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2 Einleitung

2.1 Epidemiologie des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom entsteht durch verschiedene maligne Veranderungen.
Ovarialkarzinome unterteilt man histologisch in epitheliale Tumoren (65-70 %),
Keimzelltumoren (15-20 %), Keimstrang-Stroma-Tumoren (5-10 %) und Metastasen
des Ovars (5 %) [28]. Die Inzidenz liegt fur Nordeuropa bei 12 pro 100.000 und fir
Sudeuropa bei 17 pro 100.000 Frauen [b]. Datenerhebungen haben ergeben, dass
weltweit ca. 200.000 Frauen pro Jahr an einem bdsartigen Ovarialtumor erkranken
und ca. 125.000 versterben [64]. Nach Datenerhebungen der SEER (Surveillance,
Epidemiology and End Results) sind 2013 in den USA ca. 22.240 Neuerkrankungen
des Ovarialkarzinoms aufgetreten. Dies entspricht einem Anteil von 1,3 % aller neu
aufgetretenen Tumorerkrankungen in den USA. Weiter geht die SEER fir 2013 von
14.030 an einem Ovarialkarzinom verstorbenen Frauen aus. Dies bedeutet: 2,4 %
aller an einem Tumor verstorbenen Frauen litten an einem Ovarialkarzinom [f]. Im
Jahr 2008 waren in Deutschland 3,5 % aller Krebsneuerkrankungen der Frauen ein
Ovarialkarzinom [a]. Deutschlandweit ist nach dem Brustkrebs, dem Lungenkrebs,
dem Kolorektalkarzinom und dem Bauchspeicheldrisenkrebs, das Ovarialkarzinom
die funfthaufigste Krebstodesursache [a]. Das Ovarialkarzinom ist der zweithdufigste
bosartige Genitaltumor nach dem Endometriumkarzinom. Die Inzidenz des
Ovarialkarzinoms scheint jedoch in Deutschland in den vergangenen Jahren
ricklaufig zu sein. Wahrend im Jahre 2006 noch 9.670 Frauen an einem
Ovarialkarzinom erkrankt waren, waren es 2008 7.790 Frauen und nach dem
Zentrum fur Krebsregisterdaten waren es nur noch 7.200 Frauen im Jahre 2012 [24].
Dies bedeutet fur 2012 einen Anteil von 5,6 % aller weiblichen Krebssterbefélle und
einen Anteil von 3,5 % aller malignen Neubildungen in Deutschland. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 69 Jahren und die relative 5-Jahres-Uberlebensrate eines
Ovarialkarzinomes liegt bei unter 40 %, was verglichen zu anderen malignen
Krebserkrankungen niedrig ist. Die 5-Jahres-Uberlebensrate ist u.a. deshalb
schlechter, da die Diagnosen des Ovarialkarzinoms zu 70 % in einem fortgeschritten
Stadium (FIGO 11B-1V) gestellt werden [12]. 60 % der Diagnosen werden erst im

Stadium T3 gestellt, dagegen stehen nur 29 %, die im Stadium T1 diagnostiziert



werden [d]. Die Tatsache, dass die Diagnosen in der Mehrzahl der Félle erst im
Stadium T3 und T4 gestellt werden und die schlechten Uberlebensraten des
Ovarialkarzinoms gegentber anderen malignen Tumorerkrankungen machen die

Suche nach prognostischen Markern sinnvoll und wichtig.

2.2 Risikofaktoren

Mit zunehmendem Alter steigt das Risiko an einem Ovarialkarzinom zu erkranken. Zu
den bekanntesten Risikofaktoren gehoéren Adipositas (Ubergewicht), Nulliparitat
(Geburtslosigkeit), Infertilitat (Unfruchtbarkeit), eine frihe Menarche (erste
Regelblutung) und eine spate Menopause (letzte spontane Menstruation einer Frau),
ein aktiver ovulatorischer Zyklus und somit auch Erkrankungen, wie polyzystische
Ovarien (PCOS) [24]. Obwohl Ostrogen-Gestagen-Kombinationspraparate das Risiko
senken [16, 54], tragen Frauen, die eine Hormonersatztherapie durchfihren, ein
leicht erhdhtes Risiko [55].

Genetische Veranderungen spielen bei ca. 10 % der Ovarialkarzinome eine Rolle.
Hier haben Frauen mit Verwandten ersten Grades mit einem Brust- oder
Eierstockkrebs oder Frauen, die schon an einem Brust, Darm- oder
Gebarmutterhalskrebs erkrankt sind oder waren ein erhdhtes Risiko, an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken. Eine deutliche Steigerung wird auch bei Patientinnen
mit Mutationen in den Genen BRCAL, BRCA2 und RAD51C (BRCA3) oder bei den
Tragern von Mutationen in den Mismatch-Repair-Genen MLH1 und MSH2
beobachtet. Mit einer BRCA1-Mutation hat eine Frau bis zu ihrem 80. Lebensjahr ein
Erkrankungsrisiko von 60 bis 65 %. Fur BRCA2-Mutationtrdgerinnen liegt das
Erkrankungsrisiko bis zum 80. Lebensjahr bei 30 bis 37 %, wobei es fir die
Normalbevélkerung bei 1 % liegt [26].

2.3 Symptome

Wahrend der friilhen Stadien sind die Patientinnen oft symptomlos. 70 % aller Frauen
mit einem Ovarialkarzinom werden erst in den Stadien FIGO IIB und IV diagnostiziert
[12]. Dies liegt einerseits an der langen Zeit der Symptomlosigkeit und andererseits
an den unspezifischen Symptomen mit denen sich das Ovarialkarzinom haufig

prasentiert: Stuhlverdnderungen, Miktionsbeschwerden, Harndrang, Meteorismus
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(hohe Ansammlung von Darmgas), Vollegefuihl, Aszites (Wassereinlagerungen in der
Bauchhohle), Zyklusstorungen, Dysmenorrhoe (Schmerzzustande wahrend der
Menstruation), postmenopausale Blutungen, Gewichtsverlust und
Leistungsminderung, Kachexie (pathologischer Gewichtsverlust) und Facies ovarica
(eingefallenes Gesicht). Das spate Auftreten der Symptome gepaart mit ihrer
haufigen Unspezifitdt, macht die Friherkennung des Ovarialkarzinoms so schwierig.
Bis heute wurde noch keine Methode fur ein Screening-Verfahren bzw. fur die
Friherkennung des Ovarialkarzinoms gefunden, welches zufriedenstellende
Ergebnisse geliefert hatte [12]. Umso wichtiger ist es somit, nach spater
Diagnosefindung eine anschliel3end gut auf die Patientinnen abgestimmte Therapie
anbieten zu konnen, um die Mortalitit senken und das Uberleben verlangern zu

kdnnen.

2.4 Diagnostik

Bei der Abklarung eines maoglichen Ovarialkarzinoms werden folgende bildgebende
Verfahren hauptsachlich eingesetzt: Transvaginalsonographie (TVS), CT und MRT.
Allerdings kann kein bildgebendes Verfahren das operative Staging ersetzen [67].
Als Verlaufsmarker dienen CA 125, CA 19-9 und CA72-4 [12], [71].

2.5 Stadieneinteilung

Beim Ovarialkarzinom gibt es die TNM-Klassifikation (Classification of malignant
tumours) und die FIGO-Klassifikation (Federation Internationale de Gynecologie et
d’Obstetrique). Die einzelnen Stadien lassen sich weiter in drei Untergruppen

aufteilen.
e T1 (FIGO I): Tumor hat nur die Ovarien befallen

e« T2 (FIGO II): Tumor breitet sich im Becken aus

e« T3 (FIGO IlI): Tumor breitet sich aul3erhalb des Beckens aus und/oder er hat

Lymphknotenmetastasen

e M1 (FIGO IV): Fernmetastasen



Wie im Folgenden beschrieben, richten sich sowohl die Wahl der Therapie als auch
die Uberlebensrate der Patientinnen stark nach dem Stadium, in dem das

Ovarialkarzinom diagnostiziert wird.

2.6 Therapie

Die Therapie besteht in den meisten Fallen aus der Kombination einer priméren
Operation mit einer adjuvanten Chemotherapie und richtet sich nach dem Stadium
der Erkrankung. Die komplette Tumorreduktion ist der wichtigste prognostische
Marker beim Ovarialkarzinom. Daher ist die maximale Tumorreduktion mittels einer
Operation vorrangig [23]. Die Chemotherapie besteht in der Regel aus einer platin-
und taxanbeinhaltenden Behandlung. Am haufigsten wird Paclitaxel und
Cis/Carboplatin verwendet. Hinzu kommen weitere Medikamente wie z.B. die
neueren molekularbiologischen Anséatze, z.B. VEGF-Inhibitoren (Bevazizumab,
Pazopanib) oder PARP-Inhibitoren bei Patientinnen mit einer Keimbahnmutation im
BRCA-Gen [27, 28, 50].

2.7 Prognose

Die Prognose der einzelnen Patientinnen hangt vom Tumorstadium, Alter,
Allgemeinzustand und vor allem vom Tumorrest nach der Operation ab. In den
frihen Stadien FIGO | und Il haben die Patientinnen eine gute 5-Jahres-
Uberlebensrate, fir FIGO | von 80 % und fur FIGO Il von 60 %. Fur FIGO lll liegt die
5-Jahres-Uberlebensrate bei nur 23 %, fur FIGO IV bei 14 %. Insgesamt liegt die 5-
Jahres-Uberlebensrate unter 40 % [d]. Die niedrige 5-Jahres-Uberlebensrate macht
abermals deutlich, wie essentiell es fir die Patientinnen ist, eine lebensverlangernde

und personalisierte Therapie zu bekommen.



2.8 Biomarker als neue Hilfsmittel zur
Prognoseabschatzung und Mdglichkeit der
personalisierten Therapie

Allgemein werden Biomarker definiert als Merkmale, welche objektiv messbar und
bewertbar sind. Des Weiteren sollen Biomarker auf einen pathologischen oder
biologischen Vorgang hindeuten und Hinweise auf das Ansprechen einer Therapie
und fur das Uberleben geben [7, 8].

Weltweit forschen Naturwissenschaftler nach relevanten Biomarkern bei
Tumorerkrankungen; bis heute leider nur mit wenigen Erfolgen beim
Ovarialkarzinom. Die Suche der heutigen Medizin nach personalisierten und
risikoarmen Therapien hat in vielen Bereichen schon zu einem verbesserten
Verstandnis und zu hoheren Uberlebensraten gefiihrt. Schon lange etablierte
diagnostische Biomarker sind z.B. der Rheumafaktorenachweis und der Nachweis
von Antikorpern gegen citrullinierte Proteine, den sog. ACPAs bei der rheumatoiden
Arthritis. Diese ermdéglichen eine schnelle Diagnose und eine bessere Beurteilung
der Schwere der Erkrankung und helfen somit dem Arzt bei Therapieentscheidung
[49, 78]. Neuere Biomarker werden mit Verfahren der Genomsequenzierung,
Proteomics und DNA/RNA-Mikroarrays erforscht [32].

2.9 Stand von Biomarkern beim Ovarialkarzinom

Beim Ovarialkarzinom gibt es bis heute noch keine verlasslichen Biomarker. Es gibt
allerdings Tumormarker, die wahrend der Erkrankung herangezogen werden. Hier
spielt das Glykoprotein CA-125 (cancer antigen 125 / MUCL16) die wichtigste Rolle.
Da allerdings 20 % aller Ovarialkarzinome wenig oder gar keine Expression von CA-
125 zeigen, eignet sich CA-125 nicht immer als Verlaufsparameter [3]. Weiter werden
Ansatze fur Biomarker des Ovarialkarzinoms in Kombination mit CA-125 gesucht [3].
Hier seien exemplarisch finf der ,neuen“ Biomarkerkandidaten genannt. HE4
(human epididymis protein 4), Mesothelin, Folat-Rezeptor alpha, Osteopontin und
Kallikreine [3, 71]. Hinzu kommen z.B. interessante mogliche Marker wie Tp53 und
HER2/neu [19].
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Dies alles darf jedoch nicht dartiber hinweg tauschen, dass es beim Ovarialkarzinom
bisher keine effektive Friherkennung gibt. Die Prognose fir die Patientinnen bleibt

schlecht, insbesondere, wenn nach der Operation ein Tumorrest verbleibt.

2.10 HOMER2

Die in dieser Arbeit spater gezeigten Daten lassen den Schluss zu, dass das Gen
bzw. das Protein HOMER?2 als prognostischer und u. U. als pradiktiver Biomarker
beim Ovarialkarzinom verwendet werden konnte. Damit ist es denkbar, dass
HOMERZ2 zuklnftig eine Rolle bei der Personalisierung der Therapie einnimmt. Das
Gen HOMER2 [Homer homolog 2 (Drosophila)] liegt auf dem langen Arm von
Chromosom 15 (15g24.3) und kodiert ein Mitglied aus der HOMER-Familie
dendritischer Proteine. HOMER?2 ist auch bekannt unter den Namen CPD; ACPD;
VESL-2 [c].

Voraussetzung dieser Hypothese waren in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Meindl
zuvor erhobene, microarray-basierte  mRNA-Expressionsdaten von 103
Ovarialkarzinomen. Ziel dieser Analyse war die ldentifizierung neuer molekularer
Biomarker fur das fortgeschrittene  sporadische Ovarialkarzinom. Die
Zusammenstellung des untersuchten Kollektivs erfolgte unter Berucksichtigung
folgender klinischer Merkmale: postoperativer Tumorrest (O oder > 0 cm und < 1 cm),
fortgeschrittenes FIGO-Stadium (Il oder IV), hohe histopathologische Graduierung
(Grading von 2 oder 3) und eine platin-basierte adjuvante Chemotherapie [87]. Die
Auswertung dieser Daten erbrachte sowohl in uni- als auch in multivariablen
Analysen einen signifikanten Zusammenhang zwischen der mRNA-Expression von
HOMER?2 und dem Gesamt- bzw. rezidivfreien Uberleben der Patientinnen.

