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1 Einleitung

1.1. Epidemiologie

Ovarialkarzinome  stellen auch heutzutage noch die gynéakologischen
Krebserkrankungen mit der héchsten Morbiditat und Mortalitat dar. Daher bedarf es
stetig neuer Therapieansatze, um an den Schwachstellen der Neoplasien angreifen

zu kdnnen.

Die Ovarialkarzinome machen insgesamt rund 85% aller malignen humanen
Ovarialtumoren aus [1] und stehen mit einer 5-Jahresiberlebenswahrscheinlichkeit
von unter 50% an Platz sieben der todlich verlaufenden Krebserkrankungen bei

Frauen weltweit [2].

Es wird angenommen, dass nur ein Kkleiner Teil der Tumorzellen
Stammzelleigenschaften aufweist und eben dieser Pool fir das Tumorwachstum,
metastatische Progression sowie fur das Auftreten von Rezidiven verantwortlich ist
[3].

Der Grund, weshalb Ovarialkarzinome an siebter Stelle der mit hochster Morbiditat
verlaufenden Krebserkrankungen aufgefiihrt werden, liegt zum einen an der
schwierigen Diagnosestellung. Ovarialneoplasien werden in frihen Stadien aufgrund
von unspezifischen und meist falsch interpretierten Symptomen oft Gbersehen und
somit erst in spaten, hohergradigen Stadien auffallig oder per Zufall entdeckt. Hinzu
kommt eine frithe Tumormetastasierung auch kleiner Prim&rtumoren, insbesondere

bei high-grade serésen Karzinomen [4,5].

In diesen Stadien ist eine komplette en-bloc Resektion meist nicht mehr moglich, da
intraabdominell andere Organe bereits miteinbezogen oder von Tumor befallen sind,
wie z.B. das Peritoneum oder Darmabschnitte, was die vollstédndige chirurgische
Exzision deutlich erschwert oder gar unmdglich macht [6]. Daher bleibt einer der
wichtigsten Prognosefaktoren fiir das Uberleben post Ovarialkarzinom die GréRRe des
residualen Tumors nach Resektion. Nach den derzeitigen Leitlinien besteht die
Therapie bei Eierstockkrebs aus einer kompletten chirurgischen Sanierung der
Tumorherde sowie einer anschlieRenden Chemotherapie mit Paclitaxel und Platin-

haltigen Reagenzien [7].



Risikofaktoren flr serése Ovarialtumoren sind verfrihte Menarche und spate
Menopause, wohingegen als protektive Faktoren erhohte Paritdt und die Einnahme

oraler Kontrazeptiva gilt [2,8,9].

1.2 Stammzell-Modell

Heutzutage kommt auch der Stammzelltheorie immer mehr Bedeutung fur die
Pathogenese der Ovarialneoplasien zu. Es wird postuliert, dass nur eine kleine
Gruppe von Krebszellen fur das kontinuierliche Tumorwachstum verantwortlich ist,
die Tumorstammzellen [10-14]. Per Definition sind Stammzellen zu
Selbsterneuerung, Regeneration und Differenzierung in das volle Spektrum
vorhandener Zellen im Stande, was beispielsweise zur Formation eines kompletten
und funktionstiichtigen Organismus fuhren kann [15,16]. Haufig werden Stammzellen
in sog. Stammzellnischen vorgefunden, welche durch ihr Mikromilieu die
kombinierten Eigenschaften der finalen Stammzell-Multipotenz gewéhrleisten und
ermoglichen [17]. Tumorstammzellen konnten aus diversen Tumorgeweben
identifiziert und isoliert werden, wie z.B. des hamatopoietischen Systems oder
soliden Tumoren der Mamma, des Ovars, der Lunge, der Prostata, des Kolons, des
Gehirns, oder der Kopf-Hals-Region [18-20].

Uber die Jahre konnten viele Faktoren, welche die Stammzellnischen
aufrechterhalten und zu deren Erhaltung dienen durch genetische und molekulare
Analysen identifiziert werden, wie Komponenten des Notch-, Wnt- und Sonic
Hedgehog (Shh) Signalwegs. Ferner Pluripotenz-assoziierte Faktoren wie SOX2
oder das entgiftende Enzym des Stoffwechsels ALDH1 [4,16,21,22].



1.3 Einteilung von malignen Ovarialneoplasien

Insgesamt stellen Ovarialneoplasien eine heterogene Gruppe an Tumoren des
Genitaltraktes dar, weil sie aus diversen Ursprungszellen hervorgehen. Daher wird

von Seiten der WHO eine Unterteilung nach Herkunft vorgenommen:
a) epitheliale Neoplasien
b) Keimzelltumoren
c) Keimstrangstromatumoren
d) metastatische Sekundartumoren [23]

Bei den epithelialen Tumoren erfolgt eine Einteilung nach vier wesentlichen
histologischen Differenzierungstypen in serds, endometrioid, klarzellig und muzinés.
Innerhalb dieser Gruppen werden nach Dignitat benigne, borderline und maligne
Tumoren unterschieden. Diese Arbeit beschaftigt sich hauptséchlich mit den serésen
Borderline Tumoren (BOT) im Vergleich mit low-grade und high-grade sertsen

Ovarialkarzinomen.

Borderline Tumoren entstehen aus benignen Vorlauferlasionen, welche sich dann
Uber die Stufe der BOT zu invasiven Karzinomen entwickeln kénnen, wie z.B. zu
low-grade serésen, endometrioiden, klarzelligen oder muzinésen low-grade Tumoren
[24]. BOTs weisen Zell- und Gewebeatypien auf, jedoch keinerlei invasives

Wachstum.

BOTs zeigen keine Mutation von Tumorsuppressorgen p53 (TP53), sind genetisch
relativ stabil und besitzen ein ihnen eigenes fir sie charakteristisches Set an
Mutationen in Onkogenen wie KRAS oder BRAF.

Auch fir die low-grade serdsen Ovarialkarzinome, welche sich aus den serésen BOT
entwickeln kdnnen, ist eine p53-Mutation recht selten [2,25,26] im Gegensatz zu den

high-grade serdsen Karzinomen.

Ferner wurde Uber die letzten Jahre eine Einteilung der serésen Ovarialtumoren in
Typ 1 und Typ Il Tumoren favorisiert. Typ | Neoplasien entwickeln sich aus Borderline
Tumoren zu Karzinomen, mit Differenzierung in low-grade serts, endometrioid,
klarzellig und muzinds. Zu den Typ Il Tumoren zahlen vor allem aggressive, schnell

wachsende Tumoren wie die high-grade serésen Karzinome und maligne Mdllersche
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Mischtumore, auch Karzinosarkome genannt [24,27-29]. Derzeit liegen
Studienergebnisse vor welche zeigen, dass sich high-grade sergse Ovarialkarzinome
aus Vorlauferlasionen in der Tube entwickeln, den ser6sen tubaren intraepithelialen
Karzinomen (STIC), welche einen Verlust von ALDH und Mutationen in p53
aufweisen [30,31]. Die high-grade sertsen Ovarialkarzinome gehéren zu den am
haufigsten auftretenden Eierstockkrebsarten und sind charakterisiert durch hohe
Raten an p53-Mutationen von Uber 80% in high-grade serd6sen Tumoren, eine
Vielzahl von genetischen Aberrationen, sowie aggressives Wachstum und die
Neigung zu Metastasierung [25,26]. Hinsichtlich des Expressionsmusters von
Stammzellmarkern wurde bislang noch keine Untersuchung zur Einteilung und
Klassifizierung zwischen Typ | und Il Tumoren vorgenommen. Gerade hinsichtlich
eines ,Profilings von Stammzellmarkern in serésen Borderline Tumoren oder auch
atypischen proliferativen serésen Tumoren (SBOT/APST) und low-grade serdsen
Karzinomen (LGSC) im Vergleich zu high-grade serdsen Karzinomen (HGSC) sind
bislang keine Daten vorhanden.

1.4 Borderline Tumoren und nicht invasive low-grade serdése Karzinome

Die ,Borderline” Kategorie der epithelialen Ovarialtumoren wurde in den frihen
1970er Jahren eingefihrt, um eine Gruppe von Tumoren zu beschreiben, welche
keinerlei invasives Wachstum zeigen, jedoch zytologische Atypien erkennen lassen
und in einer Minderheit der Patientinnen eine Progression in ein Karzinom aufweisen.
In den letzten drei Dekaden wurde den Borderline Tumoren (BOTs) mehr Beachtung
geschenkt und sie wurden als eigene Entitat akzeptiert. Aktuelle Studien zeigen eine
weitere Aufteilung dieser Tumoren in prognostisch unterschiedliche Gruppen. Am
einen Ende des Spektrums stehen die atypischen proliferativen serésen Tumoren
(APST). Diese sind charakterisiert durch eine papillare Architektur mit einem
hierarchisch verastelten Muster. Tumoren am anderen Ende des Spektrums sind
weiterhin nicht-invasiv, aber ahneln den low-grade serdsen Karzinomen, zeigen
einen komplexen nicht-hierarchisch-strukturierten Aufbau mit feinen Mikropapillen die
sog. mikropapillare Variante eines serdsen Borderline Tumors oder auch das nicht-
invasive (mikropapillare) low-grade serose Karzinom (MPSC). Diese beiden Gruppen
von Tumoren, APST und MPSC, bilden zusammen die Gruppe der serdsen
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Borderline Tumoren und somit mehrere Zwischenstufen bei der Entwicklung vom

benignen Zystadenom zum low-grade serdsen Karzinom [2].

o

Low-grade

APST MPSC
SBT

Cystadenoma carcinoma
KRASBRAF ERBB2 Loss of 1p36
mutations loss of CDKN2A/B

Abb.1: Schema der Pathogenese von low-grade (mikropapillaren) serésen Karzinomen. (Blaustein S.725)

Grundsatzlich zeigen Patientinnen mit APSTs ein sehr gutes Uberleben von ca. 96-
100% [8,9,32,33], auch wenn Mikroinvasionen oder mikroinvasive Karzinome bei den

Patientinnen gefunden wurden.

Bezogen auf den Ursprung der Neoplasien gibt es verschiedene Theorien, welche
noch nicht ganzlich geklart sind. So wird z.B. vermutet, dass Zellen mit tubarem
Ursprung bei ovariellen Oberflachenlasionen wie beispielsweise dem Eisprung in die
Ovarien verschleppt werden. Ferner wird angenommen, dass im Zusammenhang mit
der wahrend der reproduktiven Phase immer wieder auftretenden Traumatisierung
des ovariellen Oberflachenepithels im Zuge von Eispriingen dieses zur vermehrten
Proliferation stimuliert wird und so ein Milieu zur potentiellen malignen
Transformation von Epithelzellen entsteht [2]. Diese Theorie wird unterstiitzt durch
Studienergebnisse, welche zeigen, dass eine Verhinderung des Eisprungs durch

orale Kontrazeptiva protektiv wirkt.

Weniger favorisiert wird die Theorie der erhéhten Gonadotropinspiegel im peripheren
Blut. Hierbei wird angenommen, dass die Gonadotropine den Ostrogenspiegel
beeinflussen und so zu einer primaren Regulationsstorung der Ovarien fihren. Auf
der anderen Seite kdnnten auch wiederholte Entziindungen hervorgerufen durch z.B.
Oberflachenepitheldefekte nach Ovulation, Salpingitiden ausgeldst durch retrograde
Menstruation oder die Einfihrung von Fremdmaterial intravaginal oder bis intrauterin
zur  Krebsentstehung beitragen  [34,35]. Zuspruch zur Theorie des

proinflammatorischen Mikromilieus bei der Endometriose findet hier durch die sog.
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Type | Tumoren statt. High-grade serdse Karzinome sind in 53% der Falle mit
chronischer Salpingitis assoziiert [37]. Man findet bei einem Teil der Patientinnen
nicht invasive Vorstufen in der Tube, die sogenannten serdsen tubaren

intraepithelialen Karzinome (STIC).

Zudem kommen Borderline Tumoren der Ovarien auch wieder als Metastasen

ebenso in der Tube vor [38].

Trotz grofRer Fortschritte in der Entwicklung von chirurgischer und systemischer
Therapie des Ovarialkarzinoms stirbt immer noch die Mehrheit der Patientinnen an

den Folgen ebendieser Krankheit, namlich nahezu 75% [39].

Priméare Resistenzen gegen die Chemotherapie sowie Rezidive der Krebserkrankung
sind die Hauptursachen. Es wird angenommen, dass Tumorstammzellen und die
Reexpression von Stammzellfaktoren in beiden zuvor erwahnten Prozessen eine

Rolle spielen.

