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Kurzreferat I

Kurzreferat

Ziel dieser Arbeit war es zu prifen, ob syn- oder metachron auftretende serése Border-
line-Tumoren (S-BOTs) des Ovars und extraovarielle, meist peritoneale Implants
(IMPs) aus einem gemeinsamen Klon entstehen oder verschiedene Progenitorzellen
haben. Dazu wurde paraffiniertes Tumormaterial von 12 geeigneten Patientinnen ver-
wendet. Die isolierte DNA der 19 ovariellen und 43 extraovariellen Gewebeproben
wurde im Bereich von 10 Mikrosatelliten amplifiziert. Nach semiquantitativer Beurtei-
lung im Agarosegel und Vorbereitung der Proben wurden die Fragmente in einem Po-
lyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Silberfarbung sichtbar ge-
macht. Auf diese Weise konnte ein Vergleich der Bandenmuster der multifokalen Tu-
morproben erfolgen.

Von den 10 Mikrosatellitenmarkern deckten 8, in héchstem MaBe MYC-L1, bei insge-
samt 43,5% der Proben Unterschiede im Sinne von allelischen Imbalancen oder Mikro-
satelliteninstabilitdten auf. 5 Falle (41,7%) wiesen bei 9-10 Markern ein einheitliches,
also konkordantes Muster auf, welches entweder dem Wildtyp oder einer klonal weiter-
gegebenen Mutation entsprechen kénnte. In 58,3% der Falle unterschieden sich BOT-
und IMP-Proben in mindestens 2 Markern, was als Diskordanz definiert wurde. Diese
deutet am ehesten auf einen polyklonalen Ursprung hin. Innerhalb der diskordanten
Falle lieBen sich jedoch 4 Serien genotypisch gleicher Proben ausmachen, von denen
3 ausschlieBlich Implants betrafen und eine sowohl den linksseitigen BOT als auch
einen Teil der assoziierten Implants. Von den 7 Patientinnen mit bilateralen S-BOTs
zeigten 28,6% Unterschiede zwischen rechts- und linksovariellem Tumor; 71,4% hatten
beidseits ein identisches Muster.

In die Interpretation der Ergebnisse wurden zusétzlich Sequenzierungen im Bereich
zweier Protoonkogene (K-RAS und B-RAF) einbezogen. Diese deckten 4 Mutationen
im Codon 12 des K-RAS-Gens auf (9,7% der Proben, 1/3 der Félle). Davon betraf nur
eine sowohl die ovariellen Tumorherde als auch zumindest einen der extraovariellen.
Unter Berlcksichtigung der Ergebnisse beider Methoden bietet dieser Fall die deut-
lichsten Hinweise auf den klonalen Ursprung eines Implants aus dem entsprechenden
BOT. Insgesamt finden sich jedoch mehr Indizien fiir eine vom BOT unabhangige, po-
lyklonale Entstehung der Implants. Angesichts der allgemeinen Studienlage ist die Ko-
existenz beider Pathomechanismen anzunehmen. Eine abschlieBende Klarung der
Fragestellung wird nur mit Hilfe weiterer Untersuchungen méglich sein.

Gerono, Elisabeth: Molekulare Analyse der genotypischen Beziehung zwischen
serdsen Borderline-Tumoren des Ovars und extraovariellen Implants.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 58 Seiten, 2009
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 S-BOTs des Ovars

Da der Eierstock aus Stroma, Keimzellen und Oberflachenepithel besteht, gibt es eine
Vielfalt histologisch unterschiedlicher Tumortypen. Die epithelialen Neoplasien bilden
mit einem Anteil von ca. 2/3 die gréBte Gruppe (1987). Entsprechend seiner embryolo-
gischen Herkunft aus modifiziertem pelvinem Mesothel besitzt das Oberflachenepithel
des Ovars das Potential, sich in verschiedene Zelltypen des Millerschen Gangs zu
differenzieren (Diebold J et al., 2004). Daher finden sich auch unter den Neoplasien
serdse, muzinése, endometrioide, transitionale, klarzellige und gemischt-epitheliale
Varianten. Diese werden nach ihrer Dignitét in benigne, Borderline- und maligne Tumo-

ren eingeteilt (siehe Abb. 1).

Abb. 1: Schematisierte Ovarialtumoren im Vergleich

Adenom Borderline-Tumor Karzinom

Unter den epithelialen Neoplasien des Eierstocks nehmen die Borderline-Tumoren
(BOTs) einen Anteil von ca. 14% ein (Diebold J et al., 2004). Die Inzidenz betragt ca.
24 pro 1.000.000 Frauen (Harlow BL et al., 1987). Erstbeschrieben 1898 von Pfannen-
stiel als ovarielle Adenome mit klinischen Eigenschaften an der Grenze zur Malignitat
(Pickel H, Tamussino K, 2003), wurden sie 1929 von Taylor als ,semimaligne” ovarielle
Tumoren mit im Vergleich zu Karzinomen ginstigerer Prognose als besondere Tumor-
entitat abgegrenzt (Taylor HC, 1929). In der offiziellen Nomenklatur sind die Borderline-
Tumoren seit 1971 (FIGO) bzw. 1973 (WHO) als eigene Kategorie beriicksichtigt.
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Die histopathologische Diagnose beruht auf folgenden Kriterien (Serov SF et al., 1973)
(siehe auch Abb. 2):

e Mehrschichtigkeit (> 4 Lagen)

e maximal 4 Mitosen pro 10 HPF

e geringe Kernatypie, Nukleolen méglich

e erhdhte n/c-Ratio

e komplexe Verzweigungen, Brickenbildung, Pseudopapillen

e Ablésung von Zellgruppen, sog. budding

¢ keine destruktive Stromainvasion

Abb. 2: S-BOT: Histologie
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Im histologischen Bild zeigen S-BOTs ein meist papilldres, seltener mikropapilldres
Muster. Die komplex aufgezweigten fibrésen Ausstilpungen sind mit proliferierenden
Epithelien tubarer Differenzierung (berzogen. Eine destruktive Invasion in das Stroma
ist definitionsgemd&B nicht nachweisbar. Bei stédrkerer VergréBerung (rechte Abb.) zei-
gen sich variable nukledre Atypien der teilweise mehrreihigen Epithelzellen.

(Quelle: Archiv des Institutes flr Pathologie der Martin-Luther-Universitdt Halle-

Wittenberg)

Von den Adenomen unterscheiden sich die Borderline-Tumoren durch die architektur-
elle Komplexitat, eine vermehrte Epithelproliferation, zellulare Atypien und eine héhere
Mitosenfrequenz. Als entscheidendes Kriterium zur Abgrenzung gegentiiber den Ovari-
alkarzinomen gilt die fehlende destruktive Stromainvasion (Seidman JD et al., 2004).
Davon abzugrenzen ist eine prognostisch gunstige Mikroinvasion, die bei 10-15% der
S-BOTs vorliegt. Hier finden sich im Durchmesser max. 3-5 mm bzw. in der Flache
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max. 10mm?2 groBe Foci mit kleinen intrastromalen Tumorzellen ohne signifikante Re-
aktion des umgebenden Gewebes (Bell DA et al., 2004; Nayar R et al., 1996). Auf-
grund qualitativer histologischer Ahnlichkeiten zwischen mikroinvasiven S-BOTs und
serésen ,low-grade“-Karzinomen betrachten Hogg et al. die Mikroinvasion nicht als
eine histologische Variante der S-BOTs, sondern als Frihinvasion niedrig maligner
serbéser Karzinome (Hogg R et al., 2007).

DefinitionsgemaB kdénnen Borderline-Tumoren wegen der fehlenden Invasion im Un-
terschied zu Karzinomen nicht metastasieren. Bei einem Teil der S-BOTs' finden sich
jedoch extraovarielle serése Epithelproliferate, die peritoneale Oberflachen oder
Lymphknoten einbeziehen. Diese so genannten Implants &hneln den ovariellen BOTs
in vielerlei Hinsicht. Man unterscheidet einen epithelialen von einem desmoplastischen
Typ (siehe Abb. 3 a+b; Seidman JD et al., 2004). Im Gegensatz zu den ovariellen Tu-
moren besitzt ein Teil von ihnen (< 10%) die Fahigkeit zur Invasion (siehe Abb. 3 c;
Krishnamurti U et al., 2005). Hiervon sind typischerweise das Peritoneum, das subperi-
toneale Bindegewebe, das Omentum (majus und minus) und unter Umstédnden auch

viszerale Strukturen, z.B. der Darm, betroffen (Seidman JD et al., 2004).

Abb. 3: Implants

a) Das nicht-invasive Implant vom epithe- b) Beim nicht-invasiven Implant vom des-

lialen Typ ist charakterisiert durch eine moplastischen Typ  Uberwiegt  die

papilldre Proliferation serdsen Epithels auf fibroblastische Komponente gegeniiber

der peritonealen Oberflédche. der epithelialen. Das Stroma ist 6dematés
aufgelockert. In geringerem AusmalB fin-
den sich auch verzweigte Drisen mit
gleichméaBigen Konturen.

a+b) Bei den nicht-invasiven Implants ist definitionsgemaB keine destruktive Invasion
in das umgebende Gewebe nachweisbar. Die zelluldren Atypien sind mild bis moderat.
Die mitotische Aktivitat ist gering.

(Quelle: http.://borderlineovariantumors.pathology.uic.edu)

' Die Haufigkeitsangaben zu den Implants schwanken entsprechend der angewandten diagnostischen
Kriterien betréchtlich. Sie werden zwischen 20-46% (Hart WR, 2005) und ca. 2/3 (Diebold J et al., 2004)
angegeben.
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¢) Bei den invasiven Implants zeigt das (hier glanduldre) Gewebe ein infiltratives Mus-
ter. Dabei sind ebenfalls nur milde bis moderate zytologische Atypien nachweisbar.
Das Stroma ist dicht und fibrotisch.

(Quelle: http.://borderlineovariantumors.pathology.uic.edu)

Das Staging gemaB der FIGO beinhaltet folgende Stadien der BOTs:

I) auf die Ovarien begrenzt

II) mit pelvinen Implants

[ll) mit extrapelvinen Implants und/oder Lymphknotenbefall

IV) mit Leberbefall oder Tumoren auBerhalb der Bauchhdhle (extrem selten)
Ca. 75% des Borderline-Tumoren werden im Stadium | entdeckt (Kaern J et al., 1993).
Etwa 12% der Diagnosen beruhen auf Zufallsbefunden. Die Ubrigen fallen durch ein
abdominelles Spannungsgefiihl, Unterleibsschmerzen oder atypische Blutungen auf
(Sehouli J et al., 2002)

Die folgende Arbeit beschéftigt sich im Speziellen mit den serésen Borderline-Tumoren
(S-BOTs) des Ovars, welche synonym als ,atypical proliferative serous tumors” (APST)
bzw. ,serous tumors of low malignant potential“ (LMP) bezeichnet werden. Innerhalb
der Gruppe der BOTs nehmen sie mit 55-60% den gréBten Anteil ein (Ortiz BH et al.,
2001).

Nach histologischen Kriterien unterscheidet man typische und mikropapillare S-BOTs.
Letztere zeigen haufiger eine Oberflachenbeteiligung, Bilateralitat, ein fortgeschrittenes
Stadium und invasive peritoneale Implants (Hart WR, 2005). Adjustiert nach Risikofak-
toren, haben sie aber, im Vergleich zu den deutlich hdufigeren typischen S-BOTs, eine
aquivalente Prognose (Slomovitz BM et al., 2002).

Die 10-Jahres-Uberlebensrate betragt im Stadium | 93-99% (Ortiz BH et al., 2001), in
héheren Stadien im Schnitt 55-75% (Diebold J et al., 2004). Die hierbei relativ hohe
Mortalitat ist meist auf ,benigne“ Komplikationen der Krankheit oder der Therapie, wie
den Bridenileus, zuriickzufihren (Kurman RJ, Trimble CL, 1993). Von den Patientinnen
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mit nicht-invasiven Implants Uberleben auch im fortgeschrittenen Stadium 98-100%,
wahrend das infiltrative Wachstum der Implants die 10-Jahres-Uberlebensrate auf 35%
begrenzt (Diebold J et al., 2004). Dementsprechend stellt die Invasion der Implants
neben dem Stadium und dem postoperativen Verbleib makroskopischer Tumorresidu-
en den wichtigsten Risiko- bzw. Prognosefaktor dar (Gershenson DM et al., 1998).
Therapeutisch steht die operative Tumorresektion mittels Léangsschnittlaparatomie im
Vordergrund. Im Rahmen des Stagings wird die bilaterale Adnektomie im Allgemeinen
mit einer abdominellen Hysterektomie, einer Omentektomie, peritonealen Probeexzisi-
onen und einer Lavage kombiniert. Die Lymphonodektomie wird nicht generell durch-
gefuhrt, da bei S-BOTs trotz einer Lymphknotenbeteiligung von 20-30% bislang kein
prognostischer Einfluss festgestellt werden konnte. Im fortgeschrittenen Stadium wird
jedoch ein entsprechendes Staging empfohlen (Kommission Ovar der AGO, 2007).

Ein besonderes Problem im Rahmen der Therapie stellt das haufige Auftreten der S-
BOTs im reproduktionsfahigen Alter dar (Silverberg SG et al., 2004). Das mittlere Alter
der S-BOT-Patientinnen betragt 38 Jahre, bei einer Spanne von ca. 17 bis 77 Jahren
(Hart WR, 2005). Bei Frauen mit Kinderwunsch kann im FIGO-Stadium | unter be-
stimmten Voraussetzungen zumindest teilweise Organ erhaltend operiert werden.
(Diebold J et al., 2004)

Eine adjuvante Radio- oder Chemotherapie ist bei S-BOTs nicht indiziert, da die Prog-
nose davon unbeinflusst bleibt (Bell DA et al., 1988).

Wichtig ist eine sorgféltige Nachsorge. Zwar liegt die Rezidivrate der ovariellen Border-
line-Tumoren nur bei ca. 7-10%, die Prognose dieser Félle liegt aber deutlich unter der
bei Erstmanifestation.? Aufgrund des geh&uften Auftretens spéater Rezidive® empfehlen
einige Autoren eine mindestens 20-jahrige, besser lebenslange Nachsorge (Sehouli J
et al.,, 2002). Beispielsweise sind in der Frauenklinik der Charité nach R0O-Resektion
folgende Kontrollintervalle tblich: 3 Jahre lang alle 3 Monate, weitere 2 Jahre lang alle
6 Monate und anschlieBend jahrlich.

1.2 Tumorgenese und -progression

Die Entstehung solider Tumoren beim Menschen basiert nach der aktuellen Lehrmei-
nung auf einem meist mehrstufigen Mutationsprozess somatischer DNA. Dieser bein-
haltet die Aktivierung von Protoonkogenen und die Inaktivierung von Tumorsuppres-

2 Die 5-Jahres-Uberlebensrate von 129 untersuchten BOT-Patientinnen lag bei Primartumoren bei 90,6%,
bei Rezidivfallen dagegen nur bei 72,9% (Olszewska H et al., 2005).

