neu Proteinexpressions- und Amplifikationsrate

4.3.1. Immunhistochemie

Die Ovarialkarzinomschnitte aller 89 Patientinnen wurden auf HER-2/neu- Protein
mittels Immunhistochemie untersucht. 44 (49,3%) Tumoren wurden als 0, 20 (22,5%)
als 1+, 19 (21,3%) als 2+ und 6 (6,7%) als 3+ eingestuft. Zusammenfassend waren
64 (71,9%) Tumoren HER-2/neu negativ (0, 1+) und 25 (28,1%) positiv (2+, 3+).

Es wurde keine Korrelation zwischen der immunhistochemisch bestimmten HER-
2/neu Positivitat und prognostischen Faktoren wie fortgeschrittenem Tumorstadium,
Lymphknotenbefall, geringe Tumordifferenzierung, makroskopischem Tumorrest,
Peritonealkarzinose, Hamangiose, Lymphangiose und Aszites festgestellt

(s. Tabelle 9).

Die Mehrzahl der Ovarialkarzinome mit einer HER-2/neu Proteinexpression von
2+/3+ (n = 25) waren serds-papillar (n = 21; 84,0%), 2 (8,0%) wurden als
Adenokarzinome ohne weitere Histologieangaben und eines (4,0 %) als
Klarzellkarzinom definiert. Fir ein HER-2/neu IHC (Immunhistochemie) positives
Ovarialkarzinom gab es keine histologische Angaben.
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Anzahl der HER-2/neu
Variable Patientinnen IHC positiv p**
Gesamt® | Anteil Anzahl %
Gesamtzahl der 89 25 28.1
Patientinnen
FIGO Stadium 88 16
I/ 15 2 13.5
/v 73 23 31.5
Lymphknotenmetastasen 38 .80
PN 15 4 26.7
PN, 23 7 30.4
Grading 84 .30
Gi/Gp 39 9 23.1
G3/Gy 45 15 33.3
Postoperativer Tumorrest 62 .89
mikroskopisch 38 12 31.6
makroskopisch 24 8 33.3
Aszites 89 .67
nein 36 11 30.6
ja 53 14 26.4
Peritonealkarzinose 88 51
nein 14 5 35.7
ja 74 20 27.0
Lymphangiose 87 .78
nein 60 16 26.7
ja 27 8 29.6
Hamangiose 89 .37
nein 79 21 26.6
ja 10 4 40.0

* Gesamtzahl der Patientinnen, bei denen der entsprechende Faktor untersucht wurde.

**y? — Test

Tabelle 9. Patientinnencharakteristika und histologische Ovarialkarzinomparameter in Korrelation zu
der immunhistochemisch bestimmten HER-2/neu Proteinexpression zum Zeitpunkt der
Priméardiagnose. Gesamtzahl der Patientinnen ist 89.
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Abbildung 3. Ovarialkarzinomzellen mit HER-2/neu Protein
Uberexpression 3+. Ausschnitt aus dem Praparat Nr. 1112_99
nach einer immunchistochemischen Farbung. Starke braune

Membranfarbung der HER-2/neu positiven Zellen.

Abbildung 4. Ovarialkarzinomzellen mit HER-2/neu Protein-
expression 1+. Ausschnitt aus dem Praparat Nr. 1652 97 nach
einer immunchistochemischen Farbung. Schwache braune

Membranfarbung der Tumorzellen.
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4.3.2. Fluoreszenz- in situ- Hybridisierung

Anzahl der HER-2/neu
Variable Patientinnen FISH positiv p**
Gesamt” Anteil Anzahl %
Gesamtzahl der 89 9 10.1
Patientinnen
FIGO Stadium 88 15
I/ 11 15 0 0
s v 73 9 12.3
Lymphknotenmetastasen 38 .32
PN, 15 2 13.3
pN; 23 1 4.3
Grading 84 .40
G/Gy 39 3 7.7
G3/Gy 45 6 13.3
Postoperativer Tumorrest 62 .95
mikroskopisch 38 3 7.9
makroskopisch 24 2 8.3
Aszites 89 .80
nein 36 4 7.9
ja 53 5 9.4
Peritonealkarzinose 88 .68
nein 14 1 7.1
ja 74 8 10.8
Lymphangiose 87 .09
nein 60 4 6.7
ja 27 5 18.5
Hamangiose 89 .03
nein 79 6 7.6
ja 10 3 30.0

* Gesamtzahl der Patientinnen, bei denen der entsprechende Faktor untersucht wurde.

**v? — Test

Tabelle 10. Patientinnencharakteristika und histologische Ovarialkarzinomparameter in Korrelation zu
der mittels FISH nachgewiesenen HER-2/neu Genamplifikation zum Zeitpunkt der Priméardiagnose.
Gesamtzahl der Patientinnen ist 89.
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Abbildung 5. Ovarialkarzinomzellen mit HER-2/neu Gen
Amplifikationsrate > 2. Ausschnitt aus dem Pr&parat von Patientin Nr.
0247_01_2. Man erkennt die Zellkerne (blau) mit zwei griinen
(Zentromere) und mehreren roten (HER-2/neu Gene) Signalen.

Abbildung 6. Ovarialkarzinomzellen mit HER-2/neu Gen
Amplifikationsrate von 2.0. Ausschnitt aus dem Praparat Nr.
1190_96_1.3 nach einer FISH- Farbung. Die blauen Zellkerne
haben jeweils zwei griine (Zentromere) und zwei rote (HER-
2/neu Gene) Signale.
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Die HER-2/neu Genamplifikationsrate wurde mittels FISH bei allen 89
Ovarialkarzinomen bestimmt. Die Ergebnisse zeigten bei 9 Tumorschnitten (10,1%)
eine Signalratio LSI HER-2/CEP 17 = 2.0. Die HER-2/neu Genamplifikation
korrelierte mit der Hamangiose, nicht aber mit dem Tumorstadium, dem Nodalstatus,
dem Grading, dem makroskopischen postoperativen Tumorrest, dem Aszites, der
Peritonealkarzinose, der Lymphangiose und den tumorzellpositiven Knochenmark-
ergebnissen (s. Tabelle 10).

77, 8% (n = 7) der Patientinnen mit eine HER-2/neu Amplifikationsrate > 2 (n = 9)
hatten ein serés-papillares Adenokarzinom, eine Patientin hatte ein Klarzellkarzinom

und bei einer war die Histologie des Tumors nicht genau definiert.

4.4. Korrelation der HER-2/neu IHC 2+/3+ Proteinexpression und
Genamplifikation mit dem Nachweis disseminierter Tumorzellen

im Knochenmark.

4.4.1. Korrelation zwischen der HER-2/neu IHC 2+/3+ Proteinexpression und
der HER-2/neu Genamplifikation

Eine signifikante Korrelation fand sich zwischen der HER-2/neu IHC Positivitat und
der HER-2/neu Genamplifikation (p < 0,001, s. Tabelle 11).

HER-2/neu  HER-2/neu FISH Patientinnenzahl % HER-2/neu
IHC FISH pos
0 neg 43
pos 1 2.3
1+ neg 19
pos 1 5.0
2+ neg 16
pos 3 11.1
3+ neg 2
pos 4 571

Tabelle 11. Korrelation zwischen dem immunhistochemisch und dem
mittels FISH bestimmten HER-2/neu Status. Gesamtzahl der Patientinnen
ist 89. x° — Test.

p < .001
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4.4.2. Korrelation zwischen dem positiven Knochenmarkstatus und der
HER-2/neu Proteinexpression

Es fand sich keine Korrelation zwischen einem positiven Knochenmarkstatus und
der HER-2/neu IHC Positivitat (s. Tabelle 12).

HER-2/neu CK Patientinnenzahl % CK pos
IHC
0 neg 33

pos 11 25.0
1+ neg 18

pos 2 10.0
2+ neg 13

pos 6 31.6
3+ neg 6

pos 0 0

Tabelle 12. Korrelation zwischen dem immunhistochemisch bestimmten
HER-2/neu Status und dem Nachweis disseminierter Tumorzellen im

Knochenmark. Gesamtzahl der Patientinnen ist 89. x* — Test. p = .20

4.4.3. Korrelation zwischen dem positiven Knochenmarkstatus und der
HER-2/neu Genamplifikation

Ebenso wurde keine Korrelation zwischen einem positiven Knochenmarkstatus und

der HER-2/neu Genamplifikation (s. Tabelle 13) gefunden.

HER-2/neu CK Patientinnenzahl % CK pos
FISH
neg neg 62
pos 18 22.5
pos neg 8
pos 1 11.1

Tabelle 13. Korrelation zwischen dem mittels FISH bestimmten HER-2/neu
Status und dem Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark.

Gesamtzahl der Patientinnen ist 89. x° — Test. p = .43
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4.5. Nachbeobachtung

4.5.1. Rezidivfreies Uberleben der Patientinnen

4.5.1.1. Univariate Analyse fiir das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen

Die mittlere Nachbeobachtungszeit der Patientinnen betrug 62,5 Monate (1 — 124).
Von den 89 Patientinnen bekamen 60 (67,4%) ein Lokalrezidiv. 59 Patientinnen

hiervon (98,3%) starben an der Ovarialkarzinomerkrankung.

4.5.1.1a. Rezidivfreies Uberleben der Patientinnen in Abhangigkeit vom

Knochenmarkstatus
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Abbildung 7. Kaplan-Meier Kurven fiir das rezidivfreie Uberleben der

Patientinnen in Abh&angigkeit vom Knochenmarkstatus. Log Rank p = .52
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In Abbildung 7 sind die Kaplan-Meier Kurven fiir das rezidivfreie Uberleben bei
positivem Knochenmarkstatus versus negativen Knochenmarkstatus zum Zeitpunkt
der Primardiagnose dargestellt. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den Patientenkollektiven mit positivem Knochenmarkstatus und negativem
Knochenmarkstatus (mediane rezidivireie Uberlebenszeit 17 Monate [212]) konnte
nicht festgestellt werden (p = 0,52, Log Rank Test). Von den 60 Patientinnen, die ein
Rezidiv erlitten, hatten 11 (18,3%) disseminierte Tumorzellen im Knochenmark. Von
den 29 rezidivireien Patientinnen hatten 8 (27,6%) einen positiven Knochen-
markbefund.

Im Bezug auf das rezidivireie Uberleben zeigte sich keine Korrelation zum
Knochenmarkstatus. In der Patientinnengruppe mit positivem Knochenmarkbefall
(n=19) war die Rezidivhaufigkeit 57,9% (n=11). In der Knochenmark negativen
Gruppe (n=70) war sie 70,0% (n=49) (s. Tabelle 14).

KM - Status
Gesamtzahl
CK positiv (%) CK negativ (%)
kein Rezidiv (%) 8 (27.6) 21 (72.4) 29
Rezidiv (%) 11 (18.3) 49 (81.7) 60

Tabelle 14. Korrelation zwischen Rezidivereignissen und dem Knochenmarkstatus. p = .32
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4.5.1.1b. Rezidivfreies Uberleben der Patientinnen in Abhéngigkeit von der

immunhistochemisch bestimmten HER-2/neu 2+/3+ Proteinexpression

1.0
—r1HER-2/neu IHC neg
_ — HER-2/neu IHC pos
0.8
c 0.6
(O]
o]
Q@
o
._Q
a 0.4
Q0
o
>
o
3 0.2
o
0.0

[ | I [ [ [
0 25 50 75 100 125
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Abbildung 8. Kaplan-Meier Kurven fiir das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen in
Abhangigkeit vom IHC HER-2/neu Nachweis. Log Rank, p = .02

In Abbildung 8 sind die Kaplan-Meier Kurven fiir das rezidivireie Uberleben der
Patientinnen bei immunhistochemisch positivem versus immunhistochemisch
negativem HER-2/neu Staus dargestellt. Es konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen den Patientenkollektiven bei einem positiven und negativen immunhisto-
chemischen HER-2/neu Nachweis (mediane rezidivireie Uberlebenszeit 24 Monate
{11- 37 Cl 95%}) festgestellt werden, p = 0.02, Log Rank Test.

