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2 Einleitung

2.1 Das Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom ist in Gesamtdeutschland nmeefir das Jahr 2010 projizierten Inzidenz
von 9960 Erkrankungsfallen nach dem Endometriumkanz der zweithaufigste maligne
Genitaltumor [RKI, 2010]. Die Krankheit beginnt rmeasymptomatisch und ist durch eine frihe
Ausbreitung im Peritonealraum gekennzeichnet. Maly 75 % der Frauen werden im
fortgeschrittenen FIGO-Stadium IIl oder IV diagnprt. Die Standardtherapie umfasst eine
auf maximale Tumorreduktion bedachte multiviszeralperation, gefolgt von einer
Kombinationschemotherapie aus Carboplatin und Raeli. Obwohl das Ovarialkarzinom eine
hohe Chemosensitivitdt aufweist, rezidivieren Uber% der Patientinnen in den ersten drei
Jahren nach Primarterapie und versterben schirefaic dieser Erkrankung [Sehouli, 2004].
Trotz einer wesentlichen Verlangerung der durchistichen Uberlebenszeit in den letzten
Jahren durch die primaroperative und medikamentd$erapie, liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate fiir alle Stadien zwischen 35 - 4fR¥d, 2010]. Ein moglicher Grund fiir die
schlechte Prognose ist das Fehlen relevanter Marker die Friherkennung des
Ovarialkarzinoms. Auch sind unsere Kenntnisse Uuther zugrundeliegenden molekularen
Veranderungen, die zur Entstehung eines Ovariatkames fuhren, weiterhin lickenhatt.
Zytogenetische Analysen haben eine hohe Inzidemolslostruktureller als auch numerischer
Chromosomenaberrationen offenbart, deren vermehftefireten scheinbar mit weiterer
Tumorprogression einhergeht [Arnold, 1996; IwabutBR5; Saretzki 1997].

Ovarialkarzinome sind eine histopathologisch undegjsch heterogene Gruppe von Tumoren.
Die morphologische Beurteilung kénnte in Zukunftratu ein fur jedes Ovarialkarzinom
spezifisches Genexpressionsprofil ergédnzt werdent, dem begleitende Aussagen zum
Krankheitsverlauf und die Zuordnung zu einer Thieram Rahmen des genetisch festgelegten
Fensters ermdglicht werdekin aktueller Fokus in der tumorbiologischen Erébrisng des
Ovarialkarzinoms ist die Validierung von Thymo$rl0 und SPARC in Normalgewebe des

Ovars, benigne und maligne transformierten Ovarien.
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2.1.1 Epidemiologie, Atiologie und molekulare Grunthgen von Ovarialtumoren

Zwischen dem 20.-65. Lebensjahr treten 80 - 90 R&r &varialtumoren auf. 75 - 80 % sind
davon benigne und 55 - 65 % dieser benignen Ouamalren treten bei Frauen unter 40 Jahren
auf. Dagegen sind 80 - 90 % der Ovarialtumoren Frauen uber 40 Jahren maligne oder
entsprechen Borderline Tumoren. Grundsatzlich nimietHaufigkeit von malignen epithelialen
Ovarialtumoren vom 20. bis zum 80. Lebensjahr gteti, um danach wieder abzusinken. Das
mittlere Erkrankungsalter der Patientinnen mit r@varialkarzinom liegt bei 68 Jahren [RKI,
2010; Schmidt, 2007].

Histologisch sind im Ovar mehrere Zellarten vegnetNeben dem Oberflachenepithel und den
Stromafibroblasten kommen auch Endothel-, Keim- bmohunzellen vor. Jeder Zelltyp besitzt
potenziell die Fahigkeit zur malignen Entartungs@aarialkarzinom entsteht definitionsgemar
aus dem Oberflachenepithel. Mehr als 90 % der @lkaizinome entstehen als sporadische
Erkrankung des Oberflachenepithels. 5-10 % abDearialkarzinome sind auf angeborene
Mutationen zurtckzufihren. Der zugrunde liegendaegBng ist autosomal-dominant. Familiare
Ovarialkarzinome treten im Mittel zehn Jahre frileds sporadische Ovarialkarzinome auf
[Kiechle, 2002; Runnebaum, 2001].

Die Ursachen fir die Entstehung eines Ovarialkarnis sind noch nicht endgultig geklart. Es
wurden die Ovulations-, die Gonadotropin- und dientaminationshypothese formuliert.
Wiederholte Rupturen des Oberflachenepithels bei @eulation und damit einhergehende
Reparaturprozesse ermdglichen die Entstehung spemtdutationen und erh6hen damit das
Risiko der Karzinomentstehung [Levanon, 2008]. hpaititat, Stillen und die Einnahme oraler
Kontrazeptiva senken demgemass das Risiko fir diestéhung eines Ovarialkarzinoms
[Friedrich, 2005]. Die Gonadotropinhypothese hétttate Serumspiegel von FSH und LH bzw.
Androstendion und Dehydroepiandrosteron fur urséichind begrindet sie mit dem protektiven
Effekt einer Schwangerschaft bzw. der Einnahmeeorbntrazeptiva [Levanon, 2008]. Die
Kontaminationshypothese geht von einer aufsteigendéktion des kleinen Beckens z. B.
durch Umweltnoxen aus [Holschneider, 2000; Crarh®89]. In neueren Untersuchungen wird
vermutet, dass endometroide Karzinome aus Endamsetrerden und somit aus dem
versprengten Miullergangsepithel entstehen konneobdiashi, 2009]. Aktuelle Studien
diskutieren das Epithel der Tubenschleimhaut, isshdere der Fimbrienenden, als
Ausgangspunkt von Ovarialkarzinomen. Grund fusdi€heorie sind die bei der histologischen
Aufarbeitung von Adnexen auffallend haufig aufgefanen In-situ-Karzinome des
Tubenepithels bei Tragerinnen von BRCA-1/-2-Mutag¢io [Carlson, 2008].
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2.1.2 Risikofaktoren fur die Entstehung eines Ovadlkarzinoms

Es gibt aktuell keine Screeningmal3hahme zur prim&m@vention des Ovarialkarzinoms und
auch die Screeningverfahren zur sekundéaren Pré@ventd.h. zur Diagnose eines
Ovarialkarzinoms im Fruhstadium sind limitiert. Saw die durch Dopplersonografie ergéanzte
vaginale Sonografie, als auch der laborchemiscBlutserum bestimmte Tumormarker CA 125
weisen noch keine ausreichende Sensitivitat undzifggé auf. Die Ausschaltung von

Risikofaktoren und die in einem ,High Risk"-Kollektin kurzen Intervallen durchgefiihrten o.g.
Untersuchungen bzw. die prophylaktische beidseitdgnektomie bei Patientinnen mit

hereditdren Mutationen und abgeschlossener Fampidieang stellen die einzige Mdglichkeit

zur Senkung des Erkrankungsrisikos und der Moétadiair. Als Risikofaktoren gelten:

Alter
Mit zunehmendem Alter steigt die Inzidenz des Qataarzinoms [RKI, 2010].

“Life Time"-Ovulationen

Eine lange reproduktive Phase mit friher Menaram@ spater Menopause, sowie Nulliparitat
und Infertilitdt erhohen das Risiko fur ein Ovakeizinom. Multiple Graviditaten,
Laktationsphasen und Ovulationshemmer senkenOdasialkarzinomrisiko [Friedrich, 2005;
Levanon, 2008; Narod, 1998]. In aktuellen Untersungfen gibt es Hinweise auf ein erhhtes

Risiko fur Frauen mit postmenopausaler Hormonetisatapie [Morch, 2009].

Umweltfaktoren

In den industrialisierten Landern ist die Erkranksnage erhéht. Ein hoher Anteil an tierischen
Fetten in der Erndhrung und Rauchen scheint dieviekiung eines Ovarialkarzinoms zu
beglnstigen [La Vecchia, 1995; Levanon 2008; Pudfe5].

familiare Haufung

In bis zu 10 % der Falle handelt es sich um eimeili@re Disposition. Bei einer Mutation des

BRCA-1-Gens besteht ein Risiko von 80 % fir diesiEttung eines Mammakarzinoms und von
36 - 46 % fur die Entstehung eines OvarialkarzinoBei einer Mutation des BRCA-2-Gens

besteht ein Risiko von 84 % fiur die Entstehung £iM@mmakarzinoms und von 10 - 27 % flr
die Entstehung eines Ovarialkarzinoms [Holschnei@800; Rebbeck, 2009]. Das hereditare
nichtpolypdse Kolorektalkarzinom-Syndrom ist mitn&n Risiko von 5-10% fur ein

Ovarialkarzinoms assoziiert [Holschneider, 2000nfebaum, 2001].
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2.1.3 Histopathologische Klassifikation benigner uth maligner Ovarialtumoren

Den grofRten Anteil benigner und maligner Ovariakoem bilden die epithelialen Tumoren mit

ca. 65 - 75 %. Tumoren des gonadalen Stromas Ksagstrang-Stroma-Tumoren beschrénken
sich auf ca. 10 % und Keimzelltumoren auf ca. 1504 ubrigen 3 % verteilen sich auf

Lipidzelltumoren, Gonadoblastome und unspezifisBhrelegewebstumoren [Scully, 1998]. Die

epithelialen Ovarialtumoren sind eine heterogengp@e von Tumoren verschiedener Zelltypen.
Die folgende Tabelle gibt die histologische Klagsifion epithelialer Ovarialtumoren nach

WHO 1999 [Scully, 1999], mit den in Klammern stetien prozentualen Anteilen an (Tab. 1).

Tab. 1: Histologische Klassifikation epithelialer

Ovarialtumoren

Histologie epithelialer

Ovarialtumoren

seros 46 %
muzin®s 36 %
endometroid 8 %
mesonephroid (klarzellig) 3%
mixed (gemischt) 3%
transitiv (Ubergangs) —zellig 2%
undifferenziert 1%
unklassifiziert 1%

Abb. 1: Operationssitus einer Patientin mit
serds-papillarem Ovarialkarzinom (Pfeil),
Charité Berlin 20014) und histologischer
Schnitt, HE-Farbung, 200-fache
VergrolRerungB).
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2.1.4 Prognosefaktoren des Ovarialkarzinoms

Wesentliche unabhangige prognostische Bedeutungeweiler postoperative Tumorrest, das
FIGO-Stadium, der Differenzierungsgrad, die Hisgdo das Alter bei Erstdiagnose und der
klinische Allgemeinzustand auf. Der Aszitesnachwsakeint beim Ovarialkarzinom ebenfalls
von prognostischer Bedeutung zu sein. Im Folgenderden die genannten Prognosefaktoren

erlautert;

Postoperativer Tumorrest

Mehrere Studien und Metaanalysen identifizieren pestoperativen Tumorrest als starksten
unabhangigen Prognosefaktor fur das Gesamtuberlgberratientinnen mit Ovarialkarzinom
[Bristow, 2002; Schmalfeldt, 2007]. Bei mikroskogher Tumorfreiheit wird eine 5-Jahres-
Uberlebensrate (5-JUR) von 63,5 %, bei makroskbpisegativem Tumorrest von 62,1 %, bei
Tumorrest < 2cm von 32,9 % und bei einem Tumowest> 2cm von 24,8 % erreicht [Heintz,
2006]. Die Studiengruppe Ovar der AGO [AGO, 2008jgr, dass zwar Patientinnen mit
Tumorrest< 1cm einen signifikanten Uberlebensvorteil gegeni®aientinnen mit Tumorrest
>1cm haben, der deutlichste Vorteil aber fur diekroskopisch tumorfrei operierten
Patientinnen erreicht wird. Es wird daher eine &lohg des postoperativen Tumorrestes in
makroskopisch tumorfrei, TumorrestLlcm und Tumorrest > 1cm empfohlen [Kommission Ovar

der AG gynéakologische Onkologie, 2010].

FIGO-Stadium

Das Tumorstadium hat eine unabhéngige prognostiBeldeutung fiir das 5-JUR. Das FIGO-
Stadium | zeigt eine 5-JUR von 86,4 %, das FIGQ8ta Il von 69 %, das FIGO-Stadium I

von 40,2 % und das FIGO-Stadium IV von 18,6 % [Hein2006; Lichtenegger, 1998;

Schildkraut, 2000; Schmalfeldt, 2007].

Alter bei Erstdiagnose

Altere Patientinnen haben im Vergleich zu jungezére deutlich ungiinstigere Prognose beim
Auftreten eines Ovarialkarzinoms. Im Alter von 4@9 Jahren liegt die 5-JUR bei 62,1 %, im
Alter von 50 - 59 Jahren bei 53,2 %, im Alter von-680 Jahren bei 44 %, bei Frauen zwischen
70 - 79 Jahren bei 33,3 % und bei den Uber 80¢géhriFrauen bei 23 % [Pfisterer, 2002;
Schmalfeldt, 2007].

10
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Differenzierungsgrad

Der Differenzierungsgrad wird beim Ovarialkarzinomcht einheitlich als unabhangiger
Prognosefaktor diskutiert. Einige Studien zeigeninuten friihen FIGO-Stadien | bzw. Il einen
Einfluss des Differenzierungsgrads auf das Uberigbandere zeigen unabhingig vom
Tumorstadium eine prognostische Relevanz des Biffeerungsgrads [Ferlay, 2007; Heintz,
2006; Mayr, 2000]. Ursachlich fur die widersprichien Ergebnisse kdnnte der fehlende
internationale Standard zur Festlegung des Diffaeeangsgrads sein, oder aber die
Uberdeckung der prognostischen Relevanz des Diffégungsgrads durch den EinfluR des

postoperativen Tumorrests und des FIGO-Stadiumasi¢ikrberg, 2009].

Histologie

Serdse und endometroide Ovarialkarzinome weiseviargleich zu muzindsen oder klarzelligen
Ovarialkarzinomen eine bessere Prognose auf, daesger auf eine konventionelle platinhaltige
Chemotherapie ansprechen [Fujita, 2003]. Das msein@varialkarzinom wird haufiger im
Frihstadium erkannt und hat dann eine bessere &segwird es erst spat erkannt hat es eine
schlechtere Prognose als die anderen Subtypenejireig, 2009]. Die 5-JUR betragt fiir serose
Ovarialkarzinome im FIGO-Stadium I/l bzw. 1I/IV 39 % bzw. 31,9 %, fir muzindse
Ovarialkarzinome 90 % bzw. 31 %, fir endometroideaialkarzinome 86,5 % bzw. 37 % und
fur klarzellige Karzinome 81 % bzw. 23,9 % [Brunp0B; Ferlay, 2007; Heintz, 2006;
Lichtenegger, 1998].

Klinischer Allgemeinzustand

Der korperliche Allgemeinzustand ist ein weiteresgnostischer Faktor. Patientinnen mit einem
Karnofsky-Index von <70 % zeigen eine kirzere Udmnszeit und eine
Sterbewahrscheinlichkeit von > 70 % [Omura, 1991].

Aszites

Der Aszitesnachweis scheint beim Ovarialkarzinom peognostischer Bedeutung. Die 5-JUR
betragt bei Patientinnen im FIGO-Stadium | ohneit&sz80 % und mit Aszites 25 % und im
FIGO-Stadium Il und IV ohne Aszites 45 % und miszites 5 % [Chi, 2001; Harter, 2006;
Makar, 1995; Sehouli, 2003].

11
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2.1.5 Zellulare Heterogenitat des Ovarialgewebes

Sowohl die Ovarien als auch benigne und malignesfaamiertes Ovargewebe bestehen aus
verschiedenen Zelltypen mit unterschiedlichen Igohen, biochemischen und
immunologischen Eigenschaften. Epitheliale Zelleengen an Fibroblasten, Endothelzellen und
extrazellulare Matrix und bilden ein dynamischesiGigewicht. Diese Gewebshomdostase
unterscheidet sich nicht nur bei Patientinnen nstdpathologisch unterschiedlichen Tumoren,
sondern auch bei morphologisch sehr ahnlichen Kamen. Jeder Zelltyp kann potenziell
maligne entarten. Gegenwartig nimmt man an, daga 80 % aller malignen Ovarialtumore
vom Oberflachenepithel abstammen, das Ovarialstwirthbisher als der weitgehend inaktive
Teil betrachtet. Aktuelle Studien weisen auf disdrelere Bedeutung der Stromatogenese, d. h.
der Bildung eines spezifischen Stromas an SteleenTdmorzellinvasion hin [Giatromanolaki,
2007]. Es gibt allerdings nur wenige Daten zur Bedeg des Stromas beim Ovarialkarzinom.
Nachgewiesen wurde, dass auch die Stromazellemhialbeeines Ovarialkarzinoms genetische
Veranderungen, teilweise identisch mit denen derdraellen, aufweisen, da externe Einflisse,
wie ionisierende Strahlung, Tumorzellen und StrogkeichermalRen schadigen [Tuhkanen,
2004]. Eine permissive Umgebung, in der die Tumltereliberleben und proliferieren kénnen
wird benétigt und moglicherweise durch die Tumderelselbst induziert [Krtolica, 2002]. Die
Regulation des Aktinfilamentsystems hat einen beselen Einfluss auf Stabilitat, Bewegung
und Transportprozesse von Zellen. So sind Aktinféate, als groRe Gruppe der
Strukturproteine, in Tumorzellen in anderer Mengel Wusammensetzung vorhanden als in
gesundem Gewebe. Aktinfilamente sorgen fur einetefe Zusammenhalt der Zellen. Daher
erscheint es plausibel, dass es bei einer Vermindeozw. Deregulation dieser Zellbestandteile
zu einer Reduktion der Stabilitdt zugunsten der M@bibis hin zur Apoptose kommen kann
[Lee, 2001; Wang, 2010]. Tumorzellen sind durclerigegentber Normalgewebe verminderten
Aktingesamtgehalt und Gehalt an filamentésem (RdirAcharakterisiert und besitzen bis zu
1,8-fach erhéhte Mengen an globularem (G-) Aktito{@naras, 1996]. In Untersuchungen von
Zachary et al. an verschiedenen Karzinomen wurdeigg dass eine quantitative Reduktion der
Aktinfilamente mit einer erhdhten Invasivitat voellén einhergeht [Zachary, 1986]. Gene, wie
in der vorliegenden Arbeit Thymosif8-10 und SPARC, die an der Regulation des
Aktinfilamentsystems beteiligt sind, haben einensevdlichen Einfluss auf Zellmotilitat und
Proliferation und damit vermutlich auf Tumorsupies, Tumorentstehung und

Tumorprogression.
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2.1.6 ldentifizierung von Kandidatengenen der Tumogenese durch in-silico-Analyse

Ein Ziel der modernen Molekularbiologie ist die mti&izierung und Charakterisierung von
Genen, die an der malignen Transformation von Addleteiligt sind. In der vorliegenden Arbeit
werden die Gene Thymosp110 und SPARC mittels elektronischem Northern alsarmalen
Ovarien und Ovarialkarzinomen differenziell expmmiidentifiziert. Aber auch die Gruppe der
Ovarialkarzinome ist histopathologisch und genétissehr heterogen. Sie nicht nur
morphologisch zu beurteilen, sondern anhand eimpexzifsschen Genexpressionsprofils zu
klassifizieren, kbnnte in Zukunft die gezielte Zdioung zu bestimmten Subgruppen, mit
unterschiedlichen Ansprechraten und begleitendenss&gen zum Krankheitsverlauf,
ermoglichen. Eine aktuelle Studie an Zervixkarzieongibt anhand eines Genexpressionsprofils
(11 Gene) jedes Tumors, darunter ThymoBxiO, mit hoher Sensitivitdt, Spezifitat und
pradiktivem Wert die Wahrscheinlichkeit fur das #&afen von Lymphknotenmetastasen an
[Huang, 2011]. Die Daten zur zellularen Thymod#l0- und SPARC-Expression in
Ovarialgeweben unterschiedlicher Dignitat sind rdilegs limitiert und teilweise
widerspruchlich [Brown, 1999; Lee SH, 2001; Mok, 969 Santelli, 1999]. Die Gene
Thymosinf3-10 und SPARC werden von vielen normalen humaneneBen synthetisiert. Seit
ihrer Entdeckung werden sie zunehmend in der namBhysiologie als Wachstumsregulator
diskutiert, aber auch in verschiedenen Tumoren auide nachgewiesen. In der Mehrzahl von
Tumoren wird eine erhéhte mRNA-Expression beobadhiall, 1991 A; Ledda, 1997; Porte,
1998; Porter, 1995; Santelli, 1999; Weterman, 1988]jige Autoren diskutieren Thymodg#10
und SPARC auch als Prognosefaktor und als Tumoresppr [Ledda, 1997; Maurer, 1992;
Porte, 1998; Skobe, 1998; Verghese-Nikolakaki, 19%éterman, 1993].
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2.2 Thymosinf-10

Thymosine sind eine Familie von Proteinen, die drasid auf ihrem isoelektrischen Punkt, in
drei Klassen ¢, [, y) unterteilt werden. Die3-Klasse beinhaltet strukturell verwandte,
hochkonservierte saure Polypeptide. Innerhalb eSpazies weist Thymosi-10 die gleiche
TranskriptgroRe auf [Santelli, 1999], zwischen deerschiedenen Spezies existieren
hochkonservierte homologe Bereiche. In humanen Gewevnird ThymosinB-10 ubiquitér
exprimiert, es ist im Zellkern und im Zytoplasmaadbgiert [Salhab, 2010; Yu, 1994].

2.2.1 Chromosomale Lokalisation, genetische Archikéur und molekularer Aufbau

Das humane Thymosig10-Gen ist auf dem Chromosom*2plokalisiert [Sribenja, 2009]. Es
besteht aus drei Exons (45 bp, 115 bp, 281 bp),i Anteons (284 bp, 271 bp) und
untranslatierter Region. Das gesamte Gen (DNA) wirdeiner Gesamtlange von 1262 bp, das
Transkript (Thymosif3-10-mRNA) mit 482 bp angegeben [NCBI, Nucleotid® 9B 10, Homo
sapiens]. Das Gen kodiert ein Peptid von 44 Aminas@ [NCBI, Protein, TMSB 10, Homo
sapiens] mit einer berechneten molekularen Masseao#,9 kDa

2.2.2 Regulation, Funktion und Interaktion

Thymosinp-10 wird wahrend der Neuroembryogenese vermutligicld c-AMP abhangige und
durch Retinoide induzierbare Mechanismen reguji¢all, 1992; Hall, 1996]. Retinoide fuhren
in vitro zu einer Differenzierung von embryonaleelliinien in Neurone bzw. Gliazellen,
einhergehend mit einem Anstieg von Thymdsih0 [Carpintero, 1996; Hall, 1996]. Ein Anstieg
der Thymosirf3-10-Expression Uber Gonadotropine konnte im Tierellathchgewiesen werden
[Hall, 1991]. In der Schilddrise stimulieren Waamssfaktoren wie TSH vermutlich die
Thymosin [3-10-Expression [Viglietto, 1999]Die Thymosin [3-10-Expression geht mit dem
Wachstum und der Differenzierung vieler Zelltypenher [Carpintero, 1996; Hall, 1996]. Es
bindet Aktinmonomere (G-Aktin) in einem 1:1-Komplexind induziert damit die
Depolymerisation von intrazellularem filamentosenktiA, einhergehend mit der Abnahme
fokaler Adhasionen [Sribenja, 2009; Yu, 1993; Y@94]. Mdglicherweise blockiert es die
Aktinpolymerisation sterisch, indem es eine Stdilesetzt, an der sonst die Monomere
aneinander binden. Alternativ wird diskutiert, da3$iymosin3-10 den ADP/ATP-Austausch

verhindert, indem es das ADP am Aktin festhéltdass die Aktinpolymerisation unterdrtickt
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wird [Califano, 1998; Carpintero, 1996; Lodish, 829Weiterhin erhéht Thymosif-10 durch
Blockade der Aktinpolymerisation die Anfalligkeitif Apoptose. Ein durch Thymosi+10-
Antisense-mRNA hergestellter Knock-out ahnlicherstand fuhrt zu einem verstarkten
F-Aktinzusammenbau und zur Hemmung der Apoptosd,[H395]. Weiterhin ist bekannt, dass
Thymosinp-10 lUber die Hemmung der VEGF-Expression auf Trapsatnsebene und tber die
Hemmung der VEGF-induzierten Phosphorylierung detogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAP-Kinasen) die Angiogenese beeinflusst [Lee,200u, 2006; Zhang, 2009].

2.2.3 Thymosinp-10-Expression im Ovar

Thymosin-10-mRNA wird im Ovar konstitutiv vor allem in dgaranulosazellen exprimiert,
aber auch die Oozyten und die umgebenden Cumuleszetprimieren Thymosif-10. Unter
Gonadotropinstimulation kommt es zu einem Anstieg Tdeymosinp-10-Expression, wahrend
ein luteinisierender Stimulus mit einer vermindertéxpression assoziiert ist [Hall, 1991 B;
Salhab, 2010]. BlutgefalRe im Ovar zeigen hohe Treyn{® 10-Protein-Level [Santelli, 1999].

2.2.4 Thymosinp-10-Expression in Karzinomen

Thymosinp-10 wird in malignen Melanomen [Weterman, 1993]r2{@men der Nieren [Hall,
1991 A], der Hoden, der Ovarien, der Brust, deswstedes Pankreas, des Gastrointestinaltraktes
und in deren Zelllinien im Vergleich zu deren Notgeavebe verstarkt exprimiert. Eine
Zunahme der Thymosif8-10-Expression in Karzinomen der Lunge korrelierit minem
fortgeschrittenen Stadium, einem geringen Differ@mingsgrad, dem Auftreten von Fern- und
Lymphknotenmetastasen und einer kirzeren Uberlebanglldinger, 2005; Califano, 1998;
Gu, 2009; Li, 2009; Liu, 2004; Maelan, 2006; Sdntel999; Takano, 2002; Verghese-
Nikolakaki, 1996]. Dagegen weisen Lee et al. in @lkarzinomen mittels Northern-Blot-
Analysen eine in Ovarialkarzinomen verminderte Espiron von Thymosifi-10 nach [Lee SH,
2001]. Die Studie zeigt weiterhin, dass ein Thym@siLO-Vektor in Ovarialkarzinomzelllinien

zu einer Depolymerisierung von F-Aktin und zu eigesteigerten Apoptoserate fihrt.
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2.3 SPARC

SPARC (secreted protein, acidic, rich in cystest) @in Glykoprotein, das vor allem in der
extrazellularen Matrix, aber wahrend der Zellteilngh intranuklear und intrazytoplasmatisch
vorkommt [Gooden, 1999]. Die unterschiedlichen #&lidamen von SPARC reflektieren die
ProteingroRe (43 K), gewebliche Herkunft [BM (bas@tnmembrane protein) - 40], und die
Affinitat zur Knochenmatrix [Osteonectin (nectetat. = lieben)]. Im SPARC-Gen existieren
zwischen den verschiedenen Spezies hochkonserBertgche. Mensch und Maus zeigen auf
DNA-Ebene 85 % Sequenzidentitat und in der Aminosseguenz sogar 93 %.

2.3.1 Chromosomale Lokalisation, genetische Archikéur und molekularer Aufbau

Das humane SPARC-Gen liegt auf Chromosorit-5q* [Warrington, 1994]. Es besteht aus

zehn Exons (224 bp, 70 bp, 63 bp, 88 bp, 122 bp b2 134 bp, 149 bp, 149 bp, 1463 bp bzw.
1170 bp) und neun Introns, die ungefdhr 17,6 kbrdi@nen. Es existieren zwei

SpleiRvarianten mit einer Gesamtlange von ca. B,Bzw. 3,0 kb, die sich durch die Lange des
letzten Exons (1170 bp versus 1463 bp) und deransiatierten Region unterscheiden, ohne
einen Einfluss auf die GroRe des Genprodukts (Pnorel haben [Lane, 1994 A]. Die fur das

Protein kodierende Sequenz beginnt im Exon 1 undétam Exon 8 und kodiert ein Protein von

303 Aminoséuren mit einer berechneten molekularasdd von 32,517 kDa und einem pl von
4,7. Durch posttranslationale Modifikation entstelrt glykosyliertes Protein von ca. 43 kDa.

Das SPARC-Protein besteht aus drei strukturellenm®wen, basierend auf seiner

Sekundarstruktur, einer N-terminalen Doméane, egysteinreichen, zu Follistatin homologen

(FS-like) und damit hochkonservierte Region und reif@-Domane Il [Busch, 2000].

2.3.2 Regulation, Funktion und Interaktion

SPARC wird durch eine Vielzahl von Molekiulen reguij wie TGFB1l, TNFxa, VEGF,
Progesteron und Glukokortikoide. Eine direkte Inghuk der Transkription ist aber nur fir
Progesteron und Dexamethason nachgewiesen [Ng,; 1986hura, 1989; Wrana, 1991].
SPARC-Protein wird in vitro durch zahlreiche Preta degradiert [Lane, 1994 A]. SPARC ist
ein Glykoprotein, das reversible Zell-Matrix-Intkt@nen moduliert, jedoch kein dauerhafter
struktureller Bestandteil der extrazelluaren Mat(xZM) ist. Es ist an Prozessen in sich
verandenden Geweben, wie Embryogenese, WundheiDiffgrenzierung, Angiogenese und
Tumorgenese beteiligt [Iruela-Arispe, 1996; Maufl&95; Podhajcer, 2008]. SPARC interagiert
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mit vielen Bestandteilen der EZM, wie Kollagen undaminin, aber auch mit
Wachstumsfaktoren, wie TN&- (Tumor Necrosis Factax), VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) oder PDGF (Platelet Derived Growdttbr) und bindet auch Kupfer, Eisen,
Thrombospondin und Albumin. SPARC beeinflusst digpriession von Matrix-Metallo-
Proteinasen (MMPs), die sowohl Basalmembran alsh aueeitere Bestandteile der
extrazellularen Matrix degradieren [Francki, 19Q8ne, 1992; Tremble, 1993]. SPARC flhrt
uber eine direkte Bindung der PDGF-Dimere AB und BBeiner verminderten Verfugbarkeit
und Assoziation mit ihrem Rezeptor [Bonner, 1994ings, 1992] an Endothelzellen und
anderen Zellmembranen und hemmt dariber die Zetatiogn und Proliferation. VEGF ahnelt
PDGF in 20 % seiner Aminosauresequenz, wird ebenfah SPARC gebunden, und kann sich
damit nicht an seinen Rezeptor Flt-1 anlagern [Kigopr1999; Yan, 1999]. VEGEF ist ein
potenter Stimulator der Angiogenese. Weiterhin heSRARC in vitro die VEGF-induzierte
Phosphorylierung der mitogen-aktivierten Proteinkera und dariber die Endothelzell-
proliferation [Chouaib, 2010; Paley, 2000]. VEGHuziert dagegen die Expression von SPARC
[Kato, 2001]. SPARC-Knockout-Mause, denen Tumoezellnjiziert wurden, zeigen eine
verstarkte VEGF-MMP-Expression [Said, 2007]. SPAR@indet in vitro direkt an
Endothelzellen und unterbricht fokale Adhasionemsehen der EZM und dem Aktinzytoskelett.
Es scheint die Zellmorphologie Uber die Aktivierumgn intrazellularen Proteasen mit
konsekutiver Aktinreorganisation zu verandern. Dadsoht die Permeabilitdt der Endothelzell-
Barriere bei gleichzeitigem Auftreten interzell@ér Licken, die eine paravaskulare
Extravasation von Makromolekilen, wie Akute-Phasetétnen, Komplementfaktoren und
Antikdrpern ermdglichen [Goldblum, 1994; Hasseld&92; Lane, 1994; Motamed, 1998; Sage,
1998]. Durch enzymatische Spaltung von SPARC emsi®eptide, die eine KGHK (N-Glycyl-
L-Histidyl-L-Lysin-OH)-Sequenz enthalten. Diese 8egz ist im intakten, nativen Protein
maskiert und wirkt sowohl in vitro als auch in viamgiogenetisch [Hasselaar, 1992, Lane,
1994 A]. Interaktionen von SPARC und seinen Rezeptgposttranslationale Modifikation und
Degradation durch Proteasen kdnnten zu den gewstas-zellspezifischen unterschiedlichen
Funktionen beitragen.

