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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Das Ovarialkarzinom ist unter den bdsartigen Genitaltumoren der Frau der dritt-
haufigste mit etwa 15 - 28 % (124). Die Zahl der Todesfalle, die auf diesen Tumor
entfallen, liegt jedoch mit 47 % deutlich héher. Dieser ungunstigen Prognose liegt die
Tatsache zugrunde, dass die Erkrankung selten Friihsymptome oder h&ufig nur
unspezifische Symptome verursacht. Somit befinden sich bei Erstdiagnose bereits 40 -
50 % im Stadium Ill, 15 - 20 % sogar im Stadium IV (6, 109, 124). Die 5-Jahres-
Uberlebensrate in diesen Stadien liegt bei 5-15 %.

Charakteristisch fur das Ovarialkarzinom ist seine biologische Heterogenitat. Das
Spektrum reicht von ,Tumoren niedriger Malignitat® bis zu auferst aggressiv
wachsenden, schnell proliferierenden, metastasierenden Karzinomen, die haufig mit
einer schlechten Prognose assoziiert sind.

Histologisch lassen sich die Ovarialtumoren in verschiedene Untergruppen aufteilen:
Man findet epitheliale Tumoren, Keimstrang- und Keimdrisen-Stromatumoren,
Keimzelltumoren, Bindegewebstumoren und metastatische Malignome. Epitheliale
Tumoren lassen sich wiederum untergliedern in serése, muzindse, endometrioide,
klarzellige und Mischtumoren. In dieser Arbeit wurden nur epitheliale Ovarialkarzinome
untersucht, da diese mit 70 % den Hauptanteil der malignen Ovarialtumoren darstellen.

Die primare Therapie des Ovarialkarzinoms ist momentan die operative radikale
Tumorentfernung bzw. -reduktion inklusive pelviner und paraaortaler Lymphknoten-
entfernung. In den meisten Fallen muss eine weitere Therapie angeschlossen werden.
Zur Verfugung stehen derzeit die adjuvante oder palliative Chemotherapie, die
Strahlentherapie sowie Hormon- und Immuntherapien. Die Wahl der postoperativen
Folgetherapie ist haufig problematisch. Dies liegt u.a. an der Heterogenitat der

tumordsen Zellpopulation hinsichtlich ihrer malignen Potenz. Die Kriterien fir die
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Therapieauswahl sollten deshalb individuelle intra- und postoperativ ermittelte,
objektive Prognose- und Risikomerkmale darstellen.

Die haufig nicht unerheblichen Nebenwirkungen, aber auch das Alter und der
Allgemeinzustand der Patientinnen machen es notwendig, Patientenkollektive zu
definieren, die mit einer vertretbaren Wahrscheinlichkeit von einer aggressiven
Therapie profitieren.

1.2 Prognosefaktoren

Als wichtigste Prognosefaktoren gelten derzeit Alter, International Federation of
Gynecology and Obstetrics (FIGO)-Stadium, histologischer Typ, histologische
Differenzierung, Nachweis von Aszites und Durchmesser des nach Operation noch
verbleibenden Tumorgewebes (90, 91, 135). Man vermutet dabei einen engen
Zusammenhang bzgl. rezidivfreier Zeit und / oder Uberlebenszeit (124). Dabei handelt
es sich jedoch z.T. um subjektive Parameter (FIGO-Stadium, histologische
Differenzierung), da sie durch die Interpretation des jeweiligen Untersuchers beeinfluf3t
sind. Es ist daher notwendig, objektivierbare, reproduzierbare Kriterien zu finden, mit
denen man das aggressive Potential bzw. das zu erwartende biologische Verhalten
des jeweiligen Tumors besser und individueller abschatzen kann, um somit eine

Gruppe von Hochrisikopatientinnen definieren zu kénnen.

1.2.1 Bestimmung der Ploidie mittels DNA-Flowzytometrie

Zahlreiche Untersuchungen ergaben den Hinweis, dass der DNA-Gehalt eines Tumors
einen bedeutenden Prognosefaktor bei vielen Malignomen des Menschen darstellt (63,
65, 92, 117, 130, 136, 140).

Anderungen des normalen diploiden Chromosomensatzes findet man haufig auch bei
Ovarialkarzinomen, insbesondere in fortgeschritteneren Stadien (10, 15, 77, 108). Uber
die Wertigkeit der Aneuploidie herrscht jedoch noch Uneinigkeit: Wahrend einige
Studien zu dem Ergebnis kamen, dass es sich hierbei um einen unabhangigen
Prognosefaktor handelt (9, 36, 39, 60, 76, 79, 106, 105, 144), konnten andere Unter-
sucher diese Aussage nicht bestatigen (21, 108, 112,113).
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1.2.2 Immunhistochemie, HER2/neu

Um die Aggressivitat eines Tumors besser abschatzen zu kénnen, werden zunehmend
immunhistochemische Untersuchungen durchgeftihrt, die die Proliferationstendenz
bzw. den Grad der Entdifferenzierung (Grad der Fahigkeit einer Zelle normale
Zellfunktion auszutiben) beschreiben. In dieser Arbeit wurde die Uberexpression des
HER2/neu-Rezeptor untersucht (synonym: Her2, c-erbB-2):

Das zellulére Protein c-erbB-2 wurde erstmals 1986 von Akiyama et al. beschrieben
(2). Es wird von dem gleichnamigen Gen kodiert und &hnelt in seiner Struktur und
Funktion den EGF-(epidermale growth-factor) Rezeptoren. Es wird daher auch zu den
EGF-Rezeptoren gerechnet. Funktionell handelt es sich um einen membransténdigen
Rezeptorkomplex, von denen bislang vier Subtypen bekannt sind (HER1, HER2, HER3
und HER 4). Die Funktion des Rezeptors liegt in einer allgemeinen Stimulation des
Zellwachstums (17). Die Aktivierung des Rezeptors fuhrt zu einer Steigerung der
Proliferation, Hemmung der Apoptose, Erleichterung der Metastasierung und Chemo-
resistenz (83). Diese Eigenschaften fuhren klinisch zu einer ausgesprochen schlechten
Prognose.

In gesundem Gewebe findet sich HER2/neu nur residual, wéhrend sich in Tumor-
gewebe haufig eine Uberexpression nachweisen lasst. Die Amplifikation - also die
Vervielfachung des Gens im Genom einer Tumorzelle - fiihrt zu einer Zunahme der
Konzentration des Rezeptors im Tumorgewebe. Diese Konzentrationszunahme
korreliert mit der Proliferationsrate (123). Es handelt sich also beim Nachweis einer
HER2/neu-Uberexpression um einen Proliferationsmarker und damit um einen Marker,
den man zur Beschreibung der Aggressivitat bzw. der Wachstumstendenz eines
Tumors heranziehen kann.

Bei verschiedenen Karzinomen ist bereits der Zusammenhang zwischen der
Uberexpression von HER2/neu und einer damit verbundenen schlechteren Prognose
bekannt. So ist z. B. beim Mammakarzinom der Nachweis einer HER2/neu-Uber-
expression mit einer geringeren rezidivfreien Zeit bzw. Gesamtiberlebenszeit
assoziiert (110, 131, 133, 83). Auch bei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen konnten
Untersuchungen eine statistisch signifikant verschlechterte Prognose bei HER2/neu-
Uberexpression nachweisen (96): Hauptsachlich in der Gruppe der histologisch
schlecht differenzierten Tumore war der Nachweis von HER2/neu mit einer

verringerten durchschnittlichen Uberlebenszeit verbunden.
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2 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe der DNA-Flowzytometrie die Tumor-
heterogenitat bei Ovarialkarzinomen bestimmt werden. Es wurde aul3erdem an
ausgewabhlten Féllen eine immunhistochemische HER2/neu-Bestimmung durchgefuhrt.
Zielsetzung der Arbeit war es herauszufinden, ob Zusammenhange bestehen zwischen
Ploidie, dem HER2-Status und den bereits etablierten morphologischen und klinischen
Faktoren wie z.B. dem histologischen Grading, dem FIGO-Stadium, dem
histologischen Typ, dem Alter der Patientin, dem Nachweis von Aszites und der Grol3e
des nach operativer Tumorreduktion noch verbliebenen Tumorgewebes.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

Wie haufig kann beim Ovarialkarzinom eine intratumorale DNA-Heterogenitat
nachgewiesen werden ?

Besteht eine Korrelation zwischen Ploidie und ausgewahlten, etablierten
Prognosefaktoren ?

Besteht eine Korrelation zwischen dem HER2-Status und ausgewahlten,
etablierten Prognosefaktoren ?

Besteht eine Korrelation zwischen Ploidie und dem HER2-Status ?

Erlaubt die Analyse der Ploidie und des HER2-Status eine Schlussfolgerung auf
die Prognose beim Ovarialkarzinom zu ziehen, insbesondere auf die
Uberlebenszeit oder rezidivfreie Zeit ?
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3 Material und Methoden

3.1 DNA-Flowzytometrie (FCM)

Die DurchfluRzytometrie ist ein automatisiertes Verfahren, das es ermdglicht, innerhalb
kurzer Zeit mehrere tausend Zellkerne auf ihnren DNA-Gehalt zu untersuchen. Die
Markierung der DNA erfolgt mit einem fluoreszierenden Farbstoff (z. B. Propidium-
jodid). Dieser lagert sich proportional zum im Zellkern vorhandenen DNA-Gehalt an.
Mit einem Laserstrahl angeregt, werden die ausgesendeten Lichtimpulse auf
elektronischem Wege registriert und analysiert. Die Intensitéat der Fluoreszenz gibt
somit Auskunft iber den DNA-Gehalt des jeweiligen Zellkerns.

