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Zusammenfassung

Zur Abschatzung der Prognose von Tumorerkrankungen und zur Therapieplanung
konnen neben konventionellen klinischen Parametern auch molekulare
Prognosemarker im Tumorgewebe bestimmt werden. In der vorliegenden Studie
haben wir vier verschiedene potentielle molekulare Prognosefaktoren im
Ovarialkarzinom und teilweise auch im Mammakarzinom untersucht: die
Cyclooxygenase-2 (COX-2), das humane ELAV-ahnliche Protein HuR, das
Oberflachenantigen CD24 und die Mitogen-aktivierte Protein Kinase Phosphatase-
1 (MKP-1). Dabei lag der Schwerpunkt auf der Untersuchung der
Cyclooxygenase-2 (COX-2), die sowohl in der Entzindungsreaktion als auch bei
der Entstehung und Progression maligner Tumoren eine wichtige Rolle spielt. Wir
konnten zeigen, dass eine erhdhte Expression der COX-2 beim Ovarialkarzinom
und beim Mammakarzinom signifikant mit einer schlechteren Prognose assoziiert
ist. In Zellkulturmodellen haben wir verschiedene Strategien zur Inhibition der
COX-2 angewendet, namlich die pharmakologische Inhibition durch NS-398 sowie
die spezifische Inhibition durch RNA Interferenz. Dabei ergab sich, dass COX-2
Inhibitoren neben der Wirkung auf die COX-2 auch Uber anderen Zielproteine die
Proliferation von Ovarialkarzinomzellen hemmen und zu einem Zellzyklusarrest
fuhren. Bei weiteren Untersuchungen zur Regulation der COX-2 konnten wir
zeigen, dass das RNA-stabilisierende Protein HUR mit der COX-2 Expression
korreliert und ebenfalls ein Prognosefaktor fur das Ovarialkarziom ist. Unsere
Ergebnisse bilden eine Grundlage fur klinische Studien zur Untersuchung des

mdglichen Effektes von COX-Inhibitoren in der Therapie maligner Tumoren.
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Abstract

Molecular prognostic markers can be determined in tumor tissue and can be used
— in addition to conventional clinicopathological parameters — to estimate patient
prognosis and to plan the therapy of malignant tumors. In this study we have
investigated the expression of four different molecular prognostic factors in ovarian
carcinoma and partially in breast carcinoma: cyclooxygenase-2 (COX-2), the
human ELAV-like protein HuR, the surface antigen CD24, as well as the mitogen-
activated protein kinase phosphatase-1 (MKP-1). For further evaluation, we have
focused on COX-2, which plays an important role in tumor biology and
inflammation. Increased expression of COX-2 in tumor tissue was associated with
poor prognosis in ovarian carcinoma and breast carcinoma. In cell culture models,
we have used two different strategies for inhibition of COX-2: pharmacological
inhibition and RNA interference. We found that COX-2 inhibitors act on other
cellular targets in addition to COX-2 and inhibit proliferation of ovarian carcinoma
cells by induction of cell cycle arrest. In further studies we could show that the
RNA-stabilizing protein HuR is associated with increased COX-2 expression and is
an prognostic factor in ovarian carcinoma, as well. These results provide a basis

for further evaluation of COX-inhibitors in tumor therapy.
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Abklirzungsverzeichnis

COX-1 Cyclooxygenase-1

COX-2 Cyclooxygenase-2

PGE2 Prostaglandin E2

MKP1 mitogen-aktivierte Proteinkinase Phosphatase 1

NSAIDs nicht-steroidale anti-inflammatorische Medikamente

ELAV Embryonic lethal abnormal vision (Drosophila Protein)
ARE AU-reiches Element

PGE2 Prostaglandin E2

siRNA short interfering RNA

RNAi RNA Interferenz

IL-1B Interleukin-1p3

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-o.



1 Einleitung

1.1 Epidemiologische Daten zum Ovarialkarzinom und Mammakarzinom

Das Ovarialkarzinom ist die funfthaufigste maligne Erkrankung der Frau und
macht 4.1% aller malignen Erkrankungen von Frauen aus. Eine von 70 Frauen
erkrankt im Laufe ihres Lebens an einem Ovarialkarzinom [1]. In den USA wird fur
das Jahr 2003 eine Zahl von 14300 Todesfallen in Folge von Ovarialkarzinomen
erwartet [2], damit ist das Ovarialkarzinom die funfthaufigste Todesursache infolge
einer Krebserkrankung bei Frauen [3]. Nach den Daten des deutschen
Gemeinsamen Krebsregisters (GKR) fur das Jahr 1999 wird fur die ostdeutschen
Bundeslander und Berlin eine Inzidenz von 19,9 Neuerkrankungen pro 100000
Einwohner angegeben, es ergibt sich ein Lebenszeitrisiko von 1,49% [4]. Die
Prognose des Ovarialkarzinoms hangt vom Stadium der Erkrankung zum
Zeitpunkt der Diagnose ab. Aufgrund des Fehlens eines effektiven Verfahrens zur
Fruherkennung von  Ovarialkarzinomen werden nach Angaben des
nordamerikanischen zentralen Krebsregisters nur 26 % der Falle in einem Stadium
diagnostiziert, in dem der Tumor noch auf das Ovar beschrankt ist [5]. In 53% der
Falle liegt zum Zeitpunkt der Diagnose bereits eine Tumorausbreitung ausserhalb
des Beckens oder eine Fernmetastasierung vor [5]. Das Risiko, an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken, wird verringert durch die Einnahme oraler
Kontrazeptiva, die Zahl der Schwangerschaften sowie eine verlangerte Stillzeit.
Aus diesen epidemiologischen Beobachtungen leitet sich die Hypothese ab, dass

eine Verringerung der Zahl an Ovulationen vor Ovarialkarzinomen schitzen kann.

