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Referat und bibliographische Beschreibung

Nach wie vor werden beim Ovarialkarzinom konventionelle klinische Parameter zur
Prognoseabschitzung herangezogen. Desweiteren ist hinsichtlich der molekularen Pathogenese der
Ovarialkarzinome und der Borderline-Tumoren (BOT) noch vieles unklar, so dass man stets auf der
Suche nach neuen tumorbiologischen Markeren ist, die sowohl diagnostisch als auch prognostisch

relevant sein konnten.

Ziel dieser retrospektiven Studie war die immunhistochemische Evaluation der Proteinexpression von
Cyr61 und CTGF sowohl im Ovarialkarzinom als auch in den BOT und deren Korrelation mit

klinisch-pathologischen Parametern, sowie dem Gesamt- und progressionsfreien Uberleben.

Methodik: Paraffinmaterial von zwei ausfiihrlich charakterisierten Tumor-Kollektiven, einem BOT-
Kollektiv (92 Patientinnen) und einem Ovarialkarzinom-Kollektiv (107 Patientinnen) wurden
immunhistochemisch untersucht. Zur statistischen Analyse fanden der Mann-Whitney-U-Test,
Kreuztabellen, der Spearman’sche Korrelationskoeffizient, Kaplan-Meier-Kurven, der Log-Rank-Test

sowie die univariate und multivariate Regressionsanalyse nach Cox Anwendung.

Ergebnisse: Die Kollektive stimmen mit den in der Literatur beschriebenen klinisch-pathologischen
Parametern, wie Histologie, Alter und Uberlebensdaten iiberein. Cyr61 und CTGF zeigten insgesamt
ein inverses Expressionsverhiltnis. So konnte in den Karzinomen eine signifikant stirkere Cyr61-
Expression, als in den BOT nachgewiesen werden. Dagegen konnte eine signifikant starkere CTGF-
Expression in den BOT als in den Karzinomen beobachtet werden. Die Cyr-61-Expression war weder
fiir das rezidivfreie noch fiir das Gesamtiiberleben statistisch signifikant. Patientinnen mit einem stark
CTGF-exprimierenden  Ovarialkarzinom hatten jedoch ein besseres rezdivfreies- und
Gesamtiiberleben, als jene ohne CTGF-Expression. Aus der multivariaten Analyse ging CTGF fiir das

rezidivfreie Uberleben als unabhingiger Prognosemarker hervor.

Schlussfolgerung: Cyr61 und CTGF zeigen in den BOT und den Karzinomen des Ovars ein inverses
Expressionsverhéltnis. Einzig CTGF hat im Kollektiv der Ovarialkarzinome einen prognostisch
relevanten Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben. Cyr61 und CTGF sind tumorspezifisch aberrant
exprimiert. Als Mitglieder der CCN-Proteinfamilie haben sie trotz ihrer strukturellen Homologien eine

differente tumorbiologische Bedeutung (tumorprogressionsfordernd versus tumorsuppremierend).

Balschun, Katharina: Expressionsanalyse von Cyr6l und CTGF in den Borderline-Tumoren und
Karzinomen des Ovars, Halle; Univ., Med.Fak, Diss., 80 Seiten, 2009
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1. Einleitung

Die histologische Abgrenzung der Borderline-Tumoren (BOT) von den Ovarialkarzinomen ist
manchmal schwierig, klinisch aber fiir die exakte Therapieentscheidung wesentlich. Daher liegt ein
Schwerpunkt dieser Arbeit in der Identifizierung von Unterscheidungskriterien auf Proteinebene.
Desweiteren ist auch die stetige Suche nach neuen biologischen Prognosefaktoren beim

Ovarialkarzinom wichtig.

1.1 Borderline-Tumoren und Karzinome des Ovars

1.1.1 Klassifikation der Ovarialtumoren

Das Ovar besteht aus drei wesentlichen Gewebskomponenten unterschiedlicher Histogenese und

zeigt daher ein sehr breites Spektrum morphologisch und biologisch unterschiedlicher Tumorentitéten.
Nach ihrer Herkunft werden die Tumoren entsprechend der aktualisierten Version der WHO-

Klassifikation von 2003 in drei Gruppen aufgeteilt:

Tabelle 1-1: Allgemeine Klassifikation der Ovarialtumoren

Ursprungsgewebe Tumore

Deck- oder Miiller-Oberflachenepithel Epitheliale Tumoren
Gonadal differenziertes Stroma Keimstrang-Stroma-Tumoren
Keimzellen Keimzelltumoren

Die epithelialen Neoplasien bilden mit 65-75 % die grofite Gruppe der Ovarialtumoren und mit circa
90 % die bedeutsamste unter den Malignomen des Ovars in der westlichen Welt*" '**. Etwa 60 % der
epithelialen Tumoren sind benigne, 8 % sind BOT und 32 % maligne Tumoren'® *’. Diese von der
Dignitdt her unterschiedlichen Tumoren bediirfen entsprechend ihrer biologischen Wertigkeit

differenter Behandlungsstrategien.

1.1.2 Epidemiologie des Ovarialkarzinoms und der Borderline-Tumoren

Nach Schitzungen des Robert-Koch-Institutes erkranken in Deutschland jahrlich ca. 9.660 Frauen an
einem Ovarialkarzinom. Es macht 4,7 % aller malignen Neoplasien der Frauen aus und steht nach dem
Endometriumkarzinom an zweiter Stelle der gynidkologischen Malignome. Mit jahrlich 5.500
Sterbefillen (5,6 % aller Krebs-Todesfille) weist es jedoch die hochste Letalitit aller gynikologischen
Tumorerkrankungen auf. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 67 Jahren, das mittlere

Lebenszeitrisiko zu erkranken bei 1,7 %'.



Bei konstanten Neuerkrankungsraten sind Dank des radikal-chirurgischen Managements sowie
optimierter adjuvanter Chemotherapien die Mortalitdtsraten in Deutschland seit Ende der 1980er Jahre
leicht riickldufig. Dennoch sind die Uberlebensaussichten nach wie vor schlecht und nur wenige
Zentren erreichen eine 5-Jahresiiberlebensrate von 47 %.

Aufgrund fehlender Frithsymptome weisen mindestens 75 % der Frauen zum Zeitpunkt der Diagnose
ein fortgeschrittenes Tumorstadium (FIGO III und 1V) auf. Neben den Ovarialkarzinomen und den
Adenomen existiert im Ovar eine dritte Gruppe von Tumoren, die BOT, welche aufgrund genetischer,
histomorphologischer, sowie klinischer Unterschiede eine Sonderstellung einnehmen. Bei einer
Inzidenz von 1,8 - 4,8/100 000 Frauen® 2 ** sind sie seltener als die Ovarialkarzinome, die eine
Neuerkrankungsrate von 14/100 000 Frauen aufweisen. Der Altersgipfel liegt mit ca. 40-52 Jahren
mindestens 10 Jahre vor dem der Ovarialkarzinome™ ’*. Mit einer 10-Jahres-Gesamtiiberlebensrate von
ca. 90 %" haben sie eine wesentlich bessere Prognose als die Karzinome. Nur in wenigen Fillen
treten Rezidive auf”. Einzig der Nachweis invasiver extraovarieller Implantate ist mit einer

ungiinstigen Prognose assoziiert.

1.1.3 Borderline-Tumoren des Ovars
Erstmals beschrieben durch Taylor'®® 1929, wurden Kliniker wie Pathologen auf diese spezielle
Gruppe epithelialer Ovarialtumoren aufmerksam, welche trotz einer diffusen peritonealen
Tumoraussaat eine iiberraschend gute Prognose hatten. Diese ,,semimalignen Tumoren grenzte
Taylor'® eindeutig von den Karzinomen ab. Sie enthalten per definitionem atypisch proliferierende
Epithelien ohne destruierendes invasives Wachstum. Wegen der im Vergleich zu Ovarialkarzinomen
geringeren Malignitit wurden sie auch als Tumoren niedrig maligner Potenz (LMP, low malignant
potential) bezeichnet'*’. 1964 erstmals von der UICC gesondert aufgelistet, wurden sie 1971 von der
FIGO und schlieBlich 1973 von der WHO in die Klassifikation aufgenommen und als Tumoren
definiert'®', die einige, aber nicht alle morphologischen Kriterien der Malignitit aufweisen. Die
Diagnose wird anhand histo- und zytomorphologischer Kriterien gestellt*’. Ein BOT liegt histologisch
vor, wenn mindestens zwei der folgenden Merkmale zutreffen:

e Papillenbildung: Epitheliale Sprossung in Form von Papillen zum Zystenlumen hin,

Briickenbildungen

e Mehrreihigkeit des Epithels (> 4 Zellagen)

e Gesteigerte mitotische Aktivitiit (gegeniiber den benignen Tumoren)

e Nukleiire Atypien: Zunahme der Kern/-Zytoplasma-Relation (KerngroBe); Anderung im

Chromatinmuster, Abnormitit von GroBe, Gestalt und Zahl der Nukleoli (Chromatindichte)'®.



1.1.4 Atiologie und Risikofaktoren des Ovarialkarzinoms und der Borderline-Tumoren

Die Atiologie des sporadischen Ovarialkarzinoms ist trotz der Fortschritte im Verstindnis der
Tumorbiologie noch weitgehend unklar. Neben genetischen und endokrinologischen Ursachen
scheinen auch Umweltfaktoren eine Rolle zu spielen (Tabelle 1-2). Fathalla® postulierte einen
kausalen Zusammenhang zwischen der wiederholten Ruptur des Oberflachenepithels im Rahmen der
Ovulation und der Entstehung eines Ovarialkarzinoms. Die ovulationsinduzierten Mikrotraumen der
ovariellen Oberfliche haben nach dieser Theorie fehlerhafte Reparaturprozesse zur Folge, die iiber
eine reaktive Proliferation des Oberflichenepithel schlieBlich dessen maligne Entartung zur Folge
haben. Diese Hypothese der incessant ovulation wird durch die epidemiologische Datenlage gestiitzt,
dass Nulliparitit und Frauen mit einer lingeren Reproduktionsphase ein erhShtes Risiko haben’® "%,
Insgesamt geht somit eine hohe Anzahl von Ovulationen mit einem gesteigerten Erkrankungsrisiko
einher®. Dagegen senken Stillen und die Einnahme oraler Kontrazeptiva das Risiko. Auch
experimentelle Ergebnisse sprechen fiir die Ovulationshypothese® 7. Neben der Anzahl
ovulatorischer Zyklen spielen erworbene oder angeborene genetische Anomalien und eventuell auch
Umweltfaktoren (Kanzerogen-Exposition via Tuba uterina) als Kofaktoren fiir die Entstehung des
Ovarialkarzinoms eine Rolle. Nach der Theorie von Cramer und Welch (1982, 1983) wirkt eine

38 .
. Laut dieser

iiberméBige Sekretion von Gonadotropinen (FSH, LH, DHEA) karzinogen®”
»Gonadotropinhypothese” filhren die erhohten Hormonspiegel durch eine pathologische
Dauerstimulation des ovariellen Oberflachenepithels zu dessen Einstiilpung in das Ovarialstroma und
zur Bildung von Einschlusszysten, die als ersten Schritt der Malignomentwicklung angesehen werden.
In einem zweiten Schritt werden die eingeschlossenen Epithelien durch mitogene Gonadotropine und
Ostrogene stimuliert, was zur weiteren malignen Tansformation fithren soll. Protektive Faktoren und
Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Ovarialkarzinomes und der BOT (kursiv) sind in der Tabelle
1-2 kurz zusammengefasst. 90 - 95 % der Ovarialkarzinome treten sporadisch auf, ca. 5-10 % sind
genetisch bedingt®’. In den sporadischen Tumoren sind eine Vielzahl somatischer Mutationen in
verschiedenen Genen beschriecben worden'®’. Von einem hereditiren Ovarialkarzinom bzw.
,Ovarialkarzinom-Syndrom* spricht man, wenn die Erkrankung bei mindestens 2 Verwandten 1.
Grades aufgetreten ist. Hinweisend fiir weitere erblich bedingte Ovarialkarzinome ist auch ein
gehauftes Auftreten innerhalb der Familie, assoziiert mit dem Auftreten von Brustkrebs, seltener mit
Darm-und Gebarmutterkrebs (HNPCC / Lynch II Syndrom) oder anderen Tumoren (Li-Fraumeni-
Syndrom), sowie ein ungewoOhnlich junges Erkrankungsalter. Bei diesen Syndromen, die mit
Keimbahnmutation in den Genen BRCA 1- oder BRCA 2, MLH 1 und MSH 2 bzw. p53 assoziiert
sind, liegt ein 3-50-fach erhohtes Erkrankungsrisiko vor’™. Multiparitit, lange Stillzeiten, die
Einnahme oraler Kontrazeptiva sowie eine prophylaktische Salpingo-Ovarektomie reduzieren im Falle

der erblich bedingten Ovarialkarzinome das Erkrankungsrisiko’® * ',



Tabelle 1-2: Protektive Faktoren und Risikofaktoren fiir die Enstehung von Ovarialkarzinomen und Borderline-
Tumoren (alle fiir Borderline-Tumoren geltende Faktoren kursiv geschrieben)'>

Endokrine Schutzfaktoren

e Owvulationshemmer (Risikominderung je nach Dauer der Anwendung um 30-80 %)
e Anzahl der Schwangerschaften (Risikominderung um 13-19 % pro ausgetragene SS)
e Lange Stillperiode

Sonstige Schutzfaktoren

e  Hysterektomie oder Tubenligatur (kein retrograder Transport von Karzinogenen?)
e  Fenretinid (synthetisches Retinoid)

Risikofaktoren

e Alter
e positive Familienanamnese (gehauft Ovarialkarzinome)
e Reproduktive Risikofaktoren:
e Endokrine Risikofaktoren (,,natiirlich®)
- frlihe Menarche (< 11 Jahre)
- primére Sterilitét
- polyzystische Ovarien
¢ Endokrine Risikofaktoren (iatrogen)
- Clomifen-Anwendung / Reproduktionsmedizin
- reine Ostrogensubstitution (Risikofaktor fiir endometrioides und klarzelliges Ovarialkarzinom)
- Hormonsubstitution > 10 Jahre
o Diéatetische Risikofaktoren (?)
- hoher Anteil an tierischen Fetten
- hoher Fleischkonsum
- Adipositas
e  Chronische Entziindungen
e  Umweltfaktoren
- Asbest (?)
- Talkum-Puder (?)
- ionisierende Strahlen (?)
- chemische Karzinogene (Spermizide, in die Vagina eingebrachte Chemikalien)

1.1.5 Molekularpathologie der epithelialen Ovarialtumoren

Molekulargenetische Erkenntnisse haben dazu gefiihrt, dass innerhalb der serdsen Karzinome zwei
Gruppen voneinander unterschieden werden: die low grade Karzinome, die sich iiber die BOT
entwickeln sollen und die de-novo entstehenden high grade Karzinome (s. Abb.1-1)"'"""* ¥ Dijeses
dualistische Modell wurde auch auf die anderen histologischen Typen ausgedehnt und definiert als
Typ-I-Tumoren, z.B. das muzindse, endometrioide und klarzellige Karzinom, welche iiber
Vorliduferlisionen entstehen, sowie die de-novo entstehenden Typ-II-Tumoren” "°. Die Typ-I-
Tumoren sind genetisch stabil und zeigen erhohte p21-Level bei gleichzeitiger Expression von
Zellwachstumsupressoren (BTG-2, gadd34). Dariiberhinaus weisen sie im Gegensatz zu den high
grade Karzinomen hiufiger KRAS-, BRAF-, PTEN- oder p-Catenin-Mutationen auf’ ¢ 7% 111 129- 187,
' Fiir die sogenannten Typ-II-Tumoren (G2/3—serdsen Ovarialkarzinome, Karzinosarkome) sind
komplexe chromosomale Instabilititen und Mutationen von p53 typisch®™ 7. Dabei ist die hohere
Gesamtzahl der mittels CGH-Analysen nachgewiesenen chromosomalen Aberrationen mit einer

kiirzeren Uberlebenszeit und einem hoheren Malignititsgrad assoziiert'””.
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1.1.6  Histologische Klassifizierung

Die BOT und die Ovarialkarzinome werden der WHO'” entsprechend dem vorherrschenden Zelltyp
der serésen, muzindsen (endozervix-dhnlichen oder intestinalen), endometrioiden, klarzelligen,
transitionalzelligen, plattenepithelialen Differenzierung beziehungsweise der Subklasse der

gemischten oder nicht klassifizierbaren Tumoren zugeordnet.

1.1.7 Histologischer Malignititsgrad

Wesentliche Gradingsysteme sind das der WHO, sowie die Gradingklassifikation nach Silverberg'®.
Beim  Silverberg-Grading wird Dbasierend auf histoarchitektonischen, zytologischen und
proliferationskinetischen Parametern ein Score erfasst, dessen Aussage und Reproduzierbarkeit iiber
dem der WHO-Schemata liegt und unabhingig vom histologischen Typ angewendet werden kann. Die
UICC unterscheidet vier Differenzierungsgrade: G1 (hoch differenziert), G2 (méBig differenziert) und
G3 bis G4 (gering differenziert bis undifferenziert), wobei niedrig differenzierte und undifferenzierte

Ovarialkarzinome in einer Gruppe zusammengefasst werden (G3/4).

1.1.8 Stadieneinteilung, Tumorausbreitung und Therapie

Die Stadieneinteilung der Ovarialkarzinome und der BOT nach der FIGO sowie nach der TNM-
Klassifikation (Tabelle 1-3) sind international etablierte und prognostisch relevante
Einteilungssysteme. In erster Linie erfolgt die Ausbreitung der Ovarialkarzinome intraabdominell

sowie lymphogen in die regionéren Lymphknoten.



Tabelle 1-3: Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms nach UICC**°

TNM FIGO Kriterien

™ | Tumor begrenzt auf Ovar(ien)

T1a la Einseitig: Kapsel intakt, Oberflache frei, kein Aszites

T1b Ib Beidseitig: Kapsel intakt, Oberflache frei, kein Aszites

T1c lc Kapselruptur; Tumor an Oberflache; maligne Zellen im Aszites oder der Peritoneallavage
T2 Il Ausbreitung im kleinen Becken

T2a Illa Beteiligung von Uterus und/oder Tube(n)

T2b b Weitere Lokalisationen im Becken

T2c llc Stadium Ila oder llb mit malignen Zellen im Aszites oder der Peritoneallavage

T3 1] Ausbreitung lber die Beckengrenzen hinaus; Peritonealkarzinose auBerhalb des
und/oder N1 Beckens und/oder paraaortale/pelvine Lymphknotenmetastasen

T3a llla Mikroskopische Lymphknotenmetastasen

T3b b Makroskopische Peritonealkarzinose < 2 cm

T3c lllc Peritonealkarzinose > 2 cm und/oder Lymphknotenmetastasen

M1 \% Fernmetastasen

Bei der intraabdominellen Tumordissemination wird zwischen dem Befall der Serosa des kleinen
Beckens (Stadium II) und der jenseits des kleinen Beckens (Stadium III) mit moglichem Befall von
Zwerchfell, Milz, Leber und der parakolischen Rinne differenziert. Die lymphogene Ausbreitung
erfolgt tiber zwei Wege: (1) liber das Ligamentum infundibulopelvicum zu den retroperitonealen
(paraaortalen) Lymphknoten entlang der Aorta und Vena Cava und (2) {iber das Ligamentum latum,
sowie die Parametrien zur Beckenwand mit Befall der iliakalen, hypogastrischen und obturatorischen
(pelvinen) Lymphknoten. Im Stadium IV liegen Fernmetastasen, insbesondere in den Lungen und der
Leber, seltener im Knochen und Gehirn vor. Insgesamt werden aufgrund der fehlenden sowie spiter
unspezifischen Symptome die Mehrzahl der Ovarialkarzinome (ca. 70-80 %) bereits in den
beschriebenen fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert. Klinisch sowie prognostisch wichtig ist daher
die Unterscheidung des organbegrenzten (FIGO IA und IB) vom fortgeschrittenen Ovarialkarzinom””.
Zu der erstgenannten Gruppe gehoren im Literaturmittel nur 27 % der Patientinnen, wobei
einschrankend erwihnt werden muss, dass nur bei ca. 10 % der Frauen in den Studien ein optimales
chirurgisches Staging mit peritonealem Sampling und Lymphonodektomie erfolgte. In der
retrospektiven Studie von Sakurai wiesen 17 % (24/141) aller Patientinnen mit einem T1-Karzinom
Lymphknotenmetastasen auf, wobei die {iber der Arteria mesenterica superior gelegenen paraaortalen
Lymphknoten die erste befallene Etage darstellen'®. Dennoch ist die 5-Jahresiiberlebensrate der
organbegrenzten frithen Ovarialkarzinome mit 85 % wesentlich besser als die der fortgeschrittenen

Karzinome mit ca. 35 %°.



Generell besteht das Behandlungskonzept aus der primdren chirurgischen Tumorreduktion mit
konsekutiver adjuvanter Chemotherapie in Form von Platinanaloga und Taxanen. Dabei ist die
Effektivitidt und die Ansprechrate der Chemotheapie von der Tumorbiologie und dem postoperativen
Tumorrest abhéingig. Einzige Ausnahme der postoperativen Chemotherapie sind hoch differenzierte
Ovarialkarzinome der FIGO-Stadien IA und IB. Bei den BOT geniigt die stadienspezifische
chirurgische Therapie. Eine postoperative Chemotherapie ist nicht indiziert. Selbst die ca. 20-30 % der
Patientinnen mit einem serésen BOT und nicht-invasiven peritonealen Implantaten und/oder
Lymphknotenimplantaten profitieren nicht von einer adjuvanten Therapie. Kontrovers wird dagegen
der Nutzen einer obligaten Chemotherapie beim Vorliegen prognostisch ungiinstiger invasiver

Implantate diskutiert.

