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Referat und bibliographische Beschreibung

Fiir die Prognose des Ovarialkarzinoms ist es entscheidend, ob der Tumor einerseits
schnell und ausgedehnt metastasiert oder andererseits langsam und lokal begrenzt wichst.
Diesem Prozess liegen molekularbiologische Vorginge zugrunde, in deren Kette die
Proteinfamilie ERM (Ezrin, Radixin und Moesin) eine wichtige Rolle spielt.

Zielsetzung: Anhand von Tumorgewebe eines umfangreich charakterisierten Kollektives
von Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom wurde die Expression der Proteine Ezrin und
Moesin untersucht. Es sollten mogliche Zusammenhénge zwischen der Expression der
beiden Proteine und dem progressfreien bzw. gesamten Uberleben iiberpriift werden.
Material und Methoden: Reprisentative Tumorgewebeproben von 108 Patientinnen mit
dazugehorigen klinisch-pathologischen Daten waren die Basis dieser Arbeit. Das
formalinfixierte und paraffineingebettete Tumorgewebe wurde immunhistochemisch auf
die Expression von Ezrin und Moesin untersucht. Die Korrelation der Ergebnisse erfolgte
sowohl univariat als auch multivariat.

Ergebnisse: Das Kollektiv stimmt mit den in der Literatur beschriebenen klinisch-
pathologischen Parametern, wie Alter, Histologie und Uberlebensdaten iiberein. Die
Moesinexpression war nur in der univariaten Uberlebensanalyse sowohl fiir das
progressfreie als auch das gesamte Uberleben statistisch signifikant. Dahingegen zeigte
sich, dass Patientinnen mit einem das Protein Ezrin exprimierenden Tumor ein schlechteres
Gesamtiiberleben gegeniiber den Frauen ohne Expression im Tumor haben. Weiterhin
ergab sich in der multivariaten Analyse, dass die Ezrinexpression ein unabhéngiger
Parameter ist.

Schlussfolgerung: Moesin stellte sich nicht als ein unabhéngiger prognoserelevanter
Parameter dar.

Ezrin ist als unabhingiger Prognosefaktor fiir das Ovarialkarzinom anzusehen. Dies kann
mit seinen biologischen Eigenschaften erkldrt werden, da Ezrin als Ankerprotein fiir Aktin
in der Zellmembran und fiir Signaltransduktionen verantwortlich ist. Bei fehlender
Ezrinsynthese wiren zum Beispiel Storungen der Zellmotilitit und von apoptotischen

Regelkreisen zu erwarten.

Gradhand, Elise: ,,Ezrin als Prognosefaktor fiir das Ovarialkarzinom
Halle; Univ., Med. Fak, Diss., 68 Seiten, 2007
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1 Einleitung

Die Diagnose des Ovarialkarzinoms wird zumeist erst gestellt, wenn der Tumor schon iiber
die Organgrenze hinaus in die Peritonealhohle gestreut hat und somit eine kurative
Therapie kaum noch moglich ist. In diesem Stadium haben die Tumorzellen nach
Anhaftung an das Mesothel dieses durchwandert und dringen in das submesotheliale
Bindegewebe ein. Hier kommt es zu einer starken begleitenden Entziindungsreaktion des
Peritoneums, welche wiederum die Invasion beschleunigt. Wiirde man es schaffen, diesen
Prozess zu hemmen, so konnte man die Prognose der Ovarialkarzinompatientinnen
verbessern.

Um am Mesothel haften zu konnen, binden die Tumorzellen iiber ihren CD44-Rezeptor an
den Hyaluronsduremantel der Mesothelzellen. Da das desmoplastische Stroma der
Peritonealkarzinose zusétzlich auch reich an Hyaluronsdure ist, scheint es auch bei
folgender Invasion in das submesotheliale Gewebe forderlich zu sein. Die Funktion der
Hyaluronsdure-CD44 Bindung entfaltet ihre Wirkung vermutlich abhéngig von der
Bindung von submembranalen Adapterproteinen an die zytoplasmatische Doméne von
CD44. Diese Adapterproteine entstammen der ERM Proteinfamilie
(Ezrin/Radixin/Moesin)' ',

1.1 Die Ezrin-Radixin-Moesin-Proteinfamilie

Der ERM-Komplex reguliert iiber diverse Signalkaskaden das submembrandre Aktin-
Zytoskelett und verankert es an der Plasmamembran. Die ERM-Proteinfamilie setzt sich
aus den drei Eiweiflen Ezrin, Radixin und Moesin zusammen. Thre Aminosduresequenzen
stimmen zu etwa 75% iiberein’”. Sie besitzen eine homologe Doméne zum Protein 4.1
(FERM Domine, fiir Protein 4.1 homologe Domine’), was die Zugehérigkeit der ERM-
Proteine zur Protein 4.1 Superfamilie determiniert. Zusétzlich besteht auch eine Homologie
zum Tumorsuppressorgen Merlin/Schwannomin, welches bei der Entstehung der
vererbaren Neurofibromatose Typ II eine Rolle spielt®.

ERM-Proteine bestehen aus drei Doménen: der hoch konservierten N-terminalen FERM-
Doméne, der zentralen a-helicalen Doméne in Form von ,.coiled coils®“ und der C-
terminalen aktinbindenden Doméine. Im inaktiven Zustand sind ERM-Proteine

zusammengerollt im Zytoplasma lokalisiert”%*¥%%%,

Sie zeigen starke intra- oder
intermolekulare Assoziationen, welche diese Proteine durch Interaktionen der N-/C-

ERMAD in einer geschlossenen Konformation halten. Die N-ERMAD beinhaltet die
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Abbildung 1

Die N-ERMAD und C-ERMAD sind im inaktivierten Zustand
aneinander gelagert und somit unzugénglich. Die N-/C-terminalen
Doménen bestehen zum einen aus der N-ERMAD, welche die
Membranbindungsstelle darstellt und zum anderen aus C-ERMAD,
welche die carboxyterminale F-Aktin Bindungsstelle beinhaltet. Die
Konformationsdnderung vom inaktiven zu einem aktiven Zustand
erfolgt liber zahlreiche intrazelluldre Signalkaskaden

(nach Tsukita 1997°%)

FERM-Doméne, welche die Membranbindungsstelle darstellt. Die C-ERMAD, welche die
carboxyterminale F-Aktin-Bindungsstelle beinhaltet, ist im geschlossenen Zustand nicht
zuginglich.

Verschiedene Stimuli,welche noch nicht restlos aufgeklirt sind'*>"*”*, wie zum Beispiel
Thrombin, EGF und HGF aktivieren Ezrin”. Diese Aktivierungen erfolgen mit der
Phosphorylierung durch Serin/Threonin— und Tyrosinkinasen iiber die Bindung von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,). Die Phosphorylierungsstellen fiir Ezrin
befinden sich in einem konservierten Threoninrest im C-ERMAD (Thr 567).Dieser wird
zum Beispiel durch die Rho-Kinase (ROCK, ein Rho-Effektor) oder eine atypische
Proteinkinase-C (PKC 0) phosphoryliert*'.

Eine andere Moglichkeit der Aktivierung besteht durch Bindung von PIP; an die FERM
Domine (Tyr 145) oder an die ,,coiled coils“-Doméne (Tyr353) von Ezrin. In vitro fiihrt
eine Uberexpression der Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinase, welche die PIP,
Menge erhoht, zu einer Konformationsdnderung von Ezrin. (Beispiele von
Bindungspartnern des inaktivierten (,,dormant*) Ezrins und des aktivierten Ezrins sind der
Abbildung 2 zu entnehmen'”.)

Ist Ezrin nicht phosphoryliert, unterliegt es einer starken intramolekularen

Selbstassoziation und befindet sich vorwiegend gelost im Zytoplasma. Durch eine
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Abbildung 2
Darstellung der Doménen des Ezrins, welches hier stellvertretend fiir die Proteine der
ERM-Familie steht. (Bretscher 1999'%)

Aktivierung kommt es zu einer Umlagerungen, das heiflit zuerst die Losung der

Selbstassoziation von N-ERMAD und C-ERMAD wund danach folgen die
zwischenmolekularen Interaktionen, wie die Bildung von Oligomeren und Anlagerung an
die Zellmembran'’. Letztendlich bildet Ezrin im phosphorylierten Zustand einen Komplex
mit Aktin.

Die Phosphorylierung von Thr567 fiihrt also zu einer membranéren Lokalisation der ERMs
und damit zur Bildung von fokalen Adhisionskomplexen und Mikrovilli, was maB3geblich
fiir eine Polarisierung der Zelle ist. Im Umkehrschluss wurde auch gezeigt, dass eine
Dephosphorylierung durch Phosphatasen zu einer Abnahme der Mikrovilli fithrt und somit
zur Aufhebung der Polarisierung der Zellen"**.
Es Ziele

Phosphotyrosinkinsasen sind: Tyr145 (In der Abbildung von Bretscher et al. 1999'° wird

gibt aber  alternative  Phosphorylierungsstellen, = welche von

statt Tyr die Abkiirzung Try fiir den Tyrosinrest benutzt.) oder Tyr353 (Abbildung 2).
Phosphorylierung von Tyr145 oder Tyr353 steigert die Motilitét von Zellen und hemmt die
Apoptose durch Interaktion mit PI-3K/Akt'®**,



Wie bereits erwdhnt, haben ERM-Proteine zwei Bindungsstellen, eine am N-Terminus fiir
Membranadhisionsmolekiile und eine am C-Terminus fiir das aktinhaltige Zytoskelett®
(Abbildung 1).

Der ERM-Komplex bindet iiber den N-Terminus direkt oder indirekt an
Plasmamembranproteine. An transmembrandren ,single pass®“ Proteinen wie dem
Hyaluronsédurerezeptor CD4491, ICAM-1,-2,-3 und CD43 bindet ERM direkt’”®. Die
Bindung an die ,seven pass transmembraniren Proteine wie CFTR®, p2-
Adrenorezeptor'® erfolgt indirekt iiber EBP50 (Ezrin-Binding-Protein 50kDA®). Hierbei
sind die molekularen Mechanismen nahezu unbekannt’'. Die meisten Rezeptoren binden
an alle drei Proteine Ezrin, Radixin und Moesin. Es gibt Ausnahmen, wie z.B. der
,Todesrezeptor“ Fas/CD95 in T-Lymphozyten, welcher nur an Ezrin bindet®. Es wird
jedoch vermutet, dass die zum Teil unterschiedlichen Bindungsaffinitdten der drei Proteine
eine Zusammenlagerung zum ERM zweckmidBig sind, um eine grofere Vielfalt an

Bindungspartnern bedienen zu konnen.

1.2 Ezrin

1.21 Vorkommen und Expression

Als erster Vertreter der ERM-Proteine wurde Ezrin als Substrat der Tyrosinkinase des
EGF-Rezeptors und als Bestandteil von intestinalen Mikrovilli 1986 durch Bretscher et al.’
entdeckt. Das Protein wird physiologischerweise in diversen epithelialen Geweben, zum
Beispiel: Darm, Lunge, Niere und Endometrium exprimiert. Im Gegensatz zu Radixin und
Moesin kann Ezrin von seinen Bindungspartnern (zum Beispiel ICAMs, CD44) durch die
beim Siuger vorkommende calciumabhingige Protease Calpain abgespalten und damit

inaktiviert werden®>.

1.2.2 Ezrin und Tumoren

Ezrin wurde bereits bei verschiedenen Tumorentititen sowohl in vivo als auch in vitro
untersucht. In vivo konnte eine vermehrte Expression von Ezrin in Adenokarzinomen des
Pankreas®, in Endometriumkarzinomen’®, sowie Melanomen der Uvea™ und der Haut* im
Vergleich zum Normalgewebe beobachtet werden. In vitro wurde bereits nachgewiesen,
dass es beim Ovarialkarzinom mit einer vermehrten Ezrinexpression durch EGF und Il-1a
iiber die Tyrosinphosphorylierung des Ezrins zu einer hdheren Metastasierungrate

10;16

kommt ™°. Bei stark Ezrin-exprimierenden, metastasierten Rhabdomyosarkom- und
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Osteosarkomazelllinien®*””, lieB sich durch Inhibition der Ezrinexpression die

Metastasierungrate der Zellen deutlich reduzieren. Diese Fakten deuten daraufthin, dass

Ezrin mit der Zellbewegung und der Tumorinvasivitit eng verbunden ist.