In der Literatur wird zum jetzigen Zeitpunkt HOMER2 hauptsachlich in
Zusammenhang mit neuronalen Erkrankungen beschrieben. Hier ein kurzer
Uberblick:

In der Arbeit von Gould et al., konnte gezeigt werden, dass durch Kokainkonsum
eine Storung des Gleichgewichtes zwischen der relativen Expression und der
konstitutiven Expression von HOMER2 und HOMER1 im préafrontalen Cortex
stattfand und dies einen molekularer Trigger fir einen Drogenkonsumrickfall

darstellen kdnnte [31].
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In der Arbeit von Cozzoli et al., erschienen 2009, wird HOMERZ2 im Zusammenhang
mit Alkoholismus gesehen [17] und nach Gilks et al. wurde eine mdgliche Beziehung
zwischen HOMER2 und der Atiologie von Schizophrenie aufgezeigt [30].

Weiter wird HOMERZ2 nach Parisiadou et al. in einem Kontext mit der Reduzierung
von dem Amyloid-Precursor-Proteinen (APP) gesehen, welche mit der Entstehung
der Erkrankung Alzheimer in Verbindung gebracht werden [62].

In der Muskulatur und in der Neuromuskulatur spielt die HOMER-Protein-Familie eine
Rolle in der Differenzierung, Entwicklung und Adaptation [67].

Interessanterweise weist eine Arbeit von Ajima et al. aus dem Jahr 2007 aber auch
auf einen Zusammenhang zwischen HOMER2 und der Tumorsuppression hin. In
dieser Arbeit wurde HOMER?2 als Bindepartner eines putativen Tumorsuppressors
(MYO18B) identifiziert. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Expression von HOMER?2
die wachstumsinhibierenden Fahigkeiten von MYO18B in Lungenkarzinomzelllinien
erhohte. Die Autoren schlossen daraus, das HOMER2 und MYO18B in der

Tumorsuppression kooperieren [1].
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3 Ziele der Arbeit

Im Rahmen der hier vorgelegten medizinischen Doktorarbeit sollten bereits

vorliegende microarray-basierte mMRNA-Expressionsdaten (n = 103) bzgl. des Gens

HOMER?2 und dessen potentielle prognostische Relevanz validiert werden. Hierzu

sollten:

1) die Ergebnisse des mRNA-microarrays mittels einer unabhé&ngigen mRNA-

2)

3)

Analysetechnik, der quantitativen PCR (qPCR) Uberprift werden.

die mRNA-Ergebnisse in einem grof3eren, unabhangigen Kollektiv validiert
werden. Hierzu sollten online-verfliigbare, microarray-basierte mMRNA-
Expressionsdaten bzgl. HOMER2 (Uber die Plattform ,KM-Plotter*

(www.kmplot.com) ausgewertet werden.

die HOMER2-Expression auf Proteinebene untersucht werden. Dazu sollte
zuerst ein tissue-microarray (TMA) hergestellt und ein fir HOMER2
spezifischer Antikorper identifiziert werden. Nach Identifizierung und
anschlieBenden immunhistochemischen Farbungen des TMAs sollte Uberpruft
werden, inwieweit auch die HOMER2-Proteinexpression mit dem Uberleben

der Patientinnen assoziiert ist.
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4 Material & Methoden

4.1 Klinisch-pathologische Merkmale der Tumorproben, die
fur die qPCR verwendet wurden.

In der nachfolgenden Tabelle 1 sind die klinisch-pathologischen Merkmale der
Tumorproben, die fur die qPCR verwendet wurden mit ihren prozentualen und

absoluten Haufigkeiten aufgelistet.

Tabelle 1: Klinisch-pathologische Merkmale der Tumorproben, die fir die g°PCR

verwendet wurden.

(n) (%)
Alter bei Diagnose 2 60 27 66 %
<60 14 34 %
Medianes Alter 64
Histologischer Typ serfs 29 71 %
muzin®s 2 5%
endometroid 5 12 %
klarzellig 1 2,5%
undifferenziert 3 7%
niedrig differenziert 1 2,5 %
Nodalstatus NO 12 29 %
N+ 19 47 %
NX 10 24 %
(HBIrz[c(I) lE) iitmg s%IGSrCar::IFiJng) 2 2 159 e
3 34 83 %
keine Angabe 1 2%
Postoperativer Tumorrest Ocm 23 56 %
>0und<lcm 18 44 %
FIGO Status [l 32 78 %
\Y, 9 22 %
Aszitesvolumen <500 ml 29 71 %
2 500 ml 12 29 %
Adjuvante Chemotherapie Platinum 18 44 %
Platinum-Taxan 23 56 %
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4.2 Klinisch-pathologische Merkmale der Tumorproben, die
fur die Herstellung des TMAs verwendet wurden.

In der nachfolgenden Tabelle 2 sind die klinisch-pathologischen Merkmale der
Tumorproben, die fur den TMA verwendet wurden mit ihren prozentualen und
absoluten Haufigkeiten aufgelistet.

Tabelle 2: Klinisch-pathologische Merkmale der Tumorproben, die fir die Herstellung
des TMAs verwendet wurden.

(n) (%)
Alter bei Diagnose 2 60 27 59 %
<60 19 41 %
Medianes Alter 64
Histologischer Typ serfs 34 74 %
muzinés 1 2%
endometroid 4 9%
klarzellig 1 2%
undifferenziert 2 4%
niedrig differenziert 1 2%
keine Angabe 3 7%
Nodalstatus NO 14 30 %
N+ 20 44 %
NX 11 24 %
keine Angabe 1 2%
Histopathologische
Gradlﬁ)ierungg(Grading) 2 £ T b
3 41 89 %
Postoperativer Tumorrest Ocm 23 50 %
>0und<lcm 22 48 %
keine Angabe 1 2%
FIGO Status [l 36 78 %
\Y, 10 22 %
Aszitesvolumen <500 ml 27 59 %
2 500 ml 18 39 %
keine Angabe 1 2%
Adjuvante Chemotherapie Platinum 14 30,4 %
Platinum-Taxan 31 67,4 %
keine Angabe 1 2,2%
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4.3 gPCR

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien der gPCR.

Reagenz Inhalt

Hot Start AmpliTag Gold DNA
konzentriert, Applied Biosystems): Polymerase

TagMan Gene Expression Mastermix (2x

e dNTPs

e Puffer Komponenten fur optimale
PCR Bedingungen

HOMER?2 spezifischer TagMan-Assay (20
x konzentriert, Assaynummer: genspezifische,

zwei nicht markierte,

Hs01561578 m1, Applied Biosystems): exonuberspannende Primer
(Konzentration: 18 uM pro Primer
entspricht einer Endkonzentration
von 900 nM pro Primer)

e 6-FAM markierte HOMER2-
spezifische Sonde (Konzentration
5 UM entspricht 250nM pro

Reaktion)
TagMan-Assays fir endogene e Jeweils genspezifische
Kontrollgene (ALAS1 und 18S) (20 x Primerpaare (Konzentration s.0.)
konzentriert, Assaynummern: und 6-FAM markierte
Hs00963534 _m1 (ALAS1), Hs99999901 s1 genspezifische Sonden
(18S), Applied Biosystems) (Konzentration s.0.)

Die in dieser Arbeit fur die gPCR verwendete cDNA wurde freundlicherweise von
Frau Juliane Volkmann bzw. der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Alfons Meindl zur
Verfigung gestellt. Zur Herstellung der cDNA war aus dem Tumorgewebe die RNA
isoliert und mit Hilfe des First-strand cDNA Synthesis Kit der Firma Amersham
Bioscience (Produkt-Code:27-9261-01) in cDNA umgeschrieben worden.

Vor der eigentlichen gPCR-Analyse mit dem TagMan-Gerat wurde die cDNA mit den
fur die gPCR noétigen Reagenzien in die jeweiligen Vertiefungen (wells) der
verwendeten Microtiterplatte pipettiert. Dies geschah nach einem vorweg
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ausgearbeiteten Pipettierplan, wobei jede cDNA Probe in zwei unabhéangigen
Reaktionen analysiert wurde, um eventuelle Pipettierungenauigkeiten identifizieren
zu konnen. Die fur die gPCR bendtigten Reagenzien sind in Tabelle 3 aufgefihrt.
Das Endvolumen jedes Reaktionsansatzes betrug 30 ul und setzte sich wie folgt
zusammen: 15 pul des zweifach konzentrierten Mastermixes, 1,5 ul des 20-fach
konzentrierten TagMan-Assays, 10,5 ul autoklaviertes, RNase freies Wasser und 3 pl
der cDNA der jeweiligen Probe. Die Konzentration der cDNA war zuvor so eingestellt
worden, dass pro Reaktionsansatz jeweils 500 ng eingesetzt wurden. Pipettiert
wurde nach folgendem Schema: zuerst wurde in jedes well die 3 pl cDNA pipettiert,
um nachfolgend in jedes well die 27 ul der Losung mit dem Mastermix, dem TagMan-
Assay und dem autoklavierten, RNase freien Wasser zu pipettieren. Die 3 pl cDNA
wurden vorweg in die wells pipettiert, um Uber eine Blickkontrolle sicher zu stellen,

dass jedes well 3 ul cDNA enthielt.

4.3.1 Prinzip der quantitativen PCR (QPCR)

Das Prinzip der gPCR in dieser Arbeit wurde verwendet, um Genexpressionsdaten
verschiedener Tumorproben von unterschiedlichen Patientinnen darstellen und
vergleichen zu konnen. Hierbei wurden Echtzeit-Fluoreszenz-Messungen zur
Quantifizierung benutzt. Fur diese Messungen wurde eine HOMER2-spezifische
Sonde, mit jeweils einem Reporter an ihrem 5 -Ende und einem Quencher an ihrem
3-Ende eingesetzt. Der Quencher unterdriickte die Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffes. Das Fluoreszenzsignal entstand, wenn die Polymerase in 5°- 3
Richtung auf der cDNA uUber den Abschnitt der HOMER2-spezifischen Sonde ,fuhr”
und so der an die Sonde gebundene Reporter infolge von Hydrolyse durch die
Polymerase rdumlich vom Quencher distanziert wurde. Somit kam es beim jeweiligen
Duplizieren des cDNA-Abschnittes zu einem Fluoreszenzsignal, welches gemessen
wurde. Mit der Zunahme der Amplifikate nahm die Fluoreszenz zu. Die
Quantifizierung der Menge der Transkripte der cDNA fir das HOMER2-Gen wurde in
der exponentiellen Phase eines PCR-Laufes durchgeftihrt [e]. Das Temperaturprofil

der durchgefiihrten PCR-L&ufe ist in nachfolgender Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4: Temperaturprofil eines TagMan-Laufs.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen

Aktivierung der 95 °C 10 min 1x
DNA-Polymerase

Denaturierung 95 °C 15s 40 X
Primer 60 °C 1 min 40 x
Anlagerung

(Annealing) &
Elongation

4.3.2 Prinzip des relativen Verhaltnisses der Proben zu einander

Fur die relative Vergleichbarkeit der cDNA-Proben unterschiedlicher Patientinnen,
wurde zuerst die Formel ACt = Ct HOMER2-Gen — Ct House Keeper verwendet,
wobei als House-Keepergene ALAS1 und 18S dienten. Mit der nachfolgend
genannten Formel wurden die Proben zueinander unter Bericksichtigung eines
Kalibrators ins Verhaltnis gesetzt: AACt = ACt (HOMER2-Gen - House Keeper) — ACt
des Kalibrators. Der so gewonnene AACt-Wert wurde in die Gleichung der n-fachen
Expression = 2 A -AACt eingesetzt und der daraus resultierende Wert mit einem

10log verrechnet [e].

4.4 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine Methode, mit deren Hilfe sich u.a. Proteine
mittels Antikdrpern in Geweben bzw. Zellkompartimenten nachweisen lassen. Hierbei
nutzt man die spezifische Affinitdt der Antikérper zu bestimmten Molekilabschnitten
(Epitope) der nachzuweisenden Antigene [58]. In der vorliegenden Arbeit sollte das
menschliche HOMER2-Protein mittels dieser Methode in 46 Ovarialkarzinom-

geweben nachgewiesen werden.
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4.4.1 Konstruktion eines Tissue Microarrays (TMA)

Tabelle 5: Verwendete Reagenzien zur Herstellung der TMAs.

Material Hersteller / Handler Bestellnummer/Bemerkungen

Paraffin Merck KGaA 4501270125

Zum Nachweis des HOMERZ2-Proteins wurden in einem ersten Schritt zwei TMAS
hergestellt. Die TMA-Technik wurde fur die gleichzeitige Analyse von bis zu tausend
histologischen Praparaten auf einem Schnitt von Konon et al. im Jahre 1998
entwickelt [42]. Ein TMA besteht aus ausgestanzten Gewebezylindern und einem
Paraffinblock. Mittels der in dieser Arbeit verwendeten in-situ-Methoden der
Immunhistochemie (IHC) liel3en sich so verschiedene Gewebeproben verschiedener
Patientinnen auf Proteinebene gleichzeitig untersuchen [11].

Vor der Herstellung des TMAs wurde ein genauer Belegungsplan (Raster) erarbeitet.
Hierbei wurde besonders auf eine asymmetrische Anordnung der Kontrollgewebe
geachtet, da diese die Orientierung auf dem TMA (oben/unten; rechts/links) bei der

spateren Auswertung wesentlich erleichterte (siehe unten Abb. 1)

" |
o |

|

Abbildung 1: Schematische Darstellung des in dieser Arbeit verwendeten Rasters.
Blaue Kasten: Stanzen aus Gewebe, welches gut vom zu untersuchendem Gewebe
zu unterscheiden war; in dieser Arbeit wurde hierfir lymphatisches Gewebe aus
Tonsillen verwendet; Weil3e Kasten: Gewebeproben.

Bevor nun die Herstellung des TMAs beginnen konnte, musste noch zu jedem
Gewebeblock jeder einzelnen Patientinnenprobe ein Grol3flachenschnitt hergestellt
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werden, auf dem die/der Pathologin/e die zu stanzenden Areale markierte, damit
gesichert war, dass tumordses Gewebe auf dem spateren TMA vorhanden war.

