Aus dem Institut fur Pathologie

der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Evaluation der Expression und Interaktion von Hormonrezeptoren
und Zellzyklusproteinen in High-grade ser6sen Karzinomen
im Vergleich zu Endometriose-assoziierten Neoplasien des Ovars

sowie Evaluation neuer diagnostischer Marker flr diese

Zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat

Charité — Universitatsmedizin Berlin
von

Antonia Elsner, geb. Gahler

aus Neuruppin

Datum der Promotion: 23.06.2019



Inhaltsverzeichnis

AT L= 413011 01 = =T g ' SR \'
ADSTFACT ... Vi
AbKUrzungsverzeiChnis ... s Vil
TabellenverzeiChnis ............ s IX
AbbildungsverzeiChnis ... ——————————— X
I T 1 =Y L0 1
1.1 Epidemiologie und Klinik der OvarialkarzinoOme ...............cooooiiiiiiiiiiieeeeee e 1
1.2 Morphologie und Molekularbiologie der Ovarialkarzinome ............ccccccvviviiiiiiiiieeeeeeeennn. 2
1.2.1 Das High-grade serdse Karzinom (HGSC).......oovviiiiiiiiiiiii e 3
1.2.2 Endometriose-assoziierte OvarialkarzinOme ............cooooiiiiiiiiicicieeeeee e 4
1.3 Rolle der Hormonrezeptoren in Ovarialkarzinomen ...............coocoiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 9
1.4 Rolle der Zellzyklusproteine in Ovarialkarzinomen...............cooooiioiiiiiiiiieeeeeee e 10
1.5 Hormon-Zellzyklus-Interaktionen und neue therapeutische Ansatze ........................... 11
1.6 Zielstellung der Arbeit....... ..o e e 11
728 1 = 1 =1 o - | N 13
12 B = (1= 01 0 =T o USRI 13
2.2 Materialien flr die UnNtersuChUNg.............cueeiiiiiiiiiiiiiiee e 13
2.2.1 Gerate, Laborhilfen und Verbrauchsmaterialien...............cooeviiiiiiiiiiiiiieeeee e 13
2.2.2 Reagenzien und Puffer fir die immunhistochemische Farbung...........ccccccccceeiii. 14
2.2.3 Zusammensetzung der PUfEr ............uuiiiiiee e 14
2.2.4 Primarantikdrper fur die immunhistochemische Farbung............cccco. 14
2.2.5 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)..........oevveiiiiiiiiiiiinnnnen. 15
B I 11 = 4 Lo = o N 16
3.1 Auswahl und Validierung der drei KOIEKtIVe ...........ccoiiiiiiiiiiic e 16
3.2 Erstellung einer Datenbank ...........cooooiiiiiiiii e 16
3.3 Manuelle ImmuNhiStOChEMIE.........ccooiiie e 16
3.3.1 Herstellung der Tissue Micro Arrays (TMA-Schnitte) .........ccccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 16
3.3.2 Ermittlung der geeigneten Verdunnung und Einwirkdauer der Farbung ................... 17
3.3.3 Durchfluhrung der manuellen immunhistochemischen Farbung..........cccccccvvvi. 18



3.3.4 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen ............ccccceeiiiiiiiiiiiie e, 19

3.4 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)...........uuvviiiiiiiiiiiiiininneen.n. 20
3.4.1 DAS VErfahren ..o i 20
3.4.2 Das QRT-PCR-ProtokoOll ..........ccooiiiiiieee e e e e e e eeaeens 21
3.4.3 Berechnung des ACT-WEIES........ccooiiiiiiieeece e 21
3.5 StatistiSChe ANAIYSE .....ooveeeeie e e e e 22
L o = o T == O 23
4.1 Uberblick Gber das KOIEKLIV ...........c.ccvcuiiuiiiieiieeeeeeceeeceeeeee e 23
O g T . USRS 23
O O USRS 24
O R T 0 2 USRS 25
4.1.4 Ubersicht Gber informative FAIIE................ccooveuiiueieieceieeeece e 26
4.2 Die Expression der HOrmonreZeptoren ..........ooouuuiiiiiiiiiiiie et 27
4.2.1 Verteilung der HR-Expression auf Proteinebene .............ccccoevviiiiiiiiiiiiiiie, 27
4.2.2 Expression von ESR1 und PGR auf mMRNA-Ebene in HGSC ................cccn, 32
4.2.3 Vergleich der HR-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene ...................cccc, 33
4.2.4 Hormonrezeptoren und Prognose in HGSC..............oooiiiiiiiiiiiciee e 34
4.3 Die Zellzyklusproteine Cyclin D1 und pRD .......iiiiiiiiicen e 35
4.3.1 CUtoff-BeSHIMMUNG .....uiiiiii it e e e e e e e 35
4.3.2 Verteilung der ZellzyKIusproteineXpreSSiON ... ... o veiviiiee e 37
4.3.3 Korrelationen der ZZP mit klinisch-pathologischen Parametern ................c.............. 38
4.4 ARID1A in den Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinomen ............ccccccoecvvieeeeennne 40
4.4.1 Verteilung der ARIDAA-EXPIreSSION .......uiiiiiiiiiiie et e e e e eeenes 40
4.4.2 Korrelation von ARID1A mit klinisch-pathologischen Parametern ............................ 41
4.5 HNF-1pB in den Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinomen ................cccccevvevvennnnns 42
4.5.1 Verteilung der HNF-1B-EXPresSion ..........ucoiiiiiiiiieeiieeeeeeeie e 42
4.5.2 Korrelationen des HNF-13 mit klinisch-pathologischen Parametern......................... 45
4.6 Korrelationen der Biomarker untereinander .............cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 45
Tt T € USSP 45
T = USRS 47
T T O O USRS 50
5 DISKUSSION ...cciiiiiiiiiiicsee e ———— 54



5.1 Zellzyklusprotein- und Hormonrezeptorinteraktion in Ovarialkarzinomen.................... 54

5.1.1 Die Zellzyklusproteine Cyclin D1 und pRb in Ovarialkarzinomen.............................. 54
5.1.2 Hormonrezeptoren als diagnostische, prognostische und therapeutische Marker.... 57
5.2 ARID1A in Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinomen ............cccccevveeiieieeiiiieeeeee.n. 59
5.3 HNF-1p in Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinomen .............ccccccceceiiieeeeieeeeeee, 60
5.4 Limitationen der ArDeit....... ... 61
5.5 Schlussfolgerung und AUSDIICK............cooiiiiiiiii e 62
5.6 Eigenanteil der ArDeit.... ... 63
LiteraturverzeiChnis ... 64
Eidesstattliche Erklarung ... rrre s srrssessssss s s s s s e e s e s e e s e s n e e 79
[IT= oY= L= o 1 80
(D F T €= T L1 g ' 81



Zusammenfassung

Morphologie, Biologie, Ansprechen auf Chemotherapie sowie Prognose unterscheiden sich
stark zwischen den histologischen Ovarialkarzinomsubtypen. Unser Ziel bestand darin, ein
Kollektiv der seltenen EC und CCC zu etablieren und diese im Hinblick auf die Expression
und Interaktion von Zellzyklusproteinen (pRb, Cyclin D1) sowie von Hormonrezeptorklassen
zu untersuchen. Die Analysen erfolgten im Vergleich mit dem haufigsten Ovarialkarzinom-
subtyp, dem HGSC.

Wir untersuchten Proben von 234 Patientinnen aus den Jahren von 1991 bis 2013 mit Erst-
diagnose eines Ovarialkarzinoms (nach WHO-KIlassifikation von 2014): 168 High-grade
serose (HGSC), 35 endometrioide (EC) und 31 klarzellige Karzinome (CCC). Alle Patien-
tinnen hatten sich einer radikalen Operation unterzogen. Samtliche Proben wurden manu-
ell immunhistochemisch mit Antikdrpern gegen Ostrogenrezeptor a (ERa), Progesteronre-
zeptor (PR), phosphoryliertes Retinoblastomprotein (pRb), Cyclin D1 und, im Falle der EC
und CCC, zusétzlich mit Antikérpern gegen Ostrogenrezeptor B (ERB), ARID1A und den
Hepatozyten-nuklearen-Faktor 18 (HNF-1B) gefarbt. Am HGSC-Kollektiv wurde weiterhin
die mogliche prognostische Bedeutung der Hormonrezeptoren und der Zellzyklusproteine

untersucht.

In unserer Studie waren die HGSC positiv fur ERa (67,5 %), kaum fur PR (14,6 %) und
Uberexprimierten selten Cyclin D1 (4,7 %) und pRb (10,6 %). Die EC waren Uberwiegend
Hormonrezeptor-positiv: ERa 57,1 %, PR 79,4 %, ERB 82,9 % (nuklear) respektive 60 %
(zytoplasmatisch). Nur 25,7 % zeigten eine Uberexpression von Cyclin D1 und 31,4 % eine
Uberexpression von pRb. ARID1A wurde nuklear von 46,9 %, zytoplasmatisch von 21,9 %
exprimiert. Nuklear waren 14,7 % der EC, zytoplasmatisch 50 % HNF-1B-positiv. Die CCC
waren grofdtenteils negativ fur ERa und PR (12,9 bzw. 9,7 %), aber zu 90,3 bis 93,5 % po-
sitiv fur ERB. Rund 35 % uberexprimierten Cyclin D1 oder pRb. 74,2 % der Falle wiesen
ARID1A im Kern auf, nur 29 % im Zytoplasma. Den HNF-13 exprimierten in diesem Kol-
lektiv 79,3 % der Falle nuklear und keiner zytoplasmatisch. Statistisch signifikant waren die
aufgefUhrten Unterschiede zwischen den Subtypen bei ERa, PR, Cyclin D1, pRb, HNF-13
(jeweils p<0,001), zytoplasmatischem ERB (p=0,006) und nuklearem ARID1A (p=0,039).
Die insgesamt seltene Expression der ZZP war in keinem histologischen Subtyp mit der
Expression der Hormonrezeptoren assoziiert und zeigte keinen Einfluss auf die Prognose
im HGSC.



Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass in HGSC, EC und CCC keine relevanten Inter-

aktionen zwischen ZZP und Hormonrezeptoren bestehen.

Abstract

Morphology, biology, response to chemotherapy and therefore the resulting prognosis differ
strongly between the histological subtypes of ovarian carcinomas. Our goal was to examine
the expression and interaction of cell cycle proteins and hormone receptors in a collective of
the rare EC and CCC. The results were compared with those in the most frequent subtype,
the HGSC.

We analyzed samples of 234 patients, collected between 1991 and 2013, with the diagnosis
of a carcinoma of the ovary: according to the WHO-classification of 2014 168 High-grade
Serous Carcinomas (HGSC), 35 Endometrioid Carcinomas (EC), 31 Clear Cell Carcinomas
(CCC). All patients had been treated by tumour debulking operation. The samples were
manually stained with antibodies against estrogen receptor a (ERa), progesterone receptor
(PR), Cyclin D1 and hyperphosphorylated retinoblastoma protein (pRb). The EC and CCC
were additionally stained with antibodies against estrogen receptor $ (ERB), ARID1A and
hepatocyte nuclear factor 18 (HNF-1B). We evaluated the potential prognostic relevance of

hormone receptors and cell cycle proteins in HGSC.

The HGSC were especially positive for ERa (67.5 %), less so for PR (14.6 %), and seldom
showed an overexpression of Cyclin D1 (4.7 %) and pRb (10.6 %). The EC were primarily
positive for hormone receptors: ERa 57.1 %, PR 79.4 %, ERB 82.9 and 60 % respectively
(nuclear versus cytoplasmatic). Only 25.7 % respectively 31.4 % showed an overexpression
of Cyclin D1 or pRb. EC expressed ARID1A in 46.9 % nuclear and in 21.9 % cytoplasma-
tic. Only 14.7 % showed a nuclear but 50 % a cytoplasmatic staining against HNF-13. The
CCC were tested mostly negative for ERa and PR (12.9 % and 9.7 %). Approximately 90
to 93 % expressed ERpB. Approximately 35 % showed Cyclin D1 and pRb overexpression.
Of all CCC, 74.2 % expressed ARID1A nuclear versus 29 % cytoplasmatic. HNF-13 was
expressed in 79.3 % nuclear and not at all cytoplasmatic. Differences for the described
subtypes were statistically significant for ERa, PR, Cyclin D1, pRb, HNF-1 (all p<0.001),
cytoplasmatic ERB (p=0.006) and nuclear ARID1A (p=0.039). The overall rare expression of
cell cycle proteins was in no subtype associated with the expression of hormone receptors

and did not influence the prognosis in HGSC.
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Our results indicate that there are no relevant interactions between cell cycle proteins and

hormone receptors in ovarian carcinomas.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Klinik der Ovarialkarzinome

Das Ovarialkarzinom stellt laut Erhebungen des Zentrums fur Krebsregisterdaten mit 7.380
Neuerkrankungen im Jahr 2012 und einer Inzidenz von 11,4 pro 100.000 Einwohnern und
Jahr eine vergleichsweise seltene Krebserkrankung dar. Sie macht lediglich drei Prozent der
Gesamtkrebsinzidenz aus und steht somit an zehnter Stelle der haufigsten Malignome der
Frau. Nur eine von 72 Frauen erkrankt im Laufe ihres Lebens an einem Ovarialkarzinom.
Dennoch steht es an flnfter Stelle der Krebstodesursachen. Bezogen auf die weiblichen
Geschlechtsorgane ist es die zweithaufigste boésartige Erkrankung und die am haufigsten
todlich verlaufende [1, 2, 3].

Die relative Fiinf-Jahres-Uberlebensrate (iber alle histologischen Entitdten und Stadien liegt
bei 41 %. Die friihen FIGO-Stadien | und Il weisen noch eine recht hohe Fiinf-Jahres-Uber-
lebensrate (5-JUR) von 80 % auf, doch drei Viertel aller Ovarialkarzinome werden erst in
einem fortgeschrittenen Stadium mit peritonealer oder lymphogener Metastasierung diag-
nostiziert und haben dann eine 5-JUR von unter 30 % [4, 5]. Dies liegt vor allem daran, dass
Frihsymptome fehlen oder so unspezifisch sind (zum Beispiel Bauchumfangszunahme
oder Abgeschlagenheit), dass sie von den Patientinnen oft erst spat wahrgenommen wer-
den. Hinzu kommt, dass bisher keine erfolgreichen Methoden zur Friherkennung bekannt
sind [6].

Die Kommission Ovar der Arbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie (AGO) hat fur die
Diagnostik und Therapie die S3-Leitlinie 2013 erstellt [7]. Der Goldstandard ist die radikale
Operation mit nach Moglichkeit vollstandiger Entfernung des abdominellen Tumorgewebes,
sodass der Uterus samt beiden Adnexen und Parametrien, die Appendix, (befallene) Teile
des Peritoneums sowie die inguinalen, paravertebralen und paraaortalen Lymphknoten re-
seziert werden. Der intraoperativ makroskopisch bestimmte Tumorrest stellt einen der wich-
tigsten Prognosefaktoren dar. Im Anschluss erfolgt eine adjuvante Chemotherapie mit einer
Kombination aus einem platinhaltigen Zytostatikum und einem Taxan. Zwar zeigen drei
Viertel aller so behandelten Patientinnen anfanglich eine Platinsensibilitat des Karzinoms,
was bedeutet, dass sie fur mindestens sechs Monate kein Rezidiv entwickeln, aber bei den
meisten Patientinnen kommt es im weiteren Verlauf dennoch zu einem Wiederauftreten des

Tumors. In diesen Fallen ist eine weitere radikale Tumormassenreduktion empfohlen sowie
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eine adjuvante Chemotherapie, die entweder erneut mit Platinderivaten oder mit anderen
Zytostatika wie Topotecan, pegyliertem liposomalen Doxorubicin oder Paclitaxel erfolgen
kann. Fortschritte in onkochirurgischen Verfahren und Weiterentwicklungen der Chemothe-
rapeutika ist es vermutlich zu verdanken, dass in den vergangenen 30 Jahren eine, wenn
auch geringe, Zunahme der Flinf-Jahres-Uberlebensrate zu verzeichnen war. Die (iberar-
beitete Version 2.0 der S3-Leitlinie von 2016 brachte keine Anderung der Empfehlungen

bezuglich der chirurgischen Therapie [8].

1.2 Morphologie und Molekularbiologie der Ovarialkarzinome

Die folgende Tabelle zeigt die funf Typen der Ovarialkarzinome, auf die 98 % aller malignen

Ovarialtumoren entfallen, und von denen die ersten drei Inhalt dieser Arbeit waren:

Typ Abkurzung | Anteil an allen Ovarialkarzinomen
High-grade seréses Karzinom HGSC 70 %

Endometrioides Karzinom EC 10 %

Klarzelliges Karzinom CCC 10 %

Low-grade serdses Karzinom LGSC <5%

Muzindses Karzinom MC 3 %

Tabelle 1: Uberblick Uber die malignen epithelialen Tumoren des Ovars [9]

Obwohl die Eierstécke embryologisch nicht aus dem Miullergang hervorgehen, erinnern ihre
Karzinome an dessen Morphologie. Eine Hypothese postuliert, dass die Epithelzellen, wel-
che die Oberflache des Ovars und des Peritoneums bedecken, die Fahigkeit besitzen, sich
zu Millergang-Epithel zu differenzieren. Ein mdglicher Ausléser der malignen Transformati-
on wird in der Ovulation gesehen, welche vermehrt zu Inklusionszysten flihrt, in denen das
Oberflachenepithel einem 6strogen- und wachstumsfaktorenreichen Milieu ausgesetzt ist.
Hinzu kommt ein Versagen der physiologischen Reparationsvorgéange nach der Ovulation.
Eine andere Hypothese sieht den Ursprung der so genannten Ovarialkarzinome in epithe-
lialen Abkémmlingen des Mullergangs: Fur das HGSC ist es das Epithel der Tuba uterina,
fir das EC und CCC sind es Endometrioseherde im Ovar [10, 11]. Man geht heute davon
aus, dass es sich bei den Ovarialkarzinomen nicht um morphologische Subtypen eines Tu-
mors handelt, sondern sie jeweils eigenstandige Entitaten darstellen, da sie sich nicht nur
in ihren molekularbiologischen Veranderungen [12, 13], sondern auch in Morphologie und

klinischen Merkmalen wie zum Beispiel der Antwort auf platinhaltige Chemotherapeutika
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sowie der Prognose unterscheiden [14]. So zeigt eine neoadjuvante Chemotherapie glins-
tige Effekte fur Patienten mit HGSC, nicht jedoch fur andere Subtypen [15]. Nur 15 % der
CCC sind chemosensibel, wahrend es bei den HGSC 80 % sind [16, 17]. Daraus ergibt sich
eine hohe Prioritat der sicheren und in der Routine einsetzbaren histopathologischen Klas-
sifizierung. Bei kleinen Gewebeproben kénnten sich Markerexpressionsprofile als hilfreich
erweisen, denn wahrend sie zwischen den einzelnen Entitaten stark variieren, weisen sie
innerhalb eines definierten Typs und unabhangig vom Stadium eine hohe Konstanz auf [14].
Darum ist es von groflem Interesse, Markerprofile zu identifizieren, die flr die jeweiligen

Typen sensitiv und spezifisch sind.