2.3.3 SPARC-Expression im Ovar

SPARC wird vor allem in pramenopausalen Ovarierriexprt. Préluteal wird SPARC in den
Granulosa- weniger als in den Thekazellen desKetdliexprimiert. Nach einem luteinisierenden

Stimulus steigt die Expression in den Granulosamedin [Bagavandoss, 1998; Brown, 1999;
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Smith, 1996]. Endothelzellen, die angiogenetisctivagind, exprimieren SPARC. So kann es
auch in den Kapillaren des entstehenden Gelbkoipeigergleich zum reifen Corpus Luteum
vermehrt nachgewiesen werden [Bagavandoss, 1998bl@m, 1994]. SPARC-Protein ist auch
im Zellkern der Eizelle lokalisiert, die es vernmcitl aus der Umgebung aufnimmt [Bagavandoss,
1998]. Mok et al. zeigen eine starke SPARC-mRNA-d ufProteinexpression im
Oberflachenepithel und SPARC-Protein in der damuttgenden Tunica albuginea [Mok,
1996]. Brown et al. weisen dagegen eine auf diekdheind Granulosazellen beschrankte
MRNA-Expression im Ovar nach, allerdings weist @serflachenepithel variabel SPARC-
Protein auf. Brown et al. zeigen eine starke SPARRNA-Expression in angiogenetisch
aktiven Endothelzellen [Brown, 1999]. Paley etwaéisen eine SPARC-Protein-Expression in
Theka- und Granulosazellen pramenopausaler Paiemti nach, im Oberflachenepithel wird
SPARC-Protein selten und teilweise im Stroma nasfegen [Paley, 2000].

2.3.4 SPARC-Expression in Karzinomen

SPARC wird in zahlreichen malignen Neoplasien, maignem Melanom [Ledda, 1997] und
Glioblastom [Porter, 1995] von den Tumorzellen @erimiert und ist mit einem geringen
Differenzierungsgrad und einem kirzeren Uberlebssoziert [Shanna, 2009]. In diesem
Zusammenhang wird SPARC als Tumorpromoter diskuti&tudien am Bronchial- und
Pankreaskarzinom weisen dagegen eine starke SPAdfedSion im tumorassoziierten Stroma
auf, welche mit einer schlechten Prognose kortele&hrend die Tumorzellen keine SPARC-
Expression zeigen [Koukurakis, 2003]. Bei den alkarzinomen sind die Ergebnisse
bezuglich der Tumor-, Stroma- und Endothelzellespien uneindeutig. Mok et al. berichten
Uber eine starke SPARC-mRNA- und ProteinexpressiworOberflachenepithel von Ovarien
gegeniber einer verminderten Expression in den Tazelen vom Ovarialkarzinom und
diskutieren eine tumorsuppressorische Funktion 8®ARC. Diese Hypothese wird dadurch
gestutzt, dass die Transfektion von SPARC-cDNA ineeovariale Tumorzelllinie deren
Proliferationsrate in vitro und in vivo reduzieMk, 1996]. Auch Yiu et al. weisen SPARC-
Protein im Oberflachenepithel vom Ovar nach, wétiregzs in den Tumorzellen von
Ovarialkarzinomen vermindert oder abwesend ist.étial. vermuten einen Oberflachenrezeptor
fur SPARC, da exogen zugefuhrtes SPARC sowohl ddriichenepithelzellen als auch auf
Tumorzellen antiproliferativ wirkt, aber nur bei Tamaellen Apoptose induziert, wéahrend sich
die Oberflachenepithelzellen von Ovarien Uber bishabekannte Mechanismen vor der
apoptotischen Wirkung schitzen [Yiu, 2001]. In einaktuellen Studie konnte eine
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Hypermethylation des SPARC-Promoters in Ovarialkennzelllinien nachgewiesen werden,
was mit einer verminderten SPARC-mRNA-Expressionéiert [Socha, 2009].

SPARC vermindert in Tumorzellen die Oberflachenegpion von Integrinen, was die Fahigkeit
der Tumorzellen zur Adhasion an EZM oder Mesotkduriert. Said et al. zeigen an SPARC-
Knockout-Mausen nach Injektion von Ovarialkarzinetlen einen Anstieg von VEGF und
MMPs im Aszites, eine vermehrte Tumorzellprolifeatmit starkerer Peritonealkarzinose, und
eine kirzere Uberlebenszeit gegeniber dem Wildtyl wermuten eine Funktion als
Tumorsuppressor [Said, 2005]. Brown et al. zeig&in& SPARC-mRNA-Expression im
Oberflachenepithel und Stroma vom Ovar, allerdwgsst das Oberflachenepithel eine variable
SPARC-Protein-Expression auf. Im Stroma von OVYeaiainomen kommt es dagegen sowohl
auf mMRNA- als auch auf Proteinebene zu einem gstarkestieg der SPARC-Expression,
wahrend die Tumorzellen keine SPARC-mRNA, aber SEARotein aufweisen [Brown, 1999].
Paley et al. weisen auf Proteinebene im Oberflaghtred in einem von 14 Féllen und in den
Tumorzellen in sieben von 48 Féllen eine SPARC-Esgion nach. Das Stroma von
Normalgewebe des Ovars exprimiert in 29 % der FRRARC, demgegeniber weist das Stroma
von Ovarialkarzinomen in 63 % eine SPARC-Expressiof) vor allem an der Tumor-Stroma-
Grenze [Paley, 2000]. Des Weiteren wurde bei veesemen Karzinomen, so auch beim
Ovarialkarzinom, eine gegenidber Normalgewebe een@PARC-Expression im Endothel
nachgewiesen [Van Beijnum, 2009]. SPARC weist Ulié¢ Hemmung von VEGF
antiangiogenetische und nach Proteolyse auch amggtigche Eigenschaften auf [Kupprion,
1999, Lane, 1994 A]. VEGF ist in Tumorzellen Ubgméxiert, ist direkt mit der Bildung von
Aszites assoziiert und scheint mit einer schlechPeognose zu korrelieren[Chen, 1999;
Yoneda, 1998]. Eine aktuelle Studie deutet aufiiehtigkeit der Zusammensetzung der EZM
fur das Ansprechen auf eine Chemotherapie hin. SRKRockout-Mause, denen Cisplatin-
refraktare Ovarialkarzinomzellen injiziert wurdemeigen unter einer Cisplatintherapie ein
langeres Uberleben als die Wildtyp-Mause, die nialnf die Chemotherapie anprechen.
Anscheinend senkt SPARC Uber eine veranderte Zusasetzung der EZM die Sensitivitat far
eine Chemotherapie [Phelps, 2009]. Bekannt ists dBRARC in Abhéangigkeit von der
Tumorentitat Uber die Synthese von MMPs die Bildemges permissiven Stromas fordert oder
hemmt [Chlenski, 2010]. Harefuah et al. konntemerj dass die Uberexpression von MMP im
Ovarialkarzinom mit erhdhter Invasivitdt, Metasésang und einer schlechteren Prognose
einhergeht [Harefuah, 2003]. Proteolyse der EZMiche die Tumorinvasion erleichtert, und
Angiogenese sind die limitierenden Schritte fir TDuwachstum und Metastasierung
[Macchiarini, 1992; Maeda, 1995; Olivarez, 1994lelpa1997; Weidner 1993].
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2.4 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit werden mittels elektronischem Nerh, einer virtuellen Expressionsanalyse,
die Gene Thymosi-10 und SPARC als potenziell tumorassoziierte Gieleatifiziert. Im

Northern-Blot wird eine Ubersicht zum Expressiombaéten von Thymosifi-10 und SPARC in

verschiedenen Normalgeweben und in gematchten Neroral Tumorproben gewonnen.
AnschlieBend wird mittels RNA-in-situ-Hybridisiergn das zellulare Expressionsmuster
(Epithel, Stroma, Endothel) in Normalgeweben desr®vbenignen Ovarialtumoren, primaren
und rezidivierten Ovarialkarzinomen detailliert teseben. Die weiterfuhrende statistische
Analyse der gewonnenen Daten untersucht die Mdgitheiner Unterscheidung folgender

Ovargewebe anhand des Expressionsmusters:

* Normalgewebe Ovar versus benigne Ovarialtumoreuge@yarialkarzinome

e primare versus rezidivierte Ovarialkarzinome

Die Thymosinf3-10 und SPARC-Expression wird mit folgenden klihiddstopathologischen
Parametern und Prognosefaktoren korreliert:
postoperativer Tumorrest-IGO-Stadium, TNM-Stadium, Histologie, Differenziegsgrad,

Alter bei Erstdiagnose, Aszites, praoperativer Ca1ert

In der anschlieRenden uni- und multivariaten Aralygrd der Einfluss der Genexpression und

der klinisch-histopathologischen Faktoren und Prsgfaktoren auf das Uberleben untersucht.
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3 Patientinnen, Material und Methoden

Die vorliegende Studie wurde in der Klinik fir Gykadogie des Universitatsklinikums Charité
Campus Virchow Klinikum Berlin im Zeitraum vavai 2001 bis Oktober 2003 durchgefihrt.
Die Nachbeobachtungszeit war bis Mai 2009. Am Raragaterial wurde die Expression der

Gene ThymosifB-10 und SPARC mittels RNA-in-situ-Hybridisierungamgewiesen.

3.1 Patientinnenkollektiv

In die Studie wurden insgesamt 62 Patientinnen ItarAron 27 - 85 Jahren zum Zeitpunkt der
Operation eingeschlossen. Es bestand keine Altsrkbinkung. Alle Patientinnen wurden vor
der Gewebeentnahme durch ihren behandelnden Arissend informiert und erklarten ihr
schriftliches Einverstandnis. Das positive Votumr dethikkommission der Charité zur
Durchfuhrung der Studie lag zu deren Beginn vor. eerwiegende Teil der eingeschlossenen
Patientinnen wurde im Zeitraum von 2001 - 2003 &r dbteilung der Gynakologie des
Universitatsklinikums Charité Berlin, Campus Vireh&linikum aufgrund ihrer Erkrankung
operiert. Einige Gewebeproben stammen aus einer é¢atpn mit dem Stadtischen Klinikum
Hoyerswerda und dem Klinikum Erlangen. Die Ovargmbvurden direkt nach chirurgischer
Entfernung in flissigem Stickstoff bei ca. -180 §€froren oder in Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet. Alle Gewebeproben und klimest Daten wurden im Rahmen der ,Tumor
Bank Ovarian Cancer” archiviert und aufgearbeivteiny.toc-network.de). Zur Erhebung aller
krankheitsrelevanter Daten, z. B. die Menge dasamerativ vorliegenden Aszites, wurde nach
Beendigung des Eingriffs der Operateur befragt 88h2003] und die Krankenakte verwendet.
Das histologische Grading und die Stadieneintelmght auf den Kriterien der International
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO).eADvargewebe wurden postoperativ
lichtmikroskopisch durch einen von unserer Studmahlhdngigen Pathologen untersucht und
histologisch klassifiziert. Anschlie3end erfolgtee dbokumentation der krankheitsrelevanten
klinischen und histopathologischen Daten. In derchib@obachtungszeit erfolgte die
Aktualisierung der Daten sowohl im Rahmen der Tumaohsorgesprechstunde als auch durch
Kontaktaufnahme mit den Patientinnen oder derentevhandelnden Arzten. Es wurde
Normalgewebe des Ovars von neun Frauen untershehtdenen aufgrund einer benignen
Erkrankung eines Ovars oder aufgrund einer Erkragkder Gebarmutter eine einfache
Adnektomie oder eine abdominale Hysterektomie ndihéxentfernung durchgefiihrt wurde. Die

drei benignen Zystadenome stammen von Frauen, benddie Adnexe wegen eines benignen
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Ovarialtumors laparoskopisch entfernt wurden. DdeF3auen mit primarem Ovarialkarzinom
wurden im Zeitraum von 2001 bis 2003 behandelt.Rahmen der primaren zytoreduktiven
Chirurgie, welche Uber einen Abdominallangsscheittolgte, wurden die Hysterektomie,
Adnexentfernung beidseits mit hoher Resektion derari@lgefalRbiundel, infragastrische
Omentektomie, Appendektomie, paraaortale und pelzymphonodektomie und ggf. Resektion
von Blasen- und Douglasperitoneum durchgefiihrttdpesativ erhielten alle Patientinnen eine
leitliniengerechte Chemotherapie mit 6 Zyklen Ragkl 175 mg/m2? und Carboplatin nach
AUC 5 [Schmalfeldt, 2007]. Es wurden 16 Patientmnenit einem Spétrezidiv des
Ovarialkarzinoms (krankheitsfreies Intervall6 Monate) in die Studie eingeschlossen. Alle
Frauen haben eine platinhaltige Chemotherapie terhamehrere befinden sich in der Zweit-
oder Drittlinie Chemotherapie. Die Operation ertelgsowohl bei einem platinsensitiven
Ovarialkarzinomrezidiv, als auch bei ausgepragtdmjektivierbarer klinischer Symptomatik
(chronischer Subileus, lleus, neurologische AusfalDie 16 Rezidivgewebe stammen vom
Mesenterium, Omentum minus, Peritoneum, Dunn- umkdarmserosa und Vaginalstumpf.
Die Patientinnen mit Ovarialkarzinom unterzogerhgen ublichen Nachsorgeuntersuchungen,
bestehend aus Anamnese, klinischen und laborcheemscUntersuchungen (CA 125),

Sonografie und Computertomografie.

3.1.1 Probenmaterial fur die RNA-in-situ-Hybridisierung

Paraffinmaterial

Die einzubettenden Gewebestiicke wurden direkt michoperativen Entnahme in Formalin
fixiert und noch am selben Tag unter Verwendunge®itieizblockes in Metallformen in
flussiges Paraffin eingebettet. Nach entsprechemsesrichtung der Gewebe wurden die
Metallformen zur Erstarrung des Paraffins auf Eestgllt. Dabei musste mit grof3er Sorgfalt
flissiges Paraffin nachgegossen werden, um zunaei, dass um das Gewebe herum zwei
Phasen entstehen. Bis zur weiteren Verwendung &ondte erstarrten Paraffinblécke bei
Raumtemperatur gelagert werden. Das Schneiden elgelGe-Paraffinblocke erfolgte mit einem
Schlittenmikrotom der Firma MICROM. Es wurden jehd&rfordernis Schnitte im Bereich von
4-5 um erstellt und auf einem Objekttrager (ScHikigrt. Von jeder Gewebeprobe wurden HE-
gefarbte Schnitte angefertigt.
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HE-Farbung

1. Schnitte entparaffinieren und rehydratisiererfiid@ x 15 min. in Xylol und anschliel3end
absteigende Alkoholreihe (Ethanol): je 2 min mit:02@, 96 %, 80 %, 70 % und Aqua
destillatum

. Schnitte 3 min. farben in Hamalaun-Ldsung

. Schnitte 2 sec. spulen in HCI-Lésung 0,1 %

. 3-5 min. differenzieren in flieRendem Leitungsaer

. 3 min. farben in Eosin-L6sung 0,5 %,

. 30 sec. spulen in Leitungswasser

. aufsteigende Alkoholreihe (je 2 min. Ethanol 708% %, 96 %, 100 %) und 3-5 min Xylol

. eindeckeln

o N o 00 b WD

3.1.2 Probenmaterial des Multi Tissue Northern-Blog

Auf dem MTN-Blot werden PolyA+ Ribonukleinsdaurensa@6 gepoolten Normalgeweben
(Ovar, Herz, ZNS, Plazenta, Skelettmuskel, Pankiddz, Thymus, Prostata, Thymus, Hoden,
Dunndarm, Dickdarm, Leukozyten, Leber, Lunge, Nietargestellt. Detaillierte Erlauterungen
siehe Clontech, Catalog # 7760-1.

3.1.3 Probenmaterial des Dot-Blots

Auf dem Dot-Blot ist cDNA, isoliert aus elf untefsedlichen humanen soliden Tumoren (Niere,
Brust, Prostata, Uterus, Ovar, Zervix, Kolon, Luniagen, Rektum, Dinndarm) und deren
entsprechenden Normalgeweben und neun KrebszefiliiBurkitt-Lymphom, HelLa, CML,
promyeloische Leukdmie, Melanom, Lungenkarzinom, mgiioblastische Leukamie,
Kolorektales Adenokarzinom, Burkitt Lymphom), auigegen. Der Dot-Blot bietet zu jedem

Organ Proben verschiedener Patienten.

1.4 Probenmaterial des Cancer Profiling Arrays

Der Cancer Profiling Array (CPA) schliel3t normieB&MART ™-amplifizierte cDNA von 241
Tumoren und deren korrespondierenden normalen Gaweb Krebs-Zelllinien von Patienten
und Positiv- bzw. Negativkontrollen ein (Erlauterengs. Lot # 1030366 Clontech Catalog #
7841-1). Es sind 14 Ovarproben (A-P) aufgetragenimder Tab. 2 dazugehdrigen den
klinische Daten.
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Tab. 2: Klinisch-histopathologische Daten zu dem@wben des Cancer Profiling Arrays (CPA).

Koordinaten | Normal- Tumorprobe FIGO- | Alter | Tumor-
gewebe Stadium grol3e
15A/16A Normalovar| serdses Karzinom b 58
15 B/16B Normalovar, muzindser Borderline Tumor la 8 3
15C/16C Normalovarn serdses Zystadenokarzingm uminéka 69
15D/16D Normalovar| Karzinom I 58
15E/16E Normalovar Klarzellkarzinom I 72
15F/16F Normalovan Adenosquamdses Karzingm la 57
15G/16G Normalovarn seros-papillares 1,6x1,5x
Zystadenokarzinom ]F1 56 5cm
15H/16H Normalovar| Zystadenokarzinom b 50 9%6m
151/161/16J Normalovarq Metastase/seroses
Zystadenokarzinom lla 50 3,5cm
15K/16K/16L | Normalovar | Metastase/Adenokarzinom Il 58 2cm
15M/16M Normalovar| sergs-papillares Karzinom,
Leber-,Omentum- und unbekannt, 72
Lymphknotenmetastasen
15N/16N Normalovar| serbses Zystadenokarzinom,
Fernmetastasen unbekannt 61
150/160 Normalovarn seros-papillares
Zystadenokarzinom unbekannt 64
15P/16P Normalovar Adenokarzinom,;
Fernmetastasen unbekannt 41
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3.2 Material

3.2.1 Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders erwdhnt, wurden Chemikalien Analyse-Qualitdt und Enzyme
nachfolgender Firmen verwendet: Amersham (Braunsaf)jw Boehringer Mannheim
(Mannheim), Invitrogen (Leek, NL), Merck (Darmstgdiolecular Probes (Go6ttingen), New
England Biolabs (Schwalbach), Pharmacia (Freibi*rgmega (Mannheim), Quiagen (Hilden),
Roth (Karlsruhe), Serva Feinbiochemiker (Heidelber@igma Chemie (Deisenhofen),

Stratagene (Heidelberg)

3.2.2 Radiochemikalien

Die Radiochemikaliea32P-dCTP (6000 Ci/mmol; 10mCi/ml; wassrige Losumg)rde von

Amersham (Braunschweig) bezogen.

3.2.3 Bakterienstamme und Herkunft der cDNA Klone

Kandidatengen-spezifische cDNA-Klone konnten Ubeen dUniGene-Eintrag (NCBI)
identifiziert werden. Dabei wurden offentliche Kbrausgewéhlt und bei Incyte Genomics
(St.Louis, MO, USA) bestellt. Die Klone wurden agarsteps geliefert und konnten sofort

ausgestrichen werden.

Tab. 3: cDNA-Klone von Thymosifd-10 und SPARC. Abkirzung RE: RestriktionsenzymRNA-Polymerase

Name Vektor Antisense Sense Klon Insert
RE+Puffer| P | RE+Puffer| P

ThymosinB-10 |pT7T3D-Pac EcoRI+H | T3 | Hind llI+B| T7 | AA527683| 448 bp

SPARC Bluescript SK- (pBSK-)| EcoRI+H | T7 | Xhol+H| T3| AA991865| 2028 bp
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3.2.4 Sonden und Primer fur die Sequenzierung

Samtliche Primer wurden, sofern nicht anders vektmdrei MWG-BiotechAG, Ebersberg,
bestellt. Es wurden folgende Sequenzierprimer féireditsprechenden Vektoren verwendet:

Thymosin 3-10

Vektor: pT7T3D Vorwartsprimer: M13
5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3'
Ruckwartsprimer: T7
5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3'

SPARC

Vektor: Bluescript pBSK-  Vorwartsprimer: T3
5'-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3'
Ruckwartsprimer: M13
5'-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3

3.2.5 Kits

ABI PRISM BigDye™Terminator Cycle Sequencing ReadyReaction Kit
(PE Applied Biosystems,Weiterstadt)

- A-Dye markiert mit Dichlor[R6G], C-Dye markiertitrDichlor[ROX], G-Dye markiert mit
Dichlor[R110], T-Dye markiert mit Dichlor[TAMRA]; kine Konzentrationsangaben

- dNTPs (dATP, dCTP, dITP, dUTP); keine Konzentnasiangaben
AmpliTag DNA-Polymerase, FS, mit thermisch stabilerRyrophosphat; keine

Konzentrationsangaben

- MgClz; keine Konzentrationsangabe

- Tris-HCI Puffer, pH 9,0; keine Konzentrationsabga

-  pGEM®-3Zf(+) doppelstrangige Kontroll-DNA, 0,2 {pd
- M13 Kontroll-Primer (vorwaérts), 0,8 pmol/ul
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Megaprime™ DNA Labelling Systems
(Amersham Buchler GmbH & Co KG, Braunschweig)

Primer-LOsung: Zufalls Nonamer Primer in wassrigésung; keine
Konzentrationsangaben

Markierungspuffer: dATP, dGTP und dTTP in Tris-HEH 7,5, 2-Mercaptoethanol, Mggl
keine weiteren Angaben

Nukleotid-Léungen: dATP, dCTP, dGTP und dTTP insHCI pH 8,0, 0,5 mM EDTA

Reaktionspuffer: 10x konzentrierter Puffer, Trisdp®l 7,5, 2-Mercaptoethanol, Mggl

Enzym-L6sung: 1 U/ul DNA Polymerase | Klenow Fragrngkloniert) in 200 mM
Kaliumphosphat (pH 6,5), 10 mM 2-Mercaptoethanal 60 % (v/v)
Glyzerol

Nucleobond AX 500(Macherey-Nagel, Diren)

S1: 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100 pg RNase A/mH B,0

S2: 200 mM NaOH, 1 % (w/v) SDS

S3: 2,80 M Kac, pH 5,1

N2: 100 mM Tris, 15 % (v/v) Ethanol, 0,9 M KCI, nithosphorsaure auf pH 6,3 eingestellt
N3: 100 mM Tris, 15 % (v/v) Ethanol, 1,15M KCI, nithosphorsaure auf pH 6,3 eingestellt
N5: 100 mM Tris, 15 % (v/v) Ethanol, 1 M KCI, mihBsphorséaure auf pH 8,5 eingestellt

3.2.6 Restriktionsenzyme

Samtliche Enzyme und die dazugehdrigen Puffer wuwd@ der Boehringer Mannheim GmbH,

Mannheim bezogen.

10 x SURE Cut Puffer B: Endkonzentrationen (1:1@Bnt):

10 mM Tris-HCI, 5 mM MgCI2 100 mM NacCl, | mM 2-Meaptoethanol, pH 8,0
10x SuRE Cut Puffer H: Endkonzentrationen (1:1@uant):

50 mM Tris-HCI, 10 mM MgClI2, 100 mM NaCl, 1 mM Diiterythriol (DTE), pH 7,5
Restriktionsendonukleasen Eco RI (10 U/ul), HindI® U/ul), Xho I (10 U/ul)
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3.3 Methoden

3.3.1 Elektronischer Northern zur Identifizierung von Kandidatengenen durch in silico-

Analyse

Die Selektion tumorassoziierter Kandidatengene ranft) differenzieller Expression in Normal-
und korrespondierendem Tumorgewebe fand zunachse dufwendige labortechnische
Methoden statt. Der elektronische Northern, einguglle Expressionsanalysen-Methode,
ermoglicht die Identifizierung potenziell tumorasserter Gene, die als Grundlage flr
weiterfihrende Experimente dient. Zunachst wurdes a@iner Vielzahl 6ffentlicher cDNA-
Datenbanken wie CGAP (Cancer Genome Anatomy Pioj&€BI (National Center for
Biotechnology Information) und kommerzieller geneafier Sequenzdatenbanken der Firma
Incyte Pharmaceuticals (www.incyte.com) alle ES®g(essed sequence tag) ausgewahilt, die in
dem zu untersuchenden Gen vorkommen. ESTs sine ksezjuenzierte und dadurch bekannte
cDNA-Sequenzen von exprimierten Genen. Sie entstelech Isolierung der mRNA aus dem
entsprechenden Gewebe mit anschlieender Synthekerdplementédren DNA (= cDNA). Die
Bestimmung der Sequenz erfolgt nach der Kloniemnitiels Sequenzierung. ESTs spiegeln in
ihrer Gesamtzahl und -zusammensetzung nur annaldgencealen Transkriptionsverhéltnisse
eines Zelltyps wieder, zumal je nach Gewebe veiofutzwischen 10.000 und 30.000
verschiedene Gene mit einer durchschnittlichen @&sahl von 300.000 Transkripten pro Zelle
vorliegen, die analysierten EST-Bibliotheken ertkie aber nur zwischen 1000 und 10.000
ESTs. Mit Hilfe der Software AUTEX ("automatic ergon”) wurden alle verfugbaren, zum
jeweiligen Gen sequenzidentischen ESTs ausgewaidt miittels des Programms GAP
[Bonfield, 1995] assembliert. Werden die einzel&SiTs entsprechend ihrem Ursprungsgewebe
und nach Normal- und Tumorgewebe unterteilt, kanrcldieine Sequenzabgleich mit dem
Programm BLAST [Altschul, 1990] fur jedes Gen dighZ der homologen EST-Sequenzen der
einzelnen Bibliotheken bestimmt werden [Schmitt,99]9 Uber den Vergleich der EST-
Sequenzen des Gens zwischen der Tumorbibliotheklentlormalbibliothek, ist es mdglich ein
Gen zu identifizieren, das in Ovarialtumoren andalss im korrespondierenden Normalovar
exprimiert ist. Dabei gibt das Verhaltnis Tumor/Kal (T/N) die Intensitat der differenziellen
Expression und eine Uber- (T/N > 1) bzw. Unteregpien (T/N < 1) im korrespondierenden
Tumor an [Schmitt, 1999]Die Validierung der im elektronischen Northern eiffnziell
exprimierten Kandidatengene erfolgt Gber die NartkFglot Verfahren (s. Kap. 3.3.5).
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3.3.2 DNA-Minipraparation mit dem BioRobot 960

Die DNA-MiniPrap dient der Aufreinigung der PlasmibNA fir die Gewinnung der

spezifischen cDNA von Thymosj+10 und SPARC.

Die verwendeten cDNA-Klone liegen kloniert als Ragsrfragment (,Insert”) in sogenannten
Plasmid-Vektoren vor, die in E. coli Bakterien vetmt werden kénnen. Zur Vervielféltigung
der cDNAs wurden die Bakterienklone zunachst aufAdar mit Antibiotika, abhangig von der
Resistenz [100 pg/ml Ampicillin oder Kanamycin (RuBiochemika, Neu-Ulm)], ausgestrichen
und etwa 12 h bei 37 °C kultiviert. Von jedem Klomurden auf den Agarplatten drei
Einzelkolonien gepickt und in einer 2 ml LB-Mediurtissigkultur 10 h bei 37 °C unter
standigem Schatteln kultiviert. Aus dieser Flussigk wurde mit 0,5 ml Bakterien und 0,5 ml
30 % Glyzerin eine Dauerkultur angelegt (Lagerumg 80 °C), aus den restlichen 1,5 ml
Bakterienkultur wurde die Plasmid-DNA nach dem Bkotl QIAprep Turbo High-Speed auf
dem BioRobot 9600 prapariert und aufgereinigt. Ramzentration der isolierten Plasmid-DNA
wurde Uber ein 1 % iges Agarosegel abgeschatzt.

3.3.2.1 Agarosegel-Elektrophorese

Die fur die Durchfihrung der Experimente notwendigBNA-Préaparationen im kleinen
(Miniprap) und im groBen (Maxiprap) Mal3stab wurdemttels Agarosegel-Elektrophorese
hinsichtlich Degradationserscheinungen der DNA,gaufd mdoglicher Kontamination mit
Nukleasen, Uberprift. Die  Agarosegel-Elektrophorese erfolgte gemafR  Uhbiiche
Standardprotokoll. Es wurden 0,8 - 2 % (w/v) Agaras 1x TBE-Puffer geldst. Die angelegten
Spannungen variierten zwischen 100-300 V und digeat zwischen 30 min und 3 h, je nach
Aufgabenstellung. Die Anfarbung der DNA erfolgterchu Interkalation mit Ethidiumbromid
(Konz. 0,5 pg/ml). In allen Proben waren nach apis Schatzung ausreichende DNA-Mengen

fur die Sequenzierung bzw. Linearisierung vorhanden

3.3.2.2 Spektroskopische Bestimmung der DNA-Konzerattion und -Reinheit

Die spektroskopische Bestimmung der DNA-Konzerdratund -Reinheit erfolgte an dem
UV/VIS-Spektrometer Ultrospec 2000 bei Wellenlangem 260 nm, 280 nm und 320 nm. In
allen Proben waren nach spektroskopischer Bestirgnawsreichende DNA-Mengen fiur die

Sequenzierung bzw. Linearisierung vorhanden.

29



Patientinnen, Material und Methoden

3.3.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung dient der Bestéatigung der Seqdesibestellten Klones. Die Sequenzierung
nach Sanger et al. [Sanger, 1992] wird auch als teKabbruch- oder
Didesoxynukleotidverfahren bezeichnet. Dabei wire idolierte Plasmid-DNA zuerst in eine
einzelstrangige Form, die Matrize, uUberfihrt. Dies#&atrizen-DNA wird mit einem
Oligonukleotid, dem Sequenzierprimer, hybridisiedr nur zu einer einzigen Stelle der Matrize
komplementér sein sollte. Ausgehend von diesem é?riaufen unter der Zugabe von DNA-
Polymerase, allen vier 2'-Desoxynukleotidtriphogpha (dNTPs) und zusatzlich
fluoreszierenden 2',3'- Didesoxynukleotidtriphogpha(ddNTPs) zahlreiche Primerverlange-
rungen ab. Die Polymerase akzeptiert sowohl dieRENals auch die ddNTPs als Substrat zur
Synthese des zur Matrize komplementéaren Strangesl ¥h ddNTP eingebaut, kommt es
allerdings zum Abstoppen der Reaktion (Kettenadijuaenn aufgrund der fehlenden
3'-Hydroxygruppe kann kein weiteres Nukleotid afigefwerden. Somit erhdlt man nach
mehreren Zyklen eine Mischung an DNA-Fragmenteremsehiedlichster Kettenlangen. Das
5'-Ende wird vom Sequenzierprimer gebildet, wahrdad 3'-Ende aus dem fluoreszierenden
Didesoxynukleotid besteht. Die DNA-Fragmente werden in einem Polyacrylamidgel ihrer
GroRe nach aufgetrennt. Da jede Farbstoff-markigadfdTP-Base nach Anregung durch einen
Laserstrahl eine fir sie spezifische Wellenlangétert, die durch eine CCD-Kamera detektiert
wird, kann dem Bandenmuster die fortlaufende Nukdisequenz zugeordnet werden.

Fur die PCR wurde folgender Ansatz verwendet:

400-500 ng DNA

1l Primer (5pmol/ul)
3 ul Big Dye Mix (Applied Biosystems, Weiterstadt)
ad 15 pl HO

Der Big Dye Mix enthalt Puffer, Tag DNA-PolymeraséNTP's und Fluoreszenz- markierte
ddNTP's. In Abhangigkeit von der zu sequenziererddi wurden Primer eingesetzt, die bei

Plasmiden vektorspezifisch waren.