22 (36,7%) von den 60 Patientinnen, die ein Rezidiv bekamen und 3 (10,3%) von
den 29 rezidivireien Patientinnen waren bei der Primardiagnose IHC HER-2/neu

positiv.
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Im Bezug auf das rezidivfreie Uberleben konnte in diesem Kollektiv eine Korrelation

zur HER-2/neu IHC Positivitat hergestellt werden. Von den 25 Patientinnen mit

positiven IHC HER-2/neu Status bekamen 22 Patientinnen ein Rezidiv und 3

Patientinnen blieben rezidivfrei. Von der Patientengruppe mit negativem IHC HER-

2/neu Status (n=64) wurde bei 38 ein Rezidiv gefunden (s. Tabelle 15).

IHC HER-2/neu
Gesamtzahl
positiv (%) negativ (%)
kein Rezidiv (%) 3(10.3) 26 (89.7) 29
Rezidiv (%) 22 (36.7) 38 (63.3) 60

Tabelle 15. Korrelation des rezidivfreien Uberlebens mit dem immunhistochemisch bestimmten HER-

2/neu Status. p = .01

4.5.1.1c. Rezidivfreies Uberleben der Patientinnen in Abhangigkeit von der mittels

FISH bestimmten HER-2/neu Genamplifikation
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Abbildung 9. Kaplan-Meier Kurven fiir das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen
in Abh&ngigkeit vom FISH HER-2/neu Nachweis. Log Rank p = .26
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Abbildung 9 zeigt die Kaplan-Meier Kurven fiir das rezidivireie Uberleben in
Abhéangigkeit von der mittels FISH bestimmten HER-2/neu Genamplifikation. Es
konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Patientenkollektiven
bei positivem und negativem FISH HER-2/neu Nachweis (mediane rezidivfreie
Uberlebenszeit 20 Monate {12- 28 Cl 95%)}) festgestellt werden, p = 0.26 Log Rank
Test.

Von den 60 Patientinnen, die ein Rezidiv erlitten, wurde bei 7 (11,7%) eine positive,
mittels FISH bestimmte HER-2/neu Genamplifkationsrate nachgewiesen. Von den
29 rezidivfreien Patientinnen waren 2 (6,9%) FISH HER-2/neu positiv.

Bei den Patientinnen mit einer HER-2/neu Rate > 2 zeigte sich keine signifikant
hdhere Rezidivrate. Ein Rezidiv bekamen 7 von den FISH HER-2/neu positiven
Patientinnen (N=9) und 53 von der Gruppe der FISH HER-2/neu negativen
Patientinnen (N=80) (s. Tabelle 16).

FISH HER-2/neu Gesamtzahl
positiv (%) negativ (%)
kein Rezidiv (%) 2 (6.9) 27 (93.1) 29
Rezidiv (%) 7 (11.7) 53 (88.3) 60

Tabelle 16. Korrelation des rezidivfreien Uberlebens mit dem mittels FISH bestimmten HER-2/neu
Status. p = .48

4.5.1.1d. Rezidivfreies Uberleben der Patientinnen in Abhangigkeit von den

klassischen prognostischen Faktoren

Die univariate Analyse wies eine statistisch signifikante Assoziation zwischen dem
rezidivfreien  Uberleben und klassischen prognostischen Faktoren, wie
fortgeschrittenes FIGO-Stadium, Lymphknotenbefall, makroskopischer Tumorrest,
Anwesenheit von Aszites und Peritonealkarzinose nach (s. Abbildung 10 und 11).
Keine signifikante Korrelation beziiglich des rezidivireien Uberlebens konnte fiir die
Faktoren Grading, Lymphangiose und Hamangiose festgestellt werden (s. Tabelle
17).
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Variable Log Rank p
FIGO Stadium (n = 88) .001
I/ 1vs NI/ 1V
Nodalstatus (n = 38) .023
PNo vs pN;
Grading (n = 84) 11
G1/G2 VS Gs
Tumorrest (n = 62) .012
mikro- vs makroskopisch
Aszites (n = 89) .004
ja/ nein
Peritonealkarzinose (n = 88) .010
ja/nein
Lymphangiose (n = 87) .30
ja/nein
Hamangiose (n = 89) A1
ja/nein

Tabelle 17. Univariate Analyse nach Kaplan-Meier fiir das rezidivfreie Uberleben

der Patientinnen in Abhéngigkeit von klassischen prognostischen Faktoren

Da eine unterschiedliche Zahl an Patientinnen nach den verschiedenen
prognostischen Faktoren untersucht wurde, ergeben sich folgende Daten bei der
Primardiagnose: 55 (91,2%) von den 60 Patientinnen, die ein Rezidiv bekamen,
hatten ein fortgeschrittenes FIGO-Stadium, beziehungsweise 16 (69,6%) von 23
hatten einen Lymphknotenbefall, 32 (71,1%) von 45 hatten eine hohes Grading, 18
(75,0%) von 24 hatten einen makroskopischen Tumorrest, 42 (79,2%) von 53 hatten
Aszites, 54 (73,0%) von 74 hatten eine Peritonealkarzinose und 20 (74,1%) von 27
hatten eine Lymphangiose. Von den Patientinnen, die bei der Primardiagnose eine

Hamangiose aufwiesen, entwickelten alle ein Rezidiv.
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Abbildung 10. Kaplan-Meier Kurven fiir das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen

in Abhangigkeit vom Lymphknotenstatus. Log Rank p = .023

Bei der Primardiagnose hatten 17 Patientinnen (58,6%) von 29 rezidivfreien

Patientinnen ein fortgeschrittenes FIGO-Stadium, beziehungsweise 7 (30,4%) von 23
einen Lymphknotenbefall, 13 (28,9%) von 45 eine hohes Grading, 6 (25,0%) von 24

hatten einen makroskopischen Tumorrest, 11 (20,8%) von 53 Aszites, 40 (54,1%)

von 74 hatten eine Peritonealkarzinose und 6 (22,2%) von 27 hatten eine

Lymphangiose.
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Abbildung 11. Kaplan-Meier Kurven fiir das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen

in Abhangigkeit von Aszites bei Primardiagnose. Log Rank p = .004

4.5.1.2. Multivariate Analyse fiir das rezidivireie Uberleben der Patientinnen

In der multivariaten Analyse zeigte sich, dass die Peritonealkarzinose (p = .008), die
Hamangiose (p = .032) und die IHC HER-2/neu Positivitat (p = 0.001) als un-
abhangige Prognosefaktoren fiir das rezidivfreie Uberleben gelten (s. Tabelle 18).

83



Dissertation von Boriana Jahns

95 % CI**

Variable Patientenzahl RR* Untere |Obere p**
FIGO Stadium
[/1lvs NI/ IV 15/ 88 vs 73/ 88 4103 0.950 17.725 0.059
Lymphknotenmetastasen
pNo vs pN; 15/ 38 vs 23/ 38 0.188 0.027 1.288 0.089
Grading
G1/Gavs G3 /Gy 39/ 84 vs 45/ 84 3.395 0.813 14.176 0.094
Postoperativer Tumorrest
mikro- vs makroskopisch 38/ 62 vs 24/ 62 1.380 0.278 6.852 .693
Aszites
nein; ja 36/ 89; 53/ 89 0.863 0.242 3.075 .820
Peritonealkarzinose
nein; ja 14/ 88; 74/ 88 5.452 1.557 19.085 .008
Lymphangiose
nein; ja 60/ 87; 27/ 87 0.354 0.079 1.576 173
Hamangiose
nein; ja 79/ 89; 10/ 89 36.801 1.368 990.145 .032
Knochenmarkstatus
CK neg; CK pos 70/ 89; 19/ 89 0.136 0.015 1.256 .079
HER-2/neu IHC
neg; pos 64/ 89; 25/ 89 3.211 1.605 6.425 .001
HER-2/neu FISH
neg; pos 80/ 89; 9/ 89 0.233 0.017 3.136 272

* - Relatives Risiko
** - Konfidenzintervall
*** . Cox Regression

Tabelle 18. Multivariate Analyse fiir das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen
4.5.2. Metastasenfreies Uberleben der Patientinnen
4.5.2.1. Univariate Analyse fiir das metastasenfreie Uberleben der Patientinnen

Wahrend der Beobachtungszeit entwickelten 24 (27,0%) von den 89 untersuchten
Patientinnen Metastasen, von denen alle an der Ovarialkarzinomerkrankung starben.
Von den 65 metastasenfreien Patientinnen, erlitten 36 (55,4%) ein Rezidiv und 44
(67,7%) starben an die Folgen des Ovarialkarzinoms.
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4.52.1a. Metastasenfreies Uberleben der Patientinnen in Abhangigkeit vom

Knochenmarkstatus
1.0 .
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Abbildung 12. Kaplan-Meier Kurven fiir das metastasenfreie Uberleben der

Patientinnen in Abhangigkeit vom Knochenmarkstatus. Log Rank p = .87

In Abbildung 12 sind die Kaplan-Meier Kurven fiir das metastasenfreie Uberleben
bei positivem Knochenmarkstatus versus negativen Knochenmarkstatus zum
Zeitpunkt der Primardiagnose dargestellt. Ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Patientenkollektiven bei positivem Knochenmarkstatus und negativem
Knochenmarkstatus konnte nicht festgestellt werden (p = 0,87, Log Rank Test). Von
den 24 Patientinnen, die Metastasen entwickelten, hatten 5 (20,8%) disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark. Von den 65 metastasenfreien Patientinnen hatten 14
(21,5%) einen positiven Knochenmarkbefund. 5 von 19 KM positiven (26,3%) und 19
von 70 KM negativen Patientinnen (27,1%) entwickelten Fernmetastasen.
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KM - Status
Gesamtzahl
CK positiv (%) CK negativ (%)
keine Metastasen (%) 14 (21.5) 51 (78.5) 65
Metastasen (%) 5(20.8) 19 (79.2) 24

Tabelle 19. Korrelation vom Metastasenauftreten mit dem Knochenmarkstatus. p = .94

4.5.2.1b. Metastasenfreies Uberleben der Patientinnen in Abhangigkeit von der

immunhistochemisch bestimmten HER-2/neu Proteinexpression
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Abbildung 13. Kaplan-Meier Kurven fiir das metastasenfreie Uberleben der

Patientinnen in Abhangigkeit vom IHC HER-2/neu Nachweis. Log Rank p = .66
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In der Abbildung 13 sind die Kaplan-Meier Kurven fir das metastasenfreie
Uberleben der Patientinnen bei immunhistochemisch positivem sowie bei
immunhistochemisch negativem HER-2/neu Status dargestellt. Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Patientenkollektiven festgestellt werden (p =
0,66, Log Rank Test).

7 (29,2%) von den 24 Patientinnen, die Metastasen entwickelten und 18 (27,7%)
von den 65 metastasenfreien Patientinnen waren bei der Primardiagnose IHC HER-
2/neu positiv.

In Bezug auf das metastasenfreie Uberleben konnte in diesem Kollektiv keine
Korrelation zur HER-2/neu IHC Positivitdt hergestellt werden. Von den 25
Patientinnen mit positivem IHC HER-2/neu Status fanden sich bei 7 Patientinnen
Metastasen und 18 Patientinnen blieben metastasenfrei. Von der Patientengruppe
mit negativem IHC HER-2/neu Status (n = 65) wurden bei 17 Metastasen gefunden
(s. Tabelle 20).