1.5 Entstehungstheorien von high-grade serésen Karzinomen

Aufgrund der Heterogenitat der Tumore, welche an verschiedenen Orten im
Genitaltrakt entstehen konnen (genauer Ovar, Tube, Peritoneum, Endometrium),
ergeben sich verschiedene Theorien zur Entstehung eben dieser.

Ansatzpunkte sind z.B. die Entstehung aus:

a) Ovarialmesothel, welches eine Inklusionszyste bildet und Zellatypien
hervorbringt [40]

b) Residuale Zellen, aus der Entwicklung des sekundaren Muller'schen Epithels
[40]
c) Tubengewebe, Fimbrien-besetzter Teil der Tube, welcher Zellen ins Ovar

streut [41-44]

Aufgrund der durch Hormone regulierten stédndigen Traumatisierung des ovariellen
Oberflachenepithels durch den Eisprung, so angenommen, wird ein Milieu erzeugt,

welches Proliferation stimuliert und somit zu maligner Transformation angeregt [2].



Bezogen auf die Inklusionszysten, die im Ovar entstehen, wird angenommen, dass
sich Zellen aus der Fimbrienregion der Tube in den durch z.B. den Eisprung
traumatisierten Eierstock einstreuen und dort ebendiese Zysten ausbilden. Daraus
werden potentielle Krebszellen entwickelt, womit wieder der Ursprung aus

Oberflachenepithel der Tube méglich ware [45-48].

Die letzte Hypothese wird von diversen neuen Studien fur sehr wahrscheinlich
gehalten und in jungster Zeit wird dieser Ansatz weiterverfolgt und zu bestéatigen
versucht [43,44,49,50].

Fimbria

.:.)
%! ovulation ol

T — | (@} site

Abb.2: Schema des angenommenen Mechanismus der Herkunft der ovariellen Oberflacheninklusionen von Fimbrienepithel.
Epitheliale Zellen vom Fimbrientrichter implantieren am ovariellen Oberflachenepithel an rupturierten Stellen wo es zur

Ovulation gekommen ist. Diese Epithelzellen kdnnen einwandern, und kortikale Inklusionszysten formen. (Blaustein S.687)

1.6 Molekulare Marker

1.6.1 Allgemeines

Ein weiterer Punkt in der Entstehung der Ovarialkarzinome sind die genetischen
Veranderungen, welche sich entweder in Zugewinn oder Abgang von Erbinformation
wiederspiegeln. Chromosomenanalysen ergaben vor allem hinzugewonnenes
Genmaterial auf den Chromosomen 3q, 8q, 199 und 20q [49,50]. Diese Genloci
kodieren unter anderem Faktoren, welche zur Auspragung des embryonalen
Stammzellphanotyps beitragen [18]. Diese Faktoren sind beispielsweise SOX2, ein

Transkriptionsfaktor auf Chromosomenabschnitt 3926, c-myc auf 8g oder auch
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Notch3 auf 19q. Gerade was die Unterscheidung zwischen low-grade und high-grade
serdsen Ovarialkarzinomen angeht, konnte gezeigt werden, dass bei den hochgradig
malignen serdsen Ovarialtumoren SOX2 deutlich amplifiziert vorliegt [50]. Auch bei
anderen Karzinomen konnte eine Genamplifikation an dieser Stelle nachgewiesen
werden, wie z.B. beim pulmonalen Plattenepithel- oder Adenokarzinom [51,52], in

soliden Tumoren der Magendarmschleimhaut [53] sowie in Brustkrebs [54].

Bezogen auf die Ilow-grade serdsen Ovarialkarzinome wurde bereits
herausgefunden, dass es vermehrt zu einer allelischen Deletion von 136 und 9p21
kommt, was auch bei serésen BOTs untersucht aber noch nicht bestatigt werden
konnte. Besonders 1936 kodiert fur eine Region, welche diverse
Tumorsuppressorgene enthélt, beinhaltend miR-34a, welche eine p53-regulierte
micro-RNA hervorbringt, die den p53-Effekt auf Wachstumshemmung und Apoptose
imitiert. 9p21 hingegen enthalt den CDKN2A Lokus, welcher p16, pl5 und pl4
kodiert [55,56].

Bei den high-grade serdsen Ovarialkarzinomen konnte bereits durch eine Vielzahl
von Genanalysen ein mutiertes p53-Gen festgestellt werden. Lateio und Kollegen
fanden eine p53-Uberexpression und Mutation des TP53, welche zumeist eine
Punktmutation darstellt [2], in Gber 50% der Falle von frihen Entstehungsformen der
sergsen Karzinome, was Grund zur Annahme gibt, dass es sich hierbei um einen
frih stattfindenden Prozess bei der Entstehung der high-grade serdésen
Ovarialkarzinome handelt [57]. Andere Untersuchungen zeigten nach Analyse von
TP53-Mutationen bei gleichzeitig bestehendem intraepithelialem Karzinom der Tube
und bestehendem Ovarialtumor, dass hier die gleichen Aberrationen des p53-Gens
vorliegen, was die Rolle eben dieses Gens in der Tumorentstehung noch bestéarkt
[58]. Andere Mutationen wie BRCA1/2, PTEN und PIK3CA wurden zwar
beschrieben, zeigen jedoch eine wesentlich niedrigere Mutationsrate (<10%) [59-61].

1.6.2 SOX2

Bei SOX2 handelt es sich um ein Mitglied aus der Familie der SOX-Proteine. ,SOX*
steht fur ,SRY Box"“, eine Geschlechts-bestimmende Region auf dem Y-Chromosom

(engl.: sex determing region on Y). Diese Region gehort zur Klasse der
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Transkriptionsfaktoren, welche Uber eine HMG (engl.: high-mobility-group) Doméane
verfigen, Uber die eine DNA-Bindung vermittelt wird [62]. Die Wirkungsweise von
SOX-Proteinen besteht in der Bindung innerhalb der kleinen Furche der DNA,
wodurch neben Interaktion mit anderen DNA-nah bindenden Faktoren auch
Verformung und Verbiegung der DNA erreicht werden kann. Aufgrund dessen wird
dieser Proteingruppe eine wichtige architektonische Rolle zugeschrieben, vor allem
in Hinsicht auf die Bildung von biologisch wirksamen Multiproteinkomplexen [63,64].
SOX-Proteine sollen vor allen Dingen einen entscheidenden Einfluss auf die
Regulation der Organogenese und der Bestimmung von Zelltod, -erhaltung und
—erneuerung haben [65]. Vor allem fur die frihe Embryogenese sind SOX-Proteine

von enormer Wichtigkeit, wie in vivo-Experimente an Mausen zeigen [66].

SOX2 hilft humanen embryonalen Stammzellen ihr Differenzierungspotential
beizubehalten, und ist neben NANOG und Oct3/4 fahig, adulte Zellen in induzierte
pluripotente Stammzellen (IPS) umzuwandeln. SOX2 und der Transkriptionsfaktor
Oct3/4 beeinflussen die Regulation weiterer Proteine und Faktoren in der frihen
Embryogenese, wie unter anderem FGF4 (fibroblast growth factor 4) und
Osteopontin [65,67]. Das SOX2 Gen liegt in der chromosomalen Region 3026,

welche haufig bei Ovarialkarzinomen amplifziert ist.

In den Keimzellen der friihen embryonalen Gonaden bis hin zur abgeschlossenen
Entwicklung des Hoden und der Eierstocke lasst sich SOX2 nicht finden [68]. In
normalem Eierstockepithel, normalen Tubenepithel sowie in serésen oder muzinésen

Lasionen konnte es jedoch detektiert werden [69,70].

1.6.3 ALDH1

ALDH1 als entgiftendes Enzym, welches die Oxidation von Aldehyd bewirkt, zeigt
besonders hohe  Aktivitdt in  Zellpopulationen mit  Stammzell- oder
Progenitoreigenschaften, wie der Prostata, mesenchymalem  Gewebe,
hamatopoietischen, neuralen und mammaren Zellen. AulRerdem wurden erhdhte
ALDH1-Werte in Zellen kolorektaler Karzinome gefunden [71,72], wo eben diese
Zellen bei der Tumorentstehung eine erhebliche Rolle spielen sollen. Besonders in

Hinblick auf Selbsterneuerung und Stressresistenz-Eigenschaften wird ALDH1 eine
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besondere Bedeutung zugeschrieben [15,73]. Daher rihrt die Vermutung, dass eine
erhohte Aktivitat von ALDH1 als potentieller Marker fir Tumor Stammzellen
herangezogen werden kann [74,75] und moglicherweise Chemotherapieresistenz
bewirkt [76]. Studien, die sich mit der Expression von ALDH1 in serésen
Ovarialkarzinomen beschaftigten, fanden stark ALDH1-positive Tumoren in Mausen,
wobei jedoch die Anzahl der Tumor-initierenden Zellen in der Tumormasse relativ
gering war [77]. Dies fuhrt zu der Annahme, dass zusatzliche Faktoren in die
Regulation und Expression von moglichen Progenitorzellen involviert sind. Eine
weitere Hypothese waére, dass eine Koexpression oder Koaktivierung von ALDH1
zusammen mit anderen Faktoren notig ist, um die Aggressivitat eines Tumors zu

erhdhen.

Bareiss et al. (2012) fanden heraus, dass ALDH1-exprimierende Tumoren in Mausen
schneller proliferieren (in vivo) (personliche Mitteilung, bisher nicht publizierte Daten).
Die Frage, die sich uns stellte war nun, ob es auch die gleichen Zellen innerhalb
eines Tumors sind, welche ALDH1-Positivitat und erhohte Proliferationsaktivitat

zeigen?

Bei Patientinnen mit Brustkrebs in 577 Fallen konnten hohe Auspragungen von
ALDH1 mit einer schlechteren Prognose assoziiert werden. Die ALDH1-positiven
Zellen stellten eine Zellfraktion dar, welche zu Selbsterneuerung und
Tumorwachstum fahig ist und die Heterogenitat des Priméartumors wiedergeben
kénnen [78].

Im Hinblick auf Ovarialkarzinome gibt es zu Uberlebensdaten verschiedene
Ergebnisse, welche allesamt kontrovers diskutiert werden, sodass bislang noch nicht
mit Sicherheit gesagt werden kann, ob ALDH1-Expression mit einer besseren oder

schlechteren Uberlebensprognose assoziiert ist [73,79-81].

1.6.4 Ki67

Das Ki67-Antigen wird normalerweise in allen aktiven Phasen des Zellzyklus nukle&r
exprimiert (G1, S, G2 und M-Phase) [82,83] ist jedoch abwesend wahrend der GO-
Phase sprich der sog. ,Ruhephase®, und soll auch wahrend der DNA-
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Reparaturprozesse nicht nachweisbar sein. Insgesamt handelt es sich hierbei um

einen Marker zur indirekten Bestimmung der Proliferationsaktivitat eines Gewebes.

1.6.5 Marker: NANOG, Oct-4, Notchl, CD117, c-myc und CyclinD1

NANOG gehort zur “homebox’Gruppe, welche DNA-bindende Proteine sind, die
hauptséchlich in undifferenzierten embryonalen Stammzellen hoch exprimiert

vorkommen [84-86].

Oct4 ist einer der Transkriptionsfaktoren welcher, wie bereits erwahnt, in
undifferenzierten embryonalen Stamm- und Keimzellen exprimiert wird und fir die
Beibehaltung eben dieser Pluripotenz essentiell ist [87-89], da eine down-Regulation

von Oct4 einen Trigger zur Zelldifferenzierung darstellt.

Notchl gehdrt zu einer Gruppe grol3er Transmembranrezeptoren (Notch-
Rezeptoren), welche in Zell-zu-Zell-Interaktionen involviert sind und eine wichtige
Rolle bei der Bestimmung von Zellschicksalen spielen. Modifikationen des Notch-
betreffenden Entwicklungspfades bei Zellen kénnen Proliferation, Differenzierung
und Apoptose beeinflussen [90]. Notch wird durch Bindung an Membran-gebundene
Liganden der Delta- und Serrate/Jagged-Familie aktiviert. Der aktivierte Notch-
Rezeptor wird proteolytisch gespalten und die Notch-Intrazellulardomane (NICD) wird
freigesetzt. Diese bindet an das CSL-DNA-bindende Protein und den
Mastermind/Lag-3 Co-Aktivator im Zellkern und aktiviert dadurch die Expression der
Zielgene [91,92]. Die Unterdrickung der Notch-Expression wurde haufiger bei
Karzinomen beobachtet [93]. In Sédugern wurden bislang vier Typen der Notch-
Rezeptoren beschrieben (Notch-1,2,3,4), wobei fur aktiviertes Notch-1 eine
Verbindung zu p53-abhéangiger Transaktivierung gezogen werden konnte, bei der die

Notch-1-Expression die Phosphorylierung des p53-Proteins hemmt [94].