Danach wurde ein Empfangerblock mit den Maf3en 3,7 x 2,5 x 0,5 cm aus flissigem
Paraffin in einer Form gegossen. Zur Festigung musste der Paraffinblock 15 Minuten
abkihlen und war dann fur die weitere Verwendung verfugbar. Dieser
Empfangerblock wurde in die Halteeinrichtung des Stanzgerates der Firma Beecher
Instruments gespannt. Daraufhin wurden zwei spezielle Hohlnadeln, der sog.
Donator und der Rezeptor, montiert (siehe unten Abb.2 B). Der Donator stanzt im
Durchmesser 0,6 mm Gewebezylinder aus dem zu untersuchenden Gewebe. Der
Rezeptor stanzt fur die Gewebeproben passende hohle Zylinder in den Paraffinblock.
Nach dem Positionieren des Rezeptors an die Feinjustierung mit den x- und y-
Mikrometerstellschrauben (siehe unten Abb.2 C) wurde der Rezeptor mechanisch
Uber eine vertikal verschiebbare Achse (siehe unten Abb.2 A) in den Paraffinblock
eingefuhrt und wieder entfernt, sodass ein hohler Zylinder im Paraffinblock entstand.
Daraufhin wurde die Stanze vom Rezeptor auf den Donator uUber eine
Klappvorrichtung umgestellt. Die zu stanzende Gewebeprobe wurde auf eine
sogenannte Bank (Block bridge) gestellt. Der markierte Hamatoxylin-Eosin-(H&E)
gefarbte Grossflachenschnitt wurde auf die zu ihm gehdrende Gewebeprobe gelegt
und der zu stanzende Gewebeblock zusammen mit der Bank so positioniert, dass die
auf den H&E Grossflachenschnitten markierten Stellen unter dem Donator lagen.
Uber eine vertikal verschiebbare Achse (siehe Abb.2A) wurde dann mit Hilfe des
Donators aus dem Gewebeblock ein Zylinder mechanisch gestanzt. Die Bank mit
dem Gewebeblock wurde entfernt, und der Gewebezylinder wurde mit zwei Pinzetten
manuell in den Hohlzylinder des Paraffinblocks eingeftihrt. Nun wurde der Rezeptor
Uber die x- und y-Mikrometerstellschrauben zur nachsten gewollten Position
verschoben und der ganze Vorgang mit einer anderen Gewebeprobe wiederholt, bis
das angelegte Raster abgearbeitet bzw. abgestanzt war. In der vorliegenden Arbeit
wurden pro Gewebe jeweils drei Gewebezylinder aus unterschiedlichen Arealen
entnommen, um eine eventuelle Heterogenitait des Tumorgewebes zu
berlcksichtigen. Der Abstand zwischen den einzelnen Gewebeproben auf dem TMA
betrug 1-2 mm. Nachdem der TMA fertig gestellt war, wurde er fir 10 Minuten bei 60
°C in einem Brutschrank inkubiert, damit das Paraffin des Empfangerblocks mit dem
Paraffin des Gewebezylinders und den Proben verschmelzen konnte. Somit wurde
eine hohere Stabilitat des TMA-Blocks fur das spatere Schneiden erreicht [70].
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A: Vertikale Achse
B: Donator und Rezeptor
C: x- und y-Mikrometerstellschrauben

Abbildung 2: Seitenansicht des Tissue-Micro-Arrayers der Firma Beecher
Instruments.

Abbildung 3: Fertiggestellte TMAs, die die gleichzeitige Untersuchung von 46
Ovarialkarzinomen erlauben.

4.4.2 Anfertigung von Schnitten

Zur Anfertigung der Schnitte wurden die TMAs zuerst gekuhlt, um daraufhin in ein
Mikrotom der Firma Thermo Scientific (HM3555) eingespannt zu werden. Die Dicke
der Schnitte wurde auf 2 pm eingestellt. Nach dem Schneiden kamen die Schnitte
zur Glattung in ein Wasserbad und wurden dann auf einen Objekttrager tberfuhrt.
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4.4.3 Vorbehandlung der Schnittpraparate

Tabelle 6: Verwendete Reagenzien zur Vorbehandlung der Schnittpraparate.

Material Hersteller / Handler

Xylol Staub & Co Chemiehandelsgesellschaft
GmbH

Isopropanol Staub & Co Chemiehandelsgesellschaft
GmbH

Ethanol 96% Staub & Co Chemiehandelsgesellschaft
GmbH

Ethanol 70 % Staub & Co Chemiehandelsgesellschaft
GmbH

Trizma Base Sigma

Um die Schnitte fir die Antigendemaskierung (siehe nachfolgender Abschnitt 4.4.4)
vorzubereiten, mussten die Schnitte zuerst getrocknet, entparaffiniert und rehydriert
werden.

Die zu behandelnden Schnitte wurden, um sie zu entparaffinieren, Gber Nacht bei
60 °C in einem Brutschrank belassen. Hierbei war darauf zu achten, dass die
Temperatur von 60 °C nicht Uberschritten wurde, da es sonst zu einer
Antigenzerstorung hatte kommen konnen [58]. Anschliel3end wurden die Schnitte in
einem Metall-Halter zentral positioniert und die freien Stellen mit Leerobjektragern
besetzt, sodass der Halter als Ganzes symmetrisch besttickt war und jede Probe
dieselben Inkubationsbedingungen hatte. Darauf folgte die Rehydrierung mittels
einer absteigenden Alkohol-Reihe, bei der die Schnitte nacheinander mehrfach fur
jeweils zwei bis drei Sekunden in nachfolgende Losungen getaucht wurden: 9 x in
Xylol, 9 x in Isopropanol, 6 x in Ethanol 96 %, 3 x in Ethanol 70 %. Bis zur zigigen
Weiterbehandlung wurden die Schnitte in 70 % Ethanol belassen. Bei langerer

Standzeit wurden die Schnitte in 10 mM Tris-L6sung aufbewahrt.
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4.4.4 Antigendemaskierung (Antigenretrieval)

Die weitere Behandlung der Schnitte bestand in der hitzeinduzierten
Antigendemaskierung, die eine Vorbehandlung fur die Antikérperbehandlung
darstellte. Diese Demaskierung macht es fur die Antikrper mdglich, Epitope zu
binden, die zuvor aufgrund z.B. von Aldehydvernetzungen nicht zugénglich sind [58].
Durch  diese  Vorbehandlung, der  sogenannten  Antigendemaskierung
(Antigenretrieval) wurde das Antigen, welches zu untersuchen war, freigelegt. Hierftr
existieren verschiedene Verfahren, von denen drei in der vorliegenden Arbeit, jeweils

in Kombination mit den zu untersuchenden Antikdrpern, ausgetestet werden.

4.4.4.1Methode 1

Tabelle 7: Verwendete Reagenzien fur die Methode 1.

Verwendete Reagenzien Hersteller / Handler  Bestellnummer/Bemerkungen
Citronensauremonohydrat Merck KGaA 1.00244.100

Trizma Base Sigma T1503-1kg
Salzsaure (HCI) 1 & 5N Merck KGaA 1.09063.100
Natriumchlorid (NaCl) Merck KGaA 1.06404.1000

Bidest

5N & 1N NaOH Krankenhausapotheke Ch.B.: 210813

des Rechts der Isar

Die erste Methode beruht auf der Hitzedemaskierung unter Zuhilfenahme eines
Dampfdruckkochtopfs und eines 10 mM Citratpuffers mit einem pH-Wert von 6,0. In
einem ersten Schritt wurden 2 Liter Citratpuffer auf einer zuvor auf 260 °C
vorgeheizten Kochplatte erhitzt. Nach dem Sichtbarwerden des zweiten Druckrings
wurde der Topf von der Platte genommen und in einer Spile vorsichtig abgedampft.
Nach dem Offnen des Deckels wurde der Dampfdruckkochtopf wieder auf die
Kochplatte gestellt und der Probenhalter mit den zu untersuchenden Schnitten
zentral in den Dampfdruckkochtopf platziert. Nach dem VerschlieRen des Deckels

und der Druckverriegelung wurden die Schnittpraparate flr 7 Minuten im Citratpuffer
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erhitzt. Als nachstes wurde der Dampfdruckkochtopf in der Spile, vorsichtig unter
kaltem Wasser abgekuhlt, und die Schnitte wurden unter destilliertem Wasser
dreimal in einer Glaskuvette gespult. Die Schnitte wurden zur weiteren Behandlung in
eine Glaskuvette gestellt, welche mit destilliertem Wasser oder einer 10 mM Tris-

Ldsung gegen die Austrocknung gefullt war.

4.4.4.2 Methode 2und 3

Tabelle 8: Verwendete Reagenzien fir die Methode 2 und 3.

Material Hersteller / Handler  Bestellnummer/Bemerkungen
Target Retrieval Solution DAKO S1699

(pH 6,0)

Target Retrieval Solution DAKO S2367

(pH 9,0)

Trizma base Sigma T1503-1kg
Salzsaure (HCI) 1 & 5N Merck KGaA 1.09063.100
Natriumchlorid (NaCl) Merck KGaA 1.06404.1000

5N Natronlauge Krankenhausapotheke Ch.B.: 210813

des Rechts der Isar
1IN Natronlauge Merck KGaA 1.09137.1000

Bidest

Die zweite und dritte Methode, bei der die Hitzedemaskierung mittels einer
Mikrowelle erreicht wurde, beruht auf Losungen des Herstellers DAKO. Diese
entsprechen zwei vom Hersteller speziell modifizierte Citratpuffer. Die zwei Methoden
unterschieden sich nur in der jeweiligen Lésung (Target Retrieval Solution pH 6,0
und Target Retrieval Solution pH 9,0). Ansonsten waren alle Schritte der
Vorbehandlung beider Methoden gleich. Zuerst musste aus der 10-fach
konzentrierten Target Retrieval Solution pH 6,0, beziehungsweise pH 9,0 eine 1-fach
konzentrierte Arbeitslosung hergestellt werden (z.B. 20 ml Konzentrat plus 180 mi

Bidest). Als nachstes wurde die Plastikkiivette mit der Loésung geflllt und
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symmetrisch mit Schnitten bestlickt. Eventuell mussten die Plastikklvetten mit
Leerobjektragern ausgeglichen werden, sodass fiur alle Schnitte die gleichen
Bedingungen herrschten. Der Flussigkeitspegel in der Plastikkuvette wurde mit
einem Bleistift markiert. Der Deckel wurde leicht schrag aufgesetzt, damit nicht zu
viel Flussigkeit verdampfen konnte und gleichzeitig der Druck, wegen der mdglichen
Explosionsgefahr, nicht zu sehr anstieg. Diese Kivette wurde nun zentral in einer
Mikrowelle positioniert und bei 900 Watt fir 10 Minuten inkubiert. Nach Ablauf der 10
Minuten wurde der Flussigkeitspegel kontrolliert und gegebenenfalls mit destilliertem
Wasser aufgefullt. Wichtig war, immer darauf zu achten, dass die Schnitte bzw. der
Teil der Schnitte, welcher das histologisch zu untersuchende Préparat enthalt, immer
mit Flissigkeit umgeben war, sodass es zu keiner Austrocknung kommen konnte.
Nun wurde diese Kuvette ein weiteres Mal bei 900 Watt fur 10 Minuten inkubiert und
nach Ablauf der Zeit sofort in destilliertes Wasser tberfuhrt und mit destilliertem
Wasser dreimal in einer Glaskivette gespult. Die Schnitte wurden zur weiteren
Behandlung in eine Glaskuvette gestellt, welche mit destilliertem Wasser oder einer

10 mM Tris-Lésung gegen die Austrocknung gefullt war.

4.4.5 Immunhistochemische Farbung (Nachweis des HOMER2-
Proteins mittels eines HOMER2-spezifischen Antikérpers
und dem DAKO REAL Detection System)

Tabelle 9: Verwendete Reagenzien fur die immunhistochemische Farbung.

Verwendete Reagenzien Hersteller / Bestellnummer/Bemerkungen
Handler
REAL Detection System, DAKO K5001

Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse

Antibody Diluent DAKO S0809

Nachdem die Schnitte getrocknet, entparaffiniert, rehydriert und einer
Antigendemaskierung unterzogen worden waren, erfolgte der Nachweis des
HOMERZ2-Proteins mit einem HOMER2-spezifischen Antikdper und dem DAKO
REAL Detection System.
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Zuerst wurde der Primarantikérper mit einer speziellen Verdinnungslésung (DAKO
Antibody Diluent) entsprechend verdinnt. Zur Ermittlung der optimalen Konzentration
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verschiedene Verdinnungen
ausgetestet (siehe unten Tabelle 11).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine sogenannte indirekte Detektionsmethode mit
Primar- und Sekundarantikdrpern angewendet. Hierbei wurde das zu untersuchende
Gewebe zuerst mit einem spezifischen Primé&rantikdrper, der gegen das menschliche
HOMERZ2-Protein gerichtet war, inkubiert. Danach folgte die Behandlung mit einem
biotinilierten Sekundarantikorper, der gegen den Priméarantikorper gerichtet war. Uber
eine Biotin-Streptavidin Bindung erfolgte anschlieRend die Konjugation mit einer
Peroxidase. Durch die anschlie3ende Inkubation mit einem spezifischen Chromogen
(Diaminobenzidin) und einem wasserstoffperoxidhaltigen Substrat-Puffer konnte
dann an den Orten des Zielantigens (HOMER2-Protein) ein braunes Endprodukt

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Nachweises des HOMER2-Proteins mit
Hilfe von HOMERZ2-spezifischen Antikérpern und dem DAKO REAL Detection
System. Gelb: Zelle; Schwarz: HOMERZ2-Protein; Rot: Primarantikorper; Blau:
Zweitantikbrper = Dako REAL Biotinylated Secondary Antibodies; Weil3:
Tertiarsubstrat = Dako REAL Streptavidin Peroxidase; Weil3 zu griin: Farbreaktion
unter der Zugabe von DAB+Chromogen = Dako REAL DAB + Chromogen und
Substratldsung = Dako REAL HRP Substrate Buffer.
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4.4.6 Kernfarbung, Dehydrierung und Einbettung

Tabelle 10: Verwendete Reagenzien fur die Kernfarbung und die Einbettung.

