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Kurzreferat:

Das Ovarialkarzinom gehort bis dato zu den bosartigen gynédkologischen Neubildungen mit der
hochsten Mortalitat. Spates Auftreten von Symptomen ist unter anderem Grund fiir eine
verzogerte Diagnosestellung. Die Erforschung von neuen Biomarkern kénnten einen Teil dazu
beitragen die Prognose dieser Krankheit zu verbessern.

In dieser Arbeit wurden die eukaryotischen Initiationsfaktoren elF4A1, -4B, -4E, -4G, -5A1, -
5A2, -5B und 6 hinsichtlich ihrer Proteinexpression in Ovarialtumoren untersucht und ein
moglicher Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Eigenschaften und Prognose analysiert.
Methodisch wurden dabei Tissue Microarray- (TMA-)Schnitte, in den mehrere Gewebeproben
enthalten sind, immunhistochemisch mit entsprechenden Antikérpern gefarbt.

Es wird erstmals tiber die elF4B-Uberexpression als unabhingiger, prognostisch giinstiger
Faktor fiir das krankheitsfreie Uberleben (DFS) und Gesamtiiberleben (OS) von Patientinnen

mit invasiven Ovarialkarzinomen berichtet.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Tumoren des Ovars
1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

1.1.1.1 Epidemiologie

Das Ovarialkarzinom ist nach aktuellem Stand in Deutschland (2016) mit einer prozentualen
Inzidenz von 3,1 % die achthaufigste Krebsart bei der Frau. Die altersstandardisierte Inzidenz
liegt bei etwa 11 von 100.000 Frauen/Jahr und die Lebenszeitpravalenz bei 1-2%. Bis zum 85.
Lebensjahr steigt die Inzidenz stetig an, danach bleibt die Zahl konstant. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei etwa 68 Jahren. Zwischen den Jahren 1999 und 2017 hat die
Inzidenz sowie Sterberate sukzessive abgenommen [1].

Unter den bosartigen gynadkologischen Neubildungen zeigt das Ovarialkarzinom die hochste
Mortalitdt mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von derzeit 43 %. Dies ist unter an-
derem der spaten Diagnosestellung verschuldet, wobei 76% erst in fortgeschrittenen Stadien
(FIGO 11/1V) diagnostiziert werden. Wird die Erkrankung jedoch in friiheren Stadien erkannt,
so steigt die Uberlebensrate erheblich [1].

Im internationalen Vergleich zeigen Industrielander eine deutlich hohere altersstandardisierte
Inzidenz als in Entwicklungslandern (9,2 beziehungsweise 5,0 pro 100.000 Frauen/Jahr). Die
hochste Inzidenz wurde in Zentral- und Osteuropa (11,4 pro 100.000 Frauen/Jahr)
beschrieben, die niedrigste Inzidenz in Mikronesien und Westafrika (3,0 beziehungsweise 3,6

pro 100.000 Frauen/Jahr) [2].

1.1.1.2 Risikofaktoren und Protektive Faktoren

Neben hormonellen Risikofaktoren existieren eine Reihe von hereditaren Erkrankungen, die
mit einem stark erhéhten Risiko fir die Entwicklung eines Ovarialkarzinoms einhergehen
(siehe 1.1.1.3). Auch Umweltfaktoren wie Asbestexposition, sowie regionale Unterschiede

haben einen Einfluss auf die Entstehung [2 - 4].



Einleitung

Zu den hormonellen Risikofaktoren zdahlen ununterbrochene Ovulationen im Rahmen von
wenigen Schwangerschaften, einer Nullparitdt oder Infertilitdt, Endometriose, das PCO-
Syndrom und Hormontherapien vor allem mit Ostrogenmonoprédparaten. Dagegen besteht
momentan kein Konsens dariiber, ob eine friihe Menarche und eine spite Menopause das
Risiko erhohen [1]. Der wichtigste Risikofaktor ist das Vorhandensein einer BRCA1- oder
BRCA2-Mutation. Diese sind fiir 10 % der Ovarialkarzinome ursachlich. Das Lebenszeitrisiko
einer Erkrankung liegt bei einer BRCA1-Mutation bei 40-50 %, bei einer BRCA2-Mutation bei
20-30%. Weitere Risikofaktoren sind vor allem das hdhere Alter, die positive Anamnese eines
Brustkarzinoms und laut neusten Studien auch Adipositas [5].

Der effektivste protektive Faktor bei hereditarem Ovarialkarzinom ist eine prophylaktische
bilaterale Salpingo-Oophorektomie. Das Risiko einer Entwicklung eines Ovarial- oder Tuben-
karzinoms kann auf diese Weise um 80 bis >90 % gesenkt werden [6, 7]. Bei Patientinnen mit
nachgewiesenen Keimbahnmutationen in einem der Hochrisiko-Gene wird empfohlen Utber
die Moglichkeit dieser operativ-prophylaktischen MaBnahme zu informieren [8]. Weitere
protektive Faktoren sind Multiparitat, lange Stillperioden (Laktation) und Zustand nach
Tubenligatur und Hysterektomie, wahrscheinlich durch eine verminderte Durchblutung des
Ovars. Die Verwendung von Ovulationshemmern senken ebenfalls das Risiko. Fiir Faktoren
wie korperliche Aktivitat und Rauchen konnten bis dato keine erhartenden Daten geliefert
werden [5]. Tabelle 1 zeigt eine zusammenfassende Darstellung der genannten Einfluss-

faktoren auf die Entwicklung eines Ovarialkarzinoms.

Tabelle 1: Risiko- und protektive Faktoren bei der Entstehung des Ovarialkarzinoms [1-8].

Risikofaktoren Protektive Faktoren

Hohe Anzahl an Ovulationen Orale Kontrazeption
Nullparitat und Infertilitat Multiparitat
PCO-Syndrom, Endometriose Lange Stillperioden
Hereditare Disposition wie Zustand nach Tubenligatur
BRCA1/2-Mutationen und Hysterektomie
Ostrogen-/Gestageneinnahme Prophylaktische bilaterale

Salpingo-Oophorektomie

Alter

Adipositas

Asbestexposition
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1.1.1.3 Hereditdre Krankheiten

Die Beobachtung aus epidemiologischen Daten zeigt, dass ein Teil der Ovarialkarzinome fa-
milidr gehauft auftreten und somit ein genetischer Zusammenhang vorhanden sein muss. So
steigt das Risiko fiir die Entwicklung eines Ovarialkarzinoms bei Betroffenheit eines Ver-
wandten 1. Grades von 1,6 % auf 5 %, liegen zwei Verwandte 1. Grades vor steigt das Risiko

auf 7 %. Kriterien, die auf ein hereditdares Geschehen hinweisen sind folgende [9, S.129] :

1) Eine Frauin der Familie <40. Lebensjahr mit einem Ovarialkarzinom

2) Eine Frau mit einem Mamma- oder Ovarialkarzinom

3) Mindestens zwei Frauen in der Familie mit einem Ovarialkarzinom

4) Familidar gehdufte kolorektale Adenokarzinom mit friiher Erstmanifestation (<50 J.)
zusammen mit Endometrium- oder Ovarialkarzinomen (Lynch-Syndrom)

5) Keimbahnmutationin BRCA1/2, MLH1/MSH2 oder p53

Derzeit sind drei hereditdare Syndrome bekannt:

1. Das Familidre Mamma- und Ovarkarzinomsyndrom (HBOC) macht 90 % der here-
ditdaren Ovarialkarzinome aus und beruht auf einer Keimbahnmutation der Tumor-
suppressorgene BRCA1 (Chromosom 17q21) oder BRCA2 (Chromosom 13q12-13). Die
Vererbung erfolgt monogen, autosomal dominant mit unvollstindiger Penetranz.
Molekulargenetisch spielen die genannten Gene eine essentielle Rolle bei der DNA-
Doppelstrangreparatur [10].

2. Das Lynch- oder HNPCC-Syndroms ist ebenfalls eine autosomal-dominante vererbte
Krankheit, in dessen Rahmen unter anderem das Risiko fiir die Entwicklung eines
Ovarial- und Endometriumkarzinoms steigt. Durch Mutationen der DNA-Mismatch-
Reparaturgene MLH1, MSH2 und MSH6 folgt eine Mikrosatelliteninstabilitdt, welche
bei der genetischen Diagnostik als Marker genutzt werden kann. Die Amsterdam II-
und modifizierten Bethesda-Kriterien dienen als Leitstruktur zur Durchfiihrung einer
HNPCC-Analyse bei einer Person mit erhohtem familidrem Risiko [11]. Das geschatzte
Lebenszeitrisiko fir die Entstehung eines Ovarialkarzinoms betragt nach epi-
demiologischen Daten 12 % [12]. Histologisch liegt bei einem lberwiegenden Teil der
Falle ein endometrioider Subtyp vor und ist im Vergleich zum serdésen Subtyp mit einer

besseren Prognose verbunden [13] (zu den einzelnen Subtypen siehe Kapitel 1.1.2.5).
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3. Keimbahnmutationen des TP53-Gens (Chromosom 17p13), welches fir den Tumor-
suppressor p53 kodiert, fihren zum Bild eines Li-Fraumeni-Syndroms. Mutationen in
dem Bereich sind sehr selten und machen <1 % der hereditdaren Ovarialkarzinome aus.
Die Patientinnen haben ein erhohtes Malignomrisiko fiir verschiedene Organsysteme,
wie zum Beispiel fur Osteo-/Weichteilsarkome, Hirntumore, Mamma-, Lungen-,
Prostata- Ovarialkarzinome und viele mehr. Oft treten Neoplasien bereits im

Kindesalter auf [14].

Neben den genannten drei Syndromen existieren eine grolRe Anzahl weiterer Genmutationen,
die mit einem erhohten Ovarialkarzinomrisiko verbunden sind, wie zum Beispiel RAD51C und
BRIP1. Beide letztgenannten Gene interagieren mit BRCA1/2 in der DNA-Reparatur [15].
Tabelle 2 zeigt eine Auswahl an verschiedenen Genen mit Einfluss auf die Ausbildung eines

Ovarialkarzinoms, eingeteilt nach Risikogruppen.

Tabelle 2: Auswahl verschiedener Gene mit erhéhtem Ovarialkarzinomrisiko [16].

Hoch penetrante Gene BRCA1/2, RAD51C, TP53, PTEN
Moderat penetrante Gene CHEK2, BRIP1, PALB2, ATM
Niedrigrisikogene FGFR2, TOX3, MAP3K1, SNRPB, COX11

1.1.2 Pathologie von Ovarialtumoren

1.1.2.1 WHO-Klassifikation ovarialer Tumoren

Die WHO-Klassifikation der ovariellen Tumoren wurde 2014 aktualisiert, insbesondere wurden
neue pathogenetische, molekulargenetische und prognostische Eigenschaften der Ovarial-
karzinome mit in Betracht gezogen [17]. Weiterhin werden Tumore des Ovars histogenetisch
nach dem Ursprungsgewebe eingeteilt. Im Ovar finden sich drei unterschiedliche Gewebs-
komponenten wieder, die jeweils moglicher Ursprung fir die Tumorbildungen sein kénnen. Je

nach Ursprungsgewebe werden Ovarialtumoren laut WHO eingeteilt in [17], [18] (S. 440—447):

1. Epitheliale Tumoren (65 - 75 %): Groflte Gruppe, gehen vom Oberflachenepithel des
Ovars aus zusammen mit dem angrenzenden Stroma (modifiziertes Mesothel) oder

dem Tubenepithel (siehe 1.1.2.4)
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2. Keimzelltumoren (10 - 20 %): Entstehen aus den ovariellen Eizellen

3. Keimstrangstromatumoren (5 - 10 %): Entspringen vom primitiven Keimstrang (Gran-

ulosa- und Sertoli-Zellen) oder aus Theka- und Leydig-Zellen.

Tabelle 3 zeigt einen Ausschnitt der aktuellen WHO-Einteilung von ovariellen Tumoren.

Tabelle 3: WHO-Einteilung der Ovarialtumoren (2014) [17].

Epitheliale Tumoren:

e Serdse Tumoren

e Muzinése Tumoren

e Endometrioide Tumoren

e Klarzellige Tumoren

e Brennertumoren

e Seromuzindse Tumoren

e Undifferenzierte Karzinome

Keimzelltumoren:

e Teratom

e Dysgerminom

e Dottersacktumore

e Nicht-gestationales Chorionkarzinom

Keimstrang-Stroma-Tumoren:

e Granulosazelltumore
e Thekome
e Sertoli-Leydig-Zelltumore

Keimzell-Keimstrang-Tumoren:

e Gonadoblastome

e Gemischte Keimzell-Keimstrang-Stromatumoren

Die Subtypen der epithelialen Tumoren werden nochmals in benigne, maligne Tumoren und

Borderline-Tumoren unterteilt. Borderline-Tumoren zeigen dabei sowohl Eigenschaften von

malignen, als auch von benignen Tumoren. Es sind nicht invasiv-wachsende Neubildungen mit

atypischer Epithelproliferation, die hhergradiger sind als bei benignen Tumoren. Die serésen

und muzindsen Subtypen sind dabei am hiufigsten anzutreffen. Rezidive mit Ubergang in ein

invasiv wachsendes Karzinom sind moglich [19].
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Unter den ovariellen Malignomen machen die epithelialen Ovarialkarzinome 90 % aus.
Histologisch handelt es sich um eine duRerst heterogene Gruppe, die sich in Ursprungs-
gewebe, Pathogenese, molekulargenetischen Eigenschaften und Prognose unterscheidet [3].
Demnach ist es fiir die Prognose des Patienten von signifikanter Bedeutung den histologischen
Typ eines Ovarialkarzinoms festzustellen. Eine endgiiltige Beurteilung des Subtyps ist in
einigen Fallen allein mikroskopisch nicht moglich, sodass von dem Pathologen zur
Diagnosestellung zusatzlich immunhistochemische und molekularpathologische Eigenschaften
hinzugezogen werden missen. Mit Hilfe eines einfachen Algorithmus durch Nachweis von vier
Antigenen (p53, WT1, Napsin A und des Progesteronrezeptors) konnte laut einer kanadischen
Studie 88,5 % der Falle korrekt klassifiziert werden, unter Verwendung von 6 bzw. 8 Markern

91 % bzw. 93 % der Falle [20].

1.1.2.2 Histologisches Grading bei Ovarialkarzinomen

Ein weiterer Parameter zur Prognoseabschatzung liefert das histologische Grading der
Ovarialkarzinome [21]. Es liegen verschiedene Formen von Grading-Systemen vor. Das FIGO-
Grading (G1-G3) beriicksichtigt dabei einzig den soliden prozentualen Anteil des Tumors [22],
das WHO-Grading (G1-G3) betrachtet allerdings sowohl die Tumorarchitektur als auch die
zytologischen Eigenschaften [23]. Das universelle Grading-System nach Silverberg unterteilt in
3 Graden und ist fortschrittlicher als die beiden Letztgenannten, da es quantitativ die
Architektur, den Grad der Kernpolymorphie und den Mitosegrad bewertet und daraus einen
Summenscore bildet [21, 22]. Zurzeit liegt kein einheitliches Grading-System flr alle
histologischen Subtypen vor, denn die bisher etablierten Systeme weisen innerhalb der
heterogenen Gruppe des Ovarialkarzinoms Unterschiede in der Anwendung auf. Deshalb
wurden fir die verschiedenen histologischen Unterklassen jeweils Empfehlungen fiir das
Grading publiziert [22].

Fiir das serose Ovarialkarzinom hat sich hierbei statt der bisher genannten dreistufigen
Einteilungen ein bindres Grading-System durchgesetzt, in Anlehnung zur Einteilung nach
Malpica et al. [24]. Unterteilt werden Low-grade-serdse Karzinome (LGSC) und High-grade-
serose Karzinome (HGSC), die sich in Pathogenese, molekulargenetischen Eigenschaften,
Therapie und Prognose unterscheiden [25] (S. 187). Primérkriterium zur Differenzierung
zwischen HGSC und LGSC ist der Kernatypiegrad, Sekundarkriterium die Mitosezahl [26]. Nach

Malpica et al. ist G1 nach Silverberg dem LGSC zuzuordnen und G3 nach Silverberg dem HGSC.
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In einer Untersuchung von 11 Ovarialkarzinomen mit einem G2 nach Silverberg konnte gezeigt
werden, dass alle Falle mit einer schlechten Prognose verbunden waren, sowie
molekulargenetische Eigenschaften eines HGSC aufwiesen [27]. Aus diesem Grund sollte ein
G2 ebenfalls dem HGSC zugeteilt werden [22].

Die endometrioiden Ovarialkarzinome sollen nach Empfehlung durch das FIGO Grading 1-3
graduiert werden. Klarzellige Ovarialkarzinome benétigen keine weitere Graduierung, da diese
Gruppe definitionsgemall G3 angehoren. Fir maligne Brenner- und muzinése Tumoren
werden derzeit keine Graduierungen empfohlen und undifferenzierte Karzinome sind per se

als high-grade einzustufen [22].

1.1.2.3 TNM- und FIGO-Klassifikation

Die aktuelle TNM- und FIGO-Klassifikation gilt sowohl fir Ovarialkarzinome, als auch fir
Tubenkarzinome, primdre Peritonealkarzinome, nicht-epitheliale Ovarialtumoren und
Borderline-Tumoren. Empfohlen wird dabei die Angabe des TNM-Stadiums, da die TNM-
Klassifikation nur teilweise in die FIGO-Klassifikation Ubersetzbar ist. Tabelle 4 gibt eine

aktuelle Darstellung von TNM- und korrespondierendem FIGO-Stadium wieder [28] (S. 67—-68).

Tabelle 4: TNM- und FIGO-Klassifikation fiir Ovarial-/Tuben-/und Peritonealkarzinome [28].

TNM- FIGO- Definition
Stadium Stadium
TX Primartumor nicht bekannt
TO Kein Anhalt fir einen Tumor
T1 | Tumor auf die Ovarian oder Tuben beschrankt
Tla IA auf ein Ovar (Kapsel intakt) / eine Tube (Serosa intakt) beschrankt,

negative Spllzytologie

Tib IB Befall beider Ovarien (Kapsel intakt) / beider Tuben (Serosa intakt),

negative Spllzytologie

Tlc IC Tumor beféllt ein oder beide Ovarien oder Tuben mit Nachweis einer

der folgenden Punkte:

Ticl IC1 iatrogene Kapsel- (Serosa-)ruptur

T1c2 IC2 praoperative Kapsel- (Serosa-)ruptur oder Tumor auf Oberflache
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Tabelle 4 (Fortsetzung): TNM- und FIGO-Klassifikation fiir Ovarial-/Tuben-/und Peritonealkarzinome [28].

TNM- FIGO- Definition
Stadium  Stadium
T1c3 IC3 maligne Zellen im Ascites oder in der Spiilzytologie nachweisbar
T2 Il Tumor beféllt ein oder beide Ovarien/ Tuben mit zytologisch oder
histologisch nachgewiesener Ausbreitung in das kleine Becken
oder primares Peritonealkarzinom
T2a A Ausbreitung auf Uterus und/oder Tuben und/oder Ovarien
T2b 1B Infiltration extragenitaler Organe des kleinen Beckens
T3 u./o. 11 Tumor befillt ein oder beide Ovarien/ Tuben oder primares
N1 Peritonealkarzinom mit zytologisch oder histologisch
nachgewiesener Ausbreitung auRerhalb des kleinen Beckens
und/oder retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
T3 Nur retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
N1la A1i Metastasen <10 mm
N1b [Aii Metastasen > 10 mm
T3a A2 mikroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Peritoneum
jedes N aullerhalb des kleinen Beckens mit oder ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen
T3b B makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Peritoneum
jedes N auBerhalb des kleinen Beckens < 2 cm mit oder ohne
retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
T3c lHc makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das Peritoneum
jedes N auBerhalb des kleinen Beckens > 2 cm mit oder ohne
retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
M1 v Fernmetastasen mit Ausnahme peritonealer Metastasen
Mila IVA Fernmetastasen (exklusive Peritonealmetastasen)
M1b IVB Parenchymale Metastasen der Leber und/oder der Milz,

Metastasen in aullerhalb des Abdomens gelegenen Organen
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1.1.2.4 Histogenese und dualistische Einteilung epithelialer Ovarialkarzinome

Lange Zeit wurde davon ausgegangen das Oberflachenepithel des Ovars sei Ursprung fiir die
Entwicklung der epithelialen Ovarialkarzinome. In den letzten Jahren zeigte sich aus intensiver
Forschung, dass der Ursprung oft extraovarieller Natur ist. So postulierten Kurman et al., dass
HGSCs von der Tube entspringen sollen und sekundar das Ovar befallen [29]. Als
Vorlauferldsion des HGSC wird das serdse tubare intraepitheliale Karzinom (STIC) ange-
nommen und wurde erstmals bei Frauen entdeckt die eine bilaterale prophylaktische
Salpingo-Oophorektomie erhalten haben. Sie zeigen sich quasi nur bei BRCA1/2-Mutation und
weisen dieselbe TP53-Mutation auf wie HGSCs, welches die Rolle als Vorlauferldsion weiter
bestatigt [30]. Firr epitheliale Ovarialkarzinome wird aktuell von einem dualistischen Modell

ausgegangen:

1) Typ 1-Tumoren (25 %): Hierzu zahlen LGSC, endometrioide, klarzellige, muzindse,
seromuzindse Karzinome und maligne Brenner-Tumoren. Sie zeichnen sich durch einen
langsam progredienten Verlauf, einer relativ guten Prognose, und ,low-grade”
Charakter aus (mit Ausnahme der klarzelligen Karzinome, die per definitionem G3
sind). Sie machen 10 % der Mortalitat von Ovarialkarzinomen aus.