1.2.1 Das High-grade ser6se Karzinom (HGSC)

Das High-grade serose Karzinom (HGSC) stellt mit 70 % den Hauptteil der Ovarialtumoren

[9]. Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren. Der Tumor wachst in 60 % der Falle
bilateral und wird in Uber 80 % erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Mak-
roskopisch imponiert er oft als eine sehr grol3e sowohl zystische als auch solide Tumormas-
se mit Einblutungen und Nekrosen [18]. Das HGSC zeichnet sich durch ein papillares und
solides Wachstumsmuster mit schmalen Drusenlumina und Zellen mittlerer GroRRe, aber
auch Riesenzellen mit deutlichen Nucleoli aus. Die Zellkerne weisen eine mehr als dreifa-
che GroRenvariabilitat [12] und in der Regel mehr als zwolf Mitosen pro zehn High-power

Feldern (HPF) im Mikroskop auf; zwei Merkmale, die sie deutlich vom LGSC unterscheiden.

In der Mehrheit der Falle sind die Tumorzellen positiv fir p53, das Wilms-Tumorprotein (WT)
1 sowie den CDK-Inhibitor 2A (p16) und oft auch fur das breast cancer 1/2-Gen (BRCA1/2).
Zudem zeigen sie eine hohe Proliferationsrate, erkennbar an der erhdéhten nuklearen Ex-
pression von Ki-67 [14]. Diese Funde wurden im Cancer Genome Atlas Project an 500
Tumoren Uberprift und bestatigt: p53-Mutationen traten demzufolge in nahezu samtlichen
HGSC auf, eine Mutation im BRCA1/2 wurde in 22 % der Falle bestatigt und einige weitere

Mutationen wurden identifiziert, die jedoch seltener auftraten [18].

Laut einer grof3en multizentrischen Studie aus dem Jahr 2013 zeigten von 1742 HGSC
60 % eine starke und weitere 21 % eine schwache Ostrogenrezeptor (ER) a-Expression.
FUr den Progesteronrezeptor (PR) waren insgesamt 31 % schwach bis stark positiv und
eine Koexpression beider Hormonrezeptoren wurde in 28 % der Falle beobachtet. Uber 80

% waren fur einen oder beide Hormonrezeptoren positiv. Nur die starke, also uber 50 % der



Kerne betreffende, PR-Expression war statistisch signifikant mit einem verbesserten Uber-

leben assoziiert [19].

In den letzten Jahren hat auch die Untersuchung des ERB an Bedeutung fur die Erfor-
schung der Ovarialkarzinome gewonnen. Ovarialkarzinome sind seltener positiv fur ER( als
nicht-neoplastische Zellen [20, 21]. In diesem Zusammenhang scheint die Lokalisation des
Rezeptors in der Zelle von Bedeutung zu sein: In normalen Zellen findet man es nuklear,
in malignen sofern Uberhaupt zytoplasmatisch [22] und in HGSC war letzteres mit einer
schlechteren Prognose assoziiert [23]. Mdgliche Erklarungen fur die verringerte bis fehlende
ERB-Expression in Tumorzellen des Ovars umfassen epigenetisches Silencing, das durch
DNA-Methyltransferase oder Histondeacetylase riickgangig gemacht werden konnte [24,
25] und vermehrte Degradation durch das Ubiquitin-Proteasom-System [26]. Metastasen-
assoziierte Gene (MTA1 und MTAS3) supprimierten in vitro in der OVCAR-3-Zelllinie die
Expression von ERB und in derselben Studie wurde in vivo eine inverse Korrelation dieser
Gene und der Expression von ERp in 115 serdsen Ovarialkarzinomen gefunden [27]. Bis-
her konnten keine molekularen Unterschiede zwischen reinen HGSC und soliden, schlecht
differenzierten Tumoren mit lediglich anteiliger seréser Morphologie gefunden werden, so

dass auch letztere wohl den HGSC zuzuordnen sind [28].

1.2.2 Endometriose-assoziierte Ovarialkarzinome

Endometriose und maligne Entartung

Endometriose ist eine Ostrogen-abhangige, chronisch-inflammatorische Erkrankung der
weiblichen Geschlechtsorgane, die funf bis 15 % der Frauen im gebarfahigen Alter betrifft
[29, 30]. Sie ist gekennzeichnet durch das Vorkommen endometrioider Drisen und Stro-
mas aullerhalb des Uterus. Die Endometriose gilt als gutartige Erkrankung, obwohl das
heterotope Endometriumgewebe Charakteristika maligner Zellen zeigt wie unkontrolliertes

Wachstum und lokale Invasion [31].

Einiges spricht dafur, dass ovarielle Endometriosezysten fakultativ prakanzerdse Lasionen
sind: Verschiedene Studien zeigten einen signifikanten statistischen Zusammenhang zwi-
schen dem Vorliegen einer Endometriose und einem zwei- bis dreizehnfach erhdhten Risiko
fUr das spatere Auftreten eines CCC [32, 33]. Annahernd 30 bis 35 % aller CCC [34] und bis
zu 42 % aller EC [35, 36] waren mit einer Endometriose assoziiert. Zudem zeigten die CCC-

assoziierten Endometrioseherde in 61 bis 100 % Atypien, wahrend solche nur in ein bis zwei



Prozent der Endometriosezysten ohne begleitendes Karzinom gefunden wurden [37]. Eine
andere Studie beobachtete das Auftreten von CCC mehrere Jahre nach bioptischer Diagno-
se einer atypischen ovariellen Endometriose [38]. Damit stellen die Endometriose-assoziier-
ten Ovarialtumoren eine Komplikation einer Endometriose dar [39]. Hierfur spricht ebenfalls,
dass kontinuierliche, morphologische Korrelate fur jeden Schritt von der einfachen Endome-
triose bis zum Karzinom gefunden wurden [34, 35]. Von den Endometriosen entarten jedoch
nur ein bis zwei Prozent binnen acht Jahren [32]. Die zugrunde liegenden Mechanismen
sind noch nicht vollstandig aufgeklart. Die gangigste Hypothese geht davon aus, dass sich
in den Endometriosezysten durch haufige Menstruation und Langzeitstimulation mit Ostro-
gen eine Konstellation ergibt, die gekennzeichnet ist durch wiederholte Epithelproliferation,
Entzindung und Eisen-induzierte Sauerstoffradikale, welche die Akkumulation von DNA-
Schéaden begiinstigen [40, 41]. Die Ostrogenwirkung wird hier Uber den ERPB vermittelt, der
in Folge einer Hypomethylation in der Promoterregion tUberexprimiert wird [42]. Die hohe
Konzentration des ERB wirkt wiederum hemmend auf die ERa-Expression mit der Folge ei-
nes unterdurchschnittlichen ERa-Levels in den Endometriosezellen [43]. Die PR-Expression
ist im Vergleich zum eutopen Endometrium wegen Hypermethylation in der Promoterregion
und des Fehlens des normalerweise die Transkription aktivierenden ERa deutlich reduziert
[44]. In verschiedenen Studien wurde eine Progesteronresistenz beschrieben. Auf diesen
pathophysiologischen Veranderungen basiert die Endometriosetherapie, die ublicherwei-
se mit Gestagen, Ostrogen-Gestagen-Praparaten oder GnRH-Analoga vorgenommen wird
[45] und sie konnten auch eine Erklarung daflr sein, dass Frauen, die eine Langzeittherapie
mit Gestagenen (zum Teil in Kombination mit Ostrogen) erhielten, ein geringeres Risiko fir

die Entwicklung eines Ovarialkarzinoms zeigten [46].

Unter allen bisher entdeckten molekularen Veranderungen in Endometriosezysten sind Mu-
tationen, die das ARID1A-Gen inaktivieren, die haufigsten [47]. Andere genomische Veran-
derungen, welche atypische Endometriosezellen mit EC und CCC teilen, sind somatische
PTEN- [48], PIK3CA-Mutationen [49] und Hochregulation des HNF-1(3 [50], dessen Zielge-

ne auch in sekretorischen Endometriumzellen aktiv sind [51].
Das klarzellige Karzinom (CCC)

Das klarzellige Karzinom (CCC) macht 10 % aller Ovarialkarzinome aus. In den meisten
Fallen handelt es sich makroskopisch um einen soliden Tumor mit gelber Schnittflache, der

Ublicherweise unilateral wachst. Histopathologisch ist er durch grolde Zellen mit charakteris-
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tisch hellzelligem oder eosinophilem Zytoplasma sowie stark pleomorphen und hyperchro-
matischen Kernen gekennzeichnet, die bevorzugt als komplexe Papillen mit basaler Hya-
linisierung wachsen. Aber auch solide, tubulozystische und glandulare Wachstumsformen
kommen vor. Weiterhin kann man ,hobnail cells finden: Zellen, deren Kerne — wahrschein-
lich durch die Akkumulation von Glykogen im Zytoplasma — so weit an den Rand gedrangt
wurden, dass sie in das Lumen hervorragen [52]. Bei 25 % der Falle sind hyaline Korper
erkennbar und trotz der ausgepragten Zellatypien findet man im Allgemeinen nicht mehr als
funf Mitosen pro zehn HPF im Mikroskop. Diese im Vergleich zu anderen schlecht differen-
zierten Ovarialkarzinomen bedeutend niedrigere Teilungsrate, konnte eine der Ursachen fur

die geringe Chemosensibilitat der CCC sein [12].

In der Regel kann die Diagnose schnell und mit hoher Sicherheit gestellt werden, doch die
typischen Zellen kdnnen auch in einigen anderen Typen des Ovarialkarzinoms beobachtet
werden, besonders in high-grade serésen und endometrioiden Tumoren [53]. Wenn der
Anteil der klaren Zellen Uber zehn Prozent der Tumormasse einnimmt, variieren die Dia-
gnosen, die von verschiedenen Pathologen gestellt werden, zwischen gemischten, endo-
metrioid-klarzelligen Karzinomen und HGSC (seltener EC) mit lediglich anteiligem klarzel-
ligen Aspekt, wobei die jeweiligen Ergebnisse zwischen verschiedenen Untersuchern nur
schlecht reproduziert werden kdnnen. Echte, gemischte serds-klarzellige Tumoren treten

laut heutigem Erkenntnisstand nicht auf [54].

Das CCC unterscheidet sich nicht nur durch die beschriebene charakteristische Histolo-
gie deutlich von den anderen Entitaten, sondern auch durch die haufige und frihzeitige
Entwicklung einer Resistenz gegentber Platin-haltiger Chemotherapie, welche besonders
bei unzureichender chirurgischer zytoreduktiver Therapie eine sehr schlechte Prognose zur
Folge hat [55]. Die Ursachen dieser Platinresistenz missen noch erforscht werden. Ein
weiteres Merkmal der CCC ist, dass man in ihrer Umgebung haufig Endometrioseherde be-
obachten kann [56], in Folge dessen geht die haufigste Hypothese der Karzinogenese von

einem Ursprung in einer Endometriose aus [57].

Das CCC ist im Allgemeinen ein Hormonrezeptor-negativer Tumor: 81 bis 95 % aller Kar-
zinome sind negativ fir ERa und 92 % sind negativ fur PR [19]. WT1 wird ebenfalls nur in
5 % der Falle exprimiert. Ungefahr die Halfte aller CCC weisen Mutationen im AT-reichen
interaktiven Domanen-enthaltenden Protein 1A-Gen (ARID1A) auf dem Chromosom 1p36

auf, die zu einem Verlust der Proteinexpression fihren. Das ARID1A gehort zur SWI/SNF
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(Switch/Sucrose NonFermentable)-Familie, deren Mitglieder den SWI/SNF Chromatin Re-
modeling Komplex bilden [58]. Dieser moduliert den Zustand des Chromatins, wobei ARID1A
die Zielspezifitat und ATPase-Aktivitat bestimmt. Dadurch hat es eine wichtige Rolle inne fur
die Entwicklung, Zelldifferenzierung und Tumorsuppression [59, 60]. ARID1A supprimiert
die zellulare Proliferation durch p53-abhangige transkriptionale Regulation verschiedener
Tumorsuppressorgene wie CDKN1A (codiert flir p21) und SMAD3. So sind inaktivierende
Mutationen von entweder ARID1A oder TP53 funktionell gleichbedeutend, da sie denselben
Signalweg kontrollieren [61] und allgemein wird angenommen, dass der Verlust von ARI-
D1A fur gewohnlich mit TP53-Wildtyptumoren verbunden ist [62]. Die Stabilitat des ARID1A-
Proteins hangt von seiner subzellularen Lokalisation ab: Nukleares ARID1A ist instabiler als
zytoplasmatisches, weil es im Kern schnell durch das Ubiquitin-Proteasom-System degra-
diert wird. Deletionen im Gen, in deren Folge kein Transport aus dem Kern ins Zytoplasma
stattfindet, fuhren also zu einer verminderten Quantitat an Protein [63]. Die haufig fehlende
Expression in atypischen Endometriosezellen spricht zum einen fur die atypische Endome-
triose als Ursprungsgewebe der CCC, zum anderen daflr, dass ARID1A-Mutationen mit
konsekutivem Verlust der Funktion ein sehr friihes Ereignis in der Karzinogenese darstellen
[56, 58]. Ein weiterer Hinweis hierflr kdnnte ebenfalls sein, dass keine signifikante Korrela-
tion zwischen dem Verlust der ARID1A-Expression und klinischen Parametern wie Alter bei
Krankheitsmanifestation, Stadium, Lymphknotenmetastasen sowie Uberleben festgestellt
werden konnte [56, 64, 65].

Im Gegensatz hierzu wurden fur den Hepatozyten-nuklearen Faktor 18 (HNF-1B) positive
Expressionsraten von 66 [66] bis 90 % beschrieben [14]. Die Sensitivitat bezlglich des CCC
betrug in verschiedenen Studien zwischen 82,5 und 100 %, die Spezifitat zwischen 92,1 und
95,2 % [67, 68, 69, 70]. Allerdings ist HNF-1[ nicht geeignet, um zwischen einem Primarius
und Metastasen anderer Karzinome mit klarzelliger Komponente zu unterscheiden, da er in

letzteren ebenfalls exprimiert wird [66].

Der HNF-1B gehoért zur Familie der Homdodomanen enthaltenden Transkriptionsfakto-
ren, deren Mitglieder in Karzinomen haufig dereguliert sind [71]. Er ist an der embryonalen
Entwicklung vieler Organe wie Leber, Nieren, Pankreas und Mullergang beteiligt [72]. Ein
Knock-down mittels small interfering RNA (si-RNA) flhrte zur Apoptose einer ovariellen
Klarzellkarzinomzelllinie. Das spricht dafiir, dass HNF-1B notwendig zum Uberleben der

Tumorzellen ist [68]. Der klarzellige Aspekt kann am ehesten mit einer HNF-13-vermittelten
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vermehrten Transkription des Glucose-6-Phosphatase-Gens und der daraus resultierenden
verstarkten Glukoneogenese erklart werden. Hinzu kommt womadglich noch eine erhohte
Glucoseaufnahme durch die Krebszellen. Aufzerdem induziert HNF-13 in CCC die Expres-
sion verschiedener Gerinnungsfaktoren wie die A-Kette des Fibrinogens (FGA), Thrombin
(FGBm F2) und die B-Kette des Faktors Xlll (F13B) auf einem héheren Niveau als im nor-
malen Oberflachenepithel des Ovars. Damit kdnnte er die Ursache der flir CCC-Patientin-
nen haufig beschriebenen venésen Thrombosen sein. Tatsachlich haben HNF-1B-positive
Patienten ein dreifach héheres Risiko fur derartige Zwischenfalle [66]. HNF-1 reguliert wei-
terhin Angiotensin-converting Enzym 2 (ACE-2), das antiapoptotisch wirkt, sowie Annexin 4,

das als Verursacher der Paclitaxelresistenz diskutiert wird [73].
Das Endometrioide Karzinom (EC)

Das Endometrioide Karzinom (EC) betrifft vorwiegend perimenopausale Frauen und stellt
rund 10 % aller ovariellen epithelialen Malignome [9]. Es wird meist in einem friihen Stadium
diagnostiziert und hat eine vergleichsweise bessere Prognose als die anderen Karzinome
[12, 74]. In 15 bis 20 % erschwert ein gleichzeitig bestehendes endometrioides Karzinom

des Uterusendometriums die genaue Zuordnung des Primarius [75].

Das EC ahnelt in seiner Histopathologie mit deformierten, unregelmafligen glandularen Tu-
morzellverbanden stark dem endometrioiden Karzinom des Uterusendometriums und die-
se Ahnlichkeit sowie der haufige Fund von atypischen Endometrioseherden in der Nahe
fuhrte zu der Vermutung, dass in diesen das Ursprungsgewebe des EC zu sehen sei [36,
39]. Somatische Mutationen von B-Catenin (CTNNB1-Gen) und PTEN sind mit 40 respek-
tive 20 % die haufigsten genetischen Veranderungen in EC [10, 76]. Rund 30 bis 40 %
aller EC weisen ARID1A-Mutationen mit Verlust der Proteinexpression auf [58, 77]. Bisher
konnte jedoch in keiner Studie eine prognostische Bedeutung des Mutations- oder auch Ex-
pressionsstatus von ARID1A nachgewiesen werden [64, 65]. Allerdings wurden dieselben
PTEN- und ARID1A-Mutationen in unmittelbar angrenzender Endometriose nachgewiesen;
ein weiteres Indiz flr die Hypothese von atypischer Endometriose als Ursprung des EC.
In 20 % der EC finden sich PIK3CA-Mutationen, aber nur in zwei Prozent der HGSC [10,
78]. EC sind weiterhin immunohistochemisch positiv fur Vimentin, Zytokeratin CK7 (97 %),
Epitheliales Membran-Antigen (EMA) sowie die Hormonrezeptoren ERa und PR. In einer
multizentrischen Studie mit 484 endometrioiden Karzinomen zeigten 60 % eine starke (Uber

die Halfte der Kerne betreffende) und 16 % eine schwache ERa-Expression. Nur 23 % wa-
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ren negativ fir ERa. Den PR exprimierten 44 % stark und 23 % schwach. Ein Drittel der Ko-
horte war vollstandig negativ flr diesen Hormonrezeptor. Die Expression eines oder beider
Hormonrezeptoren war mit einem statistisch signifikanten langeren krankheitsspezifischen
Uberleben assoziiert [19]. CK20 exprimieren sie in 13 %. Fir a-Inhibin, WT-1 und Calretinin

sind die EC in der Regel negativ [14].