% Das mediane progressionsfreie Intervall bei BOTs betragt ca. 7 Jahre mit einer Streubreite von 0,7 bis 16
Jahren (Gershenson DM et al., 1998).
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sorgenen oder Mismatch-Repair-Genen (lonov Y et al., 1993; Nowell PC, 1976). Die
Folgen sind ein autonomes Wachstum, der Verlust von Kontakthemmung und Apopto-
se, erhdhte Proliferationsraten aufgrund entkoppelter Zellzykluskontrolle und der Ent-
zug aus der immunologischen Abwehr trotz des Auftretens neuer Oberflachenantigene.
Die schrittweise Progression durch Akkumulation von einzelnen Genmutationen wurde
als Adenom-Karzinom-Sequenz erstmalig bei kolorektalen Karzinomen beschrieben
(Vogelstein B et al., 1988). Inwiefern ein dhnliches Modell auch auf die ovarielle Tu-
morprogression zutrifft, ist zur Zeit noch nicht endgultig geklart. Wahrend bei den nicht-
serésen (vor allem muzindésen und endometrioiden) Neoplasien eine entsprechende
Sequenz anzunehmen ist (Shih I-M, Kurman RJ, 2005), wird dies bei den serésen ak-
tuell noch kontrovers diskutiert.

Fir eine solche Sequenz sprechen u.a. epidemiologische Beobachtungen, z.B. eine
familiare Haufung. So ist die Pravalenz von benignen epithelialen Tumoren bei Ver-
wandten 1. und 2. Grades von Frauen mit Ovarialkarzinom 5-fach erhéht. (Bell DA,
2005). AuBerdem wurde beobachtet, dass das Durchschnittsalter der Patientinnen bei
gleichem Zelltyp vom Adenom (44 Jahre) tber den BOT (48 Jahre) bis hin zum Karzi-
nom (56 Jahre) kontinuierlich zunimmt. (Bell DA, 2005). Aufféllig ist dabei allerdings ein
unterschiedlicher postmenopausaler Verlauf: Wahrend bei den BOTs ein Plateau er-
reicht wird, steigen die Krebs-Inzidenzen Uber die folgenden zwei Lebensjahrzehnte
hinweg weiter an (Sherman ME et al., 2004). Hier scheinen noch ungeklarte prameno-
pausale bzw. lebenslange Expositionen atiologisch eine Rolle zu spielen. Unter den
bisher identifizierten Risikofaktoren gibt es viele Gemeinsamkeiten, mit Ausnahme der
oralen Kontrazeption, die das Risiko, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, redu-
ziert, nicht jedoch an einem BOT (Sherman ME et al., 2004).

Auch molekulargenetisch gibt es verschiedene Ansétze, die auf einen direkten Zu-
sammenhang zwischen unterschiedlich differenzierten epithelialen Tumoren des Ovars
hinweisen: So besitzen benigne Zysten in Verbindung mit serésen Karzinomen &hnli-
che zytogenetische Veranderungen wie diese und kdnnten damit Vorlauferlasionen
sein (Wolf NG et al., 1996; Zheng J et al., 1995). Warrenfeltz et al. betrachten den Bor-
derline-Tumor als Zwischenstadium zwischen Adenom und Karzinom, basierend auf
dem Vergleich der Expressionsprofile von 163 mittels Microarrays untersuchten Genen
(Warrenfeltz S et al., 2004).

Verschiedene Studien haben ein &hnliches LOH-Muster (u.a. auf den Chromosomen
69, 7p, 79, 9p und 11q) bei BOTs und Karzinomen offenbart (Haas C et al., 1999; Tibi-
letti MG et al., 2001; Watson RH et al., 1998). Das Muster der chromosomalen Zuge-
winne und Verluste bei Adenomen, S-BOTs und Karzinomen sei laut Diebold nicht zu-
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fallig, sondern zeige eine enge Beziehung, die mit der Sequenztheorie kompatibel sei
(Diebold J et al., 1996).

Demgegeniber steht eine Reihe von Forschungsarbeiten, die eine Progression von
benignen zu malignen Ovarialtumoren widerlegen. lhnen zufolge gibt es signifikante
Unterschiede in der Genexpression dieser Lasionen (Tapper J et al., 2001).

So werden beispielsweise Mutationen des Tumorsuppressorgens p53, die relativ hau-
fig in Ovarial-CAs nachweisbar sind (ca. 48%), nur selten in Adenomen und S-BOTs
gefunden (Sherman ME et al., 2004; Teneriello MG et al., 1993). In diesen Fallen ist
die Uberexpression mit einem héheren Stadium und einer erhdhten Progressionswahr-
scheinlichkeit verbunden (Ortiz BH et al., 2001). Ortiz et al. fanden bei der Untersu-
chung von 8 S-BOTs mit assoziierten malignen Folgetumoren 3 Falle mit mutiertem
p53-Gen im S-BOT bei unauffélligem p53-Status des Karzinoms, was als Beweis fir
einen nicht-klonalen Ursprung gewertet werden kann.

Auch der Vergleich von K-RAS- und B-RAF-Mutationen unterstitzt diese Hypothese:
Diese Protoonkogene sind als Mediatoren zelluldrer Antworten auf Wachstumssignale
in der Entstehung verschiedener menschlicher Neoplasien beteiligt. Sie scheinen aqui-
valente tumorigene Effekte zu haben und treten nie gemeinsam auf. In BOTs ist regel-
maBig eines der beiden Gene veréndert, jedoch nur selten in ,high-grade“-Karzinomen
(Mayr D et al., 2006; Pieretti M et al., 1995). Beim verbleibenden Anteil der S-BOTs
(ca. 30%), die weder eine K-RAS- noch eine B-RAF-Mutation aufweisen, ware eine
Progression zum ,high-grade“-CA dagegen maoglich (Sieben NLG et al., 2004). Bezlg-
lich der Beziehung zwischen Adenomen und S-BOTs zeigte eine Studie, dass nur die-
jenige Subgruppe der Adenome K-RAS- oder B-RAF-Mutationen aufwies, die mit S-
BOTs assoziiert war (Ho C-L et al., 2004). Diese Profile legen den Verdacht nahe, dass
nur ein Teil der Adenome das Potential zur Progression zum BOT in sich tragt. Mutati-
onen in den K-RAS und B-RAF-Genen sind entsprechend dieser Ergebnisse als friihe
Ereignisse in der Tumorprogression einzustufen, die jedoch keine maligne Transforma-
tion bewirken.

Analysen von Mikrosatelliteninstabilitidten (MSI) erbrachten kontroverse Ergebnisse:
Einige Arbeitsgruppen fanden bei einem signifikant héheren Prozentsatz der S-BOTs
(30 bzw. 27%) im Vergleich zu den Ovarial-CAs (max. 6,45%) Mikrosatelliteninstabilita-
ten (Haas C et al., 1999; Tangir J et al., 1996). Yoon et al. dagegen konnten in dieser
Hinsicht keinen Unterschied zwischen Borderline- und malignen Tumoren des Ovars
feststellen. MSIs waren in beiden Gruppen gleich seltene Ereignisse (ca. 12%) und
schienen eine relativ geringe klinische Bedeutung zu haben (Yoon BS et al., 2008).
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Miteinander vereinbar werden diese gegensatzlichen Beobachtungen im Wesentlichen
durch die Differenzierung der Karzinome in ,low-grade“- und ,high-grade“-Neoplasien,
die auch als Typ | und Il bezeichnet werden (Bell DA, 2005; Kurman RJ et al., 2008;
Shih I-M, Kurman RJ, 2004). Dieses dualistische Modell beruht auf der Annahme un-
terschiedlicher Pathways (siehe Abb. 4):

Abb. 4: dualistisches Mehrschrittmodell der Pathogenese von serésen Neoplasien des
Ovars

BRAF - und BRAF -und
KRAS KRAS
Mutationen Mutationen
+1q +19 ++19 - 4
4 a
Serdse Borderline- » low-grade”
Tumoren + serdse Karzinome
Ovarielles Oberflichen- .| Sergse
epithel/Einschlusszysten | Zystadenome
«high-grade”
//\\ "| sertse Karzinome
P53 - Mutationen T
chromosomale
Instabilitat
++ 3q +6p
++ 8Bqg -5q
++ 19q -dq
+4+ 20q +1p
-13q -Xp

Quelle: Staebler A, Diebold J, 2007

Die Typ-I-Neoplasien (serése “low-grade”CAs, muzinése CAs, endometrioide CAs,
maligne Brenner-Tumoren und klarzellige Tumoren) entarten schrittweise tber folgen-
de Sequenz: Zystadenom/Adenofiborom — BOT (serés: typischer BOT — mikropapilla-
rer BOT) — invasives “low-grade”-CA. Die enge Verwandtschaft zwischen diesen Enti-
taten wird u.a. durch ein ahnliches Genexpressionsprofil belegt (Meinhold-Heerlein | et
al., 2004; Singer G et al., 2002). Charakteristisch sind lange klinische Verldufe mit ei-
ner 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 55%, eine niedrige Proliferationsrate und eine
gering- bis maBiggradige Kernpleomorphie (Sehdev AES et al., 2003; Staebler A, Die-
bold J, 2007). Sie sind in der Regel auf die Ovarien begrenzt (Shih I-M, Kurman RJ,
2004).

Der Typ Il dagegen umfasst eine Gruppe hoch maligner Tumoren (serdse ,high-grade®-
CAs, maligne mesodermale Mischtumoren und undifferenzierte Karzinome), die de
novo im Oberflachenepithel oder aus oberflachlichen Inklusionszysten entstehen, ohne
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dass Vorlauferlasionen nachweisbar waren (Shih 1-M, Kurman RJ, 2004). Sie zeigen
bei einem erhdhten Proliferationsindex ein schnelleres und aggressiveres Wachstum
und metastasieren friiher. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt nur ca. 30% (Sehdev
AES et al., 2003). Diese Lasionen haben ein charakteristisches Mutationsprofil, das
sich deutlich von dem der erstgenannten Gruppe unterscheidet (Dodson MK et al.,
1993; Singer G et al., 2002). Tabelle 1 verdeutlicht dies anhand einiger Literaturbei-
spiele.

Tab. 1: Auswahl molekulargenetischer Charakteristika bei S-BOTs, serdsen ,low-
grade*- und serésen ,high-grade“-Karzinomen

S-BOT seroses seréses Quelle
»low- ,»high-
grade“-CA grade“-CA
TP53-Mutation und p53- | selten selten ca. 60% (Bell DA, 2005)
Uberexpression
K-RAS-Mutation 27-36% ca. 1/3 0-12% (Bell DA, 2005)
B-RAF-Mutation 33-50% ca. 1/3 0% (Bell DA, 2005)
HLA-G-Uberexpression | 0% 0% 61% (Shih I-M, Kurman RJ,
2004)
apoE-Uberexpression 0% 12% 66% (Shih I-M, Kurman RJ,
2004)
MSI haufig selten (Haas C et al., 1999;
(27-30%) (< 7%) Tangir J et al., 1996)
selten selten (Yoon BS et al., 2008)
(12%) (12%)
Allelic imbalance index* | niedrig mittelhoch . hoch (Singer G et al., 2002)

Allerdings beschreiben Zheng et al. den Weg der Transformation eines ,low-grade®-
CAs in ein ,high-grade“-CA Uber eine Deletion auf Chromosom 3 oder 11 (zusatzlich
zur in jenen regelmaBig vorhandenen HER2-neu-Amplifikation oder Deletion auf
Chromosom 6). Sie raumen jedoch auch die Méglichkeit einer de-novo-Entstehung von
,high-grade“-Neoplasien aus Normalgewebe ein, wie sie in oben dargestelltem Sche-
ma beschrieben wird (Zheng J et al., 1991). Mit analoger Fragestellung untersuchten
Dehari et al. aus einem Pool von 210 archivierten ser6sen Ovarialtumoren diejenigen,
in denen ser@se ,high-grade“-Karzinome in direkter Assoziation mit serésen Borderline-
Tumoren oder ,low-grade“-Karzinomen auftraten. Die Klonalitdtsanalyse offenbarte in 4
der 6 Falle ein morphologisches Kontinuum, wahrend 2 Félle Unterschiede zeigten. In
einer zusatzlich durchgefiihrten Mutationsanalyse hinsichtlich K-RAS, B-RAF und p53
zeigten die beiden einzigen informativen Falle identische Mutationen. Diese Ergebnis-
se geben einen Hinweis darauf, dass zumindest eine kleine Minderheit der Typ-I-
Neoplasien zum Typ Il entarten kénnte (Dehari R et al., 2007).

* Die allelische Imbalance gilt als Indikator der chromosomalen Instabilitat (Shih 1-M, Kurman
RJ, 2004).
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Insgesamt ist es wahrscheinlich, dass die meisten S-BOTs Zwischenstufen in der Pro-
gression von Adenomen zu niedrig malignen serésen Typ-lI-Karzinomen darstellen,
wahrend die davon abzugrenzende Gruppe der Typ-llI-Neoplasien, evtl. mit Ausnah-

men, de novo entsteht.

1.3 Mikrosatelliten als molekulargenetische Marker

Unter dem molekularbiologischen Begriff ,Satelliten” versteht man tandemartig ange-
ordnete repetitive Sequenzen, die mehr oder weniger gleichmaBig Uber alle eukaryon-
tischen Genome verteilt sind. Besonders h&ufig sind sie in nicht-kodierenden Regionen
zu finden (Hancock JM, 2001). Der Name geht auf die Dichtegradientenzentrifugation
zuriick, bei der sich diese Abschnitte aufgrund ihrer abweichenden Basenzusammen-
setzung als kleine "Satellitenbanden® abtrennen lassen. Dementsprechend werden
besonders kurze Sequenzen mit einer Lange von max. 6 bp als ,Mikrosatelliten* (syn-
onym: simple sequence repeats (SSR), simple sequence length polymorphisms
(SSLP) oder short tandem repeats (STR)) bezeichnet (Schlétterer C, 2000).

Ihre Funktion ist bislang noch ungeklart. Sie scheinen u.a. als Bindungsstellen fir regu-
latorische Proteine zu dienen und dadurch die Transkription zu beeinflussen (Epplen
JT et al., 1996; Kashi Y, Soller M, 2001) Verschiedene Studien zeigten auBerdem ei-
nen phanotypischen Einfluss der MS-Lange auf Physiologie und Entwicklung des Or-
ganismus. Sie kénnten damit eine wesentliche Quelle fur quantitative genetische Vari-
abilitdt und evolutiondre Adaptation sein (Kashi Y, Soller M, 2001). Bei bestimmten
neurodegenerativen Erkrankungen mit Trinukleotid-Repeats, wie z.B. Chorea Hunting-
ton, sind sie pathogenetisch relevant.

Fur die Entstehung von Mutationen sind diese Sequenzen besonders pradisponiert, da
es bei der Replikation zum Verrutschen und zur Fehlpaarung der DNA-Strénge kom-
men kann. Durch Phasenverschiebung im repetitiven Muster kommt es zur Verkleine-
rung oder VergréBerung der Modulzahl und damit zur Verklrzung oder Verlangerung
der betroffenen DNA-Region (Hancock JM, 2001). Mikrosatelliten sind dadurch oftmals
hoch polymorph und kénnen diagnostisch als Marker fir Kopplungsanalysen, zur Kar-
tierung des Genoms und fir forensische und populationsgenetische Zwecke genutzt
werden (Koreth J et al., 1996; Schlétterer C, 2000).