Tabelle 1 Kurzdarstellung des Proteins Ezrin

Synonym Cytovillin, Villin2
Chromosom 6q25,2-26
mRNA 3155 bp (NCBI Accessionnumber : NP_003379)
Aminosiuren 586 (NCBI Accessionnumber : NP_003370)
Gewicht 69.417 Da
zelluliire Lokalisation Zytoplasma
Zellmembran
Expression im Gewebe Vorwiegend in:

epithelialen Zellen ’
Astrozyten der

Hirnrinde, Basalganglien *°

Phosphorylierungsstellen  Tyr 146 durch EGF Rezeptor Lck'
Thr 235 durch Cdk 5"
Tyr 353 durch EGF Rezeptor'
Thr 567 durch PKC, ROCK 1"

1.3 Moesin

1.3.1 Vorkommen und Expression

Moesin wurde erstmals aus einem bovinen Uterus 1991 durch Lankes et al. isoliert*.
Weiterhin wurde eine starke Moesinproduktion in Lymphozyten und auswachsenden

14: . ..
9 sollen Moesin und Radixin des

Neuriten’” nachgewiesen. Nach Castelo'* und Paglini
weiteren flir die Stabilisierung von Neuriten und Axonen von gro3er Bedeutung sein. Es ist
vor allem in Filopodien und anderen membranédren Ausziehungen zu finden, die fiir Zell-
Zellkontakte, die Signaltransduktion und die Zellmotilitdt von Bedeutung sind. Wichtig fiir
die Aktivierung des Proteins ist der Threoninrest Thr558 (siche auch Tabelle 2)'%°'°,
Aktiviertes Moesin (wie auch seine Verwandten Ezrin und Radixin) kann die

Polymerisation von Stressfasern initileren und eine Gruppierung von Integrinen iiber

5



polymerisiertem Aktin induzieren. Genaue Kontrollmechanismen sind auch hier noch nicht
geklirt"™, Moesin ist insensitiv fiir Calpain und kann somit nicht von diesem inaktiviert

werden®,

Tabelle 2 Kurzdarstellung des Proteins Moesin

Synonym MSN (Membrane-organizing-extension-spike-protein)
Chromosom Xqll.2-q12
mRNA 1734 bp (NCBI Accessionnumber : NP_002444 Region
199-1932)
Aminosiuren 577 (NCBI Accessionnumber : NP_002435)
Gewicht 67.824 Da
zelluliire Lokalisation Zytoplasma
Zellmembran
Nukleus
Expression im Gewebe - in allen Geweben

Phosphorylierungsstellen - Thr 558 durch PKC, ROCK1 23:62

1.3.2 Moesin und Tumoren

So zahlreiche Untersuchungen wie fiir Ezrin existieren fiir Moesin nicht. Eine in vitro
Studie konnte belegen, dass Moesin in Ostrogenrezeptornegativen
Mammakarzinomzelllinien stark exprimiert ist”. Auch bei dem verhornenden
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle konnte eine stark erhohte Moesinexpression

festgestellt werden'>°,

1.4 Radixin

1.4.1 Vorkommen und Expression

Radixin wurde erstmals durch Tsukita et al. 1989 aus einer Rattenleber isoliert’. Zum
Zeitpunkt der Erhebung der Daten dieser Arbeit fanden sich nur sehr wenige Arbeiten zu
Radixin.Dies konnte damit zusammenhdngen, dass es keinen kommerziell erwerblichen
Antikdrper fiir Radixin gibt. Das Protein wird hauptsidchlich in Kombination mit Ezrin und

Moesin genannt.



1.4.2. Radixin in der Literatur

Eine der wenigen Arbeiten ausschlieBlich iiber Radixin war von Kitajiri et al. 2004. Sie
konnten belegen, dass das Fehlen von Radixin in den Stereozilien der Kochlea zur

Taubheit fithrt aber keine Storungen des Vestibularapparates hervorruft™.

Tabelle 3 Kurzdarstellung des Proteins Radixin

Synonym Keines

Chromosom 11923

mRNA 1752 bp (NCBI Accessionnumber : NP_002906 Region
311..2062)

Aminosiuren 583 (NCBI Accessionnumber : NP_002897)

Gewicht 68.568 Da

zelluldre Lokalisation Zellmembran
Zytoplasma

Expression im Gewebe natiirliche Killerzellen
Astrozyten

Phosphorylierungsstellen ~ Thr 564 durch ROCK 1"
Thr 573 durch ROCK 1"

1.5 Epidemiologie des Ovarialkarzinoms

Jéhrlich erkranken in Deutschland etwa 9.700 Frauen neu an einem Ovarialkarzinom. Das
entspricht 5% aller malignen Tumoren der Frau. Im Jahr 2003 wurden 35.372 Patientinnen
mit einem Ovarialkarzinom in Deutschland behandelt und davon verstarben 5.479
Patientinnen®. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei etwa 66 Jahren. Die Prognose fiir
den Eierstockkrebs ist im Vergleich zu anderen malignen Erkrankungen des weiblichen
Genitaltrakts die schlechteste. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betriigt fiir alle FIGO- Stadien
nur 39 % und hat sich in den letzten zwanzig Jahren nur um etwa 5% verbessert.

Die in Deutschland ermittelten Erkrankungszahlen liegen mit ca. 16/100 000 im Vergleich
mit anderen EU-Staaten recht hoch. Innerhalb Europas besteht ein Nord-Siid-Gefille, die
hochste Inzidenzrate ist in den skandinavischen Léndern (Dadnemark und Schweden) zu
finden und die niedrigste in den slideuropédischen Léndern (Italien, Portugal, Spanien und

Griechenland)®.



Als Risikofaktoren fiir das Ovarialkarzinom gelten eine hohe Ovulationshiufigkeit (zum
Beispiel kinderlose Frauen, die keine Ovulationshemmer eingenommen haben), frith
einsetzende Menarche und spites Eintreten der Menopause. Weiterhin sind genetische
Pradispositionen bekannt, was aber nur bei ca. 10% der Patientinnen eine Rolle

spielt*45:%4,

1.6 Entstehung des Ovarialkarzinoms

Das Oberfldchenepithel des Ovars leitet sich von der Serosa ab. Die Vermutung, dass das
Ovarialkarzinom von Oberflichengewebe des Ovars abstammt, stellte schon Herr Wells
im Jahr 1872 auf’. Aber erst 1980 wurde das Oberflichenepithel des Ovars kultiviert und
untersucht'”. Heute wird angenommen, dass die verschiedenen Differenzierungen der
Ovarialkarzinome das Miillersche Differenzierungsspektrum des OOEs wieder spiegeln®.
Fiir die Tumorgenese werden hiufige Rupturen des OOEs, gefolgt von raschen, zum Teil
iberschiefenden entziindlichen Reparaturmechanismen verantwortlich gemacht. Dies
wirde auch den Risikofaktor Nullipara und langjdhrige Menstruation mit vielen
Ovulationen, das heif3t vielen Rupturen des OOEs, erkléren.

AuBerdem wurde die Bildung von Inklusionszysten als Boden fiir Mutationen durch den
Einfluss des steroidproduzierenden Stromas, vor dem es normalerweise durch die Tunica

albuginea geschiitzt ist, verantwortlich gemacht™" **

. Inklusionszysten entstehen durch die
Tieferverlegung von OOE im Rahmen der Heilungsvorginge der Ovulationswunde, bei
paraovariellen Entziindungen und Adhésionen’®. Insgesamt sind aber ,Miillersche
Metaplasien und Friihkarzinome hiufiger in Inklusionszysten als im OOE zu finden®***.
Die schrittweise Tumorentstehung vom Adenom zum Karzinom, wie etwa beim
Kolonkarzinom, ist beim Ovarialkarzinom nicht ohne weiteres zu postulieren, da selten
Vorlauferldsionen oder Friihkarzinome gefunden werden. Deshalb wird vermutet, dass
Ovarialkarzinome meist de novo entstehen, was fiir das serdose jedoch nicht fiir das
muzindse Karzinom gilt’. Fiir die anderen histologischen Typen ist die Entstehungsart
noch unklar. Die malignen Neubildungen des Ovars sind eine heterogene Gruppe von
Neoplasien ~ mit  unterschiedlichen  molekulargenetischen ~ Ursachen®™°.  Die
Tumorentstehung ist gekennzeichnet durch eine meist starke chromosomale Instabilitét. Es
gibt die hereditdren oder die erworbenen funktionellen Gendefekte.

Beim serosen Ovarialkarzinom wird eine dualistische Entstehung diskutiert. Erstens die

des ,,low grade* serdsen Ovarialkarzinoms und zweitens die des ,high grade® serdsen

Ovarialkarzinoms. Die ,,Jow grade* serdsen und auch die muzindsen Ovarialkarzinome
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Abbildung 3

Schematische Darstellung der verschiedenen Entstehungsmechanismen fiir ,,Jlow-grade*
und ,,high-grade* Ovarialkarzinome.

Abkiirzungen: SBT-Serous Borderline Tumour; APST-Atypical Proliferative Serous
Tumour; MPSC-Micropapillary Serous Carcinoma *'

entwickeln sich wahrscheinlich aus einer Adenom-Karzinom-Sequenz. Beim muzindsen
Ovarialkarzinom steigert sich die KRAS- Mutationsrate vom benignen iiber borderline
zum malignen Tumor'. Das ,,low grade® serése Ovarialkarzinom tritt oft im Gefolge mit
benignen serdsen Zystadenomen und serdsen Borderlinetumoren auf. Auch hier ist die
KRAS-Mutationsrate vom benignen bis hin zum malignen Tumor ansteigend®'**%

Viele Patientinnen haben eine genetische Instabilitdt, verursacht durch die Mutationen von
BRCAI und BRCA2. Bei Uyei et al. 2006”* weisen 14% aller Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom eine BRCA 1-Mutation und 10% eine BRCA2-Mutation auf*****,

Fiir die Abstammung der endometrioiden Ovarialkarzinome werden drei Mdoglichkeiten
diskutiert: Sie leiten sich 1. von endometrioiden Gewebe oder 2. von Adenomen oder 3.
von einer vorbestehenden Endometriose ab. Auch klarzellige Ovarialkarzinome werden
mit einer Endometriose in Verbindung gebracht®.

Trotz der vielen Erkldrungsansitze ist die Tumorentstehung der Ovarialkarzinome
aufgrund ihrer Variabilitét in ihrer Biologie und dem jeweiligen klinischen Verlauf nicht in
allen Einzelheiten geklart. Die schematische Abbildung 3 zeigt die Moglichkeiten der

Entwicklung vom gesunden OOE zum Karzinom®'.



1.7 Histologie der Ovarialkarzinome

In diesem Abschnitt werden nur die epithelialen Differenzierungen tabellarisch behandelt,
die in dieser Arbeit beriicksichtigt werden sollen. Dies entspricht den folgenden Subtypen
entsprechend der aktuellen WHO Klassifikation®':

Seroses Adenokarzinom, muzindses Adenokarzinom, endometrioides Adenokarzinom,
klarzelliges Adenokarzinom, transitionalzelliges Karzinom, gemischtes Karzinom und das
undifferenzierte Karzinom.