1.1.9 Prognosefaktoren des Ovarialkarzinoms

Unter einem ,,Prognosefaktor versteht man per definitionem ein Merkmal eines malignen Tumors,
das den zu erwartenden Verlauf der Erkrankung, unabhingig von der Therapie, voraussagt. Dagegen
informieren sogenannte ,,Pradiktive Faktoren® {iber das zu erwartende Ansprechen auf eine bestimmte
Therapie. Fiir das Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen sind das Tumorstadium, der
postoperative Tumorrest, das Alter und der Allgemeinzustand multivariat signifikante prognostische
Parameter”” ' '®_ Der histologische Typ, sowie das Tumorgrading zihlen in niedrigen Tumorstadien
zu den etablierten klinisch-pathologischen Prognosefaktoren. Ein hoher Malignitdtsgrad sowie eine
klarzellige Tumordifferenzierung gelten allgemein als ungiinstige Prognosefaktoren’. In den letzten
Jahren sind, nicht zuletzt durch neue molekularbiologische Techniken, eine Vielzahl molekularer
Prognosefaktoren identifiziert worden. Beziiglich ihres jeweiligen Stellenwertes werden sie in der
Literatur kontrovers diskutiert. Zu diesen ,,tumorbiologischen* Markern zéhlen: Her-2/Neu’!, PAI-1
(Plasminogenaktivator Inhibitor)”, MMP'®® VEGF* ', p538’ " Ezrin'™, CD24'""7, COX-2*,
verschiedene Zytokine (IL-6, IL-10, IL-12), intratumorale CD 3-, CD 4-, CD 8- Lymphozyten,
Kallikreine 8,11,13* ' die DNA-Ploidie und der DNA-Index”. Einschrinkend muss fiir alle
genannten molekularen Faktoren erwéhnt werden, dass sie vorrangig bei den auf das Ovar

begrenztenTumoren eine Rolle spielen.

1.1.10 Prognosefaktoren der Borderline-Tumoren
Der Nachweis invasiver extraovarieller Implantate gilt als prognostisch entscheidender Faktor. Diese

1.'"7 eine Gesamtiiberlebensrate von nur

Patientinnen haben nach einer Metaanalyse von Seidman ef a
66 %, gegeniiber den Patientinnen ohne invasive extraovarielle Foci mit 95 %. Auch der histologische
Typ spielt eine Rolle. So haben die klarzelligen BOT die schlechteste und die endometrioid

differenzierten die beste Prognose”.



1.2 Die CCN-Proteine

1.2.1 Allgemeines

Die CCN-Proteine sind signal-vermittelnde Proteine, die verschiedene biologische Prozesse wie
Adhiésion, Migration, Mitogenese, Differenzierung und Uberleben regulieren. Dariiber hinaus sind sie
an Vorgingen wie Angiogenese, Plazentation, Implantation, Embryogenese, Tumorigenese,
Waundheilung, fibrotischen und vaskuliren Krankheiten beteiligt'” ''>'**. Derzeit gehdren zu der CCN-
Genfamilie sechs Mitglieder: CCN1 (Cyr61- Cystein rich 61), CCN2 (CTGF- Connective Tissue
Growth Factor ), CCN3 (Nov- Nephroblastoma Overexpressed gene), CCN4-6 (WISP-1,2,3—Wnt-1
Induced Secreted Proteins)™ ¢. Das Akronym CCN steht fiir die ersten drei der in den friihen 90er
Jahren entdeckten Familienmitglieder (Cyr61, CTGF und Nov), die aufgrund ihrer strukturellen
Gemeinsamkeiten als eine Proteinfamilie zusammengefasst'> wurden. Zur Vereinfachung werden die

CCN-Proteine heute in der Reihenfolge ihrer Entdeckung nummeriert™.

1.2.2 Strukturelle Organisation
Die Mitglieder dieser Familie weisen Strukturhomologien von durchschnittlich 46 % bei einer
Gesamtlinge von 349-381 Aminosduren (Pripeptide) auf®, wobei sie besonders reich an der

. 115 Die Tertidrstruktur der Proteine ist bislang

Aminosdure Cystein sind (10 % ihrer Masse)
unbekannt. Aufgrund ihres multimodularen Aufbaus besteht jedes dieser Proteine aus 4 konservierten,

homologen Dominen, denen jeweils einzelne Exons auf Genebene zuzuorden sind (Abb. 1-2):

(1) Die erste, N-terminale Doméne enthilt ein [Insulin-like growth factor — Bindungsmotiv
(IGFBP), welches jedoch eine geringere Bindungsaffinitit als die klassischen IGFBPs zeigt.

(2) Die zweite weist strukturelle Gemeinsamkeiten mit dem von Willebrand Faktor Typ 1C-Motiv
(VWC), einem multimeren komplexen Plasmaprotein, auf. Die VWC-Doméne ermoglicht
insbesondere CTGF die Interaktionen mit Proteinen der TGF-B (transforming growth factor
)-Superfamilie, wie BMP-4 oder TGF- - 1°. Zudem spielt die VWC-Domine eine Rolle bei
der Formation und Oligomerisierung von Proteinkomplexen'’.

(3) Die dritte Domine ist identisch mit dem urspriinglich in Thrombospondin gefundenen
Thrombospondin Typ 1 (TSP-1) Motiv und vermittelt adhésive Eigenschaften durch Bindung
an ECM - Proteine, Integrine und MMPs' '¥,

(4) In der vierten, Cystein-reichen Doméne am C-terminalen Ende liegt die Féhigkeit zur Bindung
an Heparin begriindet”’. Dieses als Cysteinknoten bezeichnete Strukturmotiv ist weit verbreitet
und findet sich z.B. bei den Proteinen der TGF- - Familie, dem nerve growth factor (NGF)
und dem platelet derived growth factor (PDGF).

Weiterhin existiert unter den CCN-Proteinen eine variable, zentral gelegene fiinfte Doméne,

deren Rolle noch unbekannt ist'>>.



Name 1. Modul 2. Modul 3. Modul 4 Modul

CCN1 (Cyr 61) :
CCN2 (CTGF) _%_-_ -
CCN3 (Nov) - ||
CCN4 (WISP-1 : :
CCN6 (WISP- 3)

. Y
CCN5 (WISP-2) _%_-_' ' ~ " |

Domanen: SP IGFBP VWC TSP-1 CT

Abb. 1-2: Strukturhomologie der CCN-Familie / Multimodulare Struktur der CCN-Proteine: Die
Mitglieder der CCN-Familie sind multimodular aus einem sekretorischen Signalpeptid (SP), der IGFBP (Insulin-
like Growth Factor Binding Protein)-Doméne (Modul 1), der VWC(von Willebrand Factor)-Doméne (Modul 2),
der TSP-1(Thrombospondin 1)-Doméne (Modul 3), und der CT(Cysteine knot)-Domédne (Modul 4)
zusammengesetzt. Interessant ist das Fehlen von Modul 4 in CCNS. Bioaktive Formen von CTGF/ CTGF weisen
Varianten in den Modulen 1 und 2 oder 1-3 auf. Modifiziert nach Leask''® und Brigstock"

Zusammengefasst stellen die CCN-Proteine als sezernierte matrizelluldre Proteine eine neue Klasse
von Signalmolekiilen dar, die aufgrund ihrer multimodularen Mosaikstruktur mit diversen Molekiilen
der ECM, verschiedenen Rezeptortypen der Zellmembran, sowie auch mit regulatorischen Proteinen
interagieren konnen, um deren Aktionen zu modulieren'”. Obwohl bislang nur einzelne
Interaktionspartner und hochaffine Signal-Transduktions-Rezeptoren bekannt sind, lassen die
konservierten Dominen auf eine wesentliche Integrationsfunktion von Cyr61 und CTGF bei

zahlreichen Signalwegen schlieBen’ '

. Beispielsweise ist bekannt, dass die Cyr61 getriggerte
Induktion des antiapoptotischen Faktors XIAP durch Bl-Integrine vermittelt wird''> '**, Die CCN-
Proteine beeinflussen die Regulation der Zellproliferation, sowohl bei physiologischen, als auch bei
pathologischen Prozessen. Die Produktion abnormer Level von normalen oder alterierten CCN-

Proteinen konnte auch in Tumoren von Bedeutung sein.

1.3 Cyré61

1.3.1 Vorkommen und Expression

Cyr61(CCN1) wurde 1985 als erstes Gen der CCN-Familie, als sogenanntes ,,immediate early gene*,
in BALB/c 3T3 Maus-Fibroblasten identifiziert''®. Es wird innerhalb weniger Minuten nach
Stimulation durch Serum, PDGF oder FGF in Fibroblasten transkribiert. Die hochsten mRNA-Level

werden 60-90 Minuten nach der Stimulation erreicht''®.



Nach der

Sekretion

bindet Cyr6l {iber die Heparin-Bindungsstelle an spezifische

Oberflichenrezeptoren der ECM wie Heparansulfat-Proteoglykane'®” ** 27, Zahlreiche, jedoch nicht

alle Cyr61-Aktivititen werden durch die Interaktion mit spezifischen Integrinen realisiert'"®, so sind

bereits einige Integrine als Rezeptoren von Cyr61 identifiziert worden®"-¢7-%% 19019199 (Tapelle 1-4).

Tabelle 1-4: Kurzdarstellung des Proteins Cyr61

Synonym Cyr61 (Mensch, Maus, Xenopus), IGFBP-pP4 (Mensch), BIG-M1 (Maus), CTGF-2, IGFBP 10
(Mensch), angiopro'9. 20

Chromosom 1p22.3

mRNA 2037 bp (NCBI Accessionnumber NM_001554) 91

Aminoséuren 381 aa (NCBI Accessionnumber NP_001545)

Gewicht 42 kDa

zellulédre Lokalisation

wird sezerniert

Expression im Gewebe

epitheliale Zellen: Mundhéhle, Ovar, Endometrium, Prostata
mesenchymale Zellen: Fibroblasten, Endothelien, glatte Muskelzellen, Osteoblasten,
Osteoklasten, Chondrozyten, sowie mesenchymale Stammzellen'™

Rezeptor/ Liganden

asP1, HSPG
ay ., HSPG

GvﬁS

a3

asf1; avPs; avps

Cyr61-mediierte Prozesse

Adhasion von Fibroblasten und Endothelzellen, Chemotaxis von Fibroblasten00

Adhésion von Monozyten!6e. 170

Wachstumsfaktor-stimulierte DNA-Synthese in Fibroblasten und Endothelzellen8. 100. 106, 115,
Angiogenese (Zell-Adhesion und Chemotaxis von Endothelzellen)s?
Adhasion von Thombozyten®?

ECM-Umbau (Adhesion, Migration, Proliferation von Fibroblasten)s”

Wihrend der Embryogenese ist Cyr61 essentiell fiir die Entwicklung der Plazenta, des embryonalen
GefiB-, sowie des Knochensystems'?* '** '*°_ So haben Prieklampsie-Patientinnen im Serum und in
der fehlerhaft vaskularisierten Plazenta reduzierte Cyr61-Protein-Level®. Cyr6I-knock-out Miuse
sterben in der frilhen Embryonalphase aufgrund schwerwiegender vaskuldrer Defekte, sowie an der
plazentaren Insuffizienz infolge der Mindervaskularisierung wihrend der Plazentation'**. Insbesondere
weisen Cyr61-defiziente Méuse eine schwer beeintriachtigte kardiale, valvulo-septale Morphogenese
mit konsekutiven atrioventrikuliren Septumdefekten (AVSD) auf'”’. Im Rahmen der kutanen
Wundheilung  ist Cyr61  entscheidend an der Angiogenese und dem  ECM-
Umbau beteiligt. Es wird von Fibroblasten exprimiert und induziert, vermittelt durch die Integrine
aePr1, 0P, a,fs die Adhesion und Migration von Fibroblasten, sowie die Zell-Adhesion und
Chemotaxis von Endothelzellen®’. Reparative Funktionen werden Cyr61 auch bei der Knochenheilung
zugeschrieben'”'. Bei der Atherosklerose ist Cyr61 als multimodularer Faktor u.a. an der Adhision

von Monozyten beteiligt'® .
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1.3.2 Cyr61 und Tumoren

Cyr61 vermittelt auch in Tumoren die Zellproliferation, -adhdsion und —migration. Dariiber hinaus
fordert es als proangiogener Faktor das Tumorwachstum.

In einen tumorprogressionsfordernden Kontext ist die Cyr61-Expression in Magenkarzinomen® '*> %7,
Pankreaskarzinomen®,  pédiatrischen  Tumoren'*’, Malignen  Melanomen'’,  Gliomen™,

166, 206208, 222 Njerenkarzinomen™ sowie auch in Ovarialkarzinomen®

Mammakarzinomen'®>
beschricben ~worden. Dagegen ist die Cyr61-Expression in Rhabdomyosarkomen®,
Prostatakazinomen'”', Lungenkarzinomen (NSCLC)** **, Endometriumkarzinomen® und in uterinen
Leiomyomen'® mit einer Tumorsuppression assoziiert. Bis zum Beginn dieser Arbeit gibt es nur eine
einzige Studie, die die Expression von Cyr61 in Ovarialkarzinomen beschreibt®. Gery et al. zeigten,
dass die Cyr61-mRNA-Level im Ovarialkarzinom mit einer erhohten Tumorzellproliferation,

verminderter Apoptose und einer schlechteren Prognose korreliert.

1.4 CTGF

1.4.1 Vorkommen und Expression

Humanes CTGF wurde als zweites Protein der CCN-Familie (Tabelle 1-6) im Uberstand kultivierter
humaner vendser Nabelschnurendothelien (HUVECS) als sezernierter mitogener Faktor identifiziert'.
Durch Wachstumsfaktoren im Serum, sowie durch TGF-B wird die Transkription von CTGF rasch

aktiviert'>

. Das gereinigte Protein ist ein Monomer mit einem Molekulargewicht von 36-38 kDa,
welches mitogene sowie chemotaktische Aktivititen in Fibroblasten zeigt* und daher connective
tissue growth factor genannt wird. Bradham er al'* zeigten, dass es an der Zelloberfliche von
Endothelien bindet und kompetitiv durch PDGF verdréngbar ist. Weitere Studien demonstrierten, dass
ein 10 kDa-schweres proteolytisches CTGF-Fragment, korrespondierend zu der CT-Doméne an
Fibroblasten bindet und deren Zellproliferation induziert” *"* "', Obwohl CTGF mit diversen
Zelloberflachenmolekiilen interagiert, konnte ein spezifischer Oberfldchenrezeptor bis heute nicht
bestimmt werden. Es ist bekannt, dass CTGF in Abhéngigkeit vom Zelltyp an verschiedene Integrine,
Heparansulfatproteoglykane (HSPG), Low-Density-Lipoproteinrezeptor related proteins (LRP 1)
und an nerve growth factor tyrosin kinase receptors (TrkA) binden kann, um Kinasen, intrazelluldre
Signalkaskaden oder die Gentranskription zu induzieren. Physiologisch wird CTGF als Target-Gen
von Wachstumsfaktoren wie TGF-B, BMP, VEGF, wihrend der enchondralen Ossifikation von
humanen Chondrozyten exprimiert'*’. Es spielt eine wichtige Rolle in der Skelettentwicklung, da es an
der Differenzierung mesenchymaler Stammzellen in Osteoblasten, an deren Proliferation, sowie am
Umbau der ECM und der Angiogenese beteiligt ist’®. Die heterozygote Deletion des CTGF-Gens in
Miusen fiithrt aufgrund schwerwiegender skelettaler Defekte zum Tod unmittelbar nach der Geburt™.
Auch fiir die Entwicklung des Herzens ist CTGF essentiell*®.
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In in vitro-Experimenten agiert CTGF als downstream-Mediator von TGF-B an Fibroblasten,
stimuliert die Zellproliferation und induziert die ECM-Synthese®, sowie deren Umbau im Rahmen der
Wundheilung®” und der assoziierten Fibrose™. Dabei fordert CTGF die fiir fibrotische Erkrankungen
typische exzessive Deposition der ECM sowohl durch Stimulation der Synthese von ECM-
Komponenten (Kollagen Typ 1, Fibronectin), als auch durch Modulation der Expression ECM-
modifizierender Proteine (Hochregulierung der tissue inhibitor metalloproteinase 1 (TIMP 1), TIMP
3, der Matrixmetalloprotease 2 (MMP 2), Inhibition der TIMP 2-Expression)* >***®. So ist CTGF in

zahlreichen fibroproliferativen Erkrankungen, wie z.B. der Lungenfibrose''> '*| der sytemischer

80, 86, 117, 119 215

Sklerose , der Nierenfibrose®, insbesondere der diabetischen Nephropathie’”, der
Leberfibrose'*®, der Gallenblasenwandfibrose'®, der Arteriosklerose'*! sowie in
Myokardinfarktnarben®® konstitutiv iiberexprimiert und im direkten Zusammenhang mit TGF-B-
assoziierten Signalwegen beschrieben worden. CTGF gilt allgemein als Mediator und Marker von

Fibrosen. Laut Mukudai et al."*®

wird CTGF beim Menschen in Herz, Gehirn, Leber, Niere, Lunge,
Muskel, Uterus und in der Plazenta exprimiert und hat angiogene sowie ECM-modulierende
Eigenschaften. Es wird von Endothelzellen, Fibroblasten, glatten Muskelzellen, Myofibroblasten”® und
von Ovarialepithelien” sezerniert. Im normalen Ovar reguliert CTGF insbesondere den Erhalt bzw.
die Integritit des Corpus luteum® " 2% 188217 1m Uterus fordert CTGF die Angiogenese, den ECM-

. SN 192 . . 136,137,211
Umbau bei der Dezidualisierung ", sowie im Rahmen der Plazentation ™ "~

Tabelle 1-6: Kurzdarstellung des Proteins CTGF

Synonym CTGF (Mensch, Huhn, Maus, Xenopus laevis), IGFBP-rP2 (Mensch),Hcs24 (Mensch), IGFBP 8
(Mensch), HBGF-0.8, ecogenin (Mensch)20

Chromosom 6q23.1

mRNA 2358 bp (NCBI Accessionnumber NM_001901)

Aminoséuren 349 aa (NCBI Accessionnumber NP_001892)

Gewicht 36-38 KDa - anfallig fir Proteolyse

zellulére Lokalisation  Zytoplasma, Endosomen,Golgi-Apparat, Plasmamembran, in nukledren Fraktionen (vorrangig im
Golgi-Apparat gelegen, wird sekretiert, rasch in den Endosomen degradiert)®

Expression im Gewebe mesenchymale Zellen: Fibroblasten, Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Myofibroblasten,
renale Mesangiumzellen, Osteoblasten, Chondrozyten47. 48. 52, 149

epitheliale Zellen: Granulosa- und Thekazellen, ovarielles Oberflachenepithel,
Nebennierenindenzellen, Testes - steroidabhéngige Zellen, Endometrium-epithelial sowie
stromal69-71, 126

Rezeptor/ Liganden CTGF-mediierte Prozesse

asf1 Adhasion von Fibroblasten'2! und hepatischer Sternzellen20

omp: Adhésion von Monozyten169. 170

avfBs Adhésion von Endothelzellen’ und hepatischer Sternzellen3s

anofs Adhésion von Thombozyten®?

5B Migration und Adhasion pankreatischer Sternzellen®
HSPG, LRP 1 Adhasion von hepatischen Sternzellenss. 175

TrkA Aktivierung, Proliferation von Mesangiumzellen26
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1.4.2 CTGF und Tumoren

CTGF ist als ein multifunktionales wachstumsfaktordhnliches Protein in verschiedensten Neoplasien
von Bedeutung. Im Einklang mit den profibrotischen Eigenschaften ist CTGF in Tumoren
iiberexprimiert, die ein desmoplastisches Stroma aufweisen, wie z.B. im invasiv duktalen

> 222 im desmoplastischen malignen Melanom'?”®, im Pankreaskarzinom®'” und im

Mammakarzinom
desmoplastischen klein-und rundzelligen Tumor'™*. Desweiteren ist eine CTGF-Expression in
Dermatofibromen, pyogenen Granulomen, in Angiolipomen und Angioleiomyomen® beschrieben
worden. In Glioblastomen wird CTGF in Tumorzellen und in proliferierenden Endothelien exprimiert,
mediiert die Adhédsion und Migration via .- Integrin und stimuliert so die Angiogenese'®.