Auch in der Tumorforschung haben sie einen hohen Stellenwert, da entsprechende
Loci bei zahlreichen Neoplasien verandert sind (Mao L et al., 1994). Die mittels PCR
und hochauflésender Gele nachweisbare Mikrosatelliteninstabilitat reflektiert die gene-
tische Instabilitét in Tumorzellen (Lengauer C et al., 1998). Sie qilt als Indikator fir den
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Verlust der DNA-Mismatch-Repair-Aktivitat (Honchel R et al., 1995). Dieser Mechanis-
mus ist v.a. bei der Entstehung von hereditaren nicht-polypésen Kolonkarzinomen
(HNPCC) und anderen Tumoren des Lynch-Syndroms pathogenetisch von groBer Be-
deutung (Honchel R et al., 1995). An der Entstehung seréser Borderline-Tumoren des
Ovars koénnte er laut Tangir et al. zumindest teilweise beteiligt sein. So finden sich
deutliche Parallelen zwischen diesen unterschiedlichen Entitaten: Beide verhalten sich
eher indolent, haben relativ hohe Uberlebensraten, tendieren zu niedrigeren Tumorsta-
dien, zeigen wenige allelische Verluste und treten frihzeitig auf (Tangir J et al., 1996).
Die aktuelle Bedeutung der Mikrosatelliten basiert insbesondere auf ihrer Nutzung als
molekulargenetische Marker. Dazu eignen sie sich durch ihr ubiquitdres Vorkommen
im gesamten Genom, die kodominante Auswertbarkeit bei Mendelschem Erbgang,
ihren hohen Polymorphiegrad und die gute Automatisierbarkeit im PCR-Verfahren
(Koreth J et al., 1996).
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2 Zielstellung

Die ser6sen Borderline-Tumoren des Ovars sind auffallend haufig mit extraovariellen,
meist peritonealen Herden assoziiert, die als Implants bezeichnet werden. Der patho-
genetische Zusammenhang zwischen diesen histologisch sehr ahnlichen Tumormani-
festationen ist bislang noch ungeklart. Einerseits kdnnte es sich um metastasenartige
Absiedelungen klonaler Zellen des ovariellen Primartumors handeln; andererseits
kénnte ein Felddefekt zur multifokalen malignen Transformation mesothelialer Struktu-
ren fihren und damit zum syn- oder metachronen Auftreten voneinander unabhangi-
ger, polyklonaler Tumoren. Mdglicherweise existieren auch beide pathogenetischen
Mechanismen nebeneinander.

Dies zu prifen, war Ziel dieser Arbeit. Da histopathologische Untersuchungen nicht
zwischen mono- und polyklonalem Ursprung unterscheiden kénnen, wurde ein moleku-
largenetischer Ansatz gewahlt. Aus archivierten Resektionsblécken von Patientinnen
mit serdsen Borderline-Tumoren des Ovars und peritonealen Herden wurde die DNA
isoliert, amplifiziert und mittels Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt.
Durch die Verwendung von 10 flr diese Zwecke bereits etablierten Mikrosatellitenmar-
kern wurde unter Ausnutzung ihrer Polymorphismen ein Vergleich des Bandenmusters
zwischen den unterschiedlich lokalisierten Tumorfoci angestrebt. Hierbei sollte die
Haufigkeit des Auftretens konkordanter und diskordanter Profile dokumentiert und ana-
lysiert werden, um Aussagen Uber die Klonalitat der Proben treffen zu kénnen. Unter
Berucksichtigung von Untersuchungsergebnissen anderer Studien sollten Rickschlis-
se auf den Entstehungsmechanismus der Implants und ihren pathogenetischen Zu-
sammenhang mit den S-BOTs gezogen werden. Aquivalent galt es, die mono- oder
polyklonale Herkunft bilateraler S-BOT-Foci zu klaren.

Aus einem besseren Verstandnis der klonalen Beziehungen zwischen S-BOTs und
Implants wirden sich weitreichende Konsequenzen flr die diagnostische Terminologie
und das Verstandnis der ovariellen Tumorentstehung ergeben.
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3 Material

3.1 Patienten und Tumormaterial

Das untersuchte Tumorgewebe stammt von 12 S-BOT-Patientinnen, die zwischen
1997 und 2005 in Halle, Merseburg, Schwerin und Gummersbach behandelt wurden.
Zum Zeitpunkt ihres stationaren Aufenthaltes waren sie zwischen 19 und 62 Jahre, im
Durchschnitt 42,6 Jahre alt. Abhangig vom konkreten Befund wurden uni- oder bilatera-
le Salpingoophorektomien, transabdominale Hysterektomien, Omentektomien, perito-
neale Probeexzisionen, Spllzytologien, Lymphknotenextirpationen und in 2 Fallen
auch adjuvante Chemotherapien durchgefiihrt. Zum weiteren Verlauf kénnen nur ein-
geschrankt Aussagen gemacht werden, da das Follow-up nicht konsequent durchge-
fihrt wurde. Bei 3 Patientinnen liegen hierzu Uberhaupt keine Daten vor. Unter den
Ubrigen zeigten 8 Frauen im postoperativen Beobachtungszeitraum von 7 bis 97 Mona-
ten keinen Hinweis auf ein Rezidiv, wahrend eine (Fall Nr. 29) nach 45 Monaten am
Tumorprogress verstarb.

Die formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Tumorproben wurden dem Archiv
des Institutes fir Pathologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg entnommen
und vor Beginn der Untersuchung in HE-gefarbten Préaparaten histologisch reevaluiert.
Es handelte sich durchweg um primar fortgeschrittene (also initial nicht auf das Ovar
begrenzte), typische S-BOTs mit je 1-8 extraovariellen Herden (im Durchschnitt flinf
pro Fall) im Peritoneum, im Omentum (majus und minus) oder in regionalen Lymph-
knoten.

In 7 der 12 Félle war eine Oberflachenbeteiligung der S-BOTs nachweisbar. 5 waren
uni-, 7 bilateral lokalisiert.

Séamtliche Implants waren nicht-invasiv. Davon zeigten 20 ein epitheliales und 12 ein
desmoplastisches Bild, 3 waren Lymphknoten-Implants und 8 mit Endosalpingioseher-
den im Peritoneum assoziiert.

Insgesamt wurden 62 Proben untersucht: 19 ovarielle und 43 extraovarielle.

Tab. 2 gibt einen Uberblick tiber die klinischen Daten in Zusammenhang mit den unter-
suchten Fallen. Zur Histopathologie siehe auch Tab. 10, Kapitel 5.
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Tab. 2: klinische Daten zu den untersuchten Féllen
Fall- | KH Alter bei | Uni-/Bi- Oberflachen- = Anzahl der Lokalisa- | OP
Nr. oP lateralitdt | beteiligung IMPs (Proben) | Tion IMPs | (+ggf. Chemo)
16 ME 41,70 bi ja 5(3) OM TAH+BSO+OE
+AE
21 UKH 35,39 uni nein 4 (4) OoM TAH+USO+OE
26 EK 60,02 bi nein 7 (4) PER,OM, | TAH+BSO+OE
LK +AE
29 UKH = 38,96 bi nein 8 (8) PER,OM TAH+BSO+OE
+AE
32 UKH @ 32,32 bi ja 5 (5) OM TAH+BSO+OE
50 SN 62,01 uni nein 3(3) PER k.A.
52 SN 51,37 uni ja 2(2) PER,OM k.A.
57 SN 41,31 uni ja 3(2) OM k.A.
75 EK 39,67 bi ja 6 (2) PER,OM TAH+BSO+OE
LK +LKE(+CH)
78 EK 48,84 bi ja 5 (4) PER, TAH+BSO+AE
OM +CE(+CH)
108 | GM 19,91 uni ja 1(1) PER, BSO+PS+OE
OoM +LKE+ZYT
109 | GM | 40,40 bi nein 6 (5) PER, TAH+BSO+OE
OM +AE+PS
Legende:

KH = Krankenhaus

ME = Karl-von-Basedow-Klinikum Merseburg
UKH = Universitétsklinikum Halle

EK = Elisabeth-KH (Halle)

SN = Klinikum Schwerin

GM = Kreis-KH Gummersbach

OP = Qperation

uni = unilateral

bi = bilateral

IMP = Implant

OM = Omentum (majus / minus)

PER = Peritoneum

LK = Lymphknoten

TAH = transabdominale Hysterektomie
BSO = bilaterale Salpingoophoroektomie
USO = unilaterale Salpingoophoroektomie
OE = Omentektomie

AE = Appendektomie

LKE = Lymphknotenextirpation

k.A.= keine Angaben

CE = Cystektomie

CH = Chemotherapie (Taxol / Cisplatin / Carboplatin)
ZYT = Zytologie

PS = peritoneales Sampling
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3.2 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

100bp-DNA-Molekulargewichtsstandard

Acrylamid/Bis-Lésung
Agarose

APS

Blue Slick
Borsaure

BSA
Bromphenolblau
DMSO

EDTA

Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid
Formaldehyd
Formamid
Harnstoff
Isopropanol
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Salpetersaure
Salzséure

SDS

Silbernitrat
TEMED
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tris(hydroxymethyl)aminomethan—HCI
Tween 20
Xylencyanol

Xylol

Invitrogen, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Promega, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Promega, Heidelberg
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
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3.3 Enzyme

Enzym

Hersteller

16

Proteinase K
HotStarTag® DNA-Polymerase

3.4 Puffer und Losungen

Verdaupuffer Manos:
50 mM Tris (pH 8,5)
1 mM EDTA

0,5% Tween 20

Salzpuffer Lahiri:

10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
10 mM KCI

10 mM MgClz

0,4 M NaCl

2 mM EDTA

DNA-L6sungspuffer:
10 mM Tris-HCI
0,1 mM EDTA

TBE-Puffer (10x):

108 g Tris-HCI

55 g Borséaure

20 ml EDTA 0,5 M (pH 8,0)

— mit Aqua bidest. auf 1 | auffillen

Denaturierender Auftragspuffer:

10 ml Formamid

10 mg Xylencyanol

10 mg Bromphenolblau
200 ug EDTA (pH 8,0)

Serva, Heidelberg
Qiagen, Hilden
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6,7% / 8% Polyacrylamidgel-Stammldésung:

453,6 g Urea

108 ml TBE-Puffer (10x)

180 ml bzw. 215 ml Acrylamid/Bis-Lésung
— mit H20 auf 11 aufflllen

Polyacrylamidgel-Lésung:

80 m steril gefilterte 6,7% bzw. 8% Polyacrylamidgel-Stammlésung

1 ml 10% APS
3 ml 10% TEMED

3.5 Gerite

Gerat

Hersteller

17

BioDocAnalyzer

Centrifuge 5804R

Concentrator 5301 (Vakuumzentrifuge)
Consort E321 (Spannungsgerat)
Fluolink TFL-35M (UV)

IKAMAG RET (Magnetrlhrer)
Laminarbox

Mettler AM100 (Waage)

Mikrotom

pH-Meter 761 Calimatic

Peltier Thermal Cycler PTC-200
Phero-Temp 60 (Vakuum-Geltrockner)
POWER-ALL 6000/100 (Spannungsgerat)
Sequi-Gen GT (Gelkammer-System)
Thermomixer comfort
TRIO-Thermoblock

Ultraspeclll Photometer

Vacuum Controller

Vortex-Genie 2

Zentrifuge Universal 30 RF

Biometra, Géttingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Consort, Turnhout

Vilber Lourmat, Torcy

IKA, Staufen

Flow Laboratories, Meckenheim
Mettler-Toledo, GieBen
Leica, Nussloch

Knick, Berlin

MJ Research, Waltham
Biotec-Fischer

Serva, Heidelberg

BioRAD, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Géttingen
Pharmacia, Uppsala

lImvac, limenau

Scientific Industries, Bohemia
Hettich, Tuttingen




3 Material

18

3.6 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Pipettenspitzen

ReaktionsgefaBe

Roéhrchen

Greiner, Nartingen

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Nartingen

3.7 Molekulargenetische Marker

Als molekulargenetische Marker wurden 10 Mikrosatelliten ausgewabhlt, die sich in vo-

rangegangenen Studien als informativ erwiesen haben (Siehe Tab. 3.)

Tab. 3: Primer, PCR-Bedingungen und ProduktgréBen der verwendeten Mikrosatelli-

tenmarker

MS-Marker Chro- | Primer Annea- | Anzahl | Produkt-

mo- ling- der groBe
som Temp. | Zyklen | in bp

D3S1744(D3) |3 TTTAAGCGGAAGGAAGTGTG 56°C 35 131-163
CTGGCCCCATCTCTCTCTAT

D6S1056 (D6) | 6 ACAAGAACAGCATGGGGTAA 56°C 35 237-273
CCTGGATCATGAATTGCTAT

D7S2846 (D7) |7 TCTAAACTCCTTTGCACAGTC 56°C 35 172-196
ACATGTGTCCATCAAATGATG

D14S306 (D14) | 14 AAAGCTACATCCAAATTAGGTAGG | 56°C 35 190-210
TGACAAAGAAACTAAAATGTCCC

D16S764 (D16) | 16 TTGTTAAGTGAGGCATGATG 56°C 35 96-116
CTGTGCTTGGACCTGAAGAT

D18S858 (D18) | 18 AGCTGGAGAGGGATAGCATT 56°C 35 190-208
TGCATTGCATGAAAGTAGGA

D22S420 (D22) | 22 ATGTGGTCGCTGTGTTCTAC 56°C 35 139
AGTTCAGTGGGACCTACGTT

MYC-L1 1 CTTTTTAAGCTGCAACAATTT 53°C 40 140-209
TGGCGAGACTCCATCAAAG

BAT25 3 TCGCCTCCAAGA ATGTAAGT 56°C 40 100
TCTGCATTTTAACTATGGCTC

BAT26 2 TGACTACTTTTGACTTCAGCC 58°C 40 100
AACCATTCAACATTTTTAACCC

Quellen:

D3, D6, D7, D14, D16, D18, D22:  (Best DH et al., 2004)

MYC-L1: (Mékeld TP et al., 1992)

BAT25 + BAT26 : (Liu B et al., 1995)
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4 Methoden

4.1 DNA-Isolation aus Paraffinmaterial

Die zu untersuchende DNA wurde aus formalinfixiertem und paraffiniertem Tumorma-
terial isoliert. Dazu wurde eine modifizierte Methode nach Wright und Manos (Wright D,
Manos M, 1990) sowie Lahiri und Nurnberger (Lahiri D et al., 1997) genutzt:

e Herstellung von 4x25 pm Schnitten mit dem Mikrotom

e 10 min Inkubation in Xylol bei Raumtemperatur

e dreimalige Zentrifugation mit 12.000 U/min fdr je 3-5 min — bis zur vollstandi-
gen Lésung des Paraffins

e Mischung mit 1 ml 96%-igem Ethanol und erneute Zentrifugation (12.000 U/min,
3-5 min)

e  Wiederholung dieses Schrittes

e mind. 5 min Trocknung des Pellets in der Vakuumzentrifuge bei 45°C

e Zugabe von 720 pl Verdaupuffer Manos und 80 pl Proteinase K-Stammldsung
(2 mg/ pl) zum getrockneten Pellet

e Inkubation bei 37°C unter leichtem Schutteln im Thermomixer (Uber Nacht)

e Inaktivierung der Proteinase bei 95°C im Thermomixer

e nach Abklhlung: 5 min Zentrifugation mit 12.000 U/min bei 4°C

e Entfernung der Gewebereste

e Zugabe von 800 pl Salzpuffer Lahiri und 25 pl SDS zum Uberstand

e 10 min Inkubation bei 55°C, dann Abkiihlung

e 5-10 min Zentrifugation mit 12.000 U/min bei 4°C,

e evitl. Wiederholung bis zur Klarung der Lésung

e Mischung des Uberstandes mit gleichem Volumen Isopropanol

e Fallung der DNA bei -20°C (mind. 2 h) bzw. -80°C (mind. 30 min)

e 20-30 min Zentrifugation mit 15.000 U/min bei 4°C

e AbgieBen des Isopropanols

e mehrmaliges Waschen des Pellets mit je 500 ul Ethanol (70%)

e 10 min Zentrifugation mit 10.000 U/min bei 4°C

e AbgieBen des Uberstandes

e 5 min Trocknung des Pellets in der Vakuumzentrifuge bei 45°C

e Ldsung des Pellets in 50-100 pl DNA-L&sungspuffer
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Zur photometrischen Bestimmung der erhaltenen DNA-Konzentration wurde die Extink-
tion der 100fach verdinnten DNA-Probe bei 260 und 280 nm gemessen. Folgende
Formel diente als Grundlage der Berechnung:

Konzentration [ng/pl] = Extinktion (bei 260 nm) x 5.000
Der Quotient aus den Extinktionen bei 260 und 280 nm wurde als so genannter Rein-
heitsquotient berlcksichtigt. Werte auBerhalb des Toleranzbereiches von 1,75 bis 2,1
wurden als Verunreinigungen der Proben gewertet.
4.2 PCR
Die DNA wurde mittels Polymerasekettenreaktion, unter Nutzung oben genannter Mar-
ker (siehe Tab. 3, Kapitel 3.7), amplifiziert.