Verwendete Reagenzien Hersteller / Handler Bestellnummer/Bemerkungen
Hamatoxylin Sigma GHS316-500ML
Pertex (Eindeckmittel) Medite 41-4010-00

Nach der immunhistochemische Farbung erfolgte die Gegenfarbung bzw.
Kernfarbung mittels Hamatoxylin. Im Anschluss wurden die Schnitte dehydriert. Die
Dehydrierung wurde mittels einer aufsteigenden Alkohol-Reihe durchgefuhrt, bei der
die Schnitte nacheinander mehrfach fir jeweils zwei bis drei Sekunden in
nachfolgende Losungen getaucht wurden: 3 x in 70 % Ethanol, 6 x in 96 % Ethanol,
9 x in Isopropanol, 9 x in Xylol. Als Letztes wurden die Schnitte mit Pertex, ein
Einbettmedium behandelt und mit einem Deckglas versehen, sodass sie flr eine
pathologische bzw. histologische Beurteilung fertig gestellt waren.

In der nachfolgender Tabelle 11 sind die ausgetesteten Antikbrper mit ihrer
jeweiligen Verdunnung, dem Hersteller und der Art der Antigendemaskierung

angegeben.

Tabelle 11: Verwendete Antikorper, Hersteller, Bestellnummer, jeweilige
Verdinnung, Art der Antigendemaskierung, Art des Antikérpers/ Zusatzinformation.
Gelb markiert ist diejenige Bedingung, die eine HOMER?2 spezifische Farbung ohne
Hintergrundsfarbung erbrachte.

Antikdrper  Hersteller / Jeweilige Art des Art des Antikorpers

Bestellnummer Verdinnung Antigenretrievals /

Zusatzinformation

HOMER2 Antibodies- 1/300 Dampfkochtopf- polyklonal
online GmbH / methode +
ABIN349996 Citratpuffer

HOMER?2 Antibodies- 1/600 Dampfkochtopf- polyklonal
online GmbH/ methode +
ABIN349996 Citratpuffer

HOMER?2 Antibodies- 1/1200 Dampfkochtopf- polyklonal
online GmbH / methode +
ABIN349996 Citratpuffer
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Antikérper  Hersteller / Jeweilige Art des Art des Antik6rpers

Bestellnummer Verdinnung Antigenretrievals /
Zusatzinformation

HOMER2 Antibodies- 1/3000 Dampfkochtopf- polyklonal
online GmbH / methode +
ABIN349996 Citratpuffer

HOMER?2 Antibodies- 1/300 DAKO Target polyklonal
online GmbH / Retrieval Solution
ABIN349996 pH-Wert 6,0

HOMER?2 Antibodies- 1/600 DAKO Target polyklonal
online GmbH / Retrieval Solution
ABIN349996 it &0

HOMER2 Antibodies- 1/300 DAKO Target polyklonal
online GmbH / Retrieval Solution
ABIN349996 pH-Wert 9,0

HOMER2 Antibodies- 1/600 DAKO Target polyklonal
online GmbH / Retrieval Solution
ABIN349996 IR SHD

HOMER?2 Antibodies- 1/100 DAKO Target polyklonal
online GmbH / Retrieval Solution
ABIN349996 pH-Wert 6,0

HOMER?2 Antibodies- 1/100 DAKO Target polyklonal
online GmbH / Retrieval Solution
ABIN349996 et 2 0

HOMER2 Abcam / 1/300 DAK_O Target . polyklonal
ab75037 Eﬁt-:ll\(/eevr?l;glunon

HOMER2 Abcam / 1/300 DAKO Target polyklonal
ab75037 FI?:_e't_:,l\(/ee\/r?l9?(())Iutlon

HOMER2 Abcam / 1/600 DAKO Target polyklonal
ah75037 ol Sotution

HOMER2 Abcam / 1/600 DAKO Target polyklonal
ab75037 Eflt_:/l\?;?l;glutlon

HOMER2 Abcam / 1/1200 DAKO Target polyklonal
ab75037 Eflt_:ll\;a(;/r?lscc))lutlon

HOMER2 Abcam / 1/1200 DAKO Target polyklonal
ah75037 ol aution

HOMER?2 Abcam / 1/ 2400 DAKO Target
ab75037 Retrieval Solution polyklonal

pH-Wert 6,0
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Antikérper  Hersteller / Jeweilige Art des Art des Antik6rpers
Bestellnummer Verdinnung Antigenretrievals /
Zusatzinformation
HOMER2 Abcam / 1/2400 DAKO Target polyklonal
Retrieval Solution
75037
TSI pH-Wert 9,0
HOMER2 Santa Cruz Dampfkochtopf- polyklonal /
sc-8924 1/100 g.eth"d‘?f* Verwendeter
Itratputter Zweitantikorper:
Sigma 1 /500
HOMER2 Santa Cruz Dampfkochtopf- polyklonal /
sc-8924 1/200 g\_ethode;f+ Verwendeter
[ Eeie! Zweitantikdrper:
Sigma 1 /500
HOMER?2 Sigma DAKO Target polyklonal
Brodlie 1/200 Retrieval Solution
Nr.:HPA 040134 e
HOMER?2 Sigma DAKO Target polyklonal
Retrieval Solution
Produkt- 1/200
Nr.:HPA 040134 pH-Wert 9,0
HOMER?2 Sigma DAKO Target polyklonal
Retrieval Solution
Produkt- 1/400
Nr.:HPA 040134 pH-Wert 6,0
HOMER2 Sigma DAKO Target polyklonal
Dol 1/ 400 Retrieval Solution
Nr.:HPA 040134 phEWert'S:0
HOMER2 Sigma DAKO Target polyklonal
Produkt- 1/1800 Retrieval Solution
Nr.:HPA 040134 pH-Wert 6,0
HOMER?2 Sigma DAKO Target polyklonal
Srol e 1/ 800 Retrieval Solution

Nr.:HPA 040134

pH-Wert 9,0

4.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Datenauswertung wurde das Computerprogramm SPSS (IBM SPSS

Statistics, Version 21) verwendet. Zur Untersuchung mdglicher Assoziationen

zwischen klinisch-pathologischen Merkmalen und der HOMER2-Expression wurde

der exakte Test nach Fischer bzw. Chi-Quadrat Tests durchgefiihrt. Um das bivariate

Verhéltnis von quantitativen Daten abzuschatzen, wurde der Korrelationskoeffizient

nach Pearson berechnet. Die Uberlebenskurven fiir das Gesamt- und das rezidivfreie

Uberleben wurden mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode berechnet und mit dem Log-
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Rang-Test verglichen. Optimale cut-off Werte, die eine hohe bzw. eine niedrige
HOMER2-Expression definierten, wurden mittels ROC (receiver-operating-
characteristics)-Analysen abgeleitet. Wahrend das Gesamtuiberleben definiert war als
die Zeit zwischen der primaren Operation und dem Tod der Patientinnen, war das
rezidivfreie Uberleben definiert als die Zeit zwischen primarer OP und einem Rezidiv.
Multivariable Cox-Regressionsmodelle wurden eingesetzt, um den potentiellen
prognostischen Wert einzelner Parameter abzuschatzen. Das Signifikanzniveau

wurde bei 5 % festgesetzt [87].
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Ergebnisse

4.6 HOMER2 mRNA Expressionsanalyse mittels gPCR

Um die bereits vorliegenden microarray-basierten mRNA-Daten zu HOMER2 mit
einer unabhangigen Methode zu verifizieren, wurde die Expression von n = 41
Tumorproben mit der Methode der quantitativen PCR (qPCR) untersucht. Anhand
des in Abbildung 5 (siehe unten) dargestellten S&ulendiagrammes ist die
Expressionspannbreite des Gens HOMER2 in den Tumoren der untersuchten
Patientinnen zueinander anhand der gPCR-Daten zu sehen. Das Saulendiagramm
stellt die relativen Expressionsstarken der untersuchten Proben zueinander tber eine

relative Quantifizierung unter der Verwendung eines Logarithmus von 10 dar.
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Abbildung 5: gPCR Saulendiagramm zur Darstellung der relativen
Expressionsstarken der untersuchten Proben zueinander Uber eine relative
Quantifizierung unter Verwendung eines Logarithmus von 10. Die in dieser Abbildung
dargestellten gPCR-Daten wurden mit dem Referenzgen ALAS1 normalisiert.
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4.7 Korrelationsanalyse der lllumina-Chip-Daten mit den
gPCR-Daten

Anschliel3end wurde eine Korrelationsanalyse mit den gPCR und den array-basierten
Expressionsdaten durchgefihrt, um die array-basierten Chip-Daten zu verifizieren.
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Abbildung 6: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen den array-
basierten Chip-Daten und den gPCR-Daten.

In Abb. 6 (siehe oben) ist die Korrelation der gPCR-Daten (n = 41), hier normalisiert
mit dem Referenzgen ALAS1, mit den entsprechenden lllumina-Chip-Daten anhand
eines Streudiagramms dargestellt. Das Streudiagramm verdeutlicht eine hoch
signifikante (p < 0,001), starke positive Korrelation (r = 0,903) zwischen den lllumina-
Chip-Daten und den Daten der qPCR. Dies bedeutet, dass die mittels Chip
generierten Expressionsdaten mit Hilfe einer unabhangigen Methode bestatigt

werden konnten.

32



4.8 Assoziation der HOMER2 mRNA-Expression mit dem
GesamtlUberleben und der Zeit bis zum Rezidiv mittels
Kaplan-Meier-Analysen

Nachdem die array-basierten Expressionsdaten mittels qPCR bestatigt werden
konnten (siehe vorheriges Kapitel 4.7), sollte in einem nachsten Schritt die
Assoziation der gPCR-basierten HOMER2 mRNA-Expression mit dem Gesamt- und
rezidivfreien Uberleben untersucht werden. Die hierzu verwendeten gPCR-Daten

wurden sowohl mit ALAS1 als auch mit 18S als Referenzgene normalisiert.
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurven zur Darstellung der Assoziation der HOMER2
mRNA-Expression mit dem Gesamt- bzw. dem rezidivfreien Uberleben bei insgesamt
41 bzw. 40 Ovarialkarzinompatientinnen. Die hierzu verwendeten gPCR-Daten
wurden mit dem Referenzgen ALAS1 normalisiert.
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurven zur Darstellung der Assoziation der HOMER2
mRNA-Expression und dem Gesamt- bzw. dem rezidivfreien Uberleben bei
insgesamt 41 bzw. 40 Ovarialkarzinompatientinnen. Die hierzu verwendeten qPCR-
Daten wurden hier mit dem Referenzgen 18S normalisiert.

Die anhand der gPCR-Daten erhobenen Kaplan-Meier-Kurven, sowohl fur das
Gesamt- als auch fiir das rezidivfreie Uberleben, jeweils mit zwei Referenzgenen
(ALAS1 und 18S) normalisiert, zeigten einen deutlichen Vorteil flr die Patientinnen
mit einer hohen HOMER2-Expression. Wahrend das mediane Gesamtiiberleben
unter der Normalisierung mit dem Referenzgen ALAS1 (siehe oben Abb. 7) fur die
Patientinnen mit einer hohen HOMERZ2-Expression bei 117 Monaten lag, lag das
mediane Gesamtiberleben fir die Patientinnen mit einer niedrigen HOMER2-
Expression bei nur 34 Monaten. Dies bedeutete einen Unterschied von 83 Monaten
(6,9 Jahre). Der bei dieser Assoziation erhobene P-Wert lag bei p = 0,035 und zeigte
somit eine signifikante Assoziation zwischen einer hohen HOMER2-Expression und
einem langeren Gesamtiberleben, sowie zwischen einer niedrigen HOMER2-
Expression und einem kirzeren Gesamtuberleben. Fur das rezidivireie Uberleben
mit ALAS1 als House-Keeper galten dieselben Tendenzen. Wahrend das mediane
rezidivfreie Uberleben fur die Patientinnen mit einer hohen HOMER2-Expression bei
49 Monaten lag, lag es fur Patientinnen mit einer niedrigen HOMERZ2-Expression bei
15 Monaten. Der erhobene P-Wert lag hier bei p = 0,032 und zeigte eine signifikante
Assoziation zwischen der HOMER2-Expression und einem verlangerten rezidivfreien

Uberleben.
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Fir die Kaplan-Meier-Kurven unter Normalisierung mit dem Referenzgen 18S (siehe
oben Abb. 8) lag der P-Wert fur das Gesamtiuberleben bei p = 0,015 und zeigte somit
fur das Gesamtliberleben eine signifikante Assoziation zwischen der HOMER2-
Expression und dem Gesamtiberleben. Fir das rezidivireie Uberleben konnte eine
deutliche Tendenz mit einem P-Wert von p = 0,051 festgestellt werden. Das mediane
rezidivfreie Uberleben bei den Patientinnen mit einer niedrigen HOMER2-Expression
dauerte 18 Monate, wohingegen es ganze 86 Monate bei den Patientinnen mit einer
hohen HOMER2-Expression andauerte. Dies machte einen Unterschied der beiden

Gruppen von 68 Monaten (5,6 Jahre) aus.

4.9 Validierung der Assoziation zwischen der HOMER2-
Expression und dem Uberleben der Patientinnen an
einem grdfReren, unabhéangigen Kollektiv

Nachdem signifikante Assoziationen zwischen den gPCR-basierten HOMERZ2-
Expressionsdaten und dem Uberleben gezeigt werden konnten (siehe Kapitel 4.7)
sollte in einem n&chsten Schritt diese Assoziation in einem grof3eren, unabhangigen
Kollektiv verifiziert werden.