CD 117 (oder auch CD79a) gehort zu einer Immunglobulin-Superfamilie und ist tber
Disulfidbricken transmembranar verankert. Das Heterodimer CD79a ist Uber nicht-
kovalente Bindungen an Oberflachen-Igs gebunden und bildet einen Teil des B-Zell-
Rezeptor-Komplexes, welcher fur die Antigen-Erkennung essentiell ist. Zudem

Ubernimmt CD79 Funktionen beziglich der Transmission von Signalen intrazellular in
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das Zytoplasma hinein, welche wiederum bei der Antigen-Bindung an Oberflachen-
Immunglobuline wichtig sind. Der zytoplasmatische Anteil von CD79 enthalt viele
Kinasen. Signale zur Phosphorylierung laufen tber diese Kinasen und resultieren in
B-Zell-Aktivierung, -differenzierung und in manchen Fallen auch —Apoptose. In
Vorlaufer-B-Zellen werden CD79-Protein-Ketten bereits im Zytoplasma gebildet
(CyCD79). Oberflachen-Expression des Proteins findet erst im Pro-B-Zell-Stadium
statt und dauert bis hin zur B-Zell-Differenzierung. CD 117 wird vor allem in der
follikularen Mantelzone exprimiert und weniger in B-Zellen der Keimzentren, was
darauf hindeutet, dass eine Aktivierung der reifen B-Zellen zu einer

Herunterregulierung der CD79-Proteine fihrt [95,96].

C-myc, welches neben N-myc oder L-myc zur Gruppe Onkogen-kodierten Proteine
gehort, spielt eine wichtige Rolle in der Zellproliferation, -differenzierung und bei der
Entstehung von Neoplasien. C-myc ist ein Transkriptionsfaktor und scheint in die
Aktivierung der Transkription von Wachstums-férdernden Genen involviert zu sein.
C-myc bindet wahrend des Transkriptionsprozesses als heterodimerer Komplex an
die DNA und liegt in vivo phosphoryliert aktiv vor [97-99].

Des Weiteren interagieren ebendiese  Stammzellfaktoren auch  mit
Proliferationsmarkern innerhalb der Zelle und regulieren moglicherweise den
Zellzyklus in eine Richtung, welche die Tumorbiologie beeinflusst. Gerade hierzu
wurden zuséatzlich die Proliferationsmarker Ki67 und CyclinD1 mit untersucht und auf

potentielle Korrelationen beobachtet.

CyclinD1 gehdrt zu einer Proteinfamilie, bei der die primare Funktion darin besteht,
die Aktivitat der Cyclin-abh&ngigen Protein-Kinasen in der G-Phase des Zellzyklus zu
regulieren. CyclinD1, welches auch als PRAD-1 oder bcl-1 bezeichnet wird, hat seine
maximale Expression in der mittleren bis spaten G1-Phase. Es befindet sich als Gen
auf der Position 11913 und liegt in einer Vielzahl von Neoplasien amplifiziert vor, wie
z.B. einer Gruppe von Mamma-Karzinomen oder Harnblasentumoren, sowie bei ca.
70% der Mantelzell-Lymphome, weswegen eben dieses Lymphom als

Positivkontrolle bei den Farbeprozessen mitlief [100,101].
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1.7 Ziele dieser Arbeit

Aufgrund der immer noch schlechten 5-Jahres-Prognose nach Diagnose von
Eierstockkrebs, ist es von enormer Wichtigkeit, weitere Angriffspunkte in der Biologie
der Krebszellen zu finden. Tumorstammzellen und die Reexpression von
Stammzellfaktoren spielen eine entscheidende Rolle, wenn Ovarialkarzinome
chemotherapieresistent werden oder rezidivieren. Die Expression von Notch3, SOX-2
und anderen Stammzellfaktoren wurde bereits in vielen soliden Tumoren
beschrieben, wie dem Adenokarzinom der Lunge, Plattenepithelkarzinomen und
auch in Ovarialkarzinomen [51-54,102].

Wir wollen als eine der ersten Arbeitsgruppen die Expression von Stammzellfaktoren
in Borderline Tumoren im Vergleich zu low-grade und high grade serdsen
Ovarialkarzinomen, mdgliche Korrelationen und molekularbiologische Parameter

untersuchen.

Zur Rolle von SOX2 in der Pathogenese der Ovarialtumoren ist bisher nur wenig
bekannt. Vorausgehende Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten eine vermehrte
Expression und Genamplifikation von SOX2 bei einem Teil der Ovarialkarzinome.
Hinzu kommen in vivo Studien an M&ausen, die eine vermehrte Expression von
ALDHL1 in serésen Ovarialkarzinomen mit erhdhter Proliferationsaktivitat zeigten. Auf
molekularer Ebene ist nicht nur ein Faktor fir Tumorentstehung und Tumortyp
verantwortlich. Eine Vielzahl von Stammzellfaktoren, die auch in Zusammenhang mit
anderen Tumoren beschrieben wurden, gibt Grund zur Annahme, dass eben diese
Transkriptions- und Proliferationsfaktoren moglicherweise interagieren, korrelieren
und so ein charakteristisches Auspragungsmuster fur die unterschiedlichen Tumoren

aufzeigen.

Wir wollten untersuchen, ob sich Ovarialtumoren anhand ihres Expressionsprofils
unterscheiden und ob die zu identifizierenden Subpopulationen der Stammzellmarker
mit Kklinischen Parametern oder der Prognose der Patientin korrelieren. Dazu

verfolgten wir in dieser Arbeit im Wesentlichen drei Ansétze:

1. Eine vergleichende Analyse von SOX-2, Nanog, Oct-4 und ALDH1 wurde
anhand einer groBen Reihe von high-grade serdsen Ovarialkarzinomen im

Vergleich zu low-grade Karzinomen und Borderline Tumoren durchgefihrt.
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2. Korrelationen in Bezug auf die Tumorbiologie, Proliferationsrate sowie auch

das klinische Outcome wurden fur einzelne Marker analysiert.

3. Doppelfarbungen von Stammzellmarkern und Proliferationsmarkern sollten
zeigen, ob individuelle Expressionsmuster und die Koexpression von
Stammzellmarkern spezielle pathogenetische und Kklinisch relevante
Subpopulationen von Tumorzellen charakterisieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Kollektiv

Es wurden zunachst zwei Datenbanken erstellt, eine bezogen auf low-grade und
high-grade Ovarialkarzinome und eine, die vornehmlich Patientinnen mit Borderline
Tumoren (BOT) enthalt. Die erstgenannte fuhrt 230 Patientinnen, bei denen die
Diagnose eines Ovarialkarzinoms gestellt wurde und die daraufhin an der
Universitats-Frauenklinik Ttbingen behandelt wurden. Der Zeitraum der Behandlung
erstreckt sich hier Uber die Jahre von 2000 bis 2008. Alle betroffenen Frauen
unterzogen sich einer chirurgischen Behandlung und erhielten eine adjuvante Platin-
enthaltende Chemotherapie, basierend auf den aktuell deutschen Leitlinien
(www.ago-online.de). Die Verlaufsdaten der Patientinnen wurden in Folge von der
Patientenregistrierung des Tubinger Krebszentrums erfasst. Dieses Kollektiv
entspricht dem, welches Fr. D. Pham bis 2011 erstellt hatte, um die Expression des
SOX2 Markers zu untersuchen, wobei hieraus in unserer Studie je nach
Farbedurchgang bis maximal 161 sertse Ovarialkarzinom-Falle gewertet werden

konnten.

Bei dem Kollektiv der Borderline-Tumoren handelt es sich um 37 Patientinnen,
wovon zum Teil nur 33 Patientenproben technisch verwertbar waren, deren Therapie
und Behandlung nach Diagnosestellung im Zeitraum von 2000 bis 2008 ebenfalls an

der Universitats-Frauenklinik Tubingen durchgefihrt wurde.

Zur Datenbank addiert wurden zudem sieben Félle von low-grade Karzinomen
(davon 6 auswertbar) und 12 zuséatzliche Paraffingewebeproben von Tumoren mit
parallel asserviertem Frischgewebe in der Tumorbank aus den Jahren 2008 bis 2009

(2 low-grade und zehn high-grade serdse Karzinome, alle auswertbar).

Das finale Kollektiv fasste somit insgesamt je nach Farbevorgang verwertbare
Proben von maximal 206 Patientinnen (161 HGSC, 8 LGSC, 37 APST) (Abb.3).

Alle histologischen Schnitte stammen aus dem Archiv des pathologischen Instituts
der Universitat Ttubingen und wurden von einer Pathologin mit spezieller Ausbildung
im Bereich der Gynakopathologie (A.S.) erneut geprift. Fir jede Patientin wurden

histologischer Typ und Grad des jeweiligen Tumors erfasst.
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2.2 Erstellung der Tissue Microarrays

4um dicke Schnitte wurden aus den Formalin-fixierten, in Paraffin gebetteten
Gewebeblocken der Ovarialtumoren gewonnen und mit Hamatoxilin und Eosin
gefarbt. Diese wurden auf Areale mit mehr als 60% Tumor untersucht. Aus dem
korrespondierenden Gewebeareal des zugehorigen Paraffinblocks wurden 0,6mm
durchmessende Stanzen gewonnen. Diese wurden mit einem semiautomatischen
tissue microarray Instrument (Beecher Instruments Sun Prairie, WI, USA) in einen
Paraffinblock mit bis zu 360 vorgefertigten Stanzléchern eingefuhrt. Somit ist es
maglich bis zu 360 Proben parallel in einem Paraffinblock zu untersuchen (Abb.4).

Abb.3: Auswahl der zu stanzenden Tumorblocke.

Jeder Fall wird mit sechs Stanzen reprasentiert; bei bilateralen Ovarialtumoren je drei
aus dem rechten Ovar und drei aus dem linken. Bestand der Tumor nur unilateral, so
mussten alle sechs Stanzen aus separaten Stellen des Tumors einer Seite
gewonnen werden. AnschlieBend wurde aus den TMAs wieder 4um dicke Schnitte

produziert und auf superfrost-Objekttrager aufgezogen.

Als Kontrollen wurden zusatzlich Stanzen aus normalen Tuben- und Ovarialgeweben
entnommen und ebenfalls mit oben genannter Technik in den TMA eingefligt, sodass
eine interne Kontrolle auf allen TMAs mitlaufen konnte. Als Platzhalterstanzen, fur
den Fall, dass aus einem Paraffinblock keine qualitativ guten Stanzen gewonnen
werden konnten, verwendete die medizinisch technische Assistentin Nierengewebe

als Platzhalter.
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Bei jeder immunhistochemischen Farbung lief immer noch ein Gewebeganzschnitt

einer Positivkontrolle mit.
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Abb.4: Entstehung eines TMA mit anschlieBender immunhistochemischer Farbung. (www.abnova.com)

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Immunhistochemie allgemein

Bei der immunhistochemischen Farbung gilt das Prinzip der AntikOrper-Antigen-
Reaktion, bei der der spezifische Antikorper aus dem Reagenz an das darzustellende
Protein bindet. In dieser Arbeit wurde die labeled avidin-biotin(LAB)-Technik

angewandt.

Zunachst bindet ein spezifischer hochaffiner Primarantikorper an das gesuchte
Protein. Gefolgt wird diese Reaktion von der Kopplung eines biotinylierten
Sekundarantikbrpers an den Priméarantikorper. Nun wird Avidin hinzugegeben,
welches durch Beimischung von Peroxidase markiert wurde, und bindet an das Biotin
am Sekundarantikorper. Im weiteren Verlauf wird ein H202-Chromogen-Komplex
hinzugegeben, welcher nach Spaltung durch die Peroxidase im Reaktionsgemisch
H20 und Sauerstoff freisetzt. Durch die Oxidation wird das Chromogen aktiviert und
lagert sich als brauner Farbstoff am gesamten Komplex ab. Hierdurch wird das
gesuchte Antigen sichtbar [103].

Bei dem Chromogen, welches hier verwendet wurde, handelt es sich um
Diaminobenzidin (DAB).