IHC HER-2/neu Gesamtzahl
positiv (%) negativ (%)
keine Metastasen (%) 18 (27.7) 47 (72.3) 65
Metastasen (%) 7 (29.2) 17 (70.8) 24

Tabelle 20. Korrelation des metastasenfreien Uberlebens mit dem immunhistochemisch bestimmten
HER-2/neu Status. p = .89
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4.5.2.1c. Metastasenfreies Uberleben der Patientinnen in Abhangigkeit von der

mittels FISH bestimmten HER-2/neu Genamplifikation
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Abbildung 14. Kaplan-Meier Kurve fiir das metastasenfreie Uberleben der Patientinnen in
Abhangigkeit vom FISH HER-2/neu Nachweis. Log Rank p = .02

Abildung 14 zeigt die Kaplan - Meier Kurven fiir das metastasenfreie Uberleben in
Abhéngigkeit von der mittels FISH bestimmten HER-2/neu Genamplifikation. Die
Patientinnen mit einem positiven FISH HER-2/neu Nachweis entwickelten signifikant
friher Fernmetastasen, p = 0.02 (Log Rank Test).

Von den 24 Metastasen - befallenen Patientinnen wurde bei 5 (20,8%) eine positive
mittels FISH bestimmte HER-2/neu Genamplifkationsrate nachgewiesen. Von den
65 Metastasen - freien Patientinnen waren 4 (6,15%) FISH HER-2/neu positiv.
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Metastasen entwickelten 5 von den FISH HER-2/neu positiven Patientinnen (N=9)
und 19 von der Gruppe der FISH HER-2/neu negativen Patientinnen (N=80)
(s. Tabelle 21).

FISH HER-2/neu Gesamtzahl
positiv (%) negativ (%)
keine Metastasen (%) 4 (6,15) 61 (93,8) 65
Metastasen (%) 5 (20,8) 19 (79,2) 24

Tabelle 21. Korrelation des metastasenfreien Uberlebens mit dem mittels FISH bestimmten HER-
2/neu Status. p = .04

4.5.2.1d. Metastasenfreies Uberleben der Patientinnen in Abhangigkeit von den

klassischen prognostischen Faktoren

Die univariate Analyse wies eine statistisch signifikante Assoziation zwischen dem
metastasenfreien Uberleben und den klassischen prognostischen Faktoren, wie
Lymphknotenbefall, der Anwesenheit von Aszites und Peritonealkarzinose nach.

Keine signifikante Korrelation beziiglich des rezidivireien Uberlebens konnte fiir die
Faktoren Tumorgrésse, Grading, Tumorrest, Lymphangiose und Hamangiose

festgestellt werden (s. Tabelle 22).

Variable Log Rank p
FIGO Stadium (n = 88) .092
I/ 1vs NI/ 1V
Nodalstatus (n = 38) .013
pNo vs pN;
Grading (n = 84) .051
G1/G2 VS Gs
Tumorrest (n = 62) .061
mikro- vs makroskopisch
Aszites (n = 89) .002
ja/ nein
Peritonealkarzinose (n = 88) .027
ja/nein
Lymphangiose (n = 87) .75
ja/nein
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Hamangiose (n = 89)

ja/nein

.08

Tabelle 22. Univariate Analyse nach Kaplan - Meier fir das metastasenfreie

Uberleben der Patientinnen in Abhéangigkeit

prognostischen Faktoren

von einigen

klassischen
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Abbildung 15. Kaplan - Meier Kurven fiir das metastasenfreie Uberleben

derORatientinnen in Abhangiakeit von der TumoraréBe. Log Rank p = .03
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Abbildung 15. Kaplan-Meier Kurven fiir das metastasenfreie Uberleben der Patientinnen in

Abhéangigkeit vom FIGO-Stadium. Log Rank p = .092

Die Abbildungen 15 und 16 stellen das metastasenfreie Uberleben in Abhangigkeit

vom FIGO-Stadium und vom postoperativen Tumorrest dar. Die Ergebnisse sind

nicht statistisch signifikant. Man sieht jedoch eine deutlich niedrigere Uberlebensrate

in den Patientinnenkollektiven mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einen

makroskopischen Tumorrest.
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Abbildung 16. Kaplan-Meier Kurven fiir das metastasenfreie Uberleben in

Abhangigkeit vom Nachweis eines postoperativen Tumorrests. Log Rank p = .061

Die Analyse der Patientinnen im Bezug auf das metastasenfreie Uberleben und die
verschiedenen prognostischen Faktoren zum Zeitpunkt der Primardiagnose ergaben:
22 (91,7%) von den 24 Patientinnen, die Metastasen entwickelten, hatten ein fort-
geschrittenes FIGO-Stadium, beziehungsweise 19 (82,6%) von 23 hatten einen
Lymphknotenbefall, 14 (31,1%) von 45 hatten einen hohen Grading, 10 (41,7 %) von
24 hatten einen makroskopischen Tumorrest, 41 (77,4%) von 53 hatten ein Aszites,
68 (9,9%) von 74 hatten eine Peritonealkarzinose, 6 (60,0%) von 10 hatten eine
Hamangiose und 8 (29,6%) von 27 hatten eine Lymphangiose.

4.5.2.2. Multivariate Analyse fiir das metastasenfreie Uberleben der Patientinnen

Ein signifikanter unabhangiger Prognosefaktor fiir das metastasenfreie Uberleben

konnte nicht evaluiert werden.
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4.5.3. Gesamtiiberlebenszeit der Patientinnen

68 (76,4%) Patientinnen sind aufgrund des Ovarialkarzinoms gestorben. Die mittlere
Uberlebensdauer vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum Tod betrug 31 Monate.
Die 2-Jahreslberlebensrate betrug 62,2%. Nach 5 Jahren betrug das Gesamt-
Uberleben 26,7%.

4.5.3.1. Univariate Analyse

4.5.3.1a. Gesamtuberleben der Patientinnen in Abhangigkeit vom

Knochenmarkstatus.

In Abbildung 17 sind die Kaplan-Meier Kurven fir das Gesamtlberleben der
Patientinnen bei positivem Knochenmarkstatus sowie bei negativem Knochen-
markstatus zum Zeitpunkt der Primardiagnose dargestellt. Von den 68 Patientinnen,
die an der Ovarialkarzinomerkrankung gestorben sind, hatten 13 (19,1%)
disseminierte Tumorzellen im Knochenmark. Von den 21 noch lebenden
Patientinnen hatten 6 (28,6%) einen positiven Knochenmarkbefund. Es konnte kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Patientenkollektiven bei positivem
CK Status und negativem CK Status (mediane Gesamtiiberlebenszeit 32 Monate
{25-39; 95% Cl}), p=0,81, Log Rank Test festgestellt werden.

Es bestand keine Korrelation zwischen dem Gesamtiberleben und dem
Knochenmarkstatus. In der Gruppe der CK positiven Patientinnen verstarben 13 der
Patientinnen. In der Gruppe der CK negativen Patientinnen verstarben 55

Patientinnen (s. Tabelle 24).
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Knochenmarkstatus. Log Rank p = .81

_r KM negativ
—1 KM positiv

KM- Status
Gesamtzahl
CK positiv (%) CK negativ (%)
lebend (%) 6 (28.6) 15 (71.4) 21
gestorben (%) 13 (19.1) 55 (80.9) 68

Tabelle 24. Korrelation des Gesamtiiberlebens mit dem Knochenmarkstatus. p = .36
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4.5.3.1b. Gesamtlberleben der Patientinnen in Abhangigkeit von der

immunhistochemisch bestimmten HER-2/neu Proteinexpression
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Abbildung 18. Kaplan-Meier Kurven fir das Gesamtlberleben der Patientinnen
in Abh&ngigkeit vom IHC HER-2/neu Nachweis. Log Rank p = .32

In Abbildung 18 sind die Kaplan-Meier Kurven fir das Gesamtiberleben der
Patientinnen bei immunhistochemisch positivem sowie immunhistochemisch
negativem HER-2/neu Status dargestellt. Ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Patientenkollektiven (mediane Gesamtiberlebenszeit 33 Monate {23-
43 CIl 95%}) konnte nicht festgestellt werden (p = 0,32 (Log Rank Test)).

21 (30,9%) von den 68 an Ovarialkarzinom gestorbenen und 4 (19,0%) von den 21
noch lebenden Patientinnen waren bei Prim&rdiagnose IHC HER-2/neu positiv.

Im Bezug auf das GesamtlUberleben konnte in diesem Kollektiv ebenfalls keine
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Korrelation zur

HER-2/neu

IHC Positivitat festgestellt werden. Von den 25

Patientinnen mit positivem IHC HER-2/neu Status waren 21 Patientinnen verstorben

und 4 Patientinnen Uberlebten. Von der Patientengruppe mit negativem IHC HER-
2/neu Status (n=64) lberlebten 17 und 47 verstarben (s. Tabelle 25).

IHC HER-2/neu Gesamtzahl
positiv (%) negativ (%)
lebend (%) 4(19.0) 17 (81.0) 21
verstorben (%) 21 (30.9) 47 (69.1) 68

Tabelle 25. Korrelation des Gesamtiiberlebens mit dem immunhistochemisch bestimmten HER-2/neu

Status. p =.29

4.5.3.1c. Gesamtiberleben der Patientinnen in Abhangigkeit von der mittels FISH

bestimmten HER-2/neu Genamplifikation
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Abbildung 19. Kaplan-Meier Kurven fir das Gesamtlberleben der Patientinnen
in Abhangigkeit vom FISH HER-2/neu Nachweis. Log Rank p = .38

Abbildung 19 zeigt die Kaplan-Meier Kurven flir das Gesamtlberleben in
Abhéangigkeit von der mittels FISH bestimmten HER-2/neu Genamplifikation. Es
konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Patientenkollektiven
bei einem positiven und negativen FISH HER-2/neu Nachweis (mediane
Gesamtiberlebenszeit 31 Monate {23-39 Cl 95%}) festgestellt werden, p = 0.38 Log
Rank Test. Von den 68 Patientinnen, die an der Ovarialkarzinomerkrankung
gestorben sind, wurde bei 8 (11,8 %) eine positive mittels FISH bestimmte HER-
2/neu Genamplifkationsrate nachgewiesen. Von den 21 noch lebenden Patientinnen
war 1 (4,8%) FISH HER-2/neu positiv.

Keine Korrelation fand sich auch zwischen der HER-2/neu Genamplifikation und dem
Gesamtlberleben. In der Gruppe der FISH HER-2/neu positiven Patientinnen (N=9)
verstarben 8 der Patientinnen. In der Gruppe der FISH HER-2/neu negativen
Patientinnen (N=80) verstarben 60 Patientinnen. (Tabelle 26).

