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1 Einleitung
1.1 Ovarialkarzinome

1.1.1 Epidemiologie

Ovarialkarzinome sind die gynakologischen Tumore mit der schlechtesten
Prognose und der hochsten Letalitat. 2016 erkrankten in Deutschland 7350
Frauen an einem Ovarialkarzinom und 5468 starben 2016 daran. Das 5-
Jahreslbeleben lag laut Robert-Koch-Institut im Durchschnitt bei 43% mit

erheblichen Unterschieden zwischen den Krankheitsstadien .

Epitheliale Ovarialkarzinome (EOC) stellen ca. 90% aller malignen
Ovarialtumore dar. Keimstrangstromatumore und Keimzelltumore machen die
restlichen 10% aus 2. Die EOC umfassen eine sehr heterogene Gruppe aus
verschiedenen histologischen Subtypen.

1.1.2 Einteilung der epithelialen Ovarialkarzinome (EOC)
Anhand ihrer Pathogenese lassen sich EOC in zwei verschiedene Gruppen

einteilen 3:

Typ | Tumore machen etwa 25% aller EOC aus. In diese Gruppe zahlen
klarzellige Karzinome, endometrioide Karzinome, low grade ser0se Karzinome,
muzinése Ovarialkarzinome (MOC) und maligne Brennertumoren. Typ | Tumore
zeichnen sich durch ein schrittweises Entstehen aus benignen Vorstufen aus.
Sofern diese Tumoren auf das Organ begrenzt sind, zeigen sie eine
verhaltnismalig gute Prognose, wohingegen das Gesamtuberleben in

fortgeschrittenen Stadien nach wie vor schlecht ist 4.

Typ Il Tumore machen etwa 75% aller EOC aus und sind verantwortlich far
90% aller Todesfalle der EOC. Zu den Typ Il Tumoren zahlen vornehmlich high
grade serose Ovarialkarzinome. Auch undifferenzierte Karzinome und
Karzinosarkome fallen in diese Gruppe. Typ Il Tumore werden meistens im
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert und sind hochaggressiv. Die derzeit
favorisierte Entstehungstheorie zu high grade serésen Karzinomen (HGSC)
postuliert Vorstufen im Fimbrientrichter-tragenden Teil der Tube durch Mutation
im TP53 Gen. In der Folge entsteht dort das sogenannte serose tubale
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intraepitheliale Karzinom (STIC) und bei Fortschreiten das HGSC. Aufgrund
nach wie vor fehlender Symptome und Screening-Modalitaten, bleiben diese
Tumore lange Zeit unentdeckt und werden im peritoneal metastasierten

Stadium auffallig 358,

Neben den unterschiedlichen Pathogenesen und der Histologie unterscheiden
sich die Histotypen ebenfalls in ihrer Prognose, ihren genetischen
Risikofaktoren, ihrem  Mutationsspektrum und letztlich in  ihrem
Therapieansprechen 278,

1.1.3 Therapie der epithelialen Ovarialkarzinome

Bis heute besteht die Therapie von EOC unabhangig vom Histotyp aus einer
Primar-Operation mit ausgiebigem Staging des Bauchraumes und optimalem
Debulking sowie einer anschlieBenden Chemotherapie °. Allgemein sind bei
allen Subgruppen das Tumorstadium und der postoperative Tumorrest
wesentliche prognostische Faktoren %11, Die FIGO-Stadieneinteilung aus den
S3-Leitlinien ist in Tabelle 1 abgebildet °.

Die Chemotherapie bei fruhen Ovarialkarzinomen unabhangig vom Histotyp
(FIGO 1A-C) besteht aus Carboplatin, wahrend sie bei fortgeschrittenen
Karzinomen zusatzlich Paclitaxel und gegebenenfalls Bevacizumab, einen
Angiogenesehemmer, enthalt. Die Ausnahme bilden frGhe Karzinome mit FIGO
IA Klassifikation und G1 Grading, die keine Chemotherapie erhalten, sofern das
komplette operative Staging abgeschlossen ist. Patientinnen mit Karzinomen
mit FIGO IA G2 sowie mit FIGO IB G1/2, kann eine platinhaltige Chemotherapie
angeboten werden, wie gemeinsame Analysen der ICON1- und ACTION-Studie
gezeigt haben °'2. Bei fortgeschrittenen Karzinomen zeigt sich im Hinblick auf
ihr Chemotherapieansprechen ein erheblicher Unterschied zwischen den
verschieden Histotypen. Insbesondere die Gruppe der MOC, die im Mittelpunkt
dieser Arbeit stehen soll, ist im fortgeschrittenen Stadium oft Chemotherapie-

resistent 3.



Tabelle 1: Stadieneinteilung von EOC (adaptiert aus S3 Leitlinien °)

Tabelle 1. Stadieneinteilung von epithelialen Ovarialkarzinomen

TNM FIGO Anatomische Definition
T1a 1A Auf ein Ovar begrenzt, Kapsel intakt
T1 T1b 1B Auf beide Ovarien begrenzt, Kapsel intakt
- c Auf ein oder beide Ovarien begrenzt mit Kapselruptur oder malignen
c
Zellen in Aszites oder Spllzytologie
T2a 1A Ausbreitung auf Uterus/Tuben/Ovarien
T2 Tob 1B Ausbreitung auf intraperitoneale Strukturen des kleinen Beckens
(extragenitale Organe)
AusschlieRlich retroperitoneale
A1 . . .
T3a WA MIkrOSkOpISChe AUSbreltUng Lymphknotenmetastasen (N'])
auBerhalb des kleinen Beckens
111A2 Peritoneum mit oder ohne N1
T3 T3b B Makroskopische Ausbreitung aufRerhalb des kleinen Beckens <2cm mit
oder ohne N1
3 e Makroskopische Ausbreitung auf3erhalb des kleinen Beckens = 2cm
c
einschlieBlich Leber- und Milzkapsel mit oder ohne N1
M1a IVA Fernmetastasen: Pleuraerguss mit positiver Zytologie
MA Extraabdominelle Fernmetastasen einschliellich extraabdominelle
M1b VB Lymphknotenmetastasen, sowie parenchymale Metastasen der

Leber/Milz

10



1.2 Muzinose Ovarialneoplasien

1.2.1 Epidemiologie

Die muzindsen Ovarialneoplasien umfassen muzindse Kystadenome, atypisch
proliferierende muzindse Tumore, auch muzindse Borderlinetumore (MBOT)
genannt, sowie muzinése Ovarialkarzinome (MOC) 4. Als Risikofaktor wird bei
MOC in Gegensatz zu anderen Histotypen nur Tabakkonsum erwahnt &.
Nachdem bis in die 90er Jahre angenommen worden ist, dass der Anteil der
MOC von allen epithelialen Ovarialkarzinomen bei durchschnittlich 12% liege,
wurde dieser Anteil mittlerweile auf 2-3% reduziert. Das lag sowohl an neuen
Kriterien, die praziser zwischen MBOT und MOC unterschieden, als auch an
klinischen und pathologischen Fortschritten, die eine Differenzierung zwischen
primaren MOC und Metastasen ermoglichten '5-'7. Eine morphologische
Unterscheidung kann weiterhin in vielen Fallen eine Herausforderung
darstellen. Extraovarielle Primartumoren sind hier meist Tumore des
Gastrointestinaltraktes, des Pankreas, der Zervix, des Endometriums oder der
Brust '8. Man geht davon aus, dass etwa 4% aller Frauen mit einem

gastrointestinalen Tumor im Laufe ihrer Erkrankung Metastasen am Ovar haben
19-21

1.2.2 Makroskopie von sekundaren muzinéser Ovarialtumoren, MBOT
und MOC

1.2.2.1 Sekundare muzindse Ovarialtumore

Zur intraoperativen Einschatzung werden bilaterale Tumore sowie unilaterale
Tumore <10cm zunachst als Metastase gewertet und nur unilaterale Tumore
>10cm gelten als primar muzindser Tumor. Nach diesem Algorithmus lassen
sich intraoperativ bereits 90% der Tumore richtig klassifizieren '°. Im Gegensatz
dazu sind Metastasen eher kleinere, oft bilaterale Tumore, die, sofern
makroskopisch nicht schon sichtbar, meist auf mikroskopischer Ebene
Knotchenbildung auf der Oberfliche aufweisen ?22. Insbesondere ein
makroskopisch schleimiges multinodulares Aussehen scheint spezifisch fur Low
Grade Schleimhautneoplasien der Appendix vermiformis (LAMN) zu sein 23,

Mittlerweile steht ebenfalls fest, dass Ovarialtumoren mit dem klinischen
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Symptom des Pseudomyxoma peritonei, einer massiven Schleimbildung im

Bauchraum, fast immer sekundare Tumore sind 2.

1.2.2.2 MBOT und MOC

Makroskopisch sind MBOT und MOC multizystische und meist einseitige
Tumore mit einer DurchschnittsgroRe von 18-22cm. Auch nekrotische Anteile
kénnen makroskopisch zu finden sein 4. Solide und zystische Anteile sind
gleichmafig im Tumor verteilt. Die Oberflache der Tumore ist im Gegensatz zu

vielen sekundaren Ovarialtumoren meist glatt und ohne Knétchenbildung 22.

1.2.3 Mikroskopie von MBOT, MOC und sekunddaren muzinésen
Ovarialtumoren

Allgemein zeigen muzinose Neoplasien mikroskopisch ein

schleimproduzierendes Epithel eines intestinalen oder gastralen Phanotyps mit

Becherzellen °.

1.2.3.1 MBOT

Sowohl muzindse Kystadenome als auch MBOT sind keine invasiven Tumore.
Anhand der Komplexitat ihres Wuchsmusters lassen sie sich mikroskopisch
voneinander differenzieren. Ein MBOT liegt vor, wenn mehr als 10% der Zellen
des Tumors eine Atypie zeigen, aber kein invasives Wachstum des Tumors
vorliegt. Mikroskopische Zeichen der Atypie eines MBOT sind stratifiziertes und
proliferierendes  muzinds-intestinales Epithel an den Zystenwanden,
Epithelknospungen, sowie intraglandulare  villose und papillare
Epithelformationen. Trotz teilweiser starker intraglandularer Verzweigungen
sind einzelne Drusen voneinander abgrenzbar. Die Kernatypie ist mild bis
moderat mit vereinzelten Mitosen in den Krypten. Bei hoher Kernatypie, aber
fehlendem invasivem Wachstum handelt es sich um einen MBOT mit
intraepithelialem Karzinom. Liegt ein invasiver Herd mit einer maximalen Grolie

von 5mm vor, so wird von einer Mikroinvasion gesprochen 4,
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Abbildung 1: Mikroskopie eines MBOT, HE Férbung, VergréBerung 10x, Fall W610
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1.2.3.2 MOC

Muzindse Kystadenome und MBOT gelten als Vorstufen eines MOC, welches
sich langsam schrittweise entwickelt 2°. Bei dem invasiven Verhalten lassen
sich zwei Wuchsmuster voneinander unterscheiden, das infiltrative,
stromainvasive sowie das expansive Wuchsmuster. Dabei ist das infiltrative
Wuchmuster mit einer schlechteren Prognose assoziiert als das Expansive 26.
Letzteres ist charakterisiert durch massive, labyrinthartige, konfluierende oder
kribriforme Drlsenproliferate, die sehr dicht aneinander liegen und nicht mehr
voneinander abgrenzbar sind. Trotz fehlender Infiltration des Stromas und damit
ausbleibender desmoplastischer Stromareaktion spricht man auch hier von
Invasion. Oft finden sich benachbart Borderline-Komponenten des Tumors, die

dann in das Karzinom tbergehen 4,

Abbildung 2: Expansiv-wachsendes MOC, HE Férbung, Vergré3erung 10x, Fall W815

Ein infiltratives Wuchsmuster liegt vor, wenn maligne muzinése Epithelzellen
im Stroma in Form von einzelnen Zellen, Zellnestern oder fingerartigen Papillen,

die sich in das Stroma bohren, zu finden sind 27. Oft zieht sich das Stroma von
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der Papille beim Farben zurtck, wodurch zwischen dem Papillenepithel und
dem Stroma eine charakteristische Leere entsteht. Mit dem infiltrativem
Wuchsmuster verbunden ist eine desmoplastische Stromareaktion des
Gewebes 2.

Abbildung 3: Infiltrativ wachsendes MOC, HE Férbung, Vergré3erung 10x, Fall W430

1.2.3.3 Sekunddre muzindse Ovarialtumoren

Im Allgemeinen findet sich das infiltrative Wuchsmuster auch haufiger bei
sekundaren Ovarialtumoren. AulRerdem sind Siegelzellen, Invasion einzelner
Tumorzellen, GefaRinvasion, mikroskopische Knétchenbildung und Schleim auf
der Oberflache des Tumors ebenfalls mikroskopische Zeichen, die auf einen

Sekundartumor hinweisen 22,

1.2.4 Grading

Das Grading der MOC erfolgt hauptsachlich anhand der Kernatypie '4. Es gibt
jedoch derzeit kein etabliertes Gradingsystem fir MOC. Nach S3-Leitlinien und
Empfehlungen der ICCR (International Collaboration of Cancer Reporting)
sollen MOC in Anlehnung an das Endometriumkarzinom eingeteilt werden.