Voraussetzungen fur diese Methode sind
a) die stochiometrische Anlagerung des Farbstoffes an die nukledre DNA
b) eine hohe Selektivitat des verwendeten Farbstoffes fiir nukleare DNA

C) das Vorliegen einer Einzelzellkernsuspension

3.1.1 Zellbiologische Grundlagen

Der flowzytometrischen DNA-Messung liegt die Tatsache zugrunde, dass sich der
DNA-Gehalt einer Zelle wahrend eines Zellzyklus entsprechend den verschiedenen
Teilungsphasen &andert.

Jeder Zellzyklusphase laf3t sich ein entsprechender DNA-Gehalt zuordnen.

Zellen eines einheitlichen Zellkollektivs lassen sich also aufgrund ihres unter-
schiedlichen DNA-Gehaltes den verschiedenen Phasen eines Zellzyklus zuordnen.
Der normale Zyklus einer Zelle umfasst das Intervall vom Abschluf3 der
vorausgegangenen bis zum Ende der stattfindenden Zellteilung.

Man unterscheidet 5 verschiedene Zellzyklusphasen:
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1. Go-Phase (Ruhephase): diploider Chromosomensatz = 2n
Zellen, die ihre Teilungsaktivitat einstellen und in einen Dauerzustand tbergehen, oder
solche Zellen, die flr einen langeren Zeitraum in einem Ruhezustand verharren ohne

ihre Regenerationsfahigkeit aufgegeben zu haben, verbleiben in der G,-Phase.

2. G;-Phase (Prasyntesephase): diploider Chromosomensatz = 2n

Diese Phase bezeichnet die Wachstumsphase der Zelle. Die Synthese der Proteine,
die fur die Replikation notwendig sind, wird wieder aufgenommen, die RNA-Synthese
steigt an. Der DNA-Gehalt bleibt weiterhin konstant.

3. S-Phase (Synthesephase): 2n < Chromosomensatz < 4n

In dieser Phase findet die Replikation der DNA statt. Nach Abschluss dieses Prozesses
liegt das gesamte genetische Material der Zelle verdoppelt vor. Der DNA-Gehalt der
Zelle nimmt in dieser Phase stetig zu. Am Ende der S-Phase enthélt die Zelle einen
tetraploiden Chromosomensatz.

4.G,-Phase (Postsynthesephase):
In dieser Phase kommt es zur Auflosung der Kernmembran, die Zelle vergréert ihr

Volumen und rundet sich ab, sie steht unmittelbar vor der Kernteilung - der Mitose.

5.Mitose-Phase:
Bei der Mitose wird das in den vorangegangenen Phasen replizierte Genmaterial auf
zwei Tochterzellen verteilt, wobei beide Zellen den gleichen diploiden

Chromosomensatz enthalten.

Zusammenfassend konnen auf Grund des DNA-Gehaltes einer Zelle vier Untergruppen

definiert werden:

) diploider Chromosomensatz (x = 2n): Gy - oder G; - Phase

) Chromosomensatz liegt zwischen diploidem und tetraploidem
Chromosomensatz (2n < x <4n): S - Phase

1)) tetraploider Chromosomensatz (x = 4n): G, - oder Mitosephase

V) aneuploider Chromosomensatz (x ! 2n oder 4n)

(n = einfacher bzw. haploider Chromosomensatz)
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Bei der physiologischen Zellvermehrung wird in der S-Phase die genetische
Information verdoppelt. In der sich anschlieRenden Mitosephase wird durch Kernteilung
das replizierte DNA-Material auf beide Tochterzellen exakt verteilt. Beide Tochterzellen

enthalten die gleiche genetische Information.

In besonders spezialisierten Zellen - aber auch unter pathologischen Bedingungen,
z.B. im Rahmen der Zellentartung - kann es zu einer Vermehrung des normalen
Chromosomensatzes kommen. Man bezeichnet diesen Vorgang als Endomitose. Die
Folge ist eine Vervielfachung des urspriinglichen Chromosomensatzes, eine
Polyploidie. Ublicherweise werden durch Polyploidisierung alle Chromosomen einer
Zelle verdoppelt, bzw. vervierfacht usw. Bei einer partiellen Endomitose kénnen jedoch
auch nur einzelne Chromosomen betroffen sein. Man findet dann in diesen Féllen der
pathologischen Zellvermehrung einen aneuploiden Chromosomensatz. Solche
Fehlverteilungen von Chromosomen findet man auch bei vielen soliden Tumoren,
wobei nicht selten mehrfache Anomalien mit Vervielfachung oder das Fehlen
bestimmter Chromosomen, sowie strukturelle Chromosomenmutationen auftreten
kénnen (20, 58).

3.1.2 Funktionsprinzip eines Durchflul3zytometers

Der FACScan (Fluorescence Activated Cell Analyzer) identifiziert und charakterisiert
Zellen, wahrend diese - eine nach der anderen - durch einen fokussierten Laserstrahl
flieRen. Die mit einem fluoreszierenden Farbstoff angefarbten Zellkerne reflektieren -
entsprechend ihres DNA-Gehaltes - eine bestimmte Energie in eine bestimmte
Richtung. Die von diesen Zellmessungen erzeugten optischen und elektrischen Signale
werden fur die Bearbeitung durch den Rechner digitalisiert.

Die DNA-Messungen wurden an einem FACScan der Firma Becton Dickinson (San
Jose, CA) ausgefihrt.
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3.1.2.1 Das stromungsmechanische System des FACScan

In diesem System flie3en die Zellen in einem laminaren Strom einzeln durch den
optischen Sensorbereich.

Die Abbildung 1 zeigt des stromungsmechanische System des FACScan. Der
Kompressor erzeugt im Behélter der Tragerflissigkeit und im Probenréhrchen einen
Uberdruck und treibt dadurch sowohl Tragerfliissigkeit als auch die angefarbte
Zellkernsuspension in die Messkuvette. Nach dem Prinzip der sogenannten
hydrodynamischen Fokussierung umgibt die Tragerflissigkeit als Hullstrom die
Zellkerne und fokussiert diese, sodass die Kerne einzeln und zentriert die Messkuvette

mit dem darin enthaltenen Laser passieren.

Luftfilter

Kompressor

, Durchflu-
kiivette

Druck-
regulator

Beobachtungs-
6ffnung

Filter der Proben Delta P Kapillar
Trager- 4  (Durchfluf) schlauch
flussigkeiten Regler

Behiilter filr
Tragerfliissigkeit

AbfluBbehalter

Probenrdhrchen

Abbildung 1 Das stromungsmechanische System des FACScan

(aus: FACScana Handbuch, Becton Dickinson)

3.1.2.2 Das optische System des FACScan

Das optische System basiert auf einem luftgekthlten 15 mW Argon-lonen-Laser mit
einer Wellenléange von 488 nm.

Abbildung 2 zeigt das Prinzip des optischen Systems des FACScan.
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Der kreisformige Ausgangsstrahl wird prismatisch ausgeweitet und mit Hilfe einer
Anregungslinse in eine elliptische Form gebracht. Mittels einer Steuerplatte wird der
Laserstrahl auf den Zellkernstrom fokussiert. Mit den 0.g. Steuerelementen lassen sich
Helligkeit, Empfindlichkeit und Messgeschwindigkeit regulieren.

Die mit Propidiumjodid gefarbten Zellkerne passieren eine Ebene senkrecht zum
Laserstrahl. Das an die DNA gebundene Propidiumjodid absorbiert die einstrahlende
Lichtenergie und wird in einen angeregten Zustand versetzt. Die absorbierte Energie
wird in Form von Photonen einer bestimmten Wellenlange wieder emittiert. Die
Wellenlange des emittierten Lichts liegt fir Propidiumjodid bei 610 nm (Bandbreite 550
nm bis 650 nm).

Durch verschiedene Spiegel- und Filtersysteme gelangt das vom Zellkern aus-
gesandten Signal zu den Detektoren und kann somit hinsichtlich seiner Intensitat,
Wellenlange und Richtung analysiert werden. ,Unerwiinschte” Signale kénnen somit

z.T. herausgefiltert werden.
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!\,c\,

Anregungslmse §

=7 Seitwartsstreulicht
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Kondensator
n&\ Photodiode
Detektorhnse
\@l

DurchﬂuBsystem
Streuhchtlmse

Lochblende

Deflektionsblock Spiegel

Abbildung 2 Das optische System des FACScan

(aus: FACScana Handbuch, Becton Dickinson)

3.1.2.3 Das elektronische System des FACScan

Durch einen sogenannten Photomultiplier werden die im Detektor ankommenden
optischen Signale in analoge elektrische Impulse transformiert und kdnnen somit als
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digitale Daten zu einem Histogramm verarbeitet werden. Man erhalt eine Graphik mit
einer ,,Punkte-Wolke* - einem sogenannten ,Dot-Plot” - in dem jedem gemessenen
Zellkern ein definierter DNA-Gehalt zugeordnet werden kann. Ein Punkt entspricht
dabei einem analysierten Partikel. In der Regel handelt es sich dabei um einzelne
Zellkerne, es befinden sich darunter jedoch auch Zellkerntrimmer und Zellkern-
verklumpungen, die aus mehreren Zellkernen bestehen. Diese flhren zu
unerwinschten Signalen, da sie zu Unscharfen der Histogramme fiihren konnen (vgl.
Abbildung 3 - Abbildung 6).