Tumorprogressionsfordernde  Eigenschaften werden CTGF in folgenden Tumorentititen

zugeschrieben: Chondrosarkomen'®’, Rhabdomyosarkomen”, Mammakarzinomen®” *** 2%
Glioblastomen'* **, Prostatakarzinomen®®, Akuten lymphoblastischen Leukdmien** und
Osophaguskarzinomen'®. Hingegen suppremiert CTGF in Lungenkarzinomen (NSCLC)*-**** oralen

Plattenepithelkarzinomen'*® und Pankreaskarzinomen” das Tumorwachstum. Die Rolle von CTGF im

Ovarialkarzinom war zu Beginn dieser Arbeit noch nicht untersucht wurden.
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2. Zielstellungen

In der vorliegenden retrospektiven Studie sollte die Expression zweier Proteine der CCN-Familie,
Cyr61 und CTGF im Ovarialkarzinom sowie in den Borderline-Tumoren untersucht werden. Dabei lag
der Schwerpunkt auf der prognostischen Bedeutung dieser Proteine. Folgende Fragen sollten in einer

immunhistologischen Studie beantwortet werden:

1. Wie wird das Cyr61- und CTGF-Protein in den Ovarialkarzinomen/ Borderline-Tumoren
exprimiert?

2. Welche Korrelationen ergeben sich zu klinisch-pathologischen Parametern beider Tumorentitéten?

3. Welche prognostische Relevanz hat die Expression der Proteine jeweils fiir das rezidivireie- sowie

das Gesamtiiberleben ?
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3. Material und Methoden

3.1 Zusammensetzung des Patientenkollektivs

Das verwendete Untersuchungsmaterial und die erhobenen retrospektiven Daten stammen von 199
Patientinnen, bei denen in den Jahren 1996 bis 2005 im Institut fiir Pathologie der Martin-Luther-
Universitit Halle-Wittenberg ein Ovarialtumor diagnostiziert wurde. Insgesamt handelt es sich um 107
Ovarialkarzinome und 92 BOT. Weiterhin wurden auch 5 Fille mit normalem ovariellem
Oberflidchenepithel untersucht. Die Krankengeschichte sowie das Uberleben der Patientinnen wurden
bis Oktober 2005 bei den Ovarialkarzinomen und bis Februar 2008 bei den BOT auf Basis der
Krankenhausakten, der Tumorregister sowie der Einwohnermeldedmter verfolgt. Die klinischen Daten
wurden aus den Krankenakten der Patientinnen mit einem dafiir erstellten, standardisierten
Erhebungsbogen erfasst. Alle Daten wurden nach den Richtlinien des Datenschutzes behandelt. Die

Patientinnen waren mit der wissenschaftlichen Nutzung des Gewebes einverstanden.

Folgende Parameter wurden in beiden Kollektiven dokumentiert:
e Name und Geburtsdatum
e TNM-Stadium
e FIGO-Stadium
e Histologie
e Art der Operation
o Uberlebensstatus nach Bell et al.'' und Gesamtiiberleben (Monate nach Operation)

e Auftreten eines Rezidives, Zeitpunkt eines Rezidives (Monate nach Operation)

Im Kollektiv der Ovarialkarzinome wurden folgende weitere klinisch-pathologische Daten erfasst:
e Grading
e Postoperativ verbliebener Tumorrest (optimal: Tumorrest < 1cm, nicht optimal >1 cm)
e Nodalstatus
o Aszites
e First-line Chemotherapie (Taxol und Carboplatin versus andere versus keine Chemotherapie)

e Anzahl der Zyklen einer Chemotherapie

Bei den BOT lagen folgende zusétzliche Informationen vor:
o Chemotherapie (ja/ nein)
e Implantate
e Histologie der Implantate

o Lokalisation der Implantate
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3.1.1 Herkunft des Tumormaterials

A) Herkunft der Borderline-Tumoren

Die BOT stammen aus den gynédkologischen Abteilungen der in der Tabelle 3-1 aufgelisteten
Krankenhiuser. 64,4 % (50/92) der BOT des Kollektiv sind primér im Institut fiir Pathologie der
Martin-Luther-Universitidt diagnostiziert worden und sind aus den ortsansdssigen Kliniken
(Gynékologische Klinik der MLU, Allgemeinchirurgische Klinik der MLU, Elisabeth Krankenhaus
Halle und Carl-von-Basedow-Klinikum in Merseburg) eingesandt worden. Bei den {ibrigen 36,6 %
(42/92) der BOT des Kollektivs handelt es sich um Konsultationsfélle aus den Instituten fiir Pathologie
in Dessau und Schwerin, sowie der Charité¢, die Prof. Dr. Hauptmann referenzpathologisch
begutachtete. Je Fall verblieb, nach Einverstdndnis der Einsender, repriasentatives Tumorgewebe zur
wissenschaftlichen Nutzung im Institut fiir Pathologie der MLU. Dieser Sachverhalt erklart die im
BOT-Kollektiv zum Teil uneinheitliche klinische Datenlage. Bei 22,8 % der Patientinnen (21/92) sind

die klinischen Angaben liickenhaft und unvollstindig.

Tabelle 3-1: Herkunft der BOT

Krankenhaus Haufigkeit Prozent
Gynéakologie — MLU 24 26,1
Elisabeth Krankenhaus Halle 16 174
Carl-von-Basedow-Klinikum Merseburg 9 9,8
Allgemeinchirurgie — MLU 1 11
Dessau 9 9,8
Schwerin 10 10,9
Charité 18 19,6
Andere 5 54
Gesamt 92 100

B) Herkunft der Ovarialkarzinome

Alle Ovarialkarzinome wurden aus den ortsanséssigen Kliniken eingesandt und sind primér im Institut
fiir Pathologie der Martin-Luther-Universitit diagnostiziert worden (Tabelle 3-2). 48,6 % (52/107) und
damit der Hauptanteil stammt aus der Gynékologischen Klinik der Martin-Luther-Universitét in Halle,
32,7 % (35/107) aus der Gynékologischen Klinik des Elisabeth-Krankenhauses in Halle, 15,0 %
(16/107) aus der Carl-von-Basedow-Klinik in Merseburg und 3,7 % (4/107) aus der Klinik fiir

Allgemeinchirurgie der Martin-Luther-Universitét.
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Tabelle 3-2: Herkunft der Ovarialkarzinome

Krankenhaus Haufigkeit Prozent
Gynakologie — MLU 59 486
Elisabeth Krankenhaus Halle 35 327
Carl-von-Basedow-Klinikum Merseburg 16 15.0
Allgemeinchirurgie — MLU 4 37
Gesamt 107 100

3.1.2 Gesamtiiberleben und progressfreies Uberleben

Das rezidivfreie Uberleben sowie der Uberlebensstatus wurden durch Anschreiben der zustindigen
Einwohnermeldedmter und der jeweiligen lokalen Tumorregister bis zum Februar 2008 verfolgt.
Ergidnzend konnte der Rezidivstatus anhand des Eingangsmaterials des Institutes fiir Pathologie der
Martin-Luther-Universitat stetig aktualisiert werden. Das Gesamtiiberleben wird durch den Zeitpunkt
der Operation bis zum Tod der Patientin oder durch das Ende des Erfassungszeitraumes
(Ovarialkarzinome: Oktober 2005, BOT: Februar 2008) bestimmt. Die FEinteilung des
Uberlebensstatus erfolgte in beiden Kollektiven nach Bell ef al.'', um nur die am Tumorleiden
verstorbenen Patientinnen in die Uberlebensanalysen einzubeziehen. Das Ereignis ,,Tod infolge des
Tumorleidens” (DOD - Dead of Disease), sowie der ,,Tod aus unsicherem Grund“ (DUC - Dead of
Uncertain Cause) gelten in den Berechnungen zum Gesamtiiberleben als Endpunkte. Fiir die
statistischen Analysen des rezidivfreien Uberlebens (Zeit in Monaten von Diagnose des Primartumors
bis zur Diagnose des Rezidivs) ist das Auftreten eines Tumorezidives als Endpunkt definiert. Alle

anderen Patientinnen, die in beiden Analysen diese Ereignisse nicht erreichten, wurden zensiert.

3.2 Histopathologische Untersuchung

3.2.1 Anfertigung der Gewebeschnitte

Das Tumormaterial wurde nach der operativen Entnahme mindestens 24 Stunden in 4 %iger
gepufferter Formaldehydlosung fixiert, dann in Paraffin (Schmelzpunkt 56°C) eingebettet.
AnschlieBend wurden mit dem Mikrotom 2-5 um diinne Schnitte angefertigt und diese auf mit Poly-L-

Lysin beschichtete Objekttrager aufgezogen.

3.2.2 Histologische Einteilung

Anhand konventioneller HE-Schnitte wurden die Tumoren durch zwei Pathologen (Prof. Dr. S.
Hauptmann, Dr. M. Kébel), sowie durch zwei Assistenzérztinnen (Dr. E. Gradhand, K. Balschun)
gemdB den aktuellen WHO-Richtlinien'” an einem Multihead-Mikroskop histopathologisch
reevaluiert. Bei diagnostisch unsicheren Féllen erfolgten immunhistologische Zusatzuntersuchungen,

um mogliche ovarielle Metastasen auszuschlieBen’’.
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3.3 Charakterisierung des Ovarialkarzinomkollektivs

Die vorliegende immunhistochemische Studie erfolgte unter Nutzung eines bereits im Institut fiir
Pathologie der Martin-Luther-Universitit vorhandenen Ovarialkazinom-Kollektivs®’. Dieses wurde in
Hinblick auf die Uberlebensdaten, das Auftreten von Rezidiven oder das Versterben von Patientinnen

aktualisiert. Desweiteren wurden Angaben zum Aszites ergénzt.

3.3.1 Histologische Zusammensetzung der Ovarialkarzinome
Die haufigste histologische Differenzierung im Ovarialkarzinom-Kollektiv war mit 57,9 % (62/107)
die serdse. An zweiter Stelle standen mit 13,1 % (14/107) die endometrioid differenzierten, gefolgt

von 10,3 % (11/107) als gemischt klassifizierte Karzinome (Tabelle 3-3).

Tabelle 3-3: Histologische Einteilung der Ovarialkarzinome (nach den WHO-Richtlinien'”)
Haufigkeit Prozent

Serds 62 57,9

Muzinés 2 1,9

Endometrioid 14 13,1

Klarzellig 9 8,4

Transitional 1 0,9

Gemischt 1 10,3
Undifferenziert 8 7,5

Gesamt 107 100

3.3.2 Graduierung

28 % der Ovarialkarzinome (30/107) sind nach dem Silverberg—Grading-System'*® hoch differenzierte
(G1), 41 % (44/107) miBig differenzierte (G2) und 31 % (34/107) schlecht differenzierte (G3)
Karzinome (Tabelle 3-4).

3.3.3 Stadieneinteilung nach FIGO

Bei den Ovarialkarzinompatientinnen lagen die Informationen zum FIGO-Stadium vollsténdig vor.
Die genaue Verteilung der einzelnen FIGO-Stadien im Kollektiv ist Tabelle 3-5 zu entnehmen.

Fiir die statistischen Berechnungen erfolgte die Einteilung der FIGO-Stadien in drei Gruppen: Bei
11,2 % (12/107) der Patientinnen ist das Tumorwachstum auf ein Ovar oder beide Ovarien ohne
Oberflachenbeteiligung beschrankt (FIGO IA und IB). Bei 25,2 % (27/107) breitete sich der Tumor
bereits im kleinen Becken bzw. auf der ovariellen Oberfliache aus (FIGO IC, II). 63,6 % (68/107) der
Patientinnen wiesen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits ein fortgeschrittenes Ovarialkarzinom

entsprechend einem FIGO-Stadium III-1V auf.
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Tabelle 3-4: Grading der Ovarialkarzinome nach Silverberg'*

Haufigkeit Prozent

Tumorarchitektur glandular 1 21 19
papillar 2 41 38
solide 3 46 43

Kernpleomorphie <2 1 15 14
<4 2 55 51
>4 3 38 35

Mitosen Bis 9/10 HPF 1 30 28
10-24/10 HPF 2 37 34
>24/10 HPF 3 41 38

Score 3 -5 Punkte Grad 1 30 28
6 - 7 Punkte Grad 2 44 41
8 - 9 Punkte Grad 3 34 31

Tabelle 3-5: Stadiencinteilung nach FIGO in den Ovarialkarzinomen

FIGO-Stadium Haufigkeit Prozente

A 10 9,3

1B 2 1,9

IC 18 16,8

A 4 3,7

IIB 3 2,8

lc 2 1,9

1B 9 8,4

e 54 50,5

W% 5 4,7

Gesamt 107 100,0

3.3.4 Art der Operation

Im Kollektiv der Ovarialkarzinome konnte mithilfe der eingesehenen Krankenakten und der

enthaltenen Operationsberichte die Art der Operation genau dokumentiert werden (Tabelle 3-6). An

dieser Stelle sei bereits auf die zu geringe Anzahl der durchgefiihrten Lymphnodektomien

hingewiesen. Bei nur 35,5 % des Kollektivs (38/107) erfolgte die Resektion der paraaortalen sowie

pelvinen Lymphknoten, neben der totalen abdominalen Hysterektomie, der bilateralen Salpingo-

Oopherektomie und der Omentektomie. 23,4 % (25/107) der Patientinnen erhielten eine totale

abdominale Hysterektomie mit bilateraler Salpingo-Oopherektomie und Omentektomie. In 16.8 % der

Fille (18/107) erfolgte interdisziplindr eine gleichzeitige partielle Kolektomie und in 10,3 % (11/107)

ein peritoneales Sampling. Bei 4,7 % der Fille (5/107) bedurfte es einer ausgedehnten Tumor-

Debulking-Operation.
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Tabelle 3-6: Art der Operation bei den Ovarialkarzinomen

Art der Operation Haufigkeit Prozent
Explorativ 1 0,9
Bilaterale Salpingo-Oophorektomie 3 2,8
Totale abdominale Hysterektomie mit bilateraler Salpingo-Oophorektomie 6 56
Totale abdominale Hysterektomie mit bilateraler Salpingo-Oopherektomie und Omentektomie 25 234
Totale abdominale Hysterektomie mit bilateraler 11 10,3
Salpingo-Oophorektomie und peritonealem Sampling

Totale abdominale Hysterektomie mit bilateraler 18 16,8
Salpingo-Oophorektomie und Kolektomie

Totale abdominale Hysterektomie mit bilateraler 27 25,2
Salpingo-Oophorektomie und Lymphnodektomie

Totale abdominale Hysterektomie mit bilateraler 11 10,3
Salpingo-Oophorektomie, Lymphnodektomie und peritonealem Sampling

Tumordebulking 5 4,7
Gesamt 107 100

3.3.5 Ergebnis der Erstoperation — Tumorrest

Bei 88,8 % (95/107) der Frauen mit einem Ovarialkarzinom waren Informationen zum Tumorrest

verfligbar. In 36,4 % (39/107) dieser Fille konnte eine komplette Tumorreduktion erreicht werden,

52,4 % (56/107) der Patientinnen im Kollektiv wiesen einen Tumorrest auf (Tabelle 3-7).

Tabelle 3-7: Angaben zum Tumorrest im Ovarialkarzinom-Kollektiv

Tumorrest Haufigkeit Prozent
kein Rest 39 36,4
<fcm 22 20,6
>=1cm 34 31,8
Fehlend 12 11,2
Gesamt 107 100
3.3.6 Aszites

Bei 79 von 107 Ovarialkarzinompatientinnen (73,8 %) ist intraoperativ Aszites nachgewiesen worden.

Von diesen Aszites-positiven Fillen wiesen 44 Patientinnen (55,7 %) < 500ml und 35 Patientinnen

(44,3 %) > 500 ml Fliissigkeit in der freien Bauchhdhle auf.
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3.3.7 Lymphknotenbefall

Eine Lymphnodektomie wurde nur bei 38 von 107 Patientinnen (35,5 %) durchgefiihrt. Davon hatten
bereits 16 Patientinnen (42 %) Lymphknotenmetastasen (N1) und 22 Patientinnen (58 %) sind als NO
klassifiziert.

3.3.8 Art der Chemotherapie

Mithilfe der Krankenakten konnten Informationen zur Art der Chemotherapie eingeholt werden
(Tabelle 3-8). 83 von 107 Patientinnen (77,6 %) erhielten 6 Zyklen einer platinhaltigen
Chemotherapie, davon 62 Cisplatin plus Paclitaxel. 2 Patientinnen (1,9 %) wurden andere
Chemotherapietypen verabreicht. 6 Patientinnen (5,6 %) lehnten eine Chemotherapie ab. 7
Patientinnen (6,5 %) verstarben vor Beginn der Chemotherapie. Von 4 Patientinnen (3,7 %) fehlten
die Angaben beziiglich einer Chemotherapie. 5 FIGO IA-Patientinnen (4,7 %) erhielten keine

Chemotherapie.

Tabelle 3-8: Art der Chemotherapie bei den Ovarialkarzinomen

Chemotherapie Haufigkeit Prozent
Carboplatin und Taxol 62 57,9
Andere platinhaltige Therapie 16 15
Platin - Monotherapie 5 47
Andere Chemotherapie 2 1,9
Keine Chemotherapie wegen FIGO IA 5 47
Chemotherapie verweigert 6 5,6

Vor Chemotherapie verstorben 7 6,5
Fehlende Angaben 4 3,7
Gesamt 107 100

3.3.9 Gesamtiiberleben und rezidivfreies Uberleben

Fiir 105 Frauen von 107 (98,1 %) lagen Informationen zum Uberleben vor (Abb. 3-1). Insgesamt
waren 42 Patientinnen am Ovarialkarzinom verstorben (DOD) und bei 7 Frauen war unklar, ob sie
ihrem Tumorleiden erlagen (DUC). 6 Patientinnen verstarben nicht an ihrem Tumor, sondern aufgrund
anderer Ursachen (DOC). In die statistischen Analysen des Gesamtiiberlebens wurden 49 Todesfille
(DOD und DUC) beriicksichtigt, die iibrigen wurden zensiert. Von den 50 Patientinnen, die zum Ende
des Beobachtungszeitraumes noch am Leben waren, wiesen 17 Frauen einen Krankheitsprogress auf
(AWPD), 12 Frauen zeigten einen stabilen Krankheitszustand (AWSD) und bei 21 Patientinnen war

das Tumorleiden nicht mehr nachweisbar.
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Die mediane Uberlebenszeit betrug 56 Monate (0-102,0 Monate) und die 5-Jahresiiberlebensrate 47,2
%. Diese Ergebnisse entsprechen dem bundesdeutschen Durchschnitt der Jahre 1980-2004'.

N=107

[l DUC-Dead of Uncertain Cause

Bl DOD-Dead Of Disease

[J boC-Dead of Other Cause

. AWPD-Alive With Progress Disease
[J AWSD-Alive With Stabil Disease
[ NED-No Evidence of Disease

[ keine Angaben

Abb. 3-1: Uberlebensstatus der Ovarialkarzinompatientinnen, Einteilung des Uberlebensstatus nach Bell e al."'

Der Rezidivstatus der Patientinnen des Ovarialkarzinomkollektivs wurde anhand des Eingangmaterials
des Institutes fiir Pathologie der Martin-Luther-Universitdt bis zum Februar 2008 stetig aktualisiert.
Von 87 der 107 Ovarialkarzinompatientinnen (81,3 %) existieren Informationen iiber den
Rezidivstatus (Abb. 3-2). 73,6 % (64/87) dieser Frauen wiesen zum Ende des Beobachtungszeitraum
ein Rezidiv auf. 21,5 % (23/87) konnten als rezidivfrei klassifiziert werden. Die mediane rezidivfreie

Zeit liegt bei 15,5 Monate (2,4-101,1 Monate). Die 5-Jahres-Rezidivfreie-Zeit-Rate betrdgt 9,1 %.
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B Kein Rezidiv
. Rezidiv bekannt
[ Keine Angaben

Abb. 3-2: Rezidivstatus der Ovarialkarzinompatientinnen

3.4 Labormaterialien

3.4.1 Chemikalien und Enzyme

AEC-Chromogen-Substratldsung

Zytomed®

R-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

Citronensaure-Monohydrat

Merck, Darmstadt

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

BioWhittaker, Verviers, Niederlande, cat{BE12-707F

Essigsaure p.a.

Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande

Ethanol absolut

Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande

Fetales Kalberserum (FCS), cat#3402-P992203

PAN Biotech, Aidenbach

Formaldehydlésung 37 %

Merck, Darmstadt

MCDB 105 Medium, cat# M-6395

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Medium 199, cat# M-2154

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Natriumcitrat (pH 6,0)

Zytomed®, Berlin, Deutschland

NuPage LDS Probenpuffer

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

NuPage MES SDS Laufpuffer

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

NuPage Transfer- Puffer 20x

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

NuPageSample Reducing Agent

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Horseradish Peroxidase (HRP)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Propan-2-ol

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande

RPMI-1640 Medium

PAA, Célbe

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Merck, Darmstadt

Tris(Hydroxymethyl)- aminomethan (Tris-Base)

Merck, Darmstadt

Tris(Hydroxymethyl)- aminomethanhydrochlorid (Tris-HCl)

Merck, Darmstadt

TRS-Puffer

DAKO® high pH, 10x Konzentrat, S 3307
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Trypsin / EDTA — Ldsung 0,5 % / 0,2 % (w/v) in PBS (10-fach  Biochrom KG, Berlin

konzentriert)

Trypsininhibitor Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Tween 20 Serva, Heidelberg

Western Blot Recycling Kit Alpha Diagnostic International, San Antonio, USA
Xylol Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande
Zitronensaure Merck, Darmstadt

3.4.2 Kits, Kulturmedien, Losungen

Immunhistochemie-KIT

Zytomed®, Berlin, Deutschland

AEC-Chromogen-Substratldsung Zytomed®
500 ml DMEM
DMEM, serumhaltig: 10 ml L-Glutamin
50 ml FCS
DMEM, serumfrei: 500 ml DMEM

10 ml L-Glutamin

Héamalaun nach Mayer

1 g Hamatoxylin
0,2 g Natriumjodat
50 g Aluminiumkaliumsulfat
50 g Chloraldehyd
1 g Zitronenséure

10 x PBS:

82,3 g Di-Natriumhydrogenphosphat
23,5 g Natriumdihydrogenphosphat
40,0 g Natriumchlorid

WB- Blocking-Puffer:

100 ml 1xPBS
100 pl Tween 20
5 g Magermilchpulver

WB-Transferpuffer :

(nach Verdiinnung 20 Vol% Methanol frisch zugeben):

25 ml NuPage Trans-ferpuffer (20x)
250 ul NuPage Antioxidant
Ad 500 mlH.O

Western Blot Recycling Kit

Alpha Diagnostic International, San Antonio, USA

3.4.3 Antikorper

Antikorper Klon Spezies Hersteller Verd. Zeit Temp.
Cyr61 (CCN 1) Polyklonal Kaninchen Santa Cruz 1:50 30 min RT
(H-78) Biotechnology, CA,
USA
CTGF (CCN2) Monoklonal Maus R&D-Systems 1: 200 30 min RT
(clone 88430) (Minneapolis, MN,
USA)
Ostrogen Rezeptor ~ Monoklonal Kaninchen Lab Vision 1:500 30 min RT
(Clone SP1) Corporation,

(Fremont, CA,
USA)




3.4.4 Verbrauchsmaterialien

Chromatographiepapier, 3MM CHR Whatman, Maidstone, England

Deckglaser Menzel-Glaser, Braunschweig

Objekitrager SuperFrostPlus® Menzel-Glaser, Braunschweig

Filter Schleicher & Schuell

Microtest Zellkulturplatten 96-well Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA

Nu Page Bis Tris Gel 10 % Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Parafilm American National Can, Menasha, USA

Petrischalen fiir Zellkultur Falcon — Becton Dickinson, Le pont de Claix, Frankreich

Réntgenfiime Biomax MS Eastman Kodak, Rochester, USA

Serologische Pipetten Falcon — Becton Dickinson, Le pont de Claix, Frankreich

Zellkulturflaschen 75 cm2 Falcon — Becton Dickinson, Le pont de Claix, Frankreich

6-well Zellkulturplatten

Bio- Rad Laboratories, Hercules, USA

Zellschaber Costar, Corning, USA

3.4.5 Geriite

Abzug Trox Technik, Neukirchen-Vluyn
Autoklav Systec, Wettenberg

Dampfgarer Multi-Gourmet Braun® Braun GmbH, Kronberg/ Taunus
Digitalkamera Coolpix 990 Nikon GmbH, Disseldorf

Elektrophoresekammern (Agarosegele) Cell Gt

Bio-Rad, Hercules, USA

Elektrophoresenetzgerat Power Pac HC

Bio-Rad, Hercules, USA

Heizblock 100°C

Roth, Karlsruhe

Magnetrihrer MR3001

Heidolph Instruments, Schwabach

pH-Meter ph211

Hanna Instruments Deutschland, Kehl am Rhein

Photometer Smart Spec 3000

Bio-Rad, Hercules, USA

Pipetboy

Integra Biosciences, Fernwald

Schlittenmikrotom ,Histoschnitt 2000*

Fa. Reichert-Jung, NuRloch

Schittelinkubator Thermomixer compact

Eppendorf AG, Hamburg

Schiittler KL2

Edmund Biihler GmbH, Hechingen

Shandon Coverplates™

Shandon, Deutschland

Spektrophotometer UV160A

Shimadzu Deutschland, Duisburg

Thermocycler, Mastercycler- Gradient

Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge 5810R

Eppendorf AG, Hamburg

Transblot Semi Dry Transfer Cell

Bio-Rad, Hercules, USA

Ultrazentrifuge Optima L90K

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Vortexer Reax 2000

Heidolph, Schwabach

Zellkulturbrutschrank BB16

Heraeus, Hanau

Zellkulturwerkbank

Kojair, Vilppula, Finland

Zellkuturmikroskop Eclipse TS100F mit
Epifluoreszenzeinrichtung

Nikon GmbH, Geschaftsbereich Mikroskope, Diisseldorf

25



3.5 Western Blot-Analyse / Zelllinien

Um die beiden kommerziell erworbenen Antikdrper Cyr61 und CTGF vor den immunhistochemischen
Analysen auszutesten, erfolgte zundchst eine Western-Blot-Analyse an im Institut etablierten

Zelllinien.

3.5.1 Zellkultur - Anzucht

Die Ovarialkarzinomzelllinien (Ubersicht s. Tabelle 3-3) wurden in 75 cm’-Zellkulturflaschen in
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) mit 10 % FCS kultiviert. Fiir HOSE wurde MCDB
105 Medium und Medium 199 in gleichen Anteilen mit 15 %igem FCS-Zusatz verwendet. Die
Kultivierung der Kolonkarzinomzelllinien HT-29, HRT-18 und CX-2 erfolgte in RPMI-Medium und
10 % FCS.

Tabelle 3-9: Ubersicht der verwendeten humanen Zelllinien

Name Herkunft Referenzen

210
Oberflachenepithel des Ovars, durch HPV- Tsao etal, 1995

HOSE Transfektion immortalisisert

Caov-42 Serdses Cystadenokarzinom des Ovars (Aszites), J Nat Cancer Inst 1984;72:513; Br J Cancer
G2 1989;59:527

ES-2 Klarzelliges Ovarialkarzinom Lau etal., 1991114

OAW-42 Cystadenokarzinom Wilson, 1984

OVCAR-3 Serdses Karzinom des Ovars Hamilton et al., 198368

SKOV-3 Adenokarzinom Fogh et al., 1977%

HT-29 Kolorektales Adenokarzinom European Collection of Cell Cultures,

Salisbury, UK

HRT-18

Kolorektales Adenokarzinom

J Gen Virol 1981;56:451

CX-2 Kolorektales Adenokarzinom Tumorbank DKFZ Heidelberg, TZB 61005

Inkubiert wurde im Zellkulturschrank in wassergesittigter Atmosphére bei 37 °C und einem 5 %igem
Volumenanteil CO, Alle 3-4 Tage wurde das Kulturmedium unter sterilen Bedingungen gewechselt.
Bei ca. 80 %iger Konfluenz erfolgte die Passage der Zellen folgendermallen: Verbrauchtes Medium
wurde abgesaugt und die Zellen mit 5 ml PBS-Puffer gespiilt. Nach erneuter Absaugung wurde 1 ml
frisches Trypsin iiber den Flaschenboden verteilt. Anschlielend erfolgte die Inkubation bei 37 °C, bis
sich alle Zellen vom Untergrund geldst und vereinzelt hatten. Die Trypsinwirkung wurde durch
Zugabe von 5 ml RPMI-Medium mit 10 % FCS gestoppt. Von der Zellsuspension wurden in
Abhéngigkeit von der Zelllinie 0,25 ml bis 5 ml in der Kulturflasche belassen und diese mit Medium
auf 10 ml aufgefiillt.
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3.5.2 Proteinisolierung

Nach Erreichen einer hohen Zelldichte wurden im Rahmen einer Passage die Zellen mit Trypsin
abgeldst und danach die Trypsinwirkung mit frischem Medium gestoppt. Das durch 7-miniitige
Zentrifugation bei 300x g gewonnene Zellpellet wurde je nach GroBe in 100 bis 200 pl Laemmli-
Puffer (zzgl. 5 % B-Mercaptoethanol) inkubiert, mit Hilfe einer Insulinspritze homogenisiert und fiir

10 Minuten bei 95°C erhitzt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

3.5.3 Protein-Konzentrationsbestimmung

Im Anschluss wurde die BRADFORD-Methode angewandt, um die Proteinmengen der einzelnen
Zelllinien direkt zu vergleichen. Grundlage dieses Verfahrens ist die Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffs Coomassie brilliant blue G 250 nach Bindung an Proteine (von
465 nm ohne Protein, 595 nm nach Proteinbindung). Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist das
Mal fiir die Proteinkonzentration der Losung. Die detaillierte Durchfiihrung erfolgte nach der

Anleitung des Protein-Assays der Firma Bio-Rad.

3.5.4 Elektrophorese und Transfer
Die Elektrophorese erfolgte unter Verwendung 1mm starker 10 %-Acrylamid-Gele NuPAGE® der
Firma Invitrogen. Es ergaben sich folgende Probenzusitze, die das Laufverhalten der Proteine in der
Gelelektropherese beeinflussten: die Zugabe von 5ul NuPAGE® LDS Sample Buffer und 2pl
NuPAGE® Reducing Agent beschwerte und markierte die Probe. Der komplette Ansatz setzte sich
wie folgt zusammen:
50 pg Protein
5 ul LDS Sample Buffer
2 ul NuPAGE® Reducing Agent
ad 20 ul Aqua dest.

AnschlieBend wurde die Probe fiir 10 Minuten bei 70 °C gekocht und gemeinsam mit dem
GroBenmarker Standard See Blue Plus2 (Invitrogen) auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei einer Spannung von 120 V. Vor dem Transfer der Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran wurden Gel, Membran und Whatman-Papier fiir 30 Minuten in Transferpuffer
getriankt. Der Transfer erfolgte im Semi-Dry-Verfahren bei 18 V. Durch Inkubation der Membran iiber

Nacht in Blocking-Puffer wurden unspezifische Bindungsstellen blockiert.

3.5.5 Antikérperbindung und Belichtung

Der Cyr61- und der CTGF-Antikorper wurde in einer Konzentration von 1 pg/ml eingesetzt und dazu
entsprechend mit Blocking-Puffer verdiinnt. Beim Aktin-Antikoper betrug die Verdiinnung 1:1000 (in
Blocking-Puffer). Die Primirantikdrper-Inkubation erfolgte {iber 2 Stunden bei Raumtemperatur.
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Danach wurde 2-mal mit Aqua dest. und 1-mal mit PBS, 0,1 % Tween 20 fiir jeweils 5 Minuten
gewaschen. Der Sekundérantikorper, Meerrettichperoxidase-gebunden und 1:5000 in Blocking-Puffer
verdinnt, wurde 90 Minuten mit der Membran inkubiert. Dann wurde wiederum, wie oben
beschrieben, gewaschen. Fiir die Chemolumineszenzreaktion wurde das ECL Western blotting
detection reagent and analysis system von Amersham Biosciences nach den Angaben des Herstellers
verwendet. AnschlieBend konnten hierdurch ECL-Hyperfilme belichtet werden. Da das
Molekulargewicht von B-Aktin bei 42 kD liegt, mussten fiir die Auftragskontrolle die gebundenen
Antikdrper von den Membranen gewaschen werden, da sich sonst die Aktin- und die Cyr61- bzw. die
CTGF-Bande iiberlagern wiirden. Hierzu wurde das Western Blot Recycling Kit der Firma Alpha

Diagnostic International verwendet.

3.6 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Analysen dieser Studie basieren auf der indirekten Avidin—Biotin-
Komplex-Methode. Sie erfolgten manuell mit konventionellen Shandon Coverplates™ und dem
Immunhistochemie KIT der Firma Zytomed®.

Je Patientin standen 1 bis 17 Paraffinblocke Tumormaterial zur Verfligung (Median=5). Davon wurde
ein reprisentativer Tumorblock ausgewéhlt und mit einem Schlittenmikrotom serielle 2-5 um diinne
Schnittprdparate erstellt. Dabei wurden speziell beschichtete Starfrost®-Objekttrager zur besseren
Oberflachenhaftung verwendet. Jeweils ein Schnitt wurde konventionell mit HE zur Kontrolle des
noch vorhandenen Tumorgewebes und zur topologischen Orientierung gefarbt.

Nachdem die Leerschnitte iiber Nacht bei 58 °C im Brutschrank trockneten, wurden sie anschlieend
im Tauchbecken mit Xylol (2 x 10 min), einer absteigenden Alkoholreihe (2 x 100 %, 2 x 96 %, 80 %,
70 % Ethanol fiir jeweils 5 min) und Wasser entparaffiniert.

Die Demaskierung der Antigene erlangte man bei der Cyr61-Féarbung durch 40-miniitiges Erhitzen der
Objekttrager in Natriumzitrat bei pH 6 im 94 °C Wasserbad. Bei der CTGF-Farbung konnte eine
stirkere Farbeintensitit durch 30- miniitige Erhitzung der mit TRS-Puffer (Target Retrieval Solution,
pH 9, DAKO®) bedeckten Objekttriger in einem handelsiiblichen Dampfgarer unterhalb des
Siedepunktes bei 99 °C erreicht werden.

Nach 20-miniitigem Abkiihlen und einem kurzen Aqua dest. — Tauchbad wurde mit 3 % H,O,
»geblockt®. Daraufhin wurden die Objekttriger in die Shandon Coverplates™ luftblasenfrei aufgelegt,
in der Halterung eingespannt und mit Aqua dest. gespiilt. Zwischen den folgenden standardisierten
Reaktionsschritten der ABC-Methode wurde bei der Cyr61-Farbung jeweils fiir 5 min mit PBS- und
bei der CTGF-Féarbung jeweils fiir 5 min mit TRS-Puffer (Target Retrieval Solution, ph 9, DAKO®)
gespiilt. Die Primérantikérper wurden 1:50 (Cyr61) und 1:200 (CTGF) jeweils entsprechend mit PBS
bzw. TRS-Puffer verdiinnt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
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Danach wurde der biotinylierte Sekundérantikdrper (Anti-Kaninchen bzw. Anti-Maus) hinzugegeben
(4 Tropfen, 10 min). Als drittes Reagens wirkte an Meerrettichperoxidase konjugiertes Streptavidin
ebenfalls fiir 10 min (4 Tropfen) ein. Nach einem letzten Waschen der eingespannten Objekttriger in
den jeweiligen Puffern wurden sie aus den Shandon Coverplates™ ausgespannt und von der schrag-
vertikalen in eine horizontale Lage transferiert. Auf der ebenen Fliche erfolgte dann die 10- miniitige
Féarbung mit dem AEC—Chromogen-Substrat (Aminoethylcarbazol; Zytomed®, Berlin, Deutschland).
Anschlieend Abstoppen der Reaktion und Spiilen mit Aqua dest. Die Gegenfarbung erfolgte fiir sechs
Minuten mit Hdmalaun und abschlieBendes Abspiilen der Pridparate unter flieBendem Wasser. Alle
Praparate wurden nach Routineprotokoll eingedeckt. Um die tiglichen sowie interexperimentellen
Schwankungen gering zu halten, wurden die Priparate nach entsprechender Austestung der idealen
Antigendemaskierung und Titration der optimalen Primérantikorper-Konzentration an vier
aufeinanderfolgenden Tagen immunhistochemisch gefédrbt. Zu jeder Reaktion erfolgten Positiv- und

Negativkontrollen.

3.6.1 Positiv- und Negativkontrollen

In jeder der Farbereihen wurde zum Ausschluss falsch positiver Ergebnisse eine Negativkontrolle und
zum Ausschluss falsch negativer Ergebnisse eine Positivkontrolle mitgefiihrt. Positivkontrollen dienen
der Uberpriifung der Sensitivitit des verwendeten Antikdrpers. Bei jeder Versuchsreihe wurde
mindestens ein Préparat mitgefiihrt, das sicher das Antigen enthielt. Als Positivkontrollen fiir Cyr61
und CTGF wurde je ein Objekttrager mit Querschnitten der Tuba uterina genutzt (Abb. 3-12 und 3-
13). Daneben wurde fiir CTGF als weitere Positivkontrolle ein Pridparateschnitt mit einer Corpus
luteum-Zyste mitgefarbt, um wie bereits von Liu et al.'*® beschrieben, eine starke Expression in der
Granulosaluteinzellschicht nachzuweisen (Abb. 3-14 und 3-15). Durch mitgefiihrte Negativkontrollen
wird die Sperzifitidt der Antigen-Antikdrper-Reaktion iiberpriift. Fiir die Negativkontrollen wurde je
Férbereihe ein doppelt vertretener Objekttrager mitgefiihrt, der das Antigen sicher enthielt. Bei einem
der gleichen Préparate wurde der primire Antikdrper durch eine Negativkontrolllosung substituiert.
Hétte das Kontrollprdparat eine positive Farbereaktion aufgewiesen, so wiirde dies auf eine
unspezifische  Proteinbinung durch andere Antikorperreagenzien oder eine fehlerhafte
Probenaufbereitung hinweisen. Dariiberhinaus zeigen diese Kontrollen auch methodisch bedingte

Schwankungen der Farbeintensitdt von Farbeserie zu Farbeserie auf.
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Abb. 3-3: Negativkontrolle, seroser BOT (SBOT)
ohne Primédrantikorper, 100fach vergroBert

Abb. 3-4: Cyr61-Positivkontrolle - Tubenepithel,
200fach vergroBert, daneben schwach Cyr61-
positive Gefdllendothelien

Abb. 3-5: CTGF-Positivkontrolle: Tubenepitehl,
200fach vergroBert

Abb. 3-6: Weitere CTGF-Positivkontrolle,
Granulosaluteinzellen einer Corpus luteum Zyste,
sowie CTGF-exprimierende Endothelien und

Stromazellen, 200fach vergroBert
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3.6.2 Immunhistochemische Auswertung

Alle Priaparate wurden nach immunhistochemischer Farbung durch zwei Untersucher (M.K. und K.B.)
unabhéngig voneinander und ohne Kenntnis der klinischen Daten an einem Lichtmikroskop der Firma
Zeiss ausgewertet. FEine erste Gewebeschnittkontrolle sowie die Orientierung nach der
Tumorzellregion erfolgten dabei anhand der HE-Schnitte. Die tumorangrenzenden nicht-
neoplastischen Gewebeanteile wurden mitbeurteilt, um unspezifische Reaktionen nicht zu iibersehen.
Bei stark voneinander abweichenden Ergebnissen erfolgte der Konsens am Multi-head-Mikroskop. In
der vorliegenden Arbeit fand die semiquantitative Abschitzung nach Remmele und Stegner'™ in
Anlehnung an die immunhistochemische Rezeptorenbestimmung beim Mammakarzinom,
Anwendung. Dabei wird ein sogenannter immunreaktiver Score (IRS) verwendet, der sich aus dem
Prozentsatz positiver Zellen und der Intensitdt der Farbung zusammensetzt, um eine Standardisierung
zu ermoglichen. Nach der Formel IRS = PP x SI ergeben sich Werte von 0 — 12. Ein IRS > 3 gilt

allgemein als positive Proteinexpression.

Tabelle 3-10:. SI (Staining Intensity) semiquantifiziert die Férbeintensitdt, wobei die vorherrschende
Férbeintensitit maBgebend ist.

0 negatives Farbeergebnis
1 schwaches Farbeergebnis
2 méRiges Férbeergebnis
3 starkes Farbeergebnis

Tabelle 3-11: Die Abschitzung des Prozentsatzes positiver Zellen (PP) erfolgte nach dem Verhéltnis positiver
zu negativer Tumorzellen:

0 <5%
1 <10 %
2 11-50 %
3 51-80 %
4 >80 %

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die beiden CCN-Proteine ein IRS von 0 — 3 als keine bzw. nur
schwache (negativ); ein IRS zwischen 4 — 6 als moderate und ein IRS zwischen 8 -12 als starke
Proteinexpression (positiv) definiert ( Tabelle 3-12). Zusétzlich zur Cyr61/CTGF-Proteinexpression in
den Tumorzellen wurde auch ein positives Farbeergebnis im Stroma und in den GefdBBendothelien

protokolliert.

Tabelle 3-12: Cyr61-/ CTGF-Protein-Expressions-Score

IRS Expression
0-3 keine/ schwach
4-6 méaRig

8-12 stark

31



3.7 Statistik

Fiir alle statistischen Datenanalysen wurde die SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
Software Version 15.0 genutzt.

Die Korrelationen zwischen der Expression von Cyr61 und CTGF mit verschiedenen klinisch-
pathologischen Parametern erfolgte mit Hilfe des Chi*-Tests nach Pearson. Der Vergleich der Cyr61-
und CTGF-Expressionslevel in den BOT versus Ovarialkarzinomen erfolgte durch den Mann-
Whitney-U-Test, da es sich um zwei unabhidngige Gruppen handelt. Die Ergebnisse fiir das
rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben resultierten aus der Kaplan-Meier Methode fiir die
univariate Uberlebensanalyse. Mittels Log-Rank-Test konnten die verschiedenen Uberlebenskurven
verglichen werden. Alle in dieser Analyse signifikant mit dem Uberleben korrelierten Variablen
wurden nach der univariaten Cox-Regression, in der multivariaten Analyse nach dem Cox
proportional hazard regression model auf ihre Unabhéngigkeit iiberpriift. p-Werte < 0,05 gelten als
signifikant, Werte < 0,01 als sehr signifikant und Werte <0,001 als hoch signifikant. Lag das
Signifikanzniveau im Bereich von 5 bis 10 % (p>0,05 bis p=0,10), wird der gefundene
Zusammenhang bzw. Unterschied im Sinne eines Trends interpretiert. Zur besseren Kennzeichnung
wird in der vorliegenden Arbeit jeder signifikante p-Wert ,.fett gedruckt. Fiir Patientinnen, die im
Ovarialkarzinomkollektiv bis zum Oktober 2005 und im BOT-Kollektiv bis zum Februar 2008
verstorben waren, konnte die echte Uberlebenszeit berechnet werden. Die iibrigen Fille wurden zu den

jeweiligen Terminen zensiert.
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4. ERGEBNISSE

Ziel dieser Arbeit war zundchst die Erstellung eines BOT-Kollektivs. Daran schloss sich die
immunhistochemische Evaluation der Proteinxpression von Cyr61 und CTGF sowohl im bereits
vorhandenen Ovarialkarzinomkollektiv als auch bei den BOT an. Weiterhin erfolgte die Korrelation
der immunhistochemischen Daten mit klinisch-pathologischen Parametern, sowie dem
Gesamtiiberleben und dem rezidivfreien Uberleben, um die Frage nach einer mdglichen

diagnostischen oder prognostischen Bedeutung dieser Proteine zu kléren.