FISH HER-2/neu Gesamtzahl
positiv (%) negativ (%)
lebend (%) 1(4.8) 20 (95.2) 21
verstorben (%) 8(11.8) 60 (88.2) 68

Tabelle 26. Korrelation des Gesamtiiberlebens mit dem mittels FISH bestimmten HER-2/neu Status.
p=.35

4.5.3.1d. Gesamtlberleben der Patientinnen in Abhéngigkeit von den klassischen
prognostischen Faktoren

Die univariate Analyse der Ergebnisse wies eine statistisch signifikante Assoziation
zwischen der Gesamtiliberlebenszeit und klassischen prognostischen Faktoren nach,
wie fortgeschrittenes FIGO-Stadium, Lymphknotenbefall, hohes Grading, makro-
skopischer Tumorrest, die Anwesenheit von Aszites und Peritonealkarzinose (s.
Abbildung 8 und 9). Keine signifikante Korrelation konnte zwischen den Patienten-
kollektiven mit beziehungsweise ohne Lymphangiose und Hamangiose festgestellt
werden (s. Tabelle 27).
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Variable Log Rank p
FIGO Stadium (n = 88) .006
I/ 1vs NI/ IV
Nodalstatus (n = 38) .016
pNo vs pN;
Grading (n = 84) .005
G1/Gzvs Gs
Tumorrest (n = 62) <.001
mikro- vs makroskopisch
Aszites (n = 89) .01
ja/ nein
Peritonealkarzinose (n = 88) .001
ja/nein
Lymphangiose (n = 87) .95
ja/nein
Hamangiose (n = 89) .52
ja/nein
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Tabelle 27. Univariate Analyse nach Kaplan-Meier fiir das Gesamtiberleben der

Patientinnen in Abhangigkeit von einigen klassischen prognostischen Faktoren
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Abbildung 20. Kaplan-Meier Kurven fir das Gesamtlberleben der Patientinnen in
Abhangigkeit vom FIGO-Stadium. Log Rank p = .006
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Abbildung 21. Kaplan-Meier Kurven fiir das Gesamtlberleben der Patientinnen in

Abhéangigkeit von der Anwesenheit einer Peritonealkarzinose. Log Rank p = .001

Die Analyse der Patientinnen im Bezug auf das Gesamtlberleben und die
verschiedenen prognostischen Faktoren zum Zeitpunkt der Primardiagnose ergaben:
60 Patientinnen (88,2%) von 68 an der Ovarialkarzinomerkrankung gestorbenen
Patientinnen hatten ein fortgeschrittenes FIGO-Stadium, beziehungsweise 18
(78,3%) von 23 hatten einen Lymphknotenbefall, 39 (86,7%) von 45 hatten ein hohes
Grading, 22 (91,7%) von 24 hatten einen makroskopischen Tumorrest, 46 (86,8%)
von 53 hatten Aszites, 63 (85,1%) von 74 hatten eine Peritonealkarzinose, 8 (80,0%)
von 10 hatten eine Hamangiose und 20 (74,1%) von 27 hatten eine Lymphangiose.
Bei der Primardiagnose hatten 13 Patientinnen (61,9%) von 21 noch lebenden
Patientinnen ein fortgeschrittenes FIGO-Stadium, beziehungsweise 5 (21,7%) von 23
einen Lymphknotenbefall, 6 (13,3%) von 45 ein hohes Grading, 7 (13,2%) von 53
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Aszites, 11 (14,9%) von 74 hatten eine Peritonealkarzinose, 5 (50,0%) von 10 eine
Hamangiose und 7 (25,9%) von 27 hatten eine Lymphangiose. Von den
Patientinnen, die bei der Primardiagnose einen makroskopischen Tumorrest hatten,

sind alle verstorben.
4.5.3.2. Multivariate Analyse fir das Gesamtiiberleben der Patientinnen

In der multivariaten Analyse zeigte sich, dass die klassischen Prognoseparameter,
Grading (p = .025), postoperativer Tumorrest (p = .007) und Peritonealkarzinose (p =
.010) als unabhangige Prognosefaktoren fir das Gesamtiiberleben stehen (s.
Tabelle 28).

95 % CI**

Variable Patientenzahl RR* Untere | Obere p***
FIGO Stadium
[ /1lvs NI/ IV 15/ 88 vs 73/ 88 0.774 0.189 3.175 0.722
Lymphknotenmetastasen
pNo vs pN; 15/ 38 vs 23/ 38 0.972 0.189 4.991 0.973
Grading
Gy /Govs G3 /Gy 39/ 84 vs 45/ 84 2.035 1.092 3.793 0.025
Postoperativer Tumorrest
mikro- vs makroskopisch 38/ 62 vs 24/ 62 2438 1282 4637 0.007
Aszites
nein; ja 36/ 89; 53/ 89 2.336 0.719 7.588 0.158
Peritonealkarzinose
nein; ja 14/ 88; 74/ 88 6.740 1567 28.997 0.010
Lymphangiose
nein; ja 60/ 87; 27/ 87 0.392 0.106 1.444 0.159
Hamangiose
nein; ja 79/ 89; 10/ 89 14.441 0.318 656.461 [0.170
Knochenmarkstatus
CK neg; CK pos 70/ 89; 19/ 89 0.377 0.066 2.164 0.274
HER-2/neu IHC
neg; pos 64/ 89; 25/ 89 0.972 0.295 3.198 0.963
HER-2/neu FISH
neg; pos 80/ 89; 9/ 89 0.490 0.023 10.244 |0.646

* - Relatives Risiko; ** - Konfidenzintervall; *** - Cox Regression

Tabelle 28. Multivariate Analyse fir das Gesamtlberleben der Patientinnen. Bei dieser Analyse stellte
sich heraus, dass der Knochenmark- und HER-2/neu-Status nicht als unabhangige Prognosefaktoren fur

das Gesamtlberleben stehen. 100
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5. Diskussion

Die Ermittlung von molekularbiologischen Faktoren, die mit dem Ovarialkarzinom
assoziiert sind, kann fur die Beurteilung der Prognose und die Wahl der optimalen
Therapie der Patienten sehr hilfreich sein. In dieser Arbeit wurde die prognostische
Bedeutung der Disseminierung von Tumorzellen ins Knochenmark und der HER-
2/neu Proteinexpressions- und Genamplifikationsrate in Ovarialkarzinomzellen

untersucht.

5.1. Nachweis disseminierter Tumorzellen zum Zeitpunkt der
Primardiagnose des Ovarialkarzinoms

Dem Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark kommt eine
zunehmende klinische Bedeutung zu, da als Hauptursache fir eine folgende
Fernmetastasierung die hamatogene Streuung einzelner Tumorzellen angesehen
wird [214]. Deshalb wurde in dieser Arbeit die Disseminierung von Tumorzellen ins
Knochenmark vor dem Auftreten von manifesten Fernmetastasen und Rezidiven
untersucht.

Zahlreiche Studien, die Patienten mit oder ohne Nachweis eines manifesten Tumors
erfassen zeigten, dass monoklonale Antikdrper gegen Cytokeratine (wesentliche
Bestandteile des Epithelzytoskeletts) als empfindliche und spezifische Parameter flr
den Nachweis von einzelnen Tumorzellen im Knochenmark dienen kénnen [137,
208]. Da die Ovarialkarzinomzellen unter anderem die haufigsten Keratine des
Menschen (CK8, CK18, CK19) exprimieren, haben wir den monoklonalen Antikérper
A45-B/B3, der gegen diese Cytokeratine gerichtet ist, flr die Identifikation von
Ovarialtumorzellen im Knochenmark verwendet [215].

Um eine hohe Vergleichsprazision gewahrleisten zu kénnen, wurden etablierte
Immuntests benutzt, die eng an die aktuellen Empfehlungen der Kommission flr
Tumorzellnachweis der internationalen Gesellschaft fir Hamatotherapie und
Transplantationstechnik (Tumor Cell Detection Committee of the International Society
of Hematotherapie and Graft Engineering) angelehnt sind [215].

In dieser Arbeit wurden bei 19 (21,3 %) von 89 der Patientinnen disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark gefunden. Dieser Prozentanteil unterscheidet sich von

den Angaben in der Literatur. Braun et al. [136] detektierten bei 30 %, Ross et al.
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[216] bei 43 % und Cain et al. [217] bei 23 % und Fehm et al. [218] bei 36 % der
Patientinnen Tumorzellen im Knochenmark. Hierbei muss jedoch darauf hingewiesen
werden, dass der Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark in zwei
der genannten Arbeiten mit unterschiedlichen Antikérpern durchgefihrt wurde.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen keine Korrelation zwischen dem
Knochenmarkstatus und den konventionellen Prognoseparametern, wie FIGO-
Stadium, Grading, postoperativem Tumorrest, Aszites, Peritonealkarzinose,
Hamangiose und Lymphangiose. Es stellte sich sogar heraus, dass der Prozentsatz
der Patientinnen mit CK positiven Zellen im Knochenmark und ohne
Lymphknotenmetastasen (46,7 %) signifikant héher war (p = 0,02) als jener von
Patientinnen mit CK positiven Zellen im Knochenmark und Lymphknotenmetastasen
(13,0 %) zum Zeitpunkt der Primardiagnose.

Es wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von
disseminierten Tumorzellen im Knochenmark und der mittels IHC und FISH
bestimmten HER-2/neu Positivitdt in den Ovarialkarzinomzellen gefunden. Die
prognostische Bedeutung dieser Faktoren ist umstritten und wurde deshalb in dieser
Arbeit erforscht.

Auch in drei anderen Studien wurde keine signifikante Assoziation eines positiven
Knochenmarkstatus mit einer schlechteren Prognose fir Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom beschrieben [216-218]. In einer dieser Studien wurden 22
Patientinnen mit Ovarialkarzinomen Uberwiegend Stadium FIGO Il und IV
untersucht, nachdem sie mindestens einen Zyklus Induktionschemotherapie
abgeschlossen und bevor sie eine Hochdosischemotherapie begonnen hatten [217].
Die Teilnehmerinnen der zweiten Studie waren ebenfalls Patientinnen (n = 42) mit
Tumoren Stadium FIGO IlI/IV oder mit Rezidiv [218]. In dieser Studie wurde die
Prognose der Patientinnen durch das lokal fortgeschrittene Karzinom bestimmt, so
dass der Knochenmarkstatus keinen statistisch signifikanten Einfluss mehr auf die
Prognose ausliben konnte. Somit scheint der limitierende Effekt der Fernmetastasen
maskiert zu werden.

Im Jahr 2001 wurde eine umfangreiche Studie der Universitats-Frauenklinik
MaistraBe der LMU Miinchen gemeinsam mit der Universitats-Frauenklinik Hamburg-
Eppendorf publiziert [136]. Diese Studie untersuchte 108 Patientinnen mit primarem
Ovarialkarzinom im Stadium FIGO I-1ll. Bei 32 Patientinnen (30%) wurden Tumor-
zellen im Knochenmark gefunden. Der Nachweis von CK positiven Zellen zeigte
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keinen Bezug zu den bewahrten Risikoparametern, bis auf den niedrigen
histologischen Differenzierungsgrad des Prim&rtumors. Die Datenlage konnte im Jahr
2007 durch eine weitere Studie der Universitats-Frauenklinik MaistraBe der LMU
Muinchen erganzt werden, die eine signifikante Korrelation zwischen der
Anwesenheit von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark und einem klrzeren
metastasenfreien Uberleben zeigt [219].

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist das Auftreten von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark mit dem Auftreten von Rezidiven (Log Rank p = 0,52),
Fernmetastasen (Log Rank p = 0,87) oder tumorassoziiertem Tod der Patientinnen
(Log Rank p = 0,81) nicht signifikant vergesellschaftet. Von den 24 Patientinnen mit
Metastasen, hatten 5 (20,8%) disseminierte Tumorzellen im Knochenmark. Von den
65 metastasenfreien Patientinnen hatten 14 (21,5%) einen positiven Knochen-
markbefund. 5 von 19 KM positiven Patientinnen (26,3%) entwickelten Fern-
metastasen, aber nur 19 von 70 KM negativen Patientinnen (27,1 %).

Dies bestétigt die Ergebnisse von Braun et al. [136], die wahrend einer
Nachbeobachtungszeit von 45 Monaten fanden, dass die Anwesenheit von
disseminierten Tumorzellen im Knochenmark mit dem Auftreten von extra-
peritonealen (vorwiegend auBerhalb des Skeletts) Fernmetastasen (Log Rank p <
0,0001) und einer Kklrzeren Gesamtiberlebenszeit aufgrund der Ovarial-
karzinomerkrankung (Log Rank p = 0,01) signifikant korreliert. In der multivariaten
Analyse der metastasenfreien Uberlebenszeit bestatigte sich der Nachweis von
disseminierten Tumorzellen im Knochenmark als unabhangiger prognostischer

Parameter.