Dazu wurden folgende Ansatze gewahlt:

Tab 4.: PCR-Ansétze

Menge (ul) Hersteller

D3, D6, D18 BAT25, Myc-L1

D7, D14, BAT26

D16, D22
Puffer 5 Qiagen, Hilden
dNTPs (2,5 mM) 4 Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg

Q-Solution 10 Qiagen, Hilden
MgCl2 (25 mM) 3 2 2 1,5 Qiagen, Hilden
Primer 1 (10 pmol/pl) 2 2 1,75 2,5 TIB MOLBIOL, Berlin
Primer 2 (10 pmol/pl) 2 2 1,75 2,5 TIB MOLBIOL, Berlin
HotStarTaq (5U/ul) 0,3 Promega, Heidelberg
DNA (20 ng/p)
Aqua bidest. 18,7 19,7 20,2 19,2
gesamt 50
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Die PCR-Bedingungen wurden in Anlehnung an die Originalprotokolle der unterschied-
lichen Mikrosatellitenmarker durchgefihrt und weiter angepasst (Best DH et al., 2004).
Die Reaktionen beinhalteten folgende Schritte:

Tab. 5: PCR-Programm D3, D6, D7, D14, D16 + D22

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung 95°C 15 min -
Denaturierung 95°C 30s

Annealing 56°C 30s 35x
Elongation 72°C 1 min

Elongation 72°C 8 min -

Terminierung 4°C o0 -

Tab. 6: PCR-Programm D18

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung 95°C 15 min -
Denaturierung 94°C 30s

Annealing 60°C 75s 27%
Elongation 72°C 15 min

Elongation 72°C 6 min -

Terminierung 4°C o0 -

Tab. 7: PCR-Programm BAT25

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung 95°C 15 min -
Denaturierung 94°C 1 min

Annealing 56°C 1 min 40x
Elongation 72°C 1 min

Elongation 72°C 8 min -

Terminierung 4°C o0 -
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Tab. 8: PCR-Programm BAT26

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung 95°C 15 min -
Denaturierung 94°C 1 min

Annealing 58°C 1 min 40x
Elongation 72°C 1 min

Elongation 72°C 8 min -

Terminierung 4°C o0 -

Tab. 9: PCR-Programm MYC-L1

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung 95°C 15 min -
Denaturierung 94°C 1 min

Annealing 53°C 1 min 39x
Elongation 72°C 1 min

Elongation 72°C 8 min -

Terminierung 4°C o0 -

4.3 Agarosegel-Elektrophorese

Die semiquantitative Analyse der PCR-Produkte erfolgte nach elektrophoretischer Auf-
trennung in 1%-igen Agarosegelen (1 g Agarose + 5 pl Ethidiumbromid pro 100 ml
TBE-Puffer (0,5x)). Zum Vergleich wurden nebeneinander 1 pl des 100bp-Leiters und
je 5 pl der PCR-Produkte (einschlieBlich Positivkontrollen aus Lymphozyten gesunder
Probanden und Negativkontrolle ohne DNA), jeweils versetzt mit 2 yl Xylencyanol als
Farbstoff, aufgetragen. Die Elektrophorese lief mit einer Spannung von 85 V.
AnschlieBend konnten die entsprechenden Banden mit dem BioDocAnalyze-System
unter UV-Licht fotografiert und dokumentiert werden.
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4.4 Polyacrylamidgel-Elektrophorese

4.4.1 Probenvorbereitung

Die Intensitat der entstandenen Elektrophoresebanden wurde nach dem Schulnoten-
system klassifiziert und der zu fallenden DNA-Menge zu Grunde gelegt. Demnach
wurden zwischen 14 pl (Note 1) und 25 pl (Note 4) der Proben entnommen und in je
100 pl Isopropanol mindestens 2 h bei -20°C gefallt. PCR-Produkte mit zu schwacher
Bande (Note 5) wurden verworfen und die vorhergehenden Schritte wiederholt.

Nach der Prazipitation wurden die Proben 30 min lang bei 4°C mit 15.000 U/min zentri-
fugiert und anschlieBend getrocknet. Die Pellets wurden in je 8 pl denaturierendem
Auftragspuffer geldst, 5 min bei 94 °C denaturiert und wieder bei -20°C eingelagert.

4.4.2 Elektrophorese

Die endgultige Elektrophorese erfolgte bei < 230 bp groBen Markern in 8%-igen, bei
gréBeren Produkten in 6,7%-igen Polyacrylamidgelen.

Zunachst wurden die dem Gel anliegenden Teile des Kammersystems (Glasplatte,
Spacer, Pufferkammer) mit 70%-igem Ethanol, die Pufferkammer zusatzlich mit Blue
Slick abgerieben, bevor das System nach Herstellerangaben zusammen gebaut wurde.
Die frisch hergestellte Polyacrylamidgel-L6sung wurde mit Spritze und Schlauch zlgig
und mdglichst blasenfrei eingegossen. Der passende Kamm musste sofort eingesetzt
werden.

Nach mindestens 1 h war das Gel in der Regel ausreichend polymerisiert, um es in das
Elektrophorese-System einsetzen und den Vorlauf starten zu kénnen. Dazu wurde gut
1 | erhitzter TBE-Puffer in den Tank gefullt, der Kamm entfernt und die Stromversor-
gung angeschlossen. Bei 100 W wurde das Gel auf max. 50°C erwarmt. Die Proben
denaturierten parallel im Thermocycler bei 94°C, um dann nach grindlicher Spilung
der Slots und Entfernung gréberer Harnstoffreste nebeneinander aufgetragen zu wer-
den. Dazu wurde eine Mischung aus je 1 pl Molekulargewichtsstandard und Auftrags-
puffer gegeben. Die Elekirophorese lief bei 86 - 88 W und ca. 45°C je nach Gr6Be des
Markers far 130 - 180 min.

4.4.3 Silberfarbung
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Nach Unterbrechung der Stromversorgung wurde die Gel tragende Glasplatte aus dem
System entfernt und auf einem geeigneten Plexiglasrahmen befestigt. Nun erfolgte die
Silberfarbung nach einer Methode von Sammoris et al. in folgenden Schritten
(Sammoris DW et al., 1981):

e Spulung des Gels mit Aqua dest.

e 5 min Einwirkung von Ethanol (10%)

e 3 min Behandlung mit Salpetersaure (1%)

e 20 min Farbung mit Silbernitrat (0,2%)

e Spllung mit Aqua dest.

e Entwicklung in 3% Natriumcarbonat-Formalin (59,4 g Na2COs und 2 ml Forma-
lin (37%) auf 2 | Aqua dest.), mehrmaliger Austausch bis zur ausreichenden
Bandenfarbung

e ca. 2 min Abstoppen mit Essigsaure (10%)

e 2 min Schlusswasserung (Aqua dest.)

AnschlieBend wurde der Rahmen entfernt und das Gel auf ein Filterpapier Ubertragen.
Auf diesem wurde es mittels einstiindiger Vakuumtrocknung bei 80°C fixiert.

Die Falle, in denen tatsachlich Mikrosatellitenverdnderungen auftraten, wurden in einer
unabhéngigen PCR erneut amplifiziert und in oben beschriebener Weise zur Darstel-
lung gebracht.
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5 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Klonalitatsanalyse wurden 12 S-BOT-Falle mit assoziierten Implants

untersucht. lhre DNA wurde an 10 ausgewahlten Genorten mit bekannten repetitiven

Sequenzen (Mikrosatelliten) amplifiziert, in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch

aufgetrennt und mittels Silberfarbung sichtbar gemacht. Die Bandenmuster ergeben

sich aus der abweichenden Laufgeschwindigkeit unterschiedlich groBer Allele. Hierbei

werden grundsétzlich folgende Muster unterschieden (Arzimanoglou Il et al., 1998; Cho
NH et al., 2002; Schulz WA, 2005):

Zugewinn: Der Begriff des Zugewinns beschreibt zum einen das Auftreten einer
zusatzlichen Bande in der Tumorprobe im Vergleich zum Normalgewebe (als
Resultat einer DNA-Abspaltung von einem der Allele bei identischer Gesamt-
DNA), zum anderen aber auch die Intensitatszunahme eines Allels bei gleich-
zeitiger -abnahme (bis hin zum Verlust) des anderen.

Verlust: Als Folge einer Deletion oder Rekombination beobachtet man den Ver-
lust oder die deutliche Abschwachung einer Hauptbande bei gleichbleibender
Intensitat der zweiten Bande. Bei vollstdndigem Verlust eines Allels spricht man
vom Verlust der Heterozygotie (LOH). Er wird mit dem Ausfall von Tumor-
suppressorgenen in Verbindung gebracht.

Da die Differenzierung zwischen allelischem Zugewinn und Verlust aufgrund
des Bandenmusters allein nicht mdglich ist, spricht man besser von allelischer

Imbalance (Al) (Koreth J et al., 1996).

Mikrosatelliteninstabilitdt: Unter der MSI versteht man das Auftreten grdBerer

oder kleinerer Stotterbanden, die nicht im normalen Gewebe auftauchen. Die
normalen Banden kénnen vorhanden sein oder verschwinden.

Diese Veranderung resultiert aus der Expansion oder Kontraktion eines Mikro-
satellitenlocus, entsprechend einer Insertion oder Deletion. Beim HNPCC konn-
te ein Zusammenhang mit der Inaktivierung von Genen, die in der Mismatch-

Reparatur beteiligt sind, nachgewiesen werden (Dietmaier W et al., 1997).

Da sich Mikrosatelliten allgemein durch eine hohe Instabilitdt und Polymorphie aus-

zeichnen, kénnen auch im nicht-tumorésen Gewebe Bandenmuster ,konserviert” sein,
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die vom Standardbild der zwei Allele (ein paternales und ein maternales) abweichen.

So finden sich beispielsweise bei den Markern BAT25 und BAT26 in allen Proben zahl-

reiche Banden. Dies erschwert die Auswertung der Gelbilder. Hinzu kommt, dass in

dieser Arbeit nur archiviertes Tumormaterial zur Verfigung stand, ohne Vergleichspro-

ben aus gesundem Gewebe. Es sind also keine Aussagen Uber Mutationen zulassig,

sondern nur der molekulare Vergleich zwischen ovariellen Tumoren und Implants im

Sinne einer Klonalitadtsanalyse.

Unter Berlcksichtigung dieser Aspekte wurden die Gele ausgewertet. Abb. 5 zeigt ei-

nige reprasentative Beispiele.

Abb. 5 : Beispiele der silbergeférbten Polyacrylamidgele

BOT52 IMP26  IMP27

“-‘r"t
e =

L

a) Im Fall Nr. 52 wurde im MS-Marker
D3 eine MSI im IMP 27 festgestellt, die
dieses vom S-BOT und vom IMP 26
unterschied.

BOT32re BOT32li IMP17 IMP18 IMP19 IMP20 IMP21

- - zmua

c¢) Im linken BOT 32 und in den
Implants 19-21 wurde mit Hilfe des
Markers D18 eine MSI gefunden, die
der rechte BOT 32 und die Implants 17
und 18 nicht aufwiesen.

BOT78re BOT78li IMP41  IMP42 IMP43

BV

.o

b) Der Marker D7 offenbarte im Fall Nr.
78 eine Al. Am wahrscheinlichsten
handelt es sich um einen Verlust im
IMP 41.