Wahrend das Ovarialkarzinom ein relativ seltener Tumor ist, ist die Inzidenzrate
des Mammakarzinoms weit hoher. Das Mammakarzinom ist in industrialisierten
Landern die haufigste bosartige Tumorerkrankung und die zweithaufigste
Krebstodesursache bei Frauen [2]. In den USA erkrankt etwa eine von 7 weissen
Frauen im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs [6]. Die Neuerkrankungsrate an
Brustkrebs in Deutschland betragt 121 Falle je 100000 Einwohner [7]. Nach
Schatzungen des Robert-Koch-Institutes erkrankten in Deutschland im Jahre 1998
46300 Frauen an Brustkrebs, dies entspricht einem Anteil von 26% an allen
bdsartigen Neubildungen bei Frauen. Gemal den Daten des deutschen
Gemeinsamen Krebsregisters (GKR) fur die Jahre 1997-1999 wurden 38,4% der
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Mammakarzinome im Tumorstadium |, d.h. mit einem Tumordurchmesser von

kleiner 2cm und fehlenden Lymphknotenmetastasen diagnostiziert [8]. Die 5-
Jahres Uberlebensrate beim Mammakarzinom ist stadienabhéngig und betragt im
Stadium | 88%, im Stadium IV dagegen nur noch 14% [8]. Das Risiko, an einem
Mammakarzinom zu erkranken, ist erhoht bei frGher Menarche, spater
Menopause, hoherem Alter bei Erstgeburt, niedriger Geburtenzahl sowie bei
Adipositas [9].

1.2 Molekulare Prognosefaktoren

Zur Abschatzung der Prognose von Tumorerkrankungen werden Klinisch-
pathologische  Parameter, wie beispielsweise die = TumorgroRe, der
Differenzierungsgrad und das Ausmass der Metastasierung herangezogen. Diese
Parameter werden verwendet, um die flr jeden einzelnen Tumor adaquate
Therapie zu planen. Neben den klassischen klinisch-pathologischen Parametern
konnen auch molekulare Prognosemarker bestimmt werden, indem die Expression
von Proteinen oder von mRNAs im Tumorgewebe untersucht wird. Es ist zu
erwarten, dass in Zukunft eine molekulare Tumortherapie, d.h. eine Therapie mit
Medikamenten, die gezielt genau definierte Proteine im Tumorgewebe angreifen,
eine zunehmende Bedeutung gewinnen wird. Zur genauen Planung dieser
Therapie ist es wichtig, die Expression der Zielproteine im Tumorgewebe zu
bestimmen, um die Indikation fur die Therapie stellen zu kénnen. In der klinischen
Praxis wird dieses Verfahren fur die Therapie des Mammakarzinoms mit Herceptin
bereits angewendet. Hier wird vor Therapiebeginn die Expression des Zielproteins
cErbB2 bestimmt, nur wenn eine Uberexpression von cErbB2 im Tumorgewebe
festgestellt wird, ist eine Herceptin Therapie sinnvoll. Die Bestimmung von
molekularen Markern im Tumorgewebe ist auch unter gesundheitsokonomischen
Gesichtspunkten sinnvoll, da dadurch nur geeignete und ausgewahlte Patienten

eine teure Tumortherapie erhalten.

In unseren Studien haben wir vier verschiedene potentielle molekulare
Prognosefaktoren im Ovarialkarzinom bzw. teilweise auch im Mammakarzinom
untersucht: die Cyclooxygenase-2 (COX-2), das humane ELAV-ahnliche Protein
HuR, das Oberflachenantigen CD24 und die mitogen-aktivierte Proteinkinase
Phosphatase-1 (MKP-1).
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Die MKP-1 (auch CL100 oder DUSP-1) wird durch mitogene und inflammatorische

Signale induziert. Sie ist beteiligt an der Inaktivierung der mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAP-Kinase) Signalwege, insbesondere der stress-aktivierten
p38MAP Kinase und der Jun-N-terminalen Kinase (JNK). Damit ist sie ein
wichtiges Element zur Kontrolle der Stress- und Entziindungsreaktion von

Tumorzellen (Review: [10]).

CD24 ist ein kleines  muzin-ahnliches  Oberflachenmolekll,  das
physiologischerweise von Granulozyten, pra-B-Zellen, Keratinozyten sowie
renalen Tubulusepithelzellen exprimiert wird. CD24 ist ein Ligand fur das
Oberflachenmolekul P-Selectin, das auf aktivierten Endothelzellen und
Thrombozyten gebildet wird. Daraus resultiert eine potentielle tumorbiologische
Relevanz des CD24 Proteins, das an der Interaktion zwischen metastasierenden
Tumorzellen und Thrombozyten sowie Endothelzellen beteiligt sein konnte
(Review:[11]).

Die tumorbiologische Relevanz der COX-2 und des ELAV-ahnlichen Protein HUR
wird als Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit in den folgenden Abschnitten

genauer erlautert.

1.3  Ahnlichkeiten zwischen entziindlichem Gewebe und Tumorgewebe -

die COX-2 als wichtiges Element der tumorassoziierten Entziindung

Die Beobachtung, dass maligne Tumoren haufig im Rahmen von chronischen
Entzindungen entstehen, wurde schon im Jahre 1863 von Rudolf Virchow
gemacht und fihrte zu seiner Hypothese, dass chronische Entziindungen eine
Pradisposition fur Krebserkrankungen darstellen konnen [12]. Es bestehen viele
Ahnlichkeiten zwischen Tumorgewebe und entziindlich verdndertem Gewebe.
Wahrend aber die normale Entziindungsreaktion in der Regel selbstlimitierend ist,
findet man im Tumorgewebe eine persistierende Entzindung. Durch eine
vermehrte Angiogenese, die Produktion von Zytokinen und Chemokinen sowie
von Proteasen werden im Tumorgewebe gute Bedingungen fur Proliferation und

Invasion der Tumorzellen geschaffen.(Review: [13]).

Auch bei der Entstehung von Ovarialkarzinomen spielt nach einer von Ness und

Cottreau [14] aufgestellten Hypothese eine vermehrte entzindliche Aktivitat des



ovariellen Oberflachenepithels eine Rolle. Ausgangspunkt fir diese Hypothese ist,
dass im Rahmen der Ovulation regelmassig eine lokale entzundliche Reaktion
induziert wird, dass aber auch andere Erkrankungen mit einer lokalen
inflammatorischen Reaktion, wie Endometriose und ,pelvic inflammatory disease”
(PID) ein erhdhtes Risiko fur die Entstehung von Ovarialkarzinomen mit sich
bringen  [15,16,17]. Mogliche  Mechanismen  der  Entstehung  von
Ovarialkarzinomen im Rahmen von Entzindungsreaktionen bestehen in
vermehrtem Zellschaden, oxidativem Stress sowie in der Produktion von

Prostaglandinen und inflammatorischen Zytokinen.