1.3 Rolle der Hormonrezeptoren in Ovarialkarzinomen

Ostrogen reguliert wichtige Funktionen der physiologischen Ovarzellen. Es wird in den Gra-
nulosazellen des entstehenden Follikels gebildet [79] und stimuliert Gber die im Kern loka-
lisierten ER, die an Elemente in Promoterregionen der DNA binden, die Expression von
Genen, welchen eine Rolle bei der Regulation von Proliferation, Zellzyklus und Energie-
haushalt zukommt [80]. Auch die Oberflachenepithelzellen, die an der Reparatur der Ober-
flache nach deren Einriss durch den Eisprung beteiligt sind [81, 82], werden durch Ostroge-
ne gesteuert. Der ERa (ESR1) ist der dominante Isotyp im reifen Gewebe von Uterus sowie
Ovar und seine Uberexpression ist ein typisches Merkmal fast aller Ovarialkarzinome [83].
Der ERB (ESR2) hingegen spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung der primaren weibli-
chen Geschlechtsorgane und es gibt Hinweise darauf, dass er den Uterus im Ruhezustand
halt, bis das Ovar Estradiol (E2) bildet, welches in Studien zu einer verminderten ERB- und
erhdhten ERa-Expression fuhrte [57, 84]. Die Rolle des ERp in der Karzinogenese ist noch
nicht zufriedenstellend erforscht: Die Ergebnisse einiger Studien lassen vermuten, dass es
antiproliferativ und Tumor supprimierend wirkt, sodass ein Verlust seiner Expression ein
Schritt auf dem Weg zu atypischer Endometriose und Ovarialkarzinomen ware. So hemmte
ERP bei Anwesenheit von ERa die E2-vermittelte Proliferation und senkte die Konzentration
von Cyclin D1 sowie Rb [85]. In Endometriosezysten wurde hingegen eine Verschiebung
der hormonellen Rezeptorverhaltnisse zu Gunsten des ERB und zu Ungunsten von ERa
sowie PR beschrieben [45].

Die Konkurrenz beider Isotypen des ER um Ostrogen oder Transkriptionsfaktoren konnte
die gewebe- und tumorspezifische Reaktion auf (anti)hormonelle Behandlungen erklaren.
So sprechen Hormonrezeptor-positive (luminale) Mammakarzinome gut auf eine antihormo-
nelle Therapie an und die immunhistochemische Bestimmung des Hormonrezeptorstatus
bei Mammakarzinomen ist seit langem diagnostischer Standard fur die Einschatzung der

Prognose und Planung der antihormonellen Therapie [86]. Die Anwendung der bekannten



Antidstrogene bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom zeigte bisher jedoch enttauschende Er-
gebnisse [87, 88, 89]. Von den 40 bis 60 % aller Ovarialtumoren, die ERa exprimierten [90],
sprachen nur wenige auf eine antihormonelle Therapie an. Insgesamt fanden sich Antwort-

raten von null bis 56 % in den verschiedenen Studien [91].

Die Grunde fur dieses Therapieversagen sind bisher noch nicht ausreichend erforscht. Dis-
kutiert werden verschiedene mogliche Ursachen. So kdnnte es sein, dass Unterschiede in
der ER-Expression, die so geringflugig sind, dass man sie durch die semiquantitative Me-
thode der Immunhistochemie nicht erfassen kann, in Ovarialkarzinomen moglicherweise

dennoch Auswirkungen auf die Tumorbiologie sowie die Antwort auf Antidstrogene haben.

Dieses Problem rickt die quantitative Bestimmung mit Hilfe der Reversen Transkriptase Po-
lymerasekettenreaktion (RT-PCR) in den Mittelpunkt, die den zusatzlichen Vorteil hat, dass
ihre Anwendung auch bei sehr kleinen Proben noch mdglich ist. Tatsachlich deuten friihe-
re Ergebnisse darauf hin, dass auf mMRNA-Ebene quantifizierte Unterschiede prognostisch
bedeutsam sind [92]. Ebenfalls denkbar ist, dass eine vorhandene oder auch fehlende Ko-
Expression von PR oder ERp Einfluss auf die Reaktion der Tumorzellen auf Antidstrogene

haben konnte.

1.4 Rolle der Zellzyklusproteine in Ovarialkarzinomen

Die Vermehrung menschlicher Zellen wird Uber eine Vielzahl von Proteinen reguliert, die
an den Kontrollpunkten des Zellzyklus hemmend oder férdernd eingreifen kénnen. Die Me-
chanismen sind inzwischen weitgehend erforscht. Eine wichtige Rolle spielen die Cycline,
darunter das von uns untersuchte Cyclin D1 (vom CCDN1-Gen kodiert), welches in Ver-
bindung mit der CDK4/6 die Hyperphosphorylierung des Retinoblastomproteins (Rb) zum
pRb bewirkt. Im Zuge dieser Phosphorylierung wird der Faktor E2F vom Rb freigesetzt und
vermittelt den Ubergang von der G1- in die S-Phase. Daraus ergibt sich, dass Cyclin D1 und
pRb potentielle Onkogene darstellen [93, 94]. Uber Cyclin D1 entfalten desweiteren mehre-
re mitogene Signalwege wie Glucocorticosteroide, PI3K/Akt, MAPK, WNT/B-Catenin, STAT
und NFkB ihre Wirkung [95].

Abweichungen von der normalen Cyclin D1-Expression stellen ein haufiges Charakteristi-
kum vieler Malignome unterschiedlicher Histogenese dar [96]. Das Cyclin D1-Gen zeigt sel-
ten Mutationen, aber seine Uberexpression bietet den entsprechenden Zellen einen selek-

tiven Wachstumsvorteil [97]. Unter den Ovarialkarzinomen zeigten vierzehn bis 89 % eine
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Uberexpression von Cyclin D1, wobei es sich bei einem groen Teil auch zytoplasmatisch
fand [98, 99], wahrend es in benignen Zellen negativ war [100]. Eine Inhibition der CDK fuhrt
zu Zellzyklusarrest [101], Apoptose [102], Differenzierung [103] und Hemmung der Angio-
genese [104]. Ki-67 liegt fast immer unter 10 %.

1.5 Hormon-Zellzyklus-Interaktionen und neue therapeutische Ansatze

Es ist schon seit langerem bekannt, dass vor allem zwischen Cyclin D1 und ERa funktionelle
Wechselwirkungen bestehen. So vermag Cyclin D1 den ERa in Abwesenheit von CDK und
Ostrogen Uber einen Weg zu aktivieren, der nicht durch Antiéstrogene gehemmt werden
kann [105]. Andererseits kdnnen Ostrogene und Progesteron lber ihre jeweiligen Hormonre-
zeptoren die Transkription der Cyclin D1-mRNA sowie die Proteinexpression steigern [106]
und durch Aktivierung der Cyclin-abhéngigen Kinasen (CDK) den Ubergang in die Prolife-
rations- und Zellteilungsphase der Zelle initiieren [107]. In einer Studie unserer Arbeitsgrup-
pe konnte eine erhdhte Cyclin D1-Expression in ERa-positiven Mammakarzinomen nach
neoadjuvanter Chemotherapie gefunden werden [123]. Cyclin D1 als downstream-Mediator
der ER-Wirkung kdnnte somit einen wirkungsvollen Angriffspunkt zur Behandlung Hormon-
resistenter Mammakarzinome darstellen. Seitdem beobachtet wurde, dass Karzinomzel-
len empfindlicher auf eine Blockade der CDK4/6 reagieren als physiologische Zellen [108],
wird an selektiven CDK4/6-Inhibitoren geforscht. Bisher konnte fur Palbociclib, Ribociclib
und Abemaciclib praklinisch Wirksamkeit in pRb-positiven Tumormodellen nachgewiesen
werden [109] und Palbociclib soll besonders gute Wirksamkeit in p16-negativen Zelllinien
entfalten [110]. In Hormonrezeptor-positiven, HER2-negativen Mammakarzinomen postme-
nopausaler Frauen wurde fur die selektiven CDK4/6-Inhibitoren in Kombination mit anti-
hormoneller Therapie eine signifikante Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens
(PFS) beschrieben [111]. Ergebnisse zum progressionsfreien oder Gesamtuberleben liegen
bisher jedoch noch nicht vor. Die CDK4/6-Inhibitoren konnten jedoch ebenfalls einen viel-

versprechenden Therapieansatz fur Ovarialkarzinome darstellen.

1.6 Zielstellung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Evaluation der Expression und Interaktion von Hor-
monrezeptoren (ERa, ERB, PR) sowie Zellzyklusproteinen (Cyclin D1, pRb) im HGSC und
in den Endometriose-assoziierten Neoplasien mit dem EC als Modell des HR-positiven und

dem CCC als Modell des HR-negativen Ovarialkarzinoms. Weiterhin wurde eine Evaluation
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der Expression von HNF-13 und ARID1A in Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinomen

vorgenommen.

Zusammenstellung eines Kollektivs Endometriose-assoziierter Neoplasien
morphologische, immunhistochemische und klinische Charakterisierung

Bestimmung der HR-Expression auf Proteinebene und Vergleich mit vorhandenen
mRNA-Daten

Bestimmung der Cyclin D1- und pRb-Expression auf Proteinebene
Bestimmung der HNF-138 und ARID1A-Expression auf Proteinebene in EC und CCC

Korrelationen der Marker in den verschiedenen Histotypen mit Schwerpunkt auf der

Interaktion der Hormonrezeptorklassen mit den Zellzyklusproteinen

Untersuchung der prognostischen Relevanz
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2 Material

2.1 Patientinnen

Untersucht wurde Tumorgewebe von 234 Frauen, bei denen in den Jahren 1991 bis 2013
die Diagnose eines Ovarialkarzinoms gestellt worden war. Die in Paraffin eingebetteten
Proben entstammten allesamt dem Archiv des Instituts flr Pathologie der Charité — Uni-
versitatsmedizin Berlin. Es wurden nur solche Falle eingeschlossen, die einem der drei
histologischen Typen HGSC, EC oder CCC zugeordnet worden waren. Es handelte sich in
168 Fallen um HGSC, 35 waren EC und 31 wurden als CCC klassifiziert. Alle Patientinnen
hatten sich einer radikalen Operation mit Entfernung von Uterus, Adnexen, iliakalen und

paraaortalen Lymphknoten sowie gegebenenfalls Anteilen des Omentum unterzogen.

2.2 Materialien fiir die Untersuchung

2.2.1 Gerate, Laborhilfen und Verbrauchsmaterialien

In unten stehender Tabelle sind die verwendeten Gerate, Laborhilfen und allgemeinen Ver-

brauchsmaterialien aufgelistet sowie die jeweilige Firma, von der sie bezogen wurden.

Heizplatte

Mikrotom

Mikroskop Leitz LaborLux S, Wetzlar
PAP Pen The Binding Site, Birmingham
Pipetten Eppendorf, Hamburg
Schnellkochtopf Rommelsbacher Germany
Deckglaser Menzel, Braunschweig
Handschuhe Terang Nusa, Kotaa Bharu

VWR International BVBA, Leuven

Objekttrager SuperFrostR Plus

R. Langenbrinck, Emmendingen

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

SafeSeal Gefalte

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

Tubes

BD Falcon, Franklin Lakes

Vitro-CludR Einschlussmittel

R. Langenbrinck, Emmendingen

Aqua bidest. (Gerat: Milli-Q Plus)

Merck, Darmstadt

Aqua dest. (Gerat: Milli-Q Plus)

Merck, Darmstadt

Ethanol 100 Vol.-Prozent (MEK)

Herbeta Arzneimittel, Berlin

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS-
Base)

Merck, Darmstadt
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Tris(hydroxymethyl)-aminomethanhydro-
chlorid (TRIS-HCI)

Merck, Darmstadt

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Merck, Darmstadt

TweenR 20 (250 g)

Carl Roth, Karlsruhe

Xylol

Avantor Performance Materials, Deventer

Zitronensaure-Monohydrat

Merck, Darmstadt

gRT-PCR-Gerat Stratagene MX 3005P

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Versant kPCR Molecular System SP-Gerat

Siemens, Minchen

Tabelle 2: Gerate, Laborhilfen und Verbrauchsmaterialien

2.2.2 Reagenzien und Puffer fir die immunhistochemische Farbung

Die fur die immunhistochemische Farbung verwendeten Reagenzien und Puffer samt Her-

stellerfirmen sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt.

Antibody Diluent

Kit 5001 Detection System
- Sekundarantikorper

- Streptavidin-Peroxidase
- HRP Substrat Puffer

- DAB plus Chromogranin

DAKO, Glostrup

Peroxidase-Blocking Solution

DAKO, Glostrup

Hamalaunlosung sauer nach Mayer

Dr. K. Hollborn & Séhne, Leipzig

Tabelle 3: Reagenzien und Puffer flr die immunhistochemische Farbung

2.2.3 Zusammensetzung der Puffer

Die Zusammensetzung der Puffer wird im Folgenden dargestellt.

Zitratpuffer (pH-Wert = 6,0):

TRIS-Puffer (pH-Wert = 7,4):

3,78 g Zitronensaure

24,21 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
ad 1000 ml Aqua bidest (Millipore)
18 g TRIS-Base

137,0 g TRIS-HCI

175,6 g NaCl

ad 2000 ml Aqua bidest (Millipore)

2.2.4 Primarantikorper fir die immunhistochemische Farbung

Unten stehende Tabelle zeigt Herkunft, Klonalitdt und herstellende Firma der benutzten

Primarantikorper.

Antikorper gegen

Herkunf, Klonalitat

Firma

ERa (SP1)

monoklonal, Kaninchen

Thermo Scientific, Darmstadt

14



ERPB monoklonal, Maus GeneTex., Irvine

PR monoklonal, Maus DAKO, Glostrup

Cyclin D1 (Clone EP12) monoklonal, Kaninchen DAKO, Glostrup

Rb monoklonal, Kaninchen Cell Signaling, Danvers, USA
HNF-1B polyklonal, Kaninchen Merck, Darmstadt

ARID1A monoklonal, Maus Santa Cruz Biotechnology

Tabelle 4: Primarantikorper

2.2.5 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)
Fur die gqRT-PCR wurden der Cycler Vlla7 von ABI und das SuperScriptR Il PlatinumR

One-Step qRT-PCR-Kit von Invitrogen benutzt sowie folgende Primer- und Sondennukleo-

tide von der Firma Microsynth (Wolfurt-Bahnhof, Osterreich) verwendet.

Bezeichnung Sequenz

RPL37A forward 5-TGTGGTTCCTGCATGAAGACA-3'

RPL37A reverse 5-GTGACAGCGGAAGTGGTATTGTAC-3'
RPL37A Sonde 5“TGGCTGGCGGTGCCTGGA-3'

ESR1 forward 5-GCCAAATTGTGTTTGATGGATTAA-3'
ESR1 reverse 5-GACAAAACCGAGTCACATCAGTAATAG-3
ESR1 Sonde 5-ATGCCCTTTTGCCGATGCA-3'

PGR forward 5-“AGCTCATCAAGGCAATTGGTTT-3*

PGR reverse 5“ACAAGATCATGCAAGTTATCAAGAAGTT-3
PGR Sonde 5-TTGATAGAAACGCTGTGAGCTCGA-3

Tabelle 5: Verwendete Primer flr die qRT-PCR
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3 Methoden

3.1 Auswahl und Validierung der drei Kollektive

Fir die EC- und CCC-Kollektive wurde eine neue Datenbank angelegt. Hierflr durchsuch-
ten wir das interne Befundsystem DC Pathos des Institutes flr Pathologie der Charité Berlin
nach Fallen, in welchen bis einschliellich des Jahres 2013 die Diagnose eines EC oder

CCC gestellt worden war.

Far den dritten histologischen Typ, das HGSC, bestand in der Arbeitsgemeinschaft fur
Translationale Tumorforschung und molekulare Pathologie bereits ein Kollektiv mit Fallen
aus den Jahren 1991 bis 2012.

Das Block- und Schnittmaterial der Falle aller drei Kohorten wurde zusammen mit einer
Facharztin fur Pathologie durchgesehen, und die Diagnosen entsprechend der WHO-Klas-
sifikation von 2014 [112] gegebenenfalls reevaluiert. Ein gro3er Teil der Patientinnen war in
das TOC-Netzwerk eingeschlossen worden (Tumorbank Ovarian Cancer, www.toc-network.
de). Der wissenschaftlichen Verwendung von Proben und Daten war durch die Ethikkom-
mission der Charité zugestimmt worden (Ethikvotum des TOC, Ethikvotum EA1/139/05).

3.2 Erstellung einer Datenbank

Mit Hilfe von Befunden im DC Pathos und Anfragen beim Landeseinwohneramt wurde eine
Datenbank mit pathologischen und klinischen Variablen erstellt. In dieser Datenbank wur-
den unter anderem Informationen zum FIGO-Stadium, Grading, Tumorrest nach Resektion,
Alter, Uberleben und Progression der Erkrankung erfasst. Des Weiteren wurde diese Daten-
bank um die Informationen erganzt, die durch die im folgenden erklarten Untersuchungen

gewonnen werden konnten.

3.3 Manuelle Imnmunhistochemie

3.3.1 Herstellung der Tissue Micro Arrays (TMA-Schnitte)

Die in Paraffin eingebetteten Proben wurden durch die Medizinisch Technischen Laboras-
sistentinnen (MTLAs) mit Hilfe des Mikrotoms geschnitten und anschlieffend mit Hama-
toxylin-Eosin angefarbt. Auf diesen markierte die Autorin zusammen mit einer Facharztin
fur Pathologie die Tumorareale. Aus den entsprechenden Bereichen in den Paraffinproben

stanzten die MTLAs Gewebezylinder heraus, die in einen Akzeptorblock (entspricht TMA)
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Uberfuhrt wurden. Die Akzeptorblécke umfassten Stanzzylinder von zehn bis 50 verschie-
denen Tumoren. Von den TMA-Bl6cken wurden Paraffinschnitte hergestellt. Die so gewon-
nenen Schnitte wurden mit Angaben zum histologischen Typ, zu farbendem Antikérper und

dessen Verdlinnungsverhaltnis beschriftet.

3.3.2 Ermittlung der geeigneten Verdinnung und Einwirkdauer der Farbung

FUr ein aussagekraftiges Ergebnis der immunhistochemischen Untersuchung ist es zum ei-
nen wichtig, das geeignete Verdinnungsverhaltnis des jeweiligen Primarantikorpers mit An-
tibody Diluent festzustellen, zum anderen die optimale Einwirkzeit zu kennen, nach der eine
fur die Auswertung ausreichend intensive Braunfarbung vorliegt, jedoch negative Bereiche
(Negativproben, nicht epitheliale Zellen, andere Zellkompartimente) nicht falsch positiv re-
agieren. Falsch positive Farbeergebnisse kdnnen sowohl durch eine zu hohe Konzentration
des Antikorpers als auch durch eine zu lange Einwirkzeit der Farbstoffldsung vorkommen.
Deshalb legten wir im Vorfeld der immunhistochemischen Farbung Reihen mit Verdunnun-
gen von 1:50 bis 1:400 fur jeden Primarantikdrper am Beispiel von Positivproben an. Die

letztlich benutzten Verdunnungsverhaltnisse sind in unten stehender Tabelle wiedergege-

ben.