Die nachfolgenden Kaplan-Meier-Kurven wurden mit online verfigbaren, microarray-
basierten mMRNA-Expressionsdaten bzgl. HOMER2 Uber die Plattform ,KM-Plotter*
(http://kmplot.com) erstellt. Zur Auswahl der untersuchten Tumore wurden
nachfolgende Kklinisch-pathologische Merkmale herangezogen: Die Patientinnen
sollten alle einen Tumorrest < 1 cm haben und mit einer Platin enthaltenden
postoperativen Chemotherapie behandelt worden sein. Fur das Gesamtiberleben
wurden insgesamt 690, fur das rezidivfreie Uberleben 590 Patientinnen untersucht.
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Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurven zur Darstellung der Assoziation zwischen der
HOMERZ2-Expression und dem Gesamtiberleben von n = 690 Patientinnen anhand
des ,KM-Plotters®: http://kmplot.com, (HOMER2 Affymetrix ID: 217080_s_at), Stand:
23.02.2015. Cut-off Werte, die eine hohe bzw. eine niedrige HOMER2-Expression
festlegten, wurden hier durch den Median definiert.

In Abbildung 9 ist zu erkennen, dass das Kollektiv der Patientinnen, welches eine
hohe HOMER2-Expression zeigte einen Vorteil in Bezug auf das Gesamtiberleben
hatte. Dabei lag die Hazard-Ratio bei 0,7. Dies sagt Folgendes fur den beobachteten
Zeitraum aus: die Wahrscheinlichkeit an dem Ovarialkarzinom zu sterben war fir das
Kollektiv an Patientinnen mit einer niedrigen HOMERZ2-Expression um 30 % hoher,
als fur das Patientinnenkollektiv mit einer hohen HOMER2-Expression. Der P-Wert
war mit p = 0,0032 signifikant. Anhand der Anzahl lebender Patientinnen waren die
Patientinnenzahlen mit einer hohen HOMERZ2-Expression (rot) und mit einer
niedrigen HOMER2-Expression (schwarz) zum Zeitpunkt von 0, 50, 100, 150, 200
Monaten zu sehen. Durch diese Zahlen war ein weiteres Mal belegt, welchen Vorteil
eine hohe HOMER2-Expression gegeniber einer niedrigen HOMER2-Expression
hatte. Von 459 Patientinnen mit einer niedrigen HOMER2-Expression lebten nach 50
Monaten noch 100 Patientinnen. Dies machte einen Anteil von 22 Prozent aus. Bei
der Gruppe von Patientinnen mit einer hohen HOMER2-Expression waren zu Beginn
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231 Patientinnen am Leben. Nach 50 Monaten waren es noch 75 Patientinnen. Die
75 Patientinnen machten einen Anteil von 33 Prozent aus. Dies bedeutet, dass nach
50 Monaten 11 % weniger Patientinnen des Kollektivs mit einer hohen HOMER2-

Expression gestorben waren.
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Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurven zur Darstellung der Assoziation zwischen der
HOMER2-Expression und dem rezidivfreien Uberleben von n = 590 Patientinnen
anhand des ,KM-Plotters®: http://kmplot.com, (HOMER2 Affymetrix ID: 217080_s_at),
Stand: 23.02.2015. Cut-off Werte, die eine hohe bzw. eine niedrige HOMER2-
Expression festlegten, wurden hier durch den Median definiert.

Betrachtet man nun die Daten des KM-Plotters, unter den gleichen Modifikationen
wie fiir das Gesamtiiberleben, fir das rezidivfreie Uberleben an 590 Patientinnen, so
zeigte sich beim rezidivfreien Uberleben, wie es sich schon beim Gesamtiiberleben
zeigte, fur das Kollektiv der Patientinnen mit einer hohen HOMERZ2-Expression ein
Vorteil gegenuber dem Kollektiv der Patientinnen mit einer niedrigen HOMER2-
Expression. Die Hazard-Ratio betrug hier 0,67, bei einem signifikanten P-Wert von
p = 0,00027.
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Die groReren Kollektive von Expressionsdaten des KM-Plotters mit 690 und 590
Ovarialkarzinompatientinnen  zeigten  deutlich den  Uberlebensvorteil — der
Patientinnenkollektive mit einer hohen HOMER2-Expression gegentber den
Patientinnenkollektiven mit einer niedrigen HOMER2-Expression. Anhand der Anzahl
rezidivfreier Patientinnen konnte man sehen, dass nach 50 Monaten noch 30 von
417 Patientinnen der Gruppe mit einer niedrigen HOMERZ2-Expression ein
rezidivireies Leben fihrten, gegentber 33 von 173 Patientinnen der Gruppe mit einer
hohen HOMERZ2-Expression. Die 30 Patientinnen der 417 der Gruppe der
Patientinnen mit einer niedrigen HOMER2-Expression machten 7 Prozent aus;
verglichen mit den 33 Patientinnen der 173 Patientinnen mit einer hohen HOMER2-
Expression war der Wert niedrig, da die 33 Patientinnen einen Anteil von 19 Prozent
ausmachten. Dies bedeutet prozentual nach 50 Monaten, dass 12 % weniger
Patientinnen unter dem Kollektiv mit einer hohen HOMER2-Expression ein Rezidiv

bekommen hatten.

4.10 Etablierung eines Tissue Micro Arrays (TMAS)

Nachdem die Assoziation der HOMER2-mRNA Expression mit dem Uberleben von
Ovarialkarzinompatientinnen anhand eines grol3eren, unabhangigen Kollektivs
bestétigt werden konnte (siehe Kapitel 4.8), sollte in einem weiteren Schritt die
HOMER2-Expression auf Proteinebene untersucht werden.

Hierzu wurden in einem ersten Schritt zwei TMAS mit insgesamt n = 46 Tumoren

hergestellt, die jeweils mit drei Stanzen pro Tumor vertreten waren.

Abbildung 11: Fertiggestellte TMAs, die die gleichzeitige Untersuchung von 46
Ovarialkarzinomen erlaubten.
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4.11 Identifizierung eines HOMER2-spezifischen
Antikorpers

Zur ldentifizierung eines HOMERZ2-spezifischen Antikérpers wurden verschiedene
Verfahren zur Antigendemaskierung, verschiedene Konzentrationen von Antikérpern
und verschiedene Antikorper ausgetestet (siehe Kapitel Material und Methoden,
Tabelle 11, Seiten 28-30). Mit den polyklonalen Antikbrpern der Firmen Antibodies-
online GmbH, Abcam und Santa Cruz konnten auch nach Austestung verschiedener
Antigendemaskierungsmethoden und Antikérperkonzentrationen keine spezifischen
Farbungen erzielt werden.

Mit dem polyklonalen Antikorper des Herstellers Sigma (Produkt-Nr.:HPA 040134)
unter der Verwendung des Verfahrens der Antigendemaskierung mit der DAKO
Target Retrieval Solution (pH-Wert 6,0) bei einer Verdinnung von 1/200 konnte
dagegen eine spezifische Farbung ohne Hintergrundsfarbung erzielt werden (siehe
Abbildung 12).

20-fach vergroBert:

63-fach vergro

I
b

Abbildung 12: Immunhistochemische Farbungen zum spezifischen Nachweis der
HOMERZ2-Expression in Ovarialkarzinomgeweben mit 24 negativ (links), 13 schwach
positiv (Mitte) und 9 stark positiv (rechts).
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Die auf Messungen der mRNA beruhenden Daten zeigten an verschiedenen
Kollektiven und mit verschiedenen Methoden, dass HOMER2 und seine Expression
ein moglicher Marker fir das Gesamt- bzw. rezidivfreie Uberleben ist (siehe Kapitel
4.6-4.8). Nachfolgend sollte daher untersucht werden, ob auch die HOMER2-
Expression auf Proteinebene eine Relevanz fir das Gesamt- bzw. rezidivireie
Uberleben zeigt.

Mit Hilfe der hergestellten TMAs war es mdoglich, die HOMER2-Expression der
Gewebeproben, die zuvor auf mMRNA-Ebene ermittelt worden war, auf Proteinebene
mit Hilfe der Immunhistochemie zu untersuchen. Die Beurteilung der gefarbten TMA-
Schnitte wurde unter dem Mikroskop vorgenommen. Wie in den Abbildungen 12 und
13 dargestellt, konnte eine zytoplasmatische Farbung unterschiedlicher Intensitat
nachgewiesen werden.

Um die unterschiedlichen Farbungen der einzelnen Proben beschreiben und
miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde ein semiquantitativer Score mit einer
dreifachen Aufteilung angewendet: negativ (0) = keine Féarbung, schwach positiv (+1)
= schwache Farbung und stark positiv (+2) = starke Farbung. Abbildung 12 zeigt
exemplarisch die verschiedenen Graduierungen des semiquantitativen Scores
anhand von Aufnahmen in 20- und 63-facher VergréRerung. Die Starke der Farbung
ging mit der Intensitat der Braunfarbung einher. Eindeutig war auf den linken beiden
histologischen Aufnahmen in Abbildung 12 keine Farbung zu sehen. Dies bedeutete:
gegenuber den mittleren und den rechten Bildern konnte bei diesem Gewebe auf
Proteinebene kein HOMER?2 nachgewiesen werden; somit war dieses Gewebe als
negativ zu bewerten. Die Aufnahmen in der Mitte und Rechts zeigten eine
Braunfarbung, welche mit dem Nachweis von HOMER2 auf Proteinebene einherging.
Zu sehen war, dass diese Anfarbungen v.a. zytoplasmatische Anfarbungen waren.
Der Unterschied zwischen den mittleren und den rechten Aufnahmen der Abbildung
12 war in der Intensitat der Braunfarbung zu suchen, die mit einem Unterschied in

der Expression von HOMER2 einherging.
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Abbildung 13: Immunhistochemische Farbungen zum spezifischen Nachweis der
HOMER2-Expression in Ovarialkarzinomgeweben mit 24 negativen (links), 13
schwach positiven (Mitte) und 9 stark positiven Tumoren (rechts). Die oberen
Aufnahmen sind mit einer 10-fachen und die unteren Aufnahmen mit einer 40-fachen
VergroRerung aufgenommen.
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Die Korrelation zwischen den erhobenen gPCR-Daten mit den ermittelten
Expressionswerten auf Proteinebene zeigte keine Signifikanz (Pearson Chi-Quadrat-
Test p=0.4)(siehe Abb.14).

Zusammenhang zwischen qPCR- und Proteinexpression

Keine Proteinexpression

12,54 Positive Proteinexpression

10,0

7,57

Anzahl

5,0

2,57

00

niedrige qPCR Expression hohe PCR Expression

Abbildung 14: Balkendiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen den
erhobenen gPCR-Daten und den ermittelten Proteinexpressionswerten.

4.12 Assoziation der HOMER2-Proteinexpression mit
klinisch-pathologischen Merkmalen

Um eine mdogliche Assoziation zwischen der HOMER2-Proteinexpression und
verschiedenen Kklinisch-pathologischen Merkmalen der Tumore herauszuarbeiten,
wurde das vorliegende Kollektiv in zwei Gruppen unterteilt: die Gewebe der einen
Gruppe zeigten keine HOMER2-Expression (Score 0), die Gewebe der anderen
Gruppe zeigten eine positive Expression (1+ oder 2+), wobei nicht weiter zwischen
schwacher und starker Expression unterschieden wurde.
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Tabelle 12: Assoziation zwischen verschiedenen klinisch-pathologischen Merkmalen
und der HOMERZ2-Proteinexpression (keine versus positive Expression). Signifikante
Assoziationen sind mit einem * markiert. Die entsprechenden Signifikanzwerte
wurden mit dem exakten Test nach Fischer! bzw. dem Chi-Quadrat-Test2 berechnet.

Positive HOMER2- Keine HOMER2- P-Wert
Expression Expression
Karzinome (n = 46) 22 (48 %) 24 (52 %)
Alter bei Diagnose 0,543
< 60 Jahre 7 (33 %) 11 (46 %)
> 60 Jahre 14 (67 %) 13 (54 %)
Histologischer Typ 0,477
Seros 16 (84 %) 17 (74 %)
Nicht serés 3 (16 %) 6 (26 %)
Nodalstatus 0,9072
NO 6 (28,6 %) 8 (35 %)
N1 10 (47,6 %) 10 (43 %)
Nx 5 (23,8 %) 5 (22 %)
Histopathologische 0,017*
Graduierung (Grading)
2 5 (24 %) 0 (0 %)
3 16 (76 %) 24 (100 %)
Postoperativer 1,0t
Tumorrest
0 cm Tumorfrei 11 (52 %) 12 (52 %)
>0 und <1 cm 10 (48 %) 11(48 %)
FIGO Stadium 0,151
I 14 (67 %) 21 (87,5 %)
v 7 (33 %) 3 (12,5 %)
Aszitesvolumen 0,359
< 500 ml 14 (70 %) 13 (54 %)
> 500 ml 6 (30 %) 11 (46 %)
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Positive HOMER2- Keine HOMER2- P-Wert

Expression Expression
Art der Chemotherapie 0,521*
Platin 8 (38 %) 6 (26 %)
Platin-Taxane 13 (62 %) 17 (74 %)

Die Ergebnisse der in Tabelle 12 dargestellten Analyse der Assoziation zwischen der
HOMERZ2-Proteinexpression und verschiedenen klinisch-pathologischen Merkmalen
zeigten weder fir das Alter bei Diagnose, den histologischen Typ, den Nodalstatus,
den postoperativen Tumorrest, das FIGO-Stadium noch fir das Aszitesvolumen eine
signifikante Assoziation. Interessanterweise konnte aber bei der histopathologischen
Graduierung (Grading) eine signifikante Assoziation mit p = 0,017 nachgewiesen
werden. Die Gruppe, die keine HOMER2-Expression aufwies (n = 24), hatte zu 100%
die histopathologische Graduierung 3. Wahrend die Gruppe mit der positiven
HOMERZ2-Expression sich aufteilte in 24 % (n = 5), die eine histopathologische
Graduierung 2 und 76 % (n = 16), die eine histopathologische Graduierung 3 hatten.