Bereits vor uber 20 Jahren wurde beobachtet, dass viele maligne Tumoren einen
sehr hohen Gehalt an Prostaglandinen aufweisen. Im Jahre 1976 wurde die
bovine Cyclooxygenase-1 (COX-1) erstbeschrieben [18], darauffolgend wurde im
Jahre 1989 die Cyclooxygenase-2 (COX-2) beschrieben [19,20]. Diese Enzyme
katalysieren den limitierenden Schritt in der Umwandlung von Arachidonsaure zu
Prostaglandinen, namlich die Synthese von Prostaglandin G2 und die
darauffolgende Umwandlung in Prostaglandin H2. (Review: [21,22,23,24]).
Prostaglandin H2 ist das Ausgangsprodukt fur die weitere Prostaglandinsynthese.
Die verschiedenen Typen von Prostaglandinen werden durch andere Enzyme
synthetisiert, die zelltyp-spezifisch exprimiert werden. So wird z.B. in
Thrombozyten durch die Thromboxan-Synthase vor allem TXA2 produziert,

wahrend Endothelzellen vor allem PGI2 durch die Prostaglandin-Synthase bilden.

Beide Cyclooxygenase-lsoformen haben unterschiedliche Funktionen. Die COX-1
wird in vielen Geweben konstitutiv exprimiert und reguliert physiologische
Vorgange wie beispielsweise den Schutz der Magenmukosa [25]. Dagegen ist die
COX-2 im allgemeinen nicht konstitutiv exprimiert, sondern wird durch
Wachstumsfaktoren, Tumorpromotoren und entziindliche Reize induziert [26,27]
und produziert Prostaglandine im Rahmen von Entzindungsreaktionen. Dabei hat
die COX-2 eine uberwiegend pro-inflammatorische Funktion, in der Spatphase der
Entzindung wurde jedoch auch eine entziundungsbegrenzende Wirkung
beschrieben [28]. Die Struktur der COX-1 und COX-2 ist in vielerlei Hinsicht
ahnlich, ein wesentlicher Unterschied zwischen beiden Isoformen besteht in der
groflderen Substratbindungsstelle der COX-2 [29,30].
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Durch Studien an knock-out Mausen, in denen einerseits das COX-1 Gen und
andererseits das COX-2 Gen durch homologe Rekombination ausgeschaltet
wurden, konnten weitere, teilweise Uberraschende Erkenntnisse uber die Funktion
der beiden Isoenzyme gewonnen werden [31]. So fand sich bei COX-1-Null
Mausen eine verringerte Thrombozytenaggregation und eine vermehrte perinatale
Sterblichkeit bei normaler Fertilitat. Jedoch zeigten COX-1-Null Mause keine
vermehrte Rate von Magenulzera oder von gastrointestinalen Blutungen und
hatten eine normale Nierenfunktion. Dieser Uberraschende Befund deutet darauf
hin, dass andere Mechanismen bei Fehlen der COX-1 die gastroprotektive und

nephroprotektive Wirkung kompensieren konnen.

COX-2-Null Mause wiesen eine schwere Nierenfunktionsstérung mit glomerularer
Sklerose auf, die sich in den ersten sechs Lebenswochen entwickelte [32,33].
Zudem zeigten sich multiple Stérungen der Reproduktion, u.a. bei der Ovulation,
Fertilisierung, Implantation und Dezidualisierung [34]. Diese Untersuchungen
deuten darauf hin, dass die COX-2 eine wichtige Rolle bei der Funktion des Ovars
spielt und sind damit ein Ausgangspunkt flr unsere Untersuchungen zur

Expression der COX-2 im normalen Ovar sowie in Ovarialtumoren.

Die Cyclooxygenasen sind die Hauptangriffspunkte der nicht-steroidalen anti-
inflammatorischen Medikamente (NSAID) [35]. Dabei unterscheiden sich die
verschiedenen NSAIDs in ihrer Selektivitat fur die COX-1 oder die COX-2 Isoform.
Wahrend Medikamente wie Celecoxib oder Rofecoxib vor allem die COX-2
Isoform inhibieren, sind Aspirin, Ibuprofen und Indomethacin relativ unselektive
COX-Inhibitoren, die beide Isoformen inhibieren konnen. Zusatzlich zu diesen
Wirkungen auf die Cyclooxygenase wurden verschiedene andere zellulare
Zielproteine beschrieben, die durch COX-Inhibitoren beeinflusst werden koénnen.
Diese Zielproteine bilden die Gruppe der sogenannten non-COX-targets. Dazu
zahlen der nukleare Rezeptor PPAR-9, die Transkriptionsfaktoren NFxB und AP-1

sowie eine Reihe weiterer Signaltransduktionsmolekiile (Review: [36]).
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1.4 Tumorbiologische Bedeutung der COX-2

Cyclooxygenasen, insbesondere die COX-2, spielen eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und Progression maligner Tumoren. Nach epidemiologischen Studien
ist das Risiko einen malignen Tumor, z.B. ein Kolonkarzinom oder ein
Mammakarzinom zu entwickeln bei langjahriger Einnahme von NSAIDs um etwa
20-50% reduziert [37,38]. In tierexperimentellen Studien konnte sowohl die
Entstehung von Tumoren als auch das Wachstum bereits vorhandener Tumoren
durch Therapie mit COX-2 Inhibitoren verringert werden [39,40,41,42,43].
Cyclooxygenasen sind besonders interessante potentielle Angriffspunkte fur eine
molekulare Tumortherapie, da gut charakterisierte Inhibitoren, die NSAIDs, zur
Verfligung stehen und bereits klinisch verwendet werden. Derzeit wird Celecoxib
in den USA zur Prophylaxe der Entstehung kolorektaler Adenome bei Patienten
mit familiarer adenomatdser Polypose (FAP) eingesetzt und fuhrt dort zur
Reduktion der Zahl an Adenomen [44,45]. Klinische Phase Il oder Il Studien zur
Untersuchung zur Wirksamkeit von NSAIDs bei Kolonkarzinomen und

Mammakarzinomen werden derzeit durchgefuhrt bzw. sind in Vorbereitung.