2) Typ 2-Tumoren (75 %): HGSC und undifferenzierte Karzinome werden dieser Gruppe
zugeordnet und erscheinen klinisch als hochst aggressiv wachsende Karzinome mit
schlechter Prognose. Genetische Instabilitat, TP53-, und BRCA1/2-Mutationen gehoren

zu den genetischen Kennzeichen [30].

Hier muss hinzugefiigt werden, dass die Einteilung in Typ | - bzw. Il - Tumoren am besten auf
das serdse Ovarialkarzinom zutrifft, fir LGSC bzw. HGSC. Gerade bei der Gruppe der Typ |
Tumoren wird kritisiert, dass diese in vielen Aspekten nicht homogen ist, sei es histologisch,
molekulargenetisch oder prognostisch [31].

Weiterhin sollen ein Teil der endometrioiden und klarzelligen Ovarialkarzinome mit Endo-
metriose assoziiert sein [30], muzindse Karzinome entstehen oft auf dem Boden eines
benignen Zystadenoms mit Ubergang in einen muzinésen Borderline-Tumor und schlieBlich

zum invasiven Karzinom [23].
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1.1.2.5 Morphologische und Molekulargenetische Eigenschaften von Ovarialkarzinomen

High-grade-serdse Karzinome (HGSC)

Die serdsen Ovarialkarzinome machen etwa 70 % der epithelialen Ovarialkarzinome aus.
Makroskopisch liegt beim HGSC ein solides Gebilde mit oder ohne zystische Anteile vor mit
Nekrosen, Blutungen und abgeldsten Tumorfragmenten. In 40-60 % tritt der Tumor bilateral
auf. Mikroskopisch zeigt sich eine unregelmaRig angeordnete papillire, adenoide oder
kribriforme Zellanordnung, Kernpleomorphie und Mitoseatypien. In 30 % finden sich
Psammomkorperchen [18]. Molekulargenetisch finden sich in >96 % TP53-Mutationen [32],
Amplifikationen von CCNE1 werden ebenfalls haufig beobachtet [30]. Nach einer Analyse von
Mafficini et al. sind 28% der HGSC mit BRCA1l/2-Mutationen assoziiert, welches fur die

therapeutische Verwendung von PARP-Inhibitoren von grofRer Bedeutung ist [33].
Low-grade-serése Karzinome (LGSC)

Histologisch zeigt sich ein meist ein Bild mit Mikropapillen, welche von freiem Raum umgeben
sind. Es liegen weniger Kernpleomorphien vor und die Zahl der Mitosen ist geringer als bei
HGSC [34]. Bei >60 % der Falle finden sich aktivierende Mutationen der Onkogene ERB2, KRAS
und BRAF, welches den MAPK-Signalweg aktivieren und so unter anderem zur Zellproliferation
beitragen [30, 35]. Diese Mutationen scheinen sich schrittweise zu akkumulieren im Rahmen
einer Entwicklung eines benignen Zystadenoms zum Borderline-Tumor und schlief3lich zum
LGSC in Analogie zur Adenom-Karzinom-Sequenz beim kolorektalen Karzinom [25] (S. 187-
188). Die Platinsensitivitat ist bei LGSC schlechter, die Prognose jedoch besser als bei HGSC
[30].

Endometrioide und klarzellige Karzinome (EC und CCC)

EC und CCC machen jeweils etwa 10 % der epithelialen Ovarialkarzinome aus, sind beide mit
Endometriose assoziiert und wachsen meist unilateral. Beide werden oft in friihen FIGO-
Stadien diagnostiziert, welches mit einer besseren Prognose einhergeht. ECs sind in 20 % mit
einem Endometriumkarzinom vergesellschaftet. Am haufigsten sind ECs mit aktivierenden
Mutationen des CTNNB1-Gens und inaktivierende Mutationen des PTEN-Gens assoziiert.
Typische Alterationen der CCCs sind Mutation von ARID1A, PIK3CA und PTEN [25] (S. 190),
(30], [34].

10
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Muzinése Karzinome (MC)

Sie machen 5 % der epithelialen Karzinome aus und liegen haufig gemeinsam mit benignen
Zysten und Borderline-Tumoren vor. Unterschieden werden der mit >90 % haufigere
intestinale Typ und endozervikale Typ. Eine wichtige Differentialdiagnose sind Metastasen mit
anderem Primum. Deshalb wird die tatsachliche Zahl der ungewdhnlichen MC noch niedriger
geschatzt [34, 36, 37]. In 65 % der Fille finden sich aktivierende KRAS-Mutationen [38],
daneben wurden in 21 % Mutationen in RNF43 berichtet [39]. Interessanterweise finden sich

in etwa 50 % Mutationen der fiir Typ 1-Tumoren untypischen TP53-Mutationen [38].

In Abbildung 1 (a-d) sind beispielhaft ausgewahlte histologische Schnitte der Subtypen in HE-

Farbung dargestellt.

Abbildung 1: Exemplarische histologische Schnitte ausgewdhlter Subtypen des epithelialen Ovarialkarzinoms in
HE-Fdrbung (modifiziert nach [18] (S.456-466)) a) Low-grade seréses Ovarialkarzinom (LGSC) mit papilldrer
Architektur, b) High-grade seréses Ovarialkarzinom (HGSC) mit unregelmdpfiger Papillenbildung, c) Endo-

metrioides Ovarialkarzinom mit tubuldrem Wachstumsmuster, d) Klarzelliges Ovarialkarzinom.

11
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1.1.3 Klinisches Management

1.1.3.1 Screening

Ein generelles Screeninginstrument mit dem eine wirkungsvolle Fritherkennung maoglich ware
existiert zurzeit nicht. Ein Screening mit Bestimmung der CA 125 Konzentration in
Kombination mit einer transvaginalen Sonografie konnte Studien zu Folge keine signifikante

Reduktion der Mortalitat bewirken [40, 41].

1.1.3.2 Klinische Symptomatik

Aufgrund der relativ freien Beweglichkeit der Ovarien im kleinen Becken rufen friihe
Veranderungen im Regelfall keine Symptome hervor. Dieser fatale Punkt flhrt zu einer
Weiterentwicklung des heranwachsenden Karzinoms mit dem Ergebnis, dass ca. 75 % der
Ovarialkarzinome im spaten FIGO-Stadium III/IV diagnostiziert werden [1]. In diesen
Spatstadien duBert sich der Tumor dann zum einen in Form von abdominellen Beschwerden
mit Ubelkeit, Vollegefiihl, StuhlunregelmiRigkeiten, Meteorismus und Zunahme des
Bauchumfangs durch Aszites. Des Weiteren kann es zu einer Zunahme der Miktionsfrequenz
kommen, sowie zu Dyspnoe, Tumorkachexie und selten auch zu Menstruationsbeschwerden

[42]. Typische Metastasierungswege sind lymphogen und per continuitatem.

1.1.3.3 Prdoperative Diagnostik

Bei Verdacht eines Ovarialkarzinoms wird praoperativ klinisch untersucht durch
vaginale/rektale Tastuntersuchung, transvaginale Ultraschalluntersuchung und eventuell
CT/MRT/PET bei speziellen Fragestellungen [43] (S. 636—-637). Die Tumormarker CA 125 fir
serdse Karzinome und CA 19-9 fiir muzindse Karzinome eignen sich als Verlaufsparameter. CA
125 in Kombination mit HE4 und dem ROMA-Index konnen die Abgrenzung zu einem
benignen Ovarialtumor verbessern [44]. Es gibt derzeit keine apparative Diagnostik die ein
operatives Staging ersetzen konnte [45]. Deshalb ist bei Verdacht auf ein Ovarialkarzinom eine

intraoperative Malignitatsabklarung erforderlich.

1.1.3.4 Therapie

Die Therapie erfolgt operativ, wobei der intraoperative Tumorschnellschnitt Grundlage fiir das
Ausmald der operativen Behandlung darstellt. Bei friihen Stadien (FIGO I-1IA) von Ovarial-
karzinomen gehort zu einer optimalen Staging-Operation: eine Langsschnittlaparotomie,

Inspektion und Palpation der gesamten Abdominalhdhle, Peritonealzytologie, Biopsien aus
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allen auffalligen Stellen, Peritonealbiopsien aus unauffalligen Regionen, Adnexexstirpation
beidseits, Hysterektomie, ggf. extraperitoneales Vorgehen, Omentektomie, Appendektomie
bei Befall des Apendix und eine beidseitige pelvine und paraaortale Lymphonodektomie [28]
(S. 71). Eine fertilitatserhaltende OP setzt einen unilateralen Tumor im FIGO I-Stadium voraus
[28] (S. 74). Ziel bei fortgeschrittenen Stadien (FIGO 1IB-1V) ist die optimale zytoreduktive
(Debulking-)Operation, welches auch als RO-Resektion bezeichnet wird. Dabei ist eine
systematische Lymphadenektomie bei klinisch unauffilligem Lymphknotenstatus nicht
indiziert, Harter et al. konnten hierflir in einer randomisierten Studie kein langeres
progressionsfreies Uberleben und kein lingeres Gesamtiiberleben beobachten [46]. Eine
adjuvante platinhaltige Chemotherapie ist in Kombination mit Paclitaxel die First-line-Therapie
in allen Stadien, aufler im FIGO-Stadium IA eines G1 Tumors, ab FIGO [1IB-V kann zusatzlich mit
dem Anti-VEGF-Inhibitor Bevacizumab therapiert werden [28] (S. 83). Bei fortgeschrittenem
Ovarialkarzinom mit gesichertem Nachweis einer BRCA1/2-Mutation verbessert eine

Erhaltungstherapie mit PARP-Inhibitoren wie Olaparib das progressionsfreie Uberleben [47].

1.1.3.5 Prognostische Faktoren

Zu den prognostischen Faktoren gehdren Tumorstadium, postoperativer Tumorrest, das Alter,
Allgemeinzustand, histologischer Subtyp, Grading, intraoperative Aszites-Menge und eine
leitliniengerechte Therapie [28] (S. 57). Der Zusammenhang zwischen FIGO-Stadium und 5-

Jahres-Uberlebensrate ist in Tabelle 5 veranschaulicht.

Tabelle 5: 5-Jahres-Uberlebensrate in Abhangigkeit des FIGO-Stadiums [48] (S. 108).

FIGO-Stadium 5-Jahres-Uberlebensrate
I 80-90 %

Il 30-70 %

11 ca.25%

v ca.6%

In einer Gemeinschaftsarbeit zwischen der AGO-OVAR und GINECO wurden die Gewichtungen
der verschiedenen prognostischen Faktoren in 3 prospektiven randomisierten Studien mit
Uber 3000 Patientinnen ermittelt. Dabei zeigte sich unter anderem, dass der wichtigste

prognostische Faktor das postoperative Vorliegen eines Resttumors (R1-Situation) ist. Im
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Median lebten die Patientinnen mit kompletter Entfernung des Tumors 5 Jahre langer als
Patientinnen mit Resttumor [49]. Dies spiegelt die enorme Bedeutung einer radikalen RO-

Resektion wider.
1.2 Eukaryotische Initiationsfaktoren

1.2.1 Eukaryotische Translation — Proteinbiosynthese

Translation bezeichnet den Prozess der Umwandlung von mRNA in ein fertiges Protein. Dabei
wird, anders als bei der Transkription, die Stoffklasse der Nukleinsdauren in Aminosaure-
sequenzen Ubersetzt. Die Translation umfasst mechanistisch vier Schritte: Initiation,
Elongation, Termination und Recycling. Mit Hilfe von eukaryotischen in vitro Systemen wie
Saugetierzell- oder Hefezellsystemen, wurden mechanistische Schritte der Translation
genauer verstanden [50]. Zu den Komponenten der Translation gehoren die informations-
enthaltende mRNA, die Ribosomen als Translationsmaschinerie und die Regulationsfaktoren,
die wiederum (ber Signalkaskaden kontrolliert werden. Durch hochauflésende
Kristallstrukturanalysen konnten genaue morphologische Eigenschaften dieser Komponenten
analysiert werden, als Beispiel sei die Kristallstrukturanalyse von Ben-Shem et al. genannt, die
Ribosomen von Hefezellen der Saccharomyces cerevisiae in einer Auflésung von 3,0 A
analysierten [51]. Andererseits wurden durch Einzelmolekiilanalyse dynamische Aspekte der

Regulation von Genexpression dargestellt [52].

1.2.2 |Initiation der eukaryotischen Translation

Generierung des 43S-Prdinitiationskomplexes

Der Initiationsprozess ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Translation und wird
durch eukaryotische Initiationsfaktoren (elFs) reguliert. Die Proteinbiosynthese findet im
Zytoplasma statt, weshalb die Ribosomen, die im Nucleolus synthetisiert werden und aus
rRNA und ribosomalen Proteinen bestehen, in das Zytoplasma transportiert werden mussen.
Neuerdings wurde die alleinige Biosynthese von Proteinen im Zytoplasma bezweifelt, da von
nukledrer Translation berichtet wurde [53]. Fiir die Initiation ist eine Dissoziation des 80S-
Ribosoms in seine 40S- und 60S-Untereinheiten nétig. An diesem Prozess sind elF1, -1a, -3, -6
und das ABCE1-Protein beteiligt [50, 54]. An der 40S-Untereinheit verbleiben elF 1 an der E-

Bindestelle und elF 1A an der A-Bindestelle. EIF3 bindet ebenfalls die 40S-Untereinheit und

14



Einleitung

erleichtert die Bindung des terndaren Komplexes um letztendlich den 43S-Prdinitiations-
komplex (PIC) zu bilden. Der terndre Komplex besteht aus der Initiator-tRNA, die mit der

Aminosdure Methionin beladen ist (tRNAliVIet), elF2 und GTP.
Bindung des 43S-Prdiinitiationskomplexes an die mRNA

Die 5'-cap-abhadngige Bindung der mRNA an den 43S-PIC benétigt die elFs3, -4F und 4B oder
4H. Der Multienzymkomplex elF4F besteht aus dem cap-bindenden elF4E, aus der RNA-
Helicase elF4A und dem Gerlistprotein elF4G, welches wiederum elF3, -4E, -4A und PABP
bindet und in Position halt. EIF4B und 4H dienen als Stimulatoren der RNA-Helicase elF4A.
Durch die Bindung von elF4E am 5'-cap der mRNA und PABP, das mit dem 3'-PolyA- Ende
wechselwirkt, entsteht ein Ringschluss (,closed loop®) [50]. Vor allem mRNA mit kurzer ORF
(sORF) gehen einen Ringschluss ein an dem auch das Gerlstprotein RACK1 beteiligt ist [55].

Durch die Rekrutierung dieser Proteine hat sich aus dem 43S- ein 48S- PIC entwickelt.
Ribosomales Scanning

Das ribosomale Absuchen nach dem Startcodon ist mit zwei Prozessen verbunden. Zum einen
werden ATP-abhdngig sekunddre Strukturen im 5'-UTR durch elF4A entwunden und zum
anderen sucht der 48S-PIC die mRNA downstream der 5'cap nach dem Startcodon AUG ab.

Dieses ist oft in der sog. Kozak-Sequenz lokalisiert: GCC(A/G)CCAUGG, mit einem Purin in -3

und einer Guanin-Base in +4 Position [56]. Nach Pestova et al. ist der 43S-PIC auch ohne elF4F,
-4B und ATP in der Lage die mRNA nach dem Startcodon abzuscannen, sofern eine
unstrukturierte 5'-UTR vorliegt [57]. Bei diesem Prozess sind die elF1 und elF1A essentiell, die
die P-Halbstelle des mRNA-Kanals bis zum Erscheinen des Startcodons offenhalten und
versichern, dass es nicht zu einer falschen Basenpaarung mit der tRNAliVIEtkommt. Sobald der
PIC auf ein AUG-Codon trifft, wird der Scan arretiert und tRNAM®! bindet fest an das AUG-
Startcodon. Der elF2-spezifische GTPase-Aktivator elF5 bindet die B-Untereinheit von elF2 und
induziert so die GTPase-Aktivitat ihrer y-Untereinheit, sodass es zur Hydrolyse des im ternaren
Komplex gebundenen GTP zu GDP kommt [58]. Dadurch nimmt die Affinitdt von elF2 zu
tRNAliV[e'c ab und dissoziiert teilweise in GDP gebundener Form vom Komplex, um von elF2B,

welches als GEF (guanine nucleotide exchange factor) fungiert, recycelt zu werden [50].
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Rekrutierung der 60S-Untereinheit

Die Rekrutierung der 60S-Untereinheit und Dissoziation von elF1, -1A, -3 und verbleibendes
elF2¢GDP wird durch die Ribosom-abhangige GTPase elF5B vermittelt [50, 59]. Diese liegt im
GTP-gebundenen Zustand vor. Bindet die 60S-Untereinheit an den 48S-PIC kommt es
wiederum zur Hydrolyse des elF5BeGTP zu elF5BeGDP, welches dann vom Komplex
dissoziiert. Die chemische Energie der Hydrolyse wird also fiir die Dissoziation von elF5B vom
Komplex verwendet. Ergebnis dieser Prozesse ist ein fertiger 80S-Initiationskomplex, in dem

die mRNA enthalten ist und die tRNAIiV[et am AUG-Startcodon gebunden ist [50].

1.2.3 Regulation der eukaryotischen translatorischen Initiation

Die Initiation der eukaryotischen Translation wird im GroBen und Ganzen Ulber zwei
Hauptmechanismen gesteuert:

1) Zum einen lber die Regulation der elFs wie z.B. durch Phosphorylierung

2) Zum anderen Uber Regulation der mRNA selbst, durch spezifisch bindende RNA-Binde-

proteine oder miRNAs. Hierbei kdnnen bestimmte mRNAs spezifisch reguliert werden [50].

Modifikation der eukaryotischen Initiationsfaktoren

Bei der reversiblen oder irreversiblen Modifikation der elFs im Rahmen der Steuerung der
Translation spielen zwei Signaltransduktionswege eine wichtige Rolle: der Ras-Erk-Mnk- und
der PI3K-mTOR-Signalweg [60]. Fir elF2 und elF4 sind die Steuerungsmechanismen am besten

verstanden.

Der GEF elF2B kann durch GSK-3 phosphoryliert werden, welches zu einer Inhibition fiihrt.
Durch Wachstumsfaktoren und Insulin wird GSK-3 Uber Aktivierung der PI3K-Kaskade
phosphoryliert und somit inhibiert, wodurch es zu einer Dephosphorylierung und Disinhibition
von elF2B kommt. Dies ist einer der Weisen wie Insulin die Proteinsynthese stimuliert [61].
EIF2 ist ein trimeres Protein und besteht aus einer a-, B- und y-Untereinheit. Es sind insgesamt
vier Kinasen bekannt, die die a-Untereinheit von elF 2 phosphorylieren kdnnen. Die Kinasen

sind in Tabelle 6 aufgelistet.
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Tabelle 6: Auflistung der elF2-inhibierenden Proteinkinasen [50].