Tabelle 4: Histologische Subtypen®’>*7%7>

Seroses Adenokarzinom des Ovars

Architektur - papilldr > solide > glandular
Weitere Merkmale - verzweigte Papillen
- Psammomkérper

- ,high-grade* Kerne (Ausnahme low-grade Karzinome)
Differentialdiagnosen - priméres peritoneales Karzinom mit nur

oberflachlichem Ovarbefall

- Mesotheliom (Calretinin positiv)

- Endometrioid (vorwiegend glandulér, plumpe Papillen,

reichlich Zytoplasma)

- Klarzellig (hyalines Stroma)

Muzinoses Adenokarzinom des Ovars
Architektur - glandular
Weitere Merkmale - muzinose Zellen, oft intestinal differenziert
- rosettenformige Anordnung von Driisen
- oft Kontinuum von Adenom-Borderline Tumor-
Karzinom
- Siegelringzellen moglich
Differentialdiagnosen - muzindser Bordeline-Tumor (keine Invasion)
- Metastase: Kolonkarzinom, Appendixkarzinom,

Magenkarzinom (Krukenbergtumor), Pankreaskarzinom
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Endometrioides Adenokarzinom des Ovars
Architektur - glandulédr > papilldr > solide
Weitere Merkmale - reichlich Zytoplasma apikal glatt begrenzteDriisen
- viele Mitosen
- Plattenepitheliale Differenzierung
Differentialdiagnosen - Metastase Kolonkarzinom
- synchrones und/oder metastastisches endometriales
Endometriumkarzinom

- Seros

Klarzelliges Adenokarzinom des Ovars

Architektur - zystisch > papillér > solide
Wichtige Merkmale - Glykogenhaltige klare Zellen mit exzentrischen
Kernen

- ,,hobnail“-Zellen
- Hyalines Stroma
- ,,Cherry red nucleoli*

Differentialdiagnosen - Keimzell- und Dottersacktumoren

Transitionalzelliges Karzinom

Architektur - urothelial grob papilldr oder solide
Wichtige Merkmale - dhnelt den Neoplasien des Urothels
Differentialdiagnosen Transitionalzellkarzinom der Harnwege

- Maligner Brenner-Tumor (gutartige Brenner-

Komponente muss vorhanden sein)

Gemischtes Karzinom des Ovars
- zeigt mindestens 10% eines zweiten Typen
- seros — klarzellig
- serds — endometrioid
- klarzellig - endometrioid

- serds - muzinos

11



Undifferenziertes Karzinom des Ovars
Architektur - keine, Areale mit o.g. Architekturarten
Wichtige Merkmale - viele Mitosen oder Atypien

- hyperchromatische Kerne

- kein spezifischer Immunphénotyp
Differentialdiagnosen Granulosazelltumor, Plattenepithelkarzinom,

kleinzelliges Karzinom, Metastasen

1.8 Prognosebestimmende Faktoren beim Ovarialkarzinom

Der wichtigste Prognosefaktor fiir Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom ist der
Tumorrest nach der Priméroperation™®.

17216188 timmen darin iiberein, dass neben dem Tumorrest auch das

Verschiedene Studien
FIGO-Stadium ein unabhéngiger Prognosefaktor in der multivariaten Analyse fiir die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei einer Erkrankung am Ovarialkarzinom ist. Andere Faktoren, wie
das Alter, préoperativer Aszites, prdoperatives Ca 125, histologische Differenzierung,
Komorbiditit und diverse molekulare Marker sind nicht {iberall in der Literatur in der
multivariaten Analyse statistisch signifikant.

Eine Einteilung der Malignitéitsgrade fiir das Ovarialkarzinom liefert das Grading nach
Silverberg83. Diese Einteilung spielt aber nur eine Rolle, wenn der Tumor auf das Ovar
begrenzt ist. AuBBerdem unterliegt sie einer starken interpersonellen Variabilitit was die

Vergleichbarkeit schwierig macht. Nur ,,Low Grade* und ,,High Grade*- Tumoren zeigen

prognostisch relevante Unterschiede® .
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2 Ziele
Folgende Fragestellungen sollten in einer retrospektiven immunhistologischen Studie

bearbeitetet werden:

1. In welcher Quantitit werden Ezrin und Moesin in Ovarialkarzinomen
exprimiert?
2. Welche Korrelationen ergeben sich zu klinisch-pathologischen Parametern?

3. Welche prognostische Relevanz hat die Expression beider Proteine jeweils fiir

das rezidivfreie und das Gesamtiiberleben?

13



3 Material und Methoden

3.1 Das Kollektiv

Das Untersuchungsmaterial stammt von 108 Patientinnen, bei denen im Institut fiir
Pathologie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg ein Ovarialkarzinom
diagnostiziert wurde. Die Diagnosen stammen aus den Jahren 1996 bis 2004 und wurden
retrospektiv aus dem Befundsystem (PAS, Computersystem Paschmann) ermittelt. Die
Frauen wurden in drei verschiedenen Krankenhdusern behandelt: in der Klinik fiir
Gynikologie der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg (Direktor: Prof. C.
Thomssen), in der Klinik fiir Gynékologie des Elisabeth-Krankenhauses in Halle
(Chefarzt: Dr. T. Lantzsch) und in der Klinik fiir Gynédkologie des Carl-von-Basedow
Krankenhauses in Merseburg (Chefarzt: Dr. M. Wolters).

Tabelle 5 Verteilung der Patientinnen mit Ovarialkarzinom

Krankenhaus Hiufigkeit Prozent
Martin-Luther-Universitét 55 50,9
Elisabeth-Krankenhaus 36 33,3
Carl-von-Basedow-Krankenhaus 17 15,7
Gesamt 108 100

Das Einverstdndnis der Patientinnen zur wissenschaftlichen Nutzung der Gewebe lag vor.
Zusétzlich zu den pathohistologischen Befunden wurden die klinischen Akten der
Patientinnen aus deren jeweiligen Krankenhdusern eingesehen (Tabelle 5). Diesen Akten
entstammen die Angaben iiber prdoperativen Aszites, primire Operationsart (Tabelle 6),
ggf. belassener Tumorrest (Tabelle 7), adjuvante Chemotherapie (Tabelle 8) und
rezidivfreie — sowie Gesamtiiberlebenszeit. Auflerdem wurden bei fehlendem und
unsicherem Follow-up die Einwohnermeldeimter angeschrieben, um den Uberlebensstatus
zu erfragen. Alle Daten wurden nach den Richtlinien des Datenschutzes behandelt.

Das Kollektiv der Patientinnen mit Ovarialkarzinom gliedert sich wie folgt auf:
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Tabelle 6 Art der Operation bei Ovarialkarzinomen; in den Klammern die Abkiirzungen

Art der Operation Haufigkeit Prozent

Bilaterale Salpingo-Oophorektomie (BSO) 5 4,6

Totale abdominale Hysterektomie mit

bilateraler Salpingo-Oophorektomie 7 6,5

(TAH +BSO)

Totale abdominale Hysterektomie mit
bilateraler Salpingo-Oopherektomie und 27 25,0
Omentektomie (TAH+BSO+OE)

Totale abdominale Hysterektomie mit

bilateraler

Salpingo-Oophorektomie mit 11 10,2
Lymphnodektomie und peritoneales

Sampling (+PS)

Totale abdominale Hysterektomie mit

bilateraler
23 21,3
Salpingo-Oophorektomie und Kolektomie

(+Darm)

Totale abdominale Hysterektomie mit

bilateraler
27 25,0
Salpingo-Oophorektomie und

Lymphnodektomie (+LNE)

Tumordebulking (Debulk) 8 6,5

Gesamt 108 100
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Die Patientinnen waren zum Diagnosezeitpunkt im Median 64,4 (41 bis 89) Jahre alt.
Einschlusskriterium war eine primdre Operation mit Versuch der priméren

Tumorentfernung.

Tabelle 7 Bei 94 (87%) Frauen waren Informationen zum Tumorrest verfiigbar

Tumorrest Hiufigkeit Prozent
kein Rest 40 37,0
<lcm 20 18,5
>=]lcm 34 31,5
Fehlend 14 13,0
Gesamt 108 100

Tabelle 8 Art der Chemotherapie

Chemotherapie Hiufigkeit Prozent
Carboplatin und Taxol 61 56,5
Andere platinhaltige Therapie 15 13,9
Platin in einer Monotherapie 5 4,6
Andere Chemotherapie 2 1,9
Keine Chemotherapie wegen FIGO g 4
1A ’

Chemotherapie verweigert 6 5,6
Vor Chemotherapie verstorben 7 6,5
Fehlende Angaben 4 3,7
Gesamt 108 100
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Weiterhin erhielten 83 Frauen (79%) eine adjuvante Chemotherapie. Diese war in 81
Fillen eine addquate, das heifit es wurde eine platinhaltige Chemotherapie fiir mindestens 6
Zyklen verabreicht. 8§ Patientinnen bekamen auf Grund ihres niedrigen FIGO IA Stadiums
keine Chemotherapie (Tabelle 8).

Der Rezidivstatus sowie das rezidivfreie Uberleben (die Zeit in Monaten von der Diagnose
des Primdrtumors bis zur Diagnose des Rezidives) waren fiir 73 (67,6%) der 105
Karzinompatientinnen zu eruieren. Die mediane rezidivfreie Zeit lag bei 21,3 Monaten (1,5
bis 87,7 Monate).

Bei dem Uberlebensstatus fehlten bis August 2004 die Angaben von nur 3 Patientinnen aus
unserem Kollektiv. Um spiter eine differenziertere Aussage iiber die eventuelle
Auswirkung des Tumorleidens auf die Patientinnen machen zu konnen, wurde der
Uberlebensstatus in folgende Kategorien nach Bell et al.® aufgeteilt:

5 (4,6%) Patientinnen verstarben nicht eindeutig am Tumorleiden (DUC = Dead of
Uncertain Cause), 42 (38,9%) der Frauen erlagen ihrem Ovarialkarzinom (DOD = Dead Of
Disease).

Weitere 4 (3,7%) Patientinnen verstarben eindeutig nicht auf Grund des Ovarialkarzinoms
(DOC = Dead of Other Cause).

Die weiterhin Lebenden wurden aufgeteilt in die Gruppen ,,am Leben, mit progredienten
Krankheitsverlauf* (AWPD = Alive with Progressing Disease), das waren 20 (18,5%);
»am Leben, mit stabilem Krankheitsverlauf® (AWSD = Alive With Stabil Disease),
darunter fielen 18 (16,7%) der Patientinnen und ,,keine Krankheitsanzeichen* (NED = No
Evidence of Disease), was bei 16 (14,8%) der Frauen zutraf. Fiir die Uberlebensanalyse
des progressfreien (Synonym verwandt: rezidivfrei) Uberlebens war das Auftreten eines
Rezidives der Endpunkt. Fiir das Gesamtiiberleben gelten der Tod auf Grund der
Erkrankung (DOD) und der Tod aus unsicherem Grund (DUC) als Endpunkt. Alle anderen
Patientinnen, die in den beiden Analysen diese Ereignisse nicht erreichten, wurden
zensiert.

Die mittlere Uberlebenszeit ab Diagnosestellung bis zum Tod betrug 56 (0 bis 102)
Monate, bzw. es bestand eine 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate von 45,5 %.

Zusitzlich war von 50 (46,3%) Erkrankten bekannt, ob sie prédoperativ einen Aszites
hatten. Von 38 (32,2%) ist der Lymphknotenquotient, bei 41 (37,9%) der CA125—Wert
pria-und postoperativ, bekannt. Diese Daten sind zurzeit aber noch zu liickenhaft, um sie

fiir statistische Zwecke beriicksichtigen zu kénnen.
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3.2 Histopathologische Untersuchung

Die Gewebe wurden unmittelbar nach der operativen Entnahme 24 Stunden in 4%igem
gepuffertem Formaldehyd fixiert, danach in Paraffin (Schmelzpunkt 56°C) eingebettet und
fiir die Studie 4 mm diinne Schnitte angefertigt. Fiir die mikroskopische Untersuchung
wurden die Priparate routineméfig mit Himatoxylin—Eosin geférbt.

Alle Tumoren wurden von zwei Pathologen (Prof. Dr. S. Hauptmann, Dr. M. Kdobel)
gemiB der aktuellen WHO-Richtlinien reklassifziert"’ und nach dem Silverberg-System
graduiert™ (Tabellen 9 und 10).

Bei diagnostisch unklaren Féllen wurden immunhistologische Untersuchungen

durchgefiihrt, vor allem um Metastasen auszuschlieBen.