PCR-Programm: 4 min 95°C
30s 95°C
10s 50 °C 30 Zyklen
4 min 60 °C
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Im Anschluss an die PCR-Reaktion wurden die Prazlukin Uberschissigen nicht eingebauten
Nukleotiden durch eine Sephadex-Reinigung getreidds Sephadex G50 (Amersham
Biosciences, Freiburg) wurde hierfur zuvor fur 2irh MultiScreen-PCR Platten (Millipore
GmbH, Eschborn) mit 300 pl Wasser aufgequollen dexah fir 5 min bei 910 g zentrifugiert.
Auf das Sephadex konnte dann die PCR-Reaktion @afgen und in 5 min bei 910 g
zentrifugiert werden. Das gereinigte PCR-Produktdeweingetrocknet und anschliel3end in 3 pl
Sequenzier-Auftragepuffer durch Schitteln resusigendie Proben wurden dann fir 10 min
auf Eis gestellt und 1,5 pl auf das Gel aufgetragds Gel wurde eine 5,25 % Polyacrylamid-
Gellésung (PAGE plus, Amresco, Solon, USA) verweéntbestehend aus 180g Urea, 66ml
PAGE Plus Concentrate, 50ml 10x TBE, aufgefullt 8@®ml mit BO , filtriert und entgast. Zur
radikalischen Polymerisation wurden zu der Gellosiyag% (w/v) Ammonium-Persulfat (APS)
und 0,05 % (v/v) N',N',N',N'- Tetramethylethylenaliim (TEMED) gegeben. Die Losung wurde
blasenfrei zwischen die Glasplatten gegossen. Natyimerisation wurden die Glasplatten in
den ABI Prism 377 DNA-Sequenzer der Firma Perkim&tl (Applied Biosystems, Weiterstadt)
eingespannt, die Pufferkammern mit TBE-Puffer defihd die Proben aufgetragen. Nach
automatischer Sequenzierung der DNA erfolgte diswartung der Rohdaten mit Hilfe der
dazugehoérenden Macintosh-Software. AnschlieRendevudie Daten auf einen UNIX-Rechner
transferiert, wo sie mittels verschiedener Progremnireap, scope, blast) nach
Qualitatsparametern sortiert und in eine GAP4-Datakb(autogap) assembliert werden. In
dieser Datenbank erfolgte der Vergleich der seqeeen Plasmide mit den Datenbank-
Sequenzen mittels des GAP4-Programms [Bonfield, 1988 somit die Bestatigung der DNA-
Sequenzen der Klone AA527683 fur ThymoRi0 und AA991865 fir SPARC.

3.3.4 DNA-Maxipraparation

Von den durch Sequenzierung bestatigten Klonen sv@ide Maxipraparation angesetzt, um
ausreichend DNA fur die weiteren Expressionsexpemi@ zu gewinnen. Die Bakterien des
bestétigten Glycerinstocks wurden auf ein mit Anijoc (100 pg/ml) versetztes grol3es
Volumen LB-Medium angeimpft und unter stdndigemi&en etwa 14 h bei 37 °C kultiviert.

Nach ca. 12 h Inkubationszeit bei 37 °C wurde digtd¢ bei 4 °C und 3000-5000 g 15 min
zentrifugiert, um das LB-Medium von den Zellbestaildn zu trennen. Das Pellet wurde nun
nach dem Standartprotokoll des Nucleobond AX50@-KMacherey-Nagel, Diren) aus dem
Zelldetritus isoliert und aufgereinigt. Die durchigfate Methode der Praparation von Plasmid-
DNA beruht auf dem Prinzip der alkalische Lyse (nfiadgirt nach Birnboim und Doly, 1979).
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Dabei wird chromosomale Bakterien-DNA durch alkaiis Denaturierung und Fallung von der
Plasmid-DNA getrennt. Zunachst wurde das Pellegfatirg in 12 ml Puffer S1 resuspendiert
und anschlieBend 12 ml Puffer S2 zugegeben. Digebsson wurde durch mehrmaliges
Schwenken gemischt und bei RT fur 5 min inkubieg.wurden 12 ml Puffer S3 untergemischt
und es erfolgte eine funfmindtige Inkubation au$.EAAnschlielRend wurde fur 40 min bei 4 °C
und 4500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurderidieen Faltenfilter auf eine mit 5ml Puffer

N2 equilibrierte Saule gegeben. Die durch Adsorptia der Saulenmatrix gebundene Plasmid
DNA wurde zweimal mit je 12 ml Puffer N3 gewascherd durch die Zugabe von 12 ml Puffer
N5 eluiert. Durch Zugabe von 0,7 Volumen Isopropamad 30-60 min Inkubation bei RT,

wurde die Plasmid-DNA geféllt und im anschliel3endentrifugationsschritt (30 min, 15.000 g,
4 °C) pellettiert. Das DNA-Pellet wurde schlie3ligtit 70 % igem Ethanol (4 °C) gewaschen,
nochmalig zentrifugiert (10 min, 15.000 g, 4 °C)upei RT getrocknet. Die pelettierte DNA
wurde in 500 pl EB-Puffer aufgenommen und bei —2@f€lagert. Die Konzentration der
isolierten Plasmid-DNA wurde Uber Gelelektrophoresben einem DNA-Standard oder mit

dem PicoGreen-Kit bestimmt.

3.3.5 Northern Hybridisierungen

Die Auftrennung von aus eukaryotischen Zellen gavemer, gereinigter Gesamt-RNA in
Agarosegelen, der anschlieBende Transigr eine Zellulose- oder Nylonmembran und die
Detektion mit einer radioaktiv markierten cDNA-Sendird, in Analogie zu den Arbeiten von
Edwin Southern mit dem Transfer genomischer DNAutSern, 1975], Northern Hybridisierung
genannt. In unserer Studie erfolgten Northern Hifbierungen zur Validierung der
Thymosin3-10- und SPARC-Expression in verschiedenen Nornuald korrespondierende
Tumorgeweben. Zumal in jeder Spur gleiche RNA-Mangufgetragen sind, normiert auf die
Expression vorf3-Actin, kann von der Signalstarke auf die Expressiidime des untersuchten
Gens in dem jeweiligen Gewebe bzw. Zell-Linien ¢gésssen werder3-Actin wird, wie andere
"House Keeping Gene", konstitutiv ubiquitar gleicdig exprimiert, unterliegt normalerweise
keinen Schwankungen zwischen verschiedenen Gewainvird daher generell als Standard
verwendet. Uber die Expression d@-Actin-mRNA lassen sich Unterschiede in der
Auftragsmenge nachweisen. Neben der Starke derlgmpezifischen Expression eines Gens ist
dieses Verfahren durch die Gelauftrennung aucteinLdge die GroRe des Transkripts und der
maoglichen Spleidvarianten zu zeigen. Bis zur Verwagdder Northern-Blots wurden diese,

einzeln in Plastikfolie eingeschweil3t, unter Lielgschluss bei - 20 °C gelagert.
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3.3.5.1 Sondenherstellung fur die Hybridisierungswéahren

Restriktionsverdau

Fur die Herstellung einer DNA-Sonde fur den CPA, MATund Dot-Blot wurde die durch
Sequenzierung bestéatigte Maxiprap-DNA mittels vedgierifischen Restriktionsenzymen in
Plasmid- und Insert-DNA gespalten und in einem Agagel elektrophoretisch aufgetrennt. Es
musste zunachst die Enzymkombination ermittelt werddie nur eindeutige und einzelne
Banden liefert, d.h. nur das Insert herausschneiddtnicht auch innerhalb dessen die DNA
spaltet. Fur den Klon AA527683 (Thymogr10) wurden die Restriktionsenzyme EcoRI/Hind
[l und der Puffer B und fir AA991865 (SPARC) di@ibination Eco RI/Xho | und der Puffer
H, bei dem die Enzyme die hochste Effizienz besitzz#usgewéhlt. Es wurden etwa 1 pg
Plasmid-DNA in einem Volumen von 25 pl mit jeweils pl des entsprechenden
Restriktionsenzyms fir 2 -3 h bei 37 °C verdauaciN der Inkubation wurden die DNA-
Fragmente in einem 1 % igem Agarosegel aufgetrendtdie Insert- und Plasmid-Bande unter
UV-Licht nachgewiesen.

Extraktion der DNA aus Agarosegelmatrix mit dem Kit QiaEx Il

Unter UV-Licht wurde die Insert-Bande aus dem QGedgeschnitten und mittels des QIAEX Il
Gel Extraction Kits (QIAGEN, Disseldorf) nach derrbéitsanweisungen des Herstellers
aufgereinigt. Dabei wurdeu den ausgeschnittenen und gewogenen Fragmensedreigache
Volumen Puffer QX1 gegeben und 15 pl QIAEX Il Susgien hinzu pipettiert. Die Suspension
wurde 10 min bei 50 °C inkubiert und 2 min. durchaohit. Dadurch |6ste sich die Agarose und
die DNA adsorbierte an die QIAEX II-Silikagel-P&ei. Die QIAEX IlI-Partikel wurden durch
die anschlieBende Zentrifugation (RT, 30 s, 13.68M) pellettiert. Durch Waschen mit je
500 pl QX1 bzw. Puffer PE wurde die DNA von res$tBa Agarose- bzw. Salzkontaminationen
befreit. Um die DNA aus den QIAEX Il-Partikeln zduieren wurde das Pellet in 30 pl
Wasse§emin. gelost. Die maximale Elution geschieht bei eindthzwvischen 7,0 und 8,5. Durch
wiederholte kurze Zentrifugation wurden die QIABXPlartikel pellettiert und die Konzentration

des im Uberstand befindlichen Inserts durch PiceGidessung bestimmt.

Radioaktive Markierung und Aufreinigung der Sonden

Die radioaktive Markierung der Sonden erfolgte nm Kit Megaprime™ DNA Labeling
Systems (Amersham Biosciences, Freiburg) nach déiting des Herstellers. Ein Aliquot der
Sonde mit 25 ng DNA wurde mit nukleasefreiem Wassd#r28 pl aufgefillt. Mit 5 pl Zufalls-
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Nonamer Primermix versehen wurde der Ansatz 5 mirf6€l00 °C denaturiert, so dass die
Sonde in Einzelstrangen vorlag und beim sich lamgsaAbkihlen auf RT die Primer anlagern
konnen. AnschlieBend wurden 10 ul Markierungsputierzugefigt, der die unmarkierten
Nukleotide enthielt, die im nun folgenden Schritirch Zugabe von 5 pdi-*3P-dCTP (10
mCi/ml, Amersham Biosciences, Freiburg) und 2 pdri€iw-Enzym (1 U/ul) radioaktiv markiert
wurden. Der gesamte Ansatz von 50 pl wurde leigmigcht, abzentrifugiert und 30 min bei
37°C inkubiert. Die markierte Sonde wurde anschheld@er Sephadex G50 Gelfiltrationssaule
(Amersham Biosciences, Freiburg) aufgereinigt, ungelnndene Nukleotide zu entfernen.
Nach Zentrifugation fur 1 min bei 3000 rpm wurde @aule in ein 1,5 ml Safe-Lock Eppi
gestellt und die 50 ul der Markierungsreaktion dief Sdule pipettiert und erneut fir 2 min bei
3000 rpm zentrifugiert, um die aufgereinigte Sorme erhalten. Dem Eluat wurde 1 pl
entnommen, um die Radioaktivitat zur Bestatigungettlgreichen Markierung mit dem Hand-

Geigerzahler gemessen.

3.3.5.2 Herstellung von Kontroll-Dot-Blot-Membranen

Zur Abschéatzung der Effizienz der radioaktiven Markng wurden unterschiedliche
Konzentrationen der unmarkierten Sonden-DNA auf Memen (Blottingpapier, Amersham
Biosciences, Freiburg) punktférmig aufgetragen.

Es werden jeweils 1 ng, 10 pg, 1 pg, 100 fg undfdl@er entsprechenden cDNA-Sonde in
jeweils 100 ul 15x SSC gelost, fur 3 min bei 95d&haturiert und anschliel3end auf Eis gestellt.
Die unterschiedlichen Sondenverdinnungen wurden Hilte einer Standard-Vakuum-
Apparatur auf eine ungeladene Hybond N Nylonmemlransferiert. Nachdem die Membran
mittels 2x SSC gewaschen und anschlie3end getrogknele, wird nun die DNA durch UV-
Licht (0,15 J/crf) mit der Membran vernetzt (cross-linking).

3.3.5.3 Hybridisierung des Multi-Tissue-Northern (MTN) -Blots

Zur Beurteilung der Hybridisierung und Einschatzudgr Signalstarke wurde bei jeder
Hybridisierung des MTN-Blots (MTN®-Blot, Catalog #760-1 und Catalog # 7759-1,
CLONTECH GmbH, Heidelberg) eine Kontroll-Dot-Blotévhbran, hergestellt mit der
jeweiligen cDNA-Sonde, mitgefuihrt. Die Membran ded'N- und des Kontroll-Dot-Blots

wurde zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstelé min bei 68° C im Hybridisierungsofen
mit 15ml der vorgewarmten Hybridisierungslsg. Eegshyb vorhybridisiert. Die

Hybridisierungslsg. (Ambion, Huntington GroRRbritéam) wurde anschlieliend gewechselt und
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die radioaktiv markierte Sonde bei 95 °C nochmalslie einzelstrangige Form uberfuhrt, und
vorsichtig in die Mitte der Hybridisierungsréhreppttiert. Die Hybridisierung erfolgte 1 h bei
68° C. Nach Entfernen der Hybridisierungslsg. wudee Filter einmal mit einer 2x SSC- und
SDS-Lsg. (0,05 %) gespult, und mit der gleicheniavadéig 15 min bei 37 °C und einmalig mit
einer 0,1x SSC- und SDS-Lsg. (0,1 %) bei 50 °C gewen. Nach Beenden des letzten
Waschschrittes wurde der Filter, in Klarsichtfobegeschweildt, einem Rdntgenfilm (Kodak)
aufgelegt, und der Film in einer lichtundurchlassigkassette bei —70 °C zwischen 1 und 3
Tagen exponiert. Zur Bestatigung der gleichen Kaotragion der aufgetragenen Patienten-RNA
wurde jeder MTN-Blot mit der Sonde des Housekeefsemsp-Actin hybridisiert, bevor der

Blot mit der spezifischen Sonde reagierte.

3.3.5.4 Hybridisierung des Dot-Blots

Die Vorhybridisierung des Dot-Blots (Catalog # 7840cLONTECH Laboratories, USA) und
des Kontroll-Blots erfolgte mit 15 ml der Hybridesungslsg. Expresshyb und 1,5 mg
denaturierter Heringsperm-DNA 30 min bei 65 ° Ce Badioaktiv-markierte Sonde wurde mit
30 pul Gt-1 DNA (Konz. 1 pg/ul), 50 pl 20 x SSC, 16 pul darrierte Heringsperm-DNA (Konz.
9,4 mg/ml) und 54 ul Wasser auf 200 pul Gesamtvotuanggeftllt. Der Ansatz wurde bei 95 -
100 °C 5 min denaturiert und dann bei 68 °C 30 mkubiert. Die Hybridisierungslsg. wurde
gewechselt und die Sonde dazugegeben. Die Hylaidisy erfolgte . N. bei 65 °C im
Hybridisierungsofen. Nach Entfernen der Hybridisiegsisg. wurde der Filter einmal mit 2x
SSC- und 1,0 % (w/v) SDS-L6sung gespult und mit skdben Lésungsansatz noch zweimal
15 min bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end wurde #édter einmal mit 0,1 x SSC- und 0,5 %
(w/v) SDS-Lsg. bei 50 °C inkubiert. Nach Beenden bB#zten Waschschrittes wurde der Filter,
in Folie eingeschweil3t, einem Rontgenfilm aufgelégr in einer lichtundurchléssigen Kassette
bei -70 °C zwischen 1 und 3 Tagen exponiert wuZge.Bestatigung der gleichen Konzentration
der aufgetragenen Patienten-RNA wurde jeder Dot-Blibtder Sonde des Housekeeping Gens

B-Actin hybridisiert, bevor der Blot mit der spezithen Sonde reagierte.

3.3.5.5 Hybridisierung des Cancer Profiling Arrays

Die Vorhybridisierung des CPAs und des Kontroll-iBdbts erfolgt mit der vorgewarmten
Hybridisierungslsg. ,Expresshyb®, angereichert dehaturierter (5 min bei 94 °C) Lachssperm-
DNA (Konz. 9,4 mg/ml), 30 min bei 65 °C. Die Hybisterungslsg. wird anschlie3end
gewechselt, die radioaktiv markierte Sonde, 30 iHHIDNA (Konz. 1 pg/ul), 50 pl 20 x SSC,
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16 pl denaturierte Lachssperm-Dann (Konz. 9,4 migimtl 54 pl Wasser hinzugefiigt und bei
94 °C 5 min denaturiert. Dann werden 15 ml fris¢ib.-Expressisg., 1,5 mg denaturierte
Lachssperm-DNA und die Sonde in die Mitte der Hdisierungsrohre pipettiert. Die

Hybridisierung erfolgte 0. N. bei 65° C. Nach Entien der Hybridisierungslsg. wird der Filter
dreimal 30 min mit einer 2 x SSC- und 0,5 % (W/N)SSLsg. gespult, einmalig mit einer 0,2x
SSC- und SDS-Lsg. (0,5 %) 30 min bei 65 °C undnailig mit einer 2 x SSC-Lsg. 5 min bei
RT gewaschen, um das SDS zu entfernen. Der Blotl wir Folie eingeschweil3t einem

Rontgenfilm aufgelegt, der dem Blot bei - 80 °C swtien 1 und 3 Tagen exponiert wird.

3.3.6 RNA-in-situ-Hybridisierung [Holtke H-J, 1990]

3.3.6.1 Herstellung der spezifischen RNA-Sonden

Linearisierung

Als Hybridisierungsprobe wird markierte einzelsttigeg RNA und DNA benutzt. Um
linearisierte Transkripte zu erhalten muss die RIdDNA zunachst am 3'-Ende mittels
Restriktionsenzym geschnitten werden. Dafir erghallie DNA-Plasmide vektorspezifische
Schnittstellen. Fir den Klon AA527683 (Thymogifi0) werden die Restriktionsenzyme Eco
RI fur die Herstellung der Antisene- bzw. Hind diér Sense-Sonde und fir den Klon AA991865
(SPARC) Eco RI fur die Herstellung der AntisensewbXho | der Sense-Sonde gewahlt. Der
folgende Ansatz des Verdaus Antisense und Sense2wid h bei 37 °C inkubiert.

Ansatz 100 pl
Maxiprap-DNA 20 ug
DNA+ H20 84 l

10x Restriktionspuffer 10 pl
Restriktionsenzym 6 ul

Reinigung und Fallung der linearisierten Plasmid-DM

Der Linearisierungsansatz wird mit 100 piCHund 200 ul Phenol (Tris-gesattigt, pH 8,0)
versetzt, gemischt und 5 min bei RT und 13000 rgppéndorf 5417 R) zentrifugiert. Der

Uberstand wird in ein neues Tube Uberfuhrt unddeit gleichen Menge Chloroform versetzt.
Nach nochmalig schitteln wird der Ansatz 5 min b80D00 rpm bei RT zentrifugiert. Der

wassrige Uberstand enthalt die gereinigte DNA uird w ein neues EppendorfgefaR uberfiihrt.
Zur Fallung wird der Ansatz mit 1/10 Volumen 3 MA&(pH 7,0) und der 2,5 fachen Menge
100 % Ethanol gemischt, 10 min bei - 80 °C gelaggahn 30 min bei 14000 rpm (Eppendorf
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5417 R) und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wietworfen, das DNA-Pellet mit 400 pl
Ethanol (70 %) gewaschen und bei 13000 rpm und 40Qnin zentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen und das Pellet nach Lufttrocknungtthpl DEPC-HO aufgenommen und bei -

20 °C gelagert.

In-vitro-Transkription

Auf den linearisierten DNA-Molekulen (,Templatesflird mit Hilfe der entsprechenden RNA-
Polymerase die RNA-Sonde transkribiert. Dabei werBégoxygenin (ein Hapten) -markierte
Basen in die entstehende RNA-Sonde eingebaut, tdiedie Detektion der mRNA bei der
spateren Hybridisierung verantwortlich sind. Deigémde Ansatz fiir die in-vitro-Transkription

der Sense bzw. Antisense-Sonde wird gemischt, Zemirifugiert und 2-3 h bei 37 °C inkubiert.

Ansatz 20 pl
Template-DNA 1ug
Linearisierte Template-DNSDNA und H20 14 pl
RNA Labeling Mix 10x konz. (Digoxygenin UTP) 2 ul
10x Transkriptionspuffer 2 ul
RNase Inhibitor (20 U/ul) 0,8 pl
RNA-Polymerase (20 U/ul) T3 oder T7 1,2 pl

Fallung der RNA-Sonden

Durch Zugabe von 2,5 pl 4 M Li€ind 75 pl Ethanol (100 %, eiskalt) wird die RNAm bei

- 80 °C gefallt. Nach Zentrifugation (30 min, 130@0n, 4 °C) wird der Uberstand verworfen,
das RNA-Pellet mit 400 pl Ethanol (70 %) gewaschemtrifugiert (10 min, 13000 rpm, 4 °C)
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird 5 fitgetrocknet und in 50 ul DEPC-@
aufgenommen. 2 ul werden zur elektrophoretischere&woinationsabschatzung entnommen, die
restlichen 48 pul RNA werden auf 2 EppendorfgefaBaeit. 24 pl RNA werden bei - 80 °C
gelagert und weitere 24 pl werden in 456 pl Hylsreiungspuffer aufgenommen (V= 1:20) und
bei - 20 °C gelagert.

3.3.6.2 Vorbereitung und Hybridisierung der Schnite

Die Paraffinschnitte werden mittels Xylol entpanai#rt und tber eine absteigende Alkoholreihe
(200 %, 95 %, 90 %, 80 %, 70 %, 50 %, 30 %) in PB&fiihrt. Nach zweimaligem Waschen in
PBS werden die Gewebeschnitte in PFA (4 %) 30 mxierf. Durch zweimaliges Waschen in
PBS wird das ubrige PFA entfernt, und die Schnitterden 10 min mit Proteinase K
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permeabilisiert, um das Eindringen der Sonde in fddgenden Schritten zu erleichtern. Das
Enzym wird durch PBS ausgewaschen und in PFA (4n&ghfixiert. Zur Entfernung der
Reagenzien wird das Gewebe zweimal in PBS und SS@srhen und in Tris-Glycin-Puffer
Uberfuhrt. Fur die Hybridisierung wird die RNA Sandcuf 1-2 pg/ml verdinnt. Nach der
Zugabe der Sonde werden die 4-Wellschalen mit demn dbefindlichen Objekttragern in
feuchtes Papier eingeschlagen und 0. N. bei 65rfCeinem Wasserbad inkubiert. Die

Hybridisierungsprobe wird bei -20 °C gelagert uradhk ca. finf Mal wieder verwendet werden.

3.3.6.3 Histochemische Anfarbung

Die hybridisierten Schnitte werden unter Schutt@infmalig in 5x SSC, dreimalig jeweils in
Formamid-Waschlsg. und NTE-Puffer gewaschen unBlackinglsg. (1 % Blocking Reagent,
Roche, Mannheim, in 0,1 M Maleinsdure-Puffer) mstdas 1 h inkubiert. Zu jedem
Objekttrager werden 1 ml Anti-Digoxygenin-AP Antilirlsg. (Antikérper 1: 5000 verdinnt in
Blockinglosung) gegeben und bei 4 °C 0. N. inkubiBurch viermaliges kurzes Waschen in 1x
TBST und dreimaliger einstindiger Inkubation in TBST, wird der ungebundene Antikorper
entfernt. Der Antikdrper bindet an die Digoxygemmarkierten Basen der Sonde und ist mit
einem Enzym, der Alkalischen Phosphatase konjygaas durch die Reaktion mit einem
ansonsten farblosen Stoff (BM-Purple), diesen bamhimacht. Fur die Anfarbung werden die
Schnitte dreimalig kurz in NTMT-Puffer gewaschendu 1 - 4 Tage lang mit BM Purple bei
4 °C gefarbt. Bei schwachem Signal wird die Farhelgsalle zwei Tage gewechselt. Gut

gefarbte Schnitte werden der Farbelsg. enthommdnruNTMT-Puffer Gberflhrt.

Gegenfarbung mit Kernechtrot

Nach Abschluss der Farbung wurden die Schnitt&Reemtemperatur zweimalig kurz in NTMT
und einmalig in jeweils 1 x PBS und 1 h autoklaxder Wasser gewaschen, bevor sie zehn
Minuten lang in Kernechtrot gefarbt wurden. Mitteaiser Glyceringelatine wurden die

Gewebeschnitte eingedeckelt.

Substitutionskontrolle (,Sense-Kontrolle)

Substitutionskontrollen dienen der Uberprifung 8ense-Sonde. Es wird zu jeder Probe ein
Schnitt mitgefuhrt, der anstelle der Antisense-Sondie der entsprechenden Sense-Sonde
hybridisiert wird. Jede bei dem Praparat auftregelRdrbung lasst auf falsch positive Ergebnisse

schlie3en. In diesem Fall geht die Untersuchungsséerht mit in die Auswertung ein.
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3.3.6.4 Beurteilung der hybridisierten Schnitte

Die Praparate wurden von zwei unabhangigen UnteesndDr. I. Klamann und A. Leib), ohne

Kenntnis der klinischen Daten, einer sorgfaltigetimikroskopischen Untersuchung bei 100
bis 400-facher Vergréf3erung unterzogen. Es wurdeeitheliale, stromale (Fibroblasten) bzw.
endotheliale Reaktion nach dem Prozentsatz posifieden (prozentuale Positivitat) und der
Intensitat der Expression von Thymo§irl0- bzw. SPARC beurteilt (s. Tab. 4). In Anlehnung
an den Score nach Remmele und Stegner (1987) terfoig Bewertung der Expression anhand
eines Scores, der sich aus prozentualen PositMignosin3-10- bzw. SPARC-exprimierender

Zellen und der Intensitat der Thymo§l0- bzw. SPARC-Expression zusammensetzt.

Tab. 4: Beurteilung der hybrisidierten Schnittempoozentualer Positivitat und Intensitatsgradktmbung

Prozentuale Positivitat Intensitatsgrad der Farbung

Keine = 0 Punkte keine Farbereaktion = 0 Punkte
<10 % =1 Punkt schwache Farbereaktion =1 Punkt

10-50 % = 2 Punkte manRige Farbereaktion = 2 Punkte
51-80 % = 3 Punkte starke Farbereaktion = 3 Punkte
81-100 % = 4 Punkte

Die Bewertung der Expression erfolgte durch Muilkiglion der Punktzahlen der prozentualen

Positivitdt und des Intensitatsgrads der Farbumt falgender Skala:

negative Expression = 0 Punkte
schwache Expression =1 - 4 Punkte

malfige Expression =5 - 8 Punkte

starke Expression =9 - 12 Punkte

ol , ,:%:@.?h.\,‘; ot Sl

Abb. 2: Beispiel firr eine erfolgreiche RNA-in-silybridisierung: HE-FarbungA), negative Senskentrolle
(B) und Antisense-SchnitC) eines serds-papillaren Ovarialkarzinoms hybradtsmit der SPARCSonde. Die
blau gefarbten Anteile des Antisense Schnittegereeine maRige Expression von SPARRNA im Stroma
In diesem Fall sind 100 % des Stromas positiv &5 @PARC Transkript, wahrend 100 % der Tumorz:
negativ sind.
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3.3.7 Statistik

Excel und Access PC Software dienten zur Dokumiemtaind zum Datenmanagement. Die
Berechnungen wurden mit dem statistischen Progré8®8S 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA, 2008) unter Mithilfe von Dr. Rolf Richter amniversitatsklinikumCharité CVK Berlin
durchgefuhrt. Zur Anwendung kamen der Kruskal-Vgallest fir unabhangige Stichproben und
der Mann-Whitney U-Test zur Darstellung von Untareden in den Medianwerten von binéren
Variablen. Zur Signifikanzberechnung von ordinal&fariablen wurde Kendall's tau b
verwendet, ansonsten der Chi-Quadrat-Test. Sigmfé Unterschiede lagen vor, weng p,05
war. Die Uberlebensanalysen erfolgten mittels KiayNeier-Analyse und mittels multivariater
Cox Regression. Graphiken (z. B. Balkendiagramno;-Blots, Kreisdiagramme, Kaplan Meier
Kurven) wurden mit SPSS erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika des Patientinnenkollektivs

In die Studie wurden insgesamt 62 Patientinnen esicigossen. Dabei ist das

Patientinnenkollektiv wie folgt zusammengesetzt: 3Ratientinnen mit primarem

Ovarialkarzinom, 16 Patientinnen mit platinsensibleezidiviertem Ovarialkarzinom, drei
Patientinnen mit benignem Ovarialtumor und neuneRahnen mit Normalgewebe des Ovars.

Eine genaue Darstellung der Charakteristika desa@#®llektivs ist der Tabelle 5 zu

entnehmen.

Tab. 5: Allgemeine Charakteristika des Gesamtkailsk

Normalgewebe Benigne Priméres Rezidiviertes

Variablen Ovar Ovarialtumore | Ovarialkarzinom | Ovarialkarzinom
n (%) n (%) n (%) n (%)

Anzahl der Patientinnen 9 3 34 16
Alter bei Erstdiagnose Jahre
Median (Range) 57 (42-65) 72 (71-73) 58,5 (27-85) 56 (34-67)
Histologie -
Ser6s-papillar 2 (66,7) 23 (67,7) 14 (87,6)
Endometroid 0 (0) 9 (26,5) 1(6,2)
Muzinds 0 (0) 1(2,9) 1(6,2)
Gemischt (serds-muzinos) 1(33,3) 1(2,9) 0 (0)
Differenzierungsgrad - -
1 1(2,9) 2 (12,5)
2 15 (44,1) 6 (37,5)
3 18 (53) 8 (50)
FIGO-Stadium* - -
I 5 (14,7) 1(6,2)
Il 2 (5,9) 0 (0)
Il 17 (50) 13 (81,3)
\Y; 10 (29,4) 2 (12,5)
Lymphknotenstatus bei - -
Erstdiagnose
NX 17 (50) 7 (43,8)
NO 7 (20,6) 4 (25)
N1 10 (29,4) 5(31,2)
CA 125 praoperativ (U/ml)
Median (Range) 59 (31 -99) 27 (8 — 46) 269 (4 - 8081) | 159 (9 - 29000)
Aszites
Kein 9 (100) 3 (100) 11 (32,4) 11 (68,8)
< 500 ml 9 (26,5) 2 (12,5)
> 500 ml 14 (41,2) 3(18,8)
postoperativer Tumorrest - -
Makroskopisch tumorfrei 19 (55,9) 7 (43,75)
<1lcm 4(11,8) 2 (12,5)
> 1cm 11 (32,3) 7 (43,75)

* Fédération Internationale de Gynécologie et dt@brique
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4.1.1 Altersverteilung

Das Alter der Patientinnen mit Normalgewebe desr©tai der Operation liegt im Median bei
57 Jahren (Range, 42 - 65 Jahre), der Frauen migriem Ovarialtumor bei 72 Jahren (Range,
71 - 73 Jahre), der Patientinnen mit primarem @¥earzinom bei 58,5 Jahren (Range, 27 - 85
Jahre) und mit rezidiviertem Ovarialkarzinom bestlragnose des Primartumors bei 56 Jahren
(Range, 34 - 67 Jahre). Patientinnen mit benignandren sind in dieser Untersuchung mit 71
bis 73 Jahren signifikant (p < 0,05) alter als &#thnen mit Normalgewebe vom Ovar,

primarem oder rezidiviertem Ovarialkarzinom.

80

Alter bei Erstdiagnose
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T T T
Normalgew ebe Ovar benigner Ovarialtumor  priméres Ovarialkarzinom rezidiviertes
Ovarialkarzinom

Dignitét / Typ des Tumors

Abb. 3: Altersverteilung der Patientinnen bei Eisithose
Normalgewebe des Ovars, benigner Ovarialtumor, §mes
oder rezidiviertes Ovarialkarzinom.

4.1.2 Histologische Tumorklassifikation

Von den neun Frauen mit Normalgewebe des Ovars isisgesamt zwei pra- und sieben
postmenopausal. Die benignen Ovarialtumore sinlbgisch serds-papillar (zwei) und serés-
muzinds (eins). In der Gruppe der priméren Ovarialkame sind 23 Falle (67,7 %) seros-
papillar, neun endometroid, jeweils eins serds-mizi(gemischt) und muzingds (s. Abb. 4). Bei
Patientinnen mit einem Ovarialkarzinomrezidiv sitdl Rezidive (87,5 %) histologisch serts-
papillar und je eins ist endometroid oder muzirgisAbb. 4). Es gibt beziglich der Haufigkeit
des histologischen Typs keinen signifikanten Umdeiesd zwischen priméren und rezidivierten

Ovarialkarzinomen.
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Abb. 4: Haufigkeitsverteilung der Histoleddei priméren und
rezidivierten Ovarialkarzinomen.

4.1.3 Differenzierungsgrad

Nach den Richtlinien der Union Internationale Cerler Cancer (UICC) werden hinsichtlich des
Differenzierungsgrads (Grading) der Ovarialkarzieordrei Grade unterschieden: Grad 1
(gut/hoch differenziert), Grad 2 (mafig/mittelgpddifferenziert) und Grad 3 (gering

differenziert/undifferenziert). Bei den 34 primar@varialkarzinomen sind eins gut, 15 maliig
und 18 gering differenziert. Bei den 16 rezidivertOvarialkarzinomen sind zwei gut, sechs
malfdig und acht gering differenziert. Es gibt bemiigber Haufigkeitsverteilung des Gradings

keinen signifikanten Unterschied zwischen priméarédar rezidivierten Ovarialkarzinomen.