Verteilung der histopathologischen Graduierung

(Grading)
257 Grading 2
Grading 3
207
S 157
N
c
< 10_
5_
Keine HOMER2- Positive HOMER2-

Expression Expression

Abbildung 15: Balkendiagramm zur Darstellung der Assoziation zwischen Grading
und HOMER2-Proteinexpression.
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4.13 Assoziation der HOMER2-Expression auf
Proteinebene mit dem Gesamtiiberleben und der Zeit
bis zum Rezidiv mittels Kaplan-Meier-Analysen

Um zu untersuchen, ob das Uberleben der Patientinnen auch mit der HOMER2
Protein-Expression assoziiert ist, wurde das untersuchte Kollektiv wiederum in die
beiden oben beschriebenen Gruppen unterteilt: die Gewebe der einen Gruppe
zeigten keine HOMERZ2-Expression (Score 0), die Gewebe der anderen Gruppe
zeigten eine Expression (1+ oder 2+), wobei nicht weiter zwischen schwacher und
starker Expression unterschieden wurde. Die nachfolgende Abbildung 16 zeigt die
Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analysen bzgl. des Gesamt- und des rezidivfreien
Uberlebens. Wichtig zu erwahnen ist auBerdem, dass das Verhaltnis zwischen den
Proben mit negativer HOMER2-Expression mit n = 24 und den Proben mit einer
positiven HOMER2-Expression mit n = 22 recht ausgeglichen war, sodass sich die

beiden Gruppen in den Fallzahlen nicht wesentlich unterschieden.

Gesamtuiberleben Rezidivfreies Uberleben
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung der Assoziation der HOMER2-
Proteinexpression und dem Gesamt- bzw. rezidivfreien Uberleben bei insgesamt 45
bzw. 43 Ovarialkarzinompatientinnen.

Sowohl fiir das Gesamt-, wie auch fur das rezidivfreie Uberleben zeigten die P-Werte
mit p = 0,008 und p = 0,037 eine signifikante Assoziation zwischen einer hohen
HOMERZ2-Expression auf Proteinebene und einem verlangerten Gesamt- bzw.

rezidivfreien Uberleben. Beim rezidivfreien Uberleben hatten die Patientinnen mit
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einer niedrigen HOMERZ2-Expression im Median 15 Monate ohne Diagnose eines
Rezidivs gelebt, wobei die Patientinnen mit einer hohnen HOMER2-Expression 24
Monate im Median zeigten. Dies bedeutete einen Unterschied von 9 Monaten. Noch
deutlicher war der Unterschied beim medianen Gesamtuiberleben. Fir das Kollektiv
an Patientinnen mit einer niedrigen HOMERZ2-Expression lag das mediane
Gesamtuberleben bei 26 Monaten und fir das Patientinnenkollektiv mit einer hohen
HOMER2-Expression bei 117 Monaten. Dies war ein Unterschied von 91 Monaten
(7,58 Jahre). Somit konnte die Assoziation zwischen der HOMER2-Expression und
dem Gesamtiberleben und/oder rezidivfreien Uberleben der Ovarialkarzinom-

patientinnen nicht nur auf mMRNA, sondern auch auf Proteinebene gezeigt werden.

4.14 Multivariable Cox-Regressions-Analysen bzgl. des
Gesamtlberlebens auf Proteinebene

Nachdem mittels Kaplan-Meier-Analysen signifikante univariable Assoziationen
zwischen der HOMER2-Proteinexpression und dem  Uberleben  der
Ovarialkarzinompatientinnen gezeigt werden konnten (siehe Kapitel 4.13), sollten in
einem nachsten Schritt multivariable Cox-Regressionsanalysen durchgefuhrt werden,
die neben der HOMERZ2-Expression weitere relevante klinisch-pathologische
Faktoren berlcksichtigen. Aufgrund der vergleichsweise geringen Ereigniszahlen
(n = 28 fiur das Gesamtiiberleben und n = 33 fiir das rezidivfreie Uberleben) wurden
jeweils zwei separate Regressionsmodelle berechnet. Im ersten Modell (Modell I)
wurden neben der HOMER2-Expression (nicht vorhanden versus vorhanden) der
postoperative Tumorrest (0 cm versus >0 cm und <1 cm) und das FIGO-Stadium (11l
versus 1V) berlcksichtigt. Im zweiten Modell (Modell II) wurden dann neben der
HOMERZ2-Expression der Nodalstatus (NO versus N1 versus Nx) und die
histopathologische Graduierung (Grading) (2 versus 3) mit einbezogen.
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Tabelle 13: Multivariable Cox-Regressionsanalyse bzgl. des Gesamtiiberlebens

(Modell I).

Variable HR Cl P
HOMER2-

Expression 0,017
Nicht vorhanden 1

Vorhanden 0,355 (0,152-0,830)

Tumorrest 0,050
Ocm 1

>0cmund<1cm 1,179 (1,00-1,390)

FIGO 0,448
1 1

vV 0,649 (0,212-1,983)

HR = Hazard Ratio mit 95 % Konfidenzintervall (Cl); FIGO, Fédération Internationale
de Gynécologie et d'Obstétrique. *Statistisch signifikant ab p < 0,05.

Tabelle 14: Multivariable Cox-Regressionsanalysen bzgl. des Gesamtiberlebens

(Modell 1I).
Variable HR Cl P
HOMER2-

: 0,018*
Expression
Nicht vorhanden 1
Vorhanden 0,325 (0,127-0,827)

Nodalstatus

NO 1
N1 1,477
NX 3,764

0,035*

(0,552-3,954)
(1,294-10,953)
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Variable HR Cl P

Histopathologische 0,215
Graduierung

(Grading)

2 1

3 0,400 (0,094-1,705)

HR = Hazard Ratio mit 95 % Konfidenzintervall (Cl); FIGO, Fédération Internationale
de Gynécologie et d'Obstétrique. *Statistisch signifikant ab p < 0,05.

Fur das Gesamtiuberleben hatte sich in den Modellen | und Il der multivariablen Cox-
Regression HOMER2 mit p = 0,017 und p = 0,018 als signifikant gezeigt. Weiter war
fur das Gesamtiuberleben der Nodalstatus (NO versus N1 versus Nx) signifikant. Der
postoperative Tumorrest verfehlte mit p = 0,05 nur knapp die Signifikanzschwelle.
Die histopathologische Graduierung (Grading) (2 versus 3), und das FIGO-Stadium
(111 versus 1IV) waren nicht signifikant. Dass die histopathologische Graduierung und
das FIGO-Stadium nicht signifikant waren, lag mdoglicherweise daran, dass im
vorliegenden Kollektiv nur fortgeschrittene Tumore untersucht wurden. Die Hazard-
Ratio lag fur die HOMER2-Expression bei 0,355 und 0,325 und bedeutete, dass die
Wahrscheinlichkeit fur das Ereignis des Todes fir die Patientinnen mit vorhandener
HOMERZ2-Expression um ca. 65 % niedriger war, als fur die Vergleichsgruppe bei der
keine HOMER2-Expression vorhanden war. Dies verdeutlicht abermals das Potenzial
von HOMERZ2 als prognostischen Marker.

4.15 Multivariable Cox-Regressions-Analysen bzgl. des
rezidivfreien Uberleben auf Proteinebene

Wie auch schon fir das Gesamtuberleben wurde in einem nachsten Schritt die
HOMERZ2-Proteinexpression zusammen mit klinisch-pathologischen Faktoren in zwei
multivariablen Cox-Regressionsmodellen fiir das rezidivfreie Uberleben analysiert.
Auch hier wurden aufgrund der vergleichsweise geringen Ereigniszahlen (n = 28 fur
das Gesamtlberleben und n = 33 fur das rezidivfreie Uberleben) jeweils zwei
separate Regressionsmodelle berechnet. Im ersten Modell wurden die Faktoren der
HOMERZ2-Expression (vorhanden versus nicht vorhanden), der Tumorrest (0 cm
versus > 0 cm und < 1 cm) und das FIGO-Stadium (lll versus V) berechnet. Im
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zweiten Modell wurden die HOMERZ2-Expression, der Nodalstatus (NO versus N1

versus Nx) und die histopathologische Graduierung (Grading) (2 versus 3) berechnet.

Tabelle 15: Multivariable Cox-Regressionsanalyse bzgl. des rezidivfreien Uberlebens
(Modell I).

Variable HR CL P
HOMER2-

Expression SRS
Nicht vorhanden 1

Vorhanden 0,383 (0,173-0,847)

Tumorrest 0,001*
0Ocm 1

>0cmund<1cm 1,298 (1,110-1,517)

FIGO 0,940
11 1

\Y 0,965 (0,379-2,452)

HR = Hazard Ratio mit 95 % Konfidenzintervall (Cl); FIGO, Fédération Internationale
de Gynécologie et d'Obstétrique. *Statistisch signifikant ab p < 0,05.

Tabelle 16: Multivariable Cox-Regressionsanalyse bzgl. des rezidivfreien Uberlebens
(Modell 11).

Variable HR Cl P
HOMER2-

Expression 0.03%"
Nicht vorhanden 1

Vorhanden 0,443 (0,204-0,961)

Nodalstatus 0,013*
NO 1

N1 1,394 (0,580-3,347)

NXx 4,439 (1,540-12,798)
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Variable HR Cl P

Histopathologische 0,504
Graduierung

(Grading)

2 1

3 0,627 (0,159-2,469)

HR = Hazard Ratio mit 95 % Konfidenzintervall (Cl); FIGO, Fédération Internationale
de Gynécologie et d'Obstétrique. Statistisch signifikant ab p < 0,05.

Fur das rezidivfreie Uberleben war die Expression von HOMER2 im Modell | und Il
der multivariablen Cox-Regression mit p = 0,018 und p = 0,039 signifikant. Weiter war
im Modell | der Tumorrest (0 cm versus > 0 cm und < 1 cm) mit p = 0,001 und in
Modell 1l der Nodalstatus (NO versus N1 versus Nx) mit p = 0,013 signifikant. Die
histopathologische Graduierung (Grading) (2 versus 3) und das FIGO-Stadium (lll
versus |IV) waren, wie schon beim Gesamtiberleben nicht signifikant. Die Hazard-
Ratio lag fur die HOMER2-Expression bei 0,383 und 0,443.
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5 Diskussion

Ziel der hier vorgestellten medizinischen Doktorarbeit war die Validierung array-
basierter mRNA-Daten (n = 103) bzgl. des Gens HOMER2 und dessen Potential als
Uberlebensassoziierter Biomarker fir das sporadische Ovarialkarzinom. Hierzu
wurden die microarray-basierten mRNA-Expressionsdaten bzgl. des Gens HOMER?2
mit einer unabhéangigen Analysetechnik, der qPCR, uberprift und nachfolgend ihre
Assoziation mit dem Uberleben an einem groReren, unabhangigen Kollektiv mit Hilfe
des ,KM-Plotters (www.kmplot.com) validiert. AnschlieBend wurde die HOMER2-
Expression auf Proteinebene untersucht. Hierzu wurden zwei TMAs angefertigt, ein
fur  HOMER2  spezifischer  AntikOorper identifiziert und anhand von
immunhistochemischen Farbungen die prognostische Relevanz der HOMER2-

Proteinexpression analysiert.

1. Validierung der array-basierten mMRNA-Expressionsdaten mittels gPCR

Im ersten Teil der hier vorgelegten Arbeit sollten array-basierte mMRNA-
Expressionsdaten zu HOMER2 mit einer unabhéngigen Technik bestatigt werden.
Hierzu sollte ein reprasentatives Kollektiv (n = 41) an Tumoren mittels gPCR
untersucht und die erzielten Ergebnisse mit den array-basierten Daten verglichen
werden. Die gPCR sollte verwendet werden, da diese Technik, im Gegensatz zur
microarray-basierten Analyse, keine zuvor linear amplifizierte RNA einsetzt. Die
Hybridisierung linear amplifizierter RNA auf microarrays hat zwar den Vorteil, dass
mit einer sehr geringen RNA-Menge (ca. 500 ng Ausgangsmaterial) mehrere tausend
Gene gleichzeitig untersucht werden kdénnen - sie birgt aber unter Umstéanden die
Gefahr einer moglichen Verschiebung der urspringlichen
Transkriptkonzentrationsverhéaltnisse - die zu verfalschten Ergebnissen fiihren kénnte
[47]. Die gPCR bendtigt zwar mehr Ausgangsmaterial - in dieser Arbeit wurden 500
ng cDNA pro Reaktion eingesetzt - die oben beschriebene Gefahr ist jedoch hier
nicht gegeben, da die RNA vorab nicht linear amplifiziert wird. Das Ergebnis des
Vergleichs war mit einer signifikanten (p < 0,001), positiven Korrelation (r = 0,903)
zwischen den lllumina-Chip-Daten und den Daten der gPCR deutlich. Dies bedeutet,
dass die mittels array generierten Expressionsdaten mit Hilfe einer unabhéngigen

Methode bestatigt werden konnten.
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2. Validierung der Assoziation der mRNA-Expressionsdaten mit dem Uberleben an
einem unabh&ngigen Kollektiv

Im néchsten Schritt wurde die Assoziation der mRNA-Expressionsdaten der array-
basierten Daten und der gPCR-Daten mit dem Uberleben an einem groReren,
unabh&ngigen Kollektiv Uberprift. Hierzu wurde ein unabhangiges Kollektiv des ,KM-
Plotters“ (www.kmplot.com) verwendet. Fiur das rezidivfreie Uberleben waren
Fremddaten der mRNA-Expression von 590 und fir das Gesamtiberleben
Fremddaten von 690 Patientinnen vorhanden. Sowohl fir das Gesamtiberleben als
auch fur das rezidivfreie Uberleben zeigte sich die Assoziation einer hohen
HOMER2-Expression mit einem verlangerten Gesamt- bzw. rezidivfreien Uberleben.
Dabei war die Assoziation mit einem P-Wert von p = 0,0032 und 0,00027 signifikant
und bestatigte die mRNA-Daten des lllumina-Chips und die der gPCR eindeutig. Die
Uberpriufung der Daten des lllumina-Chips und der gPCR war aus den Fallzahlen mit
n = 103 fur den Illlumina-Chip und n = 41 fur die gPCR wichtig, da sich mdgliche

Verzerrungen aus den relativ kleinen Fallzahlen hatten ergeben kénnen.