3.2 Auswahl des Probenmaterials

Es wurde Gewebe von insgesamt 81 Féllen epithelialer Ovarialkarzinome mittels
Flowzytometrie (FCM) untersucht. Alle Patientinnen wurden im Zeitraum zwischen
1986 und 1992 in der Frauenklinik der Universitat Tubingen operiert.

Das Karzinomgewebe wurde urspringlich mit Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet. Postoperativ wurde gemafd WHO- Klassifikation der Tumortyp sowie der
Grad der Differenzierung (Grade I: gut differenziert bis Grade IlI: undifferenziert)
festgelegt. Es wurde Gewebe des Primartumors, des kontralateralen Ovars, des
grol3en Netzes sowie weiterer metastatischer Absiedelungen - soweit vorhanden -
analysiert. Die klinischen Daten wurden aus dem Tumorarchiv der Frauenklinik der

Universitat Tabingen erhoben.

3.3 Préaparation des Gewebes fur die FCM-Analyse

Zur Préaparation der Kernsuspension wurde modifiziert die Technik nach Hedley
angewendet (49, 50, 51). Um vorwiegend karzinomatds entartetes Gewebe zu
analysieren, wurden lichtmikroskopisch Bereiche mit nekrotischem bzw. gesundem
Gewebe von entartetem differenziert und am Paraffinblock entsprechend
ausgeschnitten. Pro Block wurden drei bis finf 30 mm diinne Schnitte zugeschnitten.
Nach mehrmaligem Deparaffinisieren in Xylol und Rehydrierung mittels einer
absteigenden Alkoholreihe wurde das Gewebe vorsichtig zerkleinert und anschlie3end

10
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in einer 1%-igen Pepsinlosung (Pepsin SIGMA: P-6887; pH 1,5; 37°C; 0,9% NacCl)
inkubiert. Der Andauprozef3 wurde nach zwei Stunden mit 8°C-kalter 0.9%-iger NaCl-
Losung abgestoppt. Nach Filtration durch ein 30 mm Nylonnetz und Zentrifugation
wurde die Kernsuspension in 0,1%-iger RNAse-L6sung (SIGMA: R-4875) bei
Zimmertemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Kerne mit Propidiumjodid (0,05
mg/ml in 0,2% Triton X 100) angefarbt und sofort am FACScan (Becton Dickinson, San
Jose, USA) analysiert. Bei einer Fluf3rate von 100-300 Kernen / s wurden 10000-30000
Kerne / Probe ausgemessen. Zur Konstruktion und Auswertung der Histogramme

wurde die CellFit-Software (Becton Dickinson, San Jose, USA) verwendet.

3.4 Datenerhebung und —auswertung

Die Aufzeichnung der Daten erfolgte mittels Dot-Plot bzw. den zugehdrigen
Histogrammen.

3.4.1 Dot-Plot

Beim Dot-Plot werden jeder einzelnen Messung eines Partikels zwei verschiedene
Parameter zugeordnet
die Fluoreszenzintensitat (FL2-Area), die dem relativen DNA-Gehalt entspricht
das ,vorwarts-gestreute” Licht (FSC, Foward Scattered Light bzw. FL2-Width),
das der Grol3e des gemessenen Partikels entspricht.
Man erhalt ein ,,Dot-Plot*, wobei jeder einzelne Punkt einem gemessenen Partikel
entspricht.
Indem man durch eine Begrenzung des ,Dot-Plots”, das fir die Berechnung des
Histogramms herangezogen werden soll — also durch Festlegung eines sogenannten
.gates” - Punkte bzw. Messungen ausschliel3t, lassen sich Zellkernverklumpungen und
Zelltrimmer herausfiltern, die ansonsten zu einer Unschérfe des Histogramms flihren
wirden (s. auch 3.1.2.3).

11
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3.4.2 Histogramm

Die Daten werden, entsprechend ihrer Fluoreszenzintensitat in verschiedene Kanéle

(hier insg. 1024) aufgeteilt. Dabei stellt die x-Achse die Fluoreszenzintensitat (FL2-

Area) dar, die dem relativen DNA-Gehalt entspricht. Auf der y-Achse ist die Anzahl der

gemessenen Zellkerne je Fluoreszenzintensitat (counts) aufgetragen.
Die folgenden Abbildungen zeigen ein Dot-Plot mit und ohne gate und die

entsprechenden Histogramme.
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200
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Abbildung 3 Dot-plot 1 (ohne gate)
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diaithe..
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Abbildung 4 Histogramm zu Dot-Plot 1

Abbildung 5 Dot-plot 2 (mit gate)

Counts
180 240 300
1 1

120
1

60
1

FLZ-Ares

Abbildung 6 Histogramm zu Dot-plot 2
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3.5 Bestimmung der Ploidie mit Hilfe des DNA-Index (DlI)

Der DNA-Index (DI) definiert das Ausmalf3 der Abweichung des zellularen DNA-
Gehaltes im Vergleich zu einer normalen, diploiden Zellpopulation.
Es gilt: DI = DNA-Gehalt der untersuchten Probe / diploider DNA-Gehalt.

Ein diploider Tumor hat einen DI = 1, ein aneuploider Tumor hat einen DI * 1.

In den DNA Histogrammen werden die unterschiedlichen Muster und Auspragungen
des DNA-Gehaltes bzw. der Aneuploidie aufgezeigt:

3.5.1 Das diploide Histogramm

Der ,Haupt“-Peak setzt sich aus Zellen zusammen, die sich in der Go-Phase des
Zellzyklus befinden. Der deutlich geringer ausgepragte Peak stellt die Zellen dar, die
sich in der Mitosephase befinden und somit einen vierfachen Chromosomensatz
besitzen. Dieser Peak befindet sich in exakt doppeltem Abstand zum diploiden ,Haupt*-
Peak.

Die Abbildung 8 zeigt das Histogramm eines diploiden Tumors.

3.5.2 Das aneuploide Histogramm

Ein Tumor wird dann als aneuploid bezeichnet, wenn sich aul3er der normalen
diploiden Stammlinie eine weitere Stammlinie mit einem DNA-Gehalt® 2n (n =

einfacher Chromosomensatz) differenzieren lasst. Die diploide Stammlinie wird aus
nicht entarteten gesunden Bindegewebszellen, Leukozyten und diploiden Tumorzellen
gebildet. Aus dem Verhéltnis beider Peaks zueinander ergibt sich der DNA-Index (DI).
Abbildung 10 zeigt das Histogramm eines aneuploiden Tumors.

Ublicherweise wird der Peak, der dem geringeren DNA-Gehalt entspricht, als diploider
Referenz-Peak bezeichnet. Das hat zur Folge, dass hypoploide Tumoren - also
Tumore mit vermindertem DNA-Gehalt - nicht von hyperploiden Tumoren unter-

schieden werden kdnnen. Man unterscheidet also nur die Tatsache, ob der Tumor
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Zellen mit nicht diploidem DNA-Gehalt enthalt oder nicht. Ob eine Unterteilung in hypo-

und hyperploid eine klinische Bedeutung besitzt, ist nicht bekannt (50).

(Dieser Fehler lie3e sich verhindern, wenn man externe Standards finden wirde, die

es ermoglichten, eindeutig den diploiden Peak identifizieren zu kénnen. Dies ist bislang

nur bei ,frischem” Gewebe, das nicht formalinfixiert wurde, méglich. Im Gegensatz zu

in Paraffin eingebettetem und mit Formalin behandeltem Gewebe wird hier der relative

DNA-Gehalt durch die verschiedenen Praparationsmethoden, die fur die Konservierung

notwendig sind, nicht beeinfluf3t.) s. auch Diskussion
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Abbildung 7 Dot-plot eines diploiden
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3.6 Qualitat der Messergebnisse

Idealerweise sollte sich eine Zellpopulation mit genau definiertem DNA-Gehalt als
zunendlich* schmaler Peak in einem Histogramm darstellen. Bei den Messungen
zeigen sich jedoch stattdessen Peaks mit unterschiedlich breiter Basis.

Als Mal fur die Gutequalitat der jeweiligen Messergebnisse wird der Variations-
koeffizient - der CV-Wert (coeffizient of variation) - bestimmt (144).

Er wird durch die Weite des diploiden G/G; - Peaks festgelegt. Seine Berechnung
erfolgt unter der Annahme einer Gaul3”schen Normalverteilung fir den Gy/G; - Peak.

Es gilt folgende Gleichung:

CV = Standardabweichung / Mittelwert x 100

Die Qualitat der Messergebnisse ist umso besser, je kleiner der Wert des
Variationskoeffizienten ist. In der Literatur findet man Untersuchungen, bei denen
Messungen mit einem CV > 10,0 berlcksichtigt wurden, z. T. werden jedoch auch
keine Angaben gemacht.

In der vorliegenden Arbeit wurden nur Histogramme mit einem CV < 7,0 berlcksichtigt.
(Variationsbreite von 0,30 bis 6,89).

3.7 Immunhistochemische Untersuchungen der HER2/neu

Rezeptor-Expression

Diese Untersuchungen wurden ebenfalls an paraffineingebettetem Gewebe von
Ovarialkarzinomen durchgefiihrt. Es wurde dabei ein polyklonaler ,rabbit-anti-human*-
Antikorper verwendet. Die Farbungen wurden mit Hilfe eines automatisierten
Farbeverfahrens (Firma DAKO, Glostrup, Danemark) durchgefihrt.
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Die immunhistochemische Farbung beruht auf einer indirekten Streptavidin-Biotin-
Methode und wurde mit einem Farbeautomaten durchgefiihrt (Boitek TechMate, Biotek
Solutions, Newport Beach, California).