Proteinkinasen Aktivierung
HRI (Ham-regulierter Inhibitor) Wird bei Hdm-Mangel in Erythrozyten aktiviert
GCN2 (general aminoacid control) Aktivierung bei Aminosauremangel

PERK (pankreatische Kinase des ER)  Aktivierung bei ER-Stress durch fehlgefaltete Proteine

PKR (RNA-abhangige Proteinkinase)  Bei Anwesenheit dsRNA bei Virusbefall der Zelle

Phosphoryliertes elF2 ist nicht mehr in der Lage von elF2B zu dissoziieren, weshalb die
Konzentration an elF2 und damit die Translationsrate abnimmt. Es existieren jedoch auch
MRNAs, deren Translation durch elF2-Phosphorylierung zunimmt. Diese missen mindestens
zwei kurze uORF vor dem eigentlichen ORF besitzen [62]. Die Transkriptionsfaktoren ATF 4
und 5 sind dafiir Beispiele, dessen Expression durch PERK stimuliert wird [63, 64].

Der elF4F-Komplex ist ebenfalls Angriffsstelle fiir eine Regulation. Diese findet jedoch indirekt
Uber das elF4E-Bindeprotein (elF4E-BP) statt. Im hypophosphorylierten Zustand des elF4E-BP
bindet es das 5'-cap-assoziierte elF4E, wodurch die Translation blockiert wird. Durch
Phosphorylierung des elF4E-BP, welches hauptsachlich durch mTORc1 geschieht, kann sich
elF4E von dem Protein 16sen und liegt somit frei fir die Translation [65]. Mnk 1 und 2 kénnen
elF4E direkt phosphorylieren, dies hat jedoch keinen Effekt auf das Zellwachstum [66].
Dagegen scheint erhdhte Phosphorylierung von elF4E mit Tumorwachstum zusammen-
zuhdngen [67]. Die regulatorische Schlisselkinase mTORc1 kann liber Phosphorylierung von
S6K1 und S6K2 elF4B [68] aktivieren, die wiederum die Helicaseaktivitdt von elF4A verbessert.
Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass mTORc1 Uber den PI3K-mTOR-Signalweg durch
Aminosauren, Wachstumsfaktoren und Insulin aktiviert wird und tUber elF4E-BP/elF4AE und

S6K/elF4B zu einer erhdhten Translationsrate beitragt [69] (S. 613).
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Regulation auf Ebene der mRNA

Spezifische mRNA-bindende Proteine kdnnen lber Bindung der 5'-UTR Region die Translation
einer mRNA hemmen. Das Bindemotiv, auch 5'-TOP-motif genannt, muss dabei in der
proximalen 5'-cap-Region liegen, um auf diese Weise die Bindung des 43S-PIC zu behindern.
Dieser Mechanismus ist relativ selten, wird jedoch beispielsweise bei der Genexpression des
Ferritin-Gens beobachtet, bei dem IRP-1 spezifisch mit der Ferritin-mRNA wechselwirkt und so
hemmt [70]. Haufiger ist die Bindung von Proteinen an die 3'-UTR, wodurch es zu einem
inhibitorischem ,closed loop” kommt [65].

Ein weiterer Weg der Repression der Genexpression ist der zytoplastmatische Abbau der
fertigen mMRNA. Zwei Mechanismen spielen dabei eine Rolle: 1) mRNA-Degradierung durch
mMiRNAs [71] und 2) nonsense-mediated decay (NMD) [72]. MicroRNAs sind flir das Gene-
Silencing verantwortlich und spielen eine essentielle Rolle in der post-transkriptionalen
Modifikation von mRNA [73]. Es handelt sich um nichtcodierende RNA mit einer Ldnge von 21-
23 bp [74]. Diese binden mit Proteinen der Ago-Familie wie zum Beispiel AGO4 (bzw. elF 2C 4)
und GW182 spezifische komplementare Bereiche in der 3'-UTR von mRNAs [50], wodurch es
Uber den RISC-Komplex zundchst zur Hemmung der Translation kommt [75] und im nachsten
Schritt zu einer Degradierung der mRNA [76]. Der NMD wird bei Vorliegen eines vorzeitigen
Stopp-Codons aktiviert, das durch Mutation oder alternativem SpleiRen entstanden sein kann.
Fehlerhafte mRNA wird durch Proteine (UPF1-3) eliminiert [77]. Es wird angenommen, dass es
zur Protektion gegen Tumorformation dient. Die Hemmung des NMD ist in vivo mit Tumor-

wachstum verbunden [78].
1.2.4 Zusammenhang zwischen Translation und Karzinogenese

1.2.4.1 Einfluss der elFs 4F und 4B

Wie bereits beschrieben, besteht der Multienzymkomplex elF4F aus den drei Untereinheiten
elF4A, -4E und 4G [50]. Die Prozesse, an dem elF4F beteiligt ist sind geschwindigkeits-
bestimmend. Die RNA-abhangige Helicase elF4A ist der DEAD-box-Familie angehérig und wird
durch elF4B stark stimuliert [79].

Die 5'-cap-bindende Funktion von elF4E ist von der Anwesenheit von elF4E-BP abhadngig. Von
elF4G existieren zwei Isoformen elF4GI und 4Gll, als Gerlistprotein (scaffold protein) bildet es

eine Briicke zwischen mRNA und Ribosom [79]. Von den genannten elFs sind nach aktuellem
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Stand lediglich elF4E und elF4G bei der Karzinogenese als relevant beschrieben [80]. Dazu
muss hinzugeflgt werden, dass bei Melanomen, bei Magenkarzinomen und bei hepato-
zelluldren Karzinomen Uberexpression von elF4A zu beobachten waren [81-83]. Eine
verstarkte Hochregulierung fir elF4E wurde bei verschiedenen Krebsarten beschrieben.
Hierzu zahlen Mammakarzinome [84], Ovarialkarzinome [85], Kolonkarzinome [86], Kopf-Hals-
Karzinome [87] und Non-Hodgkin-Lymphome [80, 88]. Ras-Aktivierung und Erhéhung der
Transkriptionsrate durch c-myc scheinen unter anderem Mechanismen zu sein, die fir die
Uberexpression von elF4E bei Tumorgeschehen verantwortlich sind [86, 89].

Uberexpression des Gerliistproteins elF4G wurde in Nasopharyngealkarzinomen [90] und beim
Plattenepithelkarzinom der Lunge berichtet [91]. Maligne Zelltransformation, Hemmung der
Apoptose und Induktion der Angiogenese scheinen Mittel zu sein, wie elF4G die Karzino-
genese auslost [80]. Des Weiteren sind elF4-Proteine indirekte Zielstrukturen fir Chemo-
therapeutika bei der Krebstherapie. Ein prominentes Beispiel ist Rapamycin, welches als
MTORc1-Inhibitor die Phosphorylierung von S6K und elF4E-BP blockiert. Dephosphoryliertes
elF4E-BP kann elF4E binden, wodurch die Bildung des elF4F-Komplexes gestort wird und

damit auch fir die Tumorgenese wichtige Translation von Proteinen [60].

1.2.4.2 Einfluss der elFs 5 und 5B

Neben der groBen biologischen Bedeutung von elF5, spielt der Initiationsfaktor auch im
Tumorgeschehen eine Rolle. EIF5 wird vom EIF5A-Gen kodiert und existiert in zwei Isoformen:
elF5A1 und elF5A2 [92]. In Saugerzellen und allen menschlichen Gewebearten wird die
Isoform elF5A1 ubiquitar exprimiert. Dagegen wird elF5A2 beim Menschen nur im Hoden- und
Hirngewebe, sowie in bestimmten Krebszellen exprimiert [93]. Als einziges bekanntes Protein
unterliegt elF5A1/2 einer Hypusination, eine spezielle posttranslationale Modifikation [93],
welches neuerdings als Ansatzpunkt fiir Krebstherapeutika verwendet wird [94]. N-terminal
fungiert elF5 als GAP und aktiviert dabei die Hydrolyse von GTP durch elF2. Des Weiteren
besitzt elF5 eine unabhangige GDI-Funktion, wodurch es den Austausch von GDP mit GTP des
elF2 kontrolliert und somit das Recycling von elF2 mitbestimmt [95]. Uberexpression von
elF5A2 wurde in kolorektalen, hepatozelluldaren und ovariellen Karzinomen beobachtet [96—
98]. Beim Ovarialkarzinom wurde von Yang et al. gezeigt, dass Uberexpression von elF5A2 ein

unabhingiger Marker fiir eine verkiirzte Uberlebenszeit darstellt [96].
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Die Ribosom-abhingige GTPase elF5B ist entscheidend bei der Rekrutierung der 60S-
Untereinheit im Rahmen der Bildung des Initiationskomplexes. Bis vor kurzem wurde keine
Rolle von elF5B in Karzinomen beschrieben. Jedoch haben Wang et al. (2016) eine
Uberexpression von elF5B im hepatozelluldrem Karzinom in Verbindung mit kiirzerer DFS und

kiirzerem Gesamtiiberleben aufgezeigt. ASAP-1 spielte dabei mechanistisch eine Rolle [99].

1.2.4.3 Rolle des elF6

Im Gegensatz zu den anderen eukaryotischen Initiationsfaktoren vertritt elF6 sowohl in der
Translation, als auch in der Ribosombiogenese Funktionen [100]. Zum einen wirkt das Protein
als Anti-Assoziationsfaktor der Ribosomen, indem es die grofle Untereinheit von Ribosomen
bindet und so die Assoziation von 60S- und 40S-Untereinheit, damit auch die Translation,
verhindert [101]. In der Translation wird dem elF6 so eine geschwindigkeitsbestimmende
Funktion zugeschrieben [102]. Zum anderen spielt es eine wichtige Rolle bei der Biogenese
der 60S-Untereinheit von Ribosomen. Etwa 70 % des elF6 sind im Zytoplasma lokalisiert, 30 %
im Zellkern [100]. Im Zytoplasma interagiert elF6 zudem mit RACK1, welches die Funktion
eines Rezeptors fiir aktivierte PKC ibernimmt und die translationshemmende Funktion von
elF6 aufheben kann. Sobald aktiviertes PKC RACK1 bindet kommt es zu gesteigerter
Translationsrate in vitro und in vivo [103]. EIF6 ist dartiber hinaus mit dem RISC assoziiert und
nimmt auf diese Weise Einfluss auf die posttranskriptionale Stabilitdit von mRNA. In humanen
Zelllinien wurde gezeigt, dass eine reduzierte Expression von elF6 mit einer Repression von
miRNA-vermittelter Genregulation zusammenhangt [104]. Diese gehoren zu einer Klasse von
nicht-codierender RNA, sind etwa 22 Nucleotide lang und bewirken eine posttranskriptionale
Reduktion der Genexpression bestimmter mRNA-Edukte [105].

In vielen Tumorarten wurde eine Uberexpression von elF6 gezeigt, wie bei kolorektalen
Karzinomen [106], Ovarialkarzinomen [105], bei Leukdmie [107], Kopf-Hals-Karzinomen [108],

Gallenblasenkarzinomen [109] und in Lungenmetastasen [92, 110].
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Ausgehend von der Hypothese, dass elFs wichtige Funktionen flir die Biologie des
Ovarialkarzinoms wahrnehmen, wurde in dieser Dissertation die Expression der elF4A1, -4B, -
4E, -4G, -5A1, -5A2, -5B und 6 in benignen und malignen Ovarialtumoren mittels
Immunhistochemie analysiert und ein moéglicher Zusammenhang mit entsprechenden klinisch-
pathologischen Daten untersucht. Es wird evaluiert, ob einzelne oder alle untersuchten elFs

potenzielle Biomarker fir das Ovarialkarzinom darstellen.
Im Detail werden folgende Aspekte untersucht:

(1) Untersuchung der immunhistochemischen Expressionen der ausgewdhlten elFs in
verschiedenen Subtypen von Ovarialkarzinomen und benignen Ovarialtumoren

(2) Ermittlung des Anteils an Uberexpression in Ovarialkarzinomen und benignen Ovarial-
tumoren und Vergleich der beiden Gewebetypen hinsichtlich der Uberexpression

(3) Zusammenhang zwischen Uberexpression der elFs und klinisch-pathologischen Daten
des Ovarialkarzinom-Kollektivs

(4) Korrelation zwischen Uberexpression der elFs und Prognose der Patientinnen mit

Ovarialkarzinomen (krankheitsfreies Uberleben sowie Gesamtiiberleben).
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

NexES Farbemodul

TMA-Gerat (MTA Booster Ol)

2.1.2 Chemikalien

Balsam

Diaminobenzidin

Ethanol (75%, 96%, 100%)

Hamalaun nach Mayer

Inhibitor

COPPER Kupferlosung

Protease |

Streptavidin — Meerrettichperoxidase

Spulpuffer Tris

Xylol

Folgende Antikorper:
Biotin Ig

Anti-elFs

Ventana (Unterhaching, DE)

Alphelys (Plaisir, FR)

I. Hecht

Ventana (Unterhaching, DE)

Lager Pathologie (OvGU Magdeburg, DE)

Herstellung in Pathologie (Material von Merck,DE)

Ventana (Unterhaching, DE)

Ventana (Unterhaching, DE)

Ventana (Unterhaching, DE)

Ventana (Unterhaching, DE)

Ventana (Unterhaching, DE)

Lager Pathologie (OvGU Magdeburg, DE)

Ventana (Unterhaching, DE)

siehe Tabelle 7
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Tabelle 7: Auflistung der verwendeten primaren Antikorper

Antigen Lagerung Hersteller Vorbehandlung Verdiinnung Positivkontrolle
elF4A1 -20°C Cell Signaling CC1 mild 1:100 Colon

elF4B -20°C GeneTex CC1 mild 1:500 Colon-CA

elF4E -20°C Cell Signaling CC1 stand. 1:100 Colon

elF4G -20°C Cell Signaling CC1 mild 1:50 Colon

elF5A1 -20°C Thermofisher CC1 mild 1:250 Colon

elF5A2 -20°C abcam CC1 mild 1:100 Colon-CA

Glycerol
elF5B -20°C Thermofisher CC1 mild 1:50 Colon
elF6 +4°C Biomol CC1 mild 1:100 Colon-CA

2.1.3 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 154 Ovarialgewebeproben von Patientinnen retrospektiv untersucht, unter
denen 101 Ovarialkarzinome, 34 benigne Zystadenome und 19 Normalovarien beinhaltet
waren. Bei den Ovarialkarzinomen handelt es sich um Falle, die zwischen 2001 und 2013 in
der Universitatsfrauenklinik in Magdeburg behandelt wurden. Davon wurden 72 von den 101
Ovarialkarzinomen, sowie alle Zystadenome aus der Kohorte von Ignatov et al. verwendet
[111]. Die restlichen 29 Félle von Ovarialkarzinomen und alle Normalovarien wurden aus der
Datenbank des Instituts fir Pathologie der Universitatsklinik Magdeburg herausgesucht und
aus dem Archiv gesammelt. Die ethische Vertretbarkeit dieser Arbeit wurde durch ein
positives Ethikvotum der Ethikkommission der Universitatsklinik Magdeburg gegeben
(Aktenzeichen: 81/19, Datum der Ausstellung: 24.06.2019).

Die histologische Verteilung der Subtypen des untersuchten Ovarialkarzinomkollektivs ist in

Abbildung 2 gezeigt.
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Verteilung der histologischen Subtypen

10%
M Serds
B Muzinoés
9% Endometrioid
3% Klarzellig
Andere

Abbildung 2: Verteilung der histologischen Subtypen (serés, muzinés, endometrioid, klarzellig und andere) der in
dieser Arbeit untersuchten invasiven Ovarialkarzinome, dargestellt in einem Kreisdiagramm. Mit 71 % macht der

serdse Subtyp den gréfSten prozentualen Anteil der invasiven Ovarialkarzinome aus.

Die benignen Zystadenome und die Normalovarien wurden ebenfalls in der Universitats-
frauenklinik operiert und stammen aus den Jahren 2002 — 2010 bzw. 2008 — 2019. Bei den
benignen Zystadenomen handelt es sich um serdse (64,7%) und um muzindse (35,3%)
Subtypen. Die Normalovarien wurden im Rahmen einer prophylaktischen Adnexektomie
entnommen und wurden von einem Pathologen als tumorfrei beschrieben.

Das Alter der Patientinnen mit Ovarialkarzinomen lag bei Erstdiagnose zwischen 20 und 82
Jahren und waren im Mittel 61 Jahre halt. Abbildung 3 zeigt die Altersverteilung untersuchten

Patientinnen.

40
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Alter

Abbildung 3: Altersverteilung aufgeteilt in 10-Jahresintervallen mit absoluten Hdufigkeiten der in dieser Arbeit

untersuchten Patientinnen mit invasivem Ovarialkarzinom. Der Héufigkeitsgipfel liegt zwischen 60 und 70 Jahren.
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Einschlusskriterien der Untersuchung waren bestehende Follow-up-Daten von mindestens 12
Monaten, keine vorherigen Chemotherapien aufgrund von anderen Grunderkrankungen und
histologisch durch einen Pathologen bestdtigte Falle. Ausschlusskriterien waren ein
unvollstandiges Follow-up, eine inkomplette Chemotherapie und nichtauswertbare TMA-
Stanzen. Je nach elF ergibt sich somit eine unterschiedlich geringere Fallzahl an Farbungen

durch nicht auswertbare Stanzen.

2.1.4 Software zur statistischen Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden folgende Programme verwendet:

1. IBM SPSS Statistics Version 26 (Chicago, USA)
2. Microsoft Excel 2010 (Redmond, USA)
3. MedCalc Version 19.2 (Ostende, Belgien)

2.2 Methoden

2.2.1 Sammlung und histologische Vorbereitung der Patientenfille

Aus dem elektronischen Register des Instituts fiir Pathologie der Universitatsklinik Magdeburg
wurden 29 der 101 Falle von Ovarialkarzinomen, sowie die Falle von gesunden Ovarien (n=19)
erfasst. Die Weiterverarbeitung der Daten erfolgte pseudonymisiert. Die histologischen
Nummern wurden an das Archiv weitergeleitet, wo dann die in paraffineingebetteten Blocke
inklusive der HE-angefarbten Schnitte herausgesucht wurden. Auf den HE-Schnitten wurden

von einem Pathologen die informativen Bereiche markiert.
2.2.2 Tissue micro array (TMA)

2.2.2.1 Grundlagen

Mit der Einfihrung des Tissue micro arrays (friiher: multitumor tissue block) durch Battifora H.
wurde ein Hochdurchsatzverfahren etabliert, welches die gleichzeitige molekulare Analyse
von hunderten Gewebeproben erlaubt [112]. Kurz ausgedriickt werden Gewebestanzen von
verschiedenen Gewebeproben durch ein TMA-Gerat entnommen und in einen Empfanger-
block UGbertragen. Durch Schneiden des Empfangerblocks mit Hilfe eines Mikrotoms sind pro
Block bis zu 200-300 (4 um dicke) Schnitte herstellbar. Diese werden entsprechend auf
Objekttrager Gbertragen [113]. Auf RNA-, DNA- und Protein-Ebene lasst sich eine groRe Anzahl
von Gewebeproben gleichzeitig analysieren. So werden TMAs bei der mRNA In-situ-
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Hybridisierung, bei der Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH) oder bei immunbhisto-
chemischen Verfahren angewendet. Die haufigste Anwendung der TMAs ist die Immunhisto-
chemie bei der Erforschung von Biomarkern bei Tumorgeschehen. Vorteile des TMA sind zum
einen eine sparsame Verwendung von Gewebematerial, das ggf. flir weitere Diagnostik zur
Verfligung steht. Zum anderen steigt die Reproduzierbarkeit der Analysen, da alle
Gewebeproben eines TMA-Schnittes unter den gleichen Bedingungen bearbeitet werden. Da
molekularbiologische Analysen sehr kostenintensiv sind, ist umso mehr auf eine sparsame
Verwendung von Reagenzien zu achten. Dadurch, dass hunderte von Gewebeproben auf
einem Objekttrager analysiert werden, sinkt die Verwendung von biochemischen Reagenzien
ungemein. Alles in allem ist die TMA-Technik also ein ressourcenschonendes und kosten-

effizientes Verfahren fir die Durchfihrung molekularer Analysen [114].