1.5 Regulation der COX-2 Expression uiber die mRNA Stabilitat

Verschiedene Mechanismen kénnen zur Uberexpression der COX-2 im
Tumorgewebe beitragen. Die Expression der COX-2 kann durch inflammatorische
Reizen induziert werden, so z.B. durch Interleukin-1p3, Tumor-Nekrose-Faktor-o
und Lipopolysaccharid [46]. An der Regulation der COX-2 sind unter anderem der
Wnt sowie der Ras Signalweg beteiligt [47,48,49].

Des weiteren spielen die Transkriptionsfaktoren NF-xB [50,51], CREB und AFT-1
[52] sowie PEA3 [53] flr die Regulation der COX-2 eine wichtige Rolle. Einige
Arbeiten beschreiben zudem die Hemmung der COX Transkription durch
Hypermethylierung der 5’CPG Insel im COX-2 Gen [54,55].

Neben der transkriptionalen Regulation spielen auch post-transkriptionale
Regulationswege der COX-2 eine wichtige Rolle. Diese werden u.a. durch die
stress-aktivierte p38MAPK gesteuert [56,57]. Verschiedene neuere Arbeiten
zeigen, dass an der post-transkriptionalen Regulation das Protein HuR beteiligt ist

[58,59,60]. Dieses Protein gehort zur Familie der sogenannten ELAV-ahnlichen
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Proteine, die auf Grund ihrer hohen Homologie zum Drosophilaprotein ELAV
(embryonic lethal abnormal vision) benannt ist. Zu dieser Familie gehoren die 4
Proteine HuR, Hel-N1, HuC, HuD. Wahrend drei der Hu-Proteine (Hel-N1, HuC
und HuD) Uberwiegend im Nervengewebe exprimiert sind, ist HuUR ubiquitar
vorhanden [61]. Die Funktion von HuR liegt in der Stabilisierung von mRNAs.
Dabei bindet das Protein bevorzugt an solche mRNAs, die ein AU-reiches Element
(ARE) im Bereich des 3' Anteiles aufweisen. Ein solches ARE findet sich auch im
3' Anteil der COX-2 mRNA und tragt zur Stabilisierung der COX-2 mRNA bei [62].
Neben der COX-2 werden auch andere mRNAs durch HuR stabilisiert, darunter
die mRNAs von VEGF und IL-8 [62]. Das HuR Protein ist typischerweise nuklear
lokalisiert und transloziert unter bestimmten Bedingungen ins Zytoplasma. Die
zytoplasmatische Expression von HuR ist mit einer vermehrten mMRNA

stabilisierenden Aktivitat verbunden [63].
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2 Zielstellung

In den vorliegenden Studien wurde die Expression von Proteinen im
Ovarialkarzinom bzw. im Mammakarzinom untersucht, die eine Rolle bei der
Tumorprogression und der Metastasierung spielen konnten. Dabei liegt der

Schwerpunkt auf der prognostischen Bedeutung der Cyclooxygenase-2 (COX-2).

¢ In immunhistologischen Studien wurden zunachst die Expression der Proteine
MKP-1, CD24 und COX-2 im Ovarialkarzinom bestimmt. In der statistischen
Auswertung haben wir die Expression der Proteine mit klinisch-pathologischen

Parametern und mit dem Uberleben der Patientinnen korreliert.

e Parallel zu dem immunhistologischen Ansatz haben wir im Zellkulturmodell an
humanen Ovarialkarzinomzellinien die Induktion der MKP-1 und der COX-2
durch Entzindungsmediatoren sowie — fur die MKP-1 — durch Cisplatin

untersucht.

e Um festzustellen, ob die COX-2 als Prognosemarker auch in anderen Tumoren
eine Rolle spielt, haben wir die Expression und prognostische Bedeutung der

COX-2 im Mammakarzinom untersucht.

e Die weiteren Projekte befassten sich mit der COX-2 als tumorbiologisch
interessantem Zielprotein. Wir haben verschiedene Strategien zur Inhibition
der COX-2 angewendet, namlich die pharmakologische Inhibition durch NS-
398 sowie die spezifische Inhibition durch RNA Interferenz. Dabei wurde die
Proliferation, Apoptose und Zellzyklusregulation humaner

Ovarialkarzinomzellen untersucht.

e Zudem wurde die Expression und prognostische Relevanz des mRNA-
stabilisierenden Proteins HUR im Tumorgewebe bestimmt und mit der COX-2

Expression korreliert.



3 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.1  Prognosefaktoren fiir das Ovarialkarzinom

3.1.1 Mitogen-aktivierte Protein Kinase Phosphatase-1 (MKP-1)

Literatur: Carsten Denkert, Wolfgang D. Schmitt, Stefan Berger, Angela Reles, Soren
Pest, Antje Siegert, Werner Lichtenegger, Manfred Dietel, Steffen Hauptmann. Expression
of mitogen-activated protein kinase phosphatase-1 (MKP-1) in primary human ovarian
carcinoma. International Journal of Cancer; 2002; 102(5):507-13, 2002 [64]

Wir haben mehrere Studien zur Evaluation potentieller Prognosemarker im
Ovarialkarzinom durchgefuhrt. In einer ersten Studie identifizierten wir die
mitogen-aktivierte Proteinkinase Phosphatase-1 (MKP-1) als Prognosemarker im
Ovarialkarzinom. Eine mittelgradige bis starke Expression der MKP-1 fand sich in
58% der invasiven Ovarialkarzinome. Eine positive Expression der MKP-1 war

signifikant mit einem kiirzeren progressionsfreien Uberleben assoziiert.

Parallel zu den immunhistologischen Farbungen haben wir die Regulation der
Expression der MKP-1 durch inflammatorische Zytokine in der Zellkultur von
humanen Ovarialkarzinomzelllinien untersucht. Hier fand sich in einigen Zellinien
eine vermehrte Expression der MKP-1 mRNA im Northern Blot nach Inkubation
mit inflammatorischen Zytokinen und dem Tumorpromoter TPA. Zudem wurde die
Expression der MKP-1 bei der Zellinie OVCAR-3 stark durch das
Chemotherapeutikum Cisplatin induziert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die MKP-1 eine Rolle bei der Stressreaktion von Ovarialkarzinomzellen und

maoglicherweise auch bei der zellularen Adaptation and Chemotherapeutika spielt.