Tabelle 9 Einteilung der Ovarialkarzinomen (nach den WHO- Richtlinien)

Hiufigkeit Prozent (%)

Seros 62 57
Muzinos 2 2

Endometrioid 13 12
Klarzellig 10 9
Transitional 4 4
Undifferenziert 7 7
Gemischt 10 9

Gesamt 108 100
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Tabelle 10 Grading der Ovarialkarzinome nach Silverberg®

Hiufigkeit Prozent (%)

Tumorarchitektur glandulér 1 21 19
papillér 2 41 38
Solide 3 46 43
Kernpleomorphie <2 1 15 14
<4 2 55 51
>4 3 38 35
Mitosen Bis 9/10HPF 1 30 28
10-24/10HPF 2 37 34
>24/10HPF 3 41 38
Score 3-5 Punkte Grad 1 30 28
6 u.7 Punkte Grad 2 44 41
8 u.9 Punkte Grad 3 34 31
3.3 Immunhistologische Methoden

Im Median lagen fiinf (1 bis 17) Gewebsblocke pro Patientin vor. Davon erfolgte eine
Auswahl eines reprisentativen Tumorblockes fiir die weiteren Untersuchungen und die
Anfertigung von 4 mm diinnen Schnitten. Die Zielproteine Ezrin und Moesin wurden im
Gewebe mit Hilfe der Immunhistologie (indirekte Avidin—Biotin Methode) detektiert’” ",
Fiir Ezrin kam der monoklonale Mausantikorper des Klons 3C12 von Sigma (Deisenhofen,
Deutschland) zum Einsatz und fiir Moesin der monoklonale Mausantikorper des Klons

38/87 von NeoMarkers (Fremont, CA, USA).
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Die Demaskierung der Antigene wurde dadurch erreicht, dass die Préparate mit
Natriumzitrat bei pH 6 fiir 40 Minuten in ein 94°C heiles Wasserbad gestellt wurden. Die
Primérantikdrper wurden 1:10.000 (Ezrin) und 1:2 (Moesin) in PBS verdiinnt und die
Gewebsschnitte fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

Nach einem Waschschritt mit PBS war der ndchste Schritt, den mit Biotin konjugierten
Sekunddrantikbrper  hinzuzugeben.  Als  drittes Reagens wurde der mit
Meerrettichperoxidase verbundene Streptavidin-Biotin Komplex hinzugefiigt. Die rote
Féarbung entwickelte sich mit Aminoethylcarbazol (AEC, Zytomed, Berlin, Deutschland).
Als Gegenfarbung der Kerne nutzte man Himalaun blau.

Als Positivkontrolle fiir Ezrin bot sich Kolonmukosa ®®an, bei der sich das Epithel apikal
anfarbt. Fiir Moesin konnte man die zytoplasmatische Fiarbung der Trophoblasten der
Plazenta und das Endothel als Kontrolle nutzen*’. Als interne Kontrolle dienten fiir Ezrin

die Lymphozyten und bei Moesin die Endothelzellen.

3.4 Immunhistologische Untersuchung

Zur semiquantitativen Einschidtzung der Expression wurde der prozentuale Anteil der
positiven Tumorzellen in 10%-Schritten ausgewertet. Sowohl der Ezrin- als auch der

Moesinnachweis galten als positiv, wenn mehr als 10% der Tumorzellen angefarbt waren.

3.5 Statistische Auswertung

Die Korrelationen zwischen der Expression sowohl von Ezrin als auch von Moesin und
verschiedenen klinisch-pathologischen Parametern wurde mit Hilfe des Chi*-Tests nach
Pearson beurteilt. Die Ergebnisse fiir das rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben
resultierten aus der Kaplan-Meier-Methode fiir die univariate Uberlebensanalyse. Der
Vergleich der verschiedenen Uberlebenskurven erfolgte mit dem Log-Rank-Test. Die
Variablen, welche in dieser Analyse signifikant mit dem Uberleben korrelierten, wurden
mit der multivariaten Methode Cox proportional hazard regression model auf ihre
Unabhéngigkeit iiberpriift. Als signifikant galten p-Werte kleiner als 0,05. Fiir alle

statistischen Analysen wurde die SPSS Software Version v12.0 genutzt.
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4 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit ist es, an Hand des ausfiihrlich charakterisierten Kollektivs von
Ovarialkarzinompatientinnen die Expression von Ezrin und Moesin sowie deren

Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern zu untersuchen.

4.1 Die Kollektivdaten

41.1 Alter und Uberleben

Die Altersangaben entsprechen einer Gaull’schen Verteilung mit einem typischen Median

von 64 Jahren®,

Alter zum Zeitpunkt

der Operation
30

Anzahl der Patientinnen
S
o
/af

/
4 BI%
0 3

40 55 70 85

Alter in Jahren

N=108; Median 64 Jahre; Spannweite: 41-89 Jahre

Abbildung 4 Altersverteilung

Die progressfreie 5-Jahres Uberlebenszeit (ereignisfreie Uberlebenszeit ) betriigt 14,3 %
und das 5-Jahres-Gesamtiiberleben ergibt wie in Abbildung 5 dargestellt 45,5 %, was
besser war, als im Bundesdeutschen Durchschnitt von 39%.im Jahr 2000°.

Um zu iiberpriifen, ob jiingere Patientinnen einen Uberlebensvorteil gegeniiber den Alteren
des Kollektives haben, werden die Altersangaben in die zwei Gruppen ,,Alt* und ,,Jung*
zusammengefasst ,,Alt* sind die 58 Patientinnen ( 54%), die so alt wie der Median von 64
Jahren oder dlter waren und als ,,jung galten die 50 Patientinnen (46%), die jiinger als der

Median waren.
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Abbildung 5 Uberlebenskurven fiir das Progressfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben

Sowohl beim progressfreien Uberleben, als auch beim Gesamtiiberleben, ist ein

Unterschied zu sehen, der knapp iiber der Signifikanzmarke p<0,05 lag (Abbildung 6).

Die ,,jiingeren” Patientinnen hatten gegeniiber den ,,Alteren* eine lingere progressfreie

Zeit und ein ldngeres Gesamtiiberleben.
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Abbildung 6 Uberlebenskurven in Abhéngigkeit vom Alter
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Kreuzkorrelationen der Altersgruppe mit anderen klinisch-pathologischen Faktoren
Nur bei der Korrelation der Altersgruppen mit addquater Chemotherapie (Definition:
»addquate Chemotherapie in Kapitel 4.1.5;) war statistisch ein signifikanter
Zusammenhang zu finden. 13 der 17 Patientinnen (76%), die keine adidquate
Chemotherapie erhielten, waren der Gruppe ,alt“ zugehorig (Tabelle 11). Die im
Folgenden genannten Parameter weisen keine signifikanten Korrelationen mit dem Alter
auf: Aszites (Chi*-Test nach Pearson: p= 0,145); Tumorrest (Chi*-Test nach Pearson: p=
0,365); FIGO (Chi*-Test nach Pearson: p= 0, 067); Grading nach Silverberg (Chi*-Test
nach Pearson: p= 0,183); histologischer Typ (Chi*-Test nach Pearson: p= 0,555).

Tabelle 11 Statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Alter und addquater

Chemotherapie
Alter Gesamt Chi’-Test nach
(<64Jahre) (>=64Jahre) Pearson:
Adiquate Chemo- Ja 46 45 91 »=0015
therapie .
nein 4 13 17
Gesamt 50 58 108

41.2 Aszites und Uberleben

Die Angaben zum préoperativen Aszites liegt nur von 50 Patientinnen vor, wobei 25 der
Frauen einen Aszites pédoperativ hatten und Patientinnen nicht. Fiir das progressfreie
Uberleben zeigt sich ein schwacher Trend fiir ein frithes Rezidiv bei Vorhandensein von
Aszites, wihrenddessen beim Gesamtiiberleben eine deutliche Tendenz (Log-Rank-Test:

p=0,0642) fiir ein schlechteres Uberleben mit einem Aszites zu erkennen ist (Abb.7).
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Progressfreies Uberleben mit Aszites Gesamtiiberleben mit Aszites
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Abbildung 7 Uberlebenskurven in Abhiingigkeit vom Aszites

Kreuzkorrelationen des Aszites mit anderen klinisch-pathologischen Faktoren

Es sind keine statistischen Zusammenhinge mit anderen Faktoren festzustellen. So ergibt
sich folgendes: adidquate Chemotherapie (Chi*-Test nach Pearson: p=0,684); Tumorrest
(Chi*-Test nach Pearson: p=0,127); FIGO (Chi*-Test nach Pearson: p=0,150); Grading
nach Silverberg (Chi*-Test nach Pearson: p= 0,362); Histologie (Chi>-Test nach Pearson:
p=0,729).

41.3 Tumorrest und Uberleben
Der Tumorrest ist in dieser Arbeit in folgende drei Gruppen unterteilt um den

Krankheitsverlauf im Zusammenhang mit der Tumorrestgrofe zu untersuchen:
1. kein Rest - kein makroskopisch sichtbarer Tumorrest in situ vorhanden
2. < lecm - makroskopisch sichtbarer Tumorrest mit einem Durchmesser
von weniger als 1cm in situ vorhanden
3. >= lcm - Tumorrest von makroskopisch sichtbaren Durchmesser grof3er
Iecm

Die Patientinnen teilen sich wie in Abbildung 8 dargestellt auf.
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Abbildung 8 Tumorrest (3 Gruppen)

Fiir die Uberlebensstatistik nach Kaplan-Meier zeigte sich, dass die Patientinnen ohne
Tumorrest ein deutlich besseres progressfreies Uberleben haben, sowie auch ein besseres
Gesamtiiberleben als die Patientinnen, die einen Tumorrest haben. Die Uberlebenskurven
bei ,,Tumorrest <lcm* und , Tumorrest> lcm* verlaufen nahezu deckungsgleich und
iiberkreuzen sich mehrfach (sieche Abbildung 9). Deshalb werden im Folgenden die
Gruppen ,,Tumorrest <l cm* und ,,Tumorrest >lcm* zu der einen Gruppe: ,,Tumorrest

vorhanden® zusammengefassten (siche Abbildung 10).
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Abbildung 9 Uberlebenskurven in Abhéngigkeit vom Tumorrest (3 Gruppen)
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Abbildung10 Tumorrest (2 Gruppen)
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Abbildung 11 Uberlebenskurven in Abhiingigkeit vom Tumorrest (2 Gruppen)

Nach diesem Schritt stellt sich eindrucksvoll dar, dass eine postoperative Tumorfreiheit
einen hohen Uberlebensvorteil bringt (Log-Rank-Test: p= <0,0001, sowohl fiir das
progressfreie Uberleben als auch fiir das Gesamtiiberleben (siche Abbildung 11).

Kreuzkorrelationen des Tumorrests mit anderen klinisch-pathologischen Faktoren

Die Tabelle 12 stellt eine Ubersicht der Gegeniiberstellung des Tumorrests mit anderen
Parametern dar. Darin zeigt sich, dass von den 35 Patientinnen mit einem FIGO I- oder II-
Stadium 32 Patientinnen einen RO —Status postoperativ haben. Anderseits besteht nach der
Operation bei den 59 Patientinnen mit einem FIGO Stadium III oder IV von denen 54

(91,5%) Patientinnen einen Tumorrest haben.
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Tabelle 12 Statistisch signifikante Zusammenhénge mit dem Tumorrest

kein Tumorrest

-2
Charakteristika Tumorrest vorhanden Gesamt naEEIP_;izgn
FIGO I 25 1 26 p <0,001
I 7 2 9
111 6 46 52
v 2 5 7
Gesamt 40 54 94
Art der Operation Explorativ 1 1 2 p<0,001
BSO 3 2 5
TAH+BSO 6 6
TAH+BSO+OE 7 12 19
+PS 11 11
+Darm 6 15 21
+LNE 17 7 24
Debulk 6 6
Gesamt 40 54 94
Histologie Serds 17 39 56 P=0,002
Muzinds 1 1
Endometrioid 9 3 12
Klarzellig 8 2 10
Transitionalzellig 4 4
Undifferenziert 1 3 4
Gemischt 5 2 7
Gesamt 40 54 94
Rezidiv nein 15 4 19 p<0,001
ja 14 33 47
Gesamt 29 37 66

Abkiirzungen vergleiche Seite 19.
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Bei den histologischen Typen ist hervorzuheben, dass besonders die endometrioiden (9 von
12; 75%) und klarzelligen (8 von10; 80%) Tumoren im Gesunden entfernt wurden. Anders
sicht es bei den serdsen (17 von 56; 30%) und den transitionalzelligen (0 von 4)
Karzinomen aus. Interessanterweise haben aber 52% der Patientinnen (15 von 29), die RO
reseziert waren ein Rezidiv bekommen, dem gegeniiber stehen die Patientinnen mit

verbliebenen Tumorrest, die zu 89% (33 von 37) an einem Rezidiv erkrankten.