Allerdings wird kritisiert, dass bei diesem Grading nicht der Typ des
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Wuchsmusters bertcksichtigt wird, welcher in vielen Studien einen
prognostischen Einfluss zeigte 28-3°,

1.2.5 Pathogenese und Molekularbiologie

Im menschlichen Korper gibt es drei verschiedene muzindse Epithelien: im
Magen, im Darm und in der Endozervix. Jedoch kommt davon keines
physiologisch im Ovar vor 3'. Bezliglich des Ursprungs und der Pathogenese
des MOC werden verschiedene Theorien diskutiert:

Zum einen wird die Entstehung aus Stammzellen eines Teratoms fur moglich
gehalten, insbesondere wenn Patientinnen gleichzeitig ein Teratom aufweisen
(Abbildung 4). In diesen Fallen wurde eine komplette oder kaum abweichende
Homozygotie zwischen MOC und assoziiertem Teratom nachgewiesen. Jedoch
werden Teratome neben MOC nur selten gefunden, sodass es weitere
Entstehungswege geben muss 2.

® -

Pluripotente
Stammzelle

Muzindser Muzindses

Borderlinetumor Karzinom

v

Teratom

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Pathogenese des MOC (iber ein Teratom

Moglicherweise liegt ein anderer Ursprung der Pathogenese in einem
transitionalzelligen Tumor (Brenner Tumor). Durch starke Proliferation
muzindésen Epithels innerhalb eines Brennertumors kann sich dort ein
muzindses Kystadenom entwickeln, welches in der Folge den Brennertumor
verdrangt (Abbildung 5). Dadurch lasst sich der primare Brennertumor oft nicht

mehr in einem MOC nachweisen 33335 Brennertumore wiederum entstehen
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aus transitionalzelligen Zellnestern (Walthard Zellnester), welche am Ubergang
zwischen Tubenepithel und dem Mesothel des Ovars lokalisiert sind 33. Wang et
al. 3 unterstiitzen diese Theorie, indem sie in acht von zehn MOC mit
assoziiertem Brennertumor eine Klonalitat beider Komponenten zeigen

konnten.

Muzinéser P .
Muzinéses Karzinom

Borderlinetumor

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Pathogenese des MOC in einem Brennertumor

Allgemein geht man bei der Pathogenese der MOC von einer schrittweisen
Progression aus. Dabei geht ein Karzinom aus einem Borderline Tumor hervor,
welcher wiederum aus einem Adenom entsteht 25. Die Untersuchung der
genetischen Signatur stutzt diese Theorie. Die haufigsten genetischen
Veranderungen in einem MOC sind Mutationen oder copy number loss von
CDKNZ2A, Mutationen von KRAS, TP53 und ERBBZ2. Aulierdem werden
Mutationen in RNF43, BRAF und PIK3CA beobachtet. Dabei findet man bereits
im MBOT Mutationen fir KRAS, BRAF oder CDKN2A 25. Cheasley et al. 2°
finden deutlich mehr TP53 Mutationen in MOC im Vergleich zu MBOT. Auch
HER2 Uberexpressionen werden haufiger in MOC als in MBOT beobachtet 3¢,
Gegenuber MBOT haben MOC deutlich mehr copy number alterations, was bei
steigender Alterationsanzahl mit einer schlechteren Krankheitsprognose
assoziiert ist. Spezielle Alterationen, die mit einem Ubergang von einem MBOT
in ein MOC assoziiert sind, liegen auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 und
17 2.
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Trotz des sehr heterogenen Mutationsspektrums der MOC, unterscheidet sich
dieses Spektrum signifikant von dem anderer Karzinome, die morphologisch oft
schwer von MOC zu differenzieren sind. Beispiele dafur sind das kolorektale
Karzinom, das high grade serose Ovarialkarzinom, das endometrioide
Ovarialkarzinom oder das Magenkarzinom. Nur zum muzindsen
Pankreaskarzinom konnte bislang kein signifikanter genetischer Unterschied
festgestellt werden. Eine mogliche gleiche Tumorentitat gilt trotzdem als sehr
unwahrscheinlich, da das 5-Jahres-Uberleben eines Pankreaskarzinoms

deutlich unter dem eines MOC liegt 2537,

1.2.6 Verwendung von immunhistochemischen Markern bei MBOT und
MOoC

1.2.6.1 Marker zum Ausschluss extraovarieller Primarien

Zunachst muss bei der Diagnose eines MBOT oder eines MOC
differentialdiagnostisch immer an einen extraovariellen Primarius gedacht
werden. Insbesondere Tumore im oberen und im unteren Gastrointestinaltrakt
(Gl-Trakt), einschliellich des Appendix vermiformis (insbesondere LAMN),
sowie Tumore der Zervix und des Endometriums mussen abgeklart werden.
Immunhistochemische Farbungen fur CDX2, CK7, CK20, SATB2 und p16
werden in den Leitlinien zur Diagnosestellung dazu empfohlen %38, Das typische
Expressionsmuster ist fur die jeweiligen Tumore in Tabelle 2 dargestellt. Bei
muzindsen Tumoren zeigt sich meist eine diffuse Expression von CK7. Die
CK20 Expression ist hingegen nicht so diffus und teilweise eher fokal. Durch
das Verhaltnis von CK7/CK20 lassen sich dadurch MOC von den Tumoren des
unteren Gl-Traktes gut unterscheiden 383°. CDX2, ein intestinaler Marker 0,
wird in ca. 50% der MOC exprimiert, wobei sich eine starke Expression nur bei
einem Viertel der Patientinnen zeigt 22. Intestinale Tumore sind oft CDX2
positiv, wahrend gynakologische Tumore, wie auch die anderen Histotypen von
EOC, CDX2 negativ sind #'. Noch spezifischer als CDX2 gilt der Marker SATB2
fur Tumore des unteren GI-Trakts. Wahrend SATB2 nur bei 8% der MOC
exprimiert wird, zeigen 75% der Kolorektalen Tumore und 87% der
Appedixtumoren eine diffuse Positivitat 2. MOC, die mit einem Teratom
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assoziiert sind, kdnnen jedoch auch eine sehr ahnliche Expression wie Tumore
des unteren Gl-Traktes aufweisen. Deswegen sind die einzelnen Marker immer

in Zusammenschau und mit der jeweiligen Krankengeschichte zu bewerten 42.

Die p16 Expression in MOC ist eher fokal bis heterogen. Bei diffuser (>75% der
Zellen) und starker Expression von p16 sollte unbedingt der HPV-Status der
Patientin  erfasst werden, um ein metastasiertes Zervixkarzinom
auszuschlielen. Humane Papillomaviren (HPV) erhdhen die p16 Expression
stark, indem sie pRb inaktivieren. Dadurch werden Transkriptionsfaktoren wie
E2F ungebremst aktiviert, wodurch p16 hochreguliert wird 24344,

Tabelle 2:Immunhistochemische Marker zur Differentialdiagnose einer muzinésen Neoplasie im Ovar
(adaptiert aus S3 Leitlinien Version 4.01 — November 2019, S. 53 9)

Tabelle 2. Inmunhistochemisches Panel zur Differentialdiagnose bei muzinésen Neoplasien
Primartumor CK7 CK20 CDX2 p16 SATB2
Ovar + (+) + +/- -
Zervix + (+) (+) + -
Dickdarm (+) + + - +
Oberer Gl-Trakt + + + - (+)

1.2.6.2 Typische muzinose Expressionsmuster

Um die Reproduzierbarkeit der histologischen Diagnose generell bei EOC zu
verbessern, entwickelten Kobel et al. 5 in einem groBen Kollektiv (n=1762)
einen immunhistochemischen Algorithmus. Bei Verwendung der vier
immunhistochemischen Marker WT1, p53, Napsin-A und PR wurden 88% der
EOC richtig in ihre Subgruppen klassifiziert. Da trotzdem eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von etwa 10% besteht, sollte dieser Algorithmus nicht
allein fur die Diagnosestellung verwendet werden, kann diese aber
insbesondere in morphologisch unklaren Fallen unterstutzen. Der Algorithmus
ist in Abbildung 6 dargestellt 4.
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Abbildung 6: Immunhistochemischer Algorithmus mit vier Markern nach Kébel et al.(45) (Adaptiert aus S3-
Leitlinien (9))

MOC sind typischerweise WT1 negativ 4°. WT1 ist ein sehr spezifischer und
sensitiver Marker fiir serése epitheliale Neoplasien 6. Ebenso zeigen MOC
keine Expression von Napsin-A, eine Aspartatprotease, die im Zusammenhang
mit der immunhistochemischen Klassifizierung von EOC ein sehr sensitiver und
spezifischer Marker fiir klarzellige Ovarialkarzinome ist 4547, Ferner exprimieren
sie keine typischen Marker des ,Miillerschen® Epithels, wie z.B. Ostrogen- (ER)
und Progesteron-Rezeptoren (PR). Damit lassen sie sich von endometrioiden
Ovarialkarzinomen unterscheiden, die manchmal hinsichtlich der Architektur
und der Zytologie den MOC sehr ahnlich sind und eine starke
Hormonrezeptorpositivitat aufweisen 4548, Hingegen sind 50% der Tumore
positiv flir PAX8, einen typischen Mdullerschen Marker 34°. Diese Positivitat
erklart man sich durch die Pathogenese Uber die Brennertumore, die wiederum
aus transitionalzelligen Zellnestern (Walthardnester) entstehen. Da diese sich
zwischen dem Mesothel des Ovars und dem PAX8 positiven Tubenepithel
befinden, geht man in diesen Zellnestern teilweise von einer uberlappenden

PAX8 Expression aus 3.
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Ferner, werden in 50% der MOC p53 Aberrationen beobachtet 45. Etwa 19% der

MOC zeigen eine HER2 Uberexpression .

1.2.7 Therapie bei MOC und MBOT

Je nach FIGO Stadium wird die Therapie wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben
durchgefuhrt. Im Rahmen des operativen  Stagings ist Dbei
Schnellschnittdiagnose eines MOC zunachst keine Lymphadenektomie
notwendig. Denn in vielen Studien zeigte sich, dass MOC insbesondere vom
expansiv wachsendem Typ selten Lymphknotenmetastasen setzen °. Beim
infiltrativ wachsenden MOC werden hingegen haufiger betroffene Lymphknoten
gefunden, weswegen eine Lymphadenektomie bei diesem Wuchsmuster

angemessen ist 2630,

Far Borderlinetumore wird aktuell nur eine chirurgische Resektion mit genauem
Staging des Bauchraumes empfohlen. Ein Vorteil einer systemischen Therapie
konnte bislang nicht festgestellt werden. Insbesondere bei MBOT muss ein
extraovarieller Primarius ausgeschlossen werden. Dazu wird empfohlen,
gegebenenfalls eine Appendektomie durchzufuhren, da Metastasen eines
Appendixkarzinoms oft im Ovar einem MBOT &hneln °.

1.3 L1-CAM - ein neuer Tumormarker fiir MOC?

1.3.1 Allgemeine Funktion und Biochemie

L1 Cell Adhesion Molecule (L1-CAM) ist ein neuronales Zelladhasionsmolekdil,
welches an Zellmigration, Zelladhasion, Faszikulation und Nervenwachstum
beteiligt ist 152, Das L71-CAM Gen ist auf Xq28 lokalisiert 53. Das 200-220kD
grolBe Protein bestent aus einem  extrazellularen Teil, einer
Transmembrandomane und einem intrazellularen Schwanz, welcher mit
Proteinen des Zytoskeletts interagieren kann. Der extrazellulare Teil besteht
aus sechs Immunglobulin — ahnlichen Domanen und funf Fibronektin Typ IlI
Wiederholungen %% Mit dem extrazellularen Teil kann L1-CAM mit
verschiedenen Liganden interagieren 4%, Diese Interaktionen konnen

entweder cis (mit einem Rezeptor der gleichen Zellmembran) oder trans (mit
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einem Rezeptor auf einer anderen Zellmembran) stattfinden. Aul3erdem konnen
heterogene Bindungen mit anderen Proteinen, z.B. Integrinen, oder homogene
Bindungen mit anderen L1-CAM eingegangen werden. Dadurch werden
unterschiedliche zellulare Signalwege ausgeldst °¢. Der Abbau von L1-CAM
erfolgt uber ADAM10 (Disintegrin/Metalloprotease) (Abbildung 7a), wodurch die
extrazellulare Domane von der Plasmamembran proteolytisch abgespalten
wird. Sowohl die abgespaltene extrazellulare Domane als auch die von
Presenilin/ySekretase weiter abgespaltene intrazellulare Domane dienen dann
als Liganden fur weitere extra- und intrazellulare Prozesse: die lose
extrazellulare Doméane tragt zur Zellmigration bei (Abbildung 7b), wahrend die
intrazellulare Domane L1-CAM abhangige Gene sowie die Expression von L1-
CAM reguliert (Abbildung 7c) 6.