Die zum Teil bestehende Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit und der Publikation von Braun et al. [136] im Journal of Clinical Oncology,
sowie der anderen drei zitierten Studien von Ross et al. [216] und Cain et al. [217]
und Fehm et al. [218] kdnnte durch eine Reihe von Unterschieden in der Methodik
und Auswertung erklart werden. Durch die Untersuchung der Prim&rtumore auf HER-
2/neu ist es gegentber dem Kollektiv von Braun et al. zu einer Patientinnenselektion
gekommen, da nicht alle Prim&rtumore fir die immunhistochemische Untersuchung
zur Verfigung standen. Zum Teil ging Tumorgewebe verloren, da das Anfertigen
neuer Schnitte aus den alten Paraffinblécken nicht méglich war, andererseits wurden

Primartumorschnitte durch den Andauungsprozess zerstort.
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Des Weiteren lagen nicht fir alle Patientinnen in dieser Arbeit die
Tumorcharakteristika vor, was zu einer unzureichenden Patientenanzahl zur
Bestimmung der Korrelation mit diesen Faktoren fuhrt.

Die mittlere Nachbeobachtungszeit der Patientinnen in dieser Arbeit (62,5 Monate)
ist langer als die in der Studie von Braun et al. (45 Monate). Da die Prognose flir die
Patientinnen mit Ovarialkarzinom insgesamt schlecht ist (5-Jahretiberlebensrate 30-
40%) [220], kénnte vermutet werden, dass mit zunehmender Nachbeobachtungszeit
die prognostische Relevanz der untersuchten Faktoren (z. B. hier die Anwesenheit
von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark) niedriger wird. Die meisten
Patientinnen mit Ovarialkarzinom versterben an lokoregiondren Komplikationen, wie
lleus, Aszites, oder Tumorkachexie, so dass eine Fernmetastasierung klinisch haufig
okkult bleibt und nicht zum Tod der Patientin fihrt. Dementsprechend sind auch der
postoperative Tumorrest, Aszites oder Peritonealkarzinose weiterhin die wichtigsten
Prognosefaktoren fir das Outcome der Patientinnen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit, die keine signifikante prognostische Relevanz der
disseminierten Tumorzellen im Knochenmark von Ovarialkarzinompatientinnen
zeigen, sind deshalb unter Bertcksichtigung der oben beschriebenen Stérfaktoren zu

interpretieren.

5.2. HER-2/neu

5.2.1. Her-2/neu Proteinexpression

Die HER-2/neu Proteinexpressionsrate von 2+ und 3+ in der vorliegenden Arbeit
betrug 27,8 %. Diese Zahlen stimmen mit den in der Literatur beschriebenen
Ergebnissen Uberein.

Nach aktuellen Richtlinien zur Bestimmung der Proteinexpression beim
Mammakarzinom wird mittlerweile eine HER-2/neu Proteinliberexpression nur noch
als IHC 3+ definiert [221]. Da fur die Beurteilung der HER-2/neu Expression beim
Ovarialkarzinom bislang jedoch keine solchen Richtlinien existieren, wurden in der
vorliegenden Arbeit IHC Ergebnisse von 2+ und 3+, als positiv gewertet.

Die Uberexpression von HER-2/neu wurde in den meisten Studien bei

Mammakarzinomen erforscht. In 15-30% der primaren Mammakarzinome wurde eine
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Uberexpression von HER-2/neu beobachtet [45, 221-223] und war mit aggressivem
Potential und schlechter Prognose assoziiert [45, 222, 224-227].

Im Gegensatz zum Mammakarzinom liegen bis heute weniger Angaben Uber das
HER-2/neu Uberexpressionsmodell im Ovarialkarzinom vor. Dariiber hinaus sind die
vorhandenen Daten widersprichlich und basieren oft auf kleinen Patientenstich-
proben. In den verschiedenen Studien wurden unterschiedliche Farbungen und
Auswertungsprogramme verwendet. Die Uberexpressionsrate von HER-2/neu
schwankt in den verschiedenen Studien in einem weiten Bereich zwischen 0% und
30% [3, 45, 170, 196, 228-236]. Mehrere Studien zeigten zu der Zeit der priméaren
Diagnose von Epithelovarialkarzinomen, nach Platinhaltiger Chemotherapie, sowie
beim Rezidiv einen niedrigen Grad der HER-2/neu Uberexpression zwischen 2% und
11% [228]. Aktuell publizierte Studien aus Frankreich (320 Patientinnen) [237] und
Danemark (160 Patientinnen) [238] fanden eine IHC HER-2/neu Proteinexpression
von 2+ und 3+ in 12,8%, beziehungsweise 11,3% der Ovarialkarzinome.

Die Expression des HER-2/neu Rezeptors wird immunhistochemisch erfasst.
Mehrere Antikdrper erkennen spezifisch das HER-2/neu-Protein [239-242]. Benutzt
werden monoklonale Antikérper wie 9G6 (Oncogene Science, Calbiochem-
Novabiochem, Deutschland), 3B5 (Oncogene Science, Calbiochem-Novabiochem,
Deutschland), CB11 (Novocastra, Newcastle, United Kingdom), TAB 250 (Digest All;
Zymed Lab Inc, South San Francisco, CA), GSF-HER2 (Dr. Lindhofer, Institut flr
Immunologie der GSF, Minchen, Deutschland) und polyklonale Antikérper wie
A8010 (Oncor), A0485 (DACO, Glostrup, Danemark), Hercep-Antikérper (DACO,
Glostrup, Danemark). Um widerspriichliche Ergebnisse zwischen den verschiedenen
Laboratorien zu vermeiden, wird die Verwendung von HerceptTest empfohlen, der
1997 von FDA als diagnostischer Standardkit flr den immunhistologischen Nachweis
von HER-2/neu, in Kombination mit zugehdérigen Kontrollen, anerkannt wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde die HER-2/neu Proteinfarbung mit dem FDA-
zugelassenen HerceptTest (Hersteller Firma DAKO in Zusammenarbeit mit
Genentech), der auf polyklonalen Anti-HER-2/neu-Antikdrpern basiert, auf Paraffin-
schnitten von formalinfixiertem Tumorgewebe durchgefihrt. Der Grad der immun-
histochemischen HER-2/neu Rezeptorfarbung wurde durch einen erfahrenen

Pathologen ausgewertet.
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Eine HER-2/neu IHC 2+/3+ Proteinexpression fand sich ohne einen signifikanten
Unterschied in allen FIGO-Stadien (p = 0,16), bei gut- und schlecht differenzierten
Tumoren (p = 0,30) und korrelierte nicht mit Patienten- und Tumorcharakteristika wie
Lymphknotenmetastasen (p = 0,80), Tumorrest (p = 0,89), Aszites (p = 0,67),
Peritonealkarzinose (p = 0,51), Lymphangiose (p = 0,78) und Hamangiose (p = 0,37).
Widerspruchlich sind die Studienergebnisse, die den Zusammenhang zwischen
HER-2/neu Uberexpression und FIGO-Stadien, Tumorhistologie, Tumorgrading etc.
in Ovarialkarzinomen beschreiben. Manche Forschungskollektive fanden eine héhere
HER-2/neu Uberexpressionsrate in den Zellen bei fortgeschrittenen FIGO-Stadien [4,
170]. Diese Korrelation aber ist von anderen Studien, so wie in der vorliegenden
Arbeit, in Frage gestellt worden [3, 62, 81, 147]. Die Untersuchungen von Felip et al.
[143] zeigten, dass Ovarialkarzinome mit einer hoéheren HER-2/neu Uber-
expressionsrate haufiger ein FIGO-Stadium 1lI/IV (p = 0,057), so wie einen Tumorrest
> 2cm (p = 0,01) hatten und nicht auf Chemotherapie ansprachen (p = 0,0043).
Meden et al. [145] fanden, dass die HER-2/neu-Uberexpression einen statistisch
signifikanten negativen prognostischen Effekt bei Patientinnen in frilhen Stadien
eines Ovarialkarzinoms hat, aber Leeson et al. [244] und Tomic et al. [245] stellten
mit ihren Studienergebnissen das Gegenteil fest.

Riener et al. [170] berichten in ihrer multizentrischen Studie, dass die HER-2/neu-
Uberexpression bei Frauen mit fortgeschrittenen Ovarialkarzinomstadien selten ist
und keine zusatzliche prognostische Information zu den bewahrten Klinisch-
pathologischen Parametern liefert.

Die immunhistochemische Analyse von Skirnisdottir et al. [62], der ,MALOVA®
Ovarialkarzinomstudie [3], Tanabe et al. [147] und Riener et al. [170] zeigten
auBerdem keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der HER-2/neu Expression
und dem Tumorgrad, dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen, der Residual-
tumorgréBe und dem Alter der Patientinnen. Leng et al. untersuchten die Tumor-
schnitte von 28 Patientinnen mit einem endometroiden Ovarialkarzinom und stellten
fest, dass die HER-2/neu Uberexpressionsrate hdher war bei Patientinnen mit einem
fortgeschrittenen FIGO-Stadium und einem Resttumor nach Initialoperation.
Eltabbach et al. [245] und Heinrich et al. [246] beobachteten, dass HER-2/neu bei
Borderline Tumoren h&ufiger in den fortgeschrittenen Stadien Uberexprimiert war und

somit eine prognostische Aussage zur Tumorprogression zu haben scheint.
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Fir Kupryjanczuk et al. [247] spielt der p53-Status eine wichtige Rolle bei der
Bestimmung der prognostischen Bedeutung der HER-2/neu-Uberexpression. Sie
berichten von einem hdéheren Rezidivrisiko, einem schlechteren Ansprechen auf
Chemotherapie und damit einer kiirzeren Uberlebenszeit fiir Patientinnen mit HER-
2/neu Uberexpremierten Ovarialkarzinomen bei Vorhandensein von p53-Mutationen.
Beim Erforschen der prediktiven Rolle von HER-2/neu und der Cyclooxygenase 2 in
der Prognose der Ovarialkarzinome konnten aktuell Steffensen et al. [238] eine
signifikante Korrelation zwischen der HER-2/neu Uberexpression und dem FIGO-
Stadium, dem Tumorgrad und dem histopathologischen Tumortyp feststellen.

In der vorliegenden Arbeit waren 84 % der Ovarialkarzinome mit einer HER-2/neu
IHC 2+/3+ Proteinexpression serds-papillar, 8% Adenokarzinome ohne weitere
Histologieangaben und 4 % Klarzellkarzinome. Weitere Angaben zum Zusammen-
hang zwischen dem immunhistochemisch nachgewiesenen HER-2/neu Status und
dem Histologietypus des Ovarialkarzinoms sind in der Literatur zu finden. Wu et al.
[248] fanden selten eine HER-2/neu Amplifikation und Uberexpression in
Ovarialkarzinomen verschiedener Histologietypen in friihen Stadien. Am hdéchsten
waren sie in den serésen Tumoren. Eine hohe HER-2/neu Uberexpressionsrate in
serdsen Ovarialkarzinomen haben auch Skirnisdottir et al. [62] und Hogdall et al. [3]
beschrieben.