4.1.4 Postoperativer Tumorrest

Nach dem Ausmald der erzielten Tumorresektion weréeatientinnen mit kompletter
Tumorentfernung und makroskopischer Tumorfreitie)( sowie Patientinnen mit weniger und
mehr als 1cm Tumorrest unterschieden. In unseremdiehkollektiv erfolgte eine
Tumorresektion mit makroskopischer Tumorfreiheii Fallen (52 %), mit einem Tumorrest
<1 cmin 6 Fallen (12 %) und mit einem Tumorredtem in 18 Fallen (36 %).
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Abb. 5: Haufigkeitsverteilung der Patientinmait
makroskopischer Tumorfreiheit oder mit post@pivem
Tumorres€ 1 cmund > 1 cm.

4.1.5 Tumor-Stadieneinteilung nach FIGO

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose des Ovarialkarzindiegt bei 27 Patientinnen (79,4 %) ein
fortgeschrittenes Stadium vor (FIGO Ill: 50 %, FIGD 29,4 %). Bei zwei Patientinnen (5,9 %)
liegt ein FIGO-Stadium Il und bei flinf (14,7 %) étiGO-Stadium | vor (s. Abb. 6).

207

Haufigkeit [n]

5+

]

o T T T
| I Ll L%

FIGO-Stadium

Abb. 6: Haufigkeitsverteilung der Tumorstadien n&tGO der
Patientinnen mit priméarem Ovarialkarzinom (n=34).
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4.1.6 Tumorklassifikation nach TNM

Postoperativ lag bei 61,8 % (21 Falle) der Patmer@in mit primarem Ovarialkarzinom ein
fortgeschrittenes Tumorstadium pT3c vor. Bei 1@ operierten Patientinnen (50 %) erfolgte
eine Lymphonodektomie, dabei fanden sich bei zehtieRinnen (58,8 %) positiv befallene
Lymphknoten. 41,2 % der Patientinnen (14 Félle) eniiem primaren Ovarialkarzinom hatten
bei Erstdiagnose Metastasen, bei 23,5 % wurderekdietastasen festgestellt und bei 35,3 %

war der Metastasierungszustand nicht bekannt.
pT pN pM

M 1b
E1c
O2a
M 2c
O3a
M 3b
Oac

Abb. 7 : Haufigkeitsverteilung der Tumorklassifikat nach TNM.

4.1.7 Praoperativer CA 125-Wert

Der Median des praoperativ bestimmten CA 125-WebksPatientinnen mit Normalgewebe
vom Ovar, benignen Ovarialtumoren, primaren odeidigerten Ovarialkarzinomen ist der
Tabelle 6 zu entnehmen. Alle CA 125-Werte von Fnaoet Normalgewebe des Ovars liegen
unter dem Median der CA 125-Werte von Patientinmé@rOvarialkarzinom, fallen aber in deren
Konfidenzintervall und unterscheiden sich nichtngfigant von den CA 125-Werten der

Patientinnen mit primarem oder rezidiviertem OVadezinom.

Tab. 6: Praoperativer CA 125-Wert im Median bei i¢tdinnen mit Normalgewebe des Ovars, benignen
Ovarialtumoren, priméren oder rezidivierten Ovaaarinomen.

Diagnose Préoperativer CA 125(U/ml), Median (Range)
Normalgewebe Ovar 59(31-99)

Benigne Ovarialtumore 27 (8 — 46)

Primére Ovarialkarzinome 269(4 — 8081)

Rezidivierte Ovarialkarzinome 159(9 - 29000)

45



Ergebnisse

4.1.8 Aszites

Die Bildung von Aszites bei Patientinnen mit Ovl@azinom ist ein bedeutendes
Tumorsymptom und wird daher in die Auswertung antgemen. Nach dem Aszitesvolumen
werden drei Gruppen unterschieden: Patientinnere dtszites, Patientinnen mit 500 ml und
mit > 500 ml Aszites. Es weisen elf Patientinnen,43%) mit primarem und elf Patientinnen
(68,8 %) mit rezidiviertem Ovarialkarzinom kein Zkes, neun (26,5 %) bzw. zwei (12,5 %)
<500 ml Aszites und 14 (41,2 %) bzw. drei (18,8 $)500 ml Aszites auf (s. Abb. 8).
Patientinnen mit primarem Ovarialkarzinom weisegngikant haufiger Aszites auf (p = 0,018)
als Patientinnen mit rezidiviertem OvarialkarzinoBei Auftreten von Aszites umfasst das
Volumen sowohl bei primaren Ovarialkarzinomen alghabei Ovarialkarzinomrezidiven in
mehr als 50 % der Falle > 500ml.

3

3

hid

i

b

Patientinnen mit primédrem Ovarialkarzinom [n]
~
Patientinnen mit rezidiviertem Ovarialkarzinom [n]

i

T T T T
kein Aszites <500 >500 kein Aszites <500 >500

Aszitesvolumen [ml] Aszitesvolumen [mi]

Abb. 8: Haufigkeit des Auftretens und der Menge ¥@azites bei Patientinnen mit priméares) (oder
rezidiviertem B) Ovarialkarzinom.
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4.2 ldentifizierung der Uberexpression von Thymosin B-10 und SPARC im
Ovarialkarzinom mittels elektronischem Northern

NORMAL TUMOR Verhaltnisse
% Haufigkeit % Haufigkeit N/T T/IN
Blase 0.0078 0.0665 0.1173 8 5221
Brust 0.0217 0.0169 1.2854 0 7779
Ovar 0.0210 0.0650 0.3224 3.1022
Intestinuum 0.0421 0.0925 0.4556 2.1 950
Gehirn 0.0163 0.0647 0.2514 3 9775
Hepatisch 0.0095 0.0259 0.3676 2 .7200
Herz 0.0307 0.0412 0.7453 1 .3418
Hoden 0.0058 0.0819 0.0703 1 4.2284
Prostata 0.0065 0.0192 0.3412 2 .9308
Uterus 0.0457 0.0272 1.6834 0 .5940

Tab. 7 A : Relative Haufigkeit der Thymognl0-Expression in Normal- (N) und Tumorgeweben
(T) und deren Verhéaltnisse zueinander (N/T bzw.)T/N

NORMAL TUMOR Verhéltnisse
% Haufigkeit % Haufigkeit N/T T/IN
Blase 0.0117 0.0383 0.3051 3 2777
Brust 0.0141 0.0301 0.4679 2 1374
Ovar 0.0060 0.0234 0.2558 3.9088
Intestinuum 0.0077 0.0139 0.5522 1.8109
Gehirn 0.0074 0.0185 0.4000 2 .5001
Herz 0.0615 0.0275 2.2358 0 4473
Lunge 0.0218 0.0204 1.0669 0 .9373
Niere 0.0027 0.0479 0.0566 1 7.6536
Pankreas 0.0017 0.0221 0.0748 1 3.3713
Uterus 0.0152 0.1290 0.1181 8.4650

Tab. 7 B: Relative Haufigkeit der SPARC-ExpressiarNormal (N)- und Tumorgeweben (T) und
deren Verhéltnisse zueinander (N/T bzw. T/N).

Der elektronische Northern zeigt eine ungeféhre dx&fachung der Expression von
Thymosin3-10 in Ovarialkarzinomen gegentuber Normalgewebe @Qears (s. Tab. 7 A).
Hodengewebe, als mannliches gonadales Pendant zuamn, @eist auch eine deutliche

Uberexpression im Tumorgewebe auf.

Der elektronische Northern zeigt eine ungefahrevieiachung der SPARC-Expression in

Ovarialkarzinomen gegentuber Normalgewebe des Osaisab. 7 B).
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4.3 Validierung der Thymosin-10- und SPARC-Expression in kommerziellen Norther-
Blot Arrays

Die MTN-Blot-, Dot-Blot- und CPA-Analysen erfolgeaur Validierung der spezifischen
Thymosin3-10- und SPARC-Expression in unterschiedlichen Nd+vmnd Tumorgeweben.

4.3.1 Thymosinf3-10- und SPARC-Expression im Multi-Tissue NorthernBlot

w -_“ — 048kb

1 2 34 5 6 7 1 2 3 45 6 7 8

Abb. 9 A: Thymosir3-10-Expression im Multi-Tissue-Northern-Blot.
H: 1 Herz, 2 ZNS, 3 Plazenta, 4 Lunge, 5 Leberk@e&tmuskel, 7 Niere, 8 Pankreas
H2: 1 Milz, 2 Thymus, 3 Prostata, 4 HodénDvar, 6 Dunndarm, 7 Kolon, 8 Periphere Blutleukozyten

Die Thymosinf-10-Sonde weist eine ubiquitare Signalreaktion(aufbb. 9 A). Starke Signale
zeigen sich in Herz und Leber (Blot H, Bande 1M\iiz und Ovar (Blot H2, Bande 1, 5). Ein
schwaches Signal ist in Prostatagewebe zu verméBleh H2, Bande 3). Die Transkriptgro3e
von Thymosin3-10 liegt im Bereich von 0,4-0,5 kb. Dies stimmttnder bekannten

Transkriptgréf3e von 482 bp tberein [NCBI, Nucleetislomo sapiens, TMSB 10].

—2,2kb

—3,0kb

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 45 6 7 8

Abb. 9 B: SPARC-Expression im Multi-Tissue-Northd3lot.
H: 1 Herz, 2 ZNS, 3 Plazenta, 4 Lunge, 5 Leberk@&tmuskel, 7 Niere, 8 Pankreas
H2: 1 Milz, 2 Thymus, 3 Prostata, 4 HodémDvar, 6 Dinndarm, 7 Kolon, 8 Periphere Blutleukozyten
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In der Autoradiographie fur die SPARC-Sonde sindGewebespur zwei Banden &hnlicher
Intensitat zu erkennen, die auf die bekannten Byégianten von SPARC zuriuckzufihren sind
(s. Abb. 9 B). Die Signale in Herz, Plazenta, Lelned Skelettmuskel (Blot H, Bande 1, 3, 5, 6)
und Milz, Hoden, Ovar und Dinndarm (Blot H2, Baride4, 5, 6) sind stark. Eine weniger
intensive Bande ist in Lunge, Niere und Pankredst (B, Bande 4, 7, 8) und Prostata und Kolon
(Blot H2, Bande 3, 7) zu sehen. Ein lediglich sctines Signal zeigt sich in Gehirn (Blot H,
Bande 2) Thymus und peripheren Blutleukozyten (Bi2f Bande 2, 8). Die Transkriptgrof3e der
Einzelbanden liegt fir SPARC bei 2,2 kb bzw. 3,0 Khbes stimmt mit der bekannten
Transkriptgrof3e von 2,2 kb und 3,0 kb Uberein [NQ¥icleotide, Homo sapiens, SPARC].

Die auf B-Actin normierten MTN-Blots bestétigen, dass ineallSpuren annéhernd gleiche
Mengen an Gesamt-RNS mit ausreichender RNA-Quakbét Thymosin3-10 und SPARC
aufgetragen wurden. Somit lasst die SignalstarkeAdeoradiografien fur beide Gene auf deren
relative Expressionsstéarke in den verschiedeneneBemwschliel3en. Sowohl Thymo§ifl0 als
auch SPARC stellt sich in den untersuchten Gewefieriner ubiquitdren Expression dar und

sind demnacinicht ovarialspezifisch.
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4.3.2 Thymosinf-10- und SPARC-Expression im Dot-Blot
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Abb. 10 A: Thymosir-10- Expression im Dot-Blot.

A/B 1-14 Niere, D/E 1-9 Brust, D/E 11-13 Prosta®dH 1-7 Uterus, G/H 9 Nier&s/H 10-12 Ovay
G/H 14 Zervix, J/IK 1-11 Kolon, J/K 13-15 Lunge, /M11-8 Magen, M/N 1@6 Rektum, M/N 1¢
Dunndarm, P B Zelllinien: 1 Hela, 2 Burkitt Lymphom, 3 Chroaols myeloische Leukamie,
Promyelozytische Leukéamie, 5 Melanom, 6 Lungenkeanzi, 7 Lymphoblastische Leuk&mie,
Kolorektales Adenokarzinom, 9 Burkitt Lymphom, Kaiten: 24 A Ubiquitin cDNA, 2 C Hefe
Total RNA, 24 E Hefe tRNA, 24 G E.coli DNA, 24 | FdA), 24 K humane ¢t-1 DNA, 24 M
humane genomische Dann

e e
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Abb. 10 B: SPARC- Expression im Dot-Blot.

A/B 1-14 Niere, D/E 1-9 Brust, D/E 11-13 Prosta®d 1-7 Uterus, G/H 9 Niergs/H 10-12 Ovar
G/H 14 Zervix, J/IK 1-11 Kolon, J/K 13-15 Lunge, /M11-8 Magen, M/N 16 Rektum, M/N 1¢
Dinndarm, P B Zelllinien: 1 Hela, 2 Burkitt Lymphom, 3 Chronls myeloische Leukamie,
Promyelozytische Leukamie, 5 Melanom, 6 Lungenkarn, 7 Lymphoblastische Leukamie,
Kolorektales Adenokarzinom, 9 Burkitt Lymphom, Kuaoiten: 24 A Ubiquitin cDNA, 24 C Hef
Total RNA, 24 E Hefe tRNA, 24 G E.coli DNA, 24 | FgA), 24 K humane ¢t-1 DNA, 24 M
humane genomische DNA

-
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Die Dot-Blots fur Thymosir3-10 und SPARC wurden a@tActin normiert. Alle Spuren zeigen
annadhernd gleiche Mengen an Gesamt-RNS mit einsre@henden RNA-Qualitat. Die
Abbildung 10 A zeigt die ubiquitdre Thymogrl0-Expression. Intensive Signale finden sich in
folgenden Organen: Niere (A/B 1-14), ProstataE(DI - 13), Zervix (G/H 14), Kolon
(J/K1-11) und den Zelllinien (P 1 -9). Schwaeh&ignale zeigen Brust (D/E 1 - 9), Uterus
(G/H 1-7), Niere (G/H 9), Ovar (G/H 10-12), lgen (J/K 13- 15), Magen (M/N 1 - 8),
Rektum (M/N 10 - 16) und Dinndarm (M/N 18). Dabeiennt man sowohl zwischen Normal-
und Tumorgeweben als auch interindividuell inndsh@iher Gewebeentitat Unterschiede in der

Expression. In 31 von 68 Tumorproben (45,6 %) Istrilosin3-10 Gberexprimiert.

Das Autoradiogramm der Hybridisierung der SPARC-80(A&A991865) mit dem Dot-Blot ist
in Abbildung 10 B dargestellt. SPARC zeigt sicls &in in allen untersuchten Geweben
exprimiertes Gen. Intensive Signale finden sicfoigenden Organen: Niere (A/B 1 - 14), Brust
(D/IE 1-9), Prostata (D/E 1 - 13), Uterus (G/H 7),- Zervix (G/H 14), Kolon (J/K 1-11),
Lunge (J/K 13 - 15), Magen (M/N 1 - 8), Rektum (M19 - 16), Dunndarm (M/N 18) und den
Zelllinien (P 3,5). Schwachere Signale zeigen &i¢6/H 9), Ovar (G/H 10 - 12) und die
Zelllinie eines Lungenkarzinoms (P 6). Dabei erkenman sowohl zwischen Normal- und
Tumorgeweben als auch interindividuelle Untersohied der Expression. In 34 von 68
Tumorproben (50 %) ist SPARC Uberexprimiert.

Im Folgenden soll ausschlie3lich auf die ThymoBxliO- und SPARC-Expression in den
korrespondierenden Ovargeweben eingegangen wertfem. den drei Ovarproben ist
Thymosin3-10 in zwei Ovarialtumoren gegenuber dem korresmradden Normalgewebe
Uberexprimiert, in einer Probe besteht kein Untaestin der Expression zwischen Normal- und
Tumorgewebe. Von den drei Proben &PARC in zwei Ovarialtumoren gleichbleibend im
Normal- und Tumorgewebe exprimiert, in einer Proled SPARC vom Tumor geringer

exprimiert (s. Tab. 8).

Tab. 8: Thymosif3-10- und SPARC-Expression im Dot-Blot

ThymosinB-10 SPARC
Expression Expression Expression Tumor Expression
Tumor > Normal | Tumor = Normal < Normal Tumor = Normal
in n Féllen (%) in n Féllen (%) in n Féllen (%) in n Fallen (%)
Ovarialproben| 2 von 3 (66,67 1 von 3 (33,33 1 89133,33) 2 von 3 (66,67)
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4.3.3 Thymosinf3-10- und SPARC-Expression im Cancer Profiling Array

Dargestellt sind die Autoradiogramme eines Cancefiling Arrays (CPA) hybridisiert mit der
Thymosin3-10- bzw. SPARC-Sonde (Abb. 11 A - B). Auf dem C8Ad 241 Tumore mit dem
korrespondierenden Normalgewebe dargestellt. D&k ®@&rde auff3-Actin normiert und zeigt

in allen Proben annahernd gleich viel cDNS.

Brust Uterus Kolon Magen Ovar  Lunge Niere Rektum Thyroidea
12 34 56 T8 9101112 1314 1516 1718 1920 2122 234 25

N

:mggggh‘-ﬂksﬂ:-‘wﬂﬂ'ﬂo::":’—-=‘D""I‘Hﬂﬂwb

Abb. 11 A: Thymosir3-10-Expression im Cancer Profiling Array.

Brust Uterus Kolon Magen Ovar Lunge HNiere Rektum Thyroidea
12 34 56 78 9101112 1314 1516 1718 1920 2122 2324 25

NT HNT  NT NT NT NT NT - NT NT NT NT NT

7o

'HmggggN-<x§<=4maevc=#rzh-=aﬂmunmb

Abb. 11 B: SPARC-Expression im Cancer Profilingarr
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Die genaue Expression einiger untersuchter Tumitdigert kann der Tabelle 9 entnommen

werden.

Tab. 9: Verhéltnis der Thymosifi-10- und SPARC-Expression von Normalgewebe undekpondierendem
Tumor verschiedener Organe.

Thymosin 3-10 SPARC
Expression Expression Expression Expression Expression Expression
Tumor/Normal | Tumor/Normal Tumor = Tumor/Normal | Tumor/Normal Tumor =
22 <05 Normal 22 <05 Normal
in n Fallen (%) | innFallen (%) | innFallen (%) | innFallen (%) | innFallen (%) | inn Fallen (%)
Ovar 9 von 16 (56,25 0 von 16 (0) 7 von 16 (43,Y5) von 16 (43,75)) 2von 16 (12,3) 7 von 16 (43,}5)
Brust 19 von 50 (38) 2 von 50 (4) 29 von 50 (48) v@h 50 (52) 3 von 50 (6) 21 von 50 (42
Uterus 20 von 42 (48) 0 von 42 (0) 22 von 42 (5) voB 42 (19) 7 von 42 (17) 27 von 42 (64)
Magen 6 von 27 (22) 0 von 27 (0) 21von 27 (78) vaA 27 (70) 0 von 27 (0) 8 von 27 (30
Rektum 1 von 18 (6) 0 von 18 (0) 17 von 18 (94) @0 ¥8 (56) 0von 18 (0) 8 von 18 (44
Lunge 6 von 21 (29) 0 von 21 (0) 15von 21 (71) o621 (24) 2von 21 (10) 14 von 21 (68)
Prostatal 0 von 4 (0) 2 von 4 (50) 2 von 4 (50 0 %0(0) 1von4 (25) 3 von 4 (75)
Kolon 5von 35 (14) 3 von 35 (9) 27von 35 (77)  vbh 35 (40) 6 von 35 (17) 15 von 35 (43)
Niere 10 von 20 (50) 0 von 20 (0) 10 von 20 (50) vo8 20 (50) 1von 20 (5) 11 von 20 (45)

Im Folgenden wird detailliert die Thymos{10- und SPARC-Expression in Ovargeweben

untersucht. Thymosir8-10 wird in neun von 16 Ovarialkarzinomen (56,25 $ignifikant

(Tumor / Normak 2) gegeniber

dem Kkorrespondierenden

Normalgeweles @vars

Uberexprimiert in den Ubrigen Ovarialumoren bleligt Expression gleich (s. Tab. 10).

Thymosin 3-10 zeigt die hochste Expression im Adenokarzinam,nicht naher definierten

Karzinom, im adenosquamdsen Karzinom und im muand&orderline Tumor (s. Tab. 10). Die
zwei Metastasen exprimieren im Vergleich zu dererrdspondierendem Karzinom tendenziell

weniger Thymosin 3-10. Alle Normalgewebe des Ovars zeigen eine nuringe

Thymosin3-10-Expression.  Eine im  Tumor  signifikant  geringereExpression

(Tumor/Normak 0,5) ist in keinem Fall zu verzeichnen.

SPARC zeigt in sieben von 16 Ovarialkarzinomen 7{83%) eine signifikante Uberexpression

im Tumor gegenuber dem korrespondierenden Normaiewdes Ovars. Eine im

Ovarialkarzinom geringere SPARC-Expression ist weizvon 16 Fallen (12,5 %) und eine
gleich bleibende Expression in 7 Fallen (43,75 ¥oyerzeichnen (s. Tab. 10).

SPARC zeigt Die hochste Expression im Adenokarziniemnicht ndher definierten Karzinom
zeigen die weniger

und im muzinésen Borderline Tumor (s. Tab. 10). demziell

fortgeschrittenen Karzinome (FIGO 1) eine hohereABE-Expression im korrepondierenden
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Tumor. Eine signifikant geringere Expression im Tur{iTumor/Normak 0,5) war in zwei von
16 Fallen (12,5 %) zu verzeichnen, dem serds @aeill Karzinom und dem serds papillaren
Zystadenokarzinom. Alle Normalovare zeigen mindesteine geringe SPARC-Expression. Die
Expression der Metastasen im Verhdaltnis zu deremegkpondierendem Normalgewebe des
Ovars ist uneinheitlich. Die Metastase des ser@etadenokarzinoms exprimiert signifikant
mehr SPARC als das Normalgewebe des Ovars undfikami mehr SPARC als der
Primartumor. Die Metastase des Adenokarzinoms zeiige gegentber dem Normalgewebe
gleichbleibende Expression, im Vergleich zum Prion@or wird SPARC in der Metastase aber
signifikant weniger exprimiert.

Tab. 10: Thymosii-10- und SPARC-Expression im Cancer Profiling Araang klinische Daten.

Dargestellt ist die Thymosif-10- und SPARGEXpression in Ovarialtumoren unterschiedlicher Dignund
Histologie im Vergleich zum korrespondierenden Nalgewebe des Ovars. Eine signifikarUberexpression il

Tumor ist ab einem Quotienten Tumor/Norma anzunehmen, eine signifikant geringere Expressiomumor ak
einem Quotienten Tumor/Normal0,5.

Tumorentitat histopathologische Charakteristika Thymosin -10 SPARC
Alter FIGO Besonderheiten Tumor/Normal | Tumor/Normal
Metastase eines serdsen 50 Illa Fernmetastasen 1,06 2,78
Zystadenokarzinoms Tumorgrof3e 3,5 cm
Seréses Zystadenokarzinom 1,44 1,21
Metastase eines Adenokarzinoms 53 ]| Fernmetastasen 2,10 1,41

Tumorgrofle 2 cm

Adenokarzinom 3,18 7,31
Seroses Karzinom 58 b / 2,29 2,75
Seréses Zystadenokarzinom 69 unbekannt / 0,89 1,15
Seréses Zystadenokarzinom 61 unbekannt Fernmetastasen 2,44 1,60
Sero6s papillares Karzinom 72 unbekapnt Fernmetastasen G 2 1,02 0,26
Serds papillares Zystadeokarzinom 54 11 Tumorgrdf x 1,5 x 5 cm 1,57 0,37
Serds papillares Zystadeokarzinom 64 unbekannt / 1,48 1,27
Karzinom 58 | / 4,55 7,02
Adenokarzinom 41 unbekannt Fernmetastasen 4,60 2,15
Zystadenokarzinom 50 b TumorgrofRe 9 x 6 x 3 cm ,351 1,95
Adenosquamdses Karzinom 57 lla / 4,14 1,13
Klarzellkarzinom 72 | / 1,96 0,65
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4.4 RNA-in-situ-Hybridisierung

4.4.1 Deskriptive Charakterisierung der Thymosinf-10-mRNA-Expression in Ovargewebe

unterschiedlicher Dignitat
4.4.1.1 ThymosinB-10-mRNA-Expression in Normalgeweben des Ovars

Die Thymosin 3-10-Expression ist im Normalgewebe des Ovars () vd@ allem auf die
Rindenzone beschrankt, in der es konstitutiv imogtieproduzierenden Zellen exprimiert wird.
Die hochste Expression weisen Granulosazellen Burf. Corpus luteum weist eine starke
Farbung auf, im Gegensatz zum Corpus albicanskeladHybridisierungssignal mehr zeigt. Die
Expression im Stroma ist in vier Fallen (44,5 %)wach, in vier Fallen (44,5 %) malig und in
einem Fall stark (11 %). Im Oberflachenepithel widymosin3-10 nur in 22 % der Falle
schwach exprimiert, die Ubrigen 78 % zeigen keibritisierungssignal. In der Markzone ist in
einigen Fallen eine schwache Expression nachweisBai funf der neun normalen
Ovargewebeproben (55,5 %) ist die Expression imoHrel negativ, in vier Fallen (44,5 %)
schwach positiv (s. Abb. 12).

Abb. 12: ThymosinB-10-Expression im Normalovar einer 63-jahrigen Fi@y C, D): Ubersicht mif
bindegewebigem Corpus albicans (Pfeil), Antisegefache VergroRerung\j, Oberflachenepithel (Pfei
mit angrenzendem Stroma, Antisense, 400-fache ¥Begung C) und HE-Farbungl¥). Die AbbildungB
zeigt schwach positives Endothel (dinner Pfeil) Grdnulosaluteinzellen (dicker Pfeil) im Corpuselutn
einer 42-jahrigen Frau in 200-facher Vergré3er#gisense.
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4.4.1.2 Thymosin3-10-mRNA-Expression inbenignen Ovarialtumoren

Das Tumorepithel in benignen Ovarialtumoren (n =i]) in einem Fall schwach positiv,

ansonsten negativ. Die stromale Expression istviei Fallen (67 %) schwach und in einem Fall
(33 %) stark. Vor allem die an das Zystenepithefjranzenden Fibroblasten zeigen eine
gegenuber dem ubrigen Stroma verstarkte ThympBsiO-Expression. Das Endothel zeigt in

zwei von drei Féllen ein schwaches Hybridisieruiggss (s. Abb. 13).

Abb. 13: Thymosinp-10-Expression im muzindsen Zystadenofibrom ein8fahrigen Frau: negative
Zystenepithel (Pfeil) mit angrenzendem stark geéirb Stroma, Ubersicht, Antisense, 50-fach®), (
Antisense, 100-fache VergroRerum),(Antisense, 400-fache VergroReru@®) Und HE-Farbung, 40fache
VergréRerungd).
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4.4.1.3 ThymosinB-10-mRNA-Expression inprimaren Ovarialkarzinomen

Von den 34 untersuchten priméaren Ovarialkarzinorsgrd alle ThymosinB-10-positiv im
Tumorepithel, davon zehn (29 %g¢hwach, 18 (53 %) malRig und sechs (18 %) starlSthoma
ist die Expression in 22 Fallen (64,7 %) negativilinf Fallen (14,7 %) schwach, in vier Féllen
(11,8 %) maRig und in drei Fallen (8,8 %) starke @ndotheliale Expression ist in 20 Féllen
(59 %) negativ, in elf Fallen (32 %) schwach undliei Fallen (9 %) magig (s. Abb. 14).

Abb. 14: Thymosin3-10-Expression im serds-papillaren Ovarialkarzineimer 47jahrigen Frau (G3, T3
Nx, M1): Ubersicht, Antisense, 50-fach&)(und 200-fache VergroRerunB)( Es stellen sich stia gefarbte
Tumorzellen (weil3er Pfeil) mit angrenzendem negativStroma (dtnner, schwarzer Pfeil) und negati
Endothel (dicker, schwarzer Pfeil) dar, 400-factexrgv6Rerung, Antisens€) und HE-Farbung¥). In der
Abbildung E ist schwach positives Entel (Pfeil) in einem endometroiden Ovarialkarzinammitten von
Tumorzellen dargestellt, Antisense, 400-fache \tidBgrung ).
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4.4.1.4 ThymosinB-10-mRNA-Expression in rezidivierten Ovarialkarzinomen

Ovarialkarzinomrezidive (n= 16) zeigen ein &hnlEh&xpressionsmuster wie primare
Ovarialkarzinome. Das Tumorepithel ist in sechdeRri{37,5 %) schwach geféarbt, in acht Fallen
(50 %) maRig und in zwei Fallen (12,5 %) stark. Biwomale Expression ist in zwolf
Ovarialkarzinomrezidiven (75 %) negativ und in vigillen (25 %) schwach. Die endotheliale
Expression ist in funf Ovarialkarzinomrezidiven (&) negativ, in neun Fallen (56 %) schwach
und in zwei Fallen (13 %) maRig (s. Abb. 14).

8

.

Abb. 15: Thymosin(-10-Expression im Rezidiv eines serdsen Ovarialkams einer 73ahrigen Frat
(Erstdiagnose mit 68 Jahren, G2, T3c, Nx, Mx): Qht, stark gefarbtes Tumorepithel (weile Pfeils)
angrenzendem negativen bis maRig gefarbten Streotawérze, diinne Pfeile) untegativem Fettgewebe d
Omentum minus (schwarze, dicke Pfeile), AntiseBSefache A), 200-fache B) und 400-fache VergroRerung)(
und HE-Farbung). In Abbildung E ist eine schwache Farbung desdials (Pfeil) dargestellt, umgeben \
negativem Stroma, Antisense, 400-fache VergroRRefidhg
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4.4.2 Statistische Analyse der zellularen Thymosi-10-Expression

4.4.2.1 Vergleich der Thymosin B-10-Expression im Epithel von Ovargewebe

unterschiedlicher Dignitat

Fiur die Unterscheidung Normalgewebe vom Ovar vebsisgnen Ovarialtumoren ergibt sich
kein signifikanter Unterschied in der Thymo{rl0-Expression im Epithel. Die epitheliale
Thymosin3-10-Expression in Normalgeweben des Ovars bzwemgdmnen Ovarialtumoren ist
signifikant geringer als in primaren (p < 0,001 bzwy = 0,003) und rezidivierten
Ovarialkarzinomen (p < 0,001 bzw. p = 0,023). Fie @nterscheidung primares versus

rezidiviertes Ovarialkarzinom ergibt sich keinetistessche Signifikanz (p = 0,75).
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Thymosin B-10-Expression (IRS) im Epithel
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MNormalgewebe Ovar  benigne Ovariattumore  primare Ovarialkarzinome rezicivierte
Owarialkarzinome

Dignitédt / Typ des Tumors

Abb. 16: ThymosinB-10-Expression im Epithel in Abhangigke
von der Dignitat des Ovargewebes.

Bei maligne transformierten Epithelzellen des Ovarenmt es zi
einer signifikant starkeren Thymogsal10-Expression (p < 0,05).
IRS: 0 = keine Farbereaktion, 1-4 = schwache Fégdiion,

5-8 = maRige Farbereaktion, 9-12 = starke Farbé&oeak
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4.4.2.2 Korrelation der Thymosin [B-10-Expression im Epithel mit Klinisch-

histopathologischen Parametern

Im Gesamtkollektiv der Patientinnen mit Normalgeemlies Ovars, benignen Ovarialtumoren,
primaren und rezidivierten Ovarialkarzinomen komed mit Zunahme der epithelialen
Thymosin B-10-Expression zu einer signifikanten Zunahme destrétens groRer Mengen

Aszites (p = 0,021) und zum Anstieg von CA 125 (p9,641). Der Anteil der Patientinnen ohne
Aszites sinkt von 100 % bei negativer ThymoBhi0-Expression auf unter 40 % bei starker
Thymosin B-10-Expression, und bei starker Expression steigt dnteil mit grol3er

Aszitesmenge auf Uber 60 % an. Im Gesamtkollektiv Eatientinnen zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede der Thymogii0-Expression im Epithel in Abhangigkeit vom

Alter bei Erstdiagnose.