1.3.2 L1-CAM - ein Tumorantigen

Es konnte nachgewiesen werden, dass einige solide Tumoren ebenfalls L1-
CAM exprimieren. Dabei konnen L1-CAM positive Farbungen nicht nur bei
Karzinomen, die aus dem Neuroektoderm entstehen (z.B. kleinzelliges
Lungenkarzinom, Melanom, Phaochromozytom, Tumore des Nervensystems),
vorkommen, sondern auch bei nicht neuroendokrinen Karzinomen, wie z.B.
dem klarzelligen Blasenkarzinom 57-58. Generell kdnnen bei fast allen Histotypen
der EOC L1-CAM positive Tumore gefunden werden. Nur bei MOC ist die

Studienlage nicht eindeutig 7.

Auffallig ist, dass Karzinome, die L1-CAM exprimieren, meist mit einer
schlechteren Prognose assoziiert sind. L1-CAM positive Karzinome scheinen
apoptoseresistenter und chemoresistenter als L1-CAM negative Karzinome zu
sein 8961 Ferner korrelieren sie mit einem invasiveren Verhalten, mehr
Zellmotilitat, einem starkeren Tumorwachstum und vermehrten Metastasen,
gegeniiber L1-CAM negativen Karzinomen 57586263  Dementsprechend ist bei
kolorektalen Karzinomen die Expression von L1-CAM immunhistochemisch
besonders an den invasiven Fronten der Karzinome zu finden 2. In einer Studie
mit serosen Ovarialkarzinomen scheint ebenfalls das Tumorstadium und das

Grading mit der L1-CAM Expression zu korrelieren 83,
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1.3.3 Signalwege

In diesem Kapitel soll ein Uberblick (iber den aktuellen Wissensstand der L1-
CAM Signalwege in Tumoren gegeben werden. Grundsatzlich gibt es zwei
Arten, durch die die Signalkaskade von L1-CAM ausgelost werden kann. Zum
einen durch das bereits erwahnte Abspalten von L1-CAM von der Zellmembran:
dabei gelangt die zytoplasmatische Domane in den Zellkern, wo sie neben der
Regulation der L1-CAM Expression auch Zielgene von L1-CAM reguliert
(Abbildung 7c) 6. Zum anderen konnen Signalwege durch das Binden von L1-
CAM mit Integrinen ausgelost werden (Abbildung 7d). Bei dieser Bindung sind
unterschiedliche Signalwege bekannt. Eine Folge dieser Bindung ist der Anstieg
von Interleukin 1B (IL1B) (Abbildung 7e). ILp fuhrt durch para- oder autokrine
Aktivierung von IL1B-Rezeptor letztendlich zu einem Anstieg von nfkB 648%, Ein
weiterer Signalweg fuhrt ebenfalls zu einem Anstieg von nfkB: Dabei liegen L1-
CAM, IxB und Ezrin als Komplexe in der Zellmembran vor. Bei Bindung eines
Integrins wird 1kB phosphoryliert, wodurch nfkB frei wird (Abbildung 7f). Bei
dieser Phosphorylierung ist die Bindung von Ezrin an L1-CAM zwingend
notwendig 6. Das durch beide Wege steigende freie nfkxB kann dann seine
Zielgene induzieren, die das Tumorverhalten beeinflussen (Abbildung 79).
Eines dieser Zielgene ist ISG15 (Interferon Stimulated Gene 15). Es wird davon
ausgegangen, dass ISG15 eine wesentliche Rolle bei der Matilitat, Proliferation
und Metastasierung eines Tumors spielt ¢’. Ferner kann durch die Bindung von
L1-CAM mit Integrinen der ERK1/2 Signalweg aktiviert werden (Abbildung 7h).
Der ERK1/2 Signalweg seinerseits tragt ebenfalls zu den oben genannten

Beobachtungen bei 686,
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Abbildung 7: Zusammenstellung der beschriebenen L1-CAM Signalwege: (Abbildung durch Autorin auf
BioRender.com erstellt)

a) Spaltung von L1-CAM durch die Metalloprotease ADAM10, b) abgespaltene Extrazelluldrdoméne,
die zur Zellmigration beitrdgt, c)abgespaltener intrazelluldrer Teil, der die Expression von L1-CAM
reguliert und Zielgene induziert, d) Bindung von L1-CAM mit Integrinen, e) durch die Integrinbindung
induzierte IL1p3 Expression und damit Induktion des IL1p-Rezeptors, welcher nfxkB induziert, f) L1-
CAM-Ezrin Signalweg, der ebenfalls zu steigendem freien nfxB fiihrt, g) nfxB als Transkriptionsfaktor
insbesondere flir ISG15, welches zu Zellmotilitét, Proliferation und Metastasierung fiihrt, h) durch L1-
CAM-Integrin-Bindung induzierter ERK1/2 Signalweg

1.3.4 L1-CAM und EMT (Epithelial to Mesenchymal Transition)

Die L1-CAM Expression in Tumorzellen wird auch im Zusammenhang mit EMT
diskutiert 5460 EMT ist ein Prozess, der flir die Embryonalentwicklung von
mehrzelligen Lebewesen unabdingbar ist. Durch diesen Mechanismus verlieren
Epithelzellen ihre Polaritat, konnen migrieren und sich dann an anderer Stelle
entweder als mesenchymale Zellen niederlassen oder wieder in Epithelzellen
(Mesenchymal to Epithelial Transition) umwandeln 7°. So konnen auch

Karzinomzellen diesen Prozess durchlaufen und dadurch ihren epithelialen
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Charakter verlieren 7°. Vor allem nimmt dabei die Expression von E-Cadherin
(Zelladhasionsmolekul/-marker) ab, und die Expression von Vimentin (ein
mesenchymaler Marker) zu 7°. Bei L1-CAM positiven Karzinomzellen wurden

solche Expressionsmuster ebenfalls gehauft beobachtet 540,

1.3.5 Regulation von L1-CAM

Die L1-CAM Expression wird durch BCatenin 62, den Transkriptionsfaktor SLUG
" sowie den abgespaltenen zytoplasmatischen Teil von L1-CAM %6
hochreguliert. In Zusammenhang mit einer verminderten L1-CAM Expression
wurden hingegen verstarkt exprimiert folgende Transkriptionsfaktoren
gefunden: Androgenrezeptoren in Brustkrebszellen 72, NRSF/REST, ein
neuronaler silencer, im kleinzelligen Lungenkarzinom % und PAX8 im
Nierenzellkarzinom 7. AuBerdem wurden zahlreiche microRNAs entdeckt, die
die Expression von L1-CAM ebenfalls vermindern %8, Dartber hinaus korreliert
der Methylierungsstatus des L1-CAM Promotors mit der Expression des Gens.
Dabei wird durch Hypomethylierung des L1-CAM Promotors vermehrt L1-CAM

exprimiert’.
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Abbildung 8: Regulation von L1-CAM, entnommen aus Altevogt et al., 2016, L1-CAM in human cancer %8
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1.4 Ziele dieser Arbeit

Die Prognose von MOC ist bisher mal3geblich vom Tumorstadium abhangig. In
dieser Arbeit wollen wir der Frage nachgehen, ob es bei MOC zusatzlich
immunhistochemische Tumormarker gibt, welche mit einem ungunstigen

Krankheitsverlauf assoziiert sind.

Besonders wollen wir uns auf den Einsatz von L1-CAM konzentrieren, der bei
Tumoren mit ahnlichen molekularen Signalwegen, wie z.B. beim kolorektalen
Karzinom oder anderen epithelialen Tumoren des weiblichen Genitaltrakts
bereits mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist. Qualitative Studien an
von Experten dberpriften und reklassifizierten MOC-Kollektiven mit
ausreichenden klinischen Follow-up-Daten zur L1-CAM Expression fehlen
bislang.

Deswegen soll in dieser Studie zunachst ein validiertes und
immunhistochemisch reklassifiziertes Kollektiv aus MOC erstellt werden,
welches im Anschluss hinsichtlich L1-CAM Expression analysiert werden soll.
Daruber hinaus soll auch die Expression von bereits diskutierten Risikomarkern,
wie p53 und HER2, im Zusammenhang mit L1-CAM untersucht werden.

AuRerdem wollen wir herausfinden, ob sich ungunstige Tumormarker bereits in
der Vorstufe des MOC, dem MBOT, finden lassen. Dazu sollen benachbarte
Borderline-Komponenten der Karzinome mit einem validierten Kollektiv aus
reinen MBOT verglichen werden, um mogliche Rollen von L1-CAM, p53 und
HERZ2 in der Tumorprogression zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Die Kollektive

Aufgrund der Seltenheit und der damit verbundenen sehr geringen Anzahl von
MOC wurde diese Studie mit Tumormaterial von Patientinnen aus zwei
verschiedenen Krankenhausern (Universitatsfrauenklinik  Tubingen und

Frauenklinik der Universitat Miinchen) durchgefiihrt 7°.

Am Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Tubingen wurde
vorhandenes Material von 56 Patientinnen, die laut REDCap Datenbank der
Universitatsfrauenklinik Tubingen zwischen 2000 und 2016 an einem MOC
erkrankt waren, von einer spezialisierten Gynakopathologin (Prof. Dr. med.
Annette Staebler, im Folgenden A.S. genannt) und mir (Rebekka Wiedenhofer,
im Folgenden R.W. genannt) mit vorhandenen HE Schnitten hinsichtlich der
histologischen  Diagnose  uberpruft. Die REDCap Datenbank der
Universitatsfrauenklinik Tubingen erfasst pseudonymisiert alle Patientinnen des

Krebszentrums Tubingen mit vorhandenen Verlaufsdaten.

Um das Kollektiv zu erweitern, wurden 24 MOC der Universitatsklinik Minchen,
die zwischen 1985 und 2015 primar diagnostiziert wurden, in Tabingen durch
A.S. und R.W. auf die Verwendbarkeit in dieser Studie gepruft. Im Vorfeld
wurde das Kollektiv im Rahmen anderer Studien in Mdunchen
immunhistochemisch mit den Markern CK7, CK20, CDX2, PAX8, und SATB2
untersucht, um Sekundarmalignome auszuschlielen 7. Diese Daten wurden in
Tabingen nicht nochmal verifiziert. Pro Fall aus Minchen lagen uns jeweils 3
Leerschnitte vor, die wir immunhistochemisch mit p53, HER2 und L1-CAM
farbten 7.

AuRerdem wurde ein Vergleichskollektiv aus 16 reinen MBOT erstellt. Diese
Diagnose wurde bei den Patientinnen zwischen 2000 und 2016 an der
Universitatsklinik Tubingen gestellt. Im Gegensatz zur Studiengruppe der MOC
handelt es sich beim Kollektiv der reinen MBOT jedoch nicht um eine
konsekutive Stichprobe 7.
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2.2 Tumormaterial und Review

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde vorhandenes Tumormaterial an 2,5um
bis maximal 5um dicken Hamatoxylin-Eosin (HE) — Schnitten begutachtet und
anschlieBend von einer Pathologin mit Zusatzausbildung in der
Gynakopathologie (A.S.) histomorphologisch Uberpruft. Dabei wurde zwischen
muzindsem Borderlinetumor und muzinésem Karzinom unterschieden, wie in
Kapitel 1.2.3 bereits beschrieben, und das Wuchsmuster der Karzinome
dokumentiert.

Bei allen Karzinomen wurde zusatzlich nach benachbarten MBOT-Anteilen
gesucht, deren Expressionen im Verlauf mit den reinen MBOT verglichen

wurden 75,
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2.3 Erstellung eines Tissue-Micro-Arrays (TMA)

Das verwendete Tumormaterial des aus Tubingen stammenden Kollektivs
wurde anhand eines TMAs weitergehend untersucht. Das Gewebe fur die TMA-
Erstellung stammte ausschlieRlich von Patientinnen, deren Tumorblocke in der
Pathologie des Universitatsklinikums Tubingen archiviert wurden.

Fir die Konstruktion eines TMAs wurden zunachst pro Fall moglichst die zwei
Schnitte ausgewahlt, auf denen das Tumor- oder Karzinomareal am besten
erkennbar war. AnschlieRend wurde von den dazugehorigen Paraffinblocken
erneut ein 2,5um dicker HE-Schnitt angefertigt, um zu Uberprifen, ob das
gewulnschte Areal im aktuellen Anschnitt des Paraffinblockes weiter zu sehen
war. Danach wurde das Areal auf dem zuletzt angefertigtem HE-Schnitt
markiert. Diese Schritte erfolgten alle mit Bestatigung der Pathologin A.S.

Anschlielend wurde mit einem halbautomatisierten Gewebearray Instrument
(Beecher Instruments Sun Prairie, WI, USA) ein TMA erstellt. Dabei wurde
zunachst aus einem leeren Paraffinblock, dem Empfangerblock, eine 3mm
lange Stanze mit einem Auliendurchmesser von 0,6mm entnommen und
verworfen. Dann wurde aus einem zuvor gewahlten Tumorblock bei
Zimmertemperatur eine 3mm lange Stanze mit einem Innendurchmesser von
0,6mm aus dem auf dem HE-Schnitt markierten Areal enthommen und in das
Stanzloch im Empfangerblock gesetzt. Dieser Prozess wurde fur alle
Tumorproben durchgefuhrt. Nach dem Stanzen wurden die TMAs bei 56°C fur
20 min erwarmt und anschlieend fur 30min bei 4°C gekuhlt. Dieser Vorgang
wurde drei Mal wiederholt. Dadurch wurde gewahrleistet, dass die
Gewebsstanzen sich fest mit dem Paraffinblock verbinden.