Primarantikorper Verdunnungsverhaltnis [ul]
ERa 1:50
Progesteron-Rezeptor 1:50

ERPB 1:250

Cyclin D1 1:50

pRb 1:200

ARID1A 1:100

HNF-1B 1:500

Tabelle 6: Primarantikorper mit Verdiinnungsverhaltnissen

Die TMAs wurden in einem Testdurchlauf nach dem unter Kapitel 3.3.3 beschriebenen Pro-
tokoll gefarbt und die Qualitat der Farbung genutzt, um die geeignete Verdunnung fur jeden
Primarantikdrper zu bestimmen. Die Farbequalitat wurde im Sinne der Plausibilitat beurteilt,
zum Beispiel sollte es eine ausschlie3lich nukleare Reaktion bei Antikdrpern gegen Rezep-
toren im Zellkern geben. Indem wir die TMA-Schnitte fur definierte, jeweils unterschiedliche
Zeiten in der Farblosung belief3en, konnten wir im Anschluss mit Hilfe des Mikroskops die

Quantitat der Farbung, sprich die Farbeintensitat, beurteilen und so die optimale Einwirkzeit
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fur jeden Antikorper finden. Diese betrug fir ERa drei Minuten und fir alle anderen Biomar-

ker zwei Minuten.

3.3.3 Durchfiihrung der manuellen immunhistochemischen Farbung

Bei einem Anteil der HGSC-Falle waren Protein- sowie mRNA-Expression der Hormonre-
zeptoren ER und PR bereits in friheren Projekten bestimmt worden [92, 113]. Alle restlichen
HGSC- sowie EC- und CCC-Proben wurden nun im Rahmen der vorliegenden Arbeit manu-

ell immunhistochemisch untersucht.

Zuerst erfolgte die Entparaffinierung der in Formalin fixierten und in Paraffin eingebette-
ten (FFPE) Gewebeproben durch die 20-minttige Waschung in Xylol und anschliel3endes
jeweils einminitiges Eintauchen in einer absteigenden Alkoholreihe (3x100 %, 1x96 %,
1x90%, 1x80%, 3x70%, Aqua bidest) zur Rehydrierung. Die Fixierung in Formalin hatte eine
Vernetzung der Proteine und damit auch der Antigenbindungsstellen verursacht, die wieder
aufgeldst werden musste. Dazu wurden die Schnitte finf Minuten lang in einem Schnell-
kochtopf mit Zitratpuffer (pH 6) gekocht und anschlielRend unter flieRendem Leitungswasser
abgekuhlt. In der Folge wurde den TMAs fur 15 Minuten TBS-Puffer (bestehend aus TRIS-
Base, TRIS-HCI, Natriumchlorid und Aqua bidest, pH 7,4) zugesetzt. Im Anschluss wur-
den die Proben mit einem PAP-Pen umrandet. Nach einer Vorbehandlung mit jeweils drei
Tropfen Peroxidasehemmer pro TMA und einer Einwirkzeit von 15 Minuten in einer Feucht-
kammer wurden jeweils 200 ul des Primarantikorpers hinzugegeben und eine Stunde lang
bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert. Danach erfolgte die Spulung mit-
tels TBS-/Tween-Puffer, woraufhin der gebrauchsfertige Sekundarantikérper aus Flasche
A des Kits K5001 hinzugegeben werden konnte. Diesmal verblieben die TMA-Schnitte 20
Minuten in der Feuchtkammer und wurden hinterher ebenfalls mit TBS-/Tween-Puffer abge-
spult. Nun wurde die gebrauchsfertige Streptavidin-Peroxidase hinzugegeben und die TMA-
Schnitte wiederum fiir 20 Minuten in der Feuchtkammer belassen. Im Anschluss wurde der
Farbstoff Chromogranin, bestehend aus 4 pyl Chromogen und 200 yl Chromograninpuffer
pro Schnitt, auf die TMA-Schnitte pipettiert. Die Farbreaktion wurde nach der fir jeden An-
tikorper im Vorfeld bestimmten Einwirkzeit mit Aqua bidest abgestoppt. Fir ERa betrug sie
drei Minuten, fur alle anderen Antikérper zwei Minuten. Fur die blaue Gegenfarbung der
Kerne wurden die TMA-Schnitte fur drei Minuten in Hamalaun belassen und schlielich fur
zehn Minuten unter flieBendem lauwarmen Wasser. Diese Reaktion wurde ebenfalls durch

Aqua bidest gestoppt. Zum Schluss wurden die TMA-Schnitte durch die oben aufgefihrte
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Alkoholreihe in aufsteigender Reihenfolge geflihrt und aus der letzten Xylol-Klvette heraus
mit Hilfe von VitroClud eingedeckt. Nach Lufttrocknung wurden die Schnitte eingescannt

und digitalisiert.

3.3.4 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen
Die digitalisierten TMA-Schnitte wurden mit dem VM Slide Explorer 2009 Software (VM

Scope GmbH, Berlin) am Bildschirm ausgewertet. Die Annotation von jeweils zwei Spots
zu einem Fall erfolgte automatisiert durch das Programm, wurde visuell auf ihre Richtigkeit
Uberpruft und gegebenenfalls manuell verbessert. Felder mit Lebergewebe sowie Leerfel-

der als Orientierungspunkte befanden sich an definierten Positionen.

Die Auswertung erfolgte durch eine Facharztin flir Pathologie des Institutes flr Pathologie
der Charité. Fur jedes Feld wurde die Gewebequalitat bestimmt, wobei eine zufriedenstel-
lende Probe einen aus pathologischer Sicht ausreichenden Gehalt an gut beurteilbaren
Tumorzellen enthalten sollte. Ungeeignet waren Proben ohne oder mit lediglich wenigen
Tumorzellen und solche ohne Gewebe. Diese vereinzelten Félle wurden fir die weitere
Auswertung nicht bertcksichtigt. Daraufhin folgte die Bestimmung des Farbemusters (nu-
kledr und/oder zytoplasmatisch), die im Hinblick auf Plausibilitat beurteilt wurde. Der Anteil
der positiven Zellen an allen Tumorzellen des Feldes wurde eingeschatzt und zunachst in
Zehnerschritten gruppiert. Spater wurde fir die Berechnung des IRS eine Einteilung in flinf

Kategorien vorgenommen (siehe Tabelle 7).

Die Farbungen wurden bezlglich ihrer Intensitat in vier Gruppen eingeordnet: negativ,

schwach, mafig und stark positiv.

Die Cutoffs der Zellzyklusproteine sowie von ARID1A und HNF-13 wurden mit Hilfe des
IRS (Immunreaktiver Score) im Vorfeld weiterer statistischer Auswertungen festgelegt. Der
IRS ist eine ordinale Bewertungsgrolde, die bisher vor allem zur Quantifizierung von ER und
PR auf Tumorzellen der Brustdruse verwendet wurde. Er ist das Produkt von Punktwerten
jeweils fur die Intensitat der immunhistochemischen Farbung sowie den prozentualen Anteil
der gefarbten Kerne an allen Kernen im TMA und kann folgende Werte annehmen: 0, 1, 2,
3,4,6, 8,9, 10, 12. Zum Beispiel: MaRige Farbeintensitat (2) multipliziert mit einer Anfar-
bung von 60 % der Zellen (3) = IRS 6. Einen Uberblick zeigt die folgende Tabelle.
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Farbeintensitat Positive Zellen [ %] |IRS

0 = keine Reaktion 0 = keine 0,1,2,3,4,6,8,9,10 oder 12
1 = schwache Reaktion 1=1bis10 %

2 = malige Reaktion 2 =11 bis 50 %

3 = starke Reaktion 3 =51 bis 80 %

4 = 81 bis 100 %

Tabelle 7: Berechnung des IRS

Bei den Untersuchungen wurde zwischen unterschiedlichen subzellularen Expressions-
mustern unterschieden. Alle Berechnungen wurden fir die nukleare und zytoplasmatische
Expression getrennt durchgefihrt. Die so erhobenen Daten wurden von uns unter kategori-

alen beziehungsweise ordinalen Variablen in die Datenbank eingespeist.

3.4 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Fur einen Teil der HGSC-Falle hatte unsere Arbeitsgruppe bereits in friheren Studien die
gRT-PCR-Daten bestimmt [92, 113]. Wir haben diese Daten auf Korrelationen mit den von
uns in der vorliegenden Studie erhobenen immunhistochemischen Daten untersucht. Des-
halb wird im Folgenden lediglich ein Uberblick tber die Methode der gqRT-PCR und das
verwendete Protokoll gegeben. Im Falle signifikanter Ergebnisse waren an weiteren Fallen

mRNA-Analysen durchgefuhrt worden.

3.4.1 Das Verfahren

Mit dem Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist die
exponentielle Amplifizierung ausgewahlter Nukleinsaureabschnitte mittels Oligonukleotiden
(Primer), deren Sequenz komplementar zur Sequenz der zu untersuchenden Abschnitte
sind, mdglich. Bei der herkdbmmlichen PCR handelt es sich um ein Endpunkt-Verfahren, bei
dem die Beurteilung des Produktes erst nach Abschluss der PCR mdglich ist. Im Gegensatz
dazu wird bei der qRT-PCR das entstandene Produkt nach jedem erfolgten Zyklus gemes-
sen. Die hierfur verwendeten TagMan-Sonden sind Oligonukleotide, die komplementar zu
einem Abschnitt des zu amplifizierenden Stranges sind. Dieser Abschnitt liegt zwischen
dem Vorwarts- und Ruckwartsprimer. Das 5‘-Ende ist mittels einer zusatzlichen Hybridi-
sierung mit einem Reporterfarbstoff markiert, dessen Fluoreszenz durch einen am 3‘-Ende
befindlichen Quencherfarbstoff und einen Phosphatrest unterdrickt wird. Wahrend des

PCR-Zyklus wird der entstehende Strang durch die Tag-Polymerase verlangert und durch
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deren 5'-Exonuklease-Aktivitat der Reporterfarbstoff am 5-Ende hydrolytisch abgespalten.
Dadurch entfernt er sich vom Quencherfarbstoff und es kommt zu einem Fluoreszenzsignal.
Dieses ist proportional zum entstandenen PCR-Produkt und wird am Ende jedes Zyklus
ermittelt. Als Reporterfarbstoff wurde 6-Carboxy-Fluorescein (FAM) und als Quencherfarb-
stoff 6-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) verwendet. Die RNA-Isolation erfolgte aus
FFPE-Proben mit einem mindestens flinfzigprozentigem Tumorgehalt. Die Uberprifung der
entstandenen PCR-Produkte war mittels der Kettenabbruchsynthesemethode durch eine

externe Firma erfolgt.

3.4.2 Das gRT-PCR-Protokoll

Die reverse Transkription von mRNA in cDNA fand unmittelbar vor der eigentlichen Amplifi-

kation statt und erfolgte Uber 30 Minuten bei 50°C. Darauf folgten zwei Minuten bei 95°C zur
Aktivierung der Tag-Polymerase, im Anschluss 40 Zyklen mit je 15 Sekunden bei 95°C zur
Denaturierung sowie 30 Sekunden bei 60°C zur Hybridisierung der Primer und Elongation
des neuen Stranges. Nach jedem Zyklus wurde bei 60°C das Fluoreszenzsignal gemessen.
Die Resultate konnten nach Abschluss der gRT-PCR mit dem Programm MxPro (Version
4.01, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) betrachtet werden.

3.4.3 Berechnung des ACT-Wertes

Im Verlauf der gRT-PCR vervielfaltigen sich die Produkte mit jedem Zyklus exponentiell und
in proportionalem Mal3e steigt ebenfalls das Fluoreszenzsignal an. Der Cycle of Threshold
(CT) bezeichnet den Zyklus, in welchem das Fluoreszenzsignal der Probe einen bestimm-
ten Schwellenwert Gber die Hintergrundfluoreszenz (den Ausgangswert) hinaus Uberschrei-

tet. Dieser Punkt wird bei grélReren Mengen an PCR-Produkt in einer Probe friiher erreicht.

Um die Expressionslevel der Marker auch bei unterschiedlichen mRNA-Gehalten verglei-
chen zu kdénnen, war fur jede Probe ein so genanntes Housekeeper-Gen als Referenz mit-
gemessen worden. Daflr war das Referenzgen ribosomal protein 37A (RPL37A) genutzt

worden, das unabhangig von Zellyzklus oder aul3eren Einflissen exprimiert wird.

Alle Messungen waren als Doppelwertbestimmungen durchgefuhrt worden. Es war der Mit-
telwert errechnet und durch Subtraktion des CT-Mittelwertes des Referenzgens vom CT-
Mittelwert des Zielgens der normalisierte ACT-Wert ermittelt worden. Da sich dieser Wert
umgekehrt proportional zum gebildeten PCR-Produkt verhalt und somit sehr klein ausfallen

kann, wurde der 40-ACT-Wert verwendet.
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3.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung wurde durch die Autorin mit dem Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS), Version 22 (IBM, Armonk, NY, USA) durchgeflhrt. Das Signi-
fikanzniveau (Fehler 1. Art) wurde flr alle statistischen Tests mit p < 0,050 festgesetzt.
Univariate Zusammenhange zwischen gruppierten Proteinexpressionsdaten und klinisch-
pathologischen Kategorien wurden mit Pearsons x2-Test oder dem Exakten Test nach Fis-
her untersucht. Berechnungen mit kontinuierichen mRNA-Daten erfolgten mittels Mann-
Whitney-U-Test fir unabhangige Stichproben. Prognostische Zusammenhange wurden
mittels Kaplan-Meier-Uberlebenskurven dargestellt. Die Auswertung erfolgte an Hand eines

statistischen Analyseplans.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberblick iiber das Kollektiv

4.1.1 HGSC

Insgesamt 168 primare HGSC standen fir eine Untersuchung zur Verfigung. Die klinisch-
pathologischen Merkmale dieser Kohorte zeigt unten stehende Tabelle. Die Mehrheit der
Tumoren befand sich in einem fortgeschrittenen FIGO-Stadium. Alle Patientinnen hatten
sich einer radikalen Operation unterzogen und in 44 Fallen blieb dabei ein makroskopisch
sichtbarer Resttumor zurtck. Von 140 Patientinnen, Uber deren medikamentdse Therapie
Daten zu erheben waren, hatten 135 eine Platin-haltige Chemotherapie erhalten, drei Frau-
en hatten Therapeutika ohne Platin bekommen und zwei hatten keine Chemotherapie er-

halten.

Bis zum August 2013 zeigten von 148 Patientinnen, zu denen Daten zu erheben waren, 105
Patientinnen (70,9 %) ein Fortschreiten der Erkrankung. Das mediane progressionsfreie

Uberleben lag bei 18,9 Monaten.

Bis August 2013 waren 94 Patientinnen verstorben (56 %). Das mediane Uberleben lag bei
38,6 Monaten.

Merkmal Haufigkeit| gultige Prozent von 168 [%)]

Alter
< 60 Jahre 85 50,6
> 60 Jahre 83 49,4
fehlend 0

FIGO-Stadium
-1l 19 11,3
H-1v 149 88,7
fehlend 0

Fernmetastasen
pMO 149 88,7
pM1 19 11,3
pMx / fehlend 0

Nodalstatus
pNO 47 35,6
pN1 85 64,4
pNx / fehlend 36
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Merkmal Haufigkeit| gultige Prozent von 168 [%]

Tumorrest nach OP
kein Resttumor 84 65,6
Resttumor 44 34,4
fehlend 40

Chemotherapie
Platin-haltig 135 96,4
andere Therapeutika 3 2,1
keine 2 1,4
fehlend 28

Tabelle 8: Uberblick tiber klinisch-pathologische Merkmale im HGSC-Kollektiv

4.1.2EC

Die klinisch-pathologischen Merkmale der 35 Tumoren mit endometrioider Histologie sind
in unten stehender Tabelle dargestellt. Die Mehrzahl der Patientinnen befand sich in einem
frihen FIGO-Stadium. Die meisten Karzinome waren maRig differenziert nach Silverberg.
Auch hier hatten sich alle Patientinnen einer radikalen Operation unterzogen. Alle neun
Patientinnen ab FIGO-Stadium II, zu denen uns Informationen vorlagen, zeigten nach der
Operation keinen makroskopischen Tumorrest. Von den 19 Patientinnen, deren medika-
mentdse Therapie wir dokumentiert fanden, waren 18 (94,7 %) mit einer platinhaltigen Che-

motherapie behandelt worden.

Uns lagen nur zu zwei Patientinnen Informationen zum Progressionsstatus vor und diese

zeigten jeweils kein Fortschreiten der Erkrankung bis zum August 2013.

Bis zum August 2013 waren 13 von 30 Patientinnen (43,3 %) verstorben, funf Patientinnen
waren umgezogen und daher fir die Datenerhebung verloren. Das mediane Uberleben be-
trug 33,7 Monate.

Merkmal Haufigkeit gultige Prozent von 35 [%]

Alter
< 60 Jahre 18 52,9
> 60 Jahre 16 47 1
fehlend 1

FIGO-Stadium
-1l 21 63,6
H-1v 12 36,4
fehlend 2

24



Merkmal Haufigkeit gultige Prozent von 35 [%]

Grading
G1 4 12,9
G2 21 67,7
G3 6 19,4
fehlend 4

Fernmetastasen
pMO 6 66,7
pM1 3 33,3
pMx / fehlend 26

Nodalstatus
pNO 17 70,8
pN1 7 29,2
pNx / fehlend 11

Tumorrest nach OP
kein Resttumor 15 100,0
Resttumor 0 0,0
fehlend 20

Chemotherapie
Platin-haltig 18 94,7
andere Therapeutika 0 0,0
keine 1 5,3
fehlend 16

Tabelle 9: Uberblick Uber die klinisch-pathologischen Merkmale im EC-Kollektiv

4.1.3 CCC

Die CCC-Kohorte bestand aus 31 Karzinomen, deren klinisch-pathologische Merkmale in

unten stehender Tabelle aufgelistet sind. Hierbei findet das Silverberg-Grading keine Erwah-

nung, da gemafl WHO die CCC grundsatzlich als G3, also schlecht differenziert, eingestuft

werden. Bei 37,9 % war zum Zeitpunkt der Diagnose ein fortgeschrittenes FIGO-Stadium

festgestellt worden. Alle Patientinnen hatten sich einer radikalen Operation unterzogen und

nur in einem von neun informativen Fallen (11,1 %) ab FIGO-Stadium Il konnte hierdurch

keine makroskopische Tumorfreiheit erreicht werden. Es war uns maoglich, Gber die medi-

kamentdse Therapie von 17 Patientinnen Informationen zu erlangen, wobei rund 15 (88 %)

mit platinhaltigen Chemotherapeutika behandelt worden waren, eine Patientin (5,9 %) er-

hielt ein nicht platinhaltiges Medikament und eine (5,9 %) wurde nicht chemotherapeutisch

behandelt. Uns lagen keinerlei Informationen zum Progressionsstatus vor.
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Bis zum August 2013 waren acht Patientinnen (33,3 %) verstorben, 16 (66,7 %) lebten noch
und Uber die restlichen sieben waren keine Informationen zu erhalten. Das mediane Uber-

leben betrug 32,5 Monate.