2.2.2.2 Produktion von Tissue micro arrays mit Ovarialgewebe

Herstellung der Tissue micro arrays (TMAs)

Zunachst wurden die verschiedenen in paraffineingebetteten Gewebeproben mit ihren
korrespondierenden HE-gefarbten Schnitten herausgesucht. Die informativen Bereiche
wurden fir jede Probe auf dem Objekttrager durch einen Pathologen markiert. Die Paraffin-
blocke mit den verschiedenen eingebetteten Gewebeproben (=Spenderblocke) wurden
mittels eines TMA-Gerates auf einen leeren Paraffinblock ibertragen (=Empfangerblock). Im
Detail wurde dabei eine 0,6 mm zylinderférmige Stanze aus dem Spenderblock auf eine
passend vorgefertigte Stelle im Empfangerblock (bertragen. Der Abstand zwischen zwei
Stanzen betrug etwa 1 mm. Dies wurde fiir alle Spenderblécke wiederholt. Ein Paraffinblock
ist 18 mm lang und 30 mm breit. Etwa 5 mm Rand wurde bei allen TMAs freigelassen, um ein
Abbrechen des Randes zu vermeiden. Die Anordnung der Stanzen im Empfangerblock erfolgte
nach einem Schema mit X- und Y-Achse. Pro Empfangerblock gab es dabei 6-7 Zeilen und 13
Spalten, sodass theoretisch 78-91 Gewebestanzen pro Empfangerblock modglich gewesen
waren. Diese Zahl war jedoch bei allen Blocken kleiner, da Stellen freigelassen wurden, um ein
bestimmtes Muster zu erzeugen, das zur Orientierung bei der darauffolgenden Auswertung
gedient hat. Abbildung 4 zeigt die Beschreibung eines TMA-Gerdtes, sowie einen

beispielhaften Empfangerblock.
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depth stop screw

Abbildung 4: TMA-Herstellung:
a) Darstellung eines TMA-Gerdtes (modifiziert nach [114]). Zu sehen ist der bewegliche Stanzturm mit Spender-
Stanzstift (in rot) und Empfdnger-Stanzstift (in blau) sowie ein Spenderblock mit dem zu untersuchenden Gewebe
mit zugehérigem Objekttrdger.

b) Bespiel eines fertigen Empféngerblocks aus dem im ndchsten Schritt TMA-Schnitte generiert werden knnen.

Schneiden und Auftragung der TMA-Blécke auf Objekttriiger

Sind die Empfangerblocke fertig gestanzt, so werden im ndchsten Schritt TMA-Schnitte
hergestellt. Hierflir missen die Empfangerblécke mit der Stanzoberfliche auf je einen
Objekttrager platziert werden und anschliefend bei 40°C fur etwa 40 min erwdrmt werden.
Danach wird die Stanzoberflache weiter geglattet, indem manuell die Objekttrager vorsichtig
an die Stanzoberflaiche der Empfangerbldcke gestrichen werden. Mit dem Objekttrdager nach
unten gerichtet, werden die Empfangerblocke flir 10 min abgekiihlt. Nach Entfernen der
Objekttrager ist die glatte Oberflaiche der Empfangerblécke erkennbar. Mit Hilfe eines
Rotationsmikrotoms werden 4 um-dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte werden dabei
zunachst in ein aufgewarmtes Wasserbad lberflihrt. In moglichst kurzer Zeit sollten diese
dann auf Objekttrager (ibertragen werden, um ein Schmelzen wichtiger Strukturen der
Gewebeproben zu vermeiden. Die auf dem Objekttrager befindlichen TMA-Schnitte werden
schlielRlich Gber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und am Folgetag bei 50°C fiir etwa 12h
erwarmt. Abbildung 5 zeigt die Prozedur von der Herstellung eines TMAs zum angefarbten

TMA-Schnitt.
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Abbildung 5: Schema der Erstellung eines gefdrbten TMA-Schnitts (modifiziert nach [115]). Nachdem alle
Gewebeproben in den Empfidngerblock (bertragen wurden, werden im ndchsten Schritt durch ein Rotations-

mikrotom 4 um-dicke Schnitte angefertigt und anschliefSfend immunhistochemisch gefdrbt und analysiert.

Anzahl der Stanzen pro Gewebeprobe

Bei den Ovarialkarzinomen wurden fir jede Gewebeprobe mindestens drei, meistens jedoch
vier reprasentative Stanzen ausgewertet. Bei weniger als drei Stanzen, beispielsweise durch
Verlust des Materials beim Schneiden oder beim Farben wurden die Falle ausgeschlossen. Bei
den benignen Zystadenomen wurden ebenfalls mindestens drei reprdasentative Stanzen pro
Fall verwendet. Fir die Normalovarien wurden alle Falle mit mindestens zwei Stanzen in die

Auswertung aufgenommen, alle anderen wurden exkludiert.

Kontrollgewebe

Als Kontrollgewebe wurde das einschichtig flache bis kubische Oberflaichenepithel von
gesunden Ovarien verwendet. Die Ovarien wurden prophylaktisch im Rahmen einer
genetischen Vorbelastung oder aufgrund eines Tumors an einem anderen weiblichen
Genitalorgan in der Frauenuniversitatsklinik Magdeburg entnommen und von Pathologen als
tumorfrei bestatigt. Des Weiteren wurde zum Vergleich benignes Tumorgewebe aus Ovarien

untersucht.

2.2.2.3 Fehlerquellen

Bei der Produktion der TMAs muss darauf geachtet werden, dass ein entsprechender Rand bei
den TMA-Blocken freigelassen wird, damit es zum einen nicht zum Abbruch dieser kommt und
zum anderen wahrend des Schneidens kein Gewebe verloren geht [114]. Es sollte beachtet

werden, dass die Blécke vor dem Schneiden durch das Mikrotom nicht zu lange erwarmt
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werden, da die Stanzen ansonsten zu sehr einschmelzen, kollabieren und somit ungeordnet

vorliegen [114].
2.3 Immunohistochemische Farbung

2.3.1 Theorie der Immunohistochemie

Die Immunhistochemie (=IHC) basiert auf dem Prinzip der Antigen-Antikérper-Reaktion. Ziel
ist die Erfassung von spezifischen Gewebezielstrukturen wie z.B. Oligosaccharidketten oder
Aminosduregruppen (=Epitop), welches fiir diagnostische oder experimentelle Unter-
suchungen mittlerweile unabdingbar geworden sind. Es wird direkte und indirekte IHC
unterschieden. Bei der direkten IHC werden spezifisch mit einem Fluorochrom konjugierten
Priméarantikorper direkt auf das Untersuchungsgewebe aufgetragen. Hauptanwendung findet
dieses Verfahren bei der Diagnostik von Nierenkrankheiten und Dermatosen [116] (S. 287).
Die indirekte IHC beinhaltet einen wichtigen Zwischenschritt. Nachdem ein unkonjugierter
Primarantikorper spezifisch nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip das Epitop gebunden hat, wird
ein fluorochrom- oder enzymmarkierter Sekundarantikorper zugegeben, welches an die lange
Kette (Fc-Fragment) des Primarantikérpers bindet und durch eine Farbereaktion ein Signal
freisetzt. Das heutzutage gangigste Beispiel fir eine indirekte Immunfluoreszenz ist die LAB-
Methode, bei dem ein biotinylierter Sekundarantikérper an einen unkonjugierten Primar-
antikorper bindet und durch Zusatz von enzymkonjugiertem Streptavidin ein Streptavidin-
Biotin-Komplex bildet. Das mit dem Streptavidin konjugierte Enzym ist in den allermeisten
Fallen die Meerettichperoxidase (HRP). SchlieRlich wird ein Chromogen wie DAB hinzugefligt,
welches fir die Farbereaktion verantwortlich ist. Biotin hat vier Bindungsstellen fir
Streptavidin, wodurch es zu einer Amplifikation des Farbsignals kommt. Um die histologische
Morphologie besser zu visualisieren werden die Kerne mit Himalaun gegengefarbt [116] (S.

270-295).

2.3.2 Immunohistochemische Farbung der Tissue micro arrays

In dieser Arbeit wurden insgesamt folgende acht elFs immunhistochemisch untersucht:
elF4A1, elF4B, elFAE, elFAG, elF5A1, elF5A2, elF5B und elF6. Die immunhistochemischen
Farbungen wurden dabei standardisiert mit Hilfe eines Farbeautomaten (VENTANA
BenchMark Ultra) im immunhistochemischen Labor des Instituts flir Pathologie der

Universitatsklinik Magdeburg hergestellt. Es wurde eine etablierte biotinfreie indirekte
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Immunfarbung durchgefihrt. Die Entparaffinierung der TMA-Schnitte erfolgte durch eine
absteigende Xylol- und Alkoholreihe und anschlieRende Uberfiihrung in destilliertes Wasser.
Die folgenden Schritte wurden im BenchMark Ultra-Farbeautomaten unter standardisierten
Bedingungen durchgefiihrt. Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte durch die HIER-
Methode mit CC1-Losung vorbehandelt. Daraufhin wurden diese mit den elF-Antikorpern (s.
Tabelle 7) fur 32 min. inkubiert. Zur Identifizierung der stattgefundenen Antigen-Antikorper-
Reaktion wurde das ultraVIEW™ Universal DAB Detection-Kit verwendet, welches ein
indirektes, biotinfreies System zum Nachweis von Maus-lgG, Maus-IgM und Kaninchen-
Primarantikorpern darstellt. Inhalt dieses Kits sind HRP-markierte Sekundarantikérper, DAB,
H,0; und Puffersysteme. Auf diese Weise wird wie in Kap. 2.3.1 beschrieben eine
Farbereaktion ausgelost, bei dem der Sekundarantikérper den Priméarantikdrper bindet und
das am Sekundarantikorper gebundene HRP aus H;0, und DAB ein unl6sliches braunes
Prazipitat bildet. Zur Intensivierung der Farbereaktion wurde weiterhin Kupfer zugegeben. Die
Kerne wurden mit Hdmalaun nach Meyer in blauer Farbe gegengefarbt, sodass das braune
Prazipitat lichtmikroskopisch in histomorphologischem Kontext sichtbar geworden ist. Zur Ent-
wasserung wurden die Objekttrager mit aufsteigender Alkohol- und Xylol-L6sung behandelt.
Als letztes wurde Kanada-Balsam aufgetragen und die Objekttrager mit je einem Deckglas
belegt. Als Positivkontrollen wurden die vom Hersteller angegebenen Gewebe verwendet (s.

Tabelle 7).
2.4 Auswertungsschema der immunhistochemischen Farbungen

2.4.1 Scoring-System

Die mit den acht verschiedenen elF-Antikérpern (s. Tabelle 7) immunhistochemisch geférbten
TMA-Schnitte wurden durch eine Pathologin (Dr. Susanne Sprung) aus dem Institut fir
Pathologie der Medizinischen Universitdt Innsbruck ausgewertet, die in der Forschung
schwerpunktmaRig mit Ovarialkarzinomen arbeitet.

Zur Quantifizierung der elF-Expression wurde ein etabliertes Scoring System verwendet in
dem ein Staining-Index (SI) berechnet wurde, der sich aus der Multiplikation von
Farbintensitdt und dem Anteil positiv gefarbter Zellen ergibt [96]. Dieser Index wurde sowohl
fiir die zytoplasmatische als auch fir die nukledre Expression verwendet. Die Farbintensitat
wurde in vier Klassen eingeteilt: 0 (keine Farbung), 1 (schwache Farbung), 2 (moderate

Farbung) und 3 (starke Farbung). Die Einteilung des prozentualen Anteils der gefarbten Zellen
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wurde in finf Klassen untergliedert: 0 (0% gefarbte Zellen), 1 (<10% gefarbte Zellen), 2 (11-
50% gefarbte Zellen), 3 (51-80% gefarbte Zellen) und 4 (>80% gefarbte Zellen). Tabelle 8 zeigt

eine zusammenfassende Darstellung der Erfassung des Staining- Index.

Tabelle 8: Schematische Darstellung der Erfassung des Staining-Index als Mal der elF-Expression.

Farbintensitat Prozentualer Anteil an Staining-Index

gefarbten Zellen

0 (negativ) 0 (0%)
1 (schwach) 1 (<10%)
2 (moderat) X 2 (11-50%) = 0 bis 12
3 (stark) 3(51-80%)
4 (>80%)

Die Festlegung zwischen keiner/normaler Expression und Uberexpression bei Ovarial-
karzinomen wurde fir sechs der acht elFs individuell anhand eines Cut-off-Wertes des
Staining-Index bestimmt. Hierzu wurde die Expression der elFs des Kontrollgewebes (OSE der
Normalovarien) herangezogen. Obwohl fir nicht skalierte Daten eine Mittelwertbildung nicht
moglich ist, wurden im Folgenden zur besseren Ubersichtlichkeit arithmetische Mittelwerte
der Staining-Indices sowohl im Kontroll- als auch im Tumorgewebe fir entsprechend jedes der
ausgewadhlten elFs ermittelt. Die SI-Mittelwerte des Kontrollgewebes wurden folglich als Cut-
off-Werte definiert. Bei elF4E und elF4G wurde in dieser Arbeit lediglich ein Vergleich

zwischen benignen Zystadenomen und Ovarialkarzinomen unternommen.

2.4.2 Statistische Auswertung
Die statistischen Auswertungen wurden zum grofRten Teil durch IBM SPSS Statistics Version 26
(Chicago, USA) angefertigt. Dariber hinaus wurden die Programme Microsoft Excel 2010

(Redmond, USA) und MedCalc Version 19.2 (Ostende, Belgien) benutzt.

Der Vergleich der Mittelwerte der Sls, die sich aus den immunhistochemischen Auswertungen
ergaben, wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests zwischen den OC und benignen
Zystadenomen fiir die ausgewahlten elFs analysiert. Fiir den Vergleich des Anteils an Uber-
expression der ausgewahlten elFs zwischen OC und benignen Zystadenomen wurde der Chi-

Quadrat-Test nach Pearson verwendet. Dieser wurde ebenfalls bei der Auswertung der
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Korrelation zwischen der elF-Expression und den klinisch-pathologischen Eigenschaften der

Ovarialkarzinome angewandt.

Fiir die Korrelation zwischen klinisch-pathologischen Daten der OC und krankheitsfreiem
Uberleben, der Korrelation zwischen elF-Expression und Krankheitsfreiem Uberleben und der
Korrelation zwischen elF-Expression und Gesamtiiberleben wurden log-rank-Tests durch-

gefiihrt und diese iber Kaplan-Meyer-Kurven grafisch veranschaulicht.

Tendenziell prognostische Faktoren sowie signifikant prognostische Faktoren wurden mit Hilfe
einer univariaten Analyse ausfindig gemacht. Eine prognostische Signifikanz wurde im
nachsten Schritt durch eine multivariate Analyse durch Cox-Regression verifiziert. Als
signifikant wurde p<0,05 definiert. Eine statistische Tendenz wurde in dieser Arbeit fiir p<0,1

festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinisch-pathologische Daten des Patientenkollektivs

Insgesamt wurden 101 Falle von Ovarialkarzinomen, die im Zeitraum zwischen 2001 und 2013
an der Frauenuniversitatsklinik Magdeburg behandelt worden sind, retrospektiv untersucht.
Die folgenden klinisch-pathologischen Daten wurden aus dem elektronischen Datenregister
des Instituts fir Pathologie der Universitatsklinik Magdeburg sowie der Universitatsfrauen-
klinik Magdeburg recherchiert. Die Altersspannweite der Patientinnen lag zwischen 20 und 82
Jahren. Den groBten Anteil machten dabei Patientinnen zwischen 60 und 69 Jahren aus
(37,6%). Das durchschnittliche Alter lag bei 61 Jahren (s. Abb. 2). Der GroRteil befand sich in
einem postmenopausalen Zustand (86,1%), nur 14 Personen waren zum Diagnosezeitpunkt
pramenopausal (13,9%). Ebenso wurden die meisten Fille in einem spdten Stadium
diagnostiziert. Von den 101 Fallen wurden 53 (52,5%) im FIGO IlI-Stadium und 14 (13,9%) im
FIGO IV-Stadium diagnostiziert, dagegen lediglich 21 (20,8%) im FIGO I-Stadium und 13
(13,9%) im FIGO II-Stadium. Beziglich des Lymphknotenstatus konnten 46 (45,5%) Falle
ausgewertet werden, bei 55 (54,5%) wurde der pN-Status mit pNx verschlisselt. Metastasen
regionarer Lymphknoten konnten demnach bei 18 Patientinnen (17,8%) beobachtet werden,
bei den restlichen 28 (27,7%) Fallen wurde vom Pathologen ein negativer Lymphknotenstatus
angegeben. Die Verteilung der histologischen Subtypen ladsst sich grafisch aus Abb.1 ent-
nehmen. Mit 71,3 % der Falle handelte es sich demnach um serdse Ovarialkarzinome, gefolgt
von endometrioiden (8,9%), klarzelligen (6,9%) und muzindsen (3,0%) Ovarialkarzinomtypen.
Bei den restlichen 13 Féllen (9,9%) handelte es sich Subtypen von transitionalzelligen oder
undifferenzierten Karzinomen, bosartige Granulosazelltumoren, serdse Borderline Tumore
und Miller-Mischtumoren. Parallel zu den fortgeschrittenen FIGO-Stadien lag bei der
Mehrzahl der Fille (64,4%) ein schlecht differenziertes histologisches Grading G3 vor. Eine G1-
bzw. G2 -Differenzierung wurde bei 12 (11,9%) bzw. 24 (23,8%) Fallen beobachtet. In Hinsicht
auf die Progression der Krankheit konnte bei 68,3% der Patientinnen im Verlauf ein Rezidiv
diagnostiziert werden. In Tabelle 9 sind die klinisch-pathologischen Daten der Patienten-

kohorte mit Ovarialkarzinomen zusammengefasst.
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Tabelle 9: Klinisch-pathologische Daten der Patientenkohorte mit Ovarialkarzinomen (n=101).

Charakteristikum Anzahl (n) Prozentualer Anteil (%)
Alter
20-29 Jahre 1 1,0
30-39 Jahre 2 2,0
40-49 Jahre 10 9,9
50-59 Jahre 30 29,7
60-69 Jahre 38 37,6
70-79 Jahre 18 17,8
80-89 Jahre 2 2,0
Menopause
Pramenopausal 14 13,9
Postmenopausal 87 86,1
FIGO-Stadium
I 21 20,8
Il 13 12,9
11 53 52,5
v 14 13,9
Lymphknotenstatus
Negativ 28 27,7
Positiv 18 17,8
Fehlt 55 54,5
Fernmetastasen
Nein 9 8,9
Ja 14 13,9
Fehlt 78 77,2
Histologischer Subtyp
Serds 72 71,3
Muzinos 3 3,0
Endometrioid 9 8,9
Klarzellig 7 6,9
Andere 10 9,9
Grading
12 11,9
24 23,8
65 64,4
Rezidiv
Nein 32 31,7
Ja 69 68,3
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3.2 Expression der ausgewdhlten elFs in Ovarialkarzinomen und Zystadenomen

Deskriptive Auswertung der immunhistochemischen Expression

Die immunhistochemisch gefdarbten Praparate wurden durch das beschriebene Scoring-
System durch eine erfahrene Pathologin ausgewertet (s. Kapitel 2.4.1). Bezlglich der
Lokalisation der Anfarbung lasst sich sowohl fiir die OC als auch fiir die benignen Zystadenome
sagen, dass alle untersuchten elFs lediglich zytoplasmatische Farbungen aufwiesen bis auf
elF5B, bei der zytoplasmatische als auch nukledre Farbungen beobachtet werden konnten.
Aufgrund des Verlustes von Gewebespots oder schlechter Auswertbarkeit dieser, liegen fir
die jeweiligen elFs verschiedene Gesamtfallzahlen (n) vor.