Aus den zwei ausgewahlten Tumorblocken eines Falles wurden jeweils drei
Stanzen aus moglichst unterschiedlichen Bereichen des markierten Areals
entnommen. Bei Fallen, bei denen nur ein Block fur die TMA Erstellung infrage
kam, wurde das markierte Areal sechs Mal gestanzt. Zusatzlich enthielt jeder
TMA dieser Arbeit zwei 1Tmm breite und 3mm lange Stanzen von normalem

Zervix Gewebe als Kontrollgewebe.
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Fur jeden TMA wurde standardmallig ein Replika-TMA erstellt. Dafur wurden
die oben genannten Schritte wiederholt. Dabei wurden die Gewebestanzen
moglichst aus einem Bereich nahe der Stanzlocher des TMAs entnommen.
Dadurch kann der Replika-TMA als ungefahre Kopie des TMAs angesehen
werden und bei Verbrauch des originalen TMAs diesen bei weiteren Studien

ersetzen.

Um die verschiedenen Stufen bei der Entstehung eines MOC
immunhistochemisch zu beschreiben und zu vergleichen, wurden drei TMAs
angefertigt. Der erste TMA (TMA1) enthielt Stanzen aller Tubinger MOC
Patientinnen, im zweiten TMA (TMA2) wurden die an das Karzinomareal
angrenzenden MBOT dieser Patientinnen zusammengestellt. Der dritte TMA
(TMA3) beinhaltete alle reinen MBOT.
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2.4 Immunhistochemie (IHC)

2.4.1 Immunhistochemische Farbungen mit dem Detektionskit OptiView
DAB

Immunhistochemische Farbungen basieren auf Antigen-Antikdrper Bindungen.
Dabei konnen Proteine durch spezifische Antikorper gebunden und mittels
Farbreaktion im Gewebe dargestellt werden. In dieser Arbeit wurde mit dem
OptiView IHC DAB Detektionskit (Ventana: 760-700) gearbeitet, welches von
der Firma Ventana hergestellt wurde (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ,
USA).

Nach Vorbehandlung des Gewebes und Blockade der endogenen Peroxidase
mit 3%-igem Wasserstoffperoxid (H202), bindet zunachst ein spezifischer
Primarantikorper an das darzustellende Antigen. Die jeweiligen
Inkubationszeiten sind der Tabelle 3 zu entnehmen. Bei den Primarantikérpern
handelt es sich um spezifische Maus- oder Kaninchenantikorper der Klasse 1gG
oder IgM. AnschlieBend binden Sekundarantikbrper (Ziege) an die
Primarantikorper. Dabei wird ein Sekundarantikorper mit 12-15 Haptenen
(Hydroxy-Qino-Xaline = HQ) konjugiert. HQ kommt im Menschen nicht vor,
sodass eine spezifische Bindung eines Tertiarantikorpers gewahrleistet ist.
Dieser Tertiarantikorper (monoklonaler Maus-Antikorper) ist wiederum mit
sieben Meerrettich-Peroxidase Enzymen (HRP von engl. Horseradish-
Peroxidase) konjugiert und bindet spezifisch an ein Hapten des
Sekundarantikorpers. Die Inkubationszeit von Sekundar- und TertiarantikOrper
betrug in dieser Arbeit jeweils 8min. Durch Hinzufigen von H202, Kupfer und
Diaminobenzidin (DAB), wird dann H202 durch HRP zu H20 reduziert und DAB
oxidiert, welches sich dann als brauner Farbstoff niederschlagt. Diese
Technologie fuhrt zu einer erheblichen Verstarkung des Farbsignals durch die

Multiplikation von Haptenen und HRPs.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des OptiView Detektionskits (Abbildung durch Autorin auf
BioRender.com erstellt)

2.4.2 Ablauf der IHC

Zunachst wurden 2,5um dicke Schnitte der TMA Blocke oder der Tumorbldcke
an einem Mikrotom (Firma: Microm HM 355S) angefertigt und auf TOMO
Objekttrager (Bestellnummer: TOM-1190) aufgezogen. Diese wurden uber
Nacht bei 37°C getrocknet und anschlielend im Kuhlschrank bis zur weiteren
Bearbeitung gelagert. Zur immunhistochemischen Farbung wurde abhangig
vom Farbeprotokoll das vollautomatische Immunfarbesystem Ventana
Benchmark XT oder Ventana Benchmark Ultra verwendet (Ventana Medical
Systems, Tucson, AZ, USA). Eine genauere Auflistung der verschiedenen
Farbeprotokolle erfolgt in Tabelle 3, wobei alle Farbeprotokolle in der
Pathologie der Universitatsklinik Tubingen nach Herstellerangaben validiert

worden sind.

Nachdem die Gewebeschnitte fir 4min bei 60°C gebacken worden sind, um die

Haftung an den Objekttragern zu verbessern, wurden die Schnitte durch milde

33



Hitze und eine Detergenzlosung (EZ-Prep, Ventana: 950-102) mithilfe eines
Wirbelmixers entparaffiniert. Danach folgte die Demaskierung der Antigene
durch Erhitzen der Gewebe in einer Tris-basierten Pufferlosung, (CC1 Ventana:
950-124). Kovalente Bindungen, die durch die Formalinfixierung entstanden
waren, wurden in diesem Schritt hydrolysiert, sodass die Proteine wieder
renaturiert vorlagen und als Antigene von Antikorpern erkannt werden konnten.
Ein anderes Verfahren (bei CK7 und CK20 verwendet) zur Demaskierung war
die Spaltung von Proteinen durch Proteasen, um die darzustellenden Epitope
freizulegen. Bei CK7 und CK20 wurde dafur Pronase verwendet, eine Protease
mit hoher Aktivitat (Protease 1, Ventana: 760-2018). Nach Inhibition der
endogenen Peroxidase, erfolgte die Inkubation mit 100uL des
Primarantikorpers, wobei je nach Antikdrper unterschiedliche Konzentrationen
des Antikorpers verwendet wurden (Tabelle 3). Als Verdinnungsreagenz wurde
Antibody Diluent der Firma Zytomed-Systems (ZUC025-500) verwendet,
welches den Antikorper gleichzeitig mikrobiologisch und chemisch stabilisiert
und unspezifische Bindungen des Antikdrpers minimiert. Die Inkubationszeiten
sind in Tabelle 3 gelistet. Anschlielend wurde das bereits beschriebene
OptiView DAB Detektionskit (Ventana: 760-700) benutzt, um die Antigen-
Antikorper-Komplexe farblich zu lokalisieren. Danach wurden die Schnitte mit
Hamatoxylin (Ventana: 760-2021) und Blueing Reagent (Ventana: 760-2037)
gegengefarbt. Im gesamten Prozess wurde als Waschpuffer und
Inkubationslosung der Reaction Buffer (Ventana: 950-300) verwendet. Um eine
Austrocknung der Schnitte wahrend der IHC zu vermeiden und eine stabile
wassrige Umgebung wahrend der Reaktionen zu gewahrleisten, trennte ein
Olfilm (Liquid Cover Slip Ventana: 650-010) das bendtigte wassrige Milieu auf
den Schnitten von der Luft.

SchlieBlich wurden die Schnitte zuerst mit Spulmittel und Leitungswasser und
dann mit destilliertem Wasser gewaschen, in einer aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert (70% - 80% - 96% - 100% - Xylol) und mit Cytoseal (Cytoseal XYL,
Fa Thermo Scientific #8312-4) und einem Deckglas eingedeckt.
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Tabelle 3: Informationen zu den verwendeten Antikbrpern, adaptiert aus Wiedenhoefer et al. 7°

Tabelle 3. Informationen zu den verwendeten Antikorpern mit jeweiligen Farbeprotokollen

Marker  Antikorper Hersteller Bestellnummer Verwendete Benchmark  Vorbehandlung Inhibition der Inkubationszeit des
Verdiinnung endogenen Priméarantikorpers
Peroxidase

CK7 Monoklonal Maus Anti-Human  Dako, Danemark M7018 1:2000 Ultra Pronase, 8min Nein 32min
CK?7, IgG, Klon: OV-TL 12/30

CK20 Monoklonal Maus Anti-Human  Dako, Danemark M7019 1:400 Ultra Pronase, 8min Nein 32min
CK20, IgG, Klon: Ks20.8

CDX2 Monoklonal Kaninchen Anti- Zytomed Systems, RBK019 1:100 Ultra CC1, 64min Ja 32min
Human CDX2, 1gG, Klon: Deutschland
EPR2764Y

P16 Monoklonal Maus Anti- Ventana Medical 825-4713 rtu Ultra CC1, 64min Ja 32min
P16/NKkaA Systems, USA

WT1 Monoklonal Maus Anti-WT1, Dako, Danemark M3561 1:250 XT CC1, 64min Ja 32min
Klon 6F-H2

p53 Monoklonal Maus Ani-p53, Leica Biosystems, NCL-p53-DO7 1:400 XT CC1, 64min Ja 32min
1gG,Klon: Do-7 UK

Napsin- Maus Monoklonal Anti-Napsin-  Diagnostic Mob 463 1:200 XT CC1, 64min Ja 32min

A A, 1gG, Klon: KCG1.1 Biosysthems, USA

PR Monoklonal Kaninchen Anti- Ventana Medical 790-2223 rtu Ultra CC1, 64min Ja 32min
PR Systems, USA

ER Monoklonal Kaninchen Anti- Ventana Medical 790-4324 rtu Ultra CC1, 64min Ja 32min
ER Systems, USA

HER2 Monoklonal Kaninchen Anti- Ventana Medical 790-2991 rtu XT CC1, 64min Ja 32min
Her2/neu Klon 4B5 Systems, USA

L1- Monoklonal Maus Anti-Human  Biolegend, USA Sig-3911 1:40 XT CC1, 64min Ja 20min

CAM L1-CAM, IgG, Klon: 14.10

rtu = ready to use
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2.4.3 Auswertung der IHC

Die Auswertung der IHC erfolgte anhand semiquantitativer Scores. Die exakten
Scores fur jede Farbung sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die Scores wurden pro
Fall vergeben.

Insgesamt wurden alle Falle auf einem TMA bewertet, bei denen mindestens
eine Stanze auswertbar war. War dies nicht der Fall, so wurden anschlie3end
Ganzschnittfarbungen des betroffenen Falls durchgefuhrt und diese bewertet.
Die Farbungen der Falle aus Munchen (L1-CAM, HERZ2, p53) wurden ebenfalls

am Ganzschnitt evaluiert.

Die L1-CAM Farbung wurde nach Screening der Tubinger Falle am TMA bei
den MOC ebenfalls final am Ganzschnitt ausgewertet. Wie in Abbildung 10
gezeigt, wurde bei der L1-CAM Farbung zwischen Negativitat (Score 0),
Einzelzellpositivitat (Score 1), Zellclusterpositivitat (Score 2) und Positivitat von
210% der Zellen (Score 3) unterschieden. Bei p53 wurde zwischen aberrant
(starke oder keine nukleare Positivitat) und Wildtyp unterschieden. Die HER2
Evaluation erfolgte nach den ASCO Guidelines (American Society of Clinical
Oncology) 77, wobei zwischen HER2 Negativitdt (Score 0 und Score 1+),
unklarem Befund (Score 2+) und starker HERZ2 Positivitat (Score 3+)
unterschieden wurde. Bei unklarem und positivem immunhistochemischem

HER2 Befund wurde eine Fluoreszenz in situ Hybridisierung angeschlossen 7°.

Die Auswertung aller IHC wurde von zwei unabhangigen Gutachterinnen (R.W.,
A.S.) durchgefuhrt, wovon eine der beiden Gutachterinnen (A.S.) eine erfahrene

Gynakopathologin ist.
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Tabelle 4: Auswertungsscores der IHC

Tabelle 4. Auswertungsscores der IHC

Marker Score Farbung

CK7, CK20, Napsin-A 0-» negativ (0%) zytoplasmatisch
1— fokal (<10%)
2— heterogen (10-80%) 3 positiv
3— stark (>80%)

CDX2 0—> negativ (0%) nuklear
1— fokal (<10%)
2— heterogen (10-80%) 3 positiv
3— stark (>80%)

P16 0— negativ (0%) nuklear/zytoplasmatisch
1— fokal (<10%)
2— heterogen (10-80%) 3 positiv
3— stark (>80%)

WT1 0 — negativ nuklear

1— >10% positiv

p53 1— fokal/heterogen — Wildtyp nuklear/zytoplasmatisch

0— aberrant (negativ oder stark positiv)

PR 0— negativ (0%) nuklear
1— fokal (<10%)
2— heterogen (10-80%) 3 positiv
3— stark (>80%)

HER2 0—> negativ (0%) membrands
1+— schwache, unvollstandige
Membranfarbung
2+— schwache komplette
Membranfarbung in >10% der Zellen
3+— starke komplette Membranfarbung in
>10% der Zellen

L1-CAM 0— negativ (0%) membrands
1- Einzelzellen positiv (<10%)
2— Zellcluster von mind. 5 Zellen positiv
(<10%)
3— positiv (210%)
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L1-CAM Score

negativ

positiv

Score 0: negativ

Score 1: <10% positiv, Einzelzellpositivitat

Score 2: <10% positiv, Zellclusterpositivitit

@,

K P
P

Score 3: 210% positiv

Abbildung 10: L1-CAM Score, adaptiert aus Wiedenhoefer et al. 7°.
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2.5 Fluorescence In Situ Hybridisation (FISH)

Bei allen Tubinger MOC mit unklarem oder positiven immunhistochemischem
HERZ2 Befund wurde eine FISH angeschlossen. Von den Munchener Fallen war
dafur kein Material zur Verfugung.