Zur  Durchfihrung der Farbungen wurde mit dem vollautomatischen
Immunfarbungssystem Ventana Discovery gearbeitet, welche auch die Reagenzien

herstellte (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA).
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Abb.5: Molekulare Funktionsweise der immunhistochemischen Féarbung. (Zitat der Abbildung)

2.3.2 Immunhistochemie fir SOX-2, Ki67, ALDH1 und andere Marker

Die immunhistochemische Aufarbeitung erfolgte mittels des von Ventana Discovery
entwickelten automatisierten Immunostaining System, welches Ventana Reagenzien
verwendet (Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, USA). Zuerst wurden die
Schnitte auf superfrost Objekttragern mit anorganischem Puffer entparaffinisiert. Die
Vorbehandlung fur die Ki67-Farbung bestand in einem EDTA-basiertem Puffer mit
pH 8,4 und Hitze-induzierter Epitop-Gewinnung (heat induced epitope retrieval =
HIER), noch bevor der primare Antikbrper aufgetragen wurde (monoklonales Maus-
anti-human Ki67-Antigen, Klon MIB-1, M7240, DakoCytomation Danemark,
Verdinnung 1:200 Antikdrper-Diluent von Zytomed Systems). Die Inkubationszeit
betrug 32 Minuten. Fir Ki67 schloss sich die Behandlung mit einem biotinylierten
Detection-kit an, beinhaltend eine Behandlung Diaminobenzidin und Meerrettich-
Peroxidase (HRP) gefolgt (DAB Map Kit Ventana). Anschliel3end wurden die Schnitte
mit Hamatoxilin und ,Blueing“Reagenz gegengefarbt (Roche 760-2021), gewaschen
und dehydratisiert mittels aufsteigender Alkoholserie (40%, 70%, 96%). Schliel3lich
wurden die Schnitte mit Cytoseal gedeckt.

Die Vorbehandlung fur Gewebe, welches mit ALDH1 und SOX-2 gefarbt werden
sollte, ahnelt der fur Ki67, jedoch folgte den ersten Schritten ein endogener Biotin-
Block, bevor der Primérantikdrper aufgetragen und jeweils flir 32 Minuten inkubiert
wurde (ALDHlal Hasen monoklonaler Antikdrper, EP3319Y, Epitomics, 1:100

Verdinnung von Zytomed Systems) und (monoklonales Hasen-anti-human SOX2-
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Antigen, SP76, Cell Marque, 1:100, Diluent von Zytomed Systems). Im Anschluss
erfolgte die Behandlung mit einem Biotin-freien Detection-kit, beinhaltend
Diaminobenzidin und HRP (ultraView Universal DAB Detection kit, Roche). Und
schlie3lich bestand die Nachbehandlung in einer Gegenfarbung mit Hamatoxilin und
,Blueing“‘Reagenz, sowie der Wasche und Dehydratisierung in einem aufsteigenden
Alkoholbad (40%, 70%, 96%) und Schnitt-Deckung mit Cytoseal.

Die Doppelfarbung fur ALDH1/Ki67 wurde wie folgt absolviert: Vorbehandlung bereits
erwahnt, anschlieBend Auftragen des Primarantikdrpers (MIB-1/ALDH1, Epitomics,
Mibl Verdinnung 1:100, Anti-ALDH1 Verdinnung 1:100, Zytomed Systems),
Inkubationszeit von je 32 Minuten gefolgt von einem UV-Rot Verstarkersubstanz,
welche ALDH1-positive Zellen rot markiert (ultraView Universal Alkaline Phosphatase
Red Detection kit, Roche - Biotin-frei) und anschlieBender Aufarbeitung mittel Biotin-
freiem Diaminobenzindin- und HRP-enthaltendem Detection-kit (ultraView Universal
DAB Detection kit). Folgende Schritte wurden bereits mehrfach erwahnt und
beinhalteten Gegenfarbung mit Hamatoxilin und Blueing Reagenz, Wé&sche sowie
Deckung der Schnitte mit Cytoseal.

Eine Auflistung aller angewandten Antikdrper und Protokolle findet sich in Tabelle 1.
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Marker | Antikérper | Hersteller Instrument | Verdun- | Verdiunnungsrea | Puffer, pH | Detection Kit Farbung Kontrollge
nung -genz -webe
SOX2 SOX2 Cell  Marque, | Benchmark | 1:100 Zytomed TBE-Puffer, | ultraView DAB | Nuklear Tube
monoclonal | via medac XT, Systems Roche, Detection Kit,
rabbit anti- Ventana pH 8,4 Roche
human
Antibody,
SP76
Ki67 Monoclonal | DakoCytomatio | Benchmark | 1:200 Zytomed TBE-Puffer, | iView DAB | Nuklear High-grade
Mouse anti- | n Denmark A/S | XT, Systems Roche, Detection Kit, seroses
human Ventana pH 8,4 Roche Karzinom,
Ki67 Tonsille
Antigen,
clone MiIB-
1
ALDH1 | Anti- Epitomics Inc., | Benchmark | 1:100 Zytomed TBE-Puffer, | UltraView DAB | Zytoplasmatisch | Tube
ALDH1al CA, USA XT, Systems Roche, Detection kit
rabbit Ventana pH 8,4 (biotinfrei),
mAntibody, Roche
Clone ID:
EP1933Y
ALDH1/ | Siehe Epitomics Inc., | Benchmark | 1:100 /| Zytomed TBE-Puffer, | UltraView DAB | Nuklear und | High-grade
Ki67 Einzelfar- CA, USA XT, 1:100 Systems Roche Detection kit | zytoplasmatisch | seréses
bung Ventana pH 8,4 (biotinfrei), Karzinom,

Ventana, Roche;
Ultra View Red
Alkine

Phosphatase kit,
Ventana, Roche

23




SOX2/ | Siehe Cell  Marque, | Benchmark | 1:100 /| Zytomed TBE-Puffer, | UltraView Nuklear und | Tube
ADLH1 | Einzelfar- via Medac | XT, 1:100 Systems Roche, Universal DAB | zytoplasmatisch
bung Epitomics Inc., | Ventana pH 8,4 Detection kit,
CA, USA Roche
(biotinfrei);
UltraView
Universal
Alkaline
Phosphatase
Red Detection
Kit, Roche,
(biotinfrei)
Oct-4 Monoclonal | Cell  Marque, | Benchmark | 1:200 Zytomed TBE-Puffer, | iView DAB | Nukleér Seminom
Mouse anti- | CA, USA XT, Systems Roche Detection Kit,
human Ventana pH 8,4 Roche
Antibody,
Clone ID:
MRQ-10
Nanog Monoclonal | R&D Systems | Discovery | 1:25 Discovery Diluent | TBE-Puffer, | DAB  MAB-kit, | Nuklear Seminom
Goat Anti- | Inc.,, MN, USA | XT, Primar- Roche, RUO, Roche
human Ventana antikor- pH 8,4
Nanog-BD per,
Antibody 1:200
Sekun-
daranti-
korper
Notch-1 | Monoclonal | Epitomics Inc., | Benchmark | 1:50 Zytomed TBE-Puffer, | ultraView DAB | Zytoplasmatisch | Mamakarzi
Rabbit XT, Systems Roche, Detection Kit, nom
Antibody, Ventana pH 8,4 Roche
Clone-ID:
EP1238Y

24




c-myc Rabbit Epitomics Inc., | Benchmark | 1:200 Zytomed TBE-Puffer, | iView DAB | Nuklear Burkitt-
monoclonal | CA, USA XT, Systems Roche, Detection Kit, Lymphom
Antibody, Ventana pH 8,4 Ventana, Roche
Clone
ID: Y69
Cyclin Monoclonal | DCS Innovative | Benchmark | 1:40 Zytomed TBE-Puffer, | iView DAB | Nuklear Mantelzell-
D1 Rabbit anti- | Diagnostik- XT, Systems Roche Detection kit, Lymphom
human Systeme, Ventana pH 8,4 Ventana, Roche
Antibody, Hamburg, D
Clone: SP4
CD 117 | Monoclonal | DakoCytomatio | Benchmark | 1:200 Zytomed TBE-Puffer, | iView DAB | Membran Tonsille
Mouse anti- | n, Denmark A/S | XT, Systems Roche, Detection Kit,
human Ventana pH 8,4 Ventana, Roche
CD79aq,
Clone ID:
JCB117

Tabelle 1: Verwendete Antikdrper und zugehorige Informationen.
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2.3.3 Auswertung der Immunhistochemie

Die IHC-Farbungen von ALDH1 und SOX2 wurden mittels eines semiquantitativen
Scores ausgewertet. Fur SOX-2 wurde die relative Zahl der positiv gefarbten Nuklei
wie folgt gewertet: komplett negative Nuklei entsprechen 0% = Score 0, >0-10% =
+1, 11-50% = +2, 51-80% = +3, >80% = +4. Fur die ALDH1-Farbung wurde der
gleiche Score verwendet, jedoch wurden die zytoplasmatisch positiven Zellen
gewertet. Die Falle der einzelnen Patientinnen wurden mit in die Gesamtwertung
aufgenommen, wenn wenigstens eine Stanze als wertbar eingestuft wurde, oder

mindestens 50 Tumorzellen zur Auszéhlung vorhanden waren.

Die Analysen wurden unabhangig von zwei Gutachterinnen durchgefuhrt (A.S., A.F.),
wobei eine der beiden eine Pathologin mit Schwerpunkt Gynakopathologie ist.

Die IHC von Ki67 erfolgte anhand einer prozentualen Auszahlung der pro Core
gezahlten positiven Nuklei in Arealen bestehend aus 100 Zellen (0-100%), und
anschlieBender Errechnung des Mittelwertes fur jeden Fall. Wenn verwertbar
erfolgte somit die Berechnung des Mittelwerts tber bis zu sechs Cores.

Betreffend die Doppelfarbung von ALDH1/Ki67, hier wurde eine zweiphasiges Modul
angewendet: im ersten Schritt wurden alle Ki67-positiven Nuklei in ALDH1-positiven
Zellen gezahlt, hierfir mussten mindestens 50 Zellen ALDH1-positiv gefarbt worden
sein. Im zweiten Schritt wurden prozentual alle Ki67-positiven Nuklei in ALDH1-
negativen Zellen ausgezahlt. Die Prozentzahlen der positiven Nuklei zwischen
beiden Populationen wurden Fall fur Fall verglichen (t-Test fir verbundene

Stichproben).

Eine exakte Auflistung aller Auswertungen und deren Systematik findet sich in
Tabelle 2.
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Marker

Farbung nuklear

Farbung
zytoplasmatsich

Farbung membrandés

Auswertungssystem

Intensitat

SOX2 monoclonal Ja Score: 0% = 0, 1-10% = +1,
11-50% =+2, 51-80% =+3,
>80% =4+
Ki67 Ja i i Prozentual (pro 100 | ~
Tumorezellen),
Durchschnittswerte pro Fall
(Mittelwert Uber Anzahl
verwertbarer Cores pro
Patientin)
ALDH1 i Ja i Score: 0% =0, 1-10% =1+, 11- | ~
50% =2+, 51-80% =3+, >80%
=4+
ALDH1/Ki67 Ja Ja i Prozentual (je 100 | ~
Tumorzellen)
Cyclin D1 Ja i i Score: 0 - 4+ i
Oct-4 Ja i i Prozentual (je 100 | ~
Tumorzellen)
Nanog-BD Ja i i Prozentual (je 100 | ~
Tumorzellen)
CD 117 i i Ja Score: 0 - 4+ 1+ = schwach, 2+ = maRig, 3+ =
stark
c-myc Ja i i Score: 0 - 4+ Intensitat von 1 - 3
Notch-1 Ja Ja i Score: 0 - 4+ Intensitét von 1 - 3
SOX2 Ja Ja - 1)Prozentual fur SOX-2 in | Fur SOX-2: keine

monoclonal/ALDH1

ALDH1 positiven Zellen,

Score 0 — 4+

Fir ALDH1: wertbar ab einer
Intensitat = 2+ (=maRig)

Tabelle 2: Markerprofil und Auswertung der Immunhistochemie. Als positiv gezéhlt wurden jeweils Zellen mit einer mindestens mafiggradigen Farbeintensitat (Intensitatsscore 2+ und 3+).
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2.4 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse wurden anhand der immunhistochemisch gewonnenen
Ergebnisse Untergruppen gebildet und in Bezug gesetzt zu klinischen Parametern und
dem Tumorgrad. Korrelationen wurden mittels x3- und Fisher’'s Exact-Test ermittelt. Um
den durchschnittlichen Proliferations-Index der unterschiedlichen Gruppen von Tumoren
oder Zell-Populationen vergleichen zu kdnnen, wurde der t-Test flr verbundene
Stichproben verwendet. Uberlebenskurven wurden mittels Kaplan-Meier-Methode
produziert und mittels log-rank Test verglichen. Fur alle Tests konnte eine statistische
Signifikanz von p<0,05 definiert werden. Die statistischen Auswertungen entstanden
unter Einsatz der SPSS-Software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Diese Studie wurde

bewilligt durch die Ethikkommission des Universitatsklinikums Tubingen.
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3 Ergebnisse

3.1 SOX2-Expression in serésen Ovarialtumoren

In unserer Studie untersuchten wir zunachst erneut die SOX2-Expression in APSTSs,
low-grade und high-grade serdsen Karzinomen in einem Gewebemikroarray (Tissue
Microarray, TMA). Hierbei wurden nur jene Falle gewertet, welche eine moderate (2+)
oder starke (3+) nukleare Farbeintensitat aufwiesen. Die Tumoren wurden anhand des
zuvor erwahnten Scoring-Systems eingeteilt von 0-3 (0 fur negativ, 1+ fur 1-10%
positive Zellen, 2+ fur >10-50% positive Zellen und 3+ fur >50% positive Zellen, wobei
zur besseren statistischen Auswertbarkeit score 3 und 4 unter score 3+
zusammengefasst wurden). Passend zu zuvor bereits veroffentlichten Daten (Pham et
al.), fanden wir eine signifikante Korrelation von SOX2-Expression mit dem Tumorgrad.
SOX2 fand sich in 8 von 37 APST (21,6%), zwei von 6 LGSC (33,3%) und 78 von 159
HGSC (49,1%). (Tabelle 3) Im Unterschied zu den Daten von Pham et al., wurde in der
vorliegenden Studie vor allem die Gruppe der Borderline Tumoren/APST erweitert, um

in diesem Bereich tragfahige Daten zu erarbeiten.