Bei den OC wurden fir elF4A1, -4B, -4E, -4G, -5A1 und 5A2 insgesamt Uiberwiegend niedrige
Staining-Indices festgestellt. So zeigte sich flr elF4A1 (n=90) in 75,6% der Falle ein S| zwischen
0 bis 3, fr elF4B (n=88) entsprechend in 87,5% der Fille, flir elF4E (n=79) in 98,7% der Fille,
flir elFAG (n=78) in 96,2% der Falle, flir elF5A1 (n=94) in 87,2% der Falle und fir elF5A2 (n=91)
in 83,5% der Falle. Bei elF5B und 6 wurden vermehrt héhere Sls gefunden. In 39,4% der Fille
konnte bei elF6 (n=96) ein Sl zwischen 4 und 12 beobachtet werden. Bei elF5B (n=88) zeigten
86,4% der Praparate einen entsprechenden Sl sowohl zytoplasmatisch als auch nukledr. Somit
zeigte elF5B von allen untersuchten elFs, der immunhistochemischen Farbung nach beurteilt,
die hochste prozentuale Proteinexpression.

Bei den benignen Zystadenomen zeigte sich im Vergleich zu den OC ein dhnliches Muster,
jedoch mit niedrigeren Sls. Auch hier zeigten elF4B (n=27), -4E (n=17), -4G (n=27), -5A1 (n=33)
und 5A2 (n=31) keine bis geringe Proteinexpression. Insgesamt lagen die Sls fiir die genannten
elFs in 100% der Falle zwischen 0 und 3. Bei elF4A1 (n=28) wurde in 75% der Falle ein S|
zwischen 0 und 3 erfasst, der Rest zeigte ein Sl von 4 (17,6%) und ein Fall (2,9%) ein Sl von 8.
Wie bei den OC zeigten elF5B und 6 im Vergleich zu den anderen elFs, mit Ausnahme von
elF4A1, hohere Sls jedoch mit signifikant niedrigeren Werten im Vergleich zu den OC. Bei 90%
der Praparate wurde fir elF6 (n=20) ein SI zwischen 0 und 3 erfasst, bei elF5B (n=34) lediglich
in 61,8% der Falle. Auch bei den benignen Zystadenomen zeigte elF5B unter den unter-
suchten elFs die hochste Proteinexpression. In Tabelle 10 und 11 sind fiir die OC bzw.
benignen Zystadenome die Intensitaten, die prozentuale Verteilungen und SI fir alle elFs
tabellarisch aufgelistet. Zudem zeigt Tabelle 12 eine Auflistung aller Mittelwerte der Sls mit
Standardabweichung fiir die ausgewahlten elFs.
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Tabelle 10: Semiquantitative Darstellung des immunohistochemischen Expressionsverhaltens von Ovarialkarzinomen.

elF4Al elF4B elF4E elF4G elF5A1 elF5A2 elF5B (Cyt.) elF5B (Nukl.) elF6
N % N % N % N % N % N % N % N % N %

Total 90 88 79 78 94 91 88 88 96
Intensitat
negativ 40 44,4 48 54,5 73 92,6 60 76,9 59 62,8 54 59,3 6 6,8 6 6,8 22 22,9
schwach 28 31,1 31 35,2 6 7,4 16 20,5 30 31,9 30 33,0 21 239 14 15,9 59 61,5
moderat 18 20,0 9 10,2 0 0,0 2 2,6 5 5,3 6 6,6 37 42,0 32 36,4 14 14,6
stark 4 4,4 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 1,1 24 27,3 36 40,9 1 1,0
Prozentuale Verteilung
0 34 37,8 41 46,6 62 78,5 60 76,9 49 52,1 44 48,4 4 4,5 4 4,5 9 9,4
<10% 8 8,9 8 9,1 11 13,9 5 6,4 12 12,8 12 13,2 0 0,0 6 6,8 17 17,7
11-50% 30 33,3 23 26,1 4 51 8 10,3 18 19,1 14 15,4 5 5,7 2 2,3 21 21,9
51-80% 7 7,8 10 11,4 1 1,3 4 51 5 5,3 11 12,1 8 91 11 12,5 13 13,5
>80% 11 12,2 6 6,8 1 1,3 1 1,3 10 10,6 10 11,0 71 80,7 65 73,9 36 37,5
Staining Index
0 40 44,4 48 54,5 73 92,4 60 76,9 59 62,8 54 59,3 6 6,8 6 6,8 22 22,9
1 3 3,3 2 2,3 0 0,0 5 6,4 3 3,2 3 3,3 3 3,4 4 4,5 4 4,2
2 21 23,3 22 25,0 4 5,1 8 10,3 17 18,1 13 14,3 0 0,0 1 1,1 20 20,8
3 4 4,4 5 5,7 1 1,3 2 2,6 3 3,2 6 6,6 3 3,4 5 5,7 12 12,5
4 8 8,9 3 3,4 1 1,3 1 1,3 7 7,4 8 8,8 15 17,0 5 5,7 24 25,0
6 3 3,3 4 4,5 0 0,0 2 2,6 2 2,1 5 5,5 5 5,7 6 6,8 1 1,0
8 7 7,8 4 4,5 0 0,0 0 0,0 3 3,2 1 11 32 36,4 25 28,4 12 12,5
12 4 4,4 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 11 24 27,3 36 40,9 1 1,0
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Tabelle 11: Semiquantitative Darstellung des immunohistochemischen Expressionsverhaltens von benignen Zystadenomen.

elF4Al elF4B elFAE elF4G elF5A1 elF5A2 elF5B (Cyt.) elF5B (Nukl.) elF6
N % N % N % N % N % N % N % N % N %
Total 28 27 17 27 33 31 34 34 20
Intensitat

negativ 18 64,3 27 100,0 17 100,0 23 85,2 33 100,0 29 93,5 19 55,9 19 55,9 14 70,0
schwach 9 32,1 0 0,0 0 0,0 4 14,8 0 0,0 2 6,5 9 26,5 9 26,5 5 25,0

moderat 1 3,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 5 14,7 5 14,7 1 5,0
stark 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 2,9 1 2,9 0 0,0
Prozentuale Verteilung

0 18 64,3 27 100,0 17 100,0 23 85,2 33 100,0 29 93,5 19 55,9 19 55,9 14 70,0
<10% 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
11-50% 1 3,6 0 0,0 0 0,0 1 3,7 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 3 15,0
51-80% 2 7,1 0 0,0 0 0,0 3 11,1 0 0,0 2 6,5 3 8,8 3 8,8 2 10,0
>80% 7 25,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 12 35,3 12 35,3 1 5,0

Staining Index

0 18 64,3 27 100,0 17 100,0 23 85,2 33 100,0 29 93,5 19 55,9 19 55,9 14 70,0
1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
2 1 3,6 0 0,0 0 0,0 1 3,7 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 3 15,0
3 2 7,1 0 0,0 0 0,0 3 111 0 0,0 2 6,5 2 5,9 2 5,9 1 5,0
4 6 21,4 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 7 20,6 7 20,6 1 5,0
6 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 2,9 1 2,9 1 5,0
8 1 3,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 4 11,8 4 11,8 0 0,0
12 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 2,9 1 2,9 0 0,0
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Tabelle 12: Mittelwerte der Staining-Indices der ausgewahlten elFs in Ovarialkarzinomen und benignen Zyst-

adenomen mit Standardabweichung zur Veranschaulichung der Proteinexpression.

elF4A1 elF4B elF4E elF4G elF5A1 elF5A2 elF5B elF6

ocC Anzahl (n) 90 88 79 78 94 91 88 96
Fehlend 11 13 22 23 7 10 13 5
Mittelwert X(SI) 2,34 1,47 0,19 0,55 1,17 1,42 7,34 3,02
STD o(Sl) 3,16 2,13 0,70 1,25 1,93 2,22 3,73 2,61

Zystadenome Anzahl (n) 28 27 17 27 33 31 34 20
Fehlend 6 7 17 7 1 3 0 14
Mittelwert X(SI) 1,43 0,00 0,00 041 0,00 0,19 2,47 0,95
STD o(Sl) 2,15 0,00 0,00 1,01 0,00 0,75 3,30 1,70

Vergleich der SI-Mittelwerte zwischen OC und benignen Zystadenomen

Die einzelnen X(SI)-Werte der elFs in OC- und benignem Zystadenomgewebe sind in Tabelle 12
aufgefihrt. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests wurden in einer statistischen Analyse die
Verteilung der SI-Werte der ausgewadhlten elFs der OC einerseits und der benignen
Zystadenome andererseits untersucht. Im Rahmen dessen konnte fir elF4B, -5A1, -5A2, -5B
und 6 ein hoherer X(SI) bei den OC beobachtet werden als bei den benignen Zystadenomen.
Fir elF4B wurde bei Ovarialkarzinomen mit einem  X(SlI)= 1,47%+2,13 ein hoherer
durchschnittlicher S| beobachtet als bei benignen Zystadenomen mit X(SI)= 0,0 (p<0,001). Bei
elF5A1 lag bei Ovarialkarzinomen im Vergleich zu den Zystadenomen mit X(Sl)=1,17+1,93 zu
X(SI)= 0,0 (p<0,001), bei elF5A2 mit X(SI)= 1,42+2,22 zu X(SI)= 0,19+0,75 (p<0,001), bei elF5B
mit X(SI)= 7,34£3,73 zu X(SI)= 2,47%3,30 (p<0,001) und bei elF6 mit X(SI)= 3,02+2,61 zu X(SI)=
0,95+1,70 (p<0,001) ein signifikant hoherer durchschnittlicher SI vor. In Abbildung 6 sind die
Mittelwerte der Sls grafisch im Vergleich zwischen OC und benignen Zystadenomen
aufgezeigt. Dabei wurden die Mittelwerte * Standardfehler (SEM) angegeben, um die
Exaktheit der Erhebung des Mittelwertes zu verdeutlichen. Zu beachten sind dabei die

insgesamt niedrigen X(SI)-Werte fir elF4B, -4E, -4G, -5A1, und -5A2.
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Abbildung 6: Vergleich der durchschnittlichen Staining-Indices der ausgewdhlten elFs zwischen Ovarial-

karzinomen und benignen Zystadenomen. Trotz ordinaler Werte wurde zur Veranschaulichung der Unterschiede

der Mittelwert der Staining-Indices (x(Sl)) mit SEM gebildet und in Balkendiagrammen dargestellt (a-h). Zu

beachten sind dabei die insgesamt niedrigen X(Sl)-Werte fiir elF4B, -4E, -4G, -5A1, und -5A2. Statistische Analyse:

Mann-Whitney-U-Test mit *** p < 0.001.
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3.3 Expression der elFs im Kontrollgewebe

Um eine Aussage liber das Expressionsverhalten der elFs in Ovarialkarzinome machen zu
kénnen, missen zunichst Cut-off-Werte festgelegt werden. Eine Uberschreitung wird als
Uberexpression definiert. Hierzu wurden fiir sechs der acht elFs immunhistochemische
Farbungen des OSE von Normalovarien vorgenommen. EIF 4E und 4G zeigten in fast allen
Fallen der untersuchten Ovarialtumoren eine niedrige zytoplasmatische Expression, daher
wurden fir diese Faktoren keine weiterfiihrenden Untersuchungen durchgefiihrt. Wie bereits
in Kapitel 2.4.1 beschrieben wurde ein Mittelwert der Staining-Indices fir elF4A1, -4B, -5A1, -
5A2, -5B und 6 des OSE der gesunden Ovarien bestimmt. In Tabelle 13 sind diese Werte
zusammen mit der Anzahl der informativen Gewebeproben aufgefiihrt. Alle Staining-Indices
beziehen sich auf eine zytoplasmatische Expression, eine zusatzliche nukledre Expression

wurde fur die ausgewahlten elFs im OSE der Normalovarien nur fiir elF5A1 beobachtet.

Tabelle 13: Mittelwerte der Staining-Indices (SI) ausgewahlter elFs fiir das OSE von Normalovarien mit Standard-

abweichung und den festgesetzten Cut-off-Werten.

elFAA1l elF4B elFAE elFAG  elF5A1 elF5A2 elF5B  elF6

Anzahl (n) Ausgewertet 17 16 0 0 18 3 19 13
Fehlend 2 3 19 19 1 16 0 6
Mittelwert X(SI) 3,59 2,56 - - 6,22 2,67 0,00 1,92
STD o(Sl) 1,00 1,82 - - 3,69 2,31 0,00 1,75
Cut-off-Werte 5 3 - - 8 4 7 4

Eine Ausnahme wurde bei elF5B gemacht, bei dem aufgrund der starken immun-
histochemischen Farbintensitaten der Cut-off-Wert noch etwas hoher gesetzt wurde im
Vergleich zum Mittelwert der SIs des Kontrollgewebes. Demnach wurde von einer
Uberexpression gesprochen, wenn SI-Werte > 5 fiir elF4A1, > 3 fiir elF4B, > 8 fiir elF5A1, > 4
fur elF5A2, > 7 bei elF5B und 24 bei elF6 vorlagen. In den Abbildungen 7 bis 12 sind
ausgewahlte immunohistochemische Beispielfarbungen fir die drei Gewebeentitdten gezeigt.
Dabei beziehen sich die Farbintensitdtsangaben auf zytoplasmatische Expression auBer fir
elF5B, fiir das bei den OC-Proben sowohl eine zytoplasmatische als auch nukledre Farbung zu
sehen ist. Fir die elF4B-Expression wurden die Farbintensitdten negativ bis stark beispielhaft

in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 7 a-d: Ausgewdhlte immunhistochemische Férbungen von gesundem OSE als Kontrollgewebe (40x Vergrdfierung), benignen ovariellen Zystadenomproben
(20x Vergrofierung) sowie von serésen Ovarialkarzinomproben (20x Vergréfierung) mit elF4A1-Antikérper. (a) OSE-Gewebeschnitt mit negativer Farbintensitdt, (b)

Zystadenom-Gewebeschnitt mit negativer Farbintensitdt, (c) OC-Gewebeschnitt mit moderater Farbintensitdt, (d) OC-Gewebeschnitt mit starker Farbintensitdt.
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Abbildung 8 a-d: Ausgewdihlte immunhistochemische Férbungen von gesundem OSE als Kontrollgewebe (40x Vergrofierung), benignen ovariellen Zystadenomproben
(20x Vergréfierung) sowie von seré6sem Ovarialkarzinomproben (20x Vergréfierung) mit elF5A1-Antikérper. (a) OSE-Gewebeschnitt mit schwacher Farbintensitdt, (b) OSE-

Gewebeschnitt mit moderater Farbintensitdt, (c) Zystadenom-Gewebeschnitt mit negativer Farbintensitdit, (d) OC-Gewebeschnitt mit starker Farbintensitdit.
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Abbildung 9 a-d: Ausgewdihlte immunhistochemische Férbungen von gesundem OSE als Kontrollgewebe (40x Vergrdofierung), benignen ovariellen Zystadenomproben
(20x Vergréfierung) sowie von serésen Ovarialkarzinomproben (20x Vergréfierung) mit elF5A2-Antikérper. (a) OSE-Gewebeschnitt mit schwacher Farbintensitdt, (b)

Zystadenom-Gewebeschnitt mit negativer Farbintensitdt, (c) OC-Gewebeschnitt mit schwacher Farbintensitét, (d) OC-Gewebeschnitt mit moderater Farbintensitdit.
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Abbildung 10 a-d: Ausgewdhlte immunhistochemische Féirbungen von gesundem OSE als Kontrollgewebe (40x Vergréfierung), benignen ovariellen Zystadenomproben

(20x Vergréflerung) sowie von serésen Ovarialkarzinomproben (20x Vergréfierung) mit elF5B-Antikérper. (a) OSE-Gewebeschnitt mit negativer Farbintensitdt, (b)

Zystadenom-Gewebeschnitt mit schwacher Farbintensitdt, (c) OC-Gewebeschnitt mit moderater Farbintensitdt, (d) OC-Gewebeschnitt mit starker Farbintensitdit.
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Abbildung 11 a-d: Ausgewdhlte immunhistochemische Féidrbungen von gesundem OSE als Kontrollgewebe (40x Vergrdfierung), benignen ovariellen Zystadenomproben

(20x Vergrofierung) sowie von serésen Ovarialkarzinomproben (20x Vergrdfierung) mit elF6-Antik6rper. (a) OSE-Gewebeschnitt mit negativer Farbintensitét, (b)

Zystadenom-Gewebeschnitt mit negativer Farbintensitdt, (c) OC-Gewebeschnitt mit schwacher Farbintensitdt, (d) OC-Gewebeschnitt mit starker Farbintensitdt.
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Abbildung 12 a-e: Immunhistochemische Féidrbungen von serésen OC-Proben in aufsteigender Farbintensitdt
(linkes Bild) und von gesundem OSE als Kontrolle (siehe Pfeile, rechtes Bild) mit elF4B-Antikérper. (a) negative

Anfdrbung, (b) schwache Intensitdt, (c) moderate Intensitdt, (d) starke Intensitdt, (e) negative Anfdrbung des OSE
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3.4 Ermittlung des Anteils an immunohistochemisch liberexpremierten elF-

Proteinen in Ovarialkarzinomen und Zystadenomen

Anteil an Uberexpression der elFs in Ovarialkarzinomen

Auf Grundlage der definierten Cut-off-Werte ergaben sich hinsichtlich einer Uberexpression
der elFs in OC folgende Ergebnisse, die in Abbildung 13 grafisch veranschaulicht sind.
Insgesamt wurden fiir elF4A1, -4B und 5A2 eine Uberexpression in <20% der Fille festgestellt.
Im Detail waren es fir elF4A1 15,6%, fir elF4B 18,2% und flir elF5A2 16,5% der Falle. Fir
elF5B und 6 wurden dagegen héhere Anteile an Uberexpression beobachtet. Bei elF5B zeigten
63,6% der Fille eine Uberexpression, bei elF6 waren es 39,6% der Fille. Keine Uberexpression

lag bei allen Fallen fir elF5A1 vor.
Vergleich des Anteils an Uberexpression der elFs zwischen OC und benignen Zystadenomen

Im nichsten Schritt wurde der Anteil an Uberexpression zwischen OC und benignen
Zystadenomen verglichen. Es zeigte sich fir alle elFs bis auf elF5A1 durchweg ein groRerer
Anteil an Uberexpression bei den OC im Vergleich zu den benignen Zystadenomen. Die
Signifikanz wurde mit Hilfe des Chi-Quadrat-Testes ermittelt. Bei elF4A1l wiesen die OC im
Vergleich zu den benignen Zystadenomen einen um 12,7% (p=0,098), bei elF4B 18,2%
(p=0,017), bei elF5A2 16,5% (p=0,016), bei elF5B 48,9% (p<0,001) und bei elF6 29,6%
(p=0,012) héheren Anteil an Fillen mit Uberexpression auf. Die meisten Fille mit statistisch
signifikanter Uberexpression wurden auch hier bei elF5B und elF6 beobachtet, fiir elF4A1
wurde nur eine Tendenz einer vermehrten Uberexpression in OC entdeckt. In Abbildung 14
sind die Vergleiche zwischen OC und benignen Zystadenomen fiir die sechs genannten elFs

grafisch in Balkendiagrammen demonstriert.
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Abbildung 13: Prozentualer Anteil der immunhistochemisch bestimmten Uberexpression und fehlenden/normalen
Expression der elF4A1, -4B, -5A1, -5A2, -5B und 6 in den untersuchten invasiven Ovarialkarzinomen, dargestellt in
sich ergédinzenden Balkendiagrammen (100%). EIF5A1 zeigte in dieser Studie keine Uberexpression. EIF4A1, -4B
und 5A2 zeigten eine Uberexpression <20 %. Mit 63,6% bzw. 39,6% zeigten elF5B und elF6 die héchsten

prozentualen Anteile an Uberexpression.
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Abbildung 14: Vergleich des prozentualen Anteils an immunhistochemisch bestimmter Uberexpression der

elF4A1, -4B, -5A1, -5A2, -5B und 6 zwischen den untersuchten Ovarialkarzinomen (OC) und benignen

Zystadenomen in Balkendiagrammen. Prozentuale Werte der Uberexpression: EIF4A1: OC mit 15,6 %,

Zystadenome mit 3,6% (p=0,098). EIF4B: OC mit 18,2%, Zystadenome mit 0% (p=0,017). EIF5A2: OC mit 16,5 %,

Zystadenome mit 0% (p=0,016). EIF5B: OC mit 63,6 %, Zystadenome mit 14,7 % (p<0,001). EIF6: OC mit 39,6 %,

Zystadenome mit 10% (p=0,012). EIF5A1 zeigte in dieser Studie weder in den invasiven Ovarialkarzinomen, noch

in den benignen Zystadenomen eine Uberexpression. Statistische Testanalyse: Chi-Quadrat-Test.
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3.5 Korrelation der elF-Expression und klinisch-pathologischen Eigenschaften von
Ovarialkarzinomen

Insgesamt wurde die Korrelation zwischen der immunhistochemisch, semiquantitativ

gemessenen Expression von elF4A1, -4B, -5A2, -5B und 6 und den klinisch-pathologischen

Daten der Ovarialkarzinome untersucht. Da elF5A1 keine Uberexpression gezeigt hatte, wurde

es fir diese Analyse nicht weiter betrachtet. In den Tabellen 14-18 sind fiir die ausgewahlten

flinf elFs Kreuztabellen demonstriert mit den statistischen p-Werten aus dem Chi-Quadrat-

Test.