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder itbziertem Ovarialkarzinom haben
Ovarialkarzinome mit starker Thymosifi-10-Expression in den Tumorzellen signifikant
(p = 0,015; bei Ausschluss von MX ist p < 0,001yfiger metastasiert, als Ovarialkarzinome
mit schwacher Thymosi3-10-Expression (s. Abb. 17). Betrachtet man Patiaeh mit
rezidiviertem Ovarialkarzinom, so liegt bei Zunahmer Thymosinf-10-Expression in den
Tumorzellen signifikant haufiger makroskopische Twireiheit vor (p = 0,010). Im Kollektiv
der Patientinnen mit primarem oder rezidiviertemafalkarzinom zeigt sich kein signifikanter
Unterschied der Thymosip-10-Expression in den Tumorzellen in AbhéngigkeimvAlter bei
Erstdiagnose, vom praoperativen CA 125-Wert, vomh¥ndensein von Aszites, vom FIGO-
Stadium, vom postoperativen Tumorrest, vom Tumdigta pT, vom Lymphknotenstatus pN,

von der Histologie, vom Differenzierungsgrad odemvpostoperativen Uberleben.
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Abb. 17: Thymosir-10-Expression im Tumorepith:
in Abhangigkeit vom Metastasierungszustand.
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4.4.2.3 Vergleich der Thymosin B-10-Expression im Stroma von Ovargewebe

unterschiedlicher Dignitat

Normalgewebe vom Ovar und benigne Ovarialtumoretiersoheiden sich nicht signifikant in
ihrer stromalen Thymosi3-10-Expression. Die stromale Thymos[i10-Expression von
Normalgewebe des Ovars ist signifikant starkervals primaren (p = 0,004) und rezidivierten
Ovarialkarzinomen (p < 0,001). Fur die Unterscheglder Expression im Stroma benigner
Ovarialtumoren versus primarer Ovarialkarzinomeil#rgich nur eine Tendenz (p = 0,092).
Benigne Ovarialtumoren zeigen aber eine signifikgnt 0,008) starkere stromale Expression
als rezidivierte Ovarialkarzinome. Es zeigt sichinksignifikanter Unterschied (p = 0,242) bei
der stromalen Thymosi10-Expression zwischen primaren und rezidivierten

Ovarialkarzinomen.

Thymosin B-10-Expression (IRS) im Stroma

2- &
o
T T T T
Mormalgewebe Ovar benigne Ovariatumore  primére Ovarialkarzinomes rezidivierte
COvarialkarzinome

Dignitdt/ Typ des Tumors

Abb. 18: ThymosinB-10-Expression im Stroma in Abhangigk
von der Dignitat des Ovargewebes.

Im Stroma vom Normalgewebe des Ovars zeigt sichifgignt
haufiger eine hoher&xpression im Vergleich zum Stroma
primaren und rezidivierten Ovarialkarzinome (p €35),

IRS: 0 = keine Farbereaktion, 1-4 = schwache Fadi¢ion,

5-8 = maRige Farbereaktion, 9-12 = starke Farb&ozak
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4.4.2.4 Korrelation der Thymosin [B-10-Expression im Stroma mit klinisch-

histopathologischen Parametern

Im Gesamtkollektiv der Patientinnen mit Normalgeemldes Ovars, benignen Ovarialtumoren,
primaren und rezidivierten Ovarialkarzinomen komast mit Abnahme der Stromaexpression
signifikant (p = 0,02) haufiger zum Vorhandensein ¥szites.

Im Gesamtkollektiv der Patientinnen zeigen siclm&esignifikanten Unterschiede der Thymaosin
[-10-Expression im Stroma in Abhangigkeit vom Albei Erstdiagnose und vom praoperativen
CA 125-Wert.

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder itkziertem Ovarialkarzinom wird bei
stromaler Thymosif3-10-Expression signifikant (p = 0,024) haufiger noakopisch tumorfrei
operiert. Gegenuber einer fehlenden stromalen Egpe besteht bei positiver Thymo$flO0-
Expression die vierfache Chance tumorfrei operartverden (OR 4,3; 95 % ClI: 1-16). Dieser
Zusammenhang ist auch nach der Korrektur fur digdfan Alter bei Erstdiagnose, Histologie,
Aszites, FIGO-Stadium, Differenzierungsgrad und mgdies versus rezidiviertes
Ovarialkarzinom signifikant (p = 0,039; OR 5,8; 95C4 1-30). Weiterhin zeigen das seros-
muzindse bzw. die muzindsen Ovarialkarzinome sikgmit (p = 0,009) haufiger eine schwach
bis méaRige stromale Thymo9iil0-Expression gegentber den meist negativen gpaqdiiaren
oder endometroiden Ovarialkarzinomen.

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder ichziertem Ovarialkarzinom gibt es keinen
signifikanten Unterschied der Thymo$nl0-Expression im Stroma in Abhangigkeit vom Alter
bei Erstdiagnose, vom praoperativen CA 125-Werin Vdorhandensein von Aszites, vom
FIGO-Stadium, vom TNM-Stadium, vom Differenzieruggsd oder vom postoperativen

Uberleben.
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Abb. 19: Thymosir-10-Expression im Stroma in

Abhéngigkeit vom postoperativen Tumorrest. 62
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4.4.2.5 Vergleich der Thymosir3-10-Expression im Endothel verschiedener ovarialer

Gewebe

Es existiert kein signifikanter Unterschied in dBnymosin -10-Expression im Endothel
zwischen Normalgeweben vom Ovar, benignen Ovanaten, primaren und rezidivierten

Ovarialkarzinomen.

25

IThymosin R-10-Expression (IRS) im Endothel

T T T T
Mormalgewebe Ovar benigne Ovariattumore  primére Ovarialkarzinome rezidivierte
Ovarialkarzinome

Dignitdt | Typ des Tumors

Abb. 20: Thymosin B-10Expression im Endothel i
Abhéngigkeit von der Dignitat des Ovargewebes.

Es zeigt sich kein Unterschied in dExpressionshéhe in dt
verschiedenen Geweben.

IRS: 0 = keine Farbereaktion, 1-4 = schwache Faédigion,

5-8 = maRige Farbereaktion, 9-12 = starke Farbé&oeak
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4.4.2.6 Korrelation der Thymosin -10-Expression im Endothel mit klinisch-

histopathologischen Parametern

Im Gesamtkollektiv der Patientinnen mit Normalgewetes Ovars, benignen Ovarialtumoren,
primaren und rezidivierten Ovarialkarzinomagigen sich keine signifikanten Unterschiede der
Thymosin 3-10-Expression im Endothel in Abhéngigkeit vom Alteei Erstdiagnose, vom

praoperativen CA 125-Wert und vom VorhandenseinAsrites.

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder itBziertem Ovarialkarzinom ist der
Zusammenhang malfige endothelidlaymosin3-10-Expression und fortgeschrittenes Stadium
Il oder IV bzw. schwach bis negative endothelidleymosin (3-10-Expression und frihes
FIGO-Stadium | oder II signifikant (p = 0,036). Aukommt es bei Zunahme der endothelialen
Thymosin B-10-Expression signifikant (p = 0,005 bei Ausschlueon MX) haufiger zum
Auftreten von Metastasen. Eine negative bis schev&otpression tritt sowohl bei metastasierten
Ovarialkarzinomen als auch bei OvarialkarzinomemeoNachweis von Metastasen auf,
wahrend eine mafige endotheliale ThymoBHiO-Expression immer mit metastasierenden
Ovarialkarzinomen assoziiert ist.

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder ichziertem Ovarialkarzinom gibt es keinen
signifikanten Unterschied der Thymos@il0-Expression im Endothel in Abh&ngigkeit vom
Alter bei Erstdiagnose, vom praoperativen CA 1258Meom postoperativen Tumorrest, vom
Vorhandensein von Aszites, vom Tumorstadium pT, vioymphknotenstatus pN, von der

Histologie, vom Differenzierungsgrad oder vom Ubbdn.
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Abb. 21: Endotheliale Thymosifi-10 Expression in Abhangigke
vom FIGO-Stadium.

Der Zusammenhang maRige endotheliale SPAR@ression uni
fortgeschrittenes Stadium Il oder IV bzw. schwalsis negative
endotheliale SPARC-Expression und frihes FIS@dium | oder |
ist signifikant (p = 0,036).

IRS: 0 = keine Farbereaktion, 1-4 = schwache Fadieion,

5-8 = maRige Farbereaktion, 9-12 = starke Farb&ozak
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Abb. 22: Metastasierungszustand in Abhangigkeit denendotheliale
ThymosinB-10-Expression.

Eine negate bis schwache Expression tritt sowohl bei mesistter
Ovarialkarzinomen als auch bei OvarialkarzinomeneoNachweis vo
Metastasen auf, wahrend eine maRige endothelialendsin B-10-
Expression immer mit einem metastasierenden Otarizhom
assozert ist. Bei AusschluR von MX kommt es bei Zunahiher
endothelialen ThymosinB3-10-Expression signifikant haufiger zu
Auftreten von Metastasen (p = 0,005).

IRS: 0 = keine Farbereaktion, 1-4 = schwache Fadi¢ion,

5-8 = maRige Farbereaktion, 9-12 = starke Farb&ozFak
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4.4.3 Deskriptive Charakterisierung der SPARC-mRNAExpression in Ovargewebe
unterschiedlicher Dignitat

4.4.3.1 SPARC-mRNA-Expression in Normalgeweben d€ars

SPARC wird in pramenopausalen Ovarien hauptsachiicken Granulosa- und Luteinzellen der
Follikel exprimiert, mit geringen Leveln in den @Grdosazellen und den hdchsten Leveln in den
Lutealzellen des Corpus luteum. Funf Falle (56 %)gen eine schwache Farbung des
Oberflachenepithels, vier (44 %) sind negativ. imff Féllen (ca. 55 %) ist die stromale
Expression schwach, in zwei Fallen (22 %) maRigeimem Fall stark und in einer Probe
negativ. Vom Stroma wird SPARC v. a. von der an@asrflachenepithel angrenzenden Tunica

albuginea synthetisiert. In kleineren Gefal3en ist @hdotheliale Expression in sieben Fallen
(78 %) schwach und bei je einem Fall stark bzwatieds. Abb. 23).

Abb. 23: SPARC-Expression im Normalovar einer @®igen FrauA-D): Ubersicht mit bindegewebigem Cory
albicans (Pfeil), Antisense, 50-fache VergroRer(i)g mit Corpus albicans und schwacher SPARC-Eggion i
Endothel (Pfeil), Antisense, 100-fache VergroReryBy im Oberflachenepithel (Pfeile) mit angrenzenc
Stroma, Antisense, 400-fache VergréRerudyynd HE-Farbung, 200-fache VergroReruBy. (Die AbbildungE
zeigt Granulosaluteinzellen (roter Pfeil) im Corduseum einer 42-jahrigen Frau in 4@:her VergréRerung
Antisense. 66
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4.4.3.2 SPARC-mRNA-Expression in benignen Ovarialtmoren

Das benigne Tumorepithel ist in zwei Féllen (67 Réyativ in einem Fall schwach positiv. ein
Tumor zeigt eine schwache und zwei Tumore (66 %@ starke stromale SPARC-Expression,
dabei v. a. von an die Tumorzellen angrenzenderoBlifisten.Im Endothel wird SPARC in
einem Fall schwach, mafig bzw. stark exprimierA{g. 24).

Abb. 24: SPARC-Expression im muzinésen Zystademnofibeiner 73ahrigen Frau: Ubersicht, Antisen:
100-fache VergréRerunAf und HE-FarbungR). Das Epithel ist negativ (dinner Pfeil), das angende
Stroma (dicker Pfeil) positiv. Zystenepithel (dunideil) mit angrenzendem Stroma (dicker Pfeil)048che
Vergrolierung, Antisens€) und HE-FarbungL). Die AbbildungE zeigt eine schwache SPAREpressior

in Kapillaren (roter Pfeil) eines sertsen Zystadesoumgeben von einer starken stromalen SPARC-
Expression, Antisense, 100-fache Vergrof3erung.
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4.4.3.3 SPARC-mRNA-Expression in priméren Ovarialkazinomen

Bei den primaren Ovarialkarzinomen zeigen 26 F&0& %) keine Farbung und acht
Ovarialkarzinome (23 %) eine schwache Farbung dandrzellen. Die stromale SPARC-
Expression ist in allen (n = 34) untersuchten FRapesitiv, mit besonders intensiver Reaktion
des an die Tumorzellen angrenzenden Stromas bzwdurch Tumorzellen isolierten
Stromainseln. Tumorproben, die kein Stroma enthakend durchweg negativ. 17 Falle (50 %)
weisen eine starke, 13 Falle (38 %) eine mafige wed Falle eine schwache Farbung des
Tumorstromas auf. Das Endothel kleinerer Gefal3gt zei 16 Fallen (47 %) eine starke, elf

Fallen (32 %) eine schwache, sechs Fallen einegealdid in einem Fall keine Farbung des
Endothels (s. Abb. 25).

- . i

Abb. 25 A-D.: SPARC-Expression im serds-papilla@varialkarzinom einer 47-jahrigen krdG3, T3c, Nx
M1): Ubersicht, Antisense, 50-fach&)(und 200fache VergréRerung mit negativem Tumorepithel (suize
Pfeile) und angrenzendem stark gefarbtem Strom#3énefeile) B), 400-fache VergroRerung, Antisense) (
und HE-Farbung [§). Die AbbildungenE und F zeigen eine starke Expression in einer Kapillaires
endometroiden Ovarialkarzinoms (G3) umgeben von FPAositivem Stroma, Antisense, 4fthe
VergrofRerungk), und umgeben von SPARC-negativen Tumorzellenis&nse, 400-fache Vergrolierumg (
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4.4.3.4 SPARC-mRNA-Expression in rezidivierten Ovaalkarzinomen

Ovarialkarzinomrezidive (n= 16) zeigen das gleicExpressionsmuster wie primare

Ovarialkarzinome Es exprimieren 14 Falle (88 %nkend zwei Falle (12 %) schwach SPARC
in den Tumorzellen. Im Stroma weisen 13 Proben siakke (81 %) zwei Falle eine malige und
eine Probe eine schwache stromale SPARC-ExpresQiarialkarzinomrezidive zeigen in den

Fibroblasten des Stromas sogar noch signifikantigéukine intensive Farbung als priméare
Ovarialkarzinome. Das Endothel ist in zehn Fale2§ %) stark, in funf Fallen schwach und in
einem Fall maRig gefarbt (s. Abb. 26).

Abb. 26: SPARC-Expression im RezidiA-D) eines serésen Ovarialkarzinoms einerjat8igen Frat
(Erstdiagnose mit 68 Jahren, Grading 2, T 3¢, Nx, MIGO-Stadium llic, > 500 ml Aszites, CA 125
praoperativ 1184 IE/ml): Ubersicht, Antisense, 86He A) und 200fache VergroRerung, Tumorepithel 1
angrenzendem Stroma und Fettgewebe des Omentuns @)yju400-fache VergréRerung, Antisen&) (ind
HE-Farbung D). Es zeigen sich im Ovarialkarzinomezidiv einerlgtaFarbung des Stromas (weilRe Pfe
wahrend Tumorzellen (dinne, schwarze Pfeile) und Hédtzgdicke, schwarze Pfeile) negativ flr «
SPARC-Transkript sindDie Abbildung E zeigt eine starke Expression in einer Venole (Piai einem
Rezidiv eines serds-papillaren Ovarialkarzinoms )(GEngeben von Stroma, Antisense, Z86he
VergréRerung.
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4.4.4 Statistische Analyse der zellularen SPARC-Exgssion
4.4.4.1 Vergleich der SPARC-Expression im Epithel an Ovargewebe unterschiedlicher
Dignitat

Es zeigt sich statistisch kein signifikanter Untdied beim Vergleich der SPARC-Expression
im Epithel von Normalgeweben des Ovars, benignear@umoren, primaren und rezidivierten

Ovarialkarzinomen.
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Abb. 27: SPARCExpression im Epithel in Abhangigkeit von ¢
Dignitat des Ovargewebes.

Es zeigt sich statistisch kein signifikanter Untéied beim Vergleicl
der Epithelfarbung von NormalgewebesdOvars, benignen Tumore
priméren und rezidivierten Ovarialkarzinomen.

IRS: 0 = keine Farbereaktion, 1-4 = schwache Féadi¢ion,

5-8 = maRige Farbereaktion, 9-12 = starke Farb&ozak
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4.4.4.2 Korrelation der SPARC-Expression im Epithelvon Ovargewebe unterschiedlicher

Dignitat mit klinisch-histopathologischen Parameten

Im Gesamtkollektiv der Patientinnen mit Normalgeabbenignen Ovarialtumoren, priméren
und rezidivierten Ovarialkarzinomereigen sich keine signifikanten Zusammenhange der
SPARC-Expression im Epithel mit dem Alter bei Eratpghose, dem praoperativen CA 125-Wert

und Aszites.

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder ichziertem Ovarialkarzinom kommt es bei
Zunahme der SPARC-Expression im Epithel zur sigaiften Zunahme des Auftretens und des
Volumens von Aszites (p = 0,023). Eine negativehgtiale SPARC-Expression ist in 50 % der
Falle mit Aszites assoziiert, davon wiederum 50 % s500 ml und 50 % > 500 ml. Eine
schwache Expression ist dagegen in 80 % der FatlAszites assoziiert, davon 87,5 % mit
Aszites > 500 ml und 12,5 % mit Aszite 00 ml.

Weiterhin zeigt sich ein signifikanter Unterschigg = 0,013) in Abhangigkeit vom
Tumorstadium pT. Eine negative Epithelexpression SPARC ist mit allen Tumorstadien
pT1-T3 assoziiert, wahrend eine schwache epitleel&PARC-Expression immer mit einem
Stadium pT3 assoziiert ist.

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder icBziertem Ovarialkarzinom gibt es keinen
signifikanten Unterschied der SPARC-Expression ipittel in Abhéngigkeit vom Alter bei
Erstdiagnose, vom praoperativen CA 125-Wert, vommplgknotenstatus pN, vom
Metastasierungszustand pM, vom FIGO-Stadium, vorstgp@rativen Tumorrest von der

Histologie, vom Differenzierungsgrad oder vom Ubbdn.

Aszites Tumorstadium

a0 - e
ein Aszites
H <s0om = FE
O - soomi P
O 13

Haufigkeit [n]
§
Haufigkeit [n]

negativ schwach neglatw schwach
SPARC -Expression (IRS) im Epithel SPARC-Expression (IRS) im Epithel

Abb. 28: Aszites in Abhangigkeit von Abb. 29: Tumorstadium pT in Abhangigkeit
der epithelialen SPARC-Expression bei von der epithelialen SPARC-Expressiogi
Patientinnnen mit Ovarialkarzinom. Patientinnnen mit Ovarialkarzinom.
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4.4.4.3 Vergleich der SPARC-Expression im Stroma wvo Ovargewebe unterschiedlicher

Dignitat

Normalgewebe zeigen gegenuber primaren Ovarialkanzen (p <0,001) und
Ovarialkarzinomrezidiven (p < 0,001) eine signifikgeringere SPARC-Expression im Stroma.
Weiterhin weisen 81 % der rezidivierten versus 5@8ébprimaren Ovarialkarzinome eine starke
stromale SPARC-Expression auf. Dieser Untersclsesignifikant (p = 0,027).

Es existieren keine signifikanten Unterschiede @n stromalen SPARC-Expression zwischen
Normalgewebe und benignem Gewebe und zwischen memidumoren und primaren oder

rezidivierten Ovarialkarzinomen.
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Abb. 30: SPARCExpression im Stroma in Abhangigkeit von

Dignitat des Ovargewebes.

Es zeigt sich eine signifikante (p < 0,001) Zunahder stromale:

SPARC-Expressin in Ovarialkarzinomen gegeniber Normalgew

des Ovars, und signifikant (p = 0,027) haufigereeimensiveFarbung

im Stroma der Ovarialkarzinomrezidive gegeniiber detmoma vor

primaren Ovarialkarzinomen.

IRS: 0 = keine Farbereaktion, 1-4 = schwache Fadi¢ion,

5-8 = maRige Farbereaktion, 9-12 = starke Farb&ozak
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4.4.4.4 Korrelation der SPARC-Expression im Stromason Ovargewebe unterschiedlicher

Dignitat mit klinisch-histopathologischen Parameten

Im Gesamtkollektiv der Patientinnen mit Normalgewielbenignen Tumoren, primaren und
rezidivierten Ovarialkarzinomen kommt es mit zunehoer stromaler SPARC-Expression
signifikant (p = 0,032) haufiger zur Auspragung vlszites und haufiger zu gro3en Mengen
Aszites. Im Gesamtkollektiv gibt es keine signifiken Zusammenhange der SPARC-
Expression im Stroma mit dem Alter bei Erstdiagnase dem praoperativen CA 125-Wert.

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder ithziertem Ovarialkarzinom besteht bei
schwach bis mafiger SPARC-Expression eine dreitabiihte Chance tumorfrei operiert zu
werden gegeniber Patientinnen mit starker strom@RARC-Expression (OR 3,3; 95 % CI:
0,73 - 14,79). Dieser Zusammenhang ist nach Karrekir die Ubrigen histopathologischen
Faktoren nicht signifikant. Weiterhin kommt es mitnehmender stromaler SPARC-Expression
zum signifikanten (p = 0,049) Anstieg von CA 12%rMedian von CA 125 bei schwacher
stromaler Expression liegt bei 248 U/ml (Range 8881), der Median bei mélkiger Expression
bei 145 U/ml (Range 30 - 1536) und der Median bamiker stromaler Expression bei 784 U/ml
(Range 4 - 4049).

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder ichziertem Ovarialkarzinom gibt es keinen
signifikanten Unterschied der SPARC-Expression itror8a in Abhangigkeit vom Alter bei
Erstdiagnose, vom Aszites vom TNM-Stadium, vom F&@dium, von der Histologie, vom

Differenzierungsgrad oder vom Uberleben.

100000,0—

48
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1000,0 H
100,04

10,0

CA 125 praoperativ

1,07
0,01

T T T
schwach méssig stark

SPARC-Expression (IRS) im Stroma

Abb. 31: Praoperativer CA 125-Wert in Abhangigkeih
der stromalen SPARC-Expression bei Patientinnién m
Ovarialkarzinom.
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4.4.4.5 Vergleich der SPARC-Expression im Endothelon Ovargewebe unterschiedlicher
Dignitat

Normalgewebe vom Ovar zeigen gegenuber primarenri@karzinomen (p = 0,002) und

Ovarialkarzinomrezidiven (p = 0,002) eine signifikageringere Expression im Endothel. Es
existieren keine signifikanten Unterschiede in dedothelialen SPARC-Expression zwischen
Normalgewebe und benignem Gewebe und zwischen memidumoren und primaren oder

rezidivierten Ovarialkarzinomen, und zwischen priemaund rezidivierten Ovarialkarzinomen.

3

%

o
|

ES
1

SPARC-Expression (IRS) im Endothel

0 1

7

i

o .

T T T T
Normalgew ebe Ovar benigne Ovarialtumore primére Ovarialkarzinome rezidivierte
Ovarialkarzinome

Dignitét / Typ des Tumors

Abb. 32: SPARCEXxpression im Endothel in Abhangigkeit v
der Dignitat des Ovargewebes.

Es zeigt sich im normalen Ovargewebes eine meisingg
endotheliale SPARC-Expression und eine signifiKgnt 0,002)
starkere  Expression in  primaren und rezidivie
Ovarialkarzinomen.

IRS: 0 = keine Farbereaktion, 1-4 = schwache Fédieion,

5-8 = maRige Farbereaktion, 9-12 = starke Farb&ozak
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4.4.4.6 Korrelation der SPARC-Expression im Endothievon Ovargewebe unterschiedlicher
Dignitat mit klinisch-histopathologischen Parameten

Im Gesamtkollektiv der Patientinnen mit Normalgeweben Ovar, benignen Ovarialtumoren,
primaren und rezidivierten Ovarialkarzinomé@mmt es mit zunehmender endothelialer
SPARC-Expression signifikant (p = 0,038) haufigeimz Auftreten und zu haufiger grof3en
Menge Aszites.

Im Gesamtkollektiv gibt es keine signifikanten Zmsaenhange der SPARC-Expression im

Endothel mit dem Alter bei Erstdiagnose und denojpegativen CA 125-Wert.

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder ickziertem Ovarialkarzinom zeigt sich ein
Unterschied bei der SPARC-Expression im Endotheldém verschiedenen FIGO-Stadien.
Werden die Stadien | und Il wegen der kleinen [Bhllzzusammengefasst wird der
Zusammenhang niedrige SPARC-Expression und frih@©fStadium bzw. hohe Expression
und fortgeschrittenes Stadium Il oder IV signifika(p = 0,003). Weiterhin kommt es mit
zunehmender SPARC-Expression im Endothel zu eigeifikanten (p = 0,014) Zunahme an
entdifferenzierten Ovarialkarzinomen. Es existiem in der Signifikanzschwelle liegender
Zusammenhang (p = 0,050) zwischen dem Tumorstagitinund der endothelialen SPARC-
Expression, mit Zunahme der SPARC-Expression im ol kommt es haufiger zum
Vorhandensein eines fortgeschrittenen Tumorstadiums

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder icBziertem Ovarialkarzinom gibt es keinen
signifikanten Unterschied der SPARC-Expression inddEhel in Abhangigkeit vom Alter bei
Erstdiagnose, vom praoperativen CA 125-Wert, vonzit&s, vom postoperativen Tumorrest,
vom Lymphknotenstatus pN, vom Metastasierungszdspvi, von der Histologie und vom

Uberleben.
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Abb. 33: Differenzierungsgrad in Abhangigkesn der
endothelialen SPARC-Expression.
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Abb. 34: FIGO-Stadium in Abhangigkeit von der
endothelialen SPARC-Expression.
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Abb. 35: Tumorstadium pT in Abhéangigkeit vaber
endothelialen SPARC-Expression.

76



Ergebnisse

45  Statistische Auswertung von Nachbeobachtungsteind postoperativem Uberleben

Nachbeobachtungszeit

Insgesamt wurden 48 von 50 Patientinnen mit Ouaialnom (96 %) in die
Nachbeobachtungszeit aufgenommen. Bei zwei Patieti war kein Follow up moglich (lost
of follow up), diese konnten bei den Uberlebensgwl nicht beriicksichtigt werden. Die
mediane Nachbeobachtungszeit der Patientinnen imgtme priméaren Ovarialkarzinom betrug
29,7 Monate (Range 0,3 - 144,9 Monate) und die Rliientinnen mit einem rezidivierten
Ovarialkarzinom 61,2 Monate (Range 20,2-139,1 #epn Innerhalb der
Nachbeobachtungszeit verstarben 31 Patientinnen prmaren oder rezidivierten
Ovarialkarzinom, das entspricht 65 % aller Patrereén. Es verstarben 16 Patientinnen mit
einem primaren Ovarialkarzinom (47 % aller Patrem#in mit einem primaren Ovarialkarzinom)
und 15 Patientinnen mit einem rezidivierten Ov&aatinom (94 % aller Patientinnen mit einem

Ovarialkarzinomrezidiv).

Postoperatives Uberleben

Das postoperative Uberleben fiir Patientinnen niihgrem Ovarialkarzinom (n = 32), liegt im
Median bei 44,3 Monaten (95 % CI: 20,8 - 67,7 Mehaind fur Patientinnen mit rezidiviertem
Ovarialkarzinom (n= 16) bei 61,1 Monaten (95 % G5B - 67,1 Monate). Es gibt keinen
signifikanten Unterschied im medianen postoperatiJberleben zwischen den Patientinnen mit
primarem Ovarialkarzinom und Patientinnen mit Oat&arzinomrezidiv (p = 0,745).

\primares
| Cwarialkarzinom
L, rezidiviertes
0,5 L ; 1 Cwarialkarzinom
primares
) Cwarialkarzinom-
l zensiert
. | rezidiviertes
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Kum. Uberleben
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0,0 ‘
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Gesamtiiberlebenszeit seit Erstdiagnose [Monate]

Abb. 36: Gesamtiberleben der Patientinnen mit pemgn = 32)
versus rezidiviertem Ovarialkarzinom (n = 16).
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4.5.1 Univariate Analyse zum Einfluss von Prognosaktoren auf das postoperative
Uberleben

In die univariate Analyse werden alle klinisch-bjsithologischen Faktoren und die mittels
RNA-in-situ-Hybridisierung ermittelte Thymosp+10- (s. Kap. 4.4.1) bzw. SPARC-Expression
(s. Kap. 4.4.3) im Kollektiv der Patientinnen mrirparem oder rezidiviertem Ovarialkarzinom
untersucht (s. Tab. 8). Folgende Faktoren zeigevatat einen signifikanten Einfluss auf das
postoperative Uberleben und werden im Anschlufilietabeschrieben:

FIGO-Stadium, postoperativer Tumorrest, Aszitesindrstadium pT, Metastasierungszustand

pM und praoperativer CA 125-Wert.

Es zeigt sich univariat kein signifikanter Zusammeery zwischen der Thymosg10- bzw.
SPARC-Expression im Epithel, Stroma und Endoth@mdAlter bei Erstdiagnose, dem
Lymphknotenstatus pN, der Histologie, dem Diffeienmgsgrad und dem postoperativen

Uberleben.

Korrelation von FIGO-Stadium und postoperativem Ubeleben

Von den 31 Patientinnen, die am Ovarialkarzinonrbsta, war eine Patientin im FIGO-

Stadium [, 19 im FIGO-Stadium IIl und elf im FIGQa8ium IV. Von den 17 Patientinnen, die
nicht am Ovarialkarzinom verstarben, waren funfStadium I, zwei im Stadium I, neun im

Stadium 11l und eine im Stadium 1V. Die Uberlebegiszetragt im Median fir Stadium IV

8,7 Monate (95 % CI 0,0 - 20,6 Monate), fur Stadiim61,3 Monate (95 % CI: 32,5 - 90,2

Monate) und fiur Stadium | oder Il noch signifikdanhger. Die mittlere Uberlebenszeit betragt
fur Stadium IV 16,9 Monate (95 % CI: 5,7 - 28,2 Mt#), fur Stadium Il 72,2 Monate

(95 % CI: 54,3 - 90,0 Monate) und fur Stadium | otdel27,6 Monate (95 % CI. 97,3 - 158,1
Monate). Werden die FIGO-Stadien | und Il zusamreéagst, zeigt sich, dass mit
fortgeschrittenem FIGO-Stadium [l oder IV eine rsftkant (p < 0,001) geringere

Uberlebenswahrscheinlichkeit verbunden ist (s./A0).
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Abb. 37: Uberlebenskurven nach Kaplan und MdirPatientinnen mit
FIGO-Stadium | und Il (n =8) versus Il (n =28) ad¥ (n =12).

Korrelation von postoperativem Tumorrest und postogerativem Uberleben

Patientinnen mit makroskopischer Tumorfreiheit mabgegentber Patientinnen mit
postoperativen Tumorrest ein signifikant langeregdianes Uberleben (p =0,001) von
86,0 Monaten versus 40,9 Monaten (95 % Cl: 138,7 &Mlonate). Die Uberlebenszeit von
Patientinnen mit einem Tumorrestl cm versus > 1cm unterscheidet sich nicht sikguifi.
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Abb. 38: Uberlebenskurven nach Kaplan und WMeée
Patientinnen ohne postoperativen Tumorrest B)
versus mit postoperativem Tumorrest (n = 23).
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Korrelation von Aszites und postoperativem Uberlebe

Die mittlere Uberlebenszeit betragt fir Patientmmdine Aszites 90,0 Monate (95 % Cl: 69,0 -
10,9 Monate), fur Patientinnen mit Aszite$00 ml 75,0 Monate (95 % CI: 50,8 - 99,1 Monate)
und fur Patientinnen mit Aszites > 500 ml 25,9 Meng95 % Cl: 13,2 - 38,5 Monate).
Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom, die ein ifeszolumen > 500 ml haben, besitzen eine
signifikant geringere Uberlebenswahrscheinlichigageniiber Patientinnen, die ein Volumen
<500 ml (p = 0,006) oder kein Aszites (p < 0,004pén.
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Abb. 39: Uberlebenskurven nach Kaplan und MderPatientinnen
ohne Aszites (n = 22), miz 500ml Aszites ( n = 9) oder mit > 500ml|
Aszites (n = 17).

Korrelation von Tumorstadium pT und postoperativem Uberleben

Die mittlere Uberlebenszeit betragt fur Patientimnén Stadium pT1 123,3 Monate
(95 % CI. 86,5 - 160,1 Monate), fur PatientinnenStadium pT2 67,0 Monate (95 % CI: 16,2 -
117,9 Monate) und fur Patientinnen im Stadium pT&B45Monate (95 % CI: 42,0-72,9
Monate). Patientinnen im Stadium pT1 haben eineiféi@nt (p = 0,026) langere Uberlebenszeit

gegeniber Patientinnen im Stadium pT3.