Um den HERZ2/ERBB2-Amplifikationsstatus auf chromosomaler Ebene zu
ermitteln, verwendeten wir wie von Pham et al. "® bereits beschrieben, eine
FISH-Analyse mit der ZytoLight CEN17/SPEC ERBB2 Dual Color Sonde. Eine
Sonde, die mit einem orangefarbenen Fluorochrom markiert war, war speziell
auf die fur HER2 kodierende chromosomale Region 17912-q21.1 gerichtet, um
die ERBBZ2-Kopienzahl zu bestimmen. Eine zweite mit grinem Fluorchrom
markierte Sonde diente als Referenzsonde, indem sie spezifisch auf die
Zentromerregion des Alpha-Satelliten von Chromosom 17 (D17Z1) band. Die
Sonden wurden mit den Chromosomen auf den TMAs bei 75 °C fur 5 Minuten
denaturiert und dann uber Nacht bei 37 °C hybridisiert, gefolgt von drei
Waschvorgangen. Der ERBB2-Amplifikationsstatus wurde durch Vergleich der
Anzahl der orangefarbenen Signale (ERBB2) mit der Anzahl der griinen Signale
(Referenz) bestimmt. Ein mittleres Verhaltnis von ERBB2 zur Referenzsonde
von mindestens 2:1 wurde als amplifiziert angesehen. Die Analyse wurde mit
einem Fluoreszenzmikroskop (Axioimager.M2 Zeiss) durchgefuhrt, das mit drei
geeigneten Filtern (Dapi 49 G365 FT395 BP445/50; Spectrum green F46-003
ET-Set YFP; Spectrum orange 43HE BP550/25 FT570 BP605/70), einer
ladungsgekoppelten Kamera und der AxioVision Software Rel 4.8 (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH) ausgestattet war. Fir jeden Fall wurden alle Kerne
innerhalb einer Stanze ausgewertet. Mindestens 60 Kerne wurden von einer
erfahrenen Pathologin (Dr. med. Anna Katharina Fischer-Straub) ausgezanhlt,
um den Amplifikationsstatus zu bewerten (Abbildung 15) 7.
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2.6 Ethikvotum und Statistik

Die statistische Auswertung dieser Studie erfolgte mit der SPSS Software
Version 25. Die Zusammenhange zwischen den verschiedenen Tumormarkern
untereinander mit der Tumorprogression und anderen klinisch-pathologischen
Parametern wurden mit Fishers Exakt Test oder dem t-Test fur unabhangige
Stichproben berechnet. Uberlebensanalysen fiir das progressionsfreie
Uberleben und die Time-To-Progression wurden mit Hilfe einer Kaplan-Meier-
Kurve und dem Log-Rank-Test (Mantel-Cox) berechnet. Da verschiedene
Parameter an der gleichen Stichprobe ausgewertet wurden, ist die Holm-
Korrektur mit der R Software Version 4.1.0 durchgefihrt worden, um einer
Alphafehler-Kumulierung entgegenzuwirken. Ein signifikanter Unterschied
wurde bei p<0,05 angenommen. Die Studie wurde von der Ethikkommission der
Universitat Tubingen genehmigt (Projektnummer: 645/2012/302) 7°.

40



3 Ergebnisse

3.1 GroRe der Studiengruppe

Insgesamt wurde Material von 80 Patientinnen (56 aus Tubingen und 24 aus
Munchen) mit potenziellen MOC fur diese Studie evaluiert. Nach einem
histologischen Review von A.S. und R.W. wurden 39 Patientinnen in die Studie

eingeschlossen 7°. Ausschlussgriinde sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Von den anfangs 56 Patientinnen der Tubinger RedCap Datenbank wurden 24
Patientinnen mit einem MOC in die Studie eingeschlossen. Bei 20 dieser
Patientinnen konnten MBOT-Regionen im Tumor neben den Karzinomregionen

identifiziert und untersucht werden 7>.

Von den 24 MOC der Universitatsklinik Minchen wurden 15 Patientinnen in die
Studie aufgenommen 7. 9 Patientinnen wurden wegen ungeniigendem
Karzinomanteil auf den zugesandten Einzelschnitten (n=4) und wegen

fraglichem Primartumor (n=5) ausgeschlossen (Tabelle 5).

In das Vergleichskollektiv aus reinen MBOT wurden nach dem Review von A.S.
und R.W. von 21 Fallen 16 reine MBOT eingeschlossen. Funf Patientinnen
zeigten eine seromuzindse Differenzierung und wurden deswegen

ausgeschlossen.
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Tabelle 5: Ausschlussgriinde aus dem MOC Kollektivs

Tabelle 5. Ausschlussgriinde

Anzahl der Patientinnen Ausschlussgrund

17 (NTibingen= 13, Nmiinchen= 4)  Kein oder zu wenig Material vom Primartumor

12 (NTibingen= 7, NMminchen= 5)  anderes Primarmalignom wahrscheinlich/ungeklarter

Primartumor

12(NTavingen= 12, Nminchen= 0)  Reklassifizierung durch A.S.

Muzinéses Kystadenom (n=1)
Muzindser Borderlinetumor (n=4)
Endometrioides Ovarialkarzinom mit
seromuzindser Morphologie (n=3)
FATWO (Wolff'scher Adnextumor) (n=1)
Low grade sertses Karzinom (n=1)
Endometrioides Ovarialkarzinom (n=2)
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3.2 Immunhistochemische Uberpriifung der MOC und MBOT auf den
Tissue Microarrays (TMAs)
Um extraovarielle Primarien auszuschlielen, wurden die TMAs mit den Markern
CK7, CK20, CDX2 und p16 gefarbt. Die Auswertung der Marker im MOC
Kollektiv findet sich in Abbildung 11. Alle untersuchten MOC waren CK7 positiv.
Mit Ausnahme von einem Fall war die CK7/CK20 Ratio =1. Die CDX2
Expression reichte von negativ bis stark positiv (Abbildung 11). Die p16
Expression war in zwei Fallen stark positiv (W0721 und W0815), sodass hier
eine HPV-Analyse folgte. In beiden Fallen konnte keine HPV-Infektion
nachgewiesen werden, sodass es keinen Anhalt fur ein primar endozervikales

Karzinom gab 7.

AuRerdem wurde das von Kobel et al. 45 empfohlene Immun-Panel auf dem
TMA an den MOC und MBOT angewendet, um den Histotyp der Tumore zu
uberprufen. Abbildung 6 zeigt, dass MOC in diesem Algorithmus in genannter
Reihenfolge WT1 negativ, Napsin-A negativ und PR negativ sind. In Abbildung
11 sind die Ergebnisse der Expression dieser Marker fur die untersuchten MOC
dargestellt. Alle 24 MOC waren WT1 negativ und Napsin-A negativ. 19/24 MOC
waren PR negativ. Funf Falle zeigten eine PR-Positivitat von < 1%, und ein Fall
wies eine PR-Positivitat von Uber 10% der Tumorzellen auf. Da alle Falle
morphologisch eindeutig MOC waren, blieben sie in der Kohorte 7.

Die Auswertungsergebnisse des Panels von CK7, CK20, CDX2 und p16 an den
reinen MBOT sowie an den MOC-benachbarten MBOT-Regionen zeigt
Abbildung 12. Mit Ausnahme eines reinen MBOT waren ebenfalls alle MBOT
CKY7 positiv. Der Borderlinetumor mit CK7 Negativitat zeigte eine heterogene
CK20 Expression. Da dieses Expressionsmuster untypisch fur primare MOC ist,
wurde dieser MBOT aus der Studie ausgeschlossen (nmsot=15). Alle reinen
MBOT waren ebenfalls WT1 negativ und zeigten keine starke Napsin-A oder
PR Positivitat 7°.
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Abbildung 11: A) Immunhistochemische Auswertung der Marker L1-CAM, p53, HER2, CK7, CK20, CDX2

und p16 fiir MOC; B) Ergebnisse des muzinésen Pfads des Algorithmus von Kébel et al. bei den

untersuchten MOC, adaptiert aus Wiedenhoefer et al. 7

44



Reine MBOT MBOT Anteile benachtbart zu MOC

L1- L1- L1- L1-

ID CAM p53 HER2 (CAM CK7 CK20 CDX2 pilé6 D CAM p53 HER2 [CAM CK7 CK20 CDX2 plé6

43*40

W0034

Wo0214

W0246

W0329

W0333

W0415

48*89

W0610

w0211

W0407

WO0563

W0685

weo| [

W1075

W1228

L1-CAM negativ/p53 Wildtyp/HER2 negativ

L1-CAM positiv/p53 Aberration/HER2 positiv

negativ

fokal positiv
heterogen positiv

stark positiv

Abbildung 12: Immunhistochemische Auswertung der 16 reinen MBOT und der 20 MBOT-Anteile, welche
benachbart zu MOC lokalisiert waren, fiir L1-CAM, p53, HER2, CK7, CK20, CDX2, p16
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3.3 Verteilung der klinisch pathologischen Parameter

Bei den 39 untersuchten Patientinnen mit MOC lag das mediane Alter bei 53
Jahren (Standartabweichung=16,95 Jahre; Spannweite=65 Jahre). Insgesamt
war bei 27 Patientinnen ein FIGO | Stadium zu finden, zwei Patientinnen hatten
ein FIGO Il und zehn Patientinnen ein FIGO IIl Stadium. Im Grading hatten 17
Patientinnen einen G1 Tumor, 20 waren G2 und zwei Patientinnen wiesen ein
G3 auf. Dabei wurde vor allem anhand der Kernatypie durch A.S. gegradet.
Etwa dreiviertel der untersuchten Patientinnen hatten einen rein expansiv
wachsenden und 25,6% einen infiltrativ wachsenden Tumor. Etwa ein Drittel der
Patientinnen war zum Zeitpunkt der Follow-Up Untersuchung bereits gestorben.
Bei sieben Patientinnen konnte ein Rezidiv beobachtet werden. Die absolute
und relative Verteilung aller oben beschriebenen Merkmale ist in Tabelle 6
genau dargestellt 7.
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Tabelle 6. Klinisch pathologische Daten und verschiedenen Cut-Offs, adaptiert aus Wiedenhoefer et al. 7°

Tabelle 6. Klinisch pathologische Daten und L1-CAM mit verschiedenen Cut-Offs

L1-CAM L1-CAM Score 2 3
Gesamt Negativ Jegliche P Wert | L1-CAM L1-CAM P Wert
Positivitat <10% 210%
Anzahl der 39 19 (48.7%) 20 (51.3%) 31(79.5%) 8(20.5%)
Patientinnen
Alter bei Diagnose
Mittelwert 51.87 ( 54.26 49.6 (+17.08) 1.000 52.87 48.0 (+15.42) 1.000
16.95) (+16.94) (£17.42)
Median 53 42 56 68 41
FIGO IA
FIGO IA 19 (48.7%) | 8 (42.2%) 11 (55%) 1.000 15 (48.4%) 4 (50%) 1.000
FIGO IB-FIGO Il 20 (51.3%) | 11(57.9%) 9 (45%) 16 (51.6%) 4 (50%)
FIGO Stadium
FIGO | 27 (69.2%) | 15(78.9%) 12 (60%) 1.000 23 (74.2%) 4 (50%) 0.144
FIGO II 2(5.1%) 0 (0%) 2 (10%) 0 (0%) 2 (25%)
FIGO lll 10 (25.6%) | 4 (21.1%) 6 (30%) 8 (25.8%) 2 (25%)
Grading
G1 17 (43.6%) | 9 (47.4%) 8 (40%) 1.000 16 (51.6%) 1(12.5%) 0.777
G2 20 (51.3%) | 10(52.6%) 10 (50%) 14 (45.2%) 6 (75%)
G3 2(5.1%) 0 (0%) 2(10%) 1(3.2%) 1(12.5%)
Wuchsmuster
Expansiv 29 (74.4%) | 14 (73.7%) 15 (75%) 1.000 25(80.6%) 4 (50%) 0.616
Infiltrativ 10 (25.6%) | 5 (26.3%) 5 (25%) 6 (19.4%) 4 (50%)
p53
Aberrant 13 (33.3%) | 7 (36.8%) 6 (30%) 1.000 12 (38.7%) 1(12.5%) 0.966
Wildtyp 26 (66.7%) | 12 (63.2%) 14 (70%) 19 (61.3%) 7 (87.5%)
HER2
Negativ/ 30(76.9%) | 15(78.9%) 15 (75%) 1.000 23 (74.2%) 7 (87.5%) 1.000
unklar
Positiv 9 (23.1%) 4(21.1%) 5 (25%) 8 (25.8%) 1(12.5%)
Vitalstatus
Verstorben 14 (35.9%) | 6 (31.6%) 8 (40%) 1.000 11 (35.5%) 3 (37.5%) 1.000
Lebend 25 (64.1%) | 13 (68.4%) 12 (60%) 20 (64.5%) 5(62.5)
Rezidivstatus
Kein Rezidiv 32(82.1%) | 19 (100%) 13 (65%) 0.036 26 (83.9%) 6 (75%) 1.000
Rezidiv 7 (17.9%) 0 (0%) 7 (35%) 5(16.1%) 2 (25%)
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3.3.1 Zusammenhang klinisch-pathologischer Parameter mit dem
Gesamtiiberleben
Wie bereits bekannt, zeigte sich auch in dieser Studiengruppe ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem FIGO Stadium und dem Vitalstatus (p=0.016).
Dieses Ergebnis spiegelt sich im Gesamtuberleben wider (Abbildung 13)
(p<0.001). AuRerdem zeigte sich ein Zusammenhang zwischen dem Grading
und dem Vitalstatus (p=0.038). Das infiltrative Wuchsmuster, welches ebenfalls
mit einer schlechteren Prognose assoziiert wird, zeigte in dieser Studie jedoch

keinen signifikanten Zusammenhang mit dem Uberleben.