Merkmal Haufigkeit Prozent von 31 [%]

Alter
< 60 Jahre 13 43,3
> 60 Jahre 17 56,7
fehlend 1

FIGO-Stadium
-1 18 62,1
H-1v 11 37,9
fehlend 2

Fernmetastasen
pMO 7 87,5
pM1 1 12,5
pMx / fehlend 23

Nodalstatus
pNO 14 60,9
pN1 9 39,1
pNx / fehlend 8

Tumorrest nach OP
kein Resttumor 16 94 1
Resttumor 1 5,9
fehlend 14

Chemotherapie
Platin-haltig 15 88,2
andere Therapeutika 1 5,9
keine 1 5,9
fehlend 14

Tabelle 10: Uberblick tiber die klinisch-pathologischen Merkmale im CCC-Kollektiv

4.1.4 Ubersicht Uiber informative Fille

Die folgende Tabelle informiert Uber die jeweilige Anzahl an Fallen je histologischem Typ,
zu denen wir bei unseren immunhistochemischen Untersuchungen verwertbare Informa-
tionen erhielten. Die Licken zeigen an, welche Biomarker in der jeweiligen Kohorte nicht

untersucht wurden.
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Marker HGSC [N] EC [N] CCC [N]
ERa 163 35 31
PR 151 34 31
HR-Status 148 34 31
ERB 35 31
pRb 161 35 29
Cyclin D1 150 35 31
ZZP-Status 143 35 29
HNF-18 34 31
HNF-1p Status 34 29
ARID1A 32 31

Tabelle 11: Anzahl der informativen Falle pro histologischem Typ

4.2 Die Expression der Hormonrezeptoren

Fur einen Teil unseres HGSC-Kollektives standen Daten zur mMRNA-Expression von ESR1
und PGR sowie zur Proteinexpression von ERa und PR aus friheren Projekten zur Verfu-
gung [92, 113]. Zu einem spateren Zeitpunkt neu in das Kollektiv aufgenommene HGSC
wurden fur das hier beschriebene Projekt immunhistochemisch im Hinblick auf die ERa- und
PR-Expression untersucht. In den neu erstellten EC- und CCC-Kollektiven bestimmten wir
immunhistochemisch die Proteinexpression von ERa, PR und ERB. Wir bestimmten den
Hormonrezeptorstatus, der darstellt, wie viele Tumoren weder ERa noch PR, jeweils einen

dieser beiden Hormonrezeptoren oder beide zugleich exprimierten.

Die Abbildungen 1 bis 3 zeigen beispielhaft die immunhistochemische Farbung mit Anti-
korpern gegen diese Hormonrezeptoren in EC. Fur die HGSC untersuchten wir zusatzlich

eventuelle Zusammenhange mit den friher bestimmten ESR1 und PGR auf mRNA-Ebene.

4.2.1 Verteilung der HR-Expression auf Proteinebene

In Anlehnung an unsere Vorarbeiten [92] legten wir flr die Auswertung der immunhistoche-
mischen Daten im Vorfeld fest, dass bei jedem Hormonrezeptor eine Anfarbung von mehr
als 10 % der Zellen einer positiven Expression entsprache. Die unten stehende Tabelle
gibt einen Uberblick dariiber, in welcher Weise sich die Histotypen in unserer Kohorte be-
zuglich ihres Expressionsmusters der Hormonrezeptoren auf Proteinebene unterschieden.
Im X2-Test zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Histotypen

fur ERa, PR, HR-Status (p<0,001) und die zytoplasmatische Proteinexpression von ER[
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Abbildung 3: Schwache nukleare und zytoplasmatische Expression von ERB in EC
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(p=0,006). Fur das nuklear exprimierte ERP fand sich kein statistisch signifikanter Unter-

schied (p=0,265).

Biomarker HGSC EC CCC Signifikanz
ERa p<0,001 *
positiv 110 (67,5%) 20 (57,1%) 4 (12,9%)
negativ 53 (32,5%) 15 (42,9%) 27 (87,1%)
Gesamtanzahl 163 35 31
PR p<0,001 *
positiv 22 (14,6%) 27 (79,4%) 3(9,7%)
negativ 129 (85,4%) 7 (20,6%) 28 (90,3%)
Gesamtanzahl 151 34 31
ERPB nuklear nicht bestimmt p=0,265
positiv 29 (82,9%) 29 (93,5%)
negativ 6 (17,1%) 2 (6,5%)
Gesamtanzahl 35 31
ERP zytoplasmatisch | nicht bestimmt p=0,006
positiv 21 (60,0%) 28 (90,3%)
negativ 14 (40,0%) 3(9,7%)
Gesamtanzahl 35 31

Tabelle 12: HR-Expression im Vergleich der histologischen Typen

*: p-Wert mit X2-Test berechnet, ansonsten mit Fishers exaktem Test. Signifikante Ergebnisse

fett hervorgehoben.

Uber zwei Drittel der HGSC exprimierten ERa, jedoch nur 22 Falle (14,6 %) waren positiv
fur PR. Im zusammengefassten HR-Status exprimierten 48 Tumoren (32,4 %) keinen dieser
beiden Hormonrezeptoren, 21 Falle (14,2 %) waren sowohl fur ERa als auch PR positiv.

ERa und PR korrelierten signifikant miteinander (p=0,001, Fishers exakter Test).

In den EC zeigte sich eine positive Anfarbung gegen alle Hormonrezeptoren in der Mehrheit
der Falle, wobei hier vor allem die PR-Expression mit 27 Fallen (79,4 %) und die nuklea-
re ERB-Expression mit 29 Fallen (82,9 %) fuhrend waren. Im HR-Status exprimierten nur
sechs Falle (17,6 %) weder ERa noch PR, jedoch 18 Falle (52,9 %) beide gleichzeitig. ERa
und PR korrelierten signifikant miteinander (p=0,028, Fishers exakter Test) und jeweils mit
dem HR-Status (p<0,001, X2-Test). Mit ER[ korrelierte weder ERa (p=0,367 bzw. p=0,511,
Fishers exakter Test) noch PR (p=0,268 bzw. p=1,000, Fishers exakter Test). Das nukleare
ERB korrelierte signifikant mit dem HR-Status (p=0,010, X2-Test) und mit der zytoplasma-
tischen Expression von ERB (p=0,028, Fishers exakter Test). Das zytoplasmatische ER[
korrelierte nicht mit dem HR-Status (p=0,729, X>-Test).
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Die CCC waren grofdtenteils negativ flr die beiden etablierte Hormonrezeptoren, wobei le-
diglich vier Tumoren (12,9 %) ERa und drei (9,7 %) PR exprimierten. Im vergleichenden
HR-Status zeigte sich, dass 26 Falle (83,9 %) negativ sowohl fur ERa als auch PR waren
und lediglich zwei Tumoren (6,5 %) beide exprimierten. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine
sehr haufige, nukleare und zytoplasmatische immunhistochemische Anfarbung gegen ERP
in 93,5 respektive 90,3 % der Falle. ERa und PR korrelierten statistisch signifikant miteinan-
der (p=0,037, Fishers exakter Test) und jeweils mit dem HR-Status (p<0,001, X2-Test), nicht
jedoch mit ERB (unabhangig von der subzellularen Lokalisation p=1,000 in Fishers exaktem
Test). ERB korrelierte weder mit dem HR-Status (p=0,938 bzw. p=0,888, X>-Test) noch in

seinen subzellularen Lokalisationen (p=1,000, Fishers exakter Test).
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Abbildung 4: HR-Status auf Proteinebene

Weiterhin wurde untersucht, ob ein nicht zufalliger Zusammenhang bestand zwischen den
klassischen HR und folgenden klinisch-pathologischen Parametern: Alter (Cutoff 60 Jahre),
FIGO-Stadium (friihe versus fortgeschrittene Stadien), Silverberg-Grading und makroskopi-
scher Tumorrest nach Operation. Unten stehende Tabelle zeigt die Ergebnisse. In den EC
konnte kein Zusammenhang mit dem Tumorrest berechnet werden, da alle gultigen Falle in

dieselbe Kategorie (kein makroskopischer Tumorrest) fielen.

p-Werte (Fishers HGSC EC CCC

exakter Test) ERa PR ERa PR ERa PR
Alter (<60 J. /260 J.) | 0,245 0,036 0,487 0,085 1,000 0,238
pN 1,000 0,579 1,000 1,000 0,142 1,000
pM 0,121 1,000 0,083 0,375 - -
FIGO (I-11 / 111-1V) 0,112 0,716 0,716 1,000 0,539 1,000
Grading 0,189* 0,361* |- -
Tumorrest 0,834 0,783 - - 1,000 1,000

Tabelle 13: Korrelation von ERa und PR mit klinisch-pathologischen Parametern
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*: p-Wert mit X2-Test berechnet, ansonsten mit Fishers exaktem Test. Signifikante Ergebnisse
fett hervorgehoben.

ERB korrelierte weder in seiner nukledren noch in seiner zytoplasmatischen Expression mit

Alter, Silverberg-Grading oder FIGO-Stadium (jeweils p>0,050).

4.2.2 Expression von ESR1 und PGR auf mRNA-Ebene in HGSC
Die Expression von ESR1 und PGR auf mRNA-Ebene war fir einen Teil des HGSC-Kol-

lektivs bereits in friheren Projekten bestimmt worden [92, 113]. Das Expressionslevel von
ESR1 reichte von 29,58 bis 36,42 40-ACT. Der Mittelwert lag bei 34,079 mit einem Konfi-
denzintervall zwischen 33,726 und 34,431 sowie einer Standardabweichung von 1,58 und
einer Varianz von 2,51. Der Median wurde mit 34,360 berechnet und der Interquartilbereich

betrug 2,05. Der Test nach Shapiro-Wilk erbrachte keine Normalverteilung (p<0,001).

Das Expressionslevel von PGR lag zwischen 26,00 und 33,58 40-ACT, wobei der Mittelwert
bei 28,907 mit einer Standardabweichung von 1,897 und einer Varianz von 3,600 lag. Das
95 %-Konfidenzintervall lag zwischen 28,225 und 29,472. Der Median betrug 28,683 und
der Interquartilbereich wurde mit 2,93 bestimmt. Der Test nach Shapiro-Wilk zeigte eine

Normalverteilung (p=0,190).
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Abbildung 5a: 40-ACT-Verteilung von ESR1 in HGSC
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Abbildung 5b: 40-ACT-Verteilung von PGR in HGSC
Innerhalb der Boxen des Boxplot-Diagramms befinden sich 50 % der 40-ACT-Werte fur den je-
weiligen Hormonrezeptor; die durchgezogenen Linien entsprechen dem medianen 40-ACT-Wert.

Die Antennen stellen die 5-96 %-Perzentilen dar und die Kreise Ausreil3er. Die HGSC zeigten

insgesamt hohere 40-ACT-Werte fur ESR1 mRNA als fur die PGR mRNA.

4.2.3 Vergleich der HR-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene

39 Falle (50,0 %) wiesen eine ESR1-Expression auf, die unterhalb des Medians lag. Von
diesen waren wiederum 23 (59,0 %) immunhistochemisch negativ, 16 Falle (41,0 %) zeig-
ten jedoch eine positive Proteinexpression. Von den 39 Proben (50,0 %), bei denen eine
mRNA-Expression oberhalb des Medians festgestellt wurde, waren 31 (79,5 %) auch auf
Proteinebene nachweislich positiv, die restlichen acht (20,5 %) in der Immunhistochemie

negativ trotz positiver mMRNA-Expression (p<0,001).

20 Falle von 38 (52,6 %) zeigten eine PGR-Expression unter dem Median und bei diesen
war zu 100 % keine Proteinexpression mittels Immunhistochemie nachzuweisen. Von den
18 Fallen (47,4 %) mit PGR-Expression oberhalb des Medians war nur ein einziger (5,6 %)

auch auf Proteinebene positiv fur PR, die restlichen 17 (94,4 %) negativ (p=0,474).
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4.2.4 Hormonrezeptoren und Prognose in HGSC

Um zu prifen, ob sich der von unserer Arbeitsgruppe vorbeschriebene prognostische Wert
der ESR1- und PGR-Expression in unserem HGSC-Kollektiv mit den vorhandenen mRNA-
Daten reproduzieren lie, fihrten wir Uberlebensanalysen durch. Als Cutoff fiir die mRNA-
Expression wurde jeweils der Median gewahlt. Folglich lag der Cutoff fir ESR1 bei 34,36
40-ACT und fiir PGR bei 28,91 40-ACT. In Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen korrelierte
das Gesamtiuberleben in HGSC im Log-Rank-Test statistisch signifikant mit ESR1 40-ACT
(p=0,004), wobei eine hohere ESR1-Expression mit einer besseren Prognose assoziiert war
(Abbildung 6). Es zeigte sich jedoch kein statistisch signifikanter Zusammenhang mit ERa
(p=0,058), PGR 40-ACT (p=0,153, Abbildung 7) oder PR. p=0,899).

1 0 M=80
p=0,004

0,6+

ESR1 = Median

0.4

Kumulatives Uberleben

| ESR1 = Median |
0,0-

I I | |
0 50 100 150 200

Gesamtiiberleben (Monate)

Abbildung 6: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse fir ESR1 40-ACT in HGSC
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse fiir PGR 40-ACT in HGSC

Eine hohere ESR1-Expression war weiterhin mit einem langeren progressionsfreien Uber-
leben assoziiert (p=0,046). Das progressionsfreie Uberleben korrelierte statistisch nicht si-
gnifikant mit PGR (p=0,085), ERa (p=0,256) oder PR (p=0,736). PGR-mRNA zeigte also
insgesamt keinen signifikanten Einfluss auf die Prognose. Allerdings standen uns hierzu

auch nur Daten in kleiner Fallzahl (N=39) zur Verfligung.

4.3 Die Zellzyklusproteine Cyclin D1 und pRb

4.3.1 Cutoff-Bestimmung

Da es noch keine etablierten Cutoff-Punkte fur die Zellzyklusproteine gab, untersuchten wir
zunachst die Expression Uber alle Falle an Hand des IRS (unten stehende Abbildungen). Es
zeigte sich, dass der Groliteil aller Tumoren die Zellzyklusproteine nicht oder nur in gerin-
gem Ausmal exprimierte. Darum entschieden wir uns, fur unsere weiteren Untersuchungen
jeweils einen IRS ab 6 als positive und IRS-Werte von 0 bis 4 als negative/geringe Expres-

sion zu werten. Letztere werden im weiteren Verlauf als ,negativ bezeichnet.
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Abbildung 9: IRS-Verteilung und Cutoff des pRb Uber alle Histotypen
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4.3.2 Verteilung der Zellzyklusproteinexpression

In folgender Abbildung ist exemplarisch die immunhistochemische Farbung mit dem Anti-

korper gegen Cyclin D1 in EC dargestellt.
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Abbildung 10: Nukleare immunhistochemische Farbung von Cyclin D1 in EC

Zellzyklusprotein HGSC (%) EC (%) CCC (%) X2-Test

Cyclin D1 p<0,001
negativ (IRS 0-4) 143 (95,3%) 26 (74,3%) 20 (64,5%)
positiv (IRS 6-12) 7 (4,7%) 9 (25,7%) 11 (35,5%)
Gesamtanzahl (100%) 150 35 31

pRb p<0,001
negativ (IRS 0-4) 144 (89,4%) 24 (68,6%) 19 (65,5%)
positiv (IRS 6-12) 17 (10,6%) 11 (31,4%) 10 (34,5%)
Gesamtanzahl (100%) 161 35 29

Tabelle 14: Expression der Zellzyklusproteine im Vergleich der Histotypen

Obige Tabelle zeigt die Verteilung der Zellzyklusexpression im Vergleich der histologischen
Typen. Alle Entitaten zeigen nur in der Minderheit der Falle eine positive Expression, wobei
die CCC Cyclin D1 (35,5 %) und pRb (34,5 %) noch am haufigsten exprimierten, wahrend
die HGSC nur in sieben Fallen (4,7 %) fur Cyclin D1 und in 17 (10,6 %) fur pRb positiv wa-
ren. Der Unterschied zwischen den Gruppen war flr beide Zellzyklusproteine statistisch si-
gnifikant (p<0,001). Im vergleichenden ZZP-Expressionsstatus fassten wir zusammen, wie
viele Tumoren keines der beiden Zellzyklusproteine, jeweils eines oder gar beide gleich-
zeitig exprimierten (siehe Abbildung 11). Hier waren im HGSC-Kollektiv 120 von 143 Fal-
len (83,9 %) negativ fur beide Proteine und nur zwei Falle (1,4 %) zeigten eine positive
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Expression von Cyclin D1 und pRb gleichzeitig. Von den EC waren 18 Tumoren (51,4 %)
vollstandig negativ und drei (8,6 %) exprimierten beide Zellzyklusproteine. Bei den CCC
stellte es sich ahnlich dar: Hier waren 15 (51,7 %) gleichermal3en negativ fur Cyclin D1 und
pRb, immerhin sechs Tumoren (20,7 %) exprimierten synchron beide Zellzyklusproteine.

Der Unterschied zwischen den Gruppen war im X2-Test statistisch signifikant (p<0,001). Die
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Abbildung 11: Vergleichender ZZP-Expressionsstatus Uber die Histotypen

beiden Zellzyklusproteine korrelierten weder in HGSC (p=0,596) noch in EC (p=1,000) oder
CCC (p=0,051) statistisch signifikant miteinander.

4.3.3 Korrelationen der ZZP mit klinisch-pathologischen Parametern

Wir untersuchten, ob nicht zufallige Zusammenhange zwischen der Expression der Zellzyk-
lusproteine und klinisch-pathologischen Parametern bestand (Fishers exakter Test). Unten

stehende Tabellen zeigen die Ergebnisse. Von den fur die Zellzyklusproteine informativen
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EC-Fallen zeigte keiner einen postoperativen makroskopischen Tumorrest, weshalb hierzu

keine Korrelation berechnet wurde.

Wir fanden im HGSC-Kollektiv keine statistisch signifikanten Korrelationen des Cyclin D1
mit klinisch-pathologischen Parametern. Fur die EC fanden wir ebenfalls keine statistisch si-
gnfikanten Zusammenhange zwischen Cyclin D1 und klinisch-pathologischen Parametern.
In den CCC korrelierte eine Cyclin D1-Negativitat statistisch signifikant mit einem negativen
Nodalstatus (p=0,007): Von 14 Cyclin D1-negativen Tumoren zeigten 12 (85,7 %) keine
Lymphknotenmetastasen, wahrend sieben der neun Cyclin D1 exprimierenden Falle (77,8
%) einen positiven Nodalstatus aufwiesen. Cyclin D1-Negativitat korreliert weiterhin statis-
tisch signifikant (p=0,017) mit den frihen FIGO-Stadien | und Il: Von 19 Cyclin D1-negativen
CCC befanden sich 15 (78,9 %) in einem frUhen Stadium | oder Il, wohingegen sieben von

zehn exprimierenden Tumoren (70 %) im FIGO-Stadium Il oder IV diagnostiziert worden

waren.
HGSC EC CCC
Alter 1,000 0,703 1,000
Grading - 0,055 * -
pN 0,127 0,374 0,007
pM 1,000 0,464 0,250
FIGO 0,529 0,420 0,017
Tumorrest 1,000 - 0,412

Tabelle 15: Korrelationen von Cyclin D1 mit klinisch-pathologischen Parametern

*: p-Wert mit X2-Test berechnet, ansonsten mit Fishers exaktem Test. Signifikante Ergebnisse
fett hervorgehoben.
Eine statistisch signifikante Korrelation des pRb konnte lediglich in den CCC fiir frihe versus
fortgeschrittene FIGO-Stadien gesehen werden (p=0,020): Von 18 pRb-negativen Tumoren
waren 14 (77,8 %) in einem frihen Stadium | oder Il diagnostiziert worden, wohingegen
sieben von zehn (70 %) pRb exprimierenden Fallen sich bereits in einem fortgeschrittenen
FIGO-Stadium Il oder IV befanden. Im HGSC- und EC-Kollektiv fanden sich keine statis-

tisch signifikanten Korrelationen zwischen pRb und klinisch-pathologischen Parametern.