4.1.4 Chemotherapie und Uberleben

Von 104 Patientinnen liegen Informationen zur Chemotherapie vor. Vier Patientinnen
erhielten  keine =~ Chemotherapie.  Insgesamt  gibt es  Acht  verschieden
Therapiemoglichkeiten, wobei diese in die Gruppen ,,addquate Chemotherapie* und ,,nicht
addquate Chemotherapie* eingeteilt werden. In die Gruppe ,,addquate Chemotherapie mit
91 Patientinnen fallen die Kategorien:

- Patientin erhielt mindestens 6 Zyklen Carboplatin und Taxol

- Patientin erhielt mindestens 6 Zyklen einer anderen platinhaltigen Chemotherapie

- Patientin erhielt mindestens 6 Zyklen einer Platin-Monotherapie

- Patientin hatte ein FIGO la Stadium und erhielt deshalb als ,,addquate Therapie* keine
Chemotherapie

Der Gruppe ,,nicht addquate Chemotherapie®, worunter 17 Patientinnen fallen, werden
folgenden Patientinnen zugeordnet:

- Keine Angaben zur Chemotherapie dokumentiert

- Vor Antritt der Therapie verstorben

- Chemotherapie verweigert

- Andere, nicht platinhaltige Chemotherapie erhalten

Im progressfreien Uberleben stellt sich hinsichtlich des Chemotherapiestatus (,,adiquat‘
versus ,,nicht addquat®) kein signifikanter Unterschied heraus (Log-Rank-Test: p= 0,3257)
Beim gesamten Uberleben zeigt sich jedoch, wie wichtig eine adiquate adjuvante
Chemotherapie ist (Log-Rank-Test: p<0,0001). So haben Patientinnen mit einer
»inadiquaten“ Chemotherapie eine 5- Jahres- Uberlebensrate von 15 %, wihrenddessen
mehr als 50% der Patientinnen mit einer ,,addquaten* Chemotherapie mehr als 5 Jahre die

Diagnose eines Ovarialkarzinoms iiberleben.
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Abbildung 12 Uberlebenskurven in Abhingigkeit von der adiquaten Chemotherapie

Kreuzkorrelationen der Chemotherapie mit anderen klinisch-pathologischen

Faktoren

Wie oben beschrieben, stellt sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang nur mit dem

Alter dar.

41.5 FIGO-Stadium und Uberleben

Von allen Patientinnen wurde das FIGO- Stadium ermittelt.
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Abbildung 13 FIGO-Stadien( 4 Gruppen)
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Abbildung 14 Uberlebenskurven in Abhiingigkeit vom FIGO-Stadium (4 Gruppen)

Die Graphen fiir das progressfreie und fiir das gesamte Uberleben laufen paralell und

iiberkreuzen sich mehrmals, auch wenn sich mit dem Log-Rank-Test:;p=0,0029 bzw. p=

0,0071 zeigt, dass die Kurven nicht {ibereinander liegen (siche Abbildung 14), so kann man

doch schwer eine Divergenz der Graphen der einzelnen FIGO-Stadien ausmachen. Das

FIGO -Stadium ist daher aussagekriftiger, wenn man es zu zwei Gruppen zusammenfasst,

das heif}t, es entstehen die Gruppen ,,FIGO I & 11 und ,,FIGO III & IV* (Abbildung 15).
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Abbildung 15 Uberlebenskurven in Abhiingigkeit vom FIGO-Stadium (2 Gruppen)
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Nun ist ein deutlicher Unterschied zu sehen zwischen niedrigen Stadien (I&II) und den
hoheren Stadien (III&IV), sowohl beim progressfreien also auch beim Gesamtiiberleben.
Es stellt sich ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir ,,FIGO I1&II* gegeniiber dem Stadium
»FIGO II&IV* dar, sowohl fiir den Progress (Log Rank-Test: p= 0,0004) als auch fiir den
Tod (Log Rank-Test: p=0,0034) als Endpunkt (Abbildung 15).

Kreuzkorrelationen des FIGO-Stadiums mit anderen klinisch-pathologischen
Faktoren

Das Grading nach Silverberg ist mit dem 4 -schichtigen FIGO-Stadium statistisch
assoziiert (Chi*-Test nach Pearson: p= 0,011; Tabelle 13).

Tabelle 13 Statistisch signifikante Zusammenhénge der FIGO-Stadien (4 Gruppen)

Chi’-Test nach

FIGO Gesamt
Pearson:
| 11 111 v
Silverberg-
15 5 9 1 30 p=0,011
grading
2 10 3 28 3 44
3 6 1 24 3 34
Gesamt 31 9 61 7 108

Wie in Tabelle 14 zu sehen ist, gibt es mit 7 klinisch-pathologischen Parametern statistisch
signifikante Zusammenhiinge. Altere Patientinnen haben zu meist ,,FIGO I11& IV* (35 von
58; 60%; Chi-Quadrat-Test:p=0,0321). Von den 25 Patientinnen die einen Aszites haben,
sind 21 Frauen der Gruppe ,,FIGO Il1& IV*“zugehorig, somit ist zu sehen, dass Aszites fast
immer mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium assoziiert ist (Chi-Quadrat-
Test:p=0,031).

Weiterhin haben die Erkrankten mit ,,FIGO III & IV* weit haufiger (51 von 59; 86%)
einen postoperativen Tumorrest. Im Gegensatz zu den Frauen aus der Gruppe FIGO 1&II,
bei denen lediglich 8,6% (3 von 35) einen Tumorrest nach der Operation haben. Auch bei
der Beurteilung des Zusammenhangs addquate Chemotherapie und inadidquate
Chemotherapie fillt auf, dass 14 der 17 Patientinnen (82,4%), die nicht mit einer

regelrechten Chemotherapie versorgt wurden der Gruppe ,,FIGO III&IV* angehoren.
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Auch die Zweiergruppierung des FIGO-Stadiums zeigt eine starke Assoziation mit dem

Grading nach Silverberg, so dass wie zu erwarten, gering differenzierte Karzinome meist

ein fortgeschrittenes FIGO Stadium haben.

Tabelle 14 Statistisch signifikante Zusammenhénge der FIGO-Stadien (2 Gruppen)

Charakteristik fI&GI(; III;ISCz;(I)V I?;.l lllee Chilz);"l;iss:mn:ach

Alter bei Diagnose < 64 Jahre 32 18 50 P=0,0321
=> 64 Jahre 23 35 58
Gesamt: 55 53 108

Priop. Aszites Nein 11 14 25 P=0,031
Ja 4 21 25
Gesamt 15 35 50

Tumorrest kein Rest 32 8 40 P<0,001
<lcm 2 18 20
=> lcm 1 33 34
Gesamt: 35 59 94

Adiiquate Ja 52 39 91 P=10,035
Chemotherapie Nein 3 14 17
Gesamt: 55 53 108

Silverberg 1 20 10 30 P<0,001
2 13 31 44
3 7 27 34
Gesamt 40 68 108
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41.6 Grading nach Silverberg

In Abbildung 16 kommt die Verteilung der Tumoren in die einzelnen Grade 1-3 nach
Silverberg mit einem Schwerpunkt bei Grad 2 zur Darstellung. Es wurden die einzelnen
Komponenten, aus denen sich das Grading zusammensetzt (Tabelle 10), getrennt betrachtet
(siche Abbildungen 18 bis 21). Hier zeigt nur die Tumorarchitektur einen statistisch
signifikanten Zusammenhang fiir das progressfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben
(Log-Rank-Test:p=0,0051 bzw. p= 0,0274; Abbildung 19). Die Mitoserate hat einen
Einfluss auf das Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test:p=0,0054). Aber in Kombination der
drei Faktoren als Grading nach Silverberg war die Uberlebensanalyse fiir das progressfreie
Uberleben und das gesamte Uberleben hochsignifikant (Abbildung 17). Das mediane
rezidivfreie Uberleben bei Patientinnen mit einem Tumor Grad 1 betrigt ca. 43 Monate
und mit Grad 3 weniger als 20 Monate. Das mediane Gesamtiiberleben mit Grad 1 ist
langer als die Beobachtungszeit von 112 Monaten.Die Frauen mit Grad 2 iiberleben im

Median 58 Monate und mit Grad 3-Tumoren 40 Monate.
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Abbildung 16 Grading nach Silverberg
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Abbildung 17 Uberlebenskurven in Abhiingigkeit vom Grad nach Silverberg
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Abbildung 18 Tumorarchitektur

50 % der Patientinnen mit soliden Tumoren erleiden ein Rezidiv innerhalb der ersten 20
Monate und versterben nach 43 Monaten ab Diagnosestellung. Patientinnen mit
glanduldrem Karzinom erkranken im Mittel erst nach 42 Monaten an einem Rezidiv und
tiberleben ldnger als die Beobachtungszeit ist. Frauen mit papilliren Tumoren leben
hinsichtlich ihres medianen rezidivfreien Uberlebens nur 2 Monaten linger als die mit
soliden Tumoren. Sie haben aber ein deutlich besseres medianes Gesamtiiberleben mit 61

Monaten.
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Abbildung 19 Uberlebenskurven in Abhingigkeit von der Tumorarchitektur
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Abbildung 20 Kernpleomorphie

So eindeutige Unterschiede des Uberlebens sind bei der Kernpleomorphie nicht
darzustellen (Log-Rank-Test:p=0,2489 b.z.w. p=0,0772). Trotzdem ist zu sehen, dass
Patientinnen mit niedriger Kernpleomorphie ein besseres rezidivfreies und

Gesamtiiberleben haben als Patientinnen mit einer hohergradigen Kernpleomorphie.
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Abbildung 21 Uberlebenskurven in Abhiingigkeit von der Kernpleomorphie
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Abbildung 22 Mitosegrading

Beim Mitosegrading sieht man, dass Patientinnen mit weniger als 9 Mitosen/10HPF lédnger

ohne Progress iiberleben und auch eine lingere gesamte Uberlebenszeit haben als Frauen

mit Mitosegrad 2 oder 3. Signifikant ist das aber nur flir das Gesamtiiberleben (Log-Rank-

Test: . p=0,0925 bzw. p=0,0054).
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Abbildung 23 Uberlebenskurven in Abhiingigkeit vom Mitosegrading

Korrelationen des

pathologischen Parametern

Gradings

nach Silverberg mit

verschiedenen Kklinisch-

Tabelle 15 Statistisch signifikanter Zusammenhang von dem histologischen Typ mit dem

Grading nach Silverberg

Silverberg-Grading Gesamt Chi-Test nach
1 ) 3 Pearson
Histologie Seros 10 31 21 62 p <0,001
Muzinos 2 2
Endometrioid 10 3 13
Klarzellig 7 3 10
Transitionalzellig 4 4
Undifferenziert 7 7
Gemischt 1 7 2 10
Gesamt 30 44 34 108
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Bei der Kreuzkorrelation des Gradings nach Silverbergs mit anderen Faktoren stellten sich
ein Zusammenhang mit dem FIGO-Stadium I-IV (Tabelle 13; Chi*-Tes nach Pearsont: p=
0,011) und in zwei Gruppen I&I1 u. [II&IV (Tabelle 14: Chi’-Test nach Pearson: p<0,001)
heraus. Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen histologischem Typ und dem
Grading nach Silverberg dargestellt werden (siehe Tabelle 15). Nur 30 von 108 (28%) sind
als gut differenziert eingestuft, dem gegeniiber stehen die méBig- bis schlecht
differenzierten mit 78 von 108 Féllen (72%). Muzindse, endometrioide und klarzellige
Tumoren sind vorwiegend gut differenziert. Serose, transitionalzellige und gemischtzellige
Tumortypen miissen vor allem als mafig- bzw. schlecht differenziert eingestuft werden.

Undifferenzierte Tumoren sind per definitionem G3- Karzinome.