Weder die L1-CAM Expression noch die p53 Aberration oder die HER2
Uberexpression zeigten einen signifikanten Zusammenhang mit dem

Gesamtlberleben 7°.

Overall Survival
10| # FIGO
Stages

~IIFIGO |
08 ~FIFIGO 1l
~FIFIGO 1l

0,6

p<0.001

0,4
0,2

0,0

0 200 400 600 800 1000

Overall Survival in weeks

Abbildung 13: Uberlebensanalyse abhéngig vom FIGO Stadium
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3.4 L1-CAM Cut-Off

Die L1-CAM Positivitat wurde in dieser Doktorarbeit ab einer Einzelzellpositivitat
definiert. In Tabelle 6 wird die Signifikanz der Ergebnisse bei verschiedenen
Cut-Offs fur die L1-CAM Positivitat dargestellt. Hier zeigte sich, dass
Ergebnisse nur signifikant waren, wenn entweder zwischen jeglicher Positivitat
(ab Score 1) und Negativitat (Score 0) unterschieden wurde oder zwischen
Score 0/1 und Score 2/3. Wegen der hoheren Sensitivitat des Markers und der
einfacheren und damit auch objektiveren Bewertung der Expression, wurde im
Folgenden nur noch zwischen L1-CAM Negativitat (Score 0) und jeglicher
Positivitat (ab Score 1) unterschieden. Bilder der Scores finden sich in
Abbildung 10 7°.
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3.5 L1-CAM Expression in MOC und deren Zusammenhang mit anderen
klinisch-pathologischen Parametern

Innerhalb der Kohorte exprimierten 20 von 39 Patientinnen mit einem MOC

mindestens eine fokale L1-CAM Positivitat der Tumorzellen. Davon

prasentierten funf MOC L1-CAM eine Einzelzellpositivitat (Score 1), sieben

MOC zeigten Zellclusterpositivitat (Score 2) und bei acht Patientinnen waren

mindestens 10% der Zellen L1-CAM positiv (Score 3). Relative und absolute

Angaben finden sich in Tabelle 6 7.

Es wurde kein Zusammenhang zwischen der L1-CAM Expression und dem
Grading oder dem FIGO-Stadium festgestellt. Auch konnte kein
Zusammenhang mit dem Wuchsmuster beobachtet werden. Beispielhaft ist in
Abbildung 14 die L1-CAM Positivitat sowohl im infiltrativ als auch im expansiv

wachsenden Typ dargestellt 7.

Ferner zeigte sich auch kein Zusammenhang von der L1-CAM Expression mit
der p53 Aberration oder der immunhistochemischen HER2 Uberexpression
(Tabelle 6) 7.

Von 9 MOC mit verfugbarem Tumormaterial und einem HER2 Score = 2+
wurde anschlielfend eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) am TMA
durchgefuhrt, um den Genamplifikationsstatus des ERBBZ2 Gens zu Uberprufen.
Dabei waren 3/5 HER2 3+ positive MOC final amplifiziert, alle HER2 2+
Karzinome  waren nicht  amplifiziert. Ein  Zusammenhang des
Amplifikationsstatus und der L1-CAM Expression zeigte sich nicht. Abbildung
15 zeigt beispielhaft Ergebnisse aus der HER2 FISH-Analyse. In A ist ein
Beispiel eines nicht amplifizierten Tumors und in B das eines HER2
amplifizierten Tumors, mit deutlich vermehrtem Auftreten der orangenen Sonde
im Vergleich zur grinen Referenzsonde, zu sehen. Wegen ungenugendem
Tumormaterial konnte die FISH-Analyse nicht fur die HER2 positiven Falle aus

Miinchen gemacht werden 7.

Auch bei klinischen Parametern wie dem Alter der Patientinnen bei
Diagnosestellung oder der Gesamtuberlebenszeit gab es keinen Unterschied
zwischen L1-CAM negativen und L1-CAM positiven MOC (Tabelle 6) °.
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L1-CAM positives, L1-CAM positives,
infiltratives MOC expansives MOC

L1-CAM negatives MOC

HE

L1-CAM

Abbildung 14: L1-CAM in den beiden verschiedenen Wuchsmustern, adaptiert aus Wiedenhoefer et al. 7°

Abbildung 15: ERBB2 Amplifikation in MOC durch FISH. (A) Tumorzellen ohne Amplifikation, (B) mit
Amplifikation von einem Verhéltnis >2,0 zur griinen Referenzsonde
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3.6 Zusammenhang von L1-CAM mit dem Rezidivstatus

Ein signifikanter Zusammenhang wurde zwischen der L1-CAM Expression und
dem Auftreten eines Rezidivs (p=0.032) beobachtet (Tabelle 7). Keines der L1-
CAM negativen MOC rezidivierte, wahrend bei 7/20 (35%) L1-CAM positiven
MOC ein Rezidiv beobachtet wurde. Damit zeigt die L1-CAM Positivitat eine
Sensitivitat von 100% und eine Spezifitdt von 59.4% bezlglich des Auftretens

eines Rezidivs 7°.

Hingegen hingen Alter bei Diagnose, FIGO-Stadium, Grading, Wuchsmuster,
aberrante Expression von p53 oder HER2 Uberexpression nicht signifikant mit

dem Vorkommen eines Rezidivs zusammen (Tabelle 7) 7°.

Die klinischen und pathologischen Details der rezidivierten MOC sind in Tabelle

8 zusammengefasst 7°.

Basierend auf diesen Ergebnissen zeigte sich, dass die L1-CAM Expression
einen signifikanten prognostischen Einfluss auf die Time-To-Progression (TTP)
hat (p=0.028) (Abbildung 16a). Die TTP ist als Zeit definiert, die zwischen
Erstdiagnose und Tumorrezidiv vergeht, wobei der Tod einer Patientin auf die
TTP keinen Einfluss hat. Beim progressionsfreien Uberleben (PFU) hingegen
wird die Zeit zwischen Erstdiagnose und Rezidiv oder Tod einer Patientin
berechnet. Beim progressionsfreien Uberleben (PFU) war kein signifikanter
Unterschied zwischen L1-CAM positiven und negativen MOC festzustellen
(Abbildung 16b). Dies lag daran, dass auch bei L1-CAM negativen Patienten
Todesfalle auftraten, was als Endpunkt des PFU berechnet wurde 7°.
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Tabelle 7: Klinisch-pathologische Daten im Zusammenhang mit dem Rezidivstatus, adaptiert aus

Wiedenhoefer et al. 7°

Tabelle 7. Klinisch-pathologische Daten und Rezidivstatus

Gesamt Kein Rezidiv Rezidiv P Wert
Anzahl der 39 (100%) 32 (82.1%) 7 (17.9%)
Patientinnen
Alter bei
Diagnose
Mittelwert 51.87 (+16.95) 51.75 (£16.65) 52.43 (£19.68) 1.000
Median 53 53 56
FIGO IA
FIGO IA 19 (48.7%) 17 (89.5%) 2 (10.5%) 1.000
FIGO IB-llI 20 (51.3%) 15 (75%) 5 (25%)
FIGO Stadium
FIGO | 27 (69.2%) 24 (88.9%) 3(11.1%) 1.000
FIGO II 2 (5.1%) 1 (50%) 1 (50%)
FIGO lll 10 (25.6%) 7 (70%) 3 (30%)
Grading
G1 17 (43.6%) 14 (82.4%) 3 (17.6%) 1.000
G2 20 (51.3%) 17 (85%) 3 (15%)
G3 2 (5.1%) 1 (50%) 1 (50%)
Wuchsmuster
Expansiv 29 (74.4%) 23 (79.3%) 6 (20.7%) 1.000
Infiltrativ 10 (25.6%) 9 (90%) 1 (10%)
p53
Aberrant 13 (33.3%) 9 (69.2%) 4 (30.8%) 0.980
Wildtyp 26 (66.7%) 23 (88.5%) 3 (11.5%)
HER2
Negativ/unklar 30 (76.9%) 26 (86.7%) 4 (13.3%) 1.000
Positiv 9 (23.1%) 6 (66.7) 3 (33.3%)
L1-CAM
Negativ 19 (48.7%) 19 (100%) 0 (0%) 0.032
Positiv 20 (51.3%) 13 (65%) 7 (35%)
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Tabelle 8: Daten der rezidivierten MOC, adaptiert aus Wiedenhoefer et al. 7°

Tabelle 8: Daten der rezidivierten MOC

ID TTP in Vital- Alter Tumor- GroRe Wuchs- Grading FIGO L1-CAM HER2 p53 Ort des Rezidivs
Wochen status groBe in  des muster
cm invasive
n Areals
in mm
Wo0430 62 Lebt 46 n/a n/a Destr. G1 1A 210% 1+ wt Rechte Beckenwand
W0609 68 Tot 44 21 18 Exp. G1 nc Einzel 3+ abr Rechte Beckenwand mit
zellen infiltriertem Rektum, Harnblase
und paraaortalen Lymphknoten
wo721 73 Tot 16 10 100 Exp. G2 IC Zellclust 3+ abr Perihepatisch, Magen, rechter
er Unterbauch, Peritonealkarzinose
w0834 22 Tot 76 23 8 Exp. G1 1B Zellclust 2+ abr Multifokal hepatisch metastasiert,
er und Progression der
Peritonealkarzinose
w1008 79 Tot 68 25 15 Exp. G2 1A Zellclust 3+ abr Hepatisch, Peritonealkarzinose
er
M304 120 Lebt 56 n/a n/a Exp. G2 1A 210% 0] wt n/a
M329 47 Tot 61 n/a n/a Exp. G3 nc Zellclust 1+ wt n/a

er
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Abbildung 16: a) TTP, b) Progressionsfreies Uberleben, jeweils in Abhéngigkeit von L1-CAM,
iibernommen aus Wiedenhoefer et al.
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3.6.1 L1-CAM bei FIGO | Tumoren

Auch in der Subgruppe der FIGO IA-C Tumoren war nur die L1-CAM
Expression der einzige Parameter, der einen Trend mit dem Auftreten eines
Rezidivs aufwies (p=0.45). Die Rezidivrate der n=15 L1-CAM negativen
Patientinnen lag bei 0%, wahrend 3/12 (25%) der L1-CAM positiven FIGO IA-C
Tumore rezidivierten (Tabelle 9). In Abbildung 17 wird der Trend in der TTP

dieser Subgruppe dargestellt 7.

Tabelle 9: Subgruppenanalyse FIGOIA-C, adaptiert aus Wiedenhoefer et al. 7°

Tabelle 9. Subgruppe FIGO I: Klinisch-pathologische Daten im Zusammenhang mit dem
Rezidivstatus
Gesamt Kein Rezidiv Rezidiv P Wert
Anzahl der 27 (100%) 24 (88.9%) 3(11.1%)
Patientinnen
Alter bei
Diagnose
Mittelwert 49.26 50 (+/-15.64) 43.3 (+/-26.10) 1.00
Median 51 (+/-16.54) 51 46
Grading
G1 15 (55.6%) 14 (93.3%) 1(6.7%) 1.00
G2 12 (44.4%) 10 (83.3%) 2 (16.7%)
Wuchsmuster
Expansiv 25 (92.6%) 23 (92%) 2 (8%) 1.00
Infiltrativ 2 (7.4%) 1 (50%) 1 (50%)
p53
Aberrant 10 (37%) 8 (80%) 2 (20%) 1.00
Wildtyp 17 (63%) 16 (94.1%) 1(5.9%)
HER2
Negativ/unklar 19 (70.4%) 18 (94.7%) 1(5.3%) 1.00
Positiv 8 (29.6%) 6 (75%) 2 (25%)
L1-CAM
Negativ 15 (55.6%) 15 (100%) 0 (0%) 0.45
Positiv 12 (44.4%) 9 (75%) 3 (25%)
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FIGOI: Time To Progression
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Abbildung 17: TTP in Abhéngigkeit von L1-CAM fiir FIGO IA-C, iibernommen aus Wiedenhoefer et al. 7°
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3.7 L1-CAM als Progressionsindikator bei MBOT (zusammen mit p53 und
HER2)

Eine L1-CAM Expression wurde in MBOT bei wenigen Fallen mit
angrenzendem Karzinom gefunden, aber nie in MBOT ohne Karzinom (3/21,
14,3%, und 0/16, 0%, nicht signifikant, Tabelle 10) 7°.