BOT78re BOT78li IMP40  IMP41 IMP42  IMP43

d) Im Fall Nr. 78 zeigten im Locus von
D18 nur der rechte BOT und IMP 43
dasselbe Muster, wdhrend die anderen
Proben durch Zugewinne und Verluste

an verschiedenen Stellen, also alleli-
sche Imbalancen, auffielen




5 Ergebnisse 27

Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tab. 10: Ergebnisse der K-RAF- und B-RAF-Mutations- sowie der Mikrosatellitenanaly-

Ifglr(’e/ Histo- K-RAS- | B-RAF- Mikrosatellitenmarker
Proben logie Mutati- | Mutati-

onen onen

Codon Codon D3 D6 D7 D14 | D16 | D18 | D22 | BAT | BAT | MYC

12+13 594-99 25 26 -L1
Nr. 16
BOT 16re | S-BOT | wt wit - - - - - - - R R _
BOT 16li S-BOT | wt wt - - - - - - R R R _
IMP 35 NIEI wt wt - Al - - - Al - - - -
IMP 36 ES wit wit - - - - - Al - R R _
IMP 37 ES wit wit - - - - - Al - R R _
Nr. 21
BOT 21 S-BOT | wt wit - - - - - - - R R _
IMP 1 ES wit wt - - - MSI | - - - - - Al
IMP 2 ES wit wt - - - - - - R R R _
IMP 3 ES wit wit - - - - - - Al R R _
IMP 4 ES wit wt - - - - - - Al - - -
Nr. 26
BOT 26re | S-BOT | wt wt - - - - - - MSI | - - B
BOT 26li S-BOT | wt wt - - - - - - - R R _
IMP 5 NIEI wit wt - - - - - - - R R _
IMP 6 LKI wit wt - - - - - - - R R _
IMP 7 NIEI wit wt - - - - - - - R R _
IMP 8 NIEI wit wit - - - - - - - R R _
Nr. 29
BOT 29re | S-BOT | G35T* wit - - - - - - - R R _
BOT 29Ii S-BOT | G35T* wt - - - - - - R R R _
IMP 9 NIEI G35T* wt - - - - - - - R R _
IMP 10 NIDI wit - - - - - - - R R _
IMP 11 NIDI wit wt - - - - - - - R R _
IMP 12 NIDI wit wt - - - - - - - R R _
IMP 13 NIDI wit wt - - - - - - - R R _
IMP 14 NIDI wit wt - - - - - - - R R _
IMP 15 NIDI wit wit - - - - Al - - R R _
IMP 16 NIEI wt wt - - - - Al Al - - - -
Nr. 32
BOT 32re | S-BOT | wt wt MSI | Al - Al - - - R R _
BOT 32li S-BOT | G35A* wt - - - - - MSI | - - - -
IMP 17 NIEI wit wt - - - - - - - R R _
IMP 18 NIEI wit wit - - - - - - - R R _
IMP 19 NIEI wit wt - - - - - MSI | - - R B
IMP 20 NIEI wit wt - - - - - MSI | - - R B
IMP 21 NIEI wit wt MSI | - - - - MSI | - - - Al
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Nr. 50

BOT 50 S-BOT | wt wt - - - - - - - - - -
IMP 23 ES wt wt - - - - - - - - - -
IMP 24 ES wt wt - - - - - - - - - MSI
IMP 25 NIDI wt wt - - - - - - - - - MSI
Nr. 52

BOT 52 S-BOT | wt wt - - - - - - - - - -
IMP 26 NIEI wt wt - MSI | - MSI | - - - - - -
IMP 27 NIDI G35A* | wt MSI | MSI | MSI | MSI | MSI | - - - - MSI
Nr. 57

BOT 57 S-BOT | wt wt - - - - - - - - - -
IMP 30 NIDI wt wt - MSI | - MSI | - - - - - -
IMP 31 NIDI wt wt - MSI | - MSI | - - - - - -
Nr. 75

BOT 75re | S-BOT | wt wt - - - - - - - - - -
BOT 75li | S-BOT | wt wt - - - - - - - - - -
IMP 44 LKI wt wt - - - - - - - - - -
IMP 45 LKI wt wt - - - - - - - - - -
Nr. 78

BOT 78re | S-BOT | wt wt - MSI | - - - - - - - -
BOT78li | S-BOT | wt wt - - - - - Al - - - -
IMP 40 NIEI wt wt Al MSI | - - - Al - - - -
IMP 41 NIEI wt wt Al - Al - - Al - - - -
IMP 42 NIEI wt wt - - - - - Al - - - -
IMP 43 NIEI wt wt Al - - - - - - - - -
Nr. 108

BOT108 | S-BOT | G35T* wt - - - - - - - - - -
IMP 87 NIDI wt wt - - - - - - - - - MSI
Nr. 109

BOT S-BOT | wt wt - - - - - - - - - -
109re

BOT 109li | S-BOT | wt wt - - - - - - - - - -
IMP 88 NIEI wt wit - - - - - - - - - Al
IMP 90 NIEI wit wit - - - - - - - - - Al
IMP 91 NIEI wit wit - - - - - - - - - Al
IMP 92 NIEI wt wt - - - - - - - - - -
IMP 93 NIDI wt wit - - - - - - - - - Al

Legende: re = rechts; Ii = links; wt = Wildtyp

NIEI = nicht-invasives epitheliales Implant; NIDI = nicht-invasives desmoplastisches
Implant; ES = Endosalpingiose; LKl = Lymphknoten-Implant

MSI/Al untereinander gleiche MSls bzw. Als

MSI/Al untereinander verschiedene MSls bzw. Als

* Die identifizierten K-RAS-Mutationen fanden sich ausschlieBlich im Codon 12.
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Von den 10 verwendeten Mikrosatellitenmarkern konnten 8 Marker Unterschiede in
den untersuchten Tumorproben aufdecken. Abb. 6 gibt einen Uberblick iiber die Anzahl
der beobachteten Veranderungen.

Abb. 6: Anzahl der Félle mit allelischen Imbalancen oder Mikrosatelliteninstabilitdten
pro Marker

D3

D6

D7

D14
D16
D18
D22
MYC-L1
BAT25
BAT26

Mikrosatellitenmarker

Anzahl der Faille (von 12)

Die héchste Al- bzw. MSI-Frequenz wies der Marker MYC-L1 auf mit 50% (6 von 12
Fallen), gefolgt von D6 (41,7%), D14, D18 (je 33,3%), D3 (25%), D7, D16 und D22 (je
16,7%). Demgegenilber konnten in den Genloci von BAT25 und BAT26 keine Unter-
schiede zwischen S-BOT und assoziierten Implants nachgewiesen werden.

Die einzelnen Félle stellten sich folgendermaBen dar:

e Nr. 16: Bei diesem Fall handelt es sich um eine zum Operationszeitpunkt 41-
jahrige Patientin mit bilateralen serésen Borderline-Tumoren des Ovars und 5
Implants im Omentum majus. Von diesen standen 3 Resektionsblécke zur Ver-
figung. Die ovariellen Tumoren waren in der Mikrosatellitenanalyse unauffallig.
Demgegentber zeigten alle 3 Implant-Proben im Marker D18 untereinander
identische allelische Imbalancen. Dazu kam eine isolierte allelische Imbalance
im IMP 35 (D6).

e Nr. 21: Diese 35-jahrige Patientin hatte einen ausschlieBlich linksseitigen S-
BOT und 4 im Omentum majus lokalisierte Lasionen. Die Proben unterschieden
sich durch eine MSI (D14) und Al (MYC-L1) im IMP 1 sowie eine untereinander
gleichartige Al in den Implants 3 und 4 (D22).
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e Nr. 26: Der Fall Nr. 26 betrifft eine 60-jahrige Frau mit bilateralen S-BOTs und
insgesamt 7 extraovariellen Herden in Omentum majus, Peritoneum und regio-
nalen Lymphknoten. Die 4 zur Verfigung stehenden Implantproben zeigten
keinerlei Auffalligkeiten. Allein der rechte BOT wies eine MSI im Marker D22
auf.

e Nr. 29: Die insgesamt 10 Proben (2 ovarielle, 8 peritoneale) des Falles Nr. 29
stammen von einer knapp 39-jahrigen Patientin. Die Mikrosatellitenanalyse er-
gab zwei untereinander verschiedene Als der Implants 15 und 16 im Marker
D16 sowie eine zusatzliche Al im IMP 16 (D18).

e Nr. 32: Diese 32-jahrige Patientin hatte beidseitig ser6se Borderline-Tumoren
sowie 5 peritoneale Implants. Der rechte BOT unterschied sich in gleich 3 Mar-
kern von den restlichen Proben, darunter eine MSI (D3) und 2 Als (D6). Der lin-
ke BOT wies in D18 dieselbe MSI auf wie ein Teil der Implants (19, 20, 21; sie-
he Abb. 5 c). Implant 21 zeigte dartber hinaus eine MSI in D3 (nicht identisch
mit der aus dem rechten BOT) und eine Al in MYC-L1.

e Nr. 50: Beim Fall Nr. 50 handelt es sich um den unilateralen S-BOT sowie 3
Implants einer 62-jahrigen Patientin. Die Mikrosatellitenanalyse ergab zwei un-
terschiedliche MSls in den Implants 24 und 25 (MYC-L1).

e Nr. 52: Dem einseitig lokalisierten S-BOT einer 51-jahrigen Patientin standen 2
extraovarielle Herde gegentber. IMP 26 wies MSls in 2 verschiedenen Markern
(D6 und D14) auf, IMP 27 sogar in 6 Markern (D3, D6, D7, D14, D16, MYC-L1).
(Siehe auch Abb. 5 a) Die MSls in D6 und D14 waren nicht identisch.

e Nr. 57: Aus den Operationsschnitten dieser 41-jahrigen Frau lagen eine ovariel-
le und 2 extraovarielle Proben vor. Die ausschlieBlich in den Implants gefunde-
nen MSls hatten im Marker D6 ein gleichartiges Muster; im Marker D14 unter-
schieden sie sich.

e Nr. 75: Die 4 untersuchten Proben einer 39-jahrigen Patientin mit bilateralen S-
BOTs und insgesamt 6 Implants in Omentum majus und pelvinen Lymphknoten
zeigten in keinem der 10 Marker einen Unterschied.

e Nr. 78: Hier handelt es sich um eine 48-jahrige Patientin mit bilateralen S-BOTs
und 5 omentalen Implants (davon 4 Proben). Die Proben zeigten im Mikrosatel-
litengel z.T. sehr heterogene Muster: Im Marker D3 wiesen die IMPs 40, 41 und
43 unterschiedliche Als auf. In D6 waren im rechten BOT und im IMP 40 von-
einander verschiedene MSIs nachweisbar. In D7 fand sich eine Al im IMP 41
(siehe Abb. 5 b). Und in D18 zeigten sich ebenfalls heterogene Als im linken
BOT und in den IMPs 40, 41 und 42 (siehe Abb. 5 d).
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e Nr. 108: Diese knapp 20-jahrige Frau wurde an einem unilateral lokalisierten S-
BOT mit singulérer peritonealer Implantation operiert. Die beiden untersuchten
Proben (BOT + 1 Implant) zeigten lediglich eine MSI in MYC-L1.

e Nr. 109: Die 7 Proben (BOT rechts, BOT links + 5 IMPs) der Nummer 109
stammen von einer 40-jahrigen Patientin mit bilateralen S-BOTs und multiplen
peritonealen Herden. Der Marker MYC-L1 detektierte voneinander verschiede-
ne Als in den IMPs 88, 90, 91 und 93. Die beiden BOT-Proben und das IMP 92
hatten das gleiche Muster. (IMP 89 existiert nicht als Probe.)

Mit Ausnahme von Nr. 75 hob sich in allen Féllen (d.h. 11 von 12 2 91,6%) mindestens

ein Implant vom ovariellen Tumor ab. Davon zeigten 4 Falle bei einem Marker, 3 bei
zwei Markern und je 1 Fall bei drei, vier, finf und sechs Markern molekulargenetische

Unterschiede zwischen den einzelnen Proben. Definiert man die Diskordanz (£ mole-
kulare Heterogenitat) als Auftreten molekulargenetischer Unterschiede bei mindestens
2 Markern, so waren in dieser Untersuchung 58,3% der Tumorfalle diskordant. Die
Ubrigen 41,7% wéren entsprechend als konkordant zu bezeichnen.

Direkt aus den S-BOTs wurden 19 Proben untersucht. Davon zeigten 3 Mikrosatelliten-
instabilitaten (15,8%) und 2 allelische Imbalancen (10,5%). Zusammen genommen

waren 5 BOT-Proben (2 26,3%) bei 3 der 12 Patientinnen (25%) aufféllig. Unter den
43 aus den Implants gewonnen Proben waren 26 (60,5%) auffallig, 10 der 12 Patien-
tinnen (83,3%) betreffend. Darunter waren 13 Proben mit MSls (30,2%) und 17 mit Als
(39,5%).

Insgesamt waren im Bereich der untersuchten Genorte 27 der 62 Proben (43,5%) auf-
fallig. 30,6% zeigten allelische Imbalancen und 25,8% Mikrosatelliteninstabilitaten (mit
Uberschneidungen) in einem oder mehreren Markern. Wie erwéhnt, ist dabei zu be-
ricksichtigen, dass beispielsweise ein Unterschied zwischen BOT X auf der einen Sei-
te und IMP Y und Z auf der anderen Seite zum einen als Al (im Sinne von Zugewinn)
fir BOT X, zum anderen aber auch als Al (im Sinne von Verlust) fir IMP Y und Z ge-
wertet werden kann, was naturlich Einfluss auf die Statistik hat.

Unabhangig davon kann man festhalten, dass bei einem betrachtlichen Anteil des Un-
tersuchungsmaterials molekulargenetische Unterschiede zwischen multifokalen Tumor-
foci innerhalb einer Patientin zu finden waren. Dies ware ein Hinweis auf einen po-
lyklonalen Ursprung. Nur ein Fall (Nr. 75) hatte in allen Markern ein identisches Ban-
denmuster.

In allen anderen Fallen sind zwar an mehr oder weniger Stellen Unterschiede feststell-
bar, teilweise lassen sich jedoch Serien von gleichartigen Mustern innerhalb eines Indi-
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viduums erkennen. (Diese sind in Tab. 10 griin markiert.) So kénnte jeweils ein Teil der
Tumorherde aus einem Klon, ein anderer Teil aus einem zweiten Klon usw. entstanden
sein. Nur in einem der 4 entsprechenden Falle (Nr. 32) betreffen die fir alle Marker
geltenden Gemeinsamkeiten sowohl einen ovariellen Herd (BOT 32 links) als auch
einen Teil der extraovariellen (IMP 19 bis 21). Hier ware auf Grundlage der Mikrosatel-
litenanalyse ein gemeinsamer Ursprung denkbar. Die restlichen 3 Serien (Nr. 16, 21,
57) mit einheitlichem MSI-/Al-Profil beziehen ausschlieBlich Implants ein. Beispielswei-
se kdnnten im Fall Nr. 57 die beiden Implants (IMP 30 und 31) untereinander monoklo-
nal sein, in Bezug auf den Borderline-Tumor jedoch polyklonal.

Unter Berlcksichtigung histologischer Merkmale féllt auf, dass die epithelialen Implants
etwas haufiger von Verdnderungen im Bandenmuster betroffen waren als die des-
moplastischen (65% vs. 58,3%). Der relative Anteil von Mikrosatelliteninstabilitdten war
dagegen bei letzteren héher (71,4% vs. 38,5% der auffélligen Proben). Mdglicherweise
stehen hier unterschiedliche pathogenetische Mechanismen im Vordergrund. Dies
kénnte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Insbesondere in Bezug auf die
Lymphknoten- und Endosalpingiose-assoziierten Implants sind die Probenzahlen fir
verlassliche Aussagen zu gering.

Ca. 58% der untersuchten Félle wiesen einen bilateralen Tumorbefall auf. Bei 3 dieser
7 Falle (42,9%) waren Unterschiede zwischen linkem und rechtem Tumor zu beobach-
ten. Diese Differenzen betreffen bei einem BOT (Nr. 32) 4 Marker, bei einem weiteren
(Nr. 78) 2 Marker und beim dritten (Nr. 26) nur einen Marker. Nach oben genannter
Definition wéaren demzufolge 2 der 7 bilateralen Tumoren (28,6%) diskordant, die Ubri-
gen (71,4%) dagegen konkordant.

Als weitergehende Untersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe Molekularpathologie
des Institutes fur Pathologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg Mutations-
analysen im K-RAS- und B-RAF-Gen durchgefiihrt: Alle S-BOTs und Implants wurden
hinsichtlich Mutationen im Exon 1 des K-RAS-Gens und Exon 15 des B-RAF-Gens
gescreent.