Hier die Kurzzusammenfassung des Farbeprotokolls:

Nach Applikation des Primarantikdrpers tiber 30 min erfolgte die Zugabe des
Kaninchen-Antikdrpers (DAKO ChemMate ™ Detection Kit) fiir weitere 30 min. In einem
nachsten Schritt wurden die Gewebeschnitte fir 3x2,5 min in eine Peroxidase-Blocking
Losung (Peroxidase Blocking Solution, HP Block, DAKO ChemMate™ ) gebracht.
Anschlie3end folgte eine 25-min Einwirkphase einer Streptavidin-Peroxidaselésung
(Streptavidin Peroxidase, HRP, DAKO ChemMate™-Detection Kit).

Die Objekttrager gelangten daraufhin fur 3x5 min in eine Losung, bestehend aus
Wasserstoffperoxid und 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC/H,O, Substrate Solution,
DAKO ChemMate™ Detection Kit). Es folgte die Farbung mittels Hematoxylin (HEMA,
Hematoxylin, DAKO, ChemMate™ ). Zwischen den einzelnen Schritten wurden die
Schnitte in verschiedene Waschpuffer gebracht (Washing Buffer 1-3, BUF 1-3, DAKO,
ChemMate™ Puffer-Kit).

Zwei voneinander unabhangige Untersucher beurteilten die Farbeintensitat der
immunhistochemischen Schnitte. Eine vermehrte Expression des HER2/neu-
Rezeptors wurde definiert als eine mafige (2+) bzw. starke (3+) Anfarbung von > 10%
der im Gewebeschnitt vorhandenen Tumorzellen. Dabei wurden unspezifische
zytoplasmatische Anfarbungen nicht berticksichtigt. Die Abbildung 11 zeigt ein
HER2/neu positives Tumorgewebe.

Abbildung 11 HER2/neu positives Tumorgewebe

(VergrofRerung a 1:10, b Vergrof3erung 1:500)
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3.8 Statistische Auswertung

Die Uberlebenszeit bzw. die rezidivfreie Zeit wurde vom Monat der Operation bis zum
Monat des Todes bzw. des erneuten Auftretens der Erkrankung berechnet. Bei allen
Patientinnen, die aus irgendwelchen Griinden einer weiteren Beobachtung entgingen,
wurde der Monat der letzten Information als Beobachtungszeitraum fur die
Berechnungen zugrunde gelegt. Diese Daten gingen dann als sog. zensierte Zeitwerte
in die Berechnungen ein. Die Uberlebensraten wurden nach Kaplan-Meier geschatzt
(74).

Der univariate Einfluss eines Parameters wurde mit Hilfe des Logrank-Tests berechnet
(69).

Zur Untersuchung des gemeinsamen Einflusses mehrerer Faktoren auf die Uber-
lebenszeit / rezidivireie Zeit wurde das Cox-Regressions-Modell verwendet (23). Es
wurden dabei nur die Patientinnen bertcksichtigt, bei denen vollstandige Daten aller
untersuchten Parameter vorlagen.

Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewabhlt. Bei der Berechnung des multiplen

Signifikanzniveaus wurden die p-Werte wurden nach Bonferonie-Holm korrigiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberblick

4.1.1 Das Patientenkollektiv (Alter, Histologie, Grading, Tumorrest)

Es wurden insgesamt 81 Patientinnen untersucht, die im Zeitraum von August 1986 bis
Oktober 1992 an der Universitatsfrauenklinik Tbingen wegen eines Ovarialkarzinoms
behandelt wurden. Bei allen Patientinnen wurde primar eine operative Tumorreduktion
durchgefiuhrt. In 45 Féllen wurde zusatzlich eine pelvine und / oder paraaortale
Lymphknotenresektion angeschlossen. Dabei zeigte sich in 58 % der Félle (26/45) ein
positiver Lymphknotenbefall.

Bei 67 Patientinnen wurde im Anschluf? an die operative Therapie eine Chemotherapie
durchgefuhrt. 87 % (58/67) der Chemotherapien waren platinhaltige Therapie-
schemata.

13 Patientinnen befanden sich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Stadium I,

3 Patientinnen im Stadium Il, bei 56 Patientinnen wurde ein Stadium Il diagnostiziert,
wahrend sich 9 Patientinnen bereits im Stadium IV befanden. Dies entspricht der in der
Literatur Ublicherweise angegebenen Stadienverteilung.

Die histologische Differenzierung ergab 45 serése, 17 endometrioide, 8 muzindse,

7 mesonephroide, 2 gemischte und ein Gallert - Karzinom. Bei einem Fall wurde keine
Angabe zur histologischen Klassifizierung gemacht.

Angaben zum Differenzierungsgrad lagen bei 79 Patientinnen vor, bei zwei
Patientinnen wurde keine Angabe zum Grading gemacht. Die Verteilung ist der
Abbildung zu entnehmen. Sie entspricht der Ublichen Gradingverteilung.
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Grading des Gesamtkollektivs

0G1
G2
G3
Ok.A.

Abbildung 12 Grading des Gesamtkollektivs

Die Patientinnen waren durchschnittlich 61,0 £ 11,9 Jahre alt (Median 61 Jahre,

Spannweite 34 - 84 Jahre).

Intraoperativ zeigte sich bei mindestens 54 % (44/81) der Patientinnen Aszitesbildung.
In 22 Fallen wurde kein Aszites gefunden, in 15 Fallen wurde dartber keine Angabe
gemacht.

70 % (57/81) der Patientinnen konnten radikal operiert werden - d.h. die gréi3te
zuriickbelassene Tumormenge war < 1 cm. Bei 23 Patientinnen war die zurick-

belassene Tumormenge > 1 cm.

41.2 Ein-und Ausschlusskriterien

Patientinnen, die eine praoperative Chemo- oder Strahlentherapie erhalten hatten oder
an einer anderen Klinik bereits voroperiert worden waren, wurden von den Unter-
suchungen ausgeschlossen. Es wurden retrospektiv nur Patientinnen in die Arbeit
eingeschlossen, bei denen ausreichend archiviertes Gewebe zur Verfligung stand.

Die Ausschlusskriterien bezuglich der Messgenauigkeit der DNA-FACS-Analyse sind
bereits unter 3.6 aufgefihrt.
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4.2 Intratumorale DNA-Heterogenitat

In der vorliegenden Arbeit wurden bis zu vier Gewebeproben eines Tumors analysiert -
sofern Gewebeblocke zur Verfligung standen. Ein Tumor wurde dann als aneuploid

bezeichnet, wenn mindestens eine Gewebeprobe ein aneuploides Histogramm zeigte.

Von den 81 untersuchten Fallen konnten 31 als diploid und 50 als aneuploid
klassifiziert werden. Bei 60 Patientinnen stand mehr als eine Tumorlokalisation zur
Bestimmung der Ploidie zur Verfugung. In 11 Fallen konnten 2 Blécke, in 42 Féllen
3 Blocke und in 7 Fallen 4 Blocke pro Patientin analysiert werden.

Bei 51,7 % (31/60) der Féalle zeigte sich eine intratumorale DNA-Heterogenitat. 35,0 %
(21/60) der Falle, bei denen mehr als eine Probe untersucht werden konnte, zeigten
sich als rein diploid, 13,3 % (8/60) zeigten in samtlichen Proben eine Aneuploidie.
Betrachtet man die Gruppe der aneuploiden Tumoren zeigte sich bei 62,0 % (31/50)
der aneuploiden Tumoren eine intratumorale Ploidieheterogenitat, d.h. es konnten
sowonhl diploide als auch aneuploide Gewebeproben gefunden werden. Bei 16,0 %
(8/50) konnte in samtlichen Gewebeproben eine Aneuploidie nachgewiesen werden,
bei 22,0% (11/50) der aneuploiden Tumoren stand nur eine Tumorlokalisation zur
Auswertung zur Verfligung.

4.3 Korrelation der DurchfluRzytometrie mit den klinischen

Parametern

Wie bereits erwdhnt waren 38,3 % (31/81) der Tumoren diploid, 61,7 % (50/81) waren
aneuploid.

Die mediane Uberlebenszeit betrug bei diploiden Tumoren 36,1 Monate, bei
aneuploiden Tumoren 41,6 Monate. Der Median fur die rezidivfreie Zeit lag fur die

diploiden Tumoren bei 24,7 Monaten, fir aneuploide Tumoren bei 30,1 Monaten.