80



Ergebnisse

-zenmeck
-zenmeart
~2ensert

Kum, Uberleben

00 200 SO0 GO0 BRO 1000 1200 4400
Gacamtlbsnsbanszsit ssit Erstdiagnoss [Monats]

Abb. 40: Uberlebenskurven nach Kaplan und MderPatientinnen
mit Tumorstadium pT1 (n = 6), pT2 (n = 3) oder @R3= 39).

Korrelation von Metastasierungszustand pM und postperativem Uberleben
Die mittlere Uberlebenszeit betragt fir Patientimnanit Metastasen 25,6 Monate

(95 % CI: 9,4 - 41,8 Monate), fur Patientinnen olvietastasen 89,4 Monate (95 % CI: 61,3 -
117,6 Monate) und fur Patientinnen mit unklarem tddtasierungszustand 76,4 Monate
(95 % CI: 56,6 - 96,188 Monate). Patientinnen, ldd;ne Metastasen haben bzw. bei denen der

Metastasierungszustand nicht bekannt ist habem sigaifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber

Patientinnen mit Metastasen (p = 0,001 bzw. p €1,0
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Abb. 41: Uberlebenskurven nach Kaplan und MdgrPatientinnen mit einem

Metastasierungszustand MX (n = 18), MO (n = 14)ddg (n = 16).
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Korrelation von préaoperativem CA 125-Wert und postgerativem Uberleben

Die mittlere Uberlebenszeit betragt fur Patientimmeit einem CA 125-Wert < 100 U/ml 85,5
Monate (95 % CI: 58,0 - 112,9 Monate), fur Patiemén mit eine CA 125-Wert zwischen 100
bis 1000 U/ml 67,4 Monate (95 % CI: 43,7 - 91,2 Mitm) und fur Patientinnen mit einem
CA 125-Wert von> 1000 U/ml 39,3 Monate (95 % CI: 16,7 - 61,9 Monatatientinnen mit
einem CA 125-Wert < 100 U/ml haben ein signifikgmt= 0,02) langeres Uberleben gegeniiber
Patientinnen mit einem CA 125-Wert ven1000 U/ml. Patientinnen mit eine CA 125-Wert
zwischen 100 bis 1000 U/ml unterscheiden sich tiibth ihres Uberlebens nicht signifikant

von Patientinnen mit Werten bis < 100 U/ml.
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Abb. 42: Uberlebenskurven nach Kaplan und MdirPatientinnen mit

einem praoperativen CA 125-Wert < 100 U/ml (n =, 1&)0-< 1000 U/mi
(n = 20) oder 1000 U/ml (n =12)
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Tab. 8: Univariate Analyse zum Einfluss von Progriaktoren auf das postoperative Uberleben bei iatigen
mit primérem oder rezidiviertem Ovarialkarzinom

Variablen Univariate Analyse
p-Wert

Thymosin (3-10-Expression:

Epithel:

schwach vs. maRig vs. stark 0,217

Stroma:

negativ vs. schwach vs. maRig vs. stark 0,716

Endothel:

negativ vs. schwach vs. maRig 0,120

SPARC-Expression:

Epithel:

negativ vs. schwach 0,587

Stroma:

schwach vs. mafig vs. stark 0,352

Endothel:

negativ + schwach vs. mafig vs. stark 0,246

FIGO-Stadium:

I/11'vs. I 0,027

I/l vs. IV < 0,001

lvs. IV < 0,001

Postoperativer Tumorrest:

makroskopisch tumorfrei vs. postoperativer Tumdrres 0,001

makroskopisch tumorfrei vs. postoperativer Tumdrees cm 0,007

makroskopisch tumorfrei vs. postoperativer Tumdrrescm 0,002

Postoperativer Tumorrestl cm vs. > 1 cm 0,841

Histologie:

serds vs. muzinos 0,288

serds vs. endometroid 0,662

ser@s vs. gemischt (serds-muzinds) 0,323

muzinds vs. endometroid 0,954

muzinds vs. gemischt (serds-muzingds) 0,225

endometroid vs. gemischt (serés-muzinés) 0,223
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Differenzierungsgrad:

lvs.2 0,891
1vs.3 0,708
2vs. 3 0,558
Alter bei Erstdiagnose

< 50 Jahre vs. 50 bis < 65 Jahre 0,134
< 50 Jahre vsz 65 Jahre 0,262
50 bis < 65 Jahre vs.65 Jahre 0,721
Praoperativer CA 125-Wert:

< 100 U/ml vs. 100 bis < 1000 U/ml 0,256
< 100 U/ml vs= 1000 U/ml 0,020
100 bis < 1000 U/ml v 1000 U/ml 0,141
Aszites:

kein Aszites vs< 500ml 0,962
kein Aszites vs. > 500ml| < 0,001
<500ml vs. > 500ml 0,006
pT:

pTlcvs. pT3b 0,018
pTlcvs. pT3c 0,032
pTlb/c vs. pT2a/c vs. pT3a > 0,05
pT2a/c vs. pT3a/b/c > 0,05
pN:

Nx vs. NO 0,800
Nx vs. N1 0,836
NO vs. N1 0,873
pM:

Mx vs. MO 0,527
Mx vs. M1 < 0,001
MO vs. M1 0,001
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4.5.2 Multivariate Analyse zum Einfluss von Prognosfaktoren auf das postoperative
Uberleben

Hinsichtlich aller klinisch-histopathologischen Bianeter und der Genexpression kénnen nach
Kontrolle fir die Faktoren Alter, Tumor (Primar vfezidiv), CA 125, FIGO-Stadium,
postoperativer Tumorrest, Aszites und Metastasieszugjand pM folgende Faktoren mit einer

unabhangigen prognostischen Signifikanz fiir dagopesative Uberleben identifiziert werden
(s. Tab. 12 - 17):

* Die SPARC-Expression in den Tumorzellen (HR vord8;2 = 0,010; 95 % CI: 0,084 -
0,716), d. h. Patientinnen mit einer schwachen BPAXxpression in den Tumorzellen

haben gegenitber Patientinnen ohne SPARC-Expressionsignifikant geringeres
Sterberisiko (s. Abb. 43).
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Gesamtiiberlebenszeit seit Erstdiagnose in Monaten

Abb. 43: Postoperatives Uberleben von Patientirmirprimarem ode
rezidiviertem Ovarialkarzinom bei negativer bzwhwacher SPARC-
Expression in den Tumorzellen.

* Die stromale SPARC-Expression (HR von 0,099; p =1&,®5 % CI: 0,015 - 0,648),
d. h. Patientinnen mit einer starken stromalen SEARpression haben gegenuber
Patientinnen mit einer schwachen stromalen SPAR@dSsion ein signifikant
geringeres Sterberisiko. Bei Patientinnen mit eimeél3igen stromalen SPARC-
Expression gegeniber Patientinnen einer schwadnemalen SPARC-Expression ist

dieser Uberlebensvorteil an der Signifikanzschwile 0,053) liegend (s. Abb. 44).
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SPARC im Stroma
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Abb. 44: PostoperatigeUberleben von Patientinnen mit primarem ¢
rezidiviertem Ovarialkainom bei schwacher, mafiger oder sta
SPARC-Expression im Tumorstrom&atientinnen mit einer stark
stromalen SPAR@E&xpression haben gegeniiber Patientinnen mit

schwachen stromalen SPAREXpression eine signifikante Zunahme

Uberlebenszeit (p = 0,016).

Die endotheliale SPARC-Expression (HR von 0,324;(028; 95 % CI: 0,118 - 0,886),
d. h. Patientinnen mit einer starken endotheli@&RARC-Expression haben gegeniber
Patientinnen mit einer schwachen bis negativen thetlalen SPARC-Expression ein
signifikant geringeres Sterberisiko (s. Abb. 45).
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Abb. 45: Postoperatives Uberleben von Patientinmmérprimarem ode
rezidiviertem Ovarialkarzinom bei schwacher bis ategr, maRige!
oder starker SPARC-Expression im TumorendotRaltientinnen mi
einer starken endothelialen SPARRpression haben gegenl
Patientinnen mit einer schwachen bis negativen thetlalen SPARC-
Expression eine Zunahme des Uberlebens (p = 0,028).
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Mittels Cox-Regressionsmodellen wurden innerhallb Kentrollvariablen folgende weitere
unabhangige Prognosefaktoren identifiziert (s. T&s18):

* Das FIGO-Stadium IV (HR von ca. 22 - 85<p,040), d.h. Patientinnen im FIGO-
Stadium IV haben gegeniber Patientinnen im FIG@i&ta I/1l ein signifikant héheres
Sterberisiko. Weiterhin haben Patientinnen im FIS@dium 11l gegeniiber Patientinnen
im FIGO-Stadium Il ein ca. 4-fach erhéhtes abehnsignifikantes Sterberisiko.

e Der postoperative Tumorrest (HR von ca. 2,7 - op 0,007 - 0,117), d. h. Patientinnen
mit postoperativem Tumorrest haben gegeniber Riatem ohne postoperativen

Tumorrest ein signifikant hoheres Sterberisiko.

Patientinnern> 65 Jahre haben ein eher geringeres, aber nicheinsmgnifikant erniedrigtes
Sterberisiko gegenuber jingeren Patientinnen (HRozrm,2 - 0,3; p von 0,010 - 0,074). Die
Thymosinf3-10-Expression im  Epithel, Stroma und Endothel undie Ubrigen
histopathologischen Faktoren sind in der multivenaAnalyse nicht signifikant mit dem

Uberleben verbunden.

Tab. 12: Variablen und deren Referenzkategorieemnaultivariaten Cox-Regressionsanalyse.

Haufigkeit Haufigkeit

Tumor 4 = Karzinom 32 ThymosinB-10 im Epithel |1 = schwache Expression 16

6 = Rezidiv 16 2 = malige Expression 24
Aszites 1 = kein Aszites 22 3 = starke Expression 8

3 =>500ml 9 ThymosinB-10 im Stroma |0 = negative Expression 32

3 =>500ml 17 1 = schwache Expression 9
pM 0=MX 18 2 = maRige Expression

1=MO 14 3 = starke Expression 3

2=M1 16 ThymosinB-10 im Endothel |0 = negative Expression 23
Tumorrest 0 = tumorfrei 25 1 = schwache Expression 20

1 = Tumorrest 23 2 = méaRige Expression 5
CA 125 1=<100 16 SPARC im Epithel 0 = negative Expression 38

2 =100 bis < 1000 20 1 = schwache Expression 10

3 =>1000 12 SPARC im Stroma 1 = schwache Expression 5
Alter bei ED 1 =<50 Jahre 14 2 = mélige Expression 14

2 =50 bis < 65 Jahre 23 3 = starke Expression 29

3 =>65 Jahre 11 SPARC im Endothel 1 = negative + schwache 17
FIGO-Stadium |1 = Stadium | oder Il 8 2 = malige 7

2 = Stadium Il 28 3 = starke 24

3 = Stadium IV 12

Referenzkategorie
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Tab. 13: Multivariate Analyse der Thymo$rl0-Expression im Epithel.

95% CI. fur Exp(B)

Signifikanz | Exp(B) Untere Obere
Thymosin3-10 im Epithel ,641
maRig ,401 ,655 244 1,760
stark ,935 1,062 ,253 4,452
Alter , 196
50 bis < 65 Jahre ,648 779 ,267 2,277
> 65 Jahre ,072 311 ,087 1,111
Priméres Ovarialkarzinom 742 1,208 ,392 3,718
CA 125 ,565
100 - < 1000 ,913 1,067 ,330 3,452
> 1000 ,332 1,870 ,527 6,631
FIGO ,084
Stadium 11l ,350 2,851 317 25,611
Stadium IV ,040 22,136 1,160 422,400
Aszites ,216
<500 mi ,207 2,903 ,554 15,220
> 500 ml 111 2,711 , 795 9,244
pM ,844
MX ,580 1,453 ,387 5,461
M1 ,678 1,672 ,148 18,852
Tumorrest ,045 3,370 1,030 11,029

Tab. 14: Multivariate Analyse der Thymo$rl0-Expression im Stroma.

95% CI. fur Exp(B)

Signifikanz | Exp(B) Untere Obere

Thymosin3-10 im Stroma ,223

schwach ,041 4,976 1,065 23,252

maRig ,976 ,968 111 8,410

stark ,568 1,906 ,209 17,385
Alter ,039

50 bis < 65 Jahre 275 ,570 ,208 1,562

> 65 Jahre ,016 ,160 ,036 ,710
Priméres Ovarialkarzinom ,264 2,183 ,555 8,585
CAl125 ,781

100 - < 1000 ,603 1,325 ,458 3,831

> 1000 ,498 1,542 441 5,394
FIGO ,038

Stadium 11l ,235 4,209 ,393 45,040

Stadium IV ,016 58,643 2,168 1586,042
Aszites ,682

< 500 ml ,494 1,910 ,300 12,165

> 500 ml 413 1,767 ,452 6,913
pM 977

MX ,863 ,888 ,231 3,410

M1 ,927 1,116 ,107 11,682
Tumorrest ,014 4,531 1,354 15,161
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Tab. 15: Multivariate Analyse der Thymo$nl0-Expression im Endothel

95% ClI. fiir Exp(B)

Signifikanz | Exp(B) Untere Obere
Thymosinf3-10 im Endothe ,658
schwach ,612 1,337 ,435 4,107
maRig ,650 ,668 117 3,828
Alter , 175
50 bis < 65 Jahre ,410 ,661 247 1,771
> 65 Jahre ,074 ,290 ,074 1,129
Priméres Ovarialkarzinom ,513 1,490 ,451 4,917
CA 125 774
100 - < 1000 ,532 1,407 ,483 4,096
> 1000 ,554 1,466 413 5,197
FIGO ,076
Stadium Il ,233 3,757 426 33,116
Stadium IV ,032 27,186 1,331 555,248
Aszites ,330
<500 mi ,383 2,288 ,357 14,670
> 500 ml ,145 2,714 ,709 10,385
pM 797
MX ,636 1,485 ,289 7,616
M1 524 2,019 ,232 17,547
Tumorrest 117 2,759 JT7 9,797

Tab. 16: Multivariate Analyse der SPARC-ExpressiarEpithel.

95% ClI. fiir Exp(B)

Signifikanz | Exp(B) Untere Obere

SPARC im Epithel schwag ,010 ,245 ,084 , 716
Alter ,070

50 bis < 65 Jahre ,253 ,543 ,191 1,546

> 65 Jahre ,028 ,228 ,061 ,852
Priméres Ovarialkarzinom ,183 2,246 ,683 7,383
CA 125 ,687

100 - < 1000 ,544 1,387 ,482 3,992

> 1000 ,396 1,704 ,497 5,841
FIGO ,012

Stadium Il ,123 5,872 ,620 55,603

Stadium IV ,005 82,120 3,671 1836,782
Aszites , 143

<500 mi ,151 3,124 ,659 14,814

> 500 ml ,071 3,164 ,904 11,069
pM 973

MX ,819 ,864 247 3,023

M1 ,966 ,957 ,125 7,322
Tumorrest ,010 5,233 1,483 18,472
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Tab. 17: Multivariate Analyse der SPARC-ExpressiarStroma.

95% CI. fur Exp(B)
Signifikanz | Exp(B) Untere Obere

SPARC im Stroma ,054

maRig ,053 ,139 ,019 1,027

stark ,016 ,099 ,015 ,648
Alter , 143

50 bis < 65 Jahre ,368 ,639 ,241 1,695

> 65 Jahre ,066 ,293 ,079 1,083
Primares Ovarialkarzinom ,536 1,431 ,460 4,454
CA 125 ,488

100 - < 1000 ,483 1,473 ,499 4,353

> 1000 ,231 2,188 ,607 7,885
FIGO ,023

Stadium 11l ,080 9,383 ,763 115,439

Stadium IV ,009 85,950 2,978 2480,630
Aszites , 179

<500 mi ,091 4,213 , 796 22,307

> 500 ml ,202 2,238 ,650 7,711
pM ,854

MX ,766 1,196 ,368 3,888

M1 ,582 1,769 ,232 13,479
Tumorrest ,007 5,394 1,570 18,529

Tab. 18: Multivariate Analyse der SPARC-ExpressimrEndothel.

95% CI. fur Exp(B)
Signifikanz | Exp(B) Untere Obere
SPARC im Endothel ,090
maRig ,720 ,659 ,067 6,459
stark ,028 324 ,118 ,886
Alter ,031
50 bis < 65 Jahre ,200 ,508 ,181 1,431
> 65 Jahre ,010 ,164 ,041 ,651
Priméres Ovarialkarzinom , 765 1,199 ,364 3,947
CAl125 427
100 - < 1000 ,369 1,615 ,567 4,596
> 1000 ,204 2,227 ,647 7,672
FIGO ,067
Stadium 11l ,096 6,649 , 715 61,860
Stadium IV ,020 45,397 1,813 1136,445
Aszites ,219
<500 ml ,194 3,034 ,569 16,190
> 500 ml 117 2,642 ,783 8,913
pM ,565
MX ,308 1,830 ,573 5,843
M1 ,536 2,098 ,201 21,917
Tumorrest ,022 3,968 1,220 12,902
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5 Diskussion

Die vorliegende Studie untersucht die ThymdgsibhOo- und SPARC-Expression in

Normalgewebe vom Ovar, benignen Ovarialtumoren, m@ren und rezidivierten

Ovarialkarzinomen. Es erfolgt die differenzierte aCdkterisierung der Genexpression im
Epithel, Stroma (Fibroblasten) und Endothel. Dib&érten Methoden des Northern-Blots und
der RNA-in-situ-Hybridisierung wurden in dieser &t angewendet. Im Rahmen der
statistischen Auswertung wurden die erhobenen Egmrsdaten untereinander verglichen, mit
klinisch-histopathologischen Parametern und Progfiaisoren korreliert und der Einfluss auf

das Uberleben univariat und multivariat dargestellt

5.1 Epidemiologische Daten

Postoperativer Tumorrest

Mehrere Studien und Metaanalysen identifizieren pestoperativen Tumorrest als starksten
unabhangigen Prognosefaktor flur das GesamtiberleleenPatientin mit Ovarialkarzinom
[Bristow, 2002, Schmalfeldt, 2007]. Die Studiengrappvar der AGO zeigt, dass Patientinnen
mit postoperativem Tumorrest 1 cm einen signifikanten Uberlebensvorteil gegemiib
Patientinnen mit Tumorrest > 1 cm haben, der dehgte Vorteil aber fir die makroskopisch
tumorfrei operierten Patientinnen erreicht wird fHmission Ovar der AG gynékologische
Onkologie, 2009]. Ein Tumorres& 1cm kann bei 50-85% der Patientinnen mit
fortgeschrittenem Ovarialkarzinom erreicht werd@nigtow, 2002]. Ahnlich diesem Ergebnis
erfolgte in unserem Studienkollektiv eine Tumorkdig® mit makroskopischer Tumorfreiheit in
52 %, mit einem Tumorrest1l cm in 12 % und mit einem Tumorrest > 1 cm irk@6Auch in
dieser Studie wird die prognostische Bedeutungniietimalen intraoperativen Tumorreduktion
bestatigt. In der univariaten Analyse wird ein siiggainter Uberlebensvorteil fur Patientinnen,
die makroskopisch tumorfrei operiert wurden, gegeniiatientinnen mit einem postoperativen
Tumorrest< 1 cm (p= 0,007) bzw. >1 cm (p= 0,002) nachgseme Patientinnen mit
makroskopischer Tumorfreiheit haben gegentiber Ratieen mit postoperativem Tumorrest ein
signifikant langeres medianes Uberleben (p = 0,00dn 86 Monaten versus 41 Monaten
(95 % CI: 13,1 -68,7 Monate). Die Uberlebenszeain Watientinnen mit einem Tumorrest
<lcm versus >1 cm unterscheidet sich nicht. Im dwiltivariaten Analyse wird der
postoperative Tumorrest als unabhangiger Prognkisefabestéatigt. Patientinnen mit
makroskopischer Tumorfreiheit zeigen gegenubereRttinen mit postoperativem Tumorrest

ein signifikant (p < 0,05) langeres Uberleben.
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FIGO-Stadium

Ein weiterer wesentlicher unabhangiger Prognosefakieim Ovarialkarzinom ist das
Tumorstadium. Es korreliert signifikant mit dem &hdesiberleben. In dieser Studie liegt bei
89,8 % aller Patientinnen mit Ovarialkarzinom ewrtgeschrittenes Tumorstadium (FIGO
[1I/IV) vor. Das Erkennen der Erkrankung in eineneist fortgeschrittenen Tumorstadium ist
ahnlich auch in anderen Studien beobachtet wordendenen 75 % der Frauen ein
fortgeschrittenes Tumorstadium hatten [Heintz, 200&htenegger, 1998; Pfisterer 2002;
Sehouli, 2003]. Patientinnen mit einem FIGO-Stadiutmben eine 5-JUR von 86,4 %, im
FIGO-Stadium Il von 69 %, im FIGO-Stadium Il vo®,2 % und im FIGO-Stadium IV von
18,6 % [Heintz, 2006; Lichtenegger, 1998; Schildkra2000; Schmalfeldt, 2007]n der
vorliegenden Studie zeigt sich bei Zusammenfassdeg FIGO-Stadien | und Il in der
univariaten Analyse, dass mit fortgeschrittenem @4&tadium Il oder IV eine signifikant
(p < 0,05) geringere Uberlebenswahrscheinlichkeitbunden ist. Die mittlere Uberlebenszeit
betragt fur Patientinnen im FIGO-Stadium IV 16,9 Mdte (95 % CI: 5,7 - 28,2 Monate), im
FIGO-Stadium 1ll 72,2 Monate (95 % CI: 54,3 - 90@nate) und im FIGO-Stadium | oder I
127,6 Monate (95 % CI: 97,3 - 158,1 Monate). In dearltivariaten Analyse wird das FIGO-
Stadium als unabhéngiger Prognosefaktor best@®gfientinnen im FIGO-Stadium IV haben
gegeniber Patientinnen im FIGO-Stadium I/l einmngigant héheres Sterberisiko. Weiterhin
haben Patientinnen im FIGO-Stadium Ill gegentbeaieRinnen im FIGO-Stadium I/Il ein ca.

4-fach aber nicht signifikant erhdhtes Sterberisiko.

Differenzierungsgrad

Der Differenzierungsgrad wird beim Ovarialkarzinomicht einheitlich als unabhangiger

Prognosefaktor diskutiert. Einige Studien zeigeninuten friilhen FIGO-Stadien | bzw. Il einen

Einfluss des Differenzierungsgrads auf das Uberighadere unabh&angig vom Tumorstadium
eine prognostische Relevanz des Differenzierungsdiféerlay, 2007; Heintz, 2006; Kreienberg,
2009; Mayr, 2000]. In dieser Studie wird in derwariaten und multivariaten Analyse kein

signifikanter Zusammenhang von Differenzierungsanad postoperativem Uberleben ermittelt.

Histologie

Die Histologie ist ein weiterer Prognosefaktor bedwarialkarzinom [Schmalfeldt, 2007]. Sie
nimmt allerdings nur einen begrenzten StellenwertUWnterschied zum Tumorstadium und
Tumorrest ein [Holschneider, 2000]. Die histologiscKlassifikation der Ovarialkarzinome
erfolgt gemall der WHO-Klassifikation (2003) [Schfel, 2007]. Von den epithelialen
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Ovarialkarzinomen sind ca. 80 % ser6s-papillar¥déhuzinés und 10 % endometroid [Heintz,
2006]. Serose und endometroide Ovarialkarzinomesemeim Vergleich zu muzinésen oder
klarzelligen Ovarialkarzinomen eine bessere Progras, da sie besser auf eine konventionelle
platinhaltige Chemotherapie ansprechen [Fujita, ROD&s muzindése Ovarialkarzinom wird
haufiger im Frihstadium erkannt und hat dann eessére Prognose, wird es allerdings erst spat
erkannt hat es eine schlechtere Prognose als dierean Subtypen [Kreienberg, 2009]. Die
5-JUR fur Patientinnen mit serdsem OvarialkarzirionFIGO-Stadium I/Il bzw. [II/IV betragt
83,9 % bzw. 31,9 %, fur Patientinnen mit muzinés@warialkarzinom 90 % bzw. 31 %, flr
Patientinnen mit endometroidem Ovarialkarzinom 86,bzw. 37 % und fur Patientinnen mit
klarzelligem Ovarialkarzinom 81 % bzw. 23,9 % [Bru2000; Ferlay, 2007; Heintz, 2006;
Lichtenegger, 1998]. In dieser Studie sind 74 %raDvarialkarzinome serts-papillar, 20 %
endometroid und 6 % muzinds bzw. serés-muzinds. iDsimd die Ovarialkarzinome auch in
diesem Patientinnenkollektiv histologisch normateit: In der vorliegenden Studie wird weder
univariat noch multivariat ein signifikanter Einfisi der Histologie auf das Uberleben

nachgewiesen.

Alter bei Erstdiagnose

Entsprechend dem mittleren Erkrankungsalter daefainen von 68 Jahren zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose eines Ovarialkarzinoms betrifft digSekrankung hauptséchlich peri- und
postmenopausale Frauen [Ferlay, 2007; Heintz, 2604; 2010]. In dieser Studie liegt das
mediane Alter der Patientinnen mit einem priméarewvar@lkarzinom zum Zeitpunkt der

Operation bei 58,5 Jahren und bei Frauen, die wegees Ovarialkarzinomrezidivs operiert
wurden, im Median bei 56 Jahren bei Erstdiagnosepdienaren Ovarialkarzinoms. In mehreren
Studien wird der unabhangige prognostische Wert Alésrs auf das Uberleben bestétigt.
Jungere Patientinnen haben im Vergleich zu alteiee deutlich glnstigere Prognose beim
Auftreten eines Ovarialkarzinoms, was méglichereasf die hdhere Inzidenz von prognostisch
gunstigeren Ovarialkarzinomen im FIGO-Stadium Ifei den jlngeren Patientinnen
zuriickzufiihren ist [Friedrich, 2005; Pfisterer, 2DOm Alter von 40 - 49 Jahren liegt die 5-JUR
bei 62,1 %, im Alter von 50-59 Jahren bei 53,2 fb,Alter von 60 - 69 Jahren bei 44 %, bei
Frauen zwischen 70 - 79 Jahren bei 33,3 % und bei itber 80-jahrigen Frauen bei 23 %
[Holschneider, 2000; Pfisterer, 2002, Schmalfek)7]. In der vorliegenden Studie zeigt sich
univariat kein signifikanter Einfluss des Altersi listdiagnose auf das Uberleben. Multivariat
haben Patientinnen 65 Jahre ein eher geringeres, aber nicht immeifsigntes Sterberisiko

gegeniber juingeren Patientinnen.
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Aszites

Der Aszitesnachweis scheint beim Ovarialkarzinom pagnostischer Bedeutung zu sein [Chi,
2001; Harter, 2006; Makar 1995; Sehouli, 2003]. Mashandensein von Aszites bedeutet flr
die Patientinnen eine entscheidende Verschlectgedan 5-JUR von ca. 80 % auf 25 % im
FIGO-Stadium | und von 45 % auf 5 % im FIGO-Stadilihund IV [Brun 2000; Harter, 2006;
Sehouli 2003]. Daten zeigen, dass es in etwa 5@e4-dlle aller Stadien zur Ausschwemmung
von malignen Zellen in die Peritonealflissigkeitdudamit zum malignen Aszites kommt
[Lichtenegger 1998; Sehouli, 2004]. In der vorlieden Studie weisen Patientinnen mit
primarem Ovarialkarzinom signifikant haufiger Asatauf (p = 0,018) als Patientinnen mit
rezidiviertem Ovarialkarzinom. Vermutlich fallen tiRatinnen mit primarem Ovarialkarzinom
haufig erst durch die Aszitesbildung auf, wahreraidhtinnen mit Ovarialkarzinomrezidiv
durch ansteigende Tumormarker oder den sonografisddachweis eines Rezidivtumors
auffallen. Die mittlere Uberlebenszeit betragt fBatientinnen ohne Aszites 90 Monate
(95 % CI: 69,0 - 110,9 Monate), fur Patientinnernt Wszites< 500 ml 75 Monate (95 % CI:
50,8 - 99,1 Monate) und fur Patientinnen mit Aszite 500 ml 25,9 Monate (95 % ClI: 13,2 -
38,5 Monate). In der univariaten Analyse zeigendatihnen, die ein Aszitesvolumen > 500 ml
hatten, eine signifikant geringere Uberlebenswataisdichkeit als Patientinnen mit einem
Aszitesvolumen< 500 ml (p = 0,006) oder ohne Aszites (p < 0,00Eke prognostisch
bedeutsame Grenze fiir das Uberleben liegt scheb#as00 ml Aszites und wird auch durch
diese Studie belegt [Harter, 2006; Sehouli, 20038]der multivariaten Analyse wird Aszites

nicht als unabhangiger Prognosefaktor fiir das \@berl ermittelt.

5.2 Thymosinp-10- und SPARC-Expression im elektronischen Northra

Mittels bioinformatischem elektronischem Northerrerden die Gene Thymosifi-10 und

SPARC als in Ovarialkarzinomen gegenuber Normalpewerom Ovar Uberexprimiert
identifiziert. Beide Genprodukte scheinen die Zelifitdt durch Verlagerung des
Aktinaquilibriums hin zum globuléaren (G-) Aktin, zezrhdhen. Wahrend Thymosp+10 die

Bildung von filamentésem (F-) Aktin durch direktel IKomplex-Bindung und Speicherung von
G-Aktin inhibiert [Yu, 1993, Yu, 1994], scheint SR& die Zellmorphologie uber die
Aktivierung von intrazellularen Proteasen mit kdagever Aktinreorganisation zu verandern
[Goldblum, 1994]. SPARC beeinflusst weiterhin Uloteolytische Enzyme wie Matrix-
Metallo-Proteinasen die Beschaffenheit der exthalZgben Matrix und besitzt antiadhasive

Eigenschaften und daher moglicherweise eine fur Mietastasierung und Invasion von
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Tumorzellen entscheidende Bedeutung. Beide Gengemeauch als Tumorsuppressor diskutiert
[Hall, 1995; Lee SH, 2005; Mok, 1996].

Mittels elektronischem Northern und Northern-Bloirdvdie Heterogenitat des normalen und
neoplastischen Ovargewebes nicht beachtet. DahdassErgebnis der Untersuchungen nur als
Hinweis auf eine mogliche Uberexpression von Thyimo$-10 bzw. SPARC in
Ovarialkarzinomen im Vergleich zu Normalgeweben v@war zu werten. Um die zellulare
Lokalisation der Expression zu untersuchen wirdAinschluss die Methode der RNA-in-situ-

Hybridisierung durchgefuhrt.

5.2.1 Thymosinp-10- und SPARC-Expression im MTN-Blot

Die mit den MTN-Blots erhaltenen Expressions-Ddtardie Gene Thymosifi-10 und SPARC
bestatigen die in der Literatur beschriecbenen BEgmwasprofie im Normalgewebe
verschiedener Organe [Holland, 1987; Lane, 199e®; SH, 2001]. Beide Transkripte erweisen
sich erwartungsgemalf als ubiquitar exprimiert, al®bhit ovarspezifisch. Der MTN-Blot von
Thymosin3-10 zeigt im Ovar im Vergleich zu den anderen Geamedie hochste Expression.

Dieses Ergebnis ist identisch mit den Beobachtungaerl_ee et al. [Lee SH, 2001].