3. Untersuchung der HOMER2-Proteinexpression

Um nun die Expression von HOMER?2 auf Proteinebene zu untersuchen, wurden in
dieser Arbeit zwei TMAs hergestellt und anschlieend immunhistochemische
Farbungen mit einem HOMERZ2-spezifischen Antikdrper durchgefihrt. Der Vorteil der
TMAs gegeniber den Grof3flachenschnitten lag in der Mdglichkeit, verschiedene
Proben von mehreren Patientinnen unter denselben und nicht, wie zuvor bei den
Groliflachenschnitten, unter den gleichen Bedingungen testen zu kdnnen. Dem
maoglichen Nachteil, dass die Stanzen nur 0,6 mm Durchmesser hatten und so der zu
stanzende Abschnitt aufgrund der Heterogenitat der Tumoren nicht reprasentativ flr
das zu untersuchende Gewebe ware, wurde durch dreimaliges Stanzen jeder Probe
an jeweils unterschiedlichen Stellen des Gewebes entgegengewirkt. Hinzu kommt,
dass in Validierungsstudien, die TMAs mit ihren Grol3flachenschnitten verglichen
haben, diese moglichen Bedenken widerlegt wurden, da die Ubereinstimmung der
vergleichsweise kleinen Proben auf dem TMA mit ihren Grol3flachenschnitten bei
Entnahme dreier Stanzen aus jedem Gewebe repréasentativ war [4, 29]. Die
immunhistochemischen Farbungen der TMAsS mit n = 46 Tumorproben wurde mit
einem Antikdrper der Firma Sigma bei einer Verdinnung von 1/200 unter der
Methode der Antigendemaskierung mittels des DAKO Target Retrieval Solution Kit
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pH 6,0 durchgefiihrt. Die immunhistochemische Farbung bestatigte HOMER2, wie
schon zuvor durch verschiedene Verfahren und Kollektive auf mRNA-Ebene, auf
Proteinebene als prognostischen Marker. Sowohl fir das Gesamt- als auch fur das
rezidivfreie Uberleben konnte eine signifikante Assoziation zwischen einer hohen
HOMER2-Expression und einem verlangerten Gesamt- bzw. rezidivfreien Uberleben
gezeigt werden. Fur das Gesamtiberleben in der univariablen Kaplan Meier Analyse
lag der P-Wert bei p = 0,008 und firr das rezidivfreie Uberleben bei p = 0,037. Die
Expression von HOMER2 wurde somit im Zusammenhang mit einem verlangerten
Gesamt- bzw. rezidivfreien Uberleben Uber die immunhistochemische Farbung
anhand eines semiquantitativen Scores auf Proteinebene bestatigt. Auch in den
nachfolgend durchgefuhrten multivariablen Cox-Regressionsanalysen, in die neben
der HOMER2 Expression sowohl der postoperative Tumorrest, das FIGO-Stadium,
der Nodalstatus und die histopathologische Graduierung einflossen, konnte die
HOMER2 Expression als unabhangiger Faktor bestatigt werden (siehe Kapitel
Kapitel 4.14 und 4.15). Bei diesen Analysen ist zu beachten, dass der Tumorrest und
das FIGO-Stadium als die entscheidenden klinischen Prognosefaktoren beim
Ovarialkarzinom gewertet werden. Dartber hinaus ist der Nodalstatus ein abhangiger
Faktor, da nur eine Lymphadenektomie bei Tumorrest 0, bzw. < 1cm vorgenommen

wird.

4. Biomarker und prognostische Faktoren beim Ovarialkarzinom

Die klassischen Klinisch-pathologischen Faktoren, die flr Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom zur Prognoseabschatzung verwendet werden, umfassen das
Tumorstadium, das Alter der Patientinnen, den Allgemeinzustand, den histologischen
Typ, die histopathologische Graduierung (Grading), die Metastasen, den Tumorrest
nach OP und das Ansprechen auf die Chemotherapie [23]. Allerdings sind diese
prognostischen Faktoren keine ausreichenden Pradiktoren fur das Gesamtiberleben
und/oder das rezidivfreie Uberleben. Hinzu kommt, dass sie keine biologischen
Erklarungen fur das Verhalten von Tumoren geben [18]. Eine biologische Erklarung
fur die Entstehung bzw. das Verhalten von Tumoren ist allerdings fur das Verstandnis
und die daraus mdglicherweise entstehende Therapie wichtig. Das gezielte
Eingreifen in z. B. Signalwege mittels sog. ,target therapies® wére ohne die
Entdeckung der dazugehorenden Zielstrukturen nicht méglich. Die hier vorgestellte

Arbeit soll im Sinne der Grundlagenforschung einen Beitrag dazu leisten.
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Diese Arbeit hat HOMER?2 als prognostischen Marker validiert. Die im Ergebnissteil
dargelegte Beobachtung, dass eine hohe Expression von HOMERZ2, sowohl auf
MRNA-Ebene als auch auf Proteinebene, signifikant mit einem langeren Gesamt-
bzw. rezidivfreien Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen, die eine adjuvante
Chemotherapie erhalten haben, assoziiert war, bestatigte HOMER2 als
prognostischen Marker. Denkbar ware also, die HOMER2-Expression zur besseren
Abschatzung des Gesamt- und rezidivfreien Uberlebens heranzuziehen. Weitere in
der Literatur noch besprochene prognostische Marker beim Ovarialkarzinom sind
z.B. das Tumorsuppressorgen Tp53, die GFRs, EGFR und HER2/neu. Eine
Metaanalyse ergab, dass bei aberranten Werten dieser Marker die Patientinnen eine
schlechtere 5-Jahresiiberlebensrate hatten, als Patientinnen mit Normwerten [19],
[18]. Hinzu kommen Ansatze fur Biomarker des Ovarialkarzinoms in Kombination mit
CA-125 [3]. ,Neue” Biomarkerkandidaten, die in der Literatur genannt werden sind:
HE4 (human epididymis protein 4), Mesothelin, Folat-Rezeptor alpha, Osteopontin
und Kallikreine [3, 34, 53, 57, 61, 68, 71].

Dass HOMER2 auch ein pradiktiver Marker sein konnte, méchte ich im folgenden
Absatz kurz erlautern. HOMER2 konnte prognostizieren, ob und wie die jeweiligen
Patientinnen auf die Chemotherapie vermutlich ansprechen werden. Aus der
Beobachtung, dass eine hohe Expression von HOMER2 auf mRNA- und
Proteinebene mit einem signifikant langeren Gesamt- bzw. rezidivfreien Uberleben
nach dem Erhalt einer Chemotherapie assoziiert war, kbnnte geschlossen werden,
dass diejenigen Patientinnen mit einer hohen HOMER2-Expression besser auf die
Chemotherapie ansprechen. Somit kbnnte die Expression von HOMER2, sowohl auf
MRNA-Ebene als auch auf Proteinebene, eine Unterteilung der Patientinnen in zwei
Gruppen je nach Ansprechen auf die Chemotherapie erlauben und so Einfluss auf

Intensitat und Dauer der Therapie nehmen.

5. Biomarker unter besonderer Berlcksichtigung von HOMER2 im biologischen
Kontext

Biomarker sollten aus verschiedenen Grinden im biologischen Kontext betrachtet
werden. Fur die Analyse von Erkrankungen ist es unerldsslich, dass wir
pathophysiologische Zusammenhange erforschen und verstehen. Gerade bei
malignen Prozessen, wie Tumoren, kann das Wissen uber Veradnderungen

molekularer Zielstrukturen bzw. gestorte Signalwege das Verstandnis fur die
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Entstehung und Behandlung steigern. Ein Beispiel dafir, dass die Kenntnis
molekularer Strukturen zu einer zielgerichteten Therapie der Patientinnen geftihrt hat,
ist die Entschlisselung der molekularen Signalwege der chronisch myeloischen
Leukdmie (CML) und die daraus resultierende Therapie mit dem Tyrosinkinase-
Inhibitor Imatinib [52].

HOMER2 war zuvor v.a. aus neuronalen Zusammenhangen bekannt. In
verschiedenen Arbeiten wurde HOMER2 in Bezug mit Krankheiten wie Alkoholismus,
Kokainabhéangigkeit, Schizophrenie und Alzheimer gesetzt [17, 30, 31, 62]. In der
Arbeit von Parisiadou et al. konnte gezeigt werden, dass HOMER2 und HOMERS3 mit
Amyloid Precursor Protein (APP) interagieren und so mdoglicherweise die AR-
Produktion reduziert wird [62]. In der Arbeit von Gould et al. wurde die Beziehung
zwischen einer Cocain verursachten Imbalance zwischen HOMER?2 versus HOMER1
und der Kokainabhangigkeit dargelegt [31]. In der Arbeit von Gilks et al. wurde das
Gen HOMERZ2 mit der Anfalligkeit fur Schizophrenie in Verbindung gebracht [30].

Nachfolgend sollen nun zwei Hypothesen vorgestellt werden, die HOMER2 mit zwei
Signalwegen in Verbindung bringt, die bei der Entstehung und Proliferation von

Tumoren eine wichtige Rolle spielen.

Hypothese |

Hypothese | basiert auf der in mehreren Arbeiten gezeigten Bindung von HOMER2
an die metabotropen Glutamatrezeptoren 1 und 5 (mGIuR1/5) [9, 39, 79] und den in
weiteren Arbeiten gezeigten Zusammenhang zwischen mGIUR und dem
Phosphatidylinositol-3-Kinase(PI3K)-AKT-Signalweges [35, 84]. In einer Arbeit von
Lin et al. konnte die Aktivierung der PI3K durch die mGIluR an motorischen
Nervenendigungen und an Zellen des Zentralnervensystem gezeigt werden [44].
Glutamatrezeptoren sind Transmembranproteine, die v.a. aus neuronalen Strukturen
bekannt sind und Glutamat binden. Besonders héaufig kommen sie in
postsynaptischen = Membranen glutamaterger Synapsen vor. Bei den
Glutamatrezeptoren gibt es die GluD2-, die ionotropen (iGluR) und metabotropen
Glutamatrezeptoren (mGIuR). Die iGIuR werden unterteilt in: AMPA-, NMDA- und
Kainat-Rezeptoren. Die mGIuR sind Transmembranproteine, die mit G-Proteinen
gekoppelt sind. Sie werden in drei Gruppen aufgeteilt: Gruppe I: mGIuR1 und 5,
Gruppe IIl: mGIuR2 und 3, Gruppe lll: mGIluR4, 6, 7 und 8 [84]. Die Gruppe | der
MGIuR aktivieren Second Messenger-Signalwege, wie die Phospholipase C und die
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Phosphatidylinositol-3-Kinase. Weiter konnte gezeigt werden, dass bestimmte
Glutamatrezeptoren uber verschiedene Signalwege fur das Wachstum, die Migration
und die Invasion von Karzinomen verantwortlich sind [48, 75, 77, 84]. Der PI3K-AKT
Signalweg ist einer der wichtigen Signalwege von Zellen in Bezug auf das zellulare
Uberleben, das Zellwachstum und die Zellteilung. PI3K ist nach Vogelstein et al.
einer der 12 Signalwege, denen man alle sog. ,Drivergene® zuordnen kann, die den
Zellen, wenn sie aktiviert sind, einen selektiven Wachstumsvorteil verschaffen [86].
PI3K kann durch verschiedene Stimuli, wie z.B. durch die Aktivierung von Growth
Faktor Rezeptoren, durch verschiedene Interleukine, Stress oder durch ein Ras-
Protein aktiviert werden [13, 41, 45, 74]. Das aktive PI3K wiederum kann AKT mittels
eines Second Messenger aktivieren. AKT ist auch unter dem Namen Protein-Kinase
B bekannt und hat drei Isoformen, AKT1, AKT2 und AKT3 [2]. AKT fordert das
zellulare Uberleben Uber verschiedene Wege und uber die Inaktivierung von
proapoptotischen Proteinen [6, 10, 14, 21]. AKT kann aulRerdem uUber die
Inaktivierung von PTEN aktiviert werden [86]. Weiter ist AKT Uber den negativen
Regulator von p53 MDM2 an dem Riickgang von p53 beteiligt [51, 89]. Uber den
Trankriptionsfaktor NF-kappa B wird die Genexpression von AKT fiir das Uberleben
gefordert [40, 65]. Auf den Zellmetabolismus nimmt AKT durch die Aktivierung von
Proteinkinasen Einfluss [56, 72]. Die Zellproliferation wird von AKT Uber Mediatoren
des Zellzyklus mit gesteuert [18, 82, 89].

Weiter spielt bei Ovarialkarzinomen die Dysregulation verschiedener Komponenten
des AKT-Pfades eine Rolle. Veranderungen der Tumor-Suppressor-Phosphatase
PTEN, welche fir die Inaktivierung des AKT-aktivierenden Second Messenger
zustandig ist, wurden in Ovarialkarzinomen gefunden [43, 59, 66, 69]. Hinzukommen
erhohte Spiegel von AKT1l und erhdhte Isoformen des AKT2, die in
Ovarialkarzinomen entdeckt wurden [5, 45, 76]. Ver&dnderungen von Untereinheiten
der PI3K wurden als Onkogene beim Ovarialkarzinom beschrieben [63, 73].
Hypothese | postuliert, dass HOMER2 eine hemmende Funktion auf den
metabotropen Glutamatrezeptorsignalweg austibt, was wiederum eine Hemmung des
PI3K-AKT-Signalwegs zur Folge hat. Durch die Hemmung dieses Signalwegs
konnen die Tumorzellen entsprechend unter Chemotherapie schneller in die
Apoptose Ubergehen. Dies wirde das verlangerte Gesamtuberleben und auch das

verlangerte rezidivfreie Uberleben der Patientinnen erklaren.