4.1 Charakterisierung des BOT-Kollektivs

4.1.1 Altersverteilung der Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnose

Das Alter aller in die Untersuchungen eingegangenen Patientinnen mit einem BOT lag zum
Diagnosezeitpunkt im Mittel bei 48,0 Jahren. Die jlingste Patientin war 15,4 Jahre alt, die dlteste 95,6
Jahre. Damit waren sie im Vergleich zu den Ovarialkarzinompatientinnen mit einem

Durchschnittsalter von 64,4 Jahren (41 bis 89 Jahre) 16,4 Jahre jlinger.

4.1.2 Stadieneinteilung nach FIGO

77,2 % der Patientinnen mit einem BOT (71/92) konnten riickwirkend anhand der Krankenhausakten
sowie des im pathologischen Institut eingegangenen Materials einem FIGO-Stadium zugeordnet
werden. Bei 22,8 % der Patientinnen (21/92), fast ausschlieBlich von externen Instituten eingesandte
referenzpathologische Konsultationsfille, fehlten die Angaben zum intraabdominalen Befund. Die

einzelnen FIGO-Stadien der BOT konnen Tabelle 4-1 entnommen werden.

Tabelle 4-1: Stadieneinteilung nach FIGO in den BOT

FIGO-Stadium Haufigkeit Prozent
IA 22 31,0

13] 3 4,2

IC 12 16,9

1B 1 1,4

lc 1 14

1A 26 36,6

1B 2 28

ne 4 5,6
Gesamt Al 100,0

Zur statistischen Auswertung wurden die FIGO-Stadien in drei Gruppen eingeteilt:
(1) 35,2 % der Patientinnen (25/71) sind als FIGO Ia und Ib klassifiziert worden. Bei ihnen ist der
BOT-Tumor auf das Ovar ohne Oberfldchenbeteiligung beschréankt.
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(2) 19,7 % der Frauen (14/71) bilden eine zweite Gruppe, in der die Tumorausdehnung die

ovarielle Oberfliache bzw. das kleine Becken einbezieht.

(3) Der Hauptteil der Patientinnen, 45,1 % (32/71) ist dem FIGO-Stadium III, mit nachweisbarer

peritonealer Tumorausbreitung jenseits des kleinen Beckens bzw. mit lymphonodalen

Implants zuzuordnen.

4.1.3 Art der Operation

Zu 64,2 % (59/92) der BOT des Kollektivs lagen Angaben zur chirurgisch durchgefiihrten

Operationsart vor. Zu den iibrigen 35,8 % (33/92) konnten diesbeziiglich keine Informationen

eingeholt werden, da es sich um Referenzfille handelte. Die detaillierte Darstellung der vielféltigen

Operationsmodi ist in Tabelle 4-2 aufgefiihrt. Am haufigsten (13 Fille) erfolgte die totale abdominale

Hysterektomie mit bilateraler Salpingo-Oophorektomie, Omentektomie und peritonealem Sampling

sowie die alleinige totale abdominale Hysterektomie mit bilateraler Salpingo-Oophorektomie (10

Fiélle). Bei insgesamt 7 Patientinnen wurde die Operation, Salpingo-Oophorektomie inklusive

Hysterektomie und Omentektomie, durch die Lymphnodektomie und bei 32 Patientinnen durch ein

peritoneales Sampling komplettiert.

Tabelle 4-2: Art der Operation bei den BOT

Art der Operation Haufigkeit Prozent
Explorativ 4 4,3
Unilaterale Salpingo-Oophorektomie 8 8,7
Bilaterale Salpingo-Oophorektomie 1 11
Totale abdominale Hysterektomie mit unilateraler Salpingo-Oophorektomie 4 4,3
Totale abdominale Hysterektomie mit bilateraler Salpingo-Oophorektomie 10 10,9
Totale abdominale Hysterektomie mit unilateraler Salpingo-Oophorektomie, Omentektomie 3 3,3
und peritoneales Sampling

Totale abdominale Hysterektomie mit bilateraler Salpingo-Oophorektomie, Omentektomie und 13 14,1
peritoneales Sampling

Totale abdominale Hysterektomie mit bilateraler Salpingo-Oophorektomie, Omentektomie, 9 9,8
peritoneales Sampling und Appendektomie

Totale abdominale Hysterektomie mit bilateraler Salpingo-Oophorektomie, Omentektomie, 7 7,6
peritoneales Sampling und Lymphnodektomie

Fehlende Angaben 33 35,8
Gesamt 92 100
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4.1.4 Chemotherapie

Bei 15 Patientinnen (16,3 %) erfolgte aufgrund der initialen Fehldiagnose eines Ovarialkarzinoms eine
Chemotherapie. Darunter waren 4 Patientinnen, die 6 Zyklen Carboplatin und Taxol, 3 Patientinnen,
die eine andere platinhaltige, und 8 weitere Frauen, die eine andere nicht platinhaltige
(Cyclophosphamid) Chemotherapie erhielten. Bei 28 Patientinnen (30,4 %) mit einem BOT-Tumor
erfolgte keine adjuvante Chemotherapie. Von 49 Patientinnen (53,3 %) fehlten die Angaben.

4.1.5 Borderline-Tumoren - Implantate

Bei 94,6 % (86/92) der Patientinnen existierten Daten zum Vorkommen von Implantaten. 62,8 %
(54/86) der BOT-Patientinnen wiesen keine peritonealen Implantate auf. 37,2 % (32/86) der
Patientinnen hatten mindestens 1 bis maximal 9 Implantate (Abb. 4-1). Von 30 Patientinnen konnten

die Implants histopathologisch reklassifiziert werden.

Haufigkeit

Anzahl der Fille
Abb. 4-1: Anzahl der Implantate je Fall

4.1.6 Krankheitsverliufe

Uber die Einwohnermeldeéimter konnten die Informationen zum Uberleben der BOT-Patientinnen bis
zum Ende des Beobachtungszeitraumes im Februar 2008 zusammengetragen werden. In 86 % (62/72)
war das Tumorleiden nicht mehr nachweisbar (NED - No Evidence of Disease). 3 Frauen (4,2 %)
wiesen einen stabilen Krankheitszustand (AWSD - Alive With Stable Disease) auf. 7 Frauen
verstarben im Beobachtungszeitraum. Darunter 4 (sehr alte) Patientinnen (5,6 %), welche aufgrund
vorliegender anderer Todesursachen (DOC - Dead of Other Cause) fiir die Uberlebensanalysen
zensiert wurden (Abb 4-2). 2 Frauen (2,8 %) verstarben infolge ihres Tumorleidens (DOD — Dead of

Disease), eine (1,4 %) verstarb nicht sicher am Tumor (DUC - Dead of Uncertain Cause).
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Die letztgenannte, nicht sicher am BOT verstorbene Patientin war bei Diagnosestellung des linksseitig
lokalisierten, mikropapilldr wachsenden serésen BOT 81 Jahre alt und bedurfte bei einem FIGO Ia-
Stadium keiner weiteren Therapie. Operativ erfolgte bei der Patientin eine Hysterektomie, die
bilaterale Salpingo-Oophorektomie, jedoch kein addquates peritoneales Sampling. Sie verstarb nach
115,16 Monaten mit unklarer Ursache.

Eine der beiden sicher an den Folgen des BOT verstorbenen Patientinnen (BOT-Kollektivnummer 28)
war zum Zeitpunkt der Diagnose eines zystischen, rechtsseitig lokalisierten, muzindsen Borderline-
Tumor vom intestinalen Typ, 30 Jahre alt (FIGO Ia). 22,4 Monate spiter zeigte die Patientin
ausgedehnte pulmonale Infiltrate eines muzindsen zytischen Tumors, mit identer Histomorphologie
zum diagnostizierten BOT des Ovar. Trotz subtotaler Einbettung und histologischer Untersuchung des
Tumormaterials (Ovar und Lunge) konnte keine Invasivitit nachgewiesen werden. Die Patientin
verstarb im respiratorischen Versagen.

Die zweite Patientin (BOT-Kollektivnummer 29) war bei Diagnosestellung eines bilateralen serdsen
BOT 38 Jahre alt. Als Ausgangssituation lag nach adédquater Erstoperation (abdominale
Hysterektomie, bilaterale Salpingo-Oophorektomie, Omentektomie, peritoneales Sampling und
Appendektomie) ein FIGO Illa-Stadium mit 8 peritonealen nicht invasiven Implantaten (1 NIEI, 7
NIDI) vor. Bereits nach 6,28 Monaten erlitt die Patientin ein Rezidiv im Restovar rechts und im
Peritoneum. Histologisch lag das klassische Bild eines Psammomkarzinoms vor. Es erfolgte eine

Chemotherapie (8 Zyklen ohne weitere Angaben). Die Patientin verstarb nach 45,16 Monaten.

Die mediane Uberlebenszeit betréigt fiir die drei in der Uberlebensstatistik unzensierten Todesfélle

(DOD, DUC) 60,9 Monate.

[l DUC-Dead of Uncertain Cause
[l DOD-Dead of Disease

] boC-Dead of Other Cause

[l AWSD-Alive with Stable Disease
. NED-No Evidence of Disease
[ Keine Angaben

Abb. 4-2;: Uberleben der BOT-Patientinnen
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In Abb. 4-3 sind die Uberlebenskurven der BOT-Patientinnen (linkes Diagramm) denen der
Ovarialkarzinom-Patientinnen (rechtes Diagramm) gegeniibergestellt. Das 5-Jahres-Gesamtiiberleben
der 72 BOT-Patientinnen lag mit 96,2 % weit {iber dem der 105 Ovarialkarzinompatientinnen (47,2
%). Insgesamt verstarben 3 von 72 BOT-Patientinnen (4,2 %) an den Folgen ihres Tumorleidens.
Dagegen waren im Kollektiv der Ovarialkarzinome mit 47 % (49/105) deutlich mehr Todesfille zu
verzeichnen. Die mittlere Uberlebenszeit war fiir die 3 verstorbenen BOT-Patientinnen insignifikant
langer, als die flir die Ovarialkarzinompatientinnen mit 56 (0-102,0) Monaten. Aufgrund der seltenen
Todesereignisse erfolgten im BOT-Kollektiv keine statistischen Analysen beziiglich der

prognostischen Bedeutung von Cyr61 und CTGF (Abb. 4-3).

o
>
1

Kum. Uberleben
Kum. Uberleben

o
=
1

0,2+ 0.2+

| T T T T T T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
Uberleben in Monaten Uberleben in Monaten

Abb. 4-3: Uberlebenskurve fiir das Gesamtiiberleben der n=72 BOT-Patientinnen (linkes Diagramm) und
n=105 Ovarialkarzinompatientinnen (rechtes Diagramm)

4.1.7 Rezidivfreies Uberleben

Von 65,2 % (60/92) der BOT-Patientinnen lagen Angaben zum Rezidiv-Status vor. Von diesen 60
blieben 91,7 % rezidivfrei und bei 8,3 % (5/60) der Patientinnen trat ein Rezidiv auf (Abb.4-4).

Die wichtigsten Fakten der Patientinnen, die ein Rezidiv erlitten, sind in Tabelle 4-3
zusammengefasst. Bei allen 5 Féllen wurde ein seroser BOT (SBOT) diagnostiziert. 4 davon wiesen
schon zum Zeitpunkt der Diagnose nicht-invasive peritoneale Implantate auf, welche operativ entfernt
wurden. Diese Patientinnen waren im Mittel 28,5 Monate rezidivfrei. Es ist anzumerken, dass einer
der 5 Rezidivfille (BOT 78) auf einer inkompletten Erstoperation basierte. Bei dieser Patientin
erfolgte initial eine Hysterektomie, die bilaterale Salpingo-Oophorektomie, die Appendektomie und
ein peritoneales Sampling, aber keine Omentektomie. Letztlich waren jedoch die beiden

Rezidivimplantate im Omentum majus lokalisiert.
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Tabelle 4-3: Die 5 BOT des Kollektivs mit einem Rezidiv; *laut auswertiger Histologie

BOT  Pat.- Histo FIGO-  Histologie Chemo- Rezidiv Rezidiv-  Verlauf
Alterin  BOT  Stadium Implantate therapie freie Zeit
Jahren in

Monaten
29 38 SBOT llla 1 NIEI, ja NIEI (Peritoneum, 6,28 DOD
7 NIDI (8 Zyklen) Restovar rechts) (45
Monate
spater)
51 19 SBOT llla 1 NIDI Keine NIDI (Krankenblatt- 15,86 AWSD
Angaben  Schwerin)

64 27 SBOT lc 0 ja -initiale  Serdse peritoneale 45,89 NED
OVCA-  Adenokarzinominfiltrate*
Dg.

78 48 SBOT b 2 NIEI ja(CP,  NIEI (Omentum, 20,92 NED
Taxol) Diaphragma)

81 47 SBOT b 3NIEI ja(CP,  NIDI (Peritoneum) 53,75 AWSD
CPA)

[l Kein Rezidiv
[ Rezidiv bekannt
[ Keine Angaben

Abb. 4-4: Rezidivstatus der BOT-Patientinnen
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Die Kaplan-Meier-Kurven fiir das rezidivfreie Uberleben der 87 Ovarialkarzinompatientinnen
(87/107; 81,3 %), (Abb. 4-5, rechtes Diagramm) zeigte im Vergleich mit dem der 60 BOT-
Patientinnen (Abb. 4-5, linkes Diagramm) einen wesentlich steileren Verlauf. 73,6 % (64/87)
Ovarialkarzinom-Patientinnen wiesen nach einer medianen Zeit von 17,7 Monaten (2,4-101,1 Monate)
ein Rezidiv auf. Die 5-Jahres-rezidivfreie-Zeit betrug bei den Karzinomen 9,1 %. Dagegen traten im
Kollektiv der BOT weniger Rezidive auf. Die 5- Jahres-rezidivfreie-Zeit lag im Gegensatz zu den
Karzinomen mit 61,7 % sehr viel hoher. Bei den 5 Patientinnen mit einem BOT-Rezidiv betrug die

mediane rezidivfreie Zeit 28,5 (0-144.11) Monate.

0,8

o
Y
1

p
2

1
Kum. Uberleben

Kum. Uberleben

027 0,2+

0,0 T T 0,0 T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,0(

in Monaten in Monaten

Abb. 4-5: Uberlebenskurve fiir das rezidivfreie Uberleben von n=60 BOT-Patientinnen (linkes Diagramm) und
n=87 Ovarialkarzinompatientinnen (rechtes Diagramm)

4.1.8 Histologische Zusammensetzung der BOT

Die detaillierte Zusammensetzung der Histologie der BOT ist in Tabelle 4-4 dargestellt. Die Mehrzahl,
50,4 % (55/92), der BOT waren seros differenziert. Die muzindsen BOT bildeten mit insgesamt 22,9
% (25/92) die zweitgrofte histologische Guppe, wobei 20 Félle als muzinds - intestinal und 5 Félle als
muzinds - endozervikal subklassifiziert wurden. 5,5 % der Fille (6/92) waren endometrioid, 2,8 %
(3/92) transitionalzellig differenziert und weitere 2,8 % (3/92) wurden der gemischten histologischen
Kategorie zugeordnet. 2 Fille des letztgenannten histologischen Typs enthielten ausschlieBlich serds
und endometrioid differenzierte Anteile, der dritte zusdtzlich noch eine muzinds-endozervikale

Komponente.
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Tabelle 4-4: Histologische Einteilung der BOT nach den WHO- Richtlinien'”

Haufigkeit Prozent
Serds 55 50,4
Muzinds-intestinal 20 18,3
Muzinés-endozervikal 5 4,6
Endometrioid 6 55
Transitional 3 2,8
Gemischt 3 2,8
Gesamt 92 100

4.1.9 Histologische Einteilung der Implantate

Die Zusammensetzung der Histologie der Implantate ist in Abb. 4-5 dargestellt. Bei 10 % (3/30) der
Implantate handelte es sich um invasive Implantate, die {ibrigen 90 % waren als nicht-invasive
Implantate klassifiziert worden. Darunter 36,7 % (11/30) nicht-invasive epitheliale, 26,7 % (8/30)
nicht-invasive desmoplastische Implantate und 13,3 % (4/30) nicht-invasive Implantate in
Kombination. Bei den letztgenannten handelt es sich um 4 Patientinnen, die synchron sowohl nicht-

invasive epitheliale, als auch desmoplastische Implantate aufwiesen.

Abb. 4-5:

12-] Histologie der 30
Implantate:

NIEI: Nicht-invasives
epitheliales Implantat,
NIDI: Nicht-invasives
desmoplastisches
Implantat,

II: Invasives Implantat.

Haufigkeit

= nicht invasive
Implantate in Kombination

Histologie

40



4.2 Die Proteinexpression von Cyr61 und CTGF

Zunichst wurde die Expression der beiden Proteine in diversen Karzinomzelllinien ovariellen
Ursprungs im Western-Blot untersucht. Entsprechend der in der Literatur beschriebenen Proteingréfen
lag die Bande von Cyr61 bei 48 kDa, fiir CTGF bei 38 kDa. Die normale Oberflichenepithel-Zelllinie
HOSE, sowie die Ovarialkarzinomzelllinien ES-2, OAW-42, SKOV-3 exprimierten Cyr61 kréftig,
OVCAR-3 nur schwach. Bei Caov-42 war kein Cyr61-Protein detektierbar.

Die CTGF-Expression war im Vergleich zur Cyr61-, sowie zur Aktin-Bande insgesamt nur sehr
schwach. CTGF-Protein war in allen Karzinomzellinien, aber nicht in HOSE nachweisbar.
Zusammenfassend deutet sich ein inverses Expressionsmuster von Cyr61 und CTGF in den Zelllinien

an (Abb. 4-7).

Abb. 4-7: Western Blot —
] Inverse Korrelation der Cyr61-
# # e % © und der CTGF-Expression
2 22 68958 o
8232238 2k %
I OowoOoO OnmwITITO
Cyré1 - ... <« 43 kD
CTGF ~ « 38kD
Aktin -y = o =~ |« 42 kD

4.3 Immunhistochemische Expression von Cyr61 und CTGF-Protein

4.3.1 Cyr61

Das normale Oberflachenepithel des Ovar exprimierte in den 5 untersuchten Referenzproben nur sehr
schwach zytoplasmatisch Cyr61 (Abb. 4-10, A, kleines Fenster). Alle 3 Zellarten des Tubenepithels,
die zilientragenden, die sezernierenden und die Stiftzellen zeigten eine starke zytoplasmatische Cyr61-
Expression. Aulerdem war Cyr61 diffus im ovariellen Stroma nachweisbar.

Das Epithel der BOT war in 82,6 % (76/92) schwach, in 16,3 % (15/92) méBig und in nur einem Fall
(1/92) stark Cyr61-positiv (Abb. 4-8). Die Psammomkorper farbten sich dagegen intensiv (SI=3). Die
Epithelien der SBOT expremierten in 78,2 % (43/55) schwach zytoplasmatisch Cyr61(Abb. 4-10, A).
Von den 107 Ovarialkarzinomen (Abb. 4-9) wiesen 31 % ( 33/107) eine schwache, herdformige
Cyr61-Expression auf (Abb. 4-10, B) und 56 % ( 60/107) zeigten eine moderate Expression (Abb. 4-
10, C). 13 % (14/107) exprimierten Cyr61 stark (Abb. 4-10, D).
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Die Firbeintensitit war insbesondere in den apikalen Partien der Epithelien verstérkt und sezerniertes
Cyr61-Protein war im Lumen nachweisbar. In einigen Féllen konnte Cyr61 schwach und fleckformig

im Tumorstroma, sowie in peritumoral gelegenen Endothelien nachgewiesen werden.

4.3.2 CTGF

Im normalen ovariellen Oberflichenepithel sowie im Tubenepithel, in den zilientragenden und den
sezernierenden Epithelzellen, war eine kriftige zytoplasmatische CTGF-Expression in allen 5
Referenzproben nachweisbar (Abb. 4-10, E; kleines Fenster). Dariiberhinaus konnte auch im
ovariellen Stroma eine diffuse zytoplasmatische CTGF-Positivitdt beobachtet werden. 59,8 % (55/92)
der untersuchten BOT exprimierten CTGF stark zytoplasmatisch(Abb. 4-10, E), 37 % (34/92) méBig
stark und nur 3,3 % (3/92) waren schwach CTGF-positiv (Abb. 4-8).

Wie in Abb. 4-9 dargestellt, zeigten 22,5 % (24/107) der Ovarialkarzinome eine starke (Abb. 4-10, F)
und 40 % (43/107) eine méBige (Abb. 4-10, G) CTGF-Expression auf. 37,5 % (40/107) wurden der
Gruppe der schwachen CTGF-Expression zugeordnet (Abb. 4-10, H). In den GefiaBBendothelien sowie

im Tumorstroma konnte eine diskrete, heterogene CTGF-Expression nachgewiesen werden.