Keine Verbindung zwischen HER-2/neu Uberexpression und Histologietyp des
Ovarialkarzinoms fanden Tanabe et al. [147], Hogdall et al. [3], sowie Riener et al.
[170]. Iwamoto et al. [249] und Skirnisdottir et al. [62] beschreiben eine niedrige und
Wu et al. [248] keine HER-2/neu Uberexpression im Klarzellkarzinom des Ovars. Im
Gegensatz dazu berichtet die ,MALOVA*" Ovarialkarzinomstudie [3] Gber hohe HER-
2/neu Expressionsraten in Klarzellkarzinomen. Der Grund fur diese Unterschiede ist
nicht bekannt. In muzindsen Ovarialkarzinomen zeigten die Ergebnisse von
Ferrandina et al. [250] keine HER-2/neu Uberexpression, im Gegensatz zu zwei
anderen Forschungsgruppen, die eine hohe Expressionsrate dieses Proteins im
selben Tumortyp schilderten [3] und [62]. Reine primar muzinése Ovarialtumoren
sind jedoch wesentlich weniger haufig. Die meisten von diesen stellen
Fernmetastasen anderer Tumoren dar [251]. Es ist mdglich, dass die muzindsen
Tumoren eine Mischung von Karzinomen ovarialen Ursprungs und Metastasen

waren. Dies kénnte zu den diskrepanten Ergebnissen gefihrt haben.
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Wang et al. [252] und Gao et al. [253] haben Uber eine niedrige HER-2/neu
Uberexpression in Borderline Ovarialtumoren berichtet.
Eine hdhere HER-2/neu Uberexpressionsrate zeigen auch aus malignem Aszites

gewonnene Ovarialkarzinomzellen [231].

In der vorliegenden Arbeit lieB sich zeigen, dass die Patientinnen mit einer HER-
2/neu Rezeptorpositivitat signifikant haufiger Rezidive bekamen (Log Rank p = 0,02).
Die IHC 2+/3+ Expression von HER-2/neu hatte aber keinen Einfluss auf die
Entwicklung von Metastasen (Log Rank p = 0,66) und auf das Gesamtlberleben
(Log Rank p = 0,32) der Ovarialkarznompatientinnen. In der multivariaten Analyse
erwies sich die HER-2/neu Positivitat als ein unabhangiger prognostischer Faktor fur
das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen (p = 0,001).

In den letzten Jahren haben eine Reihe von Untersuchungen die prognostische
Relevanz der HER-2/neu Proteiniberexpression in  Ovarialkarzinomzellen
nachgewiesen. Berchuck et al. [144] fanden in ihrer Studie von 73 Ovarial-
karzinompatientinnen (mittels immunhistochemischer Technik an frisch gefrorenem
Gewebe), dass die positive HER-2 Farbung signifikant (p = 0,001) mit einer kirzeren
Uberlebenszeit assoziiert war. Diese Assoziation wurde ebenfalls in den Studien von
Slamon et al. [45] flr 72 Patientinnen mit epithelialen Ovarialtumoren, Leng et al.
[142], sowie Felip et al. [143] beschrieben.

Weitere zwei Studien aus Danemark und Frankreich fanden, dass HER-2/neu in
13%, beziehungsweise 16% der Ovarialkarzinome Uberexprimiert war und positiv mit
der erkrankungsfreien und der Gesamtiiberlebenszeit korreliert [3, 235]. Ahnlich
berichteten Kacinski et al. [254], dass ein groBer Teil der Ovarial-
karzinompatientinnen, deren Tumore eine starke Membrananfarbung fur HER-2/neu
zeigten, innerhalb von 3 - 4 Jahren Rezidive erlitten. Diese Assoziation von der
HER2/neu Uberexpression mit einer biologischen Aggressivitat (Rezidive,
Metastasen) des Ovarialkarzinoms wurde auch von Gao et al. [253] beschrieben.

Im Gegensatz dazu fanden Arbeitsgruppen wie Rubin et al. [229, 230], van der Zee
et al. [255], Scambia et al. [256], Ross et al. [257], Medl et al. [258], Singleton et al.
[259], Skirnisdottir et al. [62], Mano et al. [260], Frutuoso et al. [261], Young et al.
[262], Ferrandina et al. [263] sowie die neu publizierte Studie von Riener et al. [170],
dass die HER-2/neu- Uberexpression und/oder Amplifikation keinen préadiktiven Wert
fiir die Uberlebenzeit der Patientinnen mit Ovarialkarzinom darstellt.
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Nach Haldane et al. [264] ist die HER-2/neu Uberexpression sogar positiv mit einem
langeren Uberleben korreliert.

Fajac et al. [146] und Tanner et al. [265] berichten von einer Korrelation zwischen
der HER-2/neu Uberexpression und der Uberlebenszeit in der univariaten, aber nicht
in der multivariaten Analyse. Hogdal et al. [3] konnten die prognostische Relevanz
einer HER-2/neu Uberexpression in den beiden Analysen nachweisen. Im Gegensatz
dazu fanden die Studien von Hornung et al. [99] sowohl in den uni- als auch in den
multivariaten Analysen keine Korrelation zwischen den oben beschriebenen
Faktoren.

Bei der Beurteilung des prognostischen Effekts von HER-2/neu mittels univariater
Analyse fanden Nielsen et al. [266], dass eine Uberexpression bei epithelialen
Ovarialtumoren mit einer signifikant erhdhten Uberlebensrate verbunden ist. In
derselben Analyse bestand fir die Borderline Tumoren keine Korrelation der HER-
2/neu Uberexpression mit der Uberlebenszeit. Die multivariate Analyse zeigte, dass
HER-2/neu in epithelialen Ovarialtumoren das Mortalitatsrisiko abhangig vom
Tumorgrad signifikant erhdht, und in Borderline Tumoren die Prognose abhangig
vom Alter verbessert.

Jedoch lieferten auch zwei Studien aus dem Jahre 2007 widersprichliche
Ergebnisse: Tuefferd et al. [237] fanden keine prognostische Bedeutung der HER-
2/neu Expression (bestimmt mittels IHC) bezlglich des progressionsfreien und des
Gesamtlberlebens und Steffensen et al. [238] stellten eine signifikant langere
Uberlebeszeit fiir Patientinnen mit negativem immunhistochemischen Status fir
HER-2/neu (IHC 0) fest. Allerdings zeigte sich in der zuletzt genannten Studie kein
ersichtlicher Unterschied im Bezug auf das Uberleben unter den Patientinnen mit
HER-2/neu IHC 1+, IHC 2+ und IHC 3+.

Die Grlinde fir die Unterschiede des prognostischen Werts von HER-2/neu in der
vorliegenden Arbeit und in den verschiedenen Studien liegen zum Teil darin, dass
unterschiedliche Methoden zur Bestimmung benutzt wurden. Andere wichtige
Faktoren sind die Variationen in den histologischen Subtypen, die unterschiedlichen
Therapiemodalitaten, das Alter und das Stadium bei Diagnosestellung, die Dauer des
Follow-up und die verschiedenen zusatzlichen Prognosefaktoren, die in den
multivariaten Modellen analysiert wurden [269, 270]. Ein weiterer wichtiger Grund flr

die unterschiedlichen Ergebnisse liegt darin, dass in der vorliegenden Dissertation
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eine immunhistochemische HER-2/neu Farbung von 2+ und 3+ und in aktuelleren
Arbeiten nur von 3+ als HER-2/neu Proteiniberexpression bewertet wurde.

Wiirde man die neuen Leitlinien zur Bestimmung einer HER-2/neu Uberexpression,
wie sie fir das Mammakarzinom erarbeitet wurden, flr die vorliegende Arbeit
anwenden, wiirde sich die HER-2/neu Uberexpressionsrate auf 6,7% verringern.
Desweiteren lieBe sich keine signifikante Korrelation mit dem rezidivireien Uberleben

nachweisen.
5.2.2. HER-2/neu Genamplifikation

In dieser Arbeit wurde eine HER-2/neu Genamplifikationsrate > 2 bei 9 (10,1 %) von
89 Patientinnen mittels FISH ermittelt. Im Vergleich zu mehreren Studien befindet
sich diese Prozentzahl im Variationsbereich. In der bisherigen Literatur variiert der
Anteil der durch FISH ermittelten erbB-2 Amplifikationsrate bei Ovarialtumoren
zwischen 6 % und 35 % [140, 141, 236-238, 257, 262, 269]. Die durch andere
Methoden als FISH bestimmten erbB-2 Amplifikationsraten (z. B. Southern blotting,
quantitative/ Differential- PCR (=engl. Polymerase Chain Reaction), schwanken
zwischen 20 % und 30 % [45, 270-272]. Ein direkter Vergleich dieser Ergebnisse ist
schwierig, nicht nur wegen der unterschiedlichen Methoden, sondern auch wegen
der unterschiedlichen Definition der Amplifikationsrate.

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung hat sich als eine gute Methode zur
Bestimmung der erbB-2 Genamplifikation erwiesen [273]. Die PCR hat z.B. den
Nachteil, unter dem Verdinnungseffekt nichtneoplastischer Komponenten im
Gewebe zu leiden und bendtigt haufig eine Mikrodissektion der Tumorzellen fiir die
akkurate Analyse [274]. Fir die FISH-Methode wurden auch verschiedene Kits
entwickelt, von denen die von der FDA (Food and Drug Administration, USA)
anerkannten zu empfehlen sind. Hauptsachlich kann die FISH an isolierten
Zellkkernen von in Paraffin eingebetteten Proben oder an Gewebeschnitten
durchgefihrt werden. Die Ergebnisse dieser zwei Techniken erwiesen sich als
Ubereinstimmend [275]. Vorherige Studien haben die Genamplifikation an zyto-
logischen Praparaten [276-278], sowie an in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten
[279-281] untersucht.

Die HER-2/neu Genamplifikationsrate in der vorliegenden Arbeit wurde mittels FISH
an in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten bestimmt. Das daflir verwendete
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standartisierte PathVysionTM HER-2/neu DNA Sonden-Kit der Firma Vysis wurde
von der FDA zur Untersuchung des HER-2/neu Genstatus bei Ovarial- und
Brustkarzinomen freigegeben. Es basiert auf der Dual-color-FISH-Technik mit zwei
verschiedenfarbig markierten Sonden zur Detektion zweier Chromosomenabschnitte.
Dies ermdglicht die gleichzeitige Bestimmung der Anzahl der HER-2/neu Genkopien
und der Anzahl des Chromosoms 17 mittels Centromeranfarbung durch Auszéhlen
der fluoreszierenden Sondensignale. Eine HER-2/neu Genamplifikation liegt hier bei
einem HER-2/neu / CEP 17-Ratio = 2 vor, wobei Ergebnisse zwischen 1,8 und 2,2
mit Vorsicht zu interpretieren sind [282, 283].

Eine erhéhte Zahl an HER-2/neu Genkopien zeigte in der vorliegenden Arbeit eine
signifikante Korrelation mit der bei der Primardiagnose nachgewiesenen Tumor-
zellinvasion der BlutgefaBe (p = 0,08). Es wurde keine Assoziation der HER-2/neu
Genamplifikation mit den anderen untersuchten Prognoseparametern gefunden,
wobei die Signifikanz fir die Korrelation mit der Lymphangiose (p = 0,09) als
Grenzwert interpretiert werden kann.

Ebenfalls zeigen aktuell publizierte Daten von Tuefferd et al. keine Korrelation
zwischen dem HER-2/neu Status in Ovarialtumoren und den klassischen
prognostischen Faktoren (Tumorstadium, Histologietyp, Tumorgrad, Aszites,
Debulking-Status, Alter) [237].