Die folgende Tabelle 1 zeigt einen Gesamtuberblick Gber das untersuchte

Patientenkollektiv.
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Tabelle 1 Gesamtiiberblick Uber untersuchtes Patientenkollektiv (Ploidie)

Stadium

Histologie

Grading

Alter

Lymphknoten-
dissektion

groRter zuruck-
belassener
Tumor

Aszites

Chemotherapie

Gesamtzahl
I 13
1l 3
1] 56
\VJ 9
seros 45
muzinds 8
endometrioid 17
mesonephroid 7
gemischt 2
Gallert - Ca 1
keine Angaben 1
1 7
2 40
3 32
keine Angaben 2
< 50 Jahre 16
50 - 70 Jahre 44
> 70 Jahre 21
ja Lk positiv 26
Lk negativ 19
nein 36
<lcm 57
keine Angaben 1
ja 44
nein 22
keine Angaben 15
ja Platin 58
/E Platin 9
nein 12
2

keine Angaben

Ploidie

Diploid Aneuploid
462% (6) 538% (7)
66,7% (2) 33,3% (1)
32,1% (18) 67,9% (38)
556% (5) 444% (4)
31,1% (14) 689% (31)
50,0% (4) 50,0% (4)
471% (8) 529% (9)
429% (3) 57, 1% (4)
500% (1) 500% (1)
100% (1) - (0)
- (0) 100% (1)
286% (2) 711% (5)
450% (18) 550% (22)
312% (10) 68,8% (22)
500% (1) 500% (1)
50,0% (8) 50,0% (8)
409% (18) 50,1% (26)
23,8% (5) 76,2% (16)
269% (7) 731% (19)
526% (10) 474% (9)
389% (14) 61,1% (22)
36,8% (21) 63,2% (36)
435% (10) 56,5% (13)
- (0) 100% (1)
227 % (15) 659% (29)
454% (10) 545% (12)
400% (6) 60,0% (9)
397% (23) 60,3% (35)
333% (3) 66,6 % (6)
41,7% (5) 583% (7)
- (0) 100% (2)
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Abbildung 13 Ploidie und Stadienverteilung
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Abbildung 14 Ploidie und Grading
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Anzahl der Patientinnen

seros muzinds

endo- meso- gemischt Gallert- k.A.

metrioid nephroid

Histologie

Ca

Diploid
Aneuploid

Abbildung 15 Ploidie und Histologie

Anzahl der Patientinnen

nodal negativ

nodal positiv

Lymphknotenbefall

Nodalstatus
unbekannt

Diploid
Aneuploid

Abbildung 16 Ploidie und Lymphknotenbefall
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4.4 Korrelation der Immunhistochemie mit den klinischen

Parametern

Insgesamt wurden 42 Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom (Stadium
pT3 und pT4) untersucht. Bei allen Patientinnen wurde primér die maximal mogliche
operative radikale Tumorreduktion angestrebt, 90,5 % (38/42) erhielten eine
Chemotherapie, der Uberwiegende Anteil war platinhaltig (86,8 %).

In 52,4 % der Félle konnte eine vermehrte HER2/neu-Expression nachgewiesen
werden (22/42). In dieser Gruppe war das mediane rezidivfreie Intervall verkirzt (24,4
Monate) im Vergleich zur Gruppe der Patientinnen, bei denen keine HER2/neu-
Expression nachgewiesen werden konnte (30,1 Monate). Es zeigte sich jedoch kein
Unterschied in der medianen Gesamtiberlebenszeit beider Gruppen (36,1 bzw. 38,4
Monate). Es laf3t sich au3erdem kein Zusammenhang zwischen der vermehrten
Expression von HER2/neu und dem Tumorgrading oder dem Tumorstadium
nachweisen.

Jedoch konnte bei positivem Lymphknotenbefall eine erhhte Rate an HER2/neu —
Expression nachgewiesen werden.

Die folgenden Abbildungen zeigen u.a. die Abhangigkeit verschiedener Prognose-

faktoren vom HER2/neu -Rezeptstatus.
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Tabelle 2 Gesamtiiberblick Uber untersuchtes Patientenkollektiv (Ploidie)

Stadium

Histologie

Grading

Alter

Lymphknoten-
Dissektion

grof3ter zurtick-
belassener
Tumor

Aszites

Chemotherapie

serds

muzinos
endometrioid
mesonephroid
gemischt
Gallert - Ca
keine Angaben

1
2
3

< 50 Jahre
50 - 70 Jahre
> 70 Jahre

ja Lk positiv
Lk negativ
nein

<lcm
31cm
keine Angaben
ja
nein
keine Angaben

ja Platin
/A Platin
nein

Gesamtzahl

35
7

P P NN ON

21
20

22
11

20

17

29

12

29

33

HER 2/neu
negativ positiv
457% (16) 543% (19)
571% (4)  429% (3)
50,0% (14) 50,0% (14)

- (0) 100% (2)
66,7% (4) 333% (2)
500% (1) 50,0% (1)

- (0) 100% (2)
100% (1) - (0)

- (0) 100% (1)

- (0) 100% (1)
476% (10) 524% (11)
50,0% (10) 50,0% (10)
556% (5) 444% (4)
50,0% (11) 50,0% (11)
36,4% (4) 636% (7)
30,0% (6) 70,0% (14)
60,0% (3) 400% (2)
64,7% (11) 353% (6)
483% (14) 51,7% (15)
50,0% (6) 500% (6)

- (0) 100% (1)
586% (17) 414% (12)
11,1% (1) 889% (8)
50,0% (2) 50,0% (2)
515% (17) 485% (16)
400% (2) 60,0% (3)
250% (1) 750% (3)

27




Ergebnisse

20
18
16
14
12

10

Anzahl der Patientinnen

o N B OO

T3

-

TNM-Stadien

T4

OHER2-negativ
HER2-positiv

Abbildung 21 HER2/neu-Status und Stadienverteilung
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4.5 Analyse des klinischen Verlaufes

45.1 Rezidivfreie Zeit

Als rezidivfreie Zeit wurde das Zeitintervall bis zum erneuten Auftreten der Erkrankung

bezeichnet, bzw. der Zeitraum bis zur letzten Beobachtung, vorausgesetzt, die

Patientin war rezidivfrei.

45.1.1 Etablierte Prognosefaktoren

Die folgenden Abbildungen zeigen verschiedene Parameter und deren Auswirkung auf

die rezidivfreie Zeit.
Es qilt dabei:
X-Achse: rezidivfreie Zeit in Monaten

Y-Achse (surviving): kumulativer Anteil des Patientenkollektivs, das den

Beobachtungszeitraum rezidivirei tiberlebt hat

1.0
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0.7
206-
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0.1- Spatstadien rico lie)

Friihstadien fiao 1w

DD T T I T T T T T

rezidivfreieZeit
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130

Abbildung 25 TNM-Stadium (gruppiert) vs. rezidivfreie Zeit
(log rank p=0,04)

30



Ergebnisse

0.0+

: |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100110 130

Tumorrest < 1cm

Tumorrest > 1cm ‘
I I I I T T T I T I

rezidivfreieZeit

Abbildung 26 verbliebener Tumorrest vs. rezidivfreie Zeit

(log rank p=0,0001)

10+
09-
08+
0.7-
£0.6
2 0.5-
@ 0.4+
0.3
0.2+
0.1+
00

LNE

@ LNE L

T T | T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100110 130

rezidivfreieZeit

Abbildung 27 Lymknotenentfernung vs. rezidivfreie Zeit

(log rank p=0,001)

31



Ergebnisse

0.74 | nodalnegativ

0.2- nodalpositiv

ﬂ.ﬂ I I I I I I I I I
0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100110 130
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Abbildung 28 Lymphknotenstatus vs. rezidivfreie Zeit
(log rank p=0,03)

Wie zu erwarten war, zeigen Patientinnen in den Fruhstadien ein langeres rezidivireies
Intervall. Auch ist die Zeit bis zum erneuten Auftreten der Erkrankung bei Patientinnen,
bei denen der Primartumor radikal operiert werden konnte, langer. Die Entfernung der
Lymphknoten verlangert das rezidivfreie Intervall. Beim Nachweis von primarem
Lymphknotenbefall kam es schneller zum Rezidiv.

Keine statistische Signifikanz wurde beim Grading, der Histologie, bei Nachweis von
Aszites, bezugl. der Durchfihrung einer Chemotherapie, sowie Art der Chemotherapie

(platinhaltig oder nicht platinhaltig) gefunden.

45.1.2 Ploidie/HER2-Status als Prognosefaktor

Die folgenden Abbildungen zeigen die Auswirkung der Ploidie und des HER2-Status
auf die rezidivfreie Zeit:

32



Ergebnisse

1'0_"'i.
0.9+ |
0.8-
206
Zne_ 1
5 —
kel Aneuploid
0.3- i P ;
0.2-
019

0Do=- v
0 10 20 30 40 50 80 70 80 90100110 130

rezidivfreieZeit

Abbildung 29 Ploidie vs. rezidivfreie Zeit
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Abbildung 30 HER2/neu-Status vs. rezidivfreie Zeit
(log rank p=0,7)

Die Uberlebensraten nach Kaplan-Meier zeigen kein statistisch signifikantes Niveau.
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4.5.1.3 Multivariate Analysen

Zur Bestatigung des deskriptiven Teils wurde eine Cox-Regressions-Analyse
durchgefiuhrt. Es sollte die Unabhé&ngigkeit einzelner Parameter tUberprft werden. Es
wurden sowohl die bereits etablierten Prognosefaktoren, wie TNM-Stadium, Grading
und zurtickbelassene Tumorgrof3e (£ 1 cm versus > 1 cm), als auch der neue
Parameter Ploidie miteinander verglichen. (Der HER2-Status wurde aufgrund des
begrenzten Stichprobenumfangs nicht untersucht.)

Die Annahme der ,proportional-Hazard" galt als erflillt. Es zeigte lediglich der
Tumorrest eine statistische Signifikanz (p=0,007).

Tabelle 3 Multivarianzanalyse (rezidivfreie Zeit)
Effect Likelihood Ratio Tests

Prognoseparameter (Likelihood-Ratio) ?° Probabilitat
Ploidie 0.00890464 0.9248
TNM-Stadium 1.65651567 0.6466
Grading 1.18820992 0.5521

Tumor 1cm oder gréRer 7.39978803 0.0065
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4.5.2 Uberlebenszeit

Als Uberlebenszeit wurde das Zeitintervall bis zum Tod der Patientin bezeichnet, bzw.

der Zeitraum bis zum letzten Kontakt.