HGSC EC CCC
Alter 0,210 0,477 0,714
Grading - 0,245 * -
pN 1,000 0,061 0,077
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pM 0,696 0,464 0,375
FIGO 0,696 0,149 0,020
Tumorrest 0,506 - 0,438

Tabelle 16: Korrelationen von pRb mit klinisch-pathologischen Parametern

An Hand von Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen wurde untersucht, ob fiir das HGSC-
Kollektiv eine prognostische Bedeutung der ZZP-Expression vorlag. Weder fur Cyclin D1
(p=0,267 im Log-Rank-Test nach Mantel-Cox) noch fir pRb (p=0,979) bestand eine statis-
tisch signifikante Assoziation mit dem Gesamtuberleben. Gleiches galt flr das progressi-
onsfreie Uberleben (p=0,916 bzw. p=0,835). Auch der ZZP-Expressionsstatus korrelierte
nicht statistisch signifikant mit dem Gesamtiberleben (p=0,346) oder dem progressionsfrei-
en Uberleben (p=0,102).

4.4 ARID1A in den Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinomen

4.4.1 Verteilung der ARID1A-Expression
Fur ARID1A war an Hand der Haufigkeitsverteilung Uber alle histologischen Typen und Sta-

dien sowie die Lokalisation festgelegt worden, dass IRS-Werte von 0 bis 3 als negative und

IRS-Werte von 4 bis 12 als positive Expression gelten sollten. Unten stehende Abbildung

zeigt beispielhaft die immunhistochemische nukleare Anfarbung mittels des Antikdrpers ge-
gen ARID1A in CCC.
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Abbildung 12: Nul;leére immunhistoéhemische Farbung von ARID1A in CCC
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Wir konnten sowohl eine nukleare als auch eine zytoplasmatische Expression beobachten.
Unten stehende Tabelle zeigt die Verteilung beider in EC und CCC. Die EC exprimierten
ARID1A in 15 Fallen (46,9 %) nuklear, jedoch nur in sieben Fallen (21,9 %) zytoplasma-
tisch. Im Gegensatz dazu zeigten 23 CCC (74,2 %) eine nukleare ARID1A-Expression.
Eine zytoplasmatische Anfarbung fanden wir in neun CCC (29 %). Der Unterschied in der
ARID1A-Expression zwischen EC und CCC war beziglich der nuklearen (p=0,039), nicht
jedoch der zytoplasmatischen (p=0,572) Lokalisation statistisch signifikant. Weder in den
EC noch in den CCC korrelierten die nukleare und die zytoplasmatische Expression mitein-
ander (p=0,209 bzw. p=0,660).

ARID1A EC CCC | Fishers exakter Test
nuklear p=0,039
negativ (IRS 0-3) 17 (53,1%) 8 (25,8%)
positiv (IRS 4-12) 15 (46,9%) 23 (74,2%)
Gesamtanzahl (100%) 32 31
zytoplasmatisch p=0,572
negativ (IRS 0-3) 25 (78,1%) 22 (71,0%)
positiv (IRS 4-12) 7 (21,9%) 9 (29,0%)
Gesamtanzahl (100%) 32 31

Tabelle 17: Expression von ARID1A im Vergleich der histologischen Typen

4.4.2 Korrelation von ARID1A mit klinisch-pathologischen Parametern

Wir untersuchten weiterhin, ob Korrelationen zwischen ARID1A und klinisch-pathologischen

Parametern bestand.

Fir das nuklear exprimierte ARID1A bestand in den EC eine statistisch signifikante Kor-
relation nur zum Silverberg Grading: 13 von 15 ARID1A-negativen Tumoren (86,7 %) wa-
ren maRig differenziert, zwei (13,3 %) schlecht differenziert. Hingegen zeigten vier von 13
ARID1A-positiven Tumoren (30,8 %) eine gute, sechs (46,2 %) eine malige und drei (23,1

%) eine schlechte Differenzierung.

nukleares ARID1A EC ccCC
Alter 0,289 0,407
Grading 0,036 * -

pN 0,178 1,000
pM 1,000 1,000
FIGO 0,260 0,677
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Tumorrest - 1,000

Tabelle 18: Nukleares ARID1A und klinisch-pathologische Parameter

*: p-Wert mit X2-Test berechnet, ansonsten mit Fishers exaktem Test. Signifikante Ergebnisse
fett hervorgehoben.

Weder in den EC noch den CCC fanden sich statistisch signifikante Korrelationen zwischen

der zytoplasmatischen ARID1A-Expression und klinisch-pathologischen Parametern.

zytoplasmatisches ARID1A EC CCC
Alter 0,685 0,229
Grading 0,505 * -

pN 0,544 0,162
pM 1,000 1,000
FIGO 0,181 0,694
Tumorrest - 1,000

Tabelle 19: Zytoplasmatisches ARID1A und klinisch-pathologische Parameter

*: p-Wert mit X2-Test berechnet, ansonsten mit Fishers exaktem Test.

4.5 HNF-1B in den Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinomen

4.5.1 Verteilung der HNF-1B3-Expression

Auch fur HNF-1B legten wir im Vorfeld an Hand der Haufigkeitsverteilung tber alle unter-
suchten Falle und Stadien einen Cutoff sowonhl fur die nukleare als auch die zytoplasmati-
sche Expression fest. IRS-Werte von 0 bis 4 entsprechen einer negativen und IRS-Werte
von 6 bis 12 einer positiven HNF-1B-Expression. Folgende Abbildungen zeigen beispielhaft

die immunhistochemische Anférbung von HNF-18 im Kern respektive Zytoplasma.
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Abbildung 13: Nukleare |mmunh|stochem|sche Farbung von HNF-13in CCC
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Abbildung 15: Zytoplasmatische i

Unten stehende Tabelle zeigt die Verteilung der Proteinexpression. Die uUberwiegende Mehr-
heit der CCC, namlich 23 Falle (79,3 %), zeigte eine positive nukleare Expression von HNF-
1B, aber kein einziger Tumor (0,0 %) wies eine zytoplasmatische Expression auf. Bei den
EC waren nur funf Falle (14,7 %) positiv fur HNF-1B im Kern, dafir zeigte sich jedoch eine
zytoplasmatische Expression bei 17 Tumoren (50 %). Die Unterschiede der nukledren be-
ziehungsweise zytoplasmatischen Expression zwischen den Gruppen waren jeweils statis-
tisch hoch signifikant (p<0,001). Im HNF-1B-Expressionsstatus fassten wir zusammen, wie
viele Tumoren HNF-13 gar nicht, in jeweils einer der beiden subzellularen Lokalisationen
oder gar in beiden exprimierten (siehe Abbildung 16). Hier waren 15 EC vollstandig negativ

(44,1 %), lediglich zwei Tumoren waren nur nuklear positiv (5,9 %), aber 14 wiesen eine
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zytoplasmatische Expression von HNF-13 auf (41,2 %). Drei Falle exprimierten den Biomar-
ker in beiden subzellularen Lokalisationen (8,8 %). Auch hier war der Unterschied zwischen
den histologischen Typen statistisch hoch signifikant (p<0,001). Es fand sich jedoch keine

signifikante Korrelation zwischen den beiden subzellularen Lokalisationen (p=1,000 in EC).

HNF-13 EC CCC | Fishers exakter Test
nuklear p<0,001
negativ 29 (85,3%) 6 (20,7%)
positiv 5 (14,7%) 23 (79,3%)
Gesamtanzahl (100%) 34 29
zytoplasmatisch p<0,001
negativ 17 (50,0%) 31 (100,0%)
positiv 17 (50,0%) 0 (0,0%)
Gesamtanzahl (100%) 34 31

Tabelle 20: Expression von HNF-1f in EC und CCC
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Abbildung 16: HNF-1B3-Expressionsstatus
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4.5.2 Korrelationen des HNF-18 mit klinisch-pathologischen Parametern

Es fanden sich keine statistisch signifikanten Korrelationen zwischen HNF-13 und klinisch-

pathologischen Parametern. Unten stehende Tabelle listet die genauen Ergebnisse auf.

EC CCC
nuklear zytoplasmatisch nuklear

Alter 0,175 0,732 1,000
Grading 0,361 * 0,103 * -
pN 1,000 1,000 0,515
pM 1,000 1,000 1,000
FIGO 1,000 0,467 0,621
Tumorrest - - 1,000

Tabelle 21: Korrelationen von HNF-1 mit klinisch-pathologischen Parametern

*: p-Wert mit X2-Test berechnet, ansonsten mit Fishers exaktem Test.

4.6 Korrelationen der Biomarker untereinander

Wir untersuchten mit Fishers exaktem Test fur jedes histologisches Kollektiv, ob nicht zu-

fallige Assoziationen zwischen den Hormonrezeptoren und den Zellzyklusproteinen bestan-

den. In den Endometriose-assoziierten Tumorkollektiven suchten wir des Weiteren nach

statistischen Zusammenhangen zwischen den Hormonrezeptoren respektive Zellzykluspro-
teinen und ARID1A sowie HNF-1p.

4.6.1 HGSC

In den HGSC fanden sich mittels Fishers exaktem Test keine statistisch signifikanten Kor-

relationen zwischen den Hormonrezeptoren (ERa, PR) und den Zellzyklusproteinen (pRb,

Cyclin D1).
ERa
negativ (% in ERa negativ) positiv (% in ERa positiv)
pRb
negativ 48 (94,1) 94 (87,0)
positiv 3(5,9) 14 (13,0)
N=159, p=0,271
Cyclin D1
negativ 43 (97,7) 96 (94,1)
positiv 1(2,3) 6 (5,9)
N=146, p=0,675

Tabelle 22: Korrelationen von ERa mit ZZP
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PR
negativ (% in PR negativ) positiv (% in PR positiv)

pRb

negativ 112 (90,3) 19 (86,4)

positiv 12 (9,7) 3(13,6)

N=146, p=0,701
Cyclin D1

negativ 110 (96,5) 19 (86,4)

positiv 4 (3,5) 3 (13,6)

N=136, p=0,084

Tabelle 23: Korrelationen von PR mit ZZP

Sowohl von den Hormonrezeptor-negativen als auch den positiven Tumoren war die Uber-

wiegende Mehrheit negativ fur die Expression der Zellzyklusproteine. Folgende Tabelle

zeigt die Expression von pRb und Cyclin D1 in Bezug zum Hormonrezeptorstatus in HGSC.

pRb

negativ (% in pRb negativ)

positiv (% in pRb positiv)

HR-Status
ERa und PR negativ
ERa positiv
PR positiv
ERa und PR positiv

45 (34,9)
65 (50,4)
1(0,8)
18 (14,0)

(6,7)
(73,3)
(0,0)
(20,0)

1
11

0
3

N=144, p=0,162 (X>-Test

Cyclin D1

negativ (% in CycD1 negativ)

positiv (% in CycD1 positiv)

HR-Status
ERa und PR negativ
ERa positiv
PR positiv
ERa und PR positiv

39 (30,7)
69 (54,3)
1(0,8)
18 (14,2)

1(14,3)
3 (42,9)
0 (0,0)
3 (42,9)

N=134, p=0,231 (X>-Test)

Tabelle 24: Korrelationen des HR-Status mit ZZP in HGSC

Von den 129 pRb-negativen Tumoren waren 45 (34,9 %) ebenfalls negativ fir ERa und PR,

18 (14 %) exprimierten beide Hormonrezeptoren. In rund der Halfte der Falle wurde ERa

alleine exprimiert. Von lediglich 15 pRb-positiven Fallen war einer (6,7 %) vollstandig nega-

tiv bezuglich beider Hormonrezeptoren, aber elf (73,3 %) exprimierten alleine ERa und drei

Karzinome (20 %) zeigten eine positive Farbung gegen ERa und PR.
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Bezuglich Cyclin D1 verhielt es sich sehr ahnlich: 127 HGSC waren Cyclin D1-negativ und
von diesen exprimierten 39 (30,7 %) gar keinen Hormonrezeptor, 18 (14,2 %) beide und 69
(54,3 %) nur den ERa. Die PR-Expressionsrate war auch hier verschwindend gering. Nur
sieben HGSC exprimierten Cyclin D1 und von diesen waren jeweils drei (42,9 %) positiv fur
ERa alleine oder beide Hormonrezeptoren. PR alleine wurde nicht exprimiert. Diese Korre-

lationen zum HR-Status waren jeweils nicht statistisch signifikant.

4.6.2 EC
Die Beziehungen zwischen der Expression von pRb und Hormonrezeptoren werden in der

folgenden Kreuztabelle dargestellt.

pRb
negativ (% in pRb negativ) positiv (% in pRb positiv)
ERa
negativ 12 (50,0) 3 (27,3)
positiv 12 (50,0) 8 (72,7)
N=35, p=0,281
PR
negativ 6 (26,1) 1(9,1)
positiv 17 (73,9) 10 (90,9)
N=34, p=0,384
ERB nuklear
negativ 6 (25,0) 0 (0,0)
positiv 18 (75,0) 11 (100,0)
N=35, p=0,146
ERB zytoplasmatisch
negativ 12 (50,0) 2 (18,2)
positiv 12 (50,0) 9 (81,8)
N=35, p=0,137

Tabelle 25: Korrelationen von pRb mit den Hormonrezeptoren in EC

Wir konnten im EC-Kollektiv keine statistisch signifikanten Korrelationen zwischen pRb und
den Hormonrezeptoren finden. Von den pRb-positiven Fallen exprimierte jeweils die deut-
lich Uberwiegende Mehrheit (72,7 bis 100 %) ERa, PR oder ERB. Von den pRb-negativen
Tumoren zeigte jeweils die Halfte eine Expression von ERa oder zytoplasmatischem ER,

wahrend etwa 75 % den PR oder ERB nuklear exprimierten.

Die Korrelationen von Cyclin D1 mit den Hormonrezeptoren sind in folgender Tabelle dar-

gestellt.
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Cyclin D1
negativ (% in CycD1 negativ) positiv (% in CycD1 positiv)
ERa
negativ 13 (50,0) 2 (22,2)
positiv 13 (50,0) 7(77,8)
N=35, p=0,244
PR
negativ 6 (24,0) 1(11,1)
positiv 19 (76,0) 8 (88,9)
N=34, p=0,644
ERPB nuklear
negativ 6 (23,1) 0 (0,0)
positiv 20 (76,9) 9 (100,0)
N=35, p=0,304
ERP zytoplasmatisch
negativ 9 (34,6) 5 (55,6)
positiv 17 (65,4) 4 (44,4)
N=35, p=0,432

Tabelle 26: Korrelationen von Cyclin D1 mit Hormonrezeptoren in EC

Auch diesbeziglich zeigten sich keinerlei statistisch signifikante Zusammenhange. Von den
Cyclin D1-positiven Tumoren exprimierten etwa 78 bis 100 % ebenfalls ERa, PR oder ER3
nuklear, wahrend nur vier (44,4 %) eine zytoplasmatische ERB-Expression aufwiesen. Auch
die Cyclin D1-negativen Falle waren zumeist (zu etwa 65 bis 77 %) positiv fur PR und ER(

und die Halfte positiv fir ERa.

Weiterhin untersuchten wir, ob in EC statistisch signifikante Korrelationen zwischen den

Zellzyklusproteinen und ERa sowie PR bestanden. Die Ergebnisse zeigt folgende Kreuzta-

belle.
pRb
negativ (% in pRb negativ) positiv (% in pRb positiv)

HR-Status

ERa und PR negativ 5(21,7) 1(9,1)

ERa positiv 1(4,3) 0 (0,0)

PR positiv 7 (30,4) 2(18,2)

ERa und PR positiv 10 (43,5) 8 (72,7)

N=34, p=0,427 (X>-Test)

Cyclin D1
negativ (% in CycD1 negativ) | positiv (% in CycD1 positiv)
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HR-Status
ERa und PR negativ 5 (20,0) 1(11,1)
ERa positiv 1(4,0) 0 (0,0)
PR positiv 8 (32,0) 1(11,1)
ERa und PR positiv 11 (40,0) 7(77,8)

N=34, p=0,366 (X>-Test)

Tabelle 27: Korrelationen des HR-Status mit ZZP in EC

In den EC waren von 23 pRb-negativen Tumoren funf (21,7 %) ebenfalls vollstandig negativ
fur beide Hormonrezeptoren, aber zehn Falle (43,5 %) zeigten eine Expression von sowohl
ERa als auch PR. Von den elf pRb-positiven Tumoren waren acht (72,7 %) positiv fur beide
Hormonrezeptoren, nur einer (9,1 %) exprimierte weder ERa noch PR. In beiden Gruppen
Uberwog die PR-Expression die ERa-Expression. Die Unterschiede waren statistisch nicht

signifikant.

Bezuglich Cyclin D1 erhielten wir ahnliche Ergebnisse: Von 25 Cyclin D1-negativen Tu-
moren exprimierten funf (20 %) weder ERa noch PR, acht (32 %) zeigten eine alleinige
PR-Expression (im Gegensatz zu einem ERa-positiven Fall) und elf Tumoren (44 %) waren
sowohl fir ERa als auch PR positiv. Von neun Cyclin D1-positiven EC exprimierten sieben
(77,8 %) beide Hormonrezeptoren und einer (11,1 %) PR alleine. Auch hier war also eher
eine PR- als eine ERa-Expression zu finden. Die Unterschiede waren jedoch ebenfalls nicht

statistisch signifikant.