41.7 Histologie und Uberleben

Die Abbildung 24 zeigt eine Ubersicht zur Verteilung der histologischen Typen der
Ovarialkarzinome innerhalb des Kollektives. Die Diagnose ,,serds® ist bei 57,4%( 62/108)
der Patientinnen gestellt, danach folgen endometrioide und klarzellige Tumoren. 6 der
gemischten Tumoren bestehen aus einer serosen Komponente wovon 4 klarzellige Anteile
und 2 endometrioide Anteile besitzen. 4 gemischte Karzinome haben klarzellige und

endometrioide Anteilen.
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Abbildung 24 Histologische Typen
Das progressfreie Uberleben (Abbildung 25) mit dem Log-Rank-Test: p = 0,0031 zeigt,

dass es statistisch signifikant ist, dass die Uberlebenskurven der einzelnen Tumortypen

nicht deckungsgleich sind und es somit Unterschiede zwischen den verschiedenen
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Abbildung 25 Uberlebenskurve des progressfreien Uberlebens in Abhingigkeit
vom histologischen Typ

histologischen Typen gibt. Den besten progressfreien Verlauf hat in unserem Kollektiv das
endometrioide und den schlechtesten das transitionalzellige Ovarialkarzinom. Zu den
beiden muzindsen Karzinomen lagen keine Daten zum Rezidiv vor, weshalb sie auch nicht
in der Grafik des progressfreien Uberlebens erscheinen. Auch beim Gesamtiiberleben
kann nur von einer statistisch signifikanten Tendenz (Log-Rank-Test: p = 0,0017), eines
nicht parallelen Verlaufs der Kurven der einzelnen Tumorentititen gesprochen werden.
Auch hier hat das endometrioide Karzinom den besten Verlauf. Die muzindsen, gefolgt

von den undifferenzierten und serosen Tumoren haben die schlechtesten Uberlebensdaten.
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Abbildung 26 Uberlebenskurve fiir das Gesamtiiberleben in Abhiingigkeit vom
histologischen Typ

41.8 Lymphknotenstatus

Bei nur 36 Patientinnen wurde eine Lymphonodektomie durchgefiihrt. Dabei wurden bei
15 (41,7%) Lymphknotenmetatsasen festgestellt. Die beiden Uberlebensanalysen zeigen
keinen signifikanten Unterschied fiir Frauen mit oder ohne Lymphknotenmetatsasen (Log-

Rank-Test: p=0,2647 bzw. p= 0,2408).
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Gesamtiiberleben abhangig vom Progressfreies Uberleben abhiingig vom
Lymphknotenstatus Lymphknotenstatus
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Abbildung 27 Uberlebenskurven in Abhiingigkeit vom Lymphknotenstatus

41.9 Rezidiv- und Uberlebensstatus

Fiir 73 Patientinnen gibt es Informationen iiber den Rezidivstatus und fiir 105 Frauen sind
Aussagen zum Uberleben zu belegen (Abbildung 28). Das heiBit, 5 Frauen sind nicht sicher
am Ovarialkarzinom verstorben (DUC), 42 Patientinnen erlagen ihrem Tumorleiden
(DOD), 4 Frauen verstarben nicht an ihrem Tumor, sondern an anderen Ursachen.
Patientinnen, die am Beobachtungsende am Leben waren, wurden unterteilt in die
Gruppen: mit fortgeschreitender Krankheit lebend (AWPD; 20 Patientinnen), stabiler
Krankheitszustand (AWSD; 18 Patientinnen) und kein Nachweis des Tumorleidens mehr

(NED; 16 Patientinnen).
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Rezidivstatus Uberlebensstatus
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Keine Angaben NED
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N=105;
Abkiirzungen:DUC: Dead of Uncertain Cause; DOD: Dead Of Disease; DOC: Dead of Other Cause;
AWPD: Alive With Progress Disease; AWSD: Alive With Stabil Disease; NED: No Evidence of Disease

Einteilung nach Bell et al 6

Abbildung 28 Ubersichten fiir den Rezidv- und den Uberlebensstatus

4.2 Ezrin

Als ,,Ezrin-positivi‘(> 10% der Tumorzellen angefdrbt) sind 53 der Fille und 55 Fille als

»Bzrin—negativ(<10% der Tumorzellen angeférbt) zu diagnostizieren.
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Abbildung 29 Ezrinexpression
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Fiir das progressfreie Uberleben zeigt sich, dass es keine statistisch signifikante Relevanz
hat, ob der Tumor fiir Ezrin exprimiert oder nicht (Log-Rank-Test: p= 0,3097). Fiir das
Gesamtiiberleben ist ein negativer Ezrinstatus giinstiger ist als ein positiver (Log-Rank-
Test: p= 0,0123). Das mediane Uberleben der Patientinnen mit Ezrin-positiven

Karzinomen liegt bei 46 Monaten und das der Ezrin-negativen bei 67 Monaten.

Progressfreies Uberleben abhhingig von Gesamtiiberleben abhidngig von der
der Ezrinexpression Ezrinexpression
1.0 1,0
0.8 0.8
3 3
ﬁ 0,6 ﬁ 0,6
é § Ezin-negativ
E 047 E 04 Ezrin-positiv
< <
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0.0+ N= 73; Log-Rank-Test: p= 0,3097 0.0 N =105; Log-Rank-Test: p= 0,0123
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Rezidivfreies UL in Monaten Uberleben in Monaten

Abbildung 30 Uberlebenskurven in Abhingigkeit von der Ezrinexpression

421 Farbeverhalten

Das zellulire Expressionsmuster von Ezrin bei den Ovarialkarzinomen zeigt ein
vielseitiges Bild. 11mal (10% der Tumoren) wird Ezrin nur an den apikalen Strukturen der
Tumorzellen exprimiert. Bei den meisten Tumoren (48%, 52 von 108 Tumoren) kommt
Ezrin ausschlieBlich zytoplasmatisch zur Darstellung. Bei 19 (18%) Tumoren ist Ezrin
heterogen exprimiert, das heifit sowohl im Zytoplasma und als auch apikal (fleckig). 26
Fille (24%) immunhistologisch Ezrin-negativ. Fiir das Uberleben scheint es unerheblich,
welches zelluldres Expressionsmuster der einzelne Tumor hat (progressfreies

Uberleben:Log-Rank-Test: p= 0,1640 und Gesamtiiberleben: Log-Rank-Test: p =0,1702).
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Bild 1 Seroses Ovarialkarzinom, keine
Ezrin-Expression (vorbestehendes
ovarielles Oberfldchenepithel als endogene
Positivkontrolle, Originalvergrof3erung
400fach)

Bild 2 Apikale Expression von Ezrin in
einem ovariellen Karzinoms vom sergsen
Typ, ,,Jow-grade* (Originalvergréflerung
400fach)

Bild 3 Zytoplasmatische Ezrin-Expression
in einem serdsen Karzinom
(Originalvergroferung jeweils 400fach)
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Bild 4
Vorwiegend
zytoplasmatis
che
Markierung
des Ezrins in
einem
serosen
Ovarialkarzin
om
(Originalver-
groBerung
600fach)

422 Korrelationen von Ezrin mit verschiedenen klinisch-

pathologischen Parametern

Die Expression von Ezrin korreliert mit dem Alter der Patientinnen. Die ,,jungen®
Patientinnen haben zu 64% (32/50) einen negativen Ezrinstatus, widhrenddessen die

malteren Frauen zu 40% (23/58) Erzrin negative Karzinome haben.

Tabelle 16 Statistisch signifikante Zusammenhénge mit der Ezrinexpression

Charak- Ezrin Ezrin Alle Chi’- Test nach
teristika negativ positiv Fille Pearson
Alter bei < 64 Jahre 32 18 50 0.012
Diagnose
=> 64 Jahre 23 35 58
Gesamt 55 53 108

Die nicht signifikanten Zusammenhénge sind in Tabelle 17 aufgelistet. Hier ist darauf
hinzuweisen, dass der , Ezrin-Status“ weder mit dem FIGO-Stadium (Chiz-Test nach
Pearson:;p= 0,155), noch mit dem Grading nach Silverberg (Chi*-Test nach
Pearson:p=0,459) oder noch mit dem histologischen Typ (Chi*-Test nach

Pearson:p=0,572) zusammenhéangt.
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Tabelle 17 Statistisch nicht signifikante Zusammenhinge mit der Ezrinexpression

Charak- Ezrin Ezrin Alle Chi’- Test nach
teristika negativ  positiv Fille Pearson
Priop. Nein 12 13 25 »=1,0
Aszites
Ja 12 13 25
Gesamt 24 26 50
Tumorrest kein Rest 23 17 40 p=0,564
<lcm 12 8 20
=> lcm 16 18 34
Gesamt 28 26 54
FIGO- I 13 18 31 p=0,155
Stadium I 7 2 9
11 33 28 61
v 2 5 7
Gesamt 55 53 108
Silverberg- 1 13 17 30 p=0,459
Grading 2 22 22 44
3 20 14 34
Gesamt 55 53 108
Histologie Serds 34 28 62 p=0,572
Muzinds 0 2 2
Endometrioid 5 8 13
Klarzellig 6 4 10
Transitionalzellig 1 3 4
Undifferenziert 4 3 7
Gemischt 5 5 10
Gesamt 55 53 108
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4.3 Moesin

52 Tumoren sind ,,Moesin-positiv: und 56 der Fille ,,Moesin-negativ®, das heiit bei 52

Tumorpréparaten sind mehr als 10% markiert und bei 56 Préaparaten sind weniger als 10%

der Tumorzellen durch Moesin markiert. Fiir das progressfreien Uberleben (Log-Rank-

Test: p = 0,0172) und fiir das Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test: p =0,0255) ist die

Expression von Moesin von Bedeutung. So haben Patientinnen ohne Moesinexpression ein

medianes progressfreies Uberleben von 32 Monaten und ein medianes Gesamtiiberleben

von 55 Monaten.
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Abbildung 31 Moesinexpression

Dem gegeniiber stehen die Patientinnen, deren Tumor Moesin exprimiert, mit einem

medianen progressfreien Uberleben von 18 Monaten und dem medianen Gesamtiiberleben

von 48 Monaten.
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Abbildung 32 Uberlebenskurven in Abhingigkeit von der Moesinexpression
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431 Farbeverhalten

Auch beim Moesin sind unterschiedliche Muster der zelluldren Expression in den Tumoren
zu sehen (Bilder 5-8). Es zeigt sich, dass das Protein vorrangig zytoplasmatisch (40%; 43
von 108 Tumoren) zur Darstellung kommt. Bei 17 Ovarialkarzinomen (16%) war keine
Moesinmarkierung sichtbar. Bei 29 (27%) der Tumore kam Moesin apikal und bei 19
(17%) kam Moesin fleckig zur Darstellung. Fiir die beiden Uberlebensstatistiken stellt sich
aber heraus, dass das Firbemuster unerheblich ist (progressfreies Uberleben:Log-Rank-

Test: p=0,1240 und Gesamtiiberleben Log-Rank-Test: p= 0,2034).

Bild 5 Fehlende Moesinmarkierung in
denTumorzellen eines undifferenzierten
Ovarialkarzinoms (interne Positivkontrolle:
Moesinexpression der Endothelien,
Originalvergréferung 400fach).

Bild 6 Apikale Moesinexpression bei einem
serosen Karzinom (Endothel positiv,
Orininalvergréferung 400fach).

Bild 7 Moesinexpression diffus
zytoplasmatisch in soliden
Tumorzellformationen eines serdosen
Ovarialkarzinoms (tumorassoziierte
Lymphozyten Ezrin positiv;
OriginalvergroBerung 400fach)
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Bild 8 Papillire Formationen eines serdsen
Tumors mit heterogener Detektion von
Moesin sowohl zytoplasmatisch als auch
apikal (Originalvergrof3erung 400fach)

4.3.2 Korrelationen von Moesin mit verschiedenen klinisch-
pathologischen Parametern

Es konnen keine Zusammenhénge zu Alter, prdoperativem Aszites, Tumorrest, Grading

nach Silverberg, FIGO-Stadium und Histologie hergestellt werden (Tabelle 18).

Tabelle 18 Statistisch nicht signifikante Zusammenhénge

Charak- Moesin  Moesin Alle Chi-Quadrat-Test
teristika negativ  positiv Fille nach Pearson :
Alter bei < 64 Jahre 26 24 50 0,977
Diagnose —> 64 Jahre 30 28 58
Priiop. Nein 13 12 25 0,571
ASZites Ja 1 14 25
Tumorrest kein Rest 24 16 40 0,213
<lcm 12 8 20
=> lcm 14 20 34
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FIGO- I 16 15 31 0,225
Stadium I 7 ) 9
111 28 33 61
v 5 2 7
Silverberg- 1 17 13 30 0,543
Grading 2 24 20 44
3 15 19 34
Histologie Seros 28 34 62 0,142
Muzinds 2 2
Endometrioid 11 2 13
Klarzellig 6 4 10
Transitionalzellig 2 2 4
Undifferenziert 3 4 7
Gemischt 4 6 10
Gesamt 56 52 108

(Tabellenkopf siche Seite 49, Tabelle 18)
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4.4 Multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens

Um die Unabhingigkeit der Faktoren untereinander zu iiberpriifen, wird die multivariate

Analyse der Cox-Regression getrennt fiir Ezrin und Moesin genutzt (Tabelle 19). Dabei

stellt sich heraus, dass es signifikante Unterschiede fiir die Merkmale: 1. Tumorrest

vorhanden versus nicht vorhanden (p= 0,010), 2. Ezrin -positiv versus -negativ (p= 0,012)

und 3. der histologischen Unterscheidung serds versus nicht serds (0,042) gibt.