45.2.1 Etablierte Prognosefaktoren

Die folgenden Abbildungen zeigen verschiedene Parameter und deren Auswirkung auf

die Gesamtiberlebenszeit.
Es gilt dabei:

X-Achse: Uberlebenszeit in Monaten

Y-Achse (surviving): kumulativer Anteil des Patientenkollektivs, das den

Beobachtungszeitraum tberlebt hat
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Abbildung 31 TNM-Stadium (gruppiert) vs. Uberlebenszeit
(log rank p=0,04)
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Abbildung 32 verbliebener Tumorrest vs. Uberlebenszeit
(Log rank p=0,003, Wilcox p=0,001)
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(Log rank p=0,01, Wilcox p=0,006)
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Abbildung 34 Lymphknotenstatus vs. Uberlebenszeit
(log rank p=0,02)

Fur die Gesamtiiberlebenszeit wurden die gleichen statistisch signifikanten Prognose-
faktoren gefunden wie bei der rezidivireien Zeit: Patientinnen in den Frihstadien lebten
langer. Die Radikalitat der Operation hat sich mit einer verlangerten Uberlebenszeit
ausgewirkt. Eine Entfernung der Lymphknoten verlangerte die Gesamtiiberlebenszeit.
Bei priméar positivem Lymphknotenbefall war die Gesamtuberlebenszeit verkurzt.
Keine statistische Signifikanz wurde beim Grading, der Histologie, bei Nachweis von
Aszites, bezgl. der Durchfuhrung einer Chemotherapie, sowie Art der Chemotherapie
(platinhaltig oder nicht platinhaltig) gefunden.

4.5.2.2 Ploidie/HER2-Status als Prognosefaktor

Die folgenden Abbildungen zeigen die Auswirkung der Ploidie bzw. des HER2-Status
auf die Gesamtuiberlebenszeit.
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Abbildung 35 Ploidie vs. Uberlebenszeit
(log rank p=0,8)
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Abbildung 36 HER2/neu-Status vs. Uberlebenszeit
(log rank p=0,8)

Wie schon bei der rezidivfreien Zeit, a3t sich auch fir die Gesamtiberlebenszeit keine

statistische Signifikanz nachweisen.
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4.5.2.3 Multivariate Analysen

Zur Uberprifung der Unabhangigkeit einzelner Parameter wurde auch hier eine Cox-
Regressions-Analyse durchgefiihrt. Es wurden sowohl die bereits etablierten
Prognosefaktoren (TNM-Stadium, Grading und zurtickbelassene Tumorgrof3e (E 1 cm
versus > 1 cm)) sowie die Ploidie miteinander verglichen. (Der HER2-Status wurde
aufgrund des begrenzten Stichprobenumfangs nicht untersucht.)

Die Annahme der ,proportional-Hazard" galt als erfullt. Erneut zeigte nur der Tumorrest
eine statistische Signifikanz (p=0,03).

Tabelle 4 Multivarianzanalyse (Gesamtiiberlebenszeit)
Effect Likelihood Ratio Tests

Prognoseparameter (Likelihood-Ratio) ?° Probabilitat
Ploidie 0.29493032 0.5871
TNM-Stadium 4.1554409 0.2452
Grading 0.05450609 0.9731
Tumor 1cm oder gréRRer 4.70398711 0.0301
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5 Diskussion

5.1 Ploidie

Die Durchflul3zytometrie (FCM) hat sich in den letzten Jahrzehnten aus den
Versuchen, Blutzellen automatisch zu zéhlen und charakterisieren zu kénnen,
entwickelt. Diese Methode fand zundchst Anwendung in der Hamatologie zur
Untersuchung akuter Leukamien, da bei diesen Erkrankungen die notwendigen
Einzelkernsuspensionen leicht zur Verfigung standen (19). Einzelkernsuspensionen
sind eine der wichtigsten Voraussetzungen fir eine zuverlassige FCM DNA-Analyse.

Durch spezielle Aufbereitungsmethoden stand kurz darauf auch fur solide Tumoren
eine Mdglichkeit der DNA-Bestimmung zur Verfligung (119, 137, 152). Die durchflul3-
zytometrische Bestimmung des zellularen DNA-Gehaltes wurde als Methode zur
Aufdeckung von Aneuploidien — dariiber hinaus auch zur Schatzung des S-Phasen-
anteils am Zellzyklus — verwendet (111, 138). Damit erhoffte man sich, zusatzliche
Informationen Uber die Proliferationskinetik von Tumorzellen zu erhalten.

Hedley entwickelte 1983 eine Methode zur Aufarbeitung von in Paraffin eingebettetem
Gewebe (49, 50, 51, 52). Es stand somit eine Moglichkeit zur Verfugung, retrospektive

Studien an archivierten Tumoren durchzuftihren.

Die Ploidie erwies sich bei vielen Untersuchungen an unterschiedlichen Tumoren als
prognostisch relevanter Parameter (31, 42, 63, 65, 92, 117, 136, 139, 140, 143). Fruh
wurden auch Untersuchungen an gynékologischen Tumoren durchgefuhrt (71, 138,
154). Auch beim Ovarialkarzinom konnte ein Einfluss der Ploidie auf den klinischen
Verlauf nachgewiesen werden (72, 106, 108, 115, 116, 125, 146, 159).

Die bisher veroffentlichten Studien Gber das Ovarialkarzinom untersuchten meist nur
den prognostischen Wert der Ploidie hinsichtlich der Gesamtiberlebenszeit (47, 86,
127, 144, 149), nicht jedoch hinsichtlich weiterer klinischer Verlaufsparameter, wie z. B.

des rezidivfreien Intervalls.
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Hinsichtlich der Gesamtiiberlebenszeit hat sich die Ploidie als Prognosefaktor etabliert
(71, 100, 158).

In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl der Einfluss der Ploidie auf die Gesamt-
Uberlebenszeit als auch auf die rezidivfreie Zeit untersucht. 81 Tumoren konnten in die
Untersuchung einbezogen werden. Von den 16 Karzinomen im Frihstadium (FIGO |
und Il) zeigten 8 eine Aneuploidie. Im Spéatstadium (FIGO Il und 1V) wiesen 65 % eine
aneuploide Stammlinie auf. Fortgeschrittene Stadien waren somit prozentual haufiger
mit einer DNA-Aneuploidie verbunden als Friihstadien. Ahnliche Ergebnisse kénnen
auch in der Literatur gefunden wird:

Tabelle 5 Aneuploidieraten verschiedener Untersuchungen beim Ovarialkarzinom

ﬁ_?ttgrréfu"’;crerz cichnis) | Fristadien (FIGO 1+1l) | Spatstadien (FIGO lI+1V)
Aneuploider aneuploider
Gesamtzahl | Antell Gesamtzahl | Antell
Friedlander, 1983 (36) 17 47 % 30 100 %
Blumenfeld, 1987 (14) 77 53 %
lverson, 1987 (62) 20 15% 30 77%
Kallionemi, 1988 (73) 89 47 % 68 2%
Kihn, 1989 (86) 99 65 %
Brescia, 1990 (18) 27 37 % 72 52 %
Kaern, 1994 (67) 169 79 %
Eissa, 1998 * (29) 54 50 %
Ozalp, 2001 * (105) 26 62 %
vorliegende Arbeit 16 50 % 65 65 %

* keine Unterteilung in verschiedene Stadien

Wie die Tabelle zeigt, finden sich zum Teil erhebliche Unterschiede in der Haufigkeit
des Nachweises einer Aneuploidie. Fir die fortgeschritteneren Stadien (FIGO IlI+IV)
fand man jedoch durchweg hoéhere Aneuploidieraten im Vergleich zu den Frihstadien
(FIGO I+1l). Trotz allem schwankt das Auftreten einer Aneuploidie in den Spatstadien
zwischen 52 und 100 %.
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Diese Schwankungsbreite soll im Folgenden naher betrachtet werden. Die Probleme
der Durchflu3zytometrie im Allgemeinen und im Speziellen sollen diskutiert werden.
Auf mdgliche Fehlerquellen soll hingewiesen werden, die aus den Messungen
erhobenen Befund und die daraus gezogenen Interpretationen sollen kritisch betrachtet
werden:

Die betrachtlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Studien kbnnen einerseits
durch die zum Teil sehr kleinen Kollektive bedingt sein, andererseits spielt jedoch auch
das der Durchflu3zytometrie zur Verfugung stehende Gewebe eine entscheidende
Rolle: Es wird prinzipiell zwischen ,frischem® und in Paraffin eingebettetem Gewebe
unterschieden. Bei formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Tumoren findet man
durchweg breitbasigere Gy/G,-Peaks, als bei frischen Tumoren (70). Es besteht
dadurch die Moglichkeit, dass zwei dicht beieinanderliegende G,/G;-Peaks miteinander
sverschmelzen® und nicht als getrennte Peaks — und damit auch nicht als aneuploide
Zelllinien — unterschieden werden kénnen (45). Durch die fur die Archivierung
notwendige Fixierung und der spéateren Praparation zur Herstellung einer Zellkern-
suspension kdnnen im Tumorgewebes erhebliche Veranderungen erzeugt werden. Es
ist anzunehmen, dass durch die z.T. sehr aggressiven Praparationsschritte
Zelltrimmer und Kernfragmente entstehen.

Ein Extremfall zeigt die Abbildung 37, die zwei unterschiedliche Histogramme einer
Gewebeprobe zeigt. Bei der grau unterlegten Kurve handelt es sich um ,Frisch-
gewebe", bei der anderen Kurve handelt es sich um Formalin fixiertes, in Paraffin
eingebettetes Gewebe des gleichen Tumors.