MBOT mit benachbartem Karzinom wiesen deutlich haufiger eine aberrante p53
Expression auf (16/21, 65%, p=0.048) als reine MBOT (3/16, 20%) (Tabelle 10).
Wie auch die L1-CAM Expression, wurde eine HER2 Uberexpression nur in
MBOT-Regionen in Assoziation mit MOC beobachtet (4/21, 19%). Wenn p53,
HER2 und L1-CAM als ,Risikomarker® kombiniert wurden, wiesen 70% der
MBOT mit assoziiertem Karzinom eine Expression von mindestens einer dieser
spezifischen molekularen Veranderungen auf, verglichen mit nur 20% der
reinen MBOT (p=0.024). Abbildung 18 zeigt Beispiele fur die HE-, HER2-, p53-
und L1-CAM Farbung eines reinen MBOT, einer benachbarten MBOT-Region
eines MOC und eines MOC, nebeneinander dargestellt: Der MBOT mit
assoziiertem Karzinom (Fall W0815) zeigte eine diffuse, deutliche L1-CAM
Positivitat. Das muzinose Karzinom (Fall W0721) war dreifach positiv mit
aberranter p53 Expression, durch FISH bestatigter HER2 Uberexpression und
leichter L1-CAM Positivitat, wahrend der MBOT ohne bekanntes Karzinom (Fall

WO0610) keine dieser molekularen Veranderungen aufwies 7.
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Tabelle 10: Tumormarker bei MBOT, adaptiert aus Wiedenhoefer et al. 7°

Tabelle 10. Muzindse Borderline Tumore: Potenzielle Progressionsmarker

Total MBOT ohne MBOT mit P Wert
MOC assoziiertem
MOoC
Anzahl der 35 (100%) 15 (42.9%) 20 (57.1%)
Patientinnen
L1-CAM 0.244
Negativ 32 (91.4%) 15 (100%) 17 (85%)
Positiv 3 (8.6%) 0 (0%) 3 (15%)
HER2 0.238
Negativ/unklar 31 (88.6%) 15 (100%) 16 (80%)
Positiv 4 (11.4%) 0 (0%) 4 (20%)
p53 0.048
Wildtyp 19 (54.3%) 12 (80%) 7 (35%)
Aberrant 16 (45.7%) 3 (20%) 13 (65%)
Risikomarker 0.024
Kein Risikomarker 18 (51.4%) 12 (80%) 6 (30%)
Mindestens ein 17 (48.6%) 3 (20%) 14 (70%)

Risikomarker
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MBOT with associated MOC MOC

Abbildung 18: Reiner MBOT, MBOT mit benachbartem Karzinom, MOC (Ubernommen aus Wiedenhoefer
etal. %)

Links ist ein reiner MBOT zu sehen, mittig eine MBOT-Region eines MOC und rechts ein MOC.

Der MBOT mit assoziiertem Karzinom (Fall W0815) zeigte eine diffuse L1-CAM Positivitét. Das

muzin6ése Karzinom (Fall W0721) ist dreifach positiv mit aberranter p53 Expression, durch FISH
bestétigter HER2 Uberexpression und leichter L1-CAM Positivitét, wéhrend der MBOT ohne

bekanntes Karzinom (Fall W0610) keine dieser molekularen Verdnderungen zeigt.
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3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Studie untersuchten wir erstmalig an einem gut charakterisierten
Kollektiv aus MOC und MBOT die Expression des Tumormarkers L1-CAM, der
bei vorausgegangenen Studien an Karzinomen des weiblichen Genitaltrakts
oder dem Kolonkarzinom bereits vielversprechende klinische Relevanz gezeigt
hat. Zunachst konnten wir zeigen, dass dieser Marker in mehr als der Halfte der
untersuchten MOC-Falle in zumindest Einzelzellen exprimiert wird. Daruber
hinaus stellten wir fest, dass die L1-CAM Expression signifikant mit dem Risiko
eines klinischen Rezidivs assoziiert ist, aber keine Korrelation mit anderen

klinisch-pathologischen Parametern aufweist °.

Schliel3lich konnten wir zeigen, dass bestimmte molekulare Veranderungen (L1-
CAM Expression, HER2 Uberexpression oder aberrante p53 Expression)
signifikant haufiger bei MBOT-Regionen mit assoziiertem MOC zu beobachten

waren als in reinen MBOT. 75,
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4 Diskussion

4.1 Relevanz der Klassifizierung

Muzinose Ovarialkarzinome gehoren mit 2-3% zu einer weniger haufigen
Tumorentitat dieses Organs. Aufgrund der geringen Fallzahl und der Vielzahl an
Differenzialdiagnosen sind fruhere Studien zu MOC oft durch Einbeziehung
fehldiagnostizierter metastasierter Adenokarzinome anderer Primarien verzerrt
141522 Daher wurde in unserer Studie eine griindliche Uberprifung der
Histologie, des Phanotyps und der klinischen Daten durchgefuhrt, um eine reine
MOC-Kohorte zu generieren und falsche Schlussfolgerungen zu minimieren.
Wie auch in den S3-Leitlinien empfohlen, wurde in dieser Studie ein Panel aus
CK7, CK20, CDX2 und p16 fur die Tubinger Falle (n=24) verwendet, um die
Diagnose von primaren MOC zu verifizieren °. Jedoch sind Sensitivitat und
Spezifitat dieses Panels eingeschrankt 3°, sodass eine morphologische
Begutachtung in jedem Fall unabdingbar ist. Insbesondere bei MOC mit
Teratomursprung, welche etwa 3-8% der MOC ausmachen, ist zu beachten,
dass das Verhaltnis der Expression von CK7/CK20 oft ausgeglichen ist 442,
und somit eine ahnliche bzw. eine starkere Expression von CK20 zu CK7 nicht
unbedingt ein Ausschlussgrund fur die MOC Diagnose darstellt. Daher
verblieben trotz eines eher untypischen CK7/CK20-Verhaltnis auch muzintse
Tumore in der Tubinger Kohorte, nachdem sie von A.S. gescreent und bei
erneuter Durchsicht aufgrund ihrer Morphologie als MOC klassifiziert wurden.
Im Gegensatz dazu wurde ein MBOT, dessen muzinoser Charakter schon bei
morphologischer Begutachtung unsicher war, wegen seines untypischen
CK7/CK20-Verhaltnis ausgeschlossen. Die Munchener Falle waren im Rahmen
von anderen Studien in Minchen bereits mit CK7, CK20, SATB2 und CDX2
immunhistochemisch untersucht worden 6. Diese Daten wurden in Tibingen

jedoch nicht nochmals verifiziert 7.

Auch die Differenzierung zwischen den verschiedenen Histotypen der EOC
stellt Schwierigkeiten bei der Diagnosestellung eines MOC dar. Daher wurde
neben dem morphologischen Review das von Kobel et al. 4> empfohlene
immunhistochemische Klassifizierungspanel an den vorhandenen TMAs
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angewendet, um unsere Falle von anderen Histotypen bestmoglich und sicher
zu unterscheiden. WT1 und Napsin-A sind in unserem Kollektiv, wie bei Kobel
et al. negativ (Abbildung 6, Abbildung 11). Jedoch beobachteten wir MOC Falle,
die gemall Kobel et al. PR positiv waren. Kobel et al. definierten die PR-
Positivitat schon ab =1% der Tumorzellen, was einer fokalen Positivitat in
unserer Studie entspricht. Damit wirden 10 MOC nach dem Algorithmus als
endometrioide Ovarialkarzinome definiert werden. Die Wahrscheinlichkeit der
Verwechslung dieser beiden Histotypen scheint gegeben, wie kurzlich in einer
Studie berichtet wurde 7°. Jedoch stellt sich die Frage, ob eine PR-Positivitat
von 21% spezifisch genug ist, da auch bei MOC von geringer PR-Positivitat
berichtet wird 8. In Bezug auf die immunhistochemischen Algorithmen ist
zudem fraglich, ob diese der morphologischen Klassifikation Uberlegen sind
oder, wie meist empfohlen, erst bei Unklarheit der Morphologie eingesetzt
werden sollten. Folglich wurden nach erneuter Durchsicht der leicht PR
positiven MOC hiervon Ganzschnitte angefertigt, welche dann hinsichtlich des
PR-Status erneut begutachtet wurden. Nach dieser Analyse wurde final
entschieden, diese Tumoren trotz geringer PR-Expression als MOC zu werten,

da die Morphologie eindeutig schien 7°.
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4.2 Relevanz von L1-CAM bei MOC

Hinsichtlich der L1-CAM Expression bei MOC stimmen unsere Ergebnisse mit
einigen, aber nicht mit allen bisherigen Studien Uberein. Ahnlich wie Hao Hong
et al. 5 konnten wir zeigen, dass es auch bei den MOC eine Gruppe L1-CAM
positiver Tumore gibt. Im Gegensatz dazu haben Huszar et al.>” bei MOC keine
L1-CAM Positivitat gefunden. Diese Diskrepanz kann darauf zuruckzufuhren
sein, dass bei Huszar et al. *” L1-CAM Positivitat erst ab >10% definiert wurde
und aufderdem nur 20 MOC untersucht worden sind. In unserer Studie stieg die
Sensitivitat des Markers aufgrund des niedrigen Cut-Off-Wertes fur L1-CAM
(jegliche Positivitat) und war durch die fast doppelt so gro3e Stichprobe (n=39)

reprasentativer.

Daruber hinaus konnten wir eine signifikante Assoziation zwischen der L1-CAM
Expression und einem Tumorrezidiv feststellen (p=0.032). Keiner der L1-CAM
negativen Tumoren (n=19) rezidivierte, wahrend bei 7/20 L1-CAM positiven
Tumoren ein Rezidiv beobachtet wurde. Einen signifikanten Unterschied im
progressionsfreien Uberleben zwischen L1-CAM positiven und negativen
Tumoren zeigt sich in unserer Studie nicht, da auch L1-CAM negative
Patientinnen verstorben waren, was in das progressionsfreie Uberleben
miteinberechnet wurde. Unklar blieb jedoch, an welcher Ursache die
Patientinnen jeweils final verstorben waren, sodass auch andere
Todesursachen die Krankheitsverlaufe von L1-CAM negativen und positiven
Patientinnen beeinflussen konnten. Im Gegenteil dazu ist die Time-To-
Progression, in die nur Rezidiv-Ereignisse eingerechnet werden, zwischen L1-
CAM negativen und positiven Patientinnen in unserer Studie deutlich
unterschiedlich (p=0.028). Hierbei ist das pathologisch gesicherte Rezidiv sehr
spezifisch fur eine Tumorprogression. Jedoch besteht die Wahrscheinlichkeit,
dass es Patientinnen gibt, die wegen Tumorprogression an ihrem MOC
verstorben sind, ohne zuvor ein Rezidiv diagnostiziert bekommen zu haben und

dadurch in der Time-To-Progression vernachlassigt wurden 7°.

Auch in der Subgruppenanalyse der FIGO IA-C Tumoren zeigte sich der Trend
in der TTP (Abbildung 17). Ahnliche Ergebnisse wurden in einer Studie mit
serosen Ovarialkarzinomen gezeigt, in der das Vorkommen L1-CAM positiver
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Zellen im Aszites mit einem schlechteren progressionsfreien Uberleben
assoziiert war 7581,

Wahrend die L1-CAM Positivitat bei serosen Ovarialkarzinomen mit dem
Tumorstadium korreliert 6381, zeigt die L1-CAM Expression in unserer Studie
keinen Zusammenhang mit dem Tumorstadium, dem Wachstumsmuster
(Abbildung 14) und anderen klinisch-pathologischen Parametern (p>0,05).
Somit war die L1-CAM Expression der einzige signifikante Marker fur ein
Rezidiv, mit einer Sensitivitat von 100% in unserer Kohorte (p=0.032) 7°.
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4.3 L1-CAM in Zusammenhang mit Tumorprogression

Bei der Auswertung von L1-CAM in MBOT beobachteten wir einen
Zusammenhang zwischen der L1-CAM Expression und der Tumorprogression.
In unserer Studie waren alle MBOT mit L1-CAM Positivitat Tumore, die bereits
an anderer Stelle in ein MOC ubergegangen und somit fortgeschritten waren.
Umgekehrt enthielt die Gruppe der L1-CAM negativen MBOT kein bekanntes
benachbartes Karzinom. Trotz seiner hohen Spezifitat fur das Fortschreiten des
Tumors, war die Sensitivitat dieses Markers aufgrund der grof3en Anzahl von
L1-CAM negativen invasiven Fallen gering. Dennoch sollte die L1-CAM
Expression bei MBOT Anlass geben, den Tumor genauer auf ein mogliches

invasives Karzinom hin zu untersuchen 7°.