APSTs zeigten eine ausschlie3lich niedriggradige SOX2-Expression von unter 10%
positiven Tumorzellen in nur 21,6% (n=8) der untersuchten APSTs. Die Uberwiegende
Mehrheit war SOX2 negativ (78,4%, n=29).

Ahnlich verhielten sich die low-grade serésen Ovarialkarzinome, wovon ein Drittel (n=2)
eine SOX2-Expression von unter 10% aufwies (33,3%) und zwei Drittel (n=4) SOX2
Negativitat zeigten (66,7%).

Eine deutliche Expression in mehr als 10% der Tumorzellen konnte ausschlie3lich in
HGSC gefunden werden (n=44). (Abb. 6)
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Abb.6: SOX2-Verteilung nach Entitdten mit Expressionsmustern von 0%,<10%,>10%-50%,>50%. P-Wert = 0,037.

SOX2  SOX2  SOX2
SOX2 0% <10% >10% >50% TOTAL p-Wert
APST vs
APST 29 8 0 0 37 n invasiv
784%  216% 0% 0% 100 % 0,003
LG 4 2 0 0 6 n
66,7%  333% 0% 0% 100 % LG vs HG
HG 81 34 31 13 159 n 0,009
50,9%  214%  195%  82% 100 %
TOTAL 114 44 31 13 202 n
TOTAL  56,4%  22% 153%  6,3%  100% %

Tabelle 3: SOX2-Verteilung nach Entitdten mit Expressionsmustern von 0%,<10%,>10%-50%,>50%.
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3.2 ALDH1-Expression in serdsen Ovarialtumoren

Wir untersuchten zunachst die ALDH1-Expression in APSTs, LGSC und HGSC unserer
Kohorte mit Hilfe des oben beschriebenen TMA. ALDH1 stellte sich
immunhistochemisch in unserer Untersuchung als zytoplasmatische Farbung der Zellen
ohne nukleére Farbung dar.

Anhand eines Scoring Systems, von 0 bis 3 reichend (0% ALDH1-gefarbte Zellen =
negative = Score 0; 1-<10% positive Zellen = 1+; 10-<50% positive Zellen = 2+; >50%
positive Zellen = 3+), analysierten wir das Ausmald der ALDH1-Féarbung, wobei
ausschliel3lich diejenigen Falle als positiv gewertet wurden, in welchen die ALDH1-

Farbung moderat oder stark zu erkennen war. (Abb.7A)

a)

4

core 2> 10% < 50% »5%"

Abb.7A (a-d): ALDH1-Immunohistochemie: Verwendung eines Scoring Systems: 0% ALDH1-gefarbte Zellen = negative = Score 0;

1-<10% positive Zellen = 1+; 10-<50% positive Zellen = 2+; >50% positive Zellen = 3+. Falle wurden als positiv gewertet

sofern die Intensitat der Farbung moderat (2+) oder stark(3+) erkennbar war.
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Wir fanden keine erkennbare Expression fir Nanog oder Oct-4 in den Geweben. Fir c-
myc, CD117, Notchl oder Cyclin D1 konnten zwar auswertbare Ergebnisse erzielt
werden, da die Farbungen in den meisten Fallen jedoch im Vergleich zu SOX2 und

ALDH1 zu schwach waren und die Expressionsraten geringer, konzentrierten wir uns

auf die bereits genannten Daten und die Doppelfarbungen. (Abb. 7B(a) und 7B(b))

Abb.7B: a) Oct4-Farbung in serésem Ovarialkarzinom (negativ) und b) in der Kontrolle mit Dysgerminom (positiv).

In Zusammenschau aller untersuchten Falle, zeigte sich eine zytoplasmatische ALDH1-
Aktivitat in nahezu der Halfte (43,3%) aller untersuchten Tumoren. Weniger als 10% der
Falle wies eine deutlich Uber 50%-ige ALDH1-Positivitat auf. (Abb.8)
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Abb.8: Prozentsatz von serésen Ovarialkarzinomen mit ALDH1-Expression. Die Mehrheit der Tumoren zeigt niedrige ALDH1-
Positivitat. Nur 10% der Karzinome illustrieren >10% bis zu 50% von ALDH1-positiven Zellen. Weniger als 10% zeigen >50%

positive Zellen.

Hinsichtlich der Verteilung der ALDH1-Positivitdt aufgegliedert nach Entitaten der
Tumoren zeigte sich zudem, dass keinerlei low-grade Karzinome eine ALDHI1-
Expression von >50% aufwies, sondern ausschliel3lich APST und HGSC. Des Weiteren
ist ersichtlich, dass die Uberwiegende Mehrheit aller Entitaten ALDH1-negativ ist oder
weniger als 10% der Zellen eines Tumors den Marker exprimiert. Hier besteht kein

signifikanter Unterschied zwischen den Entitaten. (Abb.9)

In nahezu der Halfte der Tumoren (43,4%) fanden wir eine ALDH1-Expression, wenn
auch in den meisten Fallen nur in wenigen Zellen, was zur Theorie der wenigen
Tumorstammzellen innerhalb einer Neoplasie konsistent ist. Genauer betrachtet fand
sich eine Positivitat in 18 der 37 verwertbaren und untersuchten APSTs (48,6%), zwei
aus funf LGSCs (40%) und 68 von 161 HGSCs (42,2%). (Tabelle 4)
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Abb.9: ALDH1-Verteilung nach Entitaten mit Expressionsmustern von 0%,<10%,>10%-50%,>50%.
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ALDH1 ALDH1 ALDH1  ALDH1
0% <10% >10% >50% TOTAL p-Wert
APST 19 8 8 2 37 n
APST vs
51,4% 21,6% 21,6% 5,4% 100 % invasiv
LG 3 1 1 0 5 n 0,472
60% 20% 20% 0% 100 % LG vs HG
HG 93 41 15 12 161 n 0,768
57,8% 25,5% 9,3% 7,5% 100 %
TOTAL 115 50 24 14 203 n
TOTAL  56,7% 24,6% 11,8% 6,9% 100% %

Tabelle 4: ALDH1-Verteilung nach Entitaten mit Expressionsmustern von 0%,<10%,>10%-50%,>50%.

In Beziehung auf Gesamt-Uberleben der Patientinnen und auch des Rezidiv-freien

Uberlebens konnte kein Einfluss der ALDH1-Positivitat ausgemacht werden. Weder

stark ALDH1-exprimierende noch ALDHI1-negative Tumoren bewirkten signifikante

Unterschiede in Uberlebenskurven.
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Abb. 10A: Effekt der ALHD1-Expression auf das Rezidiv-freie Uberleben (relapse free survival). p-Wert = 0,503.

Nachweis von ALDH1-positiven Zellen in jedweder Zahl (Score 1-3) hatte keinen

signifikanten Einfluss auf das mediane Rezidiv-freie Uberleben. (Abb.10A)
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Abb. 10B: Gesamtiiberlebenskurven (overall survival) bezogen auf die ALDH1 Expression. p-Wert = 0,506.

Bezogen auf das Gesamtiberleben der Patientinnen kann kein signifikanter Einfluss

von ALDH1 auf das Uberleben gefunden werden. (Abb. 10B)
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3.3 SOX2- oder ALDH1-positive Zellen charakterisieren
unterschiedliche Zellpopulationen

In einer dritten Untersuchungsreihe wurden mit Einsatz von immunhistochemischen
Doppelfarbungen die Expressionsmuster von SOX2 und ALDH1 direkt verglichen
[51,104]. Eine Doppelfarbung war aufgrund des zytoplasmatischen ALDH1- und des

nukledren SOX2-Vorkommens gut durchzufihren.

Hierdurch sollte ersichtlich werden, ob es in serdsen Ovarialtumoren die gleichen oder

verschiedene Zellen sind, welche fiir die einzelnen oder sogar beide Stammzellmarker

eine Positivitat aufweisen.

Abb.11A: ALDH1/SOX2 Doppelfarbung, VergroBerung 400x: Verschiedene Zellfraktionen in unterschiedlichen Féallen: ALDH1-
exprimierende (Pfeil) und SOX2-positive (Pfeilspitze) Konglomerate, einzeln und doppelt gefarbte Zellen (Pfeil mit Stern).
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Abb.11B: ALDH1/SOX2 Doppelfarbung, VergroRerung 400x: Verschiedene Zellfraktionen im gleichen Fall: ALDH1-exprimierende
(Pfeil) und SOX2-positive (Pfeilspitze) Konglomerate, einzeln und doppelt geférbte Zellen (Pfeil mit Stern).

Interessanterweise fanden sich in den meisten HGSCs verschiedene Zellfraktionen:
eine positive fir SOX2 (Pfeilspitze), die andere positiv fur ALDH1 (Pfeil), sowie eine
sehr kleine dritte Fraktion mit doppelt-positiven Zellen (Abb.11 A+B, Pfeil mit Stern),
welche sich nur in high-grade Tumoren fand.

Eine Expression der Stammzellfaktoren SOX2 und/oder ALDH1 konnte in der Mehrzahl
der hochgradigen serdsen Ovarialkarzinome detektiert werden. Wie in den
vorausgegangenen Studien mit den Monofarbungen, konnten wir eine Assoziation der
verschiedenen Tumorcharakteristika mit einzelnen Faktoren finden, wie z.B. schlechte
Differenzierung und langeres  Uberleben  bei  SOX2, oder  erhohte
Gesamtproliferationsrate bei ALDH1-positiven Tumoren. (Tabelle 5)
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Zu einer genaueren Ubersicht, wurde die Zahl der positiven Falle fiir die verschiedenen Tumorentitaten fiir die beiden Hauptmarker in

der Doppelfarbung SOX2 und ALDH1 nochmals tabellarisch festgehalten (Tabelle 5).

Messung | SOX2 und | ALDH1 SOX2 positiv | ALDH1 ALDH1 und | ALDH1 und | ALDH1 und
ALDH1 positiv n/% und/oder SOX2 positiv | SOX2 positiv | SOX2 positiv
neqgativ n/% SOX2 positiv | (gleicher Fall) | (doppelt (>10%
nl % n!% n/ % positive dop_p_elt
Tumor Zellen) positive
n/% Zellen)
n/%
APST (n= 33) 21/ 63,6% 10/ 30,3% 5/15,2% 12/36,4 % 3/9,1% 2/6,1% 0/ 0%
Low-grade (n= 6) 3/50,0% 3/50,0% 2/33,3% 3/50,0% 2/33,3% 2/33,3% 0/ 0%
High-grade (n=152) | 17/ 11,2% 118/ 77,6% 69 /45,4% 135/ 88,8% 53/ 34,9% 20/13,2% 714,6%
Gesamt (n=191) 41/ 21,5% 131/ 68,8% 76 / 39,8% 150/ 78,5% 58/ 30,4% 24/ 12,6% 713,7%
p-Wert <0,001 <0,001 0,005 <0,001 0,014 0,159 0,394

Tabelle 5: Anzahl der positiven Falle in der Doppelfarbung fiir ALDH1 und SOX2: APST, low-grade serdse Karzinome und high-grade serdse Karzinome im Vergleich.
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100 88,8 100 | 90,9
80 80
63,6 66,7 65,1
60 50 50 60
2 36,4 20 33,3 349
20 11,2 20 9,1
0 0
APST lowgrade highgrade APST lowgrade highgrade
n=33 carcinoma carcinoma n=33 carcinoma carcinoma
n=6 n=152 n=6 n=152
H No expression  [1SOX2 and/or ALDH1-expression M nodouble positivity [Jdouble positivity
100 100
93,9 1 95,4
100 86,8 00
80 66,7 80
60 60
40 333 40
20 61 13,2 20
) 4,6
0 0 !
0 —) 0
APST lowgrade highgrade APST lowgrade highgrade
n=33 carcinoma carcinoma n=33 carcinoma carcinoma
n=6 n=152 n=6 n=152
Hnotsamecell  CISOX2/ALDH1 same cell M <10% of tumorcells [ SOX2/ALDH1 same cell, within >10% of tumor cells

Abb.12, A-D:

A: SOX2- oder ALDH1-positive Zellen in Bezug auf den Tumorgrad (p-Wert <0,001).