Hypothese Il
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In der Literatur sind folgende Zusammenhange beschrieben, die fur das Verstandnis
der zweiten Hypothese wichtig sind. Die DNA-Reparatur hat vier wesentliche
Reparaturmechanismen: die Umkehr des DNA-Schadens, die Exzisionsreparatur, die
unterschieden wird in die Mismatch-Reparatur, Basen-Exzisionsreparatur und
Nukleotid-Exzision und die Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen [83]. Die
Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen wird wieder unterschieden in die Nicht-
Homologe End-Joining-Reparatur und die Reparatur durch die Homologe
Rekombination [60]. Bei der Homologen Rekombination werden Doppelstrangbriiche
durch die Vorlage des gesunden Chromatids unter Bildung einer Holliday-Struktur
repariert [83]. BRCAL ist u.a. fir die Reparatur von Doppelstrangbriichen der DNA
mittels Homologer Rekombination verantwortlich [81]. Genau diese Homolge
Rekombination und dessen eventuelle Hemmung ist fur die zweite Hypothese von
Bedeutung. Beschrieben wurde von Ishibashi et al., dass HOMER2 an UBXN1 (UBX
Domain Protein 1) bindet [38]. Wu-Baer und Kollegen wiederum konnten 2010
zeigen, dall UBXN1 seinerseits mit einem ubiquitin-assoziierten UBA-Motiv,
autoubiquiniertes BRCAL erkennt und die E3-Ligase-Aktivitat von BRCA1/BARD1
hemmt [85]. Wobei die einzige bekannte enzymatische Funktion von BRCAL die der
E3-Ligase Aktivitat ist [15, 33, 46, 88]. Aus diesen Zusammenhangen lasst sich die
zweite Hypothese generieren:

Durch die Bindung von HOMER2 an UBXN1 verstarkt HOMER2 den hemmenden
Effekt von UBXN1 auf die E3-Ligase Aktivitit von BRCA1l. Diese Hemmung
beeinflusst mdglicherweise die DNA-Reparatur negativ und fordert damit bei
Patientinnen, die eine Chemotherapie erhalten haben, die Uberfiilhrung von
Krebszellen in die Apoptose. Dies kdnnte die verbesserte Prognose der Patientinnen
bei hoher HOMER2-Expression erklaren.

Der Zusammenhang zwischen einem gestorten DNA-Reparatursystem und einem
verbesserten Ansprechen auf Chemotherapeutika wurde auch in der Literatur zuvor
schon beschrieben. Bekannt ist z.B., dass diejenigen Zellen, die ein gestdrtes DNA-
Reparatursystem aufgrund von Mutationen in BRCA1 und BRCA2 haben, sensibler
auf Chemotherapeutika reagierten und weiter ein gutes Ansprechen auf Poly-ADP-
Ribose-Polymerase(PARP)-Inhibitoren zeigten [27, 37, 86]. PARP-Inhibitoren
hemmen, aus einer Familie von Enzymen entweder PARP-1 oder PARP-1 und 2,
wodurch die DNA-Reparation gehemmt und die Zytotoxizitdt von Chemotherapeutika

gesteigert wird [20].
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Betrachtet man nun die molekularen Veranderungen, die fir maligne
Transformationen in Ovarialkarzinomen entscheidend sind, so muss man davon
ausgehen, dass es nicht einen alleinigen neoplastischen Entstehungsweg gibt.
Deshalb ist es auch unwahrscheinlich, dass die Therapie des Ovarialkarzinoms
Erfolg hat, wenn man nur eine Stufe der Karzinogenese angreift. Um die
Tumortherapie zu verbessern, sollte man versuchen, in verschiedene Signalwege
einzugreifen [18]. Hilfreich dabei wéare es, die Patientinnenkollektive in klinisch-
pathologische Untergruppen in Bezug auf die Prognose und dem Ansprechen der
Chemotherapeutika differenzieren zu kénnen. Dazu waren Bemihungen, wie die des
Human Genome Projekt wichtig, da sie es u.a. moglich gemacht haben, Tumoren auf
molekulargenetischer Ebene sowie auf Proteinebene zu untersuchen [36]. Zur
Differenzierung der Patientinnen in klinisch-pathologische Gruppen fir die Prognose
konnte HOMER2 einen Beitrag leisten; sicherlich nicht als einziger Marker, aber
kombiniert mit z.B. den anderen oben genannten méglichen prognostischen Markern
(siehe Seite 11-12, Punkt 2.9).

5. Ausblick

Im né&chsten Abschnitt sollen mdgliche Folgearbeiten und Anwendungen der in
dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse erortert werden.

Auf molekularer Ebene sollte die Funktion von HOMER2 weiter untersucht werden.
Z.B. kbnnte Uber ein Zellsystem ermittelt werden, ob eine Steigerung der HOMER2-
Expression zu einer Hemmung der E3-Ligase von BRCA1 oder dem mGIuR fihren
wuirde, wie dies in den Hypothesen postuliert wurde.

Hinzu kommt, dass die in dieser Arbeit gezeigten Zusammenhange an einem
groReren Kollektiv von Patientinnen validiert werden sollten. Ferner wére die
Untersuchung der HOMER2-Expression und deren Assoziation mit dem Gesamt-
und rezidivfreien Uberleben fir Patientinnen mit einem Mammakarzinom sicherlich
interessant.

Mdoglicherweise ware es sinnvoll, den Zusammenhang von HOMER2 und PARP-
Inhibitoren an BRCA-Mutationstragerinnen zu untersuchen. PARP-Inhibitoren wurden
besonders fur BRCA-Mutationstragerinnen als Hoffnung auf einen neuen
Therapieansatz gesehen [2, 37, 80, 86]. Im Oktober 2014 erteilte die Europaischen
Arzneimittelbehérde  (EMA) dem  PARP-Inhibitor  Olaparib  fir BRCA-
Keimbahnmutationstragerinnen mit einem Platin-sensitiven Ovarialkarzinom-rezidiv

die Zulassung [25]. HOMER2 koénnte eventuell die BRCA-Mutationstragerinnen
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weiter in Subgruppen in Bezug auf das Ansprechen unterteilen. Die Patientinnen mit
einer hohen HOMER2-Expression, entsprechend der zweiten in dieser Arbeit
vorgestellten Hypothese, hétten eine neben der BRCA-Mutation, zweite Hemmung
der DNA-Reparatur. Zusammen mit den PARP-Inhibitoren hatten sie eine dreifache
Hemmung der Reparatur der DNA-Schaden, die durch Chemotherapeutika
verursacht wurden. Somit sollten die Tumorzellen, wie gewinscht, in Apoptose
gehen. Dies konnte anhand der Daten der SOLO2-Studie mit Olaparib bei
Patientinnen mit platinsensitiven Ovarialkarzinomrezidiven und BRCA-Mutation
retrospektiv mittels Einteilung der Patientinnen in eine Gruppe mit nicht vorhandener
HOMER-Expression und einer Gruppe mit vorhandener HOMER-Expression mit Hilfe
der Immunhistochemie anhand von Gewebeproben der Patientinnen relativ
kostensparsam mit dem semiquantitativen Score untersucht werden.

Wenn weitere Untersuchungen HOMER2 als prognostischen Marker bestatigen,
ware HOMER2 sicherlich ein sehr interessanter und aussagekraftiger Marker zur
Unterteilung von Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom in klinisch-pathologische
Gruppen in Bezug auf die Prognose. Zusammen z.B. mit dem Tumorsuppressorgen
Tp53, dem HE4, dem Mesothelin, dem Folat-Rezeptor alpha, dem Osteopontin und
den Kallikreinen, ware die Expression von HOMER?2 ein wichtiges Indiz sowohl fur
das Gesamt- als auch fiir das rezidivfreie Uberleben. Die Unterteilung anhand der
HOMERZ2-Expression kénnte direkt anschlieen an den nach der OP bzw. wahrend
der OP stattfindenden Schnellschnitt und mit der Immunhistochemie und einem
semiquantitativen Score recht einfach und schnell realisierbar sein; sie wirde den

behandelnden Arzten eine differenziertere Prognose ermdglichen.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Doktorarbeit war die Validierung vorliegender array-basierter mRNA-Daten (n
= 103) bzgl. des Gens HOMER2 und deren Potential als prognostischer Biomarker
fur das sporadische Ovarialkarzinom. Hierzu wurden die microarray-basierten
MRNA-Expressionsdaten mit einer unabhangigen Analysetechnik, der gPCR, bei n =
41 Tumoren Uberpriift und nachfolgend ihre Assoziation mit dem Uberleben an einem
groReren und unabhangigen Kollektiv mit Hilfe des ,KM-Plotters® (www.kmplot.com)
validiert. AnschlieRend wurde die HOMER2-Expression auf Proteinebene untersucht.
Die Beobachtung, dass eine hohe Expression von HOMER2, sowohl auf mRNA-
Ebene als auch auf Proteinebene, signifikant mit einem langeren Gesamt- bzw.
rezidivfreien Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen, die eine adjuvante
Chemotherapie erhalten haben, assoziiert war, bestatigt HOMER2 als
prognostischen Marker. Das Ergebnis der Korrelationsanalyse war mit einer hohen
signifikanten (p < 0,001), stark positiven Korrelation (r = 0,903) zwischen den
lllumina-Chip-Daten und den Daten der gPCR deutlich. Als nachster Schritt wurde
die Assoziation der mRNA-Expressionsdaten der array-basierten Daten und der
gPCR-Daten mit dem Uberleben an einem groReren Kollektiv mittels KM-Plotter
uberprift. Dazu standen Expressionsdaten fiir das rezidivfreie Uberleben von 590
und fur das Gesamtuberleben von 690 Patientinnen zur Verfiigung. Sowohl fir das
Gesamt- als auch fiir das rezidivfreie Uberleben zeigte sich der Zusammenhang
einer hohen HOMER2-Expression mit einem verlangerten Gesamt- bzw. rezidivireien
Uberleben. Dabei war die Assoziation mit einem P-Wert von p = 0,0032 und 0,00027
hochsignifikant und bestétigte die mRNA-Daten des lllumina-Chips und die der gPCR
eindeutig. Um nun die Expression von HOMER2 auf Proteinebene zu untersuchen,
wurden immunhistochemische Farbungen der TMAs von n = 46 Tumorproben mit
einem Antikorper der Firma Sigma bei einer Verdinnung von 1/200 unter der
Methode der Antigendemaskierung mittels des DAKO Target Retrieval Solution Kit
pH 6,0 durchgefiihrt. Auch hier zeigte sich sowohl fir das Gesamt- als auch flr das
rezidivfreie Uberleben eine signifikante Assoziation zwischen einer hohen HOMER2-
Expression und einem verlangerten Gesamtiberleben mit p = 0,008 bzw.
rezidivfreien Uberleben mit p = 0,0037. Durch die TMAs wurde HOMER2 somit auf
Proteinebene als prognostischer Marker validiert, sodass eine klare Ausarbeitung

von HOMER?2 als prognostischer Marker fur das Ovarialkarzinom vorliegt. Denkbar
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ware also, die HOMER2-Expression zur besseren Abschatzung des Gesamt- und
rezidivfreien Uberlebens heranzuziehen.

Folgende zwei Hypothesen geben eine mogliche Erklarung fur die in dieser Arbeit
dargestellte Assoziation der HOMER2-Expression und dem Uberleben.

Durch den in der ersten Hypothese vorgestellten Zusammenhang zwischen mGIuR,
HOMER?2 und PI3K wird die Aktivitat von PI3K moglicherweise gehemmt und so der
PI3K-AKT-Signalweg unterdruckt, sodass die Zellen schneller nach der Gabe der
Chemotherapie in die Apoptose tbergehen.

In der zweiten Hypothese wird durch die Bindung von HOMER2 an UBXN1, der
hemmende Effekt von UBXN1 auf die E3-Ligase Aktivititt von BRCAL1 durch
HOMER?2 verstarkt. Diese Hemmung beeinflusst mdglicherweise die DNA-Reparatur
negativ und fordert damit bei Patientinnen, die eine Chemotherapie erhalten haben,
die Uberfilhrung von Krebszellen in die Apoptose. Diese beiden Hypothesen wiirden
das verlangerte Gesamt- bzw. rezidivfreie Uberleben erklaren.

Als mdgliche Folgearbeiten sollte die Funktion von HOMER2 auf molekularer Ebene
weiter untersucht werden. Hinzu kommt, dass die in dieser Arbeit gezeigten
Zusammenhange an einem noch groReren Kollektiv von Patientinnen validiert
werden sollten. Ferner ware die Untersuchung der HOMER2-Expression und deren
Assoziation mit dem Uberleben fiir Patientinnen mit einem Mammakarzinom
sicherlich interessant. Mdglicherweise ware es auch sinnvoll, den Zusammenhang
von HOMER2 und PARP-Inhibitoren an BRCA-Mutationstragerinnen zu untersuchen.
HOMER?2 kénnte moglicherweise die BRCA-Mutationstragerinnen in fur die Therapie
geeignete und nicht geeignete Subgruppen unterteilen. Die Patientinnen mit einer
hohen HOMER2-Expression, entsprechend der zweiten in dieser Arbeit vorgestellten
Hypothese, hatten eine neben der BRCA-Mutation, zweite Hemmung der DNA-
Reparatur. Zusammen mit den PARP-Inhibitoren hatten sie eine dreifache Hemmung
der Reparatur der DNA-Schéaden, die durch Chemotherapeutika verursacht werden.
Somit sollten die Tumorzellen, wie gewtnscht, in Apoptose gehen. Dies kdnnte
anhand der momentan laufenden Phase Il Studie SOLO2 mit Olaparib bei
Patientinnen mit platinsensitiven Ovarialkarzinomrezidiven und BRCA-Mutation
retrospektiv mittels Einteilung der Patientinnen in eine Gruppe mit nicht vorhandener
HOMER-Expression und einer Gruppe mit vorhandener HOMER-Expression mit Hilfe
der Immunhistochemie anhand von Gewebeproben der Patientinnen relativ

kostensparsam anhand des semiquantitativen Scores untersucht werden.
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Wenn weitere Untersuchungen HOMER2 als prognostischen Marker bestétigen,
wéare HOMER?2 sicherlich ein sehr interessanter und aussagekréftiger Marker zur
Unterteilung von Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom in klinisch-pathologische
Gruppen in Bezug auf die Prognose. Zusammen z.B. mit dem HE4, dem Mesothelin,
dem Folat-Rezeptor alpha, dem Osteopontin und den Kallikreinen, kénnte die
Expression von HOMER2 ein wichtiges prognostisches Indiz fir das Gesamt- als
auch fur das rezidivfreie Uberleben sein.
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