3.5.1 Korrelation zwischen elF4A1-Expression und klinisch-pathologischen Daten

Immunbhistologisch lag in 15,6% der Falle eine elF4A1l-Uberexpression vor. Mit keiner der
klinisch-pathologischen Eigenschaften wurde im Rahmen des Chi-Quadrat-Tests eine
statistisch signifikante Assoziation (p<0,05) beobachtet. Mit zunehmend ginstigeren
prognostischen Faktoren lag ein hdherer Anteil an Uberexpression vor. So zeigten 30% der
Falle mit einem gut differenzierten Grading G1 eine Uberexpression, dagegen nur 4% bzw.
17% der Falle mit einem G2- bzw. G3-Grading (p=0,154). Dariber hinaus wiesen 25% der OC
mit negativem Lymphknotenstatus (pNO) eine Uberexpression auf, bei positivem
Lymphknotenstatus (pN1) war dies nur in 12% der Fall (p=0,333). Auch bei einem glinstigen
FIGO I-Stadium war der Anteil der Uberexpression von elF4A1 mit 30% héher als bei einem
spate FIGO IlI-Stadium mit 6% (p=0,066). Das gleiche galt fiir das pT-Stadium (p=0,307). Alles
in allem sind die hohen p-Werte auf die geringe Fallzahl der Patienten mit Uberexpression

zurlickzufihren (14 von 90 Fallen).

3.5.2 Korrelation zwischen elF4B-Expression und klinisch-pathologischen Daten

Von den 88 ausgewerteten Fillen konnte in 16 Fillen (18,2%) eine Uberexpression berichtet
werden. Alle Fille mit elF4B-Uberexpression lagen bei postmenopausalen Patienten (p=0,067)
vor. Die meisten dieser Falle wurden beim serésen histologischen Subtyp (13 der 16 Falle mit
Uberexpression, p=0,331) entdeckt. Zusitzlich reduzierte sich mit zunehmendem
histologischen Grading die Uberexpression von elF4B von 40% bei gut differenzierten
Tumoren (G1) auf 12,3% bei schlecht differenzierten Tumoren (G3) (p=0,083). Bezlglich des
FIGO-Stadiums lag in 13 der 16 Fille mit Uberexpression ein Stadium Il oder IV vor (p=0,270).

Auch wurde in 6 von 16 Fallen mit positivem Lymphknotenstatus (37,5%), dagegen nur in 4
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von 18 Fillen mit negativem Lymphknotenstatus (18,2%) eine elF4B-Uberexpression
beobachtet (p=0,182). Zuletzt zeigte sich signifikant vermehrte Uberexpression von elF4B bei
Patientinnen ohne Krankheitsprogress (32%) im Vergleich zu Fallen mit Krankheitsprogress

(12%, p=0,020).

3.5.3 Korrelation zwischen elF5A2-Expression und klinisch-pathologischen Daten

Von den 91 immunhistochemisch auf elF5A2 untersuchten Ovarialkarzinomen zeigten
lediglich 15 (16,5%) Falle eine Uberexpression. Es wurde insgesamt kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Expression und den klinisch-pathologischen Eigenschaften
Daten beobachtet. Bei 14 der 15 (93%) Fille mit Uberexpression waren die Patientinnen in
einem postmenopausalen Status (p=0,356). Hinsichtlich des Lymphknotenstatus zeigte ein
pN1-Stadium mit 31% der Fille eine elF5A2-Uberexpression im Gegensatz zum pNO-Stadium
mit nur 17 % der Falle (p=0,312).

3.5.4 Korrelation zwischen elF5B-Expression und klinisch-pathologischen Daten

Wie bereits beschrieben zeigten sich immunhistochemisch starke Farbungen von elF5B in
Ovarialkarzinomen. Sowohl zytoplasmatisch als auch nukledar war elF5B in den allermeisten
Fallen stark exprimiert. Hinsichtlich der klinisch-pathologischen Daten konnte eine signifikante
Beobachtung bei den histologischen Subtypen gemacht werden. Beim endometrioiden Subtyp
lag nur in 1 von 7 (14%) Fallen Gberexprimiertes elF5B vor, im Gegensatz zum serdsen und
klarzelligen Typ mit 46 von 65 (71%) bzw. 3 von 6 (50%) Fallen (p=0,039). Es wurde auch
beobachtet, dass mit zunehmender Malignitit der Anteil an elF5B-Uberexpression zunimmt.
Beziiglich des histologischen Gradings nahm dabei von G1 zu G3 der prozentuale Anteil an
elF5B-Uberexpression von 40% auf 68% zu (p=0,219) und von pT1 zu pT3 von 53% auf 68%
(p=0,484).

3.5.5 Korrelation zwischen elF6-Expression und klinisch-pathologischen Daten

Alles in allem konnten 96 Fille auf die elF6-Expression untersucht werden, von denen
immunhistochemisch 38 Fille (39,6%) eine Uberexpression aufwiesen. Zu allererst muss dabei
erwahnt werden, dass eine elF6-Uberexpression in prognostisch giinstigeren Faktoren zu
sehen war. Besonders war eine statistisch signifikante Korrelation zwischen friihem FIGO-
Stadium bzw. friihem pT-Stadium und elF6-Uberexpression zu beobachten. In einem pT1-

Stadium zeigten 62% eine Uberexpression des Proteins, dagegen nur 35% im pT3-Stadium
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(p=0,043). Parallel dazu zeigten 65% der Patientinnen im frihen FIGO I-Stadium eine
Uberexpression von elF6, im FIGO lll- und IV-Stadium waren es jeweils nur 36 % (p=0,039).
Zusatzlich sind folgende Tendenzen aufgefallen. Bei dem gréReren Teil der Falle mit elF6-
Uberexpression lag ein postmenopausaler Status vor (p=0,362). Ein gut differenziertes G1-
Grading zeigte in 67% der Fille eine Uberexpression, bei G2- bzw. G3-gradierten

Ovarialkarzinomen lediglich in 30% bzw. 38% der Falle (p=0,101).
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Tabelle 14: Assoziation zwischen der Expression von elF4A1 und der klinisch-pathologischen Eigenschaften der

Patienten mit Ovarialkarzinom.

elF4A1
Eigenschaft Total Normale Expression Uberexpression p-Wert @
Gesamt 90 76 (84%) 14 (16%)
Alter 0,398
<50 13 12 (92%) 1(8%)
>50 77 64 (83%) 13 (17%)
Histologischer Subtyp 0,922
Seros 63 52 (83%) 11 (17%)
Muzinos 2 2 (100%) 0 (0%)
Endometrioid 9 8 (89%) 1(11%)
Klarzellig 6 5(83%) 1(17%)
Andere 10 9 (90%) 1(10%)
Histologisches Grading 0,154
Gl 10 7 (70%) 3 (30%)
G2 22 21 (96%) 1(4%)
G3 58 48 (83%) 10 (17%)
pT-Status 0,307
pT1 21 16 (76%) 5(24%)
pT2 14 11 (79%) 3(21%)
pT3 55 49 (89%) 6 (11%)
pN-Status 0,333
pNO 24 18 (75%) 6 (25%)
pN1 16 14 (88%) 2 (12 %)
FIGO-Stadium 0,066
I 20 14 (70%) 6 (30%)
Il 13 11 (85%) 2(15%)
1l 46 43 (94%) 3 (6%)
\% 11 8 (73%) 3(27%)
Rezidiv 0,302
nein 28 22 (79%) 6 (21%)
ja 62 54 (87%) 8 (13%)

a pearson Chi-Quadrat-Test
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Tabelle 15: Assoziation zwischen der Expression von elF4B und der klinisch-pathologischen Eigenschaften der

Patienten mit Ovarialkarzinom.

elF4B
Eigenschaft Total Normale Expression Uberexpression p-Wert @
Gesamt 88 72 (82%) 16 (18%)
Alter 0,067
<50 13 13 (100%) 0 (0%)
>50 75 59 (79%) 16 (21%)
Histologischer Subtyp 0,331
Seros 63 50 (79%) 13 (21%)
Muzinos 2 2 (100%) 0 (0%)
Endometrioid 9 9 (100%) 0 (0%)
Klarzellig 5 3 (60%) 2 (40%)
Andere 9 8 (89%) 1(11%)
Histologisches Grading 0,083
Gl 10 6 (60%) 4 (40%)
G2 21 16 (76%) 5(24%)
G3 57 50 (88%) 7 (12%)
pT-Status 0,426
pT1 19 16 (84%) 3(16%)
pT2 14 13 (93%) 1(7%)
pT3 55 43 (78%) 12 (22%)
pN-Status 0,182
pNO 22 18 (82%) 4 (18%)
pN1 16 10 (62%) 6 (38%)
FIGO-Stadium 0,270
I 18 15 (83%) 3(17%)
Il 13 13 (100%) 0 (0%)
I 46 36 (78%) 10 (22%)
v 11 8 (73%) 3(27%)
Rezidiv 0,020
nein 28 19 (68%) 9 (32%)
ja 60 53 (88%) 7 (12%)

a pearson Chi-Quadrat-Test
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Tabelle 16: Assoziation zwischen der Expression von elF5A2 und der klinisch-pathologischen Eigenschaften der

Patienten mit Ovarialkarzinom.

elF5A2
Eigenschaft Total Normale Expression Uberexpression p-Wert @
Gesamt 91 76 (84%) 15 (16%)
Alter 0,356
<50 13 12 (92%) 1(8%)
>50 78 64 (82%) 14 (18%)
Histologischer Subtyp 0,690
Seros 66 54 (82%) 12 (18%)
Muzinos 2 2 (100%) 0 (0%)
Endometrioid 8 6 (75%) 2 (25%)
Klarzellig 5 5 (100%) 0 (0%)
Andere 10 9 (90%) 1(10%)
Histologisches Grading 0,305
Gl 11 8 (73%) 3(27%)
G2 22 17 (77%) 5(23%)
G3 58 51 (88%) 7 (12%)
pT-Status 0,504
pT1 20 15 (75%) 5(25%)
pT2 13 11 (85%) 2 (15%)
pT3 58 50 (86%) 8 (14%)
pN-Status 0,312
pNO 23 19 (83%) 4 (17%)
pN1 16 11 (69%) 5(31%)
FIGO-Stadium 0,527
I 19 14 (74%) 5(26%)
Il 12 11 (92%) 1(8%)
1l 50 42 (84%) 8 (16%)
v 10 9 (90%) 1(10%)
Rezidiv 0,178
nein 29 22 (76%) 7 (24%)
ja 62 54 (87 %) 8 (13%)

a pearson Chi-Quadrat-Test
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Tabelle 17: Assoziation zwischen der Expression von elF5B und der klinisch-pathologischen Eigenschaften der

Patienten mit Ovarialkarzinom.

Eigenschaft Total Normale Expression  Uberexpression p-Wert @
Gesamt 88 32 (36%) 56 (64%)
Alter 0,650
<50 13 4 (31%) 9 (69%)
>50 75 28 (37%) 47 (63%)
Histologischer Subtyp 0,039
Seros 65 19 (29%) 46 (71%)
Muzinos 1 0 (0%) 1 (100%)
Endometrioid 7 6 (86%) 1(14%)
Klarzellig 6 3 (50%) 3 (50%)
Andere 9 4 (44%) 5 (56%)
Histologisches Grading 0,219
Gl 10 6 (60%) 4 (40%)
G2 18 7 (39%) 11 (61%)
G3 60 19 (32%) 41 (68%)
pT-Status 0,484
pT1 19 9 (47%) 10 (53%)
pT2 13 5 (39%) 8 (61%)
pT3 56 18 (32%) 36 (68%)
pN-Status 0,717
pNO 23 9 (39%) 14 (61%)
pN1 15 5(33%) 10 (67%)
FIGO-Stadium 0,234
I 18 8 (44%) 10 (56%)
Il 13 6 (46%) 7 (54%)
I 48 13 (27%) 35 (73%)
\% 9 5 (56%) 4 (44%)
Rezidiv 0,930
nein 27 10 (37%) 17 (63%)
ja 61 22 (36%) 39 (64%)

a pearson Chi-Quadrat-Test
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Tabelle 18: Assoziation zwischen der Expression von elF6 und der klinisch-pathologischen Eigenschaften der

Patienten mit Ovarialkarzinom.

elF6
Eigenschaft Total Normale Expression Uberexpression p-Wert @
Gesamt 96 58 (60%) 38 (40%)
Alter 0,362
<50 14 10 (71%) 4 (29%)
>50 82 48 (59%) 34 (41%)
Histologischer Subtyp 0,716
Seros 68 39 (57%) 29 (43%)
Muzinos 3 2 (67%) 1(33%)
Endometrioid 9 7 (78%) 2(22%)
Klarzellig 6 3 (50%) 3 (50%)
Andere 10 7 (70%) 3 (30%)
Histologisches Grading 0,101
Gl 12 4 (33%) 8 (67%)
G2 23 16 (70%) 7 (30%)
G3 61 38 (62%) 23 (38%)
pT-Status 0,043
pT1 21 8 (38%) 13 (62%)
pT2 13 10 (77%) 3(23%)
pT3 62 40 (65%) 22 (35%)
pN-Status 0,748
pNO 26 14 (54%) 12 (46%)
pN1 17 10 (59%) 7 (41%)
FIGO-Stadium 0,039
I 20 7 (35%) 13 (65%)
Il 12 10 (83%) 2(17 %)
I 50 32 (64%) 18 (36%)
v 14 9 (64%) 5(36%)
Rezidiv 0,883
nein 32 19 (59%) 13 (41%)
ja 64 39 (61%) 25 (39%)

a pearson Chi-Quadrat-Test
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3.6 Uberlebenszeitanalyse von elF-Expression und klinisch-pathologischen Daten

3.6.1 Korrelation zwischen klinisch-pathologischen Daten und Krankheitsfreiem Uberleben
Um die Représentativitit der Fille der Ovarialkarzinome zu belegen wurden Uberlebenszeit-
analysen in Abhadngigkeit der klinisch-pathologischen Eigenschaften angefertigt. Flr das
krankheitsfreie Uberleben (DFS) stellten das FIGO-Stadium (p=0,008), das pT-Stadium
(p=0,003) und das histologische Grading (p=0,020) signifikante Faktoren dar. Mit
zunehmendem FIGO/pT-Stadium bzw. Grading verschlechterte sich dabei erwartungsgemanR
das DFS. In Abbildung 15 sind diese Zusammenhange grafisch in Kaplan-Meier-Kurven fir das

FIGO-Stadium und histologische Grading demonstriert. Die Signifikanz wurde durch den log-

rank-Test ermittelt. (a)
(b)
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse (DFS) in Abhéngigkeit von FIGO-Stadium (a) und histo-
logischem Grading (b) bei n=101 invasiven Ovarialkarzinomen. Mit steigendem FIGO-Stadium und zunehmender

histologischer Entdifferenzierung nimmt das DFS signifikant ab (p=0,008 bzw. p=0,020).

3.6.2 Korrelation zwischen elF-Expression und Krankheitsfreiem Uberleben

Im nachsten Schritt wurde das DFS fir die elF4A1, -4B, -5A2, -5B und 6 ermittelt. Hierbei
konnte flr elF4A1 (p=0,643), -5A2 (p=0,334), 5B (p=0,784) und elF 6 (p=0,806) kein Trend und
keine Signifikanz gezeigt werden. Dagegen wurde fir elF4B (p=0,034) ein statistisch
signifikantes Ergebnis beobachtet. Hierbei korrelierte elF4B-Uberexpression mit einem
glinstigeren krankheitsfreien Uberleben. In Abbildung 16 sind die erlduterten Ergebnisse

grafisch in Kaplan-Meier-Kurven zusammengestellt.
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen (DFS) in Abhédngigkeit der Expression von elF4A1 (a), elF4B

(b), elF5A2 (c), elF5B (d), und elF6 (e) in den untersuchten invasiven Ovarialkarzinomen. In den Kaplan-Meier-

Analysen wurde beziiglich des DFS fiir elF4B ein signifikantes Ergebnis beobachtet (p=0,034), Uberexpression von

elF4B zeigt dabei ein giinstigeres krankheitsfreies Uberleben. Bei dem Rest der ausgewdhlten elFs wurde

beziiglich des DFS kein statistisch signifikantes Ergebnis gesehen.
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3.6.3 Korrelation zwischen elF-Expression und Gesamtiiberleben

Als letztes wurde der Zusammenhang zwischen der elF-Expression und dem Gesamtiiberleben
der Patientinnen analysiert. Hierbei war lediglich fur elF4B (p=0,093) ein statistischer Trend
erkennbar. EIF4B-Uberexpression korrelierte dabei mit einem besseren Gesamtiiberleben. In
Abbildung 17 sind die Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtiiberleben grafisch dargestellt und
fiir elF4A1 (p=0,975), -5A2 (p=0,609), -5B (p=0,997) und 6 (p=0,412) die statistischen p-Werte

gezeigt.
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen (Gesamtiiberleben) in Abhéngigkeit der Expression von
elF4A1 (a), elF4B (b), elF5A2 (c), elF5B (d), und elF6 (e) in den untersuchten invasiven Ovarialkarzinomen. In den
Kaplan-Meier-Analysen wurde beziiglich des Gesamtiiberlebens fiir elF4B eine statistische Tendenz beobachtet
(p=0,094), Uberexpression von elF4B korreliert dabei mit einem giinstigeren Gesamtiiberleben. Bei dem Rest der

ausgewdhlten elFs wurde beziiglich des Gesamtiiberlebens kein statistisch signifikantes Ergebnis gesehen.

3.7 Univariate Analyse klinisch-pathologischer Eigenschaften und von elF4B

In einer univariaten Analyse wurden fir ausgewahlte klinisch-pathologische Faktoren sowie
der Expression von elF4B das Risiko (HR) eines Rezidivs (DFS) bzw. fiir das Versterben
(Gesamtiiberleben) der Patientinnen mit Ovarialkarzinomen ermittelt. Hierbei stellten das
FIGO-Stadium (HR=1,508, 95% CI=1,157-1,965, p=0,002) sowie das histologische Grading
(HR=1,711, 95% ClI=1,157-2,531, p=0,007) fir das krankheitsfreie Uberleben (DFS)
prognostisch ungiinstige Faktoren dar. Die Expression von elF4B (HR=0,435, 95% CI=0,197-
0,961, p=0,040) zeigte sich, statistisch signifikant, als prognostisch gilinstiger Faktor fir das
krankheitsfreie Uberleben. Der serése Subtyp wies eine statistische Tendenz als prognostisch
ungiinstigen Faktor fur das krankheitsfreie Uberleben auf (HR=1,642, 95% CI=0,930-2,898,
p=0,087).

Hinsichtlich des Gesamtlberlebens wurden das FIGO-Stadium (HR=1,647, 95% Cl=1,198-
2,265, p=0,002) und das histologische Grading (HR=1,535, 95% Cl=1,003-2,349, p=0,048) als
statistisch signifikante ungiinstige Prognosefaktoren ermittelt. Tendenzen als prognostisch
glnstiger Faktor wurden bei der elF4B-Expression (HR=0,458, 95% Cl=0,180-1,167, p=0,102)
beobachtet. Der histologische Subtyp korrelierte nicht mit dem Gesamtiberleben (HR=1,070,
95% ClI=0,590-1,942, p=0,824). Die restlichen untersuchten elFs (nicht in Tabelle 19 und 20

aufgelistet) zeigten in der Analyse fiir das krankheitsfreie Uberleben als auch fiir das
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Gesamtlberleben keine statistische Tendenz und Signifikanz. In Tabelle 19 und 20 sind die

Ergebnisse zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 19: Univariate Analyse des krankheitsfreien Uberlebens (DFS) der Patientinnen mit Ovarialkarzinom.