Im Ubrigen zeigten sich folgende statistisch signifikante Korrelationen mit dem exakten Test
nach Fisher: Zwischen dem nuklearen ER und HNF-13 im Zytoplasma, wobei eine hohe
nukleare ERB-Expression auch mit einer hohen zytoplasmatischen HNF-13-Expression ein-
herging (p=0,018). Eine positive zytoplasmatische ERB-Expression korrelierte ebenfalls mit
einer positiven zytoplasmatischen HNF-1B-Expression (p=0,032). Ein weiterer, statistisch
signifikanter Zusammenhang lie3 sich fur ERB im Zytoplasma und ARID1A im Zytoplasma
nachweisen (p=0,025). Hier waren alle 13 ERB-negativen Falle auch negativ fur das zyto-
plasmatische ARID1A, jedoch auch 12 (63,2 %) der ERB-positiven Falle. Des Weiteren ging
eine positive HNF-1B-Expression im Zytoplasma mit einer positiven immunhistochemischen
Reaktion fur das ARID1A im Kern einher (p=0,042).
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4.6.3 CCC

Folgende Tabelle zeigt die Beziehungen zwischen pRb und den Hormonrezeptoren in CCC,
berechnet mit dem exakten Test nach Fisher. Hierbei konnten keinerlei statistisch signifi-
kante Korrelationen nachgewiesen werden. Von den pRb-positiven Tumoren exprimierte
nur eine Minderheit ERa oder PR (20 respektive 10 %), wahrend diese zu 90 % positiv fur
ERPB waren.

pRb
negativ (% in pRb negativ) positiv (% in pRb positiv)
ERa
negativ 18 (94,7) 8 (80,0)
positiv 1(5,3) 2 (20,0)
N=29, p=0,267
PR
negativ 17 (89,5) 9 (90,0)
positiv 2 (10,5) 1(10,0)
N=29, p=1,000
ERPB nuklear
negativ 1(5,3) 1(10,0)
positiv 18 (94,7) 9 (90,0)
N=29, p=1,000
ERP zytoplasmatisch
negativ 1(5,3) 1(10,0)
positiv 18 (94,7) 9 (90,0)
N=29, p=1,000

Tabelle 28: Korrelationen von pRb mit den Hormonrezeptoren in CCC

Bezuglich der Cyclin D1-Proteinexpression in CCC waren ebenfalls keine statistisch signifi-
kanten Korrelationen mit den Hormonrezeptoren nachzuweisen. Von den meist Cyclin D1-
negativen Tumoren waren 95 % ebenfalls jeweils fur ERa und PR negativ. Und auch von
den Cyclin D1-positiven Fallen exprimierten lediglich rund 27 % ERa und rund 18 % PR. Alle
elf Cyclin D1-exprimierenden Tumoren zeigten hingegen auch eine Expression des ERP
sowohl nuklear als auch zytoplasmatisch. Von den 20 Cyclin D1-negativen Fallen waren 90

respektive 85 % positiv fur den ERB.

Cyclin D1
negativ (% in CycD1 negativ) positiv (% in CycD1 positiv)
ERa
negativ 19 (95,0) 8 (72,7)
positiv 1(5,0) 3 (27,3)
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N=31, p=0,115

PR
negativ 19 (95,0) 9 (81,8)
positiv 1(5,0) 2 (18,2)
N=31, p=0,281

ERPB nuklear
negativ 2 (10,0) 0 (0,0)
positiv 18 (90,0) 11 (100,0)
N=31, p=0,527

ERP zytoplasmatisch
negativ 3 (15,0) 0 (0,0)
positiv 17 (85,0) 11 (100,0)
N=31, p=0,535

Tabelle 29: Korrelationen von Cyclin D1 mit den Hormonrezeptoren in CCC

Wir untersuchten auch fur die CCC eventuelle Zusammenhange zwischen der ZZP-Expres-

sion und dem HR-Status. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle dargestelit.

pRb
negativ (% in pRb negativ) positiv (% in pRb positiv)
HR-Status
ERa und PR negativ 17 (89,5) 8 (80,0)
ERa positiv 0 (0,0) 1(10,0)
PR positiv 1(5,3) 0 (0,0)
ERa und PR positiv 1(5,3) 1(10,0)

N=29, p=0,439 (X>-Test)

Cyclin D1
negativ (% in CycD1 negativ) | positiv (% in CycD1 positiv)
HR-Status
ERa und PR negativ 18 (90,0) 8 (72,7)
ERa positiv 1 (5,0) 1(9,1)
PR positiv 1 (5,0) 0 (0,0)
ERa und PR positiv 0 (0,0) 2 (18,2)

N=31, p=0,202 (X>-Test)

Tabelle 30: Korrelationen des HR-Status mit ZZP in CCC

Von 19 pRb-negativen CCC waren 17 (89,5 %) ebenfalls negativ fur beide Hormonrezepto-
ren, jeweils einer (5,3 %) exprimierte PR alleine oder mit ERa zusammen. Von zehn pRb-

positiven Tumoren exprimierte nur jeweils einer (zehn Prozent) ERa alleine oder gemein-
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sam mit PR, acht Karzinome (80 %) waren vollstandig negativ fur beide Hormonrezeptoren.

Die Ergebnisse waren statistisch nicht signifikant.

Bezlglich Cyclin D1 erhielten wir sehr ahnliche und ebenfalls nicht statistisch signifikante
Ergebnisse: Von 20 Cyclin D1-negativen CCC waren 18 vollstandig negativ fur beide Hor-
monrezeptoren (90 %), jeweils einer exprimierte ERa beziehungsweise PR (5 %). Von elf
Cyclin D1-positiven Tumoren exprimierten zwei (18,2 %) ERa und PR, ein weiterer (9,1 %)

ERa alleine. Die ubrigen acht Falle (72,7 %) hatten einen vollkommen negativen HR-Status.

Auch fur den nuklearen HNF-1B zeigten sich keine statistisch signifikanten Zusammenhan-
ge mit Hormonrezeptoren oder Zellzyklusproteinen (jeweils p>0,050). Von 29 informativen
Fallen waren bei der Kreuztabellierung mit Hormonrezeptoren 23 (79,3 %) positiv fur HNF-
1B. Von diesen exprimierten lediglich drei (13,0 %) ERa, nur einer (4,3 %) PR, den ERp aber
22 (95,7 %) im Kern und 21 (91,3 %) im Zytoplasma. Nur 16,7 % der HNF-1B-negativen
Tumoren exprimierten ERa und 33,3 % den PR. Im Gegensatz hierzu waren 83,3 % der
HNF-1B-negativen Falle positiv fur ERB im Kern und alle zeigten eine zytoplasmatische
ERpB-Expression (sechs Falle). Fur die Kreuztabellierung des HNF-13 mit pRb standen 28
gultige Falle zur Verfigung. Von diesen exprimierten 22 (78,6 %) HNF-13 nuklear. Hiervon
wiederum zeigten zehn Falle (45,5 %) eine positive immunhistochemische Reaktion auf
pRb. Im Gegensatz hierzu waren alle sechs HNF-13-negativen Tumoren ebenfalls negativ
fir pRb. Von 29 informativen Fallen in der Kreuztabellierung von HNF-138 mit Cyclin D1
waren 23 (79,3 %) positiv fir HNF-18 im Kern. Von diesen zeigten zehn Falle (43,5 %)
eine positive Cyclin D1-Proteinexpression. Von sechs HNF-13-negativen Tumoren expri-
mierte einer (16,7 %) Cyclin D1. HNF-1f3 korrelierte in beiden subzellularen Lokalisationen
nicht statistisch signifikant mit ARID1A (jeweils p>0,050). Hierbei zeigte von den 79,3 %
HNF-1B-positiven Fallen (N=29) die Gberwiegende Mehrheit von 19 (82,6 %) eine nukleare
ARID1A-Expression, aber nur sechs Tumoren (26,1 %) eine zytoplasmatische Anfarbung
in der Immunhistochemie gegen ARID1A. Von den HNF-13-negativen Tumoren exprimierte

genau die Halfte ARID1A im Kern und zwei (33,3 %) im Zytoplasma.

Die nukleare ARID1A-Proteinexpression wies in unserem CCC-Kollektiv ebenfalls keinerlei

statistisch signifikante Korrelationen mit den Hormonrezeptoren oder Zellzyklusproteinen

auf (jeweils p>0,050). Die Anzahl der gultigen Falle betrug fir alle Korrelationen 31 mit Aus-

nahme von pRb (N=29). Es exprimierten 23 Tumoren ARID1A (74,2 %). Von diesen waren

wiederum drei (13 %) positiv fur ERa, zwei (8,7 %) positiv fur PR und 22 (95,7 %) expri-
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mierten den ERB im Kern sowie 20 (87 %) im Zytoplasma. Von den acht ARID1A-negativen
Tumoren war lediglich einer jeweils positiv fir ERa und PR (12,5 %). Allerdings exprimierten
fast alle der acht ARID1A-negativen Falle den ERp nuklear (87,5 %) oder zytoplasmatisch
(100 %). Acht der 23 ARID1A-positiven Tumoren (34,8 %) exprimierten Cyclin D1, von den
insgesamt acht negativen Fallen waren drei (37,5 %) positiv fur dieses Zellzyklusprotein. In
der Kreuztabellierung mit pRb zeigten 21 CCC (72,4 %) eine nukleare ARID1A-Anfarbung.
Von diesen waren neun (42,9 %) auch positiv fur pRb, wahrend von den acht pRb-negativen

Tumoren nur einer (12,5 %) eine immunhistochemische pRb-Expression zeigte.

Auch bezuglich der zytoplasmatischen ARID1A-Proteinexpression standen uns fur die Be-
rechnung der Zusammenhange alle 31 CCC zur Verfugung mit Ausnahme der Kreuzta-
bellierung mit pRb (N=29). Wir konnten keinerlei statistisch signifikante Korrelationen des
zytoplasmatischen ARID1A mit Hormonrezeptoren oder Zellzyklusproteinen nachweisen
(jeweils p>0,050). Nur insgesamt neun CCC (29 %) zeigten eine zytoplasmatische Expres-
sion von ARID1A (31 % der gultigen Falle fur pRb). Von diesen wiederum waren nur drei
(33,3 %) positiv fur ERa und zwei (22,2 %) fir PR. Im Gegensatz hierzu waren die ARID1A-
positiven Tumoren zu 88,9 respektive 100 % positiv fur den ERp in seinen beiden subzel-
lularen Lokalisationen. Von den jeweils 22 ARID1A-negativen CCC zeigte nur einer (4,5
%) eine positive Proteinexpression von ERa oder PR, aber 21 (95,5 %) wiesen eine nuk-
leare ERB- und 19 (86,4 %) eine zytoplasmatische ERB-Expression auf. Vier (44,4 %) der
ARID1A-positiven und sechs (30 %) der ARID1A-negativen Tumoren waren positiv fur pRb.
Cyclin D1 exprimierten drei (33,3 %) der ARID1A-positiven und acht (36,4 %) der ARID1A-

positiven Tumoren.
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5 Diskussion

5.1 Zellzyklusprotein- und Hormonrezeptorinteraktion in Ovarialkarzinomen

5.1.1 Die Zellzyklusproteine Cyclin D1 und pRb in Ovarialkarzinomen

Die entscheidende Rolle, welche pRb und Cyclin D1 bei der Regulation des Zellyzklus ein-
nehmen, legt den Verdacht nahe, dass sie potentielle Onkogene darstellen [93, 94]. Eine
Vielzahl an Studien wies eine Uberexpression dieser beiden Proteine in verschiedenen Ma-
lignomen, darunter auch Ovarialkarzinomen, nach [96, 98]. Nam und Kim stellten 2008 in
einem Review-Artikel fest, dass die Expression der Zellzyklusproteine getrennt nach den
histologischen Typen vorgenommen und einheitliche Kriterien zur Bewertung der immun-
histochemischen Ergebnisse herangezogen werden sollten. Denn Unterschiede im Studien-
design und vor allem, ob nach histologischen Gruppen getrennt analysiert werde oder nicht,
wuirden den direkten Vergleich mehrerer Studien erschweren und die teils widersprichli-
chen Ergebnisse mitbedingen [94]. So zeigten bei Bali und Mitarbeitern von 134 serdsen
Ovarialkarzinomen 19 % eine Uberexpression von Cyclin D1 (bei einem Cutoff von zehn
Prozent) und 79 % eine Uberexpression des pRb (bei einem Cutoff von 20 %). Cyclin D1-
Uberexpression wurde als pradiktiver Faktor fiir ein verkiirztes Gesamtiiberleben auch in ei-
nem multivariaten Modell beschrieben, wahrend keine Assoziation von pRb-Expression mit
klinisch-pathologischen Parametern oder der Prognose gefunden wurde [114]. Im Gegen-
satz hierzu beurteilten Kommoss und Mitarbeiter (2007) die immunhistochemische Farbung
der 300 Ovarialkarzinome in fortgeschrittenen FIGO-Stadien llb bis IV sowohl hinsichtlich
des prozentualen Anteils positiv gefarbter Tumorzellen als auch der Farbeintensitat. Der
histologische Subtyp wurde festgestellt, fand jedoch keine Bertcksichtigung bei der statis-
tischen Analyse. Hier wiesen Uber 97 % der Falle eine eindeutige Expression von pRb auf,
wobei kein Cutoff fir eine Uberexpression angegeben wurde. Das jeweilige Expressionsle-
vel war unabhangig von etablierten prognostischen Faktoren wie FIGO-Stadium, postope-
rativem Tumorrest und Alter, aber eine hohe Intenstitat sowie hoher prozentualer Anteil der
pRb-Farbung korrelierte mit einer zunehmenden Verschlechterung der Prognose. Die Inten-
sitat war in dieser Studie ein unabhangiger prognostischer Faktor [115]. Eine andere Studie
fuhrte eine Western Blot-Analyse zur Bestimmung der Cyclin D1-Proteinexpression bei 70
Ovarialkarzinomen (39 serdse, 15 EC und 16 restliche) durch und quantifizierte diese den-
sitometrisch in drei Gruppen: negativ (<0,02), positiv (0,021-0,80) und stark positiv (=0,81).
Insgesamt zeigten Uber 94 % eine Expression von Cyclin D1, bei 30 % war diese sehr stark.
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Eine signifikante Assoziation bestand lediglich zum FIGO-Stadium, nicht jedoch zu Alter,
Histologie, postoperativem Resttumor und Silverberg-Grading. Cyclin D1-Uberexpression
wurde als wichtiger Pradiktor fiir ein kiirzeres Uberleben identifiziert [100]. In einer weiteren
immunhistochemischen Analyse von 81 Ovarialkarzinomen (darunter 37 serose, 14 EC und
11 CCC) wiesen bei einem Cutoff von Uber zehn Prozent insgesamt 89 % der Tumoren eine
Uberexpression von Cyclin D1 auf, wobei es in den serdsen Karzinomen haufiger zytoplas-
matisch und in normalem Ovargewebe sowie benignen Zysten gar nicht gefunden wurde.
In dieser Studie fand sich keinerlei Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern oder

der Prognose [98].

Ob eine Uberexpression der Zellzyklusproteine lediglich einen friihen Schritt in der Karzi-
nogenese oder auch einen unabhangigen prognostischen Faktor darstellt, ist noch nicht

zufriedenstellend geklart.

Im Widerspruch zu den vorhergehenden theoretischen Uberlegungen und meisten Studi-
en zeigten unsere Kollektive dreier histologischer Typen nur zu einem geringen Anteil (bis
maximal 35,5 % bei den CCC) eine Uberexpression eines oder beider Zellzyklusproteine.
Von den HGSC exprimierten fast 84 % keines der beiden Zellzyklusproteine oberhalb des
Cutoffs und von den Endometriose-assoziierten Tumoren waren immerhin noch 51 bis 52
% vollstandig negativ fur beide. Eine mdgliche Erklarung hierfir liegt in methodischen Un-
terschieden wie zum Beispiel, dass wir den prozentualen Anteil der gefarbten Tumorzellen
gemeinsam mit der Intensitat dieser Farbung im IRS zusammenfassten und einen verhalt-
nismanig hoch angesetzten Cutoff verwendeten. Weiterhin kdnnte die geringe Zahl der (gul-
tigen) Falle in den beiden Endometriose-assoziierten Kollektiven die Ergebnisse beeinflusst
haben. Bezuglich des HGSC-Kollektivs lagen jedoch deutlich mehr Falle vor. Wir konnten
anhand unseres Kollektivs weiterhin nicht bestatigen, dass eine Uberexpression von pRb
mit einer schlechteren Prognose assoziiert sei. Der Expressionsstatus von Cyclin D1 zeigte
ebenfalls keinerlei Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Parametern und Uberleben.
Unsere Ergebnisse kdnnten also darauf hinweisen, dass eine Uberexpression der Zellzyk-
lusproteine zwar ein méglicher, jedoch nicht notwendiger oder haufiger Schritt in der Entste-

hung von Ovarialkarzinomen ist und nicht deren Aggressivitat beeinflusst.

Die Zellzyklusproteine rickten in den Mittelpunkt des Interesses, sobald selektive CDK-
Inhibitoren als mdgliche neue Therapeutika fur eine Untergruppe CDK-abhangiger Mam-

makarzinome postuliert wurden. Tatsachlich scheint nach Studien vergangener Jahre eine
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deutliche Assoziation zwischen hohen pRb- und Cyclin D1-Expressionsleveln und der Sen-
sitivitat gegenulber selektiven CDK4/6-Inhibitoren zu bestehen. So testeten Finn und Mitar-
beiter 2009 verschiedene potentielle Pradiktoren fur die Sensitivitat von 47 menschlichen
Brustkrebszelllinien gegentuber PD0332991, einem oral aktiven, hoch selektiven Hemmer
der Cyclin D-Kinasen 4 und 6, und kamen nicht nur zu dem Ergebnis, dass PD0332991
seine groflte Wirkung in den pRb- und Cyclin D1-Uberexprimierenden Zelllinien entfaltete,
sondern entdeckten auch, dass die sensitivsten Zelllinien luminal ERa-positiv waren. Dies
ist unter Berucksichtigung der physiologischen Wechselwirkungen zwischen Hormonen und
Zellzyklus nicht verwunderlich. Bedingt durch das Ziel des Angriffs im Zyklus handelte es
sich um eine zytostatische und nicht zytotoxische Wirkung. Es fand sich kein Abfall der
Gesamtkonzentration an Rb, aber die Menge des phosphorylierten Rb nahm in den emp-
findlichen Zelllinien deutlich ab [116]. Ahnliche Ergebnisse erhoben Konecny und Mitar-
beiter 2011 an 40 etablierten menschlichen Zelllinien von Ovarialkarzinomen, von denen
ebenfalls jene mit der hochsten Rb-Expression auch die hdchste Sensitivitdt gegenlber
PD0332991 zeigten und umgekehrt die Halfte der resistenten Zelllinien eine Deletion im RB-
Gen aufwiesen, jedoch nur zehn Prozent der sensitiven. Der Expressionsstatus von Cyclin
D1 korrelierte jedoch nicht mit der Wirksamkeit des CDK4/6-Inhibitors. In ihrem Kollektiv von
263 primaren Ovarialkarzinomen (darunter 168 serdse, 50 EC, 13 CCC) war eine fehlende
immunhistochemische Reaktion auf den Antikdrper gegen Rb (festgestellt in 6 % aller Fal-
le) assoziiert mit einem kiirzeren progressionsfreien Uberleben, schlechter Differenzierung,
fortgeschrittenem FIGO-Stadium und postoperativen Tumorrest. Allerdings hatten die Falle
mit hoher Rb-Expression, die negativ flr p16 waren, eine schlechtere Prognose, sodass die
Autoren zu dem Schluss kamen, dass Patienten mit unglinstiger Prognose am meisten von
den CDK4/6-Inhibitoren profitieren konnten. Eine mogliche Abhangigkeit von Hormonrezep-

toren wurde nicht untersucht [110].