B: SOX2- und ALDH1-Positivitat innerhalb des gleichen Falles, jedoch nicht in der gleichen Zelle (p-Wert 0,014).
C: SOX2/ALDH1-Koexpression innerhalb der gleichen Zelle (p-Wert 0,159).

D: SOX2/ALDH1-Koexpression innerhalb der gleichen Zelle in >10% der Tumorzellen (p-Wert 0,394).

Bezogen auf die einfache Positivitat der Zelle fur mindestens einen der beiden
Stammzellmarker, ohne gezielte Auftrennung fur welchen, liel3 sich festhalten, dass in
Borderline Tumoren nur etwa 1/3 der untersuchten Falle Uberhaupt Stammzellmarker
exprimierten, mit 36,4% der Falle. Die restlichen zwei Drittel zeigten sich komplett

negativ.

Low-grade serdse Karzinome hielten sich was die Expression oder Negativitat von
ALDH1 oder SOX2 angeht die Waage mit jeweils 50%.

High-grade serdse Karzinome hingegen zeigten in der Mehrzahl der Félle eine
Positivitat fur Stammzellmarker (88,8%), wenngleich hier noch nicht unterschieden
wurde, ob die Féalle entweder fir ALDH1 oder SOX2 positiv waren. Diese Ergebnisse
zeigten statistische Signifikanz (p-Wert <0,001). (Abb.12A, Tabelle 5)
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Hinsichtlich der Positivitat fir ALDH1 und SOX2 im gleichen Fall zeigte sich eine
Koexpression in zwei der untersuchten low-grade Karzinome (33,3%) sowie in etwa
einem Drittel der high-grade serdsen Ovarialkarzinome (34,9%). Was die Borderline
Tumoren angeht, findet sich hier eine ALDH1/SOX2-Koexpression im gleichen Fall in
weniger als 10% der Falle (p-Wert 0,014). (Abb.12B, Tabelle 5)

Weiterhin betrachteten wir das Vorkommen von SOX2/ALDH1-Koexpression in der
gleichen Zelle. Nur 6,1% der APST wiesen eine Koexpression innerhalb der gleichen
Zelle an einer beliebigen Stelle im Tumorgewebe auf. Low-grade serése Karzinome
zeigten eine Koexpression in etwa einem Drittel innerhalb der gleichen Zelle,
wohingegen high-grade serdse Karzinome nur in 13,2% doppelt positiv waren (p-Wert
0,159). (Abb.12C, Tabelle 5)

Schliel3lich wurde weiter differenziert in Tumoren mit ALDH1/SOX2-Doppelpositivitat in
der gleichen Zelle in mehr als 10% der Tumorzellen des Tumorgewebes, um die
mdogliche Relevanz dieses speziellen Stammzellphanotyps zu untersuchen. Diese
Gruppe erwies sich als Uberaus klein, denn nur 4,6% (entsprechend 7 Tumorféllen) der
ausschlieBlich  high-grade serésen Ovarialkarzinome erflllten die fur die
Untersuchungsgruppe erforderlichen Kriterien, wenngleich das Ergebnis statistisch
keine Signifikanz zeigte. Die Borderline-Tumoren wie auch die low-grade sertsen
Karzinome zeigten keinerlei Doppelpositivitat in mehr als 10% der Zellen (im Median)
(p-Wert 0,394). (Abb.12D, Tabelle 5)

Hier ergab sich fur uns die Frage, ob es womaéglich genau diese kleine Gruppe der
HGSC sein konnte, welche den prognostisch ungiinstigen Teil der serdsen
Ovarialneoplasien ausmacht. Es konnte jedoch kein signifikanter Einfluss auf das
Gesamtiiberleben und das Rezidiv-freie Uberleben der Patientinnen gefunden werden.
(Abb.13)
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Abb.13: SOX2/ALDH1, kein Effekt auf das kumulative Uberleben.

Zusammengefasst ist festzuhalten, dass sich in high-grade serésen Ovarialkarzinomen
in fast allen Fallen eine Expression von verschiedenen Stammzellmarkern finden liel3,
wenngleich nicht unbedingt im gleichen Fall oder gar in der gleichen Zelle. Im Vergleich
von low- und high-grade serdsen Karzinomen zu Borderline Tumoren zeigte sich, dass
letztere grundsatzlich wenig Stammzellmarkerexpression aufwiesen. Bezogen auf
Koexpression im gleichen Fall oder in der gleichen Zelle, richteten wir die
Aufmerksamkeit v.a. auf die wenigen Féalle der ALDH1/SOX2-Koexpression in high-
grade sertsen Ovarialkarzinome und vermuteten hier eine Bedeutung fir Prognose und
Uberleben. Die Uberlebenskurven zeigten jedoch, dass sich kein signifikanter Effekt der

Koexpression auf Gesamt- und Rezidiv-freies Uberleben ergab.
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3.4. Expression von ALDH1 und Einfluss auf die Proliferationsrate

3.4.1 Korrelation von ALDH1 und Ki67

Eine kooperierende Forschungsgruppe/ Bareiss et al. (2012) konnten in Maus-
Experimenten zeigen, dass Ovarialtumoren, welche ALDH1 in hohen Malen
exprimierten, dazu tendierten, grof3ere Tumore zu formen als jene, welche ALDH1-

negativ waren oder nur wenig ALDH1 exprimierten.

Bezogen auf den zeitlichen Verlauf, scheint es, als proliferierten die Zellen der ALDH1-
positiven Tumore schneller. Diese Daten zeigten, dass jene Tumore, welche stark
ALDH1-positiv waren (mehr als 50% ALDH1-exprimierende Zellen) auch einen héheren
Proliferations-Index (Ki67) prasentierten, der bei etwa 40% Ki67-positiven Zellen lag
(p=0,029). (Abb.14)

Diese  Ergebnisse scheinen den bislang geltenden Vorstellungen von
Tumorstammzellen zu widersprechen, welche diese als ruhendes Kompartiment
innerhalb eines Tumors charakterisieren. Zur weiteren Analyse wurde hierfir von uns
eine ALDH1/Ki67-Doppelfarbung durchgefthrt.
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Abb.14: Korrelation zwischen durchschnittlichem Ki67-Index und ALDH1-Score in high-grade serdsen Ovarialkarzinomen. Hier
findet sich ein signifikanter Unterschied im durchschnittlichen Ki67-Index, zwischen Tumoren mit >50% ALDH1-positiven Zellen und
<50% ALDH1-positiven Zellen. (39,2% vs. 26,11%, p=0,029, t-test).
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3.4.2 ALDH1 und Ki67 in verschiedenen Zellfraktionen: Stark proliferierende
Tumore enthalten ein langsames® ALDH1-positives Kompartiment

Wir fuhrten zusatzlich eine immunhistochemische Doppelfarbung fir ALDH1 und Ki67
an unserem bereits erwahnten TMA durch, wobei sich zwei verschiedene Zellfraktionen

zeigten.

Die eine Fraktion bestand aus der ALDH1-positiven, zytoplasmatisch rot gefarbten
Fraktion, in welcher nur wenig oder gar keine braune nukleére Farbung mit Antikbrpern
gegen Ki67 zu detektieren war (durchschnittlich 4,4%), was anhand unseres
Farbeprotokolls fiir eine niedrige Proliferationsrate sprach. Auf der anderen Seite
fanden sich Zellkonglomerate, welche ausschlie3lich Ki67-positiv waren und nahezu
keine zytoplasmatische rote Farbung fur ALDH1 aufwiesen (Ki67-Index 23,6%).
(Abb.15)

<)

Abb.15 a-d: ALDH1/Ki67 Doppelfarbung zeigt ALDH1-positive Zellfraktionen mit keiner oder nur geringer Proliferationsaktivitat,
wohingegen Ki67-exprimierende Zellen grotenteils ALDH1-negativ sind.
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Abb.16: Signifikanter Unterschied in Hinblick auf den Ki67-Index zwischen ALDH1-exprimierender Fraktion und der ALDH1-

negativen Zellfraktion.

A: Die Tumoren sind nach steigender Ki67-Rate sortiert aufgefiihrt, wobei in dieser Graphik ersichtlich wird, dass sich die Mehrheit

der proliferierenden Zellen im ALHD1-negativen Kompartiment finden lasst.

B: Signifikant geringere Ki67-Rate in ALDH1-positiven Zellen (p<0,001, T-Test verbundener Stichproben)

Bezogen auf die Ki67-Positivitat in Ovarialtumoren konnte eine relevante Korrelation mit
der ALDH1-Expressionsrate festgestellt werden und zwar in der Form, dass stark
ALDH1-exprimierende Tumoren auch hdhere Ki67-Raten vorwiesen und dass geringe
Ki67-Werte auch vornehmlich bei ALDH1-negativen oder kaum ALDH1 exprimierenden

Tumoren zu finden waren.

Die Mehrheit der stark proliferierenden Tumoren zeigte keine oder nur wenig
Expression von Ki67 in gleichzeitig ALDH1-positiven Zellen (Median Ki67-Index 4,4%).
Folglich konnte der Grof3teil der Ki67-positiven Zellen in ALDH1-negativen oder nur
gering ALDH1-positiven Tumorzellen ausgemacht werden. Hier fanden sich im Median
ein Proliferationsindex der ALDH1-negativen Fraktion von 23,6%, welcher stark mit der
Gesamt-Ki67-Rate korrelierte. (Abb. 16A+B)

Der durchschnittliche Unterschied in der Rate von Ki67 positiven Zellen zwischen
beiden Kompartimenten, dem ALDH1-positiven ruhenden und dem ALDH1-negativen,
stark proliferativ aktiven, betrug 19,1% (95% Konfidenzintervall 16,6 bis 21,7%, p-Wert
<0,001, t-Test).
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Dies zeigte, dass es sich bei den ALDH1-positiven Zellpopulationen um eher ruhende
Zellen handelte, welche wenig proliferierten. Diese Zellpopulation war insbesondere in

an sich stark proliferierenden Tumoren nachzuweisen.

Dennoch zeigten vereinzelte Tumoren eine hohe Ki67-Rate sogar in ADLH1-positiven
Zellarealen. Hier stellt sich die Frage, ob gerade diese Tumoren eine aggressivere

Untergruppe darstellen.

3.4.3 ALDH1/Ki67-Koexpression: kein signifikanter Einfluss auf

Gesamtiberleben und Rezidiv-freies Uberleben

Im Vergleich der verschiedenen Gruppen von ALDH1- und Ki67-positiven Fallen war
kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Gesamt-Uberlebens und des Rezidiv-
freien Uberlebens der Patientinnen zu erkennen. Es gab keinen Effekt auf das
Uberleben zwischen der ALDH1-positiven und der hoch oder wenig proliferierenden
Zellfraktion. (Abb.17A+B)
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Abb.17: ALDH1/Ki67-Koexpression: Kein signifikanter Einfluss auf das A) Gesamt- (p=0,882) wie auch das B) Rezidiv-freie
Uberleben (p=0,738).
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Obwohl verschiedene Zellfraktionen innerhalb unserer Kohorte von serdsen
Ovarialkarzinomen gefunden wurden, gab es keinen signifikanten Einfluss der ALDH1-
Positivitat und des Prozentsatzes an Ki67-Koexpression auf die Uberlebensdaten
unserer Kollektiv-Patientinnen. Diese Daten wurden auch nicht durch den Status der

Resektion oder optimales Tumor-Debulking beeinflusst.
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4 Diskussion

4.1 ALDH1 und SOX2

In unserer Studie nutzten wir einen Gewebemikroarray (Tissue Microarray, TMA),
welcher es uns ermoglichte, reprasentative Areale von zahlreichen Tumoren
vergleichend zu untersuchen. Analysiert wurden serdse Borderline Tumoren/APST, low-
grade und high-grade serdse Ovarialkarzinome. Anhand von Immunhistochemie

betrachteten wir die Expression der Stammzellmarker ALDH1 und SOX2.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass wenigstens eine fokale Expression von
ALDH1, wenn auch nur in wenigen Zellen, in fast der Halfte der serdsen
Ovarialneoplasien nachzuweisen war. ALDH1-Positivitdit fanden wir in samtlichen
Entitaten mit ahnlicher Expressionsfrequenz, sowohl in low-grade als auch high-grade
Karzinomen. Jedoch wiesen weniger als 10% der untersuchten Gewebeproben mehr
als 50% ALDHL1 positive Zellen auf. (Abb.9) Dies fuhrte uns zu dem Schluss, dass in
den meisten Tumoren ALDH1 nur in wenigen stammzellahnlichen Zellen exprimiert

wird.