3.1.2 CD24

Literatur: Glen Kristiansen, Carsten Denkert, Karsten Schliins, Edgar Dahl, Christian
Pilarsky, Steffen Hauptmann (2002). CD24 is expressed in ovarian cancer and is a new
independent prognostic marker of patient survival. American Journal of Pathology.
2002;161(4):1215-21 (geteilte Erstautorenschaft: G.K. und C.D.) [65]

Auch fur die Expression des Oberflachenantigens CD24 fand sich eine

prognostische Relevanz im Ovarialkarzinom. CD24 wird mit einem membranaren
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Expressionsmuster in 84% der invasiven Ovarialkarzinome exprimiert, unabhangig
davon fand sich eine zytoplasmatische Expression in 59% der Ovarialkarzinome.
FUr die Untergruppe der invasiven Ovarialkarzinome war die zytoplasmatische,
nicht aber die membranare Expression von CD24 signifikant mit einem

schlechteren Uberleben assoziiert.

Normales ovarielles Oberflachenepithel negativ fur CD24, in Borderline-Tumoren
fand sich eine membranare Expression in 75% der Falle, wahrend nur einer von 8

Fallen zytoplasmatisch positiv war.

3.1.3 Cyclooxygenase-2 (COX-2)

Literatur: Carsten Denkert, Martin Kébel, Soren Pest, Ines Koch, Stefan Berger , Michael
Schwabe, Antje Siegert, Angela Reles, Bernd Klosterhalfen, Steffen Hauptmann. Expression
of cyclooxygenase 2 is an independent prognostic factor in human ovarian carcinoma.
American Journal of Pathology; 2002; 160(3):893-903 [66]

Diese Studie befasste sich mit der Expression der COX-1 und COX-2 sowie mit
der Produktion von Prostaglandin E2 (PGE2) in humanen
Ovarialkarzinomzelllinien und in primaren, humanen Ovarialkarzinomen.
Immunhistologisch fand sich eine Expression der COX-2 in 36 (52%) von 86
primaren Ovarialkarzinomen sowie eine Expression der COX-1 in 65 (75%) von 75
primaren Ovarialkarzinomen. Auf der mRNA Ebene wurde die COX-2 mRNA in 7
von 8 primaren, humanen Ovarialkarzinomen exprimiert, alle Falle waren positiv
fur die COX-1. Zusatzlich zur Expression der COX-2 im Tumorgewebe fanden sich
signifikant erhdhte Werte fir PGE2 in Aszitespunktaten von Patientinnen mit
Ovarialkarzinomen. In unseren immunhistologischen Untersuchungen war die
Expression der COX-2 in Ovarialkarzinomen und Borderline-Tumoren des Ovars
erhoht im Vergleich zu normalem ovariellen Oberflachenepithel sowie
Zystadenomen. In den invasiven Ovarialkarzinomen stellte die Expression der
COX-2 einen negativen prognostischen Faktor in der univariaten und multivariaten
Uberlebensanalyse dar. Andere prognostische Faktoren waren — wie fir
Ovarialkarzinome bereits bekannt — das FIGO-Stadium, die histologische
Differenzierung, das Alter der Patientinnen sowie ein undifferenzierter

histologischer Typ. Zusatzlich zu den Untersuchungen an humanem
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Tumorgewebe wurden in-vitro Experimente zur Expression der Cyclooxygenasen-
1 und -2 an Ovarialkarzinomzellen durchgefuhrt. Hierbei zeigte die Zellinie
OVCAR-3 eine starke Induktion der COX-2 auf mRNA und Proteinebene durch
das inflammatorische Zytokin Interleukin-13 sowie eine etwas schwachere
Induktion durch den Tumorpromotor und Phorbolester TPA. Dagegen war die
Zellinie SKOV-3 negativ fur COX-1 und COX-2 Protein. Diese Zellinien,
insbesondere die Zellinie OVCAR-3, bei der die COX-2 sehr stark induzierbar ist,

wurden als Zellkulturmodell fir Folgestudien verwendet (vgl. 3.3).

3.2 Expression der COX-2 als Prognosefaktor beim Mammakarzinom

Literatur: Carsten Denkert, Klaus-Jurgen Winzer, Berit-Maria Muller, Wilko Weichert,
Soren Pest, Martin Kdbel, Glen Kristiansen, Angela Reles, Antje Siegert, Hans Guski,
Steffen Hauptmann. Elevated expression of cyclooxygenase-2 is a negative prognostic
factor for disease-free survival and overall survival of patients with breast carcinoma.
Cancer 2003, 97, 2978-2987.[67]

Carsten Denkert, Klaus-Jirgen Winzer, Steffen Hauptmann. Prognostic impact of COX-2

in breast cancer. Clinical Breast Cancer, in press.[68]

Wir haben die Expression der COX- 1 und der COX-2 in 221 primaren
Mammakarzinomen untersucht und sie mit anderen klinischen und pathologischen
Parametern sowie mit dem rezidivfreien Uberleben und dem Gesamtiiberleben
korreliert. Es zeigte sich eine Expression der COX-2 in 36% der
Mammakarzinome. Die erhdhte Expression der COX-2 war signifikant mit
klinischen Parametern wie einer TumorgroRe von mehr als 20mm, dem
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen, einer geringen Differenzierung
sowie einer Gefaldinvasion assoziiert. Dagegen war die Cyclooxygenase-1, die in
45% der Falle exprimiert wurde, mit einem Tumordurchmesser <20mm und mit
einem negativen Nodalstatus assoziiert. In der univariaten Uberlebensanalyse
fand sich eine signifikante Assoziation zwischen erhdhter COX-2 Expression und

vermindertem rezidiv-freien und Gesamtiberleben.
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3.3 Auswirkungen des nicht-steroidalen anti-inflammatorischen
Medikamentes NS-398 sowie von COX-2-spezifischer RNA

Interferenz auf humane Ovarialkarzinomzellen

Literatur: Carsten Denkert, Antje Furstenberg, Peter T. Daniel, Ines Koch, Martin Kdbel,
Wilko Weichert, Antje Siegert, Steffen Hauptmann. Induction of GO/G1 cell cycle arrest in
ovarian carcinoma cells by the anti-inflammatory drug NS-398, but not by COX-2 specific

RNA interference. Oncogene, in press [69].