Die Codons 12 und 13 des K-RAS-Gens und die Codons 594 - 599 des B-RAF-Gens
wurden nach PCR-Amplifikation entsprechend eines Protokolls von Sieben et al.”> und
nach Aufreinigung mit Hilfe des QIAquick Spin DNA Purification Kits (Qiagen, Hilden)

®_ 15 min Pre-Denaturierung bei 95°C
- 35 Zyklen a 30 s Denaturierung bei 95°C + 30 s Annealing bei 56°C + 30 s DNA-Synthese bei 72°C
- 10 min finale Elongation bei 72°C
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sequenziert (Sieben NLG et al., 2004)°. Dafiir wurden dieselben PCR-Primer und das
Big Dye Terminator v 1.1. Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt) ver-
wendet. Wahrend im Codon 13 des K-RAS-Gens und in den Codons 594 - 599 des B-
RAF-Gens keinerlei Mutationen nachweisbar waren, wurden im Codon 12 des K-RAS-
Gens in 6 Proben (9,7%) bei 4 Patientinnen (33,3%) Veranderungen gefunden (siehe
auch Tab. 10):

e Nr. 29: heterozygoter G35T-Austausch im rechten und linken BOT sowie im
IMP 9, jedoch nicht in den Ubrigen Implants (IMP 10-16)

e Nr. 32: heterozygoter G35A-Austausch im linken BOT, jedoch nicht im rechten
und in keinem der zugehérigen Implants (IMP 17-21)

e Nr. 52: heterozygoter G35A-Austausch in einem der beiden Implants (IMP 27,

jedoch nicht im anderen (IMP 26) und nicht im BOT

Nr. 108: heterozygoter G35T-Austausch im ovariellen Tumor, jedoch nicht im

Implant (IMP 87).

Bei den Ubrigen Patientinnen lag ausschlieBlich der Wildtyp vor.

Insgesamt waren im untersuchten Bereich mehr S-BOTs (4 von 19 Proben 2 21%)

mutiert als Implants (2 von 43 Proben 2 5%).

Auch wenn der Umfang dieser Ergebnisse eine statistische Auswertung nicht rechtfer-
tigt, werden bei den mutierten Proben Unterschiede zwischen den ovariellen und den
meisten extraovariellen Herden deutlich, im Fall Nr. 32 — passend zum Auftreten unter-
schiedlicher Mikrosatelliteninstabilitdten - sogar zwischen bilateralen S-BOTs. Demge-
genulber zeigte nur ein Implant (IMP 9) dieselbe Mutation wie der mutmaBliche Primar-

tumor.

® -1 min bei 96°C
- 35 Zyklen a 10 s bei 9°C + 5 s bei 50°C + 4 min bei 60°C
-4 min bei 72°C
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6 Diskussion

Bei den invasiven Ovarialkarzinomen Iasst sich das Auftreten multipler Tumorherde im
Bauchraum als metastatischer Prozess erklaren: Entweder die Tumorzellen erreichen
durch Angioinvasion das Peritoneum auf dem Zirkulationswege oder der Durchbruch
der Organkapsel fUhrt direkt zur Dissemination in der Bauchhdhle. Deswegen ist beim
intraabdominell ausgebreiteten Ovarialkarzinom mit groBer Wahrscheinlichkeit von
einem klonalen Prozess auszugehen. Dies belegen zahlreiche Studien, u.a. auf Grund-
lage von p53-Sequenzierungen, LOH-Analysen, Karyotypvergleichen und Analysen der
X-Chromosominaktivierung (Abeln EC et al., 1995; Jacobs IJ et al., 1992; Kupryjanczyk
Jetal, 1996; Mok C-H et al., 1992; Pejovic T et al., 1991).

Die Herkunft der extraovariellen Herde bei den Borderline-Tumoren ist jedoch noch
ungeklart. Die Studien, die sich bisher mit der Fragestellung beschéftigten, kamen zu
sehr kontroversen Ergebnissen. Es kristallisierten sich zwei Modelle heraus, die nach-
folgend beschrieben werden sollen. Unter Berlicksichtigung dieser Voruntersuchungen
sollen die eigenen Daten interpretiert werden, um Ruckschlisse auf die komplexen
Mechanismen der Entstehung von S-BOTs und Implants ziehen zu kénnen.

6.1 Monoklonalitatstheorie

Die Theorie des monoklonalen Ursprungs (auch Implantationstheorie) geht davon aus,
dass extraovarielle Lasionen, so genannte Implants, die bei einem Teil der Félle paral-
lel zu S-BOTs auftreten, aus neoplastischen Zellen hervorgehen, die vom ovariellen
Primartumor aus in den Bauchraum gestreut wurden. Analog wird dies bei der Endo-
metriose beschrieben: Hier nimmt man eine nicht-metastatische Verbreitung von uteri-
nen Zellen im Kérper an, die nach der Implantation zur Entartung beféhigt sind.

Einen Hinweis auf die mutmaBliche gemeinsame Herkunft von S-BOTs und Implants
gibt u.a. die Korrelation zwischen dem exophytischen Wachstum ovarieller Tumoren
und der synchronen Entstehung peritonealer Herde: Fast 2/3 der Patientinnen mit einer
exophytischen Komponente im ovariellen Tumor haben gleichzeitig Implants. Anders-
herum betrachtet, zeigen ca. 94 % der S-BOTs mit assoziierten Implants ein exophyti-
sches Wachstum. Damit im Einklang ist auBerdem die tendenzielle Haufung der
Implants in der Néahe des mutmaBlichen Primartumors (Segal GH, Hart WR, 1992).
Diese Beobachtungen lassen eine direkte Exfoliation der transformierten Zellen auf das
Peritoneum vermuten, wo sie aufgrund des embryologisch gemeinsamen Hintergrun-

des auf ein ahnliches Milieu treffen (Sieben NL et al., 2006). Denkbar wéare auch, dass
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zumindest ein Teil der Implants auf dem Boden einer peritonealen Endosalpingiose in
situ entsteht (Hart WR, 2005).

Dartber hinaus konnten mehrere Studien eine hohe Konkordanz der genetischen Ver-
anderungen nachweisen: So ergab der Vergleich des LOH- bzw. Al-Profils *auf drei
Genloci des Chromosoms 17p, welche u.a. das p53-Gen beinhalten, in allen unter-
suchten Féllen das gleiche Muster bei S-BOTs und Implants (Zanotti KM et al., 1999).
Eine andere Studie bezog in die durchgefiihrte Allelotypisierung Mikrosatellitenmarker
aller Chromosomen ein und konnte bei 7 von 9 relevanten Fallen konkordante LOHSs in
mehreren Tumorfoci bei mindestens einem Marker nachweisen (Sieben NLG et al.,
2003). LOH-Analysen allein haben jedoch den Nachteil, dass die Haufigkeit der Klona-
litdt womadglich unterschatzt wird, wenn die Marker nicht informativ sind oder wenn kei-
ne LOHs gefunden werden (Sieben NL et al., 2006). Als zusétzlicher Beweis fiir einen
klonalen Ursprung wurde daher ein Fall angefthrt, in dem alle 3 unterschiedlich lokali-
sierten Tumoren innerhalb einer Patientin eine identische Mikrosatellitenveranderung
(Repeatexpansion) aufwiesen, welche als starker Marker fir das Vorliegen einer Mo-
noklonalitat gilt (Mao L et al., 1994). Zwei weitere Falle zeigten Uberdies im histologi-
schen Befund auffallend &hnliche Atypien in allen Foci (Sieben NLG et al., 2003). Eine
Folgestudie derselben Arbeitsgruppe kombinierte die LOH-Analyse mit der Untersu-
chung der K-RAS- und B-RAF-Mutationen. Bei den 8 informativen Féllen zeigten 21
von 25 meta- oder synchron entstandenen Tumoren gleiche genetische Veranderun-
gen, und zwar sowohl bei invasiven als auch bei nicht-invasiven Implants (Sieben NLG
et al., 2004).

Auch Krishnamurti et al. fanden in den typisierten Mikrosatellitenregionen, insbesonde-
re auf den Chromosomen 1p (inklusive MYC-L1), 9q und 17p, bei 5 der 6 multifokalen
S-BOT-Félle zu 88% konkordante Allelverluste. Da ein Fall jedoch ein diskordantes
Muster aufwies, resumierten die Autoren, dass die Mehrheit der S-BOT-assoziierten
Implants wahrscheinlich monoklonal entstehe, eine Minderheit jedoch auch polyklonal
(Krishnamurti U et al., 2005).

6.2 Polyklonalitatsstheorie

Der Theorie des polyklonalen Ursprungs zufolge beruht die syn- oder metachrone Ent-
stehung multifokaler Tumoren auf einer voneinander unabhangigen Transformation
ovarieller und peritonealer Progenitorzellen. Das haufig beobachtete gemeinsame Auf-
treten dieser verschiedenen Entitaten resultiere aus einem Felddefekt und damit einer
allgemeinen genetischen Instabilitat des gesamten Zélom- bzw. Miller-Epithels. Fr
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diese Annahme spricht die Tatsache, dass subperitoneale Endosalpingiosen bei Pati-
entinnen mit S-BOT wesentlich haufiger sind als bei Gesunden. Dabei kénnten eine
familidre Pradisposition, aber auch hormonelle oder Umwelteinflisse eine Rolle spielen
(Lu KH et al., 1998).

Die Argumente der Verfechter dieser Theorie stitzen sich im Wesentlichen auf das
zelluldre Muster der X-Chromosom-Inaktivierung: Wéhrend der frihen Embryonalent-
wicklung wird in jeder somatischen Zelle einer Frau zuféllig entweder das paternale
oder das maternale X-Chromosom inaktiviert, woraus insgesamt ein Mosaik entsteht.
Die spezifische Situation in einer Zelle bleibt ein Leben lang erhalten und wird durch
klonale Expansion an alle Tochterzellen weitergereicht. So lieBe sich in diesem Fall ein
identisches Muster der X-chromosomalen Inaktivierung nachweisen, wahrend bei Po-
lyklonalitat die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten des gleichen Musters 50% betrlge.
Der Nachweis kann u.a. durch die Analyse des Methylierungsstatus bestimmter Endo-
nukleasen im AR-Gen auf dem langen Arm des X-Chromosoms erfolgen (Gu J et al.,
2001; Lu KH et al., 1998). Gu et al. fanden bei der Untersuchung von 18 Patientinnen
mit S-BOTs und extraovariellen Herden bei 7 der 13 informativen Falle ein nicht-
zufalliges Muster der X-Chromosom-Inaktivierung. Bei 6 dieser 7 Falle unterschied sich
das Muster zwischen ovariellen und peritonealen Tumoren; nur bei einem war es iden-
tisch (Gu J et al., 2001). Eine andere Studie, die sich im Wesentlichen (7 von 8 Patien-
tinnen) auf bilaterale S-BOTs konzentrierte und nur 2 Falle mit Implants einbezog, er-
weiterte die Auswertung der X-Chromosom-Inaktivierung um die LOH-Analyse des
Androgenrezeptors (Lu KH et al., 1998). 5 der 8 Falle zeigten in beiden Methoden das
gleiche Muster flr alle untersuchten Proben. Bei zwei Fallen unterschied sich der Gen-
locus zwischen linkem und rechtem ovariellem Herd; ein dritter wies in zwei Implants
ein anderes X-Chromosom-Inaktivierungsmuster auf als im linken BOT.

Einen weiteren Hinweis auf einen unabhangigen Entstehungsmechanismus der disku-
tierten Tumorentitaten gibt das Auftreten primar peritonealer ,S-BOTs" in Abwesenheit
eines ovariellen Tumors. Diese Herde sind histologisch nicht von nicht-invasiven
Implants bei S-BOTs zu unterscheiden (Bell DA, Scully RE, 1990; Biscotti CV, Hart
WR, 1992).

Diese Ergebnisse sprechen fir einen polyklonalen Ursprung multifokaler Tumoren bei
den S-BOT-Patientinnen. lhre Aussagekraft wird jedoch von Kritikern dieser Theorie
angezweifelt. So kénnen tumorbedingte Verédnderungen, wie Aneuploidie oder Abnor-
mitaten im Methylierungsmuster, mit der X-chromosomalen Inaktivierung interferieren
(Sieben NLG et al., 2003). Sieben et al. vermuten in oben genannten Studien dartiber
hinaus technische Mangel und Artefakte durch zu geringe DNA-Mengen, einen in-
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kompletten Verdau des paraffinierten Materials und die Kontamination des Normalge-

webes.

6.3 Beurteilung der eigenen Ergebnisse

In Anknlpfung an die oben beschriebenen Studien verfolgt die vorliegende Arbeit
das Ziel, die Pathogenese der extraovariellen Implants aufzuklaren. Es wurde ein
molekulargenetischer Ansatz gewahlt, basierend auf dem Vergleich von Borderline-
Tumor- und assoziierten Implantproben hinsichtlich allelischer Imbalancen und
Mikrosatelliteninstabilitaten im Polyacrylamidgel.

Eine Konkordanz der genetischen Veranderungen (Al/MSI) sprache am ehesten fir
eine Metastasierung oder Implantation aus einem Primarherd. Hierbei ist jedoch auch
die Genotyp-Phéanotyp-Korrelation zu berlcksichtigen: Da der Genotyp den Phanotyp
definiert, kdbnnen morpholgisch gleichartige Tumoren unter Umstanden selbst dann
einen vergleichbaren Genotyp haben, wenn ihnen unabhangige Pathomechanismen
zugrunde liegen. Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich nur in einem Fall (BOT 75) ein
Uber alle Marker hinweg identisches Bandenmuster. Da der Vergleich zum nicht entar-
teten Gewebe fehlt, sind hier zwei Mdglichkeiten denkbar: Entweder es gab in keinem
der ausgewahlten Genloci eine Mutation, so dass der Fall als nicht informativ eingestuft
werden musste. Oder samtliche Tumorherde der Patientin haben ein identisches Muta-
tionsprofil und waren damit am ehesten monoklonal. Bei 4 weiteren Fallen war nur bei
einem der 10 verwendeten Marker ein Unterschied zu verzeichnen. Insgesamt betragt
die Konkordanzfrequenz nach oben genannter Definition 41,7% der Falle.
Demgegenlber wurde bei 58,3% der Félle Diskordanz bei mindestens 2 Markern (2-6
von 10) festgestellt. Diese Beobachtung ware durch zwei Mechanismen erklarbar: Zum
einen kénnten die unterschiedlich lokalisierten Tumoren innerhalb eines Individuums
aus voneinander unabhangigen Klonen entstanden sein. Zum anderen kann unter Um-
sténden aber auch eine monoklonale Population neoplastischer Zellen durch nachtrag-
liche Mutation divergente Zellsubgruppen hervorbringen (Krishnamurti U et al., 2005).
Eine Aussage zur Herkunft multifokaler Tumoren ist mit dieser Methode daher nur ein-
geschrankt moéglich. In Zusammenschau der Ergebnisse ist jedoch am ehesten davon
auszugehen, dass bei der Mehrheit der Patientinnen den verschiedenen Lé&sionen je-
weils mehrere Zelllinien zugrunde liegen, welche, zuféllig oder durch gemeinsame Ri-
sikofaktoren beglnstigt (z.B. eine hypothetische, bereits in der Keimbahn fixierte gene-
tische Instabilitdt mesothelialer Gewebe), an verschiedenen Stellen des Kérpers entar-
tet sind. Es ist jedoch grundséatzlich denkbar, dass sich einige dieser primér polyklona-
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len Herde klonal weitervermehren und genetisch identische Tochtergeschwilste aus-
bilden. Einen Hinweis darauf geben 4 der untersuchten Félle, bei denen Serien gleich-
artiger MSls bzw. Als beobachtet wurden. 3 davon betrafen ausschlieBlich Implants, so
dass von einer direkten Streuung innerhalb des Peritonealgewebes ausgegangen wer-
den kann. Nur in einem einzigen Fall (Nr. 32) betrafen die Gemeinsamkeiten sowohl
einen Borderline-Tumor als auch 2 der 5 Implants (nicht jedoch den kontralateralen
BOT und die Ubrigen Implants). Hier jedoch zeigte die K-RAS-Analyse genotypische
Unterschiede auf, welche die monoklonale These in Zweifel ziehen. So sind auch in
diesem Fall die ovariellen und peritonealen Tumorproben insgesamt als polyklonal ein-
zuschatzen.