Variable Hazard Ratio 95% Cl des HR p-Wert
elF4B? 0,435 0,197-0,961 0,040
FIGO-Stadium® 1,508 1,157-1,965 0,002
Histologisches Grading® 1,711 1,157-2,531 0,007
Histologischer Subtyp® 1,642 0,930-2,898 0,087

® Normale Expression vs. Uberexpression
® FIGO I vs. FIGO Il vs. FIGO Il vs. FIGO IV
“Glvs.G2vs. G3

4 Nicht-serds vs. serdse Subtypen

Tabelle 20: Univariate Analyse des Gesamtiiberleben der Patientinnen mit Ovarialkarzinom.

Variable Hazard Ratio 95% Cl des HR p-Wert
elF4B?2 0,458 0,180-1,167 0,102
FIGO-Stadium® 1,647 1,198-2,265 0,002
Histologisches Grading® 1,535 1,003-2,349 0,048
Histologischer Subtyp® 1,070 0,590-1,942 0,824

2 Normale Expression vs. Uberexpression
® FIGO | vs. FIGO Il vs. FIGO IIl vs. FIGO IV
©G1lvs. G2 vs. G3

4 Nicht-serds vs. serdse Subtypen

3.8 Multivariate Analyse klinisch-pathologischer Daten und von elF4B

Durch Cox-Regression wurden fiir das krankheitsfreie Uberleben (DFS) und das
Gesamtiberleben mehrere relevante prognostische Faktoren aus Kap. 3.7 in einem Modell
analysiert, um unabhangige prognostische Faktoren ausfindig zu machen. Im Modell sind
dabei als Variablen neben der elF4B-Uberexpression das FIGO-Stadium und das histologische
Grading eingegangen. Bezliglich des DFS konnte in diesem Modell fir die histologischen
Subtypen kein signifikanter Zusammenhang gefunden werden, trotz statistischer Tendenz in

der univariaten Analyse.
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Es konnte gezeigt werden, dass die elF4B-Uberexpression (HR=0,336, 95% Cl=0,144-0,785,

p=0,012 bzw. HR=0,351, 95% Cl=0,133-0,929, p=0,035) einen unabhadngigen prognostisch

glinstigen Faktor sowohl fiir das krankheitsfreie Uberleben als auch fiir das Gesamtiiberleben

der Patientinnen mit invasivem Ovarialkarzinom darstellt. Als starkster unabhangiger,

ungunstiger Prognosefaktor stellte sich in beiden Analysen das FIGO-Stadium (HR=4,602, 95%

Cl=1,451-14,595, p=0,010 bzw. HR=4,075, 95% Cl=1,145-14,508, p=0,030) heraus. In Tabelle

21 und 22 sind diese Analysen dargestellt.

Tabelle 21: Multivariate Analyse des krankheitsfreien Uberlebens der Patientinnen mit Ovarialkarzinom.

Variable Hazard Ratio 95% Cl des HR p-Wert
elF4B?2 0,336 0,144-0,785 0,012
FIGO-Stadium® 4,602 1,451-14,595 0,010
Histologisches Grading® 1,611 0,466-5,571 0,452

® Normale Expression vs. Uberexpression
PFIGO I vs. FIGO IV
©G1vs. G2 und G3

Tabelle 22: Multivariate Analyse des Gesamtiiberleben der Patientinnen mit Ovarialkarzinom.

Variable Hazard Ratio 95% Cl des HR p-Wert
elF4B?2 0,351 0,133-0,929 0,035
FIGO-Stadium® 4,075 1,145-14,508 0,030
Histologisches Grading® 1,909 0,415-8,790 0,406

2 Normale Expression vs. Uberexpression
°FIGO | vs. FIGO IV
©G1lvs.G2und G3
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der eukaryotischen Initiationsfaktoren 4A1, -4B, -4E, -
4G, -5A1, -5A2, -5B und 6 fir invasive Ovarialkarzinome untersucht. Zusatzlich wurde ein
Vergleich der Expression dieser Proteine zwischen malignen und benignen Ovarialtumoren
durchgefiihrt. Grundlage der Untersuchungen waren immunohistochemische Farbungen von

TMA-Schnitten.

4.1 Klinisch-Pathologische Eigenschaften des Patientenkollektivs

Das Alter der Patientinnen lag zwischen 20 und 82 Jahren, das durchschnittliche Alter betrug
etwa 61 Jahre. Damit liegt dieser Wert nah am vom Robert-Koch-Institut (2016)
veroffentlichten Wert mit 68 Jahren [117]. In etwa 2/3 der Falle wurde bei Erstdiagnose ein
fortgeschrittenes FIGO-Stadium 1ll-IV  festgestellt. Die 5-Jahresliberlebensrate der
Patientinnenkohorte ergab einen Wert von ca. 45%, wobei Patientinnen mit einem fritheren
FIGO-Stadium erwartungsgemaR auch eine bessere Uberlebensrate aufwiesen. Damit liegen
diese Werte sehr nah bei den Werten, die vom Robert-Koch-Institut 2016 veréffentlicht
wurden. Diese gaben an, dass 76% der Patientinnen in einem FIGO |IlI-IV Stadium
diagnostiziert werden und die Patientinnen eine 5-Jahresiiberlebensrate von 47% zeigen.
Bezliglich der Verteilung der histologischen Subtypen (s. Abb. 1) Iasst sich sagen, dass sie mit
der Verteilung in anderen Studien lber Ovarialkarzinome groRtenteils Ubereinstimmung
erfahrt [25]. Demnach machen auch in dieser Kohorte die serésen OC mit 71% die meisten
Falle aus, gefolgt von den endometrioiden und klarzelligen OC mit 9 bzw. 7% und den
muzinésen OC mit 3% der Falle. Hinsichtlich des histologischen Gradings wiesen nur etwa 12%
der invasiven Ovarialkarzinome ein gut differenziertes histologisches Bild (G1) auf, der Rest
zeigte ein maRig bis schlecht differenziertes Grading (G2/G3). Nach heutiger Auffassung waren
damit die potentiellen LGSC unterreprasentiert. ErwartungsgemadR sinkt signifikant mit
zunehmendem histologischen Grading das krankheitsfreie Uberleben der Patientinnen mit
invasivem Ovarialkarzinom (s. Abb. 8b). Alle Patientinnen haben eine leitliniengerechte
Therapie erfahren, die eine operative Entfernung des Tumors (sofern moglich) und eine
adjuvante platin-basierte Chemotherapie beinhaltete.

Alles in allem stellt das vorliegende Patientinnenkollektiv hinsichtlich der klinischen

Eigenschaften eine reprasentative Kohorte dar.
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4.2 Vergleich der elF-Expressionsmuster zwischen benignen Zystadenomen

und invasiven Ovarialkarzinomen

In zweierlei Hinsicht wurde ein Vergleich der Expression der ausgewahlten acht elFs zwischen
benignen Zystadenomen und invasiven Ovarialkarzinomen unternommen.

Zunachst wurde der mittlere SI der beiden Gruppen fiir jeden elF berechnet, anschlieRend
wurden diese verglichen. Fir die elF4B, -5A1, -5A2, -5B und 6 zeigte sich ein signifikant
héherer durchschnittlicher Sl bei OC als bei den benignen Zystadenomen. Es muss hinzugefiigt
werden, dass die durchschnittlichen Sl fiir elF4B, -5A1, und -5A2 bei OC relativ niedrig waren,
welches sich darauf zurlckfihren lasst, dass insgesamt eine GrofRzahl der Falle einen SI=0
hatten und somit eine sehr geringe Expression aufwiesen. Die Aussagekraft der Ergebnisse
beim Vergleich der mittleren Sls zwischen OC und Zystadenomen fiir elF4B, -5A1 und -5A2 ist
demnach nur begrenzt.

Nachdem Cut-off-Werte fiir Uberexpression bei sechs der acht elFs mit Hilfe von gesunden
Ovarien als Kontrollgewebe bestimmt worden waren, wurde der Anteil an Uberexpression
zwischen OC und benignen Zystadenomen verglichen. Aufgrund des malignen Charakters der
OC und damit einhergehend deregulierter zellularer Mechanismen, war wie erwartet ein
signifikant héherer Anteil an Uberexpression in OC-Gewebe fiir die elF4B, -5A2, -5B und 6 zu
verzeichnen, elF5A1 zeigte im Vergleich in keinem der Fille eine Uberexpression. Bei beiden
Vergleichen zeigte elF4A1 lediglich eine Tendenz fiir vermehrte Uberexpression in OC. Fiir die
elF5A2 und (phosphoryliertem-) elF4E liegen Untersuchungen vor, bei dem eine
Uberexpression dieser Faktoren in Ovarialkarzinomen berichtet wurde. In der Studie von Yang
et al. (2008) wurden insgesamt 30 benigne ovarielle Zystadenome, 30 Borderline-Tumore und
110 invasive Ovarialkarzinome auf Expression und klinische Relevanz des elF5A2 untersucht.
Beziglich der immunhistochemischen Expression von elF5A2 konnte interessanter Weise
gezeigt werden, dass mit zunehmendem Malignitatsgrad der Anteil an Uberexpression von
elF5A2 in benignen Zystadenomen (7%) Uber Borderline-Tumore (30%) bis hin zu invasiven
Ovarialkarzinomen (53%) stetig zunahm. Als Uberexpression wurde bei einem méglichen IHC-
Score zwischen 0-12, wie in dieser Arbeit, ein Wert von >4 definiert [96]. Dass elF5A2 in
Ovarialkarzinomen einen héheren Anteil an Uberexpression aufweist als in benignen
Zystadenomen konnte auch in dieser Arbeit beobachtet werden, jedoch mit einem geringeren

Wert. Wahrend in der Studie von Yang et. al bei 58 von 110 Ovarialkarzinomen (53%) und 2
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von 30 benignen Zystadenomen (7%) eine elF5A2-Uberexpression vorlag [96], zeigte sich hier
nur in 16 von 91 Ovarialkarzinomen (16,5%) und in 0 von 31 benignen Zystadenomen (0%)
eine entsprechende Uberexpression. Es kann dennoch gesagt werden, dass die Ergebnisse in
der Tendenz Ubereinstimmen. EIF5A2 ist ein Protein, welches durch einen Abschnitt des
Chromosoms 3q26.2 kodiert wird und 82% Ubereinstimmung mit der Aminosiuresequenz des
elF5A1 aufweist. EIF5A1 wird an anderer Stelle durch das Chromosom 17p13.1 kodiert. Die
Amplifikation der Chromosomenregion 3q25-3q26 ist eines der haufigsten chromosomalen
Verdnderungen in Ovarialkarzinomen [119]. Eine Erklarung fiir die Uberexpression wire damit
eine Genamplifikation des EIF5A2-Gens, welches lber ungebremster zelluldren Proliferation
zum malignen Charakter der Tumore beitrigt [96]. Weiterhin wurde zur Uberpriifung dieser
Hypothese mittels FISH-Analyse untersucht, wie sich die Amplifikation des EIF5A2-Gens bei
den Karzinomen mit elF5A2-Uberexpression verhilt. Dabei wurde in allen Fillen (10/10) mit
Amplifikation des EIF5A2-Gens eine Uberexpression von elF5A2 beobachtet, umgekehrt
jedoch gab es viele Fille (25/63) bei der trotz Uberexpression von elF5A2 keine Amplifikation
dieser Genregion erkennbar war. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass Amplifikation des
EIF5A2-Gens ein méglicher Mechanismus fiir die Erklarung der Uberexpression von elF5A2 ist,
jedoch missen weitere molekulare Mechanismen, wie zum Beispiel transkriptionale und
posttranslationale Regulation, in Betracht gezogen werden [96].

In einer weiteren Studie wurde von Noske et al. (2008) unter anderem das
Expressionsverhalten von p-elF4E untersucht. Hierzu wurden 84 Ovarialkarzinome, 14
Borderline-Tumore und 10 benigne ovarielle Ldsionen herangezogen. In der immun-
histochemischen Farbung wurde in 44 von 79 (55,7%) Ovarialkarzinomen und in keiner der
anderen Entititen eine Uberexpression erfasst. Auch hier lag der Cut-off-Wert bei einem IHC-
Score zwischen 0-12 bei >4 [85]. In der vorliegenden Arbeit konnte fiir elFAE lediglich ein
Vergleich der SI zwischen OC und benignen Zystadenomen durchgefiihrt werden. Hier zeigte
sich jedoch bei den OC ein durchschnittlicher S, der nah bei 0 lag mit X(SI)= 0,17+0,70. Bei den
benignen Zystadenomen konnte jedoch wie in der Untersuchung von Noske et al. keine
Expression von elF4E beobachtet werden. Fraglich ist bei dieser Uberlegung der Vergleich
zwischen der immunhistochemischen Expression von p-elF4E und unmodifiziertem elF4E. Fir
die anderen beiden Subgruppen des elF 4F-Komplexes, elF4A und elF4G wurden in anderen
malignen Tumoren (s. Kap. 1.2.4.1) Uberexpression beobachtet. Die Helicase-Aktivitdt von

elF4A1 wird durch elF4B stimuliert [120]. EIF4B ist wiederum ein Zielprotein des
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PI13K/Akt/mTOR-Signalwegs Uber die Aktivierung von S6K [121]. In Abl-transformierten Zellen,
wie sie in humanen leukdmischen Zellen vorkommen, scheint elF4B ein Uberlebens-
notwendiger Mediator zu sein, da ein elF4B-Knockdown der Zellen apoptotische Prozesse in
Gang bringt [122]. Eine Uberexpression von p-elF4B wurde in hepatozelluidren Karzinomen
berichtet [123]. Bislang existiert keine Studie Uber die Uberexpression von elF4B in
Ovarialkarzinomen. In dieser Arbeit wurde in 16 von 88 (18,2%) invasiven Ovarialkarzinomen
eine Uberexpression dieses Proteins beobachtet, benigne Zystadenome zeigten dagegen in
keiner der 27 Falle eine Expression (p=0,017).

Eine weitere Erkenntnis in dieser Arbeit war die starke Uberexpression von elF5B in invasiven
Ovarialkarzinomen (63,9% der Falle) im Vergleich zu benignen Zystadenomen (14,7% der
Falle). In Glioblastomen und hepatozelluldren Karzinomen wurde bereits eine Rolle von elF5B
in der Karzinogenese beschrieben [99, 124]. Uber Verstirkung der Translation von
Uberlebensnotwendigen antiapoptotischen Proteinen wie XIAP und Bcl-xL fordert elF5B die
Karzinogenese von Glioblastomen [124].

Lee et al. (2014) haben in einem Experiment unter anderem das Expressionsverhalten von
elF5B an unreifen Oozyten untersucht. Es sollte dargestellt werden inwiefern elF5B seine Rolle
im Zellzyklus entfaltet. Unreife Oozyten eignen sich hierbei gut, da sie sich hinsichtlich der
Phasen des Zellzyklus in einer Ruhephase befinden, die der GO-Phase in vielen Eigenschaften
ahnelt. Zum einen wurde beobachtet, dass ein Fortschreiten des Entwicklungsstadiums der
unreifen Eizelle mit einer erhéhten elF5B-Expression einhergeht. Zum anderen konnte gezeigt
werden, dass eine Uberexpression von elF5B eine erhdéhte Translation und Reifung der
Eizellen bewirkt und damit als eine Art ,GO-Antagonist® wirkt [125]. In dieser Arbeit konnte
signifikant gezeigt werden, dass elF5B in serésen OC (70,8%) weitaus haufiger liberexprimiert
ist als in endometrioiden OC (14,3%, p=0,039). Es wurde in Kap. 1.1.2.5 beschrieben, dass
TP53-Muationen typisch fiir serése OC sind, jedoch selten in Typ-1-Ovarialkarzinomen
beobachtet werden. TP53 agiert als Tumorsupressorgen und ist unter anderem ein
essentieller Bestandteil in der Kontrolle des Zellzyklus. Bei Beschadigung der DNA leitet p53
entweder einen Zellzyklusarrest oder bei irreparablen Schaden Apoptose ein. Alterationen des
TP53-Gens férdern Tumorwachstum [126]. Bei Kombination der Ergebnisse von Lee et al. und
denen dieser Arbeit, kénnte sich ableiten lassen, dass Uberexpression von elF5B zu einer

ungehemmten Translation und damit Tumorwachstum aufgrund fehlender Regulation des
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mutierten p53-Proteins fuhrt. Zur Fortfihrung dieser Hypothese misste das Zusammenspiel
zwischen p53-Mutation und elF5B weiter analysiert werden.

Ein relativ hoher Anteil an Uberexpression wurde schlieRlich auch bei elF6 beobachtet. In 38
von 96 invasiven Ovarialkarzinomen (39,6%) wurde eine Uberexpression von elF6 beobachtet,
dagegen nur in 2 von 20 (10%) benignen Zystadenomen (p=0,012). Frilhere Untersuchungen
zeigen in einer Vielzahl von Malignomen eine Uberexpression von elF6, hierzu gehdren
Gallenblasenkarzinome, kolorektale Karzinome, Kopf-Hals-Karzinome, Lungenkarzinome und
Ovarialkarzinome [105-109]. Flavin et al. untersuchten die Rolle von elF6, sowie Dicer und
Drosha, Proteine der Produktion von miRNA, in invasiven serdsen Ovarialkarzinomen. EIF6
wird vom RISC-Komplex rekrutiert und fihrt Gber miRNA-vermittelte RNA-Interferenz zu
repressiven Effekten der Proteinbiosynthese von mRNA [104]. Aus diesem Grund wurde in
dieser Studie, neben Dicer und Drosha, elF6 mituntersucht. Mittels immunhistochemischer
Farbungen wurden 65 serdse Ovarialkarzinome auf die Expression von elF6 und Dicer
analysiert. In 52 von 65 Fillen (80%) wurde dabei eine Uberexpression von elF6 berichtet.
Dicer zeigte ebenfalls eine Uberexpression (74%). Als Kontrollgewebe diente das
Oberflachenepithel von gesunden Ovarien. Damit zeigte diese Studie etwa einen doppelt so
hohen Anteil an Uberexprimiertem elF6 als in dieser Arbeit ermittelt wurde. Hierzu muss
hinzugefligt werden, dass die immunhistochemische Auswertung in der Studie von Flavin et
al. anders durchgefiihrt wurde als in dieser Arbeit. Es wurde lediglich die Intensitat zwischen
0-3 gemessen, wobei der Cut-Off-Wert bei >1,6 definiert wurde. Die Uberexpression von elF6
kann vermutlich durch Genamplifikation erklart werden, da der Chromosomenlokus 20q12-
13, auf dem das Gen fiir die Expression von elF6 lokalisiert ist, in Ovarialkarzinomen haufig
amplifiziert ist [127]. Genamplifikation flihrt dann zu einer Akkumulation von elF6 [105].

Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg ist fir eukaryotische Initiationsfaktoren wie elF4E oder elF4B
essentiell fir die translatorische Regulation. EIF6, welches als Anti-Assoziationsfaktor der 60S-
und 40S-Untereinheit von Ribosomen fungiert, scheint von diesem Signalweg nicht
kontrolliert zu werden [109]. Stattdessen erfolgt eine Regulation der Expression von elF6 zum
einen durch den GABP-Komplex, welches als Transkriptionsfaktor die Promotorregion von
elF6 aktiviert [128]. Zum anderen berichten Benelli et al., dass in A2780 Ovarialkarzinom-
Zelllinien eine Stimulation des Notch-1-Signalwegs zu einer 2 bis 3-fach erhéhten Expression
von elF6 geflihrt hat. Dieser Mechanismus scheint RBP-JK-abhangig zu sein [129]. Der Notch-

Signalweg ist somit als wichtiges transkriptorisches Regulationselement des elF6 anzusehen.
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4.3 Zusamenhang zwischen klinisch-pathologischen Eigenschaften und elF-

Expression in Ovarialkarzinomen
Kontrollgewebe lag fiir die elF4A1l, -4B, -5A1, -5A2, -5B und 6 vor, somit wurde auch nur an
diesen elFs der Zusammenhang zwischen klinisch-pathologischen Daten und Uberexpression
untersucht. Wie bereits erwihnt, wurde fiir elF5A1 in keinem der Fille eine Uberexpression

beobachtet.