80 80
70 704
60— 60—
%’ 50 ‘% 50
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104 10
I | - I
Cyr61-schwach  Cyr61-maRig Cyr61-stark CTGF-schwach CTGF-maRig CTGF-stark
Abb. 4-8: Cyr61- und CTGF-Expression in 92 BOT
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Abb. 4-9: Cyr61- und CTGF-Expression in 107 Ovarialkarzinomen
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Abb. 4-10: Exemplarische Abbildungen der Expression von Cyr61 (A-D) und CTGF (E-H) jeweils in normalen
ovariellen Gewebe (kleines Feld in A und E, jeweils 200fach vergroBert), in serds differenzierten BOT (A und E)
und Ovarialkarzinomen (B-D, F-H — jeweils 400fach vergrofB3ert; weitere Erlduterungen siche nichste Seite).
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Erliduterungen zu Abb. 4-10:

A-
B-
C-
D-
E-
F-
G-
H-

Cyr61-Expression im BOT; kleines Feld: normales ovarielles Oberflichenepithel und Stroma
keine/ schwache Cyr61-Expression in Ovarialkarzinomen

méBige Cyr61-Expression in Ovarialkarzinomen

starke Cyr61-Expression in Ovarialkarzinomen

CTGF-Expression im BOT; kleines Feld: normales ovarielles Oberflachenepithel und Stroma
starke CTGF-Expression in Ovarialkarzinomen

méfige CTGF-Expression in Ovarialkarzinomen

keine/ schwache CTGF-Expression in Ovarialkarzinomen

4.4 IRS - Vergleich von Cyr61 und CTGF in BOT versus Karzinom

4.4.1 Vergleich der Cyr61-Expression in den BOT und in den Ovarialkarzinomen

Der Median der IRS-Werte war, wie in Abbildung 4-11 dargestellt, bei den Ovarialkarzinomen mit

einem Wert von 4 doppelt so hoch wie bei den BOT (Median =2). Die Spannweite der Cyr61-IRS-

Werte reichte in der Gruppe der BOT von 0 bis 9, in der Karzinomgruppe bis 12. Bei den BOT wiesen
75 % der Patientinnen eine schwache (IRS =2-3) bzw. im Einzelfall keine Cyr61-Expression (IRS=0)

auf. Die Ovarialkarzinome zeigten in 75 % der Fille eine schwache bis maBige Cyr61-Expression

(IRS=2-6). Insgesamt wiesen die Ovarialkarzinome eine signifikant héhere Cyr61- Expression auf als

die BOT (p < 0,0001, Mann-Whitney-U-Test).

Cyr61 P < 0,0001

Cyr61-IRS

| - 1

I I
BOT OVCA

Abb. 4-11: Boxplot, Vergleich der IRS-Werte der Cyr61-Expression in den BOT und in den Ovarialkarzinomen,

p-Wert jeweils mittels Mann-Whitney-U-Test.
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4.4.2 Vergleich der CTGF-Expression in den BOT und in den Ovarialkarzinomen

Im Gegensatz zu Cyr61 lag die CTGF-Expression in den BOT signifikant hoher als in den
Ovarialkarzinomen ( p < 0,0001, Mann-Whitney-U-Test; Abb. 4-12). Der Median der IRS-Werte
betrug fiir CTGF in den BOT 9 und in den Ovarialkarzinomen 4, entsprechend einer méfBiggradigen
bzw. starken CTGF-Expression. 75 % der BOT wiesen eine méBige bis starke CTGF Expression auf
(IRS = 6-12). Dagegen zeigten 75 % der Karzinome eine schwache bis méfige CTGF-Expression
(IRS = 3-6).

12 o
10 CTGF P < 0,0001
o
0
14
L 6
o
-
o
4 —
-]
o
I I
BOT OVCA

Abb. 4-12: Boxplot, Vergleich der IRS-Werte der CTGF-Expression in den BOT und in den Ovarialkarzinomen,
P-Wert mittels Mann-Whitney-U-Test.

4.5 Korrelation der Cyr61-Expression mit klinisch—pathologischen Daten

4.5.1 Korrelation der Cyr61-Expression in den BOT

Von den in Tabelle 4-5 aufgelisteten klinisch-pathologischen Parametern korrelierte nur die
histologische Differenzierung der BOT signifikant mit der Cyr61-Protein-Expression (p=0,018). Die
SBOT, die endometrioiden BOT und ein muzindser BOT wiesen im Vergleich zu den anderen

histologischen Subtypen eine méfige bzw. starke Cyr61-Expression (positiv) auf (Abb. 4-13).
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Tabelle 4-5: Kreuztabelle Cyr61-Expression - BOT

Parameter Cyr61 Cyr61 Cyr61 Félle p-Wert
schwach maBig stark Chi-Quadrat-
Test
Alle Fille 76 15 1 92
FIGO IA, IB 20 4 1 25 0,373
IC, I 13 1 0 14
1] 27 5 0 32
Implantate Nein 44 8 1 53 0,736
Ja 27 5 0 32
Implantate- NIEI 8 3 0 11 0,526
Histologie NIDI 7 1 0 8
Nl-gemischt 4 0 0 4
Il 2 1 0 3
Histologie seros 43 12 0 55 0,018
muzinds-intestinal 19 1 0 20
muzindés-endoz. 5 0 0 5
endometrioid 3 2 1 6
transitionalzellig 3 0 0 3
gemischt 3 0 0 3
Seros vs. serds 43 12 0 55 0,113
Nicht serés nicht-serds 33 3 1 37
CTGF- schwach 3 0 3 0,176
Expression maRig 31 2 1 34
stark 42 12 54
50
B p=0,018
40
Cy61-Expression
= 307 [ schwach
© B marig
[= [ stark
<
20 -
10
G | 0 0

seros muzinds-intestinal

muzinds- endometrioid  Transitionalzellig
endozervikal

Histologie

gemischt

Abb. 4-3: Cyr61-Expression in Abhédngigkeit von der Histologie, p-Wert mittels Chi-Quadrat-Test.
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4.5.2 Korrelation der Cyr61-Expression in den Ovarialkarzinomen

Eine starke Cyr61-Expression korrelierte in den Ovarialkarzinomen (Tabelle 4-6) signifikant mit dem
Nachweis von Lymphknotenmetastasen (Abb. 4-14), einem geringen Differenzierungsgrad (Abb. 4-
15), einem serdsen Typ (Abb. 4-16), sowie einem positiven Ostrogenrezeptorstatus (Abb. 4-17).
Keines der muzinds, endometrioid oder klarzellig differenzierten Karzinome zeigte eine starke

Cyr61-Expresssion (Abb. 4-16).

o p = 0,40
Cyr61-Expression
[ schwach
[l marig
o W stark

Anzahl

NO N1

Abb. 4-14: Zusammenhang zwischen dem Nodalstatus und der Cyr61-Expression bei 38 Ovarialkarzinom-
patientinnen; Chi-Quadrat-Test p=0,040.

50
p = 0,035 .
404 Cyr61-Expression
[] schwach
B magig
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— 30
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©
N
=
<
20
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o
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Abb. 4-15: Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad (Gl1=low grade, G2/3=high grade)
und der Cyr61-Expression bei 107 Ovarialkarzinompatientinnen; Chi-Quadrat-Test p=0,035.
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Tabelle 4-6: Die Cyr61-Expression im Ovarialkarzinom und Korrelation mit den klinisch-pathologischen
Parametern

Parameter Cyr61 Cyr61 Cyr61 Félle p-Wert
schwach méBig Stark Chi-
Quadrat-
Test
Alle Félle 33 60 14 107
Alter <64 Jahre 14 31 8 53 0,577
> 64 Jahre 19 29 6 54
Aszites <500ml 13 22 7 42 0,639
>500ml 12 24 4 40
FIGO IA, 1B 3 8 2 13 0,197
IC, Il 13 11 2 26
I, v 17 41 10 68
PN 0 1 8 3 22 0,040
1 2 12 2 16
Residualtumor nein 17 19 3 39 0,106
ja 13 36 7 56
Grading 1 12 18 0 30 0,035
213 21 42 14 77
Mitosen <10/HPF 9 19 1 29 0,464
10-24/HPF 1 19 6 36
>24/HPF 13 21 7 41
Histologie seros 14 41 7 62 0,013
muzinds 0 2 0 2
endometrioid 7 7 0 14
klarzellig 5 4 0 9
transitionalzellig 0 0 1 1
gemischt 4 4 3 11
undifferenziert 3 2 3 8
Histologie seros 14 41 7 62 0,034
gruppiert nicht-seros 16 17 4 37
undifferenziert 3 2 3 8
ER-Status negativ 19 23 4 46 0,038
schwach 6 7 5 18
positiv 12 30 5 43
CTGF- schwach 18 17 5 40 0,012
Expression méaRig 5 31 7 43
stark 10 12 2 24
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Abb. 4-16: Zusammenhang zwischen dem histologischen Typ und der Cyr61-Expression bei 107 Ovarial-
karzinompatientinnen; Chi-Quadrat-Test p=0,013.
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Cyr61-Expression
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negativ schwach
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Abb. 4-17: Zusammenhang zwischen dem Ostrogenrezeptorstatus und der Cyr61-Expression bei 107 Ovarial-
karzinompatientinnen; Chi-Quadrat-Test p=0,038.

positiv (IRS>4)
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4.6 Korrelation der CTGF-Expression mit klinisch—pathologischen Daten

4.6.1 Korrelation der CTGF-Expression in den BOT

Keiner der in der Tabelle 4-7 aufgefiihrten klinisch-pathologischen Parameter korrelierte im BOT-

Kollektiv mit der CTGF-Expression.

Tabelle 4-7: Kreuztabelle CTGF-Expression in den BOT

Parameter CTGF CTGF CTGF Falle p-Wert
schwach méBig stark Chi-Quadrat-
Test
Alle Félle 3 34 55 92
FIGO IA, 1B 2 10 13 25 0,373
IC, Il 1 8 5 14
Il 0 13 19 32
Implantate Nein 2 19 33 54 0,508
Ja 0 13 19 32
Implantate- NIEI 0 4 7 11 0,517
Histologie NIDI 0 2 6 8
NI-gemischt 0 3 1 4
I 0 1 2 3
Histologie seros 1 21 33 55 0,216
muzinds-intestinal 2 3 15 20
muzinés-endoz. 0 4 1 5
endometrioid 0 2 4 6
transitionalzellig 0 2 1 3
gemischt 0 2 1 3
Seros vs. seros 2 13 22 37 0,628
Nicht serés nicht-serds 1 21 33 55
CTGF- schwach 3 31 42 76 0,139
Expression maRig 0 2 13 15
stark 0 1 0 1
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4.6.2 Korrelation der CTGF-Expression in den Ovarialkarzinomen

Von den in der Tabelle 4-8 aufgefiihrten klinisch-pathologischen Parameter korrelierte eine starke

CTGF—Expression mit gering proliferierenden (Abb. 4-18) und nicht-serdsen Ovarialkarzinomen

(Abb. 4-19) auf einem statistisch signifikanten Niveau.

Tabelle 4-8: Kreuztabelle CTGF - Expression in den Ovarialkarzinomen

Parameter CTGF CTGF CTGF Falle p-Wert
schwach méBig stark Chi-
Quadrat-
Test
Alle Félle 40 43 24 107
Alter <64 Jahre 17 21 15 53 0,299
=64 Jahre 23 22 9 54
Aszites <500ml 16 16 10 42 0,567
>500ml 11 19 10 40
FIGO IA, 1B 4 5 4 13 0,768
IC, Il 12 10 4 26
i, IvV 24 28 16 68
PN 0 6 11 5 22 0,595
1 4 6 6 16
Residualtumor nein 15 14 10 39 0,765
ja 22 23 11 56
Histologisches 1 8 11 11 30 0,075
Grading 2/3 32 32 13 77
Mitosen <10/HPF 6 1 12 29 0,012
10-24/HPF 14 14 8 36
>24/HPF 20 19 3 42
Histologie serds 23 27 12 62 0,071
muzinds 0 1 1 2
endometrioid 4 8 2 14
klarzellig 2 3 4 9
transitionalzellig 0 0 1 1
gemischt 4 3 4 1
undifferenziert 7 1 0 8
Histologie nicht-serds 10 15 12 37 0,019
gruppiert serds 23 27 12 62
undifferenziert 7 1 0 8
ER-Status negativ 19 16 11 46 0,170
schwach 8 4 5 6
positiv 13 23 7 43
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Abb. 4-18: Zusammenhang zwischen der CTGF-Expression und der Anzahl der Mitosen bei 107 Ovarial-
karzinompatientinnen; Chi-Quadrat-Test Test p=0,012.
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Abb. 4-19: Zusammenhang zwischen der CTGF-Expression und gruppierten Histologie bei 107 Ovarial-
karzinompatientinnen; Chi-Quadrat-Test Test p=0,019.
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4.7 Gesamtiiberleben und Rezidivfreies Uberleben

4.7.1 Cyr61 in Beziehung zum Gesamtiiberleben und zum rezidivfreien Uberleben

Die Cyr61-Expression hatte weder auf das progressfreie Uberleben (Log-Rank-Test: p=0,17) noch auf
das Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test: p=0,588) einen Einfluss (Abb. 4-20).

Fiir Patientinnen mit einer schwachen Cyr6l-Expression betrug die mediane rezidivfreie
Uberlebenszeit 14 Monate und das mediane Gesamtiiberleben 63 Monate.

Jene mit einer miBigen Cyr61-Expression wiesen ein medianes progressfreies Uberleben von 16
Monaten und ein medianes Gesamtiiberleben von 59 Monaten auf.

Bei den Patientinnen mit stark Cyr61-exprimierenden Karzinomen konnte ein medianes progressfreies
Uberleben von 14 Monaten und ein medianes Gesamtiiberleben von 43,3 Monaten nachgewiesen

werden.
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Abb. 4-20: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven des Gesamtiiberleben (links) und des rezidivfreien Uberleben
(rechts) in Abhéingigkeit von der Cyr61-Expression.
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4.7.2 CTGF in Beziehung zum Gesamtiiberleben und zum rezidivfreien Uberleben

Die CTGF-Expression im Ovarialkarzinom war fiir das progressfreie Uberleben und das
Gesamtiiberleben der Patientinnen von Bedeutung (Abb. 4-21).

Eine starke CTGF-Expression korrelierte mit einer lidngeren rezidivfreien Zeit (Log-Rank-Test:
p=0,026). So lag das mediane rezidivfreie Uberleben der Patientinnen mit stark CTGF-exprimierenden
Ovarialkarzinomen bei 21 Monaten, das der midBig CTGF-exprimierenden Tumoren bei 19 Monaten

und das der schwach CTGF-exprimierenden bei 12 Monaten.

Patientinnen deren Ovarialkarzinome eine starke CTGF-Expression aufwiesen, hatten auch ein
lingeres Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test: p=0,019). Das mediane Uberleben der Patientinnen mit
einer starken CTGF-Expression in den Karzinomen betrug 91 Monate, das derer mit einer mafligen

Expression 63 Monate, und das der mit einer schwachen CTGF-Expression 46 Monate.
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Abb. 4-21: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven des Gesamtiiberleben (links) und des rezidivfreien Uberleben
(rechts) in Abhéngigkeit von der CTGF-Expression.

4.7.3 Klinisch pathologische Parameter in Beziechung zum Gesamtiiberleben

Die Ergebnisse der univariaten Analysen (Log-Rank-Test) sind in der Tabelle 4-9 aufgelistet.
Folgende klinisch-pathologische Parameter sind als prognostische Faktoren zu nennen: der
postoperative Tumorrest (p<0.0001), das FIGO-Stadium (p=0,001), das Silverberg-Grading
(p=0,012), der histologische Typ (p=0,015) und das Patientenalter (p=0,045).
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In Bezug auf den Einfluss des Nodalstatus und des Aszites auf das Gesamtiiberleben ergeben sich

keine statistisch signifikanten Werte, wobei die Anzahl der in die Berechnung eingehenden Féllen

gegeniiber den anderen Parametern zu gering ist.

Tabelle 4-9: Univariate Analysen beziiglich des Gesamtiiberlebens in den Ovarialkarzinomen

Medianes Standard- Log-rank-
Félle  Ereignisse  Uberleben fehler Test
(Monate) (p-Wert)

Alle Fille 105 49 55,1 8,5

Cyr61 Expression schwach 32 16 62,9 11,6 0,588
maRig 59 25 58,5 8,6
stark 14 8 43,3 6,7

CTGF Expression schwach 38 24 46,3 41 0,019
maRig 43 18 63,1 12,8
stark 23 7 90,8 26,3

Residualtumor nein 38 8 nicht erreicht <0.0001
ja 55 33 36,4 10,6

FIGO IA, IB 12 2 nicht erreicht 0,001
IC, A, 1IB, lIC 26 11 64,4 2,1
i, v 67 36 37,6 8,6

Silverberg Grading 1 29 10 90,8 0,012
2/3 76 39 46,3 43

Histologie seros 61 30 55,1 4,6 0,015
muzinds 2 2 2,6
endometrioid 13 5 90,8
klarzellig 9 2 nicht erreicht
transitionalzellig 1 0 nicht erreicht
gemischt 11 5 nicht erreicht
undifferenziert 8 5 38,4 27,9

Alter <64 Jahre 53 23 90,8 22,9 0,045
> 64 Jahre 53 26 46,8 3,3

Nodalstatus pNO 22 6 nicht erreicht 0,562
pN1 16 3 nicht erreicht

Aszites <500 ml 41 13 nicht erreicht 0,116
>500 ml 39 20 48,1 6,7
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4.7.4 Klinisch pathologische Parameter in Bezichung zum rezidivfreien Uberleben

Die Ergebnisse der univariaten Analysen (Log-Rank-Test) der klinisch-pathologischen Faktoren beim

Ovarialkarzinom hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens sind in Tabelle 4-10 aufgefiihrt.

Prognostisch entscheidende Parameter fiir das progressfreie Uberleben sind der postoperative
Tumorrest (p<0.0001), das FIGO-Stadium (p<0.0001), das Silverberg-Grading (p<0.0001) und das
Alter der Patientinnen (p=0,018).

Tabelle 4-10: Univariate Analysen beziiglich des rezidivfreien Uberlebens in den Ovarialkarzinomen

Medianes Standard- Log-rank-
Félle  Ereignisse  Uberleben fehler Test
(Monate) (p-Wert)

Alle Fille 87 87 15,5 22,3

Cyr61 Expression schwach 27 27 14,4 3,9 0,170
maRig 49 49 16,0 2,6
stark 1 1" 14,3 2,7

CTGF Expression schwach 32 32 12,1 1,5 0,026
maRig 38 38 19,1 4,6
stark 17 17 21,0 24,2

Residualtumor nein 30 30 42,3 10,1 <0,0001
ja 48 48 11,3 14

FIGO IA, 1B 8 8 28,2 25,2 <0,0001
IC, lIA, 1IB, IIC 23 23 33,9 15,3
I, v 56 56 11,5 1,2

Silverberg Grading 1 23 23 36,0 9,5 <0,0001
2/3 64 64 12,5 14

Histologie seros 52 52 13,1 1,6 0,160
muzinds 1 1 41,2 n.e.
endometrioid 10 10 29,4 20,4
klarzellig 8 8 36,0 26,0
transitionalzellig 1 1 23,5 n.e.
gemischt 9 9 18,4 10,2
undifferenziert 6 6 12,2 39

Alter <64 Jahre 47 47 21,0 3,5 0,018
= 64 Jahre 40 40 11,6 0,8

Nodalstatus pNO 19 19 41,7 14,7 0,128
pN1 10 10 11,3 43

Aszites <500 ml 34 34 15,5 1,9 0,822
>500 ml 33 33 14,4 6,4
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4.8 Multivariate Uberlebensanalyse

Um die Unabhéngigkeit der Faktoren untereinander, sowie der CTGF-Expression zu untersuchen, fand
die multivariate Analyse der Cox-Regression, adjustiert nach dem Tumorrest, Anwendung (Tabelle 4-
11). Es wurden die Parameter einbezogen, die in den wunivariaten Analysen des
Gesamtiiberlebens und des rezidivfreien Uberlebens statistisch signifikant waren. Der
postoperative Tumorrest erreichte in beiden Analysen unabhingige prognostische Relevanz. Er ist mit
einem Relativen Risiko von 4,6 {95 % CI 1.66 — 12.95}, im Hinblick auf das Gesamtiiberleben, und
mit 3,35 {95 % CI 1.49 — 7.49}, hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens, der einfluBreichste
Risikofaktor in der vorliegenden Untersuchung.

Aus der Analyse des rezidivfreien Uberlebens gingen das FIGO-Stadium und die CTGF-Expression
als unabhéngig statistisch signifikante Parameter hervor. Patientinnen mit einem fortgeschrittenen
Ovarialkarzinom (FIGO-Stadium III/IV) haben gegeniiber denen mit einem FIGO-Stadium I/II ein
1,65-fach erhohtes Relatives Risiko {95 % CI 0.49 — 5.56} ein Rezidiv zu erleiden. Eine schwache
bzw. fehlende CTGF-Expression geht mit einer Erhdhung des Relativen Risikos um 2,31 gegeniiber
einer starken CTGF-Expression einher.

Beziiglich des Gesamtiiberlebens ist die CTGF-Expression als Trend zu werten. Ovarialkarzinom-
patientinnen mit einer schwachen bzw. fehlenden CTGF-Expression haben gegeniiber jenen mit einer
starken CTGF-Expression ein 2,81 {95 % CI 0.99 — 7.93} erhohtes Relatives Risiko am Tumor zu

versterben.