5.2.2 Thymosinp-10-Expression im Dot-Blot und Cancer Profiling Array

Seit ihrer Entdeckung werden Thymosfil0 und SPARC in der normalen Physiologie
zunehmend als Wachstumsregulator diskutiert, alben an verschiedenen Tumoren wurden sie
nachgewiesen. Die von Santelli et al. [Santelli9@99und weiteren Autoren [Califano, 1998;
Hall, 1991 A; Hall, 1995; Ledda, 1997; Thomas, 200asile, 2001; Verghese-Nikolakaki,
1996; Weterman, 1993] beschriebene UberexpressianThiymosin3-10 in unterschiedlichen
Tumoren und deren Zelllinien gegeniber dem Nornveddpe wird durch die erhaltenen Daten
bestatigt. Im Dot-Blot bzw. CPA zeigen 31 Tumorer(\n = 68) bzw. 76 Tumore (von n = 241)
verschiedener Organe eine Uberexpression von Thgrfes0 gegeniber dem
korrespondierenden Normalgewebe. In den Ovarpraeeyt Thymosir3-10 in zwei von drei
(Dot-Blot) bzw. neun von 16 (CPA) Fallen eine Ubgmession im korrespondierenden
Ovarialkarzinom. Das Signal im Normalovar stammtrnwatlich von der geringen
Thymosin3-10-Expression im Stroma und in den steroidprodenigen Zellen, wahrend das im
Ovarialkarzinom insgesamt starkere Signal vermutldurch die hohe Expression in den

Tumorzellen bedingt ist (s. Kap. 4.4.Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Santedl.et

95



Diskussion

[Santelli, 1999] uberein, die eine Uberexpressiom WdymosinB-10 in allen untersuchten
Karzinomgeweben (u.a. Ovar) und Zelllinien gegemiblormalgewebe festgestellt haben.
Allerdings ist an deren Analysen zu bemangeln, dassine Probe Normalgewebe vom Ovar
als Vergleich zu 13 Proben Ovarialkarzinom dientend u damit individuelle
Expressionsunterschiede nicht berticksichtigt wurteg et al. zeigt dagegen im cDNS-Array in
vier von funf Proben eine gegenuber dem Normaleeaminderte Thymosifi-10-Expression
im Karzinom [Lee SH, 2001]. Eine Erklarung fir den Lee et al. beobachtete geringe
Expression im Tumor kénnte ein nur relativ wenigaribrzellen und damit viel Thymosfg10-
negatives Stroma enthaltendes Ovarialkarzinom eder aber ein an Stroma- und Steroide
produzierenden Zellen reiches Normalgewebe des Dwida Tumorzellen bzw. Stroma in
Normalgewebe und Steroide produzierende Zellen serem Untersuchungen eine starke bzw.

mafige und Tumorstroma nur selten eine Expressifwesst.

5.2.3 SPARC-Expression im Dot-Blot und Cancer Proling Array

Die von mehreren Autoren [Ledda, 1997; Porter, 199Bomas, 2000] beschriebene
Uberexpression von SPARC in Tumoren wird mittel4-Bmt und Cancer Profiling Array. T.
bestatigt. 35 Tumore (von n = 68) bzw. 97 Tumoren(n = 241) zeigen eine Uberexpression
gegenuber dem korrespondierenden NormalgewebeerdnQ¥arproben wird SPARC im Dot-
Blot in zwei von drei Ovarialkarzinomen weniger grmpert, im CPA in sieben von 16
Ovarialkarzinomen uberexprimiert und in zwei Ovilsa@zinomen geringer exprimiert als im
Normalgewebe vom Ovar. In den anderen Proben bastetwischen Normal- und
Tumorgewebe kein Unterschied. Zumal im Normalgewedr® Ovar nur geringe Mengen an
SPARC vom Oberflachenepithel, das ohnehin nur esemr kleinen Teil am Gesamtovar
einnimmt, synthetisiert werden, und auch im Stramd den darin befindlichen Luteinzellen
eine nur geringe Expression vorhanden ist, warehddre in der RNA-in-situ-Hybridisierung
beobachtete starke Expression im Tumorstroma eiperddpression im korrespondierenden
Tumor zu erwarten. Tumorproben, welche SPARC im gléch zum Normalgewebe
Uberexprimieren, kénnen stromareich sein, und semié starke Expression aufweisen. Die
Tumorproben, welche ahnliche oder niedrigere Lalglim Normalovar aufwiesen, enthalten
mdglicherweise mehr Tumorzellen, und zeigen derpeettiend keine Uberexpression im
Tumor an, oder die Expression im Oberflachenepitinel in den Luteinzellen des Normalovars
war moglicherweise héher als die Expression im Turdasammenfassend sind Northern-Blot-

Analysen geeignet, Unterschiede in der ExpressoonNormal- und Tumorgewebe aufzuzeigen,
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sie zeigen aber nicht die Zusammensetzung des suctéen Gewebes, d. h. dessen
Kontamination mit Bindegewebe, Endothelzellen umflammatorischen Zellen sowie die

zellulare Lokalisation der Expression an.

5.3 Expressionsanalyse der Gene Thymosil0 und SPARC mittels RNA-in-situ-
Hybridisierung

Die Methode der RNA-in-situ-Hybridisierung ist ggeet, Expressionsunterschiede auf
zellularer Ebene darzustellen. Uber die Thym@sik0- und SPARC-Expression in
Normalgewebe vom Ovar, benignen Ovarialtumoren (wrialkarzinomen gibt es wenig
Literatur mit widerspruchlichen Angaben [Bagavargd€998; Brown, 1999; Goldblum, 1994;
Hall, 1991 A; Lee SH, 2001; Lee, S-H 2005; Mok, @9®orter, 1995; Rho, 2004, Santelli,
1999; Smith, 1996]. Es stellt sich daher die Frage, sich die Thymosif-10- und SPARC-
Expression im Ovar und in benigne und malignestfi@mierten Ovarien darstellt und wie sich
die Expressionsunterschiede auf klinisch-histogathische Parameter, Prognosefaktoren und
das Uberleben der Patientinnen auswirken. Untesedie Aspekt wurde die Expression von
Thymosin3-10 und SPARC mittels RNA-in-situ-Hybridisierung fammRNA-Ebene in neun
Normalgeweben des Ovars, drei benignen OvarialtamoB4 primaren und 16 rezidivierten
Ovarialkarzinomen untersucht. Die Beurteilung dérymosinB-10- und SPARC-Expression
erfolgte in Anlehnung an den Immunreaktiven ScosehnRemmele (IRS), der sich aus der
prozentualen Positivitdt, d. h. dem Anteil positivEellen, und dem Intensitatsgrad der
Genexpression zusammensetzt. Dabei muss bedackienyedass die Ergebnisse nur den
Zustand darstellen, der zur Zeit der Operation Rgtientinnen im Gewebe herrschte. Es ist

unklar, ob die Operation selbst diesen Zustandnfiesst hat.
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5.3.1 Thymosinp-10-Expression im Epithel

In der vorliegenden Studie exprimiert das Oberflaeipithel vom Ovar in 22 % der Félle
schwach Thymosifi-10. Die hochste Expression weisen Granulosazedleh Hall et al.
berichten tber eine konstitutionelle ThymoBi10-mRNA-Expression im Normalgewebe vom
Ovar, mit einer vor allem auf die Granulosazell®ozyten und die umgebenden Cumuluszellen
beschréankten Expression [Aten, 1991; Hall, 19915S8lhab, 2010]. In der vorliegenden Studie
nimmt die Haufigkeit der epithelialen Thymo$flO-Expression zu den benignen
Ovarialtumoren hin leicht zu, gefolgt von einemnsiiggant (p < 0,05) starkeren Signal im
Tumorepithel der primaren und rezidivierten Ovda@akinome. Untersuchungen an
Keratinozyten belegen die Ergebnisse dieser Arbeg#ofern, dass in den normalen
Keratinozyten-Zelllinien keine Thymosp10-Expression nachgewiesen wird, sich im
Karzinogen-induzierten Papillom-Stadium eine intedire Expression zeigt, und ein weiterer
Anstieg auf der Stufe des Karzinoms erfd§antelli, 1999 Die Thymosinf-10-Expression
korreliert in diesem Fall sogar mit dem Progressstep der Karzinogenese. Andere Autoren
liefern ahnliche Ergebnisse an unterschiedlichemweében [Califano, 1998; Hall, 1991;A
Santelli, 1999; Takano, 2002; Verghese-Nikolakagbd].

Frihere Studien haben ergeben, dass Thrombozytkmeutrophile Granulozyten ausreichend
Thymosinf3-10 enthalten, um alle globularen Aktinmolekile zesetzen [Lodish, 1996Fie
sind damit vermutlich sehr beweglich und anpasdiéhgg was fur deren Aufgaben als
Immunzellen auch sinnvoll scheint. Eine hohe Zebifigit ist scheinbar mit einer starken
Thymosin3-10-Expression assoziiert. Aktinflamente sorgendiinen festen Zusammenhalt der
Zellen. Daher erscheint es plausibel, dass esifei ¥erminderung dieser Zellbestandteile, u. a.
durch eine hohe Thymosii-10-Expression, zu einer Reduktion der Stabilitagunsten der
Mobilitdt kommen konnte. Folglich kdonnte die beir dealignen Transformation des Ovars
beobachtete Zunahme der epithelialen Thympsli®-Expression mit einer erhéhten
Zelldynamik einhergehen, die eine effizientere Asgueng an das Umgebungsmilieu ermdglicht
und fur die Invasivitat der Tumorzellen vermutliclon Vorteil ist, die schlie3lich zur
Metastasierung filhren kann. Plasmid-vermittelte régression von Thymosif-10 fihrt in
humanen ovarialen Tumorzelllinien zu einer DNS-FRmagtation, einem Verlust zentraler
Aktinfilamente, einer Abnahme fokaler Adhasionend winer erhéhten Apoptoserate. In diesem
Zusammenhang wird Thymost10 auch als Tumorsuppressor diskutiert [Hall, 193 SH,
2001; Yu, 1994]. Exogen zugefuhrtes Thymd3it0 vermindert in Mausen nach Injektion von
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Ovarialkarzinomzellen Tumorwachstum und Vaskuldiasa Andererseits reduziert ein durch
Antisense-mRNA hergestellter Knock-out &hnlichestand das Wachstum von Schilddrisen-
karziomzelllinien [Santelli, 2002] und fuhrt zu emHemmung der Apoptose mit verstarktem F-
Aktinzusammenbau [Hall, 1995]. Mdéglicherweise widds erhdhte Apoptoserisiko von den
stark Thymosin3-10 exprimierenden Tumorzellen fir die erleichtef@imigration und damit

Invasivitat in Kauf genommen.

5.3.1.1 Korrelation der ThymosinpB-10-Expression im Epithel mit klinisch-

histopathologischen Faktoren

Ovarialkarzinome, die eine hohe ThymoBH10-Expression im Tumorepithel aufweisen, haben
signifikant (p < 0,001) haufiger metastasiert, @garialkarzinome mit geringer Expression im
Tumorepithel. Eine hohe Thymodgi10-Expression der Tumorzellen fuhrt moglicherweiber

die Depolymerisation von intrazellularem filameris Aktin zu einer erhdhten Zelldynamik
und erleichtert dartiber die Metastasierung. Diesaitung wird in den Untersuchungen von
Zachary et al. unterstitzt, bei denen an verschmudarzinomen gezeigt wurde, dass eine
quantitative Reduktion der Aktinflamente mit einerhdhten Invasivitat der Tumorzellen
einhergeht [Zachary, 1986] und umgekehrt.

Es existiert keine Literatur Uber einen Zusammeglmmischen Thymosifi-10-Expression im
Tumorepithel von Ovarialkarzinomen und metastagathPotenzial. Allerdings ist in der
Untersuchung von Liu et al. an Karzinomzellliniem &aut, der Brust und der Lunge eine hohe
Thymosin 3-10-Expression mit einem Verlust an filamentésemtiijkeiner Zunahme von
schwach organisiertem Aktinskelett und mit einembéten metastatischen Potenzial assoziiert
[Liu, 2004]. Auch in der Studie von Gu et al. waneeZunahme der Thymos[i10-Expression
beim Bronchialkarzinom mit dem Auftreten von Metasn, einer zunehmenden

Entdifferenzierung und einem kiirzeren Uberlebeozgst [Gu, 2009].

5.3.1.2 Prognostische Bedeutung der ThymosBi10-Expression im Epithel

Es zeigt sich weder in der univariaten noch in oeidtivariaten Analyse ein signifikanter
Einfluss der Thymosi3-10-Expression im Epithel auf das Uberleben. Vechleare Studien
zur prognostischen Bedeutung von ThymogihO im Epithel von Ovarialkarzinomen liegen

zum jetzigen Zeitpunkt nicht vor.
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5.3.2 Thymosinp-10-Expression im Stroma

Die stromale Thymosifi-10-Expression von Normalgewebe des Ovars istfgignit starker als
von primaren (p = 0,004) und rezidivierten Ovargatknomen (p < 0,001). Dieser mit
beginnender Malignitat auftretende Rickgang dewnsaten Thymosin3-10-Expression stellt
maoglicherweise eine protektive Reaktion des Strom#sdie Invasion durch Tumorzellen dar.
Denn mit abnehmender Thymosif-10-Expression sinkt madglicherweise auch die
Verformbarkeit der Fibroblasten der EZM und damitdneine fur Invasion weniger attraktive

Umgebung geschaffen.

5.3.2.1 Korrelation der Thymosinp-10-Expression im Stroma mit klinisch-

histopathologischen Faktoren

Patientinnen mit primarem oder rezidiviertem OJ&aezinom werden bei positiver stromaler
Thymosin 3-10-Expression signifikant haufiger (p = 0,024) nuakopisch tumorfrei operiert.
Gegenuber einer negativen stromalen Expressionelitedtei positiver Thymosin3-10-
Expression die vierfache Chance tumorfrei opedariverden (OR 4,3; 95 % CI: 1,14 - 16,07).
Dieser Zusammenhang ist auch nach der Korrektudi&itibrigen histopathologischen Faktoren
signifikant (p = 0,039). Mdéglicherweise hemmt dasutmaflich unflexiblere Stroma bei
Patientinnen mit einer fehlenden stromalen ThymdsibO-Expression die tiefe Infiltration
durch Tumorzellen, die dann oberflachlich zu eimeisgedehnteren, schlechter operablen

Peritonealkarzinose fuihren.

5.3.2.2 Prognostische Bedeutung der Thymospi10-Expression im Stroma

Es zeigt sich weder in der univariaten noch in oeidtivariaten Analyse ein signifikanter
Zusammenhang zwischen ThymoBi10-Expression im Stroma und postoperativem Uberieb
Vergleichbare Studien zur prognostischen Bedeutuog Thymosin3-10 im Stroma von

Ovarialkarzinomen liegen zum jetzigen Zeitpunkiticor.

5.3.3 Thymosinp-10-Expression im Endothel

Die endotheliale Thymosifd-10-Expression ist, unabhangig von der Dignitat Qgargewebes,

auf eine schwache bis mafdige Farbung des angiog@netktiven Endothels beschrankt. Es
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existiert kein signifikanter Unterschied in der Tiysin[3-10-Expression im Endothel zwischen
Normalgewebe vom Ovar, benignen Ovarialtumoren, m@ren und rezidivierten
Ovarialkarzinomen.

Santelli et al. [Santelli, 1999] weisen in Normalgde vom Ovar ein starkes Signal fur das
Thymosinp-10-Protein in GefalRen nach. Andere Studien an Karebe zeigen eine intensive
Thymosin(3-10-Expression in proliferierenden Blutgefal3en, anér sowohl in Endothelzellen
innerhalb eines Tumors, als auch im Endothel desdidarten nicht-malignen Gewebes. Die
daraus resultierende veranderte Regulation denp&lymerisierung kdnnte zu einer verstarkten
Verformbarkeit der Endothelzellen beitragen [Vast@01].

5.3.3.1 Korrelation der Thymosinp-10-Expression im Endothel mit klinisch-

histopathologischen Faktoren

In dieser Arbeit kommt es bei Zunahme der endadlesli Thymosir3-10-Expression signifikant
(p = 0,005 bei Ausschluss von MX) haufiger zum Aetifn von Metastasen und zu einem
fortgeschrittenen FIGO-Stadium (p = 0,036). Mogholieise fuhrt die verstarkte endotheliale
Thymosin3-10-Expression zu einer verstarkten Verformbarkeit Endothelzellen, wie sie fur
die Angiogenese bei Tumorwachstum und Metastagierbendtigt werden. Andererseits
reduziert Thymosif8-10, vermutlich Uber die Hemmung der VEGF-Synthessie
Endothelzellmigration, Gefal3formation und Aszitéhlong [Lee, 2005; Mu, 2006; Zhang,
2009], weshalb mdoglicherweise Patientinnen mit i endothelialer Thymos[i10-
Expression erst in fortgeschrittenen Tumorstadi@dexkt werden. Allerdings konnte in dieser
Studie kein Zusammenhang zwischen endothelialer mbsinp-10-Expression und

Aszitesbildung festgestellt werden.

5.3.3.2 Prognostische Bedeutung der Thymospi10-Expression im Endothel

Sowohl in der univariaten als auch multivariateralAme ist die Thymosif3-10-Expression im
Endothel nicht signifikant mit dem Uberleben verben. Vergleichbare Studien zur
prognostischen Bedeutung von ThymoB#i0 im Endothel von Ovarialkarzinomen liegen zum

jetzigen Zeitpunkt nicht vor.
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5.3.4 SPARC-Expression im Epithel

Im Ovar wird SPARC-mRNA im Oberflachenepithel in 36 schwach exprimiert. In
pramenopausalen Ovarien wird es zusatzlich in dean@osa- und Thekazellen der Follikel
exprimiert, mit geringer Expression in den Granatmlen und einer starkeren Expression in
den Thekazellen und in den lutealen Zellen des @olgteum. Auch andere Autoren zeigen eine
starke SPARC-Expression auf mRNA- bzw. auf Proteme in Granulosa- und Thekazellen
prélutealer Follikel und im Corpus luteum [Bagavassl 1998; Brown, 1999; Holland, 1987;
Paley, 2000; Smith, 1996]. Das Oberflachenepitbpturiert wahrend der Ovulation und muss
anschlieBend wieder repariert werden. MoglichergveiBmitiert SPARC dabei die
Proliferationsrate der beteiligten Zellen. Bekamst{ dass SPARC in vitro die Proliferation
hemmt [Funk, 1993; Motamed, 1998]. Auch konnte esean Zellkulturen nachgewiesene
antiadhasive Funktion dazu beitragen, die fur dlikelexpansion notige Umverteilung der
Zellen mit der Ausbildung eines Antrum follikuli zermdglichen [Bagavandoss, 1998]. Es
konnte gezeigt werden, dass SPARC in vitro die Bahititat in BlutgefalRen erhdht [Goldblum,
1994]. Eine weitere Hypothese besagt daher, daglR6Pvon den Steroide produzierenden
Zellen des Gelbkorpers exprimiert und vermutliclzeseiert wird, um die Permeabilitat des
Endothels zu erhdhen, und damit die Passage vaoi@dtermonen und anderen Molekilen
von/zum Corpus Luteum hin zu erméglichen [Bagavasdd®998; Goldblum, 1994; Smith,
1996]. Vergleicht man die Expression vom Oberflégpmthel von Ovarien mit der von
Tumorzellen in benignen und malignen Ovarialtumpsnzeigen nur 23,5 % bzw. 12,5 % der
primaren bzw. rezidivierten Ovarialkarzinome eimbwgache epitheliale Expression gegenuber
33 % der benignen Ovarialtumoren und 55,6 % desmidlyewebes des Ovars. Dieser
Unterschied ist statistisch aber nicht signifikant.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sind ahmlerren von Mok et al. [Mok, 1996], die eine
SPARC-Expression im Oberflachenepithel nachweig#arding wiesen Mok et al. in Zelllinien
vom Oberflachenepithel des Ovars eine meist st8RARC-mRNA-Expression und zeigen in
Ovarialkarzinomzelllinien eine nur schwache SPARBNWA-Expression. Weiterhin wird in
deren Studie mittels Immunhistochemie in einer radem Ovargewebeprobe eine starke
SPARC-Proteinexpression im Oberflachenepithel und der darunter liegenden Tunica
albuginea gezeigt. In diesem Zusammenhang wird SPAlRh als Tumorsuppressor diskutiert.
[Mok, 1996]. Auch Socha et al. weisen eine in Caltarzinomzelllinien gegeniber Zelllinien
vom Oberflachenepithel erniedrigte oder fehlendARE-Expression nach [Socha, 2009]. Da
Zelllinien auf molekularer Ebene noch nicht audreimd charakterisiert wurden, und ihre
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Genexpression moglicherweise eine Adaptation an Kidturbedingungen widerspiegelt,
besitzen deren Ergebnisse eine nur begrenzte &giltig

Yiu et al. berichten Uber eine vom verwendeten Kinper abhangige geringe bis starke
SPARC-Protein-Expression im Oberflachenepithel Monmalgewebeproben des Ovars und im
Tumorepithel von benignen Ovarialtumoren und, misAahme einzelner Tumorzellen, keinen
Nachweis von SPARC-Protein in den Tumorzellen dear@lkarzinome [Yiu, 2001].

Der Nachweis von SPARC-mRNA in den Tumorzellen gifieils der Ovarialkarzinome in der
vorliegenden Studie passt auch zu dem Nachwei®d#sins in den Tumorzellen, wie er in der
Arbeit von Brown und Paley et al. [Brown, 1999, 83al2000] erfolgte. Die Arbeitsgruppe um
Brown konnte weder im Oberflachenepithel noch inn déumorzellen SPARC-mRNA
nachweisen [Brown, 1999], aber SPARC-Protein imr@ehenepithel und in den Tumorzellen
von Ovarialkarzinomen. Brown et al. postulierensgladas SPARC-Protein vom Stroma
produziert und sezerniert wird, und von den Tumitereaufgenommen wird. Die Arbeitsgruppe
um Paley [Paley, 2000] untersuchte die SPARC-RrdEgpression in Ovarialkarzinomen und
Normalgeweben vom Ovar mittels ImmunhistochemieneEschwache SPARC-Expression
konnte nur im Oberflachenepithel von einem Normalgee vom Ovar und innerhalb der
Tumorzellen in einigen Ovarialkarzinomen nachgeemewerden. In der vorliegenden Studie ist
das benigne Tumorepithel in 33,3 % der Félle schwassitiv. Dagegen finden Brown et al. in
den Zystadenomzellen keine SPARC-mRNA. Yiu et alidnteten Uber eine starke SPARC-
Protein-Expression im Tumorepithel von benignenr@itamoren [Brown, 1999; Yiu, 2001].

In der Literatur finden sich Hinweise, dass esmmligner Transformation in Abhangigkeit vom
Gewebe sowohl zu einem Abfall als auch zu einentidgger SPARC-Expression im Epithel
kommt [Bellahcene, 1995; Dhanesuan, 2002; Le B&i99; Ledda, 1997; Porte, 1998; Porter,
1995; Rempel, 1999; Thomas, 2000; Wewer, 1988]. fbdotge zeigt SPARC mit
fortschreitender maligner Transformation des Epsttseheinbar kein einheitliches Muster der

Deregulation, sondern eine fur jedes Organ spehifi€xpression.

5.3.4.1 Korrelation der SPARC-Expression im Epithelmit klinisch-histopathologischen

Faktoren

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder iceziertem Ovarialkarzinom kommt es bei

einer schwachen SPARC-Expression gegenuber eihlemfien Expression in den Tumorzellen
zu einer signifikanten (p = 0,023) Zunahme des téns und der Menge von Aszites und zu
einer signifikanten (p = 0,013) Zunahme an forthesenen Tumorstadien. Moglicherweise
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fuhrt die Zunahme des Auftretens und der MengeAsxites zu erleichterter Tumorausbreitung
und damit zu einer Diagnose der Erkrankung in eie@er fortgeschrittenen Tumorstadium. Im
Gegensatz dazu zeigt eine aktuelle Studie, dassREPAermutlich Uber die Hemmung der
VEGF-MMP-Achse, die Aszitesbildung reduziert uné& diusammensetzung verandert [Said,
2011]. In der Studie von Socha et al. kommt es Atmmahme von SPARC-Protein in den
Tumorzellen von Ovarialkarzinomen zu einer zunehteanEntdifferenzierung [Socha, 2009].
In der Arbeit von Massi et al. [Massi, 1999] Ubealigne Melanome korreliert eine starke
SPARC-Protein-Expression signifikant mit der Inzidevon Fernmetastasen und negativ mit

dem Uberleben.

5.3.4.2 Prognostische Bedeutung der SPARC-Expression Epithel

Die SPARC-Expression im Epithel ist univariat nisignifikant mit dem Uberleben verbunden.
In der multivariaten Analyse haben Patientinneneiier schwachen SPARC-Expression in den
Tumorzellen gegenuiber Patientinnen ohne Expression signifikant langeres Uberleben
(p = 0,010). SPARC werden in verschiedenen Studrgiproliferative, antiangiogenetische und
tumorsuppressorische Eigenschaften zugeschriebak,[M996; Phelps, 2009; Said, 2005].
Auch wurde beschrieben, dass SPARC Uber eine Redulker Integrinexpression die Fahigkeit
der Tumorzellen zur Adhasion und Invasion reduzj€did, 2007], was mdglicherweise die
langere Uberlebenszeit von Patientinnen mit SPAR@#mierenden Tumorzellen erklért.
Vergleichbare Studien zur prognostischen Bedeutuog SPARC im Tumorepithel von
Ovarialkarzinomen liegen aktuell nicht vor. Im TNersuch fiihrt die Uberexpression von
SPARC mittels SPARC-Vektor in hepatozellularen Kasmen zu einem langeren Uberleben
der Tiere [Atorrasagasti, 2009]. Dagegen bestelg@m Mammakarzinom [Watkins, 2005] und
malignem Melanom [Massi, 1999] eine negative Katieh zwischen der SPARC-Expression

und dem Uberleben.

5.3.5 SPARC-Expression im Stroma

Das Stroma von Normalgewebe des Ovars zeigt in 58e%oFélle eine schwache SPARC-
Expression, in einem Fall keine Expression und enigen Fallen eine maRige bis starke
stromale Expression. Mdoglicherweise unterliegt dieomale SPARC-Expression zyklischen
Veranderungen, zumal es v. a. in den FibroblaseenRihdenzone exprimiert wird, in der die

Follikelreifung stattfindet, wahrend das daruntgénde Bindegewebe selten gefarbt ist. Auch
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Oksjoki et al. [Oksjoki, 1999] beobachten eine mdthe Anderung der Zusammensetzung der
EZM, als Korrelat einer normalen ovarialen Funkti@rown et al. weisen dagegen mittels
RNA-in-situ-Hybridisierung in allen acht Normalgelsen vom Ovar keine SPARC-mRNA im
Stroma nach und Mok et al. beobachten SPARC-Pratailer Tunica albuginea [Brown, 1999;
Mok, 1996] und vermuten, dass SPARC im Oberflachghel produziert und anschlielRend
sezerniert wird. Paley et al. hingegen weisen aoteihebene in 29 % der 14 untersuchten
Normalgewebe vom Ovar eine Protein-Expression immdnstroma nach [Paley, 2000].
Normalgewebe zeigen gegenidber primaren Ovarialkamzén (p <0,001) und
Ovarialkarzinomrezidiven (p < 0,001) eine signifk@geringere SPARC-Expression im Stroma.
Die starkste SPARC-Expression ist im Bereich danduStroma-Grenze nachzuweisen. Neu an
den Ergebnissen der vorliegenden Studie ist, dassSttoma in Ovarialkarzinomrezidiven noch
signifikant haufiger (p =0,027) eine intensive Iiirg zeigt als das der priméren
Ovarialkarzinome. Der Unterschied zwischen der SeARpression im Normal- und
Tumorstroma wurde bereits von mehreren Autorenn@®NA- und Protein-Ebene beschrieben
und war in der Studie von Paley et al. auch sististsignifikant [Brown, 1999; Paley, 2000;
Porter, 1995; Yiu, 2001]. Auch in Karzinomen andeBewebe, wie z. B. der Brust und der
erfolgt auf Proteinebene ein signifikanter Anstiégr stromalen SPARC-Expression bei der
malignen Transformation [Porter, 1995]. SPARC ish @.a. extrazellular regulatorisch
wirkendes Glykoprotein, das Zell-Matrix-Interaktemvermittelt [Yan, 1999]. Es wurde gezeigt,
dass SPARC die Aktivitat von Gewebe modellierendéairix-Metallo-Proteinasen (MMPS)
moduliert [Motamed, 1999; Said, 2007]. MMPs degeaein sowohl die Basalmembran als auch
weitere EZM und wurde erleichtert die Tumorzellgeyhtion und - invasion [Alexander, 1991;
Murthi, 2004; Young, 1996]. In Ovarialkarzinomert @die Uberexpression der MMP-2 und
MMP-9 mit Invasion, Metastasierung und einer sdmiee Prognose assoziiert [Harefuah, 2003;
Piura, 2003]. In vitro wurde gezeigt, dass SPAREritie Hemmung der VEGF-MMP-Achse
eine auf Tumorzellen wachstumshemmende WirkungatBildung eines nicht permissiven
Stromas fordert, die Angiogenese hemmt und die Apsgpate der Tumorzellen fordert
[Chlenski, 2007; Said, 2011]. Moéglicherweise stalither die in der vorliegenden Studie
nachgewiesene starke stromale SPARC-Expression aiicbn Schutzmechanismus des
reaktiven Stromas vor Invasion dar, indem es VE@Hdi und deaktiviert, der Proteolyse der
EZM entgegenwirkt und es zu einer verstarkten Taingrenzung kommt. Unterstutzt wird
diese Hypothese durch die Beobachtung, dass in EPfdck-out Mausen eingepflanzte
Tumore schneller wachsen als im Wildtyp. Einige ddo zeigen, dass PDGF in

Ovarialkarzinomen von Tumorzellen verstarkt sezgtrwird [Raines, 1992]. Stromazellen, die
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durch PDGF aktiviert werden, unterstitzen Tumovesthstum und induzieren die
Tumorkonversion von normalen Keratinozyten [Skdl#98]. SPARC konnte uber die Bindung
von PDGF deren Verfugbarkeit und Assoziation minse Rezeptor vermindern [Bonner,
1994] und damit die Wirkung des von den Tumorzeflerernierten PDGF reduzieren.
Andererseits sezernieren Tumorzellen méglicherwBenstoffe, die im Stroma die Erh6hung
des Antiadhasins SPARC bewirken, das Uber einenderée EZM eine permissive Umgebung
fur die Tumorzellinvasion und Metastasierung sdh@frekken, 2003]. Die Fahigkeit von
Tumorzellen zu Gberleben, zur Migration, zur Ineasund evt. zur Kolonisation an sekundéren
Stellen ist abhangig von ihren Interaktionen mit BZM und der Fahigkeit diese Umgebung
entweder Uber die Bildung extrazellularer Proteguer deren Degradation Uber MMPs zu
modifizieren. So ist nachvollziehbar, dass Tumdereim Ovarialkarzinomrezidiv ein starker
permissives Stroma herbeifihren missen als prirf@u@rialkarzinome, um sich an diesem
sekundaren Ort ,festsetzen* zu konnen. Diese Hypethennte die in den Ergebnissen der
vorliegenden Studie beobachtete signifikant st&k&PARC-Expression im Stroma von

Ovarialkarzinomezidiven begrinden.

5.3.5.1 Korrelation der SPARC-Expression im Stromamit klinisch-histopathologischen
Faktoren

Im Kollektiv der Patientinnen mit prim&rem oder itBziertem Ovarialkarzinom kommt es mit
zunehmender stromaler SPARC-Expression zum sigmfén Anstieg von CA 125 (p = 0,049).
Moglicherweise ist der Anstieg der stromalen SPARression als Reaktion auf eine
zunehmende Tumorzellmasse und -invasion zu deuliensich in einem erhdohten CA 125
widerspiegelt. SPARC hemmt in der Studie von Saml.§2011] die Fahigkeit von Tumorzellen
zur Adhasion, Invasion und Proliferation. Paleyakt[Paley, 2000] finden auf Proteinebene
keine signifikanten Zusammenhange zwischen der mstien SPARC-Expression in
Ovarialkarzinomen und klinisch-histopathologisclirarametern. Es existiert keine Literatur zur
Korrelation der SPARC-mRNA-Expression im Stroma VOwmarialkarzinomen mit klinisch-

histopathologischen Parametern.

5.3.5.2 Prognostische Bedeutung der SPARC-Expression Stroma

Die SPARC-Expression im Stroma ist univariat nisighifikant mit dem Uberleben verbunden.

In der multivariaten Analyse zeigen Patientinnenemer starken stromalen SPARC-Expression

106



Diskussion

gegenuber Patientinnen mit einer schwachen stram@fARC-Expression eine signifikante
Zunahme der Uberlebenszeit (p= 0,016). Said et ztigen, dass SPARC auf
Transkriptionsebene die VEGF-MMP-Expression hemmt wartber mdglicherweise die
Fahigkeit der Tumorzellen zur Proliferation und dsion einschréankt [Said, 2007], was das
langere Uberleben von Patientinnen mit starker sastemSPARC-Expression erklaren kénnte.
Weiterhin werden SPARC in verschiedenen StudienkMI®96; Phelps, 2009; Said, 2005]
antiproliferative, antiangiogenetische und tumorsapgorische Eigenschaften zugeschrieben.
Vergleichbare Studien zur prognostischen Bedeutdsg stromalen SPARC-Expression von
Ovarialkarzinomen liegen zum jetzigen Zeitpunkthhicor. Meyer et al. zeigen an Patientinnen
mit B-Zell-Lymphom einen positiven Zusammenhang sohien stromaler SPARC-Protein-
Expression und rezidivfreiem Uberleben bzw. Gesaetében [Meyer, 2011]. Dagegen zeigen
Koukourakis et al. an Patienten mit Bronchialkarmiem eine negative Korrelation von

stromaler SPARC-Protein-Expression und Uberlebesuf$urakis, 2003].