Die Ergebnisse in unseren Kollektiven sprechen nicht fur eine Interaktion zwischen Zellzyk-
lusproteinen und den etablierten Hormonrezeptoren in Ovarialkarzinomen, da wir in keinem
der histologischen Typen eine statistisch signifikante Korrelation zwischen Zellzykluspro-
teinen sowie den Hormonrezeptoren ERa und PR fanden. Laut friheren Studien wird in
Endometrioseherden und damit assoziierten Tumoren die Ostrogenwirkung (iber den ERB
vermittelt und im Zuge dessen die Expression von ERa und PR herunterreguliert. Demzu-

folge lauten Hypothesen bezlglich der heterogenen Tumorbiologie von Mamma- und Ova-
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rialkarzinomen, dass in den Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinomen entweder kein
funktioneller Hormonsignalweg vorliegt oder aber einer, in dessen Mittelpunkt ERp steht,
der sich anders verhalt als ERa. Wir konnten jedoch in den EC und CCC ebenfalls keinen

statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen ER und den Zellzyklusproteinen finden.

Das heil3t jedoch nicht zwangslaufig, dass bei fehlender Assoziation von Zellzyklusprotei-
nen und Hormonrezeptoren eine Wirksamkeit der CDK4/6-Inhibitoren in Ovarialkarzinomen
ausgeschlossen ware. Vielleicht gibt es andere, eher geeignete Rezeptoren, um die Emp-

findlichkeit eines Tumors gegenuber CDK4/6-Inhibitoren vorherzusagen.

5.1.2 Hormonrezeptoren als diagnostische, prognostische und therapeutische Marker

Der Expressionsstatus der Hormonrezeptoren ERa und PR auf Proteinebene nimmt schon
seit Jahren eine zentrale Stellung innerhalb der Diagnostik und Therapie von Mammakar-
zinomen ein [86]. Da diese Hormonrezeptoren nicht nur im Brustdrisengewebe, sondern
auch in anderen weiblichen Geschlechtsorganen wie dem Ovar exprimiert werden, liegt die
Vermutung nahe, dass sie sowie der ER[ in diesen Organen ebenfalls eine Rolle bei der
Karzinogenese spielen und somit zum einen Hilfsmittel fir die Einschatzung der Progno-
se, zum anderen Angriffspunkt neuer Therapiemaoglichkeiten werden kdnnten. Aus diesem
Grund haben sich in der Vergangenheit viele Studien mit den Hormonrezeptoren ERa, ER
und PR beschaftigt. Bestimmte Umstande schranken deren Aussagekraft jedoch deutlich
ein: So ist es zum Beispiel erst seit verhaltnismafig kurzer Zeit Gblich, Ovarialkarzinome ge-
trennt nach den histologischen Typen zu untersuchen. Zudem handelt es sich beim Ovarial-
karzinom um ein generell eher seltenes Krankheitsbild, sodass ein geringer Stichprobenum-
fang oft die statistische Aussagekraft einschrankt. Matias-Guiu und Davidson postulierten
2014, dass fur eine aussagekraftige Studie entweder mindestens 200 Falle ingesamt (auf
alle histologischen Typen verteilt) oder mindestens 100 Falle bei den HGSC beziehungs-
weise jeweils 50 Falle bei den EC und CCC vorliegen mussten [117]. Ein weiteres Problem
stellt die grofle Anzahl unterschiedlicher Studiendesigns dar und dass in diesem Rahmen
selten alle drei Hormonrezeptoren uber die drei histologischen Typen HGSC, EC und CCC
untersucht wurden. Die genannten Faktoren wurden bei unserer Studie weitgehend bertck-

sichtigt, damit sie die Aussagekraft der Ergebnisse mdglichst wenig limitierten.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die diagnostische und prognostische Bedeutung der Hor-
monrezeptoren ERa, PR und ER[ vergleichend fur drei histologische Entitaten des Ovarial-

karzinoms untersucht werden. Eine Studie des Ovarian Tumor Tissue Analysis-Konsortiums
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untersuchte 2933 Frauen mit Ovarialkarzinomen (darunter 1742 HGSC, 484 EC, 390 CCC)
hinsichtlich ihrer Expression von ERa und PR. Den ERa exprimierten 81 % der HGSC, 76 %
der EC und nur 20 % der CCC. Fir den PR waren insgesamt 31 % der HGSC positiv, 67 %
der EC und 8 % der CCC. Aus den Uberlebensanalysen dieser Studie ging deutlich hervor,
dass eine starke PR-Expression in HGSC mit verlangertem Uberleben einherging sowie die
Expression eines der beiden oder beider Hormonrezeptoren in EC mit einem verbesserten

krankheitsspezifischem Uberleben assoziiert war [19].

Es gelang uns zu bestatigen, dass die histologischen Subtypen HGSC, EC und CCC sich
signifikant in der Expression der Hormonrezeptoren unterscheiden: Wahrend die HGSC zu
rund 68 % eine Expression von ERa zeigten, jedoch nur in knapp 15 % fur den PR anfarb-
ten, waren im EC-Kollektiv jeweils rund 57 respektive 79 % positiv fur ERa und PR und fast
83 % exprimierten den ER im Zellkern sowie 60 % im Zytoplasma. Von den CCC hingegen
exprimierten knapp 13 % den ERa und beinahe zehn Prozent den PR, jedoch rund 94 re-
spektive 90 % ERB. Bei ERa und PR wurden ausschlieB3lich nukleare Anfarbungen beob-
achtet. Wahrend sich unsere Zahlen geringfugig von denen der oben aufgefuhrten Ovarian
Tumor Tissue Analysis-Studie unterscheiden, vermutlich bedingt durch Unterschiede in Me-
thode und Einteilung, stimmen die Verteilungsmuster der Hormonrezeptoren uberein. Zwar
ist deren Spezifitat zu gering, um als alleiniges Kriterium der Differentialdiagnose geeignet
zu sein, aber sie konnen als Hilfe herangezogen werden. Weiterhin unterstitzen unsere
Funde die Hypothese, dass es sich bei den histologischen Entitaten auch molekularbio-
logisch um eigenstandige Krankheitsbilder handelt, die unterschiedlichen therapeutischen

Ansatzen zugefuhrt werden mussen.

Auf Grund geringerer Fallzahlen war es uns nicht mdglich, die prognostische Relevanz der
unterschiedlichen Klassen von Hormonrezeptoren (auch im Zusammenhang mit dem ZZP-
Status) in den Endometriose-assoziierten Karzinomen zu bestimmen. Die prognostische
Bedeutung im HGSC hatten wir bereits in friheren Projekten untersucht [92, 113]. Die pro-
gnostische und vermutlich auch therapeutische Relevanz der HR-Expression wird erst bei
sehr grof3en Fallzahlen [19] oder auf mMRNA-Ebene sichtbar. Obwohl laut unseren friheren
Studien die Expressionslevel von ERa-Protein und ESR1 mRNA miteinander korrelierten,
war nur letztere ein prognostischer Faktor: Patientinnen, deren Tumoren viel ESR1 mRNA
exprimierten, hatten ein Uber finffach erniedrigtes Risiko zu sterben. Nicht-serdse Karzi-

nome wiesen haufiger ein hohes ESR1 mRNA-Level auf als serdse und undifferenzierte.
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Ein hohes ESR1-Expressionsniveau war wie bereits zuvor berichtet [92] auch bei uns mit
langerem Uberleben und langerem progressionsfreien Uberleben in HGSC assoziiert. Die
Schwierigkeiten bei der Beurteilung des prognostischen Wertes von Hormonrezeptoren
erklaren moglicherweise die eher enttduschenden Ergebnisse bisheriger Studien mit anti-
hormonellen Therapien in Ovarialkarzinomen (siehe Kapitel 1.3). Weiterhin lassen unsere
eigenen und die Funde anderer Gruppen vermuten, dass die Tumorbiologie der Ovarialkar-
zinome sich deutlich von der der Mammakarzinome und jeweils untereinander unterschei-
det. In einer anderen Studie war namlich eine hohe Expression des PR, aber nicht des ERaq,
ein unabhangiger gunstiger prognostischer Faktor in HGSC, wahrend in EC sowohl ERa-,
als auch PR-Expression mit einem langeren Uberleben assoziiert waren [19] und eine gele-

gentlich in CCC vorhandene HR-Expression ist offenbar nicht funktionell.

5.2 ARID1A in Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinomen

Da Loss-of-function-Mutationen im ARID1A-Gen die haufigste gemeinsame molekulare
Aberration Endometriose-assoziierter Neoplasien darstellen, untersuchten wir ihre Rolle
im Hinblick auf die Expression von HR und Zellzyklusproteinen. Wiegand und Mitarbeiter
(2010) sahen einen Verlust der Proteinexpression bei rund 50 % der EC und 42 % der CCC.
Hierbei wurde allerdings nur die Gesamtexpression, unabhangig von der subzellularen Lo-
kalisation, betrachtet [58]. Eine andere Studie belegte jedoch, dass die Wirksamkeit des
ARID1A davon abhangt, ob es vom Kern, wo es schnell degradiert wurde, in das Zytoplas-
ma transportiert werden kann, und stellte die Hypothese auf, dass nur das zytoplasmatische
ARID1A wirksam sei [63].

In unserer Studie fanden wir einen Verlust der zytoplasmatischen ARID1A-Expression bei
knapp 78 % der EC und 71 % der CCC. Da wir ebenfalls keine statistisch signifikante Kor-
relation mit klinisch-pathologischen Merkmalen oder anderen Biomarkern finden konnten,
gehen wir davon aus, dass der Verlust der ARID1A-Proteinexpression ein friiher Schritt in
der Entstehung der Ovarialkarzinome ist. Demnach ware ARID1A kein geeigneter Marker
fur die Aggressivitat und Prognose des Tumors. Allerdings ist hierbei unser verhaltnismanig
hoch angesetzter Cutoff bei einem IRS von vier zu beachten. Mdglicherweise ist nur ein
vollstandiger Verlust der Proteinexpression relevant; in diesem Fall musste jegliche immun-

histochemische Farbung als positiv gewertet werden.
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Inwiefern die Mutationen, welche in einem Verlust der Genfunktion resultieren und bisher
nur in den Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinomen gefunden wurden [58], durch die
Endometriose begunstigt werden oder vielleicht auch Teilursache der letzteren sind, mus-

sen weitere Studien zeigen.

5.3 HNF-1B in Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinomen

HNF-1p ist ein relativ neuer diagnostischer Marker fur das CCC, der Uber eine hohe Spe-
zifitat verfugen soll, und war daher ebenfalls in Bezug auf seine potentielle Korrelation mit
Cyclin D1 und pRb von Interesse fir uns. Uber 79 % aller Tumoren unseres CCC-Kollektivs
zeigten eine nukleare Expression des HNF-1B auf Proteinebene. Andere Studien bestimm-
ten fir den HNF-1B als diagnostischen Marker der CCC eine Spezifitat von 95,2 %. Somit
stellt HNF-1B einen zuverlassigen Marker zur Unterscheidung von CCC und HGSC dar,
die gelegentlich ebenfalls Zellen mit klarzelligem Aspekt aufweisen [67]. HNF-13 ist ein
Transkriptionsfaktor, der an der Regulation vieler verschiedener Gene beteiligt ist, unter an-
derem solchen des Glucosestoffwechsels und der Gerinnung [66]. Deshalb verwundert es
nicht, dass alle HNF-13-positiven CCC unserer Studienkohorte eine ausschlie3lich nukleare

immunhistochemische Anfarbung aufwiesen.

Zu unserer Uberraschung zeigten jedoch auch bei den EC fast 15 % eine deutliche nuk-
ledre und sogar 50 % eine zytoplasmatische Uberexpression des HNF-1B. Wahrend eine
gelegentliche, wenn auch schwache zytoplasmatische Farbung in EC vorbeschrieben ist,
schlossen die meisten anderen Studien eine Expression des HNF-1B im Kern von EC weit-
gehend aus, obwohl fir beide Histotypen ein Ursprung in atypischer Endometriose disku-
tiert wird [118]. Lim und Mitarbeiter untersuchten im Jahr 2015 sowohl endometrioide als
auch klarzellige Karzinome und Tumoren mit gemischter Histologie des Uterus sowie des
Ovars immunhistochemisch. Sie fanden eine nukleare HNF-1B-Proteinexpression in 89 %
der CCC (meist diffus und stark), in 47 % der EC (meist fokal und schwach) und in 41 %
der Tumoren mit endometrioiden wie auch klarzelligen Arealen (ebenfalls eher fokal und
schwach). Daraus schlossen sie, dass HNF-1B in der Differentialdiagnostik von EC und

CCC dem ebenfalls untersuchten Napsin A unterlegen sei [119].

HNF-1B ermdglicht den Karzinomzellen den scheinbar paradoxen Warburg-Effekt. Dieser
besteht darin, dass Tumorzellen zur Energiegewinnung die Glykolyse statt der oxidativen

Phosphorylierung benutzen, obwohl durch letztere mehr Energie in Form von ATP bereit-
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gestellt werden konnte. Der Vorteil der Glykolyse liegt jedoch zum einen darin, dass bei
ausreichend hoher Glucosezufuhr schneller Energie gewonnen werden kann als durch die
oxidative Phosphorylierung, und zum anderen darin, dass sie weitere wichtige Bausteine fur
die Biosynthese wie Nukleotide, Aminosauren und Lipide liefern kann. Somit sind Tumor-
zellen starker von der Glucose- als von der Sauerstoffzufuhr abhangig. Zudem wird mit Mei-
dung der oxidativen Phosphorylierung auch die physiologische Apoptose unterdruckt [120,
121]. Die CCC scheinen vom Warburg-Effekt kaum flr die Proliferation, jedoch stark fur ihr
Uberleben zu profitieren, denn sie sind hochgradig unempfindlich gegentiber Hypoxie und
reaktiven Sauerstoffspezies. AuRerdem reguliert HNF-1p3 weitere Proteine, die an der Re-
duktion dieser Sauerstoffradikale beteiligt sind, sodass eine seiner Funktionen héchstwahr-
scheinlich darin besteht, der Zelle ein Uberleben in einer Umgebung mit hohem oxidativen
Stress zu ermoglichen [122]. Vielleicht liegt hierin die Erklarung fir die Entstehung von CCC
und womoglich auch EC in atypischen Endometrioseherden. Doch dann stellt sich die Fra-
ge, warum die CCC in fast allen Fallen, aber ausschliel3lich im Kern HNF-1 exprimierten,
wahrend es im EC-Kollektiv selten im Kern, jedoch haufiger im Zytoplasma zu finden war.
Maoglicherweise handelt es sich beim HNF-13 ebenfalls um ein Protein, das, wie ARID1A,
seine Wirkung nur entfalten kann, wenn es in einer bestimmten Lokalisation vorliegt, hier
im Kern. In diesem Falle bleibt aber zu klaren, welche Bedeutung der zytoplasmatischen
Expression in EC zukommt. Die zytoplasmatische Expression des HNF-1[3 fand bisher nicht
viel Beachtung und in vielen Studien wurde ausschlie3lich die nukledre Expression be-
trachtet, sodass uns kaum Informationen hierzu vorliegen. Die zytoplasmatische Expression
von HNF-1(3 in EC ist darlber hinaus interessant, da sie in unserem Kollektiv statistisch
signifikant mit der Expression von ERp in beiden subzellularen Lokalisationen sowie mit
dem nukledren ARID1A Korrelierte. Dies ist unseres Wissens bisher nicht an anderer Stelle

beschrieben worden und wirft die Frage nach Ursache und Bedeutung auf.

In Anbetracht seiner vielfaltigen Einflussnahme auf Signalwege in der Tumorzelle sind wei-
tere Untersuchungen des HNF-1B3 auch in EC und im Hinblick auf Zeit und Ort seiner Ex-

pression empfehlenswert.

5.4 Limitationen der Arbeit

Es handelt sich bei der vorliegenden Arbeit um eine retrospektive Studie, sodass der er-

reichte Stichprobenumfang limitiert war und sich die gemal der Recherche im Patholo-
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giebefundsystem (DC Pathos) primar erwartete Fallzahl von je N=70 flr die EC und CCC,
die auch komplexere statistische Untersuchungen (unter anderem Uberlebensanalysen) er-
madglicht hatte, nicht umsetzen liel3. So bestanden die endgultigen Kollektive nach Kontrolle
der histologischen Typen und klinischen Daten zwar aus 168 HGSC, jedoch nur aus 35 EC
und 31 CCC, und methodisch bedingte Verluste verringerten den Stichprobenumfang zum
Teil noch weiter. Zudem waren nicht zu allen Patientinnen aktuelle Uberlebens- und Pro-
gressionsdaten verflugbar. Die geringen Fallzahlen schranken die Validitat der statistischen

Analysen ein.

Da die immunhistochemische Analyse ausschlieBlich an TMAs durchgefuhrt wurde, ist der
potentielle Einfluss einer Tumorheterogenitat auf die gefundenen Expressionsraten nicht
auszuschliefen. Insbesondere Hormonrezeptoren kdnnen eine spatiale Heterogenitat auf-

weisen.

5.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Es gelang uns, eine deutliche Heterogenitat der drei untersuchten histologischen Ovarial-
karzinomtypen beziglich ihrer Proteinexpressionsprofile nachzuweisen. Daraus folgt, dass
eine nach histologischen Gruppen getrennte Untersuchung in jeder Studie, die sich mit
Ovarialkarzinomen befasst, unumganglich ist. Zudem kann das Expressionsprofil der drei
Hormonrezeptoren hilfreich bei der Diagnose sein. Des Weiteren stellten wir unterschied-
liche Assoziationen von ERB, HNF-18 und ARID1A mit anderen Biomarkern abhangig von
ihrer subzellularen Lokalisation fest, deren Bedeutung in funktionellen Studien erschlossen
werden muss. Die Wechselwirkungen der Signalwege in den Krebszellen sind offensichtlich
nicht nur komplex, sondern variieren anscheinend auch zwischen den histologischen Typen,
und dies erschwert die Entwicklung neuer Therapiemoglichkeiten. Eine Uberexpression der
Zellyklusproteine, welche die Wirksamkeit der CDK4/6-Inhibitoren in Mammakarzinomen
vermitteln, trat hier nur selten auf und korrelierte nicht mit den Hormonrezeptoren, sodass
eine erfolgreiche Anwendung der neuen Therapeutika bei Ovarialkarzinomen fraglich ist.
Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass eine Wirksamkeit der CDK4/6-Inhibitoren auch
hormonunabhangig mdglich ist. Cyclin D1 und pRb waren in HGSC keine prognostischen

Faktoren.
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5.6 Eigenanteil der Arbeit

Der Eigenanteil der Autorin an dieser Arbeit bestand im Erstellen des EC- und CCC-Kaollekti-
ves, einschliellich histologischer Qualitatskontrolle und Typisierung geman aktueller WHO-
Klassifikation gemeinsam mit einer Facharztin, Blockauswahl und logistischer Betreuung
der TMA-Herstellung. Weiterhin erstellte die Autorin eine Datenbank mit klinisch-pathologi-
schen Variablen und Uberlebensdaten nach Recherche im Pathologiebefundsystem und in
Arztbriefen. Literaturrecherche, die manuelle immunhistochemische Farbung der TMAs, die
statistische Analyse mittels SPSS, die Interpretation und Darstellung dieser Ergebnisse so-
wie das Verfassen des vorliegenden Textes wurden ebenfalls selbstandig durch die Autorin

vorgenommen.
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