Die prognostische Bedeutung der HER-2/neu Genamplifikation in Ovarialtumoren
wurde in einer umfassenden Studie von Lassus et al. beschrieben [81]. In dieser
Studie wurde die HER-2/neu Genamplifikationsrate in den Gewebsschnitten von 401
Patientinnen mit ser6sen Ovarialkarzinomen mittels CISH (=engl. Chromogenic in
situ hybridisation) untersucht. Die CISH Methode wird als eine gute Alternative zur
FISH fir diesen Nachweis angesehen [284]. Eine erhdhte Zahl an HER-2/neu
Genkopien war mit einem hohen Grading (p < 0,0001), einem hohen Patientenalter
(p = 0,010) und einem groBen postoperativen Tumorrest (p = 0.014), nicht aber mit
dem FIGO-Stadium (p = 0,29) und dem Vorhandensein von Aszites (p = 0,19)
assoziiert. Afify et al. konnten bei der Analyse von 23 papillar-serésen
Ovarialtumoren eine signifikante (p = 0,036) Korrelation zwischen der mittels FISH
nachgewiesenen HER-2/neu Amplifikation und den FIGO-Stadien nachweisen. In der
Studie von Seki et al. [140] korrelierte der HER-2/neu Status mit bestimmten
Histologietypen, dem Grading und dem CA 125 Serumspiegel. Yang et al. [141]
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fanden mittels Southern blot Analyse eine starke Korrelation zwischen der HER-
2/neu Amplifikation und dem FIGO-Stadium (p = 0,026), dem Zelldifferenzierungs-
grad (p = 0,011) und der TumorrestgréBe (p < 0,001).

Die HER-2/neu Genamplifikationsrate in der vorliegenden Arbeit zeigte in der
univariaten Analyse keinen signifikanten Zusammenhang mit dem Auftreten von
Rezidiven (Log Rank p = 0,26) und mit der Uberlebensdauer (Log Rank p = 0,38) der
Ovarialkarzinompatientinnen. Signifikant kiirzer erwies sich die metastasenfreie Zeit
fir Patientinnen mit HER-2/neu-Gen amplifizierten Ovarialkarzinomen (p = 0,02).
Allerdings zeigte sich die HER-2/neu Genamplifikation nicht als unabhangiger
Prognostischer Faktor in den multivariaten Analysen.

In ihrer Studie fanden Lassus et al. [81] heraus, dass die Anzahl von HER-2/neu
Genkopien eine prognostische Bedeutung bei Patientinnen mit serdsen
Ovarialkarzinomen hat. Die erhéhte HER-2/neu Genkopienzahl war mit einem
schlechteren Therapieansprechen (p = 0,024), einer hdéheren Rezidivrate (p <
0,0001) und einer kiirzeren Uberlebenszeit (p < 0,0001) assoziiert. AuBerdem hing
eine unglnstigere Prognose von dem Grad der HER-2/neu Genamplifikation (3-5
versus 5 Genkopien) ab. In der multivariaten Analyse fir das Gesamtiberleben
erwies sich die HER-2/neu Genkopienanzahl als ein unabhangiger prognostischer
Faktor. Andere Studien haben ebenfalls den prognostischen Wert von der HER-
2/neu Genamplifikationsrate in Ovarialkarzinomen zusammen mit den Kklinisch-
pathologischen Tumorcharakteristika evaluiert. Die Studie von Fajac et al. [146], in
der 65 Ovarialkarzinome mittels Southern blot analysiert wurden und in 14 % davon
eine erhéhte HER-2/neu Genamplifikation nachgewiesen wurde, berichtete von einer
Assoziation der HER-2/neu Genamplifikation mit einer kiirzeren Uberlebenszeit in der
univariaten, nicht aber in der multivariaten Analyse. Ebenfalls auf einer Southern Blot
Analyse basieren die Ergebnisse von Yang et al. [141], die die HER-2/neu
Genamplifikation als einen unabhangigen prognostischen Parameter fir Patientinnen
mit einem priméaren epithelialen Ovarialkarzinom beschreiben. Die Publikation von
Med!| et al. [258], die bei 196 untersuchten Ovarialkarzinomen eine mittels PCR
bestimmte hohe HER-2/neu Amplifikationsfrequenz (40 %) beschrieben, fanden
keine Korrelation zwischen der HER-2/neu Genamplifikation und der Uberlebenszeit
der Patientinnen. Seki et al. [140] konnten keine Korrelation zwischen der HER-2/neu
Genamplifikation und der Uberlebenszeit der Patientinnen nachweisen.
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Der Unterschied zwischen den Ergebnissen dieser Arbeit und den beschriebenen
Studien liegt wahrscheinlich daran, dass sie sich in der Wahl der Patientenkollektive,
der Nachbeobachtungszeit, den Methoden und der Auswertung unterscheiden.
Aktuellere Verdffentlichungen, in denen die HER-2/neu Genamplifikation in
Ovarialkarzinomen, wie in der vorliegenden Arbeit, mittels FISH bestimmt wurde,
beschreiben ebenfalls keine signifikant langere Uberlebens- und/oder rezidivfreie Zeit
fir HER-2/neu negativen Patientinnen. Hier wurde eine Amplifikation allerdings
unterschiedlich definiert (mit einer HER-2/neu/CEP 17 — Ratio = 2 [239] oder 22,2
[237]). Zu beachten ist, dass nach aktuellen Richtlinien die HER-2/neu Gen-
amplifikation mit einem HER-2/neu/CEP 17 — Ratio = 2,2 im PathVysion™-Kit
definiert ist.

5.3. Korrelation der Ergebnisse der HER-2/neu Bestimmung mittels
IHC und FISH

Seit der Entdeckung des HER-2/neu Rezeptors wurde eine Vielzahl von Methoden
zum Nachweis dieses Proteins und seines Gens untersucht. Eine Bestimmung des
HER-2/neu-Status hat sich hinsichtlich seines Einflusses auf mégliche Therapien, vor

allem beim Mammakarzinom, als wichtig erwiesen.

Es gibt keine Methode zur Bestimmung von HER-2/neu, welche sich als ,Gold
Standard” etabliert hat. Anndhernd 20 % der derzeitig benutzten Tests sind ungenau
und fehlerhaft. Die ASCO (American Society of Clinical Oncology) und der CAP
(College of American Pathologists) haben Richtlinien entwickelt, welche die
Genauigkeit der HER-2/neu Bestimmung in invasiven Mammakarzinomen
verbessern sollten [221]. Nach Erkenntnissen der FDA (United States Food and Drug
Administration) werden auf IHC- und FISH-basierende Methoden flr die Prifung des
HER-2/neu Status beim Mammakarzinom angewendet. Ein positiver HER-2/neu Test
liegt dann vor, wenn entweder ein IHC Ergebnis der Proteintiberexpression von 3+
vorliegt (definiert als eine einheitlich starke Membranfarbung von mehr als 30 % der
Tumorzellen) oder eine mittels FISH nachgewiesene HER-2/neu Genamplifikation
mit einem Mittelwert von mehr als sechs Genkopien in einem Zellkern oder ein HER-
2/neu/CEP 17 — Ratio = 2,2. Zweifelhaft ist der IHC-HER-2/neu—Proteinexpressions-

status von 2+, so dass die entsprechenden Tumorproben zusatzlich auf das
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Vorhandensein einer Genamplifikation tberprift werden sollten (z. B. FISH). Eine
mittels FISH bestimmte HER-2/neu/CEP 17 Rate zwischen 1,8 und 2,2 ist ebenfalls
zweifelhaft. Empfohlen wird die Untersuchung von zusétzlichen Zellen oder die
erneute Durchflihrung des Tests. Ergibt sich dabei eine HER-2/neu/ CEP 17 Ratio
von = 2,0 sind diese Patientinnen fir eine Transtuzumab — Therapie geeignet.

Der Vergleich zwischen IHC und FISH in Brustkarzinomzellen zeigte eine sehr gute
Korrelation zwischen hohen HER-2/neu Uberexpressionsraten (3+) und einer
Genamplifikation. IHC Ergebnisse von 2+ zeigten jedoch in wenigen Fallen eine
Genamplifikation [275, 285-288].

Es ist relativ wenig (ber die HER-2/neu Amplifikation und Uberexpression in
Ovarialkarzinomen bekannt. Die klinische Signifikanz von einer HER-2/neu
Uberexpression/ Amplifikation ist bei dieser Tumorentitat immer noch umstritten und
die in Studien angewendeten Methoden zu deren Nachweis sind nicht standardisiert.
Hauptsachlich werden auch hier IHC und FISH verwendet, die in routinemaBig

fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben angewendet werden kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine starke Signifikanz (p < 0,001) zwischen dem
immunhistochemisch und dem mittels FISH bestimmten HER-2/neu Status
nachgewiesen. Nur 11 % von den IHC 2+ und 57 % von den IHC 3+ Tumoren
zeigten eine Genamplifikation im FISH Test. In der Literatur aber liefern die
Arbeitsgruppen unterschiedliche Ergebnisse bezlglich der Korrelation beider
Methoden. Lassus et al. [81], Vernimmen et al. [69] und zwei aktuellere Studien von
Steffensen et al. [238] und Tuefferd et al. [237] fanden eine hohe erbB-2
Amplifikationsrate in Ovarialkarzinomzellen mit hoher HER-2/neu Uberexpressions-
rate. Mano et al. [260], Fajac et al. [146], Morali et al. [289] und Bookman et al. [196]
fanden in Ovarialkarzinomen keinen Zusammenhang zwischen HER-2/neu
Amplifikation und Uberexpression, was zur Annahme filhrt, dass viele
Amplifikationsfélle nicht in einer Proteintberexpression resultieren und dass noch
andere Faktoren als die Genamplifikation die HER-2/neu Proteinexpression, als Teil

eines komplexen Regulationsprozesses, beeinflussen.

Der Mangel an Ubereinstimmung zwischen Amplifikation und Uberexpression in
manchen Studien kénnte an dem Gewebeblockalter und der Lagerungsdauer der
ungefarbten Schnitte vor dem immunhistochemischen Test [222, 248, 280, 290]
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liegen. Mano et al. [260] dagegen behaupten, dass das Blockalter keinen Einfluss auf
den Nachweis der biologischen Marker bei IHC oder FISH hat. ASCO und CAP
empfehlen dringend das Benutzen von standartisierten Betriebsverfahren um Fehler
beim Fixieren, Lagern, Bearbeiten von Gewebeschnitten zu vermeiden [221].

Obwohl IHC und FISH zwei von der FDA anerkannte Methoden zur Bestimmung der
HER-2/neu Expressions- und Amplifikationsrate sind, haben sie auch Nachteile.
Einige Autoren glauben, dass die alleinige IHC Bestimmung des HER-2/neu Status
weder mit klinischen und biologischen Parametern korreliert, noch mit dem durch
FISH erhaltenen HER-2/neu Status [286]. Haufig auftretende Probleme bei der
Immunhistochemie (IHC) sind 1) die Variabilitdt in den Antigenfixations- und
Wiederherstellungstechniken (Formalin fixiert vs. eingefroren vs. eingefroren und
dann Formalin fixiert) [45], 2) die Wahl des Primarantikdrpers, 3) die Signifikanz der
Kontrollfaroungen (Membran- vs. unspezifische Zytoplasmafarbungen), 4) die
subjektiven Schwankungen des Auswertungssystems, 5) die Wahl des HER-2/neu
Test-Kits, 6) eine unterschiedliche Dicke der Gewebeschnitte und andere [145]. Wu
et al. [248] meinen, dass die IHC Ergebnisse ihrer Studie die in Wahrheit vorliegende
HER-2/neu Expression héchstwahrscheinlich unterschatzen. Im Gegensatz dazu
behaupten Slamon et al. [45], dass der immunhistochemische Nachweis von HER-
2/neu technisch besser ist. Lebeau et al. [275] berichten sogar, dass
Brustkarzinomzellen ohne erbB2 Genamplifikation eine HER-2/neu Uberexpression
im HercepTest aufweisen, was madglicherweise an einer héheren Sensibilitat der
Hercep-Antikdrper auch bei geringer Uberexpression liegt.