Einschrankend muf} darauf hingewiesen werden, dass der Aszites und der Nodalstatus in

der multivariaten Analyse aufgrund ihrer geringen Anzahl nicht verwertet werden konnen.

Fiir Moesin fand sich kein statistisch signifikantes Modell.

Tabelle 19 Multivariates Cox-proportional-hazard-regression-model, N=95

Relatives  Konfidenzintervall
Risiko 95% p-Wert

Tumorrest nein 1.00
ja 4.21 1.40 - 12.66 0.010

Ezrinexpression negativ 1.00
positiv 2.39 1.21-4.74 0.012

Histologie nicht-seros 1.00
serds 2.37 1.03 - 5.47 0.042
undifferenziert 1.90 0.38-9.51 0.433

FIGO-Stadium /11 1.00
/v 1.47 0.50-4.35 0.480

Silverberg Grad Gl 1.00
G2/G3 1.10 0.45-2.81 0.834
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Expression zweier Vertreter der ERM-Proteinfamilie, Ezrin und
Moesin in einem gut charakterisierten Kollektiv von 108 Patientinnen mit
Ovarialkarzinomen untersucht. Es zeigte sich, dass das vermehrte Auftreten dieser
submembranalen Adaptorproteine eine Korrelation mit dem Gesamtiiberleben der
Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom hat. Die Expression von Ezrin ist sogar als

unabhingiger Prognosefaktor zu betrachten.

Zusétzlich bestétigte sich, dass der Tumorrest der entscheidende Prognosefaktor beim
Ovarialkarzinom ist, wobei es kaum eine Rolle spielt, wie groB3 der verbliebene Rest
postoperativ ist. Nur allein die Tatsache eines vorhandenen Rests ist ma3gebend fiir das

weitere Uberleben.

5.1 Das Patientenkollektiv

Gewebeproben und die klinische Daten von 108 Patientinnen, welche in den Jahren 1996
bis 2004 operiert wurden, standen fiir diese Studie zur Verfligung. Der Altersmedian der
Patientinnen lag bei 64 Jahren, was auch mit der Literatur im Einklang ist***>°. Natiirlich
spielt das Alter schon auf Grund der erhdhten Komorbiditdt und der schlechteren
Vertrédglichkeit einer Chemotherapie, welche auch in hoherem Alter signifikant weniger
verordnet wurde (Chi*- Test nach Pearson: p= 0,015), eine Rolle fiir das Uberleben,
welches jedoch in dem vorliegenden Kollektiv nur als nicht signifikanter Trend
auszumachen war (progressfreies Uberleben Log-Rank-Test: p 0,0611 und
Gesamtiiberleben Log-Rank-Test: p=0,0573).

Die Gruppe der malignen epithelialen Oberfldchentumoren des Ovars wird in folgende
histologische Typen unterteilt: serds, klarzellig, muzinds, endometrioid, transitionalzellig,
gemischt und undifferenziert. Den grofften Anteil davon stellen die serosen Karzinome mit
57% (62 von 108), dann folgen die endometrioden mit 12% (13 von 108). Die klarzelligen
und die gemischten machen jeweils 9% (10 von 108) der Tumoren aus. 6% (7 von 108) der
Neubildungen sind undifferenziert, 4% (4 von 108) sind transitionalzellig und nur 2% (2
von 108) sind muzinds. Die Rangordnung der Tumoren nach ihrer Anzahl ist so auch im
Allgemeinen etabliert, nur das muzindse Ovarialkarzinom féllt hier heraus. In einigen
Arbeiten ist das muzindse Karzinom um ein mehrfaches hiufiger als in diesem Kollektiv™’,

wohingegen Seidman et al.”® auch nur 2% muzindse Tumoren in ihrem Kollektiv haben.
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Die hohere Zahl muzindser Karzinome in &lteren Studien ist auf die Schwierigkeit der
Abgrenzung zu ovariellen Metastasen zuriickzufithren, was sich in neuerer Zeit durch den
Einsatz der Immunhistologie immer besser gelingt. So wurden auch im vorliegenden
Kollektiv durch den Einsatz der Immunhistologie, sowie durch die klinische
Verlaufsbeobachtung von den vormals 11 muzindsen Karzinomen 6 als Metastasen mit
Primum im Gastrointestinaltrakt reklassifiziert. Dieses Problem wurde auch in der
Literatur aufgegriffen. Seidman et al.”® meinten auch, dass etwa 77% Prozent der
muzindsen Malignome des Ovars eigentlich extraovarielle Karzinome sind. Das bedeutet,
dass die hoheren Zahlen muzindser Karzinome in élteren Studien durch fehldiagnostizierte
Metastasen bedingt sind. Die zwei vorliegenden muzindsen Karzinome erlauben als
Einzelfille keinen Riickschluss auf die Prognose dieses histologischen Typs (ein Todesfall
nach 39 Monaten). In einer aktuelleren Studie wird die 10-Jahresiiberlebensrate muzindser
Karzinome mit 66% angegeben®.

Eine schlechte Prognose (34% 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate) haben die serdsen
Karzinome, sowie die gemischten Karzinome mit seréser Komponente. Noch schlechter
sind die undifferenzierten Karzinome (25% 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate). Die wenigen
transitionalzelligen Karzinome lassen sich als Einzelfélle statistisch nicht fassen, wobei
jedoch von Kommoss® eine tendenziell bessere Prognose dieses histologischen Typs
wegen besserer Chemosensitivitit  beschrieben wurde. Die endometrioiden
Ovarialkarzinome  haben  sowohl in  diesem  Kollektiv  (88%  5-Jahres-
Gesamtiiberlebensrate) als auch in der Literatur das beste Gesamtiiberleben’ . Auch die
klarzelligen Karzinome haben eine bessere Prognose als die serdsen Tumoren. Dies wurde
in der ilteren Literatur anders dargestellt’’. Hiernach sollen klarzellige Karzinome
besonders maligne sein, was in dieser Arbeit nicht bestétigt werden kann. Eventuell gibt es
hier einen Zusammenhang zwischen endometrioden und klarzelligen Neubildungen und
einem geringen FIGO-Stadium, sodass die Wahrscheinlichkeit, den Tumor komplett zu
entfernen bei diesen beiden Typen hoch war (RO bei 75% der endometrioden und bei 80 %
der klarzelligen Karzinome). Dem gegeniiber stehen die serésen Karzinome, die nur zu
30% (17 von 56) komplett entfernt werden konnten und die transitionalzelligen
Karzinome, bei denen keine Patientin (0 von 4) eine komplette Tumorresektion erhalten
konnte. Diese ungiinstigen postoperativen Verhéltnisse wirken sich natiirlich auf das
Uberleben aus.

Insgesamt haben Patientinnen ohne Tumorrest eine 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate von

76% und Patientinnen mit in situ verbliebenen Tumorrest haben eine 5-Jahres-
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Gesamtiiberlebensrate von 32%. Dabei war die Grofle des Tumorrestes unerheblich, da die
Uberlebenskurven von Tumorrest <= lem und Tumorrest > lcm parallel verlaufen und
sich auch iiberkreuzen.

Ein weiterer wichtiger Prognosefaktor ist das FIGO-Stadium. Auch hier ist es
zweckmiBig, die 4 Stadien zu 2 Gruppen zusammenzufassen. Hier zeigt sich, dass
Patientinnen mit einem niedrigen FIGO-Stadium  (I&I) eine  5-Jahres-
Gesamtiiberlebensrate von 58% haben und bei den Frauen mit einem hohen FIGO-
Stadium( II1&IV) leben nur noch 38% nach 5 Jahren.

Ein Prognosefaktor, der auch mit den histologischen Subtypen zusammenhingt, ist das
Grading nach Silverberg (Chi*-Test nach Pearson: p< 0,0001). Auch hier stellt sich heraus,
dass die endometrioiden Karzinome zu 77% (10 von 13) und die klarzelligen zu 70% (7
vonl0) und die muzindsen zu 100% (2 von2) gut differenziert sind. Mittel bis schlecht
differenziert sind 84% (52 von 62) der ser6sen Karzinome, 100% der transitionalzelligen
(4 von 4), per definitionem 100% (7 von 7) der undifferenzierten und 90% (9 von 10) der
gemischten Karzinome.

Bestehender pridoperativer Aszites zeigt einen nicht signifikanten Trend fiir eine schlechte
Prognose, wobei die Aussage durch fehlende Angaben eingeschréinkt ist.

Die Schwichen des Kollektivs bestehen in einer teilweise inaddquaten stadiengerechten
Therapie. So hatten nur 44 Patientinnen eine adéquate Operation mit Lymphonodektomie
oder Verzicht auf diese bei niedrigem Stadium und Grad. Es ist moglich, dass nicht
addquat operierte Patientinnen entweder noch Tumorrest besallen oder in ein zu niedriges
FIGO Stadium eingruppiert wurden, was sich in der relativ schlechten S5-Jahres-
Gesamtiiberlebensrate von 58% im FIGO-Stadium (I+II) zeigt. Des Weiteren hatten
immerhin 91 Patientinnen eine ihrem Stadium adéquate Chemotherapie.

Trotzdem hat das Kollektiv im Vergleich mit den anderen Ovarialkarzinomkollektiven aus
der Literatur eine gute Ubereinstimmung in den wichtigsten Punkten, was eine gute Basis

fiir die Validitét der weiteren Aussagen darstellt.

5.2 Ezrin

Eine Expression von Ezrin (Anféarbung > 10% der Tumorzellen) konnte in 53 Féllen (49%)
des  Ovarialkarzinomkollektivs  festgestellt ~werden. Die  Ezrinexpression im
Ovarialkarzinom geht mit einer verkiirzten Uberlebenszeit einher (Log-Rank-Test: p=

0,0123). Da keine Korrelation zu klassischen klinisch-pathologischen Parametern besteht,
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folgt daraus, dass die Ezrinexpression ein unabhidngiger Prognosefaktor ist, was p= 0,012
in der multivariaten Analyse bestdtigt. Diese Assoziation findet sich auch in Melanomen,
Astrozytomen, Endometriumkarzinomen und kindlichen Weichteilsarkomen?®-23%38:%6
wieder. Weiterhin stellten sich auch in in-vitro-Studien des Osteosarkoms® und
Adenokarzinoms der Lunge® Zusammenhinge zwischen hoher Ezrinexpression und einer
hoheren Metastasierungrate der Tumorzellen dar. FEine in-vitro- Studie fiir
Ovarialkarzinome zeigte ebenfalls, dass Zellen mit Uberexpression von Ezrin stark
metastasieren'®. Im Gegensatz dazu wurde in der immunhistologischen Studie von
Moilanen et al. 2003 eine Korrelation von Ezrinexpression mit einer guten Prognose
beschrieben. Dieser Widerspruch diirfte folgende Ursachen haben: 1. In der Studie von
Moilanen et al.”> umfasste der Untersuchungszeitraum die Jahre von 1966 bis 1994: zum
Vergleich bestand das hiesige Kollektiv aus Patientinnen, die 1996 bis 2004 operiert
wurden, was bedeutet, dass die angewandten operativen und adjuvanten Therapien besser
vergleichbar sind. 2. Es gibt erst seit 1978 eine adjuvante Chemotherapie mit platinhaltigen
Zytostatika und sogar erst seit 1993 wird dazu eine kombinierte Chemotherapie mit Taxol

empfohlen®®*>

. Damit kommt eine nach heutiegem Stand adidquate Chemotherapie bei
Moilanen et al.2003> nicht zum Tragen. 3. In der vorliegenden Studie wurde ein
konventioneller histologischer Schnitt verwendet, der im Mittel eine Tumorfliche von 3
cm’ darstellt. Dagegen beruht die Studie von Moilanen et al. 2003 auf sog. ,tissue-
microarrays“ bei denen die Gewebsprobe aus dem jeweiligen Tumor etwa 1mm? groB ist.
Da gerade Ezrin in den Tumoren hiufig nur fokal exprimiert wird, steigt die Gefahr, dass
einige Tumoren als falsch negativ eingestuft werden.