In dieser Studie wurde im Zellkulturmodel an der COX-2 positiven Zellinie
OVCAR-3 sowie der COX-2 negativen Zellinie SKOV-3 untersucht, welche
Auswirkungen die Inhibition der Cyclooxygenase-2 auf die Zellproliferation hat.
Dabei haben wir zwei verschiedene Inhibitionsstrategien verwendet. Zum einen
den pharmakologischen Inhibitor NS-398, der vor allem die COX-2, in héheren
Konzentrationen aber auch die COX-1 sowie andere Zielproteine inhibiert. Durch
Verwendung dieses Inhibitors in unterschiedlichen Konzentrationen kann man
abschatzen, ob ein beobachteter Effekt vorrangig durch die COX-2, die COX-1

oder durch ein weiteres, nicht bekanntes zellulares Zielmolekul erzielt wird.

Als zweite Inhibitionsstrategie wurde die Methode der RNA-Interferenz (RNAI)
gewahlt. Hier wird durch Transfektion der Zellen mit 21 Basenpaaren langen,
doppelstrangigen siRNAs eine zellulare Antwort induziert, die zur selektiven
Zerstorung der doppelstrangigen siRNA, aber auch eventuell vorhandener
homologer zellularer mRNAs fuhrt. Da dieser Mechanismus sequenzspezifisch ist,
kann selektiv eine einzelne mRNA in der Zelle ausgeschaltet werden. Wir haben
diese Methode an der Ovarialkarzinomzellinie OVCAR-3, zunachst unter
Verwendung einer Kontroll-siRNA gegen das Kernprotein Lamin A/C, getestet. Es
ergab sich bei einer Transfektionseffizienz von ca. 90% eine starke Verringerung
der Menge an Lamin A/C Protein. Daraufhin wurde eine spezifisch gegen die
COX-2 gerichtete siRNA verwendet, die Proteinexpression der COX-2 wieder auf
den Kontrollwert herunterregulierte und zu einer Verringerung der PGE2
Produktion um 60% fuhrte. Im Proliferationsassay fuhrte die spezifische Inhibition

der COX-2 durch RNA-Interferenz nicht zu einer verminderten Zellproliferation.
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Dagegen fand sich eine starke Verringerung der Proliferation durch NS-398 in
Konzentrationen von 50 bis 500uM, dies ging mit einem G0/G1 Zellzyklusarrest
einher. Des weiteren fiel auf, dass der Inhibitor NS-398 die
Prostaglandinproduktion, und damit die Aktivitat der COX-2 schon bei einer
Inhibitorkonzentration von 1uM vollstandig hemmt. Dies steht im Gegensatz zu
den Auswirkungen auf die Zellproliferation, die erst bei relativ hohen
Inhibitorkonzentrationen auftreten. Zusammenfassend Ilasst sich aus diesen
Untersuchungen schlussfolgern, dass NS-398 eine anti-proliferative Wirkung auf
Ovarialkarzinomzellen hat. Im Zellkulturmodell scheint diese Wirkung jedoch nicht
uber die Cyclooxygenase-2 vermittelt zu sein, sondern moglicherweise durch
Inhibition von weiteren zellularen Proteinen, die z.B. eine Rolle bei der

Zellzyklusregulation spielen.

3.4 Assoziation zwischen zytoplasmatischer Expression des ELAV-

ahnlichen Proteins HuR und erhohter COX-2 Expression

Literatur: Carsten Denkert, Wilko Weichert, Soren Pest, Ines Koch, Dirk Licht, Martin
Kdbel, Angela Reles, Jalid Sehouli, Manfred Dietel, Steffen Hauptmann. Overexpression
of the ELAV-like protein HuR in ovarian carcinoma is a prognostic factor and is associated

with increased COX-2 expression. Cancer Research, in press.[70]

Als Ursache der Uberexpression der COX-2 in malignen Tumoren kommen
verschiedene Mechanismen in Frage. Einer dieser Mechanismen ist die vermehrte
Stabilisierung der COX-2 mRNA. Verschiedene in-vitro Studien haben gezeigt,
dass das humane RNA stabilisierende Protein HUR an sogenannte AU- reiche
Elemente (AREs) im nicht translatierten 3’ Anteil der COX-2 mRNA bindet und
damit die mRNA stabilisieren kann. Ausgehend von diesen Studien haben wir die
Expression von HuR im Ovarialkarzinom und eine mogliche Assoziation mit
erhohter COX-2 Expression untersucht. In dieser Studie wurden 83 primare
Ovarialkarzinome, 16 Borderline-Tumoren des Ovars sowie 3 normale Ovarien
untersucht. Es zeigte sich eine nukledre Expression von HuR in 81% der
Ovarialkarzinome, zusatzlich trat in 45% der Ovarialkarzinome eine

zytoplasmatische Expression von HuR auf. Sowohl die nukleare als auch die
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zytoplasmatische HuR Expression war im Ovarialkarzinom im Vergleich zu
Borderline-Tumoren  oder normalen Ovarien signifikant erhoht. Die
zytoplasmatische HuR Expression war signifikant mit vermehrter COX-2
Expression sowie vermehrter mitotischer Aktivitat assoziiert. In der univariaten
Uberlebensanalyse war die zytoplasmatische, nicht aber die nukleére, Expression
von HuR ein signifikanter prognostischer Faktor flr das progressionsfreie
Uberleben sowie fiir das Gesamtiiberleben. Aus diesen Versuchen ergibt sich,
dass mdglicherweise im Tumorgewebe eine Dysregulation des mRNA
stabilisierenden Proteins HuR besteht, die zu einer vermehrten Stabilisierung
bestimmter mMRNAs fuhrt. Zu diesen mRNAs gehort die COX-2, aber evtl. auch
die mRNAs fur VEGF sowie fur Zytokine und Wachstumsfaktoren. Damit bestunde
die Moglichkeit Uber ein einzelnes mRNA-stabilisierendes Protein eine ganze

Reihe von mRNAs und Proteinen im Tumor heraufzuregulieren.
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4 Diskussion

41 Bestimmung von prognostischen Markern zur Abschatzung der

Prognose und zur Validierung einer molekularen Tumortherapie

Die Bestimmung von molekularen Markern im Tumorgewebe ist aus
verschiedenen Grinden interessant: Zum ersten kénnen derartige
Untersuchungen Ansatzpunkte flr mogliche therapeutische Strategien aufzeigen.
Wenn die Uberexpression eines Proteins im Tumorgewebe mit einer schlechteren
Prognose statistisch signifikant assoziiert ist, dann ist zumindest eine gewisse
Wabhrscheinlichkeit vorhanden, dass dieses Protein auch kausal an der
Tumorprogression beteiligt ist. Damit dient die immunhistologische Untersuchung
von potentiellen molekularen Markern im Tumorgewebe als
hypothesengenerierendes Verfahren zur Eingrenzung moglicher tumorbiologisch
relevanter Zielproteine. Um eine kausale Beteiligung der Proteine bei der
Tumorprogression  aufzuzeigen, koénnen dann  Zellkulturversuche und

tierexperimentelle Ansatze hinzugezogen werden.