Abbildung 37 Histogramme eines Tumors ( mit / ohne Formalinfixierung etc.)
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(aus: Keren-D.F., Hanson-C.A. (American Society of Clinical Pathologists 1994): Flow
Cytometry and Clinical Diagnosis. S. 434)

Wie bereits erwahnt (vgl.3.6), kénnen die Fixierung und die Aufarbeitung der Gewebe-
proben die Breite der Gy/G;-Peaks und damit das Auflosungsvermdgen eines Dot-Plots
bzw. Histogramms beeinflussen (2, 55).

Es soll daher an dieser Stelle kurz ndher auf die zu beachtenden Besonderheiten bei
der Praparation eingegangen werden:

Bei der duchfluzzytometrischen DNA-Analyse von formalinfixiertem und in Paraffin
eingebettetem Gewebe muss darauf geachtet werden, dass die Praparation der
Kernsuspension auf3erst sorgfaltig durchgefihrt wird, da ansonsten falsche Ergebnisse
erzielt werden konnen (119, 126). Die in der Literatur beschriebenen Methoden wurden
z.T. in etwas abgeanderter Form angewendet. Auf einige methodische Besonderheiten
soll im folgenden kurz eingegangen werden:

Bei der Entparaffinisierung des Gewebes hat es sich bewahrt die von Hedley
angegebene Inkubationszeit in Xylol von zweimal 10 Minuten auf zweimal eine Stunde
zu verlangern.

Damit der Fluoreszenzfarbstoff (Propidiumjodid) vom Gewebe gut aufgenommen
werden kann, muss es ausreichend hydratisiert werden (vgl 3.3).

Bei dem enzymatischen Andauungsprozel3 war es wichtig, die geeignete Einwirkzeit
der Protease zu ermitteln. Eine zu lange Exposition kann mit einer Zerstérung der
proliferierenden Zellkerne einhergehen und eine Messung damit unméglich machen.
Als optimalen Zeitraum der Andauung erwies sich eine Inkubation zwischen ein und
zwei Stunden. Bei optimaler Inkubationszeit zeigt sich eine wolkige Flockung der
Gewebesuspension.

Um eine Aggregation einzelner Zellkerne zu verhindern wurde ein Detergens (Triton X-
100) verwendet. Ansonsten kann es zu systematischen Fehlern kommen, wie z. B. ein
breitbasiger G,/ G;-Peak mit konsekutiv hohem CV-Wert (vgl. 3.6) oder der falsch
positive Befund einer Aneuploidie, insbesondere einer Tetraploidie.

Um die Kopplung des Farbstoffes an die ebenfalls im Zellkern in den Nucleoli
enthaltenen RNA zu verhindern, wurde RNAse verwendet. Bei fehlender oder
unzureichender Zerstérung der RNA durch o.g. Verfahren, wirde sie sich ebenfalls
anfarben und somit auch gemessen werden. Auch hier wirde sich ein breitbasiger
Go/G;-Peak ergeben. Vor der Ploidie-Messung mit dem DurchfluRzytometer (FCM) ist
die Zellkernkonzentration der Suspension zu berechnen und ggf. zu korrigieren. Die

geeignete Konzentration liegt bei 1 — 2 Millionen Zellkernen / ml Suspension. Durch
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eine zu niedrige oder zu hohe Konzentration kann wiederum ein breitbasiger Go/G;-

Peak erzeugt werden.

Ein Mal3 fur die Breite des Go/ G,-Peaks, und somit ein Maf3 fur das Auflosungs-
vermogen und die Genauigkeit der Messungen stellt der Variationskoeffizient, der CV-
Wert dar (vgl. 3.6). Haufig wird dieser Wert von Autoren nicht angegeben oder sehr
grof3 gewahlt, sodass auch ungenaue und damit schwer interpretierbare Mel3kurven in
den Untersuchungen enthalten sind. Es hat sich etabliert, Mel3kurven mit einem CV-
Werte > 7,0 von der Interpretation auszuschlieen (5, 71). Auch bei der
Berlicksichtigung o.g. Kriterien kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein Teil der
als diploid geltenden G,/G;-Peaks eigentlich aus zwei eng benachbarten Peaks
besteht, und somit als falsch diploid interpretiert wurde. Es l&sst sich ebenfalls nicht
verhindern, dass Kurven mit erh6htem CV-Wert von der Interpretation ausgeschlossen
wurden, bei denen es sich um aneuploide Tumoren handelt, deren Eigenheit jedoch
darin besteht, nicht nur eine aneuploide Zelllinie, sondern mehrere aneuploide
Zelllinien mit nur geringfugig verandertem DNA-Gehalt zu enthalten. Auch hier ist es
dann nicht mdglich eng beieinanderliegende Peaks zu unterscheiden.

Ganz entscheidend wird die Qualitat der Messungen durch die Qualitat des
Tumorgewebes beeinflusst:

Wie bereits oben erwahnt, kénnen Zelltrimmer oder Kernfragmente die Interpretation
der Histogramme erschweren, eventuell sogar unmoglich machen.

Dieser ,debris” ist jedoch nicht nur praparationsbedingt. Es kénnen auch primar im
Tumorgewebe Zelltrimmer etc. enthalten sein, die die Messungen stéren kénnen.
Haufig findet man dies bei Tumoren mit nekrotischen Arealen. Es sollte daher
vermieden werden, dass die Kernsuspension aus Tumorgewebe mit einem hohen
Anteil an nekrotisch zerfallenem Gewebe hergestellt wird. In der vorliegenden Arbeit
wurde versucht, durch Ausschneiden des Gewebes unter mikroskopischer Kontrolle,
Bezirke mit Nekrosen vom restlichen Tumorgewebe abzugrenzen. Dies war in der
Mehrzahl der Félle sehr gut durchzufiihren, in einem geringen Anteil konnte jedoch
auch durch dieses ,Ausschélen” keine Besserung der Auflosung des Histogramms
erreicht werden, sodass diese Gewebeproben von einer Interpretation ausgeschlossen
werden mussten. Es ist auch hier davon auszugehen, dass sich darunter eine nicht

unerhebliche Anzahl an aneuploiden Tumoren befand, die durch ihr aggressives
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Wachstum und dem damit einhergehenden nekrotischen Zerfall der Interpretation

~entgingen”.

Eine weitere Ursache fir das unterschiedlich haufige Auftreten einer Aneuploidie liegt
maoglicherweise in der Definition des Begriffes der Aneuploidie:

In der Literatur sind Gber 30 (!) unterschiedliche Definitionen der Aneuploidie bei
soliden Tumoren beschrieben. In der ,Convention on nomenclature of DNA —

Cytometry” (1984) wurde folgendes festgelegt (57):

“ The diagnosis of “DNA aneuploidie” should be reported only when at least two

separate GO/G1 peaks are demonstrated. “

Dies wurde von der “Society of Analytical Cytology Subcommittee” (1990) bestatigt
(151):

“ The presence of more than one definable peak is the only acceptable criteria for
presence of DNA-aneuploid cell/nuclear suspension.”

In dieser Arbeit wurde ein Tumor dann als aneuploid gewertet, wenn zusatzlich zum
diploiden Peak mindestens ein weiterer deutlich abgrenzbarer Peak nachweisbar war —

gemal der ,Convention on nomenclature of DNA — Cytometry”.

Die intratumorale Heterogenitéat spielt eine weitere wichtige Rolle bei der Entscheidung,
wann ein Tumor als aneuploid oder diploid bezeichnet werden kann. Untersuchungen,
bei denen mehrere Gewebeproben eines Tumors analysiert wurden, zeigten in beinahe
der Halfte aller Tumoren eine intratumorale DNA-Heterogenitat (141). Die Ergebnisse
dieser Arbeit bestéatigen diese Tatsache. Im hier untersuchten Patientenkollektiv zeigte
sich in mind. 52 % der Félle eine intratumorale Heterogenitat. Daher wird zu Recht
gefordert, mehrere Gewebeproben eines Tumors zu untersuchen, um eine eindeutige
Aussage Uber den DNA-Gehalt des Tumors machen zu kénnen (68). Eine
Interpretation des Ploidiegehaltes sollte bei Analyse nur einer einzigen Gewebeprobe

sehr zurtickhaltend durchgefuhrt werden (160).
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Insgesamt muss in Anbetracht der 0.g. Besonderheiten davon ausgegangen werden,
dass der eigentliche Anteil der aneuploiden Tumoren héher liegt, als der tatsachlich
gemessene. In der Tatsache, dass eine gewisse Rate an falsch diploiden Tumoren
bestimmt wurde, liegt ein méglicher weiterer Grund, weshalb es oftmals schwierig ist,
einen statistisch signifikanten Einfluss der Ploidie auf die Gesamtiuberlebenszeit bzw.

auf das rezidivfreie Intervall nachweisen zu kénnen.
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5.2 HER2-Status

Onkogene spielen bei der Entstehung und Progression von malignen Tumoren eine
entscheidende Rolle. Durch Untersuchung dieser Gene ist es méglich, zusatzliche
Informationen tber die Tumorbiologie zu erhalten. Hieraus kénnten sich prognostische
Aussagen uber den weiteren Verlauf der Erkrankung ergeben.