Tabelle 4-11: Multivariates Cox-proportional-hazard-regression-model, N=95

Gesamtiiberleben Rezidivfreies Uberleben
RR 95 %Cl P-Wert RR 95 %Cl P-Wert

Tumorrest nein 1.00 1.00

ja 4.64 1.66-12.95  0.003 3.35 1.49-7.49 0.003
CTGF-Expression stark 1.00 1.00

maRig 185  0.65-5.23 0.249 158  0.78-3.19 0.200

schwach 2.81 0.99-7.93 0.050 2.31 1.18 -4.94 0.031
Histologie nicht-sers 1.00 1.00

seros 124  040-2064 0.961 146  042-516 0.553

undifferenziert 0.72 0.28 -4.95 0.818 1.94 0.64 - 5.87 0.240
FIGO [ 1.00 1.00

/v 146  0.53-4.07 0.467 165  0.49-556 0.041
Alter <64 Jahre 1.00 1.00

> 64 Jahre 149  0.83-3.12 0.155 149  043-118 0.192
Silverberg Grading G 1.00 1.00

G2/G3 165  044-3.18 0.732 072  0.37-1.39 0.715
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5. Diskussion

In dieser Promotionsarbeit ist die Expression der ersten beiden Mitglieder der CCN-Proteinfamilie,
Cyr61 und CTGF, in zwei gut charakterisierten Tumor-Kollektiven untersucht worden. Dabei zeigte
sich sowohl zwischen den beiden Proteinen, als auch zwischen den beiden Tumorentititen eine
divergente Expression, so dass beiden Proteinen eine differentialdiagnostische Bedeutung zukommt.
Die Expression beider Proteine korrelierte mit dem Gesamtiiberleben. CTGF geht letztlich aus den

multivariaten Analysen als unabhéngiger Prognosemarker fiir das rezidivfreie Uberleben hervor.

5.1 Das Patientenkollektiv und prognostische Faktoren

5.1.1 Alter der Patientinnen

Der Altersmedian der Ovarialkarzinom-Patientinnen betrigt 64,4 Jahre'”. Aktuelle Zahlen des Robert-
Koch-Institutes' aus dem Jahr 2008 sprechen von einem mittleren Erkrankungsalter von 67 bis 68
Jahre. Dass iltere Patientinnen (>64 Jahre) hinsichtlich des progressfreien Uberlebens und des
Gesamtiiberlebens tendenziell ein schlechtere Prognose aufweisen als die jiingeren Patientinnen (<64
Jahre) ist in diesem Kollktiv bereits ausfiihrlich beschrieben worden®. Dieses Ergebnis wird durch die
umfangreichen Metaanalyse von Thipgen ef al.'*® bestitigt: ltere Patientinnen (>65 Jahre/ 5-Jahres-
Uberlebensrate von 30 %) weisen im Vergleich zu den jiingeren Patientinnen (<65 Jahre/ 5-Jahres-
Uberlebensrate von 64 %) kiirzere Uberlebenszeiten auf. Natiirlich hat auch der Allgemeinzustand der

142

Patientinnen, bzw. die Komorbiditit entscheidenden Einfluss auf das Uberleben'**. Der Altersmedian

der BOT-Patientinnen liegt mit 48 Jahren deutlich (16 Jahre) unter dem der Karzinom-Patientinnen

dieser Studie und entspricht der in der Literatur angegebenen Spanne von 40-52 Jahren* %%,

5.1.2 Histologie

Im Kollektiv der BOT bilden die serds differenzierten mit 50,4 % (55/92) die grofite histologische
Gruppe, gefolgt von den 22,9 % (25/92) muzindsen, 5,5 % (6/92) endometrioiden und jeweils 2,8 %
(3/92) transitional sowie gemischt differenzierten BOT. Diese prozentuale histologische
Zusammensetzung steht im Einklang mit den Literaturdaten'> '™, So weisen laut mehrerer Studien
etwa 55 % aller BOT eine serdse Differenzierung weisen auf, 40 % sind muzinés differenziert "> .
Ungefihr 5 % der BOT zeigen andere histologische Typen, darunter 2 % gemischt, 2 % endometroid,
1 % klarzellig differenzierte und 1 % atypisch proliferierende Brennertumoren'® . Im vorliegenden
Studienkollektiv ist die Diagnose eines muzinos differenzierten BOT die zweithdufigste, wenngleich
der prozentuale Anteil am Gesamtkollektiv etwas unter dem in der Literatur beschriebenen
Durchschnitt liegt. Auch im Studienkollektiv der Ovarialkarzinome stellen die serésen Karzinome mit
57,9 % (62/107) die groBte Gruppe dar, gefolgt von 13,1 % (14/107) endometrioid, 10,3 % (11/107)
gemischt, 8,4 % (9/107) klarzellig. 1,9 % (2/107) muzinds und 0,9 % (1/107) transitionalzellig

differenzierten Karzinomen. 7,5 % (8/107) sind undifferenzierte Ovarialkarzinome, welche wegen
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ihrer ausgeprigten Anaplasie keiner histogenetischen Gruppe zugeordnet werden konnen. Eine
gleichartige prozentuale Verteilung der histologischen Subtypen ist auch in anderen Kollektiven der
Literatur beschrieben worden"*> '*. Einzige Ausnahme im internationalen Kollektivvergleich ist das
muzinds differenzierte Ovarialkarzinom, welches mit jeweils 10-12 % gemeinsam mit den
endometrioiden, die zweitgroBte Gruppe ausmacht'** '*°. Einzig in der Untersuchung von Seidman et
al.'” betrigt der Anteil der muzindsen Ovarialkarzinome nur 2 %. Diese Diskrepanz élterer Studien ist
dadurch zu erkléren, dass hinter einem Grofteil der muzindsen malignen Neoplasien im Ovar sich
fehldiagnostizierte Metastasen verbergen. Laut Seidman et al. handelt es sich bei 77 % der muzindsen
Malignome im Ovar um primir extraovarielle Karzinome'”. Heutzutage konnen diese Fehldiagnosen,
welche eine unwirksame kombinerte Taxol-/Platinhaltige Chemotherapie fiir diese Patientinnen zur
Folge haben, jedoch mit Hilfe der Immunhistologie und einem erfahrenen Pathologen vermieden
werden”’. Da in diesem Kollektiv nur zwei primér muzindse Ovarialkarzinome (darunter 1 Todesfall
nach 41 Monaten) vorliegen, kann aufgrund der zu geringen Anzahl keine Aussage hinsichtlich der

Prognose getroffen werden. Rodriguez ef al.'”

geben die 10-Jahresiiberlebensrate von 66 % an.

Der histologische Typ hat in diesem Kollektiv statistisch signifikanten Einfluss auf das
Gesamtiiberleben (Log-Rank-Test, p=0,015). Dabei haben die undifferenzierten Karzinome mit einer
5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate von 21 %, gefolgt von den serdsen Karzinomen (39,5 % 5-Jahres-
Gesamtiiberlebensrate) und den gemischten Karzinomen (51 % 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate) die
schlechtesten Prognosen im Kollektiv. Der einzige transitionalzellig differenzierte Fall (100 % 5-
Jahres-Gesamtiiberlebensrate) kann ebenso wie die muzindsen Karzinome aufgrund der zu geringen
Anzahl nicht prognostisch gewertet werden, wenngleich die Patientin ihr Tumorleiden {iberlebte und
dieser spezielle histologische Typ auch mit einer besseren Prognose assoziiert sein soll'”. Die
endometrioiden (64 % 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate) und die klarzelligen (76 % S-Jahres-
Gesamtiiberlebensrate) Karzinome haben in diesem Kollektiv die beste Prognose. In der Literatur sind
die endometrioid differenzierten Karzinome auch jene mit der besten Prognose' ™™ **'. Ungewdhnlich
ist im vorliegenden Kollektiv der sehr gute Verlauf der klarzellig differenzierten Karzinome, die in der

Literatur, aufgrund der hohen Chemotherapie-Resistenz®" '*

, mit einer schlechten Prognose
beschrieben sind'’*. Eine Erkldrung fiir diesen Sachverhalt ist die Assoziation der klarzelligen
Ovarialkarzinome dieses Studienkollektivs mit niedrigen FIGO-Stadien. Denn insgesamt wurden 80 %
der klarzelligen Karzinome RO-reseziert”. Fokussiert man hingegen auf die serdse Subgruppe, so

konnte nur bei 30 % der Patientinnen eine komplette Tumorresektion nachgwiesen werden .

5.1.3 Tumorrest

Insgesamt weisen in diesem Ovarialkarzinomkollektiv Patientinnen mit einem in situ verbliebenen
Tumorrest eine 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate von 29 % auf. Patientinnen ohne Tumorrest haben
dagegen eine 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate von 75 %. Der postoperative Tumorrest ist so der

stirkste unabhéngige klinische und der einzige effektiv beeinflussbare Prognosefaktor, der iiber den
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weiteren Therapieerfolg entscheidet™ ™ 7> % 1% Entgegen fritherer Einteilungen des postoperativen
Tumorrestes in ,,makroskopisch tumorfrei*, Tumorrest <1 ¢cm und Tumorrest > lem®, spielt es heute

nur noch eine Rolle, ob ein Tumorrest vorliegt oder nicht — unabhingig von seiner Grofe.

5.1.4 FIGO-Stadium

Das FIGO-Stadium ist in allen Studien ein prognosebestimmender Faktor®: "> 2" Patientinnen mit
einem organbegrenzten Ovarialkarzinom, aber ohne Oberfldchenbetiligung (FIGO Ia/Ib) haben hier
eine 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate von 75 %. Bei Patientinnen deren Tumor sich bereits auf das
kleine Becken ausgedehnt hat, bzw. mindestens eine ovarielle Oberflichenbeteiligung aufweist,
betrdgt die 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate 64 %. Demgegeniiber leben nach 5 Jahren nur noch 30 %
der Frauen mit einem weiter fortgeschrittenen Ovarialkarzinom (FIGO III). Gleichartige
Gesamtiiberlebensraten, in  Abhédngigkeit vom FIGO-Stadium, waren auch in dem

1.** nachweisbar. Generell ist eine exakte

Ovarialkarzinomkollektiv (287 Patientinnen) von Brun ef a
Zuordnung der FIGO-Stadien nur nach adidquater Operation moglich. So muss zum Beispiel bei einer
nicht durchgefiihrten Lymphonodektomie in den FIGO-Stadien I und II in etwa 25 % von einem falsch
niedrigen Stadium ausgegangen werden®® '**.

Beziiglich des FIGO-Stadiums bei den BOT liegen kaum vergleichbare Studienkollektive vor. In der
Literatur sind die FIGO-Stadien II und III gegeniiber den organbegrenzten Tumoren (FIGO I) im
Zusammenhang mit einer schlechteren Prognose beschrieben worden®, wenngleich die Patientinnen
bei den zumeist vorliegenden nicht-invasiven Implantaten, in der Regel nicht am Tumor versterben.
Vielmehr sind jene eher mit dem Auftreten von Rezidiven assoziiert'’’. So weisen auch im
vorliegenden Kollektiv 4 von 5 der Rezidiv-Patientinnen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose ein

fortgeschrittenes FIGO-Stadium auf.

5.1.5 Grading

Das Tumorgrading nach Silverberg hat, wenngleich dessen Anwendung in der Literatur kontrovers
diskutiert wird”, in dem vorliegenden Kollektiv einen prognostischen Wert hinsichtlich des
Gesamtiiberlebens (Log-Rank-Test p=0,012). 68 % der Patientinnen mit einem G1-bzw. low-grade
Karzinom leben noch nach 5 Jahren. Demgegeniiber weisen Frauen mit einem high-grade Karzinom
(G2/ G3) eine 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate von 37 % auf. Nahezu idente 5-Jahresiiberlebensraten

konnten auch in dem Kollektiv (197 Patientinnen) von Schildkraut et al.'®” dokumentiert werden.
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5.1.6 Validit:it

Insgesamt stimmen die vorliegenden Kollektive sehr gut mit den in der Literatur beschriebenen
iiberein. Sowohl hinsichtlich der klassischen klinisch-pahologischen, prognostisch relevanten Faktoren
als auch in Bezug auf die Uberlebensanalysen konnten kaum Unterschiede aufgezeigt werden. Damit
sind wesentliche Voraussetzungen fiir die Validitdt der Aussagen in Bezug auf Expressionsanalyse der

beiden putativen Markerproteine Cyr61 und CTGF gegeben.

5.2 Cyreé1

Mittels immunhistochemischer Analysen konnte ein deutlicher Unterschied der Cyr6l-
Protein-Expression zwischen den BOT und den Ovarialkarzinomen nachgewiesen werden. So ist
Cyr61 in 69 % (74/107) der untersuchten Ovarialkarzinome aber nur in 17,4 % (16/92) der BOT
exprimiert. Weiterhin ist die Expressionsintensitit von Cyr61 bei den BOT viel niedriger als in den
Karzinomen (Mann-Whitney-U-Test, P < 0,0001). Korreliert man die Cyr61-Expression mit der
histologischen Differenzierung der Ovarialkarzinome, zeigt sich, dass Cyr61 hauptsédchlich in schlecht
differenzierten serdsen, gemischten und undifferenzierten Ovarialkarzinomen (Typ-II-Karzinomen)
exprimiert wird. Dagegen sind die gut differenzierten muzindsen, endometrioiden sowie klarzelligen
Subtypen (im Kollektiv entsprechen diese Fille vor allen Typ I-Karzinomen) in der Regel schwach
Cyr61 positiv und insgesamt als negativ einzuschitzen. Dariiberhinaus besteht auch eine statistisch
signifikante Korrelation zum Nodalstatus, weswegen Cyr61 bei organbegrenzten Tumoren kaum
exprimiert ist. Die Uberlebensanalysen ergaben keinen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen der Cyr61-Protein-Expression und dem Gesamtiiberleben, sowie dem rezidivfreien
Uberleben der Ovarialkarzinome. Somit ist Cyr61 kein prognostischer Marker fiir das
Ovarialkarzinom. Dem gegeniiber stehen die erst kiirzlich von Watari et al. *'* verdffentlichten Daten
zur Expression von Cyr61 in einem Endometriumskarzinom- Kollektiv, aus denen das Protein aus den
multivariaten Analysen als prognostisch unabhingiger Faktor hervorgeht. Mittels Immunhistochemie
und RT-PCR wiesen sie in 22,8 % (21/92) der Patientinnen mit einem endometrioid differenzierten
Karzinom eine hohe Cyr61-Expression nach. Diese Patientinnen (5-Jahresiiberlebensrate: 0 %) hatten
gegeniiber denen mit Cyr61-negativen Endometriumkarzinomen (5-Jahresiiberlebensrate: 96,5 %) ein
viel schlechteres Gesamtiiberleben. Ein &hnlicher, statistisch aber nicht signifikanter Trend zeigte sich
auch hier, da Ovarialkarzinome mit einer schwachen bis mifiigen Cyr61-Expression mit einem
lingeren Gesamt-, bzw. einen lingerem rezidivfreien Uberleben assoziiert waren, als die stark Cyr61-
exprimierenden. Insgesamt stimmen die in dieser Studie generierten Cyr61-Ergebnisse mit einer
friiheren Ovarialkarzinom-Studie® iiberein, wo in 63 % der untersuchten Ovarialkarzinome zehnfach
hohere Cyr61-mRNA- und Protein-Level als im normalen Ovar vorlagen und auch ein Trend, Cyr61-

positiver Tumoren zum reduzierten Gesamtiiberleben nachweisbar war.
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Ein Grund fiir diesen Effekt konnte die experimentell an der Ovarialkarzinomzelllinie SKOV 3
nachgewiesene Carboplatin-Resistenz bei Cyr61-Uberexpression sein®. Ahnliches war bereits an
MCF-7 Brustkarzinomzelllinien beschrieben worden, wo hohe Cyr61-Level mit einer Chemotherapie-
Resistenz verbunden waren'”. Rho er al'’ wiesen in vitro an HeLa-Zellen, einer
Zervixkarzinomzelllinie, nach, dass Cyr61 die Aktivitdt der Caspase 3, und damit die Carboplatin
induzierte Apoptose hemmt. Auch die Ergebnisse von Gery et al.®* *** suggerieren, da Cyr61 iiber die
Stimulierung anti-apoptotischer Signalwege eine Rolle bei den Ovarialtumoren spielt. Laut den in
vitro-Experimenten von Rho et al beeinflusst Cyr61 in HelLa-Zellen die Excikutionsphase der
Apoptosekaskade, in dem es die Aktivititen des Effektorproteins Caspase-3 hemmt'’.

Ein anderer Grund fiir die schlechte Prognose bei einer Cyr61-Expression im Karzinom wére die in
fritheren molekularen Studien beschriebene vermehrte Expression seines Rezeptors a,p; —Integrin®'.
Insbesondere die Expression der o,-Untereinheit ist laut der multivariaten Analyse von Goldberg et
al.®* in Ovarialkarzinomen mit einer schlechten Prognose assoziiert. In Mammakarzinomen wiesen
Menendez et al.** ' in vivo nach, dass Cyr61 iiber die Bindung an a,Bs—Integrin die Phosphoinositol-
3-kinase/Akt, letztlich die ERK/ MAPK-Signalkaskade aktiviert, und so die Tumorzelle vor der
Apoptose schiitzt. Gleichzeitig beeintridchtige Cyr61 den Taxol-induzierten Anstieg von Wildtyp p53,
fordere die Proliferation und das Uberleben der Tumorzellen, sowie deren Chemotherapie(Taxol)-
Resistenz. Die einzelnen Reaktionsschritte, insbesondere wie und mit welchen Proteinen Cyr61
interagiert, um die genannten, sowie teilweise noch unbekannten Signalkaskaden zu modulieren, sind
trotz zahlreicher Untersuchungen weitgehend unklar.

In den Ovarialkarzinomen dieser Studie ist Cyr61 hauptsichlich in Typ II-Karzinomen, also maBig bis
schlecht differenzierten und undifferenzierten Ovarialkarzinomen exprimiert. Diese high-grade
Karzinome weisen laut Shih und Kurman'** in 50-80 % der Fille einen p53-Funktionsverlust auf. An
dieser Stelle wire es fiir zukiinftige Untersuchungen interressant, ob ein p53-Funktionsverlust und/
oder eine verstirkte Cyr61-Expression eine defiziente Apoptose-Induktion und damit die
Chemotherapie-Resistenz bewirken.

Dariiberhinaus ist Cyr61 in der Literatur als angiogener Faktor bekannt. Speziell im Ovar ist Cyr61
wiéhrend der Reifung des Corpus luteum, welche mit einer rapiden GefaBproliferation verbunden ist,
in den Granulosaluteinzellen' exprimiert. Mdglicherweise stimuliert iiberexprimiertes Cyr61 in
neoplastischen Zellen ebenfalls die Angiogenese und fordert so die Tumorprogression . Fiir diese
Aussage gibt es bereits einzelne Evidenzen. In vivo konnte gezeigt werden, dass Cyr61l-
{iberexprimierende Adenokarzinome des Magens stirker vaskularisiert waren, als die Kontrollzellen®.
Auch in der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 konnte im Zusammenhang mit einer erhohten Cyr61-
Expression eine hohere GefiBdichte, sowie ein verstirkte Tumorigenitit nachgewiesen werden® ',
Da in dieser Studie eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von ER und Cyr61 besteht,
liegt eine hormonabhiingige Regulation der Cyr61-Uberexpression nahe. In in vitro-Untersuchungen

stieg die Cyr61-mRNA-Expression nach Ostrogen-Exposition im Mamma-und Ovarialkarzinomzellen
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auf das 12fache an und war durch den Ostrogen-Antagonisten Tamoxifen blockierbar® **. Auch in
anderen Experimenten konnte Cyr61 als ein von Ostrogen induziertes und reguliertes Gen identifiziert
werden, so zum Beispiel in Endometriose-Lésionen®, in den Uteri ovarektomierter Ratten'® und in

Leiomyomen'®.

5.3 CTGF

5.3.1 CTGF-Expression im Ovar

Die Expression von CTGF und deren physiologische funktionelle Bedeutung im Ovar ist bislang in
nur sehr wenigen Studien untersucht worden. Harlow et al.® beschreiben CTGF als parakrinen
Regulator der Follikulogenese, welches insbesondere bei der Organisation des Corpus luteum eine
Rolle spielt. Im Einklang mit den Positivkontrollen dieser Studie wiesen sie CTGF zytoplasmatisch in
Granulosazellen, im Follikelwand-angrenzenden Stroma (Fibroblasten) und im ovariellen
Oberflachenepithel nach. Dariiberhinaus war in unseren Farbungen CTGF auch in Endothelien nahe
des Gelbkdrpers und in den Theca externa-Zellen exprimiert. Diese Beobachtung geht mit den
Ergebnissen der in vitro-Experimente von Liu und Wandji et al. konform, wo in humanen
Granulosaluteinzellen und in den Endothelien ovarieller Blutgefdlle erhohte CTGF-mRNA-/Protein-
Level nachgewiesen werden konnten'>*?'7. Man nimmt an, dass CTGF als proangiogener und ECM-
modulierender Faktor wihrend der Follikulogenese und wahrend der Entwicklung des Gelbkorpers
eine entscheidende Rolle spielt. So beschreiben Harlow® und Wandji*'’ eine erhohte CTGF-mRNA-
Expression in den Granulosazellen préantraler Follikel, deutlich reduzierte CTGF-Level in
prdovulatorischen Follikel, und schlieBlich post ovulationem wieder eine erhohte CTGF-Expression.
Bei den in Abhhéngigkeit von der Zeit variierenden CTGF-mRNA-Level wéhrend der verschiedenen
Follikelstadien liegt eine hormonabhingige Expressionsregulierung nahe. Liu er al'*® stellten
schlieBlich den hormonellen Zusammenhang in ihren Zellkulturexperimenten her: LH und FSH
inhibieren die Expression von CTGF prd ovulationem und regulieren iiber Proteinkinasen C die
mRNA-Expression in den antral lokalisierten Granulosazellen. Daneben konnte in den
Positivkontrollen immunhistochemisch eine kraftige CTGF-Expression in zwei von drei Zelltypen des
Tubenepithels, den zilientragenden und den sezerniernenden becherzellartigen Zellen nachgewiesen
werden. In der Literatur ist diese Beobachtung noch nicht beschrieben worden. Mdoglicherweise
beeinflusst CTGF als sezerniertes Protein, in Analogie zum Ovar, zyklusabhingig die Motilitit der

Tubenepithelien.