Als zweiten Punkt bietet die Bestimmung von molekularen Markern die
Moglichkeit, die Prognose der Tumorerkrankung besser einzuschatzen und
mogliche Therapieindikationen zu bestimmen. Dies ist vor allem bei solchen
Zielproteinen interessant, fUr die es bereits geeignete pharmakologische
Inhibitoren gibt. Die COX-2 ist hier ein gutes Beispiel, da COX-2 Inhibitoren bereits
seit langem als etablierte anti-inflammatorische Medikamente zur Verfigung

stehen.

Die Bestimmung von molekularen Markern im Tumorgewebe kann ferner helfen,
mogliche fur die Tumorprogression wichtige Signalwege zu identifizieren. Auch
hier ist die immunhistologische Untersuchung ein hypothesengenerierendes

Verfahren, die Ergebnisse sollten mit anderen Methoden validiert werden.

4.2 Die COX-2 als Prognosefaktor

Gemal den vorliegenden Ergebnissen unserer und anderer Arbeitsgruppen sind
sowohl bei den Mammakarzinomen als auch bei Ovarialkarzinomen ca. 40% der
Tumoren COX-2 positiv. Die Gruppe der Patientinnen mit COX-2 positiven

Tumoren hat dabei eine schlechtere Prognose als die Patientinnen mit COX-2
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negativen Tumoren. Bemerkenswert ist hier, dass bei beiden Tumoren nur eine
Untergruppe von weniger als der Halfte der Falle die COX-2 exprimiert. Im
Gegensatz dazu wurde fur das Kolonkarzinom eine Expression der COX-2 in etwa
80% der Falle beschrieben [71,72,73,74]. Auch unsere eigenen, bisher
unveroffentlichten Untersuchungen ergaben diesbeziglich einen &ahnlichen
Prozentsatz. Epidemiologische Studien zeigen fur Kolonkarzinome einen
starkeren protektiven Effekt von NSAIDs als fur Mammakarzinome oder
Ovarialkarzinome. Dieser starkere protektive Effekt kdnnte durch den hoéheren

Prozentsatz an COX-2 positiven Kolonkarzinomen bedingt sein.

FUr das Ovarialkarzinom und das Mammakarzinom wurden auch von anderen
Arbeitsgruppen Untersuchungen zur Expression und zur prognostischen Relevanz
der COX-2 durchgefuihrt. Wahrend sich in zwei Studien keine oder nur eine
geringe Expression der COX-2 in Ovarialkarzinomen fand [75,76], wurde eine
Expression der COX-2 im Ovarialkarzinom bisher in sieben Studien beschrieben
[66,77,78,79,80,81,82]. In den meisten dieser Untersuchungen ergab sich eine
Expression der COX-2 in ca. 30-40% der Tumorzellen. Ferrandina et al. fanden in
ihrer Untersuchung von 87 primaren Ovarialkarzinomen eine Korrelation zwischen
erhohter COX-2 Expression in Tumorgewebe und schlechterem Ansprechen auf
die Chemotherapie [79]. In der Studie von Shigemasa et al. zeigte sich eine
Expression der COX-2 in 31% der Ovarialkarzinome, jedoch keine Korrelation
zwischen COX-2 Expression und dem Uberleben [80]. In unserem eigenen
Studienkollektiv war der prognostische Effekt fur die Altersgruppe der unter 60
jahrigen besonders stark. Diese Altersgruppe wurde jedoch in den anderen

Studien nicht separat analysiert.

Ein inhibitorischer Effekt von NS-398 auf die Proliferation humaner
Ovarialkarzinomzellen konnte neben unserer Studie auch von Wang et al. [83] und

von Rodriguez-Burford et al. [84] festgestellt werden.

In Mammakarzinomen wurde die COX-2 Expression mittels Immunhistochemie in
11 verschiedenen Studien untersucht [67,85,86,87,88,89,90,91,92,93,94]. In den
meisten dieser Studien ergab sich eine COX-2 Expression in ca. 40% der
Mammatumoren. In sechs Studien wurde die COX-2 Expression im Tumorgewebe
mit dem Uberleben korreliert [67,87,89,90,92,93]. In vier dieser sechs Studien
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[67,87,89,90] fand sich dabei eine Korrelation zwischen COX-2 Expression und

einem verminderten Gesamtiiberleben bzw. rezidiv-freiem Uberleben.

Auch far andere Tumoren wurde die COX-2 Expression als negativer
prognostischer Parameter beschrieben, so z.B. fir Adenokarzinome der Lunge
[95,96], fur Kolonkarzinome [97,98], Zervixkarzinome [99,100] wund
Adenokarzinome des Osophagus [101], maligne Mesotheliome [102],
Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich [103] und Magenkarzinome [104].
Dies deutet darauf hin, dass die COX-2 in vielen verschiedenen Tumortypen eine
maoglicherweise entscheidende biologische Funktion hat und dass COX-Inhibitoren

auch bei anderen Tumortypen eine therapeutische Option darstellen kénnten.

4.3 Prognostische Relevanz des ELAV-like Proteins HuUR im

Ovarialkarzinom

In unseren Untersuchungen konnten wir das COX-2 regulierende Protein HuR als
Prognosefaktor im Ovarialkarzinom identifizieren. Interessanterweise reguliert
HuR nicht nur die COX-2, sondern auch andere mRNAs, die eine ARE Sequenz
aufweisen, wie z.B. VEGF und IL-8. Zudem konnten wir eine Assoziation zwischen
der Tumorproliferation und der zytoplasmatischen HuR Expression nachweisen.
Aus diesen Befunden ergibt sich die Hypothese, dass eine Uber HUR vermittelte
Dysregulation der mRNA-Stabilitat im Tumorgewebe mdglicherweise zu
vermehrter Angiogenese, vermehrter Proliferation und zur Modulation der
tumorassoziierten Entziindung flihren koénnte. Da die tumorbiologische Rolle von
humanen ELAV-like Proteinen bislang kaum untersucht ist, ist eine endgultige
Beurteilung dieser Hypothese nur nach weiteren Studien, die derzeit durchgefuhrt

werden, moglich.