Interessanterweise ist Ezrin auch im Normalgewebe des Ovars und der Tube sowohl in
membrandrer als auch zytoplasmatischer Lokalisation zu finden. Diese Unterschiede sind
auch fiir andere physiologische Zellen beschricben’®®. In der Plazenta ist Ezrin im
Synzytiotrophoblasten membranir vorhanden''. Im Epithel der Tube gibt es zwei
Zelltypen, einen mit apikal-membranidrer Lokalisation und einem zweiten mit diffuser
zytoplasmatischer Expression. Es ist bekannt, dass Ezrin in polaren Zellen membranér
exprimiert ist''. Die starke zytoplasmatische Lokalisation von Ezrin in einigen Epithelien
der Tube spricht dafiir, dass Ezrin die polare Orientierung verloren hat, in der Tat kann
man beobachten, dass diese Zellen keinen Kontakt mehr zur Basalmembran besitzen.
Bemerkenswert ist auch, dass der gleiche Zelltyp, ndmlich ovarielles Oberflichenepithel in
unterschiedlicher Lokalisation eine unterschiedliche Ezrinverteilung zeigt. Faktoren, die

dies beeinflussen konnten, wéren das umgebene Stroma, so dass die Tunica albuginea fiir
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das Oberflichenepithel eine andere Wirkung hétte, wie das kortikale Stroma fiir
Inklusionszysten.

Eine vorrangig zytoplasmatische Lokalisation findet sich in 48% der Karzinome und in nur
10% zeigt sich rein membrandres Ezrin. Fiir andere Karzinome ist ebenfalls eine

22384967 aine Studie an Bronchialkarzinomen

zytoplasmatische Lokalisation beschrieben
beschreibt auch eine membranire Lokalisation™.

Eine besonders starke zytoplasmatische Ezrinexpression ist besonders in abgeldsten
Zellknospen nachweisbar. Es ist zu vermuten, dass diese Komplexe schlecht versorgt und
somit hypoxisch sind. Hypoxie fordert die zytoplasmatische Lokalisation von Ezrin, was
durch eine geringere Thr567 Phosphorylierung bei Verdnderung der Kinase/
Phosphataseaktivitit zugunsten letzterer zu erklren ist'.

Auch in invasiven Nestern ist Ezrin besonders stark zytoplasmatisch darzustellen. Da die
membrandre Lokalisation und der aktive Zustand von Ezrin von der Thr567
Phosphorylierung abhingig ist, ergeben sich daraus folgende Hypothesen:

1. Da es keine Hinweise dafiir gibt, dass ein Funktionsverlust membrandren Ezrins mit
einem Vorteil fiir die Tumorzellen verbunden wére sowie, dass Ezrin eventuell eine
putative zytoplasmatische Funktion hitte, muss man folgende Moglichkeit favorisieren:

In invasiven Zellkomplexen ist Ezrin sowohl zytoplasmatisch als auch membranir, was
sich aber durch die Auflosung der Immunhistologie nicht zeigen ldsst. Wie in anderen
Studien gezeigt, ist es mit phosphospezifischen Antikdrpern, moglich die membranéren,
aktiven Anteile im Hintergrund darzustellen. Das zytoplasmatische Ezrin wiirde dann als
Reservepool dienen. Fiir diese Hypothese spricht, dass eine Uberexpression von Ezrin
mRNA in Arrayversuchen als metastasenassoiiertes Gen gefunden wurde.

2. Es kann auch bedeuten, dass die Aktivitdt von Ezrin unabhéngig von der Lokalisation ist
und durch die alternativen Phoshorlyierungen an Tyr154 und Tyr353 bestimmt werden.
Welche molekulare Funktion Ezrin fiir die Tumorzellen in vivo besitzt, kann nur diskutiert
werden. Die wichtigsten Funktionen fiir Ezrin bestehen in der Tumorzellmigration und
dem Zelliiberleben. Aktives membranidres Ezrin reguliert die Aktinpolymerisation und
verankert dieses an der Membran, was nach weiterer Phosphorylierung von Tyr353 mit
einer erh6hten Tumorzellmigration einhergeht.

3. Eine wichtige Rolle spielt Ezrin auch fiir das Uberleben der Tumorzellen in interstitieller
Matrix, wobei Ezrin den Todesrezeptor Fas/ CD95 inaktiviert”® bzw. an die p85
Untereinheit der PI-3K bindet, mit der Folge, dass PI-3K/Akt induziertes Zelliiberleben

gefordert wird*?. Somit kann man postulieren, dass die Patientinnen mit einer gesteigerten
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Ezrinexpression in ihrem Ovarialkarzinom Tumorzellen mit einem grof3eren
metastatischen Potential haben, die aulerdem nicht durch ihren apoptotischen Regelkreis
gestoppt werden konnen, wie es aber, sicher im eingeschrinkten Rahmen, bei
ezrinnegativen Tumoren der Fall wire. Dies wiirde auch ein Erkldrungsansatz fiir das
spitere Eintreten eines Rezidivs und das lingere Uberleben der Patientinnen mit

ezrinnegativen Karzinomen sein.

5.3 Moesin

Eine Moesinexpression (>10% der Tumorzellen angefarbt) kann man in 52 Fallen (48%)
erkennen. 56 Tumoren (52%) exprimieren entweder weniger als 10% der Tumorzellen
Moesin oder Moesin ist nicht nachweisbar. Die univariaten Analysen des progressfreien
Uberlebens (Log-Rank-Test: p=0,017) und des Gesamtiiberlebens (Log-Rank-Test:
p=0,0255) fiir die Moesinexpression stellten sich fiir beide als signifikant heraus, so dass
man insgesamt ein besseres Uberleben hat, wenn der Tumor kein Moesin exprimiert.
Allerdings konnte die Moesinexpression in der multivariaten Analyse nicht als
unhabhéngiger Prognosefaktor bestétigt werden (Cox-Regression: p= 0,343). In der
Literatur finden sich nur wenige Studien zu Moesin. So beschreiben Carmeci et al."”, dass
Moesin vor allem in Ostrogenrezeptor-negativen Mammakarzinomzelllinien exprimiert
wird, wohingegen Zelllinien mit einem positiven Ostrogenezeptorstatus Moesin nicht
exprimieren. Man nimmt hier an, dass Moesin eine wichtige Rolle fiir die Invasivitit und
fir das Metatstasierungsmuster hat. Weiterhin zeigt eine immunhistologische Studie,
dass die Moesinexpression mit ihrer unterschiedlichen zelluldren Verteilung genutzt
werden konnte, um eine einfachere Differenzierung oraler Schleimhautldsionen wie der
Dysplasie, dem verrukdsem Karzinom oder einen Plattenepithelkarzinom zu gewihrleisten.
In gesundem Epithel und in Dysplasien wird Moesin vorrangig membrindr vorgefunden,
wihrenddessen im verrukdsen Karzinom und Plattenepithelkarzinom Moesin vor allem
zytoplasmatisch dargestellt wurde.Ahnlich Ergebnisse ergab die Arbeit von Ichikawa et
al.’'. Craven et al."® konnte in Nierenkarzinomzelllinien eine gesteigerte Expression von
aktinassoziierten Proteinen wie Moesin, Radixin und Fascin darstellen. Allerdings zeigen
eigene Bebachtungen, dass eine Ausschaltung von Moesin mit siRNA keine Auswirkungen
auf die Invasivitidt von Ovarialkarzinomzellen hat, im Gegensatz zu einer Reduktion bei
Transfektion von siRNA Ezrin’’. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass die Expression von

Ezrin in Ovarialkarzinomen bedeutsamer ist. Zumal in diesem Zusammenhang interessant
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ist, dass Moesin kein ,target“ der Phosphotyrosinkinasen ist und nur eine

Phosphorylierungsstelle hat, die der Lokalisationsbestimmung dient.
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6 Zusammenfassung

Die ERM-Familie, bestehend aus Ezrin, Radixin und Moesin, ist eine Gruppe von
Proteinen, welche fiir die Verankerung des Aktinzytoskeletts an die Zellmembran und fiir
Signaltransduktionen zustindig ist. Es zeigte sich in diversen Studien, dass eine erhohte
Ezrinexpression mit einer gesteigerten Metastasierungsrate bei verschieden Tumorarten

einhergeht.

Das Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang gibt zwischen
der Ezrinexpression beziehungsweise Moesinexpression und der Prognose hinsichtlich des

progressfreien und gesamten Uberlebens bei Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom.

Die Grundlage dieser retrospektiven Studie bildeten die Tumorproben und die dazu
gehorigen klinischen Daten von 108 Patientinnen, die an einem Ovarialkarzinom in den
Jahren 1996 bis 2004 erkrankt waren. Die Tumoren wurden alle nach den aktuellen WHO-
Richtlinien reklassifiziert und spdter representative Tumorareale mit Hilfe
immunhistochemischer Methoden auf ihre Ezrin- beziehungsweise Moesinexpression

untersucht.

Bei 53 (49%) Patientinnen wurde eine Ezrinexpression und bei 52 (48%) Patientinnen
wurde eine Moesinexpression festegstellt. Fiir beide Proteine stellte sich die univariate
Uberlebensanalyse fiir das Gesamtiiberleben als signifikant heraus. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass keine Korrelationen zu klinisch-pathologischen Parametern bestehen,
sodass eine Abhdngigkeit zu anderen Parametern nicht darzustellen war. Allerdings war

nur die Ezrinexpression auch in der multivariaten Analyse signifikant.

Die Ergebnisse =zeigen, dass Ezrin ein unabhingiger Prognosefaktor fiir das

Ovarialkarzinom ist.

59



7

Thesen

Ovarialkarzinome sind sowohl histologisch als auch biologisch eine inhomogene
Tumorart, welche sich aus unterschidlichen Entititen zusammensetzt. Héufig
konnen sie nur mit Hilfe der Immunhistochemie diagnostiziert werden. Die zum
Teil hohe Zahl an muzindsen Karzinomen in fritheren Studien war meist in fehl

gedeuteten Metastasen aus dem Gastrointestinaltrakt begriindet.

Aufgrund der spét auftretenden Symptome des Ovarialkarzinoms ist dieser Tumor

eine der hiufigsten tumorbedingten Todesursachen der Frau.

Die Patientendaten, des der Arbeit zu Grunde liegende Kollektivs, entsprechen in
den klinisch-pathologischen Parametern, wie Durchschnittsalter, 5-Jahres-
Gesamtiiberleben, Tumorrest, histologische Typen, Grading der Tumoren und

FIGO-Stadium denen der Literatur.

Die Patientinnen dieses Kollektives haben eine weitestgehend homogene
stadiengerechte Therapie erhalten, da sie alle in dem kleinen Zeitraum von 1996-

2004 therapiert wurden.

Die beste Uberlebensprognose haben Karzinome vom endometrioiden Typ und die

schlechteste haben die serosen und undifferenzierten Karzinome.

Der postoperative Tumorrest ist der wichtigste Prognosefaktor noch vor dem

FIGO-Stadium, Tumorgrading und der Expression des Proteins Ezrin.

Die Immunhistochemie konnte gut die Quantitit der Ezrinexpression und

Moesinexpression darstellen.

Moesin und Ezrin haben keinen differentialdiagnostischen Wert fiir die

Abgrenzung der histologischen Typen des Ovarialkarzinoms.

Die Moesinexpression korreliert in der multivariaten Analyse nicht signifikant mit

der Prognose fiir Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom in.
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11.

12.

13.

Die erhohte Ezrinexpression fiihrt nach der Literatur sowohl in vitro als auch in
vivo bei malignen Tumoren wie Astrozytomen, Melanomen, Pankreaskarzinomen,

Lungenkarzinomen und Endometriumkarzinomen zu einer gesteigerten Invasivitét.

Beim Ovarialkarzinom stellt sich in der multivariaten Analyse das vermehrte
zelluldire Auftreten von Ezrin als unabhédngiger Parameter flir eine

Prognosverschlechterung dar.

Die Aktinpolymerisation und membranire Verankerung durch Ezrin ist wichtig fiir
die Motilitdt der Tumorzelle. Weiterhin ist Ezrin auch fiir die Unterdriickung von

Apoptosevorgidngen notig.

Die Kombination des etablierten Silverberggradings mit der Expression des
Proteins Ezrin erhoht die Aussagekraft liber das potentielle biologische Verhalten
und somit {iber die Uberlebenswahrscheinlichkeit der einzelnen Patientin mit einem

Ovarialkarzinom.
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