Der embryonale Stammzellmarker SOX2 war héaufig in high-grade serdésen Karzinomen
exprimiert, verbunden mit verbessertem Krankheits-/Rezidiv-freiem Uberleben. Unsere
Ergebnisse zeigten eine klare Expression von SOX2 von mehr als 10% bzw. 50 %

ausschlief3lich in high grade serdsen Ovarialkarzinomen. (Abb. 6)

In vorausgegangenen Studien (Pham et al) beschaftigten wir uns bereits mit der
nukledren Expression des Transkriptionsfaktors SOX2 in serdésen Ovarialtumoren.
Deswegen erfolgte anschlielBend mittels ALDH1/SOX2-Doppelfarbung als eine der
ersten Studien ein direkter Vergleich beider Marker mit Analyse von Koexpression und

maoglicher Korrelation um mdgliche Zellpopulationen zu charakterisieren.

Unsere Experimente zur Koexpression von ALDH1 und SOX2 zeigten, dass die beiden
Stammzellmarker unabhéngig voneinander in verschiedenen Tumoren nachzuweisen
waren. Nur eine Minderheit der Neoplasien zeigt beide Stammzellmarker, welche dann
bei den meisten Tumoren auch in unterschiedlichen Zelltypen und verschiedenen

Zellfraktionen exprimiert wurden. (Abb. 12)
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Frihere Studien beschéftigten sich bereits mit ALDH1-Expression in serfésen
Ovarialkarzinomen, deren Relevanz fur die Tumorbiologie und die Prognose fur
Patientinnen [15,71,79]. Abhéangig vom Cutoff fur ALDHI1-hoch- oder -niedrig-
exprimierende Tumoren (10% oder 1% ALDH1-exprimierende Zellen) beschrieben
andere Studien eine ALDH1-Positivitat in high-grade serésen Ovarialkarzinomen von
zwischen 40% [105] und 74% [106] positive Falle. In unserer Studie lagen wir mit den
HGSC genau im Mittel dieser Ergebnisse mit 42,2% bei einem Cutoff von 1% positiven

Zellen.

Wir berichten als eine der ersten Arbeitsgruppen Uber ALDH1-Expressionsdaten bei
sergsen Borderline Tumoren und low-grade serfsen Karzinomen mit einer ALDH1-
Expression von je 48,6% bzw. 40%, was statistisch nicht wesentlich von dem der high-
grade serdsen Karzinome divergiert. Zur Rolle der ALDH1 bei der Tumorentstehung
liegen aus anderen Systemen bereits Studienergebnisse vor [75]. Der Verlust von
ALDH1 in Tumorzellen auf deren Weg zur malignen Transformation kann ein
entscheidender Punkt innerhalb der Zellbiologie sein, der eine einst gesunde Zelle
durch verminderte Entgiftungsfunktion in gestorte Zellprozesse steuert und somit zur
Entartung fuhrt. Tritt dies in teilungsfahigen Zellen auf, kann es zu raschem und
expansivem Tumorwachstum kommen [74]. Normales ovarielles Oberflachenepithel
und Tubengewebe exprimiert ALDH1 in héheren Raten, da aufgrund des regelméRigen
Eisprungs standige Reize gesetzt werden, das Mikromilieu gestort wird und
Reparaturmechanismen greifen missen. Im Gegensatz hierzu zeigen serfse
Ovarialkarzinome und deren Vorlauferlasionen wie beispielsweise die serdsen tubaren
intraepithelialen Karzinome (STIC) eine reduzierte oder fehlende Expression von
ALDH1 [107].

Hinsichtlich des Farbeverhaltens der serdsen Ovarialneoplasien war auffallig, dass bei
den high-grade serdésen Tumoren nahezu 90% der Félle fir zumindest einen der beiden
Marker positiv waren, sprich entweder ALDH1 oder SOX2. Dies fuhrt uns zu der
Annahme, dass die aggressiven und hoch proliferativ aktiven high-grade serdsen
Tumoren nahezu allesamt irgendeine Art von Stammezellfaktor exprimierten und
wahrscheinlich bendétigen. Im Vergleich dazu zeigten low-grade Karzinome und

Borderline Tumoren in 50% und in 63,6% keine Expression fir jedweden Marker. Auch
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die APST oder low-grade Tumoren mit nachweisbarer Expression von ALDH1 oder
SOX2 zeigten eine Positivitat in deutlich geringerer Anzahl als in HGSC. (Abb.12A)

Vergleicht man die Daten zur Koexpression von ALDH1/SOX2, so zeigten sich nur je
rund ein Drittel der low-grade sowie der high-grade Karzinome fiir beide Marker positiv.
Borderline Tumore erwiesen sich in weniger als 10% der Falle doppelt-positiv. (Abb.
12B)

Dies fiuhrte uns zu der Vermutung, dass eine Koexpression von beiden
Stammzellmarkern grundsatzlich fir tendenziell hochmaligne Tumorgeschehen

charakteristischer ist, als fir Tumore mit niedrig malignem Potential (BOT/APST).

Richtet man den Fokus auf die Anzahl der Falle, welche sich ALDH1/SOX2-positiv
zeigten und die Koexpression auch in der gleichen Zelle vorkam, so wurden Borderline
Tumoren mit nur 6,1% der Falle bedeutsam, low-grade serdse Karzinome zu ca. 33%
und high-grade Karzinome in weniger als 15% der Falle. Hier beschéfitgte uns, ob die
doppelt-positiven high-grade Karzinome fir die fiur Prognose und Uberleben der
Patientinnen von Belang sind. Unsere Daten zeigten, dass diese Annahme nicht
bestétigt wird, da kein signifikanter Einfluss der Markerexpression auf Gesamt- und
Rezidiv-freies Uberleben festgestellt werden konnte (Abb.13), unabh&ngig von

Expressionsmustern.

Alle diese Parameter wurden auf das Uberleben der Patientinnen und den
prognostischen Effekt der einzelnen Marker evaluiert. Gerade was ALDH1 angeht gibt
es in der Literatur bislang kontroverse Diskussionen dariber, ob ALDH1 Expression in
Ovarialtumoren nun prognostisch ginstig oder ungtinstig fir die Patientinnen ist [73,79-
81].

Liebscher et al. untersuchten EGFR und ALDH1 Expression in high-grade serdsen
Ovarialkarzinomen und kamen zu dem Ergebnis, dass ALDH1-Expression ein
prognostisch unginstiger Faktor hinsichtlich des Gesamtiiberlebens war. Chen et al.
und auch Kuroda et al. berichten Uber vermehrte Chemotherapieresistenz und eine

damit verbundene schlechtere Prognose.

Im Gegensatz dazu verdffentlichte Chang et al. 2009 Daten zu gunstiger Prognose in

ALDH1-exprimierenden serésen Ovarialkarzinomen.
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Was den Stammzellfaktor SOX2 allein angeht verhalt es sich @hnlich. So wird hier in
Studien Uber einen prognostischen Benefit berichtet, beispielsweise in einer Studie in
der die Patientinnen mit Platin-basierter Chemotherapie behandelt wurden [102].
Andere Studien wiederum kamen zu dem Ergebnis, dass SOX2-Expression mit high-
grade serdsen Ovarialkarzinomen assoziiert ist und zu kirzerer Uberlebensdauer fiihrt
[79]. Fur SOX2 konnte in unseren eigenen Studien bereits gezeigt werden, dass dieser
Faktor mit hoheren Tumorgraden assoziiert ist und in Korrelation mit diesem Marker ein
langeres Rezidiv-freies Uberleben demonstriert werden kann (medianes Uberleben 27
Monate vs. 21 Monate, p=0,041) sowie dass SOX2 einen positiven jedoch nicht

signifikanten Einfluss auf das Gesamtuberleben hat (39 vs. 25 Monate, p=0,062) [102].

Eine aktuelle Studie von Hellner et al. (2016) konnte anhand von Mutationsanalysen
eine gehaufte Mutation im SOX2-Repressorgen von benignen Tubenepithelien bei
Patientinnen mit high grade serésen Ovarialkarzinomen nachweisen, was zu einer
Induktion der SOX2 Expression und somit Expansion der SOX2 Positivitat fuhrte.
Normale Tubenepithelien von Patientinnen ohne Ovarialkarzinom hingegen waren in
der Regel SOX2 negativ. Im Vergleich hierzu konnte bei prophylaktischen
Salpinkektomiepraparaten bei Patientinnen mit BRCA1 oder BRCA2 Mutation ebenfalls
SOX2 Expression im Tubenepithel nachgewiesen werden. Die SOX2 Expression im
Tubenepithel war nicht signifikant beeinflusst vom Tumorstadium, neoadjuvanter

Chemotherapie oder vorausgegangener Operation und Tumorexzision [108].

Was die anderen Marker wie Nanog, Oct-4 oder Notchl angeht, so wollten wir in dieser
Studie vor allem die Korrelation mit ALDH1 und SOX2 untersuchen. Da unsere
analysierten Gewebe jedoch nur geringe Expressionsraten aufwiesen, konzentrierten

wir uns auf die Ergebnisse der ALDH1/SOX2-Doppelfarbungen.
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4.2 ALDH1 und Ki67

Frihere Studien zeigten, dass Tumore, welche sich stark ALDH1-positiv darstellten, in
Maus-Modellen in vivo schneller und gré3er wuchsen als Tumore, die ALDH1-negativ
waren [81]. Dies fuhrte uns zu der Vermutung, dass es eine bestimmte ALDH1-positive
Zellfraktion innerhalb der Tumormasse geben kdnnte, welche Stammzelleigenschaften
besitzt, die die Proliferationsrate beeinflussen und so zu schnellerem Wachstum und
Differenzierung des Tumors fihren. Bareiss et al. (2012) fanden in ihrer Studie heraus,
dass es in high-grade ser6sen Ovarialkarzinomen eine Korrelation zwischen ALDH1-
Positivitat und deren Ki67-Indices gibt. Gerade high-grade Karzinome mit ALDH1-
positiven Zellen von mehr als 50% zeigten erhdhte Ki67-Raten (Median 40% oder
mehr). (Abb.14)

Hier stellt sich die Frage, ob es auf zellularer Ebene eine Korrelation zwischen ALDH1-
und Ki67-Expression innerhalb eines Tumors gibt, und ob ALDH1 und Ki67 womoglich
innerhalb der gleichen Zellfraktion gleichzeitig aktiviert sind; ALDH1, als Enzym der
Entgiftung, Schutzfaktor der intrazellularen DNA und Garant der ungestorten
Proteinsynthese [29,73-76] abhangig oder korrelierend, zusammen mit Ki67,
Indexgeber fur Proliferation und Teilung. Auf der anderen Seite ware auch die
Korrelation von Ki67 und ALDH1-negativen Zellen mit gesteigerter Proliferationsaktivitat

durch den Ausfall regulierter Pathways maoglich.

Anhand der immunhistochemischen Doppelfarbung wollten wir herausfinden, ob es sich
um die gleichen Zellen handelt, welche sowohl ALDH1- als auch Ki67-positiv sind, oder
ob es sich um zwei oder mehr zu charakterisierende Zellfraktionen handelt, welche
durch Stammzellexpressionsmuster und Proliferationsindices klassifiziert werden

koénnten.

Wir kamen zu dem Ergebnis, dass es einen signifikanten Unterschied im
Expressionsmuster von Ki67 in ALDH1-positiven und -negativen Zellen gab. Wir fanden
ALDH1-positive Zellen, welche sich nur geringfligig oder gar nicht Ki67-positiv und
somit proliferativ inaktiv zeigten. Auf der anderen Seite wiederum erschien eine zweite

Zellfraktion deutlich vermehrt Ki67-exprimierend und gleichzeitig ALDH1-negativ.

Dies demonstrierte uns, dass zwar die Expression von ALDH1 einer signifikanten

Korrelation mit dem Ki67-Index folgte, denn Tumore mit hoher ALDH1-Expression
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zeigten auch hohe Proliferationsraten. Die Stammzell- und Proliferationseigenschaften
wurden jedoch nicht innerhalb der gleichen Zellfraktion gefunden. Somit wurde ALDH1
vornehmlich in ruhenden Zellen exprimiert und hochproliferativ aktive Zellen wiesen
kein ALDH1 auf. An dem hier gefundenen ruhenden, ALDH1-positiven Kompartiment
lasst sich mdoglicherweise erklaren, warum einige Studien einen positiven

prognostischen Einfluss von ALDH1 gefunden haben [71].