Die Familie der humanen ELAV-like Proteine wurde erstmals im Rahmen von
paraneoplastischen Syndromen identifiziert. Dabei handelt es sich um
neurologische Stérungen bei Tumorpatienten, die durch Kreuzreaktion von gegen
den Tumor gerichteten Antikérpern mit neuralen Strukturen entstehen. Bei der
Suche nach den auslosenden Antigenen wurden die Proteine HuB, HuC, HuD

entdeckt und nach dem Indexpatienten benannt. Diese Proteine werden
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physiologischerweise vor allem im Nervengewebe exprimiert und ektop z.B. von
Lungenkarzinomen gebildet. Die gegen Hu-Proteine gerichteten Antikorper stellen
zumindest eine teilweise wirksame biologische Tumorabwehr dar [105]. Dies folgt
aus der Kklinischen Beobachtung, dass Patienten mit anti-Hu Syndrom
ublicherweise nur sehr kleine, nicht progrediente Tumoren haben und klinisch die
neurologische Problematik gegenuber der Tumorerkrankung im Vordergrund
steht. Aus dieser klinischen Beobachtung lasst sich die Hypothese ableiten, dass
Hu-Proteine moglicherweise wichtige Funktionen im Tumorgewebe haben. Es ist
derzeit noch nicht absehbar, ob moglicherweise Hu-Proteine als therapeutische
Zielproteine in Frage kommen. Eine wichtige Voraussetzung ware es hier nicht
ZNS-gangige  Therapeutika zu entwickeln, um die neurologischen

Nebenwirkungen zu minimieren.

44 Mogliche Mechanismen der tumorférdernden Wirkung der COX-2

In ihrem grundlegenden Review haben Hanahan und Weinberg sechs typische
Veranderungen im Tumorgewebe beschrieben, die sich in praktisch allen
malignen Tumoren finden [106]. Dabei werden von den Tumoren unterschiedliche
zellulare Mechanismen genutzt, die letztlich aber zu ahnlichen Ergebnissen

fihren.

Die ,hallmarks of cancer sind nach Hanahan und Weinberg: Unabhangigkeit von
exogenen Wachstumsfaktoren, Resistenz gegen wachstums-inhibierende
Faktoren, Apoptose-Resistenz, unbegrenztes replikatives Potential, verstarkte
Angiogenese, Invasion und Metastasierung. Fir die COX-2 konnte gezeigt
werden, dass sie eine Rolle bei der Tumorinvasion und —metastasierung [107], bei
der Angiogenese [108], der Inhibition der Apoptose [109] und der Modulation der
tumor-assoziierten Entziindung spielt [110]. Damit werden mehrere grundlegende
Eigenschaften maligner Tumoren durch die COX-2 gesteuert. Wenngleich diese
verschiedenen Mechanismen nicht in jedem Tumor gleich ablaufen, so bieten sie
doch in ihrer Gesamtheit ein Modell, mit dem die prognostische Relevanz einer

Uberexpression der COX-2 im Tumorgewebe erklart werden kann.

Zu diesen moglichen COX-2-abhangigen Faktoren kommen noch die COX-
unabhangigen Effekte der NSAIDs, die ebenfalls tumorbiologisch relevant sein

konnten. Es handelt sich hier unter anderem um die Inhibition von
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Transkriptionsfaktoren, nuklearen Rezeptoren sowie von apoptose-regulierenden
Genen. Auch unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese sogenannten ,non-
COX-targets” in Ovarialkarzinomzellinien eine Rolle spielen. Die Relevanz der
,non-COX-targets“ fur eine potentielle klinische Tumortherapie ist noch nicht

vollstandig geklart.

Des weiteren ist es noch unklar, ob COX-2 Inhibitoren nur dann einen
therapeutischen Effekt haben, wenn ihr Zielprotein, die COX-2 auch im
Tumorgewebe exprimiert wird. Denn neben den anderen Zielproteinen konnte
auch eine Modulation der Tumor-Wirts-Interaktion durch Einfluss auf tumor-
assoziierte Entzindungszellen und auf Endothelzellen zur Wirkung der COX-
Inhibitoren beitragen. So wurden in komplexeren in-vivo Systemen zusatzliche
Wirkungen der COX-2 Inhibitoren beschrieben, die Uber eine Hemmung der COX-
2 in Stromazellen vermittelt werden und in der Zellkultur nicht ohne weiteres

untersucht werden konnen.

4.5 Therapeutische Moglichkeiten

Aus den dargestellten Ergebnissen ergibt sich die Frage, ob Patientinnen mit
COX-2 positiven Tumoren von einer adjuvanten Therapie mit COX-2 Inhibitoren
profitieren wurden. Die COX-2 ist ein zentrales Zielprotein der NSAIDs. Fur die
Durchfihrung klinischer Studien mit COX-Inhibitoren ware es daher sinnvoll, die
Expression der COX-2 im Tumorgewebe zu bestimmen und mit dem Ansprechen
der Patienten auf die Therapie zu korrelieren. Hierzu ist eine standardisierte
Methode der COX-2 Bestimmung unerlasslich. Als ein mogliches Verfahren haben
wir den sog. immunoreaktiven Score (IRS) verwendet, der sich aus dem
Prozentsatz an positiven Zellen und der Intensitat der Farbung zusammensetzt
und eine gewisse Standardisierung ermoglicht. Um fur die klinische Praxis eine
ausreichende Vergleichbarkeit der COX-2 Bestimmung zwischen verschiedenen
Zentren zu ermoglichen, ist jedoch zuklnftig eine prazisere Standardisierung

notwendig.

Mdgliche  Indikationen  fur  COX-Inhibitoren  umfassen die  primare
Chemopravention bei Patientinnen mit erhéhtem Risiko fir Mammakarzinome
oder Ovarialkarzinome, die adjuvante Therapie und die sekundare Pravention zur

Prophylaxe eines Rezidivs.
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