Die Ergebnisse bei der FISH variieren mit der Verwendung von verschiedenen
Proben und Hybridisierungsbedingungen (Strenge des Waschvorgangs, Temperatur
bei Hybridisierung, Sequenz und Lange der Oligonukleotide, Bestandteile der
Markierung und andere).

Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen dieser Arbeit und den oben genannten
Studien zeigt, dass beide Methoden, IHC und FISH, notwendig sind um den HER-
2/neu Status in Brust- und Ovarialkarzinomen zu bestimmen. Da die Zeit flr die
technische Vorbereitung und flir die Ergebnisinterpretation, sowie die
Reagenzkosten wesentlich niedriger bei IHC im Vergleich zu FISH sind, sollte das
Konzept des HER-2/neu Positivitdt Nachweises (IHC als Primartest und FISH bei
zweifelhafter IHC Proteintiberexpression (2+)) fir Ovarialtumore ebenfalls gelten.
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5.4. Die klassischen prognostischen Faktoren fiir das

Ovarialkarzinom

Um die prognostische Bedeutung von HER-2/neu und dem Nachweis disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark in der vorliegenden Arbeit zu ermitteln, wurden diese
beiden Parameter mit etablierten prognostischen Faktoren korreliert. AuBerdem
wurde der EinfluB der klassischen Prognosefaktoren auf das rezidivireie,
metastasenfreie und Gesamtiberleben der Patientinnen untersucht. In der
univariaten Analyse zeigten die Ovarialkarzinompatientinnen mit einem
fortgeschrittenen FIGO-Stadium, einem Lymphknotenbefall, einem makroskopischen
postoperativen Tumorrest, Prasenz von Aszites oder einer Peritonealkarzinose eine
hdhere Rezidivneigung. Der Differenzierungsgrad des Tumors, die Hamangiose und
die Lymphangiose schienen keine Wirkung auf das Auftreten von Rezidiven zu
haben. In der multivariaten Analyse stellten sich die Peritonealkarzinose und die
Hamangiose als unabhangige Faktoren fiir das rezidivfreie Uberleben dar.

Eine hbéhere Tendenz zur Metastasenentwicklung zeigten die Patientinnen mit
Lymphknotenbefall, einem Aszites oder einer Peritonealkarzinose. Von den oben
aufgezahlten Faktoren fuhrten in der Kaplan-Maier Analyse alle, einschlieBlich des
fortgeschrittenen FIGO-Stadiums, des schlechten Tumordifferenzierungsgrad und
des postoperativen Tumorrestes, zu einer signifikant kiirzeren Uberlebenszeit der
Patientinnen. Allerdings zeigten sich nur der Tumorgrad, der postoperative Tumorrest
und die Peritonealkarzinose als unabhdngige Prognosefaktoren fir das
Gesamtiberleben.

Die Ergebnisse der Bedeutung der klassischen prognostischen Faktoren der
vorliegenden Arbeit dhneln zum Teil den in der Literatur beschriebenen. Dennoch
unterscheiden sich die Meinungen der verschiedenen Autoren bezuglich einzelner
Faktoren. Die Ergebnisse der Studie von Clark et al. [104] zeigen ein signifikant
erhéhtes Mortalitatsrisiko bei hdherem Lebensalter, fortgeschrittenem FIGO-
Stadium, niedrigem Differenzierungsgrad, der Histologie (gemischter mesodermaler
und endometroider Tumortyp und Klarzellkarzinom, verglichen mit serésem) der
Anwesenheit von Aszites, schlechterem Allgemeinstatus, gréBerem Tumorrest und
niedrigem Albuminspiegel.
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Marx et al. [101] und Hornung et al. [99] fanden, dass das FIGO-Stadium, der
histologische Tumorsubtyp, das Patientinnenalter, der Differenzierungsgrad und der
Tumorrest eine signifikante prognostische Bedeutung fur das Ovarialkarzinom haben.
Manche Faktoren haben eine groBere Aussagekraft Gber die Prognose, wenn sie in
Interaktion mit anderen Faktoren beobachtet werden, z.B. FIGO-Stadium und CA 125
[106], FIGO-Stadium wund Tumorgrad [107], FIGO-Stadium und Histologie
(insbesondere muzinés) [107], Tumorgrad und Histologie [108].

Eine 2007 publizierte Studie von Tuefferd et al. [237] zeigte in der univariaten
Analyse, dass fortgeschrittenes Ovarialkarzinom—Stadium, Aszites und grdsserer
Tumorrest nach der Primaroperation mit einer kiirzeren Uberlebenszeit und frilherem
Auftreten von Rezidiven verbunden waren. In der multivariaten Analyse verhielt sich

nur der Aszites als unabhangiger Faktor fir eine schlechtere Prognose.

Die Ahnlichkeit der Ergebnisse dieser Arbeit zu den Ergebnissen der Literatur
bezlglich des Einflusses der klassischen prognostischen Faktoren auf die
Tumorentwicklung und das Uberleben der Ovarialkarzinompatientinnen zeigt die
Validitat der Ergebnisse dieser Arbeit und ermdglicht eine aussagekréaftige Analyse
von HER-2/neu- und Knochenmarkstatus.

In dieser Arbeit zeigten sich die HER-2/neu IHC 2+/3+ Proteinexpression und
Genamplifikation als Faktoren flir biologisch aggressivere Ovarialtumoren, die zu
einer friheren Rezidiv- beziehungsweise Metastasierungsneigung fihren und damit
mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet sind. Andererseits hilft die
Bestimmung dieser und anderer Faktoren des Ovarialkarzinoms eine gezielte und

individualisierte Therapie zu entwickeln.
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6. Zusammenfassung

Die Bestimmung des HER-2/neu Status und der Nachweis disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark haben sich als wichtige prognostische Faktoren far
Patientinnen mit primarem Brustkarzinom erwiesen. Fir Ovarialkarzinompatientinnen

sind die unterschiedlichen Studienergebnisse widerspriichlich.

In der vorliegenden Arbeit wurden die HER-2/neu Proteiniberexpression, die HER-
2/neu Genamplifikation und das Auftreten von disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark von Patientinnen mit primarem Ovarialkarzinom in Korrelation
zueinander untersucht. AnschlieBend wurde die prognostische Bedeutung dieser
Faktoren evaluiert.

Bei 19 Patientinnen des Gesamtkollektivs von 89 (21,3 %) wurden zum Zeitpunkt
der Primardiagnose des Ovarialkarzinoms disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark nachgewiesen. Im Median wurden 2 Tumorzellen (im Bereich
zwischen 1 und 31) pro 2 Mio analysierten Zellen gefunden. AuBer mit dem
Lymphknotenbefall (p = 0,02) fand sich gegenlber den bekannten etablierten
Prognoseparametern (Tumorstadium, histopathologisches Grading, postoperativer
Tumorrest, Aszites, Peritonealkarzinose, Lymphangiose, Hamangiose) keine
signifikante Korrelation. Bei 25 Patientinnen des Gesamtkollektivs von 89 (28,1%)
wurde zum Zeitpunkt der Primardiagnose ein positiver HER-2/neu Status immun-
histochemisch festgestellt. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zu den
bekannten etablierten Prognoseparametern (Tumorstadium, Lymphknotenbefall,
histopathologisches Grading, postoperativer Tumorrest, Aszites, Peritonealkarzinose,
Lymphangiose, Hamangiose). Bei 9 Patientinnen des Gesamtkollektivs von 89 (10,1
%) wurde zum Zeitpunkt der Primardiagnose des Ovarialkarzinoms ein positiver
HER-2/neu Status mittels FISH festgestellt. Die Assoziation mit der Ausbreitung von
Tumorzellen in die BlutgefaBe war hierbei signifikant (p = 0,03) wahrend sie mit dem
Vorliegen einer Lymphangiose nur grenzwertig signifikant korrelierte (p = 0,09). Eine
Korrelation zu den anderen untersuchten etablierten Prognoseparametern
(Tumorstadium, Lymphknotenbefall, histopathologisches Grading, postoperativer
Tumorrest, Aszites, Peritonealkarzinose) wurde nicht festgestellt.
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Des Weiteren Kkorrelierte die Anwesenheit disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark weder mit der HER-2/neu Proteinlberexpression (p = 0,20), noch mit
der HER-2/neu Genamplifikation (p = 0,43). Es zeigte sich jedoch, dass die HER-
2/neu Bestimmung mittels IHC und die Bestimmung mittels FISH signifikant (p <
0,001) korrelieren. Dies unterstitzt die Meinung, dass beide Methoden zum
Nachweis von HER-2/neu benutzt werden kénnen. Andererseits lasst dieses
Ergebnis auch vermuten, dass die HER-2/neu Genamplifikation Voraussetzung fir

eine HER-2/neu Proteinlberexpression ist.

Im Bezug auf das rezidivfreie Uberleben ergab sich weder zwischen den
Patientenkollektiven bei positivem und negativem Knochenmarkstatus (Log Rank

p = 0,52) noch zwischen den Patientenkollektiven bei der mittels FISH bestimmten
positiven und negativen HER-2/neu Ratio (Log Rank p = 0,26) eine Signifikanz. Bei
den Patientinnen mit einer bei der Primardiagnose des Ovarialkarzinoms
immunhistochemisch nachgewiesenen HER-2/neu Positivitdt wurde ein signifikant
erhdhtes Risiko (Log Rank p = 0,02) fir die Entwicklung eines Rezidivs festgestellt.

Beim Analysieren des metastasenfreien Uberlebens ergab sich kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Patientenkollektiven bei positivem und
negativem Knochenmarkstatus (Log Rank p = 0,87), beziehungsweise HER-2/neu
IHC-Status (p=0,66). Allerdings war die HER-2/neu Genamplifikation signifikant mit
einem kilrzeren metastasenfreien Uberleben assoziiert (p = 0,02).

Weder zwischen den Patientenkollektiven mit positivem und negativem
Knochenmarkstatus (Log Rank p = 0,81), noch zwischen den Patientenkollektiven
mit positivem und negativem immunhistochemisch nachgewiesenem HER-2/neu
Status (Log Rank p = 0,32), noch zwischen den Patientenkollektiven mit positivem
und negativem mittels FISH bestimmten HER-2/neu Status (Log Rank p = 0,38)

ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied bezliglich des Gesamtlberlebens.

In der multivariaten Analyse zeigte sich, dass die HER-2/neu IHC 2+ und 3+
Proteinexpression (p = 0,001), die Peritonealkarzinose (p = 0,008) und die
Hamangiose (p = 0,032) als unabhangige Prognosefaktoren fir das rezidivireie

Uberleben stehen. Im Bezug auf das metastasenfreie Uberleben fand sich kein
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signifikanter Parameter. Eine statistisch signifikante unabhangige prognostische
Relevanz fir das Gesamtiberleben hatten die klassischen Prognoseparameter
Tumordifferenzierungsgrad (p = 0,025), postoperativer Tumorrest (p = 0,007) und

Peritonealkarzinose (p = 0,01).

Die Schlussfolgerung dieser Arbeit ist, dass die HER-2/neu-Genamplifikation und
Proteinexpression bei Ovarialkarzinompatientinnen zur Prognoseabschatzung
hinsichtlich einer Fernmetastasierung und des Rezidivrisikos geeignet sein kdnnten.
Eine genaue Beurteilung des HER-2/neu-Status ergibt sich aus der Kombination
beider Methoden, IHC und FISH. Die Bestatigung dieser Ergebnisse an einem
gréBeren und standardisierten Kollektiv ware winschenswert. Die Untersuchung
weiterer tumorbiologischer Faktoren des Ovarialkarzinoms kénnte eine individuellere
Risikoabschatzung ermdglichen und Basis flir zielgerichtete Therapien sein.
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