5.3.2 Die CTGF-Expression im Ovarialkarzinom
Die immunhistochemische Expression von CTGF im Ovarialkarzinom ist bisher nur in einer Studie
untersucht worden. Kikuchi et al.”® wiesen das CTGF-Protein ebenfalls zytoplasmatisch sowohl im

normalen Oberflachenepithel, als auch in einigen wenigen Tumorzellen nach. Insgesamt zeigten 82 %
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(84/103) der von Kikuchi untersuchten Ovarialkarzinome eine reduzierte CTGF-Protein-Expression.
Dabei waren insbesondere die FIGO-Stadien I und II stirker mit einem CTGF-Verlust assoziiert, als
die fortgeschrittenen Tumorstadien (FIGO III und IV). In der vorliegenden Untersuchung ergab sich
keine statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der CTGF-Expression und dem FIGO-
Stadium. Sowohl in den Analysen von Kikuchi ef al.”’ als auch in dieser Arbeit korrelierte die CTGF-
Expression statistisch signifikant mit der Histologie. So wiesen im Studienkollektiv von Kikuchi et
al.”® 19 % der (8/42) serosen; 47 % (7/15) der muzindsen, 17 % (2/17) der endometrioiden, 6 % (2/34)
der klarzelligen und 18 % (11/61) der nicht-serosen Karzinome eine CTGF-Expression auf (Chi-
Quadrat-Test, p=0,029). Im vorliegenden Studienkollektiv waren dagegen die nicht-serésen
Ovarialkarzinome durch einen geringfligig héheren Anteil CTGF-positiver Félle charakterisiert
(72,9 %, 27/37), als die serds differenzierten (62,9 %, 39/62, Chi-Quadrat-Test, p=0,019). Allerdings
unterscheidet sich die histologische Zusammensetzung beider Kollektive. In der Studiengruppe von
Kikuchi et al.” bilden die nicht-serosen Karzinome mit 59 % (61/103) der Fille den Haupanteil,
gegeniiber 41 % (42/103) serds differenzierten Ovarialkarzinomen. Damit liegt der Studie aufgrund
der relativ geringen Anzahl der ser6sen Karzinome eine histologische Verteilung zugrunde, die nicht
den Tumorkollektiven der Literatur entspricht. Daher ist bei der Kohorte von Kikuchi et al.” einerseits
die Validitét der statistischen Aussagekraft einschriankt und andererseits sind die Ergbenisse nicht bis
in das Detail mit dem vorliegenden Kollektiv vergleichbar.

In der Studie (59 Karzinome, quantitative real-time Reverse Transkription-PCR) von Gery et al.*’
wiesen 46 % der Ovarialkarzinome erhéhte CTGF-mRNA-Level im Vergleich zum normalen
ovariellen Gewebe auf. Da in ihren Untersuchungen keine signifikante Assoziation zum
Gesamtiiberleben nachweisbar war, erfolgte keine weitere Analyse des CTGF-Proteins. Dagegen ist in
dieser Untersuchung die CTGF-Expression fiir das Gesamtiiberleben und das rezidivfreie Uberleben
relevant. Patientinnen, deren Karzinome keine oder nur eine schwache CTGF-Expression aufwiesen,
hatten eine verkiirzte Uberlebenszeit (Log-Rank-Test, p=0,019) und ein kiirzeres progressfreies
Uberleben (Log-Rank-Test, p=0,026). Aus den multivariaten Analysen ging CTGF als unabhingiger
Prognosefaktor fiir das rezididvfreie Uberleben (Cox- Regression, p=0,031) und hinsichtlich des
Gesamtiiberlebens als statistischer Trend (p=0,050) hervor. Die Diskrepanz der Ergebnisse konnte an
dem untersuchten Tumorgewebe liegen. Das Problem von mRNA-Analysen an gefrorenem
Tumormaterial ist stets die ,Kontamination“ durch das Tumorstroma. Der Vorteil der
immunhistochemischen Untersuchung ist die selektive Beurteilbarkeit der Protein-Expression.
Dariiberhinaus war in einen Teil der Ovarialkarzinome eine schwache CTGF-Expression im Stroma
nachweisbar. Diese Beobachtung ist insofern nicht iiberraschend, da bekannt ist, dass CTGF als
sekretorisches Protein hauptsichlich von Fibroblasten gebildet wird'®.

In den der Arbeit zugrunde liegenden Kollektiven zeigten die BOT gegeniiber den Ovarialkarzinomen
eine signifikant hohere CTGF-Expression (Mann-Whitney-U-Test: P < 0,0001). Im Einklang mit der

deutlich reduzierten CTGF-Expression in den Karzinomen wiesen Kikuchi et al” in
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Ovarialkarzinomzelllinien mittels CGH-Analysen einen homozygoten CTGF- Verlust auf Chromosom
6923.2 nach. In ihren in vitro-Experimenten fiihrte die exogene Wiederherstellung der CTGF-
Expression in den Ovarialkarzinomzelllinien zum Wachstumsstillstand. Daher postulieren Kikuchi et
al.”’, dass CTGF im Ovarialkarzinom als Tumor-Suppressor-Gen agiert. Weiterhin wiesen 12 von 23
Zelllinien eine im Vergleich zum Normalgewebe reduzierte CTGF-mRNA-Expression ohne
homozygoten Genverlust auf. Zur Klarung dieses Phidnomens wurde der Methylierungsstatus der
CTGF-Promoterregion untersucht und sie wiesen eine inverse Korrelation desselben mit der CTGF-

mRNA-Expression nach.

5.3.3 CTGF und andere Tumoren
Die bisher gewonnenen Daten zur Bedeutung von CTGF in Tumorerkrankungen sind widerspriichlich.

Im Einklang mit dem Ergebnis der vorliegenden Studie geht eine verminderte Expression, bzw. der

29, 32, 34

Verlust von CTGF in Rhabdomyosarkomen”, im Mamma-"*, Pankreas”, Lungen- , oralen

5

Plattenepithelkarzinomen'>> und Kolonkarzinomen'” mit einer schlechten Prognose einher. Bei

85, 96, 154, 183

Chondrosarkomen , der akuten lymphatischen Leukdmie*'*, im Wilms-Tumor', in

143, 224 57, 222, 225

. . . . . . 108 -
Glioblastomen , iIn Mammakazinomen , im desmoplastischen Malignen Melanom ", im

226

Pankreaskarzinom®* und im Prostatakarzinom®® hat CTGF hingegen eine inverse Bedeutung. Im

* eine differente CTGF-Expression in Abhingigkeit

Osophaguskarzinom ist laut Koliopanos er al.'’
vom histologischen Typ mit einem unterschiedlichen Uberleben korreliert. So wiesen die
Adenokarzinome in dieser Studie hohere CTGF-Level und ein schlechteres Gesamtiiberleben auf, als
die kaum CTGF-exprimierenden, prognostisch giinstigeren Plattenepithelkarzinome. Dieser
Sachverhalt deutet auf eine gewebespezifische, bzw. auf eine differenzierungsspezifische Wirkung
von CTGF hin. Beispielsweise konnte in CTGF-iiberexprimierenden oralen Plattenepithelkarzinom-
zelllinien ein vermindertes Zellwachstum im Zusammenhang mit einer reduzierten Prothymosin-o-
Expression beobachtet werden'”. Prothymosin-a ist ein Target von CTGF, welches in praktisch allen
Saugerzellen nukledr exprimiert wird'>>. Nach heutigem Kenntnisstand spielt Prothymosin-o eine
wichtige Rolle bei der Tumorentstehung in dem es antiapoptotisch wirkt’. Es ist in zahlreichen
Karzinomen, unter anderen Mammakarzinomen und Zervixkarzinomen iiberexprimiert und mit einer

schlechten Prognose assoziiert™- '** 2%

. Der Mechanismus der antiapoptotischen Wirkung von
Prothymosin-a wurde in der Studie von Jiang et al. aufgekldrt. Die Autoren zeigten, dass
Prothymosin-o die Aktivierung der Caspase-9 hemmt™.

Ob CTGF direkt Prothymosin-o inhibiert oder ob die reduzierten Prothymosin-a-Level in CTGF-
iiberexprimierenden Tumoren ein Sekundireffekt darstellen, ist noch unklar, da Prothymosin-a
wihrend der Apoptose durch Caspasen proteolytisch gespalten wird®’. Ebenso ist fraglich, inwieweit
Prothymosin-o im Ovarialkarzinom eine Rolle spielt.

Hartel et al.” zeigten in ihrer multivariaten Analyse, dass Pankreaskarzinom-Patienten linger lebten,

deren Tumore hohe CTGF-Expressions-Level aufwiesen. Die Rolle von CTGF in den
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Adenokarzinomen des Pankreas ist eng mit dem TGF-B-Signalweg verkniipft. Wenger et al.**
identifizierten in ihren in vitro- und in vivo-Experimenten CTGF als unmittelbares frithes Ziel-Gen
von EGF, TGF-a, TGF-B und zeigten dass eine hohe CTGF-Expression mit der Menge an
desmoplastischem Stroma korrelierte. Insbesondere wiesen die Stroma-Fibroblasten hohere CTGF-
Transkriptions-Level als die Epithelien auf. Diese Assoiation von CTGF als downstream-Mediator

102, 108

von TGF-p ist sowohl in Karzinomen®” , als auch bei zahlreichen fibroproliferativen

Erkrankungen''’, sowie im Rahmen der physiologisch ablaufenden Wundheilungsprozesse™® - *
beschrieben wurden. Da weder die BOT noch die Ovarialkarzinome ein markantes desmoplastisches
Stroma aufweisen, scheinen die Interaktionen von CTGF mit TGF-B bei den epithelialen Neoplasien
im Ovar eher von untergeordneter Bedeutung zu sein.

In Analogie zum Ovar ist CTGF in der Lunge als ein Tumorsuppressor-Protein beschrieben worden.
CTGF wird in normalen Lungengewebe (Pneumozyten Typ I und II) exprimiert, wihrenddessen
reduzierte CTGF-Level in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen nachweisbar sind**. Speziell in den
Adenokarzinomen der Lunge (Kohorte von 78 Tumorpatienten) korrelierten erniedrigte CTGF-Level
statistisch ~ signifikant mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, dem Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen und einem kiirzeren Gesamtiiberleben”. In den in vitro-Experimenten von
Chien et al.** war die Hemmung des Tumorzellwachstums infolge erhéhter CTGF-Level mit einem
GO0/G1-Wachstumsarrest, einer p53-Induktion, einer Suppression der IGF-1-abhéngigen  Akt-
Phosphorylierung und der EGF-abhingigen ERK 1/2-Phosphorylierung assoziiert’. In der
vorliegenden Studie ist CTGF vor allem in den BOT und den prognostisch besseren
Ovarialkarzinomen exprimiert. Daher ist (1.) eine proapoptotische CTGF-Wirkung durch eine
Aktivierung von p53 vorstellbar und (2.) kénnte der in den Ovarialkarzinomen oft alterierte

221 yon CTGF beeinflusst sein. Um diesen

Phosphatidylinositol-3-kinase/ Akt-Signalweg™”
Vermutungen nachzugehen, wiren weiterfiihrende Untersuchungen notwendig. Bislang liegen keine
Evidenzen zur Interaktion CTGF-p53 und CTGF- PI3K/ Akt-Signalweg im Ovar vor.

Chang et al® identifizierten in den Adenokarzinomen der Lunge Collapsin response mediator
protein-1 (CRMP-1) als ein weiteres Target von CTGF. Im Maus-Modell sanken nach Zugabe von
Antikorpern gegen o,B3;- und a,ps-Integrin die CTGF und CRMP-1-Level bei gleichzeitig rapide
ansteigender Metastasierungsrate, was auf eine synergistische und rezeptorspezifische Wirkung der
beiden Proteine hindeutet. Dariiberhinaus suggerieren diese Ergebnisse, dass CTGF seine
tumorsuppremierende Wirkung iiber die Modulation mehrerer Signalwege realisiert und dass
gewebespezifisch, bzw. karzinomspezifisch unterschiedliche Targets eine Rolle spielen konnten.
Beispielsweise konnte im Kolonkarzinom im Maus-Modell gezeigt werden, dass CTGF iiber
Interaktion mit seinem downstream-Effektor MMP 7 den B-Catenin-Signalweg negativ beeinflusst'®.

Eine Reduktion der CTGF-Level ging mit einer gesteigerten Zellinvasion und Metastasierung einher.

Moglicherweise ist CTGF im Ovar ebenfalls eng mit dem Wnt-Signalweg verkniipft.
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Seit seiner Entdeckung werden CTGF immer wieder auch proangiogene Eigenschaften
zugeschrieben®’. In Glioblastomen beispielsweise ist das CTGF—Protein stark zytoplasmatisch in den
Tumorzellen und in  proliferierenden  Endothelzellen  exprimiert und  gilt als

4 Andererseits ist bekannt, dass CTGF aufgrund seiner

tumorprogressionsfordernd'*>
multimodularen Struktur, durch das TSP-1-Modul auch direkt an VEGF binden und dessen
proangiogenen Effekte inhibieren kann®. Es wire also vorstellbar, dass in den Ovarialtumoren ein
CTGF-Expressionsverlust mit einer gesteigerten Angiogenese und damit einem verbesserten

Tumorwachstum verbunden ist.

5.4 Cyr61 und CTGF in den BOT und den Karzinomen des Ovar

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cyr6l und CTGF in einem inversen
Expressionsverhéltnis stehen. Offenbar haben sie als Mitglieder der CCN-Proteinfamilie trotz ihrer
strukturellen Homologien differente tumorbiologische Bedeutung. Wihrend Cyr61 im
Ovarialkarzinom eher tumorprogressionsfordernde Eigenschaften zeigt, weist CTGF eine

tumorsuppremierende Wirkung auf.
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6. Zusammenfassung

Cyr61 und CTGF sind Mitglieder der CCN-Proteinfamilie, welche im Organismus als matrizellulére,
proangiogen und profibrotisch wirkende Proteine wéihrend der Embryogenese, der Wundheilung und
in fibrosierenden Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen. Dariiberhinaus sind aberrant exprimiertes
Cyr61- und CTGF-Protein  bereits in  zahlreichen @ Tumoren sowohl in einem
tumorprogressionsfordernden als auch tumorsuppremierenden Kontext beschrieben worden. Cyr61
und CTGF - so die modellhaften Vorstellungen - interagieren mit Proteinen der Zelloberflache (z.B.
Integrinen), der ECM (z.B. Heparansulfatproteoglykanen) und weiteren Interaktionspartnern (z.B.
MMPs, TGF-B, VEGF) um die Angiogenese, sowie mannigfaltige zelluldre Prozesse wie Adhésion,
Migration, Proliferation und die Apoptose zu regulieren.

Ziel dieser Arbeit war zundchst die Expressionsanalyse der beiden strukturell verwandten Proteine
Cyr61 und CTGF in Borderline-Tumoren (BOT) und Karzinomen des Ovar. Um die
differentialdiagnostische sowie prognostische Bedetung der Proteine zu kldren, wurde die statistische
Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern, sowie dem rezidivfreien und dem
Gesamtiiberleben untersucht.

Basis der vorliegenden retrospektiven Studie war paraffineingebettetes Tumormaterial und die
dazugehorigen klinischen Daten von 92 BOT- und 107 Ovarialkarzinompatientinnen, die in den
Jahren 1996-2005 erkrankt waren. Alle Tumoren wurden nach den aktuellen Richtlinien der WHO
reklassifiziert. Die immunhistochemische Evaluation der Cyr61- und CTGF-Expression erfolgte an
repriasentativem Tumorgewebe.

Insgesamt zeigten Cyr61 und CTGF ein inverses Expressionsverhédltnis. Cyr61 war signifikant starker
in den Ovarialkarzinomen als in den BOT exprimiert - CTGF dagegen stirker in den BOT als in den
Karzinomen. Beziiglich der klinisch-pathologischen Parameter korrelierte Cyr61 mit dem Nodalstatus,
dem Grading, der Histologie und dem Ostrogenrezeptorstatus der Ovarialkarzinome. Eine hohe
Cyr61-Expression war besonders in nodalpositiven, gering differenzierten, serdsen und
Ostrogenrezeptorpostiven Ovarialkarzinomen nachweisbar. Die CTGF-Expression zeigte einen
statistisch signifikanten Zusammenhang mit der Anzahl der Mitosen. So exprimierten gering
proliferierende Ovarialkarzinome das CTGF-Protein stark. Aus den univariaten Analysen des
rezidivfreien und des Gesamtiiberleben ging CTGF als prognostisch signifikanter Marker hervor.
Cyr61 war dagegen prognostisch nicht relevant. In der multivariaten Analyse, adjustiert nach dem

Tumorrest, ging CTGF fiir das rezifivfreie Uberleben als unabhingiger Prognosemarker hervor.
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. Thesen

Cyr61 und CTGF sind  Mitglieder  der  multifunktionalen CCN-
Proteinfamilie. Diese Proteine interagieren mit der Extrazelluldirmatrix (ECM) und
nehmen Einfluss auf die Zelladdsion, -proliferation, -migration, die Angiogenese und das

Tumorwachstum.

Die Borderline-Tumoren (BOT) und Karzinome des Ovars nehmen ihren gemeinsamen
Ursprung vom Miillerschen Epithel, biologisch handelt es sich jedoch um differente

Tumorentititen.

Fiir die chirurgische und die onkologische Therapie ist die Unterscheidung zwischen
einem Borderline-Tumor (BOT) und einem Ovarialkarzinom ausschlaggebend. Die
diagnostische Kontroverse BOT versus Ovarialkarzinom wird auf histologischer Ebene
entschieden, die Differenzierung ist jedoch nicht immer einfach, weshalb molekulare

Marker als zusétzliches Unterscheidungsmerkmal hilfreich wéren.

Eine Moglichkeit der Charakterisierung eines Tumor-Phénotyps ist die Definition des
Immunphénotyps. Auf diese Weise konnen bei den Borderline-Tumoren und Karzinomen
des Ovars Unterscheidungskriterien auf Proteinebene identifiziert werden, die

diagnostisch mittels der Immunhistochemie dargestellt werden.

Die stetige Suche nach neuen biologischen Prognosefaktoren beim Ovarialkarzinom ist

wichtig, da dieser Tumor eine der hdufigsten tumorbedingten Todesursachen der Frau ist.

Der wichtigste bekannte Prognosefaktor fiir das Ovarialkarzinom ist der postoperative
Tumorrest. Weitere statistisch unabhidngige Prognosefaktoren sind das klinisch-
pathologische Tumorstadium, der histologische Differenzierungstyp und das Lebensalter

der Patientinnen.

Die der Studie zu Grunde liegenden Kollektive entsprechen hinsichtlich des
Durchschnittsalters der Patientinnen sowie beziiglich der klinisch-pathologischen
Parameter wie 5-Jahresgesamtiiberlebensrate, Tumorrest, histologischer  Typ,

Differenzierungsgrad und FIGO-Stadium, denen der Literatur.
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15.

16.

17.

Die Proteine Cyr61 und CTGF zeigen in den BOT und den Karzinomen des Ovars ein
inverses Expressionsverhiltnis. Eine stirkere Cyr61-Expression liegt in den

Ovarialkarzinomen vor. Dagegen exprimieren die BOT stiarker CTGF als die Karzinome.

Eine starke Cyr61-Expression weisen die serds differenzierten (p=0,013), high grade
(p=0,035), nodalpositiven (p=0,040) und Ostrogenrezeptorpositiven (p=0,038)

Ovarialkarzinome auf.

Eine starke Cyr61-Proteinexpression ist in den Ovarialkarzinomen mit einer schlechten
Prognose assoziiert, da Cyr61 antiapoptotisch, chemotherapieresistenz-induzierend und

proangiogen wirkt.
Fir das Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen ist in den multivariaten
Berechnungsverfahren die Cyr61-Expression im Tumor prognostisch nicht von

Bedeutung.

Ovarialkarzinome mit einer geringen Mitoserate ( < 10 Mitosen/ HPF) exprimieren stark

CTGF (p=0,012).

Die nicht-serdsen Ovarialkarzinome zeigen hiufiger eine starke CTGF-Expression als

seros differenzierte (p=0,019).

Patientinnen mit einem stark CTGF-exprimierenden Ovarialkarzinom haben ein besseres

rezdivfreies- (p=0,026) und Gesamtiiberleben (p=0,019) als jene ohne CTGF-Expression.

Stark CTGF-exprimierende Ovarialkarzinome sind mit einer besseren Prognose assoziiert,

da CTGF auf die Tumorzellen proapoptotisch und anti-angiogen wirkt.

Aus der multivariaten Uberlebensanalyse ging CTGF fiir das rezidivfreie Uberleben als

unabhingiger Prognosemarker hervor (p=0,031).

Cyr61 und CTGF haben als Mitglieder der CCN-Proteinfamilie trotz ihrer strukturellen

Homologien differente tumorbiologische Bedeutung.
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