Bowen et al. (2009) [109] fand heraus, dass auf ovariellem Oberflachenepithel, welches
noch nicht terminal differenziert aber arretiert in einem beruhigten Stadium der
Zellteilung war, sich charakteristische Eigenschaften von adulten
Stammzellpopulationen nachwiesen liel3en [24]. Unsere Ergebnisse wurden in der
Hinsicht bestatigt, als dass sich offensichtlich verschiedene Zellfraktionen in ovariellem
Tumorgewebe  beschreiben lassen, welche unterschiedliche Populationen

reprasentieren.

Unsere Doppelfarbungsuntersuchungen gehdren zu den ersten in situ Analysen von
Ki67 und ALDHL1 in serbsen Ovarialtumoren und lassen den Verdacht aufkommen, dass
es verschiedene Zellfraktionen innerhalb eines Tumors gibt, welche spezielle Rollen in
der Kontrolle der Zellregulation, Proliferation und metabolischen Stabilitat im Zellzyklus
Ubernehmen. Unsere Daten fiihren uns zu der Annahme, dass ALDH1-positive
Zellkonglomerate die ruhende Zellfraktion innerhalb eines hoch aggressiven und hoch
proliferativen Tumors reprasentieren. Auf der anderen Seite scheint es, als haben
proliferativ aktive Zellen ihre ALHD1-Aktivitdt verloren, was zu einer Stérung im
regulierten Zellzyklusprozess fuhrt [21]. SchlieBlich fanden wir wenige Tumoren mit
einer signifikanten Zahl an ALDH1-positiven proliferierenden Zellen. Dennoch konnten
wir eben dieser Zellpopulation keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamt- bzw.
Rezidiv-freie Uberleben nachweisen. (Abb.17 A+B)
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4.3 Vergleich der Marker

In dieser Studie fand sich keine Korrelation zwischen SOX2 und ALDH1 oder SOX2 und
Ki67. Interessanterweise ergab sich aber eine Korrelation zwischen Ki67 und ALDH1,
welche zeigte, dass ALDH1 eine Rolle in der Zellproliferation aufwies, unabh&ngig vom
Stammzellphanotyp. Anhand der Doppelfarbung ALDH1/Ki67 konnte gezeigt werden,
dass in hoch-proliferativen Tumoren eine Ki67-Farbung vor allem in ALDH1-negativen

Zellen gefunden wurde.

Diese Ergebnisse fuhren zu dem Schluss, dass die Expression von Stammzellfaktoren
in high-grade sertsen Ovarialkarzinomen nicht einen bestimmten Phanotyp von
Stammzellen reprasentiert, sondern dass es mehrere Arten der stammzellahnlichen
Zellpopulationen geben muss. Zudem liegt die Annahme nahe, dass die verschiedenen
Faktoren divergent in Assoziation mit klinischen und auch biologischen Parametern

stehen mussen und unterschiedlich auf den Tumor und somit die Patientin wirken.

Fokussierend auf das allgemeine Uberleben fanden wir in dieser Studie keine
signifikante Assoziation von den untersuchten Markern mit Gesamtiberleben oder
Rezidiv-freiem Uberleben. Auch eine Koexpression der beiden Marker zeigte keinen

signifikanten Einfluss auf das Uberleben.

Der embryonale Stammzellfaktor SOX2 war haufig in high-grade serésen Karzinomen
exprimiert, verbunden mit verbessertem Krankheits-/Rezidiv-freiem Uberleben, was
maoglicherweise an einer Untergruppe der Tumoren liegen kdnnte, welche besonders

sensitiv auf Platin-haltige Chemotherapeutika reagiert.

Im Zusammenhang mit ALDH1 wurden von anderen Arbeitsgruppen weitere Biomarker
wie CD133 und der Epitheliale Growth Factor Rezeptor (EGFR) untersucht. CD133 gilt
als weiterer Stammzell-like Marker, der mit Eigenschaften der Tumor-Progenitorzellen
assoziiert ist und auf eine hohe Selbsterneuerungs-Kapazitat der Zellen sowie die
Fahigkeit zur aberranten Differenzierung hinweist [110-114]. In aggressiven Ovarial-
und Prostatakarzinomen wurden bereits CD133-Expression zusammen mit erhdhten
ALDH1-Levels, schlechterer Prognose und vermehrten Chemotherapieresistenzen

beschrieben.
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Im Vergleich hierzu erwies sich EGFR als mdogliches Ziel fur Chemotherapie mit
beispielsweise Akt Inhibitor IIl, Gefitinio oder Cyclopamine. In Mammakarzinomen
wurden EGFR-Signalelemente in Ostrogen-negativen Tumoren gefunden, was darauf
hindeutet, dass EGFR in Hormon-unabhéngigen Tumoren zur Kanzerogenese beitragt
[115]. EGFR-positive, ALDH1-negative Ovarialkarzinome kénnten demnach vulnerabler
sein als ALDH1-positive aufgrund des Verlusts der Fahigkeit zur Detoxifikation. Dies
und die Korrelation zu CD133 bleibt trotz bisheriger Studien weiterhin zu untersuchen
[112] und konnte als Ausblick fir zukinftige Projekte an unserem Gesamtkollektiv

durchgeftihrt werden.

Unsere Ergebnisse beziiglich der Expression von verschiedenen Stammzellfaktoren in
serdsen Ovarialkarzinomen haben gezeigt, dass diese keinen einzigartigen Stammzell-
Phanotyp prasentieren. Vielmehr wurden divergente Assoziationen mit biologischen und

klinischen Parametern in den Vordergrund gerickt.

Dennoch stellt das Stammzell-Modell weiterhin einen vielversprechenden Ansatz im
Verstandnis von Krebserkrankungen dar und sollte gerade in Bezug auf die Entwicklung
von neuen Therapeutika verfolgt werden [16]. Ein weiterer Ansatzpunkt kdnnten
potentielle Driver-Mutationen von Stammzellfaktoren in Tubenepithelien sein, die
maoglicherweise zu Ovarialkarzinomen fiihren, ohne in den Tuben selbst Karzinome

oder intraepitheliale L&sionen auszubilden [108].

Die Eradikation von Stammzellen durch gezieltes Angreifen von Target-Proteinen und
Enzymen und schliel3lich die finale Zerstérung der Krebszellen ist auf weite Sicht ein
erstrebenswertes Ziel. Dabei sollte jedoch die in dieser Arbeit beschriebene
Heterogenitdt der Stammzellpopulationen mit Expression von unterschiedlichen

Stammzellfaktoren bericksichtigt werden.
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5 Zusammenfassung

Zielsetzung: Aktuelle Studien haben gezeigt, dass Tumorstammzellen und die
Reexpression von Stammezellfaktoren eine entscheidende Rolle spielen, wenn
Ovarialkarzinome chemotherapieresistent werden oder rezidivieren. Um mdgliche
Marker fur diese Prozesse zu ermitteln, fihrten wir eine immunhistochemische Analyse
von Stammzellmarkern an serésen Borderline Tumoren, low-grade und high-grade
Karzinomen durch. Doppelfarbungen sollten zeigen, ob individuelle Expressionsmuster
und die Koexpression von Stammzellmarkern spezielle pathogenetisch und klinisch

relevante Subpopulationen von Tumorzellen charakterisieren.

Material und Methoden: 206 serdse Ovarialtumoren (161 high-grade, 8 low-grade
Tumoren, 37 Borderline Tumoren) wurden mittels Immunhistochemie anhand eines
Tissue Microarray untersucht. Analysiert wurden diverse Stammzellmarker wie SOX2,
ALDH1, c-myc, CD117, Notchl, Oct4 und Nanog, sowie der Proliferationsmarker Ki67.
Eine immunhistochemische Doppelfarbung prifte die prozentuale Expression von Ki67
in ALDH1-positivem und —negativem Gewebe Fall fur Fall. Der Einfluss auf Gesamt-
und Rezidiv-freies Uberleben wurde untersucht. Des Weiteren analysierten wir die
Koexpression von SOX2 und ALDHL1 in Subpopulationen von einzelnen Tumoren und

deren Einfluss auf Gesamt- und Rezidiv-freies Uberleben.

Ergebnis: Die Immunohistochemie fir ALDH1 zeigte, dass die Mehrheit der Tumoren
wenigstens eine fokale Expression von ALDH1 aufweist. Weitere untersuchte
Stammzellmarker wurden jeweils in weniger als 10% der Falle nachgewiesen und in
dieser Studie keiner detaillierten Analyse unterworfen. Doppelfarbungsexperimente fir
ALDH1 und SOX2 zeigten die Expression der Marker in verschiedenen Populationen
auf. Fast alle high-grade serdsen Karzinome (>90%) zeigten Expression von
mindestens einem Stammzellmarker im Vergleich zu nur 36,4 % der BOT und 50% der
low-gade serésen Karzinome. Koexpression von SOX2/ALDH1 in mehr als 10% der
Tumorzellen in der gleichen Zelle fand sich ausschlie3lich in high-grade serdsen
Karzinomen, jedoch nicht in Borderline Tumoren oder low-grade Karzinomen. Des
Weiteren beobachteten wir, dass Tumoren mit einer hoheren Proliferationsrate mehr
ALDH1 positive Zellen aufwiesen, weshalb wir eine Bedeutung von ALDH1 fir die

Zellproliferation vermuteten. In einer Ki67/ALDH1-Doppelfarbung fanden wir jedoch,
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dass ALDH1 vornehmlich in der ruhenden Zellfraktion vorhanden ist, was gut mit einer

Funktion als Stammzellpopulation vereinbar ist.

Schlussfolgerung: Die Expression der Stammzellfaktoren wie ALDH1 oder SOX2
scheint vor allem bei high-grade serdsen Karzinomen eine essentielle Rolle zu spielen,
wahrend sich in einer Mehrheit der BOT und der Hafte der low-grade Karzinome keiner
der beiden Marker nachweisen lasst. Bei high-grade serdsen Karzinomen zeigen beide
Marker eine unterschiedliche Assoziation mit Tumoreigenschaften wie z.B. schlechte
Differenzierung oder Uberleben (SOX2) und ruhenden Zellpopulationen in
proliferierenden Tumoren (ALDH1). Zudem fanden wir sowohl individuelle als auch Ko-
Expressionsmuster von beiden Markern, was die Existenz von Stammzell-ahnlichen
Zellfraktionen mit schwankenden Markerprofilen in einzelnen Tumoren vermuten |asst.
Anhand dieser Ergebnisse schlussfolgern wir, dass Stammzellfaktoren in serdsen
Ovarialtumoren keinen einzigartigen Stammzellphénotyp reprasentieren, sondern
vielmehr ein breites Spektrum aus Stammzell-angereicherten Kompartimenten, welche

bei der Auswahl therapeutischer Ansatzpunkte zu beriicksichtigen wéaren.
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9 Anhang

9.1 FIGO Klassifikation

Tumor begrenzt auf Ovarien oder Tuben

IA Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel intakt; kein Tumor auf der
Oberflache des Ovars oder der Tube , negative Spiulzytologie
IB Tumor auf beide Ovarien oder Tuben begrenzt; Kapsel intakt, kein
Tumor auf der
Oberflache der beiden Ovarien oder Tuben, negative
Spulzytologie
IC Tumor auf ein oder beide Ovarien oder Tuben begrenzt
IC1 Verletzung der Oberflache intra-operativ
IC2 Kapselruptur  préa-operativ.  oder  Tumorzellen an der
Ovaroberflache
IC3 Maligne Zellen in Aszites oder Peritonealspiilung
Il Tumor befallt ein oder beide Ovarien und breitet sich im
kleinen Becken aus oder priméres Peritonealkarzinom
A Ausbreitung auf und/oder Implantate Uterus und/oder Tube(n)
IIB Ausbreitung auf andere intraperitoneale Beckengewebe
1] Tumor beféllt ein oder beide Ovarien, mit mikroskopisch
nachgewiesenen Peritonealmetastasen aullerhalb des
Beckens
und/oder retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
A Positive retroperitoneale Lymphknoten
[IIAL1(i)) | Metastasen < 10mm
[IAL(ii)) | Metastasen > 10mm
A2 Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens =*
positive retroperitoneale Lymphknoten
B Makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, <
2cm £ positive retroperitoneale Lymphknoten, inklusive
Ausbreitung bis auf Leber- und Milzkapsel
c Makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, > 2

cm <+ retroperitoneale Lymphknotenmetastasen, inklusive
Ausbreitung bis auf Leber- und Milzkapsel
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\Y Fernmetastasen (Peritonealmetastasen ausgenommen)
IVA Positiver Pleuraerguss
VB Leber- und/oder Milzmetastasen (parenchymal), extraabdominelle

Organmetastasen (inklusive inguinale Lymphknoten
Lymphknoten aul3erhalb der Abdominalhéhle)

und
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12 Lebenslauf

Siehe Anhang 1
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