Bei der Untersuchung von L1-CAM zusammen mit p53 und HER2 zeigte sich,
dass MBOT mit benachbartem MOC haufiger mindestens eine der drei
molekularen Veranderungen (L1-CAM Positivtat, aberrante Expression von p53
oder HER2 Uberexpression) aufwiesen als reine MBOT (p=0.024) 7.

Die aberrante Expression von p53 wurde bereits als moglicher Faktor bei der
Progression von MBOT zu MOC diskutiert 2°. Cheasley et al. 2° fanden in MOC
bei 64% eine TP53 Mutation im Vergleich zu nur 18% bei MBOT. Unsere
Ergebnisse unterstutzen diese Behauptung, da schon die Rate von p53-
Aberrationen bei MBOT mit benachbarten MOC signifikant hoher war als bei
reinen MBOT (p=0.048). Die insgesamt hohe Rate aberranter p53 in den MBOT
unserer Kohorte (45,7%) ist nicht reprasentativ, da die Gesamtstichprobe nicht
konsekutiv war und MBOT-Regionen mit benachbarten MOC Uberreprasentiert

waren 5.

Wenn nur die reinen MBOT betrachtet wurden, zeigten 20% (3/15) eine p53
Aberration, was mit der p53 Aberrationsrate von MBOT in der Studie von

Cheasley et al. 25 vergleichbar ist 7.

Die ERBBZ2-Amplifikation scheint ein spates Event in der Pathogenese der
MOC zu sein, da es selten in Studien bei MBOT beobachtet wurde 3.
Gleichermal3en zeigt sich in dieser Studie immunhistochemisch nur bei MBOT-
Regionen mit assoziiertem MOC eine HERZ2 Positivitat. Klinisch relevant konnte
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der ERBBZ2-Amplifikationsstatus bei MOC insbesondere in Hinblick auf
zielgerichtete Therapien, wie Trastuzumab, sein. Studien diesbezuglich fehlen
derzeit, da nicht genug Patientinnen rekrutiert werden konnten. Zudem wird die
Effektivitat solcher Therapien durch die intratumorale Heterogenitat und das

geringe Immuninfiltrat bei MOC kritisch gesehen 8.
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4.4 Limitationen dieser Arbeit

Insgesamt besteht die Einschrankung unserer Studie vor allem in der geringen
Anzahl der Falle. Daher sollten unsere Ergebnisse in einer grolReren Kohorte
kontrolliert und validiert werden. Die histologische Diagnose sollte zuvor
morphologisch und mithilfe eines einheitlichen immunhistochemischen Panels
Uberprift werden 5. SATB2 sollte dabei, wie auch in den S3 Leitlinien
empfohlen, mit verwendet werden, da dieser Marker insbesondere fur untere Gl

Tumoren spezifischer ist als CDX2 22:83.84,

Ein weiterer Kritikpunkt an dieser Studie stellt das begrenzt zur Verfugung
gestellte Tumormaterial aus Munchen dar. HER2 FISH-Analysen waren daher
an Muanchner Fallen nicht durchfuhrbar. Weitere Leerschnitte aus Munchen
hatten uns die Moglichkeit gegeben, mittels FISH-Analyse die HER2
Amplifikationsrate zu bestimmen und dadurch das gesamte Kollektiv bezuglich
des HER2 Status mit einer valideren Methodik auszuwerten. Um bei der
Auswertung und Berechnung der Ergebnisse ein insgesamt einheitliches
Testverfahren in der ganzen Kohorte anwenden zu kénnen, wurden daher die

HERZ2-Ergebnisse der Immunhistochemie verwendet.

Daruber hinaus wurden Genexpressionsdaten aus unserer Kohorte helfen,
unsere Ergebnisse zu validieren und die Unterschiede zwischen L1-CAM
negativen und -positiven Tumoren auf molekulargenetischer Ebene zu
bewerten. Ferner konnten mittels bekannter Mutationsspektren der MOC
verbliebene andere Primartumore bzw. Metastasen oder Histotypen aus der
Kohorte gefiltert werden 25 75,

Zuletzt sollte auf den Stichprobenfehler dieser Arbeit eingegangen werden, den
wir durch das Beschranken der immunhistochemischen Untersuchungen an
den zwei besten Tumorschnitte pro Fall, sowie der Auswertung vieler
Farbungen allein am TMA, in Kauf genommen haben. Jedoch entspricht das
der pathologischen Routine, bei der meistens auch nur ein oder zwei Schnitte
eines Tumors immunhistochemisch untersucht werden. Obwohl die Auswertung
am TMA nochmals eine Stichprobe der bereits ausgewahlten Tumorareale

darstellt, ergeben sich auch einige Vorteile bei der Nutzung dieses Verfahrens,
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bei dem bis zu 1000 Gewebeproben auf einem Empfangerblock
zusammengestellt  werden  kénnen 8.  Dadurch sind bei den
Antikorperfarbungen  die  Ergebnisse  zwischen den  verschiedenen
Gewebeproben auf dem TMA gut und direkt lokal vergleichbar. Daruber hinaus
bleibt fir moglicherweise notwendige, anschlieRende Ganzschnittfarbungen der
Tumorblock weitestgehend unverandert, sodass wichtige Farbungen am

Ganzschnitt wiederholt werden konnen 7°.
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4.5 Aussichten

Da die L1-CAM Expression in Karzinomen anderer Organe ebenfalls mit
erhohter Zellmigration, Invasion, Tumorwachstum, Metastasierung und
Chemotherapieresistenz in Verbindung gebracht wird, konnte L1-CAM in
Zukunft als spezifisches Antigen fur therapeutische Strategien in der
Immunonkologie dienen 8. Studien am Mausmodell mit Anwendung von
gezielten Antikorpertherapien gegen L1-CAM an Ovarialkarzinomen legen
nahe, dass die gezielte Bekampfung L1-CAM positiver Zellen zu einer
geringeren Tumorprogression und verminderter Aszitesbildung fiihrt 8687,
Ahnliche Ergebnisse wurden mit CAR-T-Zellen (Chimeric Antigen Receptor T-
Zellen: gentechnisch veranderte T-Zellen mit synthetischen antigenspezifischen
Rezeptoren) mit einem fur das L1-CAM-Epitop CE7 spezifischen Rezeptor
erzielt %% In vitro konnte eine Lyse der L1-CAM positiven
Ovarialkarzinomzellkulturen bei Zugabe dieser CAR-T-Zellen beobachtet
werden %°. Es wird davon ausgegangen, dass auch Antikérper-Drug-Konjugate
bei L1-CAM zukiinftig eine therapeutische Mdglichkeit bieten konnten 58, indem
selektiv L1-CAM positive Zellen durch den Antikorper erkannt und mit der

zytotoxischen Komponente des Konjugats angegriffen werden konnen 7°.

Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse, dass L1-CAM positive Tumore unter den
MOC einen aggressiveren Tumortyp mit hoherer Rezidivneigung darstellen und

von diesen neuen Therapiestrategien profitieren kdnnten 7.
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4.6 Schlussfolgerung

Vor allem zeigt diese Studie, dass sich L1-CAM auch bei MOC teilweise als
Prognosefaktor eignet. Mit einer Sensitivitat von 100% und einer Spezifitat von
59.4% bietet der Marker in unserer Studie die Moglichkeit, Patientinnen ohne

Rezidivrisiko herauszufiltern. Aufgrund der hohen Falsch-Positiv-Rate von 65%
sollte L1-CAM jedoch nicht verwendet werden, um eine Prognose uber das

Auftreten eines Rezidivs zu stellen 7°.

Bei MBOT konnen die Risikomarker L1-CAM, HER2 und p53 Indikatoren dafur
sein, dass mdglicherweise an einer Stelle bereits ein invasives Wachstum
vorliegt oder der Tumor kurz davor ist in ein Karzinom Uberzugehen. Daher
konnen diese Marker in der pathologischen Routine bei der Entscheidung
helfen, ob ein MBOT noch genauer auf ein MOC untersucht werden sollte 7.
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5 Zusammenfassung

Zielsetzung: Muzinése Ovarialkarzinome (MOC) stellen einen seltenen
Histotyp primarer Ovarialkarzinome dar. Sie gehodren zu den Typ | epithelialen
Ovarialkarzinomen, welche sich schrittweise aus benignen Kystadenomen, uber
Borderlinetumore  zu  Karzinomen  entwickeln. Zu den  haufigen
pathogenetischen molekularen Veranderungen gehoren Mutationen in KRAS,
TP53 und ERBBZ2. Eine prognostische Bedeutung dieser Marker konnte bislang
nicht festgestellt werden. Man geht jedoch davon aus, dass Mutationen in TP53
und ERBBZ2 eher spat im Verlauf der Pathogenese auftreten, da sie haufiger bei
MOC als bei muzindsen Borderline-Tumoren (MBOT) beobachtet werden. L1-
CAM, ein neuronales Zelladhasionsmolekul, hat bereits bei anderen epithelialen
Tumoren des weiblichen Genitaltrakts und Tumoren mit ahnlichen
pathogenetischen Veranderungen, wie dem Kolonkarzinom, prognostische
Relevanz gezeigt. In dieser Arbeit wollten wir herausfinden, ob sich die L1-CAM
Expression bei MOC als Prognosemarker eignet. Dieser Marker wurde bisher
noch nicht an einem gut klassifizierten Kollektiv aus MOC Uberprift. Daruber
hinaus wollten wir die L1-CAM Expression in MBOT mit und ohne
angrenzendes MOC untersuchen, um eine mogliche Rolle von L1-CAM in der
Pathogenese und Progression von MOC zu identifizieren und diese im
Zusammenhang mit bereits bekannten Progressionsmarker (p53 und HERZ2)

diskutieren.

Methoden: Wir erstellten ein Kollektiv aus 39 gut charakterisierten,
morphologisch und immunhistochemisch Uberpriften MOC. Wir untersuchten
diese Kohorte mittels Immunhistochemie an Tissue Microarrays und
Ganzschnitten und verglichen die Expression mit vorliegenden klinisch-
pathologischen Daten. Die L1-CAM Positivitat wurde als jegliche (auch
Einzelzell-) Positivitat definiert. AuRerdem erstellten wir ein Kollektiv aus 16
reinen MBOT. Wir verglichen diese mit 20 an MOC angrenzenden MBOT-
Regionen hinsichtlich der L1-CAM Expression und der bereits fur
Tumorprogression bekannten molekularen Alterationen, der p53 Aberration und
der HER2 Uberexpression.
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Ergebnisse: Die L1-CAM Expression in MOC war signifikant mit einem Rezidiv
assoziiert. In 7/20 positiven Fallen kam es zu einem Rezidiv gegenuber 0/19
L1-CAM negativen Fallen (p=0.032), mit einem signifikanten Unterschied in der
Time-To-Progression (p=0.028). Wir konnten keinen Zusammenhang zwischen
der L1-CAM Expression und den untersuchten klinisch-pathologischen Daten
(Alter bei Diagnose, Vitalstatus, Tumorstadium, Wuchsmuster, Grading, p53
Aberration, HER2 Uberexpression) feststellen. Im Kollektiv der MBOT
beobachteten wir, dass alle 3 L1-CAM positiven MBOT an anderer Stelle
bereits invasiv wuchsen (nicht signifikant). Ferner konnten wir im Vergleich zu
den reinen MBOT eine signifikante Zunahme der p53 Aberrationsrate bei den
MBOT-Regionen mit benachbartem Karzinom feststellen (p=0.048). Durch
Hinzunahme von L1-CAM Positivitat und HER2 Uberexpression konnte eine
Sensitivitat von 70% (14/20) erreicht werden, eine MOC-benachbarte MBOT-

Region im Kollektiv der MBOT zu erkennen.

Schlussfolgerung: Die Expression des Tumormarkers L1-CAM anhand von
mindestens Einzelzellpositivitat wird bei MOC haufig (51%) beobachtet und
zeigt einen Zusammenhang mit einem Tumorrezidiv. Durch eine gute
Sensitivitat (100%), aber eine geringe Spezifitat (59,4%) des Markers bezuglich
eines Rezidivrisikos eignet er sich maRig, um MOC mit hohem Rezidivrisiko zu
erkennen. Jedoch kann das Fehlen von L1-CAM zur Identifizierung von Fallen
mit einem geringen Rezidivrisiko dienen. Daruber hinaus ist das Vorhandensein
spezifischer molekularer Veranderungen (L1-CAM, p53, HERZ2) in MBOT mit
bereits vorliegendem benachbartem Karzinom assoziiert und diese konnen
potenzielle Pfade in der Tumorprogression definieren. Klinisch und pathologisch
konnen diese Marker bei der Entscheidung helfen, ob man in einem MBOT

noch genauer nach einem bereits invasiven MOC suchen sollte.
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