5.3.6 SPARC-Expression im Endothel

In der vorliegenden Studie wird SPARC-mRNA im Erutvon Kapillaren und Venolen

exprimiert. Normalgewebe zeigen gegenuber primddemrialkarzinomen (p = 0,002) und

Ovarialkarzinomrezidiven (p = 0,002) eine signifikeschwéchere Expression im Endothel. In
erwachsenen Saugetieren erfolgt das Auswachsenr réaiille meist in pathologischen
Prozessen wie Wundheilung, Entziindung oder Tumdrstam. Eine Ausnahme bilden Uterus
und Ovar in der reproduktiven Phase Normalgewebe vom Ovar wird SPARC in den unreifen
GefalRen des Corpus luteum nachgewiesen. Auch Bagsseaet al. beobachteten, dass die
Neovaskularisation im entstehenden Gelbkdrper imgeh zum reifen Corpus Luteum mit

einer starkeren SPARC-Expression verbunden ist giéagdoss, 1998]. Der Nachweis von
SPARC in angiogenetisch aktiven Gefalien auf mRN#Al auf Proteinebene wurde bereits von
mehreren Autoren in vivo und in vitro erbracht. gndReren GefalRen wurde SPARC nicht
nachgewiesen [Bagavandoss, 1998; Brown, 1999; atAdbpe, 1991; Koukourakis, 2003;

Lane, 1994 B; Reed, 1993]. Analog zu den Ergebnidse vorliegenden Arbeit weisen mehrere
Autoren auf Proteinebene in Endothelzellen versidmer Normalgewebe eine schwache
SPARC-Expression auf, wahrend es zu einer verstérkkpression in Endothelzellen maligner
Tumoren, so auch vom Ovar, kommt [Brown, 1999; K&001; Porter, 1995; van Beijnum,

2009]. Bekannt ist, dass SPARC sowohl angio- alsh aantiangiogenetische Eigenschaften
aufweist [Lane, 1994 A]. Es unterbricht fokale Adiménen und erhoht in vitro die Permeabilitat
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vom Endothel. Der Verlust fokaler Kontakte fiihrt EuAktin abh&ngiger Zellabrundung,
einhergehend mit dem Auftreten interzelluldrer Lickelie einen parazellularen Weg fur
Makromolekiile schaffen [Brekken, 2003; Goldblum949 Kupprion, 1998; Lengyel, 2001,
Motamed, 1998; Sage EH, 1992]. Dies koénnte bedeudass die erhthte Expression von
SPARC im Endothel von Ovarialkarzinomen uber eipenteabilitdtserhbhung die Versorgung
der Tumorzellen verbessert und die Metastasierulggcktert und daher moglicherweise von
den Tumorzellen induziert wird. Wird SPARC ansdiéad sezerniert und mittels Proteasen
gespalten, konnten die entstehenden angiogenetisickenden K(GHK)-Fragmente das
Tumorwachstum férdern [lruela-Arispe, 1995; Lat894 A; Sage EH, 2003]. Andererseits
hemmt intaktes SPARC die VEGF-induzierte Prolifieratder Endothelzellen [Brekken, 2003].
Es bindet direkt VEGF, einen potenten Stimulatar Alegiogenese und unterbindet damit die
Assoziation mit seinem Rezeptor. VEGF wird in Tugsdlen Uberexprimiert [Paley, 2000] und
korreliert bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom neinem kirzeren Gesamttberleben [Chen,
1999]. Vermutlich wird SPARC nach seiner Syntheseemiert und moduliert Adhasion,
Proliferation und Matrixdeposition. In undynamisnah&eweben konnte intaktes SPARC uber
die Bindung von VEGF die Angiogenese hemmen, aberihddie Freisetzung von Proteasen, die
in sich verandernden Geweben stark exprimiert werdard SPARC vermutlich gespalten.
Diese Spaltprodukte fihren moglicherweise zur Aggiese und fordern damit das

Tumorwachstum.

5.3.6.1 Korrelation der SPARC-Expression im Endothemit klinisch-histopathologischen
Faktoren

Im Kollektiv der Patientinnen mit primarem oder ickziertem Ovarialkarzinom zeigt sich bei

Zusammenfassung der FIGO-Stadien | und I, einifkgmter Zusammenhang (p = 0,003)
zwischen niedriger endothelialer SPARC-Expressiod frihem FIGO-Stadium bzw. starker
Expression und fortgeschrittenem Stadium Il odér Weiterhin kommt es mit zunehmender
SPARC-Expression im Endothel zu einer signifikantdp= 0,014) Zunahme an

entdifferenzierten Ovarialkarzinomen. Es existiem in der Signifikanzschwelle liegender
Zusammenhang (p = 0,050) zwischen dem Tumorstagiinund der endothelialen SPARC-
Expression. Mit Zunahme der SPARC-Expression im dmel kommt es haufiger zum

Vorhandensein eines fortgeschrittenen Tumorstadingiogenese ist die Voraussetzung fir
das Wachstum eines Karzinoms, je weniger ein Kamgalifferenziert ist, desto schneller

wachst es, so dass die in undifferenzierten unthdschrittenen Ovarialkarzinomen erhohte
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endotheliale SPARC-Expression entweder im SinneTdenorzellen die Angiogenese fordert
oder aber die angiogenetische Wirkung von VEGF vadtert und damit eine Schutzreaktion
des Endothels darstellt.

5.3.6.2 Prognostische Bedeutung der SPARC-Expression Endothel

Die SPARC-Expression im Endothel von Ovarialkareien ist univariat nicht signifikant mit
dem Uberleben verbunden, da mehr Patientinnen itgeechrittenen Tumorstadium waren. In
der multivariaten Analyse haben Patientinnen mmeei starken endothelialen SPARC-
Expression gegentber Patientinnen mit einer schevabis negativen endothelialen Expression
ein signifikant langeres Uberleben (p = 0,028). Mibgrweise fihrt die erhéhte endotheliale
SPARC-Expression uber die Hemmung von VEGF und dadie Hemmung der
Endothelzellproliferation und -migration zu einerrménderten Vaskularisation und einem
langeren Uberleben. VEGF wird in Tumorzellen tibprawiert [Paley, 2000] und korreliert bei
Patientinnen mit Ovarialkarzinom mit einem kirzer&esamtiberleben [Chen, 1994].
Vergleichbare Studien zur prognostischen Bedeutwaoypn SPARC im  Endothel von

Ovarialkarzinomen liegen zum jetzigen Zeitpunktiieor.
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5.4 Ausblick

Ovarialkarzinome bestehen aus heterogenen Zelltypgh verschiedenen biologischen
Eigenschaften. Epitheliale Zellen grenzen an Filastielh, Endothelzellen und extrazellulare
Matrix und bilden ein dynamisches GewebsgleichgktvicDiese Gewebshombostase
unterscheidet sich auch bei Patientinnen mit hishapagisch sehr ahnlichen Karzinomen. Es ist
daher wichtig, neben den morphologischen Eigensemagines Ovarialkarzinoms auch den
genetischen Hintergrund zu erforschen. Einige inAteeit angesprochene Karzinomparameter
sind in der Lage, begleitende Aussagen zum Kratdemlauf zu ermdglichen. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dasls die Expression der Gene ThymoBHi0
und SPARC wahrend der malignen Transformation desar$O verandert, und dartber
entscheidenden Einfluss auf die Differenzierung @amorstadium, das Auftreten von Aszites
und Fernmetastasen und zum Teil auch die PrognesePdtientin hat. So besteht bei
Patientinnen mit positiver stromaler ThymoBii0-Expression gegentber Patientinnen ohne
stromale Thymosif$-10-Expression eine vierfache Chance tumorfreiiepezu werden. Mittels
Expressionsanalysen zahlreicher Gene bei jedeerRiatimit Ovarialkarzinom sollte es kinftig
maoglich sein, ein fir jedes Ovarialkarzinom spezifies Expressionsprofil zu erstellen, mit dem
Ruckschlisse auf Ansprechbarkeit, Therapie und rfss gezogen werden konnen.
Schwierigkeiten bei der Interpretation der Ergebamider RNA-in-situ-Hybridisierung bestehen
allerdings in der Tatsache, dass bei gleich blelbeRNA-Menge Mechanismen der Regulation
des Proteins bestehen. Daher stellen immunhistasbken Untersuchungen eine sinnvolle
methodische Erganzung dar, um eine differenziellpré&ssion auch auf Protein-Ebene
nachzuweisen. Um die Ergebnisse nachfolgender &tuldesser miteinander vergleichen und
auch die Sensitivitat der verschiedenen Methodemtéiéen zu kdnnen, misste bei sédmtlichen
Methoden (Northern-Blot, RNA-in-situ-Hybridisierunglmmunhistochemie) vom selben
Patientengut ausgegangen werden. ZukUnftig konotd alie extrazellulare Matrix in den
Vordergrund einer medikamentdsen Therapie riickenn ddie Fahigkeit von Tumorzellen zu
Uberleben, zur Migration, zur Invasion und zur Méagierung ist abhangig von der Interaktion
mit der EZM und der Fahigkeit, diese entsprechend nzodifizieren. So wurde in der
vorliegenden Arbeit gezeigt, dass Patientinnen stdrker stromaler SPARC-Expression
gegenuber Patientinnen mit schwacher stromaler SRPBERpression eine signifikante Zunahme
der Uberlebenszeit haben. Gelingt es kiinftig, thensale SPARC-Expression therapeutisch zu
beeinflussen, ware eine Verlangerung des Uberlethemisbar.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit zeigen die Gene ThymdsihO0 und SPARC im elektronischen
Northern eine differenzielle Expression in Nomalge& vom Ovar und Ovarialkarzinomen. Im
MTN-Blot weisen beide Gene eine ubiquitare Exp@ssiuf, was auf eine elementare Funktion
in der Zelle hinweisen koénnte. Thymosfit10 und SPARC sind an der Regulation des
Aktinfilamentsystems beteiligt und beeinflussen Uther hinaus Apoptose und Angiogenese
[Hall, 1995; Lee SH, 2005; Mok, 1996; Phelps, 208&id, 2005]. Sie haben wesentlichen
Einfluss auf Zellmatilitdt und Proliferation und rdé auf Tumorsuppression, Tumorentstehung
und Tumorprogression. Im Dot-Blot und CPA wird diea normalen Ovarien und
Ovarialkarzinomen differenzielle Expression teilsesbestatigt. Zur Bestimmung der zellularen
Lokalisation der Genexpression erfolgt im Anschludie RNA-in-situ-Hybridisierung an
Paraffinschnitten von Normalgeweben des Ovars, gmem Ovarialtumoren, primaren und
rezidivierten Ovarialkarzinomen. Die Genexpressior im Epithel, Stroma (Fibroblasten) und
Endothel differenziert beschrieben. Die Bewertung @enexpression erfolgt anhand eines
Scores, kurz IRS genannt, der sich aus der prozlemuPositivitdt und der Intensitat
Thymosin3-10- bzw. SPARC-exprimierender Zellen zusammensetast Rahmen der
statistischen Auswertung werden die erhobenen Bgmesdaten untereinander verglichen, mit
klinisch-histopathologischen Parametern und unadiig@an Prognosefaktoren korreliert, und es
wird der Einfluss auf das Uberleben univariat undtivariat dargestellt.

Die mediane Nachbeobachtungszeit der Patientinngnemem priméaren Ovarialkarzinom
betrug 29,7 Monate (Range 0,3 - 144,9 Monate) uitdemem rezidivierten Ovarialkarzinom
61,2 Monate (Range 20,2 - 139,1 Monate). InnerbdaltdNachbeobachtungszeit verstarben 47 %
aller Patientinnen mit einem primaren und 94 %rabatientinnen mit einem rezidivierten
Ovarialkarzinom. In der univariaten Analyse zeigthsein signifikanter Uberlebensvorteil fir
Patientinnen im FIGO-Stadium I/ll gegenliber Paimer@n im FIGO-Stadium 1l oder IV
(p <0,001), fur Patientinnen mit makroskopischembrfreiheit gegeniber Patientinnen mit
postoperativen Tumorrest (p = 0,001), fir Patiemmmit einem Aszitesvolumes 500 ml

(p = 0,006) oder ohne Aszites (p < 0,001) gegen®arentinnen mit einem Aszitesvolumen
> 500 ml, fur Patientinnen im Stadium pT1 (p = 0,0§égenuber Patientinnen im Stadium pT3,
fur Patientinnen ohne Metastasen (p = 0,001) bavdbnen der Metastasierungszustand nicht
bekannt ist (p < 0,001) gegenlber PatientinnenMeitastasen, und fur Patientinnen mit einem
CA 125-Wert < 100 U/ml (p = 0,02) gegenuber Patmer@n mit einem CA 125-Wert von

>1000 U/ml. Multivariat werden das FIGO-Stadium uddr postoperative Tumorrest als
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unabhangige Prognosefaktoren bestatigt. PatiemtimmeFIGO-Stadium IV haben gegeniber
Patientinnen im FIGO-Stadium I/ll ein signifikant Heyes Sterberisiko (©0,040) und
Patientinnen mit postoperativem Tumorrest haberemgi@ger Patientinnen ohne postoperativen
Tumorrest ein signifikant hoheres Sterberisiko (p 0¢007 - 0,117).

Thymosin 3-10

Normalgewebe des Ovars zeigen in 22 % der Falle sthwache Thymospr10-Expression im
Oberflachenepithel, und durchgangig eine starke €sgoon in Granulosa- und Thekazellen. Die
epitheliale Expression nimmt bei den benignen tamnoren leicht zu, gefolgt von einer
signifikant starkeren Expression (p <0,001) in demmorzellen primarer und rezidivierter
Ovarialkarzinome. Patientinnen mit Ovarialkarzinand starker Thymosifd-10- Expression im
Tumorepithel haben signifikant haufiger Metastasads, Patientinnen mit geringer Expression
(p = 0,015; bei Ausschluss von MX ist p < 0,001)dUcherweise geht die bei der malignen
Transformation des Ovars beobachtete Zunahme dbekplen Thymosir3-10-Expression mit
einer erhdhten Zelldynamik einher, die vermutliéchr flie Invasivitat der Tumorzellen von
Vorteil ist und schlief3lich zur Metastasierung &inkann.

Die stromale Thymosii-10-Expression in Normalgewebe des Ovars ist sigmt starker als
in priméaren (p = 0,004) und rezidivierten Ovariaiiaomen (p < 0,001). Der mit beginnender
Malignitat auftretende Riuckgang der stromalé&ymosin3-10-Expression stellt moglicherweise
eine protektive Reaktion des Stromas auf die lmwasiurch Tumorzellen dar, zumal mit
abnehmender Thymosi-10-Expression vermutlich die Verformbarkeit debréblasten der
EZM sinkt und damit eine fur Invasion weniger ditnee Umgebung geschaffen wird.

Die Thymosinf3-10-Expression im Endothel ist, unabhangig vonignitat des Ovargewebes,
auf eine schwache bis malige Farbung des angiogemesktiven Endothels beschrankt.
Patientinnen mit Ovarialkarzinom und mafiger Thymd$10-Expression haben gegenuber
Patientinnen mit einer schwachen oder fehlendernrdsspon signifikant haufiger Metastasen
(p = 0,005 bei Ausschluss von MX) und ein fortgegtdmes FIGO-Stadium (p = 0,036).
Moglicherweise fiihrt die verstarkte endotheliale/Miosin-10-Expression zu einer verstarkten
Verformbarkeit der Endothelzellen, wie sie fir ddagiogenese bei Tumorwachstum und
Metastasierung bendétigt werden.

Weder in der univariaten, noch in der multivariatAnalyse zeigt sich ein Einfluss der

epithelialen, stromalen oder endothelialen Thym@si®-Expression auf das Uberleben.
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SPARC

Unabhangig von der Dignitat des Ovargewebes isS#HARC-Expression im Epithel schwach
bis negativ. In prdmenopausalen Ovarien wird eg@&®n von den Granulosa- und Thekazellen
der Follikel gebildet. SPARC werden in verschiedeneéstudien antiproliferative,
antiangiogenetische und tumorsuppressorische Ebeften zugeschrieben [Mok, 1996; Phelps,
2009; Said, 2005]. In der multivariaten Analyse drabPatientinnen mit einer schwachen
SPARC-Expression in den Tumorzellen gegeniber datdenden Expression ein signifikant
geringeres Sterberisiko (p = 0,010). Andererse#sden Patientinnen mit Ovarialkarzinom und
einer schwachen SPARC-Expression in den TumorzeBamifikant haufiger erst in
fortgeschrittenen Tumorstadien (p= 0,013) und mgHReren Aszitesmengen entdeckt
(p = 0,023).

Das Stroma im Normalgewebe des Ovars zeigt in 58&¥ Falle eine schwache SPARC-
Expression. Die stromale SPARC-Expression nimmten benignen Ovarialtumoren hin zu,
gefolgt von einem signifikanten Anstieg (p< 0,00 primaren und rezidivierten
Ovarialkarzinomen. In rezidivierten Ovarialkarzinem ist die stromale SPARC-Expression
signifikant haufiger stark als in primaren Ovarialkiaomen (p = 0,027). Die starkste SPARC-
Expression ist im Bereich der Tumor-Stroma-Grenzechnaweisen. Patientinnen mit
Ovarialkarzinom haben bei zunehmender stromaler RERExpression einen signifikanten
Anstieg von CA 125 (p = 0,049). In der multivariaten Analyse zeigeati€htinnen mit einer
starken gegenuber Patientinnen mit einer schwacdtemmalen SPARC-Expression eine
signifikante Zunahme der Uberlebenszeit (p = 0,0D& Rolle der EZM bei der Invasivitat und
Metastasierung eines Tumors ist weitgehend unbék&@swurde gezeigt, dass SPARC die
Aktivitat von Gewebe modellierenden Matrix-MetaRwoteinasen (MMPSs) beeinflusst [Said,
2007]. Moglicherweise stellt die in der vorliegend8tudie nachgewiesene starke stromale
SPARC-Expression einen Schutzmechanismus desvealditromas vor Invasion dar, indem es
zu einer verstarkten Tumorabgrenzung kommt. Dasteauch die Zunahme der SPARC-
Expression bei ansteigendem CA 125, stellvertretBindeine Zunahme der Tumormasse,
erklaren.

Im Endothel wird SPARC von Kapillaren und Venoleqpemiert. Dabei ist die Expression im
Endothel von Normalgewebe des Ovars in 78 % schwagimmt zu den benignen
Ovarialtumoren hin leicht zu, gefolgt von einerrsitkanten Zunahme bei primaren (p = 0,002)
und rezidivierten Ovarialkarzinomen (p = 0,002)ti€@#innen mit Ovarialkarzinom und starker
endothelialer SPARC-Expression haben gegenubeerRaten mit schwacher Expression bei

Zusammenfassung der FIGO-Stadien | und Il sigmnifikadufiger ein fortgeschrittenes FIGO-
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Stadium 1l oder IV (p =0,003) und entdifferenzeerOvarialkarzinome (p =0,014). In der

multivariaten Analyse haben Patientinnen mit eisiarken endothelialen SPARC-Expression
gegenuber Patientinnen mit einer schwachen bistimegaExpression ein signifikant langeres

Uberleben (p = 0,028). Angiogenese ist die Voraussg fir das Wachstum eines Karzinoms,
je geringer ein Karzinoms differenziert ist, desthneller wachst es vermutlich, so dass die in
undifferenzierten und fortgeschrittenen Ovarialkasmen erhdhte endotheliale SPARC-

Expression entweder im Sinne der Tumorzellen diegidgenese fordert oder aber die

angiogenetische Wirkung von VEGF vermindert wirddudamit eine Schutzreaktion des

Endothels darstellt. Mdglicherweise fuhrt die Henmgwon VEGF und damit die Hemmung der

Vaskularisation auch zu dem langeren Uberleben Rigientinnen mit starker endothelialer

SPARC-Expression [Kupprion, 1999, Lane, 1994 S208,7].
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7 Abkirzungsverzeichnis
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min Minute

mM Millimolar

MMP Matrix-Metallo-Proteinase

MOPS 3- (Morpholino) propansulfonsaure

MRNS messenger RNS (Boten-Ribonukleinsaure)
MTN Multi Tissue Northern

NCBI National Center for Biotechnology Information
NOS no other specification

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase Ketktoa)
PDGF platelet derived growth factor

pH pondus hydrogenii

pl isoelektrischer Punkt

Poly A+ RNS polyadenylierte Ribonukleinsaure

r. E. relatives Expressionslevel

RNase A Ribonuklease A

RNS Ribonukleinsaure

rpm "rounds per minute", Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur

S Sekunde

SDS Sodiumdodecylsulfat

SPARC secreted protein, acidic, rich in cystein
SSC Saline Sodium Chloride

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetat
TBE Tris-Borat-Ethylendiamintetraacetat
TBS Tris-gepufferte Salzlésung

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)methylglycin

U Einheit (enzymatische Aktivitat)

u. N. uber Nacht

uv Ultraviolett

VEGF vascular endothelial growth factor
5-JUR 5-Jahrestiiberleben
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Anhang

9 Anhang

9.1 Puffer und Losungen und Medien

LB (Luria Bertoni)-Flussigmedium: 10 g Bacto-Trypton, 10 g NaCl, 5 g Hefe-Extrakt, ad
1000 ml HO auf pH 7,5 einstellen

LB-Agar-Platten: 10 g, Bacto-Trypton, 10 g, NaCl, 5g Hefe-Extrakb,g Bacto-Agar, ad
1000 ml HO auf pH 7,5 einstellen

Nach Bedarf wurde dem Medium nach Autoklavieren p0ml Ampicillin zugesetzt.
Agaroselésung fur DNS-Gele0,8-2 % (w/v) Agarose in 1x TBE-Puffer

RNS-Gel: 0,7 g Agarose in 61,25 ml B aufkochen, abkihlen lassen, 7 ml 10x MOPS
zugeben, wenn die Gellsg. auf 50 °C abgekuhltlists ml Formaldehyd zugeben kurz bevor
Gel fest wird, sofort gieRen und 1 h harten lassen

RNS-Laufpuffer: 350 ml 1x MOPS-Puffer

RNS-Ladepuffer: 50 % Glycerin, 1,0 mM EDTA, 0,4 % Bromphenolblaw} @ Xylencyanol
MOPS-Puffer 10x: 200 mM 3 (N-Morpholono)-Propansulfonséure, 50 mMA&etat, 10 mM
EDTA, mit 10 N NaOH pH 7,0 einstellen, Flasche ilufalie wickeln und 1 h autoklavieren
DNS Gel-Ladepuffer 6 x:0,25 % (w/v) Xylencyanol, 30 % (v/v) Glycerol in TSBE-Puffer
Ethidiumbromidlésung: 10 mg/ml Stocklsg. in H20, dann 3ul pro Gel

10 x TBS: 25ml Tris-HCI (pH 7,4), 80g NaCl, 2g KCI, H20 a®aD ml, pH-Wert ca. 7,4,
filtrieren, 1h autoklavieren

1 M Phosphatpuffer (pH 7,2):60,9 g NaHPO, 21,8 g NaHPO, H20 ad 1000 m|

PBS/Tween 2021000 ml PBS, 6 ml 10 % (v/v) Tween 20

50 x TAE-Puffer: 2 M Tris/HCI, 50 mM EDTA, pH 8,0 (eingestellt mitCH)

10 x PBS:160 mM NaHPQO; 40 mM NaHBPQO, 1,5 M NacCl, pH 7,5

20 x SSC:3 M NacCl, 0,3 M Trinatriumcitrat, pH 7,0 H20 a@®ml

10 x TE-Puffer: 100 mM Tris (pH 7,5), 10 ml 1 mM EDTA (pH 8,0), aut mit H,O

10 x TBE: 54,45 g Tris Base, 27,5 g Borsaure, 20 ml 0,5 M BdH 8,0), auf 500 ml mit kD
Qiagen Puffer. P 1  (plus RNase A, 100mg/ml), P2 (keine weiterengaben), P3 (keine
weiteren Angaben), PE(keine weiteren Angaben), EBnM Tris-HCI, pH 8,5)
Hybridisierungspuffer: 25 ml Formamid (USB 75828, low conductivity) beD-2C, 7,5 ml

5M NaCl (USB 21618), 5,0 ml PE 10x 0,5 ml 10 mgfRNS (Sigma R 8759), 0,25 ml 10%
(v/v) Heparin (Sigma H 5765), 0,5 ml 10 % (w/v) B&digma 4378), 2,5 ml 20 % (w/v) SDS
(USB 75832), DEPC-H20 ad 50 ml
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9.2 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Tabelle:

1: Histologische Klassifikation epithelialer Ovdtiamoren.

2: Klinisch-histopathologische Daten zu den Ovdbprodes Cancer Profiling Arrays (CPA).

3: cDNA-Klone von Thymosif3-10 und SPARC.

4: Beurteilung der hybrisidierten Schnitte nachzerdualer Positivitdt und Intensitatsgrad der
Farbung

5: Allgemeine Charakteristika des Gesamtkollektivs.

6: Praoperativer CA125-Wert im Median bei Patiemtim mit Normalgewebe des Ovars,
benignen Ovarialtumoren, priméaren oder rezidivie@warialkarzinomen.

7 A: Relative Haufigkeit der Thymosi-10-Expression in Normal- (N) und Tumorgeweben (T)
und deren Verhaltnisse zueinander.

7 B: Relative Haufigkeit der SPARC-Expression inridal- (N) und Tumorgeweben (T) und
deren Verhaltnisse zueinander.

8: ThymosinB-10- und SPARC-Expression im Dot-Blot.

9: Verhaltnis der Thymosi@-10- und SPARC-Expression von Normalgewebe und
korrespondierendem Tumor verschiedener Organe.

10: Thymosin3-10- und SPARC-Expression im Cancer Profiling Araayg klinische Daten.

11: Univariate Analyse zum Einfluss von Prognosefiadn auf das postoperative Uberleben bei
Patientinnen mit primarem oder rezidiviertem OJadezinom.

12: Variablen und Referenzkategorie in der mutiatan Cox-Regressionsanalyse.

13: Multivariate Analyse der Thymosfir10-Expression im Epithel.

14: Multivariate Analyse der Thymosfir10-Expression im Stroma.

15: Multivariate Analyse der Thymosgi10-Expression im Endothel.

16: Multivariate Analyse der SPARC-Expression imthsl.

17: Multivariate Analyse der SPARC-Expression inmo8ta.

18: Multivariate Analyse der SPARC-Expression indé&thel.

Abbildung:
1: Operationssitus einer Patientin mit serds-pa@th Ovarialkarzinom, Charité Berlin 2001
und histologischer Schnitt.

2: Beispiel fur eine erfolgreiche RNA-in-situ HyBisierung.
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3: Altersverteilung der Patientinnen bei ErstdisggdNormalgewebe des Ovars, benigner
Ovarialtumor, priméres oder rezidiviertes Ovariatkamen.

4: Haufigkeitsverteilung der Histologie bei priménend rezidivierten Ovarialkarzinomen.

5: Haufigkeitsverteilung der Patientinnen mit makaygscher Tumorfreiheit oder mit
postoperativem Tumorrestlcm und > 1cm.

6: Haufigkeitsverteilung der Tumorstadien nach FIGi@r Patientinnen mit primarem
Ovarialkarzinom.

7: Haufigkeitsverteilung der Tumorklassifikationchal NM.

8: Haufigkeit des Auftretens und der Menge von feszibei Patientinnen mit primérem oder
rezidiviertem Ovarialkarzinom.

9 A: Thymosin-10-Expression im Multi-Tissue-Northern-Blot.

9 B: SPARC-Expression im Multi-Tissue-Northern-Blot

10 A: ThymosinB3-10-Expression im Dot-Blot.

10 B: SPARC- Expression im Dot-Blot.

11 A: ThymosinB-10-Expression im Cancer Profiling Array.

11 B: Expression von SPARC im Cancer Profiling Arra

12: Thymosin3-10-Expression im Normalovar einer 63-jahrigen Frau.

13: Thymosin3-10-Expression im muzindsen Zystadenofibrom eifdejahrigen Frau.

14: Thymosin3-10-Expression im serds-papillaren Ovarialkarzirener 47-jahrigen Frau.

15: Thymosinp-10-Expression im Rezidiv eines serdsen Ovarialkarmas einer 73-jahrigen
Frau.

16: Thymosin3-10-Expression im Epithel in Abhéngigkeit von degiitat des Ovargewebes.
17: Thymosin3-10-Expression im Tumorepithel in Abhangigkeit vonetislstasierungszustand.
18: Thymosin3-10-Expression im Stroma in Abhangigkeit von degridiat des Ovargewebes.
19: Thymosin3-10-Expression im Stroma in Abhangigkeit vom postagiven Tumorrest.

20: Thymosin3-10-Expression im Endothel in Abhangigkeit von Degnitat des Ovargewebes.
21: Endotheliale Thymosi-10-Expression in Abhangigkeit vom FIGO-Stadium.

22: Metastasierungszustand in Abhéngigkeit vorededothelialen Thymosifa-10-Expression.
23: SPARC-Expression im Normalovar einer 63-jahrigeau.

24: SPARC-Expression im muzindsen Zystadenofibrorare’ 3-jahrigen Frau.

25: SPARC-Expression im serds-papillaren Ovariaikemm einer 47-jahrigen Frau.

26: SPARC-Expression im Rezidiv eines serdosen @\atizinoms einer 73-jahrigen Frau.

27: SPARC-Expression im Epithel in Abhangigkeit \d@r Dignitat des Ovargewebes.
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28: Aszites in Abhéangigkeit von der epithelialen ARZ-Expression bei Patientinnen mit
Ovarialkarzinom.

29: Tumorstadium pT in Abhangigkeit von der epiiddehn SPARC-Expression.

30: SPARC-Expression im Stroma in Abhangigkeit vendignitat des Ovargewebes.

31: Praoperativer CA125-Wert in Abhangigkeit vorr daetromalen SPARC-Expression bei
Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom.

32: SPARC-Expression im Endothel in Abhangigkeit der Dignitéat des Ovargewebes.

33: Differenzierungsgrad in Abhéngigkeit von dedethelialen SPARC-Expression.

34: FIGO-Stadium in Abhangigkeit von der endotiehaSPARC-Expression.

35: Tumorstadium pT in Abh&ngigkeit von der endbéten SPARC-Expression.

36: Gesamtuberleben der Patientinnen mit primarem=32) versus rezidiviertem
Ovarialkarzinom (n = 16).

37: Uberlebenskurven nach Kaplan und Mader Patientinnen mit FIGO-Stadium | und Il
(n=8), lll (n =28) oder IV (n = 12).

38: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meler Patientinnen ohne postoperativen Tumorrest
(n = 25) versus mit postoperativem Tumorrest (n x 23

39: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier Patientinnen ohne Aszites (n=22), mit
< 500ml Aszites ( n = 9) oder mit > 500ml Aszites (V).

40: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meler Patientinnen mit Tumorstadium pT1 (n= 6),
pT2 (n = 3) oder pT3 (n = 39).

41: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meiader Patientinnen mit einem
Metastasierungszustand MX (n= 18), MO (n= 14) dd&r(n= 16).

42: Uberlebenskurven nach Kaplan und Melier Patientinnen mit einem praoperativen CA125-
Wert < 100 U/ml (n= 16), 100- < 1000 U/ml (n= 2@ep> 1000 U/ml (n= 12).

43: Postoperatives Uberleben bei Patientinnen rimtgyem oder rezidiviertem Ovarialkarzinom
und negativer bzw. schwacher SPARC-Expression imdrapithel.

44: Postoperatives Uberleben bei Patientinnen rimitjgyem oder rezidiviertem Ovarialkarzinom
und schwacher, maRiger oder starker SPARC-Expregsid umorstroma.

45: Postoperatives Uberleben bei Patientinnen rimtgyem oder rezidiviertem Ovarialkarzinom
und negativer bzw. schwacher SPARC-Expression imdrandothel.

46: Uberlebenskurven nach Kaplan und Maier Patientinnen mit FIGO-Stadium | und I
(n=8), Ill (n=28) oder IV (n=12).

47: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meler Patientinnen ohne postoperativen Tumorrest

(n= 25) versus mit postoperativem Tumorrest (n= 23)
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9.4 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichem@eih in der elektronischen Version meiner
Dissertation nicht veroffentlicht.
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