Unter der grof3en Anzahl der Onkogene erlangt das HER2/neu-Gen zunehmend an
Bedeutung. Beim Mammakarzinom hat sich der Nachweis einer HER2-Uberexpression
bereits als pradiktiver Faktor etabliert (133). Darliber hinaus besteht eine neue
Therapiemdglichkeit, die direkt die Beeinflussung des HER2-Rezeptors als Ziel hat
(147): Durch eine Aktivierung des Rezeptors werden eine Vielzahl an Reaktionen
katalysiert, die insgesamt zu einem aggressiven Verhalten des Tumors und damit zu
einer ausgesprochen schlechten Prognose fiur die Patientin fuhren. Mit dem
humanisierten Antikérper Trastazumab (Herceptin®), der spezifisch an die HER2-
positiven Tumorzellen bindet, kann das Wachstum dieser Tumorzellen gehemmt
werden.

Beim Ovarialkarzinom findet man eine Uberexpression des HER2-Rezeptors in 0 bis
25 % der Félle.

Tabelle 6 HER2-Uberexpressionsraten verschiedener Untersuchungen beim Ovarialkarzinom

'(AI_Lilttgrre’uJua:r\}rerzeichnis) Gesamtzahl HER?2 positiv
Slamon (1989)  (134) 120 25 %
Berchuck (1990)  (11) 73 3%
Leary (1992) (89) 11 %
Meden (1994)  (95) 275 19 %
Sasano (1990) (120) 16 0%
vorliegende Arbeit 42 52 %
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Bei den in der Tabelle aufgefiihrten Untersuchungen ist die Verteilung der HER2-
Uberexpression auf die TNM-Stadien z.T. unbekannt. In dieser Arbeit wurden nur
fortgeschrittene Stadien (FIGO-Stadien Il und IV) untersucht. Darin kdnnte eine
maogliche Erklarung fur den tGberdurchschnittlichen Nachweis einer HER2-
Uberexpression im untersuchten Kollektiv liegen.

AulRerdem ist zu beriicksichtigen, dass unterschiedliche Verfahren zum Nachweis des
HER2-Rezeptors zur Verfugung stehen: Es besteht die Moglichkeit des immunhisto-
chemischen Nachweises mittels Antikdrper oder FISH (Fluoreszenz-insitu-
Hybridisierung). Zur Abschéatzung der Signifikanz oder Spezifitat dieser beiden

Nachweismethoden liegen bislang keine Daten vor.

In der Literatur findet man unterschiedliche Ergebnisse im Hinblick auf die
prognostische Aussagekraft einer HER2-Uberexpression:

Neuere Untersuchungen kdnnen keinen statistisch signifikanten Unterschied einer
HER2-Uberexpression bei serésen Borderline-Tumoren im Vergleich zu serésen
Tumoren im fortgeschritteneren Stadium nachweisen (45).

Andere Untersuchungen fanden heraus, dass Patientinnen, bei denen eine HER2-
Uberexpression bestand, statistisch signifikant schlechter auf die durchgefiihrte

Chemotherapie ansprachen als HER2-negative Patientinnen (53).

Widerspriichliche Ergebnisse findet man in der Literatur beztglich des HER2-Status
und dessen Einfluss auf die Uberlebenszeit: Manche Untersucher konnten eine
statistisch signifikant verkirzte Uberlebenszeit nachweisen, z.T. war dies jedoch nur
auf fortgeschrittenere Stadien begrenzt (142). Andere Studien konnten dieses Ergebnis
jedoch nicht bestatigen (121).

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich ein tendenziell verlangertes rezidivfreies Intervall

bei HER2-Negativitat, ein statistisch signifikantes Niveau wurde allerdings nicht

erreicht. Bezuglich der Gesamtiberlebenszeit Iaf3t sich noch kein Trend absehen.
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6 Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom ist das dritthaufigste Genitalneoplasma der Frau, prognostisch
stellt es jedoch das ungunstigste dar. Da es wegen seiner initial iberwiegenden
Symptomlosigkeit oder —armut meist erst im fortgeschrittenen Stadium erkannt wird,
besteht in der Mehrzahl der Félle nach einer radikalen operativen Tumorentfernung
bzw. —reduktion nur die Option einer adjuvanten oder palliativen Chemotherapie, die
nicht selten mit erheblichen Nebenwirkungen und mit deutlicher Beeintrachtigung der
Lebensqualitat der betroffenen Patientin erkauft werden mussen.
Die Wahl der postoperativen Chemotherapie ist dabei auf3erst problematisch. Dies liegt
u.a. an der ungewohnlichen Heterogenitat des Ovarialkarzinoms hinsichtlich der
Ausbreitung sowie an der Vielfaltigkeit der tumorésen Zellpopulationen hinsichtlich
ihrer malignen Potenz.
Die heutigen Kriterien fur die Therapiewahl sind die individuellen intra- und
postoperativ ermittelten, objektiven Prognose- und Risikomerkmale:

Karzinomtyp, Grading

Histologisch gesicherte Ausbreitung, postoperativer Status (pTNM-Stadium)

Tumorrestgrolie

Patientinnenalter
Trotz dieser detaillierten Unterteilung profitieren viele Patientinnen nicht von der unter
Beriicksichtigung o.g. Prognosefaktoren ausgewahlten Therapie. Es ist daher
notwendig weitere Parameter zu finden, die die Tumorheterogenitét des Ovarial-
karzinoms beschreiben.
In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der Einfluss der Ploidie und des HER2-
Status bei Ovarialkarzinomen auf den Krankheitsverlauf untersucht. Als Zielgrofze
wurde das rezidivireie Intervall (die Zeit, bis sich klinisch der Hinweis auf ein erneutes

Auftreten der Erkrankung ergab) und die absolute Uberlebenszeit gewahlt.
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Zusammenfassung

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigten folgende Ergebnisse:

1. Bedeutung der Ploidie:

Die DNA-Aneuploidie steht in einer bestimmten Beziehung mit vielen fir das
Ovarialkarzinom bekannten negativen Prognosefaktoren und spiegelt somit das
aggressive Potential des Tumors wider. So konnte bei schlecht differenzierten
Tumoren (Grading lll), bei &lteren Patientinnen, bei Nachweis von Aszites oder
befallenen Lymphknoten ein héherer Anteil an aneuploiden Tumoren nachgewiesen
werden.

Tendenziell zeigt sich bei aneuploiden Tumoren ein verlangertes medianes
rezidivfreies Intervall. Die mediane Gesamtiuberlebenszeit ist ebenfalls verlangert.
Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant, weder bezogen auf die absolute
Uberlebenszeit noch auf die rezidivfreien Zeit.

Die Ploidie konnte somit in diesem untersuchten Patientenkollektiv als unabhangiger
Prognosefaktor nicht bestatigt werden.

Eine mogliche Ursache dieses scheinbar widerspriichlichen Ergebnisses kdnnte in der
technisch schwierigen Aufarbeitung von archiviertem, Formalin fixiertem Gewebe
liegen: Es ist davon auszugehen, dass anteilmafiig mehr aneuploide Tumoren,
aufgrund der bei diesen Tumoren gehauft auftretenden Nekrose, keine auswertbaren
Ergebnisse erbrachten als diploide Tumoren, und somit in der endgultigen Auswertung
nicht bertcksichtigt werden konnten (s. auch Diskussion).

Die intratumorale DNA-Heterogenitét - die bei mehr als der Halfte aller Ovarial-
karzinome zu bestehen scheint - erschwert einerseits die Interpretation inwiefern ein
Zusammenhang zwischen Ploidie und klinischem Verlauf besteht. Andererseits findet
sich in dem Nachweis einer intratumoralen DNA-Heterogenitat der Hinweis, dass ein
Tumor wahrend seines Wachstums Mechanismen entwickelt, die zu einer fort-
schreitenden Entartung ftihren kénnen.
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Zusammenfassung

2. Bedeutung der HER2/neu-Rezeptor-Expression:

Der HER2/neu-Rezeptorstatus korreliert im untersuchten Kollektiv mit dem
Lymphknotenstatus. Bei der deutlichen Mehrzahl der nodal positiven Patientinnen
konnte eine HER2/neu-Uberexpression nachgewiesen werden. Kein Zusammenhang
fand sich zwischen den bereits etablierten Prognosefaktoren, wie z. B. FIGO-Stadium,
Grading, Alter, grof3ter zurlickbelassener Tumorrest und Aszites und dem HER2-
Status.

Ein positiver HER2-Status war signifikant haufiger mit dem Nachweis einer Aneuploidie
vergesellschaftet.

Das Fehlen einer HER2-Uberexpression war mit einer giinstigeren Prognose
verbunden: Das rezidivireie Intervall war tendenziell verlangert, eine Auswirkung auf
die Gesamtiuberlebenszeit liel3 sich im untersuchten Kollektiv - bei gegebener Fallzahl -
jedoch nicht nachweisen.

Die Bestimmung der HER2-Uberexpression scheint somit eine sinnvolle Erganzung zu
den bereits etablierten Prognosefaktoren darzustellen. Aufgrund der HER2/neu-
Bestimmung konnten zukinftig Patientinnen aufgrund der erhobenen tumor-
biologischen Parameter einer individualisierteren Therapie zugefihrt werden. Durch
diese Optimierung des Behandlungskonzeptes kdnnte eventuell eine Reduktion der
z.T. erheblichen therapiebedingten Nebenwirkungen erzielt werden.

Beim metastasierten Mammakarzinom hat sich bereits die Therapie mit dem
humanisierten monoklonalen Antikérper Trastazumab bei HER2/neu positiven
Tumoren etabliert (123). Fur das HER2/neu positive Ovarialkarzinom konnte dies eine
Therapieoption fiir die Zukunft darstellen.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die in dieser Arbeit gefundenen

Ergebnisse zu untermauern.
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