Das K-RAS-Profil kdnnte im Fall Nr. 29 einen Hinweis auf Monoklonalitat der bilatera-
len S-BOTs und des Implants 9 geben (nicht aber der Ubrigen Implants). In allen drei
Proben war ein heterozygoter G35T-Austausch im selben Codon nachweisbar. Die
Ergebnisse der Polyacrylamidgel-Elekirophorese waren ebenfalls homogen. Da jedoch
auch die Implants 10-14, alle Trager des Wildtyps im Codon 12, dasselbe Bandenmus-
ter auswiesen, ist die Informativitédt der 10 Marker hierbei in Zweifel zu ziehen. Unter
Beriicksichtigung der Ergebnisse aus beiden Untersuchungsmethoden gibt dieser Fall
jedoch die deutlichsten Hinweise auf die klonale Entstehung eines Implants (IMP9) aus
dem (in diesem Fall bilateralen) Borderline-Tumor.

Obwohl vorangegangene Studien eine Korrelation zwischen ovarieller Oberflachenbe-
teiligung von Borderline-Tumoren und der Implantation unterstrichen haben (Segal GH,
Hart WR, 1992), lasst sich anhand der untersuchten Falle keinerlei Zusammenhang
ableiten. So zeigte der als teilweise monoklonal eingestufte BOT 29 kein oberflachli-
ches Wachstum; BOT 32 dagegen schon. Ebenso eine Reihe von Tumoren, bei denen
die genotypischen Analysen auf eine polyklonale Genese schlieBen lassen.

Die Haufigkeit eines bilateralen Auftretens seréser Borderline-Tumoren des Ovars ist in
der Literatur mit 28-66% angegeben (Sehouli J et al., 2002). In dieser Untersuchung
lag sie bei 58,3%. 28,6% der betreffenden Falle wiesen in der Mikrosatellitenanalyse
ein diskordantes Muster auf. Besonders erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang
der Fall Nr. 32, bei dem die K-RAS-Analyse zusatzliche genotypische Unterschiede
aufdeckte. Hier ist am ehesten von einer polyklonalen Entstehung unabhéngiger Bor-

derline-Tumoren in beiden Ovarien auszugehen. Die 5 (£ 71,4%) in beiden Untersu-

chungen Ubereinstimmend als konkordant beschriebenen Falle waren dagegen mit

einer monoklonalen Genese vereinbar.
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Diese Ergebnisse decken sich mit denen alterer Untersuchungen. So unterschieden
sich 28,6% (2 von 7) der von Lu et al. untersuchten bilateralen S-BOTs in Bezug auf
die Inaktivierung der X-chromosomalen Androgenrezeptor-Allele, wahrend die Ubrigen
71,4% beidseits identisch waren (Lu KH et al., 1998).

Bezlglich der LOH- bzw. Al-Frequenzen bestatigten sich die Angaben friiherer Studien
im Wesentlichen. Demnach seien diese Ereignisse bei serésen Borderline-Tumoren
insgesamt relativ selten (Krishnamurti U et al., 2005; Saretzki G et al., 1997). Die An-
gaben von 0-41% decken sich mit der von uns ermittelten Haufigkeit von 30,6% (BOT-
Proben: 10,5%, IMP-Proben: 39,5%). Die MSI-Quote lag in dieser Untersuchung mit
25,8% (BOT-Proben: 15,8%, IMP-Proben: 30,2%) zwischen den von Yoon et al. (12%)
und Haas et al. (30%) angegebenen Werten (Haas C et al., 1999; Yoon BS et al.,
2008).

Besonders MYC-L1 auf Chromosom 1p zeigte in 50% der im Rahmen dieser Disserta-
tion untersuchten Falle Verdnderungen auf. Er wurde bereits von friiheren Arbeitsgrup-
pen als hoch effektiver Marker beschrieben (Shih I-M, Kurman RJ, 2005). Die in die-
sem Genabschnitt enthaltenen Tumorsuppressorgene werden vermutlich bereits in der
Frihphase der Tumorentstehung inaktiviert (Krishnamurti U et al., 2005). Eine weitere
Rolle kénnten Gene auf den Chromosomen 3p, 5q, 6p+q, 7p+q, 9p+q, 11q, 17p+q, 22q
und Xq spielen (Dodson MK et al., 1993; Krishnamurti U et al., 2005; Tibiletti MG et al.,
2001; Watson RH et al., 1998; Zheng J et al., 1991). Auch in dieser Untersuchung wa-
ren auf den Chromosomen 6 (Mikrosatellitenmarker D6; 41,7% der Falle), 3 (D3; 25%),
7 (D7; 16,7%) und 22 (D22; 16,7%) Mutationen nachweisbar, auBerdem auf den
Chromosomen 14 (D14; 33,3%), 18 (D18; 33,3%) und 16 (D16; 16,7%). Die Marker
BAT25 und BAT26 auf Chromosom 4 bzw. 2 waren nicht informativ.

Die zusatzlich durchgefiihrten Sequenzierungen umfassten bekannte Mutationsorte
von K-RAS und B-RAF, welche als Protoonkogene durch Aktivierung des RAS-RAF-
MAP-MEK-ERK-Kinase-Pathways eine gesteigerte Zellproliferation bewirken (Mayr D
et al., 2006). Tatsachlich ermittelten wir in 33,3% der Félle eine Mutation im Codon 12
(Exon 1) des K-RAS-Gens. Dieses Ergebnis harmoniert mit den Beobachtungen ande-
rer Arbeitsgruppen, die im selben Codon bei 22,2-36% der S-BOTs Veranderungen
fanden (Mayr D et al., 2006; Mok SC-H et al., 1993; Sieben NLG et al., 2004). Im Co-
don 13 des K-RAS-Gens und in den Codons 594 bis 599 des B-RAF-Gens lag in allen
von uns untersuchten Proben der Wildtyp vor. In der Literatur sind die Mutationsfre-
qguenzen im Codon 13/K-RAS mit 0-2,3% (Mayr D et al., 2006; Mok SC-H et al., 1993)
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und im B-RAF-Gen (nur Codon 599) mit 28-36% (Sieben NLG et al., 2004; Singer G et
al., 2003) angegeben.

Der Aussage von Mayr et al., dass sich die beiden Gene gegenseitig ausschlieBen,
kann unter Berlcksichtigung der von uns ermittelten Ergebnisse weder widersprochen
werden noch lassen sich weitere Beweise daflr finden. Eine gréBere Fallzahl wirde in

Zukunft vielleicht zusatzliche Informationen liefern.

Insgesamt muss kritisch angemerkt werden, dass der Einbezug einer Negativkontrolle
aus nicht entartetem Gewebe der Patientinnen die Aussagekraft der Ergebnisse deut-
lich erhéht hatte. Es hétte jedoch nicht ausgereicht, scheinbar gesunde Areale vom
Rand der Resektionsblécke zu entnehmen, da auch diese unter Umstanden schon vor
Auspragung mikro- oder makroskopischer UnregelmaBigkeiten molekulargenetisch
verandert sein kénnten. Geeignet waren eher Lymphozyten oder andere Zellen, bei
denen nicht von entsprechenden Mutationen ausgegangen werden muss. Diese stan-
den im Rahmen dieser Untersuchung leider nicht zur Verfugung, da es sich um Ar-
chivmaterial handelte.

Im Fall Nr. 75, in dem kein Unterschied zwischen den Proben nachgewiesen wurde,
bleibt daher ungeklart, ob das genetische Profil den Wildtyp oder eine in allen Proben
homogene Mutation darstellt. Da gerade solche Falle Musterbeispiele fiir Monoklonali-
tat sein kdnnen, besteht die Gefahr, diese insgesamt zu unterschatzen (Sieben NL et
al., 2006).

Bei weiterfiihrenden Untersuchungen wére es zugunsten einer differenzierteren Aus-
sage empfehlenswert, die Zahl der Félle und Mikrosatellitenmarker weiter zu erhéhen
und zusatzliche Methoden, wie die K-RAS- bzw. B-RAF-Mutationsanalyse, in gréBerem
Umfang einzubeziehen. AuBerdem ware die Verwendung frischen oder gefrorenen
Materials glnstiger, da die Paraffineinbettung, insbesondere in Kombination mit gerin-
gen DNA-Mengen, die Artefaktentstehung beglnstigt (Sieben NLG et al., 2000).
Bezuglich der Methode muss kritisch angemerkt werden, dass die quantitative Analy-
sierbarkeit des Silbergels in Frage gestellt wird (Koreth J et al., 1996). Allgemein be-
sitzt die Mikrosatellitenanalyse den Nachteil, dass sie nicht in der Lage ist, einen Ge-
winn von genetischem Material in einer Probe von einem Verlust in einer anderen Pro-
be desselben Individuums zu unterscheiden. Hier ist der Begriff der ,allelischen Imba-
lancen* treffender. AuBerdem kann durch die MSA nicht die exakte biochronologische
Reihenfolge von Tumoren und Rezidiven nachvollzogen werden.

Immerhin stellen die dargestellten Veranderungen, wie z.B. LOHs, im Gegensatz zu
Methylierungsmustern, wie bei der X-Chromosom-Inaktivierung, keine epigenetischen
Phanomene, sondern irreversible Ereignisse wahrend der Tumorgenese dar (Sieben
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NLG et al., 2003). Mikrosatelliten-Mutationen reflektieren das Vorhandensein eines
bestimmten Typs genetischer Instabilitdt. Diese ist ein wichtiger, friher Schritt in der
Tumorgenese, da sie einen Anstieg in der Mutationsrate bedingt. Die Verwendung der
Mikrosatelliten als hoch polymorphe Marker hat sich in Zusammenhang mit Klonali-
tatsfragen bewahrt. Trotz der genannten Einschrankungen lassen sich mit der Methode
viele grundséatzliche Fragen kléren.

6.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Tumorentstehung ist ein komplexer und heterogener Vorgang, dessen Entschlis-
selung viele Probleme aufwirft. Grundsatzlich gilt zu berlcksichtigen, dass einerseits
unterschiedliche Entwicklungswege zu morphologisch gleichen Tumoren fihren kén-
nen (Polygenie) und andererseits Mutationen in denselben Genloci morphologisch ver-
schiedene Neoplasien hervorbringen kénnen (Pleiotropie). Verschieden lokalisierte
Tumoren mit ahnlichem molekularem Profil kbnnen entweder Ausdruck der Tumorpro-
gression und —streuung oder in anderen Féllen das Ergebnis multifokaler Tumorent-
stehung sein. Welcher dieser Mechanismen das syn- oder metachrone Auftreten von
serésen Borderline-Tumoren und extraovariellen Implants bedingt, ist zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht endgultig aufgeklart. Die kontroversen Ergebnisse der bislang
vorliegenden Studien lassen jedoch vermuten, dass mehrere pathogenetische Wege
nebeneinander bestehen. So vermuten Diebold et al. auf Grundlage einer K-RAS-
Mutationsanalyse bei S-BOTs, kontralateralen Tumoren und extraovariellen Implants
die Koexistenz von multifokaler Tumorgenese auf der einen Seite und Streuung primar
ovarieller Tumorzellen auf der anderen Seite (Diebold J et al., 2003). Letztere ist wahr-
scheinlich besonders im Falle exophytisch wachsender Tumoren bedeutsam, wie die
starke Korrelation dieses Typs mit dem Auftreten peritonealer Implants belegt (Segal
GH, Hart WR, 1992).

Im Falle der invasiven Implants, die die semimaligne Definition der Borderline-Tumoren
besonders herausfordern, beschreiben Sherman et al. folgende drei Mdglichkeiten:

1. die maligne Transformation im Ovar mit anschlieBender metastatischer Streuung

2. den passiven Transport benigner Tumorzellen durch mechanischen Abrieb oder
Uber Lymphwege mit nachfolgender maligner Transformation oder

3. die syn- oder metachrone Tumorentstehung an unterschiedlichen Stellen (durch
einen Felddefekt) mit maligner Transformation des Implants (Sherman ME et al.,
2004).
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Mikrosatellitenanalysen kénnen dabei einen Hinweis auf klonale Beziehungen ver-
schiedener Tumorfoci geben. Konkordante allelische Imbalancen oder Mikrosatelliten-
instabilitditen wirden diesbeziglich fir die Herkunft aus einem Klon sprechen, wobei
natrlich auch mehr oder weniger zufallig bei mehreren unabhangigen Zelllinien die-
selben Veranderungen aufgetreten sein kénnen. Eine Diskordanz der allelischen Ver-
anderungen bei multifokalen Tumoren wird als Hinweis fiir einen polyklonalen Entste-
hungsmechanismus gedeutet. Aber auch dies allein ist kein Beweis, da unter Umstan-
den auch aus einer monoklonalen Primarpopulation divergente Tochterzellen entste-
hen kénnen (Krishnamurti U et al., 2005). Die Verwendung mdglichst zahlreicher in-
formativer Marker kann diese Schwéachen jedoch minimieren. Aus diesem Grund sind
im Rahmen dieser Untersuchung 10 etablierte Mikrosatelliten einbezogen worden.

Die erhobenen Daten lassen, wie oben beschrieben, grundsétzlich eher auf polyklonale
Entstehungsmechanismen der untersuchten Tumorproben schlieBen. Teilweise lassen
sich aber in den einzelnen Individuen jeweils mehrere klonale Subgruppen mit glei-
chem genetischem Profil erahnen. Diese Moglichkeit betrifft im Wesentlichen die von
Implants ausgehende klonale Aussaat. Lediglich in einem Fall (Nr. 29) ist eine klonale
Beziehung zwischen dem BOT und zumindest einem der Implants (IMP 9) anzuneh-
men. Demnach ist auch die Monoklonalitatstheorie nicht grundsétzlich auszuschlieBen.

Zur endgultigen Klarung der Fragestellung sind noch weitere Studien nétig. Dabei
kénnten nicht nur molekulargenetische Ansatze weiterfiihren, sondern auch immun-
histochemische, epidemiologische und klinische Studien.