4.3.1 Uberexpression von elF4A1 hingt mit giinstigen klinischen-pathologischen
Faktoren zusammen

In dieser Arbeit gab es Hinweise, dass eine Uberexpression von elF4A1 vermehrt in gut-
differenzierten Ovarialkarzinomen und in ginstigen pT-, pN- und FIGO-Stadien vorkommt,
wenn auch ohne statistische Signifikanz. EIF4A1 ist eine RNA-abhidngige Helicase und
entwindet Haarnadel-strukturen in der 5'-UTR-Region von mRNA, welche fir die Translation
inhibitorisch wirken [60]. Die Bedeutung dieses Proteins wurde in Ovarialkarzinomen nach
aktuellem Stand nicht beschrieben. Kirzlich wurde in Magenkarzinomen eine hohe
intratumorale Expression von elF4Al berichtet, welches mit schlechter Differenzierung,
fortgeschrittenem TNM-Stadium und schlechter Prognose fiir das Uberleben betroffener
Patienten zusammenhangt. In Zelllinien von Magenkarzinomen wurde dariiber hinaus gezeigt,
dass Uberexprimiertes elF4A1 die Migration und invasiven Fahigkeiten der Zellen férdert [83].
Ein solcher Zusammenhang konnte fir invasive Ovarialkarzinome nicht beschrieben werden.
Im Gegenteil, elF4A1-Uberexpression scheint mit besseren prognostischen Faktoren
zusammenzuhdngen. Weiterflihrende Studien mit hoheren Fallzahlen sind nétig um diese

Erkenntnis weiter auszufiuhren.

4.3.2 Uberexpression von elF4B hingt mit fortgeschrittenen pT- und pN-Stadien,
gut differenzierten histologischen Eigenschaften und einer geringeren
Rezidivrate zusammen

Interessanterweise konnten statistische Tendenzen gesehen werden, dass eine Uber-

expression von elF4B vermehrt in gut differenzierten Tumoren vorkommt. Auch in

fortgeschrittenen pT-, pN- und FIGO-Stadien wurde vermehrt Uberexpression beobachtet,
jedoch hier ohne statistische Tendenz. Statistisch signifikant hoher war der Anteil an elF4B-

Uberexpression bei Patientinnen ohne Rezidiv (32%) im Vergleich zu denen mit Rezidiv (12%,
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p=0,020). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass gerade Ovarialkarzinome in FIGO IlI-
Stadien mit guter histologischer Differenzierung (im Sinne der LGSC) eine elF4B-
Uberexpression aufweisen. EIF4B ist ein RNA-bindendes Protein, welches die Helicase-
Funktion von elF4A1 verstarkt. Uber den PI3K/Akt/mTOR-Signalweg wird S6K aktiviert,
welches wiederum elF4B in der Ser406-Stelle phosphoryliert und damit ebenfalls aktiviert
[121]. In Hela-Zellen, die mit siRNA gegen elF4B transfiziert wurden konnte gezeigt werden,
dass die Proliferation der Zellen sinkt, gleichzeitig antiapoptotische Proteine wie Bcl-2 in
geringerem AusmaR exprimiert werden und somit die Apoptoserate ansteigen lasst [130].
EIF4B ist somit ein wichtiger Faktor fiir das Uberleben von malignen Zellen. Die Ergebnisse in
dieser Arbeit suggerieren jedoch, dass elF4B-Uberexpression in weniger aggressiven
Ovarialkarzinomen zu finden ist. Moglicherweise werden dadurch vermehrt Gene exprimiert,

die die Invasivitat und Malignitat der Karzinome herabsetzt.

4.3.3 Uberexpression von elF5A2 hingt mit schlechtem Lymphknotenstatus
zusammen

Insgesamt zeigten von 91 untersuchten Ovarialkarzinomen 15 Fille (16,5%) eine Uber-
expression von elF5A2. Ein moglicher Zusammenhang mit den klinisch-pathologischen Daten
konnte lediglich fiir den Lymphknotenstatus gesehen werden. Dabei zeigte sich ein prozentual
héherer Anteil an Uberexpression von elF5A2 bei einem positiven Lymphknotenstatus
(p=0,312). In der Arbeit von Yang et al. wurde fir das histologische Grading, das pT-, pN- und
FIGO-Stadium ein signifikanter Zusammenhang entdeckt. Je fortgeschrittener die genannten
Stadien desto hoher war der Anteil an liberexprimiertem elF5A2. So wurde in 37 von 51 (73%)
Féllen von Patientinnen mit positivem Lymphknotenstatus eine Uberexpression beobachtet,
dagegen nur in 21 von 59 (36%) Fallen mit negativem Lymphknotenstatus [96]. Demnach
zeigten prozentual etwa doppelt so viele Fille eine Uberexpression von elF5A2 bei pN1-
Status. In dieser Arbeit konnte in 5 von 16 (31%) Fallen mit pN1-Status eine Uberexpression
berichtet werden, bei pNO-Status waren dies nur 4 von 23 Fillen (17%). Prozentual wurden
auch hier etwa doppelt so viele Fille mit pN1-Status verzeichnet, die immunhistochemisch
Uberexprimiertes elF5A2 aufwiesen. Aufgrund der geringen Fallzahl ergibt sich hier der hohe

p-Wert.
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4.3.4 Uberexpression von elF5B ist in endometrioiden OC unterreprisentiert

Mit steigendem histologischen Grading stieg der Anteil an Fallen mit (berexprimiertem elF5B,
jedoch ohne statistische Signifikanz. Zudem zeigten serdse Subtypen einen signifikant hoheren
Anteil an elF5B-Uberexpression als Subtypen von endometrioiden Ovarialkarzinomen
(p=0,039). Eine Hypothese der Bedeutung dieser Beobachtung fiir die Karzinogenese von
Ovarialkarzinomen wurde in Kap. 4.2 geliefert: elF5B-Uberexpression hingt mit vermehrter
Translation in unreifen Oozyten zusammen, wie Lee et al. zeigten [125]. Gleichzeitig ist eine
p53-Mutation charakteristisch fiir Typ 2-Ovarialkarzinome, zu den die serdsen Ovarial-
karzinome gehdren. Das Zusammenspiel von elF5B-Uberexpression und p53-Mutation
kdnnten also molekulare Mechanismen der Karzinogenese von Typ 2-Ovarialkarzinomen sein.
Zu dieser Hypothese muss hinzugefiigt werden, dass in dieser Arbeit ebenfalls in 3 von 6 (50%)
klarzelligen OC eine Uberexpression von elF5B gesehen wurde, diese jedoch zu Typ-1-
Ovarialkarzinomen gezahlt werden. Zudem ist publiziert worden, dass p53-Mutationen
erwartungsgemal in klarzelligen OC selten anzutreffen sind [131]. In den anderen Subtypen
wie muzindse und klarzellige OC mit Gberexprimiertem elF5B spielen somit moéglicherweise

andere Mechanismen eine Rolle.

4.3.5 Uberexpression von elF6 korreliert mit prognostisch giinstigen Faktoren

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang wurde zwischen dem pT- bzw. FIGO-Stadium und
der Uberexpression von elF6 in Ovarialkarzinomen entdeckt. Je friiher das pT-Stadium bzw.
das FIGO-Stadium, umso hoher war der Anteil an Uberexprimiertem elF6 (p=0,043 bzw.
0,039). Gut-differenzierte Ovarialkarzinome zeigten ebenfalls einen erhohten Anteil an elF6-
Uberexpression (p=0,101). In der Arbeit von Flavin et al. konnte fiir die oben genannten
klinisch-pathologischen Daten kein statistisch signifikanter Zusammenhang gesehen werden.
Jedoch berichtete die Arbeitsgruppe, dass in 44 von 50 (88%) Patientinnen mit negativem
Lymphknotenstatus eine elF6-Uberexpression vorlag, dagegen nur in 9 von 14 (64%)
Patientinnen mit positivem Lymphknotenstatus (p=0,04) [105]. Dies wiirde zumindest die
Beobachtung unterstiitzen, dass elF6-Uberexpression mit giinstigen klinisch-pathologischen

Faktoren zusammenhangt.
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4.4 Zusammenhang zwischen elF-Expression und Uberleben der Patientinnen

4.4.1 Einfluss der elF-Expression auf das krankheitsfreie Uberleben und
Gesamtiiberleben

In dieser Arbeit konnte beziiglich des krankheitsfreien Uberlebens (DFS) und Gesamt-

Uberlebens von invasiven Ovarialkarzinomen fir die elF4A1, -5A2, 5B und elF6 kein Einfluss

gesehen werden. Jedoch zeigte elF4B in der univariaten Analyse fir das DFS und in der

multivariaten Analyse fir das DFS und das Gesamtilberleben einen statistisch signifikanten

Zusammenhang.

In der Kaplan-Meyer-Analyse zeigte sich bei Uberexpression des elF4B eine Verbesserung des
krankheitsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens der Patientinnen mit invasiven
Ovarialkarzinomen, letzteres jedoch nur mit statistischer Tendenz. Aktuell ist keine
Untersuchung bekannt, die das Uberleben von invasiven Ovarialkarzinomen in Abhingigkeit

der elF4B-Expression analysiert hat.

4.4.2 Univariate Uberlebenszeitanalyse

In einer univariaten Analyse wurde die Expression von elF4B, das FIGO-Stadium, histologischer
Subtyp und das histologische Grading untersucht. Bezliglich des DFS waren FIGO-Stadium und
histologisches Grading signifikante prognostisch unglinstige Faktoren (HR=1,508, 95%
Cl=1,157-1,965, p=0,002 bzw. HR=1,711, 95% ClI=1,157-2,531, p=0,007). Hinsichtlich der
histologischen Subtypen zeigte der ser6se Subtyp eine statistische Tendenz als prognostisch
unglnstige Variable (HR=1,642, 95% Cl=0,930-2,898, p=0,087). Fir das Gesamtiiberleben
zeigte sich statistisch signifikant eine elF4B-Uberexpression als prognostisch giinstigen Faktor
und das FIGO-Stadium als prognostisch unglinstigen Faktor (HR=2,819, 95% CI=1,197-6,640,
p=0,018). Der histologische Subtyp zeigte in dieser Arbeit keinen statistischen Zusammenhang

zum Gesamtiberleben (HR=1,070, 95% Cl= 0,590-1,942, p=0,824)

4.4.3 Multivariate Cox-Regressionsanalyse

Als letztes wurde flir elF4B eine multivariate Analyse beziiglich des krankheitsfreien
Uberlebens und des Gesamtiiberlebens der Patientinnen mit invasiven Ovarialkarzinomen
durchgefiihrt. Einbezogen wurden Faktoren, die in der univariaten Analyse prognostische

Bedeutung fir das DFS bzw. Gesamtiiberleben hatten. Eingegangene Parameter in das
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Regressionsmodell waren histologisches Grading, FIGO-Stadium und elF4B-Uberexpression. In
dieser Arbeit wird erstmals {iber die elF4B-Uberexpression als unabhingiger, prognostisch
glinstiger Faktor sowohl fiir das krankheitsfreie Uberleben als auch fiir das Gesamtiiberleben
von Patientinnen mit invasiven Ovarialkarzinomen berichtet (HR=0,336, 95% Cl=0,144-0,785,
p=0,012 bzw. HR=0,351, 95% CI=0,133-0,929, p=0,035). Dabei zeigte sich das FIGO-Stadium als
unabhéngiger, prognostisch ungiinstigster Faktor (HR=4,602, 95% Cl=1,451-14,595, p=0,010
bzw. HR=4,075, 95% Cl=1,145-14,508, p=0,030). Zum jetzigen Zeitpunkt liegt keine Studie vor,
die elF4B als prognostischen Biomarker fiir invasive Ovarialkarzinome beschrieben hat. In der
Studie von Flavin et al. (2008) wurde ebenfalls ein prognostisch giinstiger eukaryotischer
Initiationsfaktor entdeckt. In einer multivariaten Cox-Regressionsanalyse wurde, unter
Verwendung der Faktoren Alter, Grading, FIGO-Stadium, prdoperative Chemotherapie und
pN-Status, fir das krankheitsfreie Uberleben elF6-Uberexpression als unabhingiger,
prognostisch giinstiger Faktor identifiziert. Geringe Expression von elF6 war dabei mit einer
schlechteren Prognose verbunden (HR=2,6, 95% Cl=1,10-5,97, p=0,03) [105]. In dieser Arbeit
konnte fiir elF 6-Uberexpression kein Zusammenhang mit dem DFS bzw. Gesamtiiberleben
gesehen werden. Jedoch unterstitzt das Ergebnis aus dem Vergleich der klinisch-
pathologischen Eigenschaften mit elF 6-Expression (Kapitel 3.5.5.), bei dem ein héherer Anteil
an elF 6-Uberexpression in frilhen FIGO-Stadien bzw. niedrigen pT-Stadien vorlag (p=0,039
bzw. 0,043), die Ergebnisse von Flavin et al. (2008) [105].

4.5 Limitationen und Vorziige der vorliegenden Studie

4.5.1 Limitationen der Studie

Zum Schluss miissen einige Aspekte aufgefiihrt werden, die Einfluss auf die Aussagekraft
dieser Studie haben und somit limitieren.

Insgesamt wurden 135 Ovarialtumorproben von Patientinnen retrospektiv immunhisto-
chemisch auf die Expression der elF4A1, -4B, -4E, -4G, -5A1, -5A2, -5B und 6 untersucht, unter
denen 101 Ovarialkarzinome und 34 benigne Zystadenome beinhaltet waren. Als
Kontrollgewebe wurde das OSE von gesundem Ovarialgewebe (n=19) verwendet, basierend
darauf ebenfalls die Festlegung der Cut-Off-Werte der Sl-Indices ab denen von einer
Uberexpression gesprochen wurde. Wie in Abschnitt 1.1.2.4 beschrieben wurde, ist jedoch
gerade fiir die HGSC das Ursprungsepithel oft der Fimbrientrichter der Tuba uterina [30]. Der

Einfluss dieser Erkenntnis auf etwaige Studienergebnisse, diese miteingeschlossen, bleibt
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aufgrund mangelnder Daten offen. Die Verwendung von OSE als Kontrollgewebe bei Studien
zum invasiven Ovarialkarzinom, insbesondere den epithelialen Ovarialkarzinomen, sollte in
kiinftigen Arbeiten ebenfalls kritisch hinterfragt werden.

Ein weiterer Punkt ist die geringe Anzahl an Proben mit immunhistochemischer Uber-
expression. EIF4A1, -4B und 5A2 zeigten in <20% der Falle eine immunhistochemisch
gemessene Proteiniiberexpression. Keine Uberexpression lag bei allen Fillen fiir elF5A1 vor.
Fir elF5B und elF6 wurden héhere Anteile an Uberexpression beobachtet (64% bzw. 40%). Die

oft geringe Anzahl an Proben hatte Einfluss auf die statistische Signifikanz der Ergebnisse.

Dariiber hinaus wurden in dieser Arbeit lediglich immunhistochemische Untersuchungen
angefertigt. Welche molekulargenetischen Mechanismen sich wie zum Beispiel Gen-
amplifikation oder posttranskriptionelle Genregulation hinter den gemessenen Uber-

expressionen verbergen bleibt somit offen.

4.5.2 Vorziige der Studie

Bezlglich der Methodik in dieser Studie lasst sich sagen, dass durch die Verwendung des
modernen BenchMark Ultra-Farbeautomaten alle immunhistochemischen Farbungen unter
standardisierten Bedingungen durchgefiihrt wurden. Die Fehlerquellen hinsichtlich der
Farbungen sind deshalb als sehr gering einzustufen. Alle verwendeten histologischen
Gewebeproben wurden zudem von erfahrenen Pathologinnen und Pathologen bestatigt.

Es konnte in Abschnitt 3.4 statistisch signifikant gezeigt werden, dass elF4B, -5A2, -5B und 6 in
invasiven Ovarialkarzinomen im Vergleich zu benignen Zystadenomen immunhistochemische
Uberexpression aufzeigen.

Schliefllich wurde in einem multivariaten Cox-Regressionsmodell elF4B als unabhangiger,
prognostisch giinstiger Faktor auf das krankheitsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben
von Patientinnen mit invasiven Ovarialkarzinomen beschrieben. In diesem Modell gingen
prognoseentscheidende Faktoren wie das Alter oder das pN-Stadium nicht mit ein, weshalb
das Ergebnis mit Vorsicht zu interpretieren ist. Nichtsdestotrotz liegen, wenn auch begrenzt,
Hinweise auf prognostischen Einfluss der elF4B-Expression in invasiven Ovarialkarzinomen

vor.
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5 Zusammenfassung

Trotz stetigen Fortschritten in der Medizin gehort das Ovarialkarzinom bis dato zu den
bosartigen gyndkologischen Neubildungen mit der hochsten Mortalitdt. Ein ausschlag-
gebender Grund daflr ist das spate Auftreten von Symptomen und eine folglich verzogerte

Diagnosestellung.

Die Erforschung von molekulargenetischen Biomarkern gewinnt in der heutigen Zeit
fortlaufend an Bedeutung. Diese kdnnen diagnostisch, prognostisch oder pradiktiv dienen und
damit die Therapie maligner Erkrankungen entscheidend beeinflussen. In dieser Arbeit
wurden ausgewahlte eukaryotische Initiationsfaktoren hinsichtlich ihrer Proteinexpression in
benignen und malignen Ovarialtumoren untersucht, um zum einen die Gewebeentitdten
hinsichtlich ihrer Histopathologie genauer zu verstehen und zum anderen mogliche
prognostische Biomarker in Ovarialkarzinomen ausfindig zu machen. Mittels immunbhisto-
chemischer Farbungen von TMAs mit Antikorper gegen elF4A1, -4B, -4E, -4G, -5A1, -5A2, -5B
und 6 wurden benigne mit malignen Ovarialtumoren hinsichtlich ihrer Proteinexpression
verglichen und die klinisch-prognostische Bedeutung in Ovarialkarzinomen untersucht. Eine
mogliche prognostische Rolle von elFs in Ovarialkarzinomen konnte bisher in Studien fir die

elF5A2 [96] und elF6 [105] berichtet werden.

In dieser Arbeit konnte elF4B als unabhdngiger, prognostisch glinstiger Marker fiir das
krankheitsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben bei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen
nachgewiesen werden. Der Anteil an elF4B-Uberexpression war bei Patientinnen ohne Rezidiv
signifikant héher. Zudem zeigte sich eine Tendenz, dass die Uberexpression von elF4B mit
zunehmendem Entdifferenzierungsgrad abnahm. Dies unterstiitzt die Erkenntnis eines
prognostisch glinstigen Verhaltens von elF 4B in Ovarialkarzinomen.

Fiir elF5A2 und elF6 wurde kein prognostischer Einfluss auf das krankheitsfreie Uberleben
(DFS) oder Gesamtiiberleben beobachtet. Jedoch wurde eine statistisch signifikante
Korrelation zwischen FIGO-Stadium bzw. pT-Stadium und elF6-Uberexpression gesehen. Der

Anteil an elF6-Uberexpression war in fritheren FIGO-Stadien bzw. pT-Stadien héher. Diese
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Zusammenfassung

Ergebnisse unterstiitzen die Erkenntnisse aus der Studie von Flavin et al. [105] hinsichtlich der
glinstigen Prognose von Ovarialkarzinomen bei elF6-Uberexpression.

Interessanterweise zeigte der endometrioide Subtyp einen statistisch signifikant verringerten
Anteil an elF5B-Uberexpression. Eine mégliche Erkldrung dafiir wurde in Kapitel 4.3.4
wiedergegeben.

Fiir die Gbrigen elFs konnten keine signifikanten Zusammenhange zwischen Proteinexpression
und klinisch-pathologischen Daten gesehen werden.

Aufgrund der noch begrenzten Anzahl an Studien zu diesem Thema sind weitere
Untersuchungen nétig, um kiinftig eukaryotische Initiationsfaktoren als potenzielle Biomarker

nutzen und so die Prognose dieser doch sehr letalen Krankheit verbessern zu kénnen.
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