Fur den klinischen Alltag hat die Thematik eine groBe Relevanz: So ist die diagnosti-
sche Terminologie im Moment mangels pathogenetischen Hintergrundwissens noch
sehr unprédzise und dadurch auch fur die Patientinnen wenig informativ. Der Begriff der
.implants® ist bewusst zurlickhaltend formuliert. Bei Invasivitat dieser Herde waére zu
diskutieren, sie je nach Entstehungsmechanismus beispielsweise als Metastasen oder
primare peritoneale Karzinome zu bezeichnen. Wéare ein polyklonaler Entstehungsme-
chanismus bewiesen, so ware die Einteilung und Nomenklatur der ovariellen Neopla-
sien allgemein zu Uberdenken. Eine Studie zeigte, dass Bezeichnungen wie ,serdser
Borderline-Tumor“ oder ,serous tumor of low malignant potential“ 82% der betroffenen
Frauen suggerieren, sie hatten einen Krebs (Schildkraut JM, Thompson WD, 1988).
Diese Reaktion ist angesichts der sonst so glinstigen Prognose dieser Entitat unver-
haltnismaBig und kénnte mithilfe einer exakten Terminologie umgangen werden. Hier-
bei wéare auch die prognostische Bedeutung histologischer Subtypen, etwa der mikro-
papillaren S-BOTs, zu klaren.
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Weitreichende Konsequenzen hatte die atiologische Einordnung multifokaler Tumoren
auch fir das therapeutische Vorgehen: Eine monoklonale Entstehung musste ein ho-
heres Staging mit konsekutiver aggressiverer Therapie zur Folge haben (Gu J et al.,
2001). Diese hétte die Eradikation des Tumorklons zum Ziel, beispielsweise mittels
einer Immuntherapie. Im glnstigsten Fall ware es sogar mdglich, die praoperative Dia-
gnostik mittels geeigneter Serummarker zu erleichtern.

Auf ein polyklonales Geschehen kénnte dagegen nur abwartend durch zeitgerechte
spezifische und sensitive Diagnostik und stadiengerechte Therapie reagiert werden.
Das Ziel ist ein moglichst standardisiertes Vorgehen nach dem ALARA-Prinzip (,As
Low As Reasonably Achievable®). Insbesondere bei jungen Patientinnen heif3t das,
dass die Therapie moglichst fertilitdtserhaltend und wenig invasiv erfolgen sollte, bei

einer minimalen Quote an Residualtumoren und Rezidiven.
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7 Zusammenfassung

Die Borderline-Tumoren des Ovars werden auf Grund ihrer histologischen Eigenschaf-
ten als eigene Entitdt von den ovariellen Adenomen und Karzinomen abgegrenzt. Im
Vergleich zu letzteren haben sie eine deutlich glnstigere Prognose. Diese wird im We-
sentlichen durch das Auftreten weiterer, meist peritonealer Herde limitiert. Ein Teil die-
ser so genannten Implants (< 10%) ist im Gegensatz zu den ovariellen Tumoren zur
Invasion in das umliegende Gewebe beféhigt. Der &tiologische Zusammenhang zwi-
schen Borderline-Tumoren und Implants konnte bislang nicht ausreichend geklart wer-
den. Zur Diskussion stehen zwei konkurrierende Modelle:

Die Monoklonalitats- oder Implantationstheorie geht von der Streuung von Tumorzellen
aus einem ovariellen Primartumor in den Bauchraum aus. Demnach entstiinden BOT
und Implants aus einem gemeinsamen Zellklon. Fir diese Theorie sprechen einerseits
in diversen Studien nachgewiesene genotypische Parallelen, andererseits die Korrela-
tion zwischen dem Auftreten von Oberflachenproliferaten ovarieller Tumoren und dem
synchronen Auftreten peritonealer Herde, im Sinne einer direkten Exfoliation.

Die Polyklonalitédtstheorie dagegen vermutet die voneinander unabhangige, syn- oder
metachrone Entartung von Zellverbanden an unterschiedlichen Lokalisationen. Auf-
grund des embryologisch gemeinsamen Ursprungs kdnnte ein genetischer Felddefekt
des Muller- bzw. Zélomepithels sowohl eine Entartung ovarieller als auch peritonealer
Zellen bewirken. Die Verfechter dieser Theorie berufen sich vor allem auf variable Mus-
ter der X-Chromosom-Inaktivierung.

Zur Klarung dieser Fragestellung wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertationsar-
beit ein molekulargenetischer Ansatz gewahlt, unter Verwendung so genannter Mikro-
satellitenmarker. Mikrosatelliten sind relativ instabile genomische Sequenzen, welche
sich u.a. durch ihren hohen Polymorphismus als molekulare Marker eignen.

Als Untersuchungsmaterial dienten archivierte Tumorproben von 12 Patientinnen mit
serfsen Borderline-Tumoren des Ovars und je 1-8 nicht-invasiven Implants. Die aus
Paraffinblécken isolierte DNA wurde mittels PCR an 10 ausgewahlten Mikrosatelliten-
loci amplifiziert und nach entsprechender Vorbereitung in einem Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Dieses eignet sich aufgrund seiner im Vergleich zu an-
deren Gelarten héheren Trennschérfe besonders zur Auflésung von sehr kleinen Gré-
Benunterschieden der DNA-Fragmente. Zur Visualisierung der Bandenmuster erfolgte
eine Silberfarbung. Die auf Filterpapier fixierten Gele wurden anschlieBend in Bezug
auf allelische Imbalancen (Zugewinne und Verluste) sowie Mikrosatelliteninstabilitaten

ausgewertet.
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Als besonders informativ erwies sich der Marker MYC-L1, welcher in der Halfte der
Falle Unterschiede zwischen den einzelnen Proben aufdeckte. In geringerem MaBe
gelang dies auch mit D6, D14, D18, D3, D7, D16 und D22, nicht jedoch mit BAT25 und
BAT26. Insgesamt 11 der 12 Falle (91,6%) und 27 der 62 Proben (43,5%) zeigten an
mindestens einem Locus Unterschiede zwischen BOT und Implants. Definiert man die
Diskordanz (molekulare Heterogenitét) als Auftreten molekulargenetischer Unterschie-
de bei mindestens 2 Markern, so waren in dieser Untersuchung 58,3% der Tumorfalle
diskordant. Die verbleibenden 41,7% mit weitgehend homogenem Bandenmuster in-
nerhalb eines Falles waren entsprechend als konkordant zu bezeichnen. Von den 7

Féallen mit bilateralem Befallsmuster (£ 58%) waren 28,6% bezuglich der BOTs diskor-
dant und 71,4% konkordant.

Die Konkordanz lasst eher auf einen monoklonalen Entstehungsmechanismus der mul-
tifokal aufgetretenen Tumoren, im Sinne einer Implantation, schlieBen. Mdglicherweise
ist jedoch ein Teil dieser Félle als nicht informativ einzustufen, da nicht ausgeschlossen
werden kann, dass zuféllig an keinem der ausgewéahlten Genloci eine Mutation vorlag.
Hier wirde der Vergleich mit sicher nicht entartetem Kontrollgewebe die Aussagekraft
erhbéhen; dieser war jedoch aus Mangel an entsprechendem Untersuchungsmaterial
nicht durchfihrbar. Darlber hinaus ist das zufallige Auftreten eines identischen Geno-
typs bei polyklonalen Tumorfoci nicht auszuschlieBen. Durch den hohen Polymorphis-
mus der Mikrosatelliten ist diese Mdglichkeit jedoch in der Summation der Aussage-
kraft mehrerer Marker zu vernachlassigen.

Ein diskordantes Muster wéare unter Umstanden durch nachtrégliche Mutationen in
Subgruppen einer urspriinglich monoklonalen Population neoplastischer Zellen denk-
bar. Insgesamt wahrscheinlicher ist jedoch eine polyklonale Genese dieser Tumorher-
de. Demnach ist davon auszugehen, dass bei der Mehrheit der Patientinnen mehrere
Zelllinien zu Grunde liegen. Die Ergebnisse zeigen aber, dass selbst in diesen Fallen
Subgruppen von Tumorfoci auszumachen sind, denn es gab 4 ,Serien” mit untereinan-
der identischem molekularem Profil. Die Gemeinsamkeiten betrafen nur in einem Fall
sowohl einen ovariellen Herd als auch einen Teil der extraovariellen. Hier wére ein ge-
meinsamer Ursprung denkbar. Die restlichen 3 Serien mit einheitlichem MSI-/Al-Profil
beziehen ausschlieBlich Implants ein. Diese kénnten daher untereinander monoklonal
sein, in Bezug auf den Borderline-Tumor jedoch polyklonal.

Hinsichtlich der ovariellen Oberflachenbeteiligung war kein Zusammenhang zu genoty-
pischen Gemeinsamkeiten oder Unterschieden zwischen BOTs und Implants ersicht-
lich.

In die Interpretation der Ergebnisse wurden zusatzlich in der Arbeitsgruppe durchge-
fihrte Sequenzierungen im Exon 1 des K-RAS-Gens und im Exon 15 des B-RAF-Gens
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einbezogen. Lediglich das K-RAS-Codon 12 war informativ und deckte 4 Mutationen
auf (33,3% der Falle). Dabei waren in 34 der entsprechenden Félle Unterschiede zwi-
schen BOT- und IMP-Proben zu verzeichnen; in einem der beiden bilateralen Falle
sogar zwischen beiden Borderline-Tumoren. Nur in einem Fall betraf die Mutation so-
wohl die ovariellen Herde als auch zumindest einen extraovariellen. Da dieser Fall
auch in der Mikrosatellitenanalyse konkordant war, ist hier ein klonaler Ursprung dieses
Implants aus dem BOT wahrscheinlich.

Bei einem weiteren Fall mit konkordantem Mikrosatellitenmuster im linken BOT und 2
der 5 Implants zeigte die Sequenzierung einen heterogenen K-RAS-Genotyp des
BOTs in Bezug auf die Gbrigen Proben. So gibt letztendlich auch dieser Fall Hinweise
auf eine polyklonale Tumorentstehung.

In Zusammenschau aller bisher vorliegenden Daten zur Thematik lasst sich keine der
beiden konkurrierenden Theorien beweisen oder widerlegen. In dieser Arbeit stellte
sich die Mehrheit der Félle eher als polyklonal dar; in geringerem MaBe zeigten sich
jedoch auch Gemeinsamkeiten, die mit einer klonalen Vermehrung neoplastischer Zel-
len vereinbar wéaren. Auch in vorangegangenen Studien fanden sich, abhangig von der
Methode und der Betrachtungsweise, plausible Argumente fir das eine oder andere
Modell. Méglicherweise koexistieren zwei wesentliche Pathomechanismen: Die Streu-
ung monoklonaler Tochterzellen aus dem S-BOT in den Bauchraum auf der einen Sei-
te und die multifokale Entartung verschiedener mesothelialer Gewebe in einem Orga-
nismus auf der anderen Seite. Zur abschlieBenden Klarung werden sicher erweiterte
Untersuchungen vonndéten sein. Die Fragestellung ist nicht nur wissenschaftlich inte-
ressant, sondern auch von hoher Relevanz flr die Diagnostik, Terminologie und The-

rapie seréser Borderline-Tumoren des Ovars und peritonealer Implants.
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9 Thesen

1. Die genotypische Beziehung zwischen serésen Borderline-Tumoren des Ovars
und syn- oder metachron entstehenden extraovariellen, meist peritonealen
Implants konnte im Rahmen bisher durchgefihrter Studien noch nicht aufgeklart
werden.

2.  Die vorliegende Arbeit liefert einen Beitrag zu dieser kontroversen Diskussion mit
dem Vergleich ovarieller und extraovarieller Tumorproben von 12 geeigneten Pa-
tientinnen hinsichtlich ihres elektrophoretischen Bandenmusters im Polyacryla-
midgel. In die Interpretation der Ergebnisse wurden zusatzlich Sequenzierungen
im Bereich zweier Protoonkogene (K-RAS, Exon 1, und B-RAF, Exon 15) einbe-
zogen.

3. Von den 10 verwendeten Mikrosatelliten waren 8 informativ (MYC-L1, D6, D14,
D18, D3, D7, D16 und D22), insbesondere MYC-L1, welcher in der Halfte der
Falle intraindividuelle Unterschiede aufdeckte.

4.  Insgesamt waren 43,5% aller untersuchten Proben auffallig, darunter - mit Uber-
schneidungen - 30,6% mit allelischen Imbalancen und 25,8% mit Mikrosatelliten-
instabilitaten in einem oder mehreren Markern.

5. 41,7% wiesen in Bezug auf BOT- und IMP-Proben ein konkordantes Profil auf,
d.h. Unterschiede in keinem (1 Fall) oder nur einem (4 Falle) Marker. 58,3% zeig-
ten diesbezuglich in mindestens 2 Markern Abweichungen und waren laut Defini-
tion diskordant.

6. Innerhalb der diskordanten Félle waren z.T. Serien genotypisch gleicher Proben
auszumachen: 3 dieser 4 Serien bezogen ausschlieBlich Implants ein, eine (Fall
Nr. 32) sowohl den linksseitigen Borderline-Tumor als auch 2 von 5 assoziierten
Implants.

7. 7 der 12 Patientinnen (58,3%) waren von einem bilateralen Tumorbefall betrof-
fen. Hinsichtlich der Bandenmuster beider BOT-Herde waren 5 (71,4%) konkor-
dant und 2 (28,6%) diskordant.

8.  Konkordante allelische Imbalancen oder Mikrosatelliteninstabilitdten kénnen Hin-
weise auf einen monoklonalen Ursprung der untersuchten Proben geben. Ohne
den Vergleich mit nicht entartetem Kontrollgewebe ist die Informativitat der Mar-
ker jedoch nicht ausreichend beurteilbar. AuBerdem ist die Méglichkeit des zufal-
ligen Auftretens eines identischen Genotyps bei polyklonalen Tumorfoci nicht
auszuschlieBen, aber unter Einbezug einer ausreichend groBen Zahl hoch poly-

morpher Marker minimierbar.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Diskordante Muster sind am ehesten mit einer polyklonalen Herkunft der ent-
sprechenden Zelllinien vereinbar. Ein Beweis ist jedoch nicht mdéglich, da die
Tochterzellen eines gestreuten Primartumors u.U. im Verlauf weiter entarten
kénnen.

In der Arbeitsgruppe durchgefiihrte Sequenzierungen derselben Proben deckten
4 Mutationen im Codon 12 der K-RAS-Gens auf (9,5% der Proben, 1/3 der Félle).
Davon betraf nur eine (im Fall Nr. 29) sowohl die ovariellen Tumorherde als auch
zumindest einen der 8 extraovariellen. Unter Berlicksichtigung der Ergebnisse
beider Methoden bietet dieser Fall die deutlichsten Hinweise auf den klonalen
Ursprung eines Implants aus dem entsprechenden BOT.

Im Fall Nr. 32 identifizierte die Mutationsanalyse im K-RAS-Locus genotypische
Unterschiede zwischen dem linksseitigem BOT einerseits und dem kontralatera-
len BOT und samtlichen Implants andererseits, so dass eher von einer polyklona-
len Herkunft ausgegangen werden muss.

Hinsichtlich der ovariellen Oberflachenbeteiligung war aus den Ergebnissen kein
Zusammenhang zu genotypischen Gemeinsamkeiten oder Unterschieden zwi-
schen BOTs und Implants ersichtlich.

Insgesamt betrachtet, finden sich mehr Indizien fir eine vom BOT unabhéngige,
polyklonale Entstehung der Implants, ohne dass die Monoklonalitatstheorie ganz
von der Hand zu weisen ware.

Unter Bertcksichtigung anderer Studien zur Thematik ist die Koexistenz beider

Pathomechanismen anzunehmen.
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